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W tym Zeszycie

Biatka dynamino-podobne wystepujg u zwierzat, jak i u roslin. Biorg one udziat w
tworzeniu przegrody pierwotnej podczas cytokinezy, w procesie endocytozy oraz
stanowia elementy podziatu mitochondriéw i chloroplastéw. Problemy te sg omo-
wione szeroko na stronie 423.

Proteasomowg degradacje biatek omowiono na stronie 435. Przedstawiono tam tez
budowe proteasomow 20S, 26S i aktywatora PA700, oméwiono role immunopro-
teasomoOw w odpowiedzi immunologicznej oraz biogeneze tych organelli.

Roslinne transglutaminazy oméwiono na stronie 463. Enzymy te wydajg sie by¢ zwig-
zane z procesami wzrostowymi i rozwojowymi roslin oraz odpowiedzig rosliny na
czynniki stresowe.

W niszczeniu przeszczepu uczestniczg komorki efektorowe, w tym alloreaktywne lim-
focyty CD8. Wykazujg one ekspresje FasL, indukujac apoptoze Fas-pozytyw-
nych komoérek przeszczepu. Apoptoza alloreaktywnych limfocytéw wydaje sie
niezbedna dla uzyskania tolerancji alloprzeszczepu. Terapeutyczne strategie in-
dukcji tolerancji przeszczepu moga by¢ osiggane przez delecje alloreaktywnych
limfocytéw, modyfikacje ekspresji FasL, blokade kostymulacji np. przeciwciatami
anty-CD28 stosowanymi w obecnosci IFNg. Wiecej o tym jest na stronie 511.
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CHARAKTERYSTYKA STRUKTURALNA,
BIOCHEMICZNA | FUNKCJONALNA MIESNI
ZEWNETRZNYCH GALKI OCZNEJ

STRUCTURAL, BIOCHEMICAL AND FUCTIONAL CHARACTERISTIC
OF THE EXTRAOCULAR MUSCLES

Joanna MAJERCZAK * Jerzy Andrzej ZOLADZ ', Krzysztof DUDAL?

‘Zaktad Fizjologii Mieéni, Instytut Fizjologii Cztowieka, Akademia Wychowania
Fizycznego i 2Klinika Chirurgii Onkologicznej, Centrum Onkologii
im. Marii Curie-Sktodowskiej w Krakowie

Streszczenie: Migénie zewnetrzne gatki ocznej cechuje znakomita kontrola nerwowo-miesniowa (jeden
akson unerwia okoto 7 widkien miesniowych) umozliwiajaca wysoka precyzje ruchéw gatek ocznych i
prawidtowe obuoczne widzenie. Migsnie zewnatrzgatkowe w poréwnaniu z migsniami szkieletowymi
charakteryzujg sie m.in. znacznie wyzsza maksymalng predkosciag skracania oraz istotnie nizszg wiel-
koscig maksymalnej sity izometrycznej, wyrazonej najednostke przekroju poprzecznego miesnia. Oprécz
réznic funkcjonalnych wystepujacych miedzy migsniami zewnatrzgatkowymi a miesniami szkieletowy-
mi stwierdza sie réwniez réznice w budowie molekularnej m.in. wyzszg procentowg zawarto$¢ szyb-
kich izoform tancuchéw cigzkich miozyny typu Il, obecnos$¢ specyficznych izoform fancuchéw ciezkich
miozyny, tj. zewnatrzgatkowg (MyHC eom), czy toniczng(MyHC-sto), stalg obecnos¢ izoform rozwojo-
wych (MyHC-emb i MyHC-pn), wiekszg gestos¢ pomp wapniowych w siateczce sarkoplazmatycznej
(SERCA). Z nieznanych powod6éw miesnie zewnatrzgatkowe nie sg podatne na wystepujace w mie-
$niach szkieletowych takie choroby, jak: dystrofie migsniowe Duchenne’a czy Beckera, natomiast wy-
kazujg one szczeg6lng podatno$¢ na inne choroby, tj. miopatie oczne, ktére nie obejmuja migsni szkie-
letowych. Przyczyny réznic w podatnosci na choroby migsniowe migdzy migsniami szkieletowymi a
miesniami zewnatrzgatkowymi nie sg w petni poznane. Moga one wynika¢ z odmiennego pochodzenia
tych miesni. Miesnie zewnatrzgatkowe wywodzg si¢ bowiem z niesegmentowanej mezodermy gtowo-
wej, podczas gdy miesnie szkieletowe z mezodermy segmentowanej.

Stowa kluczowe: migsnie szkieletowe, miesnie zewnatrzgatkowe, ciezkie tancuchy miozyny.

Summary: Extraocular muscles are characterized by excellent neuromuscular control (one axon inne-
rvates about only 7 muscle fibres) which provides them high precision of eye movements and normal,
binocular vision. In comparison to skeletal muscles extraocular, muscles are characterized by higher

Prace wykonano w ramach projektu badawczego KBN Nr 3 PO5D 08924,
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maximal shortening velocity and lower maximal isometric force, expressed by amount of force generated
per cross sectional surface area unit. Besides of functional differences occurring between extraocular and
skeletal muscles, molecular differences are present such as higher proportion of fast myosin heavy chain
isoforms, specific myosin heavy chain isoforms: extraocular (MyHC-eom) and tonic myo-sin heavy
chain isoforms (MyHC-sto), continuous expression of developmental isoforms (MyHC-emb i MyHC-
pn), higher density of sarcoplasmic reticulum calcium ion pumps (SERCA) in extraocular muscle fibres.
It is not clear why extraocular muscles, in contrary to skeletal muscles are preferentially spared in muscles
diseases such as Duchenne’a or Becker muscular dystrophies and are preferentially susceptible to other
diseases such as ocular myopathies. The causes of the differences in susceptibility to muscle diseases
between skeletal and extraocular muscles remain unclear. They might be due to different ontogeny ofthis
group ofmuscles. Extraocular muscles arise from unsegmented head mesoderm whereas skeletal muscles
arise from segmented mesoderm.

Key words', skeletal muscles, extraocular muscles, myosin heavy chain isoforms.

Wykaz stosowanych skrétéw. MyHC (myosin heavy chain) - tafncuch ciezki miozyny; MyLC (myosin
light chain) - fancuch lekki miozyny; ELC (essential light chain) - tancuch lekki istotny; RLC (regu-
latory light chain) - tancuch lekki regulujacy; SERCA (Sarcoplasmic Reticulum Ca2+ ATP-ase) — Ca2+

-zalezna ATP-aza siateczki sarkoplazmatycznej.

|. WSTEP

Ruchomos$¢ gatki ocznej jest warunkowana praca miesni zewnatrzgatkowych, do
ktérych zaliczamy dwie pary miesni prostych (m. rectus superior et inferior, m. rectus
medialis et lateralis) oraz jedng pare miesni skosnych (m. obliquus superior et inferior).
Miesnie zewnatrzgatkowe umozliwiajg wykonywanie przez gatke oczng ruchéw zaréwno
dowolnych, jak i odruchowych, a sprawne ich funkcjonowanie jestjednym z czynnikéw
warunkujgcych prawidtowe obuoczne widzenie [16, 32, 46, 70].

Miesnie zewnatrzgatkowe, chociaz sgto miesnie poprzecznie prgzkowane (podobnie
jak miesnie szkieletowe) [27, 77], cechujg sie wyzszymi predkosciami skracania i
nizszymi wielkosciami generowanej sity w poréwnaniu z mie$niami szkieletowymi [58].
Prawdopodobnie jedna z przyczyn odmiennosci miesni zewnatrzgatkowych jest ich
pochodzenie. W przeciwienstwie do miesni szkieletowych tutowia i konczyn pocho-
dzacych z mezodermy segmentowanej, migsnie zewnatrzgatkowe filogenetycznie
wywodzg sie z niesegmentowanej mezodermy gtowowej [40].

Pochodzenie, odmiennos$¢ czynnikéw transkrypcyjnych na etapie réznicowania,
prawdopodobnie wywierajgwptyw na specyficzngbudowe miesni zewnatrzgatkowych, tj. niski
wskaznik unerwienia (tzn. mata liczba wtdkien migesniowych unerwionych przezjeden akson),
rodzaj unerwienia i réznorodnosc¢ izoform tancuchéw ciezkich miozyny [17,21,46].

Il. BIALKA MIESNIOWE | ICH ZNACZENIE
FUNKCJONALNE

Wiasnosci mechaniczne miegéni szkieletowych charakteryzuje m.in. maksymalna
predkos¢ skracania, maksymalna sita izometryczna, moc maksymalna oraz zdolno$¢
utrzymania mocy maksymalnej [78]. Wielko$¢ wymienionych parametrow zalezy
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gtéwnie od sktadu widkien miesniowych, a podstawowym czynnikiem determinujgcym
wiasciwosci funkcjonalne wibkien migsniowych satarcuchy ciezkie miozyny (MyHC)
[33], Doswiadczalnie wykazano, ze fancuch ciezki miozyny, a Scislej subfragment Si
(tzw. gtéwka miozyny), odpowiedzialny jest w czgsteczce miozyny za przeksztatcanie
energii chemicznej pochodzacej z reakcji hydrolizy ATP w prace mechaniczna, fj.
przesuniecie filamentéw miozyny wzgledem filamentow aktyny [64].

Zwigzek pomiedzy kinetyka reakcji hydrolizy ATP a mechanikg wspétdziatania
miozyny z aktyna nie jest w petni poznany. Przyjmuje sig, ze sita wkokna migsniowego,
tj. miocytu, zalezy od sity wytwarzanej przez pojedyncze potgczenie aktomiozynowe
oraz od stosunku czasu trwania fazy cyklu mostkéw, w ktérym miozyna jest silnie
potaczona z aktyng do czasu trwania catego cyklu aktomiozynowego fang, duty ratio).
Maksymalna predkos$¢ skracania widkna miesniowego jest wynikiem diugosci
jednostkowego przesuniecia aktyny wzgledem miozyny fang, step size) i szybkosci
cyklu aktomiozynowego [75]. Etapem odpowiedzialnym bezposrednio za generowanie
sity na poziomie pojedynczego potaczenia aktomiozynowego jest uwolnienie ortofos-
foranu, ktéremu towarzyszy przejscie od stabego do silnego stanu wigzania gtéwek
miozyny z aktyna [13, 64]. Prawdopodobnie o maksymalnej predkosci przesuniecia
aktyny wobec miozyny decyduje szybkos¢ uwalniania ADP z kompleksu aktomiozy-
nowego [73],

Szybkos$€ cyklu reakcji hydrolizy ATP (aktywno$¢ ATP-azowa), zalezna od rodzaju
tancucha ciezkiego miozyny, pozostaje w Scistym zwigzku m.in. z maksymalna
predkoscig skracania oraz maksymalng moca widkna migsniowego [3, 22].

Istotny wptyw na predkos¢ skracania i site wytwarzang przez wtdkno miesniowe
maja rowniez tancuchy lekkie miozyny (MyLC) [2, 15], Jak wykazano, brak lekkich
tancuchéw w czasteczce miozyny powoduje zmniejszenie predkosci przesuwania
filamentéw aktynowych wzgledem immobilizowanej miozyny, bez znaczacego wptywu
na aktywnos$¢ ATP-azowa miozyny [36]. Z dwu par tancuchéw lekkich brak tancuchéw
istotnych (ELC) w czgsteczce miozyny obniza site izometryczng witdkna miesniowego
o0 okoto 50%, natomiast brak taricuchéw regulujacych (RLC) nie wywiera wplywu na
wielkosc tej sity [69],

Wiokna miesniowe, w ktorych wystepuja tarncuchy ciezkie miozyny typu szybkiego,
wykazujgwyzsze wartosci maksymalnej predkosci skracania, maksymalnej mocy oraz
wieksze zuzycie ATP w stosunku do widkien, w ktérych stwierdza sie ekspresje
fancuchow ciezkich miozyny typu wolnego [3,22]. Co ciekawe, w badaniach na poziomie
pojedynczego potaczenia aktomiozynowego wykazano, ze nie ma réznicy w wielkosci
jednostkowego przesuniecia (5-15 nm) oraz jednostkowej wartosci sity (2-10 pN)
miedzy miozyna szybka a miozyna wolng [42, 63, 65]. Obserwowane réznice miedzy
tymi miozynami wynikajg prawdopodobnie z réznic w Kinetyce reakcji cyklu
aktomiozynowego [74]. Wykazano istotnie, ze zardwno czas trwania jednostkowego
przesuniecia, jak i czas trwania fazy cyklu mostkow, w ktorym gtéwka miozyny jest
silnie zwigzana z aktyng sg o okoto 40% krotsze dla miozyny o charakterze szybkim
niz w przypadku miozyny wolnej [42,65]. Krotszy czas jednostkowego przesuniecia w
przypadku miozyny szybkiej przy tej samej wartosci pojedynczego kroku prowadzi do
wyzszej predkosci skracania niz w przypadku miozyny wolnej. Z kolei dtuzszy, w
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przypadku miozyny wolnej, czas trwania fazy cyklu mostkéw, w ktérym miozyna jest
silnie polgczona z aktyng wptywa na wyzszg Srednig wartos¢ sity wytworzanej przez
miozyne wolhg w poréwnaniu z miozyna szybka [42, 65].

Oprocz szybkosci narastania sity wazng funkcjonalnie wiasciwoscigjest szybkos¢
relaksacji miesnia, determinowana przez szybkos$¢ odtgczania jonéw Ca?+ z troponiny
C i wypompowywanie jondw wapnia z cytoplazmy przez Ca2+ zalezne ATP-azy
zlokalizowane w siateczce sarkoplazmatycznej (tzw. SERCA, ang. Sarcoplasmic
Reticulum Ca2+ ATP-ases) [ 14,68]. Wibokna miesniowe, w ktérych wystepuje ekspresja
fancuchoéw ciezkich miozyny typu szybkiego, wykazujg wyzszg zawartos¢ siateczki
sarkoplazmatycznej, wyzszg zawarto$¢ pomp wapniowych w siateczce sarkoplazma-
tycznej (SERCA) oraz wyzszg zawarto$¢ parwalbuminy (biatko cytoplazmatyczne
wigzace jony Ca2+) w porownaniu z widknami miesniowymi wolnokurczliwymi, co
wplywa na wyzsze tempo relaksacji widkien szybkokurczliwych w poréwnaniu z
wolnokurczliwymi [8, 50].

I11. IZOFORMY £ ANCUCHOW CIEZKICH MIOZYNY
W MIESNIACH PRAZKOWANYCH CZt OWIEKA

W miocytach miesni poprzecznie pragzkowanych wystepuja rézne izoformy tancuchéw
ciezkich miozyny (MyHC) (tab. 1) oraz izoformy tafcuchdéw lekkich miozyny (MyLC),
ktére sgw wiekszosci produktami réznych gendw albo powstajg w drodze alternatywnego
wycinania intronéw z jednego genu [3, 60].

W genomie ludzkim zidentyfikowano dziesie¢ gendéw kodujgcych tancuchy ciezkie
miozyny miesni poprzecznie prazkowanych [48, 58, 61, 72]. Z tego sze$¢ genow
zlokalizowanych w obrebie chromosomu 17: gen embrionalny (MyHC-emb), MyHC-
Ila, MyHC-IIx, MyHC-I11b, gen okotourodzeniowy (MyHC-pn), gen zewnatrzgatkowy
(MyHC-eom), dwa geny zlokalizowane w obrebie chromosomu 14; gen MyHC-a oraz
MyHC-P (MyHC-I). Prawdopodobnie w obrebie chromosomu 7 zlokalizowany jest gen
kodujacy izoforme MyHC-11M, za$ w obrebie chromosomu 20 gen, ktory prawdopodobnie
koduje wolng, toniczng izoforme taricuchéw ciezkich miozyny MyHC-sto [3, 58].

Ekspresja poszczegdlnych izoform taricuchéw ciezkich miozyny w komarce mie$niowej
jesttkankowo specyficzna i tylko nieliczne izoformy sgwsp6lne dla miesni réznych typow
[39]. Zmiana poziomu ekspresji genéw we w petni zréznicowanym miesniu zachodzi¢ moze
W nastepstwie zmiany stezenia hormondw [25,44], zmian obcigzen mechanicznych [20]
oraz zmian zwigzanych z unerwieniem [38,44,45]. W komdérkach miesni szkieletowych za
tkankowo specyficznaekspresje izoform tancuchéw ciezkich miozyny sg odpowiedzialne
biatka z rodziny MyoD (MyoD, miogenina, myf5, Myf6) [18].

W miesniach szkieletowych ekspresja genow MyHC-Ila, MyHC-11x wystepuje w
szybkich wtéknach miesniowych. We widknach szybkich cztowieka nie wykryto dotad
izoformy MyHC-IIb, mimo obecnosci takiego genu [3]. Ekspresja genéw MyHC-emb
i MyHC-pn zwigzanajest z rozwojem miesni oraz ich regeneracjg [56,59]. Gen MyHC-
eom koduje super szybka izoforme MyHC obecng w miesniach zewnatrzgatkowych
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TABELA 1. Izoformy fancuchéw ciezkich miozyny (MyHC) oraz ich wystepowanie w miesniach
poprzecznie prazkowanych cztowieka (na podstawie [3, 60])

Izoforma MyHC

MyHC-emb

MyHC-pn

MyHC-P
(MyHC-I)

MyHC-a

MyHC-lla

MyHC-I1Ix

MyHC-11b

MyHC-eom

MyHC-1IM

MyHC-sto

Wystepowanie (rodzaj wiokien miesniowych)

wiokna migsniowe niedojrzate (niezr6znicowane), widkna miesniowe regeneruj
ace, wrzeciona nerwowo-miesniowe (widkna intrafuzalne), wiékna miesniowe
miesni zewnatrzgatkowych

wibékna miesniowe niedojrzate (niezréznicowane), wtékna miesniowe regeneruj
ace, wrzeciona nerwowo-miesniowe (widkna intrafuzalne), widkna miesniowe
miesni zewnatrzgatkowych oraz miesni zwaczy

widkna miesniowe miesnidwki komor serca, widkna miesniowe wolnokurczliwe
wiokna miesniowe miesniowki przedsionkéw serca, wrzeciona nerwowo-
-miesniowe (widkna intrafuzalne), wtokna migsniowe miesni zewnatrzgatkowych
oraz mie$ni zwaczy

widkna miesniowe szybkokurczliwe

wibdkna miesniowe szybkokurczliwe

izoforma dotad niezidentyfikowana w miesniach poprzecznie prazkowanych
cztowieka pomimo obecnosci genu MyHC-I1b, u ssakéw wystepuje we

wioknach migsniowych szybkokurczliwych

wibdkna migsniowe miesni zewnatrzgatkowych, wiékna miesniowe miesnia
tarczowo-nalewkowego krtani

izoforma dotad nie zidentyfikowana w mig$niach poprzecznie pragzkowanych
cztowieka, pomimo obecnosci genu MyHC-IIM, u ssakéw wystepuje we
wibdknach migsniowych miesni zwaczy

widkna miesniowe miesni zewnatrzgatkowych, wtékna miesniowe miesnia
tarczowo-nalewkowego, wrzeciona nerwowo-migsniowe (wiékna intrafuzalne)

oraz w miesniu tarczowo-nalewkowym krtani (m. thyroarytenoideus) [57, 58].
Ekspresja genu MyHC-P (MyHC-I) zachodzi we wtdknach miesniowych wolnych
miesni szkieletowych oraz we wtéknach miesniowych komoér serca, z kolei gen MyHC-
a koduje izoforme MyHC wystepujacg w miegsnidwce przedsionkow serca [48, 60,
72]. 1zoforma MyHC-sto wystepuje we witdknach migsniowych intrafuzalnych [3].

IV. UNERWIENIE | TYPY WEOKIEN MIESNIOWYCH
W MIESNIACH ZEWNATRZGALKOWYCH

W warunkach fizjologicznych ruchy gatek ocznych sgskojarzone. Zsynchronizowany
ruch gatek ocznych ma na celu umieszczenie obrazu przedmiotu obserwowanego w
obszarze najlepszego widzenia w siatkéwece, tj. w plamce z6tej. W prawidtowych
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warunkach obraz przedmiotu, na ktory patrzymy, powstaje w siatkbwkach obu oczu, a
nastepnie w korze wzrokowej tworzy sie pojedyncze wrazenie wzrokowe [41].

Synchroniczne, obuoczne ruchy gatek ocznych w tym samym kierunku, zwane
zwrotami moga mie¢ charakter wolnych ruchéw wodzacych za poruszajgcym sie
przedmiotem, jak i szybkich ruchéw sakadowych, zwigzanych ze zmiang przedmiotu
zainteresowania w polu widzenia. Ponadto gatki oczne wykonuja ruchy zbiezne i
rozbiezne (wergencje) w celu utrzymania obuocznego widzenia. Zaréwno zwroty, jak i
wergencje moga mie¢ charakter dowolny badz odruchowy. Typowymi ruchami
odruchowymi gatek ocznych sa ruchy posturalne (w odpowiedzi na zmiang pozycji
ciata) oraz ruchy optokinetyczne, do ktérych zalicza sie odruch fiksacji (ma na celu
utrzymanie obrazu przedmiotu obserwowanego w miejscu najlepszego widzenia, tj. w
plamce z6kej), odruch konwergencji (odruch, dzieki ktéremu nastepuje obuoczna fiksacja
ogladanego przedmiotu) oraz odruch fuzji (odruch, dzieki ktéremu powstaje pojedyncze
wrazenie wzrokowe w korze wzrokowej) [16, 32, 70].

Centralna, korowa reprezentacja dowolnych ruchéw oczu znajduje sie w placie
czotowym, w ptacie ciemieniowym oraz w zakrecie obreczy [43],

Motoneuron okoruchowy obejmujacy jadra ruchowe nerwéw czaszkowych: 1lI, IV
i VI stanowi wspdélng koncowa droge kontroli ruchéw oczu. Czestotliwo$¢ wytadowan
motoneuronu okoruchowego zalezy od pozycji oczu i w pozycji pierwszorzedowej (przy
patrzeniu na wprost) wynosi okoto 100 wytadowan na sekunde, a w czasie ruchéw
sakadowych (najszybszych ruchéw gatek ocznych), siega do okoto 600 wytadowan na
sekunde [49]. W odréznieniu od motoneuronu okoruchowego czestotliwos¢ wytadowan
motoneuronow rdzenia kregowego, zaopatrujgcych miesnie szkieletowe wynosi od okoto
50 do 125 wytadowan na sekunde [46].

Niski wskaznik unerwienia miesni wewnatrzgatkowych daje mozliwosc¢ precyzyjnego
kontrolowania narastania sity m.in. w czasie fiksacji gatki ocznej [21, 46].

W miesniach zewnetrznych gatki ocznej mozna wyrézni¢ dwie warstwy: dobrze
unaczyniong warstwe oczodotowg, zbudowang gtownie z widkien miesniowych
wolnokurczliwych oraz warstwe przylegajgca do gatki ocznej, stabiej unaczyniong, w
ktérej przewazaja witokna szybkokurczliwe [71].

Wigkszo$¢ (okoto 80%) widkien miesniowych miesni zewnatrzgatkowych to typowe
widkna fazowe o pojedynczym potgczeniu nerwowo-miesniowym w postaci plytki
motorycznej (zakonczenie typu en plaque) i odpowiadajgcych na bodziec skurczem
pojedynczym [46,71]. Pozawtoknami fazowymi w migéniach zewnatrzgatkowych wystepujg
nietypowe dla migsni tutowia i koriczyn wtékna o unerwieniu typu en grappe (okoto 20%),
w ktorych potgczenie nerwowo-miesniowe nie jest ograniczone do jednego miejsca, ale
widkno miesniowe styka sie z wieloma zakoriczeniami nerwowymi ha swojej powierzchni
[24]. Witokna o unerwieniu en grappe w warstwie gatkowej charakteryzujg sie zdolnoscia
do odpowiedzi na pobudzenie skurczem o wydtuzonym czasie trwania i, jak stwierdzono,
oprécz MyHC | wykazujg ekspresje wolnej, tonicznej izoformy MyHC-sto [28, 46]. W
miesniach szkieletowych cztowieka widkna o unerwieniu en grappe nie wystepuja [46].
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V. IZOFORMY MyHC W MIESNIACH
ZEWNATRZGALKOWYCH CZLOWIEKA

W zréznicowanych miesniach zewnatrzgatkowych cztowieka wykazano obecno$é
wielu izoform ciezkich fancuchéw miozyny: MyHC-P (MyHC-I), MyHC-oc, MyHC-
sto, MyHC-lla, MyHC-eom, MyHC-emb, MyHC-pn [28, 60].

Dominujacg izoformawidkien miesniowych miesni zewnatrzgatkowych obu warstw
u cztowieka jest izoforma szybka taricuchéw ciezkich miozyny typ lla (MyHC-I1a),
wystepujagca w okoto 60% widkien [28, 71]. ,,Super” szybka specyficzna izoforma
MyHC-eom wystepuje gtéwnie w warstwie bezposrednio przylegajacej do gatki i stanowi
okoto 25% catkowitej ilosci MyHC [28]. Ekspresja MyHC-eom jest tkankowo
specyficzna ograniczona do miesni twarzoczaszki [3, 26, 37, 57, 60]. Miozyne o
podobnej ruchliwosci elektroforetycznej (zwangprzez niektérych autorow MyHC I1L)
stwierdzono we widknach miesniowych miesdnia tarczowo-nalewkowego krtani zaréwno
wjego czesci wewnetrznej zwigzanej z fonacja jak i zewnetrznej zwigzanej z odruchem
krtaniowym [12,37, 61,76], Podobniejak w mig$niach zewnatrzgatkowych obecnos¢
»super” szybkiej miozyny w mieéniu tarczowo-nalewkowym wigze sie z niskimi
wielkosciami maksymalnej sity izometrycznej rozwijanej przez ten miesien i wysoka
maksymalng predkoscig skracania wiokien miesniowych [12],

Wolna, toniczna izoforma tancuchow ciezkich miozyny (MyHC-sto) jest charaktery-
styczna dla miesni szkieletowych m.in. gadéw i ptakdw [24], Wystepuje ona we widknach
0 unerwieniu typu en grappe zwanych tonicznymi, o niskim zuzyciu energii, ktore
umozliwiaja utrzymywanie czesci ciata w ustalonej pozycji przez dtuzszy czas [15], W
miesniach zewnatrzgatkowych cztowieka izoforma toniczna nie jest jedyna izoforma
tancuchéw ciezkich miozyny wystepujaca we widknach o unerwieniu typu en grappe.
Wigkszos¢ wolnych wiékien miesni zewnatrzgatkowych ma charakter hybrydowy i obok
tonicznej izoformy taricuchow ciezkich miozyny wykazuje obecno$¢ MyHC-(3 (MyHC-
), jak i MyHC-a [28, 31]. Jak dotad w miesniach zewnatrzgatkowych cztowieka,
podobniejak w migsniach szkieletowych nie wykazano obecnosci MyHC-I1b [28].

Poza wymienionymi powyzej izoformami taficuchéw cigzkich miozyny w czesci
widkien mieéni zewnatrzgatkowych, gtéwnie w warstwie oczodotowej, stwierdzono
obecnos¢ izoform zwigzanych z rozwojem miesni (MyHC-emb oraz MyHC-pn), ktore
we w petni zréznicowanych miesniach szkieletowych nie wystepuja wyjatek stanowig
regenerujace wtdkna miesniowe [56, 60].

V1. STRUKTURALNA | FUNKCJONALNA SPECYFIKA
MIESNI ZEWNATRZGALKOWYCH

Miesnie zewnatrzgatkowe, chociaz sg to miesnie poprzecznie prazkowane,
strukturalnie i funkcjonalnie r6znig sie od miesni tutowia i koriczyn [40, 52, 58].

Obok typowych dla miesni szkieletowych izoform taricuchdw ciezkich miozyny (tj.
MyHC-I, MyHC-lla) w zréznicowanych migéniach zewnatrzgatkowych wystepuja
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izoformy specyficzne, tj. MyHC-emb oraz MyHC-pn, ktére w miesniach szkieletowych
zZwigzane sa z procesem rozwoju i regeneracji, izoforma toniczna MyHC-sto obecna
we widknach o unerwieniu typu en grappe oraz izoforma MyHC-eom (MyHC-eom/
I1L), ktérej ekspresja ograniczonajest do miesni zewnatrzgatkowych i migsnia tarczowo-
nalewkowego krtani [26, 28].

Tkankowo specyficzna ekspresja izoform tanicuchéw ciezkich miozyny w miesniach
zewnatrzgatkowych, a zwitaszcza izoformy MyHC-eom wigze sie prawdopodobnie z
odmienng sekwencja czasowg pojawiania sie czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny
MyoD (myf5, MyoD, miogenina, Myf6) [40,58]. Ekspresja myf5 i MyoD jest kluczowa
dla prawidtowego rozwoju miesni - brak ekspresji obu tych genéw we wczesnym okresie
rozwoju prowadzi do braku mieséni szkieletowych [53], O ile kolejno$¢ pojawiania sie
podstawowych czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny MyoD jest taka sama zaréwno
w miesniach wywodzacych sie z mezodermy segmentowanej, jak i w pochodzacych z
mezodermy niesegmetowanej (tj. najpierw myf5, potem MyoD), to ich ekspresja w
rozwijajacych sie miesniach pochodzacych z mezodermy niesegmentowanej pojawia
sie pbézniej i trwa dtuzej niz w migséniach tutowia i koriczyn. Stad w rozwijajacych sie
miesdniach trzewioczaszki pochodzgcych z mezodermy niesegmentowanej dochodzi do
opdznienia w pojawieniu sie miozyny w poréwnaniu z mie$niami szkieletowymi [40].
Ponadto jak wykazano w procesie miogenezy miesni szkieletowych, istotng role w
aktywacji MyoD oprécz czynnika transkrypcyjnego myf5 odgrywa czynnik Pax3,
podczas gdy w procesie miogenezy w obrebie miesni trzewioczaszki, wywodzacych sie
z mezodermy niesegmentowanej (np. miesnie zewnatrzgatkowe) nie jest on konieczny.
Brak genu Pax3/myf5 u myszy wytgcza miogeneze w obrebie mieéni tutowia i koriczyn,
przy zachowanym procesie roznicowania sie miesni trzewioczaszki wywodzacych sie
z mezodermy niesegmentowanej [66], Przypuszcza sie ponadto (przez analogie do
regulacji procesu miogenezy u muszki owocowej), ze specyficzna i ograniczona do
miesni trzewioczaszki ekspresja genu MyHC-eom moze by¢ zwigzana z odmiennymi
od MyoD czynnikami transkrypcyjnymi, tj. Dach2, Six 1, Eya2, ktére u muszki owocowej
odgrywaja podstawowa role zarbwno w procesie miogenezy, w procesie rozwoju gatki
ocznej, jak i w procesie rozwoju zdolnosci widzenia [4, 23].

Obecno$¢ wielu réznych izoform taricuchéw ciezkich miozyny zaréwno o niskich
(MyHC-sto), jak i wysokich wartosciach aktywnosci ATP-azy miozynowej (MyHC-
eom) umozliwia gatce ocznej wykonywanie réznych rodzajéw ruchéw, poczawszy od
wolnych ruchéw wodzacych, poprzez ruchy zbiezne i rozbiezne, ruchy posturalne,
optokinetyczne, az do najszybszych ruchéw cztowieka zwanych sakadami, zwigzanych
z szybka zmiana punktu fiksacji [16, 32]. Uwaza sie, ze istotna role w tych ostatnich
odgrywa ,,super” szybka izoforma tancuchéw ciezkich miozyny MyHC-eom, stanowigca
okoto 25% catkowitej ilosci MyHC w migsniach zewnatrzgatkowych [35].

Jednym z gtéwnych czynnikéw wplywajacych na regulacje ekspresji genéw
taricuch6w cigzkich miozyny sg czynniki mechaniczne [19,20, 35], Niewielkie i state
zewnetrzne obcigzenie, jakie w warunkach prawidtowych stanowi masa gatki ocznej
(7-8 gramow), ttumaczy zaréwno mate wartosci maksymalnej sity izometrycznej
rozwijanej przez te mieénie, jak i wiekszg maksymalng predkos¢ skracania w poréwnaniu
z migs$niami szkieletowymi [9]. Doswiadczalnie wykazano, ze warto$¢ maksymalnej
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sity izometrycznej stanowi 30-50% wartosci uzyskiwanych przez migénie korniczyn
(miesnie konczyn: ok. 0,3 N * mm'2, mieénie zewnatrzgatkowe: ok. 0,1 N + mmz2), a
maksymalna predkos¢ skracania miesni zewnatrzgalkowych jest o okoto 40% wyzsza
od najszybszych miesni konczyn [1,3,9, 11].

Mniejsza wartosc¢ sity generowanej przez miesnie zewnatrzgatkowe wynika¢ moze z
nizszych wartosci sity rozwijanej przez pojedyncze potgczenie aktomiozynowe, z
krétszego czasu trwania fazy cyklu mostkéw, w ktérym gtéwka miozyny jest silnie
zwigzana z aktyna, badz tez z nizszej liczby gtéwek miozyny zwigzanych z aktyna w
czasie generowania sity [22,35,51,75], Wysoka predkos¢ skracania miesni zewnatrzgat-
kowych jest zwigzana z wiekszym tempem relaksacji, ktére jest odzwier-ciedleniem
szybkosci odigczania gtéwek miozyny od aktyny [51].

W obrebie miesni zewngtrzgalkowych wiecej pracy mechanicznej zwigzanej z
poruszaniem gatkg oczng wykonuje warstwa oczodotowa [46]. Stad prawdopodobnie
wieksza liczba widkien z ekspresjg wolnych izoform tafncuchéw ciezkich miozyny w
obrebie warstwy oczodotowej w poréwnaniu z warstwa bezposrednio przylegajaca do
gatki ocznej [71]. Ponadto w obrebie czesci dystalnej warstwy oczodotowej miesni
zewnatrzgalkowych stwierdza sie obecnos¢ izoform MyHC-emb i MyHC-pn, ktérych
ekspresja w miesniach szkieletowych jest ograniczona do procesu rozwoju i regeneracji
[56, 59], Ostatnio wykazano w warstwie oczodotowej zréznicowanych miesni
zewnatrzgalkowych obecno$¢ komoérek satelitarnych w stanie aktywnym, co
potwierdzatoby teze o ciggtym procesie przebudowy pewnej populacji wiékien w
odpowiedzi na mechaniczne rozciaganie [6,34].

Nalezy podkresli¢, ze cechg charakterystyczng widkien migsniowych mieéni
zewnatrzgalkowych jest wystepowanie wiokien hybrydowych, w ktérych wystepuje wiecej
nizjedna izoformatancuchow ciezkich miozyny w obrebie widkna [31,52,71]. W typowych,
zroznicowanych miesniach szkieletowych przewazajgwtokna, w ktérych z reguty wystepuje
ekspresjajednego z trzech rodzajéw faricucha ciezkiego miozyny (wtokno typu | z ekspresjg
MyHC I; wibkno typu 1A z ekspresjaMyHC lla; wiékno typu 11X z ekspresjaMyHC 11x)
lub dwdch rodzajéw tancucha ciezkiego miozyny (wtékno typu 11AX z ekspresjg MyHC
lla i MyHC lIx) [55]. Zmiana w poziomie ekspresji tancuchéw ciezkich miozyny w
zroznicowanych witéknach miesniowych zachodzi np. w wyniku zwiekszenia lub redukcji
obcigzenia mechanicznego [ 19,20], odnerwienia [59], zastosowania elektrycznej stymulacji
[45] czy tez zmian stezenia hormondw [25].

Duza czestotliwo$¢ wytadowan motoneuronu okoruchowego, niski wskaznik
unerwienia oraz réznorodno$¢ izoform tancuchéw ciezkich miozyny, jak i obecnos¢
licznych widkien hybrydowych pozwala na lepszg kontrole narastania sity w migsniach
zewnatrzgalkowych w poréwnaniu z miesniami szkieletowymi [46]. Ponadto obecnosc
zarowno SERCA la, jak i SERCA 2a w przewazajacej liczbie widkien miesniowych
(w przeciwienstwie do miesni szkieletowych konczyn, gdzie SERCA la wystepuje w
siateczce sarkoplazmatycznej widknien szybkokurczliwych, a SERCA 2a wystepuje w
siateczce sarkoplazmatycznej widkien wolnokurczliwych) swiadczy¢ moze o koniecz-
nosci zapewnienia wyjatkowo sprawnej regulacji tempa relaksacji miesni zewnatrz-
gatkowych [29].
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Miesnie zewnatrzgatkowe nie sapodatne na ogélno migsniowe procesy chorobowe, takie
jak dystrofia Duchenne’a czy Beckera, natomiast wykazujgone szczeg6lngpodatnos$¢ na inne
choroby, tj. miopatie oczne (pierwotna miopatia oczna, dystrofia gardtowo-oczna, zesp6t
Keamsa-Sayrego) [34,37]. Jedngz mozliwych przyczyn r6znej podatnosci na choroby miesni
poprzecznie pragzkowanych jest odmienne pochodzenie miesni zewnatrzgatkowych
(niesegmentowana mezoderma gtowowa) i miesni szkieletowych (mezoderma segmentowana)
[40]. Pochodzenie miesni zewnatrzgatkowych nie ttumaczyjednakze w petni opornosci miesni
zewnatrzgatkowych na dystrofinopatie, w tym na najczesciej wystepujacadystrofie Duchenne’a.
Prawdopodobnie istotng role w opornosci miesni zewnatrzgatkowych na zmiany dystroficzne
widkien miesniowych odgrywa mozliwosé syntezy w miocytach mieéni zewnatrzgatkowych
utrofiny, biatka homologicznego do dystrofiny [47,54]. We widknach miesni prazkowanych
znaczaca ekspresja utrofiny wystepuje w okresie ptodowym oraz w procesie regeneracji wtokien,
podczas gdy w miesniu w petni zréznicowanym stwierdza sie niewielkie ilosci tego biatka w
zkgczu migdniowo-$ciegnistym oraz w ztgczu nerwowo-miesniowym [54], Uwaza sig, ze w
migsniach zewnatrzgatkowych utrofina zastepuje dystrofing w kompleksie dystrofinowo-
glikoproteinowym (ang. dystrophin-glycoprotein complex, DGCy przejmujac role dystrofiny
w stabilizacji btony komoérkowej miocytu w czasie cyklu skurczowo-rozkurczowego, co
przeciwdziata¢ moze zmianom patologicznym w miocytach [ 10,47,54].

Poszukiwanie przyczyn opornosci miesni zewnatrzgatkowych na dystrofinopatie
obejmujace miesnie szkieletowe moze by¢ pomocne w znalezieniu odpowiedniej terapii
tych schorzen [47].

VIL UWAGI KONCOWE

Rodzina eukariotycznych biatek miozyny obejmuje 18 klas biatek zaangazowanych
w rézne formy ruchu komorki [67]. Wsp6lnag cechg miozyn jest obecno$é jednego badz
dwéch identycznych taricuchdéw ciezkich miozyny o masie ok. 110 do 250 kDa oraz
jednego badz wiecej taricuchdéw lekkich miozyny o masie ok. 15 do 20 kDa [67].
Prawdopodobnie miozyny konwencjonalne (klasa Il) zdolne do tworzenia filamentéw
oraz niekonwencjonalne, monomeryczne miozyny (klasa I) stanowity ewolucyjnie
najwczesniejsza grupe miozyn [30, 67],

Filogenetycznie gyv\.MYH13, kodujacy ,,super” szybkaizoforme MyHC-eom reprezentuje
linie gendw, ktére pojawity sie w rozwoju jeszcze przed genami zwigzanymi z rozwojem
miesni (MyHC-emb i MyHC-pn) [5]. Prawdopodobnie ekspresja genu MYH13 w mig$niach
zewnatrzgatkowychjestwigczonaw szerszy program rozwojowy zwigzany nie tylko z rozwojem
miesni zewnatrzgatkowych, ale réwniez z rozwojem procesu widzenia [5].

Eksperymentalnie wykazano, ze brak bodzcéw wzrokowych w waznym,
poczatkowym etapie rozwoju procesu widzenia prowadzi do istotnego spadku ekspresji
tkankowo specyficznego genu kodujgcego super szybka izoforme MyHC-eom w
miesniach zewnatrzgatkowych [7]. Zatem rozwdj miesni zewnatrzgatkowych jest
Zwigzany z rozwojem procesu widzenia, a zaburzenia procesu widzenia w poczgtkowym
etapie rozwoju prowadzg do zmian w poziomie ekspresji farncuchéw ciezkich miozyny
w miesniach zewnatrzgatkowych [7].
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TRANSLOKACJA BIALEK SYGNALOWYCH
JAKO CZESC SKEADOWA ZJAWISKA OPOZNIONEJ,
PONIEDOKRWIENNEJ SMIERCI NEURONOW

TRANSLOCATION OF SIGNALING PROTEINS IS AN ELEMENT
OF THE DELAYED POSTISCHEMIC NEURONAL CELL DEATH

Barbara ZABLOCKA

Pracownia Biologii Molekularnej, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. M. Mossakowskiego PAN

Streszczenie: Od wielu lat prowadzone sg intensywne badania majace na celu wyjasnienie mechani-
zmow Smierci neuronéw w wyniku krétkotrwatego przerwania doptywu krwi do mézgu. Obecnie wy-
daje sie, ze istotnym elementem przekazywania sygnatu ischemicznego jest przemieszczanie sie po-
miedzy przedziatami komoérkowymi wielu biatek, ktére w zaleznosci od lokalizacji i wspotpartneréw
moga petni¢ rozne funkcje. Przej$ciowe niedokrwienie mézgu powoduje bardzo szybka translokacje
wielu kinaz biatkowych (PKC, CamKIl) do zageszczen postsynaptycznych, gdzie wydaja sie oddziaty-
wac na rozprzestrzenianie si¢ sygnatu ischemicznego. W dtuzszym czasie po niedokrwieniu we frakcji
mitochondriéw zwieksza sie ilos¢ kinazy JNK i proapoptotycznego biatka Bad, a zmniejsza sie ilos¢
kinazy Raf-l1. Réwniez lokalizacja cytochromu c ulega dynamicznym zmianom w wyniku ischemii.
Obok swojego tradycyjnego miejsca w mitochondriach, wystepuje on w poischemicznej cytoplazmie,
gdzie moze aktywowa¢ kompleks apoptosomu i kaskade kaspaz. Coraz liczniejsze dane wskazuja, ze
przejéciowa ischemia mézgu inicjuje w niedokrwionych komdrkach szybkie zmiany w wewnatrzko-
morkowej lokalizacji, a tym samym funkcji wielu biatek sygnatowych.

Stowa kluczowe: niedokrwienie mézgu, zageszczenie postsynaptyczne, mitochondria, szlaki przekazy-
wania sygnatu, uszkodzenie mézgu, kinazy biatkowe.

Summary: Neuronal degeneration following transient global cerebral ischaemia develops from complex
series of pathophysiological events that evolve in time and intracellular space. During both, the early
and delayed, postischemic stages translocation of proteins to postsynaptic density (PSD) and mitochon-
dria are probably associated with recovery or cell death in vulnerable brain regions. Early after the
insult a significant increase in the amount of CamKII and PKC isoforms is observed in PSD. Sustained
changes in protein kinases content in PSD may cause persistent alteration in synaptic transmission. In
the time course of reperfusion the activation state of key signaling molecules changes. Western blot
analysis of phosphorylated forms of protein kinases revealed persistent activation of INK, being limi-
ted mostly to vulnerable CAI region. On the contrary, activation of ERK, although observed transiently
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in both parts, was enhanced for a longer time in the abdominal, resistant part of hippocampus. More-
over, the amount of active INK linked with mitochondria was significantly increased and preceded
neuronal death in CAl. In parallel, the amount of pro-survival Raf-1 kinase decreased in mitochondria
and proapoptotic Bad protein content was increased. Concomitantly, transient ischemia evokes bipha-
sic cytochrome c release from mitochondria. Cytochrom c in cytoplasm may be involved in the activa-
tion of apoptosom, therefore cascade of caspases. Chasing a protein translocation in brain ischemia
pathology this is a new research approach which might contribute to understand of the whole process
and to search for a new points to prevent neuronal death.

Key words: brain ischemia, postsynaptic density, mitochondria, signal transduction pathways, neuronal
degeneration, protein Kkinases.

WSTEP

Niedokrwienie moézgu wystepuje u jednej na 250 os6b i jest trzecig w krajach
rozwinietych, a czwartg w Polsce przyczyng zgonéw. Szansa wystgpienia udaru
niedokrwiennego rosnie wraz z wiekiem i u osob po 65 roku zycia dotyka okoto 5% po-
pulacji w tej grupy wiekowej. Juz kilkuminutowe przerwanie krazenia krwi powoduje
uszkodzenia m6zgu wymagajace rehabilitacji zmierzajacej do przywrdcenia cho¢ czesci
utraconych funkcji. Warunkiem znalezienia skutecznych metod zapobiegania wyste-
powaniu i rozwijaniu sie poniedokrwiennej $mierci neuronéw jest badanie mechanizmoéw
tego procesu.

Catkowite i uogolnione niedokrwienie mézgu wywotuje nagte zatamanie homeostazy
tkanki oraz charakterystyczny zespo6t ciezkich zaburzen neurologicznych. W zaleznosci od
czasu trwania niedokrwienia, jak i towarzyszacych mu zaburzer systemowych ostre zmiany
metaboliczne moga cofnac sie catkowicie lub spowodowac szybka $Smier¢ organizmu.
Pomiedzy tymi skrajnymi reakcjami na niedokrwienie znajduje sie cate spektrum trwatych
uszkodzeh strukturalno-funkcjonalnych, znanych pod nazwa zespotu encefalopatii
poniedokrwiennej. Bezposrednie skutki ostrego niedoboru tlenu i glukozy, wystepujace w
czasie zatrzymania krgzenia mézgowego, prowadzgw ciggu kilkunastu minut do ustania
funkcji m6zgu, nieodwracalnych zmian strukturalnych i $mierci organizmu. Wydaje sie, ze
mechanizm powstawania op6znionych uszkodzenh poniedokrwiennych, rozwijajacych sie
selektywnie tylko w niektérych, wyjatkowo wrazliwych strukturach mézgu, takich jak
hipokamp, jest wysoce specyficzny i znacznie odbiegajacy od tego, co obserwuje sie w os-
trej fazie patologii niedokrwiennej. Uszkodzenia te powstajg prawdopodobnie w wyniku
rozwoju okreslonej sekwencji wtérnych zaburzen biochemicznych i molekularnych
indukowanych stresem niedokrwiennym. Nasze ostatnie badania, jak i liczne doniesienia z
pismiennictwa wskazuja ze szczegolnie istotne w przekazywaniu sygnatu prowadzacego
do op6znionej $mierci neurondw w ischemii mézgu sadynamicznie zmieniajace sie kompleksy
biatkowe w zageszczeniach postsynaptycznych (PSD) i w mitochondriach. Translokacje
biatek sygnatowych do wyzej wspomnianych struktur prowadzg do i) rozprzestrzeniania
bodZcaw komorce, co moze skutkowacjej przezyciem lub eliminacjgoraz ii) do koncowych
etapdw Smierci neurondw we wrazliwych na krétkie niedokrwienie rejonach mézgu, ktérym
towarzyszy wtérne zatamanie energetyczne [49] oraz aktywacja szlakow sygnatowych
charakterystycznych dla programu apoptozy [6].
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Mechanizm(y) i zwiazki pomiedzy zdarzeniami, indukujacymi badZ towarzyszacymi
poischemicznej, op6znionej Smierci neurondéw, nie sgw petni poznane i stanowigbezposredni
cel wielu badan podejmowanych w laboratoriach na catym Swiecie. Nadrzednym celem
prowadzonych prac jest stworzenie uporzagdkowanego opisu przekazywania sygnatu w
niedokrwionych komdrkach, ktéry moze pomac w znalezieniu nowych strategii leczniczych
przeciwdziatajacych uszkodzeniom neuronéw w ischemii mézgu.

