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W TYM ZESZYCIE PBK

■Polarny transport auksyny (PAT) jest procesem kontrolującym etapy wzro­
stu i rozwoju roślin. PAT odbywa się dzięki obecności w błonie plazmatycz- 
nej wyspecjalizowanych nośników wpływającej i wypływającej z komórki 
auksyny. Znane są rodziny genów kodujących wymienione nośniki. Więcej 
na ten temat można znaleźć na stronie 605.

■Niestabilność genetyczna jest jedną z charakterystycznych cech komórek 
nowotworowych. Artykuł na stronie 635 nawiązuje do wcześniejszej publi­
kacji na ten temat (Post.Biol.Komórki 2003; 30:259). W obecnej publikacji 
Autorzy dyskutują skutki niestabilności mikrosatelitarnej i utraty heterozy- 
gotyczności.

■ Infekcja bakterią Helicobacterpyroli może prowadzić do choroby wrzodowej 
żołądka i dwunastnicy. Zakażenie powoduje zaburzenia funkcji komórek 
błony śluzowej, a przewlekłe zapalenie w tej okolicy może prowadzić do 
transformacji nowotworowej komórek. W artykule na stronie 679 przed­
stawiono molekularne podłoże chrobotwórczości bakterii H. pyroli, zróżni­
cowanie funkcjonalne genomu bakterii oraz mechanizmy kolonizacji bło­
ny śluzowej żołądka.

■W zeszycie znalazły się dwa artykuły o fizjologii metaloproteinaz (strony 
695 i 721). Metaloproteinazy ADAM to białka transbłonowe, które łączą 
cechy białek adhezyjnych i proteinaz. Uczestniczą w adhezji i fuzji komó­
rek, uwalnianiu domen zewnątrzkomórkowych białek transbłonowych i 
przekazywaniu sygnału. W drugim artykule zatytułowanym „Metaloprote- 
azy w fizjologii i patologii ośrodkowego układu nerwowego” omówiono kla­
syfikację, budowę molekularną i mechanizmy aktywności tych enzymów. 
Jednak stosunkowo niewiele uwagi poświęcono udziałowi metaloprote­
inaz w fizjologii i patologii ośrodkowoego układu nerwowego, mimo że 
podkreślono to w tytule.

■Cerebelina to stosunkowo mało poznany neuropeptyd obecny u różnych 
gatunków zwierząt (patrz strona 707). Obecność peptydu stwierdzono w 
móżdżku i innych okolicach mózgowia, w przewodzie pokarmowym, ner­
ce oraz nadnerczach. Peptyd wzmaga wydzielanie aldosteronu oraz kor­
tyzolu przez korę nadnerczy, stymuluje uwalnianie katecholamin z rdze­
nia nadnerczy. Sugeruje się też jego hamujący wpływ na czynność tar­
czycy.

■Na stronie 745 opisano grupę białek, którym przypisuje się funkcję cytopla- 
zmatycznych regulatorów heterotrimerycznych białek G. Opisano repre­
zentanta tej grupy białek fosducynę oraz jej izoformy.
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POLARNY TRANSPORT AUKSYNY - 
HIPOTEZY I ODKRYCIA

POLAR AUXIN TRANSPORT - HIPOTHESES AND DISCOVERIES

Alicja Sylwia BANASIAK

Zakład Morfologii i Rozwoju Roślin, Instytut Biologii Roślin 
Uniwersytetu Wrocławskiego

Streszczenie'. Polarny transport auksyny (PAT) jest procesem kontrolującym wszystkie etapy wzrostu 
i rozwoju roślin. Poznanie odpowiedzialnych za ten proces mechanizmów stało się więc jednym z 
głównych celów współczesnej nauki. Dzięki najnowszym badaniom z użyciem technik biologii mole­
kularnej udało się potwierdzić postawioną kilkadziesiąt lat wcześniej hipotezę chemioosmotyczną. 
Według niej PAT odbywa się dzięki obecności w błonie cytoplazmatycznej wyspecjalizowanych nośni­
ków wpływającej (AUX) i wypływającej (PIN) z komórki auksyny. Obecnie znane są całe rodziny 
genów kodujących wymienione nośniki. Ustalono także, że nośnik wypływającej auksyny jest kom­
pleksem białkowym i zidentyfikowano, przynajmniej częściowo, jego przypuszczalne komponenty, a 
także czynniki mogące wpływać na lokalizację tegoż nośnika w błonie komórkowej. Mimo to nie udało 
się dokładnie wyjaśnić żadnego z procesów kontrolowanych przez auksynę. Dokonano natomiast od­
kryć, które wymagają weryfikacji dotychczasowego spojrzenia na PAT. Jednym z nich jest stwierdze­
nie, że znany bazypetalny PAT nie jest jedynym sposobem długodystansowego transportu auksyny 
poprzez miękisz ksylemowy lub kambium z części pędowych do korzenia, gdyż podobny transport 
wymagający obecności nośników auksyny wpływającej do komórki odkryto także w tkance floemowej. 
Przypuszcza się więc, że w roślinie może występować wiele dróg transportu auksyny, a każda z nich 
może być związana z kontrolą innego procesu. Innym bardzo ważnym odkryciem stało się stwierdze­
nie, że nośniki wypływającej auksyny mogą zmieniać swoje położenie w błonie komórkowej. Kieru­
nek transportu auksyny mógłby zatem ulegać zmianie, teoretycznie w każdy inny, zależnie od tego, w 
którym miejscu błony w danym momencie umiejscowione są nośniki. Daje to wskazówkę do poszuki­
wania wyjaśnień sprzeczności między znanym bazypetalnym kierunkiem PAT w tkankach pędowych a 
akropetalnym ukierunkowaniem sterowanych przez auksynę procesów, takich jak tworzenie zawiąz­
ków organów czy różnicowanie tkanek waskulamych.

Słowa kluczowe', polarny transport auksyny (PAT), nośniki auksyny, PIN, AUX, Arabidopsis.

Summary: Polar auxin transport (PAT) is a process, which controls many stages of plant growth and 
development. According to the chemiosmotic hypothesis auxins move in the polar manner through the
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influx (AUX) and the efflux (PIN) carriers connected with the plasma membrane. Recent molecular 
studies have identified gene families encoding these carriers. It has been established that auxin efflux 
carrier is a protein complex. Its putative components and factors influencing this earner localisation in 
plasma membrane have been partially identified. Nevertheless, any of processes, which are controlled 
by auxin has been explained yet. However, recent molecular studies supplied new data, demanding 
verification of the present view on the polar auxin transport. The known basipetal PAT in xylem 
parenchyma and cambium appears to be not sole conduit for long distance auxin transport from the 
stem to the root. The similar transport has been discovered in the phloem. This requires the presence 
of auxin influx carrier. It is likely, that in a plant many auxin transport ways are present and act 
simultaneously, and each of these may be connected with the control of different process. The impor­
tant discovery was, that auxin influx carriers could change their location in plasma membrane. Thus 
the direction of auxin transport could also be altered, theoretically into anyone, depending on the site, 
in which the carriers are located at a given moment.

Key words: polar auxin transport (PAT), auxin influx carrier, AUX, auxin efflux carrier, PIN, Arabidop- 
sis.

WSTĘP

Auksyny są cząsteczkami sygnalizacyjnymi występującymi powszechnie w świecie 
roślin i to zarówno w roślinach z grup bardziej pierwotnych, jakimi są ramienice, mszaki 
czy widłaki, jak i w roślinach nasiennych [13]. Działając jako regulatory wzrostu i 
rozwoju uczestniczą w procesach komórkowych, takich jak podziały, elongacja i 
różnicowanie [11, 64]. Mogą też jako sygnał pozakomórkowy sterować morfogenezą 
i odpowiedzią fizjologiczną roślin na bodźce zewnętrzne [6, 10, 55]. Złożoność i 
zróżnicowanie pełnionych przez auksynę zadań sprawia, że poznanie szlaku 
auksynowego począwszy od biosyntezy tego hormonu aż po wywołanie przez niego 
określonej reakcji stało się kluczem do zrozumienia funkcjonowania żywego organizmu 
roślinnego. Mimo iż na całym świecie trwają intensywne badania nad auksynami, 
żaden z procesów przez nie kontrolowanych nie został dotychczas dokładnie poznany. 
Wiadomo jednak, że w większości z nich kluczową rolę odgrywa tzw. polarny transport 
auksyny (PAT). Polega on na długodystansowym przemieszczaniu sygnału 
auksynowego na zasadzie od komórki do komórki [41] z miejsca syntezy do rejonów, 
gdzie dochodzi do percepcji bodźca i wywołania określonej reakcji.

MIEJSCE BIOSYNTEZY AUKSYNY 
PRZYPUSZCZENIA I DOWODY

Dla zrozumienia podstaw PAT zasadnicze jest poznanie miejsca syntezy auksyny, 
jako jej źródła dla pozostałych tkanek. Miejsce to jest dotąd kontrowersyjne. Wprawdzie 
powszechnie przyjmuje się, że auksyna jest syntetyzowana w młodych tkankach 
wierzchołka pędu [34], jednak istnieją różnice co do bardziej precyzyjnego określenia 
tego miejsca. Niektóre spośród publikowanych prac za miejsce syntezy podają merystem 
wierzchołkowy pędu [14], inne - najmłodsze zawiązki liściowe. Ostatnio pojawił się
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także pogląd, że auksyna jest produkowana w liściach w pełni zróżnicowanych, które 
mają zróżnicowane elementy przewodzące [2]. Dowodem na słuszność takiego 
spojrzenia mogą być eksperymenty z ukorzenianiem sadzonek Dianthus caryophyllus 
[19], Wiadomo, że za tworzenie korzeni bocznych odpowiedzialna jest auksyna płynąca 
bazypetalnie z części pędowych [6,60]. Przeprowadzono więc doświadczenia, w których 
obserwowano tworzenie korzeni bocznych przez dwa rodzaje sadzonek, tzn. sadzonki 
pozbawiane merystemu i najmłodszych zawiązków liściowych oraz sadzonki 
pozbawione dojrzałych liści. Okazało się, że sadzonki bez merystemu i najmłodszych 
zawiązków normalnie wytwarzały korzenie boczne. Natomiast usunięcie dojrzałych 
liści hamowało tworzenie korzeni bocznych do czasu, kiedy najstarsze zawiązki liściowe 
osiągały dojrzałość. Na tej podstawie wyciągnięto wniosek, że tylko rozwinięte liście 
zdolne są do wytwarzania auksyny. Z kolei badania nad tworzeniem korzeni bocznych 
przez siewki Arabidopsis wskazują na to, że liście są zdolne do wytwarzania auksyny 
tylko na pewnym etapie ich rozwoju, pomiędzy stadium zawiązka a pełną dojrzałością 
[6, 30].

STWIERDZONE I HIPOTETYCZNE KIERUNKI PAT

W licznych eksperymentach przeprowadzonych na grochu, kukurydzy i Arabidopsis 
stwierdzono, że PAT w tkankach nadziemnych odbywa się jedynie w kierunku 
bazypetalnym [50], natomiast akropetalny transport auksyny w tych tkankach jest 
transportem ograniczonym i niepolamym. Z kolei w korzeniach, zarówno kukurydzy 
jak i Arabidopsis, występują dwa różne kierunki PAT - akropetalny i bazypetalny [57] 
i wydają się być one zarezerwowane dla różnych procesów sterowanych przez auksynę 
[10,55],

Występowanie wyżej opisanych kierunków transportu jest bogato udokumentowane. 
Nie ma natomiast żadnych dowodów na istnienie typowego PAT akropetalnego w 
tkankach pędowych, chociaż auksyna może być w pędzie akropetalnie transportowana 
np. podczas kiełkowania nasion [4]. Istnienie akropetalnego PAT nie zostało więc 
ostatecznie wykluczone. Mogłoby ono natomiast wyjaśnić wiele niezrozumiałych 
dotychczas procesów rozwojowych. Do takich procesów należy inicjacja zawiązków 
liściowych na merystemie wierzchołkowym pędu. Zawiązki inicjowane są w regularnych 
wzorach filotaktycznych. Już jedna z bardzo wczesnych hipotez zakładała, że miejsce 
inicjacji zawiązków determinowane jest przez akropetalnie płynący morfogen [23,29]. 
Badania nad mutantem Arabidopsispinl wykazały, że do inicjacji zawiązków jedynym 
niezbędnym czynnikiem jest auksyna [28, 56]. Jeżeli uznamy słuszność hipotezy o 
akropetalnie płynącym morfogenie, to w świetle tego odkrycia powinna nim być 
auksyna. Z kolei opisane wyżej poglądy i dowody dotyczące miejsca biosyntezy auksyny 
wskazują, że hormon ten jest najprawdopodobniej syntetyzowany w liściach, a nie w 
wierzchołku, aby więc mógł dotrzeć do rejonu organogenicznego merystemu, musiałby 
być transportowany akropetalnie.
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Na możliwość występowania akropetalnego PAT w tkankach pędowych wskazują 
też badania wpływu auksyny na tworzenie systemu przewodzącego [1, 36, 67, 69]. Z 
wielu badań wynika, że auksyna jest czynnikiem warunkującym różnicowanie wiązek 
waskulamych. Istnieje jednak sprzeczność między kierunkiem znanego bazypetalnego 
PAT a akropetalnym różnicowaniem wiązek [2]. Akropetalny PAT byłby więc 
doskonałym wyjaśnieniem tegoż różnicowania.

Dlaczego więc taki kierunek PAT w tkankach pędowych nie został dotychczas 
stwierdzony ani w badaniach molekularnych, ani fizjologicznych? Wytłumaczeniem 
może być metodyka wykonywanych badań. Ze względów technicznych PAT jest badany 
nie w całym pędzie, lecz w stosunkowo krótkich jego fragmentach [19]. Należałoby 
się więc zastanowić, co jest czynnikiem polaryzującym transport auksyny? W przypadku 
PAT bazypetalnego może nim być odpowiednia polamość tkanki obecna także w 
krótkich fragmentach. W przypadku PAT akropetalnego czynnikiem polaryzującym 
transport mogą być np. specyficzne zależności natury fizjologicznej pomiędzy odległymi 
układami tkankowymi, a wówczas fragmentacja pędu może je zmieniać, powodując 
obserwowany ograniczony, akropetalny transport auksyny nie wykazujący polamości 
[19]. Fragmentacja pędu może zmieniać także układy naprężeń tkankowych, które to 
według jednej z hipotez warunkują kierunek transportu auksyny [24].

ZRÓŻNICOWANIE DRÓG PRZEBIEGU PAT

W łodydze o budowie pierwotnej bazypetalny PAT odbywa się przez miękisz 
ksylemowy [20]. W korzeniu natomiast PAT akropetalny odbywa się poprzez tkanki 
walca osiowego, a PAT bazypetalny poprzez epidermę i/lub korę pierwotną [25, 31]. 
Jeżeli dodamy do tego fakt, iż auksyna może być także transportowana w elementach 
przewodzących ksylemu i floemu [ 1,64], to okaże się, że praktycznie prawie wszystkie 
układy tkankowe są predestynowane do transportu auksyny. Dane te pokazują, jak 
bardzo skomplikowany jest układ transportowy tego hormonu. Ciekawe byłoby 
sprawdzenie, na ile autonomiczne są poszczególne elementy tego układu i czy istnieje 
związek między drogą transportu auksyny a reakcją, jaką ona wywołuje. Niedawno 
ukazała się praca, której autorzy postulują istnienie takiej zależności [64]. Stwierdzili 
oni, że auksyna może być transportowana z miejsca syntezy do korzeni poprzez floem. 
Jest to ich zdaniem także długodystansowy transport polarny, z tym że inną drogą niż 
powszechnie znany PAT. Jednocześnie sugerują, że mogą istnieć jeszcze inne drogi, a 
każda z nich może być zarezerwowana dla sterowania innymi procesami.

MOLEKULARNE PODSTAWY PAT

Od czasu kiedy odkryto PAT w roślinach, wiele emocji wzbudza poznanie 
molekularnych mechanizmów tego rodzaju transportu. Powstało wiele hipotez, które 
próbowały ten transport objaśnić. Wśród nich największą popularność zdobyła hipoteza
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chemioosmotyczna [54, 59]. Według niej specyficzny transport polarny odbywa się na 
zasadzie symportu i antyportu protonowego dzięki obecności w błonie cytoplazmatycznej 
wyspecjalizowanych białkowych nośników auksyny wpływającej do komórki (AUX) i 
auksyny wypływającej z komórki (PIN) [16, 37, 50, 51].

Nośniki auksyny wypływającej z komórki

Przez długi czas wydawało się, że dla polarnego transportu auksyny i odpowiedzi 
na bodziec auksynowy mają znaczenie jedynie nośniki auksyny wypływającej z komórki. 
Takie spojrzenie wydawało się potwierdzać odkrycie, że w kwiatostanach Arabidopsis 
inhibitory blokujące nośniki auksyny wpływającej do komórki nie likwidują PAT [50, 
51]. Dlatego też w większości ośrodków prowadzących badania nad auksynami 
skoncentrowano się na nośnikach wypływającej auksyny. Ułatwiła to znajomość 
inhibitorów polarnego transportu auksyny, takich jak NPA i TIBA, blokujących te 
właśnie nośniki, a także zidentyfikowanie w ostatnich latach szeregu mutantów z 
uszkodzonym PAT [49]. Dzięki temu badania te poczyniły ostatnio znaczne postępy i 
dokonano odkryć, które otwierająnowe drogi badań nad auksynami. Już bardzo wczesny 
model PAT zakładał, że nośniki wypływającej z komórki auksyny sąbiałkami błonowymi 
pompującymi cząsteczki auksyny z wnętrza komórek do przestrzeni międzykomórkowych 
i apoplastu, z których to mogą one wchodzić do otaczających komórek [31]. W tym 
modelu kierunek transportu auksyny był określany przez asymetryczne rozmieszczenie 
białek nośnikowych w błonie komórkowej, co potwierdziły późniejsze eksperymenty na 
Arabidopsis [20, 46]. W roślinach tego gatunku białka nośnikowe wypływającej 
auksyny AtPINl są zlokalizowane w bazalnej części błony cytoplazmatycznej 
wyspecjalizowanych komórek miękiszu ksylemowego [20].

Białko będące nośnikiem jest od kilku lat intensywnie badane. Pomocne w tych 
badaniach okazały się mutanty tir3 {transport inhibitor response 3) i docl (dark 
overexpression gf CAB 7). Oba te mutanty wykazują defekty w PAT i mają 
prawdopodobnie zredukowaną liczbę białek NBP, które są miejscem wiązania inhibitor 
PAT - NPA. Połączenie defektu w transporcie auksyny z redukcją NBP sugerowało, że 
białka te mogą wiązać NPA, a jednocześnie być nośnikami wypływającej auksyny. 
Hipoteza ta została odrzucona, ponieważ wykazano eksperymentalnie, że NPA i auksyna 
nie wykazują współzawodnictwa o te same miejsca w błonie komórkowej. Na obecnym 
etapie wiedzy przyjmuje się, że nośnik wypływającej auksyny jest kompleksem 
białkowym zbudowanym z co najmniej dwóch białek [37, 38,40]. Pierwszym z nich 
jest związany z błoną transporter pompujący IAA w poprzek błony komórkowej. Jest 
on przypuszczalnie kodowany przez geny z rodziny PIN [49]. U Arabidopsis 
zidentyfikowano już ponad 10 genów należących do tej rodziny, między innymi PINI 
w miękiszu ksylemowym [20], PIN2 w zewnętrznych tkankach korzeni [49], PIN3 w 
tkankach wrażliwych na grawitację [18] i PIN4 w merystemach korzeni [17]. Rośliny 
z mutacjami w tych genach wykazują zmieniony transport auksyny i związane z tym 
charakterystyczne fenotypy [12, 32, 46, 57, 65]. Drugim białkiem kompleksu jest 
białko peryferyczne błony komórkowej - NBP, które to jest związane z nośnikiem i
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działa jakoregulacyjnapodjednostka wiążącaNPA [33]. Rola regulacyjnej podjednostki 
nie została dotychczas jednoznacznie sprecyzowana, ale najnowsze odkrycia dostarczyły 
dowodów, że NBP może odpowiadać za właściwe usytuowanie samego nośnika w 
błonie komórkowej [22], co jest podstawą regulacji transportu auksyny [45, 61, 62].

Interesujących danych dotyczących regulacyjnej podjednostki kompleksu dostarczyły 
badania genów Arabidopsis, które są spokrewnione z genami oporności wielolekowej 
występującymi u zwierząt - MDR. Jeden z tych genów AtMDR wydawał się być 
indukowany przez auksynę. Wyizolowano więc mutanty, u których uszkodzony był 
wymieniony gen lub jego najbliższy podrzędny gen - AtPGPl. Zarówno u mutanta 
atmdr, jak i podwójnego mutanta atmdrl atpgpl aktywność transportu auksyny była 
znacznie osłabiona. Fenotyp tych mutantów wykazywał epinastyczne liścienie i 
zredukowaną dominację apikalną. Okazało się, że białka AtMDR i AtPGP wiążą 
silnie, w sposób specyficzny inhibitor PAT - NPA. Wyniki te wskazują więc, że obydwa 
geny podobne do zwierzęcych MDR mogą kodować białka regulatorowe - NBP, które 
jako białka związane z nośnikiem wypływu auksyny są niezbędne do jej normalnej 
dystrybucji i sterowania przez nią rozwojem [47].

Przypuszcza się, że białka wiążące NPA wiążą także endogenne regulatory, takie 
jak flawonoidy, które mogą zastępować NPA i hamować wypływ auksyny in vitro [9, 
52]. Dowodzą tego badania mutantów Arabidopsis nietworzących flawonoidów w 
wyniku defektu ich biosyntezy. Mutanty te wykazują fenotypy związane z podniesionym 
transportem auksyny [9,44]. Zmiany w syntezie i lokalizacji flawonoidów mogą więc 
zmieniać wielkość i kierunek transportu modulując w ten sposób np. transport auksyny 
podczas reakcji grawitropijnej i fototropijnej [9,44].

Lokalizacja nośnika wypływającej auksyny w błonie komórkowej

Za lokalizację białek błonowych odpowiedzialny jest cytoszkielet aktynowy. 
Wydawało się więc logiczne, że za lokalizację nośnika wypływającej auksyny także 
może być odpowiedzialny ten rodzaj cytoszkieletu. Potwierdziły to eksperymenty 
polimeryzacji i depolimeryzacji filamentów aktynowych in vitro, które wykazały, iż 
regulacyjna podjednostka nośnika zbudowana z białka NBP wiążącego NPA jest trwale 
powiązana z aktyną i rozdziela się wraz z nią. Z kolei trucizny mikrofilamentów 
zmieniające stan polimeryzacji aktyny zmniejszają także ilość polarnie transportowanej 
auksyny [39, 40]. Wyciągnięto więc wniosek, że funkcją związania białek NPA z 
filamentami aktynowymi może być lokalizacja nośnika w błonie i związana z tym 
kontrola polamości transportu auksynowego [39,40].

Ze względu na przypuszczalny udział białek NBP w lokalizacji nośnika wypływającej 
auksyny w błonie komórkowej, szczególnie interesujące wydawały się wspomniane 
wcześniej mutanty docl/tir3, u których następuje redukcja tych białek. Badania 
zmutowanego locus wykazały, że w przypadku wszystkich ałleli zmiany nastąpiły w 
tej samej, pojedynczej ramce odczytu kodującej białko, które ze względu na nadzwyczaj 
duże rozmiary nazwano BIG. Białko to uznano za potencjalny regulator transportu 
auksynowego [33]. BIG wykazuje podobieństwo do znanych białek zwierzęcych,
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będących między innymi produktami genu Calossin u Drosophila. Calossin (CalO) 
zostało zidentyfikowane jako białko wiążące kalmodulinę. Jest ono rozmieszczone w 
neuronach asymetrycznie, co jest związane prawdopodobnie z kontrolą przesyłania 
synaptycznego poprzez sterowanie transportem pęcherzykowym [62], Asymetryczne 
rozmieszczenie nośników wypływającej z komórki auksyny jest podobne do 
rozmieszczenia Calossin. Jeżeli białko BIG także ma rozmieszczenie zgodne z 
rozmieszczeniem nośnika wypływającej z komórki auksyny, to może być one 
odpowiedzialne za transport pęcherzykowy białek nośnikowych, a tym samym 
decydować o ich odpowiednim usytuowaniu w błonie komórkowej [62]. Ostatnio 
wysunięto hipotezę, że białko BIG jest odpowiedzialne za lokalizację nie samych białek 
nośnikowych, lecz związanego z nimi białka NBP, które dopiero decyduje o rozmieszczeniu 
PIN 1. Podstaw do takich przypuszczeń dostarczyły badania eksperymentalne nad lokalizacją 
PINI u sadzonek mutantów docl/tir3 [22]. Gdy zmutowane sadzonki potraktowano 
inhibitorem - NPA, następował transport białka PIN 1 do wnętrza komórki, gdzie tworzył 
się nieznany dotychczas kompartyment. Prawdopodobnie defekt w syntezie BIG w 
przypadku mutanta spowodował zmianę lokalizacji białka NBP wiążącego NPA, a tym 
samym zaburzenia usytuowania PIN 1 w błonie komórkowej.

Kierunek PAT - zjawiskiem dynamicznym

Nośniki wypływającej auksyny zlokalizowane są w bazalnej części błony komórkowej 
[20, 39], co jest związane z kierunkiem polarnego transportu. Jednak liczne modele 
odpowiedzi wzrostowej roślin na czynniki zewnętrzne, takie jak światło czy też grawitacja, 
zakładają asymetryczną dystrybucję auksyny w komórce w odpowiedzi na bodziec [41]. 
Potwierdzają to badania fizjologiczne, które wskazują na istnienie systemu transportowego, 
dzięki któremu auksyna przemieszcza się bocznie, w wyniku czego następuje 
charakterystyczne zróżnicowanie wzrostu powodujące wygięcie grawitropijne [8, 27]. 
Dotychczas nieznane były molekularne podstawy tego systemu. Odkrycie w ostatnich latach 
wielu genów PIN z różnym wzorem ekspresji i komórkowej lokalizacji sugerowało, że w 
wygięcie grawitropijne może być wplątanych wiele nośników wypływu auksyny [49]. 
Jedną z przyczyn gwałtownych zmian polamości, a tym samym zmian kierunku 
przemieszczania auksyny, mogłyby być wówczas zróżnicowana synteza tych nośników 
i różny ich transport z systemu endomembranowego [15,37]. Inną przyczyną mogłaby 
być zróżnicowana aktywacja nośników wywołana istnieniem kilku różnych 
mechanizmów regulacyjnych, włączając fosforylację [42]. Z kolei zmiany błonowej 
lokalizacji nośnika mogłyby pozwolić, aby te same nośniki pośredniczyły zarówno w 
polarnym, jak i bocznym transporcie auksyny [43], Ta ostatnia hipoteza znalazła 
potwierdzenie w przełomowym odkryciu, że lokalizacja białka będącego nośnikiem 
wypływającej auksyny w bazalnej części błony komórkowej nie jest statyczna, gdyż 
nie jest ono przez cały czas związane z plazmalemmą, lecz wędruje od błony komórkowej 
do wnętrza komórki i odwrotnie [21]. Najnowsze eksperymenty wykazały z kolei, że 
auksyna jest odpowiednio akumulowana podczas zróżnicowanego wzrostu w miejscach 
zależnych od tego, którędy hormon ten wypływa z komórki. U Arabidopsis w tkankach
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wrażliwych na grawitację regulatorem wypływu auksyny jest PIN3. Białka będące 
produktami tego genu, występujące w kolumelli czapeczki korzenia, w normalnych 
warunkach są usytuowane symetrycznie w błonie komórkowej, ale w odpowiedzi na 
stymulację grawitropijną gwałtownie przemieszczają się na boczną stronę komórek 
zmieniając kierunek transportu auksyny [18]. To wskazuje, że PIN3 uczestniczy 
zarówno w polarnym, jak i bocznym transporcie auksyny regulującym wzrost tropiczny. 
Zmiana lokalizacji PIN3 w odpowiedzi na grawitację oznacza, iż istnieje mechanizm, 
dzięki któremu białka będące nośnikami wypływającej auksyny nie mają stałej 
lokalizacji w błonie komórkowej, lecz mogą ją zmieniać zależnie od panujących 
warunków. Odkrycie to jest przełomowe w badaniach nad auksynami, gdyż 
przedstawione wyniki oznaczają, że wektor transportu auksyny nie musi być wartością 
stałą, lecz może zmieniać się teoretycznie w każdy inny. To otwiera zupełnie nowe 
możliwości i może tłumaczyć niektóre sprzeczności pojawiające się w badaniach nad 
auksynami. Jeżeli przyjmiemy, że bodziec warunkujący przemieszczanie nośnika może 
mieć naturę fizjologiczną, to odkrycie to staje się szczególnie interesujące z punktu 
widzenia sporu na temat, czy w pędzie istnieje akropetalny transport auksyny. Można 
przypuszczać, że skoro nośnik może zmieniać swoje położenie w błonie komórkowej, 
to być może w szczytowej części pędu występuje okresowo akropetalny transport 
auksyny do strefy organogenicznej wierzchołka, na przykład na skutek bodźca 
pochodzącego z samego merystemu.

Białko PIN3 jest obecne nie tylko w kolumelii czapeczki, ale także w pochwie 
skrobiowej pędu, a także w perycyklu korzenia [18], co oznacza, że mechanizm zmiany 
lokalizacji nośnika może być mechanizmem uniwersalnym działającym nie tylko podczas 
wygięcia grawitropijnego korzenia, ale także podczas innych odpowiedzi wzrostowych.

PIN3 podobnie jak inne białka błonowe może się przemieszczać pęcherzykowo 
między wnętrzem komórki a błoną komórkową i odwrotnie. Gdy siewki Arabidopsis 
zostaną potraktowane brefeldyną A, wówczas następuje gwałtowne przemieszczanie 
PIN3 do wnętrza komórki, gdzie tworzą się specyficzne kompartymenty akumulujące 
to białko. Podobnie dzieje się, gdy zostanie uszkodzony cytoszkielet aktynowy przez 
traktowanie latrunkuliną B lub cytochalazyną D. To wskazuje, że pęcherzykowe 
przemieszczanie PIN3 jest zależne od aktyny [42].

Na pęcherzykowe przemieszczanie nośników wypływającej z komórki auksyny 
wskazują także badania nad mutantami grawitropizmu u Arabidopsis - sgr2 i zig/ 
sgr4. Mutanty te wykazują anormalny grawitropizm zarówno pędu kwiatostanowego, 
jak i hypokotyla. Uszkodzone u tych mutantów geny są najprawdopodobniej 
zaangażowane we wczesne etapy odpowiedzi grawitropijnej. Odkryto, że gen ZIG 
koduje AtVTIll - białko homologiczne z drożdżowym VTI11, które odpowiada za 
transport pęcherzykowy [26]. Uszkodzenie grawitropizmu u wymienionych mutantów 
może więc być związane z tym, iż w wyniku zaburzeń w transporcie pęcherzykowym 
nie może nastąpić zmiana lokalizacji nośnika PIN3 i w związku z tym mogą być 
uszkodzone kolejne etapy odpowiedzi grawitropijnej.
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Nośnik auksyny wpływającej do komórki

W ostatnich latach zidentyfikowano i opisano grupę genów kodujących białka będące 
przypuszczalnie nośnikami wpływającej do komórki auksyny. Mutacja w jednym z tych 
genów A UX1, ekspresjonowanym między innymi w kolumelli, komórkach epidermy korzenia 
i czapeczkach korzeni bocznych przejawia się brakiem grawitropizmu. To wskazuje, że do 
reakcji grawitropijnej niezbędne są nie tylko nośniki wypływającej, ale i wpływającej do 
komórki auksyny [5,53,64]. Odkryto, że w wierzchołku korzenia mutanta auxl dochodzi 
do zmniejszenia przepływu znakowanej IAA, co jest przyczyną powstawania fenotypu 
niewykazującego reakcji grawitropijnej [57].

Ciekawe okazało się, że mutacja biosyntezy sterolu u Arabidopsis - hydra2 znosi 
agrawitropijny fenotyp mutanta auxl. Efekt taki może być wywołany tym, że mutacja 
hydra2 powoduje zmiany kompozycji błony komórkowej, powodując u podwójnego 
mutanta auxlhydra2 zwiększenie przepuszczalności plazmalemmy komórek korzenia 
dla endogennej IAA, omijając w ten sposób defekt auxl [36]. Grawitropijny fenotyp 
mutantowi auxl można także przywrócić przez użycie auksyny 1-NAA, która jest 
transportowana do komórki bez udziału nośnika wpływającej auksyny [34, 50, 66]. Z 
kolei auksyny, które wymagają aktywności tegoż nośnika, np. 2,4-D, nie są zdolne do 
przywrócenia grawitropizmu korzenia auxl [34, 50, 66].

Badania sekwencji genu AUX1 wykazały, że jest on w 21% identyczny i w 48% 
podobny do AAP - członków rodziny roślinnych i grzybowych permeaz aminokwasowych 
[5]. To sugerowało, że sekwencje AUX1 i AAP mają wspólną strukturę domen i stąd 
funkcje transportowe AUX1. Homologia między rodziną AAP i przypuszczalną 
auksynową permeazą została potwierdzona badaniami transportu, które wykazały, że 
nośniki wpływającej auksyny i białka AAP działają na zasadzie symportu protonowego 
[48]. AUX1 obecnie jest zaliczany do ATF - rodziny transporterów aminokwasowych 
[48, 68]. Rodzina ta składa się z 5 podklas: AUX1, AAP, transporterów lizynowo- 
histydynowych (LHTs), transporterów prolinowych (ProT) i nowej klasy transporterów 
aminokwasów aromatycznych i neutralnych (ANT).

Sekwencja AUX1 jest blisko związana z trzema innymi sekwencjami w genomie 
Arabidopsis nazywanymi LAX1, LAX2 i LAX3. U Medicago truncatula także ostatnio 
odkryto co najmniej pięć genów spokrewnionych z AUX1. Geny te nazwano MtLAX. 
Podobieństwo sekwencji tych genów z AUX1 wskazuje na to, że MtLAX kodują nośniki 
wpływającej do komórki auksyny. Ekspresja tych genów wykazuje przestrzenne i 
czasowe zróżnicowanie [7].

Funkcje nośników auksyny wpływającej do komórki

Mimo iż od dawna zakładano istnienie nośników wpływającej auksyny, ich funkcje 
w procesach rozwojowych były niejasne. Charakterystyka fenotypu mutanta auxl u 
Arabidopsis ukazała, że to właśnie białko AUX1 może być przypuszczalnym nośnikiem 
i że odgrywa ono rolę w wielu procesach, takich jak np. grawitropizm czy tigmotropizm 
korzenia [64]. Przypuszczano, że ekspresja genu AUX1 w komórkach czapeczek korzeni 
bocznych może ułatwiać polarny, bazypetalny transport auksyny pomiędzy wrażliwymi
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na grawitację komórkami kolumelli a tkankami w dystalnej strefie wydłużania, 
uczestniczącymi w odpowiedzi grawitropijnej [34]. Zgodnie z tym modelem mutacje 
w AUX1 uszkadzałyby bazypetalny transport [58, 64]. Natomiast z badań lokalizacji 
AUX1 wynika, że białko to w komórkach czapeczek korzeni bocznych jest 
rozmieszczone symetrycznie, nie uczestnicząc w długodystansowym PAT [63,64]. Na 
tej podstawie badacze wnioskują [50], że AUX1 ułatwia jedynie lokalny przepływ 
auksyny między sąsiadującymi komórkami lub tkankami, ale nie jak wcześniej sądzono 
długodystansowy bazypetalny PAT. Jest to zgodne z wynikami wcześniejszych badań, 
zgodnie z którymi 1-NAA jest zdolna do omijania defektu auxl i całkowicie przywraca 
grawitropijny fenotyp mutantowi [34, 66]. Także badania nad MtLAX u Medicago 
truncatula dowodzą, że nośniki wpływającej auksyny są zaangażowane w lokalny 
transport auksyny. MtLAX mogą być także niezbędne do inicjacji zawiązków korzeni 
bocznych, jak i do różnicowania waskulamego [7].

Badania lokalizacji AUX1 w wierzchołku korzenia wskazują, że nośnik wpływającej 
auksyny uczestniczy w długodystansowym, floemowym transporcie auksyny [64]. 
Szeregi komórek protofloemu są prawdopodobnie jedną z dróg transportu auksyny, 
wymagają jednak wyspecjalizowanych nośników do rozładowania IAA z floemu w 
tkankach docelowych, w korzeniu. Taką funkcję pełni najprawdopodobniej AUX1 [35]. 
Białko to może służyć także do załadowania auksyny w elementy przewodzące floemu 
w rozwijających się liściach będących potencjalnym źródłem tego hormonu [35]. 
Wskazują na to pomiary metodą GC-SRM-MS, które wykazały różnice w poziomie 
IAA między liśćmi auxl i liśćmi formy dzikiej. U Arabidopsis w liściach typu dzikiego 
ekspresja markera IAA2::uidA była zlokalizowana głównie w elementach waskulamych 
wyższego rzędu, podczas gdy w liściach auxl barwienie GUS w elementach 
waskulamych było znacząco zredukowane (mimo podwyższonego poziomu IAA w 
tkankach otaczających). Uważa się, że zmiana wzoru ekspresji markera w liściach 
auxl jest związana z uszkodzeniem załadowania waskulamego, a nie z defektem 
rozwojowym, ponieważ liście auxl mają taki sam wzór waskulamy jak liście typu 
dzikiego.

PODSUMOWANIE

Szlaki transportu auksynowego stanowią skomplikowany system, dzięki któremu 
są kontrolowane wszystkie lub prawie wszystkie procesy rozwojowe w roślinie. Tak 
skomplikowana kontrola całego organizmu wymaga szybkiego przemieszczania 
sygnałów na duże odległości, które można porównać do impulsów nerwowych w 
organizmach zwierzęcych [25], PAT został stwierdzony już ponad wiek temu i od 
tamtej pory opisywano jego rolę w kolejnych procesach, ale dopiero odkrycia ostatnich 
lat pokazują, jak bardzo jest on skomplikowany. Jeden związek, jakim jest auksyna, 
pełni prawdopodobnie różnorodne funkcje w zależności od tego, w jakich tkankach 
jest transportowana, w jakim kierunku, jakie nośniki membranowe w jej transporcie 
uczestniczą, jakie jest jej stężenie i jak wrażliwe są na nią komórki docelowe.
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Wymienione czynniki mogą wchodzić w różne kombinacje, które tworzą w roślinie 
obszary o zdefiniowanej funkcji. Opisany układ nie jest statyczny, lecz zmienia się 
zależnie od stadium rozwojowego rośliny i podlega wpływom czynników zewnętrznych, 
takich jak światło, grawitacja czy też wilgotność powietrza.

W przedstawionej pracy dużo uwagi poświęcono dyskusji nad możliwością istnienia 
akropetalnego PAT w tkankach pędowych. Przyczyną tego jest fakt, iż problem ten 
jest szczególnie bliski autorce tej pracy. Możliwość istnienia akropetalnego PAT w 
pędzie została praktycznie odrzucona wiele lat temu ze względu na brak potwierdzenia 
w badaniach fizjologicznych i molekularnych. Ostatnio jednak coraz częściej ukazują 
się prace, w których mówi się, że taki transport musi istnieć, ponieważ wskazuje na to 
sposób zachodzenia wielu procesów zależnych od auksyny. Także odkrycia autorki pracy 
w badaniach nad organogenezą i różnicowaniem waskulamym u roślin szpilkowych 
sygnalizowały możliwość istnienia akropetalnego PAT [3]. Najnowsze badania 
molekularne, szczególnie odkrycie możliwości zmian kierunku przepływu auksyny na 
skutek zmian lokalizacji białkowych nośników dają szansę na logiczne powiązanie zjawisk 
zachodzących w roślinie na różnych poziomach jej organizacji.
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RURKI SITOWE - FENOMEN FUNKCJONALNOŚCI

SIEVE TUBES - PHENOMENON OF FUNCTIONALITY

Paweł SOWIŃSKI

Zakład Biochemii i Fizjologii Roślin, Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin, 
Radzików oraz Zakład Fizjokogii Roślin, Instytut Botaniki UW

Streszczenie: Budowa rurek sitowych jest znana od dawna, jednak dopiero ostatnie doniesienia dotyczą­
ce ultrastruktury pozwalają w pełni zrozumieć, jak dobrze te twory są przystosowane do pełnionych 
funkcji, począwszy od redukcji oporów dla przepływu soku floemowego, przez wytrzymywanie wyso­
kich ciśnień, aż po mechanizmy zabezpieczające przed wyciekiem zawartości w razie uszkodzenia 
oraz przed atakiem patogenów. Sok floemowy zawiera nie tylko cukry i jony, ale też hormony, białka i 
kwasy nukleinowe. Związki te są zaangażowane w sygnalizację, a także w systemiczną reakcję odpor­
ności przed wirusami. Z tego względu rurki sitowe roślin, mimo iż stanowią jedynie ciągi komórkowe, 
wewnątrz których odbywa się transport, można uznać za odpowiednik systemu krążenia, pokarmowe­
go, limfatycznego, a nawet - ze względu na przenoszenie sygnałów biofizycznych - nerwowego zwie­
rząt.

Słowa kluczowe', floem, transport, ultrastruktura.

Summary: The anatomy of sieve tubes has been known for a long time. Only recently however, new 
discoveries led to understand how sieve tube ultrastructure fit to its functions: fast flow of phloem sap 
and extreme resistance to injuries as well as pathogen attack. Phloem sap contains not only sugars and 
ions, but also of hormones, proteins and RNA. These molecules are involved in signalization as well as 
in systemic response of plants against viruses. It is now apparent, that sieve tubes being cell continuum 
play the role analogical to distinct animal systems: alimentary, circulatory, lymphatic, or even nervous. 

Key words', phloem, transport, ultrastructure.

WSTĘP

Transport międzykomórkowy odbywa się w roślinach dwiema drogami: tak jak u 
zwierząt i organizmów niższych przez błony komórkowe lub specyficznie u roślin przez 
plazmodesmy, liczne kanały cytoplazmatyczne łączące sąsiednie protoplasty. W drugim 
przypadku, transportowane związki nie opuszczają protoplastów komórek tworzących
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symplast zanurzony w apoplaście tworzonym przez ściany komórkowe i przestrzenie 
międzykomórkowe. Transport taki odbywa się bądź przez dyfuzję, tzn. przemieszczenie 
substancji rozpuszczonej z miejsca o wyższym stężeniu do miejsca o niższym stężeniu 
lub w wyniku przepływu masowego, tzn. przemieszczenia rozpuszczalnika wraz z 
substancjami rozpuszczonymi z miejsca o wyższym ciśnieniu do miejsca o niższym 
ciśnieniu.

Zjawiska transportowe zachodzące na poziomie komórkowym sąu roślin przeniesione 
na poziom nadkomórkowy. Transport dalekodystansowy u roślin odbywa się bowiem 
wewnątrz wyspecjalizowanych komórek: żywych członów rurek sitowych w przypadku 
nisko- i wysokocząsteczkowych związków organicznych transportowanych z liści oraz 
wewnątrz członów martwych naczyń w przypadku transportu wody z korzeni, a nie tak 
jak u zwierząt w różnego typu przewodach o ścianach tworzonych przez komórki.

Ruch soku floemowego odbywający się na zasadzie przepływu masowego w rurkach 
sitowych jest wynikiem istnienia różnicy ciśnienia hydrostatycznego wzdłuż szlaku 
transportowego. Gradient ten jest wytwarzany dzięki dwóm procesom - załadowaniu 
floemu, w którym asymilaty bądź inne związki przemieszczane są do wnętrza rurek 
sitowych i przebiegającego w odwrotnym kierunku rozładowania floemu. W chwili 
obecnej można wyróżnić co najmniej trzy typy załadowania floemu, występujące u 
roślin wyższych samodzielnie lub w połączeniu [50], Są to:
(i) załadowanie apoplastyczne,
(ii) symplastyczne załadowanie wielocukrów lub polioli,
(iii) symplastyczne załadowanie sacharozy.

W pierwszym przypadku, sacharoza jest transportowana przez błony kompleksu 
komórki towarzyszące/rurki sitowe przy udziale specyficznych nośników białkowych 
na zasadzie symportu. W drugim przypadku, sacharoza jest transportowana przez 
plazmodesmy do komórek towarzyszących, gdzie jest polimeryzowana do wielocukrów 
lub polioli, których wielkość zapobiega ich powrotowi do komórek miękiszu. W trzecim 
przypadku, sacharoza jest przemieszczana do kompleksu komórki towarzyszące/rurki 
sitowe dzięki dyfuzji zgodnie z gradientem stężenia, w efekcie istnienia różnicy ciśnienia 
turgorowego lub w wyniku istnienia nieznanego jeszcze mechanizmu. Rozładowanie 
floemu odbywa się z reguły symplastycznie, a transport post-floemowy symplastycznie 
lub apoplastycznie.

BUDOWA RUREK SITOWYCH 
ROŚLIN OKRYTONASIENNYCH

Budowa członów rurek sitowych została już dość dobrze poznana, chociaż uzyskanie 
dobrych preparatów wciąż stanowi problem. Wszystkie bowiem techniki preparacji 
powodują większe lub mniejsze uszkodzenia w rurkach, co uruchamia mechanizmy 
chroniące przed wyciekiem soku floemowego. W efekcie preparaty mikroskopowe 
często zawierają artefakty, co może prowadzić do fałszywych wniosków dotyczących 
struktury rurek oraz ich funkcji.
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Człony rurek sitowych u roślin okrytonasiennych są wydłużonymi komórkami o 
średnicy 20-30 (im i długości do 500 jam [6, 34]. Krótsze ściany zwane płytkami 
sitowymi zawierają liczne pory powstałe w miejscach, w których przebiegały 
plazmodesmy łączące różnicujące się elementy przewodzące. Długie ściany są 
wzmocnione poprzecznie, co zwiększa odporność na rozciąganie związane z wysokim 
ciśnieniem panującym wewnątrz rurek [47]. Budowa rurek sitowych zapewnia 
niezakłócony przepływ soku floemowego z szybkością 30-130 cm/h zarówno u drzew 
[26], jak i u roślin zielnych [41,51]. Wnętrze członów rurek sitowych składa się z 
dwóch części: światła, w którym przebiega transport, oraz z warstwy przyściennej 
zawierającej białka, mitochondria, plastydy i retikulum endoplazmatyczne. Pory w 
płytkach sitowych mają znacznie większą średnicę niż plazmodesmy. Może ona 
dochodzić nawet do 1 mikrometra. W dobrze utrwalonych preparatach nie widać w 
świetle porów odkładającego się materiału [11].

Człony rurek sitowych nie zawierają jądra oraz rybosomów, należy więc 
przypuszczać, że składniki odżywcze i strukturalne są tam dostarczane z komórek 
towarzyszących ściśle przylegających do rurek sitowych. Komórki towarzyszące 
charakteryzują się bardzo gęstą cytoplazmą i licznymi mitochondriami. U roślin 
okrytonasiennych, pojedynczy człon rurki sitowej i przylegające do niego dwie komórki 
towarzyszące pochodzą z tej samej komórki macierzystej. Ze względu na ścisły związek 
przestrzenny i funkcjonalny komórki związane z dalekim transportem asymilatów 
określa się mianem kompleksu komórki towarzyszące/rurki sitowe.

Elementy przyścienne są przymocowane do błony komórkowej w specyficzny dla 
rurek sitowych sposób, bowiem podczas ontogenezy zanikają tam mikrotubule 
kortykalne [48]. Organelle komórkowe są powiązane rodzajem więzadeł zarówno 
między sobą, jak i z plazmalemmą [11]. Mitochondria występujące w rurkach sitowych 
mogą prowadzić reakcje utleniania [9], chociaż nie są zapewne bardzo aktywne, ze 
względu na słabe rozwinięcie systemu grzebieni mitochondrialnych. Plastydy nie 
zawierają tylakoidów. U sosny i pokrewnych występują zawierające ziarna skrobi S- 
plastydy, natomiast inne szpilkowe mają P-plastydy z widocznymi wewnątrz 
kryształopodobnymi tworami białkowymi [5]. Wśród dwuliściennych, z przebadanych 
382 rodzin, 320 ma wyłącznie S-plastydy, 48 P-plastydy, a 14 oba typy. W obrębie P- 
plastydów i S-plastydów wyróżnia się jeszcze dodatkowo formy tych organelli ze 
względu na kształt inkluzji, głównie dotyczy to białek. Nie są znane funkcje plastydów 
w rurkach sitowych, są one zapewne związane z reakcją na zranienie. W momencie 
uszkodzenia P-plastydy uwalniają bowiem błyskawicznie swoją zawartość, która zatyka 
pory sit [29].

Retikulum endoplazmatyczne jest dość dobrze rozwinięte, ale nie jest związane z 
rybosomami, więc synteza białek, których w rurkach może być 200 i więcej, odbywa 
się najpewniej w komórkach towarzyszących połączonych licznymi plazmodesmami z 
rurkami sitowymi. ER może też brać udział w przemieszczaniu i kierowaniu białek z 
komórek towarzyszących w miejsca docelowe w członach rurek sitowych [40]. W 
tych bowiem nie ma elementów cytoszkieletu, które w innych komórkach stanowią 
drogę transportu wewnątrzkomórkowego białek i kwasów nukleinowych.
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Prawdopodobnie ER członów rurek sitowych stanowi ciągłość z retikulum 
endopłazmatycznym komórek towarzyszących przechodzącym w postaci desmotubul 
przez plazmodesmy. Ponadto, retikulum endoplazmatyczne może być rezerwuarem 
wapnia wydzielanego po zranieniu, co inicjuje odkładanie się kalozy ((3-1,3-glukanu), 
wielocukru zatykającego pory w płytkach sitowych w przypadku uszkodzenia rurki 
sitowej [27].

Wiele struktur, które pozostały w dojrzałych rurkach sitowych, ma jakiś związek z 
mechanizmem zabezpieczania rurek. Interesujące wydaje się tu porównanie transportu 
ksylemowego i floemowego. Człony rurek sitowych są komórkami żywymi, natomiast 
dojrzałe człony naczyń są zbudowane tylko ze ścian pozostałych ze zróżnicowanych 
komórek po lizie ich protoplastów. Różnice w transporcie wody z gleby do liści i soku 
floemowego z liści do akceptorów są zapewne związane z różnym mechanizmem ich 
transportu. W przypadku ksylemu, mechanizm transportu wody jest związany z kohezją 
słupa wody podciąganego dzięki transpiracji. W naczyniach woda przemieszcza się 
dzięki podciśnieniu, co powoduje, że ewentualne uszkodzenie, w najgorszym razie, 
wyłącza dane naczynie z użytku - chociaż istnieją tu mechanizmy naprawcze. Natomiast 
sok floemowy przemieszcza się w rurkach sitowych dzięki nadciśnieniu, tak więc 
uszkodzenie rurki powodowałoby wyciek zawartości, a więc znaczne straty cennych 
dla rośliny składników. Tylko żywa komórka może być wyposażona w aktywne 
mechanizmy zamykające miejsce wycieku. Znaczenie tych mechanizmów jest widoczne, 
gdy w miejsce przecięcia floemu poda się EDTA, chelator wiążący wapń. Powoduje to 
ciągły wyciek soku z floemu. Wapń jest elementem szlaku sygnalizacji prowadzącego 
do odkładania się kalozy zamykającej pory w płytkach sitowych [58].

Poznano już nieco szczegółów związanych z reakcjąrurek sitowych na uszkodzenie 
[29]. Zmiany strukturalne zależą od stopnia uszkodzenia. Na płytce sitowej 
uszkodzonego członu, od strony płynących asymilatów, powstaje czop. W przypadku 
silnego uszkodzenia, czop może również osadzać się na następnej płytce. W członie za 
uszkodzoną rurkąpowstająpasma białkowe, niekiedy sięgające drugiej płytki sitowej. 
Pasma te mogą się rozgałęziać i dochodzić do ścian bocznych. W przypadku silnego 
uszkodzenia takie pasma nie są widoczne, są zapewne porywane przez odpływający 
sok floemowy i osadzająsię w czopie. W ciągu około 30 minut od uszkodzenia, tworzą 
się pęcherzyki i dołączają do pasm białkowych. P-plastydy i białka przyścienne nie są 
widoczne. Pęcherzyki powstają zapewne z P-plastydów. Może o tym świadczyć fakt, 
że w rurce poddanej działaniu silnego światła laserowego, tam gdzie P-plastydy 
pozostają nietknięte, nie tworzą się też pęcherzyki. W takiej rurce powstają natomiast 
pasma białkowe. Reakcja P-plastydów na uszkodzenie polega na ich eksplozji. Następuje 
ona zapewne w wyniku obniżenia ciśnienia turgorowego w rurce sitowej. Reakcję taką 
można wywołać wkłuciem mikrokapilary o średnicy 1 mikrometra. Cieńsze 
mikrokapilary też wywołują rozerwanie P-plastydów, ale dopiero po wycofaniu 
mikrokapilary. Pokazuje to jak czuły jest mechanizm czopowania rurek sitowych.