MODELE BADAWCZE

Przerwanie doptywu krwi do mdzgu powoduje powazne zaburzenia metaboliczne,
obserwowane w trakcie niedokrwienia i po przywréceniu krazenia. W modelu przejsciowego,
5-minutowego niedokrwienia moézgu gerbila mongolskiego (Meriones unguiculatus)
morfologiczne oznaki ubytku neuronéw obserwowane sgw sektorze CAl hipokampoéw po
2-3 dniach reperfuzji [21,30], Podobny skutek czasowego niedokrwienia mézgu obserwuje
sie rowniez w innych modelach ischemii u szczura [32,41,51]. Zanik neuronéw we
wrazliwych rejonach mézgu mawiele cech charakterystycznych dla programowanej Smierci
komorek - apoptozy [14]. W modelach ischemii zaréwno u szczura, jak i u gerbila po
uptywie 7 dni od niedokrwienia wiekszos$¢ (ponad 80%) neuronéw wrazliwej okolicy CAl
hipokampa ginie, a ztozony, wieloczynnikowy proces prowadzacy do $mierci opisywany
jestjako opdzniona, selektywna, poniedokrwienna $mier¢ neuronéw [9,54].

SYGNAL ISCHEMICZNY

Juz w trakcie pierwszych minut trwania ischemii obserwowane jest gwaltowne
zahamowanie aktywnosci elektrycznej moézgu [55] i postepujace wyczerpywanie sie
zwiazkdéw wysokoenergetycznych [16,34]. Dochodzi do spadku potencjatu btonowego
mitochondriéw oraz uwalniania biatek proapoptotycznych. Zaburzona zostaje
homeostazajonowa zaréwno w komérkach nerwowych, jak i glejowych. Jednocze$nie
obserwowany jest nadmierny w stosunku do fizjologicznego wyrzut do przestrzeni
miedzykomérkowych pobudzajacych aminokwasow, gtéwnie kwasu glutaminowego
[39]. Kwas glutaminowy uwalniany jest z pecherzykéw synaptycznych, z zakonczen
nerwowych oraz z tzw. puli metabolicznej aminokwaséw. Komérki glejowe, na skutek
wyczerpania sie zwigzkéw wysokoenergetycznych i odwrdcenia dziatania transporterow
aminokwasOw [2,43], staja sie dodatkowym zrédtem m.in. pobudzajgcych neurotrans-
miteréw i zwigkszaja tym samym pobudzenie komdrek nerwowych. Aktywacja
receptorow kwasu glutaminowego i zwigzany z tym znaczny wzrost stezenia jonéw
wapnia w cytoplazmie neuronéw powodujg aktywacje wielu enzymow regulowanych
jonami wapnia [59], co w konsekwencji prowadzi do uruchomienia szlakéw sygnatowych
prowadzacych do przezwyciezenia patologicznego bodzca lub do eliminacji komorek
w rejonach szczegdélnie wrazliwych. Jesli niedokrwienie trwa stosunkowo krétko (do
okoto 15 min), to po przywrdéceniu krazenia nastepuje odbudowa ATP, jednak niewydolny
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taricuch oddechowy jest zrédtem wolnych rodnikéw, ktdre utleniajg biatka, lipidy i
kwasy nukleinowe przyczyniajac sie do wtérnego uszkodzenia komorek.

PSD | BIALKA PRZEKAZUJACE SYGNAL WAPNIOWY

Receptory neurotransmiteréw umieszczone w btonie postsynaptycznej skupiajg wokot
siebie szereg biatek przekazujacych sygnaly do wnetrza komorki. Podbtonowa,
elektronogesta struktura wielobiatkowa nosi nazwe ,,zageszczenie postsynaptyczne” (PSD)
[28]. Znajdujemy tu biatka receptorowe dla kwasu glutaminowego (typu NMDA i mGIuR),
szkieletowe z rodzin MAGUK, GKAP, Shank i Homer, kinazy biatkowe, neurofilamenty,
mikrotubule, aktyny i wiele innych [42]. Dotychczasowe badania PSD po niedokrwieniu
moézgu wykazatly znaczny przyrost ilosci biatka zwigzanego z tg strukturag, ktory
odzwierciedlat przyrost objetosci PSD obserwowany w mikroskopie elektronowym
[18,23,35,58]. Majac na uwadze ztozone oddziatywania sktadnikéw PSD wydaje sig, ze
przebudowa zageszczen postsynaptycznych jest jednym z pierwszych etapow szlakow
wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnatu. Kaskada zdarzen zapoczatkowanych
niedokrwieniem rozprzestrzenia sie od miejsc kontaktu synaptycznego na wszystkie
przedziaty komoérkowe i oddziatuje na funkcje struktur wewnatrzkomérkowych
(mitochondrioéw, siateczki srédplazmatycznej, jadra komoérkowego, cytoszkieletu), jak
réwniez obejmuje biatka macierzy zewnatrzkomaérkowej.

W badaniach prowadzonych na modelu krétkotrwatego niedokrwienia mézgu gerbila
oraz w przedtuzonej do 15 minut ischemii mézgu szczura zaobserwowano wzrost ilosci
biatek zwigzanych z PSD zaréwno w obrazach ultrastrukturalnych, jak i postugujac
sie metoda western biot z zastosowaniem przeciwciat rozpoznajgcych aktywne formy
kinaz biatkowych [18,58]. Jednym z biatek charakterystycznych dla PSD jest kinaza
biatkowa 11, ktorej aktywnos¢ zalezy od jondw Ca2+ i kalmoduliny (CamKIl). CamKII
jest translokowana do PSD juz w pierwszych sekundach ischemii mézgu. Jednoczesnie
aktywnosc tej kinazy mierzona wobec egzogennego, jak i endogennego substratu jest
wieksza niz w mozgu kontrolnym, jednak wzrost aktywnosci jest mniejszy, niz mozna
by wnioskowa¢ na podstawie przyrostu ilosci biatka. Nasze badania [18], jak i
doniesienia innych [1,24] sugerujg, ze masowy przyrost ilosci CamKIl w czasie
niedokrwienia kompensuje hamowanie aktywnosci fosforylacyjnej, ktére wystepuje w
czasie zatamania energetycznego w niedokrwionych neuronach. Ponadto obniza sie
aktywnos$¢ CamKII w innych frakcjach btonowych. Wyniki te wskazujg na istotngrole
CamKII w reakcji ischemicznej zageszczen postsynaptycznych. ROwnie istotny wydaje
sie udziat kinaz biatkowych C (PKC).

PKC obejmuje rodzine 11 serynowo-treoninowych kinaz biatkowych, ktérych aktywno$é
zalezy od fosfolipidéw i w zaleznosci od podgrupy od Ca?+ i diacyloglicerolu [37,38]. PKC
petni kluczowa role w niemal wszystkich procesach komdrkowych wigczajac w to podziaty,
réznicowanie czy homeostaze jonowa. Izoformom PKC przypisuje sie tez regulacyjng
role w procesie apoptozy i regeneracji [36]. Z prac wielu badaczy oraz naszych
obserwacji na modelu niedokrwienia mézgu gerbila wiemy o szybkiej aktywacji izoform
PKC regulowanych jonami wapnia Ca2+ i diacyloglicerolem (cPKC), jak réwniez
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izoform, ktérych aktywnos$c¢ nie zalezy od jonéw Caz+ (nPKC) [8,17,46]. PKC obecnej
w PSD przypisuje sie role jednego z regulatoréw aktywnosci receptora NMDA [26]
oraz wplyw na aktywnos¢ szlaku MAPK poprzez oddziatywanie z kinazg Raf-1 [52].

Kinazy biatkowe nalezace do rodziny PKC reagujgna stres ischemiczny szybkg zmiang
aktywnosci obserwowang juz w pierwszym okresie po przywréceniu krgzenia [17]. W
PSD po niedokrwieniu nastepuje 4-18-krotny przyrost ilosci biatka réznych izoform PKC
w poréwnaniu z ich iloscig u zwierzat kontrolnych [58]. Posréd cPKC obserwujemy 10-
krotny przyrost powszechnie wystepujacych izoform ot i P, podczas gdy poziom izoformy
y, specyficznej dla neuronéw podwyzsza sie dwukrotnie. Prawdopodobnie jest to
spowodowane najwyzszym kontrolnym poziomem tej izoformy w PSD. Ponadto, nasze
badania po raz pierwszy pokazaty spowodowane ischemigprzemieszczenie do PSD izoform
5 i e, ktorych kontrolny poziom w tej strukturze jest niemal niewykrywalny. Badania na
izolowanej, oczyszczonej frakcji PSD zostaly potwierdzone badaniami immunohisto-
chemicznymi w mikroskopie elektronowym, ktére pokazujgutrzymujacy sie co najmniej do
24 godzin po przywrdéceniu krazenia znaczny przyrost wielkosci zageszczen postsynap-
tycznychi ilosci cPKC, gtownie w czesci CALl hipokampow.

W badaniach wykorzystujacych izolowang frakcje PSD pochodzaca z mézgéw zwierzat
poddanych ischemii lub ze skrawkéw hipokampa w warunkach symulujgcych te patologie
wykazano, ze poza wspomnianymi kinazami biatkowymi enzymy proteolityczne-kalpainy
sgelementem struktury PSD [18]. Dwie izoformy kalpainy: p. i m maja r6zne wymagania
dotyczace stezeniajondw Ca2+ koniecznych do ich aktywacji. Stwierdzono, ze ischemig
obniza ilo$¢ biatka p-kalpainy w PSD, podczas gdy poziom m-kalpainy nie zmienia sie.
Jednoczesnie obserwowano obnizenie ilosci fodryny, ktérajest biatkiem cytoszkieletowym
obecnym w PSD i substratem kalpain. Wydaje sie, ze obnizenie ilosci enzymu
proteolitycznego aktywowanego juz w mikromolarnym stezeniu Ca+ ma znaczenie
ochronne i zabezpiecza komdrki przed rozlegta degradacja cytoszkieletu.

W wielobiatkowym kompleksie PSD kinazy biatkowe CamKIl i PKC wydajg sie
mie¢ wiele funkcji. Po przebytym epizodzie niedokrwiennym moga one aktywowacé
r6znorodne $ciezki sygnatowe, czesto o przeciwstawnej funkcji, miedzy innymi moga
modulowac¢ aktywnos$¢ kinazy biatkowej Raf-1. Jej ilos¢ w strukturze PSD takze rosnie
po niedokrwieniu, co w konsekwencji moze zmienia¢ aktywnos$¢ szlakéw kinaz
biatkowych, w tym MAPK. Jednocze$nie pewna pula kinazy Raf-1 moze by¢ zwigzana
z mitochondriami, gdzie ma swoje specyficzne substraty rézne od tych, ktére moze
fosforylowac, gdy wystepuje przy btonie plazmatycznej [7,53].

ISCHEMIA | SZLAKI KINAZ MAP 1 JNK

Jednym z lepiej poznanych wieloetapowych szlakéw kontrolujacych ekspresje genéw
jest szlak MAPK. W zaleznosci od bodzca pobudzajgcego lub modyfikacji biatek
towarzyszacych w tworzeniu sieci sygnalizacyjnej, kinazy te wykazujg plejotropowe
dziatania. Obecnie rodzina kinaz MAP dzielona jest na trzy grupy, w zaleznosci od
konicowej kinazy szlaku: ERKI,2; p38/SAPK oraz INK/SAPK [27].
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Szlak prowadzacy do aktywacji ERKI,2 zaangazowany jest gtdwnie w procesy
podziatu, wzrostu i funkcjonowania komérek w odpowiedzi na czynniki wzrostowe,
ale takze na niespecyficzne bodzce stresowe (22). Wewnatrzkomérkowy wzrost stezenia
Ca?+ i depolaryzacja sa takze czynnikami aktywujacymi kinazy ERKI i 2 prawdopo-
dobnie w wyniku stymulacji biatek syn-GAP i Ras [44], Biatko syn-GAP jest charaktery-
styczne dla zageszczen postsynaptycznych i moduluje aktywnos$¢ biatka Ras o aktyw-
nosci GTP-azowej, ktore z kolei kontroluje aktywnos$¢ kinazy Raf-1, wpisanej jako
jedno z pierwszych biatek kaskady MAPK [31]. Biatko synGAP podlega negatywnej
regulacji poprzez fosforylacje przez kinaze CamKIl [10], co w efekcie wptywa na
szybkos¢ catego szlaku. Istnieje takze mozliwos¢ modulacji ERKI,2 przez kinaze
bia’:,kowq C (PKC) poprzezjej oddziatywanie z kinaza Raf-1.

Sciezka p38/SAPK taczona jest z reakcjami komorek na réznorodny stres, ktory
prowadzi do aktywacji szlaku apoptozy. Z reakcjg stresowg komorek wigze sie rowniez
aktywacja szlaku INK/SAPK, jednak jak pokazuja badania mutantéw pozbawionych
JNK1 i 2, szlak ten jest niezbedny w procesie apoptozy rozwojowej i prawidtowego
formowania uktadu nerwowego [9], Kinaza JINK aktywowanajest w wyniku przekazy-
wania sygnatu poprzez co najmniej dwa rézne kompleksy biatkowe. Pierwszy szlak
obejmuje kompleks tworzony przez biatko JIP1 z kinazami MLK i MKKZ7, ktéra
aktywuje JNK [56]. Lokalizacja kompleksu przy powierzchni komoérki sugeruje
powigzanie z receptorami odbierajgcymi bodzce zewngtrzkomorkowe. Na podstawie
badan in vitro istniejg dowody, ze biatko PSD-95, ktére jest typowe dla zageszczen
postsynaptycznych, odgrywa kluczowa role w aktywacji JINK poprzez bezposrednie
oddziatywanie z kinazg MLK [47]. JNK jest réwniez aktywowana przez inng kinaze
szlaku MAPK - MKK4, ktéra nie taczy sie z biatkiem JIP, ale nie mozna wykluczy¢
obecnosci innych biatek kompleksujacych. Jednym z podstawowych substratow JNK
jestjedno z biatek czynnika transkrypcyjnego AP! - biatko c-Jun. Wydaje sie, ze zalezna
od fosforylacji aktywnos¢ c-Jun jest istotna w wyborze szlaku do przezycia lub $Smierci.
Ostatnio coraz wiecej doniesien tgczy aktywnos$¢ kinazy JNK z mitochondriami,
sugerujac, ze taka lokalizacja komérkowa odgrywa istotna role w procesie apoptozy
[12,25,29].

W wyniku krétkotrwatej ischemii mozgu obserwowanajest aktywacja zar6wno pro-
zyciowych ERK 1,2, jak i INK [57]. Jednak rownowaga pomiedzy aktywnoscig tych
dwaéch Sciezek sygnatowych jest r6zna w réznych rejonach hipokampa. | tak w rejonach,
ktore nie wykazuja cech uszkodzenia po niedokrwieniu (CA2,3, zakret zebaty), juz w
pierwszych godzinach po przywroceniu krazenia ilos¢ aktywnych form ERKI,2 (P-
ERK) wzrasta dwukrotnie, a po 24 godzinach az 6-krotnie w stosunku do kontroli, i na
tak wysokim poziomie utrzymuje sie przez kolejne dni. We wrazliwej na niedokrwienie
czesci CA1l przyrost ilosci P-ERK1,2 nie jest istotny statystycznie i wystepuje
przejéciowo po 24 i 48 godzinach po ischemii. Jednocze$nie w rejonie CA1 ilo$¢ aktywnej
formy JNK (P-IJNK) wzrasta w stosunku do kontroli juz po 3 godzinach po niedokrwieniu
i pozostaje na wysokim poziomie przez kolejne dni. W pozostatych, niewrazliwych na
krotkotrwate niedokrwienie rejonach hipokampa, wzrost ilosci P-JNK wystepuje
przejsciowo, 24 godziny po przywrdceniu krazenia i jest znacznie mniejszy niz ilos¢
aktywnych form ERK 1,2. Wydaje sie zatem, ze stres ischemiczny powoduje aktywacje
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obu szlakbw MAPK, przy czym zmieniona zostaje rownowaga pomiedzy $ciezka ERK i
JNK [57]. Na podstawie obrazu morfologicznego hipokampa w 7 dni po niedokrwieniu
mozna przypuszczac, ze dominacja szlaku ERK nad $ciezkg INK w rejonach CA2,3 iw
zakrecie zebatym skutkuje ,,przezwyciezeniem” stresu ischemicznego i promuje przezycie.

W poszukiwaniu kolejnych etapéw kaskady przekazywania sygnatu ischemicznego
w rejonie CA1 badano fosforylacje podstawowego substratu JNK, jakim jest biatko c-
Jun czynnika transkrypcyjnego AP!L [57]. Wydaje sie, ze wzrost fosforylacji tego biatka
odgrywa istotng role w pierwszych godzinach po przywrdceniu krgzenia, natomiast w
dtuzszym czasie poziom P-c-Jun powraca do wartosci kontrolnych. Ze wzgledu na
dtugotrwaty wzrost ilosci aktywnej formy JNK kolejne badania udziatu tego biatka w
poischemicznej Smierci neuronéw dotyczyty innych przypuszczalnych substratéw i
translokacji aktywnej kinazy do mitochondriow.

ISCHEMIA, MITOCHONDRIA | APOPTOZA

Najnowsze badania wydaja sie potwierdza¢ dawno powstatg hipoteze o kluczowej
roli mitochondriow w uszkodzeniu poischemicznym [13,20]. Mitochondria oprocz swej
powszechnie znanej funkcji tworzenia zwigzkéw wysokoenergetycznych biorgczynny
udziat w regulacji wewnatrzkomdrkowego stezeniajondw wapnia oraz procesu apoptozy.
W badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze cytochrom ¢ moze, oprécz swojej funkcji
w tancuchu oddechowym, petic role aktywatora kompleksu biatkowego (apoptosomu),
ktérego sktadnikami sg proenzymy proteolityczne - kaspazy 9 i 3. Aktywacja
apoptosomu prowadzi do aktywacji kaspaz i degradacji komérki [40]. Istnieje hipoteza
zaktadajgca udziat magakanatu (MPT) wystepujacego w btonach mitochondrialnych,
w wyptywie do cytoplazmy biatek o niskich masach czgsteczkowych, w tym réwniez
cytochromu c i innych biatek proapoptotycznych (AlF, endonukleaza G, Smac/Diablo)
[45]. Jednak z doswiadczenh z zastosowaniem zwigzkow zamykajgcych kanat MPT
wynika, ze nie jest tojedyny mechanizm uwalniania biatek z mitochondriéw. W procesie
tym podnoszona jest rola biatek z rodziny Bel, z ktorych niektére majg wiasciwosci
ochronne dla komoérek (Bcl2, Bclxl), a inne sprzyjaja uruchomieniu procesu apoptozy
(Bax, Bid, Bad, Bik) [11,32]. Wydaje sie, ze biatka Bcl2 i Bclxl mogg modulowaé
otwarcie kanatu MPT. Réwnowaga pomiedzy pro-i antyapoptotycznymi biatkami z
rodziny Bel zwigzanymi z mitochondriami moze odgrywac istotngrole w uruchamianiu
kaskady proteaz. Dodatkowo, na funkcje biatek z rodziny Bel moga wptywac
modyfikacje posttranslacyjne, gtdwnie fosforylacje przez kinazy Raf-! i INK. Z badan
in vitro pochodza przestanki, ze enzymy te moga modulowac przepuszczalnosé btony
mitochondrialnej poprzez oddziatywanie z pro- i anty-apoptotycznymi biatkami z rodziny
Bel [3,25,50], A zatem, podobnie jak balans pomiedzy biatkami z rodziny Bel, jak i
rownowaga pomiedzy zwigzanymi z btonami mitochondrialnymi aktywnymi kinazami
Raf-1 i INK moze wptywac na integralno$¢ zewnetrznej btony mitochondrialnej.

W modelu opéznionej poniedokrwiennej $mierci neuronéw w hipokampie gerbila
wykazano przejsciowg, wystepujaca w krétkim czasie reperfuzji (0,5-1 godziny)
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obecnos¢ cytochromu ¢ w cytoplazmie [15]. Ponownie cytochrom ¢ w cytoplazmie
wykrywany jest po 24 az do okoto 72 godzin po przywrdéceniu krazenia, rownoczesnie
z pierwszymi morfologicznymi oznakami $mierci neuronéw. Mozna sugerowag, ze
wyptyw cytochromu ¢ z mitochondridw jest czutym markerem ich uszkodzenia.
Wykazano, ze wczesne zastosowanie 0,5 pM cyklospory A (CsA) ma dziatanie ochronne
dla komoérek. Cyklosporyna A jest lekiem, ktéry précz swojej dobrze znanej aktywnosci
immunosupresyjnej moze stabilizowa¢ btone mitochondrialng i blokowa¢ wyptyw
niskoczasteczkowych biatek, w tym cytochromu c. Z naszych badan in vitro i in vivo
wynika, ze CsA hamuje wczesng faze wyptywu cytochromu ¢ z mitochondriéw i
zabezpiecza neurony rejonu CA1l hipokampa przed uszkodzeniem [15]. Natomiast
zastosowanie CsA pdzniej niz 1 godzine po przywroéceniu krgzenia nie chroni komorek
przed $miercia.

Postawiono zatem pytanie, czy brak neuroprotekcji przy opdznionym podaniu CsA wigze
sie z przebudowa btony mitochondrialnej tak, ze staje sie ona niewrazliwa na ten lek?

Okreslono poziom zwigzanych z mitochondriami kompleksow biatkowych sktadaja-
cych sie z pro-apoptotycznego biatka Bad i antyapoptotycznego Bcl2 oraz przypusz-
czalnie fosforylujgcych je aktywnych form kinaz biatkowych Raf-1 i INK w r6znym
czasie po ischemii [13,57]. O ile ochronne dla komérek biatko Bcl2 fizjologicznie
lokalizuje sie gtéwnie w mitochondriach oraz w innych btonowych strukturach
wewnatrzkomorkowych, to proapoptotyczne biatko Bad jest fosforylowane i pozostaje
nieaktywne w cytoplazmie w kompleksie z biatkiem 14-3-3 [47 ]. W przebiegu reperfuzji
obserwowano trwaty przyrost ilosci biatka Bad zwigzanego z mitochondriami, z
jednoczesnym, przejsciowo obnizonym poziomem fosforylujacej go kinazy Raf-1.
Rownolegle w cytoplazmie obnizata sie ilos¢ ufosforylowanej, nieaktywnej pro-
apoptotycznie formy Bad [13]. Wystepowanie kinazy Raf-1 w mitochondriach zostato
dodatkowo potwierdzone znalezieniem kompleksu biatek Bad i P-Raf-1 otrzymanych
metoda koimmunoprecypitacji z preparatow oczyszczonych mitochondriéw izolowanych
z hipokampéw gerbila. W tym samym, p6znym okresie po niedokrwieniu wykazano
we frakcji mitochondrialnej przyrost ilosci aktywnej formy kinazy JNK [57], kt6ra
moze fosforylowac/dezaktywowaé antyapoptotyczne biatka Bcl2 i Belxl. Translokacje
biatka Bad do mitochondriéw potwierdzity obserwacje w mikroskopie elektronowym.
Badano komorkowag lokalizacje biatek Bad i Bcl2 metodg immunocytochemiczng z
wykorzystaniem specyficznych przeciwciat znakowanych czasteczkami ztota. Wykazano
poniedokrwienne przemieszczenie biatka Bad do mitochondriéw jedynie w rejonie CA |
hipokampa, natomiast obrazy rejonu zakretu zebatego (DG) nie wykazywaty zmian
lokalizacji badanych biatek w przebiegu reperfuzji [13]. Wydaje sie zatem, ze odlegte
w czasie od epizodu niedokrwiennego tworzenie indukowanych bodzcem ischemicznym
komplekséw Bad-Bcl2 oraz zmieniona lokalizacja komorkowa kinaz biatkowych Raf-
1 i JINK sgelementami przebudowy bton mitochondrialnych, ktére staja sie przepusz-
czalne dla cytochromu c, niezaleznie od obecnosci cyklosporyny A. Poniedokrwienne
zachwianie réwnowagi pomiedzy iloscig ochronnej P-Raf-1 i aktywowanej stresem P-
JNK moze wptywacé na skierowanie komorki na Sciezke prowadzgcg do $mierci poprzez
uwolnienie z mitochondriéw biatek aktywujacych kompleks apoptosomu (w tym
cytochromu c) i w efekcie kaspaze 3.
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PODSUMOWANIE

Przejsciowe, krotkotrwate niedokrwienie mézgu inicjuje szereg reakcji, ktére doprowa-
dzajgdo przezwyciezenia stresu lub do eliminacji wrazliwych komérek nerwowych. Trzeba
podkresli¢, ze szczegllnie wrazliwe na ischemie sg neurony rejonu CA1 hipokampa,
ktorym przypisuje sie kluczowa role w procesie uczenia sie. Dlatego niezwykle wazne
jest opisanie proceséw inicjowanych niedokrwieniem zaréwno w komdrkach przezywa-
jacych ten epizod, jak réwniez umierajacych, aby mozna byto znalez¢ skuteczne sposoby
ochrony tych tak istotnych dla kazdego organizmu komérek. Zmiany lokalizacji
wewnatrzkomérkowej biatek sygnatowych (kinazy biatkowe) oraz uczestnicza-cych w
procesie apoptozy (pro- i anty-apoptotyczne biatka z rodziny Bel) wpisujg sie w coraz
bardziej skomplikowany obraz reakcji poniedokrwiennej tkanki nerwowej. Sekwencja
zdarzen opisywanych w niedokrwionych komérkach wskazuje na wiele rownolegle
aktywowanych szlakéw metabolicznych, ktére pozostajgw $cisle okreslonych relacjach
i oddziatujg nawzajem na siebie. Préby stworzenia mapy szlakéw komplikuje fakt, ze ten
sam enzym/biatko moze wystepowac w wielu regionach komorki, gdzie petni r6zne funkcje.
Jednym z takich biatek sygnatowych jest kinaza biatkowa Raf-1; jedna z pierwszych w
kaskadzie MAPK, ktdrej aktywacja zalezy od biatka Ras i regulacji jego aktywnosci.
Pierwsze elementy kompleksu zlokalizowane sg w zageszczeniach postsynaptycznych
(PSD). Do niedawna uwazano, zejest tojedyne miejsce dziatania Raf-1. Obecnie wiadomo,
ze aktywna kinaza biatkowa Raf-1 moze by¢ zwigzana z mitochondriami, gdzie pekni
rézne funkcje, np. fosforyluje pro-apoptotyczne biatko Bad [48] oraz co ciekawsze, tworzy
kompleks z biatkiem VDAC, ktére wchodzi w sktad megakanatu i moduluje
przepuszczalnos¢ kanatu. Wydaje sie, ze dzieje sie to poprzez zmiany konformacji biatek
kompleksu, a nie poprzez fosforylacje ktéregos$ z jego elementéw ([33]. Z przegladu
piSmiennictwa wytania sie spojny obraz, ze zlokalizowana mitochondrialnie kinaza Raf-
1 chroni komoérki przed apoptoza.

Na podstawie obserwacji wkasnych oraz danych z literatury mozna sugerowac, ze
tworzenie sie nowych, wywotanych przez krotka ischemie patologicznych komplekséw
biatkowych, zlokalizowanych w miejscach kontaktu synaptycznego (PSD) oraz w
mitochondriach moze wptywac istotnie na pro-apoptotyczne ukierunkowanie sygnatu
ischemicznego w okresie reperfuzji we wrazliwym rejonie CA1 hipokampa.

Zageszczenia postsynaptyczne reagujg na niedokrwienie, co objawia sie bardzo
szybkim, znaczacym przyrostem ilosci biatek i objetosci struktury. Biatka szkieletowe
z rodziny PSD 95 stanowig ,,kotwice” dla wielu kinaz biatkowych (miedzy innymi
izoform PKC), ktére wptywajg na aktywnos¢ receptorow dla neurotransmiteréw z jednej
strony i zmiany aktywnosci kaskad przekazywania sygnatu do wnetrza komoérek z
drugiej. Istotnym elementem translokacji kinaz biatkowych do PSD sajony wapnia,
ktorych stezenie w cytoplazmie zwieksza sie w czasie niedokrwienia. Zmienione w
wyniku przejsciowego niedokrwienia kompleksy biatkowe w PSD wydaja sie wptywac
na aktywnosc¢ szlakéw kinaz biatkowych MAPK i INK. Wydaje sig, ze w komérkach
CA! hipokampa przewaga aktywnosci szlaku JNK stanowi istotny element procesu
prowadzgcego do eliminacji tych neuronow.
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RYCINA 1. Schemat przedstawia zjawiska zwigzane z ewolucjg zmian wewnatrzkomérkowych
prowadzacych do opéznionej, poischemicznej $mierci neuronéw we wrazliwym na ischemie rejonie
CA1 hipokampa. W czasie reperfuzji po 5-minutowej ischemii mézgu gerbila nastepuje przemieszczanie
biatek do zageszczen postsynaptycznych (PSD) oraz do i z mitochondridéw. Juz w trakcie niedokrwienia
oraz krotkim czasie reperfuzji w PSD przyrasta ilo$¢ kinaz biatkowych PKC i CamKII, natomiast w
mitochondriach czasowo obserwowane jest zmniejszenie iloéci aktywnej kinazy Raf-1. Jednoczes$nie w
cytoplazmie przejsciowo obserwowany jest cytochrom c. Réwnowaga pomiedzy aktywnymi formami
kinaz ERK i JNK przychyla sie w kierunku JNK. W dtuzszym czasie po przywrdéceniu krazenia (>24

godziny) z mitochondriami zwigzanajest coraz wigksza ilo$¢ kinazy JNK oraz proapoptotycznego biatka
Bad, a w cytoplazmie ponownie pojawia sie cytochrom c: < - wzrost zawartosci, -f - obnizenie

zawartosci, — *—> translokacja

Réwnoczesnie ze zmianami skiadu biatkowego PSD, w badanym przez nas modelu
niedokrwienia mézgu gerbila obserwujemy w czasie reperfuzji dwufazowy wyptyw
cytochromu c z mitochondriéw. Wczesny, przejsciowy wyptyw prawdopodobnie petni
funkcje amplifikujaca sygnat prowadzacy do $mieci neuronéw. Diugotrwaty wyptyw
cytochromu ¢ obserwowany od drugiej doby po przywrdceniu krgzenia wydaje sie by¢
zwigzany z faza masowej aktywacji proteaz. Wydaje sie, ze zmienione na skutek
krotkotrwatego niedokrwienia kompleksy sygnatowych kinaz biatkowych z zewnetrzna
btong mitochondrialngprzyczyniaja sie zaréwno do wczesnego, jak i p6Znego wyptywu
cytochromu ¢ z mitochondriéw, a tym samym do uruchomienia kaskady kaspaz.

Ostatnio ukazata sie praca wskazujgca na nowsa, kolejng role cytochromu ¢ w
przedtuzaniu i rozprzestrzenianiu sygnatu wzbudzonego stresem [5]. W badaniach in
vitro wykazano, ze cytochrom c tgczy sie z receptorami IP3 zlokalizowanymi w siateczce
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Srodplazmatycznej, powoduje trwate otwarcie kanatéw btonowych i wyptyw jonow
wapnia do cytoplazmy. Te z kolei moga powodowaé wtdrne uszkodzenie mitochondriow.
Koncepcja tajest zgodna z wynikami naszych badan i wnioskami sformutowanymi na
podstawie obserwacji cytochromu ¢ niezwigzanego z mitochondriami w pierwszym
okresie reperfuzji po przejsciowym niedokrwieniu mézgu [15]. Ponadto, z naszych
wstepnych doswiadczen in vivo wynika, ze w krotkim czasie po przywrdoceniu krazenia
(30 minut) po niedokrwieniu, cytochrom c zwigzany jest z frakcjg mikrosomow. Tym
samym potwierdza sie hipoteza o udziale cytochromu ¢ w wewnatrzkomérkowym
przekazywaniu sygnatu wywotanego ischemia moézgu.

Zmiany skiadu biatkowego zageszczen postsynaptycznych oraz translokacja biatek
do i z mitochondriéw wydaja sie by¢ istotnym elementem procesu opéznionej poische-
micznej Smierci neurondw. Schemat uproszczonej sekwencji przemieszczania biatek
sygnatowych w PSD i mitochondriach w procesie poniedokrwiennej, op6znionej Smierci
neuronow w sektorze CA1 hipokampa przedstawiono na rycinie 1.

Na podstawie przedstawionych wynikow badan mozna pokusic¢ sie o wysnucie kilku
bardziej og6lnych wnioskow, ktére odnosza sie zaréwno do procesu poischemicznej
$mierci neurondw, jak i moga przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia procesow
wewnatrzkomorkowych.

1. Przejsciowa ischemia mézgu inicjuje w niedokrwionych komérkach szybkie zmiany
w wewnatrzkomérkowej lokalizacji, a tym samym funkcji biatek sygnatowych.

2. Lokalizacja wewnatrzkomaérkowa biatka moze okreslac jego aktywnos$¢ i udziat
w odmiennych szlakach metabolicznych.

3. Wielobiatkowe kompleksy, tworzac dynamiczne struktury funkcjonalne wyzszego
rzedu, mogg istotnie wptywac na los komérki w odpowiedzi na stres niedokrwienny.
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Streszczenie'. Dynamina i biatka dynamino-podobne (DRP) uczestnicza w wielu procesach istotnych dla
prawidtowego funkcjonowania komorki oraz catego organizmu. Wystepuja zaréwno u zwierzat, jak i u
roslin. U Arabidopsis thaliana zidentyfikowano juz 16 biatek dynamino-podobnych, ktére podzielono
na 6 podrodzin. Biatka DRP1 oraz ich homolog fragmoplastyna z soi biorg udziat w tworzeniu przegro-
dy pierwotnej podczas cytokinezy. Dwa biatka z podrodziny DRP2 wykazujg budowe domenowa po-
dobng do klasycznych dynamin ssakow i uczestnicza w procesie endocytozy, gdzie zwigzane sg z peche-
rzykami optaszczonymi klatryng. Ponadto u Arabidopsis i krasnorostu Cyanidioschyzon merolae ziden-
tyfikowano biatka dynamino-podobne, ktére stanowig elementy maszynerii podziatu mitochondriow
i chloroplastéw. Organelle te, ktére powstaty w wyniku endosymbiozy wolnozyjacych Prokaryota, po-
czatkowo dzielity sie w bardzo podobny sposéb oparty na pierscieniach FtsZ pochodzenia prokariotycz-
nego, PD/MD - pochodzenia eukariotycznego oraz pierscieniu dynaminowym. W toku ewolucji maszy-
neria ta zostata zachowana tylko w chloroplastach oraz w mitochondriach nizszych organizméw euka-
riotycznych, do ktérych nalezy migdzy innymi C. merolae. Natomiast u zwierzat, roslin i grzybéw
elementy mitochondrialnej maszynerii podziatlowej pochodzenia prokariotycznego (FtsZ) zostaty utra-
cone i zastgpione przez biatka dynamino-podobne.

Stowa kluczowe', dynamina, biatka dynamino-podobne, Arabidopsis, mitochondria, chloroplasty, po-
dziat organelli, filogeneza.

Summary-. Dynamin and dynamin-related proteins (DRP) participate in many processes essential for
normal function ofthe cells and organisms. They were found both in animals and plants. In Arabidopsis
thaliana 16 different dynamin-related proteins were identified that are grouped into six subfamilies.
DRP1 and soybean fragmoplastin participate in the cell plate formation during cytokinesis. Two mem-
bers of DRP2 subfamily display domain structure similar to mammalian classical dynamins and may be
involved in endocytosis and membrane recycling via clathrin-coated vesicles. Dynamin-related pro-
teins that are elements of mitochondrial and chloroplast division machinery were identified in Arabi-
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dopsis and red algae Cyanidioschyzon merolae. These organelles that are remnants of free-living endosym-
biotic prokaryotes initially divided by similar mechanisms based on FtsZ ring of prokaryotic origin, PD/
MD - of eukaryotic origin and dynamin ring. In the course of evolution this system was preserved only
in chloroplasts and in mitochondria of lower eukaryotes like C. merolae. However, in mitochondria of
animals, green plants and fungi the elements of prokaryotic mitochondrial machinery (FtsZ) were repla-
ced by dynamin-like GTPases.

Key words: dynamin, dynamin-related proteins, Arabidopsis, mitochondria, chloroplasts, organelles
division, phylogenesis.

WSTEP

Dynamina nalezy do nadrodziny duzych GTP-az, ktéra obejmuje juz kilkudziesieciu
przedstawicieli zaréwno w Swiecie zwierzat, jak i roslin. Klasyczna czasteczka dynaminy
sktada sie z pieciu domen: N-kohcowej GTP-azowej, Srodkowej, plekstrynowej (PH),
efektorowej (GED) i C-koncowej domeny bogatej w proling i arginine (PRD) [36].
Zwierzeca dynamina zostata po raz pierwszy wyizolowana z ekstraktéw mézgu wotu
jako biatko zwigzane z mikrotubulami w 1989 roku [27], za$ w roku 1995 wykryto
biatka dynamino-podobne takze u roslin [3,6],

Pierwszymi zidentyfikowanymi roslinnymi biatkami dynamino-podobnymi (ang.
dynamin-related proteins') byty fragmoplastyna z soi [6] i jej homolog ADL1 (ang.
Arabidopsis dynamin-like) z Arabidopsis thaliana [3]. Do tej pory u Arabidopsis
wykryto juz 16 biatek dynamino-podobnych, ktére podzielono na 6 podrodzin na
podstawie ich filogenezy oraz obecnosci funkcjonalnych motywéw. Podziat ten zostat
potwierdzony przez ich lokalizacje wewnatrzkomorkowsg oraz réznice funkcjonalne
pomiedzy poszczegOlnymi przedstawicielami tej rodziny [8].

Biatka dynamino-podobne u Arabidopsis uczestniczg miedzy innymi w tworzeniu
przegrody pierwotnej (DRP1), endocytozie (DRP2) oraz podziale mitochondriéw (DRP3)
i chloroplastéw (DRP5). Zidentyfikowano réwniez 4 biatka (DRP4A-D) podobne do
zwierzecych biatek Mx o aktywnosci antywirusowej. Wszystkie 4 geny je kodujgce
zlokalizowane sg kolejno w tej samej orientacji na chromosomie 1. DRP4A, B i D wydaja
sie by¢ pseudogenami, ktore pojawity sie najpdzniej w ewolucji i nie spetniajajeszcze zadnej
funkcji. Natomiast DRP4C ulega transkrypcji, ale jego funkcja nie zostatajeszcze ustalona.
O biatku z podrodziny DRP6 wiadomo jedynie, ze koduje polipeptyd o dtugosci 251
aminokwasow, ktdryjest znacznie mniejszy niz inne biatka DRP. Nie wiadomo jednak, czy
gen DRP6 ulega transkrypcji oraz czy kodowane przez niego biatko jest GTP-azg [9].

ROLA FRAGMOPLASTYNY | JEJ HOMOLOGOW
W POWSTAWANIU PRZEGRODY PIERWOTNEJ

Fragmoplast (wrzeciono cytokinetyczne) jest to kompleks, ktérego gtéwnymi
sktadnikami sg dwie grupy mikrotubul zwrécone do siebie koncami ,,plus” oraz
mikrofilamenty aktynowe [23]. Powstaje on podczas cytokinezy w péznej anafazie i
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jest odpowiedzialny za lokalizacje oraz fuzje pecherzykéw podczas powstawania
przegrody pierwotnej [23]. Przegroda pierwotna zaczyna sie tworzy¢ w centrum
fragmoplastu i rozszerza sie na zewnatrz dzieki ciaggtej fuzji pecherzykéw powstajacych
w aparacie Golgiego i transportowanych wzdtuz mikrotubul fragmoplastu [32],

W tworzeniu przegrody pierwotnej istotng role odgrywa fragmoplastyna. Jest to
duza GTP-aza o masie 68 kDa, ktdra nie zawiera dwoch domen obecnych w klasycznych
dynaminach: domeny plekstrynowej (PH) oraz C-koricowej domeny bogatej w proline
i argining (PRD) [38].

Aktywnos¢ GTP-azowa fragmoplastyny jest wymagana do skutecznego odpaczko-
wania i transportu pecherzykéw zawierajagcych materiat z aparatu Golgiego do
powstajacej przegrody pierwotnej [38]. Fragmoplastyna wykazuje zdolnos$¢ do
tworzenia spiralnie zwinietych struktur, co sugeruje, ze moze owija¢ sie wokoét
pecherzykéw optaszczonych klatryna i zaciskac je w struktury pecherzykowo-tubulame
(ang. vesicle-tubule-vesicle) [32, 38]. Fragmoplastyna poczatkowo znajduje sie w
centrum przegrody pierwotnej, a nastepnie przemieszcza sie ku jej rosngcym krawedziom
[7]1, Nazywana jest markerem fragmoplastu i poczatkowego etapu powstawania
przegrody pierwotnej [32].

U Arabidopsis zidentyfikowano 5 biatek (DRP1A-E) homologicznych do fragmo-
plastyny. Wykazano, ze DRP1A (ADL1, ADL1A), C (ADL1C) i E (ADLI1E) sg
zwigzane z mikrotubulami i lokalizujg sie w powstajgcej przegrodzie pierwotnej podczas
cytokinezy [9, 11, 12] oraz moga odgrywaé role w tworzeniu i stabilizacji btony
komorkowej [11] i w cytoszkielecie [9].

W roku 2003 w doswiadczeniach przeprowadzonych z uzyciem biatka fuzyjnego
GFP-DRP1 zbadano rozmieszczenie biatek DRP1A, C i E podczas cyklu komoérkowego
[9]. Biatko DRP1A w fazie G1 zwigzane jest wytgcznie z mikrotubulami kortykalnymi.
W fazie Sjadro przemieszcza sie do centrum komorki, zas DRP1A nadal rozmieszczone
jestw postaci nitkowatych struktur biegngcych od regionu perinukleamego w kierunku
korteksu. W komdrkach metafazowych DRP1A zwigzane jest z wrzecionem mito-
tycznym, natomiast podczas péznej anafazy znajduje sie w rejonie mikrotubul
fragmoplastu i w powstajacej przegrodzie pierwotnej. Pecherzyki zawierajgce DRP1A
moga taczyc sie ze sobgi tworzy¢ struktury tubulame w regionie fragmoplastu jeszcze
przed osiggnieciem przegrody pierwotnej [9]. DRP1A i fragmoplastyna lokalizujg sie
w podobny sposb w powstajacej przegrodzie pierwotnej [6, 7, 12].

Biatko DRP1C w komoérkach mitotycznych jest takze zwigzane z mikrotubulami
wrzeciona, ale nie tak silnie jak DRP1A, oraz jest rozmieszczone punktowo w catej
komorce. Podczas cytokinezy przemieszcza sie do powstajgcej przegrody pierwotnej,
szczegOlnie do jej krawedzi [9]. Rozmieszczenie DRP1C nieco wiec rézni sie od
lokalizacji DRP1A, co sugeruje, ze odgrywa ono odmienng role w powstawaniu
przegrody pierwotne;j.

DRP1E lokalizuje sie w powstajgcej przegrodzie pierwotnej w p6znych stadiach
telofazy. Ulega przemieszczeniu z centralnej czesci przegrody do jej rosngcych krawedzi.
Wydaje sie, ze jest ono zwigzane z siecig tubulama. Mozliwe jest, ze DRP1A i DRP1C
sgzaangazowane w tworzenie struktur tubulamo-pecherzykowych, podczas gdy DRP1E
odgrywa role w tworzeniu sieci tubulamej. Odmienne role tych biatek w procesie
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tworzenia przegrody pierwotnej sg zgodne z subtelnymi réznicami w ich lokalizacji
podczas réznych stadidéw podziatu komérki [9].

ROSLINNE BIALKA DYNAMINO-PODOBNE -
ROLA W ENDOCYTOZIE

Jedynymi jak dotad zidentyfikowanymi roslinnymi biatkami dynamino-podobnymi
majgcymi budowe domenowg identyczng z klasycznymi dynaminami ssakow sg dwa
biatka z podrodziny DRP2 wykryte u Arabidopsis: DRP2A (ADLG6) [10, 14, 15] i
DRP2B (ADL3) [17], ktore wykazujg 92% identycznosci [9]. DRP2A charakteryzuje
sie obecnoscig domeny PH oraz dwdéch potencjalnych motywoéw prolinowych: PRD1
(RKPIDPEE) i PRD2 (RLPPAPPPTG) (ryc. 1), ktore zlokalizowane sg w C-koncowej
czesci biatka i odpowiadajg domenie PRD [14],

Domena PH jest odpowiedzialna za oddziatywanie biatek z lipidami btonowymi
[17]. DRP2A ma zdolno$¢ wigzania kwasu fosfatydowego (PA), fosforanu fosfatydy-
loinozytolu (PIP), bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2), natomiast nie wigze
fosfatydyloseryny i fosfatydyloglicerolu. Aktywnos$¢ GTP-azowa DRP2A jest stymu-
lowana przede wszystkim przez PA, ktory jest istotnym wtornym przekaznikiem
informacji w komarkach roslinnych, w przeciwienstwie do dynamin zwierzecych, ktorych
aktywnosc jest stymulowana gtéwnie przez fosfoinozytole [14,15],

U Arabidopsis zidentyfikowano rodzing biatek zawierajacych domeng SH3 (ang. Src
homology 3)-AtSH3P [14]. Stwierdzono, ze tylko AtSH3P3 (biatko strukturalnie podobne
do zwierzecej amfifizyny i endofiliny) oddziatuje zdomeng PRD1, ale nie z PRD2 biatka
DRP2A. Wydaje sie, ze AtSH3P3 moze by¢ zaangazowane w wyselekcjonowanie DRP2A
do kompleksu biatek pomocniczych. Nie znaleziono jak dotad biatka z domena SH3, ktére
mogtoby oddziatywaé z drugim motywem prolinowym. By¢ moze jest to a-adaptyna -
sktadnik kompleksu adapterowego pecherzykow optaszczonych klatryngw TGN, poniewaz
C-terminalny koniec DRP2A oddziatuje z tym biatkiem [14],

DRP2A jest obecne w postaci punktowych struktur w cytoplazmie, prawdopodobnie w
aparacie Golgiego, gdzie moze by¢ istotne w dostarczaniu materiatu do wakuoli [10], Podczas
cytokinezy kierowanejest do powstajacej przegrody pierwotnej, natomiast tylko w niewielkiej
ilosci wystepuje w obrebie mikrotubul fragmoplastu. Moze by¢ rowniez zaangazowane w
recykling z btony komorkowej i przegrody pierwotnej w drodze endocytozy [8], gdyz

RYCINA 1. Budowa domenowa biatka DRP2 (wg [14], zmodyfikowane): PH - domena plekstrynowa,
GED - GTP-azowa domena efektorowa, PRD1 i PRD2 - motywy prolinowe
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wykazano, ze jest zwigzane z pecherzykami optaszczonymi klatryng [14]. Wydaje sig, ze
biatka DRP2 moga odgrywac istotngrole w transporcie pecherzykdéw optaszczonych klatryna
pomiedzy aparatem Golgiego, btong komérkowa, przegroda pierwotng i wakuolami.

MASZYNERIA PODZIALU MITOCHONDRIOW
| CHLOROPLASTOW

Mitochondria i chloroplasty pochodzg od wolnozyjacych Prokaryota, ktére w toku
ewolucji utracity swojg autonomie i staty sie organizmami endosymbiotycznymi.

U wiekszosci Prokaryota gtdwnarole w podziale komérkowym odgrywa GTP-aza
FtsZ [2,24], Jest to zlokalizowane w cytoplazmie biatko cytoszkieletowe, ktore wykazuje
strukturalne i biochemiczne podobienstwo do eukariotycznej tubuliny. FtsZ hydrolizuje
GTP i ulega oligomeryzacji tworzac pierscien w centralnej czesci komorki na wewne-
trznej powierzchni btony cytoplazmatycznej, ktéry zaciska sie podczas cytokinezy
bakterii. Pierécien FtsZ prawdopodobnie stuzy jako rusztowanie, do ktérego przytaczaja
sie inne biatka komérkowej maszynerii podziatowej oraz moze réwniez generowac site
niezbedng do zacisniecia btony [24],

Mechanizm podziatu mitochondriéw i chloroplastéw u nizszych eukariota byt bardzo
podobny i opierat sie na pierscieniach FtsZ, PD/MD (ang. plastid-Zmitochondrial-
dividing ring') oraz pierscieniu dynaminowym. Podczas ewolucji system ten zostat w
zasadzie zachowany w chloroplastach, podczas gdy w mitochondriach zwierzat, roslin
i grzybdw pierscien FtsZ zostat utracony, pierscienn MD réwniez lub bardzo uproszczony,
natomiast ich funkcje przejety biatka dynamino-podobne [2,4,25]. Obecnos¢ struktur
pierscie-niowych (MD) zaobserwowano jednak w mitochondriach wspotczesnych
krasnorostow Cyanidioschyzon merolae oraz Cyanidium [18] oraz w dzielgcych sie
mitochondriach sluzowca Physarum polycephalum [19].

Rola GTP-azy FtsZ i biatek dynamino-podobnych w podziale mitochondriéw
i chloroplastow jest odmienna. FtsZ dziata na wczesnym etapie podziatu, gdzie
prawdopodobnie wyznacza miejsce podziatu, natomiast biatka DRP sg wymagane
pozniej, gdy organelle sgjuz czesciowo zacisniete i pozostaje tam az do ukonczenia
podziatu. Ponadto oba biatka wigzg sie z innymi btonami: FtsZ z btong wewnetrzna,
natomiast DRP - z zewnetrzng [24]. Z drugiej strony, mechanizm dziatania obu biatek
jest bardzo podobny: majgzdolnos¢ do oligomeryzacji oraz tworzenia pierscieni i spiral,
a energia niezbedna do tego procesu pochodzi z hydrolizy GTP [16].

Pochodzenie biatek dynamino-podobnych bioracych udziat w podziale mitochondriéw
i chloroplastow wcigz pozostaje niejasne. Pewne wskazéwki data badaczom analiza
zsekwencjonowanego genomu pierwotniaka Giardia intestinalis. Giardia wtérnie
utracita mitochondrium, ale ma pojedynczy gen kodujacy biatko dynamino-podobne
zlokalizowane w obrebie wewnatrzkomoérkowych struktur pecherzykowych w przeci-
wienstwie do innych nizszych organizmoéw eukariotycznych, ktére majamitochondrialne
biatka DRP [24]. Natomiast w genomie pasozyta Trypanosoma istnieje pojedynczy
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gen kodujacy biatko dynamino-podobne biorgce udziat w podziale mitochondriow [20].
Woydaje sie wiec, ze przodek organizméw eukariotycznych miat pojedyncze biatko DRP,
z ktorego, w wyniku duplikacji gendw, powstaty rodziny biatek DRP biorgce udziat w
podziale organelli i innych procesach w komérce [24],

Biatka dynamino-podobne maja swoje strukturalne i ewolucyjne odpowiedniki w
organizmach prokariotycznych, z ktérych by¢ moze wyewoluowaty [24]. Z drugiej
strony, endosymbiotyczne bakterie mogly wykorzysta¢ endocytotyczny szlak zalezny
od dynaminy do wnikniecia przez btone komérkowa gospodarza, a nastepnie zaczety
uzywac dynaminy réwniez do podziatu [18]. Obserwacje te wskazujg na istotng role
biatek dynamino-podobnych w ewolucji organizmdw eukariotycznych.

U glonéw najlepiej poznano i opisano mechanizm podziatu mitochondriéw
i chloroplastéw u krasnorosta Cyanidioschyzon merolae. C. merolae majedno mitochon-
drium i jeden chloroplast, ktére dzielg sie synchronicznie podczas cykléw jasnego i
ciemnego. W miejscach podziatu mitochondridw i chloroplastéw zlokalizowano struktury
w ksztatcie pierscieni: MD i PD. Zidentyfikowano réwniez dwa biatka dynamino-
podobne: CmDnml biorace udziat w podziale mitochondriéw [22] i CmDnm?2 biorace
udziat w podziale chloroplastéw [19].

ROLA ROSLINNYCH BIALEK DYNAMINO-PODOBNYCH
W PODZIALE MITOCHONDRIOW

Mechanizm podziatu mitochondriéw zmieniat sie w toku ewolucji. Jego hipotetyczny
przebieg przedstawiony jest na rycinie 2. Pierwsze organizmy eukariotyczne uzywaty
wytacznie prokariotycznego aparatu podziatowego, ktérego gtéwnym elementem byto

RYCINA 2. Pochodzenie mechanizmu podziatlowego mitochondriéw (wg [2], zmodyfikowane). Kolorem
czarnym zaznaczono wystepowanie biatka FtsZ pochodzenia prokariotycznego, natomiast szarym - biatka
dynamino-podobnego pochodzenia eukariotycznego



ROSLINNE BIALKA DYNAMINO-PODOBNE 429

biatko MtFtsZ (ang. mitochondrial FtsZ). Nabycie aparatu podziatu mitochondriéw
opartego na biatkach dynamino-podobnych nastgpito bardzo wczesnie w ewolucji [31],
prawdopodobnie jeszcze przed rozdzieleniem sie linii ewolucyjnej zwierzat, grzybdw i
roslin, co moze wskazywac na istnienie ich wspélnego przodka. Potwierdza to wysoki
stopien podobienistwa funkcji i sekwencji biatek Drp 1z Caenorhabditis elegans, Dnml
z drozdzy oraz dwoch biatek z podrodziny DRP3 z Arabidopsis [2]. Poza tym inne
biatka biorgce udziat w podziale mitochondriéw u zwierzat, grzybéw i roélin (np. Fis1/
Mdv2) sg takze podobne [21],

Mechanizm podziatu mitochondriéw u wspotczesnie zyjacych wyzszych organizméw
eukariotycznych opiera sie wytacznie na biatkach dynamino-podobnych. Wydaje sie,
ze utrata MtFtsZ mogta nastgpi¢ niezaleznie w linii ewolucyjnej zwierzat i grzybéw
oraz roslin wyzszych. Brak tego biatka u wyzszych organizmdw eukariotycznych moze
wynikac z faktu, ze ich mitochondria w toku ewolucji staty sie bardziej dynamiczne i
heterogenne i by¢ moze wyksztatcity niezalezne mechanizmy inicjacji podziatu. FtsZ
mogto zosta¢ zastgpione przez inne biatka wewnatrz komdrki, odpowiadajace mu
funkcjonalnie. Z drugiej jednak strony, wszystkie zidentyfikowane do tej pory biatka
dynamino-podobne biorgce udziat w podziale mitochondriéw sgzwiazane z zewnetrzng
btong mitochondrialng, co sugeruje, ze proces ten nie wymaga obecnosci biatek
zwiagzanych z wewnetrzng btong. U mutantéw drozdzy niemajacych funkcjonalnego
biatka DRP sita powstajgca podczas cytokinezy jest wystarczajgca do podziatu
mitochondriow. U C. elegans natomiast stwierdzono, ze podziat wewnetrznej btony
mitochondrialnej zachodzi niezaleznie od podziatu btony zewnetrznej. Jesli wiec istnieje
mechanizm regulujacy dynamike btony wewnetrznej, to prawdopodobnie uczestniczy
on raczej w tworzeniu i regulacji wewnatrzmitochondrialnych struktur btonowych niz
w samym podziale mitochondriow [24].

Wspoiczesnie istniejg organizmy eukariotyczne, ktére uzywajg obu aparatéw podziatu
mitochondriéw. Nalezy do nich miedzy innymi krasnorost C. merolae, ktéry ma
wewnetrzny pierscien FtsZ pochodzenia proteobakteryjnego oraz pierscien zewnetrzny,
ktérego sktadnikiemjest prawdopodobnie biatko dynamino-podobne CmDnm 1 [22]. Biatka
podobne do FtsZ wystepujg takze u Dictyostelium discoideum [5]. Dictyostelium ma
ponadto dwa biatka dynamino-podobne, z ktérych jedno wykazuje podobienstwo do Dnm !
oraz CmDnm 1, niewyjasnionajestjednak jego rola w podziale mitochondriow [37].

W pierwszej fazie podziatu mitochondriéw u C. merolae (ryc. 3) na wewnetrznej
btonie mitochondrialnej po stronie matriks powstaje rusztowanie utworzone przez
pierscien FtsZ. Pierscien ten wyznacza miejsce podziatu. Nastepnie po cytoplazmatycznej
stronie mitochondrium powstaje pierscien MD, ktory zaczyna sie zaciska¢. W ostatniej
fazie tuz przed ostatecznym podziatem mitochondrium do wnetrza zaciskajgcego si¢
pierécienia MD oraz do cytoplazmatycznej powierzchni zewnetrznej btony rekrutowane
jest biatko dynamino-podobne CmDnm 1. Pierscief dynaminowy jest wymagany tylko
na ostatnim etapie podziatu mitochondriéw, po tym jak pierscienie FtsZ i MD zostang
zaci$niete. Kazdy z tych pierécieni spetnia odmienng funkcje, jest inaczej zlokalizowany
i dziata w innej fazie podziatu [22].
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RYCINA 3. Schemat podziatu mitochondriéw u krasnorostu C. merolae (wg [22], zmodyfikowane). W
fazie | na wewnetrznej btonie po stronie matriks powstaje pierécien FtsZ, ktéry wyznacza miejsce
podziatu. Nastepnie (faza 2) po stronie cytoplazmatycznej powstaje pierscien MD, ktory zaczyna sie
zaciska¢. W fazie 3 tuz przed ostatecznym podzialem mitochondrium do wnetrza zaciskajgcego sig
pierscienia MD po cytoplazmatycznej stronie zewnetrznej btony przytaczane jest biatko dynamino-
podobne CmDnm1

Wydaje sie wiec, ze bakteryjny typ aparatu podziatowego, ktérego gtéwnym elementem
byta GTP-aza FtsZ, zostat przynajmniej czesciowo zachowany w przypadku mitochondriéw
glonéw. Gendw kodujacych tego typu biatka nie znaleziono natomiast ani w genomie C.
elegans, ani u drozdzy. U tych organizméw w podziale mitochondriéw bierze udziat biatko
dynamino-podobne Drp 1/Dnm 1 zlokalizowane na zewngtrznej btonie mitochondrialnej w
postaci punktowych struktur w miejscach zaciskania i podziatu mitochondriéw [ 13,26]. U
cztowieka takze istnieje homolog Drp 1/Dnm 1, ktory jest istotny w podziale mitochondriéw
[28]. Wydaje sie, ze rosliny wyzsze réwniez utracity bakteryjny aparat podziatu mitochon-
driow, a zastgpityje biatka dynamino-podobne. U Arabidopsis zidentyfikowano dwa biatka:
DRP3A (ADL2a) i DRP3B (ADL2b) wykazujace 76,7% identycznosci na poziomie
sekwencji aminokwasowej [1,2]. Stwierdzono, ze biatko ADL2b formuje pierécienie na
zewnetrznej stronie mitochondriéw podczas ich podziatu. Wystepuje w miejscach, gdzie
mitochondria sg zaciskane przed podziatlem, a po podziale pozostaje na koncach
mitochondridw [2], Drugie biatko z tej podrodziny ADL2a wykazuje podobna lokalizacje
wewnatrzkomaorkowajak ADL2b i réwniez uczestniczy w podziale mitochondridw [1].

ROLA BIALEK DYNAMINO-PODOBNYCH W PODZIALE
CHLOROPLASTOW

Chloroplasty dzielg sie w bardzo podobny sposob jak mitochondria, jednak nie sgto
procesy rownowazne. Podziat chloroplastow moze by¢ rozumiany jako szereg kolejnych
etapow, w ktdrych biorg udziat rézne struktury pierscieniowe o odmiennych funkcjach
i pojawiajace sie w ré6znym czasie.
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W toku ewolucji wiele genéw wolnozyjacych endosymbiotycznych cyjanobakterii, od
ktoérych pochodzgchloroplasty, zostato przeniesionych do genomujadrowego, gdzie nabyty
sekwencje kodujace peptydy sygnatowe kierujace produkty tych genéw z powrotem do
chloroplastow [4], U roslin zidentyfikowano pie¢ takich biatek: FtsZl, FtsZ2, MinD,
MiInE i ARTEMIS. Sg one kodowane w jadrze, ale zlokalizowane w chloroplastach,
gdzie uczestniczgw ich podziale. W procesie tym biorgtakze udziat kompleksy o strukturze
pierscieni PD zlokalizowane po stronie stromy wewnetrznej btony chloroplastu oraz na
powierzchni cytoplazmatycznej btony zewnetrznej. W obrebie pierscienia podziatowego
chloroplastow zostato zlokalizowane biatko DRP5B (ARCS5) u Arabidopsis [4] oraz
jego ortolog CmDnm2 u C. merolae [19]. Biatko ARC5 wystepuje na powierzchni
zewnetrznej btony i tworzy pierécien na péznym etapie podziatu chloroplastéw. Nie ma
homolog6w u cyjanobakterii i wydaje sie, ze jest pochodzenia eukariotycznego [4].

Podczas podziatu chloroplastow u C. merolae (ryc. 4) jako pierwszy powstaje pierscien
FtsZ wewnatrz chloroplastu, a nastepnie tworzg sie pierscienie podziatowe PD, ktérych
sktadniki pozostajg nieznane. Pierscien FtsZ znajduje sie po stronie stromy wewngetrznego
pierscienia PD [19], Pierscien podziatowy (PD) skiada sie z 3 pierscieni: gtownego,
zewnetrznego po stronie cytoplazmatycznej zewnetrznej btony chloroplastéw, wewne-
trznego na btonie plastydowej po stronie stromy oraz srodkowego w przestrzeni
miedzybtonowej. Podczas p6Znego etapu zaciskania po stronie cytoplazmatycznej

RYCINA 4. Podziat chloroplastéw u C. merolae (wg [19], zmodyfikowane). Najpierw pojawia sie
pierscien FtsZ wewnatrz chloroplastu. Nastepnie tworzy sie pierscien podziatowy (PD) ztozony z 3
pierscieni: zewnetrznego stanowigcego gtéwng site zaciskajaca, wewnetrznego oraz Srodkowego.
Pierscien dynaminowy (utworzony przez biatko CmDnm2) powstaje podczas péznego etapu podziatu i
przemieszcza sie do przestrzeni pomiedzy zewnetrznym PD a zewnetrzng btong chloroplastu. Na ostatnim
etapie podziatu pierscienie FtsZ oraz srodkowy i wewnetrzny PD rozpadaja sie
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zewnetrznego pierscienia PD powstaje pierscienn dynaminowy utworzony przez biatko
CmDnm2, ktory nastepnie przemieszcza sie do przestrzeni pomiedzy zewnetrznym
pierscieniem PD a zewnetrzng btong chloroplastu. Podczas tego etapu dochodzi réwniez
do rozpadu pierscienia FtsZ, a biatko FtsZ jest przesuwane z miejsca podziatu w kierunku
dwoch przysztych siostrzanych chloroplastow. Tuz przed ukonczeniem podziatu zanika
srodkowy i wewnetrzny pierscien PD. Pierscienn zewnetrzny pozostaje pomiedzy
siostrzanymi chloroplastami, natomiast pozostatosci po pierscieniu dynaminowym
przyczepiajasie do kazdego z nich. Z wszystkich 5 pierscieni tylko zewnetrzny pierscien
PD istnieje podczas catego procesu zaciskania, ktore rozpoczyna sie tuz pojego utworzeniu.
Wydaje sig, ze to whasnie zewnetrzny pieréciert PD najprawdopodobniej jest zwigzany z
powstaniem sity zaciskajgcej na wczesnym etapie podziatu chloroplastu [18, 19],

Wykrycie biatek dynamino-podobnych: ARC5 u Arabidopsis i jego homologu u C.
merolae, ktére sg zlokalizowane na zewnetrznej btonie chloroplastéw i biorg udziat w
poéznych etapach podziatu, podobnie jak mitochondrialne biatka dynamino-podobne,
wskazuje, ze mechanizm podziatowy chloroplastéw jest czesciowo pochodzenia
prokariotycznego, a czesciowo eukariotycznego oraz $wiadczy o wzajemnej ewolucyjnej
korelacji pomiedzy podziatem chloroplastéw i mitochondriow.

PODSUMOWANIE

Z punktu widzenia ewolucyjnego dynaminy i biatka dynamino-podobne pojawity
siejako elementy mechanizmu podziatu mitochondriéw i chloroplastéw, a dopiero pozniej
przejety funkcje endocytotyczne. Takg wiasnie role petni jedyne biatko dynamino-
podobne u Trypanosoma, ktére nie jest wymagane do procesu endocytozy [20], jak to
jestw przypadku organizméw wyzszych. Jak do tej pory najstarszgewolucyjnie komorka,
w ktorej dynamina uczestniczy w procesach endocytotycznych, yzsX Paramecium [33,
35], u ktérego stwierdziliSmy obecno$¢ dwoch gendw kodujacych to biatko [34],
Paramecium jako orzesek wyewoluowato okoto 1,5 mid lat temu [29], a wiec znacznie
poézniej niz Kinetoplastida [30], do ktérych nalezy Trypanosoma, oraz jeszcze przed
wyodrebnieniem sie linii ewolucyjnej roslin i zwierzat.
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Streszczenie: Artykut przedstawia podstawowe informacje dotyczace wewnatrzkomoérkowej degradacji
biatek przez proteasomy z udziatem ubikwityny. Omoéwiono proces ubikwitynacji biatek przeznaczo-
nych do degradacji proteasomalnej oraz udziat ubikwityny w procesach komérkowych niezwigzanych z
proteoliza. Przedstawiono budowe proteasoméw 20S, 26S i aktywatora PA700. Omowiono role immu-
noproteasoméw w odpowiedzi immunologicznej oraz proteasomalng degradacje biatek niewyznakowa-
nych tancuchami ubikwityny. Przedstawiono zarys biogenezy proteasoméw oraz mozliwosci zastoso-
wania terapeutycznego inhibitoréw proteasomoéw.

Stowa kluczowe: proteasom, immunoproteasom, ubikwityna, proteolizg, PA700, PA28, inhibitory prote-
asomow.

Summary: The article gives basic information on proteasome- and ubiquitin-dependent system of pro-
tein degradation. The ubiquitination process of proteins designated for proteasomal breakdown and
ubiquitin involvement in extraproteasomal cellular events is discussed. The article explains the struc-
ture of 20S, 26S and PA700 complexes, the role of immunoproteasomes in the immune response and
proteasomal proteolysis independent of ubiquitination. Moreover, it gives the outline of proteasomal
biogenesis and possible clinical application of proteasome inhibitors.

Key words: proteasome, immunoproteasome, ubiquitin, proteolysis, PA700, PA28, proteasome inhibitors.

WSTEP

Degradacja biatek w komorce odbywa sie z udziatem proteasomow, lizosoméw i
proteaz cytoplazmatycznych. Poczatkowo przypisywano gtéwne znaczenie degradacji
z udziatem proteaz zawartych w lizosomach i endosomach péznych. Obecnie wiadomo,
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ze proteoliza zalezna od proteasoméw i ubikwityny to u Eukaryota gtéwny ukiad
degradujacy biatka wewnatrzkomérkowe.

Proteasomy degraduja biatka, ktore z r6znych powoddéw powinny by¢ usuniete z
komorki. Sato biatka o nieprawidtowej konformacji wywotanej zaburzeniami translacji,
mutacjami, uszkodzeniem przez wolne rodniki czy temperature [41]. ROwniez biatka
regulacyjne, jak np. cykliny [28], enzymy, jak np. fruktozo-1,6-bisfosfataza [76], czy
kalmodulina [79], zostajg zdegradowane po spetnieniu swej roli. Takze wiekszosé
peptydéw prezentowanych przez czasteczki MHC klasy | powstaje w wyniku
proteasomalnej degradacji biatek [46].

Przed proteolizaproteasomalngbiatka ulegajgubikwitynacji polegajacej na przytaczeniu
taricuchéw ubikwityny i sg kierowane do proteasomoéw 26S, w ktérych ulegajg hydrolizie z
uwolnieniem ubikwityny [36;65], Zaréwno proteasomy 20S, jak i 26S mogatakze degradowac
biatka, ktére nie zostaty wyznakowane przez przytaczenie reszt ubikwityny [64].

UBIKWITYNA | JEJ UDZIAL W PROCESACH
WENATRZKOMORKOWYCH

Za badania nad ubikwityna i jej rolg w komorce, A. Hershko, A. Ciechanover i I.
Rose otrzymali w 2004 roku Nagrode Nobla w dziedzinie chemii.

Ubikwityng to 76-aminokwasowy polipeptyd wystepujgcy we wszystkich zbadanych
dotychczas komérkach i tkankach organizmow eukariotycznych. Biatko to ma wysoka
miedzygatunkowa homologie sekwencyjng. Ubikwityna drozdzy rézni sie od ludzkiej
tylko 3 resztami aminokwasowymi. Ze wzgledu na strukture, oprécz termostabilnosci
ubikwityne cechuje takze odpornos¢ na proteolize i zmiany pH [92].

Rozpoznanie substratu przez proteasom wymagda jego poliubikwitynacji poprzez
przyfaczanie czasteczki ubikwityny do Lys-48 ostatniej reszty ubikwitynowej w taricuchu
[80]. Lancuchy poliubikwityny powstajg na skutek tworzenia wigzania izopeptydowego
pomiedzy karboksy-koncowsg resztg glicyny w czasteczce ubikwityny a koncowa grupg
aminowa lub grupg E-aminowgw wewnetrznej reszcie lizyny biatka docelowego. W reakcji
transestryfikacji zaleznej od ATP ubikwityng ulega aktywacji i przytaczeniu do grupy -SH
reszty cysteinowej enzymu aktywujgcego (EIl, UBA, ubiquitin activating) (ryc. 1). Nastepnie
czasteczka ubikwityny jest przenoszona na reszte cysteinowg enzymu koniugujacego (E2,
UBC, ubiquitin conjugating). E2 samodzielnie lub przy pomocy enzymu zwanego ligaza
ubikwitynowg(E3, UBL, ubiquitin ligase) przenosi reszte ubikwityny na substrat. Niektére
enzymy E3, np. Rsp5, moga modyfikowa¢ substraty poprzez przytaczenie pojedynczych
czasteczek ubikwityny, jak i jej tancuchow [72]. Pewne substraty wymagajg do swej
poliubikwitynacji wspotdziatania czynnika elongacji faricucha (E4) [48].

Dotychczas w komodrkach ssakéw opisano tylko jeden EIl, okoto 20 E2 i bardzo
wiele specyficznych substratowo E3. Taki uktad pozwala na wybiérczos¢ dziatania
kaskady enzymatycznej zwiagzanej z ubikwitynacjg[l,33].

Niekiedy biatka przeznaczone do degradacji proteasomalnej, zamiasttaricuchami ubikwityny,
sa znakowane przez zwigzanie z biatkami adapterowymi, np. antyzymem [13].
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy szlak proteolizy zaleznej od ubikwityny i proteasoméw. Enzymy
E3 rozpoznaja substraty i posrednicza w przeniesieniu reszt ubikwityny (ubi) z enzyméw E2, ktére z
kolei otrzymujaje poprzez transfer z E1. Zubikwitynowane substraty ulegaja degradacji przez proteasomy
26S z udziatem ATP. Proteasomy uwalniajg ubikwityne i degradujg substraty do krotkich peptydéw.
Mono- i poliubikwitynowane substraty moga ulec deubikwitynacji dzieki dziataniu enzyméw deubikwi-
tynujacych (DUB). DUB moga takze rozktada¢ wolne, niesprzezone z substratem tancuchy ubikwityny
(wg Wojcika [92], zmodyfikowane)

Proces ubikwitynacji jest requlowany przez enzymy deubikwitynujgce (DUB). Enzy-
my te majg zdolnos¢ hydrolizy tancuchéw ubikwityny tworzonych przez kaskade El -
E2-E3 zaréwno uwolnionych z substratéw roztozonych przez proteasomy, jak i zwig-
zanych z niezdegradowanymi biatkami. W tym drugim przypadku, DUB moga chroni¢
substrat przed hydroliza proteasomalng [92]. DUB moga tez skracac taricuchy poli-
ubikwitynowe potgczone z czasteczkami substratu [89].
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UDZIAL UBIKWITYNY W PROCESACH NIEZWIAZANYCH
Z PROTEOLIZA PROTEASOMALNA

Ubikwityna petni w komorce réwniez inne funkcje, niezwigzane ze szlakiem
proteasomalnym. tancuchy poliubikwityny potagczone poprzez Lys-63 lub Lys-48 biorg
udziat w mechanizmach naprawy uszkodzerh DNA i w endocytozie [66]. Znakowanie
biatek poprzez przytaczanie pojedynczych reszt ubikwityny to proces odgrywajacy role
w regulacji aktywnosci jadrowych czynnikéw transkrypcyjnych [60] oraz kierowaniu
biatek z btony komdérkowej do kompartmentu endosomalnego [38] lub sieci trans aparatu
Golgiego u drozdzy [56]. Ubikwitynajest takze zwigzana z przemieszczaniem biatek z
endosomoéw do ciatek wielopecherzykowych [43]. Typowym przykitadem btonowych
biatek, ktore przed internalizacjg ulegajg ubikwitynacji, sg zwigzane z biatkami G
receptory Ste2 i Ste3 drozdzy [71],

PROTEASOMY

Proteasomy oczyszczono po raz pierwszy w 1980 roku z wotowych przysadek mézgowych
[91]. Sato ztozone kompleksy biatkowe o statej sedymentacji 20S. Ze wzgledu na to, iz
proteasomy, w obrebie jednego kompleksu, wykazujg r6zne aktywnosci enzymatyczne,
poczatkowo nazwano je wielokatalitycznymi kompleksami proteinaz MPC (multicatalytic
proteinase complex) [91]. Nazwe proteasom zaproponowano w 1988 roku [6],

Proteasomy eukariotyczne wystepujg w 2 podstawowych formach: 20S i 26S.
Proteasom 26S powstaje poprzez przytaczenie komplekséw aktywatorowych PA700 do
proteasomu 20S. Proteasomy 20S nie sg zdolne do proteolizy zubikwitynowanych biatek
komdrkowych [ 18], jednak moga, nawet efektywniej niz proteasomy 26S, hydrolizowac
niektore niesprzezone z ubikwityng biatka, takie jak p21-GFP czy oc-synukleina-GFP
[54]. Proteasomy 26S majg zdolnos¢ hydrolizy biatek potaczonych z taricuchami
ubikwityny.

Interferon y indukuje w komoérkach synteze szczeg6lnych podjednostek proteaso-
malnych (tzw. immunopodjednostek) oraz podjednostek aktywatora PA28 [70].
Proteasomy zawierajgce immunopodjednostki i potagczone z kompleksami aktywatora
PA28 to tzw. immunoproteasomy biorace udziat w generowaniu peptydéw prezento-
wanych limfocytom T przez czasteczki MHC klasy I.

Budowa proteasoméw 20S

Proteasomy 20S sa zbudowane z 4 pierscieni. Kazdy pierécien sktada sie z 7 r6znych
podjednostek, ktorych masa czasteczkowa waha sie pomiedzy 20 i 35 kDa [31] (ryc.
2). Zewnetrzne pierscienie sg zbudowane z 7 podjednostek oc (ccl-oc7) kazdy, a dwa
pierscienie wewnetrzne - z 7 r6znych podjednostek P (PI-|37). Role w utrzymywaniu
potaczenia pomiedzy pierscieniami p odgrywa podjednostka P7. U drozdzy, oddziatywa-
nie pomiedzy karboksy-koncowym fragmentem tej podjednostki a podjednost-kami pi
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PROTEASOM AKTYWATOR PROTEASOM
205 PA700 265
+ ATP
P
IMMUNOPROTEASOM
AKTYWATOR SPRZEZONY Z
PA28 AKTYWATOREM PA28

RYCINA 2. Schemat budowy proteasomu. Proteasom 20S jest ztozony z 2 zewnetrznych pierscieni a i
2 wewnetrznych pierscieni p. Moze potaczy¢ sie on z aktywatorem PA700, tworzac proteasom 26S.
Immunoproteasomy wystepuja w kompleksach z aktywatorem PA28

i [32 z przeciwlegtego pierscienia [3 bierze udziat w stabilizacji proteasomu 20S [68].
Amino-konicowe fragmenty taricuchéw podjednostek a zamykaja kanat wiodacy do
whnetrza proteasomu [30], U Thermoplasma zwezajg one ten kanat, natomiast u drozdzy
i kregowcéw prawie catkowicie go zamykajg. Do otwarcia kanatu i aktywacji
proteasomu moze dojs¢ wskutek przytaczenia aktywatoréw (PA700, PA28) lub
chemicznie, np. pod wptywem SDS [31].

Wszystkie podjednostki ot i wiekszos¢ [3 sg nieaktywne enzymatycznie. Jedynie
podjednostki (31, (32 i [35 majg centra aktywne [3]. ROznig sie one miedzy sobg
wrazliwoscig na inhibitory i pH optymalnym dla swej aktywnosci. W badaniach in
vitro wyr6zniono 3 podstawowe aktywnosci proteasomu 20S: chymotrypsynopodobna
(odpowiada za nigpodjednostka (35), trypsynopodobna(podjednostka (32) i hydrolizujaca
wigzania peptydyloglutamylowe (nazywana tez aktywnoscig kaspazopodobng; podjed-
nostka (31). Oprécz tego, wyrdznia sie dodatkowo aktywnosci hydrolizujgce wigzania
peptydowe: rozgatezionych aminokwaséw (np. leucyny) i matych, obojetnych
elektrycznie aminokwaséw (np. glicyny). Sa one zwigzane z tymi samymi miejscami
aktywnymi podjednostek [3, co aktywnosci podstawowe [45,62]. Proteasom nie jest
jednak zgrupowaniem niezaleznych od siebie podjednostek, tylko funkcjonalna catoscia,
w ktorej na podjednostki katalityczne oddziatujg podjednostki sgsiadujace [40]. U
drozdzy, karboksy-koncowy fragment podjednostki (37, tworzacy Kilka wigzan
wodorowych z podjednostka [31 poprzez stabilizacje centrum aktywnego podjednostki
(31, jest konieczny dla aktywnosci kaspazopodobnej [68],
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Jedynie podjednostka oc5 proteasomu jest wykrywana jako wolne, niezwigzane z
proteasomem biatko zaréwno w jadrze komdérkowym, jak i cytoplazmie [42].

W proteasomalnych podjednostkach aktywnych enzymatycznie, nukleofilem jest
grupa hydroksylowa N-koncowej reszty Thrl [55], a akceptorem protonu w czasie
aktywacji grupy hydroksylowej jest Lys33 [4]. Na modelu Thermoplasma acidophilum
wykazano, iz delecja reszty Thrl lub jej zamiana na alanine prowadzi do inaktywacji
enzymatycznej i uposledzenia proteolizy [19]. Proteasomy zalicza sie do nowej grupy
proteaz treoninowych.

Proteasomy 26S

Proteasom 26S powstaje poprzez potaczenie proteasomu 20S z kompleksem
aktywatora PA700 (proteasome activator) [ 17] (ryc. 2). Przytgczenie aktywatora otwiera
kanat proteasomu 20S zamkniety amino-kohcowymi czesciami fancuchéw podjednostek
cc. Aktywator PA700 sktada sie z podstawy (base) i wieczka (lid). Podstawa jest
potaczona z podjednostkami ot proteasomu 20S.

W sktad podstawy aktywatora PA700 wchodzi pierscien 6 ATPaz nazywanych Rpt
(Rptl-Rptd) i 3 podjednostki niemajgce aktywnosci ATPaz (Rpnl, Rpn2, RpnlO)
[14;26]. U drozdzy z podstawa PA700 dodatkowo tgczy sie podjednostka Ubp6/USP14
(Ubiquitin Specific Proteases’, specyficzne proteazy ubikwityny) [34]. Proteasomy 20S
nie wykazujg aktywnosci ATP-azowej. Aktywnosc tajest scisle zwigzana z aktywatorem
PA700 [5], a Scislej - zjego podstawa. Wieczko PA700 jest zbudowane z niemajacych
aktywnosci ATP-azpodjednostek: Rpn3, Rpn5-Rpn9, Rpnl 1, Rpnl2, UCH37 [27,53].

Podjednostki podstawy PA700 petnig ré6znorodne funkcje. Podjednostki Rpt biorg
udziat w wiagzaniu i rozwijaniu substratow biatkowych [10]. Podjednostka RpnlO wigze
zubikwitynowany substrat poprzez domene UIM (ubiquitin-interacting motif) [21,51],
Dla wigzania przez proteasom ma znaczenie dtugos¢ tancucha ubikwityny potaczonego
z substratem (co najmniej 4 reszty ubikwityny). Rpt2 to podjednostka biorgca udziat w
otwarciu kanatu proteasomu 20S zamknietego amino-koricowymi czeSciami fancuchow
podjednostek a. Bierze ona takze udziat w przemieszczaniu substratu do komory
proteasomu i uwalnianiu z niej produktow [49]. Podjednostki Rpt4 i Rpt6 sg niezbedne
dla prawidtowego funkcjonowania proteasomu 26S [73]. Rpnl oddziatuje z dwoma
biatkami majacymi domeny zblizone do ubikwityny (Ubl, ubiquitin-like domains), Rad23
i Dsk2, ktére wigzg zubikwitynowany substrat i nakierowujago na proteasom. Rad23
i Dsk2 wiazg sie z tancuchami ubikwityny poprzez tzw. domene zwiazang ze szlakiem
ubikwityny (UBA, ubiquitin-pathway-associated). Wykazano, ze biatka majace w swej
strukturze domene UBA (jak np. produkt genu mudIl+ drozdzy) maja silne powino-
wactwo do tancuchow poliubikwitynowych [88].

Jak juz wspomniano, wieczko aktywatora PA700 jest ztozone z podjednostek: Rpn3,
Rpn5-Rpn9, Rpnl 1, Rpnl2, UCH37 [27,53]. Biatko enzymatyczne UCH37 (Ubiquitin
C-terminal Hydrolases', C-koncowe hydrolazy ubikwityny) tworzy kompleks z
podjednostkg Rpnl2. UCH37 jest integralnym sktadnikiem PA700 u ssakdw i
Drosophila, natomiast nie stwierdza sie tej podjednostki u drozdzy [53], Biatko UCH37
odcina reszty ubikwityny znajdujace sie na wolnym koncu tancucha. Przypuszcza sig,
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ze enzym ten powoli skraca taricuch ubikwityny, co moze prowadzi¢ do uwolnienia z
proteasomu biatka, ktérego hydrolizajest z jakich$ powodéw opézniona [90].

Funkcjawieczka PA700 jest rozpoznanie i odszczepienie od substratu taricucha reszt
ubikwityny. Metaloproteaza Rpn 11 oraz zwiazane z kompleksem PA700 biatka UCH37,
Ubp6/USP14 (Ubiquitin Specific Proteases’, specyficzne proteazy ubikwityny) i Ubp4
(Ubiquitin isopeptidasc, izopeptydaza ubikwityny) maja aktywnos$¢ izopeptydazy, dzieki
ktérej deubikwitynujgsubstrat czesciowo zagtebiony w kanale proteasomu [25;35], Po
uwolnieniu, fancuch ubikwityny ulega rozktadowi na pojedyncze podjednostki, ktére
moga wzig¢ udziat w ubikwitynacji kolejnej czasteczki biatka. Brak deubikwitynacji
substratu zwigzanego z proteasomem blokuje przemieszczanie sie catosci taricucha
biatkowego do wnetrza proteasomu [85].

Podjednostki PA700 u ssakéw, np. Rpn 10, moga wystepowac¢ w komorce w kilku
formach, na skutek réznej potranskrypcyjnej obrobki mRNA [44],

Immunoproteasomy i ich udziat w odpowiedzi immunologicznej

Interferony (IFN-y) indukuje w komorkach synteze podjednostek proteasomalnych
(tzw. immunopodjednostek) oraz podjednostek aktywatora PA28 [70].

Immunopodjednostki to aktywne enzymatycznie pi i, |32i oraz [35i, ktére ulegaja
wbudowaniu do nowo powstajacych proteasoméw w miejsce 3 aktywnych enzyma-
tycznie, konstytutywnych podjednostek 01, 02 i 05 [47]. Przypuszcza sie, ze
inkorporacja immunopodjednostek powoduje dyskretne zmiany strukturalne catego
kompleksu 20S, wptywajac najego aktywnos¢ hydrolityczng. Niektore peptydy powstajg
jedynie woéweczas, gdy ich bialko prekursorowe jest degradowane przez immuno-
proteasomy [46].

Kolejnym sktadnikiem uktadu proteasoméw indukowanym przez IFN-yjest kompleks
aktywatora PA28, zwany tez 11S [93]. Ma on mase 180-200 kDa i skiada sie z
podjednostek ot oraz 0. Prawdopodobnie jest to kompleks o skfadzie oc304 [46]. W
sktad kompleksu PA28 moze tez wchodzi¢ podjednostkay, wykrywana gtéwnie wjadrze
komérkowym [8,24]. Przypuszcza sie, ze PA28y wptywa na ilo$¢ biologicznie aktywnych
peptydow w jadrze komoérkowym [87]. Aktywator PA28 taczy sie z pierscieniami ot
proteasomu 20S w sposOb niezalezny od ATP (ryc. 2). Przytaczenie aktywatora prowadzi
do otwarcia kanatu proteasomu 20S zamknietego amino-koricowymi czesciami
tancuchéw podjednostek a [86]. Przytaczenie PA28 do proteasomu aktywuje hydrolize
peptyddéw i nie ma wptywu na hydrolize biatek [92], Polaczenie z PA28 zwieksza
powinowactwo do substratu i nie zmienia maksymalnej aktywnosci kompleksu
enzymatycznego. Aktywnos$¢ proteasomu wzrasta dzieki zwiekszeniu pobierania
substratu lub uwalniania produktu [78].

Immunoproteasomy bedace w kompleksie z PA28 sg gtéwnym Zrodtem prekursoréw
peptydow, ktore acza sie z czasteczkami MHC Kklasy | i sg przez nie prezentowane
limfocytom T. Prekursory te skiadajg sie z 10-12 reszt aminokwasowych, ktére w
Swietle szorstkiej siateczki $rodplazmatycznej ulegajg skroceniu przez aminoegzo-
peptydazy do 8-10-aminokwasowych peptyddw #aczacych sie poprzez sekwencje
kotwiczgce z rowkami w czgsteczkach MHC | [59].
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Tripeptydyl peptydaza Il i kilka innych oligopeptydaz moga rowniez generowac
peptydy prezentowane przez MHCI, jednak najwazniejszym ich zrédtem sgimmuno-
proteasomy [46].

IFN-y indukuje takze powstanie proteasoméw o mieszanym sktadzie, zawierajacych
podjednostki konstytutywne i immunopodjednostki [46]. Zawarto$¢ poszczegdlnych
typow proteasomow (konstytutywnych, mieszanych i immunoproteasomow) jest r6zna
w roznych tkankach i narzadach [15],

BIOGENEZA PROTEASOMOW

Biogeneza proteasoméw 26S to ztozony i nie do korica poznany proces. Na podstawie
danych dos$wiadczalnych mozna w nim wyrd6znic¢ nastepujace etapy: powstanie pierécienia
podjednostek a, prekursora 13S (zbudowanego z pierscienia podjednostek a oraz
podjednostek B2, R3 i 34), prekursora 16S (zbudowanego z pierscienia podjednostek oc i
pierscienia podjednostek 3), powstanie proteasomu 20S, utworzenie proteasomu 26S.

Nie jest jasne, czy pierwszym etapem biosyntezy proteasomu u Eukaryota jest
powstanie samodzielnego pierscienia podjednostek a, czy tez do jego utworzenia
konieczne jest wspdtdziatanie podjednostek oc i B, co prowadzitoby do powstania
prekursora 13S, z pominieciem etapu wolnego pierscienia a. W ludzkich komérkach
stwierdza sie wystepowanie komplekséw o statej sedymentacji pomiedzy 4S i 9S,
ztozonych co najmniej z podjednostek oc7 i oc4 [2]. Przypuszcza sie, ze u cztowieka te
wiasnie podjednostki petnig najwazniejszg role w powstaniu pierscienia podjednostek
a, gdyz ich amino-koricowe fragmenty wchodzaw interakcje ze wszystkimi pozostatymi
podjednostkami a.

Prekursor 13S powstaje wyniku potaczenia pierscienia podjednostek a z 3
podjednostkami 3: B2, R3 i R4 [74]. Podjednostki B3 i 34 to jedyne, ktore sgsyntetyzowane
jako dojrzate biatka bez amino-koncowej prosekwencji [61]. Do prekursora 13S
whbudowuja sie kolejno dalsze podjednostki 8 (a wkasciwie - ich prekursory zawierajace
amino-konhcowe prosekwencje), co prowadzi do powstania prekursora 16S. Wazngrole
w tym procesie odgrywajgprosekwencje podjednostek R [40]. U drozdzy wazna funkcjg
prosekwencji aktywnych enzymatycznie podjednostek B jest takze ochrona Thrl przed
N-oc-acetylacja(a-acetylacjgkoncowej grupy aminowej) [4,40],

Proces dojrzewania podjednostek 3 zachodzi w czasie dimeryzacji prekursoréw 16S.
Prekursory te sktadajg sie z pierscienia podjednostek cc i pierscienia prekursoréw
podjednostek . Wbudowanie ostatnich prekursoréw podjednostek 8 do kompleksu
13S (czyli powstanie prekursora 16S) pobudzajego dimeryzacje z innym kompleksem,
co prowadzi do powstania prekursora proteasomu 20S. Jest to stadium o krétkim okresie
péttrwania (sekundy), w ktérym zachodzi dojrzewanie podjednostek R poprzez odciecie
ich prosekwencji. W wyniku tego procesu powstaje dojrzaty proteasom 20S [50],
Dojrzewanie aktywnych enzymatycznie podjednostek proteasomu jest dwustopniowe:
najpierw sasiednie centra aktywne skracajg prosekwencje, a potem w autokatalitycznej
reakcji prosekwencje sag catkowicie odcinane z utworzeniem centrum aktywnego Thrl
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[46]. Propeptydy nieaktywnych enzymatycznie podjednostek [3 sg odcinane przez
aktywne podjednostki [57].

Proteasom 26S powstaje w wyniku zaleznego od ATP potgczenia sie aktywatora
PA700 z proteasomem 20S. Kompleks PA700 sktada sie z wielu r6znych podjednostek
0 masie od 25 do 110 kDa. Amino-korncowe sekwencje ATP-az wchodzacych w skiad
kompleksu zawierajg domeny odpowiedzialne za ich prawidtowe umiejscowienie w
kompleksie w trakcie biogenezy aktywatora PA700 [29].

Do tej pory zidentyfikowano pie¢ komérkowych biatek opiekunczych zwigzanych z
biogenezgproteasomow. Biatka z tej grupy swoiste dla biogenezy proteasomow to UMP!
u ssakow [11] i Nob !l u drozdzy [81]. Biatka opiekuncze, ktére nie sg swoiste jedynie dla
biogenezy proteasoméw, to Hsp90 [39] i BIm3 u drozdzy[22] oraz hsc73 u ssakow [75].

PROTEASOMALNA DEGRADACJA BIALEK

Proteasomy 20S

Proteasomy 20S stanowig wiekszo$¢ proteasoméw komadrkowych. Nie sg zdolne do
rozktadu zubikwitynowanych biatek, poniewaz w swojej budowie nie majg aktywatora
PA700. Degradujg natomiast niektore peptydy oraz niezubikwitynowane biatka o
wadliwej strukturze przestrzennej [79,92].

Proteasomy 20S skuteczniej niz kompleksy 26S degradujgniektdre biatka uszkodzone
przez wolne rodniki, takiejak: kalmodulina, hemoglobina, mioglobina, G6PDH (dehydro-
genaza glukozo-6-fosforanowa; glucose-6-phosphatase dehydrogenase) [16,23,32].

Proteoliza niezubikwitynowanych biatek przez proteasomy 20S jest mozliwa dzieki
roznym mechanizmom. Niekiedy sam substrat wigze sie z proteasomem, jak w przypadku
biatka p21cip, ktore poprzez swoj koniec karboksylowy taczy sie z podjednostkg a7
[82]. Cze$¢ substratéw, jak niezwinigte biatka p21cip i oc-synukleina same otwierajg
kanat proteasomu 20S, ktory w stanie spoczynkowym jest zamkniety na obu koricach
przez amino-koncowe tancuchy podjednostek a [54], Pewne czasteczki niebedace
substratem takze moga otwiera¢ kanat proteasomu 20S [30]. Prawdopodobnie w ten
spos6b niskie stezenia histonu H3 pobudzajg degradacje kazeiny i lizozymu [63].

Proteasomy 26S

Proteasomy 26S degradujg przede wszystkim biatka sprzezone z ubikwityng. W
trakcie tego procesu rozwijajg tanicuch biatkowy i przemieszczajg go do wnetrza komory
proteasomu z réwnoczesnym uwolnieniem ubikwityny do cytosolu. Za te procesy
odpowiadaja podjednostki aktywatora PA700. Hydrolize wigzan peptydowych
przeprowadzajg aktywne enzymatycznie podjednostki (3 proteasomu.

Proteasomy 26S majg takze zdolno$¢ proteolizy niektdrych biatek niesprzezonych z
tancuchami poliubikwityny. Przyktadem jest dekarboksylaza omitynowa. Jej powino-
wactwo do proteasomu 26S zwieksza sie po utworzeniu dimeru z antyzymem. Czasteczka
antyzymu znajdujgca sie w kompleksie nie jest degradowana przez proteasom 26S i
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- po proteolizie czgsteczki dekarboksylazy omityny - moze taczy¢ sie¢ z kolejng
czasteczka dekarboksylazy [12]. Innymi biatkami ulegajacymi degradacji przez
proteasomy 26S bez uprzedniego wyznakowania przez tahicuchy poliubikwityny sa:
p53 [7], troponina C i kalmodulina [9,79], p21Cip[77].