Rurki sitowe roślin okrytonasiennych stanowią końcowy efekt ewolucji komórek 
specjalizujących się w przewodzeniu asymilatów u roślin lądowych. Komórki pełniące 
takie funkcje występują już w bardziej prymitywnych roślinach lądowych. Podczas
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ewolucji, optymalizacja transportu dalekodystansowego została osiągnięta przez wzrost 
porowatości ścian końcowych i usunięcie głównych przegród w pewnych ciągach 
komórek. Człony rurek sitowych wydłużały się, ich ściany ulegały pogrubieniu, a 
kontakt z innymi komórkami stawał się coraz bardziej ograniczony. Cytoplazma była 
stopniowo usuwana ze światła rurek. Wakuola zanikła na wczesnym etapie ewolucji. 
Jądro ulega stopniowo dezintegracji, a liczba mitochondriów się zmniejsza.

Poczynając od mchów, obserwuje się ubożenie zawartości elementów przewodzących, 
aż do końcowego obrazu u roślin okrytonasiennych. U mchów komórki przewodzące 
zwane leptoidami mają w zasadzie cały zestaw organelli, jednak duża wakuola jest 
zastąpiona przez kilka małych, brak jest też rybosomów, aparatu Golgiego, a cytoszkielet 
jest zubożony [43]. W rurkach sitowych niższych roślin lądowych brak już mikrotubul, 
zanika też wakuola [13]. U iglastych następuje specjalizacja pewnych organelli komórek 
sitowych, a także plazmodesm w ścianach poprzecznych tworzących rodzaj porów. 
Powstaje też mechanizm chroniący rurki przed wyciekiem soku komórkowego w razie 
zranienia [47].

Już u mchów obserwuje się występowanie bardzo aktywnych komórek mniej lub 
bardziej zintegrowanych z komórkami sitowymi [43], chociaż prawdziwe komórki 
towarzyszące obserwowane są dopiero u okrytonasiennych. U roślin nagonasiennych 
i niższych roślin naczyniowych rurki sitowe nie mają komórek towarzyszących [47]. 
U iglastych i Ginkgo, a więc prymitywnych okrytonasiennych, niektóre komórki 
parenchymatyczne są związane z komórkami sitowymi licznymi plazmodesmami, jednak 
nie mają wspólnego pochodzenia [12,14]. Zwane są komórkami albuminowymi ze 
względu na ich zasobność w białka lub komórkami Strassburgera, ze względu na osobę 
odkrywcy.

SKŁAD SOKU FLOEMOWEGO:
ZWIĄZKI NISKO-1 WIELKOCZĄSTECZKOWE

W soku floemowym występują głównie cukry, przede wszystkim sacharoza. Jej 
stężenie może dochodzić do 1 M i więcej [55]. U niektórych gatunków formą 
transportową mogą być ponadto oligosacharydy i poliole [38,62]. W rurkach sitowych 
nie występują cukry redukujące, zapewne ze względu na ich dużą reaktywność. Rozkład 
sacharozy we floemie jest praktycznie niemożliwy, a to ze względu na całkowite 
wyeliminowanie aktywności kwaśnej inwertazy. W soku floemowym występują też 
aminokwasy [1], Oprócz sacharozy i aminokwasów, w soku floemowym obecne są 
też hormony [3,60], w tym również te, które są syntetyzowane w korzeniach. Występują 
tu również kwasy organiczne, witaminy, a także ADP i ATP. Ponadto znajduje się tu 
wiele jonów, nawet w ilościach przekraczających ich stężenie w ksylemie [1].

Skład soku floemowego podlega zmianom zarówno dobowym, jak i sezonowym. 
Np. drzewa w okresie letnim mają we floemie niewiele związków azotowych, natomiast 
jesienią,. podczas wycofywania składników odżywczych z liści, zawartość tych 
związków rośnie kilkakrotnie. Podczas starzenia się liści, przez floem usuwane są
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produkty rozpadu białek. Intensywność transportu u drzew nasila się jesienią, przed 
wejściem w stan spoczynku, gdy w plastydach komórek miękiszowych pnia i korzeni 
magazynowane są składniki odżywcze, pod postacią skrobi, która wiosną służy jako 
źródło związków organicznych.

W soku floemowym wykrywa się liczne białka [35], W przypadku roślin 
okrytonasiennych pochodzą one z komórek towarzyszących i dostają się do rurek 
sitowych przez liczne plazmodesmy łączące oba typy komórek. Wiele białek 
występujących we floemie ma zdolność otwierania kanałów transportowych 
plazmodesm [2,24] i przypuszcza się, że przekrój czynny plazmodesm łączących rurki 
sitowe i komórki towarzyszące jest stale zwiększony z normalnej wartości ok. 1 kDa 
do wartości 20-30 kDa [28], co umożliwia stałą wymianę białek między komórkami. 
Ponadto występujące w rurkach sitowych białka opiekuńcze [44] umożliwiają zapewne 
przemieszczanie się białek o większych masach.

U wielu roślin, z wyjątkiem palm i traw, rurki sitowe zawierają białka fibrylarne 
[42,53,54]. Wiele takich białek powstaje już podczas różnicowania się elementów 
przewodzących. Białka te ulegają rozproszeniu i lokalizująsię w warstwie przyściennej 
członów rurek sitowych [5]. Niektóre białka występujące w rurkach są rozpoznawane 
jako nierozproszone, jednak wydaje się, że powstają one jako efekt uszkodzenia rurki 
podczas preparatyki. Białka fibrylarne składają się głównie z dwóch typów: P-protein 
typu 1 (PP1) i P-protein typu 2 (PP2). Te pierwsze, to białka fibrylarne o masie ok. 96 
kDa, a te drugie to dimeryczne lecytyny o masie 48 kDa. P-proteiny typu 2 łączą się z 
PP1 wiązaniami kowalencyjnymi i wiążą te białka fibrylarne do błony komórkowej. 
Mogą też unieruchamiać bakterie i grzyby zakażające miejsca zranienia. Białka 
floemowe PP1 i PP2 były szczególnie intensywnie badane u dyniowatych, gdyż 
występują w ich floemie w dużych ilościach.

Białka fibrylarne wykazują duże zróżnicowanie między grupami taksonomicznymi. 
W soku floemowym większości roślin białek jest mało. Obecnie istniejąjuż metody 
immunologiczne, z użyciem przeciwciał monoklonalnych wytworzonych przeciwko 
P-proteinom typu PP1, które ułatwiają ich lokalizację [53,54]. Przeciwciała te uzyskuje 
się po wstrzyknięciu myszy frakcji z kultur tkankowych Strepthanthus tortuosus z 
rodziny Brassicaceae (Cruciferae'). Ponieważ kultury tkankowe wielu roślin zawierają 
mniej lub bardziej zróżnicowany floem, można uzyskać stosunkowo dużo materiału w 
przypadku roślin, od których nie można uzyskać wystarczającej do analiz ilości soku 
floemowego. Takim sposobem otrzymano trzy przeciwciała monoklonalne przeciwko 
PP1. Rozpoznawały one białka floemowe w obrębie Brassicaceae, włączając w to 
Arabidopsis, a także blisko spokrewnioną rodzinę Capparaceae. Natomiast nie 
rozpoznawały białek floemowych dyniowatych. Jedno z przeciwciał rozpoznawało 
nawet białko floemowe roślin z bardziej oddalonych rodzin, np. Euphorbiaceae czy 
Papaveraceae, a nawet Amarylidaceae i Iridaceae z jednoliściennych. Natomiast nie 
stwierdzono reakcji immunologicznej w przypadku gatunków z rodziny Poaceae, a 
konkretnie traw, u których białka fibrylarne nie występują.

Przy użyciu metod immunologicznych wykazano, że wiele białek floemowych 
występuje w roślinach różnych, niekiedy odległych gatunków, natomiast pewne białka
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są specyficzne gatunkowo. Poddając białka rozpuszczalne z soku floemowego różnych 
roślin reakcji immunologicznej z przeciwciałami wytworzonymi przeciw białkom z 
floemu rącznika - zwanymi STEP {Sieve Tube Exudate Proteins) oraz białkom STEP 
20, o masie około 20 kDa, stwierdzono [45], że w soku floemowym, uzyskanym z tak 
różnych gatunków, jak: ryż, rącznik, jukka, dynia, robinia czy lipa, występują białka 
opiekuńcze pokrewne białku wiążącemu podjednostki RUBISCO, a ponadto cyklofilina, 
ubikwityna oraz białka związane z regulacją potencjału oksydo-redukcyjnego, 
tioredoksyna h i glutaredoksyna. Wykryto także aktynę i białko będące modulatorem 
polimeryzacji aktyny - profilinę. Inne białka były gatunkowo specyficzne, np. inhibitor 
proteinazy był obecny tylko w roślinach rącznika.

Niektóre z białek stanowią konstytutywny składnik soku floemowego i są zapewne 
związane ze specyficznymi funkcjami rurek sitowych. W soku floemowym występują 
białka strukturalne albo błonowe. Co oczywiste, wśród białek lokalizowanych we 
floemie, znajdują się przenośniki cukrów [30]. Ich funkcje polegają na transporcie 
sacharozy do wnętrza kompleksu komórki towarzyszące/rurki sitowe. Być może biorą 
też udział w recyrkulacji wyciekającej sacharozy. Szybkość syntezy i degradacji 
przenośników związanych z błonami rurek sitowych jest bardzo duża, półokres życia 
niektórych z tych białek wynosi ok. 1 h. Dlatego mechanizm transportu przenośników 
i ich wbudowywania w błony musi być bardzo wydajny. Poza przenośnikami cukrów, 
w kompleksach komórki towarzyszące/rurki sitowe lokalizują się też inne białka 
błonowe, takie jak: ATP-azy [10], białka wiążące sacharozę [19] i akwaporyny [4], 
wszystkie związane z załadowaniem floemu. W soku floemowym znaleziono również 
liczne enzymy związane z metabolizmem cukrów [39,56,57]. Mogą być one 
zaangażowane w produkcję ATP potrzebnego do załadowania floemu i produkcji 
glukozy będącej prekursorem kalozy.

Innym białkiem, którego funkcje upatruje się w udrożnianiu szlaku transportowego 
wewnątrz rurek sitowych, jest profilina RCPRO1, wykryta w soku floemowym rącznika 
[46]. Profiliny biorą udział w polimeryzacji bądź depolimeryzacji aktyny fibrylarnej, 
jest to zależne od typu komórki i obecności innych białek wiążących aktynę. Jak 
wcześniej wspomniano, w rurkach sitowych brak jest elementów cytoszkieletu, tzn. 
mikrotubul i mikrofilamentów. Mikrotubule sąjeszcze obecne podczas różnicowania 
się rurek sitowych, lecz znikają podczas dojrzewania. W późniejszym okresie we floemie 
zarówno dwu-, jak i jednoliściennych brak jest tubuliny wchodzącej w skład mikrotubul. 
Mikrofilamenty i aktyna w postaci fibrylarnej nie są wykrywane po etapie degeneracji 
jądra. Okazuje się jednak, że aktyna jest wciąż obecna w rurkach sitowych, zarówno rącznika 
jak i innych roślin dwu- i jednoliściennych. Wydaje się, że rolą profiliny, której jest 15 razy 
więcej w stosunku molowym niż aktyny, jest niedopuszczenie do polimeryzacji aktyny.

Niektóre białka występujące we floemie są uważane za element szlaku transdukcji 
sygnałów w komórce. Między innymi znaleziono kinazy białkowe zależne od wapnia 
[37]. Niektóre białka występują we floemie w formie ufosforylowanej, a poziom 
fosforylacji zależy od warunków zewnętrznych. Wykryto też białko indukowane 
jasmonianem [20], chociaż tego hormonu we floemie nie znaleziono. W soku floemowym 
występują też białka związane z ochroną roślin przed patogenami, np. inhibitory proteinaz
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[7]. Główną rolą takich białek, jak cystatyna, inhibitor trypsyny i innych, jest ochrona 
rurek sitowych przed atakiem patogenów, w szczególności przed owadami 
wkłuwającymi się do floemu. Generalnie, rozkład białek we floemie jest zahamowany. 
Może to mieć znaczenie dla stabilności białek w rurkach sitowych, które są pozbawione 
jąder, a więc wymiana białek jest utrudniona.

Kolejna grupa białek, które występują w soku floemowym, to białka związane z 
regulacją potencjału oksydoredukcyjnego i usuwające wolne rodniki. Białka takie są 
konieczne do funkcjonowania wszystkich komórek, ponieważ wolne rodniki mogłyby 
uszkadzać struktury komórkowe. Znaleziono trzy białka o takim charakterze. Są to 
tioredoksyna h, glutaredoksyna i reduktaza glutationu [45]. Tioredoksyna h jest białkiem 
o masie 13 kDa, o charakterze cytoplazmatycznej oksydoreduktazy. Natomiast 
glutaredoksyna ma masę 11 kDa i jest reduktazą tiolową zależną od glutationu. Jak 
stwierdzono w badaniach immunologicznych, tioredoksyna h występuje w wielu 
roślinach jedno- i dwuliściennych. Szczególnie dobrze zbadano ją u ryżu [24,25]. 
Przypuszcza się, że może ona brać udział w różnicowaniu systemu przewodzącego w 
korzeniach, szczególnie w warunkach anaerobiozy.

Osobnym problemem jest, czy białka wykrywane w rurkach sitowych są przypisane 
do jednego miejsca czy przemieszczają się na większe odległości. Odpowiedź na takie 
pytanie znaleziono w doświadczeniach, w których szczepiono tzw. zrazy z roślin, w 
których nie występują dane białka, na takich, w których one występują. Po czasie 
potrzebnym do wytworzenia nowych wiązek przewodzących, co jest warunkiem 
udanego szczepienia, we floemie zrazu znajdowano białka podkładki. W ten sposób 
wykazano, że transportowi dalekodystansowemu ulegają P-proteiny typu PP1 i PP2 
[17,18]. Możliwe, że formą transportową są w tym przypadku podjednostki tych białek. 
Przypuszcza się, że czynnikiem powodującym łączenie podjednostek, a także białek 
między sobąjest stan oksydoredukcyjny soku floemowego. W razie stresu związanego 
ze zranieniem, następowałoby blokowanie płytek sitowych przez fibrylarne białka 
floemowe.

W podobny sposób udowodniono transport floemowy białka CmPPló [63]. Jest ono 
normalnie lokalizowane w komórkach floemu dyni i występuje w zasadzie we wszystkich 
organach rośliny. Jak wykazano, zwiększa ono przekrój czynny plazmodesm, co umożliwia 
nie tylko jego transport, ale także transport innych związków wielkocząsteczkowych, w 
tym i RNA. Białko CmPPló jest o tyle interesujące, że wydaje się być spokrewnione z 
białkiem transportowym {movementprotein} wirusa mozaiki nekrotycznej koniczyny, 
wiąże RNA niezależnie od sekwencji i przenosi go przez plazmodesmy. Podobne 
własności, jak białko CmPPló, tzn. zdolność do współdziałania z kanałami 
transportowymi plazmodesm, mają inne białka floemowe.

Wiele roślin ma białka będące odpowiednikami CmPPló, ich wspólną cechą jest 
umożliwianie transportu mRNA nie tylko przez plazmodesmy, ale i w rurkach sitowych. 
mRNA przemieszczane na większe odległości może być związane z funkcjonowaniem 
floemu bądź całej rośliny. Takie mRNA może być zaangażowane w obronę przed 
wirusami w drodze tzw. post-transkrypcyjnego wyciszania genów (PTGS) [8,32]. 
Zachodzi to wtedy, gdy RNA wyciszonego genu nie ulega akumulacji, nawet gdy zaszła
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transkrypcja. Wirusy stanowią rodzaj kompleksu nukleoproteinowego mającego 
zdolność przemieszczania się najpierw przez plazmodesmy, a później przez floem. 
Pewne białka osłonki niektórych wirusów mają zdolność otwierania kanałów 
transportowych plazmodesm, co umożliwia im transport międzykomórkowy. Tą samą 
drogą są przemieszczane czynniki zaangażowane w obronę przed wirusami, jak się 
sądzi, jest to dwuniciowe RNA. Powstanie tych czynników może być indukowane nie 
tylko przez wirusy, ale też przez każde egzogenne RNA, np. powstające w roślinach 
transgenicznych.

Floem stanowi drogę przemieszczania różnych związków wielkocząsteczkowych, 
w tym białek zupełnie obcych dla rośliny. Wykazano to przy wykorzystaniu białka 
GFP {Green Fluorescent Protein) [23]. Gen kodujący to białko został wbudowany do 
genomu Arabidopsis i tytoniu pod kontrolą promotora AtSUC2. W roślinach typu 
dzikiego, promotor ten reguluje ekspresję przenośnika sacharozy specyficznego dla 
komórek towarzyszących. Stwierdzono, że GFP syntetyzowane w komórkach 
towarzyszących ma zdolność przemieszczenia się do rurek sitowych przez łączące je 
plazmodesmy, a następnie wraz z prądem asymilatów wędruje do różnych akceptorów, 
takich jak: ogonki liściowe, wierzchołki wzrostu korzeni, kwiaty czy młode liście. Fakt, 
że GFP opuszcza floem w akceptorach, wskazuje, że floem może być też drogą 
transportową dla białek syntetyzowanych w jednych organach i wykorzystywanych w 
innych organach. Trzeba jednak pamiętać, że GFP, jako białko egzogenne, może nie 
być zatrzymywane we floemie. Wiele białek endogennych, o mniejszej masie, z floemu 
nie wycieka. Może to być tłumaczone jedynie istnieniem jakiegoś mechanizmu 
ograniczającego wyciek niskocząsteczkowych białek endogennych z floemu.

Białka znajdowane w soku floemowym i ich transport wciąż stanowią problem 
badawczy, a wiele zjawisk i procesów z nimi związanych pozostaje nierozwiązane. W 
szczególności dotyczy to funkcji wielu białek obecnych we floemie, mechanizmów ich 
transportu z komórek towarzyszących do rurek sitowych i z powrotem, a także 
mechanizmu transportu dalekodystansowego. Nie jest jasne, dlaczego część białek jest 
usuwana z floemu, a część nie, a także dlaczego większość badanych białek floemowych 
ma zdolność otwierania kanałów transportowych plazmodesm. Być może jest to 
spowodowane koniecznością ciągłej wymiany związków wielkocząsteczkowych między 
rurkami sitowymi a komórkami towarzyszącymi.

MECHANIZM TRANSPORTU- 
TERAŹNIEJSZOŚĆ I PRZESZŁOŚĆ

Badania dotyczące transportu w roślinach są niewiele późniejsze niż u zwierząt 
[61]. Pierwszym badaczem translokacji w roślinach był Malpighi, który w końcu XVII 
wieku przeniósł na te organizmy odkrycia związane z przepływem krwi dokonane 
przez Harveya. Początkowe badania były związane z transportem ksylemowym. 
Transport floemowy został odkryty na początku XVIII wieku przez Magnola. Jego 
znaczenie zostało jednak docenione dopiero wraz z odkryciem przez de Saussure w
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1804 roku asymilacji CO2. Konsekwencją tego odkrycia było stwierdzenie ruchu 
węglowodanów z fotosyntetyzujących liści wzdłuż łodyg i ich gromadzenie w postaci 
skrobi. W tym samym czasie odkryto ważne dla transportu zjawiska dyfuzji i osmozy. 
Szczególny postęp miał miejsce w połowie XIX wieku wraz z odkryciem rurek sitowych 
przez Hartiga, który badał też wydzielanie soku z ksylemu i floemu, a także opisał 
cyrkulację tych mediów w roślinie. Wykazał też znaczenie gromadzenia materiałów 
zapasowych w łodydze dla wzrostu rośliny w następnych latach. W XIX wieku powstało 
też wiele teorii dotyczących transportu. Co się tyczy transportu we floemie, przez 
długi czas uważano, że asymilaty rozprzestrzeniają się w roślinie dzięki dyfuzji.

Na początku XX wieku wiedziano już, że węglowodany są transportowane z liści 
rurkami sitowymi. Stwierdzono także, że eksudaty soku floemowego uzyskane po 
nacięciu floemu zawierają 10 do 30% cukrów. Rozpoczęto wtedy też prace 
eksperymentalne nad transportem asymilatów. Pod koniec lat 20 XX wieku powstała 
teoria przepływu masowego Miincha [36], która zakładała, że transport soku 
floemowego w rurkach sitowych jest bierny i zachodzi w wyniku istnienia różnicy 
ciśnienia hydrostatycznego wzdłuż szlaku transportowego.

Teoria ta, mimo że powstała tak dawno, dopiero ostatnio została zaakceptowana 
przez większość badaczy. Głównym powodem jej kwestionowania było stwierdzanie, 
że pory w płytkach sitowych oglądane pod mikroskopem zawierały materiał 
cytoplazmatyczny, co wykluczało możliwość biernego transportu. Dopiero niedawno 
stwierdzono, iż w dobrze utrwalonych preparatach wszystkie pory są czyste i nie 
zawierająokluzji [11]. Wydaje się więc, że wcześniejsza dyskusja była spowodowana 
obecnością artefaktów na źle utrwalonych preparatach. Przy założeniu braku oporów 
związanych z płytkami sitowymi modele matematyczne odnoszące się do ruchu soku 
floemowego są zgodne z teorią Miincha [22].

Większość teorii tworzonych w XX wieku dotyczących transportu w rurkach 
sitowych zakładała aktywny mechanizm. Założenie to było oparte na obserwacji włókien 
występujących wzdłuż rurek sitowych. Przechodzić miały one przez pory w płytkach 
sitowych. W nich miał też występować materiał zatykający pory. Uniemożliwiałoby to 
transport bierny. Dodatkowym czynnikiem była niewiara, że tak szybki i intensywny 
proces jak translokacja może być procesem biernym. Już bardzo wcześnie zdano sobie 
bowiem sprawę, że intensywność pewnych procesów transportowych może być bardzo 
duża. Więcej niż 100 lat temu wiedziano np., że pewne palmy przez 50 lat gromadzą 
węglowodany w pniu, aby następnie w ciągu zaledwie roku przetransportować 600 kg 
cukrów do tworzących się owoców [61]. Dlatego szukano aktywnych mechanizmów 
translokacji asymilatów w rurkach sitowych.

Zakładano miedzy innymi, że mechanizmem napędzającym translokację może być 
kurczenie się i rozkurczanie włókien białkowych [9]. Przepływ we floemie mógłby 
być wywoływany falami perystaltycznymi lub rodzajem wirów. Część koncepcji 
zakładała udział zjawisk elektrycznych różnego typu, szczególnie elektroosmozy [52]. 
Przepływ elektroosmotyczny w rurkach sitowych jest w założeniu bardzo podobny do 
przepływu pod ciśnieniem, przy czym zamiast gradientu ciśnienia hydrostatycznego, 
transport jest napędzany przez gradient potencjału elektrycznego. Jednak w przypadku
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elektroosmozy, pory zamiast otwarte powinny być zamknięte, aby utrzymać 
hydratowane jony jednego znaku w dużym stężeniu w przestrzeniach między włóknami. 
Od strony teoretycznej jednak, taki mechanizm jest mało prawdopodobny ze względu 
na zużycie energii. Inna koncepcja przyjmowała natomiast powstawanie fal gradientu 
elektrycznego wzdłuż floemu napędzających lub wspomagających przepływ masowy 
pod ciśnieniem przez udrażnianie porów lub tworzenie zawirowań, co ma przyspieszać 
dyfuzję przez pory i w świetle rurek sitowych [21].

Pewną modyfikacją teorii przepływu masowego jest udział w nim jonów potasu. 
Generalnie obserwuje się, że wzdłuż szlaku transportowego istnieje duży gradient 
stężenia tego jonu [59]. Jony potasu są głównym osmoticum w roślinie, dlatego Lang 
[31] wysunął 20 lat temu hipotezę, że transport w rurkach sitowych może być 
uruchamiany bardziej przez gradient jonów potasu niż sacharozy. Za taką hipotezą, 
oprócz istnienia gradientu stężenia jonów potasu, przemawia kilka argumentów, np. 
to, że deficyt jonów potasu w podłożu powoduje zahamowanie translokacji wcześniej 
niż jakichkolwiek innych procesów. Można przypuszczać, że przepływ masowy jest 
wynikiem istnienia gradientu potencjału osmotycznego wzdłuż szlaku transportowego, 
na który składa się zarówno gradient sacharozy, jak i potasu.

Obecnie przyjmuje się już dość powszechnie, że transport w rurkach sitowych ma 
charakter bierny i od metabolizmu zależy tylko pośrednio - przez procesy załadowania 
i rozładowania. Trzeba jednak pamiętać, że metabolizm wspomaga transport również po 
drodze. Sacharoza może wyciekać z rurek pod wpływem panującego tam wysokiego 
ciśnienia i musi być ciągle ładowana do wnętrza rurek sitowych. Przenośniki białkowe 
sacharozy i innych związków, np. mannitolu, występują w błonach rurek sitowych i 
komórek towarzyszących wzdłuż szlaku. Transport ten jest aktywny, w związku z czym 
wymaga energii w postaci ATP. Jest ona uzyskiwana w komórkach towarzyszących, a 
ATP wędruje do rurek sitowych z udziałem retikulum endoplazmatycznego.

O znaczeniu dostępności energii dla transportu świadczy jego hamowanie, gdy 
zahamowany zostanie metabolizm komórek towarzyszących. Po wprowadzeniu genu 
kodującego fosforylazę z E. coli pod kontrolą promotora roi C do tytoniu, obserwuje 
się silne zahamowanie rozkładu sacharozy i glikolizy, co jest wynikiem przyspieszenia 
hydrolizy PP.. Pirofosforan jest normalnie potrzebny dla konwersji UDP-glukozy w 
fosforan glukozy. W rezultacie zaobserwowano silne zahamowanie ładowania sacharozy 
do floemu, a także wyciek znacznych ilości węglowodanów [16]. Jak należy sądzić, w 
tych roślinach transgenicznych zahamowanie produkcji ATP mogło być przyczyną 
zahamowania funkcjonowania pompy protonowej. Jeśli do takich roślin wbudowano 
jednocześnie gen inwertazy cytozolowej z drożdży, załadowanie floemu, a także straty 
sacharozy wróciły do poziomu kontroli [33].
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RYCINA 1. Przekrój poprzeczny przez małą wiązkę przewodzącą w liściu kukurydzy, w małych i 
średnich wiązkach przewodzących traw wyróżnia się dwa typy rurek sitowych: cienkościenne (O) z 
przylegającymi do nich komórkami towarzyszącymi (cc) z reguły mniejszymi niż u dwuliściennych 
oraz grubościenne (•) bez komórek towarzyszących , ale połączone plazmodesmami z sąsiednimi 
komórkami parenchymy wiązkowej (P), na przekroju widoczne są również naczynia ksylemu (X) 
przewodzące wodę oraz komórki pochew wiązkowych (BSC), znacznik - 2 gm
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ZAKOŃCZENIE

Rurki sitowe stanowią efekt skrajnej specjalizacji. Składają się na to przystosowania 
ultrastrukturalne, liczne mechanizmy zabezpieczające przed wyciekiem soku 
floemowego, a także przed atakiem patogenów. Dzięki temu rurki sitowe mogą pełnić 
swoje funkcje związane z wydajnym transportem substancji odżywczych. Jednocześnie 
coraz silniej uwidacznia się inna rola rurek sitowych, a mianowicie drogi, którą 
przemieszczane są również związki wielkocząsteczkowe, takie jak białka i kwasy 
nukleinowe, pełniące funkcje regulacyjne, sygnałowe i odpornościowe. Ponadto, rurki 
sitowe mogą przenosić sygnały o charakterze biofizycznym, takie jak falę potencjału 
pobudzenia [15] i falę ciśnienia hydrostatycznego [49], Z tego powodu rurki sitowe 
roślin można uznać za odpowiednik systemów krążenia, wydalniczego, limfatycznego 
i nerwowego u zwierząt.
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NIESTABILNOŚĆ GENETYCZNA W NOWOTWORACH. 
II. NIESTABILNOŚĆ MIKROSATELITARNA I UTRATA 

HETEROZYGOTYCZNOŚCI

GENETIC INSTABILITY IN CANCER. ILMICRO SATELLITE 
INSTABILITY AND LOSS OF HETEROZYGOSITY

Agnieszka STEMBALSKA-KOZŁOWSKA1, Robert ŚMIGIEL2,
Kamila SCHLADE-BARTUSIAK1, Danuta DUŚ3, Maria SĄSIADEK1

1 Zakład Genetyki AM, 2Katedra Patofizjologii AM,
3Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu

Streszczenie'. Niestabilność genetycznajestjedną z najbardziej charakterystycznych cech komórek no­
wotworowych. Wyraża się nagromadzeniem w komórce aberracji chromosomowych i mutacji, a także 
niestabilnością mikrosatelitamą i utratą heterozygotyczności. Niestabilność mikrosatelitarna (MSI) 
jest cechą fenotypu mutatorowego. Występuje w nowotworach dziedzicznych i sporadycznych, choć z 
różną częstością. MSI polega na zmianie długości (wielkości) alleli na skutek zwiększenia lub zmniej­
szenia liczby powtórzeń nukleotydowych. Utrata heterozygotyczności (LOH) oznacza delecję jednego 
z dwóch alleli tego samego genu, prowadzącą do jego hemizygotyczności. MSI i LOH są obserwowane 
zarówno we wczesnych, jak i późnych stadiach karcinogenezy. W pracy omówiono znaczenie MSI i 
LOH w transformacji nowotworowej oraz metody ich diagnozowania.

Słowa kluczowe', niestabilność genetyczna, niestabilność mikrosatelitarna (MSI), utrata heterozygo­
tyczności (LOH), nowotwór.

Summary-. Genomie instability is one of the main features of cancer cells. It is expressed by the accumu­
lation of chromosomal aberrations and mutations in cancer cell, but also by microsatellite instability 
(MSI) and loss of heterozygosity (LOH). MSI means a change in the length (size) of one out of two 
alleles in a given locus, caused by an increase or decrease in the number of microsatellite repeats. MSI 
results in mutator phenotype and is observed in both, sporadic and familial cancers, however with the 
variable frequency. LOH is caused by a deletion of one of the gene alleles, and leads to hemizygosity. MSI 
and LOH are observed in early as well as in late stages of the neoplastic transformation process. The 
implications of MSI and LOH for the carcinogenesis as well as methods of their diagnosis are presented 
in the review.

Key words', genomic instability, microsatellite instability (MSI), loss of heterozygosity (LOH), cancer.
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Niestabilność genetyczna, wyrażająca się nagromadzeniem w komórkach aberracji 
chromosomowych i/lub molekularnych, jest jedną z podstawowych cech nowotworów 
[22,26, 54,57],

Obecnie dyskutowane są dwie główne teorie tłumaczące znaczenie niestabilności 
genetycznej w etiologii nowotworów. Według jednej, niestabilność genetyczna jest 
podstawową cechą warunkującą transformację nowotworową, gdyż umożliwia 
kumulacje kolejnych zmian genetycznych w pojedynczych komórkach. Mutacje 
spontaniczne w komórkach prawidłowych zachodzą rzadko, tzn. z częstością około 
1,4 x 10_l° mutacji na parę zasad, w jednym cyklu replikacji. Oznacza to, że bez 
wystąpienia dodatkowych mechanizmów sprzyjających zwiększeniu liczby mutacji w 
komórkach, czyli niestabilności genetycznej, nie byłaby możliwa transformacja 
nowotworowa [37]. Druga teoria opiera się na założeniu, że proces karcinogenezy 
może zostać zapoczątkowany w komórkach o prawidłowej stabilności genetycznej 
drogą nabycia przez komórki zwiększonego potencjału proliferacyjnego. W trakcie 
podziałów komórki tracą stabilność genetyczną, co sprzyja dalszym etapom 
transformacji [11].

Do wystąpienia niestabilności genetycznej i kumulacji zmian genetycznych w 
komórkach może prowadzić utrata funkcji genów:
z) z grupy caretakers, kodujących białka biorące udział w naprawie DNA [5, 12],
ii) z grupy gatekeepers, kontrolujących przejście komórki w kolejne fazy cyklu po­

działowego (Gl/S; G2/M) [3, 49],
iii) kontrolujących proces mitozy (ang. mitotic checkpoint) [21].

Niezależnie od tego, czy niestabilność genetyczna jest zjawiskiem pierwotnym czy 
wtórnym w transformacji nowotworowej, prowadzi do kumulacji w komórce aberracji 
chromosomowych, mutacji lub/i wystąpienia niestabilności mikrosatelitarnej.

Niestabilność chromosomowa i jej rola w procesie transformacji nowotworowej 
została opisana przez Autorów w części pierwszej niniejszego artykułu pt. „Niestabilność 
chromosomowa w nowotworach” [52].

NIESTABILNOŚĆ MIKROSATELITARNA

Mikrosatelity są to krótkie sekwencje DNA, które składają się z powtarzających się 
1-6-nukleotydowych motywów (mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, sextanukleotydowych). 
Sekwencje mikrosatelitarne są równomiernie rozmieszczone w genomie zarówno w 
obszarach kodujących, jak i niekodujących [2]. Stabilność sekwencji mikrosatelitamych 
jest kontrolowana przez system naprawy DNA. Grupa genów kodujących białka 
naprawy DNA, które rozpoznają błędnie dobrane zasady, wycinają je i wymieniają na 
właściwe nukleotydy, została nazwana systemem usuwania błędnie sparowanych zasad 
(ang. Mismatch Repair, MMR) [4, 25]. Do tej pory poznano kilka genów, zwanych 
mutatorowymi, które kodująbiałka usuwające błędnie sparowane zasady (MLH1 3p31; 
MSH2 2p21 -22; MSH6 2p 16; PMS2 7p22; PMS1 2q31 -33; MLH3 14q24.3) [18, 54]. 
Mutacje inaktywujące w genach MMR powodują utratę lub obniżenie sprawności
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naprawy błędów powstałych w procesie replikacji DNA. W efekcie kolejne mutacje, 
polegające na zmianie długości (wielkości) alleli na skutek zwiększenia lub zmniejszenia 
liczby powtórzeń nukleotydowy  ch, zachodzą od 100 do 1000 razy częściej niż w komórkach 
mających sprawny system MMR i dotyczą różnych genów, również krytycznych dla 
transformacji nowotworowej [54], Zjawisko to jest określane jako niestabilność 
mikrosatelitama (ang. Microsatellite Instability', MSI). MSI warunkuje powstanie tzw. 
fenotypu mutatorowego (ang. Replication Error Phenotype', RER). Nowotwory, w których 
stwierdzono niestabilność mikrosatelitamą, są klasyfikowane jako RER+.

Niestabilność mikrosatelitama i fenotyp mutatorowy zostały po raz pierwszy opisane 
w dziedzicznym niepolipowatym raku jelita grubego (ang. Hereditary Nonpolyposis 
Colorectal Cancer', HNPCC). Fenotyp RER+ jest obserwowany u prawie 92% 
pacjentów z HNPCC i u około 15% chorych ze sporadycznym rakiem jelita grubego [14, 
51]. Niestabilność mikrosatelitama jest stwierdzana, z mniejszą częstością (2-60%), również 
w innych nowotworach zarówno dziedzicznych, jak i sporadycznych. Rozróżnia się dwie 
grupy nowotworów, które wykazują podwyższoną częstość występowania MSI:
■ Większość nowotworów należących do tzw. „spektrum HNPCC” (zespoły: Lynch 

I, Lynch II, Muir-Torre): raki jelita grubego, endometrium, jajnika, jelita cienkie­
go, żołądka, dróg żółciowych, gruczołu łojowego, rak podstawnokomórkowy skó­
ry, charakteryzuje się fenotypem MSI podobnym do występującego w HNPCC i 
wykazuje niestabilność w markerach mono- i dinukleotydowych [29].

■ Raki piersi, płuc, skóry, pęcherza moczowego, głowy i szyi oraz mięsaki wykazu­
ją MSI tylko w niektórych powtórzeniach nukleotydowych [46].

Ocena występowania fenotypu RER+ (niestabilność mikrosatelitama) ma istotne 
znaczenie w molekularnej patologii nowotworów i praktyce klinicznej. Według 
Chiaravalli i wsp. [13] fenotypy MSI i MSS charakteryzują dwie różne drogi w 
karcinogenezie. Tę teorię potwierdzają obserwacje Lynch i de la Chapelle [39], którzy 
uważają, że dziedziczne raki jelita grubego można podzielić na dwie grupy:
1) guzy, które wykazują MSI (jak HNPCC), częściej rozwijają się w prawej okrężnicy, 

majądiploidalne DNA oraz charakterystyczne mutacje TGFp RII i BAX, rosnąpowoli,
2) guzy, wykazujące MSS oraz niestabilność chromosomową (jak FAP - rodzinna 

polipowatość jelit), mające tendencję do zajmowania lewej strony okrężnicy, cha­
rakteryzują się aneupoidalnym DNA i mutacjami takich genów, jak: K-ras, APC i 
P53, rozwijają się agresywnie].

Ocenę MSI wykorzystuje się do diagnostyki i określenia rokowania m.in. w raku 
jelita grubego. Wykazano, że występują różnice w przebiegu choroby nowotworowej, 
rokowaniu i odpowiedzi na leczenie w grupie pacjentów z rakiem jelita grubego 
(dziedzicznym, sporadycznym) lub nowotworami z jego „spektrum” wykazującym 
MSI w porównaniu do tych samych typów nowotworów z MSS. Pacjenci z rakiem 
jelita grubego [19, 27, 38, 46, 50, 56] lub rakiem żołądka [45], u których obserwuje 
się MSI, mają lepsze rokowanie niż pacjenci z takimi samymi nowotworami i MSS.

W odróżnieniu od przeważającej część przypadków HNPCC, w których MSI wynika 
z mutacji w genach MMR, w większości guzów sporadycznych wykazujących MSI 
nie stwierdza się mutacji w tych genach. Może to znaczyć, że fenotyp RER+ w tych
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nowotworach jest skutkiem uszkodzenia także innych genów uczestniczących w 
naprawie DNA. W procesy te zaangażowanych jest wiele białek, a niektóre z nich tworzą 
funkcjonalne kompleksy. Przykładem może być kompleks BRCA1 z hRad50-hMrell- 
p95 [62,63]. Giannini i wsp. w 2002 r. wykazali, że w mismatch-repair-defficient cancers 
mutacj i ulega gen MRE11, którego zmiany były obserwowane dotychczas w zespołach 
podobnych do ataksji-teleangiektazji (ang. ataxia-teleangiectasia- like syndrome). MER11 
formuje kompleks z NBS1 i RAD50 (ang. M-N-R complex'), którego integralność jest 
konieczna do sprawnego funkcjonowania punktu kontrolnego fazy S oraz relokalizacji 
tego kompleksu w miejsca uszkodzeń DNA [22].

Mechanizm molekularny niestabilności mikrosatelitarnej nie jest do końca wyjaśniony.
W odniesieniu do guzów ze spektrum HNPCC przyjmuje się obecnie dwie główne 

teorie powstania MSI:
1) nieprawidłowości podczas rekombinacji DNA (procesu crossing-over) oraz
2) tzw. efekt poślizgu polimerazy DNA.

Podczas replikacji odcinka DNA, dwa łańcuchy DNA (matrycowy i nowo 
syntetyzowany) rozdzielają się, a następnie łączą się ponownie w błędnej konfiguracji. 
Jeżeli błędnie sparowane pary zasad są zlokalizowane w nowo syntetyzowanym 
łańcuchu, to kontynuowanie wydłużania łańcucha będzie powodować zwiększenie 
długości odcinka DNA. Niewłaściwie sparowane zasady zlokalizowane na matrycowym 
łańcuchu DNA będą powodować utratę jego krótkich odcinków [34].

UTRATA HETEROZYGOTYCZNOŚCI

Zjawisko utraty heterozygotyczności (ang. loss ofheterozygosity; LOH) wiąże się 
z utratąjednego z dwóch różnych alleli tego samego genu (heterozygota), co prowadzi 
do hemizygotyczności (obecność pojedynczego allelu) danego genu. LOH odgrywa 
ważną rolę w genetycznej etiologii nowotworów, gdyż delecja (mikrodelecja, utrata 
części lub całego chromosomu) jest jednym z głównych mechanizmów odpowiedzialnych 
za utratę funkcji genów supresorowych i mutatorowych. Geny obu tych grup wykazują 
recesywny mechanizm działania na poziomie komórkowym, tzn. mutacje muszą 
dotyczyć obu alleli danego genu, aby doszło do jego inaktywacji [33, 48],

Występowanie LOH opisuje się najczęściej w nabłonkowych nowotworach 
złośliwych, takich jak: rak jelita grubego, nerki, piersi, płuc, pęcherza moczowego. 
Zjawisko to stwierdza się jednak także w różnych innych typach nowotworów, m.in. 
mięsakach, białaczkach, chłoniakach.

Utrata heterozygotyczności, stwierdzana w mniej niż 20% badanych przypadków 
dla danego locus, jest określana jako przypadkowa i interpretowana jako wyraz 
uogólnionej niestabilności genetycznej. LOH obserwowany w ponad 20% przypadków 
dla badanego markera jest interpretowany jako specyficzny [1, 36, 43, 60]. Badania 
nad specyficzną utratą heterozygotyczności są wykorzystywane do identyfikacji genów 
supresorowych i mutatorowych przez określanie tzw. najmniejszych obszarów delecji 
(ang. minimal critical region of allelic loss), w obrębie których poszukiwane są
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następnie geny krytyczne dla rozwoju badanego typu nowotworu [58]. Przykładem 
mogą być badania ramienia krótkiego chromosomu 3. Maestro i wsp. [40] wykazali 
badaniem LOH delecję w tym obszarze w nowotworach głowy i szyi. Stwierdzili, że 
region ten zawiera kilka genów supresorowych w trzech niezależnych, umieszczonych 
obok siebie „gorących miejscach” (ang. hot spots)-. 3pl4-cen, 3p21.3 oraz 3p24-pter 
[40]. Dalsze badania Mao i wsp. [41] pozwoliły na zlokalizowanie w jednym z tych 
obszarów genu FHIT, w którym mutacje opisywane były w 80% linii komórkowych 
płaskonablonkowych nowotworów głowy i szyi. Innym przykładem wykorzystania badań 
LOH do określenia przypuszczalnej lokalizacji genów supresorowych jest analiza regionu 
8p. Alleliczna utrata w regionie 8p była opisywana w wielu nowotworach, takich jak: 
rak jelita grubego i odbytnicy, rak niedrobnokomórkowy płuc, raki płaskonabłonkowe 
krtani i jamy ustnej, rak pęcherza moczowego, piersi, trzustki czy rak prostaty [7, 55]. 
Sunwoo i wsp.[55] badając raki głowy i szyi, analizowali region 8p23 i znaleźli dwie 
różne delecje w obrębie tego stosunkowo małego regionu. Cytowani autorzy postawili 
hipotezę, że w regionie 8p23 znajdują się dwa geny supresorowe. Scholnik i wsp. [53] 
badając natomiast 3 regiony: 8p23, 8p22-23, 8p21, zasugerowali obecność w tym 
obszarze co najmniej 3 genów supresorowych. Powyższe wyniki badań stały się 
podstawą do wnikliwej analizy molekularnej wymienionych regionów i zmapowania 
np. przez Bova i wsp. [8] genu supresorowego N33 (8p22), który zaangażowany jest 
m.in. w rozwój raka prostaty. Natomiast Fujiwara i wsp. [20] zmapowali w tym regionie 
(8p21.3-p22) gen PRLTS (PDGF-receptor beta-like tumor suppressor).

Zjawisko utraty heterozygotyczności odgrywa kluczową rolę w inicjacji procesu 
nowotworowego, ale jest też obserwowane we wczesnych i zaawansowanych stadiach procesu 
nowotworowego [33,35]. Przykładowo El-Naggar i wsp. utratę heterozygotyczności w regionie 
8p skorelowali z wczesnymi etapami karcinogenezy płaskonablonkowych nowotworów jamy 
ustnej i krtani [17]. Również Fujiwara i wsp. sugerują, że utratę heterozygotyczności w 
regionie, gdzie zlokalizowany jest gen PRLTS obserwuje się częściej w procesie inicjacji 
niż progresji sporadycznych raków: jelita grubego, wątrobowokomórkowego i 
niedrobnokomórkowego płuc [20].

Alleliczna utrata 8p obserwowana była natomiast w korelacji z wyższym stopniem 
zaawansowania takich nowotworów, jak: rak prostaty [44], jelita grubego [19] albo 
pęcherza moczowego [32]. Wyniki badań Oba i wsp. w raku prostaty sugerują, że 
delecja 8p22-p21.3 odgrywa rolę w różnicowaniu nowotworu, natomiast delecja 8p21.1- 
p21.2 - w progresji procesu nowotworowego [44]. Miyaki i wsp. stwierdzili bardzo 
wysoką częstość utraty heterozygotyczności w 8p22 w przerzutach raka jelita grubego 
co sugeruje, że utrata funkcji genów na chromosomie 8 może odgrywać rolę w progresji 
tego nowotworu [42].

Częstość występowania LOH, a zwłaszcza stwierdzenie LOH w więcej niż 2 loci w 
niektórych nowotworach ma znaczenie prognostyczne. W zmianach łagodnych jelita grubego 
(gruczolaku) LOH obserwowany jest w pojedynczych loci, podczas gdy w około 90% 
nowotworów złośliwych jelita grubego (gruczolakorakach) LOH obserwowane jest w 2 
lub więcej loci [31, 61]. Również w rakach głowy i szyi, utrata heterozygotyczności 
stwierdzana w więcej niż ł locus wiąże się z gorszą prognozą [16, 23,24, 36].

http://rcin.org.pl



640 A. STEMBALSKA-KOZŁOWSKA, R. ŚMIGIEL, K. SCHLADE-BARTUSIAK, D. DUŚ, M. SĄSIADEK

METODY BADANIA NIESTABILNOŚCI MIKROSATELITARNEJ 
I UTRATY HETEROZYGOTYCZNOŚCI

Do badania niestabilności mikrosatelitamej i utraty heterozygotyczności wykorzystuje 
się polimorfizm markerów mikrosatelitamych. DNA jest amplifikowane ze starterami 
swoistymi dla wybranych markerów. Otrzymane produkty są następnie rozdzielane na 
żelu (najczęściej poliakrylamidowym) i uwidaczniane za pomocą barwienia bromkiem 
etydyny, srebrzenia, audioradiografii lub analizowane w sekwenatorach DNA z użyciem 
markerów fluorescencyjnych. Badania polegają na porównaniu wielkości markerów 
mikrosatelitamych między DNA wyizolowanym z tkanki nowotworowej a DNA tkanek 
prawidłowych (głównie z krwi obwodowej), pochodzących od tego samego pacjenta. 
MSI jest rozpoznawana na podstawie każdej zmiany długości allelu, będącej wyrazem 
zmiany liczby jednostek powtarzalnych w mikrosatelitach w komórkach nowotworowych 
w porównaniu z tkanką prawidłową. Kryteria elektroforetycznej oceny MSI w żelach 
denaturujących zostały zestawione w tabeli 1. Przykłady wyników badań MSI 
przedstawiono na rycinach la i b.

Również nieswoista utrata heterozygotyczności, wyrażająca się utratą jednego z 
dwóch alleli danego markera w mniej niż 20% badanych przypadków dla danego locus, 
jest traktowana jako wyraz MSI.

Do oceny MSI, np. w rakach jelita grubego, rekomendowane jest stosowanie pięciu 
markerów mikrosatelitamych: dwóch mononukleotydowych i trzech dinukleotydowych. 
Referencyjny panel mikrosatelitów, rekomendowany przez Bolanda i wsp. [6] do badań 
niestabilności mikrostelitarnej w HNPCC, oraz kryteria interpretacji wyników zostały 
przedstawione w tabeli 2 .

Przyjęto następujące kryteria klasyfikacji MSI w tych nowotworach:
■ MSI-H {MicroSatellite Instability, High) - przynajmniej 2 spośród 5 badanych 

markerów lub ponad 30-40% (gdy badanych jest więcej markerów) wykazują 
niestabilność,

■ MSI-L {MicroSatellite Instability, Low) - jeden z pięciu badanych markerów, 
bądź mniej niż 30-40% wykazuje niestabilność,

■ MSS {MicroSatellite Stability) - gdy żaden z badanych markerów nie wykazuje 
niestabilności [6].

TABELA 1. Kryteria oceny MSI w denaturujących żelach PAA: z użyciem metody srebrzenia 
oraz z zastosowaniem markerów fluorescencyjnych w automatycznym sekwenatorze DNA

Rozdział w żelu denaturującym PAA + metoda 
srebrzenia

Analiza fragmentów w automatycznym 
sekwenatorze z użyciem markerów 
fluorescencyjnych

dodatkowe prążki 
przesunięcie (ang. shift) prążków 
zmiany w intensywności prążków 
utrata prążka

dodatkowe krzywe alleli 
przesunięcie krzywych alleli 
utrata krzywych alleli
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RYCINA 1. Przykład oceny MSI w automatycznym sekwenatorze DNA: a - stwierdzona MSI (marker 
BAT26), b - brak MSI (maker BAT25), MSI oceniane przez porównanie krzywych dla markera 
mikrosatelitarnego dla DNA tkanki prawidłowej z krzywymi dla DNA tkanki nowotworowej (materiał 
własny)

Według Perucho do określenia MSI wystarczająca może być ocena dwóch 
markerów mononukleotydowych i jednego dinukleotydowego [47]. 
Mononukleotydowymi markerami mogą być: BAT26 (26 powtórzeń deoksyadenozyny 
- sekwencja zlokalizowana w obrębie intronu 5 genu MSH2), BAT25 (sekwencja 
(T)7A(T)25 zlokalizowana w obrębie intronu onkogenu c-kit) albo BAT40 (sekwencja 
zlokalizowana w obrębie intronu genu dehydrogenazy 3-3-hydroksysteroidu) (tab. 3). 
Są one wysoce specyficzne i szczególnie przydatne do oceny MSI-H. Kolejno Hong 
i wsp. [28], de la Chapelle [15] oraz cytowany powyżej Perucho [47] wykazali także, 
że do wykrywania MSI można zastosować tylko jeden marker mononukleotydowy, 
BAT26-poli(A)26. W opinii cytowanych autorów marker ten jest tak swoisty, że do 
oceny MSI wystarczy stwierdzenie zmiany liczby powtórzeń poli(A), bez konieczności 
porównania wyników z tkanki nowotworowej z wynikami z tkanki prawidłowej.

Rozbieżności w ocenie częstości występowania MSI w nowotworach mogą wynikać 
z różnic w metodyce badań, jak np. doborze i liczbie analizowanych markerów 
mikrosatelitarnych, interpretacji wyników oraz w kryteriach rozpoznawania MSI. 
Obecnie poszukuje się takiego markera, który dałby jednoznaczny wynik badania MSI 
w badanych nowotworach.