Biologiczne znaczenie niezaleznej od ubikwityny proteasomalnej proteolizy biatek
nie jest do korica poznane. Peine wyjasnienie roli tego zjawiska w fizjologii komérki
wymaga dalszych badan.

UWAGI KONCOWE

Proteolize proteasomalng mozna zablokowaé licznymi inhibitorami. Najczesciej
stosowane w doswiadczeniach grupy inhibitoréw to aldehydy peptydéw (np. PSI, MG 132),
pochodne kwasu boronowego (np. PS341, czyli bortezomib), epoksyketony (np.
epoksomycyna i eponemycyna) oraz laktacystyna i jej pochodne (np. PS-519) [94],
Inhibitory te w wielu liniach komorek nowotworowych wywotujg zahamowanie cyklu
komorkowego i apoptoze [67,92]. Wyniki doswiadczen na modelach zwierzecych wskazuja
réwniez, ze te substancje mogtyby znalez¢ zastosowanie takze jako leki przeciwangiogenne
[58], hipotensyjne czy przeciwkachektyczne [91]. Niektore inhibitory proteasomow sg
juz obecnie w fazie badan klinicznych jako leki przeciwnowotworowe (bortezomib [52])
lub przeciwzapalne (PS-519 [20,84,95]). Nalezy sie spodziewac, ze w najblizszej
przysztosci kolejne inhibitory proteasomow znajda zastosowanie w lecznictwie.
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CZY ISTNIEJE ROSLINNY HOMOLOG ZWIERZECE-
GO PEPTYDU NATRIURETYCZNEGO?

DOES ANY HOMOLOG OF THE ANIMAL ANP EXIST IN THE PLANTS?

'Sylwia WROTEK, 2Grazyna DABROWSKA, 'Andrzej TRETYN

'Zaktad Immunologii, 2Pracownia Genetyki i 3Zaktad Biotechnologii Roslin
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

Streszczenie: W latach dziewiecédziesigtych XX wieku opublikowano szereg prac sugerujacych istnienie
u roélin biatek homologicznych do zwierzecych peptydéw natriuretycznych (NP). Przeprowadzono
wiele doswiadczen wykazujac m.in. r6znorodny wptyw egzogennie podawanego przedsionkowego pep-
tydu natriuretycznego (ANP) na metabolizm oraz wzrost i rozwoéj roslin. Badano takze aktywnos$¢ ro-
$linnego immunohomologu ANP. Mimo to do tej pory nie opisano roslinnej sekwencji biatkowej ani
nukleotydowej, ktéra w istotnym stopniu bytaby podobna do zwierzecych NP. Z tego powodu na obec-
nym poziomie wiedzy nie mozna potwierdzi¢ istnienia roslinnych homologéw zwierzecych peptydéw
natriuretycznych oraz kodujacych je genéw.

Stowa kluczowe', zwierzece peptydy natriuretyczne (NP), receptory peptyddéw natriuretycznych, roslin-
ne homologi peptydéw natriuretycznych, ekspansyny.

Summary: In 1990s papers have been published suggesting the existence of an animal atrial natriuretic
peptide (ANP) homologues in plant organisms. Multiple influence of egzogenic atrial natriuretic pepti-
de into plant metabolism, growth and development has been showed. Plant ANP immunohomologues
has been studied as well. However, the plant nucleotide or aminoacid sequence similar to the animal
NP have not yet been published. The existence of plant NP homologues to the animal natriuretic pepti-
des and genes encoding them was not established.

Key words: animal natriuretic peptides, receptors of natriuretic peptides, plant homologues of natriure-
tic peptides, expansins.

WSTEP

Przez wiele lat uwazano, iz rozwojem roslin, regulacjgwzrostu oraz ich fizjologiczng
odpowiedzigna zmiany zachodzace w srodowisku kierujg tylko hormony roslinne [40].
Poglad ten zweryfikowano w latach dziewiecdziesigtych, kiedy poznano funkcje i
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wiasciwosci takich czasteczek, jak: glukoza, kwas jasmonowy i salicylowy oraz
brasinosteroidy, nodulina, systemina, fitosulfokiny [30, 53]. Wyniki badan przepro-
wadzonych w latach dzieiwecédziesigtych sugeruja, iz peptydy natriuretyczne zaan-
gazowane u zwierzat w regulacje bilansu wodnego i sodowo-potasowego moga réwniez
odgrywac¢ podobna role u roslin. Pierwszych argumentéw popierajacych te hipoteze
dostarczyty prace Vesely’a i Giordano, na lisciach i pedzie Dracena godseffiana przy
uzyciu przeciwciat skierowanych do szczurzego przedsionkowego peptydu natriure-
tycznego [56]. Zidentyfikowanie ANP u roslin otworzytoby nieograniczone mozliwosci
farmakologicznego wykorzystania jego jako leku obnizajacego cisnienie krwi.

RODZINA ZWIERZECYCHPEPTYDOW NATRIURETYCZNYCH

Ponad 20 lat temu de Bold odkryt peptyd natriuretyczny produkowany w sercu
szczura [11]. Poczatkowo zidentyfikowano i badano ANP - przedsionkowy peptyd
natriuretyczny i BNP — mdzgowy peptyd natriuretyczny [34]. Nastepnie wyizolowano
z mOzgu peptyd natriuretyczny typu C - CNP [47], z aorty wegorza i pstraga — VNP
tzw. komorowy peptyd natriuretyczny [51] oraz DNP z jadu zielonej mamby [44].
Ponadto biatka reagujace z przeciwciatami do ANP wykryto u $limaka [41], kraba
[55], ostrygi [59], pantofelka [57].

Do rodziny biatek o wiasciwosciach natriuretycznych naleza takze: urodylatyna
produkowana w komoérkach okotocewkowych [10], uroguanylina produkowana w
Sluzowece jelit [16] oraz limfoguanylinaprodukowanaw nerkach, migéniu sercowym i
uktadzie immunologicznym [12].

ANP NAJLEPIEJ POZNANYM PRZEDSTAWICIELEM
RODZINY PEPTYDOW NATRIURETYCZNYCH

Gen kodujgcy ludzkie ANP znajduje sie na | chromosomie w potozeniu 36,21 cM.
Gen ten skiada sie z trzech egzondw i dwdch intronow, a jego dtugos¢ wynosi 1786
nukleotydéw. Fizjologicznie aktywne ANP jest produktem trzeciego egzonu (1.061-
1.141) [NCBI, gi 178635].

Prepro-ANPjest 152-aminokwasowym biatkiem magazynowanym w przedsionku serca.
Przy udziale proteazy sygnatowej odcinanajest 24-aminokwasowa sekwencja sygnatowa z
N-konca, a nastepnie usuniete zostaja2 argininy z C-korca probiatka (ryc. 1). Przed sekrecjg
peptyd ten ulega ograniczonej proteolizie na 2 czasteczki: fragment N-koricowy (1-99aa)
(aa-reszty aminokwasowe) i C-koricowy (99-126aa) [52]. Aktywnagbiologicznie czescig
C-konicajest 17-aminokwasowy fragment zawarty pomiedzy dwiema cysteinami (7 123 aa)
potaczonymi mostkami dwusiarczkowymi. W obrebie tej pierscieniowej struktury znajdujg
sie trzy konserwatywne sekwencje aminokwasowe: CFG-DRI-SGLGC [52], Zniszczenie
tréjwymiarowej konformacji przez zerwanie mostkow dwusiarczkowych powoduje zanik
aktywnosci omawianego peptydu [32]. Dalsza proteoliza fragmentu N-koricowego pozwala
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uzyskac¢ kilka mniejszych fragmentéw, z ktorych cze$¢ moze réwniez petni¢ funkcje
biologiczne (ryc. 1). Sugeruje sie, ze:

¢ ANP (I-30aa) bierze udziat w diugotrwatej stymulacji wydzielania sodu z
organizmu,

¢ ANP (31-67aa) wptywa narozszerzanie naczyn krwionosnych (tzw. wazodyla-tor),

¢ ANP (79-98aa) jako tzw. biatko kaliuretyczne reguluje gospodarke potasowa [60],

ANP jest konserwatywny wsrdd wszystkich gatunkéw ssakéw. Natomiast homologia
pomiedzy réznymi grupami kregowcow jest raczej niska i wynosi okoto 50%.
Podobienstwo N-korica, tj. ANP 1-98aa cztowieka i ANP [-94aa tososia wynosi tylko
20%. Z kolei C-koniec (ANP 99-126aa) jest bardziej konserwatywny - u cztowieka i
tososia ich podobienstwo wynosi 63%. BNP jest wysoce zmiennym peptydem nawet
wsrdd gatunkow ssakéw. Natomiast za peptyd, ktory w najmniejszym stopniu podlegat
zmianom podczas ewolucji, przyjmuje sie CNP [52],

BUDOWA RECEPTOROW PEPTYDOW NATRIURETYCZNYCH

RYCINA 1. Synteza przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP), doktadny opis w tekscie
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Wszystkie receptory peptydéw natriuretycznych zbudowane sg z pojedynczego
polipeptydu zawierajgcego domeny: zewnatrzkomorkowa(N-koricowa) o dtugosci 440
aminokwasow, transbtonowg i cytoplazmatycznag (C-koncowg) (ryc. 2) Receptory
peptyddw natriuretycznych mozna podzieli¢ na 2 typy: o domenie cytoplazmatycznej
majacej dtugos¢ 530 aminokwasow oraz o domenie cytoplazmatycznej dtugosci 37
aminokwasow. W domenie cytoplazmatycznej receptoréw pierwszego typu mozna
wyrozni¢ sekwencje homologiczne do kinazy tyrozynowej (o dtugosci 280 aminokwaséw)
i cyklazy guanylowej (o dtugosci 250 aminokwasOw). Takg budowe maja receptory:
NPR-A (ang. natriuretic peptide receptor type A) wykazujgcy duze powinowactwo
do ANP, BNP i VNP oraz NPR-B wykazujacy powinowactwo do CNP i VNP [1,

Receptor typu Receptor typu
NPR-A i NPR-B NPR-C

Domena

zewnatrzkomérkowa
440 aa

37 aa
Domena
homologiczna do 280 aa
kinazy tyrozynowej

Domena

wewnatrzkomorkowa

Domena
cyklazy guanylowej

RYCINA 2. Budowa receptoréw peptyddéw natriuretycznych
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22], Przytaczenie powyzszych ligandéw do receptoréw prowadzi do konwersji GTP w
cGMP [27]. Natomiast receptory NPR-C [25] i niedawno odkryty NPR-D, ktérych
domena cytozolowa ma 37 aminokwaséw (brak tu domeny cyklazy guanylowej i kinazy
tyrozynowej) prawdopodobnie oddziatujg z cyklazg adenylanowsg [52, 54]. NPR-C
wykazuje powinowactwo do wszystkich peptydéw natriuretycznych i uwaza sie, ze
jestjednym z czynnikéw zmniejszajacych stezenie ANP we krwi [27]. NPR-D znaleziony
zostat jedynie u wegorza (Anquillajaponica) [52].

Receptory zwigzane z cyklazg guanylowa w warunkach nieredukujgcych wystepujg
jako tetrametry. NPR-C niemajgcy domeny cyklazy guanylowej jest w tych warunkach
dimerem, zas§ NPR-D réwniez bez domeny cyklazy guanylowej jest teramerem -
podobnie jak NPR-A i NPR-B [9, 52],

FUNKCJE ANP U ZWIERZAT

U zwierzat kregowych w sercu zlokalizowane sa baroreceptory (presoreceptory)
wrazliwe na rozcigganie $cian naczyn krwionosnych. Poczatkowo sgdzono, ze regulacja
ci$nienia krwi zachodzi jedynie dzigki przekazywaniu nerwami bodZcéw z barorecep-
toréw do osrodkowego uktadu nerwowego. Obecnie wiadomo, ze prawy przedsionek
serca na skutek rozciggania wydziela hormon ANP. Jego natriuretyczne i diuretyczne
dziatanie mozliwe jest dzieki wspotpracy serca, mézgu i nerek. Wydzielanie ANP do
krwiobiegu powoduje inhibicje wchianiania wody i sodu przez jelito oraz stymulacje
wydalania ich nadmiaru przez nerki. Jednoczesnie ANP wplywa na wydzielanie
wazopresyny i aldosteronu [42]. Hormony te pobudzajgc lub hamujac aktywnos¢ nerek,
regulujgzaleznie od potrzeby organizmu bilans wody ijonéw. Wynikiem tegojest obnizenie
cisnienia krwi w uktadzie krwiono$nym i powrdét organizmu do homeostazy [52].

ANP powoduje réwniez hamowanie aktywnosci kanatéw sodowych w rdzeniu nerek
ssakéw [63], a takze dezaktywacje Na7K+ -ATPazy [4]. Hormon ten dziata [36] w
réznych typach komérek oraz wspomaga wydalanie potasu [23]. Inng funkcjg ANP
jest aktywacja kanatéw potasowych zaleznych od wapnia przez zwigkszenie wydzielania
cGMP [46], Wyniki badan zespotu Patila wykazuja rowniez bezposrednig stymulacje
akwaporyn (kanatéw wodnych) [35].

Wzrost stezenia ANP w osoczu wpltywa na: wydzielanie aldosteronu, resorpcje sodu
w kanalikach nerkowych oraz wzrost komérek naczyniowych [2, 17, 18, 19]. Badania
na myszach dowiodly, ze nadekspresja genu ANP powoduje obnizenie ci$nienia krwi
[45]. Natomiast mutant mysi typu knockout (pozbawiony genu ANP) charakteryzowat
sie wyzszym cisnieniem niz mysz typu dzikiego [20]. U ryb ANP petni gtéwnie funkcje
hormonu odpowiedzialnego za wydzielanie sodu. Redukuje pragnienie i zmniejsza
absorpcje sodu przez jelito wegorza zyjacego w wodzie stodkiej [52].

Stosujgc techniki autoradiograficzne i hybrydyzacje in situ wykazano, ze peptydy
natriuretyczne i ich receptory wystepujg licznie w mdzgu, a szczeg6lnie w regionie
podwzgoérza [6, 21]. Lokalizacja ta swiadczy o udziale peptyddw natriuretycznych w
kontroli homeostazy ptynéw regulowanej przez osrodkowy uktad nerwowy. W badaniach
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na szczurach wykazano, ze peptydy natriuretyczne hamujg dziatanie wazopresyny
argininowej uwalnianej w podwzgérzu [43] i redukuja pragnienie stymulowane
angiotensyna Il [3].

ROSLINNE PEPTYDY NATRIURETYCZNE

Pierwsze sugestie 0 mozliwosci wystepowania peptydéw natriuretycznych u roslin
pochodzaz pracy Vesely i Giordano (1991). Stosujgc przeciwciata skierowane przeciwko
poszczegolnym fragmentom ludzkiego ANP (1-30,31-67,79-98aa) odkryto obecnosé
immunohomologéw w todygach i lisciach draceny {Dracaena godseffiana) [56].

Zastosowanie chromatografii immunopowinowactwa, doprowadzito do wyizolowania
trzech fragmentéw prohormonu ANP homologicznych do: N-kornca proANP (1-98aa);
fragmentu srodkowego proANP (31-67aa) oraz C-koncowego proANP (99-126aa).
Poréwnywano stezenie poszczegolnych fragmentow w wyizolowanych biatkach z lisci
i fodyg draceny {Dracaena godseffiana) z biatkami uzyskanymi z przedsionka serca i
zyt szczura wedrownego {Rattus norvegicus). Najwyzszg zawartos¢ ANP (190-240
ng/g) stwierdzono w szczurzym przedsionku serca. Najnizsze stezenie hormonu ANP
zaobserwowano w ekstrakcie otrzymanym z zyt 4,0-5,8 ng/g. Natomiast w lisciach
draceny stezenie wynosito 120-150 ng/g, a w pedzie 96-140 ng/g. Na podstawie tych
wynikéw Vesely i wspétpracownicy stwierdzili, iz u roslin zachodzi synteza peptydow
homologicznych do zwierzgcego ANP. Badacze ci zasugerowali, ze obecno$¢ peptydow
natriuretycznych w lisciach i pedzie moze Swiadczy¢ o ich udziale w dtugodystansowym
transporcie soli mineralnych [56].

Vesely i wsp. (1993) opublikowali liste gatunkéw, u ktérych wykryto poszczegéine
immunohomologi ANP. Wsrdd tych organizmow znalazty sie m.in.: euglena {Euglena
sp.), bodziszek {Geranium), r6za {Rosa) i sosna {Pinus silvestris). Ponadto autorzy ci
stosujgc wysokosprawng chromatografie zelowg (HPGPC) wykazali, ze propeptydy i
peptydy natriuretyczne z draceny {Dracena godseffiana) majg podobne masy
czgsteczkowe do peptydow natriuretycznych z kregowcéw. Ci sami autorzy stwierdzili
rowniez, ze egzogennie podane fragmenty z ludzkiego ANP wptywaja na poziom
transpiracji u roslin [58].

Gehring i wsp. [13] odkryli, ze syntetyczny szczurzy ANP indukuje otwieranie
aparatow szparkowych u trzykrotki {Tradescantia sp.). Ponadto w btonie komérkowej
lisci i pedéw zlokalizowano specyficzne miejsca wigzania znakowanego, szczurzego
ANP [13,49].

W 1998 Pharmawati i wspoétpracownicy wykazali, ze szczurzy rANP (ang. Rat
ANP) dziata na aparaty szparkowe tylko wtedy, gdy ma budowe pierscieniowa.
Przeprowadzenie S-karboksymetylacji powoduje powstanie liniowej czasteczki peptydu
i zahamowanie jego aktywnosci [37, 38]. Stwierdzono tez, ze dziatanie rANP jest
hamowane w obecnosci inhibitoréw cyklazy guanylowej, takichjak: LY 83583 (6-anilino-
5,8-quinolinequinone) i biekitu metylenowego. Natomiast analog cGMP (8-Br-cGMP)
nasladuje wptyw rANP [37, 38],
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W 1997 roku Bilington i wspétpracownicy wyizolowali i oczyscili roslinny immuno-
homolog ANP. Od tego czasu rozpoczety sie badania majace na celu poznanie funkcji
roslinnego peptydu. Ustalono, ze oczyszczony immunohomolog z bluszczu (Hedera
helix) indukuje otwieranie aparatoéw szparkowych [5],

Pharmawati i wspotpracownicy wykazali, ze immunoreaktywny, roslinny peptyd
natriuretyczny powoduje wzrost cGMP w rdzeniu korzenia kukurydzy (Zea mays). Ustalili
takze, ze LY83583 (inhibitor rozpuszczalnej cyklazy guanylowej) nie zawsze hamowat
powstawanie cGMP. Na tej podstawie stwierdzili, ze u roslin podobnie jak u zwierzat w
dziataniu peptyddw natriuretycznych musi posredniczy¢ zwigzana cyklaza guanylowa.
Sugeruje to obecnos$¢ w tkankach roélin receptoréw peptydéw natriuretycznych, zawie-
rajgcych domeny cyklazy guanylowej [37,39]. Stwierdzono takze, ze S-karboksymetylacja
jest reakcjg odpowiadajaca za dezaktywacje peptydu. Liniowa posta¢ czasteczki nie
wykazuje zdolnosci do otwierania aparatéw szparkowych [37],

Suwastica i Ghering (1998) stosujgc technike magnetycznego rezonansu jgdrowego
(NMR) zbadali wptyw roslinnego immunohomologu ANP na transport wody z ksylenu
do kory pierwotnej korzenia trzykrotki (Tradescantia sp.). Zaobserwowali istotny wzrost
transportu radialnego pod wptywem tego peptydu. Natomiast w badaniach in vitro
wykazali, ze badany peptyd wigze sie do bton komérkowych w lisciach trzykrotki [48].

Yang i wsp. (1996) stosujgc metode radioimmunologiczng oraz wysokosprawnej
chromatografii zelowej (HPGPC) wykryli w lisciach i fodygach Metasequoia immuno-
homolog prohormonu ANP. W analizowanym eluacie zaobserwowali prohormon o
wiekszej masie czagsteczkowej oraz fragmenty powstate w wynikujego proteolizy. Autorzy
przypuszczali, ze ten peptyd utatwia transport wody i soli mineralnych w kierunku
wierzchotka rosliny, umozliwiajgc Metasequoia osigganie znacznych wysokosci [62].

W 2000 roku Maryani i wspotpracownicy wyizolowali ro$linny homolog ANP z
ziemniaka i wykazali jego wptyw na potencjat btonowy komérek lisci tej rosliny [28].
Autorzy ci stwierdzili takze, ze ANP powoduje indukowane osmotycznie pecznienie
protoplastéw otrzymywanych z komérek miekiszowych ziemniaka (Solanum tubero-
sum). Nastepnie ustalili, ze oddziatywanie ANP na komérki przyszparkowe zachodzi
przy udziale cGMP i jest nasladowane przez analog cGMP (8-BrcGMP). Otwieranie
aparatow szparkowych indukowane przez roslinny homolog ANP byto hamowane, gdy
frakcje biatkowa preinkubowano z przeciwciatami kréliczymi skierowanymi na ludzkie
ANP. Surowica z nieimmunizowanego krolika nie wptywata na ruch szparek. Ustalili
takze, ze dodanie 8-Br-cGMP nie powoduje zmian objetosci protoplastow. Na tej
podstawie stwierdzili, ze w tym przypadku efekt zmian objetosciowych nie jest powodo-
wany przez cGMP i zasugerowali mozliwos¢ istnienia innych drég przekazywania
sygnatu, niezaleznych od cGMP [29],

Zaobserwowano takze, ze egzogennie podawane zwierzece ANP wywierajg
zréznicowany wptyw na roéliny [5,28,48]. Na tej podstawie zasugerowano istnienie u
roslin receptora, dla ktérego ANP moze by¢ ligandem. Ustalono, ze przypuszczalne
receptory (podobnie jak receptory peptyddw natriuretycznych) znajduja sie w btonie
komaorkowej [13].

W 2002 roku opublikowano prace o zidentyfikowaniu w genomie rzodkiewnika
pospolitego (Arabidopsis thaliana) sekwencji AtPNP, ktéra koduje biatko wigzace sie
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z przeciwciatami do ludzkiego ANP. Stwierdzono, ze sekwencja nukleotydowa genu
oznaczonego jako AtPNP jest takze podobna do transkryptu z Citrusjambhiri zwanego
CjBApI2 o nieznanej funkcji i do gendw z rodziny ekspansyn [26]. Dane te s zgodne
z wynikami uzyskanymi przez Ceccardi, ktory jako pierwszy wskazat na podobieristwo
CjBApI2 do ekspansyn [8] (ryc. 3).

W wyniku kontynuacji badan dotyczacych immunoreaktywnego peptydu wyizolo-
wano dwa homologi (irPNP): AtPNP-A i AtPNP-B (26). PorOéwnanie sekwencji
aminokwasowych obu biatek wyizolowanych z Arabidopsis thaliana wykazuje konser-
watywny wzor kolejnosci aminokwasowej. Natomiast poréwnujgc sekwencje amino-
kwasowe biatek AtPNP-A i CjBAp 12, stwierdzono homologie fragmentéw oc-helikalnych
i struktury-~ w konformacji czgsteczek [26].

Poréwnano takze ekspansyny z irPNP (ang. immuno reactant natriuretic peptide).
Ekspansyny to biatka, ktore majg wspoélne miejsce katalityczne z glukonazami.
Oddziatujgone z mikrofibryllami celulozy i powodujgrozluznienie lub ostabienie wigzan
miedzy sktadnikami $ciany. Najwazniejszg cechgbiatek irPNP jest brak C-korica, ktéry
jest charakterystyczny dla ekspansyn. Wynika z tego zasadnicza réznica w ich funkgji,
poniewaz C-terminalna domena odpowiada za wigzanie ekspansyn z celulozowgsciang
komorki roslinnej. Jest wiec bardzo prawdopodobne, iz biatka irPNP utracity te domene,
a wiec i funkcje wigzania sie ze $ciangkomarki. Utrata funkcji, spowodowata zwiekszenie
mobilnosci biatka CjBAp 12, ktdre jest obecne w lisciu, cho¢ tam nie jest syntezowane.
Zaproponowano wiec model molekularnej ewolucji biatek irPNP. Wspo6lny przodek
prawdopodobnie miat wiasciwosci hydrolityczne i wigzat sie ze sciang komoérkowa. Z
tego probiatka w toku dalszej ewolucji powstaty ekspansyny, zdolne do wigzania sig ze
Sciang, aczkolwiek utracity mobilnos¢ oraz biatka irPNP, ktérych ruchliwos$¢ wzrosta
w zamian za utrate mozliwosci wigzania sie ze Sciang komérkowa. Te wnioski oparte
sg hie tylko na strukturze biatek, ale na ich funkcji w utrzymywaniu homeostazy wody
i soli w roslinie [5, 14, 26]. Wskazano réwniez na funkcje biatek irPNP w transporcie
przez membrany komdérkowe, stymulacje osmotyczno-zaleznego transportu wody do
protoplastow. Sugeruje sie takze pomimo duzej roznicy w funkcji ekspansyn i biatek
irPNP, ich wspétdziatanie w odpowiedzi komérki na stres [26],

Poréwnujac wszystkie omawiane powyzej biatka, wykazano wspdélne cechy w
budowie wynikajace z rozmieszczenia pojedynczych aminokwasow, a takze motywéw
5-7-aminokwasowych, ktore wydaja sie by¢ wysoce konserwatywne [26],

W 2003 roku Gehring i Irving opublikowali schemat stanowigcy podsumowanie
wiedzy dotyczacej funkcjonowania immunohomologu ANP u roélin (ryc. 4) [ 15].

Natomiast w nastepnym roku Kende i inni [24] usystematyzowali nomenklature
biatek nalezacych do superrodziny ekspansyn. Uwzgledniono réwniez tzw. roslinne
peptydy natriuretyczne, ktére majg domene podobng do domeny | ekspansyn [24].
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RYCINA 3. Poréwnanie sekwencji ro$linnego immunohomologu ANP pochodzacego z Arabidopsis
thaliana z ekspansyng gamma wykonane w programie BLAST-
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RYCINA 4. Wptyw roslinnego homologu ANP na zawarto$¢ jonéw w komérce: 1- pompa protonowa,
2 - rézne typy kanatéw jonowych, 3 — symport Cl i H , 4 - receptor ro$linnego homologu ANP (irPNP)
(wg [15] zmodyfikowany)

PODSUMOWANIE

Pomimo wielu badan przeprowadzonych na roslinach zaréwno wystepowanie ANP,
jak i ich rola budzg wiele kontrowersji. Gtéwnym argumentem przemawiajagcym za
istnieniem ro$linnych homologéw ANP byto wykrycie ro$linnych peptydéw dzieki
przeciwciatom specyficznym dla fragmentu ludzkiego ANP. Ustalono, ze zidentyfiko-
wane immunoreaktywne peptydy:

+ wystepujg powszechnie u wielu gatunkéw roslin [58],

# sa syntetyzowane w postaci probiatka, ktére podlega proteolitycznej obrdbce
prowadzacej do powstania fragmentow homologicznych do tych, jakie powstajg z
preprobiatka ANP [58],
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¢ masy molekularne zidentyfikowanych roslinnych peptydéw sg zblizone do mas
zwierzecych peptydéw natriuretycznych [58],

¢ posiadajg one w swojej sekwencji cysteiny potgczone mostkiem
dwusiarczkowym, ktéry warunkuje aktywnos¢ biologiczng, natomiast S-
karboksymetylacja biatka powoduje utracenie jego aktywnosci [37],

¢ powodujawzrost stezenia cGMP w traktowanych nimi tkankach roslinnych [37].

Opublikowanie sekwencji immunohomologu ANP przez zesp6t Gehringa [29] skfania
do przypuszczen, ze w tym przypadku oddziatywanie stosowanych zwierzecych
przeciwciat z ekstraktami roslinnymi jest niespecyficzne. W $wietle powyzszych
wynikéw mozna stwierdzi¢, ze stosowanie przeciwciat poliklonalnych do wykrywania
antygenow u organizmoéw pochodzacych z réznych krolestw moze prowadzi¢ do
wykrywania niepozadanych peptydéw. Mimo braku homologii ANP do sekwencji
roslinnego peptydu immunoreaktywnego niezmiennie stosowano nazwe ,,immuno-
homolog”. Stato sie to przyczyna pojawiajgcych sie (zwitaszcza w pracach przeglado-
wych) bledéw rzeczowych. W publikacji z 2003 roku mozna nawet przeczytaé, ze
odkryto obecnos$¢ genu kodujacego ANP u roslin [31]. Tymczasem wykazano jedynie,
ze cDNA genu ANP z owcy hybrydyzuje z DNA i RNA bluszczu (Hedera helix) [61].

W 2003 roku w NCBI zdeponowano sekwencje genu okreslanego jako ,Jmmuno-
reactant natriuretic peptide-like protein\NC Q8RWAO i Q84V62). Po wykonaniu
analizy za pomoca programu BLASTP mozna stwierdzi¢, ze sgto peptydy najbardziej
podobne do ekspansyn.

W 2004 roku zespét Gehringa opublikowat prace, w ktorej pierwszy raz przyznano,
ze sekwencje tzw. immunohomologow rdznig sie znaczaco od sekwencji ANP [33].

Zaktadajac, ze dojrzate peptydy natriuretyczne charakteryzuja sie:

+ obecnoscig dwach cystein, pomiedzy ktérymi tworzy sie wigzanie dwusiarczkowe,
nadajace charakterystyczng strukture pierscienia,

+ obecnoscig 17-aminokwasowego, konserwatywnego fragmentu, w ktérym 11
aminokwasoOw jest zawsze takich samych.

Mozna stwierdzi¢, ze do tej pory nie zidentyfikowano roslinnego genu kodujacego
peptyd, spetniajgcy powyzsze wymagania.
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ROSLINNE TRANSGLUTAMINAZY

PLANT TRANSGLUTAMINASES
Ewa SOBIESZCZUK-NOWICKA, Matgorzata SOLINSKA, Jolanta LEGOCKA

Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie: Roslinne transglutaminazy, wcigz doktadnie niesklasyfikowane, sg szeroko rozpowszech-
nione u roslin wyzszych i nizszych. Ich rézne izoformy zlokalizowano w r6znych kompartmentach
komorki, takich jak: chloroplasty, mitochondria, cytoplazma czy $ciana komérkowa. Przypisuje sig im
udziat w procesach zwigzanych z tworzeniem sie struktur komérkowych. W chloroplastach i mitochon-
driach dodatkowo ich rola moze by¢ zwiazana ze specyficznym metabolizmem tych organelli. Transglu-
taminazy wydajg sie by¢ zwigzane z procesami wzrostowymi (cykl komoérkowy, wzrost apikalny, wzrost
siewek) i rozwojowymi roslin, programowang $miercig komérki oraz w reakcji rosliny na czynniki
stresowe.

Stowa kluczowe: enzymy, komoérka ros$linna, transglutaminazy, wigzania krzyzowe biatek.

Summary: Plant TGases, still unclassified, are widespread in higher and lower plants, in several plant
organs and probably different isoforms are differently located in various cell compartments: chloro-
plasts, mitochondria, cytoplasm, cell walls. They probably exert a mainly structural or conformational
role; however, in chloroplasts and mitochondria their roles might be related to the organelles’ specific
metabolisms. Transglutaminases appear related to growth (cell cycle, apical growth, seedling growth),
differentiation, programmed cell death and stress.

Key words: enzyme, plant cell, protein cross-links, transglutaminases.

Wykaz skrotéw: Chl-TGaza - chloroplastowa transglutaminaza, PA - poliaminy, PCD - programowa-
na $Smier¢ komoérki, PU — putrescyna, SD - spermidyna, SM - spermina, TGaza - transglutaminaza,
Tyl-TGaza - tylakoidowa transglutaminaza.

1. WPROWADZENIE

Wiazania krzyzowe biatek, ktore pojawiajg sie jako modyfikacje potranslacyjne, sa
jednym z istotnych proceséw zaangazowanych w stabilizacje makromolekut. Wsréd

Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 2 PO4C 085.



464 E. SOB1ESZCZUK-NOWICK.A, M. SOLINSKA, J. LEGOCKA

najlepiej poznanych wiazan krzyzowych formowanych w procesie enzymatycznej
katalizy sa E-(Y-glutamyl)lizynowe i NN-bis(y-glutamyl)aminowe. Formowanie sig
wiagzan tych dwodch typow jest katalizowane przez zalezne od Ca 2+-acylotransferazy
znane jako transglutaminazy (TGazy) [EC 2.3.2.1.3] [30,32].

Transglutaminazy maja wyjatkowo szeroki zakres dziatania. Jednym z gtdéwnych
substratow TGaz sgalifatyczne poliaminy (PA), ktére ze wzgledu na swoje whasciwosci
fizykochemiczne mogg by¢ kowalentnie wigzane do biatek w dwuetapowej reakcji
[16,30,32,35]. Trzy gtdwne poliaminy (putrescyna PU, spermidyna SD i spermina
SM), sg powszechnie wystepujacymi czynnikami wzrostu i rozwoju komorki zaréwno
zwierzecej, jak i roslinnej [16,27,34], Charakteryzuje je r6zna liczba dodatnich tadunkow
(PU 2, SD 3, SM 4) i dtugos¢ szkieletu (PU: 6.5A, SD: 11.12A, SM: 14.6A) co wptywa
na dtugos¢ i wytrzymatos¢ wigzania [16]. W pierwszym etapie do reszty glutaminy w
tancuchu biatkowym jest przytaczany enzym, tworzy sie kompleks enzym-biatko, a z
grupy y-karboksyamidowej reszty glutaminowej uwalniany jest amoniak. W etapie
drugim w miejsce enzymu do czasteczki biatka przytgczona jest pierwszorzedowa grupa
aminowa (poliaminy), a enzym jest uwalniany (ryc. 1) [30,32]. Rezultatem aktywnosci

YCINA 1. Schemat reakcji katalizowanej przez transglutaminazy. Reakcja polega na przytaczaniu
poliamin do czasteczki biatka. Przebiega w 2 etapach. W pierwszym etapie do reszty glutaminy w
tancuchu biatkowym jest przytaczany enzym, tworzy sie kompleks enzym-biatko, a z grupy y-
karboksyamidowej reszty glutaminowej uwalniany jest amoniak. W etapie drugim w miejsce enzymu
do czasteczki biatka przylaczona jest pierwszorzedowa grupa aminowa (poliaminy), a enzym jest
uwalniany (na podstawie [32], zmodyfikowane): E - enzym, PA - poliaminy, G - glutamina, C — wegiel
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transglutaminaz w komaorce przy wspoétudziale PA jest zmiana tadunku biatka, a takze
zmianajego konformacji poprzez tworzenie potaczen krzyzowych w obrebie tego samego
biatka (reakcja opisana powyzej) badZ pomiedzy réznymi biatkami, czego konsekwencja
moze by¢ formowanie sie koniugatow biatkowych o wysokiej masie czasteczkowej
(ryc. 2) [23,30,32],

BIALKO-GIn-NH-(CH2)4-NH3+
N-mono (y -glutamyl)-putrescyny

BIALKO-GIn-NH-(CH2)3-NH2+-(CH2)4-NH3+
N-mono (y-glutamyl)-spermidyny

BIALKO-GIn-NH-(CH2)4-NH2+-(CH2)3-NH3+
N-mono (y-glutamyl)-spermidyny

BIALKO-GIn-NH-(CH2)3-NH2-(CH2)4-NH2+-(CH2)3-NH3+
N/N‘2-mono (y-glutamyl)-sperminy

BIALKO-GIn-NH-(CH2)4-NH-GIn-BIALKO
N-bis (y -glutamyl)-putrescyny

BIALKO-GIn-NH-(CH2)4-NH2-(CH2)3-NH-GIn-BIAL KO
N., N-bis (y-glutamyl)-spermidyny

BIALKO-GIn-NH-(CH2)3-NH2+-(CH2)4-NH2+-(CH2)3-NH-GIn-BIALKO
N*, N2-bis (y-glutamyl)-sperminy

RYCINA 2. Putrescyna, spermidyna i spermina moga by¢ acylowymi akceptorami (substratami) w
reakcji katalizowanej przez transglutaminazy. Reakcja z pierwszorzedowa grupg aminowa poliaminy
daje mono-(y-glutamylowe) pochodne. Kolejno w reakcje wchodzi drugorzedowa grupa aminowa i
powstaja bis-(y-glutamylowe) pochodne. W odréznieniu od putrescyny i sperminy, spermidyna jest
asymetryczng molekuta. Spermidyna tworzy dwie konformacyjnie rézne mono-(y-glutamylowe) pochodne
(na podstawie [30], zmodyfikowane).
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2. BIOCHEMIA ROSLINNYCH TRANSGLUTAMINAZ

2.1 Charakterystyka pierwszej roslinnej transglutaminazy

Kilku oczyszczonym roslinnym biatkom moze by¢ przypisana funkcja TGazy. Obecnie
jednak tozsamos¢ tych biatek jest niepoznana. Dodatkowo, nie znaleziono zadnej sekwencji
w bazie dla rzodkiewnika {Arabidopsis thaliana), kukurydzy {Zea mays), ryzu {Oryza
sativa L) czy ziemniaka {Solanum tuberosus\ zblizonej do sekwencji zwierzecej TGazy.
To utrudnia czy nawet wyklucza mozliwos¢ zidentyfikowania roslinnej TGazy poprzez
poréwnane jej sekwencji z sekwencjg dobrze poznanej zwierzecej TGazy [35].

W latach dziewieédziesigtych poza czesciowo oczyszczonym biatkiem o masie 39
kDA pochodzacym z chloroplastéw [12] tylko Kang i inni [20] wyizolowali biatko o
masie 80kDa z lisci soi, do tej pory zresztg niezsekwencjonowane, ktore charak-
teryzowato sie, aktywnoscig TGazy.

Niedawno wykazano u Arabidopsis thaliana obecno$¢ genu AtPnglp, ktérego
sekwencja zblizona byta do N-glikanazy. AtPnglp zawiera cysteine, histydyne,
asparagine (Cys-His-Asp) sekwencje aminokwaséw charakterystyczngdla katalitycznej
domeny TGazy. W genomie Arabidopsis thaliana, tylko AtPnglp ma centrum
katalityczne o tej sekwencji. Glikanazy sg enzymami zaangazowanymi w degradacje
biatek, ktére nie osiggnety swojej finalnej struktury. Jako amidazy, glikanazy majg
reszte cysteiny, ktdrajest nukleofilng reszta niezbedna do aktywnosci enzymu [35].

AtPnglp jest pojedynczym genem, ktdry ulega ekspresji na bardzo niskim poziomie,
aczkolwiek wystepuje powszechnie w komoérce. W reakcji RT-PCR okre$lono poziom
mRNA dla opisywanego genu. W calej roslinie, w réznych jej organach, w réznych
stadiach rozwoju, dla réznych przebadanych w pracy warunkéw sSwietlnych poziom
mMRNA byt zblizony [11], Aby wykazac, czy AtPnglp rzeczywiscie koduje TGaze, jego
sekwencja kodujaca zostata wklonowana do Escherichia coli. Rekombinowane biatko
byto nastepnie oczyszczone przy uzyciu chromatografii powinowactwa na kolumnach
niklowych. Biatko o masie 86 kDA zostato zlokalizowane przy uzyciu trzech przeciwciat
anty-TGazowych pochodzenia zwierzecego. Dodatkowo, analiza Western biot przy uzyciu
przeciwciat skierowanych przeciwko rekombinowanemu biatku AtPnglp wykazata jego
obecno$¢ we frakcji mikrosomalnej Arabidopsis thaliana. Inne biatka o nizszej masie
czasteczkowej wykryto wykorzystujac to samo przeciwciato do identyfikacji biatek
cytozolowych [11]. Nasuneto sie pytanie, czy dodatkowe jednostki biatkowe wykryte
metoda Western biot moga by¢ wynikiem proteolitycznej degradacji biatka AtPnglp,
ktéra ma miejsce w przypadku ekspresji TGazy pochodzenia zwierzecego [16,25].
Rekombinowane biatko, TGaza z Arabidopsis thaliana, wigczato poliaminy (spermine,
spermidyne, putrescyne oraz biotyno-kadaweryne) do dimetylokazeiny tylko w obecnosci
wapnia. Dodatkowo, analiza y-glutamylowych pochodnych potwierdzita, ze produkt genu
AtPnglp ma aktywno$¢ Ca2+-zaleznej TGazy [11].

Jest to pierwsze biatko roslinne, wyizolowane i scharakteryzowane na poziomie
molekularnym, ktére ma wiasciwosci zblizone do enzymu zwierzecego. Zatem mozna
wysnuc¢ hipoteze, ze oczyszczone biatko AtPnglp, aczkolwiek réznigce sie swojg
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sekwencjg od TGaz zwierzecych, poza sekwencjg aminokwasOw w miejscu
katalitycznym jest TGaza ro$linng z r6zna historig filogenetyczng [ 11,35].

2.2.Wpltyw wapnia, magnezu i grup tiolowych na aktywno$¢ enzymatyczna
transglutaminaz

Wydaje sie, ze wewnatrzkomoérkowa pula wapnia moze mieé istotny wpltyw na
aktywnos¢ TGazy, czego konsekwencjajest wigczanie PA do biatek. Wigzanie sie PA
do biatek obserwowano przy 20 nM stezeniu Ca2+ w komorce roslinnej [24]. Wcze$niej
obserwowano, ze mikromolame stezenie wapnia w komérce hamuje wigzanie sie PA
do biatek [9,29]. W tych warunkach, roslinne TGazy moga bra¢ udziat w formowaniu
sie wiazan typu E-(y-glutamyl)lizynowych izopeptydow [24], Lilley i inni [24] wykazali
udziat TGaz w tworzeniu sie wigzan izopeptydowych w komarce roslinnej. Tego typu
wigzania beda pojawiac sie zatem w Srodowisku, w ktérym wystepuje wyzsze stezenie
jonoéw Ca2+np. w komorkach $ciany badz gdy zmagazynowany w komadrce Ca2+zostanie
uwolniony np. w wyniku $mierci komérki.

Wstepne wyniki badan sugeruja [33], ze réwniez jony Mg2"' moga by¢ istotnym
elementem regulujagcym aktywnos$é gtéwnie chloroplastowej formy TGazy i wpltywaja
na proces tworzenia wigzan krzyzowych hamujaco.

Uzycie inhibitoréw blokujacych tworzenie sie mostkéw dwusiarczkowych podkresla
znaczenie grup tiolowych dla aktywnosci chloroplastowych i zlokalizowanych w $cianie
komérkowej TGaz [19]. Dithiothreitol — czynnik redukujacy stymulowat aktywnos$¢
enzymu w lisciach soi [19,20].

Podanie inhibitoréw proteaz w czasie inkubacji chloroplastéw ze znakowang SD
powodowato stabsze wigzanie sie tej poliaminy do biatek. Préby bez inhibitoréw
charakteryzowaty sie jednak lepiej zachowanymi biatkami i chlorofilem [19]. Autorzy
sugeruja, ze

a) czesciowa proteoliza substratu, jakim jest kompleks LHCII, moze odstania¢
miejsca dla wigzania sie produktu lub

b) by¢ moze subtelna proteoliza aktywuje chloroplastowa TGaze (Chl-TGaze) albo

c¢) inhibitory proteaz inaktywujg tiolowe grupy cysteiny zlokalizowane w centrum
aktywnym enzymu.

2.3. Wrazliwo$¢ na $wiatto

W ostatnich latach pojawity sie pierwsze doniesienia, iz roslinne transglutaminazy sa
enzymami, ktérych aktywnos$¢ jest zalezna od $wiatta. Zaleznos$¢ te zaobserwowano
gtéwnie w zielonych lisciach, scislej w catych chloroplastach i w ich subfrakcjach (stroma,
tylakoidy) [5,9,15], U zwierzat, u ktorych funkcja i mechanizm reakcji TGaz jest lepigj
poznany, nie zauwazono, aby aktywno$¢ enzymu byta regulowana $wiattem [16].

W ro6znicujacych sie chloroplastach, swiatto stymuluje jednocze$nie wzrost poziomu
TGazy i pojawianie sie produktéw reakcji, ktorg ten enzym katalizuje. Hipoteze te
wspierajg doswiadczenia prowadzone in vitro na etiolowanych tkankach bulwy
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Helianthus tuberosus L. Swiatlo zwiekszato poziom TGazy w komorce, ktérg
analizowano wykorzystujgc przeciwcialo z prostaty szczura, wykrywajace biatko o
masie 58 kDa [9]. W warunkach in vivo, $Swiatto wptywato na zwiekszong ekspresje
niektérych substratow TGaz m.in. genéw alfa i beta tubulin oraz kilku plastydowych
biatek, takich jak Rubisco czy biatek komplekséw (LHCI, LHCII) i innych, co
sugerowato udziat tego enzymu w procesie ontogenezy plastydu [9].

Postulowano réwniez, ze nowa forma enzymu, charakterystyczna dla lisci, pojawia
sie, kiedy etiolowane tkanki poddane sa dziataniu swiatta. Efekt ten badano w hodowli
in vitro eksplantow (parenchyma bulwy Helianthus tuberosus L.) pierwotnie nie
fotosyntezujacych, pozbawionych zielonych plastydéw i wyksztatconego systemu bton
tylakoidowych. Eksplanty poddawano dziataniu hormonéw, ktére stymulowaty lub
hamowaty réznicowanie sie chloroplastéw pod wptywem Swiatta [5].

W toku innych badan, przeprowadzanych na kukurydzy, w reakcji ze znakowang
PU zaréwno oczyszczona frakcja tylakoidéw, jak i LHCII byty bogate w mono-jak i
bis-glutamyl-PU. Pochodne glutamylowe pojawiaty sie w wymienionych uktadach na
Swietle. W ciemnosci mozna byto wykry¢ jedynie sladowe ilosci tych zwigzkow [12].
Wyniki te pozwalajg spekulowac, ze aktywnos¢ plastydowych TGaz regulowana jest
przez Swiatto. Jak donosi Della Mea i inni [12], znane, zalezne od $wiatlta zmiany
strukturalne LHCII powodujg dwie charakterystyczne reszty glutaminy, a odlegtos¢, o
jaka sa oddalone, jest zblizona do molekularnego rozmiaru SM, ktéra moze formowac
bis-glutamyl-SM-owe mostki.