Utratę heterozygotyczności rozpoznaje się na podstawie oceny markerów 
informatywnych, tzn. takich, które występują w komórkach prawidłowych w postaci 
heterozygotycznej (mają różne allele w badanym locus). W żelu poliakrylamidowym 
heterozygota rozpoznawana jest na podstawie obecności dwóch prążków, a w 
automatycznym sekwenatorze na podstawie występowania dwóch krzywych dla 
badanego locus (ryc. 2b). Homozygoty są klasyfikowane jako nieinformatywne i 
wyłączane z analizy (ryc. 2a). W elektroforezie LOH rozpoznawana jest, gdy występuje 
utrata jednego z prążków w DNA nowotworowym w porównaniu z DNA komórek 
prawidłowych. Analiza LOH w sekwenatorze polega na porównaniu pola pod krzywymi 
odpowiadającymi allelom badanego markera mikrosatelitarnego (ryc. 2c). Swoista 
utrata heterozygotyczności jest rozpoznawana tylko w guzach niewykazujących MSI,
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TABELA 2. Panel referencyjny, rekomendowany przez Boland i wsp. do oceny niestabilności 
mikrosatelitarnej w owotworach jelita grubego [6]

Kryteria interpretacyjne MSI

Marker Jednostka
powtórzeniowa

Analizowane loci 
genowe = 5

Analizowane loci 
genowe > 5

Interpretacja

BAT25 mononukleotydowe Liczba >2 >30%-40% MSI-H
BAT26 mononukleotydowe markerów 1 <30%-40% MSI-L
D5S346
D2S123
D17S250

dinukleotydowe
dinukleotydowe
dinukleotydowe

wykazująca
MSI

0 0 MSS lub 
MSI-L

Alternatywne loci

BAT40 APC D18S64 D13S153 D7S519

BAT34C4 D20S100 D18S69 D13S175 D5S107

TGF-p-RII D18S55 D17S787 D10S197 D3S1029

ACTC D18S58 D17S588 D8S87 D2S123

CCD1 D18S61 D17S250

gdyż w guzach o fenotypie mutatorowym nie można odróżnić LOH swoistego od 
przypadkowego (wynikającego z niestabilności mikrosatelitarnej) [9]. Utrata 
heterozygotyczności oceniana jest według wzoru (TlxN2)/(T2xNl), gdzie NI i N2 
stanowią pola pod krzywymi otrzymanymi z DNA z tkanki prawidłowej, a Tl i T2 
krzywe z DNA z tkanki nowotworowej. Wynik obliczeń powinien znajdować się w 
granicach od 0,0 do 1,0. Wynik >1,0 wymaga odwrócenia wzoru: (T2xNl)/(TlxN2) 
[10]. Opracowanie i analiza danych prowadzona jest za pomocą programów 
komputerowych. Całkowita utrata allelu oznacza teoretycznie wynik 0,0, ale ponieważ 
tkanki nowotworowe są zawsze heterogenne i zawierają część komórek prawidłowych 
(nawet do 50%), to całkowitą utratę allelu rozpoznaje się już, gdy wynik wynosi 0,5 
[10]. LOH jest rozpoznawany, jeśli wyniki obliczeń zawarte są pomiędzy 0,0 a 0,5.

TABELA 3. Charakterystyka mononukleotydowych markerów mikrosatelitamych: lokalizacja 
chromosomowa, gen sprzężony z danym markerem, wielkość markera

Marker Lokalizacja Gen Wielkość (bp - pary zasad)

BAT25 4ql2 c-kit 90

BAT26 2pl6 MSH2 80-100

BAT40 lp!3.1 Dehydrogenaza
3-(3-hydroksysteroidowa

80-100
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RYCINA 2. Przykład badania utraty heterozygotyczności w automatycznym sekwenatorze DNA: 
a - przykład homozygoty, b - przykład heterozygoty, c - przykład LOH. Ocena LOH w przypadkach 
informatywnych (heterozygoty): porównanie pola pod krzywymi odpowiadającymi allelom badanego 
markera mikrosatelitarnego sprzężonego z genem MLH1 (materiał własny)

Przy założeniu, że tkanka nowotworowa zawiera tylko około 30% prawidłowych 
komórek, LOH można rozpoznać również, gdy wskaźnik wynosi 0,0-0,7 [30].

Inną metodę oceny LOH zaproponowali van Houten i wsp. [59]. Według tych autorów 
LOH może być była oceniana przez porównanie stosunku wysokości szczytu (ang. peak 
height) krótkiego (Sn) i długiego (Ln) allelu badanego markera w DNA tkanki prawidłowej 
ze stosunkiem wysokości szczytów odpowiednich alleli (St i Lt) uzyskanych w DNA guza 
(Sn:Ln / St:Lt). LOH jest stwierdzany, gdy tak liczona zmiana wielkości allelu w DNA 
nowotworowym wynosi co najmniej 50% (wynik< 0,5 lub >2,0).

PODSUMOWANIE

Obecnie nie ma wątpliwości, że niestabilność genetyczna jest charakterystyczną 
cechą komórek nowotworowych. Dokładne poznanie mechanizmów powstawania i 
zależności między różnymi rodzajami niestabilności oraz określenie znaczenia 
niestabilności dla transformacji nowotworowej rzuci nowe światło na biologiczne 
podstawy rozwoju nowotworów. Ustalenie natomiast jednolitych kryteriów badania i 
oceny tego zjawiska umożliwi zapewne wprowadzenie nowych markerów do oceny 
ryzyka zachorowania, monitorowania leczenia i prognozowania przebiegu choroby.

LITERATURA

[1] AH-SEE K, COOKE TG, PICKFORD IR, SOUTAR D, BALMAIN A. An allelotype of squamous 
carcinoma of the head and neck using microsatellite markers. Cancer Res 1994; 54: 1617-1621.

[2] BAL J [red.]. Badania molekularne w medycynie. Wyd Nauk PWN 2001.
http://rcin.org.pl



644 A. STEMBALSKA-KOZŁOWSKA, R. ŚMIGIEL, K. SCHLADE-BARTUSIAK, D. DUŚ, M. SĄSIADEK

[3] BARTEK J, LUKAS J. Mammalian Gl - and S-phase checkpoints in response to DNA damage. Curr 
Opin Cell Biol 2000; 6: 734-747.

[4] BEN YEHUDA A, GLOBERSON A, KRICHEVSKY S, BAR ON H, KIDRON M, FRIEDLÄNDER Y, 
FRIEDMAN G, BEN YEHUDA D. Ageing and the mismatch repair system. Meeh Ageing Dev 2000; 121: 
173-179.

[5] BERWICK M, VINEIS P. Response re: markers of DNA repair and susceptibility to cancer in humans: 
an epidemiologic review. J Natl Cancer Inst 2000; 92: 1537.

[6] BOLAND CR, THIBODEAU SN, HAMILTON SR, SIDRANSKY D, ESCHELMAN JR, BURT RW, 
MELTZER SJM, RODRIGUEZ-BIGAS MA, FODDE R, RANZANI GN, SRIVASTAVA S. A National 
Cancer Institute Workshop on Microsatellite Instability for Cancer Detection and Familial Predisposi­
tion: Development of International Criteria for the Determination of Microsatellite Instability in 
Colorectal Cancer. Cancer Res 1998; 58: 5248-5257.

[7] BOOKSTEIN R, LEVY A, MACGROGAN D, LEWIS TB, WEISSENBACH J, O’CONNELL P, LEACH
RJ. Yeast artificial chromosome and radiation hybrid map of loci in chromosome band 8p22, a common 
region of allelic loss in multiple human cancers. Genomics 1994; 24: 317-323.

[8] BOVA GS., MACGROGAN D, LEVY A, PIN SS, BOOKSTEIN R, ISAAC WB. Physical mapping of 
chromosome 8p22 markers and their homozygous deletion in a metastatic prostate cancer. Genomics 
1996; 35: 46-54.

[9] CANZIAN F, SALOVAARA R, HEMMINKI A, KRISTOP, CHADWICK RB, AALTONEN LA, DE LA 
CHAPELLE A. Semiautomated assessment of loss of heterozygosity and replication error in tumors. 
Cancer Res 1996; 14: 3331-3337.

[10] CAWKWELL L, BELL SM, LEWIS FA, DIXON MF, TAYLOR GR, QUIRKE P. Rapid detection allele loss in 
colorectal tumours using microsatellites and fluorescent DNA technology. Br J Cancer 1993; 67: 1262— 
1267.

[11] CHEAH PY, EU KW, SEOW FC. Update of genetics in colorectal carcinomas: genomic instability and 
somatic evolution. Ann Acad Med Singapore 2000; 29: 331-336.

[12] CHENG L, SPITZ MR, HONG WK, WIE Q. Reduced expression levels of nucleotide excision repair 
genes in lung cancers: a case-control analysis. Carcinogenesis 2000; 21: 1527-1530.

[13] CHIARAVALLI AM, FURIAN D, FACCO C, TIBILETTI MG, DIONIGI A, CASATIB, ALBARELLO L, 
RIVA C, CAPELLA C. Immunohistochemical pattern of hMSH2/hMLHl in familial and sporadic colo­
rectal, gastric, endometrial and ovarian carcinomas with instability in microsatellite sequences. Virchows 
zirc/i 2001; 438: 39-48.

[ 14] DE LA CHAPELLE A, PELTOMAKIP. Genetic of hereditary colon cancer. Annu Rev Gen 1995; 29:329-348.
[15] DE LA CHAPELLE A. Testing tumors for microsatellite instability. EurJHum Genetics 1999; 7: 407^408.
[16] EL-NAGGAR AK, HURR K, BATSAKIS JG, LUNA MA, GOEPFERT H, HUFF V. Sequential loss of 

heterozygosity at microsatellite motifs in preinvasive and invasive head and neck squamous cell carcino­
ma. Cancer Res 1995; 55: 2656-2659.

[17] EL-NAGGAR AK, COOMBES MM, BATSKIS JG, HONG WK, GOEPFERT H, KAGAN J. Localization 
of chromosome 8p regions involved in early tumorigenesis of oral and laryngeal squamous carcinoma. 
Oncogene 1998; 16: 2983-2987.

[ 18] ESHELMAN JR, MARCO WITZ SD. Microsatellite instability in inherited and sporadic neoplasms. Curr 
Opin Oncol 1995; 7: 83-89.

[19] FUJIWARA Y, EMI M, OHATA H, KATO Y, NAKAJIMA T, MORI T, NAKAMURA Y. Evidence for the 
presence of two tumor suppressor genes on chromosome 8p for colorectal carcinoma. Cancer Res 1993; 
53: 1172-1174.

[20] FUJIWARA Y, OHATA H, KUROKI T, KOYAMA K, TSUCHIYA E, MONDEN M, NAKAMURA Y. 
Isolation of candidate tumor suppressor gene on chromosome 8p21.3-p22 that is homologous to an extra­
cellular domain of the PDGF receptor beta gene. Oncogene 1995; 10: 891-895.

[21 ] GEMMA A, SEIKE M, SEIKE Y, UEMATSU K, HIBINO S, KURIMOTO F, YOSHIMURA A, SHIBUYA 
M, HARRIS CC, KUDOCH S. Somatic mutation of the hBUBl mitotic checkpoint gene in primary lung 
cancer. Genes Chromosomes Cancers 2000; 3: 213-218.

[22] GIANNINI G, RISTORI E, CERIGNOLIF, RINALDI C, ZANI M., VIEL A, OTTIN L. Human MRE11 
is inactivated in mismatch repair-deficient cancers. EMBO Rep 2000; 3: 248-254.

[23] GLEICH LL, LI YQ, BIDDINGER PW, GARTSIDE PS, STAMBROOK PJ, PAVELIC ZP, GLUCKMAN 
JL. The loss ofheterozygosity in retinoblastoma and p53 suppressor genes as a prognostic indicator for 
head and neck cancer. Laryngoscope 1996; 106: 1378-1381.

http://rcin.org.pl



NIESTABILNOŚĆ GENETYCZNA W NOWOTWORACH 645

[24] GLEICH LL, LI YQ, WANG X, STAMBROOK PJ, GLUCKMAN JL. Variable genetic alterations and 
survival in head and neck cancer. Arch Otolaryngol Head Neck Surg 1999; 125: 949-952.

[25] GOUKASSIAN D, GAD F, YAAR M, ELLER MS, NEHAL US, GILCHREST BA. Mechanisms and 
implications of the age-associated decrease in DNA repair capacity. FASEB J 2000; 14: 1325-1334.

[26] GREENWOOD E. Genomic instability. Let’s stick together. Nature Reviews Cancer 2002; 2: 78.
[27] GRYFE R, KIM H, HSIEH ETK, ARONSON MD, HOLOWATY EJ, BULL SB, REDSTON M, GALLIN- 

GER S. Tumor microsatellite instability and clinical outcome in young patients with colorectal cancer. N 
Eng J Med 2000; 342: 69-77.

[28] HOANG JM, COTTU PH, THUILLE B, SALMON RJ, THOMAS G, HAMELIN R. BAT-26, an indicator 
of the replication error phenotype in colorectal cancers and cell lines. Cancer Res 1997; 58: 300-303.

[29] IKICHAWA Y, LEMONST, WANG S, FRANKLIN B, WATSON P, KNEZETIC JA, BEWTRA C, LYNCH 
HT. Microsatellite instability and expression of MLH1 and MSH2 in normal and malignant endometrial 
and ovarian epithelium in hereditary nonpolyposis colorectal cancer family members. Cancer Genet Cyto­
genet 1999; 112: 2-8.

[30] KARNIK P, PARIS M, WILLIAMS BRG, CASEY G, CROWE J, CHEN P. Two distinct tumor suppressor loci within 
chromosome 1 lp 15 implicated in breast cancer progression and metastasis. Hum Mol Genet 1998; 7: 895-903.

[31] KINZLER KW, VOGELSTEIN B. Lessons from hereditary colorectal cancer. Cell 1996; 87: 159-170.
[32] KNOWLES MA, SHAW ME, PROCTOR AI. Deletion mapping of chromosome 8 in cancers of the 

urinary bladder using restriction fragment length polymorphisms and microsatellite polymorphisms. 
Oncogene 1993; 8: 1357-1364.

[33] KNUDSON AGJ. Mutation and cancer: statistical study of retinoblastoma. Proc Natl Acad Sci 1971; 61: 820-823.
[34] KUNKEL TA. Slippery DNA and diseases. Nature 1993; 365: 207-208.
[35] LEE NK. Tumor suppressor gene. Head Neck 1992; 14: 407-414.
[36] LI X, LEE NK, YE YW, WABER PG, SCHWEITZER C, CHENG QC, NISEN PD. Allelic loss at chromo­

somes 3p., 8p., 13q, 17p. associated with poor prognosis in head and neck cancer. J Natl Cancer Inst 
1994;86:1524-1529.

[37] LOEB LA. A mutator phenotype in cancer. Cancer Res 2001; 61: 3230-3239.
[38] LOTHE RA, PELTOMAKIP, MELING GI, AALTONEN LA, NYSTROM-LATHIM, PYLKKANEN L, 

HEIMDAL K, ANDERSEN TI, MOLLER P, ROGNUM TO, FOSSA SD, HALDORSEN T, LANGMARK 
F, BROGGER A, DE LA CHAPELLE A, BORRESEN AL. Genomic instability in colorectal cancer: rela­
tionship to clinicopathological variables and family history. Cancer Res 1993; 53: 5849-5852.

[39] LYNCH HT, DE LA CHAPELLE A. Genetic susceptibility to non-polyposis colorectal cancer. J Med 
Genet 1999; 36: 801-818.

[40] MAESTRO R, GASPAROTTO D, VUKSAVLEVIC T, BARZAN L, SULFARO S, BOIOCCHIM. Three 
discrete regions of deletion at 3p in head and neck cancer. Cancer Res 1993; 53: 5775-5779.

[41] MAO L, FAN Y, LOTAN R, HONG WK. Frequent abnormalities of FHIT, a candidate tumor suppressor 
gene in head and neck cancer cell lines. Cancer Res 1996; 56: 5128-5131.

[42] MIYAKIM, TANAKA K, KIKUCHI-YANOSHITA R, MURAOKA M, KONISHIM. Familial polyposis: 
recent advances. Crit Rev OncolHematol 1995; 19: 1-13.

[43] NAVROZ H, VAN DER RIET P, HRUBAN RH, KOCH W, RUPPERT JM, SIDRANSKY D. Allelotype of 
head and neck squamous cell carcinoma. Cancer Res 1994; 54: 1152-1155.

[44] OBA K, MATSUYAMA H, YOSHIHIRO S, KISHI F, TAKAHASHI M, TSUKAMATO M, KINJO M. 
SAGIYAMA K, NAITO K. Two putative tumor suppressor genes on chromosome arm 8p may play diffe­
rent roles in prostate cancer. Cancer Genet Cytogenet 2001; 124: 20-26.

[45] OLIVEIRA C, SERUCA R, SEIXAS M, SOBRINHO-SIMOES M. The clinicopathological feature of 
gastric carcinoma with microsatellite instability may be mediated by mutations of different „target genes”. 
Am J Pathol 1998; 153: 1211-1219.

[46] PELTOMAKI P. DNA mismatch repair and cancer. Mutat Res 2001; 488: 77-85.
[47] PERUCHO M. Correspondence re: BOLAND CR, THIBODEAU SN, HAMILTON SR, SIDRANSKY D, 

ESCHELMAN JR, BURT RW, MELTZER SJM, RODRIGUEZ-BIGAS MA, FODDE R, RANZANI GN, 
SRIVASTAVA S. A National Cancer Institute Workshop on Microsatellite Instability for Cancer Detection 
and Familial Predisposition: Development of International Criteria for the Determination of Microsatel­
lite Instability in Colorectal Cancer. Cancer Res 1998; 58: 5248-5257; Cancer Res 1999; 59: 249-256.

[48] PONDER B. Cancer. Gene losses in human tumours. Nature 1988; 335: 400-402.
[49] ROB ELS AI, HARRIS CC. P53-mediated apoptosis and genomic instability diseases Acta Oncol 2001; 40: 696- 

701.
http://rcin.org.pl



646 A. STEMBALSKA-KOZŁOWSKA, R. ŚMIGIEL, K. SCHLADE-BARTUSIAK, D. DUŚ, M. SĄSIADEK

[50] RODRIGUEZ-BIGAS MA, BOLAND R, HAMILTON SR, HENSON D, JASS J, MERRA-KAN P, 
LYNCH HAT, PERUCHO M, SMYRK T, SOBIN L, SRIVASTAVA S. A National Cancer Institute 
workshop on hereditary nonpolyposis colorectal cancer syndrome: meeting highlights and Bethesda 
guidelines. J Natl Cancer Inst 1997; 89: 1758-1762.

[51] SAMOWITZ WS, SLATTERY ML. Regional Reproducibility of Microsatellite Instability in Sporadic 
Colorectal Cancer. Genes Chromosomes Cancer 1999; 26: 106-114.

[52] SĄSIADEK M, SCHLADE-BARTUSIAK K, STEMBALSKA-KOZŁOWSKA A, BIELAWSKA-POHL 
A, ŚMIGIEL R, DUŚ D. Niestabilność genetyczna w nowotworach. I. Niestabilność chromosomowa w 
nowotworach. Post Biol Kom 2003; 30: 259-272.

[53] SCHOLNICK SB, HAUGHEY BH, SUNWOO JB, EL-MOFTY SK, BATY JD, PICCIRILLO JF, ZE- 
QUIERA MR. Chromosome 8 allelic loss and outcome of patients with squamous cell carcinoma of the 
supraglottic larynx. J Natl Cancer Inst 1996; 88: 1676-1682.

[54] SIMPSON AJ. The natural somatic mutation frequency and human carcinogenesis. Adv Cancer Res 1997; 
71: 209-240.

[55] SUNWOO JB, SUN PC, GRUPTA VK, SCHMIDT AP, EL-MOFTY S, SCHOLNICK SB. Localization of puta­
tive tumor suppressor gene in the subtelomeric region of chromosome 8p. Oncogene 1999; 18: 2651-2655.

[56] THIBODEAU SN, BREN G, SCHAID D. Microsatellite instability in cancer of the proximal colon. Scien­
ce 1993; 260: 816-819.

[57] TOMLINSON I, LAMBROS M, ROYLANCE R. Loss of heterozygosity analysis: Practically and concep­
tually flawed? Genes Chromosomes Cancer 2002; 34: 349-353.

[58] TOMLINSON I, SASIENI P, BODMER W. How many mutations in a cancer? Am J Pathol 2002;l 60: 
755-758.

[59] VAN HOUTEN VM, TABOR MP, VAN DEN BREKEL MW, DENKERS F, WISHAUPT RG, KUMMER 
JA, SNOW GB, BRAKENHOFF RH. Molecular assays for the diagnosis of minimal residual head-and- 
neck cancer: methods, reliability, pitfalls, and solutions. Clin Cancer Res 2000; 6: 3803-3816.

[60] VAN DER RIET P, NAVROZ H, HRUBAN RH, CORIO R, TORINO K, KOCH W, SIDRANSKY D. 
Frequent loss of chromosome 9p21 -22 early in head and neck cancer progression. Cancer Res 1994; 54: 
1156-1158.

[61] VOGELSTEIN B, KINZLERKW. The multistep nature of cancer. Trends Genet 1993; 9: 138-141.
[62] WANG Y, CORTEZ D, YAZDI P, NEFF N, ELLEDGE SJ, QIN J. BASC, a super complex of BRCA1- 

associated proteins involved in the recognition and repair of aberrant DNA structures. Genes Devel 2000; 
14: 927-939.

[63] ZONG Q, CHEN C-F, LI S, CHEN Y, WANG C-C, XIAO J, CHEN P-L, SHARP ZD, LEE W-H. Associa­
tion of BRCA1 with the hrad50-hMrel 1 -p95 complex and the DNA damage response. Science 1999; 285: 
747-750.

Redaktor prowadzący - Maria Olszewska

0trzymano:26.09.2002 r.
Przyjęto: 13.05.2003 r.
Adres autora: ul. Marcinkowskiego 1, 50-368 Wrocław, 
sasiadek@gen.am.wroc.pl

http://rcin.org.pl

mailto:sasiadek%40gen.am.wroc.pl


POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 30 2003 NR 4 (647-665)

MOLEKULARNE PODSTAWY ODPOWIEDZI ROŚLIN 
NA NIEDOBÓR FOSFORANU*

MOLECULAR RESPONSES OF PLANT TO PHOSPHATE STARVATION

Iwona CIERESZKO

Zakład Fizjologii Roślin, Instytut Biologii, Uniwersytet w Białymstoku

Streszczenie'. Niedobór przyswajalnych przez rośliny fosforanów nieorganicznych (Pi) w środowisku 
jest zjawiskiem często spotykanym. Rośliny dostosowują się do warunków takiego stresu uruchamiając 
szereg mechanizmów zwiększających pobieranie Pi z podłoża oraz mobilizację Pi z zasobów wewnętrz­
nych. Korzenie mogą wydzielać do podłoża kwasy organiczne, kwaśne fosfatazy, a także, o ile to koniecz­
ne, rybonukleazy. Następuje także indukcja błonowych przenośników Pi i fosfataz wewnątrzkomórko­
wych. Wiele zmian dostosowujących rośliny do niedoboru fosforu jest poprzedzonych aktywacją (lub 
represją) specyficznych genów. W warunkach deficytu Pi obserwowano indukcję genów kodujących trans­
portery Pi w korzeniach, genów kodujących kwaśne fosfatazy, nukleazy, (3-glukozydazy i inne białka. 
Roślina, aby reagować szybko i właściwie na zmiany środowiskowe, musi mieć sprawny system percepcji 
sygnałów i ich przekazywania do wszystkich komórek. Niewiele wiadomo dotychczas o mechanizmach 
odbioru i transdukcji sygnału o niedoborze Pi w podłożu i/lub tkankach roślinnych, jednak badania tego 
zagadnienia zaczęły się intensywnie rozwijać w ostatnich latach. W pracy dyskutowana jest natura i 
pochodzenie sygnału o niedoborze Pi oraz rola hormonów i innych związków uczestniczących w jego 
percepcji i transdukcji w komórkach roślinnych. Zwrócono uwagę na szereg mutantów charakteryzujących 
się obniżonym lub podwyższonym poziomem Pi, zróżnicowaną aktywnością kwaśnych fosfataz i zawar­
tością białek oraz ich odmiennymi reakcjami na deficyt Pi w porównaniu z roślinami kontrolnymi. Zasto­
sowanie i analiza tych mutantów okazują się pomocne w badaniach sposobów przenoszenia informacji o 
deficycie Pi i mechanizmów odpowiedzi roślin na niedobór fosforu.

Słowa kluczowe-, deficyt Pi, ekspresja genów,pho, regulacja metabolizmu, transdukcja sygnału.

Summary. The deficiency of available for plants inorganic phosphate (Pi) in the environment is a 
common phenomenon. Plants adapt to such stress conditions by developing a number of mechanisms, 
e.g. increasing Pi uptake from soil and/or Pi mobilization from intercellular pools. Plant roots can 
secrete organic acids, acid phosphatase and, if necessary, also ribonucleases to the ground with simul­
taneous induction of Pi transporters and numerous phosphatases in cells. These changes are usually

* Praca powstała w trakcie realizacji grantu KBN nr 6 P04C 019 20.
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preceded or accompanied by activation or repression of specific genes. Under phosphate starvation 
conditions the induction of genes encoding Pi transporters, acid phosphatases, ribonucleases, (3-gluco- 
sidase and others was observed in roots. To react fast and adequately to the variety of environmental 
changes plants require efficient signal perception and transduction systems. Little is known about 
mechanisms of Pi signaling, however this problem is recently under extensive study. Studies on the 
function of hormones, phosphonate, Pi transporters and other factors in signal transduction are curren­
tly underway. In addition, selection and characterization of various phosphate mutants (with decresed 
or increased Pi level and acid phosphatases activity) - may provide information that help in elucida­
ting Pi signaling pathway(s) and mechanisms of plant responses to Pi starvation.

Key words', gene expression, metabolism regulation,pho, phosphate deficiency, Pi signaling.

Stosowane skróty: Pi (inorganic phosphate) - jony fosforanowe: H PO " i HPO 2_; Phi (phosphites) - 
aniony: H2PO3" i HPCP- .

WSTĘP

Fosfor jest jednym z głównych składników mineralnych niezbędnych do 
prawidłowego wzrostu i rozwoju roślin. Występuje on w postaci wolnych jonów 
ortofosforanowych (Pi) lub wchodzi w skład związków organicznych mających 
kluczowe znaczenie w metabolizmie roślin, takich jak: kwasy nukleinowe, koenzymy, 
nukleotydy, fosfolipidy, estry fosforanowe cukrów oraz zapasowe związki fosforu 
(feofityna). Poziom Pi w tkankach wpływa istotnie na przebieg i intensywność 
fotosyntezy, oddychania, fotooddychania i innych procesów metabolicznych, a w 
konsekwencji wzrostu i rozwoju roślin (ryc. 1) [11,20,30,40,45, 58, 60,61, 85, 93]. 
Pi jest substratem wielu reakcji, uczestniczy w przenoszeniu i magazynowaniu energii 
(ATP, PPi), pełni również funkcje regulacyjne oddziałując bezpośrednio lub pośrednio 
na aktywność białek (np. przez procesy fosforylacji/defosforylacji), translację czy 
transkrypcję.

W warunkach niedoboru fosforu dochodzi w roślinach do zmian morfologicznych: 
zahamowania wzrostu pędu oraz zmniejszenia powierzchni i masy liści, przy 
jednoczesnej stymulacji wzrostu korzeni (ryc. 1) [11, 14, 20, 30, 44]. Rośliny 
uruchamiają mechanizmy służące intensyfikacji pobierania Pi ze środowiska i/lub mobilizacji 
Pi z zasobów wewnętrznych. Wydzielają do środowiska kwasy organiczne oraz enzymy: 
kwaśne fosfatazy, ajeśli to konieczne-nukleazy (RNAzy). Następuje indukcja przenośników 
Pi w błonach komórkowych i szeregu fosfataz wewnątrzkomórkowych [11,61,72, 80]. 
Wiele ze zmian dostosowujących rośliny do niedoboru fosforu jest poprzedzona aktywacją 
(lub represją) specyficznych genów (tab.l) [1,15,23, 65, 73, 75, 92, 95].

Reakcje roślin narażonych na niedobór fosforu w środowisku często 
klasyfikuje się na odpowiedzi natychmiastowe (specyficzne) i odpowiedzi ogólne 
(niespecyficzne). Do odpowiedzi specyficznych zalicza się zmiany w ekspresji 
niektórych genów, inicjowane już po kilku godzinach niedoboru fosforu, które 
umożliwiają mobilizację i pozyskiwanie fosforu ze środowiska i z zasobów 
wewnątrzkomórkowych (ryc. 1-3). Indukowane są wówczas transportery Pi, fosfatazy,
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Wzrost pędu UJ

Wzrost korzenia (+) Fotosynteza (+ l -)

Sekrecja kwaśnych
fosfataz — sygnał

<+)
Deficyt Pi

sygnał

Transport asymilatów (+/-)’

Oddychanie (-)

Alternatywne drogi 
oddechowe (+)

Synteza ATP (-)

Synteza białek (+/-)

Synteza kwasów nukleinowych (+/-)
Hydroliza sacharozy (+)

Fosforylacja cukrów (-)

Akumulacja cukrów (+)

RYCINA 1. Regulacja procesów metabolicznych i wzrostu u roślin w warunkach deficytu fosforu; (+) 
indukcja procesu, (-) hamowanie procesu

enzymy uczestniczące w syntezie kwasów organicznych oraz białka ułatwiające ich 
wydzielanie do gleby [1,2,3,72,73,75]. Druga kategoria odpowiedzi, reakcje ogólne, 
umożliwiają roślinom przetrwanie w warunkach długotrwałego niedoboru Pi przez 
stopniowe dostosowanie ich wzrostu i metabolizmu do stresu deficytu fosforu (ryc. 1).

Aklimatyzacyjne zmiany morfologiczne, anatomiczne i metaboliczne zachodzące u 
roślin wyższych w następstwie deficytu fosforu zostały już wyczerpująco opisane i 
przedyskutowane w licznych pracach przeglądowych (11, 20, 26, 40, 60, 61, 72, 74, 
80,85]. Znacznie mniej wiadomo natomiast o molekularnych podstawach odpowiedzi 
roślin na niedobór fosforu [1,73,75]. Warunkiem szybkiej i właściwej reakcji rośliny 
na zmiany środowiska jest sprawna percepcja i transdukcja sygnału. Mechanizmy 
odbioru i szlaki przekazywania sygnału związanego ze zmianą stężenia Pi w podłożu 
i/lub tkankach są słabo poznane - badania zaczęły się dopiero rozwijać [ 1,73,77,92]. 
W artykule tym podjęto próbę przedstawienia najnowszych wyników badań nad 
reakcjami roślin na niedobór Pi, których uzyskanie możliwe było m.in. dzięki 
zastosowaniu metod biologii molekularnej i inżynierii genetycznej.
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TABELA 1. Regulacja ekspresji wybranych genów i syntezy kodowanych przez nie białek u roślin 
w warunkach deficytu fosforu; (+) indukcja ekspresji genu/syntezy białka, (-) hamowanie ekspresji 
genu/syntezy białka, (0) brak efektu

Gen Charakterystyka białka Roślina Typ
regu­
lacji

AtPTl, AtPT2 AtPTl, AtPT2 - transportery Pi Arabidopsis thaliana +

LePTl, LePT2 LePTl, LePT2 - transportery Pi Lycopersicon esculentum +

StPTl, StPT2 StPTl, StPT2 - transportery Pi Solanum tuberosum +

MtPTl, MtPT2 MtPTl, MtPT2 - transportery Pi Medicago truncatula +

CrPTl CrPTl - transporter Pi Cataranthus roseus +

NtPTl NtPTl - transporter Pi Nicotiana tabacum +

TPS11 nieznane Lycopersicon esculentum +

RNS1 RN SI - rybonukleazy Arabidopsis thaliana +

RLE, RLX RLE, RLX - rybonukleazy Lycopersicon esculentum +

VspB VSPB - wakuolame fosfatazy Glycine max +

LEPS2 LEPS2 - kwaśne fosfatazy Lycopersicon esculentum +

AtACP5 AtACP5 - kwaśne fosfatazy Arabidopsis thaliana +

UgP UGPaza - pirofosforylaza UDP-glukozy Arabidopsis thaliana +

Susi SuSy - syntaza sacharozy Arabidopsis thaliana 0

ApLl, ApS AGPaza - pirofosforylaza ADP-glukozy Arabidopsis thaliana +

REGULACJA EKSPRESJI GENÓW W WARUNKACH DEFICYTU 
FOSFORU

U wielu mikroorganizmów podczas deficytu Pi aktywowane są geny zwane pho- 
regulonem [1, 31, 49, 72, 75, 94]. U bakterii Escherichia coli ponad 130 genów jest 
regulowanych przez pozakomórkowy Pi [75, 94]. Kontrola tych genów wymaga 
dwuskładnikowego systemu transdukcyjnego (ang. two-component signalling system): 
sensora PhoR i białka regulatorowego PhoB oraz dodatkowo specyficznych transporterów 
Pst [94]. Podczas deficytu fosforu aktywacja genów wchodzących w skład/»Ao-regulonu 
zwiększa syntezę kwaśnych fosfataz (w tym także fosfataz wydzielanych do środowiska) i 
błonowych transporterów Pi. W komórkach drożdży, Saccharomyces cerevisiae, występuje
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bardziej skomplikowany system regulacji ekspresji genów w warunkach niedoboru 
fosforu [41,49]. W warunkach deficytu Pi następuje indukcja ekspresji genu PHO 5, 
kodującego kwaśne fosfatazy, wzmożenie sekrecji fosfataz do podłoża i zwiększenie 
ich aktywności. Wykazano, że do aktywacji PH05 niezbędne są czynniki transkrypcyjne 
Pho4 i Pho2 (ryc. 2), kodowane yx7£zPHO2 i PH04 [41,49]. Lokalizacja czynników 
transkrypcyjnych w komórce zależy od fosforylacji przebiegającej z udziałem jądrowego 
kompleksu kinaz cyklino-zależnych, Pho80-Pho85 (ryc. 2). Nieufosforylowany Pho4 
jest aktywny i znajduje się w jądrze, natomiast ufosforylowany, nieaktywny Pho4 - w 
większości w cytoplazmie (ryc. 2). W warunkach optymalnego żywienia fosforanowego 
następuje fosforylacja Pho4 i transport ufosforylowanego czynnika transkrypcyjnego 
do cytoplazmy. Transport ten przebiega przy udziale białka Msn5 oraz GTP (ryc. 2A) 
[41, 49]. W warunkach niedoboru Pi aktywność kinaz Pho80-Pho85 jest blokowana 
przez inhibitor białkowy Pho81 i wówczas nieufosforylowany Pho4 wraz z drugim 
czynnikiem transkrypcyjnym, Pho2, aktywuje transkrypcję genu PH05 (ryc. 2B). W 
podobny sposób mogą być regulowane także inne geny z grupy PHO. Nie ustalono 
dotychczas, w jaki sposób regulowane są inne odpowiedzi drożdży na deficyt fosforu, 
np. te prowadzące do zahamowania wzrostu i podziału komórek [49].

Znacznie mniej wiadomo o systemie fosfo-regulacji w komórkach roślinnych; 
prawdopodobnie jego funkcjonowanie i regulacja jest podobna do /?/zo-regulonu bakterii 
i drożdży [1, 31, 72, 75, 95]. Chociaż stwierdzono u roślin funkcjonowanie 
dwuskładnikowych systemów transdukcyjnych [38, 53], nie wiadomo jednak, czy są 
one aktywne w przypadku niedoboru składników mineralnych. W warunkach niedoboru 
fosforu, za pomocą metod Northern blot i RT-PCR (ang. reverse transcriptase 
polymerase chain reaction), wykazano indukcję genów kodujących transportery Pi w 
korzeniach roślin [42,51,63,73, 80, 83], a także genów kodujących kwaśne fosfatazy 
[3, 59, 72, 78] i nukleazy [4, 9, 46] (ryc. 3).

U roślin występują dwa różne systemy transportujące Pi, wykorzystywane w 
zależności od obecności lub braku tego składnika w otoczeniu [72, 80]. Pierwszy, 
operujący w warunkach optymalnego żywienia fosforanowego, to transportery o 
stosunkowo niskim powinowactwie do Pi i niewielkiej aktywności [22, 61]. Drugi 
system obejmuje transportery o wysokim powinowactwie do Pi i jest aktywny w 
warunkach niedoboru fosforu w środowisku [42, 60, 61, 72, 73]. Ostatnio wykazano 
zwiększoną w warunkach deficytu fosforu ekspresję genów kodujących transportery o 
wysokim powinowactwie do Pi w korzeniach wielu gatunków roślin (tab. 1). Wykazano 
indukcję AtPTl \AtPT2, genów kodujących transportery Pi w korzeniach rzodkiewnika 
{Arabidopsis thaliana L. Heynh.) [63,73, 83] oraz genów £eP77 i LePT2 kodujących 
białka nośnikowe w tkankach pomidora {Lycopersicon esculentum Mili.) [21, 51], 
MtPTl i MtPT2 w korzeniach Medicago truncatula [ 10,52], StPTl, StPT2 u ziemniaka, 
NtPTl u tytoniu, a także analogicznych genów u innych gatunków roślin (tab. 1) [73]. 
Geny te wykazywały zwiększoną ekspresję w korzeniach, szybką indukcję przy deficycie 
Pi i znaczące obniżenie ekspresji po dostarczeniu Pi do tkanek [42, 63, 72]. Represja 
genów kodujących przenośniki Pi widoczna była także podczas rozwoju symbiozy 
pomiędzy korzeniami roślin a grzybami (mikoryza) [10], która ułatwia uzyskiwanie Pihttp://rcin.org.pl
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RYCINA 2. Regulacja transkrypcji genu PH05 u drożdży {Saccharomyces cerevisiae) w warunkach 
optymalego zaopatrzenia w fosforan (A, +P.) i przy deficycie fosforanowym (B, -P.); zmodyfikowane 
wg [41, 49]. PH05 - gen kodujący kwaśną fosfatazę; Pho4, Pho2 - czynniki transkrypcyjne; Pho80- 
Pho85 - jądrowy kompleks kinaz cyklino-zależnych; Pho81 - inhibitor białkowy; Msn5 - białko 
ekportujące ufosforylowany Pho4 z jądra do cytoplazmy, przy udziale GTP
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z podłoża licznym gatunkom roślin [80]. Ostatnio scharakteryzowano transportery 
wyspecjalizowane w odbiorze Pi z komórek grzybni [10, 34, 76] i wykazano, że 
ekspresja genu kodującego taki transporter (np. StPT3 u ziemniaka) występuje jedynie 
w korzeniach mikoryzowych podczas deficytu fosforu [76]. Transportery o wysokim 
powinowactwie do Pi są zlokalizowane przede wszystkim we włośnikach i komórkach 
epidermalnych młodych części korzenia [10,64, 73], a u roślin z mikoryzą-w partiach 
korzeni spenetrowanych przez strzępki grzyba [34], Obecność transporterów Pi w 
liściach, łodygach oraz kwiatach pomidora i ziemniaka świadczy o ich zaangażowaniu 
nie tylko w zdobywanie Pi przez korzenie z podłoża, ale także w transport Pi w obrębie 
rośliny (floemem) [51]. Kultury transgenicznych komórek tytoniu wykazujące 
wzmożoną ekspresję transportera o wysokim powinowactwie do Pi wykazywały 
mniejszą wrażliwość na deficyt Pi niż kultury kontrolne, wydajniej pobierały fosforan 
z podłoża i charakteryzowały się lepszym wzrostem [62]. Badania Raghothama i 
współpracowników [42, 64] wykazały, że zwiększona ekspresja genów LePTl w 
korzeniach pomidora pociągała za sobą indukcję syntezy i aktywności białek 
przenośnikowych LePTl wskazując, iż funkcjonowanie transporterów Pi regulowane 
jest na poziomie transkrypcji (tab. 1). Niedobór Pi w tkankach pomidora wzmagał 
także aktywność genu TPSI1, o nieznanej dotychczas funkcji [50]. Ponadto, analiza 
ekspresji genów AtPT2 i TPSI1 i interakcji DNA-białko w ich regionach promotorowych 
wykazała istnienie specyficznych miejsc wiążących jądrowe czynniki białkowe w 
warunkach optymalnego zaopatrzenia w fosfor [65]. W warunkach niedoboru Pi nie 
stwierdzano przyłączania czynników białkowych do DNA [65],

Zaobserwowano, że u Arabidopsis thaliana rosnących w warunkach deficytu 
fosforu indukowany był gen RNS1, odpowiedzialny za syntezę rybonukleaz, enzymów 
degradujących RNA [4], zwłaszcza u roślin hodowanych na podłożu zawierającym 
kwasy nukleinowe jako źródło fosforu [9]. Zwiększoną aktywność zewnątrz- i 
wewnątrzkomórkowych rybonukleaz oraz genów je kodujących (RLE i RLX) podczas 
niedoboru Pi obserwowano także w kulturach komórkowych pomidora (tab. 1) [46, 
69]. Deficyt fosforu wzmagał ekspresję psr3, genu kodującego (3-glukozydazę, enzymu 
uczestniczącego w wielu procesach związanych ze wzrostem roślin, w tworzeniu 
ścian komórkowych, rozpadzie glikozydów cyjanogennych oraz metabolizmie hormonów 
roślinnych [55, 56]. Deficyt fosforu stymulował również transkrypcję genu VspB 
odpowiedzialnego za syntezę wakuolamych kwaśnych fosfataz w tkankach soi [78] 
oraz genu LEPS2, kodującego kwaśne fosfatazy w liściach, korzeniach i kulturach 
komórkowych pomidora [3]. Ekspresja ¿E77S2 była indukowana jedynie przez niedobór 
Pi, nie była natomiast wrażliwa na niedobory innych pierwiastków lub stresy abiotyczne. 
W warunkach podwyższonego poziomu Pi obserwowano natomiast zmniejszenie 
ekspresji LEPS2 [3], Gen kwaśnej fosfatazy z tkanek A. thaliana, typu AtACP5 był 
indukowany zarówno przez deficyt fosforu, jak i stres oksydacyjny oraz ABA [23]. 
Scharakteryzowano region promotorowy innego genu kodującego kwaśną fosfatazę, 
wydzielaną przez korzenie A thaliana do podłoża, wykazano, że był on indukowany 
jedynie u roślin z deficytem fosforu i jego ekspresja następowała początkowo w 
merystemie korzeni bocznych, a następnie w całym korzeniu [33]. Gen kodujący
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RYCINA 3. Rola Pi w wywołaniu i przekazaniu sygnałów decydujących o zmianach w morfologii, 
metabolizmie i indukcji poszczególnych genów w tkankach roślinnych; zmodyfikowane wg [1], Geny 
PSI (ang. Pi-starvation-inducible) - grupa różnorodnych genów indukowanych przez deficyt fosforu; 
PHR1 {&ng.phosphate-starvation-response) - geny uczestniczące w regulacji gospodarki fosforanowej

kwaśną fosfatazę wydzielaną do podłoża w warunkach niedoboru Pi przez korzenie 
Lupinus albus wykazywał tylko w pewnych regionach podobieństwo do genu z 
Arabidopsis, zawierał natomiast sekwencję kodującą 31 aminokwasów, charakterystyczną 
dla białek zlokalizowanych w pobliżu błony plazmatycznej [59].
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W korzeniach łubinu rosnącego w warunkach niedoboru fosforu stwierdzono 
wzmożoną ekspresję genu odpowiedzialnego za syntezę karboksylazy fosfoenolo- 
pirogronianowej oraz podwyższoną aktywność tego enzymu [39]. Korzenie te 
jednocześnie wydzielały do podłoża duże ilości kwasu cytrynowego i jabłkowego [39]. 
W warunkach deficytu fosforu w korzeniach fasoli wzrastała ponadto synteza i 
aktywność oddechowej oksydazy alternatywnej [40].

Obniżenie Pi w tkankach stymulowało aktywność genu kodującego jedną z dużych 
podjednostek enzymu uczestniczącego w syntezie skrobi - pirofosforylazy ADP- 
glukozy, nie miało natomiast wpływu na syntezę małej podjednostki karboksylazy 
rybulozo-l,5-bisfosforanu, kluczowego enzymu fotosyntezy [68]. Niedobór fosforu 
wzmagał ekspresję genu Ugp kodującego pirofosforylazę UDP-glukozy oraz genu ApS, 
kodującego małąpodjednostkę pirofosforylazy ADP-glukozy w tkankachŃ. thaliana 
[15,17,18]. Ekspresja genu Susi, kodującego syntazę sacharozowąnie ulegała zmianie 
[17]. Ekspresja Susi i Ugp była wzmożona natomiast w warunkach obniżonej 
temperatury, podwyższonego natężenia światła, suszy, a także po zranieniu liści [43]. 
Pirofosforylaza UDP-glukozy łącznie z syntazą sacharozy uczestniczą w produkcji 
UDP-glukozy w tkankach roślinnych, niezbędnej do syntezy sacharozy i polisacharydów 
ścian komórkowych, także do produkcji glikolipidów, glikoprotein i proteoglikanów
[18.43] . Deficyt fosforu wzmagał syntezę białka oraz aktywność pirofosforylazy UDP- 
glukozy w tkankach A. thaliana [15, 17], wzrastała również aktywność inwertaz 
(kwaśnych i obojętnych), syntazy sacharozowej i syntazy fosfosacharozowej w liściach 
i korzeniach fasoli [13]. Geny kodujące enzymy metabolizmu cukrowców, takie jak: 
syntaza sacharozy (Susi), inwertazy (lnv2), pirofosforylaza UDP-glukozy (Ugp), 
pirofosforylaza ADP-glukozy (ApL3, ApS), były ponadto indukowane przez cukry
[12.17.43] . Stwierdzono jednak, że u A. thaliana deficyt fosforu wzmagał ekspresję 
genu kodującego pirofosforylazę UDP-glukozy niezależnie od poziomu sacharozy w 
tkankach i warunków świetlnych [18].

Ekspresję genów w warunkach niedoboru fosforu zaczęto ostatnio analizować za 
pomocą DNA-chipów/mikromacierzy DNA (ang. cDNA microarray) [92, 95]. W 
pierwszych tego typu badaniach, z użyciem korzeni pomidora (Lycopersicon esculentum), 
spośród przeanalizowanych 1280 genów roślin przeniesionych na pożywki płynne 
niezawierające składników mineralnych, 195 genów wykazywało zmiany w ekspresji w 
odpowiedzi na brak Pi [92]. Oprócz transporterów Pi i genów kodujących fosfatazy, 
aktywowane były geny kodujące czynnik transkrypcyjny Nitf (ang. nutrient-induced 
transcription factor), kinazy MAP (ang. mitogen-activated protein kinase) i białka 14- 
3-3. Indukcja genów następowała już po 1-3 godzinach niedoboru pierwiastków [92]. 
W korzeniach ryżu pozbawionych Pi przez 24 h zaobserwowano indukcję 15 genów i 
represję 23 genów [95]. Natomiast po 9 dniach wzrostu w warunkach niedoboru Pi 
wykazano wzmożoną ekspresję 86 genów oraz obniżoną ekspresję 97 genów [95]. Funkcje 
wielu tych genów nie sąjeszcze znane [95].
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ODBIÓR I PRZEKAZANIE SYGNAŁU O NIEDOBORZE Pi

Mimo wielu lat badań nadal nie ma jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, co jest 
sygnałem do zmian wywołanych deficytem fosforu, gdzie i jak sygnał jest odbierany i 
w jaki sposób jest przekazywana informacja. Sygnałem może być zarówno brak Pi w 
środowisku, jak i niedobór Pi w tkankach (korzenia lub pędu). Być może niezbędne 
jest obniżenie Pi w tkankach poniżej ściśle określonego poziomu krytycznego. Sygnałem 
mogą być też pewne pierwsze reakcje rośliny (lub ich brak) wywołane niedoborem Pi.

U roślin funkcjonują przynajmniej dwa mechanizmy odbierające i przekazujące 
sygnały o zmianie stężenia Pi (ang. Pi signaling mechanisms), dzięki którym utrzymują 
one równowagę w gospodarce fosforanowej (ang. Pi homeostasis). Jeden z nich działa 
na poziomie komórki (m.in. utrzymuje stały poziom Pi w puli cytozolowej kosztem 
puli wakuolarnej), drugi - w całym organizmie, lecz odbiór sygnału (i decyzja o 
odpowiedniej reakcji) zapada w korzeniu lub w pędzie [72, 73].

Jednym z typowych objawów deficytu fosforu jest zwiększenie zawartości cukrów 
w korzeniach roślin [11, 14, 19, 20, 93], między innymi w wyniku zwiększonego 
transportu sacharozy z pędu do korzenia (rye. 1). Sygnałem prowadzącym do 
zwiększonej translokacji asymilatów, transmitowanym przez korzenie do pędu może 
być pewien krytyczny poziom Pi w tkance korzeni lub brak fosforu w pożywce. 
Umieszczenie części systemu korzeniowego w pożywce bez fosforu (split root system) 
na okres 8 dni prowadziło do obniżenia zawartości Pi w tej części korzenia, nie 
spowodowało natomiast typowych objawów deficytu fosforu: różnic we wzroście, 
gromadzenia cukrów ani zwiększonego transportu asymilatów z pędu do korzenia [19]. 
Sygnałem do zwiększenia transportu asymilatów z pędu do korzenia nie był więc 
jedynie brak fosforu w pożywce i obniżenie zawartości Pi w części systemu 
korzeniowego. Do wywołania wzrostu zapotrzebowania tkanek korzenia na asymilaty 
i uruchomienia transportu cukrów konieczne było obniżenie Pi w całym systemie 
korzeniowym i pędzie [19]. Podobne doświadczenia z rozdzielonym systemem 
korzeniowym pomidora wykazały, że ekspresja genu kwaśnej fosfatazy, LEPS2, była 
regulowana przez wewnętrzny poziom Pi w tkankach [3]. Ekspresja genu Mt4 w 
korzeniach Medicago truncatula zależała natomiast od poziomu Pi w pędzie i 
wymagałaby hipotetycznego „czynnika pędowego” zdolnego do szybkiej translokacji 
[6]. Pobieranie Pi przez korzenie Sesbania rostrata, rośliny motylkowej pozostającej 
w symbiozie z bakteriami brodawkowymi, regulowane było również przez sygnał 
zależny od stężenia Pi w tkankach rośliny, a nie od zawartości Pi w glebie [2].

Typową reakcją na deficyt Pi są zmiany w morfologii korzeni, w tym wytworzenie 
specyficznych struktur o zwiększonej ilości drobnych korzeni bocznych, obficie 
pokrytych włośnikami (ang.proteoid/cluster roots) [39, 66, 67, 96]. Wiele gatunków 
roślin wykazywało taką odpowiedź już po kilkudziesięciu godzinach głodu 
fosforanowego [39,67] lub po przeniesieniu części systemu korzeniowego do pożywki 
bez Pi [48]. Ponowne przeniesienie korzeni (lub ich części) do pożywki z fosforem 
powodowało szybki zanik proteoid roots [48, 67]. W tym przypadku sygnałem 
prowadzącym do zmian w morfologii korzeni był prawdopodobnie brak Pi w pożywce.
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Fosforan nie musi być jednak bezpośrednim sygnałem prowadzącym do wszystkich 
obserwowanych zmian. Czasami bowiem, represja aktywności niektórych genów jest 
zjawiskiem wcześniejszym niż wzrost poziomu Pi w tkance u roślin, którym po 
uprzednim deficycie fosforu podano egzogenny Pi [1,6].

W warunkach niedoboru Pi, K i Fe, już po godzinie od zadziałania stresu, indukowane 
były w korzeniach geny kodujące czynnik transkrypcyjny Nitf, kinazy MAP, kinazy 
MĘKI i białka 14-3-3, co sugeruje udział tych związków w odbiorze i transdukcji 
sygnału [92], Badania te wykazały także, że percepcja sygnału o deficycie składników 
mineralnych następowała w komórkach korzenia [92]. Informacja o niedoborze Pi, 
odebrana przez specyficzny receptor, przekazywana jest prawdopodobnie przez podobne 
przenośniki sygnałów (np. białko G, fosfolipazy, kaskady kinaz MAP) jak w przypadku 
innych stresów abiotycznych [12, 84]. Jednak w warunkach silnie obniżonego poziomu 
Pi w komórkach mogą ulegać zaburzeniu procesy fosforylacji, warunkujące prawidłowe 
funcjonowanie transdukcji sygnału.

W przekazywaniu sygnału o deficycie Pi mogą uczestniczyć hormony roślinne: 
kwas abscysynowy (ABA), etylen, auksyny i cytokininy [1,5, 47, 57, 79] (ryc. 3). 
Niedobór Pi w podłożu prowadzi do zwiększenia ilości, długości i gęstości włośników 
korzeniowych [66, 96], efektów regulowanych m.in. przez auksyny i etylen [81]. 
Sugeruje się również, że etylen może decydować o kształcie systemu korzeniowego, 
nachyleniu korzeni bocznych czy rozprzestrzenieniu włośników w podłożu (ang. root 
architecture} w odpowiedzi na niski poziom fosforu [5] (ryc. 3). López-Bucio i wsp. 
[54] wykorzystując mutanty Arabidopsis: etylenowe (etol, ein2, etr3} i auksynowe 
(axrl, axr2, axr4, auxl} stwierdzili, że w przypadku zależnych od deficytu Pi zmian 
kształtu systemu korzeniowego większą rolę odgrywała wrażliwość korzenia na 
auksyny niż na etylen. Jednak doniesienia innych badaczy wykazały, że rozwój 
włośników i kształt korzeni nie zależy od sygnałów hormonalnych (auksyn i etylenu), a 
raczej od innych czynników zaangażowanych w regulację ekspresji genów 
odpowiedzialnych za rozwój strefy włośnikowej korzeni [82,97].

W warunkach niedoboru Pi, w liściach Arabidopsis, wzrastała również ekspresja 
genu zależnego od poziomu AB A, rabl8 [16]. W innych doświadczeniach z mutantami 
aba (z obniżonym poziomem AB A) nie stwierdzono jednak zależności między deficytem 
Pi i poziomem ABA [89].

Typowym zjawiskiem w warunkach deficytu fosforu jest zwiększenie wartości 
stosunku korzeń/pęd (na rzecz systemu korzeniowego), ostatnio jednak stwierdzono, 
że równocześnie następuje obniżenie zawartości cytokinin w tkankach roślinnych. 
Egzogenne cytokininy hamowały ekspresję genu AtlPSl u Arabidopsis oraz innych 
genów należących do rodziny TPSIl/Mt4, indukowanych podczas niedoboru Pi [57]. 
Jednak cytokininy nie zmniejszały liczby i długości włośników korzeniowych, które 
przy deficycie fosforu występowały w zwiększonej ilości oraz były dłuższe niż u roślin 
rosnących w warunkach optymalnego żywienia fosforanowego [57]. Karthikeyan i 
wsp. [42] stwierdzili, że auksyny i cytokininy tłumiły ekspresję genuJiP77, kodującego 
białko przenośnikowe o wysokim powinowactwie do Pi. Badacze zasugerowali, że 
fitohormony mogą pełnić dwojaką funkcję w procesie aklimatyzacji roślin do niedoboru
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fosforu: uczestniczą w powiększeniu masy i powierzchni korzeni (np. poprzez reakcje 
szybkie), ale też mogą zmieniać ekspresję poszczególnych genów (ryc. 3) [42].

Zastosowanie analogów Pi - jonów fosforanowych(3), H2PO3~ i HPO32- (reszt 
kwasu ortofosforawego), określanych jako Phi (ang. phosphite, phosphonate) 
dostarczyło nowych danych do badań deficytu fosforu u roślin, zwłaszcza dotyczących 
percepcji Pi i przekazywania sygnału [1, 29, 86]. Phi wchodził w skład niektórych 
środków ochrony roślin (np. fungicydów), a także nawozów fosforowych i był często 
stosowany w rolnictwie [8]. Pomimo że jony Phi były intensywnie pobierane przez 
korzenie za pomocą transporterów Pi (podobnie jak Pi) i transportowane ksylemem 
(lub floemem, podczas remobilizacji fosforu), rośliny wyższe nie potrafiły asymilować 
Phi i wykorzystać ich w metabolizmie [91]. Podanie roślinom jonów HPO32_ w pożywce 
obniżało znacząco poziom Pi w tkankach i powodowało nagromadzanie Phi [7, 8]. 
Stwierdzono jednak, że Phi odwracał wiele procesów typowych dla deficytu fosforu, 
m.in. hamował indukcję i wydzielanie kwaśnych fosfataz oraz hamował zwiększone w 
warunkach niedoboru fosforu pobieranie Pi, a także hamował wzrost roślin, zwłaszcza 
korzeni, nawet w warunkach optymalnego zaopatrzenia w fosfor [7, 8, 86]. Phi okazał 
się selektywnym inhibitorem reakcji roślin na niedobór fosforu, a jego działanie zależało 
od stężenia [1]. Podanie roślinom zarówno Phi, jak i syntetycznych auksyn indukowało 
tworzenie w korzeniach struktur typu „proteoid root” [29]. Ostatnie badania wykazały, 
że zanim wystąpiły zmiany morfologiczne czy metaboliczne u roślin, Phi specyficznie 
hamował indukcję wielu genów znanych z podwyższonej ekspresji w warunkach deficytu 
fosforw. LePTl,LePT2,AtPTl,AtPT2,LePS2,LePS3 i TPSI1 [91]. Użycie Phi może 
ponadto ułatwić selekcję mutantów o ściśle określonych, specyficznych odpowiedziach 
na niedobór fosforanu u roślin hodowanych na podłożu zawierającym tylko organiczne 
źródło fosforu [1, 86],

MUTANTY FOSFORANOWE

Wyizolowanie mutantów fosforanowych przyczyniło się niewątpliwie do poszerzenia 
wiedzy o różnych sposobach reakcji roślin na deficyt Pi. Wiele mutantów może być 
także wykorzystanych w badaniach percepcji i transdukcji sygnału związanego z 
niedoborem Pi.

Oznaczając zawartość fosforu w tkankach tysięcy roślin wyizolowano dwa mutanty 
rzodkiewnika {Arabidopsis thaliana L. Heynh.): phol, z obniżonym poziomem Pi w 
pędzie (ok. 5% kontroli) [70] i pho2, z nadmiarem Pi w pędzie [25]. Mutacja phol 
(chromosom 3) prowadzi do zaburzeń transportu Pi z korzenia do łodygi, prawdopodobnie 
podczas załadunku ksylemu, gdyż stężenie Pi w korzeniu mutanta jest podobne jak u 
roślin typu dzikiego [70]. Natomiast mutacja pho2 (chromosom 2) zmienia regulację 
stężenia Pi w pędzie Arabidopsis i transport jonów fosforanowych (floemem) z pędu/ 
liści do korzeni [24, 25]. Mutantpho2 akumuluje Pi w liściach, łodydze, strąkach i 
nasionach, natomiast nie stwierdzono gromadzenia Pi w korzeniach [25]. Mutantpho2 
odznacza się jednak dwukrotnie wyższym tempem pobierania jonów fosforanowych
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przez korzenie w porównaniu z roślinami kontrolnymi [27], Mutantpho2 jest bardzo 
podobny pod względem morfologicznym do roślin kontrolnych, natomiast mutant phol 
wyraźnie wykazuje cechy rośliny pozostającej w warunkach deficytu Pi: zahamowany 
wzrost pędu i liści, ciemne zabarwienie liści rozetowych. Mutanty te są powszechnie 
stosowane w wielu badaniach nad aklimatyzacją roślin do deficytu fosforu [6,15,17, 
28, 35, 36, 37], m.in. dzięki udostępnieniu ich w bankach nasion, np. w ABRC 
{Arabidopsis Biological Resource Center, http://arabidopsis.org). Pomimo tego że 
mutanty/)/?o 1 mająznacznie obniżony poziom fosfatydyloglicerolu, ważnego składnika 
błon tylakoidowych, nie zmniejsza to jednak zdolności aklimatyzacyjnych tych roślin 
do różnych warunków świetlnych [36]. W warunkach deficytu fosforu fosfolipidy w 
błonach komórkowych mogą być zastąpione przez niektóre sulfolipidy lub galaktolipidy 
{digalaktozylodiacyloglycerol, DGDG) związki nie zawierające fosforu [28, 35]. 
Badając mutanty phol, stwierdzono, że obniżenie puli Pi może odgrywać istotną rolę 
w procesie aklimatyzacji układu fotosyntetycznego do niskich temperatur [37].

Ostatnio zidentyfikowano i scharakteryzowano gpnPHOl u A. thaliana [32]; okazało 
się, że nie wykazuje on podobieństwa do żadnego ze znanych transporterów Pi oraz 
transporterów innych związków u roślin i grzybów. EkspresjęPH01 wykazano głównie 
w korzeniu (w pobliżu wiązek przewodzących) i dolnej części hypokotyla. Stwierdzono 
ponadto, że ekspresja tego genu jest indukowana w warunkach deficytu Pi [32]. Genom 
A. thaliana zawiera także 10 innych genów homologicznych do PHO. Autorzy tej 
pracy zasugerowali istnienie nowej, nieznanej dotychczas grupy białek PHO1 
uczestniczących w transporcie jonowym u roślin [32].

Stosując selekcję roślin na podstawie zróżnicowanej aktywności kwaśnych fosfataz 
w korzeniach opisano kolejne mutanty A thaliana: pupl [88], cps [87] i pho3 [99]. 
Mutant pupl (ang. phosphatase underproducer) nie ma jednej z izoform fosfatazy 
kwaśnej (mutacja w chromosomie 2); konsekwencją tego jest zmniejszenie sekrecji 
fosfataz zewnątrzkomórkowych do podłoża w warunkach niedoboru Pi [88]. Mutant 

nie ma cech morfologicznych typowych dla rośliny z deficytem Pi, a zatem nie 
odróżnia się od roślin kontrolnych ani w warunkach optymalnego żywienia 
fosforanowego, ani podczas deficytu Pi [88,90]. W podobnej selekcji uzyskano także 
mutanty cps (ang. constitutive phosphatase secretors) charakteryzujące się silniejszą 
indukcją aktywności kwaśnych fosfataz w korzeniach podczas deficytu Pi niż rośliny 
kontrolne [87, 90]. Mutanty te mogą być przydatne w badaniach mechanizmów 
decydujących o sekrecji fosfataz, a także innych odpowiedzi roślin na niedobór fosforu.

Najnowszy mutant z deficytem fosforu -pho3 charakteryzuje się niższą aktywnością 
korzeniowych fosfataz kwaśnych niż rośliny kontrolne w warunkach optymalnego 
żywienia fosforanowego oraz brakiem indukcji ich aktywności podczas niedoboru 
fosforu [99]. Mutantpho3 wykazuje typowe cechy rośliny z deficytem Pi: obniżony 
poziom Pi w tkankach (zwłaszcza w korzeniach), zahamowany wzrost pędu, 
gromadzenie antocyjanów oraz akumulację skrobi w liściach [99]. Autorzy sugerują 
jednak, że mutantpho3 nie jest zdolny w pełni dostosować się do niedoboru fosforu z 
powodu braku transportera Pi lub/i składników szlaku transdukcji sygnału, niezbędnych 
do regulacji dostępności i dystrybucji fosforanów w roślinie [99].
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Wyizolowano także mutanty kukurydzy i jęczmienia z obniżoną zawartością w 
nasionach kwasu fitynowego, Ipa (ang. Zow phytic acid), związku będącego 
rezerwuarem fosforu w nasionach wielu gatunków roślin [71 j.

Interesującym sposobem selekcji mutantów okazało się zastosowanie do wzrostu 
roślin podłoża, w którym jedynym źródłem fosforu były kwasy nukleinowe. Wyizolowano 
w ten sposób szereg mutantów A. thaliana charakteryzujących się brakiem zdolności 
wzrostu na podłożu z DNA i/lub RNA i utylizacji kwasów nukleinowych, a które po 
przeniesieniu na podłoże zawierające nieorganiczne związki fosforu rozwijały się normalnie 
[9]. Jedna z linii mutantów, psrl (ang. phosphate starvation response) wykazywała 
znaczącą redukcję aktywności zależnych od deficytu Pi rybonukleaz i kwaśnych fosfataz. 
Autorzy uważają, że mutanty psrl mogą być ważnym narzędziem do badań szlaków 
transdukcji sygnału, funkcjonujących w odpowiedzi na niedobór Pi [9].

Wykorzystując rośliny transgeniczne A. thaliana z genem reporterowym specyficznie 
indukowanym przez deficyt Pi (AtlPSl :: GUS) wyizolowano także mutanty phrl 
(wag. phosphate starvation response) wykazujące słabsze reakcje na deficyt fosforu 
[77]. Mutacja phrl obniżała m.in. ekspresję gpawAtPTl (kodującego Pi transporter), 
RNS1 (kodującego rybonukleazę), AtACP5 (kodującego kwaśną fosfatazę 5) oraz 
syntezę antocyjanów u roślin hodowanych w warunkach niedoboru fosforu [77]. 
Ponadto, autorzy sklonowali gen PHR1 z A. thaliana, który wykazywał wzmożoną 
ekspresję w warunkach deficytu Pi i podobieństwo do gem. PSR1 z Chlamydomonas 
reinhardtii [98]. Ekspresję PHR1 stwierdzano także w warunkach optymalnego 
żywienia fosforanowego [77]. Poziom Pi w tkankach mutanta/?/z/7 był zawsze niższy 
niż u roślin kontrolnych wskazując na uczestnictwo genu PHR1 w regulacji gospodarki 
fosforanowej (ryc. 3). Ponadto sekwencja wiążąca PHR1 (ang. PHRl-binding 
sequence) była opisana w promotorach wielu znanych genów strukturalnych, których 
aktywacja jest zależna od deficytu Pi, co sugeruje udział tego białka w szlakach 
transdukcji sygnału [77].

PODSUMOWANIE

W okresie ostatnich kilku lat nastąpił ogromny postęp w badaniach regulacji 
gospodarki fosforanowej u roślin. Wprowadzono wiele nowych metod badawczych, 
scharakteryzowano geny uczestniczące w odpowiedzi roślin na niedobór Pi, 
wyselekcjonowano liczne mutanty oraz skonstruowano szereg roślin transgenicznych 
ułatwiających poznanie mechanizmów stymulujących bądź hamujących poszczególne 
drogi metaboliczne. Mimo to określenie sposobu percepcji bodźca i kolejnych etapów 
szlaku transdukcji sygnału o zmianach w poziomie/dostępie Pi okazało się zadaniem 
skomplikowanym i wymagającym wielu dalszych badań. Najprawdopodobniej w 
niektórych drogach odbioru/przekazywania sygnału uczestniczą hormony, a informacja 
o niedoborze Pi, odebrana przez specyficzny receptor, jest przekazywana przez 
przenośniki sygnałów, takie jak: białko G, fosfolipazy czy kaskady kinaz MAP. Należy

http://rcin.org.pl



DEFICYT Pi - MOLEKULARNE PODSTAWY 661

jednak pamiętać, iż w poznanych dotychczas szlakach przekazywania sygnałów 
ważnym składnikiem jest mechanizm fosforylacji i defosforylacji białek, w którym 
substratem jest Pi, ściśle limitowany w warunkach niedoboru fosforu w podłożu.
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UDZIAŁ JĄDROWYCH RECEPTORÓW 
KSENOBIOTYKÓW W INDUKCJI CYTOCHROMÓW 

P450

THE ROLE OF NUCLEAR XENOBIOTIC RECEPTORS 
IN CYTOCHROME P450 INDUCTION

Janina KWIATKOWSKA-KORCZAK, Danuta KWIATKOWSKA

Zakład Biochemii Lekarskiej Akademii Medycznej we Wrocławiu

Streszczenie. Jądrowe receptory heterodimeryczne: konstytutywny receptor androstanu (CAR), recep­
tor pregnanu X oraz receptor steroidów i ksenobiotyków (PXR/SXR) wiążą się z wieloma nieswoisty­
mi Ugandami, takimi jak endogenne toksyczne metabolity oraz egzogenne ksenobiotyki. Po aktywacji 
przez ligandy receptory mają zdolność indukcji i stymulacji ekspresji genów cytochromów P450. Swo­
iste miejsce odpowiedzi w DNA, rozpoznawane i wiązane przez receptor pregnanu X oraz receptor 
ksenobiotyków i steroidów występuje głównie w promotorze genów cytochromów CYP3A, zaś ele­
ment odpowiedzi konstytutywnego receptora androstanu - w promotorze CYP2A. Obydwie rodziny 
cytochromów odgrywają główną rolę w metabolizmie ksenobiotyków oraz w procesach detoksykacji. 
Omawiane receptory są zlokalizowane w wątrobie i jelitach, tam gdzie mają miejsce reakcje detoksy- 
kacyjne. Opisano swoistość gatunkową obu receptorów, ich wybiórczość względem ligandów oraz 
wzajemne interakcje.

Słowa kluczowe: CAR, CYP3A, CYP2B, cytochromy P450, ksenobiotyki, PXR, SXR.

Summary. Heterodimeric nuclear receptors, constitutive androstane receptor (CAR), pregnane X re­
ceptor and steroid and xenobiotic receptor (PXR/SXR) bind unspecific ligands, such as toxic endo­
genous metabolites and exogenous xenobiotics. Activated by ligands, receptors are able to induce and 
stimulate expression of cytochrome P450 genes. Specific responsive elements in DNA, recognised and 
bound by pregnane X receptor and steroid and xenobiotic receptor is located mainly in the promoter of 
CYP3A genes and that of costitutive androstane receptor - in CYP2B genes. Both CYP families play 
central role in xenobiotic metabolism and processes of detoxication. Both receptors are colocalized with 
CYP2B and CYP3A in liver and intestine, where main detoxication reactions take place. Ligand and 
species specifity of receptors and their crosstalk is described.

Key words'. CAR, cytochromes P450, CYP3A, CYP2B, PXR, SXR, xenobiotics.
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WSTĘP

Niektóre produkty przemian oraz egzogenne substancje, takie jak: składniki 
pożywienia, leki, chemiczne zanieczyszczenia środowiska, mogą gromadzić się w 
toksycznych stężeniach w organizmie i stanowić dla niego zagrożenie. Kluczową rolę 
w metabolizmie i eliminacji tych substancji odgrywającytochromy P450, zaliczane do 
monooksygenaz zawierających hem. Enzymy te cechuje szerokie spektrum działania 
i mała swoistość substratowa. Występują one głównie w wątrobie i komórkach jelit. 
W procesach detoksykacji endogennych i egzogennych związków uczestniczą rodziny 
cytochromów CYP1, CYP2, CYP3 i CYP4, przede wszystkim izoformy CYP2B i 
CYP3A. Enzymy te cechuje szczególna właściwość: są one indukowane przez swoje 
substraty, w tym też obce ustrojowi ksenobiotyki. Na przykład aż 60% znanych leków 
ma zdolność indukcji transkrypcji genów CYP. Leki te są następnie rozkładane przez 
indukowane cytochromy, co zmniejsza skuteczność leczenia.

Liczne substancje aktywują ekspresję genów obu rodzin, np. CYP2 i CYP3, ale też 
wiele ksenobiotyków działa wybiórczo. Klasycznym induktorem CYP3A, stosowanym przy 
jego identyfikacji, jest lyfampicyna. Syntezę tego cytochromu pobudza też wiele endogennych 
i syntetycznych steroidów, immunosupresorów oraz leków przeciwdepresyjnych. Z kolei 
barbiturany, między innymi fenobarbital indukują syntezę CYP2B [4,29,42,44].

Zdolność indukcji syntezy cytochromów P450 przez ksenobiotyki nie jest cechą 
gatunkowo uniwersalną. Stwierdzono, że u człowieka i królika ryfampicyna jest silnym 
induktorem CYP3A, u myszy - słabym, podczas gdy u szczura jest nieaktywna. Z kolei 
pregnenolono-16-oc-karbonitryl (PCN) jest pod tym względem bardzo aktywny u myszy 
i szczura, słabo zaś działa u człowieka i królika [4,32]. Przyczyn tego zjawiska szukano 
w różnorodności izoform CYP3A, występujących u różnych gatunków zwierząt [2].

Mechanizmy indukcji cytochromów P450 przez ksenobiotyki oraz przyczyny 
gatunkowej swoistości stały się bardziej zrozumiałe po odkryciu receptorów jądrowych, 
wiążących nieswoiste ligandy. Nazwano je odpowiednio: konstytutywnym receptorem 
androstanu (constitutive androstane receptor, CAR), receptorem pregnanu X 
(pregnane X receptor, PXR) i receptorem steroidów i ksenobiotyków (steroid and 
xenobiotic receptor, SXR). Te dwa ostatnie okazały się odpowiednikami tego samego 
typu receptora, tylko występującego u różnych gatunków zwierząt, stąd często używa 
się w piśmiennictwie określenia PXR7SXR [3,42]. Receptory ksenobiotyków, podobnie 
jak wiele innych receptorów jądrowych są przedstawicielami nadrodziny czynników 
transkrypcyjnych indukowanych przez ligandy. Zakwalifikowano je do rodziny NR1.

BUDOWA I FUNKCJA RECEPTORÓW RODZINY NR1

W skład rodziny NR1 wchodzą między innymi: receptor tyroksyny, receptor kwasu 
retinowego, receptor witaminy D3 oraz liczne receptory sieroce o nieznanych dotąd 
Ugandach [20, 30]. Rodzinę tą cechuje wiele wspólnych właściwości strukturalnych i
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funkcjonalnych. W odróżnieniu od receptorów hormonów steroidowych, które są 
homodimerami, NR1 wykazują aktywność jako heterodimery, przy czym stałym 
składnikiem dimerów jest zawsze receptor kwasu 9-cz'5-retinowego (receptor X 
retinoidów, retinoid X receptor, RXR) .

W każdym monomerze receptora można wyróżnić kilka domen funkcjonalnych. 
W obszarze końca karboksylowego znajduje się domena wiążąca ligand, LBD {Ugand 
binding domain), która uczestniczy także w dimeryzacji oraz aktywacji transkrypcji 
docelowego genu. W tej ostatniej funkcji biorąudział także domeny końca aminowego. 
Bardzo istotna rola przypada domenie wiążącej DNA {DNA binding domain, DBD), 
odznaczającej się wysoką homologią w obrębie całej rodziny NR1. Domena ta 
rozpoznaje i wiąże się ze specyficzną sekwencją DNA w tzw. regionie odpowiedzi, 
zwanym HRE {hormone responsive element), utworzonym przez dwa heksanukleotydy 
AGGTCA. Swoistość wiązania danego heterodimeru determinuje liczba nukleotydów, 
rozdzielających oba heksanukleotydy oraz sposób ich wzajemnego ułożenia. Mogą one 
występować w konfiguracji DR, czyli jako proste powtórzenie, (AGGTCA>n>AGGTCA), 
IR, czyli powtórzenie palindromowe, (AGGTCA>n< ACTGGA ) lub ER, powtórzenie 
odwrócone (ACTGGA<n>AGGTCA), gdzie n oznacza liczbę nukleotydów rozdzielającą 
obydwa heksanukleotydy. Konfiguracja HRE, rozpoznająca receptory ksenobiotyków jest 
zgodna z tym wzorcem, ale może się różnić w zależności od gatunku zwierzęcia. Np. HRE 
receptora CAR może przybierać konfigurację DR-5, DR-3 , IR-6, lub ER-6, a PXR/ 
SXR - DR-3, DR-4 i IR-6 [24, 25].

Po związaniu ligandów przez oba monomery receptora następuje ich dimeryzacja i 
połączenie z HRE w DNA. Domeny LBD receptora mogą się wtedy połączyć z 
odpowiednimi koaktywatorami transkrypcji (np. SRC1), albo też zachodzi dysocjacja 
związanych z tą domeną inhibitorów transkrypcji. Prowadzi to do interakcji z 
kompleksem koaktywatorów (np. CBP/p300) i aktywacji transkrypcji docelowego genu, 
w którego promotorze lokuje się dany HRE. Aktywacja receptora może wywołać też 
represję genu. W tym przypadku zachodzi asocjacja receptora z represorami SMRT i 
N-CoR [24, 34, 38].

Zgodnie z przyjętą klasyfikacją rodziny receptorów NR1, PXR/SXR określa się 
jako NR112, aCAR-NR113.

HRE receptorów CAR znaleziono w promotorach genów CYP2B, zaś HRE PXR/ 
SXR - w promotorach CYP3A oraz CYP7al .

PXR/SXR

Pojawienie się w bazie danych GenBank mysiego genu nowego przedstawiciela 
rodziny receptorów jądrowych NR1 skłoniło grupę badaczy w 1998 r. do izolacji genu 
i sklonowania jego całkowitego cDNA. Testując szereg znanych związków organicznych 
w celu zidentyfikowania potencjalnych ligandów i aktywatorów otrzymanego białka 
stwierdzono, że wiąże się ono ze steroidami C21 i tworzy dimery z RXR. Nadano mu 
nazwę receptor pregnanu X , PXR {pregnane Xreceptor) [22]. Początkowo szukano 
swoistego endogennego liganda PXR, ale okazało się, że receptor wiąże się z 
jednakowym powinowactwem z całą gamą steroidów, naturalnych i syntetycznych
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zarówno agonistów, jak i antagonistów znanych hormonów steroidowych. Znalezienie 
sekwencji HRE receptora w promotorze genu cytochromu CYP3 A myszy skierowało 
poszukiwania w inną stronę.

Prawie równocześnie z mysim PXR, u człowieka również odkryto receptor 
aktywowany przez steroidy Cl8, 09 i C21, indukujący ekspresję CYP3A w 
hepatocytach człowieka [3]. Postała wtedy koncepcja „sensora steroidów”, przypisująca 
steroidom stymulację reakcji detoksykacyjnych z udziałem receptora jądrowego i 
cytochromów P450. Koncepcja ta uległa modyfikacji, gdy okazało się, że Ugandami 
receptora są też liczne ksenobiotyki o niesteroidowej budowie. Znaleziony u człowieka 
odpowiednik PXR uzyskał nazwę receptora steroidów i ksenobiotyków, SXR {steroid 
andxenobiotic receptor) [4, 5]. Na rycinie 1 przedstawiono schemat działania PXR.

Do ligandów PXR/SXR zalicza się liczne substancje chemiczne, indukujące syntezę 
CYP3A, między innymi wiele powszechnie stosowanych leków, takich jak: lowastatyna, 
ryfampicyna, deksametazon, ibupren, cyklosporyna, chemoterapeutyki stosowane w 
leczeniu nowotworów [14, 33]. Indukowane CYP wykazują bardzo niską swoistość 
wobec substratów, dlatego też określony ligand PXR/SXR stymuluje rozkład wielu 
innych substancji, między innymi endogennych hormonów steroidowych i leków o 
odmiennej budowie [21]. Ma to ogromne znaczenie przy jednoczesnym podawaniu 
różnych leków, z których jeden jest ligandem SXR. Np. hiperforyna, roślinny lek 
antydepresyjny może pobudzać rozkład doustnych środków antykoncepcyjnych,

RYCINA 1. Mechanizm działania heterodimeru RXR/PXR.Po związaniu ligandów przez oba monomery 
receptora następuje ich dimeryzacja, a następnie połączenie ze specyficzną sekwencją w DNA zwaną 
HRE, co w efekcie prowadzi do indukcji ekspresji genu

http://rcin.org.pl



RECEPTORY KSENOBIOTYKÓW A INDUKCJA CYTOCHROMÓW P450 671

immunosupresora cyklosporyny czy inhibitora proteazy HIV, indinawiru. Wykazano, 
że hiperforyna indukuje CYP3A4 w hodowli ludzkich hepatocytów [29].

Zdolność wiązania i aktywacji PXR przez dany ksenobiotyk na ogół koreluje z 
potencjałem indukcji CYP3A4, co wykazano w hodowli ludzkich hepatocytów. 
Ryfampicyna, silny aktywator PXR znacząco zwiększa ekspresję CYP, deksametazon 
działa pod oboma względami słabiej, a metotreksat o bardzo słabej sile wiązania 
receptora nie indukuje ekspresji CYP [26].

SXR ma szczególne, wielokierunkowe działanie w procesach detoksykacji 
endogennego kwasu litocholowego, który gromadzi się w wątrobie pacjentów z 
cholestazą, wywołując uszkodzenie tego narządu i zaburzenia wchłaniania lipidów. 
Podobnie jak inne steroidy, kwas litocholowy aktywuje SXR i indukuje syntezę 
CYP3A4, a następnie jest utleniany przez ten cytochrom [23,45]. Co ciekawe, SXR 
reguluje też syntezę innego cytochromu, CYP7al, pierwszego, kluczowego enzymu 
syntezy kwasów żółciowych. Hamując syntezę CYP7al receptor wpływa na 
zmniejszenie produkcji kwasów żółciowych, w tym toksycznego kwasu litocholowego. 
Aktywacja SXR przez litocholan ogranicza zarazem transport cholesterolu w jelitach, 
gdyż obniża syntezę transportera organicznych anionów-2 [35].

Wyizolowano geny odpowiedzialne za syntezę receptorów PXR/SXR z wątroby 
szczura, królika i kurczęcia. Sklonowano i scharakteryzowano właściwości ich 
białkowych produktów [1, 32]. U kurczęcia występuje tylko jeden typ receptora 
ksenobiotyków - kurzy receptor X, CXR (chicken Xreceptor) indukujący cytochrom 
CYP2H1. Uważa się, że CXR może być formą macierzystą, z której drogą dywergencji 
powstały PXR i CAR [15].

Receptory PXR/SXR znaleziono w wątrobie wszystkich gatunków zwierząt i 
człowieka, tam gdzie stwierdza się obecność CYP3A. Tworzą one dimery z RXR i 
wiążą się z elementami odpowiedzi, które mogą różnić się w zależności od gatunku. U 
człowieka HRE dla receptora SXR o konfiguracji DR-3 znajduje się w promotorze 
genu CYP3A4, podczas gdy u królika HRE receptora PXR wykazano w promotorze 
genu CYP3A6. U myszy w promotorze genu CYP3A11 element odpowiedzi ma 
konfigurację typu DR-4, natomiast u szczura w promotorze genu CYP3A23 HRE ma 
postać ER-6 [2,44]. Doświadczenia przeprowadzane na transfekowanych komórkach 
HepG2 wykazały, że opisany wyżej element odpowiedzi na PXR, aktywowany przez 
ryfampicynę mieści się w pozycji -160 promotora genu CYP3A4. Ten bliższy element 
jest konieczny, ale nie wystarcza on do maksymalnej aktywacji ekspresji genu. Potrzebny 
jest do tego HRE dalszy, leżący w pozycji około -7800-7200 [7, 12].

Receptory PXR pochodzące z różnych gatunków zwierząt, jak i ich ludzkie 
odpowiedniki receptory SXR odznaczają się stosunkowo niską homologią wzajemną 
(70%) w porównaniu z innymi receptorami rodziny NR1. Zdaniem wielu autorów 
świadczy to ich znacznej zmienności w procesie ewolucji [31],

Stwierdzono, że PXR i SXR niejednokrotnie różnią się powinowactwem do 
ksenobiotyków. Np. fitoestrogeny, kortykosteron i ryfampicyna silnie aktywują ludzki 
SXR, a bardzo słabo - mysi PXR. Odwrotnie jest w przypadku PCN i deksametazonu, 
silnych aktywatorów PXR, a znacznie słabszych - SXR [5]. Różnice gatunkowe
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należy mieć na uwadze przy testowaniu na zwierzętach leków i innych substancji, na 
które narażony jest człowiek. Tak było w przypadku bifenolu A, składnika wielu 
produktów handlowych, który nie wiąże się z PXR myszy i nie indukuje u nich CYP3A, 
a jest induktorem CYP3A4 u ludzi [39].

U myszy pxr (-/-), pozbawionych locus pxr, deksametazon i PCN nie indukują 
ekspresji CYP3A11. Zastąpienie genupxr u tych myszy genem ludzkiego receptora 
SXR w pełni przywraca zdolność indukcji CYP3A11, ale z farmakologicznym profilem 
wrażliwości na inne Ugandy, właściwym ludzkiemu SXR [43]. Doświadczenia na 
myszachpxr(-/-) i transgenicznych 5X7? +/+ potwierdziły pogląd głoszący, że aktywacja 
receptora za pomocą jednego liganda pobudza metabolizm i detoksykację innych 
substancji [45].

CAR

Receptor CAR, podobnie jak pozostałe receptory ksenobiotyków wykazuje 
relatywnie niską specyficzność i dlatego może być aktywowany przez szeroki zakres 
strukturalne różnych związków chemicznych. Znajdowany przede wszystkim w 
wątrobie tworzy heterodimery z receptorem RXR i uważany jest za główny mediator 
indukcji syntezy cytochromu P4502B. W odróżnieniu od klasycznych receptorów 
jądrowych wymagających ligandów do swojej aktywności transaktywacyjnej, 
konstytutywna aktywność CAR wynika z niezależnych od ligandów oddziaływań z 
koaktywatorami zaangażowanymi w proces transkrypcji. Za proces transaktywacji 
zarówno zależnej, jak i niezależnej od liganda odpowiedzialny jest konserwatywny 
motyw AF-2 znajdujący się w domenie wiążącej ligand (LBD), w karboksylowym 
końcu łańcucha polipeptydowego receptora.

Poszukując potencjalnych ligandów receptora CAR stwierdzono, że androstenol 
(5cx-androst-16-en-3cc-ol) i androstanol (5oc-androstan-3a-ol) hamująjego konstytutywną 
aktywność. Efekt hamowania aktywności receptora CAR zaobserwowano przy stężeniach 
ligandów nieco wyższych niż fizjologiczne, miał on charakter stereospecyficzny, gdyż odnosił 
się jedynie do związków zredukowanych w pozycji 5a i mających grupę hydroksylową w 
pozycji 3ot. Dalsze badania wykazały, że zarówno androstenol, jak i androstanol nie 
wpływały na tworzenie heterodimerów ani ich wiązanie z DNA, lecz efekt hamujący polegał 
na uwalnianiu koaktywatorów odziałujących z LBD receptora. Wydaje się, że w tym 
przypadku CAR zachowuje się inaczej niż klasyczne receptory jądrowe, gdzie wiązanie 
liganda powodowało zmiany konformacyjne obszaru AF-2 prowadzące do przekształcenia 
go w postać aktywną, zdolną do oddziaływania z koaktywatorami. Można przypuszczać, 
że CAR zachowuje aktywną konformację AF-2 w nieobecności liganda, a wiązanie 
pochodnych androstanu przesuwa równowagę w kierunku konformacji nieaktywnej, 
niezdolnej do oddziaływania z koaktywatorami, powodując ich odłączenie i w rezultacie 
hamowanie aktywności transkrypcyjnej receptora CAR [10].

Najlepiej poznanymi czynnikami wzmagającymi transkrypcję genu CYP2B, 
odpowiedzialnego za syntezę cytochromu P4502B, są związki z grupy fenobarbituranów 
(PB), do których należy między innymi l,4-bis-[2(3,dichloropirydyloksy)]benzen
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(TCPOBOP). Stwierdzono, ze związki chemiczne należące do tej grupy mogą wzmagać 
także transkrypcję szeregu innych genów CYP: 2A, 2C, 3A oraz genów odpowiedzialnych 
za syntezę niektórych enzymów, takich jak: transferazy czy enzymy biorące udział w 
metabolizmie hemu.

Stwierdzono, że zarówno u myszy nienarażonych na obecność PB, jak i w 
hodowlach hepatocytów receptor CAR znajdowany jest w cytoplazmie. Podanie 
zwierzętom PB jak również jego obecność w hodowlach hepatocytów powoduje 
translokację receptora do jądra komórkowego, wiązanie się jako heterodimeru CAR/ 
RXR z odpowiednią sekwencją odpowiedzi w DNA tzw. HRE, w tym przypadku 
nazywaną PBRE (phenobarbital-responsive element), co prowadzi do wzmożonej 
transkrypcji genu CYP2B [17, 19]. Translokacji CAR do jądra komórkowego nie 
zaobserwowano w hodowlach hepatocytów w obecności inhibitora fosfatazy białkowej 
-kwasu okadainowego. Można więc przypuszczać, że proces fosforylacji i defosforylacji 
może być jednym z czynników regulujących translokację CAR do jądra komórkowego 
i stanowić jeden ze sposobów regulacji transkrypcji [19].

Niezbędny w procesie translokacji wydaje się być fragment karboksylowego końca 
receptora. Wprawdzie utrata 10 końcowych reszt aminokwasowych nie ma wpływu na 
ten proces, to jednak usunięcie 30 aminokwasowych reszt uniemożliwia translokację. 
Niezbędna jest również obecność trzech reszt leucynowych (Leu 313,316i319)w tym 
fragmencie receptora [46]. Jakkolwiek sam proces transaktywacji z udziałem receptora 
CAR nie został jeszcze całkowicie wyjaśniony, wyizolowano i zbadano region 
wzmacniacza obejmujący 132 pary zasad znajdujący się w dalszym regionie promotora 
genu CYP2B. Stwierdzono, że w procesie indukcji transkrypcji mysiego genu cyp2b 
przez różne związki z grupy fenobarbituranów, w oddziaływaniu heterodimeru CAR/ 
RXR z DNA uczestniczy region składający się z 51 par zasad zwany PB REM (PB 
responsive enhancer module) zawierający sekwencję PBRE (phenobarbital response 
element) o konfiguracji DR-4 [16]. PBREM znajduje się w regionie od -2339 do - 
2289 par zasad, i zawiera dwa potencjalne miejsca wiążące dla receptorów jądrowych 
oraz jedno dla NF1 [17]. Sekwencję PBREM składającą się z 51 par zasad o podobnej 
funkcji zidentyfikowano również w ludzkim genie CYP2B6 [36].

Stwierdzono, że aktywność transaktywacyjna receptora CAR znacznie wzrasta w 
obecności TCOBOP. O tym, że TCOPOP jest ligandem i aktywatorem receptora 
CAR, świadczy jego zależne od stężenia działanie prowadzące do osłabienia 
hamującego efektu wywoływanego przez androstany, bezpośrednia stymulacja 
interakcji domeny wiążącej ligand receptora CAR z koaktywatorami, obserwowana zh 
vivo i in vitro oraz fakt, że mutacje w domenie wiążącej ligand hamują nie tylko 
inhibitorowy efekt androstanów, lecz także stymulujące działanie TCOBOP. Ponieważ 
mutacje nie hamują konstytutywnej aktywności CAR, można uważać, że aktywność 
ta jest rzeczywiście niezależna od ligandu [40].

Ostatnie doniesienia wskazują, że receptor CAR różni się nieco w swojej budowie 
od innych receptorów jądrowych. Ma krótką pętlę pomiędzy fragmentem o strukturze 
ot helisy i domeną transaktywacyjną oraz nieco krótszą alfa-helisę w regionie 
karboksylowego końca łańcucha. Te zmiany powodują możliwość przyjęcia przez
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domenę transaktywacyjną w nieobecności Uganda aktywnej konformacji, 
charakterystycznej dla receptorów aktywowanych przez ligandy [8],

Aktywność receptora CAR zarówno konstytutywna, jak i wzmożona, indukowana 
przez PB może mieć znaczenie praktyczne. Nie zaobserwowano aktywacji ekspresji 
genu CYP2B w obecności PB jak również TCOBOP u myszy pozbawianych genu 
CAR. Takie zwierzęta charakteryzują się znacznie wolniejszym metabolizmem wielu 
związków. Podawanie myszom określonej dawki zoksazolaminy wywołuje u nich 
porażenie trwające kilka godzin. Podanie PB przed zoksazolaminą chroniło zwierzęta 
przed porażeniem. Myszy pozbawione receptora CAR pozostawały sparaliżowane, 
nawet wówczas gdy przed zoksazolaminą podano im PB czy TCOBOP [41].

Obecność induktorów z grupy PB może być niekorzystna, prowadzić do zwiększonej 
wrażliwości na różne toksyny i wzmagać hepatotoksyczność niektórych związków, 
takich jak np. kokaina. Powstające z kokainy w wyniku działania monooksygenaz 
związki wiążąsię z białkami hepatocytów prowadząc do śmierci komórki [6].

Uważa się, że receptor CAR może odgrywać kluczową rolę w regulacji metabolizmu 
acetaminofenu. Obecność aktywatorów CAR oraz duże dawki acetaminofenu mogą 
prowadzić do powstania związków toksycznych i uszkodzenia wątroby. Hamowanie 
aktywności CAR przez podanie pochodnych androstanu godzinę przed acetaminofenem 
hamuje powstawanie toksycznych metabolitów acetaminofenu [47].

Receptory ksenobiotyków mają też wpływ na usuwanie obcych substancji z komórki. 
Aktywatory SXR, np. taksol, indukują ekspresję genu MDR1 (multidrug resistance}. 
Lek przeciwnowotworowy ET 743, który okazał się inhibitorem SXR, jest supresorem 
MDR1 [37,44]. W hepatocytach gryzoni, poddanych działaniu ligandów PXR i CAR, 
obserwowano znaczne zwiększenie zawartości mRNA białka MRP2 (multidrug 
resistance-associated protein 2}. Białko to uczestniczy w usuwaniu sprzężonych 
związków chemicznych, powstających w procesie detoksykacji z hepatocytów do 
kanalików żółciowych( 18).

WSPÓŁDZIAŁANIE RECEPTORÓW JĄDROWYCH 
W INDUKCJI CYP

Początkowo wydawało się, że istnieje wyraźny podział funkcji między aktywatorami 
PXR/SXR, uznanego za induktora CYP3A i ligandami CAR stymulatora CYP2B. 
Dalsze badania obejmujące szeroki wachlarz badanych leków wykazały jednak, że 
wiele z nich ma powinowactwo do obu receptorów [15]. W wielu przypadkach PXR/ 
SXR i CAR rozpoznają nakładające się na siebie elementy odpowiedzi w promotorach 
obu rodzin cytochromów- CYP3A i CYP2B. Np. w pierwotnych kulturach hepatocytów 
człowieka ekspresja genów CYP2B6 była indukowana przez szereg typowych 
aktywatorów SXR, takich jak: ryfampicyna, hiperworyna, deksametazon i inne. SXR 
wiązał się w regionie wzmacniacza CYP2B6 z elementem odpowiedzi CAR [13]. Tak
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więc w wielu przypadkach można mówić o małej wybiórczości zarówno receptorów 
względem ligando w, jak i promotorów genów cytochromów względem receptorów.

Coraz więcej faktów przemawia za tym, że cytochromy P450 mogą podlegać 
regulacji nie tylko przez PXR/SXR i CAR, ale także przez inne receptory jądrowe. 
Np. wątrobowy receptor X, LXR (liver X receptor ) wiążący oksysterole działa 
konkurencyjnie z receptorami ksenobiotyków, znosząc ich wpływ na ekspresję CYP3A 
i CYP2B. Przypuszczalnie LXR wiąże się z elementami odpowiedzi SXR i CAR w 
promotorach tych genów [15]. Receptor witamin D3, VDR (vitamin receptor) 
rozpoznaje HRE o konfiguracji DR-3, DR-4 i ER-6 i może konkurować z wiązaniem 
receptorów ksenobiotyków w promotorach CYP. VDR indukuje ekspresję CYP3A4 
oraz w słabszym stopniu CYP2B6 i CYP2C9. Działanie to wymaga połączenia VDR z 
dwoma elementami odpowiedzi - bliższym ER-6 i dalszym DR-3 [7].

Istnieją też wzajemne powiązania między receptorem glukokortykoidów, GR 
(glucocorticoid receptor) i receptorami ksenobiotyków. W promotorze CYP2C9 znajdują 
się dwa elementy odpowiedzi: HRE dla PXR i CAR w regionie -1803-1818 oraz dla GR 
w regionie -1662-1676. Cytochrom ten jest indukowany przez glukokortykoidy, 
deksametazon, ryfampicynę i fenobarbital. Autorzy sądzą, że właściwymi induktorami 
CYP2C9 są glukokortykoidy, a ksenobiotyki -jedynie dodatkowymi [11]. Glukokortykoidy 
aktywuj ąPXR/SXR i tą drogą indukują CYP3A 4. Wydaje sięjednak, że mogą one działać 
także w sposób niezależny od tych receptorów [9].

Wspólnym elementem mechanizmu transaktywacji receptorów hormonów 
steroidowych i CAR jest ich oddziaływanie z koaktywatorem pl60. Białko 
GBAY\(glucocorticoid receptor-interacting protein 1), współdziałające z pl60 ma 
zdolność wiązania się in vitro i in vivo z CAR, pobudzając jego translokację do jądra 
i aktywację. Być może GRIP1 uczestniczy w konstytutywnej aktywności CAR [27]. 
Natomiast receptor estrogenów wydaje się konkurować z CAR o p 160. Stąd wniosek, 
że przy ograniczonej zawartości p 160 w komórce ksenobiotyki mogą zakłócać działanie 
fizjologiczne estrogenów [28].

Poznanie mechanizmów degradacji ksenobiotyków przez cytochromy P450 stanowi 
ważne zagadnienie poznawcze i praktyczne. Jego znaczenie wzrasta wobec narastającego 
skażenia środowiska substancjami chemicznymi. W medycynie znajomość podatności 
leków na utlenianie pozwala określić skuteczność działania i możliwość jednoczesnego 
stosowania leków. Wyjaśnienie udziału receptorów jądrowych w indukcji cytochromów 
znacząco przyczyniło się do poznania mechanizmów degradacji ksenobiotyków, a w 
perspektywie może pozwolić na regulowanie tego procesu przez człowieka.
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Streszczenie-. Infekcja wywołana H. pyloriistotnym czynnikiem ryzyka choroby wrzodowej żołąd­
ka i dwunastnicy. Zakażenie tą bakterią powoduje zaburzenie struktury i funkcji komórek błony śluzo­
wej żołądka mogące być początkiem szeregu procesów patologicznych, w tym transformacji nowotwo­
rowej. Infekcja związana jest z rozwojem przewlekłego zapalenia komórek nabłonkowych żołądka 
wywołanym procesami adaptacyjnymi mikroorganizmu do środowiska, określonymi przez budowę che­
miczną i swoistość adhezyn bakteryjnych, aktywność enzymatyczną ureazy H. pylori, a także jego 
ruchliwość i chemotaksję. Przedstawione w pracy molekularne podłoże chorobotwórczości bakterii 
dotyczy zróżnicowania strukturalnego i funkcjonalnego genomu H. pylori oraz mechanizmu koloniza­
cji błony śluzowej żołądka, których zrozumienie ma znaczenie zarówno poznawcze, jak i kliniczne.

Słowa kluczowe-, infekcja wytwołana H. pylori, kolonizacja, adhezyny bakteryjne, ureaza H. pylori, 
ureotaksja.

Summary: H. pylori is a causative agent of chronic gastritis, peptic ulcer diseases and has a significant 
impact on gastric carcinogenesis. Gastrointestinal disorders associated with H. pylori infection are 
predominantly results of the immune responses of gastric epithelial cells and adaptation of bacteria to 
stomach environment determined by chemical structure and biological specificity of bacterial adhe- 
sins, activity of H. pylori urease and motility/chemotaxis of the bacterium. In this paper the overview 
of structural and functional differentiation of H. pylori genome and the mechanism for its colonizing 
the gastric mucus is presented.

Keywords: H. pylori infection, colonization, bacterial adhesins, H. pylori urease, ureotaxis.

Rozwój choroby wrzodowej żołądka i dwunastnicy związany jest z nadmiernym 
wytwarzaniem kwasu solnego, nieprawidłowymi nawykami żywieniowymi, stresem, 
a także nadużywaniem niesterydowych leków przeciwzapalnych. Na początku lat 
osiemdziesiątych dzięki badaniom Marshala i Warrena w ocenie czynników 
bezpośrednio prowadzących do procesu patogenezy komórek żołądka uwzględniono 
wpływ zakażeń wywołanych przez gramujemną bakterię bytującą w błonie śluzowej
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oraz na powierzchni komórek nabłonkowych żołądka - Helicobacter pylori [72, 68]. 
Poznanie molekularnych podstaw infekcji tą bakterią może więc mieć istotne znaczenie 
z punktu widzenia zarówno poznawczego, jak i klinicznego. Obecnie znana jest 
struktura genomu i funkcje genów H. pylori, co pozwala na określenie ich roli w 
infekcji. Badania nad genomem H. pylori pozwoliły na wyodrębnienie nowego rodzaju 
Helicobacter na podstawie analizy sekwencyjnej jej 16S rRNA [55], Pomimo iż obecnie 
zidentyfikowano ponad 20 gatunków Helicobacter, to zakażenie nią pozostaje 
poważnym czynnikiem ryzyka w łańcuchu zdarzeń prowadzącym nie tylko do choroby 
wrzodowej żołądka i dwunastnicy, lecz także może odgrywać istotne znaczenie w 
mechanizmie transformacji nowotworowej komórek błony śluzowej człowieka [18]. 
Na związek ten wskazują dane epidemiologiczne. Częstość zakażeń H. pylori w 
populacji ludzkiej wynosi około 50% i chociaż odsetek ten kształtuje się różnie w 
zależności od regionów geograficznych, to jest on dodatnio skorelowany z ryzykiem 
występowania zmian chorobowych górnego odcinka układu pokarmowego [52].

Oddziaływanie pomiędzy komórkami gospodarza a H pylori indukuje złożony 
proces zdarzeń, związanych zarówno z mechanizmami adaptacyjnymi bakterii do 
warunków środowiska żołądka, jak również z immunopatogeneząprzewlekłego procesu 
zapalnego komórek błony śluzowej. Mechanizmy infekcji bakteryjnej wpływają na 
zmiany fizjologiczne komórek błony śluzowej i pomimo ich znaczenia klinicznego, 
procesy te nie zostały ostatecznie poznane. Badania dodatkowo utrudnia zmienność 
białek powierzchniowych oraz zróżnicowanie morfologiczne bakterii H. pylori w 
warunkach in vitro. Po względem biologicznym możemy wyróżnić dwie formy 
morfologiczne mikroorganizmu: postać spiralną oraz formę coccoidu. Forma spiralna 
H. pylori pod wpływem stresu wywołanego reaktywnymi formami tlenu lub związkami 
przeciwbakteryjnymi ulega przekształceniu do formy kulistej - coccoid. Zarówno 
mechanizm transformacji morfologicznej bakterii, jak również jego znaczenie 
patofizjologiczne nie zostały ostatecznie wyjaśnione [45]. W obrębie gatunku//, pylori 
obserwujemy także zmienność fenotypową związaną zarówno ze zróżnicowaniem 
strukturalnym i funkcjonalnym adhezyn bakteryjnych, jak również spowodowanym 
nabywaniem oporności na leki stosowane w terapiach mających na celu eradykację 
bakterii. W świetle obecnego stanu wiedzy na temat klinicznej roli zakażeń H. pylori 
w patogenezie błony śluzowej żołądka poznanie molekularnych aspektów takich infekcji 
wydaje się odgrywać nie tylko rolę poznawczą, ale przede wszystkim kliniczną, co ma 
znaczenie w prewencji, diagnostyce i leczeniu dolegliwości żołądkowo-jelito wy ch [26].

1. ZRÓŻNICOWANIE STRUKTURALNE I FUNKCJONALNE 
GENOMU H. PYLORI

Poznanie genomu H. pylori możliwe było dzięki technice elektroforezy w zmiennym 
polu elektrycznym z zastosowaniem enzymów restrykcyjnych. Taylor i wsp. [61 ] jako 
pierwsi opublikowali mapę genową szczepu UA802 (1,7 Mpz) przy użyciu dwóch 
restryktaz Notl i Nrul. Skonstruowanie mapy fizycznej genomu trzech szczepów
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UA861, NTCT 11637 i NCTC 11639 H. pylori pozwoliło na przewidywanie 
zróżnicowania fenotypowego tych szczepów, będącego konsekwencją zróżnicowania 
ich genomów, a w szczególności różnej pozycji 17 genów [32]. Wyniki badań świadczą 
także o wysokim stopniu homologii niektórych genów, w tym vacA, katA,pfr i hpa, 
które zidentyfikowano w ponad 25% poznanych dotąd chromosomach bakteryjnych 
[64],

Podstawy molekularne badań nad związkiem pomiędzy strukturą i funkcją genów 
bakteryjnych a mechanizmem infekcji H. pylori umożliwiła analiza budowy 
chromosomów dwóch szczepów: J99 i 26695. Pomimo że rozmiar genomu szczepu 
26695 jest większy od J99 o około 24 kpz, to procentowy udział zasad guaniny i 
cytozynyjest w obu taki sam i wynosi 39% [2, 61,64]. Oba szczepy bakteryjne różnią 
się również pod względem liczby genów, których wzór ekspresji może być dodatkowo 
różny ze względu na wykorzystywanie różnych otwartych ramek odczytu (ORFs). W 
chromosomach J99 i 26695 zidentyfikowano odpowiednio 1495 i 1590 genów, z których 
około 60% pełni funkcje poznane w innych mikroorganizmach, 25% - funkcje swoiste 
dla H. pylori, a funkcja około 20% nie została poznana. Około 47% swoistych genów 
H. pylori niosących otwarte ramki odczytu znajduje się w obszarze zwanymplasticity 
zonę, różniącym się budową strukturalną w obydwu szczepach. Region ten w przypadku 
J99 tworzą sekwencje sąsiadujące, natomiast plasticity zonę szczepu 26695 przedzielony 
jest sekwencją o długości 600 kpz zawierającą powtórzenia heptamerowe, gen 5S rRNA 
i elementy insercyjne IS605 i IS606 [2]. Podobieństwa w budowie chromosomów 
bakteryjnych//, pylori związane są głównie z organizacją systemu restrykcji i modyfikacji 
DNA, który może uczestniczyć w mechanizmie powstawania rekombinantów w wyniku 
fragmentacji DNA [10, 12]. Proces ten regulowany jest przez około 20 białek 
homologicznych zidentyfikowanych również u innych gatunków bakterii [11].