Wspomniane reszty glutamylu, ktére moga wchodzi¢ w reakcje z PA, in vivo sg
zlokalizowane w petli utworzonej ze Swiatta gran, gdzie pH jest nizsze niz to, w ktérym
przebiega proces fotosyntezy i to, ktére jest optymalne dla aktywnosci enzymatycznej TGazy
[9]. Testowanie TGaz pochodzenia zwierzecego w materiale roslinnym sugeruje, ze nie
wszystkie reszty glutamylu LHCII sg dostepne dla tych enzyméw. TGazy pochodzace
zarébwno z erytrocytow, jak i watroby $swinki morskiej sg gtdwnie enzymami
cytoplazmatycznymi, a ich hydrofilno$¢ utrudnia im funkcjonowanie w hydrofobowym
$rodowisku LHCII. Kataliza przy uzyciu tych enzymoéw prowadzi jedynie do otrzymania
mono-pochodnych [12]. Dla kontrastu tylakoidowa transglutaminaza (Tyl-TGaza) katalizuje
znaczng ilos¢ bis-pochodnych, ktére mozna zaobserwowac we frakcji izolowanych
chloroplastéw. Tylakoidowy enzym z powodu swojego matego rozmiaru i specyficznosci
dziatania moze petnic role strukturalngi mie¢ swoj udziat w stabilizacji kompleksu LHCII.
Della Meaii inni [12] sugeruja, ze Tyl-TGazajest zlokalizowana blisko LHCII bagdz jest z
nim zwigzana. LHCII ma miejsce wigzania Ca2+o wysokim powinowactwie (wapn jest
wykorzystywany w procesie formowania sie gran) i miejsce wigzania Ca2+ 0 nizszym
powinowactwie, by¢ moze miejsce tojest istotne dla Ca 2+-zaleznej katalizy przeprowadzanej
przez Tyl-TGaze. Podobienstwa zaobserwowane u roslinjedno- i dwulisciennych wskazuja
na to, ze tylakoidowa forma tego enzymu jest czeSciowo zalezna od Swiatta. Ponadto
modulowana $wiattem zmiana konformacji LHCII moze wptywaé na aktywnos$¢ enzymu
[12,15].
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3. FUNKCJE ROSLINNYCH TRANSGLUTAMINAZ

Réznice, ktore obserwujemy w charakterystyce TGaz w réznych organach tej samej
rosliny, moga wynika¢ z faktu, iz by¢ moze wiecej niz jeden enzym czy r6zne formy
tego samego enzymu sg obecne w jednym organizmie [30,32]. U ro$lin TGazy
prawdopodobnie petnigrole, jakgprzypisuje sie im w komérkach zwierzecych. Jednak
ich lokalizacja w konkretnych przedziatach komérkowych i rézne substraty, ktére
wykorzystywane sg w reakcji enzymatycznej, moga sugerowac, ze roslinne TGazy
spetniajg dodatkowe funkcje w komérce roslinnej, nieznane u zwierzat [10, 30,32]. W
tabeli ujeto lokalizacje enzymu w obrebie komérki roslinnej i przedstawiono biologiczng
funkcje, jakapetnigw niej TGazy. Wystepowanie enzymu u roslin zasugerowano wskutek

TABELA. Lokalizacja transglutaminaz i ich udziat w procesach morfologicznych
i fizjologicznych ro$liny (na podstawie [10], zmieniono)

FUNKCJA ORGANIZM ORGAN, TKANKA, LITE-
BIOLOGICZNA ORGANELLA RATURA
Podziaty komérkowe Helianthus tuberosus parenchyma, [30]
merystem wierzchotkowy [29]
Dunaliella salina cate komérki [13,14]
Wzrost apikalny Malus domestica pytek [8]
Candida albicans grzybnia [28]
Rozwoj/Rdznicowanie Helianthus tuberosus kallus [51
Zea mays jw. [1]
Viciafaba liscie/korzenie
Hordeum vulgare jw.
Pisum sativum jw. [24]
Arabidopsis thaliana wzrost [U]
Physarium sp. $ciana komdrkowa [21]
Chlamydomonas reinthardtii k. wegetatywne, zygota [36]
Fotosynteza/Fotoprotekcja Beta vulgaris liscie [33]
Medicago sativa paczki kwiatow [26]
Helianthus tuberosus chloroplasty/liscie [6,7,9]
Glycine max liscie/siewki [19]
Helianthus tuberosus stroma/tylakoidy [15]
Dunaliella salina chloroplasty [13,14]
Zea mays chloroplasty, grana [37]
jw. kompleks LHCII [12]
Odpowiedz na stres Dunaliella salina komorki [13]
Magazynowanie biatek Glycine max liScienie [21]
Programowana $mier¢ Nicotiana tabacum ptatki kwiatow [31]

komorki

Solanum tuberosum
Phaseolus aureus

mitochondria
jw.

[38]
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wykrycia PA zwigzanych z biatkami. Bezposrednim dowodem na to, ze TGaza jest
odpowiedzialna za tego typu koniugacje, byta izolacja czgsteczek glutamyl-PA [5].

TGazy roslinne po raz pierwszy zidentyfikowano w dzielgcych sie komérkach, takich
jak etiolowany merystem wierzchotkowy, czy podczas analizy cyklu komérkowego
[29, 30]. Podczas synchronicznego cyklu komérkowego w komorkach parenchymy
Helianthus tuberosus L., zaobserwowano niska aktywnos¢ TGazy we wczesnej fazie
G1 cyklu, ktora wzrastata podczas fazy S [30]. Réwnolegle zaobserwowano wigczanie
PA do biatek o wysokiej masie czgsteczkowej (58 kD i 90 kDa) [9].

Lilley i inni [24] opisali aktywno$¢ TGaz w korzeniach i tkankach todyg roslin
dwulisciennych (groch, béb) orazjednolisciennych (pszenica, jeczmien). U wszystkich
tych gatunkow aktywnos¢ tego enzymu byta wyzsza w korzeniach anizeli w lisciach.
Zaobserwowano rowniez zwigzek pomiedzy aktywnoscig enzymu a wiekiem tkanki
roslinnej. W korzeniach aktywnos$¢ TGazy wzrastata w okresie wczesnego stadium
rozwoju, natomiast w lisciach, zaréwno rozwijajacych sie jak i dojrzatych, utrzymywata
sie natym samym poziome. TGazy ,,pracujgce” w korzeniu, jak i w lisciu byty enzymami
zaleznymi od jonéw Caz2+, a stezenie wapnia wptywato na wydajnos¢ reakciji.

3.1. Udziat TGaz w tworzeniu struktur komorkowych

3.1.1. Cytoplazma

TGaza w cytoplazmie bierze udziat w tworzeniu jej struktury. Przy wzroscie
aktywnosci TGazy zaobserwowano gwattowna reorganizacje cytoszkieletu u tworzacej
sie tagiewki pytkowej [8]. Po inkubacji pytku ze znakowang PU na autoradiogramie
pojawity sie dwa biatka o masie 43 i 55 kDa. Biatka te zidentyfikowano przy uzyciu
przeciwciat dla anty-aktyny i anty-tubuliny. Dodatkowo zaobserwowaé¢ mozna byto
agregaty o wyzszej masie czgsteczkowej.

3.1.2. Sciana komérkowa

W écianie komoérkowej funkcje strukturalng, jaka moze petni¢ TGaza, mozna okresli¢
na podstawie doswiadczen wykonanych na glonach Chlamydomonas reinhardtii [32,36].
TGazy wptywajg na prawidtowa strukture wchodzacych w skiad Sciany glikop[otein.
Podczas cyklu komdérkowego glon wyksztatca dwie rdznigce sie sktadem $ciany. Sciana
tzw. ,,wegetatywna”, w ktérej tworzeniu bierze udziat TGaza, otacza komérki zaréwno
wegetatywne, jak i generatywne i jest bogata w glikoproteiny rozpuszczalne w
alkalicznym srodowisku. Chlamydomonus reinhardtii wydziela poza protoplast TGaze
0 masie 72 kDa. Wzbogacenie sciany w glikoproteiny poprzedza wysoka aktywno$é
enzymu. Zaobserwowano trojstopniowy proces: wzrost aktywnosci TGazy, poprze-
dzajacy synteze glikoprotein i formowanie sie ,,delikatnej struktury”, ktéra organizuje
sie stopniowo w samotworzaca sie ,,konstrukcje” Sciany oraz oksydacyjng reakcje, w
ktérej wyniku tworzona jest finalna struktura $ciany typu ,,wegetatywnego” [36].
Podawanie kadaweryny, SM, SD i PU w wysokim stezeniu do roztworu wptywato na
zaburzenia w strukturze $ciany. W S$cianie komérkowej PA wiazg sie do nieziden-
tyfikowanych i zidentyfikowanych jako rozpuszczalne w $rodowisku alkalicznym
glikoproteiny GP2 i GP3.
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3.1.3. Chloroplasty

Obecnos¢ transglutaminaz stwierdzono w chloroplastach kapusty pekinskiej
(Brassica pekinensis), w tylakoidach topinamburu (Helianthus tuberosus), szpinaku
czy w chloroplastach glonu Dunaliella salina [30].

Przy zastosowaniu metod immunodetekcji w chloroplastach kalusa kukurydzy,
topinamburu, rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), ziemniaka (Solanum tuberosum) i
pomidora (Lycopersicum esculentum) wykryto transglutaminazy o masie czasteczkowej
ok. 58 kDa [1,30,].

Wzrost poziomu transglutaminaz w trakcie réznicowania sie chloroplastow oraz
ich lokalizacja w tylakoidach gran (biatka antenowe LHCII) sugeruja, ze TGazy moga
wspotuczestniczyé w procesie formowania sie gran przez wigzanie PA do biatek
antenowych [12,37],

Zidentyfikowano niektore substraty chloroplastowych transglutaminaz. W izolowa-
nych chloroplastach Helianthus tuberosus znakowanych [UC]PU i [14C]SD w warunkach
aktywnosci TGazy wigzaly sie do biatek antenowych kompleksu chlorofil a/b-biatko
zbierajgcego energie Swietlng (LHCII) oraz do biatek komplekséw chlorofilowo-
biatkowych przekazujacych energie wzbudzenia: CP24, CP26, CP29 [6,9].

Innym substratem TGazy w chloroplastach Medicago sativa i Helianthus tuberosus
byta wieksza podjednostka Rubisco. Wydaje sie, ze asocjacja podjednostek Rubisco
moze odbywac sie przy udziale poliamin [6,15,26]. Egzogenne dodanie poliamin (SD,
SM) lub inhibitoréw syntezy putrescyny (difluorometyloargininy) do poddanych stresowi
osmotycznemu lisci owsa hamowato degradacje biatek i utrate chlorofilu oraz
stabilizowato biatka tylakoidow DI, D2, cyt fi duzapodjednostke Rubisco [2].

W chloroplastach Helianthus tuberosus przy zastosowaniu metod immunodetekcji
zidentyfikowano chloroplastowe TGazy o masach 24 kDa, 58 kDa i 150 kDa [6,9,15].
Analiza PA-glutamyl pochodnych wykazata, ze wigzanie PA do biatek plastydowych
przez TGazy ma miejsce w obydwdch kompartmentach chloroplastu - we frakcji
tylakoidowej przez TGazy o masach 24 kDa i 58 kDA, a w stromie przez TGaze o
masie 150 kDa [15]. Ponadto synergizm pomiedzy aktywnoscig enzymu w stromie i
tylakoidach obserwowany w czasie doswiadczenia byt wyraznie zalezny od $wiatta.

TGaza, ktorej charakterystyka jest zblizona do tej zidentyfikowanej u Helianthus
tuberosus [15], zostata zlokalizowana w chloroplastach Zea mays L. [1,12].
Chloroplastowa TGaza kukurydzy preferowa’ralwiqzanie sie SD do biatek plastydowych
i tworzenie sie bis-pochodnych glutamylu [12], Swiatto stymulowato aktywno$¢ enzymu.
I1zolacja kompleksu PSU (LHCII) i inkubacja wyizolowanej frakcji ze znakowanymi
PU, SD i SM potwierdzity udziat SD w potranslacyjnej modyfikacji biatek kompleksu.
Frakcja LHCII czeSciowo oczyszczona w gradiencie sacharozy, dodatkowo charakte-
ryzowata sie, poza biatkami o masie 24 kDa i 58 kDa, biatkiem o masie 39 kDa,
rozpoznawanym przez przeciwciata anty-TG. Dwie metody oznaczania aktywnosci
TGazy - kolorymetryczna i przy uzyciu radioaktywnych poliamin - potwierdzity, ze
tylakoidowy enzym jest Ca2+-zalezny [12].

Na rycinie 3 przedstawiono udziat réznych transglutaminaz w poszczegélnych
subfrakcjach chloroplastéw, gdzie katalityczna funkcja TGazy jest $cisle zalezna od
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RYCINA 3. Schemat udziatu transglutaminaz (TGaz), w poszczeg6lnych kompartmentach chloroplastow.
Substratem TGazy stromy, formy enzymu niewymagajacej dla swojej aktywnosci $wiatta jest gtownie
Rubisco. Substratem dla zaleznych od $wiatta TGaz tylakoidowych sg m.in. kompleksy chlorofil a/b-
biatko stanowiace gtéwna antene fotosystemu I i Il (LHC1 i LHCII). Wiaczanie poliamin w struktury
biatkowe chloroplastéw przy udziale TGaz ma pozytywny wptyw na proces fotosyntezy i fotoochrone,
co warunkuje prawidtowy wzrost i rozwéj komoérki (na podstawie [10], zmodyfikowane)

wapnia i prawdopodobnie wplywa na proces fotosyntezy i/lub fotoochrone, co ma
pozytywny wptyw na wzrost i rozwéj rosliny [10].

4. TGAZY W PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKI (PCD)

Badaniq nad procesem starzenia sg istotne z uwagi na ich podstawowy i aplikacyjny
charakter. Swiezo zerwane liscie salaty, ktore spozywamy czy $wiezo Sciete kwiaty majg
bardzo krotki okres przechowywania. Dlatego badania nad zabezpieczeniem komorki
przed przyspieszonym starzeniem sie gtdwnym przedmiotem badan aplikacyjnych [39].
Chloroplasty sgpierwszymi organellami, ktére ulegaja degradacji w postepujacym procesie
starzenia. Bardzo szybko stajgsie nieaktywne, a biatka fotosytemow poddane sgproteolizie.
Degradacji ulega tez zwigzany z nimi chlorofil [2].
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W starzejacych sie ptatkach kwiatéw, obok takich zjawisk, jak rozpadjgdra komorkowego,
fragmentacja DNA, modyfikacje w strukturze Sciany komdrkowej, spadek stezenia biatka w
komérce, obnizenie sie zawartosci wody i pigmentéw, zmniejszenie integralnosci bton,
zaobserwowano wzrost w aktywnosci TGazy, postrzegany jako wzrost poziomu pochodnych
glutamyl-PA oraz wzrost ilosci modyfikowanych biatek [31]. By¢ moze w PCD zaangazowana
jest jedna z form TGazy o masie 58 kDa, ktdrg zlokalizowano przy pomocy metod
immunologicznych. Zaobserwowano, ze w procesie starzenia ptatkéw kwiatdw, po egzogennym
podaniu SM, mimo ze nastgpita fragmentacja DNA i uszkodzenia wakuoli, zywotnos¢
chloroplastow zostata zauwazalnie przedtuzona. Zahamowanie procesu degradacji chloroplastow
moze by¢ zwigzane z kowalentnym wiazaniem sie SM do substratéw TGaz zlokalizowanych w
réznych kompartmentach komérki, nie tylko w chloroplastach [31].

PA znane sajako czynnik anty-starzeniowy w lisciach: opdzniajaten proces poprzez
tymczasowe zabezpieczenie bton przed rozpadem, opdzniajg degradacje kwaséw
nukleinowych i biatek wchodzacych w sktad fotosysteméw [2,23,27].

Votyakova i inni [38] badali wigczanie sie PA do biatek roslinnych mitochondriow.
Organelle izolowano z ziemniakéw (Solarium tuberosus L.) i fasoli (Phaseolus aureus
Roxb.). Aktywnos$¢ TGaz wykazano poprzez oznaczenie przy uzyciu radioaktywnych
poliamin ich glutamylowych pochodnych. Aktywnos$¢ enzymu byta zalezna od
temperatury (brak wigczania przy 0°C). Aktywnos$¢ TGazy we frakcji matriks
mitochondrialnej nie wzrastata proporcjonalnie do czasu, podczas gdy we frakcji bton
obserwowano znaczny wzrost radioaktywnosci w czasie inkubacji. Zatrzymanie reakcji
na réznych etapach wiaczania sie radioaktywnych PA pokazato, ze sp6jnos¢ struktury
bton jest nierozerwalnie zwigzana z wkaczaniem sige PA w te struktury podczas translacji
badz w wyniku modyfikacji potranslacyjnej. Jedno z biatek, ktére ulegto modyfikacji,
zidentyfikowano jako biatko btonowe charakteryzujgce sie sekwencjg zblizong do
katalazy (katalaza jest rozpuszczalnym biatkiem matriks mitochondrialnego). To
spostrzezenie pozwolito autorom na wysuniecie hipotezy, ze poliaminy wigzane do
biatek prawdopodobnie poprzez TGazy moga mie¢ swoj udziat w oksydatywnym
metabolizmie w czasie apoptozy.

5. ASPEKT BIOTECHNOLOGICZNY

Wykorzystanie TGaz z uwagi na ich udziat w tworzeniu ,,sieci” potgczen biatkowych i
powstawanie tzw. supramolekut moze mie¢ znaczenie aplikacyjne. Powszechnie stosuje sie
TGazy w przemysle spozywczym. Dodawane sgdo mies, ryb, chleba i przetworéw mlecznych
w celu ulepszenia ichjakosci poprzez uzyskanie odpowiedniej konsystencji produktu [16].

To szerokie zastosowanie TGaz wptyneto na opracowanie niedrogiego, wydajnego
i bezpiecznego Zrodta do produkcji rekombinowanych biatek. Bakteria Steptoverticillum
mobaraensis [4,17,18,22] jest obecnie gtownym systemem ekspresji, produkujacym
rekombinowane biatko TGazy. Aczkolwiek biatka produkowane w kulturach
bakteryjnych nie sa poddawane glikozylacji (brak glikozylacji, moze prowadzi¢ enzym
do utraty stabilno$ci badZ utraty funkcji biologicznej). Z duzo mniejsza wydajnoscia
niz u eukariotéw tworzone tez sg mostki dwusiarczkowe, co moze wptywac¢ na wadliwe
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fatdowanie sie biatka badZz strgcanie w formie ciat inkluzyjnych. Niektore z tych
probleméw, gtéwnie zwigzane z modyfikacja potranslacyjng biatek, moga by¢
rozwigzane poprzez uzycie drozdzowego systemu ekspresji [40]. Jednak mechanizm
glikozylacji u drozdzy i u eukariotéw jest rozny.

Wiekszos$¢ ludzkich biatek produkuje sie w liniach komoérkowych ssakéw. Ma to
duze znaczenie dla zachowania prawidtowego przebiegu posttranslacyjnych
modyfikacji. Jednak koszty, jakie wigzgsie z zatozeniem i utrzymaniem takich sterylnych
linii, sg czynnikiem ograniczajgcym [16,40].

Roslinny system ekspresji jest znacznie tanszy, bezpieczniejszy, wydajny i wygodny.
Rosliny wyzsze sa atrakcyjnym gospodarzem do ekspresji biatek wykorzystywanych w
produkcji farmaceutykow, pasz dla zwierzat, w przemysle spozywczym, przy diagnostyce
medycznej i terapii. Rekombinowane biatka moga by¢ deponowane w nasionach,
przechowywane w ciatach biatkowych endospermy, gdzie chronione sag przed
cytoplazmatyczngproteolizai pdZniejszag programowang $miercig komdrki. Nasienie jest
stabilne przez miesigce, a nawet lata. Zastosowanie systemu roslinnego pozwala réwniez
na redukcje kosztéw dystrybucji i przechowywania. W przypadku biatek, ktére sg
wykorzystywane w przemysle, materiat roslinny moze by¢ bezposrednio dodany najednym
z etapow produkcji, co dodatkowo eliminuje koszty ekstrakcji i oczyszczania [40].

Claparos i inni [3] zaproponowali system produkcji TGazy pozyskanej z prostaty
szczura w ros$linnym systemie ekspresji. W dojrzaty zarodek ryzu wstrzyknieto konstrukt
zawierajacy gen szczurzej TGazy dziatajacy pod konstytutywnym promotorem genu
ubikwityny. Wprowadzony gen ulegat transkrypcji i translacji. Aktywnos¢ TGaz w
materiale potwierdzono przy uzyciu metody kolorymetrycznej in vitro. Enzym
produkowany jest w nieaktywnej formie, co zabezpiecza komorki przed niekontro-
lowanym i bezcelowym tworzeniem sie koniugatéw biatkowych. TGaza naturalnie
wystepujgcaw gruczole ma forme nieaktywna, ktéra zostaje uaktywniona w momencie
wydzielania dokrewnego. Ryz mégtby zatem stac sie alternatywnym systemem ekspresji
rekombinowanej TGazy dla bakteryjnego Steptoverticillum mobaraensis.

6. WNIOSKI

Badania nad roslinnymi TGazami opdzniajg trudnosci zwigzane z oczyszczeniem i z
sekwencjonowaniem tych enzyméw. Trudno$¢ stanowi takze znalezienie sekwencji
homologicznej pomiedzy TGazami pochodzenia zwierzecego ajakgkolwiek sekwencja
peptydoéw dostepna w roslinnej bazie danych, nawet jesli baza ta zawiera w przypadku
niektérych gatunkéw w petni zsekwencjonowany genom. Kilka doniesien potwierdza
jednak obecnos¢ i aktywnos$¢ TGaz w komorce roslinnej:

¢ zidentyfikowano w ekstraktach roslinnych typowe produkty katalizy, pochodne
glutamylowe poliamin,

+ potwierdzono, ze koniugacja grup aminowych wymagajonéw Ca2+,

¢ rozdzielone na zelu SDS-PAGE roslinne preparaty biatkowe immunolokalizowano
z pozytywnym efektem przy uzyciu specyficznych przeciwciat anty-TGaz pochodzenia
Zwierzecego,
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+ enzym roslinny prawdopodobnie zawierat cysteine w swym centrum aktywnym,
ajego aktywnosc zalezna byta od DTT,

+ rekombinowane biatko zawierajgce Cys-His-Asp obecne w domenie katalitycznej
TGazy, pochodzace z Arabidopsis thaliana L., wykazywato typowa aktywnos$¢ TGazy.
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WPLYW OPIOIDOW NA STEROIDOGENEZE
W KOMORKACH ZIARNISTYCH | OSEONKI
WEWNETRZNEJ PECHERZYKOW JAINIKOWYCH
SWIN; MECHANIZM DZIAELANIA AGONISTY
OPIOIDOWEGO FK 33-824

THE INFLUENCE OF OPIOIDS ON STEROIDOGENESIS
IN GRANULOSA AND THECA INTERNA CELLS FROM PORCINE
OVARIAN FOLLICLES; THE MECHANISM OF ACTION
OF OPIOID AGONIST FK 33-824

Tadeusz KAMINSKI

Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warmirisko-Mazurski
w Olsztynie

Streszczenie: Peptydy opioidowe nalezg do grupy czynnikéw, wytwarzanych w pecherzyku jajnikowym
Swin, wptywajacych na funkcjonowanie, wystepujgcych w nim, komoérek ziarnistych i komérek ostonki
wewnetrznej. W trakcie krétkiej inkubacji tych komorek z opioidami (agonistami receptoréow g, 5 lub
k) przewaza hamowanie steroidogenezy, za$ w obecnosci LH, czynnika tropowego dla komérek izolo-
wanych z duzych pecherzykéw, dominuje pobudzanie wytwarzania hormonéw steroidowych pod wpty-
wem opioidéw. Mechanizm hamujgcego dziatania opioidéw na steroidogeneze pecherzykowg badano
wykorzystujac agoniste gtéwnie receptoréw g, FK 33-824. Pod wptywem FK 33-824 stwierdzono zaha-
mowanie aktywnosci cyklazy adenylanowej, kinaz biatkowych A oraz C w komorkach ziarnistych, a
takze fosfatydyloinozytoloswoistej fosfolipazy C, cyklazy adenylanowej, kinaz biatkowych A i C w
komorkach ostonki wewnetrznej Swin.

Stowa kluczowe: Swinia, opioidy, komérki ziarniste, komorki ostonki wewnetrznej, steroidogeneza, fosfa-
tydyloinozytoloswoista fosfolipaza C, cyklaza adenylanowa, kinaza biatkowa A, kinaza biatkowa C.

Summary: Opioid peptides belong to a group ofagents, produced in porcine ovarian follicles, which affect
functions ofgranulosa and theca interna cells. During short incubation ofthe cells with opioids (g, 8 or K
agonists) inhibition of steroidogenesis prevails, while in the presence of LH, trophic agent for these cells

*Praca finansowana z grantu Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w Olsztynie, projekt nr
020600.0206.
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(from large follicles), stimulation of steroid hormones under influence of opioids predominates. The
mechanism of inhibitory action ofopioids on follicular steroidogenesis was investigated using the agonist
of mainly p receptors, FK 33-824. Under influence of FK 33-824 it was found attenuation of adenylyl
cyclase, protein kinases A and C activities in granulosa cells as well as phosphoinositide-specific pho-
spholipase C, adenylyl cyclase, protein kinases A and C activities in theca interna cells.

Key words: pig, opioids, granulosa cells, theca interna cells, steroidogenesis, phosphoinositide-specific
phospholipase C, adenylyl cyclase, protein kinase A, protein kinase C.

Opioidy sa grupa zwigzkéw, zaréwno pochodzenia naturalnego jak i syntetycznych,
o0 dziataniu zblizonym do alkaloidéw fenantrenowych, gtéwnie morfiny, otrzymanych z
maku lekarskiego (Papaver somniferum). Endogenne opioidy tworzgtrzy gtdwne grupy
peptydéw pochodzacych od trzech prekursoréw: proopiomelanokortyny (POMC),
proenkefaliny i prodynorfiny. Z POMC powstajgpeptydy opioidowe a-, 0- i y-endorfma,
a takze peptydy nieopioidowe: ACTH, a- i p-MSH, CLIP, p-LPH. Proenkefalina jest
prekursorem m.in. Met- i Leu-enkefaliny, za$ prodynorfina-m.in. dynorfin, rimorfiny
oraz a- i P-neoendorfiny. Cechg wspélng wszystkich peptydéw opioidowych jest
znajdujaca sie na N-koncu kazdego peptydu sekwencja 5 aminokwasow: Tyr-Gly-Gly-
Phe-Met lub Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, ktéra decyduje o ich aktywnosci biologiczne;j.
Najlepiej poznanym miejscem syntezy, a takze gtéwnym zrédtem opioidéw w organizmie
sg rézne struktury osrodkowego uktadu nerwowego. Opioidy dzialaja poprzez
specyficzne dla siebie receptory, sposrdd ktorych zazwyczaj wyrdznia sie trzy
podstawowe Kklasy p, 8 i k oraz podklasy ia i p2 5] i 52, Kp k2 i k3. Z wyjatkiem
najstabiej poznanych endomorfm dziatajgcych wylgcznie poprzez receptory p, inne
opioidy nie wykazujg wysokiej selektywnosci w stosunku do jednego typu receptora, a
majg jedynie okreslone preferencje: endorfiny — do receptorow p, enkefaliny -
receptoréw 5, dynorfiny zas - do receptoréw k. Endogenne opioidy sa dobrze znane
jako neuromediatory i neuromodulatory kontrolujace czucie bélu, przyjmowanie
pokarmu, temperature ciata, krgzenie i oddychanie. Sugeruje sie, ze peptydy opioidowe
moga petni¢ funkcje humoralnych przekaznikéw miedzy osrodkowym uktadem
nerwowym a ukladem immunologicznym. Opioidy uczestniczg takze w reakcjach
stresowych oraz w procesach uczenia sie i pamietania [18],

UDZIAL OPIOIDOW W REGULACJI STEROIDOGENEZY
W PECHERZYKACH JAIJNIKOWYCH SWIN

Endogenne peptydy opioidowe majg znaczny udziat w regulacji wydzielania
podwzgorzowych czynnikéw uwalniajacych (m.in. somatoliberyny, TRH, GnRH) oraz
hormonoéw przysadkowych, takich jak: GH, prolaktyna, LH, FSH. Dosy¢ dobrze
poznany jest ich wptyw na funkcjonowanie neurosekrecyjnego systemu GnRH/LH u
samic roznych gatunkéw [5, 57, 58]. Opioidy regulujac wydzielanie gonadotropin
wplywajg tym samym, w sposéb posredni, na funkcje uktadu rozrodczego. Mozna
sgdzi¢, ze istnieje rowniez droga bezposrednia umozliwiajaca endogennym opioidom
kontrole tego uktadu. U podstaw tego przypuszczenia lezy fakt obecnosci peptydow
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opioidowych oraz wiasciwych dla nich informacyjnych kwaséw nukleinowych w
narzadach ukiadu rozrodczego, w tym takze w komorkach jajnika. P-Endorfing
zlokalizowano w ciatkach z6ttych i ptynie pecherzykowym $win [34, 63], w ciatkach
z6Htych, komdrkach ziarnistych i srddmigzszowych gryzoni [48,49, 50], w ciatku z6ttym
kréw [20], w ptynie pecherzykowym owiec [45] i kobiet [61] oraz w komdrkach ostonki
wewnetrznej kobiet [2]. Stwierdzono, ze zawartos¢ P-endorfiny w ciatkach zéttych
Swini wielokrotnie wzrasta w miare ich rozwoju, osiggajac najwyzszg wartos¢ miedzy
14—18 dniem cyklu rujowego [63], przy czym za synteze P-endorfiny sg odpowiedzialne
gtéwnie duze komorki lutealne, ktére wydzielaty ok. 15 razy wiecej tego peptydu w
stosunku do komarek matych [64], Z kolei w ptynie pecherzykowym $win najwyzsze
stezenie P-endorfiny odnotowano w materiale izolowanym z matych pecherzykow z
pierwszych dni cyklu rujowego [34].

Obecnos¢ Met-enkefaliny wykazano wjajnikach gryzoni [ 13,43], w ciatkach z6ttych
kobiet i krow [13] oraz w ptynie pecherzykowym kobiet [61]. Peptydy z grupy dynorfin
zidentyfikowano w ptynie pecherzykowym swin [72], w ciatku z6ttym kréw [20] oraz w
komdrkach ziarnistych, lutealnych i Srddmigzszowych szczuréw [49]. Wiele danych
wskazuje, ze peptydy opioidowe sa wytwarzane w gonadach. W jajnikach gryzoni
wykazano obecno$s¢ mRNA dla proopiomelanokortyny [27, 52, 69], proenkefaliny [27]
oraz prodynorfiny [17]. Ostatnio, ekspresje genéw prekursorow opioidowych stwierdzono
tez w komérkach lutealnych i komérkach pecherzykéw jajnikowych $win [75, 76],
Dodatkowym Zrodtem opioidéw wjajnikach moga by¢ zakoriczenia [3-endorfmoergicznych
wiékien nerwowych, ktére zlokalizowano w ostonce wewnetrznej i zewnetrznej
pecherzykow jajnikowych swin [26].

Jajnikowa sekrecja opioidéw jest prawdopodobnie kontrolowana przez gonadotropiny. W
badaniach wkasnych zaobserwowano, ze FSH w sposéb zalezny od dawki stymuluje uwalnianie
P-endorfmy przez komérki ziarniste pochodzace z duzych pecherzykéw jajnikowych $win.
Najwiekszy, osmiokrotny, wzrost zanotowano po podaniu do medium FSH w dawce 100 ng/
ml. Pobudzajgce dziatanie FSH bylo istotnie ograniczone przez progesteron w dawce 10" M
[34], Podobne badania, przeprowadzone na komoérkach lutealnych $win, pozwolity
zaobserwowac stymulujacy wptyw hCG na uwalnianie [3-endorfiny przez mate i duze komorki
lutealne [64], Kato i wsp. [40] zanotowali zblizony wptyw hCG na uwalnianie [J-endorfiny z
komorek lutealnych szczuréw. W regulacji uwalniania [3-endorfiny przez komérki lutealne
Swin uczestniczg ponadto: oksytocyna, prolaktyna, progesteron [63] i TNFa [64]. Sposréd
aktywnych endokrynnie komérek jajnika swin, najbardziej autonomiczne, w odniesieniu do
sekrecji j3-endorfiny, okazaty sie komérki ostonki wewnetrznej — zaden z badanych hormonéw
(LH, PRL, steroidyjajnikowe) nie miat statystycznie istotnego wptywu na sekrecje tego opioidu.
Obserwowano jedynie tendencje do podwyzszania, wskutek dziatania LH (p=0,094), lub
hamowania, w przypadku PRL (p=0,056), sekrecji [3-endorfiny przez komorki ostonki
wewnetrznej [30].

Stwierdzenie lokalnej syntezy opioidéw oraz wykazanie obecnosci w jajnikach swin
receptoréw opioidowych [25, 72] wskazuje na mozliwos$¢ auto- badz parakrynnego
wptywu peptyddw opioidowych najajnik, w tym takze na steroidogeneze jajnikowa,.
Tego rodzaju wptyw zaobserwowano wczesniej w przypadku komorek ziarnistych kobiet
[21] oraz komorek lutealnych krow [67,80] i szczuréw [40]. Zostat on takze odnotowany
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w odniesieniu do komarek ziarnistych [24,34,36], ostonki wewnetrznej [30] i lutealnych
[35] swin. Badania te dajajednak jedynie fragmentaryczny obraz wptywu opioidéw na
sekrecje steroidéw, poniewaz uzywano w nich z reguty tylko jednego sposréd ok. 30
opioidéw obecnych w organizmie; najczesciej P-endorfine lub syntetyczny zwigzek
dziatajacy w sposob zblizony do niej (FK 33-824). Dok}adniejszych danych dostarczyty
kolejne badania z wykorzystaniem 9 opioidéw, 3 agonistéw receptorow p - [D-Ala2,
N-Me-Phed4, Met(O5)-ol]-enkefaliny (FK 33-824), [D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-
enkefaliny (DAMGO), P-endorfiny; 3 agonistéw receptoréw 6 - met-enkefaliny, teu-
enkefaliny, [D-Pen2, Penb]-enkefaliny (DPLPE) oraz 3 agonistow receptoréw k -
dynorfiny A, dynorfiny B, U-50488. Inkubujgc komdérki ziarniste swin wyizolowane z
duzych pecherzykéw z agonistami receptoréw opioidowych zanotowano obnizenie
podstawowego (niestymulo-wanego innymi czynnikami) wydzielania androstendionu
(A4), testosteronu (T) i estradiolu (E2) oraz nie stwierdzono ich wptywu na sekrecje
progesteronu (P4). Obecnos$¢ w pozywce LH - hormonu tropowego dla komorek
ziarnistych w tym stadium rozwoju pecherzyka jajnikowego - spowodowata zmiane
hamujacego wptywu opioidow na sekrecje androgenéw na pobudzajacy. Stwierdzono
ponadto, ze komorki ziarniste poddane dziataniu LH zmniejszyty wydzielanie E2 pod
wplywem agonistéw receptoréw K [32], Odnotowano rowniez zblizone dziatanie
opioidéw na steroidogeneze w komor-kach ostonki wewnetrznej izolowanych z duzych
pecherzykow jajnikowych, tj. hamowanie podstawowego wydzielania hormonow
steroidowych oraz wzmacnianie sekrecji tych steroidow przez komérki stymulowane
LH. Obserwowano takze réznice miedzy komérkami obu typéw w odpowiedzi na
opioidy: steroidogeneza w komoérkach ostonki wewnetrznej, w odréznieniu od komérek
ziarnistych, na wczesniejszym etapie (tj. wytwarzania P4) byla podatna na dziatanie
opioidéw. Ponadto zaréwno podstawowa sekrecja androgendw, jak i stymulowana
sekrecja E2 przez komorki ostonki nie byty modulowane przez ligandy receptoréw k
(tab. 1) [31].

Wplyw agonistéw trzech podstawowych typow receptoréw opioidowych na
steroidogeneze w komérkach pecherzykowych byt generalnie podobny. Ta prawidtowos¢
w mniejszym stopniu byta zachowana w odniesieniu do ligandéw receptoréw k. W
przeciwienstwie do agonistéw receptoréw p i 8 nie zmieniaty one podstawowej sekrecji
androgendw i pobudzaty stymulowang LH sekrecje P4w komodrkach ostonki
wewnetrznej oraz hamowaty wydzielanie E2 przez komorki ziarniste inkubowane w
obecnosci LH (tab. 1). Inny, szczeg6lnie w poréwnaniu z receptorami p, efekt pobudzenia
receptoréw k jest takze widoczny w odniesieniu do funkcjonowania centralnego uktadu
nerwowego, wigczajgc w to kontrole bolu, pamiegé, tolerancje i uzaleznienie [59, 77].

Kazdy z dziewieciu wykorzystanych w doswiadczeniu opioidéw uzyty zostat, czy to
samodzielnie czy tez w kombinacji z LH, w czterech koncentracjach: 109, 10 8, 107i
10 6 M. W wielu przypadkach, opioidy dziataty najbardziej efektywnie, kiedy
zastosowano je w najnizszych dawkach. Moze to wynika¢ z dwufazowego dziatania
opioidéw, najlepiej poznanego w przypadku ich wptywu na produkcje cAMP, ktéra
jest pobudzana lub hamowana w zaleznosci od dawki uzytego zwigzku [70], Podobne
(dwufazowe) dziatanie opioidéw byto tez obserwowane w zakresie ich wptywu na
sekrecje hormonodw steroidowych. Stwierdzono mianowicie, ze opioidy w nizszych
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koncentracjach (10““-10’6M) hamowaty, podczas gdy w wyzszych (10 5i 5 x 10"
M) zwigkszaty sekrecje kortykosteronu przez komorki kory nadnerczy szczuréw [78].
Nie spos6b wykluczy¢, ze po zastosowaniu wiekszej liczby dawek poszczegdlnych
opioidow tego rodzaju efekt bytby obserwowany takze w komorkach pecherzyka
jajnikowego.

Odnotowana w doSwiadczeniu odmienna odpowiedz komorek ziarnistych i ostonki
wewnetrznej na opioidy uzyte samodzielnie badZ w potaczeniu z LH wskazuje na istnienie
interakcji pomiedzy tymi czynnikami. Wydaje sie, ze miejscem interakcji moga by¢
wewnatrzkomoérkowe szlaki transmisji sygnatu indukowanego przez LH oraz opioidy.
Zaliczamy do nich przede wszystkim szlaki z udziatem cyklazy adenylanowej (AC)
oraz kinazy biatkowej A (PKA), a takze fosfatydyloinozytoloswoistej fosfolipazy C
(PLC) i kinazy biatkowej C (PKC), o ktérych wiadomo, ze posredniczg zar6wno w
dziataniu opioidéw [41], jak i LH [14, 83] na komorki jajnika swin. Niewykluczony
jest rowniez wptyw opioiddw na ekspresje genu dla receptora LH. Zostato to stwierdzone
w komorkach lutealnych Swin, gdzie agonista receptorow p, FK 33-824, stymulowat
ekspresje tego genu w matych komérkach lutealnych i hamowat w duzych [29].

Nalezy podkresli¢, ze opisane powyzej wyniki uzyskano w wyniku krotkiej,
czterogodzinnej inkubacji komoérek pecherzyka jajnikowego. Wydtuzenie inkubacji
komorek ziarnistych i ostonki wewnetrznej z FK 33-824 do 24 godzin pociaga za sobg
zmiane wptywu opioidu na podstawowa sekrecje androgenéw z hamujacego (podczas
czterogodzinnej inkubacji) na stymulujgcy oraz zanik wptywu na wydzielanie E? [30,
34], Wydtuzenie inkubacji przypuszczalnie wptywa réwniez na interakcje opioidow z
gonadotropinami, o czym $wiadczy zahamowanie pod wpltywem FK 33-824 sekrecji
P4 przez komorki ziarniste i ostonki wewnetrznej poddane dobowej inkubacji,
odpowiednio, z FSH [34] i LH [30], Przyczyng tych zmian jest prawdopodobnie
zréznicowany, w zaleznosci od czasu ekspozycji, wptyw opioidéw na aktywnosc
enzymow posredniczacych w przesytaniu wewngtrzkomorkowego sygnatu inicjowanego
potaczeniem opioidu z odpowiednim receptorem. Zagadnienie to zostanie doktadniej
omowione w drugiej czesci artykutu.

Opisane powyzej dziatanie opioidéw odnosi sie, jak wcze$niej zaznaczono, do
komérek wyizolowanych z duzych pecherzykdw jajnikowych. Reaktywno$¢ komérek
na opioidy zmienia sie w zaleznosci od fazy rozwoju pecherzyka, poniewaz ilos¢
receptorow opioidowych w komoérkach pecherzykajajnikowego $wirn obniza sie w miare
jego wzrostu [25, 72]. Sugestia ta znajduje potwierdzenie w pracy Gregoraszczuk i
Stomczynskiej [24], w ktorej stwierdzono hamujacy wptyw P-endorfiny na sekrecje P4
przez komorki ziarniste z matych i srednich, lecz nie z duzych pecherzykéw jajnikowych.
Ponadto hamujacy wptyw opioidu na sekrecje P4 i E, przez komérki stymulowane LH
byt wyraznie silniej zaznaczony w stosunku do komoérek izolowanych z pecherzykéw
matych w poréwnaniu z jego wptywem na komorki pobrane z pozostatych rodzajow
pecherzykow.

Gléwnym zadaniem pecherzykajajnikowego jest stworzenie optymalnych warunkéw
dlarozwijajacej sie komorki jajowej. Mozna zatem wnosic¢, ze opioidy zmieniajac sekrecje
steroidow jajnikowych bedg uczestniczy¢ w selekcji pecherzykow i kontroli procesu
owulacji. Pobudzenie przez opioidy sekrecji androgendw przez komoérki ziarniste i
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ostonki wewnetrznej w obecnosci LH (tzn. w warunkach przypominajacych sytuacje
in vivo) oraz hamowanie wydzielania E2 przez komorki ostonki pod wptywem ligandow
receptoréw K moze sugerowac ich udziat w indukcji atrezji pecherzykéw, a przez to w
ich selekcji. Ponadto mozliwe jest ich wspoétdziatanie w kontroli dojrzewania oocytéw
i owulacji pecherzykéw. Hamujacy wptyw P-endorfiny na te procesy zostat zaobser-
wowany u szczuréw [22, 56] i krow [16].

Mimo ze oddziatywanie opioidéw na sekrecje steroidéw ptciowych jest filogenetycznie
»dobrze zakotwiczone”, o czym $wiadczy ich udziat w regulacji wytwarzania tych
hormondéw w jajnikach ptazéw [86] i gaddéw [62], to r6znice pomiedzy gatunkami
dotyczace odpowiedzi komodrek pecherzyka jajnikowego na opioidy wydaja sie dos¢
znaczne. Przyktadowo, komorki ziarniste kobiet, u ktérych wywotano superowulacje,
okazaty sie niewrazliwe na [3-endorfing, a reagowaty wzrostem syntezy P4jedynie pod
wptywem Met-enkefaliny. Warunkiem skutecznego dziatania enkefaliny byta obecnosc
w pozywce FSH [21].

Po owulacji pecherzykéw jajnikowych i powstaniu ciatek zéttych w dalszym ciggu
widoczny jest wpltyw opioidéw na steroidogeneze jajnikows, gtownie wytwarzanie
progesteronu. Reaktywnos¢ komoérek lutealnych na opioidy wydaje sie by¢ w istotnym
stopniu modulowana przez interakcje komérkowe, przede wszystkim miedzy duzymi i
matymi komdérkami lutealnymi - inny jest bowiem wptyw opioidéw na sekrecje steroidow
przez mieszanine komérek lutealnych, a inny na rozdzielone mate i duze komorki.
Nierozdzietone komoérki lutealne zaréwno z fazy wczesno-, jak i sSrodkowo-lutealnej
reagowaty na FK 33-824 wzrostem podstawowej (niestymulowanej) sekrecji P4 [65,
66], podczas gdy po rozdziale mieszaniny komérek widoczny byt jedynie hamujacy
wplyw opioidu na uwalnianie P4 przez mate komérki z fazy srodkowo-lutealnej
stymulowane hCG [35]. Ta ostatnia obserwacja wskazuje takze na wptyw okresu rozwoju
ciatka z6tego swini na reaktywnos$¢ komérek lutealnych na opioidy. Zaangazowanie
opioidéw w regulacje wytwarzania steroidéw w ciatkach zéttych potwierdzity réwniez
podobne badania przeprowadzone na komérkach lutealnych szczuréw [40] i krow [67],
w tym pobranych od zwierzat ciezarnych [80].

MECHANIZM DZIALANIA AGONISTY RECEPTOROW
OPIOIDOWYCH, FK 33-824, W KOMORKACH

ZIARNISTYCH | OSEONKI WEWNETRZNEJ PECHERZYKA
JAINIKOWEGO SWIN

Opisany powyzej wptyw opioidéw na sekrecje steroidéw przez komoérki pecherzyka
jajnikowego i inne struktury jajnika wydaje sie by¢ znacznie lepiej poznany w poréwnaniu
z wewnatrzkomérkowymi procesami transmisji sygnatu inicjowanymi przez opioidy i
powodujacymi zmiane aktywnosci steroidogenicznej komérek. Do niedawna mechanizm
dziatania opioidéw wjajniku byt rozpatrywany na podstawie wynikéw badan przepro-
wadzonych gtéwnie na komorkach ukiadu nerwowego lub liniach komdérkowych
wywodzgcych sie z tego uktadu, np. NG108-15 lub SH-SY5Y. Uzyskane dane dostar-
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czyty dowoddw pozwalajacych stwierdzié, ze opioidy w komorkach uktadu nerwowego,
dziatajac poprzez receptory zwigzane z biatkami G, wplywajg na aktywnos¢ przede
wszystkim dwéch szlakéw przesytania sygnatu: PLC/PKC i AC/PKA, a posrednio
takze na kinazy aktywowane mitogenem oraz kanaty jonowe dla potasu i wapnia [41].
Pierwszy ze szlakéw zaczyna sie od PLC, enzymu powodujgcego rozpad lipidu
btonowego - fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforanu do dwoch tzw. wtérnych
przekaznikow: inozytolo(l,4,5)trisfosforanu (IP3) i 1,2-diacyloglicerolu (DAG). IP3,
po dyfuzji do siateczki $srodplazmatycznej, powoduje uwolnienie z niej jondw Cal+,
okreslanych czasem jako trzeci przekaznik, natomiast DAG pozostaje w btonie
komarkowej aktywujgc specyficzne izoformy PKC (zalezne od DAG). Sposrdd czterech
znanych typow PLC (P, y, 5, €) najbardziej zaangazowana w mechanizm dziatania
opioidéw wydaje sie by¢ PLC|r aktywowana przez biatka G zwigzane m.in. z

RYCINA 1. Wewnatrzkomoérkowe szlaki transmisji sygnatu przypuszczalnie wykorzystywane przez
FK 33-824, agoniste gtéwnie receptoréw p, w komoérkach ostonki wewnetrznej pecherzykéw jajnikowych
Swin (szczeg6ty w tekscie).Objasnienia: G - biatka G; PLC - fosfatydyloinozytoloswoista fosfolipaza
C; AC - cyklaza adenylanowa; PKA - kinaza biatkowa A; PKC - kinaza biatkowa C; DAG - 1,2-
diacyloglicerol; IP3 - inozytolo(l,4,5)trisfosforan; PIP2 - fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan; ER -
siateczka $rédplazmatyczna
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receptorami opioidowymi [41], Izoformy PLC} (0,4) stwierdzono takze wjajniku $win
[44]. Obecnos¢ w komérce Kilku izoform PLC| zwieksza spektrum jej mozliwych
odpowiedzi na dziatanie opioidéw, poniewaz opioidy w rézny sposob wptywaja na
poszczeg6lne rodzaje PLC [9].