Podobieństwa strukturalne genomów wynikają również z obecności rodziny 32 genów 
zewnątrzkomórkowych białek błonowych (OMPs) stanowiących 1% genomu oraz 
sekwencji homopolimerycznych i powtórzeń dinukleotydowych kodujących białka 
powierzchniowe o właściwościach katalitycznych, uczestniczących w biosyntezie 
lipopolisacharydu (LPS) i/lub biorących udział w modyfikacji DNA [2, 28, 53, 64]. 
Podobieństwa i różnice genomów różnych szczepów//, pylori wskazują na zróżnicowanie 
mechanizmu ekspresji białek powierzchniowych komórek bakteryjnych i ich roli w 
kolonizacji błony śluzowej oraz swoistego zespołu oddziaływań bakterii z powierzchnią 
komórek nabłonkowych związanych z ich patogenezą (tab. 1).

1.1. Białka VacA i CagA

Podstawowym czynnikiem wirulentnym H. pylori w patogenezie komórek 
nabłonkowych żołądka jest cytotoksyna wakuolizująca kodowana przez gen vacA. 
Białko VacA o masie 139-140 kDa składa się z trzech domen: części błonowej związanej 
z powierzchnią komórki (47 kDa), uwalnianej toksyny (90 kDa) i sekwencji sygnałowej 
[15, 51, 54]. Cytotoksyna wydzielana jest w efekcie pęknięcia niekowalencyjnego 
wiązania w N-końcowym fragmencie o masie 37 kDa i C-końcowym (58 kDa) [62],
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TABELA 1. Charakterystyka funkcjonalna genów H pylori

Gen Funkcja

abcABCD
amiE
babA/B
cagA
cagl
cagll
cdrA
chey
co A-TA
coA-TB
copAP
flaA/B
flbA
fisE
fili
frdCAB
ftsH
fucT
fucT2
fur
galE
gyrA
hpaA
hpn
hsp60
hspA
hspB
katA
nixA
oorDABC operon 
orf2comB123
Pfr
picB
porCDAB operon
pss
recA
rexA
ribBA
sod
topA
ureA/B
ureC
ureD
ureEFGHI
uvrB
vacA
geny 23S/5S rRNA 
wbcJ

regulacja aktywności ureazy 
produkcja amoniaku
adhezyna oddziałująca z komórkami nabłonkowymi żołądka 
czynnik wirulentny
pierwsza podjednostka cag-PAI, indukcja interleukiny 8 
druga podjednostka cag-PAI, indukcja interleukiny 8 
regulacja podziałów komórkowych
ruchliwość komórki bakteryjnej 
podjednostka A CoA-transferazy 
podjednostka B CoA-transferazy 
transport miedzi
flagelina A/B
regulacja ekspresji flaA/B 
stabilizacja błonowa wici 
eksport składników wici
mechanizm produkcji energii w warunkach beztlenowych 
metaloproteaza
a 1,3-lukozylotransferaza regulująca biosyntezę antygenu Lex i Ley 
a 1,2-fukozylotransferaza regulująca biosyntezę antygenu Ley 
represor transkrypcji genów regulujących poziom żelaza 
UDP-galaktozylo-4-epimeraza
replikacja DNA, oporność na ciprofloksacin 
hemaglutynina wiążąca N-acetyloneuraminylolaktozę 
wiązanie N?+
białko szoku termicznego 
białko opiekuńcze, transport N?+ 
białko opiekuńcze
katalaza 
transport N?+
2-oksyglutaran, akceptor oksydoreduktazy 
transformacja DNA w warunkach naturalnych 
ferrytyna
indukcja produkcji interleukiny 8 
pirogronian: oksydoreduktaza flawodoksyny 
syntaza foslatydyloseryny
rekombinacja homologiczna
tleno-niewrażliwa nitroreduktaza NADPH
wychwytywanie żelaza
dysmutaza ponadtlenkowa 
topoizomeraza I 
geny strukturalne ureazy 
mutaza fosfoglukozoaminy 
nieznana
geny funkcjonalne ureazy 
naprawa uszkodzeń DNA 
cytotoksyna wakualizująca
synteza białek, oporność na antybiotyki makrolidowe 
synteza lipopolisacharydu
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VacA jako toksyna typu AB tworzy kompleks złożony z podjednostki B (fragment C-końcowy) 
związanej z powierzchnią komórki oraz podjednostki A (fragment N-końcowy), który ulega 
aktywacji enzymatycznej w wyniku translokacji błonowej do cytozolu komórki gospodarza [19]. 
Budowa chemiczna białka nie została ostatecznie poznana i rozważać można co najmniej dwie 
alternatywne formy, zawierające 6 lub 7 kopii polipeptydu o masie 95 kDa lub też 12-14 kopii 
składających się na dwie podjednostki polipeptydowe [8,14,36]. Przedmiotem badań jest także 
mechanizm wakuolizacji komórek nabłonkowych żołądka wywołany cytotoksyną. Prawdopodobnie 
w kwaśnym środowisku żołądka oligomery białka rozpadają się do monomerów wiążących się z 
receptorami powierzchniowymi komórek gospodarza (białko 140 kDa). W drodze endocytozy 
wnikają one do cytozolu i przy udziale ATPazy typu V i białka Rab7 pobudzają przyłączenie 
lizosomu[14,24,44].

W 45% szczepów H pylori vac+ stwierdzono aktywność białka CagA o masie 120-128 
kDa i na tej podstawie wyróżniono dwa typy kliniczne bakterii [12, 13]. Do typu I 
zakwalifikowano szczepy H pylori z fenotypem cag+ i vac+, które stanowią większe ryzyko 
wystąpienia choroby wrzodowej żołądka i dwunastnicy w porównaniu ze szczepami H. pylon 
cag' i vac typu II [ 16]. W1996 roku zidentyfikowano region 40 kpz nazwany cag-PAl z genem 
cagA w chromosomach bakteryjnych szczepów typu I [9]. Sekwencja cag-PAI szczepu 
CCUG1787477 pylori może być przedzielona na dwa regiony cagl i cagll przez sekwencję 
insercyjnąIS605 lub przezjej element flankujący złożony z 31 pz [1, 6, 64]. Ponadto 
w obrębie regionu cagl zlokalizowane są geny picB i cagA, których mechanizm ekspresji 
związany jest z 16 rodzajami otwartych ramek odczytu. Białka bakteryjne związane z 
mechanizmem ekspresji regionu ctzg-PAI bezpośrednio wpływają na proces zapalny, 
pobudzając produkcję interleukiny 8 oraz cytokinin jako czynników prozapalnych przez 
komórki nabłonkowe żołądka [1,9,66].

1.2. Biosynteza antygenów Lewis

Antygeny Lewis (Lea, Leb, Lex i Ley) to grupy difukozylowanych glikoprotein, które 
są integralnymi składnikami powierzchni komórek eukariotycznych, a zarazem jako 
składniki lipopolisacharydu 77. pylori mają znaczenie zarówno strukturalne, jak i 
funkcjonalne w mechanizmach patogenezy w komórkach nabłonkowych żołądka, 
wynikające z homologicznej budowy chemicznej składników błony komórkowej 
patogenu i gospodarza [4,5,46]. Najsilniejsze zaburzenie procesu zapalnego związane 
z indukcją mechanizmów autoimmunologicznych wywoływane są przez antygeny Lex 
i Ley [ 17]. Szlak biosyntezy Lex w przypadku zarówno mikroorganizmów, j ak i komórek 
ludzkich jest identyczny i jest związany z aktywnością |3l,4-galaktozylotransferazy 
katalizującej przyłączenie galaktozy do N-acetyloglukozoaminy oraz z aktywnością 
al,3-fukozylotransferazy, która umożliwia enzymatyczne przeniesienia fukozy z 
kompleksu GDP-fukoza na kwas galaktozylo-f3l,4-gluozoneuraminowy [10]. W 
syntezie Lex uczestniczy produkt genufucT, ocl ,3-fukozy lotransferaza, o czym świadczą 
wyniki klonowania ekspresyjnego z wykorzystaniem szczepu 77. pylori NCTC11639 
w komórkach E. coli. Delecja pojedynczej cytozyny w regionie poly(C) końca 5’ genu
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fucT związana jest z jego inaktywacją, czego efektem jest brak aktywności kodowanego 
przez niego białka, w przeciwieństwie do komórek E. coli z genem prawidłowym [25,37],

Źródłem fukozy w procesie biosyntezy antygenu Lex jest mannoza, która w wyniku 
przemian katalizowanych przez produkt genu wbcJ) est przekształcana z GDP-mannozy do 
GDP-fukozy. Białko WbcJ złożone jest z 319 aminokwasów i jak sugerują wyniki badań na 
mutantach z defektywnym genem wbcJ, kontroluje syntezę O-antygenu Le7 Ley [38].

2. KOLONIZACJA BŁONY ŚLUZOWEJ ŻOŁĄDKA 
VRLYLH. PYLORI

Zróżnicowanie genetyczne H. pylori wpływa na jego zdolności adaptacyjne. 
Mechanizm kolonizacji błony śluzowej żołądka związany jest z cechami inwazyjności 
bakterii, jak również z odpowiedzią komórek gospodarza. Kolonizacja zależy głównie 
od białek adhezyjnych, aktywności enzymatycznej ureazy H. pylori, a także związana 
jest z jej ruchliwością i chemotaksją [72].

W środowisku żołądka powierzchnia komórki bakteryjnej narażona jest na wpływ 
czynników egzogennych: mikroorganizmów tego samego lub innego gatunku, 
składników diety, a także mechanizmów obronnych komórek gospodarza. Obecność 
adhezyn na powierzchni komórki bakteryjnej umożliwia jej wniknięcie do światła 
żołądka, chroni przed warunkami środowiskowymi, a także wpływa na przebieg 
fagocytozy [22].

Kolonizacja żołądka przez H. pylori związana jest również z aktywnością 
enzymatyczną ureazy bakteryjnej. Enzym ten w drodze katalitycznej hydrolizy mocznika 
do amoniaku i dwutlenku węgla neutralizuje niekorzystne, kwaśne środowisko żołądka 
[43]. Szczepy bakteryjne pozbawione hydrolitycznej aktywności enzymu (ureB~) nie 
mają zdolności adaptacyjnych, a jedynie mutanty ureB+ preferencyjnie w stosunku do 
ureB-kolonizują komórki błony śluzowej. Badania te sugerują, że neutralizacja 
środowiska jest istotnym, lecz nie jedynym czynnikiem wpływającym na bytowanie 
H. pylori w żołądku [19, 65].

Chemotaksja//. pylori umożliwia jej bytowanie w możliwie optymalnych warunkach 
mikrośrodowiskowych, umożliwia wybór niszy o maksymalnej koncentracji mocznika 
[59], Jest on uwalniany przez sieć naczyń włosowatych na powierzchnię komórek 
nabłonkowych żołądka, przez co osiąga on najwyższe stężenie w błonie śluzowej, 
będącej przez to najkorzystniejszym miejscem bytowania bakterii (ryc. 1).

2.1 Białka adhezyjne//. pylori

Adaptacja do warunków środowiskowych mikroorganizmu wynika z oddziaływania 
specyficznych adhezyn bakteryjnych ze składnikami powierzchniowymi komórek błony 
śluzowej żołądka. Oddziaływanie to określane mianem molecular cross-talk związane 
jest zarówno z aktywnością białek adhezyjnych, jak również z indukcją i przebiegiem
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RYCINA 1. Schemat mechanizmu kolonizacji błony śluzowej i komórek nabłonkowych żołądka przez 
H. pylori

I

procesu zapalnego [22], Zróżnicowanie fenotypowe H. pylori umożliwia jakościowe 
dostosowanie adhezyn do powierzchniowych białek błony śluzowej, czego wynikiem 
są jej zmiany patologiczne. W wyniku oddziaływania ze składnikami macierzy 
zewnątrzkomórkowej (lamina, kolagen typu IV, witronektyna) dochodzi do uszkodzenia 
i owrzodzenia tkanki oraz rozwoju chronicznego zanikowego nieżytu żołądka [60].
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. Obecność bakterii na powierzchni komórek nabłonkowych żołądka związana jest z 
indukcją czynników prozapalnych: chemokin (interleukina 8, RANTES, GROa) oraz 
cytokin (interleukina 1 i 6) [58]. Na przebieg fagocytozy wpływa struktura chemiczna 
białek adhezyjnych prezentowanych na powierzchni komórki bakteryjnej, która określa 
ich specyfikę substratową. Fagocytoza jest bardziej efektywna w przypadku zakażeń 
szczepami H. pylori wiążącymi reszty kwasu sialowego niż siarczan heparyny [39]. 
W wyniku reakcji składników błony komórkowej H. pylori z pochodną heparyny, a 
także kwasem hialuronowym i witronektyną gospodarza dochodzi do maskowania 
adhezyn, co prowadzi do zaburzenia mechanizmu prezentacji antygenu i hamowania 
fagocytozy bakterii przez makrofagi [11]. Białka adhezyjne jako czynniki zjadliwości 
związane są z mechanizmem zakażenia. Bakteria przedostaje się do światła żołądka w 
postaci kompleksu utworzonego pomiędzy resztami siarczanowymi mucyny ślinowej 
a adhezynami H. pylori. Znajdująca się w soku żołądkowym jej pochodna pełni funkcję 
ochronną dla mikroorganizmu i umożliwia kolonizację komórek błony śluzowej. 
Mechanizm ten może być hamowany przez składniki diety. Mleko krowie zawiera 
pochodne węglowodanowe kwasu siarkowego i sialowego, które wiążąc się z receptorem 
bakteryjnym oraz powierzchniowym białkiem adhezyjnym Lewis b blokują możliwość 
wytworzenia kompleksu z resztami siarczanowymi mucyny. [30]. Mleko krowie hamuje 
przyleganie H. pylori do płytek opłaszczonych ugrupowaniami siarczanowymi oraz 
komórek nowotworowych żołądka linii MKN-45 [29].

Poziom ekspresji większości adhezyn, a także ich struktura biologiczna zależy od 
czynników środowiskowych. Oddziaływanie powierzchni komórki bakteryjnej z błoną 
śluzową indukuje adhezyny zewnątrzkomórkowe, jednak brak kontaktu z komórkami 
gospodarza prowadzi do ich inaktywacji. Mechanizm ten obserwowano jedynie w 
badaniach in vitro w wyniku zastosowania określonych warunków eksperymentalnych, 
co jest istotnym problemem w identyfikacji bakteryjnych białek błonowych. Proces 
ten może jednak zachodzić in vivo i może uczestniczyć w niespecyficznym mechanizmie 
wydzielania i transportu białek bakteryjnych do wnętrza komórek błony śluzowej 
żołądka, jak cytotoksyna wakualizująca (VacA) oraz białko aktywujące neutro file (H. 
pylori-NNY) [34].

2.1.1. Białko H. pylori-NM?

H. pylori-NN? jest homopolimerycznym białkiem o masie 150 000 kDa 
zawierającym podjednostkę 15 000 kDa, które indukuje adhezję neutrofilów do 
powierzchni komórek nabłonkowych żołądka in vitro oraz in vivo. Obecność białka 
wpływa na aktywację neutrofilów ICAM-1 wiążących integrynę CDllb/CD18. 
Aktywność białka H. pyloriAAÁ? związana jest z genem napA, którego ekspresja 
wpływa także na poziom bakteryjnych białek wiążących DNA, bakterioferytyn 
wiążących jony żelaza oraz adhezyn [20, 70]. Białko H. pyloriAAÁP wyizolowane z 
frakcji zewnątrzkomórkowych białek błonowych (OMPs) obok właściwości 
adhezyjnych, wiąże jony żelaza, a także pełni inne funkcje komórkowe w zależności od 
tego, czy jest prezentowane na powierzchni błony bakteryjnej, czy też jest wydzielane do
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środowiska. Badania wskazują na wysoką specyficzność białka do liniowych sekwencji 
reszt chemicznych składników błony komórkowej. Jedną z nich jest sekwencja 
NeuAcct3Gal34GlcNAcP3Gal34GlcNAcP  glikosfingolipidów białek powierzchniowych 
neutrofilów (leukosialin i sialoforyny), określająca selektywne wiązanie H. pylori-NNP 
z błoną komórkową [63].

Specyficzność substratowa białka H. pylori-NNP związana jest także z 
powinowactwem do reszt siarczanowych SO3Gaipi-Cer oraz gangliotetrazolowych 
SO3Gaip3GalNAcP4Gal34GlcPl-Cer ceramidu, które nie są składnikami błon 
komórkowych ludzkich neutrofilów, lecz siarczanu mucyny. Oddziaływanie to może 
mieć znaczenie ochronne dla bakterii wobec czynników chemicznych środowiska 
bytowania i wpływa na mechanizm zakażenia komórek błony śluzowej żołądka. Białko 
H. pylori-NAP wiąże również grupy chemiczne SO3-3-Gal-, SO3-NacGlc, antygen 
grupowy krwi SO3-Lewis, a także Lewis x [47, 63]. Aktywność adhezyjną białka 
określa więc jakościowy model powinowactwa, chociaż może on mieć charakter 
ilościowy, m.in. oddziaływanie siarczanu heparyny i heparanu z białkiem bakteryjnym 
związane jest głównie z ilością reszt siarczanowych [67].

2.1.2. Białko NLBH

Dla funkcjonalnego zróżnicowania białek powierzchniowych H. pylori ma znaczenie 
to, że nie wszystkie hemaglutyniny bakteryjne są białkami adhezyjnymi, lecz nie 
wszystkie adhezyny sąhemaglutyninami. W skład białek powierzchniowych//, pylori 
wchodzi hemaglutynina wiążąca N-acetylo-neuraminylo-(a-2,3)-laktozę, natomiast nie 
zalicza się do nich jej a-2,6-izomeru [21]. Aktywność białka NLBH związana jest z 
poziomem ekspresji genu hpaA oraz obecnością podjednostki HpaA z konserwatywnym 
regionem wiążącym reszty kwasu sialowego. Lokalizacja komórkowa podjednostki 
jest jednak nadal przedmiotem badań. Wykorzystując mysie przeciwciała monoklonalne 
specyficzne wobec białek otoczki wici H. pylori zidentyfikowano białko o masie 29 
kDa jako HpaA, którego aktywność regulowana jest przez poziom ekspresji genu hpaA 
nazwanego HPO797. Wyniki prac sugerują jednak cytoplazmatyczną lokalizację białka 
HpaA [33]. Analiza składników otoczki wici bakteryjnej wskazuje na aktywność 
biologiczną niespecyficznych białek błonowych związanych z lipopolisacharydem 
bakterii. Jedno z nich o masie 29,5 kDa związane jest z przyleganiem bakterii do 
prawidłowych komórek nabłonkowych żołądka w kulturach tkankowych. W komórkach 
nowotworowych żołądka linii KATO III dochodzi do zaburzenia mechanizmu 
przylegania w wyniku nieprawidłowej ekspresji substratów dla receptorów 
komórkowych.

Proces oddziaływania H pylori z komórkami nabłonkowymi żołądka może być 
hamowany przez inhibitory białka NLBH, w tym przez 3’-sialylolaktozę [21, 56]. 
Badania na mutantach HpyloriflaA' i flaB' wskazują, że produkty genów kodujących 
wić i otoczkę//, pylori mogą brać udział w kolonizacji komórek nabłonkowych żołądka. 
Aktywność białek OMPs, ureazy oraz niespecyficznych adhezyn może być zaburzana 
przez mutacje genów flbA,fliQ i flil kodujących składniki wici bakteryjnej, które 
zaburzają transport zarówno podjednostki HpA, jak również białka NLBH [40, 69].
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2.1.3. Białko wiążące PGCs

Specyficzność receptorów Hpylori w komórkach gospodarza wynika ze zróżnicowania 
w obrębie szczepów bakteryjnych, a także warunków hodowli in vitro. Czynniki 
środowiskowe indukują adhezynę o aktywności białka NLBH wiążącą reszty kwasu 
sialowego poliglikozyloceramidów (PGCs). Pomimo że oba białka wrażliwe są na 
neuraminidazę i ich poziom ekspresji in vitro jest zbliżony, to czynnikiem różnicującym je 
jest reakcja na fetuinę i asialofetuinę, które hamująjedynie aktywność hemaglutyniny NLBH. 
Ponadto, białko wiążące PGCs w porównaniu z NLBH oddziałuje bardziej selektywnie z 
laktosyloceramidem, podstawowym diglikozyloceramidem fitosfingozyny i 
dwuhydroksylowych kwasów tłuszczowych [3]. Poziom ekspresji adhezyny wiążącej PGCs 
orazjej specyficzność substratowa są różne w zależności od szczepów H. pylori. Bakterie 
szczepu NCTC 11637 oddziałuj ąjedynie z poliglikozyloceramidem pochodzenia ludzkiego, 
natomiast szczep NCTC 11638 wiąże także PGCs pochodzący od szczurów i małp [41].

2.1.4. Białka OMPs (BabA, AlpA, AlpB i HopZ)

Selektywne wiązanie H. pylori z ludzkimi komórkami nabłonkowymi żołądka 
związane jest z oddziaływaniem bakteryjnych białek adhezyjnych z receptorami 
powierzchniowymi komórek nabłonkowych żołądka. W przyleganiu//, pylori do tych 
komórek bierze udział adhezyna bakteryjna BabA, specyficznie wiążąc ludzki antygen 
powierzchniowy Lewis b [7]. Bab A należy do rodziny około 30 konserwatywnych 
białek OMPs o wysokiej homologii regionów N- i C-końcowych. Zarówno prezentacja 
błonowa białka, jak również jego aktywność są regulowane przez poziom ekspresji genów 
babA 1 i babA2. Gen babAl nie ma kodonu inicjacyjnego, co wiąże się ze strukturalnym i 
funkcjonalnym brakiem adhezyny i utratą zdolności oddziaływania szczepu z powierzchnią 
nabłonka żołądka przez wiązanie receptora Lewis b. Aktywność transkrypcyjna genu babA2 
z inicjującą proces sekwencją powtarzalną wpływa na obecność strukturalną białka oraz 
określa wysokie powinowactwo BabA do antygenu [31].

W mechanizmie kolonizacji uczestniczą także inne białka OMPs i jak sugerują 
wyniki badań Odenbreita, szczególną rolę przypisuje się białkom AlpA i AlpB. AlpA 
i głównie sekwencja N-terminalna białka AlpB mają w stosunku do receptorów 
komórkowych powierzchni nabłonkowej żołądka zbliżony stopień powinowactwa jak 
podjednostka HpA hemaglutyniny bakteryjnej NLBH [48, 49]. Podobnie adhezyjne 
białko HopZ z rodziny OMPs ma również istotny udział w selektywnym wiązaniu 
receptorów komórek nabłonkowych. Regulacja poziomu jego ekspresji związana jest 
z błędnym parowaniem dwunukleotydowych powtórzeń CT w regionie kodującym 
sekwencję sygnałową białka. Adhezyny AlpA, AlpB i HopZ wykazują wysoki stopień 
homologii i zróżnicowany mechanizm regulacji, co może mieć kluczowe znaczenie w 
poznaniu roli białek klasy OMPs w zakażeniach H. pylori, zwłaszcza w kontekście 
zmian fenotypowych w obrębie gatunku [64].
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2.2. Znaczenie aktywności ureazy// pylori w kolonizacji błony śluzowej

Lokalizacja komórkowa ureazy i jej aktywność mają istotny wpływ na mechanizm 
kolonizacji błony śluzowej żołądka przez//, pylori (ryc. 2). Biosynteza tego enzymu 
regulowana jest przez strukturalną rodzinę genów ureAB oraz rodzinę urelEFGH 
odpowiedzialną za wbudowanie jonów niklu do centrum aktywnego enzymu [43]. 
Aktywność ureazy jest ściśle zależna od obecności jonów niklu, co tłumaczy udział 
szeregu białek w regulacji transportu i wiązania Ni2+z apoenzymem w tym białka 
NixA, białka transportowego ABC, HspA oraz produktu ekspresji genu hpn [42].

NixA jest białkiem błonowym złożonym z 308 aminokwasów o wysokim 
powinowactwie do jonów niklu. W wyniku mutacji w obrębie śródbłonowej domeny 
Asp-Glu-His białka dochodzi do zaburzenia transportu jonów. Mechanizm ten 
regulowany jest także przez białko Hsp złożone z dwóch domen: N-końcowej domeny 
A homologicznej do białek bakteryjnych GroES i domeny B wiążącej swoiście jony 
Ni2+ [23]. Z kolei aktywność katalityczna ureazy zależy od poziomu ekspresji genów 
flhcABC kodujących białko ABC oraz błonowej ATPazy typu B. Rola produktu genu 
hpn o masie 7,1 kDa, bogatego w histydynę i wiążącego jony dwuwartościowe, podobnie 
jak genu wre/nie została ostatecznie poznana [27]. Wyniki badań wskazująna możliwy 
udział urel w regulacji wewnątrzkomórkowego poziomu mocznika oraz jonów 
amonowych [57].

Ureaza występuje w dwóch formach, których aktywność określa zdolności 
adaptacyjne//, pylori. W skład powierzchni zewnętrznej błony komórkowej wchodzi 
izoforma enzymu, której aktywność katalityczna związana jest z hydrolizą mocznika 
do amoniaku i dwutlenku węgla w celu neutralizacji kwasu żołądkowego [43]. Postać 
cytoplazmatyczna enzymu o takiej samej specyfice substratowej określa kierunek 
chemotaksji, a także pośrednio odpowiada za motorykę komórki bakteryjnej.

Mechanizm transportu i wbudowania ureazy na powierzchni komórki nie został 
ostatecznie poznany, chociaż próbą jego wyjaśnienia jest model altruistycznej autolizy 
[35]. Proces ten składa się z dwóch etapów. W etapie sekrecyjnym dochodzi do uwolnienia 
ureazy cytoplazmatycznej do środowiska przez niektóre komórki mikroorganizmu. W drugim 
etapie następuje wychwycenie i wbudowanie enzymu do struktury błony przez inne komórki 
bakteryjne. Substratem dla ureazy cytoplazmatycznej jest mocznik pochodzący z przemian 
metabolicznych argininy katalizowanych przez arginazę (RocF), jak również arginina 
transportowana do komórki dzięki aktywności błonowej permeazy aminokwasów RocE. 
W celu ochrony komórki przed szkodliwym wpływem amoniaku będącego produktem 
aktywności enzymu ulega on przekształceniu do glutaminy lub jonów amonowych w wyniku 
reakcji z jonami wodorowymi. Neutralizacja amoniaku i produkcja jonów ma ścisły związek 
z komórkową regulacją potencjału redoks, będącego źródłem energii mechanicznej wici 
H. pylori. Aktywność motoryczna komórki bakteryjnej nie jest zależna od hydrolizy ATP. 
Proces chemotaksji w kierunku produktów hydrolizy mocznika możliwy jest dzięki 
przekształceniu energii elektrochemicznej gradientu protonów pomiędzy błoną 
komórkową bakterii w energię mechaniczną w wyniku ich przepływu. Na mechanizm 
ten wskazują wyniki badań z zastosowaniem inhibitora transportu jonów wodorowych
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m-chlorofenylohydrazonu (CCCP), który powoduje zaburzenie ruchliwości wici H. 
pylori [71]. Rola ureazy w mechanizmie kolonizacji błony śluzowej żołądka związana 
jest zarówno z neutralizacją środowiska bytowania jak również kierunkiem chemotaksji 
i wiążącym się z nią wydatkiem energetycznym [72].

4. PODSUMOWANIE

Konsekwencją zakażeń H. pylori może być przewlekłe zanikowe zapalenie błony 
śluzowej żołądka, co może prowadzić do powstawania niszy wrzodowej, a także rozwoju 
procesu transformacji nowotworowej. Podstawową metodą eradykacj i jest podawanie 
antybiotyków oraz leków hamujących wydzielanie kwasu solnego. W celu poprawy 
skuteczności terapii choroby wrzodowej żołądka i dwunastnicy prowadzi się obecnie 
badania porównawcze różnych schematów eradykacji H. pylori. Poznanie 
molekularnych mechanizmów zakażeń H. pylori może przyczynić się do optymalizacji 
warunków zwalczania zakażeń i zapobiegania ich następstwom, a także pozwoli na 
wyjaśnienie procesów prowadzących do nabywania przez te bakterie oporności na 
antybiotyki stosowane w terapii. Molekularne aspekty infekcji H. pylori leżą u podłoża 
zarówno zmian chorobowych błony śluzowej żołądka, jak również odgrywają kluczową 
rolę w zrozumieniu mechanizmów inicjacji i rozwoju procesu transformacji 
nowotworowej.
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METALOPROTEINASES ADAM - 
THE ROLE IN CELL FUSION AND PROTEOLISIS

Edyta BRZÓSKA

Zakład Cytologii, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie: Proteoliza białek na powierzchni błony komórkowej i proteoliza białek macierzy zew- 
nątrzkomórkowej jest niezwykle ważnym procesem zachodzącym w prawidłowo funkcjonujących 
komórkach. Metaloproteinazy ADAM to białka transbłonowe, które łączą cechy białek adhezyjnych i 
proteinaz. Białka te uczestniczą w: adhezji, fuzji, uwalnianiu domen zewnątrzkomórkowych białek 
transbłonowych, przekazywaniu sygnału. Białka ADAM odgrywają istotną rolę w procesach związa­
nych z: zapłodnieniem, fuzją mioblastów i neurogenezą oraz w wielu innych. Na szczególną uwagę 
zasługuje: udział białka ADAM 17 w uwalnianiu TNF a, rola białka ADAM 10 w przekazywaniu 
sygnału przy udziale receptora Notch, funkcje fertyliny w procesie zapłodnienia oraz meltryny a w 
fuzji mioblastów.

Słowa kluczowe: ADAM, fertylina, fuzja, Kuzbanian, metaloproteinazy, meltryna, proteoliza, TACE.

Summary: Proteolysis on the cell surface and in the extracellular matrix is a very important process in 
normal cellular functions. Metalloproteinases ADAM are transmembrane proteins, which combine 
features of adhesion molecules and proteases. They participate in: adhesion, fusion, release ectodomains 
of membrane proteins, signal transduction. ADAMs play a key role in: fertilization, myoblasts fusion, 
neurogenesis, and other processes. A particularly interesting is: participation of ADAM 17 in TNFa 
releasing, role of ADAM 10 in Notch-mediated signaling, function of fertilin in fertilization and meltrin 
a in myoblast fusion.

Key words: ADAM, fertilin, fusion, Kuzbanian, meltrin, metaloproteinases, proteolysis, TACE.

1. WSTĘP

Metaloproteinazy ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase), nazywane 
również białkami MDC (Metaloproteinase/Disintegrin/Cysteine-rich proteins) to 
rodzina białek transbłonowych klasy I. Szczególną cechą tej grupy białek jest połączenie
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właściwości białek adhezyjnych i proteinaz. Białkami, które charakteryzują się budową 
podobną do ADAM, są: metaloproteinazy (MMP), białka ADAMTS {A Disintegrin 
And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs), proteinazy serynowe (np. 
trombina, plazminogen tkankowy, plazmina), występujące w jadzie węży 
metaloproteinazy - SVMP {Snake Venom MetalloProteinase) oraz cała rodzina 
dezintegryn [11,20,42,47].

Ogółem u różnych organizmów od Schizosaccharomyces pombe do człowieka 
odkryto ponad 30 białek, które zaliczono do rodziny ADAM [7]. Budowa białek ADAM 
determinuje pełnione przez nie funkcje. Do procesów, w jakich biorą udział, należą 
przede wszystkim: adhezja, fuzja, proteoliza domen zewnątrzkomórkowych białek 
transbłonowych oraz białek ECM. Białka ADAM uczestniczą w zjawiskach związanych 
z: zapłodnieniem, fuzjąmioblastów, neurogenezą oraz przekazywaniem sygnału przez 
receptor Notch i wielu innych [42].

2. BUDOWA BIAŁEK ADAM

Białka ADAM zbudowane są z kilku domen (ryc. 1), jest to kolejno:
B N-końcowa sekwencja sygnałowa,
B prodomena - pełniąca funkcje regulatorowe, przez wiązanie się z domeną meta- 

loproteinazową hamująca miejsce katalityczne enzymu (ryc. 2),
B domena metaloproteinazowa- zawierająca domenę katalityczną o charakterystycz­

nej sekwencji HEXGHXXGXXHD,
B domena dezintegrynowa - mająca budowę podobną do domeny występującej w 

SVMP, zaangażowana w oddziaływania z integrynami oraz wiązanie substratów 
metaloproteinaz [15,18,42, 3852],

■ region bogaty w reszty cysteinowe, zazwyczaj zawierający powtórzenia analo­
giczne do EGF {Epidermal Growth Factor), biorący udział w procesach adhezji i 
fuzji, prawdopodobnie uczestniczący w wiązaniu integryn, syndekanów (proteo- 
glikany transbłonowe) i substratów metaloproteinaz ADAM [5]; w obrębie tej 
domeny w niektórych białkach ADAM, na przykład ADAM 1 (fertylina a), ADAM 
12 (meltryna a) oraz ADAM 9, 11 i 19, znajduje się krótka sekwencja o charak­
terze hydrofobowym tak zwany peptyd fuzyjny (fasion peptid), której budowa 
jest analogiczna do sekwencji występującej w białkach wirusów zaangażowa­
nych w fuzję z błoną komórkową, sekwencja ta jest niezwykle istotna w procesie 
fuzji błon komórkowych,

■ domena transbłonowa - krótka domena o charakterze hydrofobowym,
■ domena cytoplazmatyczna - prawdopodobnie bierąca udział w regulacji funkcji 

białek ADAM.
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RYCINA 1. Schemat budowy białek ADAM

3. UDZIAŁ BIAŁEK ADAM W PROTEOLIZIE

3.1. Regulacja aktywności proteolitycznej

Niezwykle interesująca wydaje się aktywność proteolityczna białek ADAM. Do 
aktywnych proteinaz należą ADAM: 1,8,9,10,12,13,15,17,19,20 oraz 28 [5,7,39]. 
Proteinazy ADAM wiążą substrat przez domenę dezintegrynową lub bogatą w reszty 
cysteinowe. Umożliwia to oddziaływanie domeny katalitycznej z substratem. W 
aktywacji metaloproteinaz niezbędna jest obecność jonów cynku, które wiązane są 
przez trzy reszty histydynowe domeny metaloproteinazowej (ryc. 2). Prawdopodobnie 
rolę w regulacji aktywności proteolitycznej białek ADAM odgrywa ich prodomena, 
która wiąże się przez wolne grupy sulfhydrylowe reszt cysternowych z miejscem 
katalitycznym i inhibuje je (ryc. 2). Prodomena może być odcinana przez furynę 
(konwertaza) w obrębie sekwencji RRRR [6,42]. Odcięcie prodomeny 
prawdopodobnie nie jest jedynym mechanizmem regulującym aktywność białek ADAM. 
Jest to jednak etap niezbędny w ich aktywacji. Na aktywność proteinazową białek 
ADAM ma wpływ wiele czynników, chociaż mechanizm ich działania nie jest 
wyjaśniony. Aktywność proteinazowa białek ADAM zwiększa się po traktowaniu 
estrami forbolu (aktywatory PKC), inhibitorami fosfataz serynowo/treoninowych lub 
tyrozynowych oraz w wyniku aktywacji kinaz tyrozynowych i MAP kinaz (Mitogen- 
Activated Protein kinase} [43]. http://rcin.org.pl
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miejsce cięciaprzezfurynę

domena 
katalityczna

onodomena

RYCINA 2. Inhibicja domeny katalitycznej przez prodomenę 
w białkach ADAM oraz udział furyny w odcinaniu prodomeny

3.2 Substraty białek ADAM

Proteoliza białek na 
powierzchni błony komórkowej 
oraz białek ECM jest niezwykle 
ważnym procesem w 
prawidłowym funkcjonowaniu, 
migracji i różnicowaniu się 
komórek. W ten sposób komórki 
mogą zmieniać otaczające je 
środowisko przez częściową 
degradację składników ECM, 
modulację ich właściwości czy 
uwalnianie związanych z 
białkami ECM czynników 
wzrostu [32,45], Do substratów 
metaloproteinaz ADAM należą 
zarówno białka macierzy 
zewnątrzkomórkowej, jak i 
domeny zewnątrzkomórkowe

białek transbłonowych [39]. Tym sposobem uwalniany jest szereg substancji, takich jak: 
cytokiny oraz czynniki wzrostu (TGFa - Tumor Growth Factor a, TNF ex - Tumor 
Necrosis Factor a, SCF - Stem Cell Factor, DCC - Deleted in Cion Cancer, HB-EGF 
-Heparin Binding-Epidermal Growth Factor) [31]. Do puli substratów ADAM należą 
również receptory (Fibroblast Growth Factor Receptor. FGF- R, Notch, InterLeukin 
Receptor-6'. IL6R, TNFRI, TNFRII), cząsteczki adhezyjne (L-selektyny), białko APP 
(Amyloid Precursor Protein), Fas-ligand [5,7,8,31,42,43,51].

3.3. Funkcje białka ADAM 17 (TACE)

Jedną z najlepiej opisanych aktywnych proteinaz jest ADAM 17, nazywany również 
TACE (TNF-a Converting Enzyme) [6,27,31]. Substraty TACE to: TNFa, TGFa, 
EGF, HB-EGF, L-selektyna , receptor I i II dla TNF, receptor IV dla interleukiny 1, 
receptor dla interleukiny 6, receptor Notch, amyloidowe prekursory białka APP, ACE 
(Angioteinsin-Converting Enzyme) [6,9,37].

TACE odgrywa niezwykle istotną rolę w uwalnianiu TNFa. TNFa to wielofunkcyjna 
cytokina, która jest szybko wydzielana w odpowiedzi na infekcję. TNFa ulega translacji 
jako 26 kDa białko transbłonowe, które jest odcinane między Ala76 a Val77 i uwalniane 
z powierzchni jako 17 kDa białko [51] (ryc. 3). Limfocyty T i monocyty z mutacją w 
obrębie domeny katalitycznej HEXXH w eksonie kodującym TACE uwalniają o 90% 
mniej TNFa [4,5,6]. Komórki z takim nokautem produkują również mniej TGFa. 
Natomiast mutacja TaceAZn/AZn u myszy jest letalna [37].
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RYCINA 3. Proces odcinania TNFa przez TACE (ADAM 17)

3.4. Rola białka ADAM 10 w przekazywaniu sygnału przez receptor Notch

Kolejnym niezwykle ciekawym białkiem jest ADAM 10 (MADM), u Drosophilia 
melanogaster nazywane Kuz lub Kuzbanian, natomiast u Caenorhabditis elegans 
nazywane SUP-17. ADAM 10 odrywa niezwykle istotną rolę w procesach miogenezy 
oraz neurogenezy, w rozwoju
centralnego i obwodowego 
układu nerwowego oraz 
wzroście aksonów [31,41].
Wykazano również obecność 
ADAM 10 w kościach, 
monocytach i limfocytach T 
[5,51]. Substraty dla ADAM 
10 to między innymi: kolagen 
typu IV, TNFot, mielina, 
ephirina-A2, APP oraz 
receptor Notch. Białko 
ADAM 10 odgrywa istotną 
rolę w przekazywaniu 
sygnału za pośrednictwem 
białka Notch [40]. Receptor
Notch jest białkiem transbłonowym, zaangażowanym w przekazywanie sygnału w 
procesie bocznej inhibicji podczas organogenezy. Receptor Notch kontroluje przebieg 
procesów rozwoju organizmów i różnicowania [34,44,49]. Białko Notch jest cięte 
proteolitycznie w trzech miejscach przez: konwertazę podobną do furyny (furin-like 
convertase}, AD AM 10 i presenillinę (ryc. 4). Konwertaza jako pierwsza odcina około 
200 kDa zewnątrzkomórkowy fragment białka i jej aktywność jest konstytutywna. 
Następnie receptor Notch cięty jest przez metaloproteinazę ADAM 10 również w obrębie 
domeny zewnątrzkomórkowej. Uwolnienie dużego fragmentu zewnątrzkomórkowego 
pozwala na odcięcie domeny wewnątrzkomórkowej przez presenilinę. Uwolniony w ten 
sposób fragment wewnątrzkomórkowy receptora Notch podlega translokacji do jądra 
komórkowego i łączy się z czynnikami transkrypcyjnymi z rodziny CSL (CBF1, Su(H), 
Lag-1), aktywując transkrypcję wielu genów [8,46]. Prawdopodobnie również białko 
ADAM 17 (TACE) ma udział w cięciu receptora Notch, miejsce działania jest takie 
samo jak w przypadku ADAM 10. Jednak głównym enzymem odpowiedzialnym za 
proteolizę receptora Notch jest ADAM 10 (Kuzbanian) [14,37].

3.5. Rola białka ADAM 10 (MADM) w proteolizie białka APP

Podobnie jak białko Notch transbłonowe białko APP (amyloidowe białko 
prekursorowe) również należy do substratów ADAM 10. Białko APP odgrywa ważną 
rolę w patogenezie choroby Alzheimera. Białko APP jest cięte proteolitycznie w trzech 
miejscach przez: ot-, |3- i y-sekretazę. Zarówno ot-, jak i 3-sekretaza odcinają fragmenty 
zewnątrzkomórkowe. Natomiast y-sekretaza tnie białko w obrębie domeny
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RYCINA 4. Proteoliza receptora Notch przez ADAM 10 
(Kuzbanian) i udział Notch w przekazywaniu sygnału do 
komórki

transbłonowej. W następstwie 
proteolizy przez sekretazy y i 3 
uwalniane zostają nieroz­
puszczalne fragmenty zewnątrz- 
komórkowe białka APP o różnej 
długości: A(340 i A(342. Podczas 
rozwoju choroby Alzheimera 
krótkie peptydy A3 (nazywane 
beta-amyloidem) ulegają 
agregacji i akumulacji w 
zewnątrzkomórkowych tarcz­
kach amyloidowych między 
komórkami nerwowymi, nazy­
wanych również płytkami 
starczymi [8,42,48]. Złogi 
amyloidowe są objawem 
histopatologicznym choroby 
Alzheimera, nie wiadomo 
jednak dokładnie, jaka jest ich 
rola w rozwoju choroby. W 
wyniku cięcia przez ct-sekre- 
tazę powstaje rozpuszczalny 
fragment białka APP: APPsoc. 

Wydaje się iż oc-sekretaza pełni funkcje ochronne w przypadku choroby Alzheimera, 
ponieważ uniemożliwia powstawanie patogennych fragmentów A3- Wykazano, iż 
funkcje oc-sekretazy może spełniać ADAM 10 (Kuz) [8,26]. W fibroblastach i 
komórkach linii HEK-293 ADAM 17 (TACE) może odgrywać rolę w tym procesie 
[9,43,48,51]. W przypadku komórek COS nadekspresja ADAM 9 również powodowała 
wzrost proteolizy APP [19]. Tym niemniej według niektórych autorów w badaniach 
in vitro metaloproteinaza TACE w bardzo niewielkim stopniu jest w stanie ciąć białko 
APP [35]. Prawdopodobnie w komórce jest kilka enzymów mogących pełnić rolę 
endogennych a-sekretaz.

4. BIAŁKA ADAM W ZAPŁODNIENIU

Najlepiej poznanymi białkami ADAM biorącymi udział w procesie fuzji komórki 
jajowej i plemnikowej jest fertylina a i 3 (nazywana również PH-30) występujące w 
błonie komórkowej plemników w rejonie równikowym i wewnętrznej błony akrosomu. 
Plemniki z fertyliną 3-/- o około 87% słabiej wiążą się do oocytu pozbawionego 
osłonki przejrzystej. Plemniki takie również gorzej migrują z macicy do jajowodów
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[31]. W komórkach z nokautem genu fertyliny ¡3 wykazano ponad to obniżony poziom 
ekspresji fertyliny a [12] i ADAM 3 (cyritestyny) [3,53].

Podczas dojrzewania plemników obydwie podjednostki zarówno cc, jak i p ulegają 
licznym modyfikacjom, które polegają na odcięciu prodomeny i domeny metalo- 
proteinazowej, zanim plemniki opuszcząjądra [2]. Proces „dojrzewania” fertyliny jest 
niezwykle interesujący [42], W wyniku tego procesu w błonie dojrzałej komórki 
plemnikowej obecna jest fertylina, na której N-końcu znajduje się domena dezinte­
grynowa. Prawdopodobnie umożliwia to wiązanie integryn obecnych w błonie 
komórkowej oocytu. Ligandem dla fertyliny jest integryna ccópi obecna w błonie 
komórkowej oocytu [15,18]. Oprócz integryny ccópl w proces fuzji oocytu i plemnika 
zaangażowane są również inne integryny cc5|31, ccM32, ccVip3 oraz kombinacje ccó i 
Pl z innymi podjednostkami oraz białko z rodziny tetraspanin CD9 [15]. Wiązanie 
fertylina-integryny poprzedza proces fuzji błon komórkowych plemnika i oocytu. Tą 
drogą prawdopodobnie możliwe jest oddziaływanie krótkiej sekwencji amino-kwasowej 
o charakterze hydrofobowym, występującej w domenie bogatej w reszty cysteinowe 
fertyliny cc, z błoną komórkową oocytu [33,36].

ADAM 3 (cyritestyna) jest równie ważnym białkiem w procesie fuzji [52]. Podczas 
dojrzewania plemników ADAM 3 ulega podobnej obróbce posttranslacyjnej jak fertylina 
oc i p. Brak ADAM 3 znacznie obniża wiązanie plemnika do oocytu o 91%. Komórki 
takie również wykazują mniejszą ekspresję fertyliny cc i p. Kolejne białka ADAM 
odgrywające rolę w tym procesie to ADAM 24,25,26,27 [53].

5. BIAŁKA ADAM W FUZJI MIOBLASTÓW

Fuzja dwóch komórek jest niezwykle skomplikowanym procesem wymagającym 
rearanżacji w strukturze błony komórkowej i zaangażowania licznych białek, które po 
pierwsze uczestniczą w powstaniu kontaktu komórka-komórka, a następnie umożliwiają 
sam proces fuzji błon [21]. Jednym z białek, które niewątpliwie odgrywa ważną rolę 
w procesie fuzji mioblastów jest meltryna cc (ADAM 12) [30]. Prawdopodobnie białko 
z racji swojej budowy może uczestniczyć zarówno w adhezji komórka-komórka wiążąc 
się z integrynami sąsiedniej komórki, jak i w samym procesie fuzji, ponieważ ma w 
obrębie domeny bogatej w cysteinę krótką sekwencję o charakterze hydrofobowym, 
której budowa jest analogiczna do sekwencji peptydu fuzyjnego występującego u 
wirusów [25,36,51].

Metaloproteinaza ADAM 12 została zidentyfikowana przez Fujisawa-Sehara i zespół 
w 1995 roku [50]. Meltryna cc bierze udział w procesach miogenezy i kościotworzenia. 
Jej ekspresję wykazano w mięśniu serca, mięśniach gładkich oraz szkieletowych, a 
także w komórkach MGC (Macrophage-derived Giant Cells), osteoklastach i 
niektórych komórkach nowotworowych [10,23].

W proces adhezji komórka-komórka zaangażowana jest niewątpliwie domena 
dezintegrynowa białka ADAM 12, która prawdopodobnie oddziałuje z integrynami 
poprzez sekwencję SNS [42,55]. Ponadto domena bogata w cysteinę oddziałuje z
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syndekanami (proteoglikany transbłonowe towarzyszące integrynom), przez co również 
zaangażowana jest w proces adhezji komórka-ECM i komórka-komórka, wzmacniając 
wiązanie z integrynami [22,23,28,55]. Poza tym niezwykle ważną rolę w fuzji odgrywa 
sekwencja peptydu fuzyjnego w obrębie domeny bogatej w cysteinę. Jednak transfekcja 
fibroblastów cDNA dla ADAM 12 nie prowadzi do fuzji tych komórek [50],

Domena cytoplazmatyczna ADAM 12 wiąże ot-aktyninę 1 i 2 oraz kinazę 
tyrozynową Src [10,17,24]. Poprzez aktyninę meltryna cc może tworzyć połączenia z 
elementami cytoszkieletu.

Meltryna a jest markerem różnicowania się komórek mięśniowych. ADAM 12 
nie występuje w mięśniach dorosłych osobników, obecny jest natomiast w mięśniach 
zarodkowych i regenerujących [16,50]. ADAM 12 pojawia się w różnicujących 
mioblastach wraz z pojawieniem się miogeniny, czynnika transkrypcyjnego indukującego 
syntezę specyficznych białek mięśniowych [16]. Prawdopodobnie, podobnie jak w 
przypadku fertyliny a i (3 oraz cyritestyny, białko promeltryna podlega proteolizie 
podczas różnicowania się mioblastów i zostaje pozbawione prodomeny i domeny 
metaloproteinazowej.

Wykazano również, iż istnieje wydzielana na zewnątrz komórki forma białka ADAM 
12. Jest to forma ADAM 12-S, powstająca w wyniku alternatywnego spliceingu 
białka ADAM 12 [29]. ADAM 12-S indukuje miogenezę komórek [17]. Meltryna a 
bierze udział także w zjawisku fuzji makrofagów [1]. Wzrost syntezy mRNA i samego 
białka ADAM 12 wykazano w jednojądrowych makrofagach tuż przed rozpoczęciem 
procesu fuzji, prowadzącego do powstawania osteoklastów i komórek MGC.

6. PODSUMOWANIE

Proteoliza białek na powierzchni komórki i białek macierzy zewnątrzkomórkowej 
jest niezwykle ważnym procesem w prawidłowym funkcjonowaniu komórki i 
organizmu. Oprócz procesów proteolizy i fuzji białka ADAM biorą również udział w 
migracji komórek. Przykładowo domena zewnątrzkomórkowa L-selektyny w 
leukocytach jest uwalniana po cięciu przez metaloproteinazy ADAM. Zmniejszenie 
puli L-selektyny na powierzchni komórki umożliwia odczepienie się leukocytów od 
nabłonka. Dodatkowo uwolniona L-selektyna wiążąc się z Ugandami na powierzchni 
komórek nabłonka, uniemożliwia adhezję limfocytów [51].

Białka ADAM ze względu na swoją budowę i wielorakość pełnionych przez nie 
funkcji są niezwykle interesującym i trudnym obiektem badań. Oprócz złożonej budowy 
białek ADAM należy jeszcze zwrócić uwagę na niezwykle interesujące procesy 
związane z „dojrzewaniem” samego białka podczas różnicowania się komórek, jak to 
ma miejsce w przypadku fertylin i prawdopodobnie meltryny ot. W wyniku 
„dojrzewania” białka ADAM możliwe staje się pełnienie przez nie innych funkcji (poza 
proteolizą) związanych z adhezją i fuzją.

Metaloproteinazy ADAM biorą również udział w rozwoju i progresji nowotworów 
oraz angiogenezie. Jest to możliwe dzięki zdolności białek ADAM do zmieniania
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mikrośrodowiska ECM, a także aktywacji uwalniania cytokin oraz stymulacji migracji 
komórek.
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CEREBELLIN - SYNTHESIS, LOCALIZATION AND ROLE

Anna HOCHÓŁ, Marcin RUCIŃSKI, Witold MALENDOWICZ

Katedra i Zakład Histologii i Embriologii,
Akademia Medyczna im. Karola Marcinkowskiego, Poznań

Streszczenie: Cerebelina to stosunkowo nowy i mało poznany neuropeptyd, zbudowany z 16 amino­
kwasów. Obecnie wiadomo o istnieniu 4 białek prekursorowych określanych jako precerebeliny. W 
obrębie jednego gatunku geny dla poszczególnych precerebelin mieszczą się na różnych chromoso­
mach, ale w każdym przypadku składają się z trzech eksonów. Porównanie poszczególnych precerebe­
lin z różnych gatunków uwidacznia ich bardzo wysoką homologię. Przy pomocy RIA obecność immu- 
noreaktywnej cerebeliny wykazano m.in. w móżdżku oraz innych okolicach mózgowia, przewodzie 
pokarmowym, nerce oraz w nadnerczach prawidłowych, jak i ich guzach. Czynność cerebeliny nie jest 
do końca poznana. Peptyd ten między innymi wzmaga wydzielanie aldosteronu oraz kortyzolu/korty- 
kosteronu przez korę nadnerczy, ponadto bezpośrednio stymuluje on uwalnianie katecholamin z rdzenia 
nadnerczy. Sugeruje się także hamujący wpływ cerebeliny na czynność tarczycy.

Słowa kluczowe: cerebelina (CR), precerebelina (Cbln), neuropeptydy, ewolucja, gen, mózg, nadnercza, 
tarczyca.

Summary: Cerebellin represents a rather new and poorly recognised neuropeptide, consisting of 16 
amino acids. At present, four precursors of the peptide are known, termed precerebellins. Within a 
single species genes for individual precerebellins are located on different chromosomes and in each 
case such a gene includes three exons. Comparison of individual precerebellins between various spe­
cies demonstrates their very high homology. Using RIA presence of immunoreactive cerebellin has 
been demonstrated in cerebellum and in other parts of the brain, in alimentary tract, kidney, suprarenal 
glands and in their tumours. Activity of cerebellin has not been fully elucidated yet. Among other, the 
peptide stimulates secretion of aldosteron, cortisol/corticosterone by adrenal cortex and directly stimu­
lates release of catecholamines from adrenal medulla. Available dates suggest inhibitory effect of 
cerebellin on thyroid gland function.

Key words: cerebellin (CR), precerebellin (Cbln), neuropeptides, evolution, gene, brain, adrenal cor­
tex, thyroid.
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WSTĘP

Cerebelina (CR), 16-aminokwasowy peptyd, została pierwotnie wyizolowana z 
móżdżku szczura [18]. Peptyd ten powstaje przez proteolityczne wycięcie z większego 
prekursora zwanego precerebeliną (Cbln). Z czasem odkryto, że istnieje cała rodzina 
precerebelin. Peptydy tej rodziny przypuszczalnie należą do neuropeptydów. Występują 
w wysokich stężeniach w móżdżku i jądrze grzbietowym ślimakowym (DcoN), 
natomiast w niższych stężeniach występują one w innych okolicach mózgu, zwłaszcza 
w podwzgórzu [2, 11, 12]. Ostatnie badania wykazały obecność CR w komórkach 
chromafinowych rdzenia nadnerczy i w takich guzach nadnerczy, jak: gruczolak kory 
nadnerczy produkujący kortyzol, guz chromochłonny nadnerczy (pheochromocytoma), 
ganglioneuroblastoma i neuroblastoma [17]. W tabeli 1 przedstawiono występowanie 
immunoreaktywnej CR wykazane przy pomocy metody radioimmunologicznej (RIA) 
w ośrodkowym układzie nerwowym oraz narządach obwodowych szczura [2, 17].

TABELA 1 Występowanie immunoreaktywnej cerebełiny w niektórych narządach człowieka, świnki 
morskiej i szczura

Szczur Świnka morska Człowiek

Móżdżek +++ +++ +++
Podwzgórze +++ ++ +
Hippokamp +++ ++ +
Wzgórze ++ + +
Most ++ + +
Rdzeń przedłużony ++ + ++
Kora czołowa ++ + +
Żołądek + ++ NB
Dwunastnica + ++ NB
Jelito cienkie + + NB
Jelito grube + + NB
Serce ++ ++ NB
Nerka + + NB
Trzustka (b. mało) +- +- NB
Przysadka NB NB +
Nadnercze NB NB +
Guz nadnercza wydzielający kortyzol NB NB ++
Guz nadnercza wydzielający aldosteron NB NB +
Nieczynny guz nadnercza NB NB +
Pheochromocytoma NB NB +++
Ganglioneuroblastoma NB NB +
Neuroblastoma NB NB +

Na podstawie danych Bumeta i wsp. [2] oraz Satoh i wsp. [17], Plusami oznaczono stężenie mierzonej 
przy pomocy RIA cerebełiny, NB - nie badano.
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1. RODZINA PRECEREBELIN

Powszechnie znane jest, że neuropeptydy tworzą rodziny blisko spokrewnionych 
białek, z których kilka może występować w obrębie jednego gatunku. Występowanie 
rodzin białek najczęściej spowodowane jest duplikacją pierwotnego genu lub eksonu 
oraz późniejszymi mutacjami, które powodują zmiany w sekwencji DNA, co może 
prowadzić do wymiany aminokwasu w sekwencji peptydu [6]. Różnice sekwencji 
aminokwasów w obrębie rodziny białek mogły prowadzić do zmiany funkcji białka, 
lecz często różne białka z tej samej rodziny wywołują bardzo podobny efekt biologiczny.

W przypadku CR istnieje również cała rodzina precerebelin, która obecnie obejmuje 
4 propeptydy, oznaczane jako Cblnl, Cbln2, Cbln3 i Cbln4. Cblnl jest homologiem 
pierwotnie opisanej ludzkiej precerebeliny [21], podczas gdy Cbln2 jest homologiem 
białka podobnego do CR szczura opisanego przez Wada i Ohtani [21, 22]. Cbln3 
została wyizolowana i opisana podczas badania oddziaływania precerebeliny 1 (Cbln 1) 
z innymi białkami w metodzie dwuhybrydowej [14]. Sekwencja Cbln 4 została natomiast 
odkryta w wyniku porównania homologii nukleotydów do wcześniej poznanych 
precerebelin. Obecnie jest ona opisana tylko u myszy.

Porównanie sekwencji poszczególnych precerebelin uwidacznia ich wysoki stopień 
homologii (ryc. 1), co pozwala przypuszczać, że w toku ewolucji precerebeliny powstały 
również przez duplikację pierwotnego genu. Precerebeliny wykazują wysoką homologię 
sekwencji aminokwasów z nadrodziną atypowych kolagenów, która obejmuje kolageny 
typu VII i X [3, 13], białka surowicy związane z hibernacją u ssaków [20] oraz 
podjednostki A, B i C kompleksu Ctq dopełniacza [15, 16].

2. GENY PRECEREBELIN

We wstępnych badaniach zakładano, iż cerebeliny mogą być produktem jednego 
genu, a warianty miałyby powstawać na skutek alternatywnego splicingu w obrębie 
sekwencji mRNA. Jednakże analiza Southern biot i mapowanie genomowe wykazały, 
że za syntezę cerebelin odpowiedzialne są różne geny. Zlokalizowane są one w różnych 
chromosomach, jednakże w każdym z przypadków część kodująca składa się z trzech 
eksonów, a sekwencja CR znajduje się na pierwszym z nich (ryc. 2).

3. BIOSYNTEZA CEREBELIN

Cerebelina jest syntetyzowana w taki sam sposób jak inne znane neuropeptydy. 
DNA zostaje przepisane na mRNA, które ulega procesowi dojrzewania (wycinanie 
intronów, kapowanie oraz poliadenylacja), a następnie translacji. Powstały polipeptyd 
stanowi białko prekursorowe i jest on nazywany precerebeliną (Cbln). Zakładając 
przynależność cerebeliny do grupy neuropeptydów należy zwrócić uwagę na obecność
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RYCINA 3. Sekwencja sygnalna precerebelin. Pochodzenie Cblnl - Cbln3 - Rattus norvegicus, Cbln4 
- Mus musculus (dane Genebank)

w N końcu precerebeliny krótkiej (13-36) aminokwasowej sekwencji sygnalnej 
charakterystycznej dla białek wydzielanych przez komórkę, w tym również dla 
neuropeptydów. Każda z analizowanych precerebelin ma silnie hydrofobowy odcinek N 
końcowy (ryc. 3), który jednak zawiera pojedyncze aminokwasy hydrofitowe, mogące 
obniżać efektywność transportu do światła kanalików siateczki śródplazmatycznej. W 
przypadku Cbln 1 peptyd ten na końcu N nie ma aminokwasu o ładunku dodatnim. Fakt 
ten może sugerować, że Cblnl nie ma sekwencji sygnalnej, a tym samym nie jest ona 
wydzielana i nie pełni funkcji klasycznego neuropeptydu. Alternatywnie możliwy jest inny 
mechanizm wydzielania precerebeliny 1 (Cblnl), tym bardziej żenie wszystkie wydzielane 
białka zawierają na N końcu sekwencje sygnałową. Pewne białka zawierają bowiem 
wewnętrzną sekwencje sygnałową, która pełni tę samą rolę co peryferyjna sekwencja 
sygnalna. Być może analogiczna sytuacja istnieje w przypadku precerebeliny 1 (Cblnl).

Kolejnym etapem dojrzewania propeptydu jest wycięcie sekwencji sygnalnej, 
ewentualna glikozylacja (precerebeliny mają miejsca potencjalnej N-glikozylacji) oraz 
wycięcie docelowego peptydu z propeptydu. W przypadku większości neuropeptydów 
miejsca oskrzydlające peptyd zawierają sekwencje argininy (Arg) lub parę arginina- 
lizyna (Arg-Liz) - są to miejsca rozpoznawane przez specyficzne proteazy biorące 
udział w procesie wycinania peptydu z prekursora. Wszystkie peptydy precerebeliny 
nie zawierają wyżej wymienionych aminokwasów w obrębie miejsca cięcia. W 
precerebelinach Cblnl, Cbln2 i Cbln4 peptyd CR jest ograniczony przez pary 
aminokwasów Val-Arg z lewej strony, a aminokwasów Glu-Pro z prawej. Taka 
sekwencja aminokwasów oskrzydlających mogłaby być kolejnym dowodem na to, że 
cerebeliny nie sąneuropeptydarni lub że istnieje inny mechanizm wycinania cerebelin 
niż w przypadku wielu znanych klasycznych neuropeptydów.

4. STRUKTURA CEREBELIN ORAZ ICH PREKURSORÓW

Sekwencja aminokwasów cerebelin nie jest jednorodna (ryc. 1). W obrębie sekwencji 
peptydu, między CR 1 a 2, istnieje różnica jednego aminokwasu, jest nią substytucja 
izoleucyny (Ile) na treoninę (Thr) wił. pozycji. W CR 3 tylko 7 z 16 aminokwasów 
są identyczne z CR 1, natomiast w CR 4 11 z 16 aminokwasów. Nie jest do końca
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jasne, czy zmiana aminokwasów w obrębie sekwencji CR wpływa na jej funkcje. 
Zakłada się, że CR 3 oraz CR 4 nie pełnią biologicznej funkcji CR [14].

Z kolei porównanie sekwencji poszczególnych precerebelin z różnych gatunków 
uwidacznia bardzo wysoką ich homologię, która mogłaby świadczyć o dość istotnej 
funkcji, jaką może pełnić ten peptyd. Długość Cblnl jest stała dla wszystkich 
wymienionych gatunków i wynosi 193 aminokwasy, a porównanie sekwencji 
aminokwasów Cblnl u człowieka, szczura i myszy wskazuje na różnice obejmujące 
tylko dwa miejsca w pozycji 5. oraz 12. (ryc. 4A).

Analiza homologii Cbln2 u poszczególnych gatunków wykazuje więcej różnic w N 
końcowym fragmencie peptydu. U szczura ta sekwencja jest krótsza o 14 aminokwasów, 
a więc wynosi 210 aminokwasów. Zarówno u myszy, jak i człowieka sekwencja ta ma 
długość 224 aminokwasów (ryc. 4B).

Sekwencja aminokwasów Cbln3 u człowieka wykazuje więcej różnic niż 
homología sekwencji szczura oraz myszy, mimo to stopień jej homologii jest i tak 
bardzo wysoki (około 93%). Długość Cbln3 u człowieka wynosi 205 aminokwasów, 
w pozostałych przypadkach 197 aminokwasów (ryc. 4C).

5. CZYNNOŚĆ CEREBELIN

Mimo szerokiego występowania CR w organizmie, jak wynika z tabeli 1, jej rola 
biologiczna nie jest poznana.

Jak wynika z dostępnych danych, stężenie CR w ośrodkowym układzie nerwowym 
wykazuje znaczne różnice gatunkowe (tab. 1). Ponadto lokalizacja tego neuropeptydu 
w mózgu człowieka różni się znacznie w porównaniu z rozmieszczeniem innych znanych 
neuropeptydów, takich jak: NPY, somatostatyna, substancja P czy też VIP. O ile stężenie 
tych ostatnich jest bardzo niskie w móżdżku, stężenie CR jest bardzo wysokie w 
półkulach i robaku móżdżku oraz w rdzeniu przedłużonym [12]. Immunoreaktywna 
CR występuje m.in. w komórkach Purkinjego móżdżku szczura, myszy czy też kurczęcia 
i jest ona uważana za wykładnik stopnia dojrzałości tych komórek [18, 19]. 
Współwystępowanie natomiast CR z VIP i substancjąP we frakcjach podkomórkowych 
mózgu sugeruje, że w ośrodkowym układzie nerwowym CR może działać jako 
neuro transmiter i neuromodulator [2]. Z kolei obecność CR w synaptosomach 
izolowanych z móżdżku oraz fakt, iż uwalniana jest ona przez neurony (w tym podwzgórza) 
pod wpływem depolaryzacji wywołanej jonami K+, i to w sposób zależny od jonów Ca2+, 
wydaje się świadczyć, iż CR może pełnić także funkcję neurotransmitera, przy czym w 
móżdżku związana jest ona z elementami postsynaptycznymi [2, 18]. Ponadto sugeruje 
się, że CR może odgrywać pewną rolę w patofizjologii niektórych chorób neurologicznych, 
takich jak: choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, schizofrenia czy choroba Huntingtona. 
W tym kontekście ostatnio opisano zmniejszone stężenie immunoreaktywnej cerebeliny w 
móżdżku pacjentów z atrofią oliwopontocereberalną (OPCA) i zespołem Shy-Dragera 
[10]. Godny podkreślenia jest także fakt, iż w przypadku mutacji prowadzących do 
zaburzonego rozwoju (eliminacji komórek warstwy ziarnistej) móżdżku stężenie CR znacznie
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się obniża, co świadczy, iż w komórkach Purkinjego jej ekspresja regulowana jest 
transneuronalnie [11].

Nieliczne dane eksperymentalne sugerują rolę CR w regulacji czynności układu 
neuroendokrynowego organizmu - w tym zakresie badania dotyczyły głównie osi 
podwzgórzowo-przysadkowo-nadnerczowej i tarczycowej.

W nadnerczu immunoreaktywna CR zlokalizowana jest głównie w rdzeniu gruczołu, 
natomiast RIA-immunoreaktywna CR oraz jej mRNA występują także w guzach kory 
wydzielających kortyzol i guzach chromochłonnych, chociaż w niezmienionej korze 
nadnercza człowieka przy pomocy RT-PCR nie wykazano ekspresji genów CR [17]. 
Wspomniani autorzy sugerują, że w powyżej wymienionych guzach występowanie 
CR może być przyczyną wysokiej produkcji w nich kortyzolu. Inną możliwością jest 
ewentualne stymulujące działanie lokalnie podwyższonego poziomu kortyzolu na syntezę 
CR w guzach kory [17].

Wyniki badań nad wpływem CR na różnicowanie, wzrost i czynność kory nadnerczy 
sugerują, iż neuropeptyd ten może wpływać na korową część gruczołu. Pierwsze doniesienia 
wskazały, iż w skrawkach nadnerczy człowieka zawierających także komórki chromafinowe, 
CR w sposób proporcjonalny do dawki stymulowała wydzielanie adrenaliny i noradrenaliny 
[9]. Neuropeptyd ten stymulował także wydzielanie cAMP przez skrawki nadnercza, 
natomiast specyficzny inhibitor kinazy białkowej A (H-89) hamował odpowiedź 
katecholamin na CR. Ponadto CR nie wywierała wpływu na podstawowe wydzielanie 
aldosteronu i kortyzolu przez izolowane komórki kory nadnercza człowieka, jednakże taką 
stymulację obserwowano w skrawkach gruczołu. W tym ostatnim przypadku stymulujący 
wpływ CR na steroidogenezę hamowany był dodaniem 1-alprenololu, specyficznego 
antagonisty P-adrenoceptorów oraz H-89. Dane te sugerują, iż CR stymuluje zarówno 
rdzeń kory nadnercza człowieka, jak i część korową gruczołu, przy czym w tym ostatnim 
przypadku efekt stymulowany jest katecholaminami wydzielanymi przez komórki 
chromafinowe. Podobne działanie wywierała CR na nadnercze szczura [1]. W tym 
przypadku neuropeptyd stymulował wydzielanie noradrenaliny przez skrawki gruczołu, a 
efekt ten był hamowany przez H-89, natomiast związek określany mianem U-73122, 
który jest inhibitorem fosfolipazy C, jak i kalfostin-C, inhibitor kinazy białkowej C, nie 
wywierały nań wpływu. Podobnie jak w przypadku nadnerczy człowieka, CR nie zmieniała 
podstawowego wydzielania aldosteronu i kortykosteronu przez izolowane komórki kory 
nadnercza szczura. W przeciwieństwie do tego, w modelu perfuzji in situ, CR stymuluje 
wydzielanie zarówno noradrenaliny, jak i aldosteronu i kortykosteronu, przy czym stymulujący 
wpływ na wydzielanie kortykosteroidów hamowany był zarówno przez 1-alprenolol, jak i 
H-89. Powyższe badania sugerują, iż w nadnerczu CR wywiera stymulujący bezpośredni 
wpływ na wydzielanie katecholamin, które w drodze parakrynowej z kolei stymulują 
wydzielanie kortykosteroidów.

W badaniach in vivo wstrzyknięcie szczurom zarówno CR, jak i jej analogu [Des- 
Ser‘]-cerebeliny stymuluje wydzielanie aldosteronu i kortykosteronu, czemu nie 
towarzyszy stymulacja wydzielania ACTH [4]. Także u szczura CR nie wywierała 
wpływu na podstawowe i stymulowane ACTH wydzielanie aldosteronu i kortykosteronu 
przez izolowane komórki odpowiednio stref kłębkowatej i pasmowatej/siatkowatej.
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Natomiast stosunkowo wysokie stężenia badanego analogu hamowały podstawowe i 
stymulowane ACTH wydzielanie kortykosteroidów, dane te także popierają sugestię, 
iż in vivo CR stymuluje czynność wydzielniczą kory nadnercza szczura w sposób 
niezależny od ACTH. Sugestia ta znalazła potwierdzenie w badaniach szczurów z 
regenerującą korą nadnercza [7]. W 5. czy też 8. dniu regeneracji, a więc w okresie, w 
którym jeszcze nie następuje regeneracja części rdzennej gruczołu, nie obserwowano 
stymulującego wpływu CR na wydzielanie aldosteronu i kortykosteronu. Interesujących 
wyników dostarczyły także doświadczenia z przewlekłym podawaniem CR czy też jej 
analogu [5]. Wprowadzanie neuropeptydu przez 6 dni wywołuje znacznąatrofię kory 
nadnercza szczura, która wywołana jest zmniejszeniem liczby komórek miąższowych 
kory. Jednakże i w tych warunkach stężenia we krwi zarówno aldosteronu, jak i 
kortykosteronu były podwyższone, a ACTH niezmienione. Potwierdza to niezależny 
od ACTH wpływ CR i jej analogu na nadnercza szczura.

CR wywiera także wpływ na stopień proliferacji komórek miąższowych kory 
nadnercza szczura [7]. U zwierząt niedojrzałych płciowo neuropeptyd ten zwiększa 
indeks metafaz w korze, podczas gdy w 8. dniu regeneracji CR hamuje proliferację 
badanych komórek. Dane te sugerują, iż CR wywiera różny wpływ w poszczególnych 
typach wzrostu kory nadnercza - neuropeptyd ten wydaj e się stymulować wzrost 
gruczołu (proliferację komórek) związany z wiekiem i hamować wzrost odpowiadający 
wczesnym etapom organogenezy gruczołu (model regeneracji kory nadnercza).

W obrębie tarczycy, przewlekłe wprowadzanie CR czy też jej analogu znacznie 
zwiększa masę gruczołu oraz prowadzi do akumulacji koloidu w jej pęcherzykach 
oraz obniżenia wskaźnika nabłonek/koloid [8]. Dane te sugerują hamujący wpływ 
neuropeptydu na czynność tarczycy, jednakże wzmiankowanym zmianom nie 
towarzyszą zmiany w stężeniu we krwi TSH czy też hormonów tarczycy (wolne i 
całkowite T3 i T4).

Przedstawione powyżej dane wskazują na udział CR w regulacji wzrostu i czynności 
wydzielniczej niektórych gruczołów dokrewnych, jednakże jej rola fizjologiczna w 
tych procesach daleka jest od poznania. Zapewne stanie się to możliwe po identyfikacji 
receptora(ów) CR oraz po syntezie ewentualnych jej antagonistów.
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METALOPROTEAZY W FIZJOLOGII I PATOLOGII 
OŚRODKOWEGO UKŁADU NERWOWEGO*

METALLOPROTEINASES IN PHYSIOLOGY AND PATHOLOGY 
OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM

Małgorzata ZIEMKA-NAŁĘCZ

Instytut Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, 
Zakład Neurochemii, Pracownia Neuropatologii Molekularnej, Warszawa

Streszczenie. Metaloproteazy stanowią grupę co najmniej 25 zależnych od Zn2+ egzopeptydaz, których 
podstawową funkcją jest modulowanie środowiska zewnątrzkomórkowego przez proteolizę białko­
wych składników macierzy zewnątrzkomórkowej, receptorów błonowych i cytokin. Enzymy te synte­
tyzowane są w komórkach i w formie prekursorów uwalniane do przestrzeni zewnątrzkomórkowej, 
gdzie ulegają aktywacji przez proteolityczne cięcie w rejonie propeptydu. Metaloproteazy są bardzo 
precyzyjnie regulowane na poziomie transkrypcji i translacji oraz przez specyficzne tkankowe inhibi­
tory (tissue inhibitors of metalloproteinases', TIMPs). W warunkach fizjologicznych metaloproteazy 
regulują procesy związane z rozwojem oraz zapewniają homeostazę organizmu. Nadmierna aktywacja 
proteolizy zewnątrzkomórkowej obserwowana jest w szeregu ostrych i przewlekłych procesów patolo­
gicznych (ischemia, stwardnienie rozsiane, nowotwory). Poznanie mechanizmów regulujących aktyw­
ność metaloproteaz oraz ich interakcji ze specyficznymi inhibitorami, modulatorami i substratami może 
mieć nie tylko znaczenie poznawcze, ale także potencjalne znaczenie praktyczne dla opracowania 
postępowania terapeutycznego w niektórych stanach patologicznych.

Słowa kluczowe', metaloproteazy, żelatynazy, ośrodkowy układ nerwowy, macierz zewnątrzkomórko-

Summary: The matrix metalloproteinases (MMPs) constitute a group of at least 25 Zn2+-depending 
egzopeptidases, which modulates the extracellular milieu primary through cleavage of extracellular 
matrix (ECM) proteins, membrane receptors and cytokines. These proteins are synthesized in cells, and 
secreted to the extracellular space as inactive enzymes, where they are activated by the cleavage in the 
propeptide region. MMPs are tightly regulated at the transcriptional and post-transcriptional levels and 
via their endogenous inhibitors (TIMPs) to avoid unwanted proteolysis. Proteolytic remodelling of the

* Artykuł został przygotowany w ramach realizacji grantu KBN 4P05A08619.
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extracellular matrix occurs normally during development. Extracellular proteolysis by MMPs is associa­
ted with tissue destruction in many pathological settings including ischemia, multiple sclerosis and 
cancer. An understanding of these processes would provide new insight for therapy in diseases of central 
nervous system (CNS).

Key words', metalloproteinases, gelatinases, central nervous system, extracellular matrix

WSTĘP

Metaloproteazy (ang. metalloproteinases, MMPs) stanowią grupę zależnych od 
Zn2+ egzopeptydaz, których podstawową funkcją jest modulacja interakcji pomiędzy 
komórkami a ich otoczeniem przez ograniczoną proteolizę białek macierzy zewnątrz­

komórkowej (ang. extracellular 
matrix, ECM), receptorów błono­
wych i cytokin. Enzymy te 
syntetyzowane są w komórkach i w 
formie prekursorów uwalniane do 
przestrzeni zewnątrzkomórkowej, 
gdzie ulegają aktywacji przez 
uwolnienie propeptydu. Metalopro­
teazy są bardzo precyzyjnie regu­
lowane na poziomie transkrypcji i 
translacji oraz przy udziale spe­
cyficznych tkankowych inhibitorów 
(tissue inhibitors of metallopro­
teinases, TIMP). Obecnie znanych 
jest 25 metaloproteaz, tworzących 4 
odrębne grupy: kolagenazy, żelaty- 
nazy, stromielizyny oraz metalo­
proteazy związane z błoną 
komórkową (tab.l). Podstawą 
klasyfikacji było podobieństwo 
budowy molekularnej i podobne 
preferencje substratowe [36,48,49]. 
Fizjologiczna funkcja metaloproteaz 
nie została jeszcze dokładnie 
poznana. Zdolność tych enzymów do 
przebudowy ECM koniecznej dla 
prawidłowego przebiegu rozwoju 
zarodkowego i morfogenezy tkanek, 
jak i gojenia się ran sugeruje, że 
metaloproteazy włączone są w

TABELA 1. Klasyfikacja metaloproteaz

MMP Nazwa Sche­
mat
budo­
wy

MMP-1 kolagenaza-1 B
MMP-2 żelatynaza A C
MMP-3 stromielizyna-1 B
MMP-7 matrilizyna A
MMP-8 kolagenaza-2 B
MMP-9 żelatynaza B C
MMP-10 stromielizyna-2 B
MMP-11 stromielizyna-3 D
MMP-12 metaloelastaza makrofegowa B
MMP-13 kolagenaza-3 B
MMP-14 MT1-MMP E
MMP-15 MT2-MMP E
MMP-16 MT3-MMP E
MMP-17 MT4-MMP F
MMP-18 kolagenaza-4 (Xenopus) B
MMP-19 RASI-1 B
MMP-20 Ename łysina B
MMP-21 XMMP (Xenopus) G
MMP-22 CMMP (kurczak) B
MMP-23 H
MMP-24 MT5-MMP E
MMP-25 MT6-MMP F
MMP-26 Endometaza, matrylysina-2 A
MMP-27 B
MMP-28 epilysina D
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podstawowe funkcje komórek [54]. Rosnąca ilość dowodów wskazuje na udział tych 
enzymów w regulacji procesów związanych z przeżyciem, angiogenezą i odczynami 
zapalnymi. Częściowa proteoliza niektórych receptorów lub łigandów może prowadzić 
do uwolnienia, aktywacji lub inhibicji zarówno cząsteczek sygnałowych (np. czynników 
wzrostu), jak i powierzchniowych receptorów komórki, co świadczy o zaangażowaniu 
metaloproteaz w przekaźnictwo sygnałów [49, 51].

Udział substratów MMPs w szerokim spektrum reakcji biochemicznych unie­
możliwia precyzyjne ustalenie ich roli fizjologicznej. Istotą tego opracowania jest 
zwrócenie uwagi na tę grupę zewnątrzkomórkowych proteaz oraz zasygnalizowanie 
ich prawdopodobnego znaczenia funkcjonalnego w fizjologii i stanach patologicznych 
ośrodkowego układu nerwowego (OUN), na podstawie najbardziej aktualnych doniesień.

STRUKTURA MOLEKULARNA

Większość znanych metaloproteaz zbudowana jest z 5 podstawowych domen 
białkowych (ryc.l). Pierwsza z nich, zwana sekwencją sygnałową, znajduje się na 
końcu aminowym (NH2) łańcucha połipeptydowego. Domena ta decyduje o sekrecji 
proenzymu z siateczki śródplazmatycznej do macierzy zewnątrzkomórkowej i ulega 
proteolizie na błonie komórkowej. Następną domeną, licząc od końca aminowego 
proenzymu, jest domena propeptydowa (licząca około 80 aminokwasów) charakte­
ryzująca się unikalną konserwatywną sekwencją PRCG(V/N)PD. Ulokowana wewnątrz 
tej sekwencji cysteina wiąże konieczny dla aktywacji enzymu atom cynku, utrzymując 
enzym w stanie nieaktywnym. Kolejną domeną jest domena katalityczna, złożona z 
około 170 aminokwasów. Zawiera ona stosunkowo krótką, konserwatywną sekwencję 
HEXXHXXGXXH, która przy udziale obecnych w łańcuchu trzech reszt histydyny 
(H) wiąże atom cynku i tworzy centrum aktywne enzymu [36], Pomiędzy domeną 
katalityczną a końcem karboksylowym jest odcinek polipeptydowy o różnej długości u 
poszczególnych MMPs pełniący funkcję “łącznika” (ang. hinge region). Określa on 
specyficzność substratową enzymów [25, 49]. Ostatnia z domen (umiejscowiona na 
końcu karboksylowym, licząca około 210 aminokwasów) ma strukturę podobną do 
hemopeksyny (ang. hemopexin-like domairi). Domena ta u większości metaloproteaz 
zaangażowana jest w wiązanie białek macierzy oraz włączona w proces aktywacji i 
inhibicji enzymu [42].

Nie wszystkie poznane metaloproteazy mają ten sam schemat budowy molekularnej. 
Przykładem mogą być matrylizyny (MMP7 i MMP-26), metaloproteazy o najkrótszym 
łańcuchu polipeptydowym, w którym wyróżniono tylko dwie domeny: propeptydu i 
katalityczną [17, 49]. Natomiast metaloproteazy typu błonowego (MT-MMPs) na 
końcu karboksylowym mają dodatkową krótką, rozciągliwą, hydrofobową domenę, 
zakotwiczającą je w błonie komórkowej oraz krótką domenę cytoplazmatyczną (MMP- 
14, -15, -16 i -24) lub hydrofobowy region, który oddziałuje z glikofosfatydy- 
loinozytolem (GPI) (MMP-17 i -25) [20,24]. Metaloproteazy MMP-11,-21,-23,-27,
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RYCINA 1. Budowa metaloproteaz. Pre - sekwencja sygnałowa; pro - domena propeptydu; F - miejsce 
cięcia przez furynę; Zn - miejsce wiązania cynku; II - odcinki peptydowe typu fibronektyny II, H - 
rejon łącznikowy; TM - domena transbłonowa; C- domena cytoplazmatyczna; GPI - domena wiążąca 
glikofosfatydyloinozytol; Vn - odcinek peptydowy typu witronektyny; C/P - sekwencja bogata w cysteinę 
i prolinę; IL-1R- sekwencja podobna do receptora interleukiny-1 (wg Stemlicht eta/.[49] zmieniona)

-28 oraz MT-MMPs pomiędzy domeną propeptydu a domeną katalityczną mają 
sekwencję RAK/RR. Sekwencja ta jest cięta przez wewnątrzkomórkowe proteazy 
serynowe (m.in. furynę), co prowadzi do aktywacji enzymu jeszcze przed jego sekrecją 
[39, 49]. Enzymy należące do grupy żelatynaz: żelatynaza A (MMP-2) i B (MMP-9) 
mają trzy powtarzające się odcinki peptydowe typu fibronektyny (ang. fibronectin- 
type II domaiń) wbudowane w domenę katalityczną; biorą one udział w połączeniu 
enzymu z kolagenem i elastyną. MMP-9 ma jeszcze dodatkową domenę kolagenu 
typu V [35, 47,49].
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MECHANIZMY REGULACJI AKTYWNOŚCI MMPS

Aktywność metaloproteaz w warunkach fizjologicznych podlega ścisłej, 
wielopoziomowej regulacji, zarówno na poziomie transkrypcji genów, translacji, 
aktywacji proenzymów jak i przez inhibitory tkankowe.

Jednym z głównych mechanizmów regulacji MMPs jest transkrypcja genów. 
Badania prowadzone w układach in vitro wykazały stymulację transkrypcji genów 
licznych MMP przez czynniki wzrostu, cytokiny, estry forbolu i onkogeny. Czynniki te 
indukują ekspresję protoonkogenów fos i jun, których produkty tworzą dimery 
funkcjonujące jako czynniki transkrypcyjne AP-1. AP-1 wiążą się do specyficznej 
sekwencji DNA w rejonie promotorowym genu i stymulują proces transkrypcji np. 
genu MMP-9 [11,29]. W regulacji ekspresji MMP-9 obok czynnika transkrypcyjnego 
AP-1 mogą być zaangażowane także czynniki transkrypcyjne NFkB i Sp-1 [40]. 
Natomiast region promotorowy genu konstytutywnej żelatynazy A posiada miejsce 
wiążące czynnik AP-2. W przyłączaniu AP-2 do DNA pośredniczą PKA zależna od 
cAMP, PKC oraz estry forbolu.Wykazano, że ekspresję genów indukuje także wiązanie 
ligandów, jakimi są białka ECM, do receptorów integrynowych.

Metaloproteazy są syntetyzowane jako pre-proenzymy i po odcięciu domeny 
sygnałowej są uwalniane w formie zymogenów do przestrzeni zewnątrzkomórkowej. 
Domena propeptydowa utrzymuje MMPs w formie proenzymu i jest odcinana w czasie 
aktywacji. W procesie aktywacji zwanym cystein-switch grupa SH cysteiny zostaje 
zastąpiona zhydrolizowaną cząsteczką wody (ryc. 2). W efekcie dochodzi do zmiany 
konformacji enzymu i usunięcia domeny propeptydu w wyniku autokatalizy bądź też 
ograniczonej proteolizy przy udziale innych enzymów [37],

RYCINA 2. Schemat aktywacji MMPs tzw. cystein switclr. I - domena sygnałowa; II - domena 
propeptydu; III - domena katalityczna; IV — region łącznikowy; V - domena hemopeksyny (wg Cuzner 
et al. [9], zmieniona)
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Zgodnie z aktualną wiedzą aktywatorem MMP-9 może być plazmina, MMP-2 i 
stromielizyna (ryc. 3). Nie można również wykluczyć enzymów umiejscowionych na 
zewnętrznej powierzchni komórki. Żelatynaza A jest aktywowana przez MT1-MMP, 
w obecności niskich stężeń TIMP-2, który łączy się z cząsteczką proenzymu, 
umożliwiając jej asocjację z MT1 -MMP. Metaloproteazy typu błonowego (MT-MMP) 
aktywowane są przez proteazę serynową - furynę [49]. Mechanizmy aktywacji 
poszczególnych enzymów należących do rodziny metaloproteaz nie sąjeszcze wyjaś­
nione do końca. Wydaje się, że zależą od typu badanych komórek, jednak na podstawie 
dostępnych fragmentarycznych danych trudno jest wyciągnąć jednoznaczne wnioski.

Potranslacyjnym mechanizmem kontroli aktywności proteolitycznej metaloproteaz 
są poziomy specyficznych tkankowych inhibitorów (ang. tissue inhibitor of 
metalloproteinases, TIMP), które tworzą ścisłe, niekowalencyjne połączenia z 
enzymami w stosunku stechiometrycznym 1:1. Do chwili obecnej poznano 4 tkankowe 
inhibitory metaloproteaz (tab. 2). Są to białka o masie cząsteczkowej 21-30 kDa, 
zbudowane z dwóch podstawowych domen. Domenę N-końcową tworzy odcinek 
polipeptydowy, homologiczny u wszystkich 4 inhibitorów, który oddziałuje z centrum 
aktywnym metaloproteaz blokując ich aktywność. Domena C-końcowa poszczególnych 
inhibitorów charakteryzuje się większą zmiennością. Wpływa ona na połączenie 
inhibitora z fragmentem polipeptydowym metaloproteaz o charakterze hemopeksyny 
[4]. Poszczególne TIMP charakteryzują się różnym stopniem specyficzności dla 
poszczególnych metaloproteaz. Na przykład TIMP-1 hamuje aktywność MMP-9, a 
TIMP-2 - MMP-2 [37, 55, 49].

TABELA 2.

Parametr TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4

Masa cząsteczkowa 
[kDa]

28 21 24 22

RNA [kb] 0,9 3,5 (1,0) 4,5 (2,8; 2,4) 1,2

Specyficzność kości, płuca, serce, mięśnie, nerki, serce, serce, mózg,
tkankowa jajniki, mózg, skóra, naczynia, mózg, płuca, mięśnie, jajniki
(u myszy) serce jądra, jajniki, łożysko jajniki, łożysko

Ekspresja indukowalna głównie konstytutywna indukowalna ?

Kompleks z pro- 
MMPs

MMP-9 MMP-2 MMP-2 ?

Inhibicja:
MT-MMPs + + ?
żelatynaz + + + +
inwazji nowotworowej + + + +
apoptozy + 9 ? ?
angiogenezy + + + +
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RYCINA 3. Schemat aktywacji metaloproteaz: uPA - urokinazowy aktywator plazminogenu; uPAR - 
receptor uPA (wg Yong et al. [57], zmieniona)

SUBSTRATY

Nasza wiedza o substratach metaloproteaz pochodzi głównie z badań prowadzonych 
na hodowlach tkankowych. Znaczną grupę substratów MMPs stanowią białka macierzy 
zewnątrzkomórkowej, np. fibronektyna, witronektyna, laminina, liczne typy kolagenu, 
entacyna, tenascyna, agrecan [49]. Substratami MMPs mogą być także interleukiny 
(IL-loc, IL-ip, pro-TNF-oc), czynniki wzrostu (pro-BDNF, pro-NGF, IGFBP-3, IGFBP- 
5) [27, 22, 34], zasadowe białko mieliny (MBP), substancja P oraz p-amyloid [41]. 
Nie do końca wiadomo, które z wyżej wymienionych białek są degradowane przez 
MMPs in vivo. W świetle ostatnich danych fizjologicznym substratem MMPs 
(najprawdopodobniej MMP2 i MMP9) w mózgu może być p-dystroglikan [56, 22], 
Proteolityczny rozpad dystroglikanu, który korelował ze wzrostem aktywności
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metaloproteaz (MMP-9 i MMP-2), zaobserwowano między innymi w hipokampie 
szczurów po podaniu kainianu sodu. Proteoliza dystroglikanu może prowadzić do 
zmiany organizacji elementów związanych z błonami pre- i post-synaptycznymi [22].

MMPs W FIZJOLOGII OUN

Pomimo intensywnych badań prowadzonych w ostatniej dekadzie, fizjologiczna rola 
metaloproteaz w ośrodkowym układzie nerwowym nie jest ściśle określona. Istnieją 
doniesienia wskazujące na ich zaangażowanie w procesy związane z rozwojem i 
dojrzewaniem układu nerwowego (tab. 3).

Przemodelowanie struktur macierzy zewnątrzkomórkowej w drodze proteolizy jest 
nieodzownym warunkiem rozwoju układu nerwowego, a więc procesów proliferacji, 
morfogenezy, czy migracji komórek zarówno niedojrzałych jak i neoplastycznych. 
Zaangażowanie poszczególnych MMPs w te procesy może być związane ze specyfiką 
budowy ECM, która uwarunkowana jest stopniem rozwoju układu nerwowego. Badania 
prowadzone in vitro wykazały, że migracja komórek progenitorowych oligodendrocytów 
wymaga aktywacji MMP-2 [58]. Podwyższoną ekspresję MMP-2 stwierdzono także w 
hodowlach neuronalnych komórek macierzystych oraz w komórkach progenitorowych 
różnicujących w astroglej i neurony [13,58]. Natomiast w migracji transplantowanych do 
mózgu komórek zarodka królika zaangażowana jest MMP-1 [10],

Sugerowany jest udział metaloproteaz we wzroście neurytów w czasie rozwoju 
ontogenetycznego. Wykazano stymulację ekspresji MMP-2, -3, -9 w komórkach 
neuroblastoma i PC 12 przez aktywatory różnicowania neuronalnego i wzrostu aksonu, 
takie jak: NGF (nerve growth factor), laminina, kwas retinowy [5, 58].

TABELA 3. Potencjalne konsekwencje ekspresji metaloproteaz w dojrzałym układzie nerwowym

Efekty niepożądane:
* przerwanie bariery krew-mózg
* demielinizacja
* produkcja cytokin i propagacja odpowiedzi zapalnej
* odkładanie (3-amyloidu
* inwazja nowotworowa, metastaza i angiogeneza
* niewłaściwa degradacja macierzy zewnątrzkomórkowej prowadząca do zaburzeń 

integralności strukturalnej

Działania korzystne:
* degradacja niepożądanych białek powstających po urazach
* przebudowa macierzy zewnątrzkomórkowej umożliwiająca migrację komórek, wydłużanie aksonów i 

formowanie wypustek oligodendrytycznych
* uwalnianie czynników wzrostowych zakotwiczonych w macierzy zewnątrzkomórkowej
* degradacja (3-amyloidu
* angiogeneza
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Wysoki poziom żelatynaz zaobserwowano w rozwijającym się móżdżku szczura 
[52]. Maksymalna ekspresja MMP-9 miała miejsce w 15. dniu życia szczurów. Autorzy 
sugerują udział tego enzymu w intensywnie przebiegającej w tym czasie synaptogenezie. 
Obecność MMP-9 w wypustkach oligodendrocytów oraz hamowanie ich wzrostu przez 
inhibicję MMPs wskazuje na udział metaloproteaz w procesie mielinizacji [38, 58],

Zdolność MMPs do proteolizy neurotrofin - proNGF i proBDNF może wskazywać 
pośrednio na włączenie MMPs w plastyczność neuronalną. Przekonywującym dowodem 
jest udział tych enzymów w degradacji ¡3-dystroglikanu, który może pełnić rolę w 
długotrwałym wzmocnieniu synaptycznym, molekularnym modelu procesów uczenia 
się i pamięci [22].

MMPs W PATOLOGII OUN

Podczas gdy aktywność metaloproteaz w warunkach fizjologicznych podlega ścisłej 
regulacji, to w stanach patologicznych OUN zarówno ostrych, jak i przewlekłych, 
dochodzi do zaburzenia mechanizmów kontrolnych oraz nadmiernej stymulacji 
proteolizy. Wzrost aktywności metaloproteaz i związana z tym faktem wzmożona 
proteoliza ECM prowadzą do osłabienia lub nawet utraty prawidłowego kontaktu 
między komórką a macierzą zewnątrzkomórkową. Zgodnie z wynikami badań in vitro 
zaburzenie interakcji komórka - macierz prowadzi do apoptozy określanej terminem 
“anoikis" [41, 12, 15,30].

Prowadzone w ostatnich 10 latach badania mechanizmów śmierci neuronów po 
przebytym stresie niedokrwiennym wykazały istnienie dodatniej korelacji pomiędzy 
aktywnością MMPs a dynamiką śmierci komórek nerwowych w różnych modelach 
ischemii [46, 33, 19, 14, 40]. Wzmożoną ekspresję MMP-2 i -9 opisano zarówno w 
neuronach, jak i komórkach glejowych oraz komórkach śródnabłonka. Wzrost aktywności 
obu metaloproteaz w modelu ischemii ogniskowej jest prawdopodobnie odpowiedzialny za 
degradację białkowych składników błony podstawnej i przerwanie ciągłości bariery krew 
- mózg [44]. Konsekwencją uszkodzenia bariery jest przenikanie elementów 
morfotycznych krwi do mózgu, obrzęk mózgu i rozwój stanu zapalnego. W autopsyjnym 
badaniu mózgów ludzkich podwyższone poziomy MMPs utrzymywały się jeszcze kilka 
dni, a nawet miesięcy po przebytym udarze [7, 40, 18]. O kluczowej roli MMPs w 
patologii poniedokrwiennej świadczą wyniki badań z użyciem inhibitorów o wysokiej 
specyficzności w stosunku do żelatynaz lub też przeciwciała neutralizującego MMP- 
9. Postępowanie to zapobiegało w znacznej mierze opisanym skutkom niedo-krwienia 
[45,21 ]. Podobny efekt opisywany był u myszy pozbawionych genu kodującego MMP- 
9 [2, 3]. W modelu przejściowego, całkowitego niedokrwienia u gerbila wzrost 
aktywności MMP-9 korelował z degradacją lamininy - białka ECM, co może 
wskazywać na zaburzenie prawidłowej interakcji komórka-macierz [59]. Opisane 
zmiany miały charakter wybiórczy i występowały jedynie w najbardziej wrażliwym na 
niedokrwienie rejonie CA1 hypokampa. Pisząc o roli MMPs w niedokrwieniu należy 
pamiętać o tym, że enzymy te obok podkreślanej w wielu pracach kluczowej roli w
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rozwoju uszkodzenia prowadzącego do śmierci komórek mogą także brać udział w procesach 
naprawczych uszkodzonej tkanki, wymagających z pewnością przemodelowania macierzy 
zewnątrzkomórkowej [58],

Szereg doniesień wskazuje na udział MMPs w przewlekłych chorobach zwyro­
dnieniowych, tj. stwardnieniu rozsianym (SM) i chorobie Alzheimera. Stwardnienie 
rozsiane jest następstwem zaburzenia układu immunologicznego i charakteryzuje się 
demielinizacją z rozwojem stanu zapalnego oraz wtórną patologią aksonów. Badania 
immunohistochemiczne tkanki mózgowej chorych na SM wykonane post mortem, 
wykazały podwyższoną ekspresję MMPs (MMP-2, -3, -7, -9) w obszarach mózgu 
objętych przewlekłym procesem zapalnym [8, 1, 58, 31]. Wzrost ekspresji MMP-9 
wykryto również w płynie mózgowo-rdzeniowym oraz w leukocytach i osoczu pobranym 
od osób chorych [16, 28, 29]. Podwyższoną ekspresję MMP-9 i MMP-7 zaobser­
wowano także w mózgach zwierząt z autoimmunologicznym zapaleniem mózgu (ang. 
experimental allergic encephalomyelitis, EAE) - zwierzęcym modelu SM [23, 29]. 
Wzrost aktywności MMP-9 może prowadzić do degradacji białek błony podstawnej 
naczyń krwionośnych, uprzepuszczalnienia naczyń i infiltracji komórek zapalnych krwi 
do mózgu. Zniszczeniu ulega osłonka mielinowa otaczającą aksony. Na podstawie 
pozytywnej korelacji między podwyższonym poziomem metaloproteaz a nasileniem 
objawów klinicznych choroby zakłada się istnienie prawdopodobnego związku 
przyczynowego. Mocnym poparciem tej hipotezy jest wyraźne osłabienie zmian 
chorobowych po podaniu inhibitorów MMPs (np. GM 6001, Ro-9790, BB 1101) 
szczurom chorym na autoimmunologiczne zapalenie mózgu [57,6,58]. Podobny efekt 
miało wykluczenie genu kodującego MMP-9 u zwierząt transgenicznych. Z inhibicją 
MMP-9 można łączyć efekty terapeutyczne (3-interferonu [58].

Rola MMPs w przebiegu innej z chorób zwyrodnieniowych - choroby Alzheimera, 
jakkolwiek podkreślana przez wielu badaczy, jest przedmiotem szeregu kontrowersji. 
Dotychczas nie jest jasne, czy obserwowany w tym schorzeniu wzrost aktywności 
proteolitycznej metaloproteaz ma charakter amyloidogenny, czy też wprost przeciwnie 
zapobiega akumulacji amyloidu P [57].

Badania molekularne nad patologią mózgu wskazują na zaangażowanie MMPs w 
rozwój procesów nowotworowych. Według aktualnych hipotez, popartych wynikami 
badań biochemicznych, proteolityczna przebudowa ECM umożliwia migrację komórek 
nowotworowych. Ponadto podwyższona aktywność MMPs stymuluje proces 
angiogenezy w okolicy guza, co pobudza wzrost nowotworu. Podwyższony poziom 
różnych MMPs (MT-MMP1, MMP2 i MMP9), przy znacząco niższej ekspresji 
inhibitorów tkankowych, obserwowano w wielu rodzajach nowotworów m.in. w glejaku 
i rdzeniaku (medulloblastoma) - neuroektodermalnych nowotworach, charaktery­
zujących się wysoką inwazyjnością [28]. Wykazano też, że komórki nowotworowe o 
niższym stopniu inwazyjności fenotypu produkują więcej TIMP aniżeli nowotwory 
bardziej inwazyjne. Tak więc najprawdopodobniej bilans pomiędzy enzymami 
degradującymi a ich inhibitorami determinuje tempo wzrostu i rozprzestrzeniania się 
nowotworu [43]. Skuteczne hamowanie aktywności MMPs mogłoby ograniczać rozwój 
choroby nowotworowej. Wprowadzone do kliniki leki hamujące aktywność MMPs
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okazały się być skuteczne w pewnych typach guzów, ale ze względu na wysoką 
toksyczność nie są obecnie stosowane.

UWAGI KOŃCOWE

W ciągu ostatnich lat prowadzone są liczne badania zmierzające do wyjaśnienia 
roli oraz mechanizmów działania metaloproteaz, zarówno w fizjologii jak i patologii 
układu nerwowego. Okazało się, że funkcje tych enzymów nie są ograniczone jedynie 
do prostej przebudowy macierzy zewnątrzkomórkowej. MMPs poprzez proteolizę 
szeregu receptorów i ligandów uczestniczą w przekazywaniu sygnału zewnątrz­
komórkowego, a także wpływają na interakcje pomiędzy komórkami oraz komórkami 
i macierzą zewnątrzkomórkową. Prawidłowo przeprowadzana zewnątrzkomórkowa 
proteoliza reguluje normalne procesy rozwojowe oraz zapewnia homeostazę organizmu. 
Nasilenie tego procesu prowadzi do procesów patologicznych. Obecnie wielkim 
wyzwaniem jest dokładne wyjaśnienie, który z potencjalnych mechanizmów działania 
MMPs oraz który z substratów zidentyfikowanych in vitro reguluje procesy fizjologiczne 
i patologiczne. Szczegółowe badania nad strukturą i funkcją MMPs doprowadziły doe 
odkrycia wielu potencjalnych, syntetycznych inhibitorów metaloproteaz, a niektóre 
zostały wykorzystane do terapii nowotworowej. Nie znane są też konsekwencje inhibicji 
MMPs dla procesów fizjologicznych. Istotne jest poznanie mechanizmów tkankowo- 
specyficznej regulacji ekspresji MMPs oraz ścieżek transdukcji sygnałów, w której 
enzymy te uczestniczą. Badania takie mogą pomóc w opracowaniu inhibitorów, które 
mogłyby hamować MMPs wybiórczo w poszczególnych typach komórek, nie wpływając 
na procesy fizjologiczne zachodzące w innych tkankach.
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PRZEKAZ SYGNAŁU OD RECEPTORÓW 
BIAŁEK MORFOGENETYCZNYCH KOŚCI

SIGNAL TRANSDUCTION
BY BONE MORPHOGENETIC PROTEINS RECEPTORS

Adrian ZARĘBSKI

Zakład Biochemii Komórki, Wydział Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellońskiego, 
Kraków

Streszczenie'. Białka morfogenetyczne kości to plejotropowe cytokiny należące do nadrodziny transfor­
mującego czynnika wzrostowego typu p. Są one wiązane przez dwa różne typy receptorów o aktywno­
ści kinazy serynowo-treoninowej. Wtórnymi przekaźnikami wewnątrzkomórkowego sygnału są białka 
Smad. Fosforylacja R-Smad prowadzi do utworzenia kompleksu z Co-Smad, który jest transportowany 
do jądra komórkowego i reguluje transkrypcję wybranych genów. Przekaz sygnału jest modulowany 
przez różne czynniki biologiczne.

Słowa kluczowe: białka morfogenetyczne kości, nadrodzina transformującego czynnika wzrostowego 
typu p, białka Smad.

Summary'. Bone Morphogenetic Proteins are pleiotropic cytokines belonging to Transforming Growth 
Factor 3 superfamily. They bind to two different types of serin-threonine kinase receptors. Smad pro­
teins are secondary mediators of intracellular signaling. Phosphorylation of R-Smad leads to formation 
of complex with Co-Smad, which then translocates to the nucleus and regulates expression of target 
genes. Signaling pathway from BMPs receptors is modulated by different biological factors.

Key words'. Bone Morphogenetic Proteins, Transforming Growth Factor type P superfamily, Smad 
proteins.

Wykaz stosowanych skrótów; ActR (ang. Activin Receptor) - receptor aktywiny; ALK (ang. Activin-like 
Kinase) - kinaza podobna do receptorowej kinazy aktywiny; BMPR (ang. Bone Morphogenetic Prote­
in Receptor) - receptor białek morfogenetycznych kości; BMPs (ang. Bone Morphogenetic Proteins) 
- białka morfogenetyczne kości; EGF (ang. Epidermal Growth Factor) - nabłonkowy czynnik wzro­
stowy; GDFs (ang. Growth/Differentiation Factors) - czynniki wzrostu/różnicowania; HGF (ang. 
Hepatocyte Growth Factor) - czynnik wzrostowy hepatocytów; LIF (ang. Leukemia Inhibitory Factor) 
-czynnik hamujący białaczkę; SARA (ang. Smad Anchorfor Receptor Activation) - białko kotwiczące 
białka Smad; TGFP (ang. Transforming Growth Factor type beta) - transformujący czynnik wzrosto­
wy typu beta;
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WSTĘP

Białka morfogenetyczne kości (ang. BonęMorphogeneticProteins, BMPs) zostały 
po raz pierwszy zidentyfikowane jako cząsteczki indukujące tworzenie tkanki kostnej 
i chrzęstnej in vivo, stąd ich nazwa [22]. Dalsze badania ujawniły, że BMPs to 
plejotropowe czynniki wzrostowe o szerokim spektrum działania na różne typy komórek: 
monocyty, komórki epitelialne, mezenchymalne, endotelialne, neurony [14, 3, 9], 
Regulują one procesy wzrostu, różnicowania, proliferacji, przeżywalności, adhezji i 
chemotaksji, indukują apoptozę, stymulują produkcję białek macierzy zewnątrz­
komórkowej. BMPs pojawiają się już we wczesnych etapach rozwoju embrionalnego, 
indukują rozwój mezodermy, warunkują wykształcenie grzbietowo-brzusznej osi ciała, 
regulują rozwój tkanek i organów [9, 7]. U osobników dorosłych biorą udział w 
regeneracji tkanek, np. kości po złamaniu.