Badajgc mechanizm dziatania opioidow w komodrkach ziarnistych i ostonki wewne-
trznej Swin skupiono sie na agonistach receptoréw p, wykorzystujac jeden z ligandéw
tych receptorow, FK 33-824-syntetyczny peptyd nasladujacy dziatanie 0-endorfiny,
ale mniej od niej podatny na enzymatyczny rozktad [68]. Wykazane w komérkach
ostonki wewnetrznej w odpowiedzi na FK 33-824 zmniejszone wytwarzanie IP3 [38],
bedacego wyznacznikiem aktywnosci PLC, sugeruje hamujacy wptyw opioidu na
aktywnos$¢ tego enzymu. Ostabienie aktywnosci PLC obserwuje sie czasem jako skutek
zwrotnego (hamujgcego) dziatania pobudzonej PKC [41,46]. W badaniach wiasnych,

RYCINA 2. Wewnatrzkomérkowe szlaki transmisji sygnatu przypuszczalnie wykorzystywane przez
FK 33-824, agoniste gtéwnie receptorow p, w komérkach ziarnistych pecherzykéw jajnikowych $win
(szczegOty w tekscie). Objasnienia: G - biatka G; PLA?2- fosfolipaza A2; PLD - fosfolipaza D; AC -
cyklaza adenylanowa; PKA - kinaza biatkowa A; PKC - kinaza biatkowa C; DAG - 1,2-diacyloglicerol;
PC - fosfatydylocholina; PA - kwas fosfatydowy; AA - kwas arachidonowy
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obnizeniu aktywnosci PLC towarzyszylo zahamowanie PKC, co wskazuje, ze
zmniejszenie aktywnosci PLC byto efektem pierwotnym, wynikajacym z bezposredniego
dziatania FK 33-824, a nie wtérnym, zwigzanym z pobudzeniem PKC (rys. 1). W
innych komérkach i tkankach obserwuje sie tak pobudzenie [53,73], jak i hamowanie
[6, 28, 71] aktywnosci PLC pod wptywem opioidéw. Z kolei w matych i duzych
komorkach lutealnych $win nie stwierdzono zmian w sekrecji IP3 w wyniku dziatania
FK 33-824 [35]. Nalezy zatem sadzi¢, ze zaangazowanie PLC w przekaznictwo sygnatu
indukowanego przez opioid tgczacy sie z odpowiednim receptorem (gtownie fi) jest
specyficzne dla poszczegélnych komarek.

Komorki ziarniste $win nalezg do komorek, ktére nie odpowiedziaty zmiana uwalnia-
nia IP3 na podanie opioidu [38], co - przy jednoczesnym zahamowaniu PKC - sugeruje
istnienie innego niz PLC ,tacznika” miedzy kompleksem opioid-receptor-biatka G a
PKC. Kandydatami na tego ,,tacznika” moga by¢ fosfolipazy, D (PLD) i A2(PLA2), o
ktérych wiadomo, ze moga posredniczy¢ w dziataniu opioidéw (rys. 2). PLD powoduje
hydrolize fosfatydylocholiny do kwasu fosfatydowego, ktéry sam moze by¢ wtérnym
przekaznikiem sygnatu (aktywujac zalezne od siebie kinazy) badz stanowi substrat dla
fosfohydrolazy kwasu fosfatydowego przeksztatcajac sie w DAG. llos¢ DAG powstajg-
cego w ten sposob przewyzsza nawet te, ktéra powstaje z udziatem PLC [46]. Badania
na neuronach embrionéw kurzych [51] i komorkach linii CHO K18 [4] wskazuja, ze
mozliwa jest sytuacja, w ktorej opioidy, nie wptywajac na aktywnos¢ PLC, regulujg
aktywnos¢ odpowiednich kinaz biatkowych C (zaleznych od DAG) za posrednictwem
PLD. Niektoére izoformy PKC, tzw. konwencjonalne PKC, moga by¢ tez aktywowane
przez wolne kwasy ttuszczowe, np. kwas arachidonowy uwalniany przez PLA? [46].
PLAZ2z kolei moze by¢ poddana wptywom, zaréwno pobudzajgcym jak i hamujgcym,
agonistow receptoréw opioidowych p. Tego rodzaju dziatanie opioidéw stwierdzono
m.in. w niektérych obszarach mézgu szczuréw [12, 71], w jelicie biodrowym $winek
morskich [7, 8], czy tez w komdérkach CHO [23]. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze w
doswiadczeniu z komérkami ziarnistymi $win FK 33-824 uzyty byt w dawce zbyt niskiej
(109 M) by spowodowa¢ odpowiedz PLC. Na podstawie badar na komoérkach linii
COS-7 wiadomo, ze dawka opioidu niezbedna do wywotania takiej odpowiedzi jest ok.
50-krotnie wyzsza [42] niz ta, ktéra spowodowata zahamowanie aktywnosci cyklazy
adenylanowej w tym doswiadczeniu. Brak wptywu FK 33-824 (10 9 M) na komorki
ziarniste i hamowanie przez niego aktywnosci PLC w komérkach ostonki wewnetrznej
wskazuje na istnienie ro6znic w mechanizmie dziatania opioidu w obu typach komorek
pecherzyka jajnikowego $wini (rys. 1 i 2).

Uwolnienie jonéw Ca2+ pod wptywem IP} i DAG w wyniku dziatania PLC lub PLD
prowadzi do uaktywnienia kinaz biatkowych C. Jedenascie poznanych dotychczas
izoform PKC tworzy trzy podrodziny kinaz C: konwencjonalne (cPKC - a, PH, y)
zalezne od jonéw Ca2+, DAG i fosfatydyloseryny; nowe (nNPKC -5, ¢, r|, 0) regulowane
przez DAG i fosfatydyloseryne oraz atypowe (aPKC -  X/t), zalezne jedynie od
fosfatydyloseryny [46], Wystepowanie PKC w jajniku $win jest niepodwazalne [3,55,
84], nie jest natomiast w petni zbadane, ktére izoformy kinazy sa w nim obecne.
Zahamowanie aktywnosci PLC przez FK 33-824 w komérkach ostonki wewnetrznej
sugeruje, ze takze aktywno$¢é PKC (izoform zaleznych od DAG - konwencjonalnych i
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nowych) ulega zmniejszeniu. Kolejne doswiadczenia z udziatem zaréwno komorek
ziarnistych, jak i ostonki wewnetrznej wskazuja, ze ich krétka, kilkugodzinna ekspozycja
na opioid moze powodowac obnizenie aktywnosci PKC. W pierwszym z nich stwier-
dzono, ze forbol 12-mirystylo-13-acetylowy (PMA, zwiazek z grupy estréw forboli
nasladujacy dziatanie DAG) znosi hamujacy wpltyw FK 33-824 na steroidogeneze w
obu typach komadrek. Potwierdzeniem swoistosci dziatania PMA (poprzez PKC) jest
fakt, ze nieaktywny stereocizomer PMA, 4a-PDD, nie dawat takich efektéw [37, 38].
Podobne ostabienie dziatania agonistéw receptorow p (DAMGO i morfiny) przez -
zblizony w dziataniu do PMA - ester forbolu (PDBu; forbol 12,13-dibutyrylowy)
zanotowano w testach bélowych przeprowadzonych na myszach [54]. W innym
doswiadczeniu, opartym na wprost proporcjonalnej zaleznosci miedzy stopniem
pobudzenia PKC (izoform konwencjonalnych lub nowych) a iloscig zwiazanego przez
struktury komérkowe znakowanego trytem PDBuU, zanotowano - w wyniku podania
FK 33-824 - obnizenie wiazania 3[H]PDBu przez komérki ziarniste i ostonki wew-
netrznej (w pierwszym przypadku po uptywie 10 min inkubacji, drugim - 3 min).
Uzytajako kontrola pozytywna, jonomycyna spowodowata wzrost wigzania 3[H]PDBu
przez oba typy komérek. W nastepnym doswiadczeniu stwierdzono, ze trzy przebadane
inhibitory PKC: staurosporyna (dziatajgca poprzez domene katalityczng enzymu), D-
sfingozyna (Ygczaca sie z domeng regulatorows) i PKCi (bedaca pseudosubstratem)
hamujasteroidogeneze w komdérkach pecherzykajajnikowego $wini, nasladujgc dziatanie
FK 33-824 [37,38]. Podobny efekt osiggnieto dezaktywujgc PKC poprzez 36-godzinng
inkubacje komdrek w obecnosci duzej dawki PMA (rzedu 106 M), w wyniku ktorej
nastepuje enzymatyczna degradacja enzymu [46]. Uzyskane w ten sposéb komorki
(ang. PKC-deficient cells) produkowaty znacznie mniej hormonoéw steroidowych niz
komorki z aktywna kinazg C. Dodanie opioidu do komorek pozbawionych aktywnej
PKC badz inkubowanych w obecnosci inhibitorow tego enzymu powodowato dalsze
obnizenie sekrecji steroidéw [37,38]. Moze to wskazywaé na wykorzystanie - oprocz
PKC zaleznych od DAG (cPKC lub nPKC), na co wskazuje skuteczne dziatanie PMA
i PDBuU we wczesniejszych doswiadczeniach - takze atypowych kinaz C (niezaleznych
od DAG i estréw forboli). Glebsza analize tego problemu utrudnia nieznajomos$¢ izoform
PKC wystepujgcych wjajniku $wini. Innym wyjasnieniem opisanego wyzej hamowania
steroidogenezy moze by¢ zaangazowanie w mechanizm dziatania opioidu dodatkowego
szlaku transmisji sygnatu, np. AC/PKA. Wykorzystanie przez opioidy obu kaskad
sygnatowych, angazujacych kinazy biatkowe A i C, zostato wczesniej zaobserwowane
w mbzgu szczurdw [71] oraz komérkach linii COS i CHO [28]. Do podobnych wnioskéw
prowadzg dane opublikowane przez Smitha i wsp. [74] wskazujace, ze tolerancja na
morfing u myszy moze by¢ w petni zniesionajedynie po réwnoczesnym zastosowaniu
inhibitorow PKA i PKC.

Udziat szlaku AC/PKA w mechanizmie dziatania opioidéw w komorkach uktadu
nerwowego wydaje sie by¢ dobrze poznany, czesto bywa wrecz wykorzystywany jako
rodzaj kontroli doswiadczen ukierunkowanych na badanie dziatania opioidéw na
poziomie subkomérkowym [41,85]. Pierwszym enzymem efektorowym w tym szlaku
jest cyklaza adenylanowa przeksztatcajgca ATP w cykliczny 3',5'-adenozyno-mono-
fosforan (CAMP), ktory aktywuje PKA. taczac sie z jej jednostkami regulatorowymi i
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uwalniajgc jednostki katalityczne. Obecnos¢ enzymow tego szlaku wykazano w
strukturach jajnika $wini [15]. Zmniejszenie sekrecji CAMP przez komorki ziarniste [33,
37] i ostonki wewnetrznej [38] pod wpltywem FK 33-824, w trakcie dwugodzinnej
inkubacji, wskazuje na hamowanie aktywnosci AC w wyniku dziatania opioidu. Podobny,
hamujacy wptyw opioidéw zanotowano w komérkach lutealnych [1,40] i kory nadnerczy
[39] gryzoni. Wydtuzenie do 4 godzin ekspozycji na opioid obu typéw komorek pecherzyka
jajnikowego $wini spowodowato zanik hamujacego wptywu FK 33-824 [33, 37, 38].
Przyczynatej reakcji moze by¢ obserwowana na innych modelach doswiadczalnych [ 10,
19, 79, 81, 82] zmiana odpowiedzi AC z hamujacej na pobudzajgca w nastepstwie
dtugotrwatego podawania opioiddéw. Sugestia, ze podobny proces zachodzi w pecherzyku
jajnikowym, znajduje potwierdzenie w wynikach doswiadczenia przeprowadzonego na
duzych komérkach lutealnych $win, ktérych dwunastogodzinna inkubacja z FK 33-824
doprowadzita do pobudzenia AC [35]. Mozna zatem przypuszczac, ze wydtuzenie czasu
inkubacji komérek ziarnistych i ostonki wewnetrznej z opioidem powyzej 4 godzin datoby
zblizony efekt. Z badan przeprowadzonych na komdérkach uktadu nerwowego i komérkach
linii COS-7, CHO lub NG 108-15 wiadomo, ze minimalny czas ekspozycji komérek na
opioidy, wywotujacy wzrost aktywnosci AC, wynosi 6-10 godzin. Przyczyng aktywacji
AC moze by¢ m.in. oddziatywanie na ten enzym biatek G lub podjednostek (3y biatek G
[47, 85].

Obnizenie aktywnosci AC w komdrkach pecherzykajajnikowego $wini pod wptywem
FK 33-824 pozwala sadzi¢, ze takze aktywnos$¢ kolejnego w tej kaskadzie enzymu,
PKA ulega zahamowaniu. Dos$wiadczenia z udziatem aktywatora (8BrcAMP) i
inhibitora (PKAI) kinazy biatkowej A potwierdzajg te sugestie. W pierwszym z nich,
FK 33-824 znosit stymulujacy wptyw 8BrcAMP na steroidogeneze w komdrkach
ziarnistych i ostonki wewnetrznej, w nastepnym - inhibitor PKA, w sposéb zblizony
do opioidu, hamowat wytwarzanie steroidéw. Podobnie jak w przypadku wspélnego
uzycia FK 33-824 oraz inhibitoréw PKC, takze po zastosowaniu opioidu z inhibitorem
PKA obserwowano silniejsze hamowanie sekrecji steroidéw przez inkubowane komaérki
w poréwnaniu z efektem odrebnego dziatania tych czynnikéw [33,37,38]. Potwierdza
to, wysunieta wczesniej teze, zaangazowania w mechanizm dziatania opioidu wiecej
nizjednej kaskady sygnatowe;j.

Jednoczesne uruchomienie dwéch szlakow transmisji sygnatu, co - jak sie wydaje -
ma miejsce w opisywanych badaniach, stanowi podstawe do wystapienia interakcji
(ang. cross-talk) miedzy nimi. Istniejg podstawy, by twierdzi¢, ze AC i PKA moga by¢
fosforylowane przez PKC [46] i odwrotnie - PKC moze by¢ substratem dla PKA [11].
Mozna nawet przypuszczac, ze opisywany wczesniej wzrost aktywnosci AC wskutek
dtugotrwatego podawania opioidow maégt wynikac z fosforylacji cyklazy przez PKC,
ktorej aktywnos¢ takze wzrasta po dtuzszej ekspozycji komoérek na opioidy. Fosforylacja
AC prowadzi z kolei do jej ,,uwrazliwienia” na biatka Gsfx i Gpy [47]. Przytoczone dane
wydaja sie wskazywac, ze interpretacja danych eksperymentalnych wymaga wziecia
pod uwage mozliwosci wystepowania interakcji pomiedzy szlakami uczestniczacymi
w mechanizmie przekazywania sygnatu indukowanego przez opioidy w komodrkach
docelowych.
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PODSUMOWANIE

Opioidy, dziatajgce za posrednictwem receptorow p, S i K, wptywajg na steroidogeneze
w komorkach ziarnistych i ostonki wewnetrznej duzych pecherzykéw jajnikowych swin.
Podczas krotkiej inkubacji tych komérek z opioidami ma miejsce hamowanie podstawo-
wej, niestymulowanej przez LH steroidogenezy. W obecnosci LH w Srodowisku
komérkowym generalnie nastepuje zanik hamujacego dziatania opioidéw lub pojawienie
sie stymulacji sekrecji steroidow pod ich wptywem. Wydaje sie, ze efekt obnizenia
podstawowej steroidogenezy, w przypadku opioidow dziatajgcych poprzez receptory
ju, osiagany jest w wyniku hamowania PKC, AC i PKA w komoérkach ziarnistych oraz
PLC, PKC, AC i PKA w komorkach ostonki wewnetrznej. Mozna przypuszczac, ze w
komoérkach ziarnistych, w dziataniu agonistéw receptoréw p, posrednicza (zamiast
PLC) inne fosfolipazy — D i A2 Pozostaje do wyjasnienia udziat innych szlakéw
transmisji sygnatu w mechanizmie dziatania opioidow, np. kinaz aktywowanych
mitogenem, zbadanie interakcji pomiedzy szlakami, a takze stwierdzenie ewentualnych
réznic w transmisji sygnatu w nastepstwie tgczenia sie opioidoéw z roznymi receptorami
(p, 51 K).
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Streszczenie: Jony Ca2t stanowig w komérkach wysoce uniwersalne czasteczki sygnalizacyjne i sg inte-
gracyjnymi sktadnikami wielu szlakéw transdukcji sygnatéw. Liczne czynniki srodowiskowe i rozwo-
jowe oddziatujac na komorke, indukujg wzrost cytoplazmatycznego stezenia jonéw wapnia ([Ca2+] ).
W generowanie cytoplazmatycznego sygnatu wapniowego zaangazowane sg liczne kanaty wapniowe,
ktére wspoétdziatajagc z pompami i kotransporterami wapniowymi wptywaja na ksztatt i specyfike sy-
gnatu [Ca2+]fyj. Czasowo-przestrzenna charakterystyka sygnatu [Ca2+] , zwana takze sygnaturg wap-
niowa, koduje informacje determinujace ksztatt ostatecznej odpowiedzi fizjologicznej komoérki. W na-
szej pracy opisaliSmy mechanizmy uczestniczace w generowaniu specyficznych wzgledem okreslonych

bodzcéw sygnatur [Ca2+] oraz sposoby dekodowania przez komorki roslinne sygnatéw wapniowych,
ktére sg istotne dla uzyskania wtasciwej odpowiedzi fizjologicznej.

Stowa kluczowe: Ca2+-ATPazy, [Ca2+] , fale i oscylacje wapniowe, kanaty wapniowe, sensory Ca2+,
sygnatura wapniowa, kotransportery Ca2+/H+.

Summary: Calcium ions are highly universal signaling molecules in cells and participate as integral com-
ponents of many signal transduction pathways. Cell stimulation by various environmental and develop-

mental cues induces an elevation in cytosolic calcium concentration. Generation of calcium signal enga-
ges numerous calcium channels. Their interaction with cellular Ca2+ removing mechanisms influences the

shape and specificity of [Ca2+] . Spatio-temporal characteristics of calcium signal, termed as a calcium
signature, encode information, which determine the form and shape of cellular physiological response.
The subject of this publication is generation of a stimulus specific calcium signature and the way of
encoding specificity in calcium signal to produce an appropriate physiological response of a cell.

*Pracg powstata w trakcie realizacji grantu finansowanego przez Uniwersytet Mikotaja Kopernika
(394-B).
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1. WPROWADZENIE

Pomiedzy kazda zywa komorka a jej otoczeniem zachodzi nieustajacy przeptyw
informacji. Wymiana informacji i sygnatéw jest mozliwa dzieki temu, ze kazda komoérka
ma ztozone mechanizmy przetwarzajace zewnetrzne sygnaty na specyficzne odpowiedzi
biologiczne. Stad tez procesy sygnalizacji decydujgo zyciu i $mierci komorki, reguluja
wzrost, r6znicowanie sie komorek oraz indukujg powstawanie odpowiedzi komdrkowych
na zmiany zachodzace w $rodowisku. Odbieranie fizycznych i chemicznych sygnatéw
umozliwiaja receptory - biatka zlokalizowane na powierzchni btony komérkowej lub
wewnatrz komorki. Receptory wykazuja specyficzno$¢ wzgledem rozpoznawanych przez
nie sygnatéw dziatajgcych indukujaco (agonisci) lub hamujaco (antagonisci) na ich
aktywnos$¢. Odbierane przez receptory sygnaty wzmacniane sg przez r6zne wewnag-
trzkomorkowe biatka efektorowe i regulatorowe, ktérych aktywnosé regulowanajest
poprzez niskoczgsteczkowe zwigzki organiczne (cykliczne nukleotydy, trisfosforan
inozytolu) badZ jony Ca 2+, zwane wtérnymi przekaznikami informacji (ang. second
messengers). Wszystkie elementy uczestniczace w przewodzeniu sygnatow od receptora
do efektora tworza tzw. szlaki transdukcji sygnatéw [18, 20].

Sygnalizacja wapniowa jest najbardziej powszechnym w komdérce mechanizmem
transdukcji sygnatu [20, 23]. Funkcje sygnatowe spetniajg tylko wolne jony wapnia.
W komorkach eukariotycznych stezenie jondw Ca2+ waha sie w granicach od 0,1 do
10 mmol/1, a rozmieszczenie tego kationu w obrebie poszczegdélnych organelli
komadrkowych jest nieréwnomierne [47]. W stanie spoczynkowym, w cytoplazmie
podstawowej komérek roslinnych i zwierzecych, stezenie Ca2+jest bardzo niskie i
przyjmuje warto$¢ od kilkudziesieciu do kilkuset nmol/1. W innych przedziatach
subkomodrkowych koncentracja Ca2+jest duzo wyzsza - od | mmol/1 (w mitochon-
driach, plastydach i ER) do 10 mmol/1 (w wakuoli i $cianie komorek roslinnych).
Zewnatrzkomodrkowe bodzZce aktywujace komoérke, indukujg zmiany w poziomie
cytoplazmatycznego Ca2+. W czasie od kilku do kilkunastu sekund [Ca2+]cyt wzrasta
z okoto 200 nmol/1 do ponad ! pmol/1 [37].

Generowanie sygnatu wapniowego w stymulowanej komorce mozliwe jest przez
[47]:

+ szybki wzrost cytoplazmatycznego stezeniajonéw Ca2+ w wyniku ich uwalniania
z wewnatrzkomérkowych magazynéw (ER, mitochondria, wakuola, jadro komérkowe)
i naptywu tego kationu z przestrzeni zewnatrzkomaorkowej do cytoplazmy;

+ aktywacje biatek wigzacych waph w cytoplazmie podstawowej, co prowadzi do
indukcji procesow biologicznych lub aktywacji dalszych etapéw tancucha transdukcji
sygnatu;

+ szybki spadek cytoplazmatycznego stezenia Ca2+ do poziomu obserwowanego
przed stymulacjg komorki.
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W komorkach roslinnych jony wapnia petnia role uniwersalnego przekaznika
informacji [41]. Wapn zaangazowany jest m.in. w indukcje wielu proceséw rozwojowych
(np. wzrost fagiewki pytkowej [ 19], rozwdéj wiosnikéw [4]), w generowanie odpowiedzi
na dziatanie hormonow, np. indukowany auksyng wzrost wydtuzeniowy komorki [12],
kontrolowane przez kwas abscysynowy zamykanie aparatow szparkowych [1]), w
indukcje komérkowych proceséw obronnych wywotanych przez patogeny i elicytory
(np. produkcja reaktywnych form tlenu, synteza fitoaleksyn i hiperwrazliwos¢ [6, 7,
22]), a takze w regulacje ekspresji genéw indukowanych przez stres abiotyczny [23].

Liczne bodzce biotyczne i abiotyczne oddziatujgc na komorki roslinne indukujg w
nich zmiany poziomu [Ca2+]ty(, co sugeruje, ze wapn jest bardzo powszechnym
sktadnikiem wielu odmiennych szlakéw sygnalizacyjnych. Aby zrozumie¢ mechanizm
dziatania Ca2t w komarkach roélinnych, nalezy przedstawi¢ informacje, wjaki sposob
ksztaltowana jest specyfika sygnatéw wapniowych oraz jak specyficzne wzgledem
okreslonego bodzca sygnaty [Ca2+]eyl determinujg powstanie wasciwej odpowiedzi
fizjologicznej.

2. SYGNATURA WAPNIOWA A TEORIA PRZELACZNIKA
WAPNIOWEGO

Ztozona czasowo-przestrzenna charakterystyka sygnatu [Ca2+] , ktora warunkuje
jego specyfike i w konsekwencji wptywa na wyzwalanie Scisle okreslonej odpowiedzi
komoérkowej, nosi miano sygnatury wapniowe;j.

Badania nad sygnalizacjg wapniowg w komérkach ro$linnych doprowadzity do
sformutowania dwéch przeciwstawnych wzgledem siebie hipotez: ,,sygnatury wapnio-
wej” i ,,chemicznego przetgcznika” [42], Wedtug pierwszej z nich specyficzne sygnatury
wapniowe obserwowane w stymulowanych komérkach, kodujg informacje, ktére
moduluja koncowg odpowiedz fizjologiczng. Natomiast wedtug drugiej z wymienionych
hipotez, jony wapnia petnigjedynie funkcje przetacznikéw aktywujacych wrazliwe na
Ca?+ elementy odpowiednich szlakéw sygnalizacyjnych. W tym przypadku powstanie
stosownej odpowiedzi komérkowej mozliwe jest dzieki wspétdziataniu jondw wapnia z
innymi sktadnikami szlakéw transdukcji sygnatéw [42], Zatozenia hipotez ,,sygnatury
wapniowej” i ,,przetgcznika wapniowego” zilustrowano na rycinie 1.

Na wspomnianej rycinie zmiany poziomu [Ca2+]ct przedstawione zostaty dla
komoérek znajdujacych sie w stanie spoczynku (2) oraz dla komérek pobudzonych przez
trzy r6zne typy bodzcéw (b, c, d). W komodrkach spoczynkowych, charakteryzujacych
sie niskim poziomem [Ca2+] szlaki sygnalizacyjne zalezne od tego jonu sanieaktywne.
Zgodnie z hipoteza ,,sygnatury wapniowej”, gdy poziom [Ca2+]cyi wzrasta od wartosci
(b) do wartosci (d), kazda z powstajacych w ten sposob trzech réznych sygnatur
wapniowych prowadzi do aktywacji tylko jednego specyficznego szlaku: A, B lub C.
Tym samym kazdy z tych szlakdéw sygnalizacyjnych aktywowany jest przez okreslona,
specyficzng sygnature wapniowa (ryc. 1). Natomiast zgodnie z hipotezg ,,przetacznika
wapniowego”, jakakolwiek zmiana poziomu [Caz+], w przekraczajaca warto$¢ progowa
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RYCINA 1. Funkcja sygnalizacyjna wapnia wg teorii ,,sygnatury wapniowej” i ,,przetagcznika
wapniowego”, (na podstawie [42], zmodyfikowane). Wykresy (b-d) przedstawiajg rézne wzory
cytoplazmatycznych sygnatéw Ca2+ Czerwone strzatki oznaczajg nieaktywne $ciezki sygnalizacyjne,
za$ zielone to aktywne szlaki transdukcji informacji. Grubo$¢ strzatek wskazuje na ,,intensywnos¢”
uzyskanej odpowiedzi komérkowej; dalszy opis w tekscie

(b), aktywuje szlaki X i Y. Jednakze sita uzyskanej odpowiedzi komorkowej zalezy
jedynie od wielkosci wzrostu stezenia [Ca2+]oyt i dla szlaku Y jest ona zdecydowanie
wieksza w przypadku (c) niz (b). Z drugiej strony, sygnatura wapniowa przedstawiona
w punkcie (d) nie wptywa juz na wielko$¢ odpowiedzi generowanej za posrednictwem
szlaku Y (ryc. 1) [42],
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Mimo iz wyzej opisane hipotezy dotyczgce mechanizmu dziatania Ca2+majg przeciw-
stawny charakter przypuszczasig, ze obie formy sygnalizacji: ,,sygnatury wapniowej” i ,,prze-
tacznika wapniowego” moga rownolegle funkcjonowac¢ w komaérkach roslinnych [42].

3. SYGNATURA WAPNIOWA A ODPOWIEDZ
FIZJOLOGICZNA KOMORKI

W komorce roslinnej wywotanie specyficznej wzgledem danego bodzZca odpowiedzi
fizjologicznej zachodzi przez [38]:
(1) generowanie w cytoplazmie specyficznej sygnatury wapniowej w odpowiedzi na
okreslony bodziec odebrany przez komorke;
(2) dekodowanie sygnatury wapniowej przez sensory Ca ;
(3) transdukcje informacji ,,zapisanej” w sygnaturze wapniowej do elementéw docelo-
wych szlaku, ktére uczestniczag w powstawaniu fizjologicznej odpowiedzi komérki.

3.1. Generowanie sygnatury wapniowej

Podstawowym warunkiem umozliwiajgcym generowanie specyficznej wzgledem danego
bodzca sygnatury wapniowej jest wspotdziatanie réznych biatek kontrolujacych naptyw
jonow Ca?+ z apoplastu do cytoplazmy i ich uwalnianie z wewnatrzkomérkowych magazy-
néw [31] oraz regulujgcych usuwanie tych kationdw z cytoplazmy do apoplastu i do
wnetrza réznych organelli [11, 31]. Do wspomnianych biatek naleza zlokalizowane w
btonach kanaty i pompy wapniowe oraz kotransportery Ca2+/H+ (ryc. 2). W zaleznosci od
rodzaju bodzca dziatajagcego na komarke, wzrost [Ca2+]  indukowany jest przez aktywacije
réznego typu kanatéw wapniowych. Wystepujace w btonie plazmatycznej roslinne kanaty
wapniowe sklasyfikowane zostaty ze wzgledu na ich wrazliwos$¢ na zmiany potencjatu
btonowego. Na tej podstawie wyrdzniono kanaty aktywowane przez depolaryzacje (DAC)
lub hipcrpolaryzacje (HAC) tej btony oraz kanaty kationowe niezalezne od napigcia. Do
tej ostatniej grupy zaliczono kanaty aktywowane przez cykliczne nukleotydy (CNGC)
oraz dziatajace jako receptory glutaminianu (GLR) (ryc. 2).

W roslinnych btonach komérkowych bardzo powszechne sg takze aktywowane przez
depolaryzacje kanaty majace dwa pory (TPC) [41], Wszystkie wymienione kanaty w
stanie aktywacji uczestnicza w przewodzeniu jondw wapnia ze srodowiska zewnatrzko-
morkowego do cytozolu. Sposoby regulacji aktywnosci tych kanatéw, podobnie jak ich
komérkowa lokalizacja, wptywajg na przestrzenng i czasowg charakterystyke sygnatow
[Ca2+]oyt [20, 41].

Poza jonami wapnia pochodzacymi ze srodowiska zewnatrzkomérkowego, w
generowanie specyficznych, cytozolowych sygnatéw [Ca2+] u zaangazowane sgjony
Ca?t zgromadzone w wewnatrzkomoérkowych magazynach. W komorce roslinnej
podstawowym magazynem Ca?+ jest wakuola. Tonoplast wyposazony jest w liczne
kanaty, uczestniczace w uwalnianiu jonéw Ca2+ do cytozolu [41], Sa to kanaty
aktywowane przez depolaryzacje btony, z ktérych najbardziej powszechnym typem sg
kanaty SV [49], dwa typy kanatéw aktywowanych przez hiperpotaryzacje btony oraz
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RYCINA 2. Schemat przedstawiajacy gtéwne mechanizmy transportujace jony Ca2+ w komorce roslinnej
na przyktadzie Arabidopsis thaliana (na podstawie [41], zmodyfikowane). Niebieskie okregi reprezentuja
systemy transportujgce jony Ca: (1) aktywnie: ACA - autoinhibitorowa ATPaza wapniowa, ECA -
ATPaza wapniowa wystepujgca w obrebie ER, (2) biernie: CAX - kotransporter wapniowo-protonowy
(Ca2+/H+) zlokalizowany w btonie wakuolarncj. Czerwone kwadraty reprezentujg kanaty przewodzace
jony wapnia: zlokalizowane w btonic plazmatyczncj (NCS - nieselektywne kanaty kationowe, DAC -
kanaty aktywowane przez depolaryzacje btony, HAC - kanaty aktywowane przez hiperpolaryzacje btony,
TPC - kanaty majace dwa pory, CNGC - kanaty aktywowane przez cykliczne nukleotydy, GLR - receptory
glutaminianu) oraz w endomembranach (WCa - wakuolarne napieciowozalezne kanaty Ca2+, SV -
wolno aktywowane kanaty wakuolarne oraz receptory: 1P3R (nazwa zwigzku), RyR (rianodinowe) i
NAADP (nazwa zwigzku). Dalszy opis w tekscie
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wysoce selektywne wzgledem Ca2+ kanaly aktywowane przez cytozolowe wtérne
przekazniki informacji (ryc. 2). Nalezg do nich: receptory 1,4,5-trisfosfoinozytolu (IP3R)
aktywowane przez IP3 oraz receptory rianodinowe aktywowane przez cADPR [41,
49], Poza wakuolg innym magazynem wapniowym jest ER. Uwalnianie Ca2+ do cytozolu
zachodzi poprzez btonowe kanaty aktywowane wtérnymi przekaznikami informacji -
IP3 [32], cCADPR [34] i NAADP [33] (ryc. 2).

Obecnos$¢ w komdrce wielu typow kanatow zaangazowanych w generowanie cytoplaz-
matycznych sygnatéw wapniowych, umozliwia osiggniecie czasowo-przestrzennej
specyfiki wzrostu [Ca2t] poprzez rekrutacje kanatéw o odmiennych wiasciwosciach,
odrebnej lokalizacji i r6znym sposobie regulacji aktywnosci (ryc. 2) [50].

W ksztattowaniu specyficznej czasowo-przestrzennej charakterystyki sygnatu [Ca2+]
uczestnicza takze biatka regulujace usuwanie jonéw Ca2+ z cytozolu, czyli pompy
wapniowe i kotransportcry Ca27H'. Zlokalizowane sg one w réznych btonach
komoérkowych. Uczestniczg w aktywnym (pompy) i pasywnym (kotrasportery)
transporcie jonéw wapniowych z cytoplazmy do $rodowiska zewnatrzkomérkowego
lub do magazynéw Ca2’. Usuwanie jondw wapnia do poziomu obserwowanego w
cytoplazmie komoérek spoczynkowych umozliwia ponowne generowanie lokalnych
sygnatéw Ca2+, odnawianie zewnatrz- i wewngtrzkomérkowych magazynéw wapnio-
wych, a takze ksztattuje wielkos¢, kinetyke i wewngtrzkomorkowa lokalizacje sygnatur
wapniowych [45]. Pompy wapniowe (Ca2+-ATPazy), ktére majg wysokie powinowactwo
(Kh= 1-10 pM), ale niska pojemno$¢ transportowag wzgledem jonéw Caz+, sg
odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy [Ca2t] w komérce w stanie spo-czynkowym
[21], Roslinne Ca2’-ATPazy nalezg do dwdch gtownych rodzin I1A i 11B [10]. Rodzine
11A stanowig zlokalizowane w btonie plazmatycznej, tonoplascie, btonie ER i aparacie
Golgiego ATPazy typu P pozbawione N-terminalnej domeny autoregulatorowej.
Natomiast w sktad rodziny IIB tej grupy ATPaz wchodzg enzymy charakteryzujace sie
obecnoscig N-terminalnej domeny autoinhibitorowej, ktora zawiera miejsce wigzania
Caz+-kalmoduliny (CaM) i ulegajaca fosforylacji reszte serynowa [10]. Ich aktywnos¢
katalityczna moze by¢ modulowana przez zmiany [Ca2+] , a takze poprzez wigzanie
kalmoduliny (aktywacja). Inhibicja pomp zachodzi w drodze fosforylacji przeprowa-
dzanej przez zalezng od Ca2”kinaze biatkowg (CDPK) [50]. Pompy wapniowe wystepuja
zaréwno w btonie komoérkowej, jak i btonach otaczajacych rézne organelle (ryc. 2), a
ich poszczegdlne izoformy sa funkcjonalnie odmienne i wykazuja zréznicowane
powinowactwo wzgledem jonéw wapnia [50].

Kotransportery Ca27H+ w poréwnaniu z pompami wapniowymi majg nizsze powino-
wactwo (Km= 10-15 pM), ale wysoka pojemnos¢ transportowg wzgledem jondw wapnia.
Woystepujgce w btonic plazmatycznej i tonoplascie kotransportery Ca2’/H’ (ryc. 2) uczest-
nicza w usuwaniu nadmiaru jonéw Ca?+ z cytoplazmy poza komérke i do wnetrza wakuoli
[41], Stechiometria transportu jonow jest r6zna dla obu wymienionych typow
kotransporteréw. | tak usunieciu ! mola Ca2’ z cytoplazmy do wnetrza wakuoli towarzyszy
przeniesienie przez tonoplast od | do 3 moli H* w przeciwnym kierunku. Aktywnos$¢
wymieniacza Ca2/H’ moze by¢ regulowana przez autoinhibitorowg 10-aminokwasowg
domene znajdujaca sie na koricu N tego biatka [36],
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3.2. Forma i specyfika sygnatur [Ca2t], ,

Rd6zne bodzce dziatajace na komoérke generujg zmiany poziomu [Ca2+]cyt o okreslonej
czasowo-przestrzennej charakterystyce poprzez: uwalnianie jonéw wapnia z réznych
komoérkowych magazynow i aktywacje kanatéw wapniowych o odmiennych wiasciwos-
ciach i odrebnej komorkowej lokalizacji. Decydujace znaczenie dla kodowania informacji
w specyficznej sygnaturze wapniowej moga mie¢ réznice wynikajgce z charakterystycz-
nej dla danego bodzca kinetyki wzrostu cytoplazmatycznego poziomu [Ca2"] [35].
Powstajgce w wyniku pobudzania komérek roslinnych sygnaty wapniowe moga mie¢
posta¢ tzw. goracych punktéw (ang. quarks, blips), ,,pyknie¢” (ang. puffs), ,,iskierek”
(ang. sparks), oscylacji lub fal [35], Niski poziom stymulacji komérki powoduje
aktywacje pojedynczych kanatow wapniowych, co prowadzi do matych, lokalnych
wzrostow [Ca2+] , okreslanychjako ,,quarks" i ,,blips". Uwalnianie do cytozolu jonéw
Caz+, bedace wynikiem wyzszego stopnia stymulacji prowadzi do powstania sygnatéw
majacych forme ,,pyknie¢” i ,,iskierek” wapniowych. Tego typu przestrzennie i czasowo
rozdzielone wydarzenia elementarne moga uczestniczy¢ w generowaniu globalnych
sygnatow, np. fal wapniowych. Przykiadem istotnej roli wydarzeh elementarnych w
sygnalizacji wapniowej mogg by¢ wyniki badan przeprowa-dzonych na komérkach
jajowych Fucus serratus [15]. W komdérkach tej brunatnicy stres hiperosmotyczny
indukowat wzrost [Ca2t]eyt w dyskretnych domenach w obrebie cytozolu. Wzrosty
[Ca2+]cey) rzedu 200-300 nM obserwowane przez okres 15-30 ms miaty charakter
periodyczny i byty przestrzennie rozdzielone rejonami cytoplazmy charakteryzujacymi
sie obnizonym poziomem [Ca2"] [15].

Pojedyncze i dwufazowe wzrosty [Ca2t] Czynniki abiotyczne, takie jak: nagte
obnizenie temperatury, stres mechaniczny, oddziatujgc na r6zne komorki roslinne (np.
Arabidopsis thaliana [25]) wywotujg nagte, pojedyncze i krotkotrwate skoki poziomu
[Ca2+]eyt, po ktorych w ciggu kilku minut stezenie wolnego cytoplazmatycznego Ca2+
powraca do wartosci rejestrowanych w komoérkach spoczynkowych [25].

W komérkach niektérych roslin, m.in. Arabidopsis thaliana [24], w warunkach
przedtuzonego dziatania czynnika stresowego obserwuje sie pojawienie dwufazowego
sygnatu [Ca2+]cyt. Dhugie utrzymywanie sie niskiej temperatury indukuje sygnat, w ktérym
po inicjalnym, krotkotrwatym (kilkusekundowym) wzroscie [Ca2+]cyt nastepuje drugie,
nieco dtuzsze (trwajace do kilku minut) podwyzszenie cytoplazmatycznego stezenia
jonéw wapnia [24], Z kolei szok cieplny, stres solny, hiperosmotyczny i oksydacyjny
wywotujg najpierw kilkuminutowy wzrost [Cal | , po ktorym dopiero nastepuje drugi,
zdycydowanie dtuzszy i utrzymujacy sie nawet przez wiele godzin [22,24], Dwufazowe
zmiany cytoplazmatycznego stezenia Ca2+ obserwuje sie takze w komarkach roslinnych
stymulowanych przez patogeny i elicytory [28]. Bodzce te wywotujg powolny wzrost
[Ca2+]eyt, a utrzymujgcemu sie przez diuzszy czas podwyzszonemu stezeniu jonOw wapnia
towarzyszy indukcja odpowiedzi obronnej komaérki [28].

Fale wapniowe. Fale wapniowe stanowig forme globalnego sygnatu [Ca2+] yt, ktory
wyzwalany jest przez nagromadzenie w obrebie matego regionu cytoplazmy
pojedynczych wzrostéw [Ca2+] y(, co w nastepstwie prowadzi do wystgpienia zjawiska
nazywanego indukowanym przez wapn uwalnianiem Ca?+ (C1CR) z jego wewnatrz-
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komérkowych magazynéw [3], Powstaty w wyniku indukcji tego procesu sygnat moze
przybiera¢ forme przestrzenie rozchodzacej sie fali wapniowej [46], Powstawanie tego
typu fal pozwala na propagowanie specyficznych czasowo-przestrzennych zmian
[Ca2+] , ktdre rOznig sie: amplituda, komoérkowa lokalizacjg i zasiegiem [30].
Ro6znorodne formy, jakie przybierajg fale wapniowe, moga determinowaé powstawanie
specyficznej dla danego bodZca fizjologicznej odpowiedzi komérki [15].

Oscylacje wapniowe. Oscylacje wapniowe generowane w cytozolu, sktadajg sie z
regularnych faz wzrostow i spadkow [Ca2+] . Fazy wzrostu wymagaja zaréwno naptywu
Ca2+ ze Srodowiska zewnatrzkomérkowego przez btone plazmatyczna, jak i uwalniania
wapnia z wewnagtrzkomoérkowych magazynéw wapniowych (wakuoli, ER) do cytozolu.
Fazy spadku koncentracji [Ca2t] zwiazane sgz ,,pompowaniem” jonéw wapnia poza
btone plazmatyczna i jego ponownym gromadzeniem w wewnatrzkomoérkowych
magazynach Ca2r [5]. Powstawanie oscylacji [Ca2+] zachodzi wiec poprzez
skoordynowang interakcje pomiedzy btonowymi kanatami wapniowymi a Ca2+-ATPa-
zami i kotransporterami Ca27H+ [48], Uwaza sie, ze oscylacje [Ca2t]., umozliwiajg
kodowanie informacji w postaci ich amplitudy i czestotliwosci [11]. Z badan prowadzg-
nych nad sygnalizacjg wapniowaw komaorkach roslinnych wynika, ze kilka czynnikéw
srodowiskowych i rozwojowych, oddziatujgc na komérke, indukuje oscylacje [Ca2+] |,
ktore roznig sie: amplituda, czestotliwoscia i czasem trwania, za$ ich forma zalezy od
sity oddziatywania i kombinacji specyficznych bodzcéw [11]. Periodycznos¢ oscylacji
[Ca2+]eyt obserwowanych w komdérkach roslinnych zmienia sie od: oscylacji powolnych
wystepujacych w komorkach koleoptyli na skutek stymulacji auksyna (period = 30
min) [12], poprzez oscylacje indukowane w komodrkach aparatéw szparkowych
stymulowanych przez ABA, egzogennie podawany Ca2+, ozon i elicytory (gdzie period
>3 min) [16], do szybkich oscylacji pojawiajacych sie w wierzchotkowej czesci rosnacej
tagiewki pytkowej (period = 40-75 s) [30, 40].

Jak do tej pory najlepiej poznano zjawisko powstawania oscylacji [Ca2+]cyt w komérkach
aparatéw szparkowych poddawanych dziataniu kwasu abscysynowego (ABA) i egzogennego
Ca2+. Stwierdzono, ze w komérkach szparkowych Arabidopsis thaliana i Viciafaba oscylacje
[Ca2+]oyt pojawiaja sie w warunkach naturalnych, jednak sgone stabe i nieregularne. Oscylacje
cytoplazmatycznego Ca2+ uzyskuja silng i regularng forme dopiero w wyniku dziatania
zewnatrzkomérkowych bodZzcow [2], W generowanie oscylacji wapniowych w komdrkach
szparkowych zaangazowane sa: napieciowozalezne kanaty Ca2’ obecne w btonie komérkowej
i w btonach otaczajagcych wewnatrzkomérkowe magazyny wapnia (kanaty typu WCa
i SV) oraz kanaty wrazliwe na wtérne przekazniki informacji (IP3, cADPR i NAADP),
ktére uwalniajg Ca2” z magazynow wapniowych. Wszystkie te kanaty kontrolujg naptyw
jondéw wapnia do cytozolu. W usuwaniu podwyzszonego stezenia Calt z cytoplazmy
uczestniczg pompy wapniowe i kotransporte-ry Ca2t/H+, ktdre tym samym odpowiedzialne
sg za faze spadku koncentracji [Ca2+]oyt [51].

Ztozona czasowo-przestrzenna charakterystyka (sygnatura) oscylacji [Ca2+]cyt koduje
specyficzne wzgledem bodZca informacje. Informacje kodowane przez sygnat [Ca2+]cyt
zawierajg dwie sktadowe: pierwszg zwigzang z szybka reakcjg i drugg umozliwiajaca
programowanie fizjologicznej reakcji komorki. W przypadku aparatéw szparkowych
komponent sygnatu [Ca2+]cyt zwigzany z szybka reakcjg pojawia sie natychmiastowo
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po zadziataniu bodzca (np. ABA) i koduje informacje inicjujgce zamykanie aparatow
szparkowych. Przybiera on zazwyczaj forme krétkotrwatego wzrostu [Ca2+]cyt. Kompo-
nent sygnatu wapniowego zwigzany z programowaniem reakcji koduje informacje
umozliwiajgce utrzymanie aktualnego stanu aparatu szparkowego (np. stanu zamkniecia)
i zazwyczaj przybiera forme serii oscylacji [2], Wzorzec oscylacji [Ca2+]cyi jest bezpos-
rednio zwigzany z sitg stymulacji i w efekcie wptywa na site wyzwolonej odpowiedzi
fizjologicznej, ktéra w omawianym przypadku jest zamykanie aparatéw szparkowych
(ryc. 3a). Komorki szparkowe moga poza tym integrowac¢ informacje pochodzace od
oscylacji [Ca2+]et wyzwalanych w odpowiedzi na kilka bodzcow (ryc. 3b). W tego
typu komaérkach roslinnych dochodzi wiec do powstawaniajednej ostatecznej sygnatury
wapniowej. Reguluje ona uzyskanie odpowiedzi komoérkowej, ktdra jest wynikiem
dekodowania oscylacyjnych zmian [Ca2+]cyt przez sensory wapniowe - zalezne od Ca+
fosfatazy [11]. Obecnie sugeruje sig, ze w komoérkach szparkowych funkcjonowa¢ moga
zarowno kinazy zalezne (CDPK), jak i niezalezne od jonéw Ca2+, jednak rola CDPK w
procesie ksztattowania odpowiedzi komorkowych nie zostata jeszcze wyjasniona [50],
Aktywnos¢ kinaz i fosfataz biatkowych reguluje procesy fosforylacji i defosforylacji
biatek w komoérkach szparkowych. Oscylacje o niskiej czestotliwosci warunkujgwzrost
liczby biatek w formie ufosforylowanej, podczas gdy oscylacje [Ca2t] 0 wyzszej
czestotliwosci utrzymujg podwyzszony poziom biatek zdefosforylowanych. Specyficzna
réwnowaga pomiedzy frakcjg biatek zdefosforylowanych, a ufosforylowanych wptywa
na ksztatt odpowiedzi fizjologicznej [31],

3.3. Dekodowanie sygnatury [Ca2+]oyt

Dekodowanie sygnatury wapniowej i generowanie specyficznej wzgledem sygnatu
[Ca2t] odpowiedzi komérkowej wymaga aktywacji okreslonych typow biatek
wigzacych Ca?+ [50]. Sagto tzw. sensory wapniowe i biatka docelowe dla tych sensoréw.
Odbiér sygnatu wapniowego zachodzi poprzez wigzanie Ca2’ do sensorow wapniowych:
odpowiadajgcych lub przekaznikowych [41]. Sensory odpowiadajgce (ang. sensor
responders’) podlegajg indukowanym przez Ca2+ konformacyjnym zmianom, ktore
wptywaja na ich aktywnosé. Do tego rodzaju sensorOw nalezy zalezna od Ca2+ kinaza
biatkowa (CDPK) [18]. Enzym ten stanowi jedno z najbardziej powszechnych i
specyficznych dla roélin biatek [37]. Aktywowany jest przez mikromolowe stezenie
wolnego cytoplazmatycznego wapnia. Sktada sie z domeny katalitycznej i regulatorowej,
ktére oddzielone sa przez region zawierajagcy domene autoinhibitorowa. Podczas
nieobecnosci cytoplazmatycznego sygnatu wapniowego autoinhibitorowg domena CDPK
hamuje aktywnos$¢ enzymu [17]. Jony wapnia wigzane sg przez domene regulatorowa,
tzw. kalmodulino-podobnag, ktéra ma cztery motywy EF-hand [8]. Zwigzanie Ca2+ znosi
autoinhibicje i przywraca aktywno$¢ CDPK, ktéra przez fosforylacje réznych biatek
docelowych reguluje przebieg licznych proceséw bilogicznych. Wsréd zidentyfi-
kowanych do tej pory substratbw CDPK znajdujg sie: transportery btonowe (np.
Ca2t+-ATPazy), kanaty jonowe (np. w komoérkach aparatéw szparkowych [51]), oksydazy
NADPH, enzymy zaangazowane w metabolizm wegla i azotu, proteazy, biatka
cytoszkieletu oraz biatka wigzace DNA [8,37], Kinazy zalezne od Ca+ regulujg u
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RYCINA 3. Schemat przedstawia zalezno$¢ pomiedzy sygnaturg wapniowa a specyfikg uzyskanej
odpowiedzi fizjologicznej w komérkach aparatéw szparkowych (stymulowanych i znajdujgcych sie w
stanie spoczynku), (na podstawie [11], zmodyfikowany), (a) Oscylacje [Ca2+]cyt warunkujg specyficzng
odpowiedz komoérkowa, przekazujac informacje zakodowane w postaci amplitudy i czestotliwosci, (b)
Komoérki aparatow szparkowych zdolne sg do integrowania informacji zakodowanych w oscylacjach
[Ca2+]cyt, indukowanych przez odmienne bodZzce komérkowe (A i B). W ten spos6b ksztattowana jest
ostateczna odpowiedz fizjologiczna (C). Dalszy opis w tekscie
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roslin przebieg takich procesow, jak: grawitropizm, transdukcja sygnatéw indukowanych
przez fitohormony, aklimatyzacja w warunkach stresu solnego, zimna i suszy oraz
odpowiedz roslin na dziatanie patogenéw [8]. W obrebie komorki roslinnej obserwuje
sie bardzo r6zng lokalizacje kinaz zaleznych od Ca2+. Enzymy te dodatkowo wykazujg
odmienne powinowactwo wzgledem jonéw wapniowych. Zaréwno powinowactwo, jak
i wewnatrzkomadrkowa lokalizacja enzymu stanowig czynniki, ktére prawdopodobnie
zaangazowane sg w generowanie specyficznej odpowiedzi komérkowej [8,41].

Sensory przekaznikowe (ang. sensor relciys) przechodzg indukowang przez Ca2+
konformacyjnaprzemiane transmitowana nastepnie do wspétdziatajgcego partnera. Do tej
grupy sensoréw nalezy kalmodulina [43], Jako gtéwny sensor Ca2+, kalmodulina uczestniczy
w transdukcji sygnatéw generowanych w odpowiedzi na r6znorodne bodZce abiotyczne i
biotyczne. Jednym z biatek docelowych oddziatujgcych z CaM jest zalezna od niej kinaza
biatkowa Il, ktéra petni funkcje dekodera czestotliwosci oscylacji [Ca2+]ot [27], Inngarodzine
w obrebie wapniowych sensoréw przekaznikowych stanowigbiatka podobne do kalcyneuryny
B - CBL (z ang. calcineurin B likeproteins), ktére moga by¢ zaangazowane w dekodowanie
sygnatéw [Ca2+], indukowanych np. przez stres solny. Biatka CBL oddziatuja z grupa
kinaz biatkowych nalezacych do rodziny CIPK (ang. CBL-interacting protein kinases),
ktére dekodujg informacje zapisane w formie oscylacji [Ca2+]. [29],

Wiekszo$€ sensoréw wapniowych wigze jony Ca2+ przez wysoce konserwatywne
motywy typu EF-hand, w ktérych sktad wchodzi 29 reszt aminokwasowych, tworzacych
strukture helisa-petla-helisa (HLH). Wystepujace w tych motywach aminokwasy
uczestniczaw tworzeniu wigzan koordynacyjnych zjonami wapnia. Motywy EF-hand
zawierajg nastepujace rodziny sensoréw Ca2+ kalmoduliny, biatka kalmodulino-podobne
(ang. CaM-like-poteins'), biatka podobne do kalcyneuryny B i zalezne od Ca2+ kinazy
biatkowe (CDPK) [38],

W sensorach wapniowych zidentyfikowanych u rosélin, pojawiajg sie takze dwa inne
motywy aminokwasowe, ktére posredniczaw zaleznym od Ca2+ oddziatywaniu biatek
z btonami lub lipidami btonowymi. Sagto: 70-aminokwasowe sekwencje wystepujgce w
aneksynach [9] oraz zbudowane z 130-145 aminokwaséw domeny typu C2, ktére tworzg
szkielet o formie P-harmonijki, ztozony z 8 antyréwnolegtych pasm potaczonych przez
petle. Petle 1-3 sg umiejscowione na szczycie P-harmonijki i koordynujgjony Ca2+
[44]. Zwigzanie Ca2+ z domeng C2 utatwia interakcje biatka z ujemnie natadowanymi
fosfolipidami [38].

Sensory wapnhiowe zaangazowane sgw liczne procesy komorkowe [38]:

¢ dekodowanie sygnatow [Ca2t]eyt i transdukcje informacji do elementow
docelowych;

¢ Kkaskady fosforylacji i defosforylac;j i;

¢ transport btonowy;

+ w sygnalizacje, w ktorej biorg udziat produkty rozpadu réznych fosfolipidéw
btonowych,

+ transkrypcje i translacje;

¢ procesy rozwojowe (np. wzrost tagiewki pytkowej).
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Zaktywowane przez jony Ca?+ sensory wapniowe wchodzg w interakcje z biatkami
docelowymi i zmieniajgtransportowe i enzymatyczne wiasciwosci tych biatek, wptywajg
na orientacje cytoszkieletu, kaskady fosforylacji biatek oraz ekspresje genéw [50], Ksztatt
odpowiedzi fizjologicznej determinowany jest nie tylko przez zmiany [Ca2+]cyt, ale takze
przez ekspresje sensoréw wapniowych, ich powinowactwo wzgledem jonéw Ca?+ oraz
biatek docelowych, a takze przez wewnatrzkomérkowsg lokalizacje i aktywnos¢ biatek
docelowych [14].

4. MODULOWANIE SYGNATURY WAPNIOWEJ

Cytozolowe sygnaty wapniowe, indukowane na skutek stymulacji komérki, podlegaja
procesowi modulacji, cojest istotne w wytworzeniu najbardziej optymalnej dla komorki
odpowiedzi fizjologicznej. Modulacja i kontrola sygnatu [Ca2+]eyt zachodzi np. na
poziomie pewnych elementéw sygnalizacyjnych, ktére sa docelowe dla licznych kaskad
[Ca2+]eyt i moga one przetwarzaé lub blokowaé docierajace do nich sygnaty wapniowe
[48]. Ekspozycja komérki na specyficzne czynniki lub zmiana dostepnosci komérkowych
komponentéw zaangazowanych w sygnalizacje wapniowa, modyfikuje rowniez forme
sygnatu [Ca2+]cyt

Sygnatura [Ca2+]cyt, indukowana przez okre$lony bodziec, moze by¢ ksztattowana przez
rézne sygnaty odebrane wczesniej przez te samgkomaorke [48]. W komdrkach powszechne
jest zjawisko dyskryminacji sygnatow [Ca2+]ct powstajacych na skutek powtarzalnej sty-
mulacji lub w czasie refrakcji, gdy wzrost [Ca2+]oyt nie moze byé wywotany przez ten sam
czynnik srodowiskowy lub rozwojowy. Wielkos$¢ zmian [Ca2t] , indukowanych np. na
skutek powtarzalnej stymulacji przez wiatr, staje sie duzo mniejsza, za$ uzyskanie petnej
odpowiedzi fizjologicznej mozliwe jest dopiero po okresie refrakcji trwajgcym kilka minut
[26]. Obserwacje te mogawynikac z desensytyzacji kaskady sygnalizacyjnej lub z opréznienia
magazynéw uwalniajagcych Ca2+ do cytozolu [50]. Sygnatury wapniowe, wywotane przez
jeden czynnik Srodowiskowy, mogaby¢ modyfikowane przez wczeéniejszaekspozycjeroslin
na czynniki o odmiennej w stosunku do niego naturze. Przyktadowo, zakres zmian poziomu
[Ca2t] w odpowiedzi na stres oksydacyjny jest redukowany na skutek wczesniejszej
ekspozycji komorki na stres hiperosmotyczny [24], Sugeruje to istnienie oddziatywan typu
cross-talk pomiedzy kaskadami sygnalizacyjnymi lub kaskadami i magazynami wapnio-
wymi wykorzystywanymi przez oba te czynniki. Oddziatywanie cross-talk pomiedzy od-
rebnymi szlakami sygnalizacyjnymi, odpowiadajgcymi narozne warunki $rodowiska, umoz-
liwia optymalizacje odpowiedzi komorki roslinnej na okreslone bodzce [50].

5. PODSUMOWANIE

Od momentu rozpoczecia badan nad mechanizmami transdukcji sygnatéw w
komérkach, wiedza o sygnalizacyjnej funkcji jonéw Ca2+ dynamicznie powieksza sie.
Identyfikacja wtérnych przekaznikéw informacji, uczestniczacych w mobilizacji wapnia
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oraz scharakteryzowanie licznych efektoréw wapniowych, regulowanych przez zmiany
poziomu [Ca2+]eyt, umozliwito stopniowe zrozumienie sygnalizacyjnych mechanizméw
funkcjonujacych w komérce. W ostatnich latach wykazano, ze stymulowane poprzez
rozne bodzce uwalnianie (mobilizacja) jonéw wapnia z wewnatrzkomérkowych
magazynow do cytoplazmy umozliwia generowanie sygnatéw [Ca2t] o zréznicowanych
charakterystykach czasowych i przestrzennych. Jednoczesnie zaobserwowano, ze
okreslone wzorce sygnatéw wapniowych stymulujg odmienne efektory komérkowe i
tym samym warunkujg powstawanie specyficznych odpowiedzi fizjologicznych [13].

Obecnie jony Ca2+ uwazane sg za jeden z kluczowych elementéw bioracych udziat
w mechanizmie dekodowania zewnetrznych sygnatéw, docierajacych do komorki. Jony
wapnia jako przekaznik informacji odgrywaja réwniez istotng role w wielu waznych
procesach komérkowych (np. w zaptodnieniu, podczas proliferacji i r6znicowania sie
komoérek, a takze podczas apoptozy)[39].

Wiedza na temat udziatu jonéw wapnia w regulacji proceséw komoérkowych systema-
tycznie powiegksza sie. Mimo to wiele pytan zwigzanych z tymi zagadnieniami ciagle
pozostaje bez odpowiedzi. Dotyczg one miedzy innymi:

¢ sposobu regulacji biatek uczestniczacych w utrzymywaniu wewnatrz-
komérkowej homeostazy jonéw Ca2+,

+ biologicznego znaczenia sygnatury wapniowej i sposobu w jaki specyficzne
czasowo-przestrzenne zmiany stezenia [Ca2+]oyt koduja informacje konieczne do
powstania specyficznej odpowiedzi komdérkowej;

+ elementéw (biatek) docelowych, podlegajacych regulacji przez wewnatrzko-
morkowe sygnaty wapniowe ([Ca2+] );

+ interakcji typu cross-talk pomiedzy poszczegolnymi szlakami transdukcji sygnatu.

Zar6éwno pytania, jak i watpliwosci wyznaczajg obecnie Kierunki, ktérymi podazajg
dalsze badania nad rolgjonéw wapnia w procesach sygnalizacji wewnatrz- i miedzy-
komarkowej.
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Streszczenie: Badania ostatnich kilku lat dowodza, ze apoptoza odgrywa istotng role nie tylko w od-
rzucaniu przeszczepu, ale takze w indukcji tolerancji transplantacyjnej. Apoptoza - programowana
$mier¢ komorek jest aktywnym procesem dotyczacym zbednych badz nieprawidtowych komérek. W
odpowiedzi na przeszczep allogeniczny szczeg6lne znaczenie majg dwa mechanizmy: AICD - Smier¢
komoérek indukowana aktywacja, zwiazana z potaczeniem Fas/FasL oraz PCD - pasywna $mier¢
komoérek powodowana niedoborem cytokin. Odrzucanie przeszczepu zachodzi ze wzgledu na réznice
genetyczne pomiedzy dawca a biorcg. W niszczeniu przeszczepu uczestniczg komorki efektorowe, w
tym alloreaktywne limfocyty CD8. Wykazujg one ekspresje FasL, indukujac w ten sposéb apoptoze
Fas-pozytywnych komoérek przeszczepu. Udziat obwodowej delecji w indukcji tolerancji transplan-
tacyjnej zalezy od ilosci alloreaktywnych limfocytéw - apoptoza jest potrzebna do obnizenia ich
poziomu do takiego, ktéry moze by¢ pod kontrola mechanizméw regulacyjnych (model pool size).
Apoptoza utatwia réwniez rozwdj stanu immunoregulacyjnego poprzez dziatanie antyzapalne i zwia-
zang z tym supresje immunostymulacyjnych zdolnosci APC. Terapeutyczne strategie indukcji tole-
rancji przeszczepu poprzez delecje alloreaktywnych limfocytéw obejmujg: makrochimeryzm, mody-
fikacje ekspresji FasL, blokade kostymulacji oraz przeciwciata anty-CD28 stosowane w obecnosci
IFN-y. Wiele lekéw immunosupresyjnych hamujac aktywacje limfocytéw prawdopodobnie uniemoz-
liwia zajscie apoptozy (np. CsA i FK506), ale sa réwniez takie, ktérych dziatanie opiera sie przy-
puszczalnie na indukcji apoptozy (np. RAPA i MMF). Apoptoza alloreaktywnych limfocytéw wydaje
sie by¢ niezbedna dla uzyskania tolerancji przeszczepu. Nie tylko bezposrednio obniza liczbe komo-
rek atakujacych przeszczep, ale réwniez utatwia wytworzenie stanu immunoregulacyjnego.

Stowa kluczowe: apoptoza, tolerancja transplantacyjna, odrzucanie przeszczepu, delecja, limfocyty T.

*Praca dofinansowana z projektu KBN nr 3 PO5B 074 25.
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Summary. Studies ofa few last years give evidence for a role of apoptosis not only in graft rejection but
also in induction of transplantation tolerance. Apoptosis - programmed cell death is an active process
which refers to superflous and defective cells. For a responsiveness to allograft the most important are
two mechanisms of apoptosis: AICD (activation induced cell death) which involves Fas/FasL engage-
ment and PCD (passive cell death) - caused by cytokine withdrawal. Graft rejection is caused by
genetic differences between a donor and a recipient. Allograft is damaged by effector cells including
alloreactive lymphocytes T CD8+. These cells express FasL and could thereby induce apoptosis in
Fas-positive graft cells. Participation of peripheral apoptosis in induction of transplantation tolerance
depends on pool size ofalloreactive lymphocytes — apoptosis is necessary to reduce the size ofalloreac-
tive T cells clone to be small enough to be controlled by immunoregulatory mechanism (“pool size”
model). Apoptosis facilitates also the development of immunoregulation by antiinflamatory action and
thereby suppression of immunostimulatory abilities of APC. Therapeutic strategies of the induction of
transplantation tolerance by alloreactive lymphocyte deletion include macrochimerism, modification of
FasL expression, costimulatory blockade, and anti-CD28 antibodies in the presence of IFN-y. Most of
immunosuppressive drugs like CsA and FK506 possibly inhibit apoptosis by inhibition of T cell activa-
tion. It is quite likely that there are also regiments that induction of apoptosis contributes to their
immunosuppressive activity, e.g. RAPA and MMF. Apoptosis of alloreactive lymphocyte T seems to be
necessary to achieve transplantation tolerance. Not only does it reduce directly the quantity of cells
attacking graft but it also facilitates the development of immunoregulation state.

Keywords', apoptosis, transplantation tolerance, graft rejection, deletion, T lymphocytes.

Wykaz stosowanych skrétow-. AICD - $mieré komérek indukowana aktywacja; APC - komoérka pre-
zentujgca antygen; CsA - cyklosporyna; DC - komoérka dendrytyczna; FK506 - takrolimus; IFN - in-
terferon; IL - interleukina; MHC - gtéwny ukiad zgodnosci tkankowej; MMF — mykofenolan mofeti-
lu; PCD - pasywna $Smier¢ komoérek; RAPA - rapamycyna; TCR - receptor limfocytu T; TGF - trans-
formujacy czynnik wzrostu; Th - limfocyt T pomocniczy; TNF - czynnik martwicy nowotworu.

WPROWADZENIE

Apoptoza - programowana $mier¢ komorek, odgrywa zasadnicza role w rozwoju
limfocytéw, odpowiedzi przeciw antygenom i zachowaniu homeostazy immunologicznej.
Udziat apoptozy w odrzucaniu przeszczepu nie wzbudza watpliwosci. Natomiast rola
w tolerancji przeszczepu to zagadnienie, ktérym badacze zajmuja sie dopiero od Kilku
lat. Do niedawna uwazano, ze za uzyskanie tolerancji odpowiedzialne sg gtéwnie
mechanizmy immunoregulacyjne. Obecnie coraz wieksze znaczenie przypisuje sie
apoptozie limfocytow T, szczeg6lnie w fazie indukcji tolerancji.

Apoptoza - jest aktywnym, zaleznym od sygnatdéw procesem dotyczacym nad-
miernych liczebnie, bezuzytecznych i nieprawidtowych komoérek. W odpowiedzi
na przeszczep allogeniczny szczegdblne znaczenie majg dwa typy apoptozy: $mieré
komorek indukowana aktywacja (AICD - activation induced cell death) i Smier¢
przez zaniedbanie, tzw. pasywna Smier¢ komérek (PCD -passive cell death).

AICD wyzwalana jest w komorce przez potaczenie czasteczki Fas(CD95)
znajdujacej sie na jej powierzchni z FasL(CD95L) tej samej lub innej komoérki [21].
Stymulacja CD3/TCR wczes$niej aktywowanego limfocytu indukuje ekspresje FasL
na komoérce, potaczenie FasL z Fas prowadzi do apotozy. W limfocytach CD4+
AICD jest indukowana przez $ciezke Fas/FasL, w komoérkach CD8+ takze przez
inne receptory z rodziny TNF-R [11,13,17,18]. Wykazano, ze apoptoza antygenowo-
specyficznych CD4+ i CD8+jest indukowana przez IFN-y [14]. Do zajscia AICD niezbedna
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jestIL-2 - preekspozycja na IL-2 zwieksza wrazliwos$¢ na apoptoze, ale pdzniejsza ekspozycja
na IL-2, w czasie reaktywacji TCR, zapobiega apoptozie [9,11,13].

PCD wigze sie z tym, ze w czasie aktywacji poprzez stymulacje TCR, limfocyt
nabiera zdolnosSci do odpowiedzi na czynniki wzrostu, m.in. IL-2, ktére umozliwiajg
ekspresje antyapoptotycznych biatek Bcl-2 i Bcl-xL. Jesli aktywowane limfocyty zostang
pozbawione czynnikOw wzrostu, podlegaja apoptozie (Smier¢ przez zaniedbanie). PCD
jest regulowane przez dodatkowe receptory. Kostymulacja, czyli zwigzanie B7.1 (CD80)
lub B7.2 (CD86) znajdujacego sie na powierzchni komorki dendrytycznej przez receptor
CD28 limfocytu indukuje ekspresje kilku cytokin, m.in IL-2. Tym samym wzmacnia
ekspresje Bcl-xL, Bcl-2 chronigc przed apoptozg przez zaniedbanie (PCD).

Zaréwno pasywna, jak i aktywna $ciezka apoptozy wymagaja aktywacji limfocytéw.

ROLA APOPTOZY W ODRZUCANIU PRZESZCZEPU

Udziat apoptozy w odrzucaniu przeszczepu potwierdzajg m.in. biopsje przeszczepéw
nerki i innych narzadéw u ludzi, gdzie w czasie epizodéw odrzucania sg wykrywane
komoérki przeszczepu w apoptozie.

Limfocyty CD8+ mogazabija¢ komorki docelowe przez trzy mechanizmy: Ca+ - zalezny
system perforyny/granzymy, uwa’lnianie cytotoksycznych cytokin, np. TNF-a i IFN-y
oraz poprzez interakcje Fas/FasL. Sciezka perforyny/granzymy nie odgrywa podstawowej
roli w efektorowej fazie odrzucania przeszczepu. Natomiast w wielu modelach wykazano,
ze obnizenie ekspresji FasL i TNF-a wigze sie ze spadkiem apoptozy komorek przeszczepu,
natomiast wzrost ekspresji FasL i TNF-a z ostrym odrzucaniem przeszczepu serca
u szczurow [12],

Proponowany mechanizm odrzucania przeszczepionej tkanki zaktada, ze FasL
na powierzchni limfocytéw uczestniczacych w odpowiedzi przeciwko przeszczepowi
(a wiec na komoérkach naciekajacych przeszczep) zabija majace receptor Fas komorki
przeszczepu indukujac w nich apoptoze [13], Dodatkowo FasL moze dziata¢ na
makrofagi inicjujgc zapalne niszczenie tkanek (gtéwng bronig w cytotoksycznosci
makrofagow jest TNF-a) [12].

Jednakze sgtez prace sugerujace, ze brak interakcji Fas/FasL nie zmienia tempa odrzucania
przeszczepu, a $ciezka Fas/FasL nie jest niezbedna w indukowanym przez limfocyty T
niszczeniu przeszczepu. By¢é moze w gre wchodzg inne receptory z rodziny TNF-R.
Natomiast FasL moze petnic role w regulacji odpowiedzi immunologicznej [12].

TOLERANCJA PRZESZCZEPU

Mechanizmy tolerancji immunologicznej

Tolerancje mozna zdefiniowacjako stan, w ktérym uktad odpornosciowy nie rozwija
odpowiedzi przeciwko specyficznemu antygenowi (bgdz antygenom), nie ma potrzeby
stosowania egzogennej immunosupresji, a odpowiedz przeciwko pozostatym antygenom
jest utrzymana [19].
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Mechanizmy proponowane jako podstawa tolerancji transplantacyjnej mozna
podzieli¢ na dwie kategorie: mechanizmy zwigzane z delecjgalloreaktywnych limfocytow
oraz pozostate mechanizmy immunoregulacyjne, ktére obejmuja:

¢ aktywna regulacje przez komorki regulatorowe (supresorowe) odpowiedzi
immunologicznej przeciwko antygenom dawcy,

+ anergie - stan braku odpowiedzi na alloantygen,

¢ immunologiczny dymorfizm przez zmiane mikrosrodowiska cytokin u biorcy,
szczegOlnie w samym przeszczepie (Thl—>Th2)

Delecja potrzebna w indukcji tolerancji

Delecja alloreaktywnych limfocytow moze zachodzi¢ w dwdch oddzielnych
anatomicznie i funkcjonalnie obszarach: w grasicy (centralnie) i na obwodzie.

Znaczenie centralnej delecji wykazat Medawar w 1953 r. w swoim pionierskim
eksperymencie, gdzie udowodnit, ze poprzez klonalngdelecje alloreaktywnych limfocy-
tébw spowodowang neonatalng ekspozycja na alloantygeny, mozna uzyska¢ trwatg
tolerancje na przeszczep skory (noworodki gryzoni w przeciwienstwie do ludzkich rodzg
sie, zanim wiekszo$¢ dojrzatych limfocytow T wydostanie sie z grasicy).

Na udziat delecji obwodowej w indukcji tolerancji wskazujg m.in. nastepujace
obserwacje: jadra i rogéwka oka sg immunologicznie uprzywilejowane, tzn. sgchronione
przed zniszczeniem przez limfocyty w czasie infekcji i co wiecej nie sg odrzucane
po transplantacji do biorcéw niezgodnych w zakresie MHC. Jak wykazano, wigze sie
to m.in. z indukcjg apoptozy alloreaktywnych limfocytow biorcy przeszczepu [7].
Takze przeszczep watroby jest spontanicznie akceptowany, tu réwniez wykazano
zwigzek z masowa apoptozaalloreaktywnych limfocytéw [22,23,26].

Role obwodowej apoptozy limfocytéw T w indukcji tolerancji przeszczepu potwier-
dzajg badania na transgenicznych myszach Bcl-xL i IL-2KO. Myszy Bcl-xL wykazujg
konstytutywna nadekspresje antyapoptotycznego biatka Bcl-xL, co czyni je opornymi
na Smier¢ komorek powodowang niedostatkiem cytokin (PCD). Myszy IL-2KO,
tj. z nokautem genu kodujacego IL-2, sg oporne na $mier¢ komoérek indukowang
aktywacjg (AICD), ale nie majg zaburzonej zdolnosci do aktywacji limfocytéw T [19].

Model “pool size”

Wellsi in. [18,29,31,32] proponujg model, w ktérym liczba alloreaktywnych limfocytéw
(poolsize) determinuje udziat obwodowej delecji w indukcji tolerancji transplantacyjne;j.
Wedtug tej hipotezy szczeg6lnie wysoki poziom dziewiczych limfocytéw T zdolnych
do bezposredniego rozpoznania allogenicznych antygenéw MHC (ij. 1 na 10 limfocytéw
dziewiczych) zwigksza znaczenie apoptozy w uzyskaniu tolerancji. Apoptozg obniza
poziom alloreaktywnych limfocytéw do takiego, z ktérym ,,poradzg sobie” komorki
regulatorowe, anergia i immunologiczny dymorfizm (ryc. 1).

Obwodowa delecja moze by¢ mniej istotna w indukcji tolerancji na antygeny,
przeciwko ktérym skierowanajest stosunkowo mata populacja reaktywnych limfocytow.
Teze te potwierdza zdolnos¢ immunologicznego dymorfizmu do samodzielnej indukcji
przedtuzenia przezycia przeszczepu niezgodnego pod wzgledem “stabych” antygenow
zgodnosci tkankowej (minor-mismatched).
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RYCINA 1. Zaleznosci miedzy delecjaa immunoregulacja.

Obwodowa delecja wydaje sie niezbedna dla przedtuzenia zycia przeszczepu
niezgodnego w zakresie MHC, ale nie jest wystarczajgca dla utrzymania dtugo-
terminowej tolerancji na antygeny dawcy. Prawdopodobnie podstawag dtugoterminowe;j
transplantacyjnej tolerancji jest aktywny stan immunoregulacyjny [8]. Ostatnie badania
sugerujajednak, ze obwodowa delecja moze utatwiac rozwoj aktywnej supresji, w tym
rozwéj komoérek regulatorowych we wczesnej fazie odpowiedzi immunologicznej
na antygeny allogeniczne.

Rola obwodowej apoptozy w indukcji tolerancji

Apoptoza odgrywa role w indukcji obwodowej tolerancji nie tylko bezposrednio,
poprzez zmniejszenie puli alloreaktywnych limfocytéw. Apoptoza prawdopodobnie
utatwia rozwdj regulatorowych limfocytéw T dzieki swojemu dziataniu przeciw-
zapalnemu i zwigzang z tym supresjagimmunostymulacyjnych zdolnosci APC (ryc. 2).

W czasie odpowiedzi zapalnej, krazace niedojrzate komorki dendrytyczne (DC)
przetwarzajac antygeny pochodzace z nekrotycznych komérek nabierajg zdolnosci
do stymulowania aktywnosci limfocytow T (dojrzewajg do APC). Z kolei aktywowane
limfocyty dostarczaja sygnatéw do dojrzewania DC. Komorki apoptotyczne nie
wytwarzajg cytokin prozapalnych i pochtoniecie ich antygenow nie indukuje dojrzewania
DC. Dziewicze limfocyty T po napotkaniu niedojrzatych DC niosacych antygeny ulegajg
klonalnej delecji badz anergii (prawdopodobnie wskutek niskiego poziomu ekspresji
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RYCINA 2. Apoptoza utatwia rozwoéj stanu immunoregulacyjnego

kostymulacyjnych molekut na tych DC). Co wiecej, 1L-10 produkowana przez apopto-
tyczne komorki tuz przed $miercig powoduje, ze DC zyskujg zdolnos$¢ do indukowania
tolerancji na alloantygeny u zywych alloreaktywnych limfocytow T (immunologiczny
dymorfizm). Takze fagocytoza apoptotycznych komorek przez makrofagi powoduje
produkcje przeciwzapalnych cytokin IL-10 i TGF-0 [6,12,18].

Mechanizmy wywotywania apoptozy limfocytow

Indukcja apoptozy centralnej

Terapeutyczne strategie dla indukcji tolerancji na alloantygeny dawcy przez centralng
delecje alloreaktywnych limfocytéw zawierajg mieszany chimeryzm i wewnatrzgrasiczg
iniekcje antygendw dawcy. Jesli centralna delecja alloreaktywnych limfocytoéw ma by¢
jedynym mechanizmem utrzymania tolerancji, antygeny dawcy musza pozostawacé w
grasicy w czasie posttransplantacyjnym. W mieszanych allogenicznych chimerach u
myszy, pochodzace od dawcy komarki dendrytyczne (transplantacja hematopoetycznych
komdrek macierzystych dawcy) po zasiedleniu grasicy saw niej stale obecne. Kontynu-
owana jest delecja tymocytéw aktywowanych antygenami dawcy i osiggana tolerancja
przeszczepu. Aby ta strategia byta efektywna, potrzebny jest wysoki poziom stabilnego
chimeryzmu, tzw. makrochimeryzm [30,33]. Takze iniekcja antygendw dawcy
bezposrednio do grasicy mtodych szczuréw, powoduje delecje alloreaktywnych
limfocytow, z tym ze trwajaca dopoki wstrzykniete antygeny pozostajg w grasicy [33].

Niestety tworzenie mieszanego chimeryzmu u ludzi jest problematyczne. Brakuje
mato inwazyjnych Srodkéw pozwalajacych na eliminacje limfocytéw T do poziomu
wystarczajgcego na wszczepienie komérek macierzystych niezgodnych w zakresie MHC.
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Indukcja apoptozy obwodowej

Interakcja Fas/FasL. W badaniach nad rola obwodowej apoptozy limfocytow T w
indukcji tolerancji najwieksze zainteresowanie wzbudza $ciezka zalezna od czasteczki
Fas. Wigze sie to ze $wiadomoscia, ze tkanki immunologicznie uprzywilejowane poprzez
konstytutywna ekspresje FasL powodujg delecje Fas-pozytywnych limfocytéw T
[6,7,8,21,35].

In vitro wysoka ekspresja FasL na komoérkach docelowych, moze ochronié je
przed zniszczeniem przez limfocyty T - powoduje apoptoze limfocytow [4], In vivo
natomiast ujawniaja sie prozapalne i chemotaktyczne wzgledem neutrofili wiasciwosci
czgsteczki FasL. Wysoka ekspresja FasL nie gwarantuje akceptacji przeszczepu:
przeszczep trzustki z wysoka ekspresjg FasL (genetyczne modyfikacje) jest niszczony
przez neutrofile [4].

Ostatnio udowodniono, ze zmodyfikowane biatko SA-FasL (z usunietym fragmentem
odpowiedzialnym za wiasciwosci metaloproteinazy i sprzezone ze streptavidyng)
przestaje by¢ chemotaktyczne dla neutrofili. Umieszczenie takiego chimerycznego biatka
na komorkach endotelialnych naczyn krwiono$nych serca pozwala na przezycie
przeszczepu przez okoto 9 dni [1], Komplikacje zwigzane z wykorzystaniem FasL
wystepujgcego na komorkach przeszczepu mozna tez w pewnym stopniu omingc
poprzedzajac przeszczepienie leczeniem przy pomocy dawco-specyficznych DC
genetycznie zmienionych w celu zwigkszenia ekspresji FasL [24].

Interakcje Fas/FasL odgrywajgminimalngrole w zapobieganiu odrzucenia przeszczepu
poza miejscami immunologicznie uprzywilejowanymi, co moze wynika¢ z tego, ze indukcja
antygenowo-specyficznej tolerancji w miejscach uprzywilejowanych jest czesto zwigzana
z wysokim poziomem cytokin immunoregulacyjnych, takichjak TGF-[3 [17] i IL-10 [8].
Jak wykazano naptyw granulocytéw spowodowany wysoka ekspresjg FasL, moze by¢
zablokowany przez TGF-|3 [35]. Apoptoza alloreaktywnych limfocytéw po przeszczepie
rogéwki spowodowana przez interakcje Fas/FasL zwigzana jest z wytwarzaniem IL-10
przez umierajace komarki, co powoduje przejscie Thl-aTli2 [8].

Blokada kostymulacji. PCD odgrywa waznagrole w indukcji tolerancji transplanta-
cyjnej powodowanej przez blokade kostymulacji. Blokada sygnatéw kostymulacyjnych
dla limfocytéw T - strategia uzywana z powodzeniem do indukcji tolerancji w ekspery-
mentalnych modelach transplantacyjnych - powoduje defekt w ekspresji Bel-xL i IL-2,
przez to promuje PCD [36]. Wprowadzenie antygendw dawcy w obecnosci srodkow,
ktére hamuja funkcje kostymulacyjnych molekut, powoduje delecje obwodowych
alloreaktywnych limfocytow T [19],

IFN-y i przeciwciata anty-CD28. IFN-y jest niezbedny do delecji alloreaktywnych
limfocytéw w czasie indukcji tolerancji za pomoca przeciwciat anty-CD28. Interesujgce
jest réwniez, ze indukcja tolerancji przez blokade kostymulacji takze zalezy od IFN-y.
Mechanizm powodowania apoptozy przez ten czynnik jest nieznany. Niektére zrodta
sugeruja, ze jest zwigzany z Fas-zalezngapoptozg, inne, ze jest niezalezny od receptorow
S$mierci [34],
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Woybrane $rodki immunosupresyjne a indukcja apoptozy

Leki immunosupresyjne hamujg odpowiedz immunologiczng skierowang przeciwko
alloantygenom przeszczepu. Czes$¢ z nich hamujgc aktywacje komérek, uniemozliwia
tym samym zajscie apoptozy. Jednakze réwnocze$nie sugeruje sie powigzanie
wywieranego przez leki efektu antyproliferacyjnego ze zdolnoScig indukcji apoptozy.

Wigkszos¢ prac donosi, ze cyklosporyna (CsA) i takrolimus (FK.506) hamujg
apoptoze [3,8,25,30]. CsA i FK506 blokuja sygnat TCR wymagany do zajscia AICD,
a takze transkrypcje IL-2 i FasL [25], Blokuja aktywacje limfocytéw, zanim ich przezycie
stanie sie zalezne od czynnikéw wzrostu, czynigc tym samym te komérki niewrazliwymi
na PCD [20]. CsA i FK506 prawdopodobnie hamujac sygnat aktywacji uniemozliwiaja
uzyskanie tolerancji przeszczepu, do ktérej indukcji niezbedna jest apoptoza i aktywacja
limfocytéw T. Wysokie dawki CsA i FK506 podane w czasie rozpoznania alloantygenéw
i przy braku kostymulacji hamujg przezycie przeszczepu.

RAPA indukuje w komorkach PCD. Czyni to interferujgc z zalezng od sygnatu
kostymulacyjnego (CD28) transkrypcja IL-2 w limfocytach T [27]. Ponadto hamuje
ekspresje biatek antyapoptotycznych [5,20,27] i wzmacnia apoptoze indukowang przez
blokade kostymulacji [5,20]. Prawdopodobnie indukuje takze AICD, cho¢ tutaj zdania
sa podzielone [15,20,25,27]. Mykofenolan mofetilu (MMF) indukuje apoptoze
limfocytéw stymulowanych superantygenem SEB [ 10] oraz podwyzsza ekspresje FasL
[25], Badania wskazuja, ze RAPA i MMF wydaja sie pomagac¢ w uzyskaniu tolerancji
przeszczepu, mozliwe ze przez promowanie apoptozy [3,19,20],

PODSUMOWANIE

Przez dtugi czas apoptoza byta utozsamiana z odrzucaniem przeszczepu - $Smiercig
komoérek przeszczepionego narzagdu wyzwalang przez alloreaktywne limfocyty T.
Ostatnie dane podkreslajg jednak réwniez udziat apoptozy w indukcji tolerancji
przeszczepu. Apoptoza alloreaktywnych limfocytdw T jest niezbedna nie tylko dla
bezposredniego obnizenia ich liczby, ale takze utatwia wytworzenie stanu immuno-
regulacyjnego. Mechanizmy tego procesu nie sgjeszcze dostatecznie wyjasnione i
wymagaja dodatkowych badan.
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EKSPRESJA PROTO-ONKOGENU BCL-6
W PRAWIDLOWYCH | NOWOTWOROWYCH
KOMORKACH B

THE PROTO-ONCOGENE BCL-6 EXPRESSION IN NORMAL
AND MALIGNANT B CELLS

Halina ANTOSZ

Zaktad Genetyki Medycznej, Akademia Medyczna, Lublin

Streszczenie: Ludzki protoonkogen BCL6 koduje represor transkrypcji niezbedny do tworzenia os$rod-
kéw rozmnazania (GC), odpowiedzi T-zaleznej, regulacji réznicowania komdérek B oraz modulacji
sygnatéw z receptora limfocytéw B. Wysoki poziom ekspresji BCL6 obserwowany jest w komérkach B
w GC, natomiast niski w pre-GC, w bardziej zr6znicowanych komérkach B pamieci i w plazmocytach.
BCL-6 funkcjonuje jako potencjalny represor transkrypcji réznych genéw docelowych, ale jego doktad-
na rola jest niejasna. W chtoniakach B-komoérkowych wystepuja czesto strukturalne nieprawidtowosci
w regionie promotora BCL6, ponadto translokacje chromosomowe i somatyczne hipermutacje. Mutacje
te reprezentujg wiekszos$¢ genetycznych zmian zwigzanych z chtoniakami nie-Hodgkinowskimi, a szcze-
go6lnie z chtoniakiem olbrzymiokomoérkowym. Sugeruje sie, ze BCL6 jest waznych czynnikiem w pato-
genezie chtoniakéw.

Stowa kluczowe: gen BCL-6, biatko BCL-6, chtoniaki nie-Hodgkinowskie.

Summary: The human proto-oncogene BCL-6, encodes transcriptional repressor that is necessary for
germinal-center formation, T cell dependent antibody responses, regulation of B cell differentiation,
and B-cell receptor signaling modulation. High expression of BCL6 is detected in GC B cells, but not
in pre-GC B cells or in more differentiated memory or plasma cells. It performs a function as a potent
transcriptional repressor of various target genes, but the precise function of BCL6 in these processes is
unclear. In B cell lymphomas, structural alterations of the BCL6 promoter region, including chromoso-
me translocation and somatic hypermutation present the most prevalent genetic lesion, especially in
diffuse large cell lymphoma. BCL-6 is suggested as an important factor in lymphomagenesis.

Key words: BCL-6 gene and protein, non-Hodgkin lymphomas.

Wykaz stosowanych skrétéw: BCL-6 (B-cell lymphoma) - chtoniak B-komoérkowy 6, B-CLL - prze-
wlekta biataczka limfatyczna B-komoérkowa, B-CoR (BCL-6 interacting corepressor) — korepresor
oddziatujagcy z BCL-6, CTLA-4 - hamujaca czasteczka regulacyjna limfocytéw T, der - chromosom
pochodny, DLCL - chioniak rozlany olbrzymiokomoérkowy, FL - chioniak grudkowy, GC - osrodki
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rozmnazania, HDAC - deacetylaza histonéw, Ig - immunoglobulina, 11-4 - interleukina 4, MAPK -
kinaza biatkowa aktywowana przez miogeny, N-CoR (nuclear receptor corepressor) — korepresor od-
dziatujacy z BCL-6, NHL - chtoniak nie-Hodgkinowski, PEST - domena taricucha polipeptydowego
bogata w proling, kwas glutaminowy/kwas asparaginowy - seryne - treonine, POZ (poxvirus and zing
finger) - domena biatkowa, SMRS (silecing mediator of retinoid and thyroid receptor) - korepresor
oddziatujacy z BCL-6, STAT - stymulator transdukcji aktywator transkrypcji, Th2 - wiasciwy limfocyt
pomocniczy T CD4+, ZF - palec cynkowy.

WPROWADZENIE

Nowotwory wywodza sie z komérek, w ktérych doszto do mutacji kluczowych gendw,
niezbednych do prawidtowego funkcjonowania komorki. Wynikiem zmian mutacyjnych
moze by¢: nadmierna ekspresja proto-onkogenéw lub defekt gendéw supresorowych.
ZarOwno jedne, jak i drugie geny odpowiedzialne sg, miedzy innymi, za proliferacje,
réznicowanie i/lub apoptoze. Mutacje mogg prowadzi¢ do niestabilnosci genomowej i
ostatecznie do nowotworzenia. Analiza punktow ztaman chromosomow i translokacji
obserwowanych w nowotworach, czesto przyczynia sie do identyfikacji genéw
zaangazowanych w ten proces.

Proto-onkogen BCL-6 zidentyfikowano ze wzgledu na jego uczesthictwo w
chromosomowych translokacjach obserwowanych w chtoniaku rozlanym olbrzymio-
komérkowym (DLCL) - najbardziej pospolitej formie chtoniaka nie-Hodgkinowskiego
(NHL) [10]. Nastepnie wykazano, ze rearanzacje genu BCL-6 moga wystepowaé w
30-40% DLCL, 5-10% chtoniakéw grudkowych (FL), 1/3 przypadkéw biataczki
limfocytowej przewlektej B-komérkowej (B-CLL) [2], Zmiany genetyczne BCL-6 moga
obejmowac translokacje, w ktoérych uczestniczy chromosom 3 region q27 i somatyczne
hipermutacje w regulatorowym regionie 5’.

W prawidtowych tkankach limfoidalnych, najwyzszy poziom ekspresji biatka
BCL-6 obserwowany jest w osrodkach rozmnazania. Sugeruje sie, ze BCL-6
funkcjonuje jako potencjalny wyciszacz transkrypcji genéw, biorgcych udziat w
przekazywaniu réznych rodzajow sygnatow docierajgcych z btony komaorkowej.

GEN | BIALKO BCL-6

Gen BCI-6 obejmuje region 26 tysiecy par zasad (pz) w dtugim ramieniu chromosomu
3 (3927.3) i sktada sie z 10 eksondw (ryc. 1). Niekodujacy region 5’ genu BCL-6 zawiera
elementy regulatorowe dla ekspresji genu. Region promotora obejmuje 1,5 tysiecy par
zasad (kz), zawiera sekwencje TATA, regulatorowe sekwencje CACCC, kasety E (ang.
E-box) i GATA-L. Moze on by¢ odpowiedzialny za niskg ekspresje genu w prawidtowych
i w nowotworowych tkankach limfoidalnych, z wyjatkiem nowotworéw limfoidalnych
wywodzacych sie z osrodkéw rozmnazania [49]. W niekodujgcym eksonie | BCL6 znajdujg
sie dwa motywy zwane BSE1A (+225 +244) i BSE1B (+249 +268), kt6re sg docelowymi,
fizjologicznymi miejscami wiazania biatka BCL6, odpowiedzialnymi za autoregulacje
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aktywnosci genu. W regionach tych dochodzi do czestych mutacji, skutkiem tego wigzanie
BCL6 do BSE jest ostabione [18, 43]. Fakt ten taczy sie z patogeneza DLBCL [52].

Miejscem szczegblnie podatnym na zmiany mutacyjne jest koniec 3’ niekodujacego
eksonu 1. Z tego wzgledu okreslono ten obszarjako MMC (ang.major mutation cluster)
[14]. Wykryte mutacje sg réznorodne i obecne w komérkach prawidtowych i ich
nowotworowych odpowiednikach [41], Postuluje sie, ze zmiany mutacyjne w MMC
moga indukowaé¢ zmiany chromatyny jadrowej tego regionu, w wyniku tego bardziej
wzrasta podatno$¢ na rearanzacje z innymi genami [1], Stusznos¢ tego twierdzenia
potwierdza czesciowe pokrywanie sie obszaru MMC z miejscami MTC (ang. major
translocation cluster) w eksonie | BCL-6 [12]. Obszary podatne na translokacje
zidentyfikowano zaréwno powyzej, jak i ponizej pierwszego eksonu. Region obejmujacy
245-285 kz powyzej pierwszego eksonu genu BCL-6, okreslono jako region ABR (ang.
alternative breakpoint region) [16]. 126 pz ponizej ! -go eksonu zidentyfikowano obszar
781 pz, w ktérym ze szczegdlng czestoscig wystepujg miejsca ztaman skutkujgce
translokacjami miedzychromosomowymi, gtéwnie do chromosomu 14,2,22. Wynikiem
tego sg fuzje fragmentow genu BCL6 i gendw immunoglobulin tancucha ciezkiego i
tancuchéw lekkich kappa lub lambda [1,35,53].

Regulacja ekspresji BCL-6 zachodzi na poziomie regulacji transkrypcji (w tym
negatywnej autoregulacji) i w okresie potranskrypcyjnym [38], Mechanizm tego procesu
nie jest dotychczas catkowicie wyjasniony.

Miejsce startu translacji zlokalizowane jest w eksonie 3 [48]. mMRNA o dtugosci 3,8
kz ulega translacji do biatka ztozonego z 706 aminokwasdéw 0 masie czgsteczkowej
78,8 kD. BCL-6 jestjadrowa fosfoproteing, nalezaca do podklasy biatek typu palcow
cynkowych (ZF). Na koncu karboksylowym wystepuje sze$¢ palcéw cynkowych Cys?-
His, typu Krippel, ktdre wigza sie w spos6b specyficzny do sekwencji DNA. Na koricu
aminowym wystepuje konserwatywna ewolucyjnie, 120-aminokwasowa domena POZ
[4, 68], odpowiedzialna za oddziatywania biatko-biatko i za znaczng czes$¢ funkcji
represyjnej BCL-6 [50]. Zajej posrednictwem do BCL-6 przytaczane sa korepresory
wzmacniajgce efekt represji transkrypcji genéw docelowych.