BMPs zidentyfikowane zostały zarówno u bezkręgowców (Caenorhabditis elegans, 
Drosophila melanogaster), jak i u kręgowców. Procesy biologiczne regulowane przez 
BMPs oraz mechanizmy zaangażowane w przekaz sygnału wydają się być wysoce 
konserwatywne ewolucyjnie [20]. Świadczyć o tym może chociażby fakt, że pochodzący 
od Drosophila decapentaplegic (DPP) indukuje tworzenie tkanki kostnej i chrzęstnej u 
ssaków [23], a ssaczy BMP 4 znosi skutki mutacji w genie dpp [18].

NADRODZINA TRANSFORMUJĄCEGO CZYNNIKA 
WZROSTOWEGO TYPU 0

BMPs należą do nadrodziny transformującego czynnika wzrostowego typu (3 (ang.
Transforming Growth Factor 3, TGFp). Do grupy tej zalicza się obecnie około 30 
białek u kręgowców i ok. 15 u bezkręgowców. Są one produkowane jako duże 
prekursory, a po obróbce proteolitycznej C-końcowe fragmenty tworzą funkcjonalne 
białka. Formą aktywną są dimery. Charakterystyczną cechą białek z rodziny TGF3 
jest obecność siedmiu konserwatywnych reszt cysteiny w cząsteczce [9]. W skład rodziny 
TGF3 wchodzą również aktywiny, inhibiny, miostatyny, czynniki wzrostu i różni­
cowania (ang. Growth/Differentiaion F'actors;GDFs) i inne [13, 4] (ryc. 1).

Biorąc pod uwagę podobieństwo strukturalne i ewolucyjne pokrewieństwo, BMPs 
podzielić można na pięć grup:
(1) grupa Dpp - zalicza się tu zidentyfikowany u Drosophila decapentaplegic oraz 

występujące u kręgowców BMP 2 i BMP 4, które wykazują 83% homologii se­
kwencji aminokwasowej i są najlepiej zbadanymi białkami z grupy BMPs;
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RYCINA 1 Schematyczny dendrogram pokazujący pokrewieństwo w obrębie nadrodziny 
transformującego czynnika wzrostowego typu ß u kręgowców. Do nadrodziny TGFß należy rodzina 
BMPs, w obrębie której wyróżnić można strukturalnie i funkcjonalnie podobne grupy białek zaznaczone 
na rysunku klamrami: 60A i Dpp nazwane tak od zidentyfikowanych u Drosophila analogów BMPs 
oraz dwie pozostałe niemające odrębnej nazwy (wg [4], zmienione)

(2) grupa 60A nazwana tak od produktu genu 60a występującego u Drosophila, 
obejmująca ponadto BMP 5, BMP 6, BMP 7 i BMP 8;

(3) BMP 3 i GDF 10;
(4) BMP 9, BMP 10;
(5) BMP 12, BMP 13 i GDF 5 [12].

Oprócz homodimerów, BMPs występować mogą także jako białka heterodimeryczne, 
wykazując przy tym zupełnie inne własności biologiczne [1,8].
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Choć białka z rodziny TGF(3 wywierają zróżnicowane efekty biologiczne in vivo, 
wykorzystują podobne, choć nie identyczne szlaki sygnałowe w komórkach docelowych.

Receptory BMPs

W przekaz sygnału zaangażowane są dwa typy receptorów. Obydwa mają w części 
cytoplazmatycznej domenę o aktywności kinazy serynowo-treoninowej [5]. Pierwotnym 
receptorem odpowiedzialnym za wiązanie liganda jest receptor typu II. Wiąże on ligand 
z wysokim powinowactwem, ale nie przekazuje sygnału do wnętrza komórki. Domena 
kinazy receptora typu II jest konstytutywnie aktywna, po związaniu liganda, fosforyluje 
domenę GS receptora typu I, zlokalizowaną między częścią transmembranową i 
kinazową receptora. Dochodzi do utworzenia heterotetramerycznego kompleksu 
złożonego z dwóch cząsteczek receptorów typu I i II. Ufosforylowany receptor typu I 
ulega aktywacji i fosforyluje wewnątrzkomórkowe substraty dalszych etapów przekazu 
sygnału [11,21] (ryc. 2).

U ssaków zidentyfikowano trzy receptory typu I zaangażowane w przekaz sygnału 
od BMPs. Są to podobne strukturalnie receptory typu IA i B (BMPRIA, BMPR IB) 
określane też odpowiednio ALK 3 i ALK 6 (ang. Activin-likeKina.se} oraz odmienny 
od nich receptor ALK 2. W przypadku receptorów typu II istnieje specyficzny dla

RYCINA 2. Mechanizm aktywacji receptorów BMPs. Konstytutywnie aktywny receptor typu II wiąże 
ligand. Do kompleksu ligand-receptor typu II rekrutowany jest receptor typu I, który staje się substratem 
dla receptora typu II. Fosforylacji ulega domena GS receptora typu I. Do przekazu sygnału konieczne 
jest związanie liganda przez oba typy receptorów, ale przekaz i specyfika wewnątrzkomórkowego 
sygnału warunkowane są przez ufosforylowany receptor typu I
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BMPs receptor typu II (BMPRII). BMPs mogą też być wiązane przez receptory 
akty win II i IIB (ActRII, ActRIIB) [16],

Białka Smad

Białka Smad są głównymi cząsteczkami przekazującymi wewnątrzkomórkowy 
sygnał od receptorów BMPs [5, 16], Podzielić je można na trzy grupy: białka Smad 
aktywowane przez receptor (ang. Receptor-regulated Smad, R-Smad), wspólny 
mediator Co-Smad (ang. Commom mediator Smad) i inhibitorowe białka Smad (ang. 
Inhibitory Smad, I-Smad). Białka Smad wykazują strukturalne podobieństwo. W 
cząsteczce wyróżnić można dwie konserwatywne domeny: N-końcową domenę MH-1 
i C-końcowąMH-2 oddzielone mniej konserwatywnym łącznikiem (ryc. 4). Domena 
MH-2 występuje we wszystkich trzech grupach białek Smad i odpowiada za 
oligomeryzację, interakcję z receptorem typu I i regulację transkrypcji. Odpowiedzialny 
za transport do jądra komórkowego i wiązanie do DNA region MH-1 charakterystyczny 
jest dla R-Smad i Co-Smad, nie mają go I-Smad. Dodatkowo R-Smad mają motyw 
SSXS na C-końcu cząsteczki, w którym dwie ostatnie seryny ulegają fosforylacji przez 
receptor typu I. Region łącznikowy odpowiada za wiązanie ligaz ubikwityny Smurf 1 
i Smurf2 i kierowanie białek Smad do proteasomów. Ubikwitynacja i degradacja białek 
Smad jest jednym z mechanizmów regulacji ich funkcji w komórkach [26].

Związanie liganda do receptora powoduje fosforylację i aktywację białek R-Smad. 
W przypadku BMPs są to Smad 1, 5 i 8, zwane też BR-Smad w odróżnieniu od 
aktywowanych przez TGF[3 i aktywiny Smad 2 i 3 określanych jako AR-Smad. W 
komórkach spoczynkowych domeny MH-1 i MH-2 białek Smad są ze sobązasocjowane. 
Dodatkowo AR-Smad są zakotwiczone do błony komórkowej przez białko zwane SARA 
(ang. Smad Anchor for Receptor Activation) [25]. Białka takiego nie zidentyfikowano 
dotychczas w przypadku BR-Smad. Ufosforylowanie białek Smad pociąga za sobą 
rozdzielenie domen MH-1 i MH-2 i utworzenie heterooligomerycznego kompleksu z 
Co-Smad, których jedynym przedstawicielem jest Smad 4. Następnie kompleks taki 
migruje do jądra komórkowego i reguluje transkrypcję docelowych genów [10, 6, 2] 
(ryc. 3). Może się to odbywać przez bezpośrednie wiązanie do DNA lub oddziaływanie 
na inne białka: czynniki transkrypcyjne, koaktywatory i korepresory transkrypcji (ryc. 
4). Te ostatnie indukują odpowiednio acetylację lub deacetylacjęhistonów i odgrywają 
kluczową role w regulacji transkrypcji [14].

Inhibitorowe białka Smad: Smad 6 i 7 mają zdolność hamowania kaskady 
sygnałowej. Smad 7 hamuje przekaz sygnału zarówno od receptorów TGFp i aktywin, 
jak i BMPs, podczas gdy Smad 6 specyficznie hamuje przekaz sygnału od receptorów 
BMPs. I-Smad lokalizująsię w jądrze komórkowym blokując bezpośrednio transkrypcję 
niektórych genów. Po stymulacji przez BMPs przechodzą z jądra do cytoplazmy. Tu 
mogą wiązać się do aktywnych receptorów typu I i hamować fosforylację R-Smad. 
Dodatkowo I-Smad współzawodniczą z R-Smad w tworzeniu kompleksu ze Smad 4. 
BMPs indukują mRNA dla Smad 6 i 7, co wskazuje na istnienie negatywnego sprzężenia 
zwrotnego, w którym stymulacja receptora prowadzi do powstania białek hamujących 
kaskadę sygnałową [9].
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RYCINA 3. Schemat przekazu sygnału od receptorów nadrodziny TGFp. Związanie liganda do receptora 
powoduje fosforylację i aktywację białek R-Smad (AR-Smad w przypadku TGFp/aktywin lub BR- 
Smad w przypadku BMPs), które tworzą następnie kompleks z Co-Smad. Kompleks taki migruje do 
jądra komórkowego i bezpośrednio lub pośrednio reguluje transkrypcję genów. W przekazie sygnału 
od TGF(3/aktywin bierze udział białko SARA, które kotwiczy białka Smad do błony komórkowej, co 
ułatwia ich fosforylację przez aktywny receptor typu I

Alternatywny szlak przekazu sygnału od receptorów BMPs

Choć kaskada białek Smad wydaje się odgrywać kluczową rolę w przekazie sygnału 
od receptorów BMPs, to istnieją alternatywne drogi przekazu sygnału. Stymulacja komórek 
przez BMPs prowadzi do aktywacji białek Rho. To pociąga za sobą aktywację kaskady 
kinaz MAP. Dochodzi do fosforylacji i akywacji kinaz p38, ERK i JNK [2, 9],

WNIOSKI KOŃCOWE

Molekularne mechanizmu przekazu sygnału od receptorów BMPs nie są do końca 
poznane. Zadziwia fakt, że tak różne, często przeciwstawne efekty biologiczne BMPs 
osiągane są tak skromnym zasobem wtórnych przekaźników sygnału. Wydaje się, że 
kaskada sygnałowa może być modulowana przez różnorodne czynniki biologiczne na 
wielu etapach.
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RYCINA 4. Budowa białek Smad. W cząsteczce wyróżnić można N-końcowy region MH-1 i C-końcowy 
MH-2 połączone linkerem. Zaznaczono role poszczególnych domen budujących białka Smad, a w 
tabelce zebrano białka odpowiedzialne za ubikwitynację i degradację, koaktywatory i korepresory 
transkrypcji oraz czynniki transkrypcyjne, które mogą oddziaływać z poszczególnymi domenami białek 
Smad w ten sposób modulując przekaz sygnału od receptorów BMPs (wg [13 i 16], zmienione)

Poszczególne BMPs wykazująróżne powinowactwo do receptorów. Wiadomo np., 
że receptory IA i IB wiążą BMP 4 z podobnym, wysokim powinowactwem, podczas 
gdy BMP 7 wiąże się silniej do receptora IB, a GDF 5 wiąże się tylko z receptorem IB, 
ale nie z receptorem IA [9]. Intensywne badania prowadzi się nad rolą poszczególnych 
receptorów typu I. W doświadczeniach in vitro z wykorzystaniem konstytutywnie 
aktywnych form receptorów wykazano m.in., że receptor IA indukuje proliferację, a 
receptor IB apoptozę prekursorawych komórek nerwowych w rozwoju centralnego 
układu nerwowego u myszy. Stymulacja progenitorowych komórek izolowanych z 
mózgu przez BMP 2 prowadziła do wzrostu poziomu transkryptu dla receptora IB. 
Autorzy sugerują istnienie sekwencyjnego modelu działania poszczególnych receptorów 
typu I, w którym stymulacja powszechniej występującego receptora IA prowadzi do 
indukcji ekspresji receptora IB [19].

Również inne czynniki wzrostowe i cytokiny mogą modulować przekaz sygnału od 
receptorów BMPs. Interferon y działający przez kaskadę kinaz JAK/STAT indukuje 
ekspresję Smad 7, a estry forbolu nasilają stymulowaną TGF[3 ekspresję Smad 6 i 7. 
Aktywacja kinaz MAP przez receptory czynników wzrostowych, takich jak np. 
nabłonkowy czynnik wzrostowy (ang. Epidermal Growth Factor, EGF) lub czynnik 
wzrostowy hepatocytów (ang. Hepatocyte Growth Factor, HGF) prowadzić może do 
fosforylacji i aktywacji Smad 2. Białka Smad mogą być fosforylowane przez kinazy
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MAP ERK1/2 w części łącznikowej, co z kolei prowadzi np. do zahamowania aktywacji 
Smad 1 [27].

Dobrze poznanym przykładem synergistycznego działania BMPs i cytokin jest indukcja 
astrocytów z prekursorowych komórek nerwowych stymulowanych jednocześnie BMP i 
czynnikiem hamującym białaczkę (ang. Leukemia Inhibitory Factor, LIF). W komórkach 
tych dochodzi do utworzenia kompleksu Smad 1/STAT3 przy udziale białka p300 z 
grupy koaktywatorów transkrypcji. Związanie takiego kompleksu do regionów 
regulatorowych DNA pociąga za sobą aktywację genów odpowiedzialnych za 
różnicowanie komórek prekursorowych w kierunku astrocytów [17].

Oprócz białek Smad kluczową rolę w przekazie sygnału wydaje się odgrywać 
kaskada kinaz MAP. Wykazano np. udział kinaz p38 i ERK1/2 w różnicowaniu 
chondrocytów i produkcji białek macierzy zewnątrzkomórkowej przez osteoblasty 
stymulowane przez BMPs [27].

Ciekawą grupą czynników zaangażowanych w regulację odpowiedzi komórek na 
BMP sąnaturalne inhibitory białek z nadrodziny TGF (3. Sąto m.in. nogina, chordyna, 
gremlina, folistatyna i inne. Te wydzielnicze białka antagonizują receptory BMPs 
hamując w ten sposób szlaki sygnałowe w komórkach [24].
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FOSDUCYNA I JEJ IZOFORMY - 
REGULATORY BIAŁEK G*

PHOSDUCIN AND ITS ISOFORMS - 
REGULATORS OF G-PROTEIN FUNCTIONS

Hanna FABCZAK, Katarzyna SOBIERAJSKA, Stanisław FABCZAK 

Instytut Biologii Doświadczalnej, Zakład Biologii Komórki, Warszawa

Streszczenie'. Fosducyna i jej izoformy: białka podobne do fosducyny i niedawno odkryte białka sieroce 
podobne do fosducyny, tworzą odrębną, grupę białek, którym przypisuje się funkcję cytoplazmatycz- 
nych regulatorów heterotrimerycznych białek G. Fosducyna ulega silnej ekspresji w komórkach foto- 
receptorowych siatkówki, natomiast w znacznie mniejszym stężeniu występuje ona w komórkach wie­
lu innych tkanek oraz u niektórych niższych organizmów eukariotycznych. Białko to może być fosfo- 
rylowane w ciemności przez kinazę A, kinazę II zależną od wapnia i kalmoduliny oraz kinazy recepto­
rów związanych z białkami G. Fosducyna w swojej zdefosforylowanej formie podczas stymulacji świetl­
nej wiąże się z wysokim powinowactwem do j8y-podjednostek białka G (G/fy). W ten sposób fosducy- 
na zapobiega reasocjacji /ły-podjednostek z a-podjednostką białka G (Ga) i powstaniu heterotrimeru 
oraz działa jako negatywny regulator szlaku przekazywania sygnału w komórkach fotoreceptorowych. 
Zasadniczo podobny hamujący mechanizm regulacyjny przypisuje się także białkom podobnym do 
fosducyny. Obserwacje te sugerują, że fosducyna w komórkach fotoreceptorowych odgrywa istotną 
rolę w procesach adaptacji tych komórek do światła i ciemności. Fosducyna i jej izoformy mogą rów­
nież, jak wykazano ostatnio, chronić białka G przed destrukcją w proteasomach, a być może także 
sprawować kontrolę nad czynnikami transkrypcyjnymi.

Słowa kluczowe', fosducyna, białka podobne do fosducyny, sieroce białka podobne do fosducyny, /Jy-podjed- 
nostka białka G, fosforylacja, czynnik transkrypcyjny CRX.

Summary-. Phosducin (Phd) and its isoforms, phosducin-like proteins (PhdLPs) and recently discovered 
phosducin-like orphan proteins (PhdLOPs), represent superfamily of proteins, that are established as 
important cytoplasmic regulators of heterotrimeric G-protein functions. Phosducin is abundantly expressed 
in retinal photoreceptor cells and in lower contents in cells of many other tissues and some lower 
eukaryotic organisms. This phosphoprotein can be phosphorylated during darkness by protein kinase 
A, Ca2+/calmodulin-dependent kinase II and G-protein-coupled receptor kinase. In the light, the depho- 
sphorylated form of phosducin favors the binding of /Sy-subunits of G-protein (G/3y), which prevents

*Praca finansowana przez KBN w ramach grantu Nr 6P04C-057-18 oraz działalności statutowej 
Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN.
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interaction of jSy-subunits with a-subunit of G-protein (Ga) to form heterotrimer, thus it can function 
as negative regulator of cGMP cascade in visual system. In general, similar down-regulation mechanisms 
have been ascribed for Phd isoform, like PhdLPs. These observations suggest that phosducin might be 
involved in photoreceptor cell processes for light and dark adaptation mechanism. Phd and its isomers 
may serve, as it has been reported recently, as protective factors for Gfy degradation in proteasomes or 
potentially may act also as transcriptional regulators.

Key words', phosducin, phosducin-like proteins, phosducin-like orphan proteins, /3y-subunits of G- 
protein, phosphorylation, transcriptional factor CRX.

1. WPROWADZENIE

W latach osiemdziesątych ubiegłego wieku w dwóch pracowniach odkryto białko 
znane dzisiaj pod nazwą fosducyny (Phd). Zostało ono tak nazwane przez Lee i 
współpracowników [35,36], którzy wyizolowali je z komórek fotoreceptorowych oczu 
wołu. Po raz pierwszy fosducyna została sklonowana przez Kuo i współpracowników 
[33] z siatkówki oczu wołu i nazwana MĘKA. Podobieństwo sekwencji między MĘKA 
i fosducyną stwierdzili w roku 1990 Lee i współpracownicy [37]. Trzy lata później 
Miles i współpracownicy [49] zidentyfikowali kolejne białka, homologiczne do 
fosducyny, które nazwano białkami podobnymi do fosducyny (ang. phosducin-like 
proteins, PhdLP). Fosducyna i jej izoformy kodowane są przez odmienne geny, 
ulokowane w przypadku fosducyny na chromosomie lq u myszy [13], a PhdLP na 9 
chromosomie u człowieka [72]. Koniec łat dziewięćdziesiątych przyniósł odkrycie 
kolejnych, nowych izoform fosducyny w komórkach fotoreceptorowych siatkówki, 
które otrzymały z kolei nazwę sierocych białek podobnych do fosducyny (ang. 
phosducin-like orphan proteins, PhdLOPs) [14]. Zarówno fosducyna, jak i PhdLP 
charakteryzują się zdolnością łączenia się z kompleksem podjednostek /3y (G/3y) 
heterotrimerycznych białek G i do niedawna ta właściwość była najistotniejszym 
kryterium decydującym o przynależności do rodziny tych białek. Obecnie jednak, po 
odkryciu PhdLOPs, które wykazują wysoką homologię z pozostałymi członkami 
rodziny, ale pozbawione są zdolności łączenia się z kompleksem G/fy, uważa się takie 
kryterium za zbyt ostre.

Fosducyna, jak wcześniej wspomniano, została zidentyfikowana w komórkach 
fotoreceptorowych ssaków, jednak późniejsze badania wykazały, że sama fosducyna i 
jej izoformy występują w wielu innych tkankach, włączając system nerwowy, szyszynkę, 
serce, śledzionę, komórki węchowe i smakowe, komórki rozrodcze [3, 5, 14, 45,49, 
60, 64, 72], a także u niższych eukariota: drożdży, Cryphonectria parasitica i 
Blepharisma japonicum [16, 17, 32]. Badania nad funkcją białek z rodziny fosducyn 
skupiają się głównie na określeniu roli tych białek w regulacji aktywności białek G, 
biorących udział w różnego rodzaju procesach sygnalizacyjnych. Mogą one jednak 
pełnić również funkcje czynników adaptujących w pewnych eksperymentalnych 
warunkach, na przykład przy ekspozycji na opioidy [21, 66, 67] lub alkohol etylowy 
[49]. Białka podobne do fosducyny mogą regulować funkcję białek opiekuńczych (ang.
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chaperonin containing tailless complex polypeptide 1, CCT) [47] oraz wpływać 
na obniżenie aktywność fosfolipazy C po stymulacji komórek angiotensyną II [46], 
Odkrycie sierocych izoform fosducyny kieruje w ostatnim okresie zainteresowania 
poznawcze badaczy na białka z tej właśnie grupy jako czynniki wpływające na regulację 
procesu transkrypcji [14, 81, 82],

2. FOSDUCYNA

Białka należące do rodziny fosducyn występują w cytoplazmie komórek. Większość 
z nich charakteryzuje się zdolnością do specyficznego wiązania z wysokim 
powinowactwem do kompleksu Gfiy heterotrimerycznych białek G, wyjątek stanowią 
wspomniane sieroce białka podobne do fosducyny. Fosducynajest kwaśnym białkiem, 
którego masa cząsteczkowa została, na podstawie sekwencji aminokwasowej, 
oszacowana na 28 kDa. Jednak podczas elektroforezy w żelu poliakryloamidowym w 
obecności SDS, fosducyna migruje jak białko o masie cząsteczkowej 33 kDa. Trudno 
jednoznacznie wyjaśnić zaistniałą rozbieżność. Przypuszcza się, że przyczyną tego 
może być wysoki stopień kwasowości tego białka spowodowany obecnością reszt kwasu 
glutaminowego i asparaginowego (punkt izoelektryczny wynosi 4,5) [35,37]. Wysoka 
zawartość aminokwasów mających w swojej cząsteczce grupy siarczkowe (5 cystein i 
9 metionin) może również wpływać na szybkość migracji białka w żelu [75].

Ponieważ białka G stanowią w komórce kluczowe ogniwo w procesie przekazywania 
sygnału w wyniku aktywacji odpowiedniego receptora z nimi związanego (np. rodopsyny 
w przypadku układu wzrokowego kręgowców) [12,25,59], badania nad iunkcjąbiałek 
z rodziny fosducyn skupiają się głównie na regulacji aktywności białek G w tych 
procesach. Jedną z możliwości kontroli mechanizmu przekazywania sygnału w komórce 
przez fosducyny jest współzawodnictwo między fosducyną a a-podjednostką (Ga) 
białka G w wiązaniu z jego podjednostkami fiy Fosducyna może również hamować 
aktywność GTP-azowąpodjednostki Ga [8,15,34,41].

W komórkach fotoreceptorowych fosducyna ulega silnej ekspresji [36, 37, 39] i 
tylko jej zdefosforylowana forma ma zdolność do tworzenia kompleksu z 
podjednostkami G(3y [22,23,78]. Dlatego też szczególną uwagę skupiono na poznaniu 
roli fosducyny w procesie przekazywania sygnału świetlnego w komórkach 
fotoreceptorowych kręgowców. Należy zaznaczyć, że fosducyna występuje w 
cytoplazmie komórek fotoreceptorowych adaptowanych do ciemności w formie 
ufosforylowanej i dopiero stymulacja bodźcem świetlnym powoduje jej szybką 
defosforylację [35]. W konsekwencji tych odkryć zasugerowano, że fosducyna w 
komórkach fotoreceptorowych odgrywa istotną rolę w procesach adaptacji tych komórek 
do światła i ciemności [76, 79]. Stało się to przyczyną przypisania jej w komórkach 
fotoreceptorowych głównej funkcji czynnika hamującego aktywność białek G, poprzez 
przeciwdziałanie w ponownym tworzeniu kompleksu podjednostek a(3y białek G. 
Obecnie lepiej poznano fizjologiczne aspekty działania fosducyny, a wyniki ostatnich
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badań sugerują, że występujące w cząsteczce fosducyny mutacje mogą być 
odpowiedzialne za dziedziczną retinopatię [4, 26] i autoimmunologiczną chorobę 
naczyniówki oka [2, 63].

2.1. Kompleks fosducyna z /3y-podjednostką białka G

Charakter oddziaływań fosducyny z podjednostkami G(3y był badany przy użyciu 
promieniowania X [22]. Uporządkowanie krystalograficzne struktury badanego białka 
wskazuje na obecność dwóch głównych domen (ryc. 1). Pierwsza, to polarny N-koniec 
(pierwsze 105 aminokwasów) z dwoma helisami, tworzący powierzchnię oddziaływania 
z podjednostką/Jy białka G [22,27, 70, 77]. Pierwsze 63 aminokwasy wchodzące w 
skład helisy 1 tworzą rdzeń N-końca, a w pozycji 29 występuje ważny funkcjonalnie 
aminokwas, tryptofan (Try-29), istotny w interakcji fosducyny z podjednostką Ga 
[77]. Helisa 1 otoczona jest ze wszystkich stron przez pozostałe domeny N-końca. N- 
koniec fosducyny wykazuje duży stopień ruchliwości szczególnie w rejonie, który nie 
jest odpowiedzialny za kontakt z podjednostkami G/3y. Trzydziestoaminokwasowy 
segment od Asp-37 do Arg-66 charakteryzuje się niskim stopniem uporządkowania i 
prawdopodobnie ze względu na swoją wewnętrzną ruchliwość odznacza się słabą 
gęstością elektronową. Region ten przypuszczalnie leży blisko miejsca fosforylacji 
fosducyny (Ser-73). Postulowano, że N-koniec fosducyny może zawierać fragment 
domeny homologicznej do plekstryny (domenę PH), odpowiedzialnej za wiązanie z 
fosfolipidami błony [27]. Jednak analiza struktury krystalicznej fosducyny nie wykazała 
obecności struktur podobnych do domeny PH [42]. Loew i współautorzy [44] sugerują, 
że wiązanie fosducyny do podjednostek G powoduje zmiany konformacyjne, w 
konsekwencji których następuje przemieszczenie kompleksu G/3y z błony do 
cytoplazmy. Translokacja kompleksu G/Jydo cytoplazmy mogłaby być odpowiedzialna 
za hamowanie przekazywania sygnału wewnątrzkomórkowego. Wydaje się, że 
dysocjacja i asocjacja podjednostek G(3y z udziałem fosducyny jest głównym 
mechanizmem regulującym aktywność białek G [38].

Druga domena zlokalizowana na C-końcu fosducyny, jest strukturalnie podobna do 
tioredoksyny [22]. Domena ta łączy się tylko z zewnętrznym pasmem podjednostki 
G/3 (ryc. 1). Powinowactwo C-końca fosducyny do podjednostki (3 białka G jest 
dwukrotnie niższe niż stwierdzono to w przypadku N-końca [27,70,77]. Obie domeny, 
które w fosducynie rozdzielone są przestrzenie, prawdopodobnie również pełnią 
odmienne funkcje w komórce. N-końcowa domena odpowiedzialna jest za 
współzawodnictwo z podjednostką Ga w wiązaniu podjednostek G/3y natomiast C- 
końcowa domena, tioredoksynowa, miałaby odpowiadać za translokację podjednostek 
G(3y z błony do cytoplazmy. Badanie wiązania dwóch domen fosducyny z G(3y, jako 
niezależnych struktur, okazało się bardzo użyteczne w poznaniu różnych aspektów 
oddziaływania podjednostek (3y białka G z efektorami i podjednostką Ga. Doświadczenia 
przeprowadzone przez Hawesa [27] oraz Xu [77] potwierdziły wcześniejsze 
przypuszczenia, co do funkcji N-końcowej domeny fosducyny. Badacze ci wykazali, 
że N-koniec fosducyny po przyłączeniu podjednostek G(3y tak jak zakładano wcześniej, 
może hamować ich funkcje. Oddziaływanie to jest jednak niewystarczające do
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miejsca wiązania Gfiy

N-terminal loop 
17,18,19, 20

Helix 3

Helix 1 
22^3,25,26, 
28,29, 32

Beta strand 5 
196,197,198, 200

C-terminal loop 
23, 224,225,229, 230

domena
N-końcowa

200
-223

RYCINA 1. Struktura cząsteczki fosducyny z zaznaczonymi miejscami wiązania G/3y oraz zaznaczonymi 
domenami na N-końcu i tioredoksynową domeną na C-końcu (wg Gaudct i współaut. [23], zmieniony)

domena tioredoksynową

odłączenia Gfiy od błony [69]. Natomiast pozbawienie fosducyny domeny N-końcowej 
nie przeszkadza w interakcji C-końca tego białka z G/3y [64], ale połączenie to także 
nie jest w stanie spowodować translokacji podjednostek Gfiy do cytoplazmy. 
Prawdopodobnie w tym przypadku, przy braku N-końca białka, powierzchnia 
oddziaływania tych dwóch białek jest jednak zbyt mała, aby wytworzyć stabilne 
oddziaływania między nimi [69].

Podjednostki G/3y zakotwiczone są do błony komórkowej za pośrednictwem 
hydrofobowej reszty famezylowej przyłączonej do podjednostki y białka G [50]. Wiązania 
hydrofobowe są dodatkowo wzmocnione oddziaływaniami elektrostatycznymi. Przyłączenie 
fosducyny powoduje osłabienie wiązań elektrostatycznych pomiędzy błoną a Gfy o jeden 
rząd wielkości. Równocześnie następują nieznaczne zmiany konformacyjne podjednostki 
Gfi, które mogą prowadzić do osłabienia wiązania Gftyz błoną i do dysocjacji kompleksu 
fosducyna-G/3ydo cytoplazmy [44,50]. Warto natomiast wspomnieć, że nierównomierny 
rozkład kwaśnych aminokwasów w cząsteczce fosducyny może wiązać się z odmiennymi 
charakterystykami wiązania tego białka do podjednostek Gfiy. Ponadto należy 
zaznaczyć, że fosducyna wiąże się z podobnym powinowactwem do różnych kombinacji 
kompleksu podjednostki G/3 z podjednostką G/3 [22,23,52]. Nie stwierdzono natomiast 
kontaktu fosducyny z podjednostką Gy w kompleksie Gfiy.
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2.2. Fosforylacja fosducyny

Aktywność fosducyny, może być regulowana przez zmianę poziomu jej fosforylacji. 
Fosducyna ma wiele potencjalnych miejsc fosforylacji, włączając w to Ser-73, która 
jest fosforylowana przez białkową kinazę A (PKA) [1,13,38]. Fosforylacja fosducyny 
prowadzi do dysocjacji kompleksu fosducyna-G/3y. Przyczyną tego procesu mogłyby 
być zmiany konformacyjne w cząsteczce fosducyny spowodowane zmianą stopnia 
ufosforylowania, a bliskie sąsiedztwo reszt aminokwasowych mających ładunek dodatni 
(Lys-23, Arg-30 i Lys-71) mogłoby wspomagać te zmiany. Również zwiększenie 
powinowactwa wiązania kompleksu do błony komórkowej po fosforylacji fosducyny 
mogłoby powodować rozdzielenie białek. Lee i współaut. [36,38] wykluczyli obie te 
możliwości sugerując, że fosforylacja fosducyny moduluje wewnętrzną, jeszcze nie 
znaną aktywność kompleksu fosducyna-GjSy, co w konsekwencji prowadzi do dysocjacji 
białek [38]. Defosforylacja fosducyny jest katalizowana przez serynowo-treoninową 
fosfatazę typu 2A (PP2A) [40, 56].

Willardson ze współpracownikami [76] zaproponował możliwy cykl fosforylacji i 
defosforylacji fosducyny w komórkach fotoreceptorowych siatkówki, uwzględniający 
rolę PKA. Stymulacja receptora przez światło w komórkach fotoreceptorowych 
prowadzi do aktywacji białka G (transducyny) i oddysocjowanie a-podjednostki od 
kompleksu Ga/3y. W stanie aktywnym Ga aktywuje fosfodiesterazę, enzym 
hydrolizujący cGMP do GMP, w wyniku czego następuje spadek poziomu tego 
nukleotydu w komórce. Konsekwencją tego procesu jest zamknięcie kanałów jonowych 
aktywowanych przez cGMP. Stanowi to bezpośrednią przyczynę zahamowania wpływu 
jonówNa+ i Ca2+do wnętrza komórki fotoreceptorowej. Przy stale działającym systemie 
ATPaz i wymienników jonowych regulujących wypływ jonów na zewnątrz komórki, 
prowadzi to do redukcji stężenia stężenia Ca2+ z 300-500 nM w ciemności do 30-50 
nM po stymulacji światłem [25,59]. Jednym z efektów spadku stężenia Ca2+jest redukcja 
aktywności cyklazy adenylanowej i zmniejszenie poziomu cAMP w komórce. W 
konsekwencji następuje inaktywacja PKA i obniżenie poziomu fosforylacji fosducyny. 
W stanie zdefosforylowanym fosducyna wiąże się z /3-podjednostką kompleksu G/3y 
uwolnionego po dysocjacji Ga. Obniżenie poziomu wapnia powoduje wzrost stężenia 
cAMP i cGMP do poziomu spoczynkowego, co z kolei przywraca aktywność PKA i 
następuje ponowne ufosforylowanie fosducyny. W tej formie fosducyna traci 
powinowactwo do podjednostek Gfiy i oddysocjowuje od kompleksu Gfty [76].

W sprzeczności z proponowaną przez Willardsona [76] rolą cAMP w fosforylacji 
fosducyny i jej funkcją w mechanizmie kontrolującym przebieg przekazywania sygnału 
świetlnego w komórkach fotoreceptorowych pozostają rezultaty doświadczeń 
elektro fizjologicznych. Wynika z nich, że cAMP nie ma wpływu ani na odpowiedź 
elektryczną komórek fotoreceptorowych na światło, ani na proces adaptacji. Tym samym 
udział fosducyny w tych zjawiskach według autorów wydaje się mało prawdopodobny 
[30]. Dlatego ostatnie doniesienia na temat udziału białkowej kinazy II zależnej od 
Ca2+ i kalmoduliny (CaMK II) w regulacji poziomu fosforylacji fosducyny i roli tego 
procesu w funkcjonowaniu komórek fotoreceptorowych wydają się szczególnie ważne
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[74]. CaMK II jest bardziej efektywna w swym działaniu, gdyż powoduje aż dwa 
rzędy wielkości silniejsze hamowanie wiązania fosducyny do kompleksu G(3y. Kinaza 
ta fosforyluje fosducynę podobnie jak PKA na Ser-73, lecz oprócz tego fosforylacji 
ulegają także Ser-6, Ser-36, Ser-54 oraz Ser-106. Szczególnie ważne wydaje się 
fosforylacja na Ser-73 i Ser-54, gdyż otaczające sekwencje aminokwasów spełniają 
warunek wiązania białka 14-3-3 wiążącego się do ufosforylowanych reszt serynowych 
(Ser-54 i Ser-73). Białko 14-3-3 zlokalizowano w pręcikach siatkówki oka [61], należy 
ono do rodziny białek, które wiążąsię do ufosforylowanej reszty seryny, występującej w 
specyficznej sekwencji aminokwasowej RSASAYP lub RY(Y/F)AB*AP [31,43,51,78]. 
W komórkach fotoreceptorowych pełni ono rolę czynnika wiążącego fosducynę w formie 
ufosforylowanej po oddysocjowaniu od kompleksu Gfiy Natomiast obniżenie stężenia 
Ca2+ w komórce po stymulacji światłem, spadek aktywności CaMK II i defosforylacja 
fosducyny, hamowałoby wiązanie białka 14-3-3. W ten sposób jony wapnia mogłyby 
pełnić rolę czynnika kontrolującego poziom fosforylacji Ser-54 i Ser-73 in vivo [74].

W badaniach in vitro stwierdzono, że cząsteczka fosducyny może być również 
fosforylowana przez specyficzną kinazę receptorową typu 2, związaną z białkami G 
(ang. G-protein-coupled receptor kinase 2, GRK2) [62]. Miejsce wiązania fosducyny 
przez GRK2 jest różne i niezależne od miejsca fosforylacji przez PKA i CaMK II i 
znajduje się na C-końcu. Analiza fosforylacji przeprowadzona z wykorzystaniem 
zmutowanej fosducyny wskazuje, że miejsce fosforylacji występuje między 204 a 245 
aminokwasem, w przypadku fosducyny i 195 a 218 aminokwasem, w przypadku białek 
podobnych do fosducyny. Podobnie jak miało to miejsce w przypadku fosforylacji 
przez PKA, ufosforylowanie białek z rodziny fosducyn przez GRK2 powoduje 
zmniejszenie powinowactwa do kompleksu Gffy.

Nowych danych na rolę fosducyny w regulacji szlaków sygnalizacyjnych dostarczają 
badania grupy Boekhoffa i współpracowników [9], którzy wykazali, że fosducyna 
może uczestniczyć w przekazywaniu sygnału zapachowego w komórkach węchowych, 
jako regulator nie tylko aktywności białek G, ale także aktywności kinazy GRK3. 
Doświadczenia te potwierdziły wcześniejsze doniesienia, że fosducyna może regulować 
kinetykę przekazywania sygnału z udziałem wtórnych przekaźników w rzęskach 
komórek węchowych przez regulowanie translokacji kinazy receptorowej typu 3 
(GRK3). Wynika to z obserwacji, że wprowadzenie do komórek egzogennej fosducyny 
hamuje translokacje GRK3 do błony komórkowej. Ponadto stwierdzono, że mutacja 
punktowa w genie kodującym fosducynę, uniemożliwiająca fosforylację (wymiana Ser- 
73 na Ala), jest bardziej efektywna w hamowaniu szybkiego „wygaszenia” sygnału 
węchowego niż forma natywna. Odwrotną sytuację obserwowano w rzęskach komórek 
węchowych, którym podawano zmutowaną fosducynę z wymienioną Ser-73 na Asp. 
Ujemny ładunek niesiony przez Asp-73 nadaje fosducynie stan „pseudoufosforylowania” 
ze wszystkimi jego konsekwencjami. Obserwuje się w tym przypadku szybsze niż w 
przy formie natywnej blokowanie odpowiedzi na sygnał zapachowy oraz translokację 
GRK3 do błony, w wyniku czego następuje fosforylacja receptora [9,27,77]. Wiadomo 
również, że współzawodnictwo fosducyny i GRK3 do wspólnego miejsca wiązania do 
kompleksu G/Syjest antagonizowane w wyniku fosforylacji fosducyny przez PKA
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[28]. Na podstawie tych danych został zaproponowany hipotetyczny model 
funkcjonowania fosducyny w komórkach węchowych [9]. W modelu tym fosducyna 
występuje jako regulator translokacji GRK3 między cytoplazmą a błoną komórkową. 
Proces ten, podobnie jak w przypadku komórek fotoreceptorowych, zależny jest od 
stanu ufosforylowania tego białka. W formie zdefosforylowanej, fosducyna silnie wiąże 
się z podjednostką G/3y, co uniemożliwia zakotwiczenie GRK3 do wspólnego miejsca 
wiązania na tej podjednostce. Stymulacja receptora przez sygnał zapachowy powoduje 
wzrost stężenia cAMP w komórce i zwiększenie aktywności PKA, co prowadzi do 
fosforylacji fosducyny. Efektem tej fosforylacji jest zmniejszenie powinowactwa 
fosducyny do kompleksu G(3y, a tym samym miejsce wiązania w podjednostce G/3y 
ulega odblokowaniu. Nie ma więc w tej sytuacji przeszkody w przyłączeniu GRK3 do 
Gfiy i translokacji całego kompleksu do błony komórkowej [9]. W konsekwencji 
następuje fosforylacja receptora przez GRK3 i receptor w swojej ufosforylowanej 
formie staje się nieaktywny [18, 58].

2.3. Fosducyna-inhibitor ubikwitynacji G/3y

Nowa rola fosducyny, jako czynnika hamującego ubikwitynację, wiąże się z ochroną 
białek G przed degradacją w proteasomach. Ostatnio wykazano, że większość fosducyny 
w komórkach fotoreceptorowych, oszacowana na około 350 pM [35, 73], występuje 
nie w zewnętrznym segmencie pręcika, gdzie głównie przebiega proces przetwarzania 
sygnału świetlnego, lecz w wewnętrznej części komórki, gdzie mają miejsce funkcje 
metaboliczne [53, 68, 73]. Dane te sugerują, że rola fosducyny w komórkach 
fotoreceptorowych nie ogranicza się tylko funkcji czynnika wiążącego Gf3y w celu 
hamowania szlaku przekazywania sygnału świetlnego. Pewne wskazówki nasuwają 
wyniki doświadczeń, w których stwierdzono, że 90% podjednostek Gfiy po stymulacji 
światłem ulega translokacji z zewnętrznego segmentu komórki fotoreceptorowej do jej 
segmentu wewnętrznego [68]. Z uwagi na fakt, że w segmencie wewnętrznym występuje 
także wysokie stężenie fosducyny i proteasomu 26S [54, 80], sprawdzono, czy 
translokacja G/3y do wewnętrznego segmentu pręcika nie ma na celu degradacji tego 
kompleksu w drodze ubikwitynacji przez proteasom. Z doświadczeń przeprowadzonych 
przez Obina i jego współpracowników [55] wynika, że kompleks Gfiy jest substratem 
dla proteasomu w komórkach fotoreceptorowych. Miejsca ubikwitynacji konieczne, 
aby mogła zajść degradacja białka w proteasomie [57], znajdują się w y-podjednostce 
białka G, natomiast ujemnym regulatorem tego procesu jest fosducyna. Na podstawie 
tych danych zaproponowano następujący mechanizm działania fosducyny. Przy 
długotrwałym naświetlaniu kompleks G(3y ulega translokacji do wewnętrznego 
segmentu, gdzie wiąże się z fosducyną. Przyłączenie fosducyny do podjednostki G/3 
zabezpiecza cały kompleks Gfiy przed ubikwitynacją i degradacją w proteasomie 
[55]. Utworzenie kompleksu fosducyna-G/ly zapobiega równocześnie przyłączeniu 
cz-podjednostki do G(3yi reasocjację białka G. Ponieważ miejsca ubikwitynacji białka 
G znajdują się na podjednostce G(3y, w ten sposób fosducyna może pośrednio chronić 
tz-podjednostkę i w konsekwencji całą cząsteczkę białka G przed degradacją. W
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ciemności, po fosforylacji fosducyny i zmniejszeniu jej powinowactwa do podjednostek 
G(3y następuje powrót kompleksu białka G do zewnętrznego segmentu pręcika i 
połączenie z Ga, gdzie przy braku proteasomów zapewniona jest stabilność białka 
Gafy [55].

3. IZOFORMY FOSDUCYNY

3.1. Białka podobne do fosducyny

Białka podobne do fosducyny sklonowano jako produkt genu odpowiadającego na 
stymulację etanolem komórek neuroblastoma [49]. Mają one wysoką homologię 
sekwencji aminokwasowej do fosducyny oraz, podobnie jak fosducyna, wiążą się z 
wysokim powinowactwem do podjednostek G, zarówno in vitro [64] oraz in vivo [71]. 
Matrycowy RNA, który koduje białka podobne do fosducyny, występuje w dwóch 
wariantach, konsekwencją czego jest translacja białek różniących się między sobą 
obecnością lub brakiem 83-aminokwasowego odcinka na N-końcu (ryc. 2). Białka 
podobne do fosducyny mogą zatem występować w formie krótkiej (ang. short 
phosducin-like protein, PhdLPf oraz długiej (ang. long phosducin-like protein, 
PhdLP f [49, 72]. Badania porównawcze wykazały znaczne zróżnicowanie w 
dystrybucji tych białek w tkankach. W wielu organach PhdLPL ulega ekspresji na 
wysokim poziomie, podczas gdy PhdLPs, jeśli w ogóle jest obecne, to występuje w 
ilościach śladowych [65,72]. Białka te różnią się między sobą przede wszystkim stopniem 
powinowactwa do podjednostek fiy białka G. Forma długa białka podobnego do fosducyny 
wykazuje 15-krotnie większe powinowactwo niż forma krótka [65]. Prawdopodobnie 
bezpośrednią przyczyną tego zjawiska jest brak jednej domeny wiążącej Gfy, 
zlokalizowanej na N-końcu (ryc. 2). Dlatego do niedawna uważano, że PhdLPs pełni 
niewielką rolę w regulacji aktywności białek G. Ostatnie doniesienia zaprzeczają jednak 
przypisywaniu PhdLPs podrzędnej roli w regulacji aktywności tych białek. Po raz pierwszy, 
PhdLPs zostało wyizolowane i oczyszczone z komórek chromochłonnych, gdzie pełni 
rolę inhibitora stymulowanej przez nikotynę egzocytozy katecholamin z udziałem czynnika 
6, rybozylowanego przez Gfiy [22]. Humrich i współpracownicy [29] wykazali, że krótka 
forma PhdLP wprowadzona do w komórek HEK 293 hamuje indukowaną przez Gfiy 
syntezę fosforanu inozytolu. Brak 83-aminokwasowego odcinka na N-końcu nie 
przeszkadza, podobnie jak ma to miejsce w przypadku fosducyny z drożdży, w wiązaniu 
się PhdLPs z podjednostkąG/3yi regulowaniu jej aktywności [29].

3.2. Fosforylacja białek podobnych do fosducyny

Funkcje fosducyny, są regulowane przez fosforylację z udziałem białkowych kinaz 
serynowo-treoninowych, PKA, CaMKII oraz GRK. Fosforylacja fosducyny wiąże 
się ze zmniejszeniem jej powinowactwa do Gfiy i oddysocjowaniem fosducyny od 
tego kompleksu. W wyniku tego procesu fosducyna traci zdolność regulacji aktywności
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PHLOP2
□ niezbadany region 

■ a "helisa

Q domena C końcowa (ar.g. carboxyl terminal domain, CRX )

S3 unikalna domena PhEPL

0 unikalna domena PhLOl’2

— region wiążący kompleks G/?y 
Ser 73

miejsce fosforylacji reszty serynowej

RYCINA 2. Model budowy białek z rodziny fosducyny: A - fosducyna: N-koniec fosducyny 
zawiera 3 a-helisy z regionami wiązania kompleksu GjSy. C-koniec w swej domenie tioredoksynowej 
zawiera 5 struktur ¡3 oraz trzy brzegowe a-helisy (niezaznaczone na rysunku) z regionem wiążącym 
kompleks Gfy. B - białka podobne do fosducyny, PhLP^ - forma długa, PhLPg - forma krótka. 
PhLPL ma pięć homologicznych do fosducyny regionów wiążących kompleks G(3y oraz unikalną dla 
siebie domenę N-końcową. PhLP§ ma cztery homologiczne regiony wiązania G(3y. W białku tym nie 
występuje N-końcowa a-helisa fosducyny. C- sieroce białka podobne do fosducypy PhLOPl- typ 
pierwszy, PhOP2 - typ drugi

białka G [7,38,62,74,79]. W przypadku białek podobnych do fosducyny sugerowano 
analogiczny sposób kontroli ich funkcji, jednak nie udało się tego jednak potwierdzić 
[62, 72]. Dopiero grupa Humricha [29] wykazała, że w komórkach HEK 293, do 
których wprowadzano gen kodujący PhdLPL, białko to ulega specyficznej fosforylacji 
z udziałem białkowej kinazy kazeinowej typu 2 (CK2). W komórkach tych obecne są 
obie izoformy fosducyny, PhdLPL i PhdLPs i jedynie forma PhLdPL ulega fosforylacji 
na N-końcu (Ser-18/Thr-19/Ser-20), gdyż forma krótka, PhdLPs, pozbawiona jest 
tego fragmentu. W wyniku fosforylacji następuje redukcja wiązania PhdLPL do G/3y
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ze wszystkimi tego funkcjonalnymi konsekwencjami, analogicznie jak w przypadku 
fosducyny. Mutacja, w wyniku której następuje wymiana aminokwasów (Ser-18/Thr- 
19/Ser-20 na Ala), uniemożliwia fosforylację i powoduje przyłączenie zmutowanej 
formy PhdLPL do G/3yz takim samym powinowactwem jak w przypadku PhdLP§. 
Ponadto, forma ufosforylowana PhdLPLma częściowo ujemny efekt na hamujące 
działanie PhdLPs przy regulacji syntezy fosforanu inozytolu przez G/3/[28].

3.3. Sieroce białka podobne do fosducyny

Kolejną grupę białek zaliczanych do rodziny fosducyn, a mianowicie sieroce białka 
podobne do fosducyny PhdLOPl i PhdLOP2 (ang. phosducin-like orphan proteins) 
zidentyfikowano podczas przeszukiwania biblioteki cDNA z siatkówki oka człowieka 
[14]. W porównaniu z fosducyną PhdLOPl charakteryzuje się brakiem 52 reszt 
aminokwasowych na N-końcu, natomiast C-koniec pozostaje niezmieniony. Skrócenie 
białka na N-końcu w konsekwencji pozbawia PhdLOP 1 domeny wiążącej G/3y. Druga 
grupa białek, PhdLOP 2, ma znacznie mniejsząhomologię sekwencji aminokwasowej 
do fosducyny (ryc. 2) [14]. Dodatkowo na C-końcu PhdLOPl, podobnie jak w 
fosducynie i PhdLP, zlokalizowano 60-aminokwasowy polipeptyd, odpowiedzialny za 
wiązanie się z czynnikiem transkrypcyjnym CRX (ryc. 2) [81]. Ten specyficzny dla 
komórek fotoreceptorowych czynnik transkrypcyjny wiąże się do miejsca 
konsensusowego (TAATCC/A) w regionie promotorowym genów kodujących takie 
białka, jak: opsyna, fosfodiesteraza i arrestyna. Czynnik ten również reguluje 
różnicowanie i przeżywalność komórek fotoreceptorowych [11, 19, 20]. Obecność 
domeny wiążącej CRX na C końcu fosducyny i jej homologów może sugerować, że 
białka te w komórkach fotoreceptorowych mogą pełnić rolę czynników regulujących 
proces transkrypcji.

4. FOSDUCYNA I JEJ IZOFORMY - REGULATORY PROCESU 
TRANSKRYPCJI

Pierwsze przesłanki, że fosducyna i jej izoformy mogą regulować proces transkrypcji 
pojawiły się w 1998 r., kiedy w dwóch niezależnych pracowniach stwierdzono, że Phd 
i PhdLOPl mogą łączyć się z p45/SUGl, który stanowi podjednostkę wchodzącą w 
skład kompleksu proteasomu 26S i ponadto może on pośredniczyć w procesie 
transkrypcji [6, 80]. Stwierdzono wówczas, że wiązanie z p45/SUGl ma miejsce na 
C-końcu PhdLOPl. Dopiero wyniki doświadczeń przeprowadzonych na komórkach 
COS-7 dostarczyły bezpośrednich dowodów na to, że fosducyna i PhdLOPl mogą 
regulować proces transkrypcji [81, 82]. W komórkach tych, do których wprowadzano 
plazmid z wbudowanym genem fosducyny, zlokalizowano fosducynę w cytoplazmie 
komórki. Dodatkowo, wprowadzenie do komórek COS-7 czynnika trankrypcyjnego 
CRX powodowało częściowe przemieszczenie fosducyny do jądra komórkowego. 
Obserwacje te wykazały ponadto, że fosducyna i PhdLOPl bezpośrednio mogą
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RYCINA 3. Model interakcji fosducyny, z kompleksem SUG1 i CRX, opis w tekście (wg Zhu X., Craft 
C.M.[81,82], zmienione)

oddziaływać z CRX i każde z tych białek obniża aktywność CRX jako czynnika 
transkrypcyjnego. Na podstawie tych obserwacji Zhu i Craft [80] zaproponowali model 
potencjalnego oddziaływania fosducyny z p45/SUG 1 i CRX oraz jej udział, jako czynnika 
kontrolującego transkrypcję (ryc. 3). Fosducyna w formie ufosforylowanej (wolna) 
lub zdefosforylowanej, tworząca kompleks z G/3y, reaguje z p45/SUGl stając się 
substratem proteasomu 26S. W wyniku procesu degradacji uwalniane są C-końcowe 
fragmenty cząsteczki fosducyny mogące oddziaływać z CRX zarówno w cytoplazmie, 
jak i w jądrze komórkowym. Łącząc się z CRX w jądrze, zapobiegają przyłączeniu 
CRX do miejsca promotorowego i w ten sposób hamują transkrypcję genów [82]. 
Przypuszczalną rolę fosducyny, jako czynnika regulującego proces transkrypcji, 
wspomagają ostatnie badania, w których zlokalizowano, po raz pierwszy, fosducynę 
wjądrze komórek fotoreceptorowych [48]. Fosducyna w tej frakcji komórkowej ulegała 
fosforylacji przez kinazę zależną od cGMP (PKG).

Badania dotyczące udziału fosducyny jako czynnika kontrolującego proces 
transkrypcji przeprowadzone były na komórkach, do których wprowadzono gen 
kodujący fosducynę [80,81,82]. Natomiast wyniki otrzymane w doświadczeniach na 
preparacie z pręcików siatkówki, w których fosducyna ulega naturalnej ekspresji, 
pozostają w sprzeczności z danymi prezentowanymi przez Zhu i Craft [80, 81,82]. W
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adaptowanych do światła pręcikach siatkówki oka fosducyna nie tworzy stabilnego 
kompleksu z proteasomem 26S ani z nieproteasomalnym białkiem p45/SUGl, a jej 
rola po połączeniu z G/3y ogranicza się, jak sugerują autorzy, do ochrony tego kompleksu 
przed degradacją w proteasomie [55], co zostało omówione w podrozdziale 2.3.

PODSUMOWANIE

Identyfikacja fosducyny w komórkach fotoreceptorowych siatkówki, a następnie 
lokalizacja fosducyny w różnych tkankach wskazuje na istnienie rodziny białek, 
określanych mianem cytozołowych regulatorów aktywności białek G. Najnowsze 
badania potwierdzają wcześniejsze przypuszczenia, że białka z tej rodziny poprzez 
zdolność specyficznego wiązania się z podjednostką heterotrimerycznych białek G, 
w bardzo szerokim zakresie regulują wewnątrzkomórkowe szlaki przekazywania 
sygnału z udziałem białek G. Fosducyna i jej izoformy mogą również chronić białka G 
przed destrukcją w proteasomach, a być może także sprawować kontrolę nad czynnikami 
transkrypcyjnymi.
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MECHANIZM DZIAŁANIA PROLAKTYNY 
W JAJNIKU DOJRZAŁYCH PŁCIOWO ŚWIŃ*

MECHANISM OF PROLACTIN ACTION 
IN OVARY OF SOWS

Renata CIERESZKO

Katedra Fizjologii Zwierząt, Uniwersytet Warmińsko-Mazurski w Olsztynie

Streszczenie'. Prolaktyna (PRL) jest jednym z ważnych czynników regulujących steroidogenezę w ko­
mórkach ciałka żółtego i pęcherzyka jajnikowego świni. Hormon ten stymuluje produkcję progestero­
nu przez komórki lutealne pochodzące z pierwszych trzech dni cyklu rujowego oraz komórki osłonki 
wewnętrznej izolowane z dużych pęcherzyków jajnikowych. Wpływa także na pęcherzykową produk­
cję estrogenów. Receptory PRL są obecne w komórkach ciałka żółtego i komórkach osłonki we­
wnętrznej jajnika świni. Wyniki dotychczasowych badań wskazują na istnienie więcej niż jednego 
szlaku przekazywania sygnału indukowanego przez prolaktynę. Wewnątrzkomórkowy mechanizrp 
działania PRL w komórkach steroidogennych jajnika świni obejmuje, między innymi, aktywację szla­
ku kinazy białkowej C (PKC) i szlaku niereceptorowych kinaz tyrozynowych (NRPTK). W transduk- 
cję sygnału prolaktynowego w komórkach jajnika świni zaangażowane są również fosfatazy białkowe.

Słowa kluczowe', prolaktyna, Świnia, ciałko żółte, pęcherzyk jajnikowy, steroidogeneza, kinaza białkowa 
C, kinazy tyrozynowe, fosfatazy, transdukcja sygnału.

Summary: Prolactin (PRL) is one of the factors involved in controlling luteal and follicular steroidogene­
sis in sows. PRL stimulates progesterone production by luteal cells during the early luteal phase of the 
estrous cycle and by theca cells from large follicles. PRL affects also follicular production of estrogens. 
Prolactin receptors are present in both luteal and theca cells of porcine ovaries. Available data suggest that 
prolactin signaling in ovarian steroidogenic cells in pigs involves more than one intracellular pathway. 
Transduction of PRL signal in porcine luteal and theca cells includes protein kinase C and nonreceptor 
tyrosine kinases pathways. It appears that protein phosphatases are also involved in PRL signaling in 
steroidogenic cells of porcine ovaries.

Key words: prolactin, sow, corpus luteum, follicle, steroidogenesis, protein kinase C, tyrosine kinases, 
phosphatases, signal transduction.

*Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych, projekty badawcze nr 5P06D 048 14 i 
02060.205.
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WSTĘP

Prolaktyna (PRL) jest hormonem białkowym zbudowanym u świni ze 198 
aminokwasów (masa cząsteczkowa: 22 400 Da). Głównym miejscem wytwarzania 
PRL są kwasochłonne komórki laktotropowe przedniego płata przysadki. Prolaktyna 
może też być wytwarzana poza przysadką [4]. Receptory prolaktynowe (PRL-R) 
wykryto w wielu tkankach samic i samców, w tym także tkankach układu rozrodczego [7].

Prolaktyna jest hormonem o działaniu ogólnoustrojowym, uczestniczącym w 
regulacji licznych i zróżnicowanych procesów fizjologicznych u kręgowców. 
Najwcześniej i najlepiej poznaną funkcją PRL jest stymulacja rozwoju gruczołu 
mlekowego oraz zapoczątkowanie i podtrzymanie laktacji u ssaków. W jajniku ssaków, 
PRL m.in. wpływa na aktywność steroidogenicznąkomórek pęcherzyka jajnikowego 
i ciałka żółtego. U mięsożernych jest uważana za główny składnik kompleksu 
luteotropowego [7, 12, 25, 58].

W cyklu ruj owym świni można wyróżnić dwa okresy charakteryzujące się 
podwyższoną koncentracją PRL w osoczu krwi:
1) okres okołoowulacyjny i wczesna faza lutealna: 0-1 dzień cyklu;
2) wczesna faza pęcherzykowa: 16-17 dzień cyklu [26].

Wysokie poziomy PRL w okresie okołoowulacyjnym mogą być związane z udziałem 
tego hormonu w procesie luteinizacji oraz jego rolą luteotropową. Wskazują także na 
związek PRL z behawioralnymi objawami rui. Ponadto stwierdzono, że krycie loch w 
okresie rui indukuje wyrzut prolaktyny [54]. Fizjologiczna rola podwyższonych 
poziomów PRL w okresie fazy pęcherzykowej cyklu ruj owego świni nie została do tej 
pory wyjaśniona.

WPŁYW PRL NA STEROIDOGENEZĘ KOMÓREK 
LUTEALNYCH

Faza lutealna

Luteinizacja jest procesem powstawania ciałka żółtego zapoczątkowanym przez 
przedowulacyjny wyrzut hormonu luteinizującego (LH). W czasie luteinizacji komórki 
ściany pęcherzyka jajnikowego, tj. komórki ziarniste i osłonki wewnętrznej 
przekształcają się w komórki lutealne wchodzące w skład ciałka żółtego. Proces ten 
zachodzi w pierwszych dniach fazy lutealnej cyklu rujowego, a jego regulacja jest 
kompleksowa. Jednym z czynników kontrolujących powstanie i funkcjonowanie 
wczesnego ciałka żółtego u świni jest PRL. Luteotropowe działanie prolaktyny 
stwierdzono we wczesnej fazie lutealnej cyklu rujowego [13,16,38,72] oraz w drugiej 
połowie ciąży [43,62,75]. Prolaktyna stymulowała produkcję progesteronu (P ) przez 
komórki lutealne izolowane z ciałek żółtych pochodzących z pierwszych trzech dni 
cyklu rujowego świni [16, 17, 38]. Stymulacja produkcji P4 przez PRL miała miejsce
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przede wszystkim w dużych komórkach lutealnych [39]. Ujawnienie się luteotropowego 
wpływu PRL w warunkach in vitro wymaga dodania do medium substratu dla produkcji 
hormonów steroidowych, np. lipoprotein o niskiej gęstości (LDL) [16] lub surowicy 
cielęcej [38]. Dodanie LDL do inkubowanych komórek wczesnolutealnych powoduje 
wzrost sekrecji P4, a wpływ ten jest potęgowany przez PRL (ryc. 1) [16]. Badania 
Rajkumar i współpracowników [62] wykazały, że PRL zwiększa wykorzystanie 
lipoprotein przez komórki lutealne ciężarnych loch oraz stymuluje wiązanie i degradację 
LDL w luteinizujących komórkach ziarnistych świni [64]. Wyniki te wskazują, że w 
okresie wczesnej fazy lutealnej i ciąży PRL wchodzi w skład kompleksu luteotropowego 
u świń, zwiększając prawdopodobnie dostępność substratu niezbędnego do syntezy P4.

Luteotropowy wpływ PRL u świń potwierdzono również w doświadczeniach m 
vivo. Dożylne podawanie PRL w okresie fazy wczesnolutealnej podwyższało poziomy 
P4 w osoczu krwi loch. Wzrost osoczowej koncentracji P4 obserwowany był tylko 
wtedy, kiedy iniekcję PRL rozpoczynano 24-48 godzin po przedowulacyjnym piku LH 
[13]. Wykazano też, że PRL podawana in vivo w okresie poowulacyjnym stymulowała 
podwyższoną produkcję P4 przez ciałka żółte w warunkach in vitro [19].

Stymulujący wpływ PRL na lutealną produkcję P4 wydaje się być ograniczony 
tylko do pierwszych trzech dni cyklu rujowego świni. W komórkach lutealnych 
pochodzących z 5. i 13. [61], jak również 8. do 10. dnia [38] cyklu rujowego świni nie 
obserwowano luteotropowego działania PRL. Podobnie, badania in vivo wykazały, że 
iniekcje PRL rozpoczynane na przełomie trzeciej i czwartej doby od przedowulacyjnego 
piku LH nie podwyższały poziomów P4 w osoczu loch [ 13]. Nie stwierdzono również 
zmiany w poziomach P4 w osoczu świń, którym prolaktynę [29] lub inhibitor jej 
uwalniania [28] podawano w okresie późnej fazy lutealnej (13. lub 14. dzień cyklu).

Wrażliwość tkanki lutealnej na PRL jest prawdopodobnie warunkowana przez 
szereg czynników hormonalnych działających zarówno przed luteinizacją, jak i w jej 
trakcie. Wydaje się, że warunkiem luteotropowego wpływu PRL w okresie 
poowulacyjnym u świń może być wcześniejsze działanie na ciałko żółte hormonu 
luteinizującego lub estradiolu (E2). Koncepcję tę potwierdza potęgowanie przez PRL 
stymulującego wpływu LH na syntezę P4 w komórkach lutealnych ciężarnych loch 
[62], Ponadto, preinkubacja luteinizujących komórek ziarnistych świni z hCG 
powiększała stymulowaną przez prolaktynę produkcję P4 [10,64], a ich ekspozycja na 
E2 potęgowała wpływ PRL na wykorzystanie lipoprotein [63]. Stwierdzono również, 
że E2 stymulował powstawanie miejsc wiążących PRL w komórkach ziarnistych świni 
[44]. Z drugiej strony sama PRL może zmieniać reaktywność komórek lutealnych na 
inne składniki kompleksu luteotropowego u świni. Dożylne podanie PRL w okresie 
okołoowulacyjnym powodowało wzrost liczby receptorów LH w ciałkach żółtych [19]. 
Podobne wyniki uzyskano w doświadczeniach przeprowadzonych na szczurach 
(cytowane za [11]). Do potencjalnych czynników regulujących funkcjonowanie ciałek 
żółtych zaliczyć też można FSH [60] oraz działające lokalnie: oksytocynę, czynniki wzrostu 
i prostaglandyny. Jednak ich funkcja luteotropowa, a szczególnie kooperacja z prolaktyną 
nie jest wyjaśniona.
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RYCINA 1. Wpływ prolaktyny (PRL) i lipoprotein o niskiej gęstości (LDL) na produkcję progesteronu 
(P ) przez komórki lutealne uzyskane z jajników w 1-3 dniu cyklu rujowego świni (n=7). Komórki 
lutealne (50 000/ml) inkubowano (8 godzin, 37°C, Ml99) tylko w obecności medium (K) oraz z LDL 
(140 pg cholesterolu) i/lub PRL (200 ng). Różne oznaczenia literowe oznaczają statystycznie istotne 
różnice (p<0,05) między poszczególnymi grupami (reprodukowana za zgodą Towarzystwa Biologii 
Rozrodu z pracy Ciereszko i wsp. [18]: 63-83)

Stymulacyjny wpływ PRL na produkcję P4 przez komórki lutealne wykazany w 
badaniach in vitro [16,17, 38,39] oraz obecność receptorów PRL w tych komórkach 
[9, 70] sugerują bezpośredni wpływ tego hormonu na jajnik świni. Jednak istnieją 
także dane wskazujące na pośrednie działanie PRL przez podwzgórze i przysadkę. Tę 
ostatnią hipotezę potwierdzają wyniki badań in vitro, w których PRL stymuluje 
uwalnianie GnRH z eksplantów podwzgórzowych świni (ryc. 2). PRL indukuje także 
zmianę reaktywności komórek przysadki na GnRH powodując zwiększone wydzielanie

RYCINA 2 ( na sąsiedniej stronie). Wpływ PRL na uwalnianie GnRH przez eksplanty podwzgórzowe 
(wyniosłość pośrodkowa) świni. A - PRL i jony potasu (KRB-K+; kontrola pozytywna) stymulowały 
z/j vitro uwalnianie GnRH przez podwzgórze świni (n=7); B - PRL podawana in vivo (PRL) powodowała 
zwiększone in vitro uwalnianie GnRH w porównaniu ze zwierzętami otrzymującymi płyn fizjologiczny 
(NaCl; n=5); C - Dodanie PRL do inkubacji zawierających eksplanty podwzgórzowe świni potęgowało 
stymulujący wpływ PRL podanej in vivo na uwalnianie GnRH w porównaniu ze zwierzętami 
otrzymującymi płyn fizjologiczny (NaCl; n=6). Eksplanty preinkubowano przez 30 minut (95% O2 + 
5% CO2 37°C) w buforze Krebsa-Ringera (A i C - KRB I oraz B - KRB; podstawowa produkcja 
GnRH). Kolejne trzydziestominutowe inkubacje wykonywano najpierw w obecności PRL (KRB-PRL; 
200 ng), a potem jonów potasu (KRB-K+; 56 mM). Pomiędzy inkubacjami z PRL i jonami potasu 
przeprowadzano inkubacje z buforem (KRB II). Różne oznaczenia literowe oznaczają statystycznie 
istotne różnice (p<0,05) między poszczególnymi grupami (reprodukowana za zgodą Elsevier z pracy 
Ciereszko i wsp. [19]: 99—115)
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LH [19]. Dodanie hCG do medium inkubacyjnego zawierającego komórki lutealne 
świni pobudzało produkcję P4. [19]. Stymulujący wpływ PRL na lutealną produkcję 
P4 może więc być wypadkową jej bezpośredniego oddziaływania na komórki ciałka 
żółtego oraz aktywacji osi podwzgórze-przysadka-jajnik.

Luteoliza

Luteoliza jest procesem regresji ciałka żółtego. Kończy ona fazę lutealną cyklu 
rujowego, poprzedzając fazę pęcherzykową. W wyniku działania prostaglandyny F2., 
gwałtownie obniża się poziom P4 w osoczu krwi (luteoliza funkcjonalna). Następuje 
regresja naczyń krwionośnych i zanik tkanki endokrynnej ciałka żółtego oraz 
łącznotkankowy przerost gruczołu (luteoliza strukturalna). Wcześniejsze prace 
wykazały, że w okresie obniżania się poziomu P4 we krwi obwodowej obserwuje się 
równoległy wysoki poziom PRL. Mogło to sugerować, że prolaktyna u świń - podobnie 
jak jest to u szczurów - bierze udział w regresji ciałka żółtego (cytowane za [12]). 
Tymczasem bardziej szczegółowe doświadczenia, oparte na częstym pobieraniu krwi 
z żyły maciczno-jajnikowej, wykazały, że spadek P4 pojawia się wcześniej niż wysoki 
poziom PRL [30]. Oznacza to, że PRL nie może być odpowiedzialna za luteolizę 
funkcjonalną, nie wyklucza jednak udziału PRL w luteolizie strukturalnej. Ponadto, 
już w czasie obniżania się osoczowych poziomów P4 u świni zaobserwowano, że pulsy 
PRL i PGF2a występują synchronicznie [30]. Istota zależności między prolaktyną, 
prostaglandyną i luteoliząnie jest jednak wyjaśniona i wymaga dalszych badań.

W okresie okołoluteolitycznym u świń obserwuje się także obniżenie osoczowej 
koncentracji androgenów i estrogenów [14]. Przyczyną tego zjawiska może być nagłe 
zmniejszenie ilości substratu (P4) dla dalszych etapów steroidogenezy. Nie jest jednak 
wykluczone, że może mieć ono związek z podwyższonym poziomem PRL 
obserwowanym w tym okresie.

WPŁYW PRL NA STEROIDOGENEZĘ KOMÓREK 
PĘCHERZYKOWYCH

W doświadczeniach przeprowadzonych na steroidogennych komórkach pęcherzyka 
jajnikowego większości gatunków zwierząt obserwuje się stymulujący wpływ PRL na 
produkcję P4 oraz hamujący wpływ tego hormonu na aromatazę jajnikową i produkcję 
estrogenów (cytowane za [12, 17, 73]).

U świni, stymulujące działanie prolaktyny na produkcję P4 obserwowano w 
komórkach ziarnistych pochodzących ze średnich (4-6 mm) oraz dużych (>6 mm) 
pęcherzyków jajnikowych [17, 73]. Hamujący wpływ PRL na produkcję P4 został 
stwierdzony jedynie w komórkach ziarnistych izolowanych z małych (1-2 mm), 
niedojrzałych pęcherzyków jajnikowych [78]. Wydaje się, że reaktywność komórek 
ziarnistych na PRL zależy m.in. od estradiolu. Stwierdzono, że estradiol powodował 
zwiększenie liczby receptorów PRL [44]. Ponadto, wcześniejsza ekspozycja komórek
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ziarnistych na E2 potęgowała stymulujący wpływ PRL na sekrecję P4 [63,78]. Działanie 
podobne do estradiolu wykazywał także LH [ 10] i lipoproteiny osoczowe [63], Ostatnio 
stwierdzono, że bardzo niskie dawki PRL (12,5 ng/ml) zwiększały wiązanie FSH i 
produkcję P4 przez komórki ziarniste pochodzące z małych pęcherzyków jajnikowych 
świni [60].

Komórkami wrażliwymi na prolaktynę okazały się również komórki osłonki 
wewnętrznej pęcherzyka jajnikowego świni. Stymulujący wpływ PRL na produkcję P4 
przez te komórki wykazano w obecności surowicy cielęcej [42, 70, 71] oraz 
hydrokortyzonu, transferyny i insuliny [53]. Prolaktyna zwiększała także produkcję 
P4 w komórkach osłonki inkubowanych w medium niezawierającym żadnych dodatków 
([20]. Podobne działanie PRL opisano dla kokułtur komórek ziarnistych i osłonki 
wewnętrznej [73], Stwierdzono również, że PRL powoduje reorganizację tubuliny i 
aktyny wpływając na depolimeryzację mikrotubul i mikrofilamentów w komórkach 
osłonki wewnętrznej świni. Efektem takiego działania PRL jest zbliżenie się organelli 
komórkowych do siebie i wzmożenie steroidogenezy [40].

Wielokrotne iniekcje PRL do żyły szyjnej wewnętrznej loch [31] lub loszek [29] 
przeprowadzone w fazie pęcherzykowej cyklu rujowego nie spowodowały zmian w 
osoczowych poziomach P4. Przyczyny rozbieżności między wynikami badań in vitro i 
z>2 vivo nie są jasne. Możliwe, że działanie PRL na produkcję P4 przez komórki 
pęcherzyka jajnikowego świni w omawianym okresie cyklu ma znaczenie lokalne i nie 
jest widoczne w krążeniu ogólnym.

Wyniki badań dotyczących wpływu PRL na pęcherzykową sekrecję estrogenów 
są niejednoznaczne. Stokłosowa i współpracownicy opisali wzrost akumulacji E2 w 
mediach uzyskanych po hodowli komórek ziarnistych [38] i osłonki wewnętrznej [71, 
73] z prolaktyną. Nie zauważono jednak stymulującego wpływu PRL na produkcję E2 
przez kokultury komórek ziarnistych i osłonki [73]. Kamiński [52] również nie stwierdził 
wpływu PRL na sekrecję E2 i estrogenu przez oba typy komórek pęcherzyka 
jajnikowego, a Veldhuis i wsp. ([80] cytowane za [73]) wykazali, że PRL hamuje 
indukowaną przez FSH produkcję E2 w komórkach ziarnistych świni. Wspomniane 
wcześniej iniekcje PRL do żyły szyjnej wewnętrznej loch przeprowadzone w 17-18 
dniu cyklu rujowego także spowodowały obniżenie się osoczowych poziomów 
estrogenów i androgenów [31]. Podobne wyniki uzyskano w eksperymentach 
wykonanych na loszkach [29]. Indukowany prolaktyną spadek poziomu estrogenów 
we krwi świń oraz hamujące działanie PRL na produkcję estrogenów, obserwowane 
w niektórych doświadczeniach in vitro [29,31,80] mogą sugerować udział prolaktyny 
w inicjacji atrezji pęcherzykowej. Stymulujące działanie PRL na sekrecję E2 wykazane 
w innych doświadczeniach [38,71,73] nie potwierdza tej hipotezy. Różnice w ocenie 
działania PRL mogą wynikać z istnienia lub braku interakcji międzykomórkowych, 
różnic metodycznych związanych z izolacją komórek, dawki PRL itp. Niezależnie 
jednak od tego, czego dowiemy się w przyszłości o roli PRL w rozwoju i funkcjonowaniu 
poszczególnych struktur jajnika świni, to nie ulega jednak wątpliwości, że komórki 
pęcherzyka jajnikowego i ciałka żółtego są komórkami docelowymi dla tego hormonu.
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RECEPTORY PROLAKTYNOWE

Miejsca wiążące prolaktynę w komórkach ciałka żółtego i pęcherzyka jajnikowego 
świni zostały odkryte ponad 20 łat temu [66, 79]. Liczba miejsc wiążących PRL jest 
najniższa w okresie okołowulacyjnym, a wzrasta wraz z rozwojem ciałka żółtego [9 
,66]. Ostatnio, obecność receptorów prolaktyny we wczesnym ciałku żółtym i komórkach 
osłonki wewnętrznej świni potwierdzono metodami immunocytochemicznymi [70].

Wkrótce po sklonowaniu receptora PRL (PRL-R) pochodzącego z wątroby szczura 
[8] okazało się, że PRL-R należy do rodziny receptorów cytokinowych [7]. Obecnie, 
znanych jest kilka izoform PRL-R. Przyjmuje się, że receptory PRL po związaniu się 
z cząsteczką ligandu ulegają homodimeryzacji. Zapoczątkowuje to szereg 
wewnątrzkomórkowych zdarzeń prowadzących do odpowiedzi biologicznej komórki 
[7, 37, 46].

Budowa PRL-R w komórkach należących do układu rozrodczego świni nie została 
poznana. Większość dotychczas przeprowadzonych badań dotyczyła 
wewnątrzkomórkowego mechanizmu działania PRL w komórkach gruczołu mlekowego, 
układu immunologicznego i nerwowego [7,37,46]. W ostatnich latach pojawiły się prace 
dotyczące struktury PRL-R i mechanizmu działania PRL w układzie rozrodczym gryzoni 
i naczelnych, w tym przede wszystkim, jajnika szczurów [34,35,68], Z prac tych wynika, 
że w transdukcję sygnału prolaktynowego zaangażowanych jest kilka szlaków 
wewnątrzkomórkowych.

Prolaktyna, po związaniu się ze swoim receptorem błonowym indukuje wystąpienie 
szeregu reakcji prowadzących do aktywacji kinaz białkowych. Kinazy serynowo- 
treoninowe i tyrozynowe fosforylują, odpowiednio, reszty serynowe i treoninowe lub 
tyrozynowe białek substratowych powodując ich aktywację. Ufosforylowane białka 
inicjują kaskadę zdarzeń prowadzących do określonego efektu biologicznego. 
Defosforylacja białek, katalizowana przez fosfatazy, zazwyczaj umożliwia wyciszenie 
sygnału indukowanego przez hormon [49],

Jedną z głównych dróg działania PRL w większości badanych komórek jest szlak 
niereceptorowych kinaz tyrozynowych Jak i czynników transkrypcyjnych Stat (ang. 
signal transducer and activator of transcription). W przekazywaniu sygnału 
prolaktynowego mogą również uczestniczyć inne mediatory wewnątrzkomórkowe: 
fosfatydyloinozytolo-3-kinaza (PI 3 K), niereceptorowe kinazy tyrozynowe Fyn, Src, 
Abl oraz kinazy MAP (ang. mitogen activated protein). Wewnątrzkomórkowym 
mediatorem sygnału prolaktynowego w niektórych komórkach jest również kinaza 
białkowa C (PKC) [7, 37, 46].
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MECHANIZM DZIAŁANIA PRL W STEROIDOGENNYCH 
KOMÓRKACH JAJNIKA ŚWINI

Kinaza białkowa C

Kinazy białkowe C stanowią rodzinę kinaz serynowo-treoninowych zależnych od 
wapnia i fosfolipidów. Uczestniczą one w regulacji różnicowania, rozwoju i aktywności 
sekrecyjnej komórek oraz mogą brać udział w powstawaniu nowotworów. Kinaza 
białkowa C zbudowana jest z pojedynczego łańcucha polipeptydowego, w którym 
wyróżnia się domenę regulatorową i katalityczną. Obecnie znanych jest H izoform 
PKC, które na podstawie różnic w strukturze, właściwościach biochemicznych i 
zdolności do wiązania określonych aktywatorów zgrupowano w 3 podrodziny. Izoformy 
klasyczne (cPKC: a, (31, $11, y) aktywowane przez fosfatydyloserynę (PS), 
diacyloglicerol (DAG) lub estry forboli są zależne od jonów wapnia i fosfolipidów. 
Nowe PKC (nPKC: S, e, T], p, 0) aktywowane przez PS, nienasycone kwasy 
tłuszczowe, DAG lub estry forboli, są niezależne od jonów wapnia. Atypowe izoformy 
PKC (aPKC: Z/t), aktywowane przez PS, fosfatydoloinozytole (PI) i nienasycone 
kwasy tłuszczowe, są niezależne od jonów wapnia, DAG oraz estrów forboli [6, 56, 
76].

Molekularny mechanizm aktywacji PKC został najlepiej poznany dla cPKC. 
Aktywacja PKC wiąże się z jej translokacją z cytozolu do błon i wymaga asocjacji 
enzymu z fosfolipidami błonowymi. Endogennymi aktywatorami PKC są 
diacyloglicerole, fosfolipidy (głównie PS) oraz jony wapnia. Diacyloglicerol może 
powstawać w procesach katalizowanych przez: fosfatydyloinozytolo-zależnąfosfolipazę 
C (PI-PLC), fosfatydylocholino-zależnąfosfolipazęC (PC-PLC), fosfolipazę D (PLD) 
oraz fosfolipazę A2(PLA2) [3, 6, 57, 76]. W pracach badawczych wykorzystuje się 
niewystępujące w komórkach aktywatory PKC, jakimi są estry forboli, np. PMA (forbol 
12-mirystylo-13-acetylowy) i PDBu (forbol 12,13-dibutyrylowy). Egzogenne estry 
forboli wiążą się z kinaząbiałkową C w tym samym miejscu co DAG. Prowadzi to do 
aktywacji enzymu oraz wbudowania kompleksu ester forbolu-PKC w błonę. Estry 
forboli sąbardzo wolno metabolizowane w komórce, dlatego aktywacja PKC wywołana 
estrami forboli trwa dłużej w porównaniu z aktywacją powodowaną przez szybciej 
metabolizowany DAG [3]. Interesujące, że długotrwała ekspozycja PKC na działanie 
estrów forboli (>4 godziny) powoduje proteolityczną aktywację PKC. Dalsza proteoliza 
prowadzi do inaktywacji kinazy i w konsekwencji do długotrwałego obniżenia 
aktywności PKC [6, 57].

Kinaza białkowa C jest jednym z mediatorów działania PRL w komórkach 
wczesnolutealnych i osłonki wewnętrznej jajnika świni. Obecność PKC wykazano 
w ciałkach żółtych kilku gatunków zwierząt, w tym świń [17, 22, 83], W tkance 
lutealnej świni znaleziono zarówno klasyczne, jak i nowe izoformy PKC [22], 
Aktywność PKC opisano również w komórkach osłonki wewnętrznej świni [20]. 
Na udział PKC w wewnątrzkomórkowej transdukcji sygnału prolaktynowego w
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komórkach wczesnolutealnych (1-3 dzień cyklu rujowego) i osłonki wewnętrznej 
(późna faza pęcherzykowa, duże pęcherzyki przedowulacyjne) jajnika świni wskazują 
wyniki doświadczeń wykorzystujących różne techniki badawcze, w tym inhibitory PKC.

Inhibitory PKC (staurosporyna - STS i chlorek chelerytryny - CC) obniżały 
stymulowaną przez PRL produkcję P4 przez komórki wczesnolutealne (STS, CC) [16, 
17] i osłonki wewnętrznej (CC) [20] jajnika świni, nie wpływając na jego produkcję 
podstawową. Przeciwnie, STS nie wpływała na lutealną produkcję P4 stymulowaną 
przez LDL. Staurosporyna i CC, powszechnie uznawane za inhibitory PKC, blokują 
domenę katalityczną enzymu [45]. Z drugiej strony wiadomo, że STS może również 
hamować aktywność kinaz zależnych od cyklicznych nukleotydów (serynowo- 
treoninowe kinazy: PKA, PKG) oraz kinaz tyrozynowych [45,47]. W przypadku PRL 
potencjalne oddziaływanie STS na PKA lub PKG wydaje się mieć marginalne 
znaczenie, ponieważ w transdukcji sygnału prolaktynowego szlaki cyklaza adenylowa/ 
guanylowa - cAMP/cGMP nie biorą udziału [7, 23, 46, 65]. Ponadto, zastosowane 
przez nas koncentracje STS mieściły się w zakresie koncentracji uważanych za 
efektywne w odniesieniu do PKC, ale nie kinaz tyrozynowych [47]. Chlorek chelerytryny 
jest natomiast 100 razy bardziej selektywnym inhibitorem PKC niż innych kinaz 
białkowych [69], W badaniach nad mechanizmem działania PRL w innych komórkach 
steroidogennych, tzn. w komórkach kory nadnerczy świni, sfingozyna, inhibitor PKC 
działający poprzez blokowanie domeny regulatorowej enzymu, obniżała stymulowaną 
przez PRL produkcję kortyzolu i androstendionu [51]. W początkowej fazie pracy nad 
mechanizmem działania hormonu, inhibitory kinazy okazały się narzędziem pomocnym 
i wyznaczyły kierunek dalszych badań.

Udział PKC w transdukcji sygnału prolaktynowego w komórkach jajnika świni 
potwierdziły doświadczenia, w których badano aktywność katalityczną kinazy [17, 
20]. Aktywność PKC mierzono badając stopień ufosforylowania substratu dla PKC 
we frakcji cytozolowej i błonowej komórek ciałka żółtego i osłonki wewnętrznej 
traktowanych prolaktyną [77]. W komórkach wczesnolutealnych świni 78% całkowitej 
aktywności PKC było zlokalizowane we frakcji cytozolowej. W wyniku pięciominutowej 
inkubacji komórek z PRL stwierdzono, że 75% całkowitej aktywności PKC znajduje 
się we frakcji błonowej (ryc. 3) [17]. Aktywację PKC przez PRL obserwowano także 
w komórkach osłonki wewnętrznej. Maksymalną aktywność PKC zanotowano we 
frakcji błonowej tych komórek po 10 minutach inkubacji z PRL [20]. W komórkach 
lutealnych, wzrostowi aktywności PKC we frakcji błonowej towarzyszy spadek 
aktywności enzymu we frakcji cytozolowej (ryc. 3). Aktywność PKC we frakcji 
cytozolowej komórek osłonki nie wykazywała wyraźnych tendencji malejących. Wyniki 
te mogą wskazywać na nieco odmienny sposób działania PRL w obu typach komórek. 
Translokację PKC z cytozolu do frakcji błonowej pod wpływem PRL wykazano także 
w komórkach ludzkiego endometrium [50] i wielu typach komórek spoza układu 
rozrodczego (cytowane za (16, 17,20]).

Prolaktyna aktywowała PKC w sposób podobny do PMA. Krótka (20 minut) 
ekspozycja komórek osłonki wewnętrznej świni na PMA powodowała także translokację 
PKC z frakcji cytozolowej do błonowej [20], Podobne działanie PMA zanotowano w
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RYCINA 3. Porównanie aktywności kinazy białkowej C (PKC) we frakcji cytozolowej i błonowej 
komórek wczesnolutealnych świni inkubowanych przez 5 minut w obecności PRL (200 ng) lub przy jej 
braku (K) w medium (n=5). Pomiaru aktywności PKC dokonywano w mieszaninie reakcyjnej 
zawierającej 20 mM Tris-HCL, 10 mM octanu magnezu, 10 mM DTT, 100 pM ATP, 100 pg/ml histonu, 
100 pg/ml leupeptyny i 0,5 pCi 32P-ATP (30 Ci/mmol) oraz 6,4 pg/ml 1, 2dioleiny (DAG), 96 pg/ml 
fosfatydyloseryny i/lub 0,75 mM CaCl . Reakcję fosforylacji (4 min, 30°C) rozpoczynano przez dodanie 
frakcji cytozolowej lub błonowej, a namowano 25% kwasem trójchlorooctowym (4°C). *p<0,05 
(reprodukowana za zgodą Towarzystwa Biologii Rozrodu z pracy Ciereszko i wsp.[18]: 63-83)

wielu typach komórek [ 1,50,81 ]. W doświadczeniu przeprowadzonym na luteinizujących 
komórkach ziarnistych i komórkach lutealnych człowieka wykazano, że krótki czas 
inkubacji tych komórek z PMA powodował aktywację PKC. Przeciwnie, wydłużenie 
inkubacji do 20 godzin prowadziło do utraty ponad 85% aktywności enzymu [1].

Znaczenie długości okresu inkubacji z PMA na aktywność PKC potwierdziło badanie 
dużych i małych komórek lutealnych świni [83]. Zaobserwowano, że dwugodzinna 
inkubacja z PMA stymulowała produkcję P4 w obu typach komórek. PMA stymulował 
także sekrecję P4 przez nierozdzielane komórki lutealne pochodzące ze środkowej fazy 
lutealnej człowieka [32] oraz świni [36]. Tendencję w zwiększaniu podstawowej i 
stymulowanej lipoproteinami produkcji P4 przez PMA obserwowano również w krótko 
trwających inkubacjach (4 godziny) komórek wczesnolutealnych świni [16]. Cytowane 
powyżej dane potwierdzają obserwację, że krótkie ekspozycje komórek na niskie stężenia 
PMA aktywują PKC w tych komórkach. Przeciwnie, w wyniku kilkunastogodzinnej 
ekspozycji komórek na estry forboli otrzymuje się komórki pozbawione aktywności 
PKC (ang. PKC deficient cells) [82]. Długa, dwudziestoczterogodzinna inkubacja 
komórek lutealnych i osłonki wewnętrznej świni z PMA obniżała stymulowaną 
prolaktyną sekrecję P4 [41]. Luteotropowy wpływ PRL, ale nie LDL, jest znoszony w 
komórkach lutealnych świni pozbawionych aktywności PKC (ryc. 4) [16]. Podobnie, 
nie wykazano wpływu PRL na produkcję hormonów steroidowych przez pozbawione 
aktywności PKC komórki kory nadnerczy świni [51].
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RYCINA 4. Wpływ PRL na stymulowaną 
przez LDL produkcję progesteronu (P ) 
przez komórki lutealne świni (1-3 dzień 
cyklu) pozbawione aktywności kinazy 
białkowej C (PKC; panel górny, n=4). 
Kinazę białkową C w komórkach lutealnych 
(50 000/ml) inaktywowano przez 
preinkubację z 1 pM PMA (12 godzin; 
37°C). Panele środkowy i dolny 
przedstawiają wpływ PRL na komórki 
preinkubowane z DMSO lub Ml99 (n=4; 
12 godzin; 37°C, kontrola). Następnie 
wszystkie komórki inkubowano (8 godzin, 
37°C, Ml99) z medium (K), z LDL (140 
pg cholesterolu) i/lub PRL (200 ng). Różne 
oznaczenia literowe przy poszczególnych 
słupkach oznaczają statystycznie istotne 
różnice między grupami (reprodukowane 
za zgodą The Society for Endocrinology z 
pracy Ciereszko i wsp. [16]: 201-203)

W kolejnym doświadczeniu stwierdzono, że PRL zwiększała specyficzne wiązanie 
znakowanego trytem estru forbolu (3HPDBu) przez błony komórek wczesnolutealnych 
i osłonki wewnętrznej jajnika świni [16, 20]. Ten stymulacyjny wpływ PRL jest 
najsilniejszy w ciągu pierwszych 5 minut ekspozycji obu typów badanych komórek na 
jej działanie (ryc. 5). Zwiększenie wiązania 3HPDBu obserwowano również po 
ekspozycji komórek kory nadnerczy świni na prolaktynę [51]. Błonowe wiązanie estrów 
forboli jest uważane za pośrednią metodę oznaczania aktywności PKC [15, 24].

Przedstawione wyniki wyraźnie wskazują, że PKC jest wewnątrzkomórkowym 
mediatorem sygnału prolaktynowego w komórkach wczesnolutealnych i osłonki 
wewnętrznej świni. Sposób aktywacji PKC przez PRL w komórkach jajnika nie jest w 
pełni wyjaśniony. Prolaktyna nie wpływała na aktywność PI-PLC w komórkach 
wczesnolutealnych i osłonki wewnętrznej świni [16,20]. Stwierdzono również, że nie
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RYCINA 5. Wpływ PRL na specyficzne wiązanie 
znakowanego estru forbolu (3HPDBu) przez 
komórki osłonki wewnętrznej jajnika świni (n=6). 
Komórki (125 000/400 pl) po preinkubacji (30 min) 
z 3HPDBu (16 nM) inkubowano przez 1, 2, 3, 5 i 
10 minut (37°C) z PRL (200 ng/ml), jonomycyną 
(1 pM; pozytywna kontrola) lub nieznakowanym 
PDBu (wiązanie niespecyficzne, 10 pM). Wiązanie 
3HPDBu wyrażano jako % specyficznego wiązania 
w próbach kontrolnych. Czas 0 oznacza moment 
maksymalnej stymulacji. *p<0,05 (reprodukowana 
za zgodą CSIRO z pracy Ciereszko i wsp. [20]: 27- 
35)

zwiększała ona wewnątrzkomórkowej koncentracji jonów wapnia w komórkach 
wczesnego ciałka żółtego [16]. Sugeruje to udział innych fosfolipaz (PC-PLC, PLD, 
PLA2), a także kinaz tyrozynowych (PTK) w aktywacji PKC. W przyszłości interesujące 
byłoby określenie dokładnej sekwencji wywołanych prolaktyną zdarzeń, które prowadzą 
do aktywacji PKC w omawianych komórkach. Należałoby także sprawdzić, które 
izoformy są indukowane przez PRL w tych komórkach.

Kinazy tyrozyno we

Wśród kinaz tyrozynowych wyróżniamy kinazy receptorowe (RPTK) i niereceptorowe 
(NRPTK). Receptorowe kinazy tyrozyno we wchodzą w skład cytoplazmatycznej części 
receptorów dla czynników wzrostu [48]. Niereceptorowe kinazy tyrozynowe występują 
w cytoplazmie działając jako katalityczne podjednostki sprzężone z receptorami 
błonowymi nie mającymi wewnętrznej aktywności enzymatycznej np. z PRL-R.
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RYCINA 6. Wpływ inhibitorów kinaz tyrozynowych, genisteiny (GEN) i tyrfostinu AG (TAG), na 
stymulowaną przez prolaktynę (200 ng) sekrecję P przez komórki wczesnolutealne (n=5). Komórki 
lutealne (50 000/ml) były inkubowane (8 godzin, 3/°C, Ml99) z LDL (140 pg cholesterolu) i PRL 
(200 ng). Różne oznaczenia literowe oznaczają statystycznie istotne różnice (p<0,05) między 
poszczególnymi grupami, (reprodukowana za zgodą Towarzystwa Biologii Rozrodu z pracy Ciereszko 
i wsp. [17]: 63-83)
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Niereceptorowe PTK są aktywowane przez oligomeryzację receptora związanego z 
ligandem. Aktywne NRPTK fosforylują podjednostki receptora oraz inne białka 
substratowe, np. enzymy (fosfolipazy, kinazy, fosfatazy), białka adapterowe (shc, vav, 
grb2) i strukturalne (aneksyna, klatryna), a także czynniki transkrypcyjne. Analiza 
stmktury kinaz wykazała, że poznane dotąd kinazy tyrozynowe mają regiony o bardzo 
wysokim stopniu homologii. Do regionów tych należą: domena katalityczna PTK (SH1), 
domeny rozpoznające i wiążące ufosforylowaną tyrozynę (SH2, PTB), domena wiążąca 
specyficzne regiony bogate w prolinę (SH3) oraz domena odpowiedzialna za wiązanie 
fosfoinozytydów (PH). Te charakterystyczne dla PTK domeny umożliwiają interakcję 
kinaz z innymi cząsteczkami, ważnymi dla transdukcji określonego sygnału [48,55].

Do NRPTK związanych z mechanizmem działania PRL należą m.in. kinazy Jak, 
Src, Abl i Fyn [48, 55]. W większości badanych komórek jednym z ważniejszych 
wewnątrzkomórkowych szlaków działania PRL jest szlak kinaz Jak2 i czynników 
transkrypcyjnych Stat (1,3 lub 5). Cząsteczka PRL łączy się z dwiema cząsteczkami 
receptora prolaktynowego powodując ich dimeryzację oraz aktywację pary kinaz Jak2. 
Kinazy te przyłączają się do receptora, a następnie fosforylują siebie nawzajem, receptor 
i czynniki transkrypcyjne Stat. Białka Stat ulegają fosforylacji, po wcześniejszym 
przyłączeniu się do ufosforylowanych reszt tyrozynowych cytoplazmatycznej części 
PRL-R. Ufosforylowane białka Stat odłączają się od receptora i dimeryzują. Powstałe 
homo- lub heterodimery Stat przedostają się do jądra, gdzie łączą się z promotorem 
genu docelowego i indukująjego transkrypcję prowadząc do określonej odpowiedzi 
biologicznej [7,23].

Na znaczenie kinaz tyrozynowych w mechanizmie działania PRL w komórkach 
lutealnych i osłonki wewnętrznej jajnika świni wskazują wyniki doświadczeń z inhibitorami 
tych enzymów. Genisteina - najpowszechniej stosowany inhibitor PTK oraz tyrfostin 
(ryc. 6) i herbimycyna obniżają stymulowaną przez PRL produkcję P4 w komórkach 
jajnika świni [17, 20, 42]. W doświadczeniach z komórkami kory nadnerczy świni 
genisteina także obniżała stymulowaną przez PRL produkcję kortyzolu [51].

Z badań przeprowadzonych w naszym laboratorium wynika, że PRL stymuluje 
fosforylację tyrozyny w steroidogennych komórkach jajnika świni [18]. Badania wstępne 
wskazują na udział niereceptorowej kinazy tyrozynowej Jak2 i czynników 
transkrypcyjnych Stat5A i B w mediacji sygnału prolaktynowego w komórkach 
lutealnych i osłonki wewnętrznej świni (Ciereszko i Słomczyńska, dane niepublikowane). 
Udział szlaku Jak/Stat w mechanizmie wewnątrzkomórkowego przekazywania sygnału 
prolaktynowego był badany w komórkach jajnika szczura. Russel i wsp. [67] wykazali, 
że PRL aktywowała białka Stat oraz regulowała ich zdolność do wiązania się ze 
specyficznymi elementami regulatorowymi DNA w tych komórkach. Czynnik 
transkrypcyjny Stat5A został zidentyfikowany jako przekaźnik pośredniczący w 
działaniu PRL na aktywację promotora genu makroglobuliny cx2 w komórkach 
ziarnistych szczura [21]. Stwierdzono również udział kinazy Jak2 i białek Stat5 w 
indukowanej prolaktyną aktywacji genów receptorów estrogenowych w jajniku szczura 
[34, 35]. W komórkach jajnika świni nie określono jeszcze genów docelowych dla 
prolaktyny. Wiele wskazuje na to, że mogą to być geny receptorów: LH, FSH i/lub
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estrogenów, jak również makroglobuliny cc2, inhibitora proteaz związanego z 
reorganizacją tkanek. Rozpoznanie tych genów, sposób ich aktywacji, znaczenie kinaz 
tyrozynowych innych niż Jak2, wzajemne relacje między tymi kinazami i szlakiem 
Jak/Stat oraz kinazą białkową C to kolejne cele na drodze poznania mechanizmu 
działania PRL w jajniku świni.

Fosfatazy białkowe

Fosfatazy białkowe usuwają grupy fosforanowe z białek ufosforylowanych przez 
kinazy. Wyróżnia się wśród nich fosfatazy serynowo-treoninowe (PP) i fosfatazy 
tyrozynowe (PTP). Fosfatazy serynowo-treoninowe dzieli się na fosfatazy typu 1 (PP 1) 
i typu 2 (PP2A, PP2B, PP2C). Fosfatazy typu 1 preferencyjnie defosforylują 
podjednostkę (3 kinazy fosforylazy i są hamowane przez dwa białka określane jako 
inhibitor 1 i 2. Fosfatazy typu 2 defosforylują podjednostkę ot kinazy fosforylazy i nie 
są wrażliwe na działanie wspomnianych inhibitorów. Większość zdefiniowanych do 
dnia dzisiejszego PP występuje w cytoplazmie. Mimo swej wielofunkcyjności i niskiej 
specyficzności, enzymy te zapewniają przeciwwagę dla różnorodnych procesów 
fosforylacji. Wydaje się, że jest to możliwe dzięki złożonym procesom regulacji 
aktywności fosfataz [49, 59].

Fosfatazy tyrozynowe stanowią dużą i strukturalnie różnorodną grupę enzymów 
zarówno receptorowych, jak i niereceptorowych. Niereceptorowe PTP występują w 
cytoplazmie lub jądrze. Mimo tego że w ostatnich latach zidentyfikowano wiele izoform 
poznanych dotychczas PTP, nasza wiedza na temat mechanizmu działania i regulacji 
fosfataz tyrozynowych jest ograniczona [48, 74].

W celu sprawdzenia, czy fosfatazy białkowe są istotne dla procesów związanych z 
przenoszeniem informacji indukowanej przez prolaktynę w komórkach jajnika świni, 
badano wpływ inhibitorów fosfataz na produkcję P4 stymulowaną przez PRL. Inhibitory 
fosfataz typu PP1/PP2A, kwas okadejowy (OA) zastosowany w komórkach 
wczesnolutealnych i osłonki wewnętrznej oraz kantarydyna (CTH) w komórkach 
wczesnolutealnych obniżały produkcję P4 stymulowaną przez PRL [ 17,20]. Przeciwnie, 
inhibitor fosfataz typu PP2B - cypermetryna nie wpływała na luteotropową funkcję 
PRL [17]. Podobne zależności stwierdzono badając wpływ tych inhibitorów na 
stymulowaną przez LH sekrecję P4 w komórkach lutealnych szczura [2, 33]. Autorzy 
ci uważają, że hamujące działanie inhibitorów PP na sekrecję P4 może być 
odzwierciedleniem tego, że zapobiegają one defosforylacji białek niezbędnych dla 
właściwego przebiegu steroidogenezy.

Fosfatazy tyrozynowe mogą także działać synergistycznie z kinazami. Inhibitor 
fosfataz tyrozynowych-wanadan sodu (SO), podobnie jak genisteina i tyrfostin, hamuje 
produkcję P4 stymulowaną przez PRL w komórkach jajnika świni (ryc. 7) [17,20], W 
komórkach linii COS7 wywodzącej się z małpich fibroblastów nerki, PRL aktywowała 
zarówno kinazę Jak2, jak i cytoplazmatyczną fosfatazę tyrozynową SHP-2 [5].
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RYCINA 7. Wpływ inhibitora fosfataz tyrozynowych, wanadanu sodu (SO), na stymulowaną przez 
prolaktynę (200 ng) sekrecję P przez komórki wczesnolutealne (n=4). Komórki lutealne (50 000/ml) 
były inkubowane (8 godzin, 37°C, Ml 99) z LDL (140 pg cholesterolu) i PRL (200 ng). Różne oznaczenia 
literowe oznaczają statystycznie istotne różnice (p<0,05) między poszczególnymi grupami 
(reprodukowana za zgodą Towarzystwa Biologii Rozrodu z pracy Ciereszko i wsp. [17]: 63-83)

Kooperacja między kinazami i fosfatazami może być zilustrowana na przykładzie kinaz 
Src, gdzie jeden z mechanizmów aktywacji kinazy polega na hamowaniu przez PTP 
defosforylacji reszty fosfotyrozynowej [74]. Wiadomo również, że do działania 
niektórych RPTK niezbędna jest fosfataza tyrozynowa PTP1D [48]. Dostępne 
informacje sugerują, że w zależności od wewnątrzkomórkowego kontekstu, w czasie 
transmisji sygnału kinazy i fosfatazy mogą albo współdziałać ze sobą albo działać 
antagonistycznie. Określenie szczegółowych interakcji pomiędzy tymi enzymami w 
komórkach steroidogennych jajnika świni wymaga dalszych badań.

PODSUMOWANIE

Prolaktyna jest hormonem regulującym procesy steroidogenezy w komórkach wczesnego 
ciałka żółtego i komórkach osłonki wewnętrznej jajnika świni. Wewnątrzkomórkowy 
mechanizm działania PRL w tych komórkach obejmuje zarówno aktywację PKC, jak i 
NRPTK (ryc. 8). Droga aktywacji PKC w komórkach jajnika stymulowanych prolaktyną 
nie jest wyjaśniona. Wiadomo tylko, że PRL nie wpływa na aktywność PI-PLC i nie
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zwiększa wewnątrzkomórkowej koncentracji jonów wapnia w komórkach lutealnych 
świni. Może to sugerować udział innych fosfolipaz (PC-PLC, PLD, PLA2) i/lub NRPTK 
(Fyn, Src) w aktywacji PKC. Ponadto, wewnątrzkomórkowymi mediatorami działania 
PRL w steroidogennych komórkach jajnika świni są niereceptorowe kinazy 
tyrozynowe Jak2 i czynniki transkrypcyjne Stat5A/B. W transdukcję sygnału 
prolaktynowego w jajniku świni zaangażowane są także fosfatazy białkowe. 
Mechanizm działania PRL w komórkach lutealnych i osłonki wewnętrznej jajnika 
świni jest zjawiskiem złożonym i wielotorowym. Pomimo poznania wielu aspektów 
dotyczących wewnątrzkomórkowych mediatorów działania PRL ciągle wiele pytań 
zostaje bez odpowiedzi. Sprawdzenia wymaga, między innymi, pytanie, czy w 
mechanizmie działania PRL w komórkach jajnika świni uczestniczą także inne kinazy, 
np. kinazy MAP i PI3kinaza. Wzajemne interakcje pomiędzy wymienionymi 
mediatorami także nie są jeszcze poznane.
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