Wewnatrz czasteczki biatka BCL6 zidentyfikowano trzy sekwencje PEST, bogate
w proling, glutamine i seryne — docelowe miejsca dla kinazy serynowo/treoninowej
(MAPK). Sg one wymagane do degradacji biatka, indukowanej przez fosforylacje,
stad ich nazwa — domena Smierci [47] (ryc. 2).

BCL-6 jest ewolucyjnie konserwatywnym biatkiem, z niska ekspresjg w r6znych
tkankach, ale ze szczegdlnie wysoka aktywnoscig represyjna w dojrzatych komorkach

* o [ P —— H| 1BIIII

Chr. 3%27
BCL 1 67 89 10

RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy locus BCL-6. Pola ciemne przedstawiajg eksony kodujace, pola
jasne - eksony niekodujace
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RYCINA 2 Schemat czasteczki biatka BCL-6

B obecnych w o$rodkach rozmnazania weztéw chtonnych i w ich stransformowanych
odpowiednikach. Ekspresji BCL-6 nie wykryto w naiwnych komdrkach B w stadium
pre-GC, w komdrkach B pamieci post-GC ani w plazmocytach. W limfocytach o
T-komérkowym rodowodzie, biatko BCL-6 jest wykrywane w korowych tymocytach
i w komérkach T-CD4+w os$rodkach rozmnazania. BCL-6 jest waznym regulatorem
transkrypcji w systemie immunologicznym i negatywnym regulatorem odpowiedzi
Th2 [5,24]. Jego rola polega na [11,31,32]:

» regulacji kooperacji limfocytow B-T,

« tlumieniu transkrypcji gendéw istotnych dla prawidtowego rozwoju, aktywacji i
réznicowania limfocytéw,

* tworzeniu osrodkéw rozmnazania (GC),

« represji genéw aktywujacych cykl komorkowy,

* represji gendw aktywujgcych apoptozewGC,

« tlumieniu genéw aktywnych w stanach zapalnych,

* modulacji sygnatow przekazywanych z receptora limfocytow B (BCR).

REGULACJA FUNKCJI BCL-6

Wyciszenie transkrypcji BCL-6jest warunkiem koniecznym, aby prawidtowe limfocyty
B mogty opusci¢ osrodki rozmnazania. Zaburzona regulacja ekspresji BCL-6
manifestowana stalg, na znacznym poziomie aktywnoscig genu BCL-6, moze by¢
przyczynatransformacji nowotworowej, co ma miejsce np. w chtoniakach [5, 51].

W warunkach fizjologicznych kontrole nad ekspresjg BCL-6 sprawujg sygnaty
docierajace od receptorow btonowych, tj. BCR, CD40 i receptoréw mitogenéw.
Kontrola sprawowana jest na poziomie mRNA i biatka. Badania in vitro wykazaty,
ze po aktywacji angazujacej wymienione receptory, dochodzi do obnizenia ekspresji
mRNA BCL-6, w limfocytach B krwi obwodowej i $ledziony [5],

Na poziomie biatka stabilnos¢ BCL-6 regulujg sygnaty transmitowane z BCR za
posrednictwem biatka RAS. Aktywne biatko RAS stymuluje MAP kinaze, ktéra
fosforyluje biatka BCL-6, doprowadzajac do zmniejszenia jego poziomu przez
degradacje. Degradacja indukowana fosforylacjgwymaga domen PEST. Zaangazowanie
sekwencji PEST wskazuje na to, ze degradacja BCL-6 odbywa sie fizjologiczng droga
ubikwityna-proteasomy, czyli gtbwnym, wieloetapowym, pozalizosomalnym szlakiem,
odpowiedzialnym za degradacje biatek wewngtrzkomoérkowych w organizmach
eukariotycznych.
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Kolejnym opisanym mechanizmem hamujacym represyjng aktywnos¢ biatka BCL-
6 jest acetylacja za posrednictwem ko-aktywatora p300. Acetylacja zapobiega
przytaczeniu deacetylaz histonéw do BCL-6, nie dopuszczajac do represji transkrypcji
docelowych genéw. BCL-6 jest acetylowane zaréwno w warunkach fizjologicznych w
osrodkach rozmnazania komoérek B, jak réwniez w GC pochodzacych z nowotworéw
B-komérkowych. Acetylacja BCL-6 wspiera transkrypcje genéw zwykle hamowanych
przez ten represor [13, 51].

DOCELOWE GENY DLA BCL-6

Protoonkogen BCL-6 jest genem wielofunkcyjnym. Funkcjonalne i biochemiczne
dowody bezposredniej represji transkrypcji przez BCL-6 okreslono tylko dla kilkunastu
gendéw, zaangazowanych w aktywacje i réznicowanie limfocytéw, w izotypowe
przetgczenie klasy lg, w regulacje cyklu komorkowego, i w stanach zapalnych (tab. 1).
Precyzyjny molekularny mechanizm oddziatywania BCL-6 na geny docelowe jest
niejasny. Przyjmuje sie, ze BCL-6 tlumi ekspresje genOw przez bezposrednie wigzanie
sie do elementow regulatorowych w ich promotorach [31,46,52, 62,65,64].

Unikatowymi cechami wszystkich genéw docelowych BCL-6, jak rowniez samego
genu BCL-6, jest ich indukcja przez sygnaty pozakomérkowe. Geny CD69, CD44,
cyklina D2 i MIP-loc, indukowane sgpodczas aktywacji limfocytow B przez BCR lub
przez mitogeny [62], gen PRDM]qgs( aktywowany przez IL-2, CD80 przez BCR, CD40
i IL-4 [26, 45]. Chemokina MCP-1 jest aktywowana przez LPS [64].

Poprzez hamowanie transkrypcji genu CD80, BCL-6 ostabia efekt wspotpracy miedzy
komérkami B i T. Antygen CD80 jest aktywna czasteczka limfocytu B, ktéra zwieksza
efektywnos¢ prezentacji antygenu limfocytowi T. CD80 jest ligandem receptora CD28,
obecnego na limfocytach T. Stymulacja CD28 przedtuza i znacznie zwieksza produkcje
cytokin w tym IL-2, ktérajest niezbedna m.in. do prawidtowego rozwoju pomocniczych
limfocytow T i zapobiega powstawaniu stanu tolerancji.

Podczas kooperacji B-T limfocyty T przejsciowo wykazuja na swej powierzchni
ligand CD40L, ktory faczy sie z receptorem CD40 na komérce B. Zajego posrednictwem
przekazywany jest najsilniejszy sygnat aktywujacy limfocyty B. Wspotdziatanie CD40-
CD40L ufatwia limfocytom B wejscie w cykl komoérkowy. Sygnalizacja za posrednic-
twem CD40 odgrywa istotna role w izotypowym przetaczeniu klasy g, w réznicowaniu
limfocytow B do plazmocytéw i w tworzeniu komorek pamieci. Sygnat z CDA40 jest
takze konieczny do indukcji czasteczki CD80, do odpowiedzi humoralnej na antygeny
grasiczozalezne i do rozwoju o$rodkéw rozmnazania. BCL-6 hamuje transkrypcje CD80
i wyciszajego ekspresje.

Eksperymenty na myszach z deficytem BCL-6 wykazaty wyrazny wzrost ekspresji
genu CD80 w komérkach prawidtowych [46],

Podczas prawidtowego rozwoju limfocytow, BCL-6 jest negatywnym regulatorem
drogi sygnalizacji prowadzacej od BCR [48]. Przy braku sygnalizacji, komérki B
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osrodkéw rozmnazania wykazuja wysoka ekspresje BCL-6 i niskg aktywnos¢ genéw
docelowych. Aktywacja BCR prowadzi do obnizenia ekspresji BCL-6, co pozwala na
wyzszy poziom indukcji genéw docelowych. Dzieki takiej regulacji, BCL-6 ma wptyw
na rozwoj limfocytéw B réwniez w stadium post-GC.

Istniejg dowody, ze znacznie wiecej gendw podlega kontroli BCL-6, przy czym
dziatanie to jest posrednie, poprzez pierwotne produkty genéw docelowych [62], Za
przyktad moze postuzy¢ docelowy dla BCL-6 genprdm, kodujacy represor transkrypcji
Blimp-I. Blimp-1 kontroluje koficowe réznicowanie limfocytow B do plazmocytéw
[6], hamujac jednoczesnie proliferacje indukowanag miedzy innymi przez geny c-Myc i
PAX-5 [42,56], BCL-6 jest negatywnym regulatorem genu prdm, a pozytywnym
regulatorem genu c-Myc, mimo iz w promotorze genu c-Myc nie ma miejsca wigzania
BCL-6. Hamowanie ekspresji BCL-6 pocigga za sobg obnizenie ekspresji genu c-MYC,
wzrost ekspresji inhibitora cyklu komaérkowego p27kpl i zatrzymanie cyklu komoérkowego
w fazie G1 [62],

Ostatnio [55], na liste genéw podlegajacych bezposredniej represji BCL-6 zostat
weciagniety genp53. W regionie 5’ inicjacji transkrypcji genup53, stwierdzono dwa
miejsca wigzania dla BCL-6. Obnizenie ekspresji BCL-6 Scisle wigze sie ze wzrostem
zar6éwno podstawowego, jak i indukowanego poziomu p53. Wynik ten przektada sie na
ekspresje gendéw pozostajagcych pod kontrolg p53, tj. genu p21 i genu PUMA -
modulatora apoptozy indukowanej przez p53. Spekuluje sie, ze inhibicja ekspresji p53
przez BCL-6 pozwala komérkom B obecnym w GC na utrzymanie fizjologicznego,
genomowego stresu (peknie¢ DNA), wymaganego dla rearanzacji genomu, przetaczenia
klasy immunoglobulin i somatycznych hipermutacji, bez indukowania odpowiedzi
apoptotycznej zaleznej od p53.

Inhibicja transkrypcji p53 przez BCL-6 obserwowanajest rowniez w nowotworach.
Okoto 45% DLBCL, jednego z najpowszechniejszych chioniakéw, wykazuje statg
ekspresje BCL-6 z powodu translokacji chromosomowych lub mutacji, ktére zmieniajg
jego region promotorowy. Ten typ chtoniaka charakteryzowany jestjako funkcjonalnie
p53-negatywny [21].

MECHANIZM REPRESJI TRANSKRYPCJI GENOW
DOCELOWYCH PRZEZ BCL-6

Represja transkrypcji odgrywa centralng role w wielu biologicznych procesach.
Thumienie transkrypcji koordynowane jest przez represory, korepresory, biatka wpty-
wajace na utrzymanie struktur nukleosomowych itp. Biatko BCL-6 w akcji represyjnej
wspierane jest przez korepresory i deacetylazy histonow (HDACSs). Rola deacetylaz w
tym procesie jest szczeg6lnie podkreslana. Wspieranie funkcji represyjnej BCL-6 przez
HDAC1 dowiedziono stosujgc ich inhibitory, ktére znaczaco redukowaty represje
transkrypcji badanych genéw, powodowang przez BCL-6 [25].

Na podstawie homologii do sekwencji drozdzowych deacetylaz, HDACs ssakéw
podzielono na dwie klasy. Do klasy I. wigczono HDAC1-HDACS3, do klasy II. -
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HDAC4-HDACY7. U ssakow te dwie klasy sg funkcjonalnie podobne [36]. HDACs
wykorzystywane sg przez rézne represory i pewne nieligandowe receptory jadrowe
(ang. orphan receptors). Pewne represory transkrypcji wiaza sie bezposrednio z
HDACSs, w innych przypadkach deacetylazy histonéw sa integralng komponentg
wiekszego kompleksu zawierajgcego korepresory.

Sposrdd znanych korepresorow BCL-6 wymienié nalezy: N-CoR, SMRT, mSIN3A
mMSIN3B (dwa ostatnie znane jako mSIN3) i BcoR. Domena POZ BCL6 oddziatuje z
korepresorami N-CoR i SMRT, ktére obok mSIN3 i deacetylazy histonéw HDAC1 sg
sktadowymi duzego kompleksu regulujgcego transkrypcje [23, 34], Kompleks ten tgczy
sie z promotorami docelowych genéw, indukujac stan represji chromatyny [25].

Z domeng POZ BCL-6 tgczy sie takze korepresor BCoR (ang.2?CL-6 corepresor).
BCoR wystepuje w dwéch formach - dhugiej (1721 aminokwaséw) i skréconej (1004
aminokwasy). Jedynie forma dtuga moze hamowac transkrypcje, jesli przytaczy sie do
promotora. Oddziatywanie BCoR z domeng POZ BCL-6 jest selektywne. Potwierdzity
to wyniki badan uzyskane z osmioma innymi biatkami zawierajagcymi domeny POZ.
Jednoczesnie wykazano, ze BCoR moze rywalizowaé o wigzanie domeny POZ BCL-6
z korepresorami N-CoR i SMRT, przy czym oddziatywania pomiedzy domeng POZ
BCL-6 a SMRT, N-CoR i BCoR wzajemnie sie wykluczajg. W mechanizmie represji
wspieranym przez BCoR istotng role odgrywajg rowniez deacetylazy histonéw (klasa
i Il HDAC), z ktérymi oddziatujg obydwie formy BCoR - dtuga i skrécona. [34].

MUTACJE | TRANSLOKACJE CHROMOSOMOWE
Z UDZIALEM BCL-6

Somatyczne hipermutacje, to jeden z mechanizméw, w wyniku ktérego geny
immunoglobulin sa modyfikowane w limfocytach B, w celu tworzenia duzego repertuaru
komorek, z ktorych kazda wykazuje ekspresje unikatowej czasteczki przeciwciat [58].
U ludzi proces ten zachodzi w osrodkach rozmnazania komorek B [39]. Powszechnie
sgdzono, ze jest to cecha wylgcznie loci Ig, regionu zmiennego tancucha ciezkiego i
tancuchow lekkich. Jednak badania komoérek B, pochodzacych z réznych chtoniakéw,
wykazaty obecno$¢ somatycznych hipermutacji w niekodujagcym, regulatorowym
regionie 5’ genu BCL-6 [29]. Odkrycia te zrodzity pytanie, czy hipermutacje w genie
BCL-6 zwigzane sg z jego nieprawidtowg funkcjg w nowotworach, czy tez sg efektem
fizjologicznego mechanizmu podobnego do procesu hipermutacji IgV. Badania Pasqua-
lucci i wsp. [53], prowadzone na komérkach izolowanych z migdatkéw dzieciecych,
potwierdzity te druga wersje. Wykazano, ze w prawidtowych komdrkach B obecnych
w GC, w regionie niekodujgcym 5’genu BCL-6 dochodzi do somatycznych hipermutaciji.
Jednoczesnie analizujgc stransformowane odpowiedniki komérek B, w réznym stadium
réznicowania, udowodniono istnienie Scistego zwigzku hipermutacji BCL-6 i
hipermutacji 1gV, z przejsciem komérek B przez osrodki rozmnazania. Postuluje sie
zatem, ze hipermutacje genu BCL-6 moga by¢ rozpatrywane jako molekularny marker
przejscia limfocytéw B przez GC. Biologiczna rola hipermutacji BCL-6 w rozwoju
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prawidtowych i nowotworowych komoérek B pozostaje niejasna. Cytowani autorzy
podkreslajgjednak, ze funkcji limfocytéw B i genezy chtoniakéw, nie nalezy postrzegaé
wyltgcznie w kategoriach konsekwencji mechanizmu hipermutacji genu BCL-6.

Obecnos¢ somatycznych mutacji BCL-6, zjednoczesnymi hipermutacjami genu/gF,
wykorzystuje sie do okreslenia komérkowego pochodzenia B-CLL.

B-CLL jest biataczkg heterogenna. WYystepujg postaci B-CLL charakteryzujace sie
genami /gFniezmutowanymi [28] lub zmutowanymi [22]. Pierwszy przypadek sugeruje
obecnos$¢ klonu komadrek naiwnych, niedoswiadczonych antygenowo, natomiast drugi
pozwala na konkluzje, ze klon nowotworowy wywaodzi sie z komérek, ktére przeszty
przez GC. Mutacje BCL-6 i IgV w B-CLL potwierdzajg poglad, ze jest to biataczka
histogenetycznie heterogenna.

Wykorzystujac obecnos¢ synchronicznych mutacji IgYi BCL-6 w B-CLL, podjeto
prébe wyjasnienia mozliwosci istnienia wspélnego mechanizmu ich powstawania [ 17,54,
60], Analiza 34 przypadkéw B-CLL przeprowadzona przez Pasqualucci i wsp. [54]
wykazata, ze hipermutacje BCL-6 wystepujg rownolegle z hipermutacjami IgVH. Jesli
nie ma hipermutacji w locus genu IgVH, hipermutacje w genie BCL-6 rowniez nie
wystepujg. Ta obserwacja pozwolita na stwierdzenie, ze mechanizm powstawania
mutacji BCL-6 jest taki sam jak w przypadku hipermutacji 1gV. Podobnie Capello i
wsp. [17] wykazali zgodna dystrybucje mutacji w genach BCL-6 i IgVHw B-CLL. W
sprzecznosci z tg opinig pozostajg wyniki Sahoto i wsp. [60],

Rola mutacji somatycznych BCL-6 w prawidtowych komdrkach B w GC, jak réwniez
w ich stransformowanych odpowiednikach jest obecnie nieznana. Mutacje w locus genu
BCL-6 nie sg funkcjonalnie znaczace w B-CLL i powodujgjedynie subtelne zaktdcenia
ekspresji tego genu. Jednoczesnie wykazano, ze ekspresja biatka BCL-6 w podgrupie
B-CLL ze zmutowanym i niezmutowanym genem BCL-6, jest na znacznie nizszym poziomie
w poréwnaniu z prawidtowymi limfocytami B w GC i innymi chtoniakami [54].

Znaczenie mutacji genu BCL-6 na przebieg B-CLL niejest wyjasnione. Do niedawna
uwazano, ze wystepowanie mutacji IgV u chorych jest prognostycznie korzystniejsze,
bez wzgledu na obecnos¢ lub brak rownolegtej mutacji genu BCL-6. Ostatnie doniesienia
Sarsotti i wsp. [61] podwazajg dotychczasowy poglad. Cytowani autorzy przeprowadzili
badania na limfocytach 95 chorych z B-CLL w stadium A wg Bineta, i niespodziewanie
okazato sie, ze wspotwystepowanie mutacji IgVH i BCL-6 jest skorelowane z wysokim
ryzykiem progresji choroby.

Oprocz B-CLL hipermutacje w genie BCL-6 wykazywane sa rowniez we wszystkich
nowotworach wywodzacych sie z komoérek B o fenotypie GC lub post-GC. Stwierdza
sie je w szpiczaku mnogim (MM), chioniaku Burkita (BL), cht oniaku grudkowym
(FL) i w chioniaku rozlanym olbrzymiokomoérkowym (DLBCL) [18, 52, 54].
Pasqualucci i wsp. [52] badali funkcjonalne konsekwencje hipermutacji genu BCL-6
poprzez dokonywanie analizy funkcjonalnej prawidtowych limfocytéw GC i limfocytow
réznych typow chioniakéw. Wyniki wykazaty, ze wszystkie hiperzmutowane allele
obecne w komérkach GC zdrowych dawcéw, miaty poréwnywalng aktywnos¢
transkrypcyjna badanych genéw. Podobnie, hiperzmutowane allele wywodzace sie z
BL, FL, B-CLL byty funkcjonalnie nie do odréznienia w poréwnaniu z forma bez
mutacji somatycznych.
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Znaczacg nadekspresje genu BCL-6 wykazano natomiast u 33% badanych z DLBCL.
Przyczynatej nadekspresji okazaty sie by¢ swoiste jedynie dla DLBCL, tzw. somatyczne
»mutacje aktywujgce” [67] wystepujace w pierwszym niekodujgcym eksonie BCL-6,
zaktocajgce mechanizm prawidtowej, negatywnej autoregulacji, wymaganej w kontroli
poziomu ekspresji BCL-6. Ze wzgledu na unikatowo$¢ zidentyfikowanych zmian w
motywie BSE1 (odpowiedzialnym za autoregulacje BCL6) w DLBCL, sugeruje sie, ze
moga one by¢ brane pod uwage w patogenezie tego chtoniaka. Ponadto wykazano, ze
mutacje somatyczne BSEL i translokacje regionu 3927 wzajemnie sie wykluczaja.

Istniejg dowody sugerujgce, ze mutacje somatyczne i translokacje podlegajgpodob-
nemu mechanizmowi. Region 120 pz zlokalizowany w regionie MMC, wykazujacy
wysokg (az do 35%) czestos¢ mutacji somatycznych, obejmuje rowniez najwieksze
skupisko punktéw ztaman genu BCL-6 w chtoniakach [1], Konsekwencjg ztaman sg
translokacje chromosomowe skutkujgce zaktoceniem prawidtowej regulacji transkrypcji
genu BCL-6 [53]. Czesto sgto translokacje wzajemne, w tych przypadkach geny fuzyjne
wystepuja w tej samej transkrypcyjnej orientacji. Translokacje z reguty obejmujg
niekodujacy region pierwszego eksonu i pierwszego intronu genu BCL-6. W chtoniakach
B-komadrkowych, wywodzacych sie z osrodkéw rozmnazania, nieprawidtowa ekspresja
BCL-6 jest skutkiem mechanizmu zwanego substytucjg promotorowa. W jej wyniku
promotory genow partnerskich wstawione sg powyzej kodujacego eksonu BCL-6 w
chromosomie nr 3. Sekwencje kodujace dostajg siezatem pod kontrole sekwencji
regulatorowych obcych gendw [7,19,44,57]. Funkcjonalng konsekwencja zestawienia
obok siebie sekwencji regulatorowych jednego partnera i sekwencji kodujgcych drugiego
jest nieprawidtowa ekspresja obu genéw [37],

Gtoéwnymi genami partnerskimi, zaangazowanymi w translokacje z BCL-6 w
chtoniakach, sg geny immunoglobulinowe taricucha ciezkiego i tancuchéw lekkich.
Proces translokacji zachodzi w limfocytach B dojrzatych, ktére majg zakonczony proces
rearanzacji regionu zmiennego [1]. Translokacje obejmujgrekombinacyjne sekwencje
sygnatowe locus IgH, rozpoznawane przez rekombinaze w procesie izotypowego
przetgczenia klasy Ig. Przyczyn translokacji 1g/BCL-6 upatruje sie w btedach procesu
rekombinacji, poniewaz translokacje IgH/BCL-6 zawsze obejmujg tzw. region
przetgczenia IgH- rewir dziatania rekombinaz.

Region MTC BCL-6, w miejscach graniczacych z delecjami, nie zawiera jednak
sekwencji podobnych do rekombinacyjnych sekwencji sygnatowych Ig (heptamerowych,
nonamerowych), co wyklucza uczestnictwo rekombinazy Ig w tym procesie [15].

W wyniku translokacji IgH/BCL6 [t(3; 14)(q27;932)] powstajg chromosomy
pochodne, tj. der(14) i der(3), z ktérych produkt pochodzacy z chromosomu der(14)
jest znacznie bardziej aktywny w poréwnaniu z produktem z chromosomu der(3).
Dowodem jest obecnos¢ fuzyjnych transkryptéw BCL6-1gH pozostajgcych pod kontrolg
promotora BCL-6 w chromosomie der (14932) [66].

Liczne badania cytogenetyczne chtoniakow NHL wykazaty, ze w translokacjach z
BCL6 moga uczestniczy¢ poza genami Ig réwniez inne geny partnerskie (tab. 2).
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IMPLIKACJE CO DO GENEZY CHLONIAKOW

Czestosc translokacji chromosomowych i somatycznych hipermutacji w regionie
promotora BCL-6 w chtoniakach B-komérkowych sugeruje, ze zaburzenie funkcji
BCL-6 odgrywa znaczng role w powstawaniu chtoniakéw. Wskutek translokacji, gen
BCL-6 jest regulowany przez obce promotory o statej aktywnosci. Utrzymujaca sie,
poprzez to, wysoka ekspresja BCL-6 zapobiega obnizaniu transkrypcji BCL-6, co
ma miejsce w czasie réznicowania limfocytow B do plazmocytow oraz powoduje
nieustajgca represje wszystkich docelowych genéw (dla ktérych BCL-6 jest
negatywnym regula-torem) i aktywacje genéw podlegajacych pozytywnej regulacji.
Na przykiad stata represja Blimp-1 jest przyczyng braku réznicowania limfocytéw B
do plazmocytéw, natomiast stata aktywacja genu c-Myc moze powodowaé nadmierng
proliferacje komdrek. Zmieniona ekspresja BCL-6 moze sprzyja¢ represji genéw
zaangazowanych w apoptoze, np.DCD2 [11], przyczyniajac sie do akumulacji
komérek nowotworowych.

Udziat BCL6 w transformacji nowotworowej podkresla sie réwniez w kontekscie
represji genup27kipl. W warunkach prawidtowych rola biatka p27 polega na zatrzymy-
waniu cyklu komérkowego w fazie spoczynkowej GIl, w odpowiedzi na sygnaty
zewnatrzkomorkowe. Brak funkcjonalnego biatka pozwala na szybkie przejscie komérki
przez fazy cyklu i niekontrolowane powielanie ilosci komérek. Badania wykazaty, ze
nawet niewielkie zwiekszenie poziomu p27kipl moze podtrzymywac proliferacje komorek,
blokujac jednoczes$nie ich koricowe réznicowanie, co w konsekwencji moze by¢
przyczyna transformacji nowotworowej [27].

Znaczenie translokacji 3927 i ekspresji BCL-6 w prognozowaniu przebiegu choroby
analizowano w réznych przypadkach chtoniakéw. Opisane rearanzacje BCL-6 w DLBCL
stuzg jako markery kliniczne. Z innych doniesieh wynika, ze o przezyciu chorego
decyduje translokacyjny partner BCL-6, poniewaz translokacje z genami innymi niz Ig
dajggorsze prognozy w DLBCL w poréwnaniu z translokacjami 1g/BCL-6 [3,9]. Istnieja
jednak pojedyncze doniesienia, ze rearanzacje BCL-6 nie majg istotnego wptywu na
wyniki kliniczne [40].

Do sformutowania ostatecznych wnioskéw dotyczacych genezy chioniakow,
konieczne sg dalsze badania, uwzgledniajgce rowniez role innych genow, ktérych funkcja
jest sprzezona z regulacyjna rolg BCL-6. Podstawowe pytania, ktére pozostajgjak na
razie bez odpowiedzi, dotyczg sposobu, w jaki deregulacja ekspresji genéw docelowych
przyczynia sie do genezy chtoniakéw i jaki jest zwigzek miedzy odpowiedzig BCL-6
na rézne sygnaty otrzymywane z powierzchni komoérek B z GC a hamowaniem
transkrypcji genéw docelowych.
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CZYNNIK MOLEKULARNY W ROZRODZIE.
ROLA | CHARAKTERYSTYKA PRZECIWCIAL
PRZECIWPLEMNIKOWYCH

MOLECULAR FACTOR IN REPRODUCTION.
THE ROLE AND CHARACTERISTICS OF ANTISPERM ANTIBODIES

Renata WYRZYKOWSKA, Alina DOMAGALA, Maciej KURPISZ

Instytut Genetyki Cztowieka PAN, Poznanh

Streszczenie: Ocenia sig, ze nieptodnos$¢ w Polsce dotyka co pigtg pare w wieku rozrodczym. Gtdwng
przyczyna nieptodnosci na tle immunologicznym jest obecnos$¢ przeciwciat przeciwplemnikowych, sto-
sunkowo niewiele jednak wiadomo na temat mechanizméw, ktére wywotuja powstanie reakcji auto- i
izoimmunologicznych u ludzi. Przeciwciata skierowane przeciwko antygenom plemnika stwierdza sie
w surowicy krwi kobiet i mezczyzn, jak réwniez w wydzielinach drég rozrodczych: w plazmie nasien-
nej, wolne lub zwiazane z powierzchnig plemnika, natomiast u kobiet takze w $luzie szyjkowym, ptynie
otrzewnowym, jajowodowym oraz pecherzykowym. Obecnos$¢ przeciwciat przeciwplemnikowych moze
zaburza¢ wiasnosci rozrodcze meskiej gamety zaréwno w stadium przed-, jak i pozaptodnieniowym.
ASA moga zaktdécacé ruch postepujacy plemnika, penetracje przez plemniki $luzu szyjkowego, reakcje
akrosomalna, wiagzanie plemnikéw do ostonki przejrzystej, fuzje gamety meskiej z komorka jajowa
oraz podziaty komérkowe rozwijajacego sie wczesnego zarodka. Petna identyfikacja i charakterystyka
auto- i izoimmunoreaktywnych antygenéw plemnikowych umozliwityby poznanie mechanizméw wy-
wotujacych nieptodno$¢ immunologiczng. Ponadto, szczegétowa wiedza na temat tych antygenéw do-
starczytaby bardziej precyzyjnych narzedzi diagnostycznych oraz pozwolitaby na lepsze okres$lanie metod
leczenia.

Stowa kluczowe: antygeny plemnikowe, nieptodnos$¢, przeciwciata przeciwplemnikowe.

Summary: Infertility is estimated to affect one of every five Polish couples in the reproductive age.
Antisperm antibodies (ASA) are considered to be the main cause for immunological infertility, but it is
still relatively little known about the specific mechanisms that elicit development of auto- and isoim-
mune reactions in humans. Antibodies directed to sperm antigens can be detected in serum of men and
women, but also in reproductive tract secretions such as seminal fluid, where they can be bound to the
sperm surface. Free ASA can be also found in cervical mucus, peritoneal, oviductal and follicular fluids
ofwomen. Presence of ASA may impair sperm fertilization capacity through various effects, interfering
with pre- as well as post-fertilization stages of the reproductive process. They may affect sperm motili-
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ty, sperm penetration to cervical mucus, the acrosome reaction, sperm binding to zona pellucida, sperm-
oocyte fusion and embryo cleavage. The detailed identification and characterization of the auto- and
isoimmune reactive sperm antigens would be useful in understanding the mechanisms underlying the
immunological infertility. Moreover, a precise knowledge on the sperm antigens would provide more
accurate diagnostic approaches and treatment options.

Key words', antisperm antibodies, infertility, sperm antigens.

Wykaz skrotéw: LDH-C4 (lactate dehydrogenase) — dehydrogenaza mleczanowa; GB-24 - antygen GB-
24; PH-20 (posterior head-20) - antygen tylnego regionu gtéwki-20; PH-30 (posterior head-30) - anty-
gen tylnego regionu gtéwki-30; FA-1 (fertilization antigen-1) — zwigzany z procesem zaptodnienia anty-
gen-1; FA-2 (fertilization antigen-2) - zwiazany z procesem zaptodnienia antygen-2; NZ-1 - antygen
NZ-1; NZ-2 - antygen NZ-2; SP-10 (sperm protein antigen-10) - zwigzany z biatkiem plemnikowym
antygen-10; CS-1 (cleavage signal-1) - zwigzane z podziatami komérkowymi biatko sygnatowe-1;
SAGA-1 (sperm agglutination antigen-1) — aglutynujacy plemniki antygen-!; YLP-12 - antygen Y LP-12.

WSTEP

Nieptodnosé zostata uznana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia za chorobe
cywilizacyjna. Z klinicznego punktu widzenia nieptodno$¢ oznacza niemoznos¢ zajscia
w cigze po roku regularnego wspétzycia bez stosowania antykoncepcji [7]. W ostatnich
latach problem nieptodnosci narasta i nabiera znaczenia spotecznego. Szacuje sig, ze
w Polsce co pigta para ma trudnosci z poczeciem, przy czym 40-60% nieptodnosci
matzenskiej jest gtodwnie lub czesciowo spowodowana zaburzeniem zdolnosci
prokreacyjnych mezczyzny [43]. Spadek zdolnosci koncepcyjnych ttumaczy sie
rozwojem cywilizacyjnym, zmiang stylu zycia oraz wigkszg ekspozycjg na czynniki
stresogenne i Srodowiskowe. Réwniez zmiana statusu kobiet w spoteczeristwie
spowodowatla, ze Swiadomie odktadajg one macierzynstwo w czasie zapominajac, ze
wiek jest decydujagcym czynnikiem biologicznym w ptodnosci [31].

Niemozno$¢ posiadania dziecka wywiera bardzo silny wptyw na stan emocjonalny
pary, jest zrédtem frustracji, poczucia winy i bezsilnosci; doprowadza do zmian w
stosunkach partnerskich, konfliktéw rodzinnych, a przede wszystkim rodzi poczucie
niepetnej wartosci. W wigkszosci przypadkoéw pary zgtaszajace sie do lekarza nie sg
nieptodne, ale majgobnizonaptodnosé. Ustalenie przyczyny takiego stanu wymaga czesto
szerokiej wspétpracy z innymi specjalistami, poniewaz o nieptodnosci najczesciej decyduje
kilka czynnikéw. W etiologii nieptodnosci wyroznia sie przyczyny: endokrynologiczna,
anatomiczng, psychogenng, immunologiczng, idiopatyczngi inne [25].

Ze wzgledu nawage problemu obserwuje sie olbrzymi postep w diagnostyce i okreslaniu
nieznanych dotad czynnikéw nieptodnosci. Stosunkowo mato poznanym zagadnieniem
jest nadal nieptodnos¢ na tle immunologicznym. Sprowadza sie ona do wystepowania u
kobiet uczulenia w stosunku do antygendw wiasnych narzgddw rozrodczych, jak réwniez
obecnosci u kobiet (i/lub u mezczyzn) przeciwciat przeciwplemnikowych. Reaktywnos$¢
immunologiczna wobec antygendw plemnikowych jest znana od dawna i w etiologii
nieptodnosci immunologicznej ma najwieksze znaczenie kliniczne.
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INDUKCJA REAKCJI AUTO-11IZOIMMUNOLOGICZNEJ
W ODPOWIEDZI NAANTYGENY PLEMNIKOWE

Czestos¢ wystepowania przeciwciat przeciwplemnikowych (ASA, ang. antisperm
antibodies), zaréwno w populacji ptodnych kobiet jak i u mezczyzn, ocenianajest na
0,9-4%, natomiast u nieptodnych osobnikdéw wynosi ona 9-36% [33]. Najwyzszg ich
czestos$¢ obserwuje sie u pacjentdw z nieptodnoscia o niewyjasnionej etiologii, bowiem
wynosi ona u nich od 14% do 40% [22, 28]. Oszacowanie czesto$ci wystepowania
ASA napotyka na pewne trudnosci spowodowane r6zng czutoscig i swoistoscia testow
detekcyjnych, r6znicami w interpretacji uzyskanych wynikéw oraz niejednorodnoscia
badanych populacji pacjentéw [10, 29].
plemnikowe. U niektorych osobnikow pici meskiej dochodzi do uformowania przeciwciat,
skierowanych przeciw autoantygenom plemnika, w réznych przedziatach funkcjonalnych
uktadu rozrodczego i zachodzi to czesto spontanicznie, bez uchwytnej przyczyny.

Wyrdznia sie co najmniej trzy mozliwe mechanizmy formowania ASA u mezczyzn.
Sgto: obnizenie liczebnosci i aktywnosci komdrek supresorowych w uktadzie rozrod-
czym, brak lub niedobér czynnikéw aktywujgcych komorki supresorowe w meskich
drogach rozrodczych oraz zaburzenia w antygenowosci samych plemnikéw powodujgce
niewystarczajgcg indukcje supresji odpowiedzi immunologicznej wobec plemnikow.
Przypuszcza sie, ze immunogenno$¢ meskich komorek rozrodczych moze by¢ zwiekszo-
na przez bierne zaadsorbowanie na powierzchni plemnika fancuchéw ciezkich antygenéw
HLA, pochodzacych z ulegajacych degeneracji komarek nabtonkowych tub migrujgcych
komorek uktadu immunologicznego. Ponadto ekspresja antygenéw HLA moze by¢
spowodowana zaburzeniem proceséw spermatogenezy [28].

Do najczestszych sytuacji klinicznych, ktére zwigzane sg ze zwiekszonym ryzykiem
wystapienia przeciwciat przeciwplemnikowych u mezczyzn zalicza si¢: operacje na
nasieniowodach (np. przerwanie ciggtosci nasieniowodu w celach antykoncepcyjnych),
uraz lub inwazyjne naruszenie bariery krew-jgdro (np. rozlegta biopsja jadra), skret
jadra, niedrozno$¢ meskich drog rozrodczych, ruchomos$¢ gonad, wnetrostwo, zylaki
powrézka nasiennego, uraz rdzenia kregowego i inne [30,36], Powstawaniu ASA sprzyjaja
réwniez wszelkie infekcje wirusowo-bakteryjne meskich narzagdéw rozrodczych, zwlaszcza
w okresie okotopokwitaniowym (w tym zapalenie $linianek przyusznych). Ponadto
powstaniu odpowiedzi immunologicznej sprzyjaja kontakty homoseksualne [6]. Mezczyzni
uczestniczgcy w stosunkach oralno-analnych wigzg naturalne autoprzeciwciata, ktore w
pierwszej fazie oddziatujg z pomocniczymi komoérkami T CD4+, a nastepnie reagujg
krzyzowo lub bardziej swoiscie z plemnikami [6,47].

Zjawiskiem kontrowersyjnym jest wystepowanie przeciwciat przeciwplemnikowych
u chtopcéw w wieku przedpokwitaniowym, u ktorych wystapity rézne schorzenia w
obrebie ukiadu rozrodczego m.in. obustronne wnetrostwo jader czy przepuklina
pachwinowa [29]. Obecnos$¢ ASA reagujacych z antygenami dojrzatych gamet u
chtopcow, ktérzy nie maja jeszcze wihasnych plemnikéw, sugeruje wystepowanie w
przedpokwitaniowej gonadzie meskiej determinant antygenowych o strukturze moleku-
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lamej podobnej do tych, ktdre obecne sgna powierzchni finalnie zré6znicowanych plemni-
kéw i przez to zdolnych do reakcji z tg sama rodzing przeciwciat [14], Synteze ASA o
szerokiej swoistosci thumaczy sie rowniez podwyzszong reaktywnoscig uktadu immuno-
logicznego przeciw krzyzowo reagujgcym grupom cukrowcowym, stanowigcym wspol-
nie z plemnikami determinanty antygenowe czynnikéw infekcyjnych. Zbadanie mecha-
nizméw reakcji autoimmunologicznej u chtopcow przed pokwitaniem pomogtoby
W opracowaniu terapii zmniejszajacej ryzyko wystgpienia probleméw prokreacyjnych
(obnizenia jakosci nasienia, a w dalszej konsekwencji nieptodnosci), po osiggnieciu
przez nich dojrzatosci ptciowej [14],

Réwnie dyskusyjne jest wystepowanie przeciwciat przeciwplemnikowych u kobiet.
Organizm kobiety w trakcie catego zycia osobniczego poddany jest ekspozycji na ok.
trylion plemnikow, zaktadajac regularnie prowadzone wspotzycie [47]. Przyjmuje sig,
ze aby naturalny stan tolerancji osobnika zeriskiego na meskie komorki rozrodcze ulegt
zatamaniu, musi zaistnie¢ kilka czynnikéw usposabiajacych, wystepujacych razem.
Ekspozycja na optaszczone przeciwciatami plemniki, spadek liczby supresorowych
limfocytow T w szyjce macicy oraz jakos¢ czynnikOw immunosupresyjnych nasienia,
a takze obecnos¢ w nasieniu duzej liczby pomocniczych komérek T (np. wskutek
infekcji), mogaprowadzi¢ do indukcji lokalnej odpowiedzi immunologicznej w obrebie
btony $luzowej zenskich drég rozrodczych [36 30].

Udowaodniono, iz istnieje silny zwigzek pomiedzy wystepowaniem ASA u kobiet, kt6rych
partnerzy majaplemniki optaszczone przeciwciatami przeciwplemnikowymi [6]. Fakt ten
ttumaczy sie tym, ze gamety meskie indukujg produkcje IFN-y przez limfocyty T, co prowadzi
do zwiekszenia ekspresji antygenow klasy IIMHC na powierzchni komérek prezentujacych
antygen, przez co mozliwe jest w nastepstwie dalszych reakcji rozpoznanie nowego antygenu
przez pomocnicze limfocyty T (Th) i przekazanie przez nie sygnatu do produkcji swoistych
przeciwciat przeciwplemnikowych przez komorki plazmatyczne. Uwaza sie rowniez, ze
obecnos$¢ ASA u kobiet moze by¢ takze zwiazana z nieprawidtowosciami w sieci
immunologicznej idiotypowo - antyidiotypowej [36],

Czynnikiem predysponujacym do indukcji ASA u kobiet sgwszelkie infekcje bakteryjne
i wirusowe drog rozrodczych. Zjawisko to interpretuje sie podobienstwem molekularnym
(ang. molecular mimicry) determinant antygenowych drobnoustrojéw chorobotwérczych
(m.in. Chlamydia, mykoplazmy) i pojawiajgcych sie w wyniku wspo6tzycia plemnikéw [10,
45]. Réwniez wszelkie stany chorobowe w obrebie uktadu rozrodczego (nadzerki, zmiany
nowotworowe, histerektomia), moga wzmocni¢ juz zainicjowana odpowiedz uktadu
immunologicznego badz zaburzy¢ pierwotny stanjego tolerancji [47].

WPLYW OBECNOSCI PRZECIWCIAL
PRZECIWPLEMNIKOWYCH NA PROCESY ROZRODCZE

Przeciwciata przeciwplemnikowe, wystepujgce zaréwno u kobiet jak i mezczyzn,
nalezg do klas IgA, 1gG oraz IgM. Ze wzgledu na znaczng heterogennos¢ ASA nie
ustalono jak dotad, ktéra klasa immunoglobulinjest przede wszystkim odpowiedzialna
za wywotywanie nieptodnosci.
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W surowicy krwi najczesciej stwierdza sie obecnos$¢ przeciwciat przeciwplem-
nikowych klasy 1gG, natomiast w drogach rozrodczych przewazajg przeciwciata klasy
IgA. Immunoglobuliny 1gG przesigkajg do drég rozrodczych, a ich miano zwykle
odzwierciedla stezenie ASA we krwi. Pojawienie sie przeciwciat przeciwplemnikowych
w surowicy Krwi nie prowadzi do trwatej nieptodnosci, ajedynie dojej obnizenia. Nizsze
miano ASA wywotuje poréwnywalny spadek stopnia ptodnosci w przypadku réwnolegtego
stwierdzenia przeciwciat przeciwplemnikowych w drogach rozrodczych, szczeg6lnie przy
pojawieniu sie¢ dimerycznej formy sekrecyjnej immunoglobuliny A [47], Miejscowa
produkcja ASA w ukladzie rozrodczym jest krotkotrwata i niezalezna od produkcji
systemowej. Ponadto oba te procesy moga przebiegaé rownolegle lub oddzielnie [6].

U mezczyzn, podobnie jak u kobiet, duze znaczenie kliniczne ma miejscowa odpowiedz
immunologiczna na antygeny plemnikowe. ASA pojawiajgsie w plazmie nasiennej i/lub
sg optaszczane na powierzchni plemnika, przy czym najczesciej wiagza sie do gtéwki i
konca witki [22]. Wolne przeciwciata w plazmie wystapia jedynie w przypadku, gdy
mozliwosci ich adsorbowania przez plemniki zostang przekroczone [23].

Udowodniono, ze IgA nie ogranicza interakcji plemnika z komérkajajowatak silnie,
jak obecnos$¢ przeciwciat IgG/IgA, 1gG/IgM [27, 49], Ponadto wykazano, ze sposrod
wszystkich klas immunoglobulin, IgM zlokalizowana na gtéwce i koncu witki, w
najwiekszym stopniu obniza zdolno$¢ do rozpoznania, zwiazania i fuzji meskiej gamety
z komorkajajowag [46].

U kobiet wiekszos$¢ miejscowo wystepujacych ASA produkowanajest w szyjce macicy,
poniewaz w blaszce wiasciwej btony $luzowej (laminapropria) obecne sg liczne komorki
plazmatyczne produkujgce przede wszystkim wydzielnicze immunoglobuliny klasy IgA,
ale takze IgG i IgM. Komorki plazmatyczne, obecne w sgsiedztwie gruczotéw
endometrium, sa zrodtem przeciwciat w macicy, ktorajest organem pozbawionym tkanki
limfoidalnej. Natomiast zrodtem ASA wystepujacych w ptynie jajowodowym jest przesacz
z surowicy, przy czym ich miano zwykle nie przekracza 10% stezenia we krwi [47],
Badania przeprowadzane na modelach zwierzecych potwierdzaja, ze procent ten
wystarcza do zablokowania przez ASA funkcji rozrodczych gamety meskie;j.

Zasadnicze dziatanie przeciwciatl przeciwplemnikowych nie polega na mechanicznym
uszkodzeniu plemnika i jego $mierci, ale na zaburzeniu jego funkcji, czego skutkiem
jest zaktocenie poszczegOllnych etapdw procesu zaptodnienia [36]. ASA mogaoptaszczaé
plemniki w specyficznych miejscach: na gtéwce, zaburzajac interakcje z komérkajajowa,
na wstawce czy koricu witki, upos$ledzajac ruch plemnika. Lokalizacja ta uwarunkowana
jest wystepowaniem poszczegélnych determinant antygenowych. ASA moga rowniez
interferowac z procesami przygotowujacymi btone komérkowa plemnika do zaptod-
nienia, odbywajacymi sie w drogach rodnych kobiety. Wywotujg wéwczas przedwczesna
kapacytacje i/lub reakcje akrosomalng [6].

Przeciwciata przeciwplemnikowe mogg powodowac¢ aglutynacje plemnikéw, hamujac
tym samym ich ruch postepowy. Sieciowanie plemnikéw moze by¢ réwniez wywotane
zaréwno infekcja w narzadach rozrodczych meskich, jak i zmiana $rodowiska chemicz-
nego plazmy nasiennej [11].
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Wystepowanie ASA u mezczyzn moze hamowac dojrzewanie plemnikéw (najadrze),
a takze uszkadzac réznicujace sie plemniki juz w gonadzie, co obserwuje sie w przypadku
autoimmunologicznego zapaleniajader. W bardzo wczesnym stadium tego schorzenia
dochodzi do nacieku makrofagdéw lub limfocytow, ktére poprzez swoje dziatanie
destrukcyjne prowadza do oligozoospermii lub asthenozoospermii. W tym przypadku
ASA sa efektem towarzyszacym w stosunku do pierwotnej przyczyny choroby [47].

Gléwnym nastepstwem obecnosci ASA zaréwno u mezczyzn, jak i u kobiet jest
upos$ledzenie penetracji $luzu szyjkowego przez plemniki. Przeciwciata przeciwplemnikowe,
a szczegolnie klasy 1gA, wykazujg zdolnos¢ do sieciowania plemnikéw, a nastepnie ich
kotwiczenia do glikoproteinowych micelli $luzu szyjkowego, co odbywa sie za pomoca
fragmentow Fc czgsteczek IgA. W rezultacie obseiwuje sie tzw. shaking phenomenon,
czyli ruch witki w miejscu bez mchu postepujacego plemnika [20], Do$wiadczenia wykonane
na zwierzetach wykazaty, ze nawet te plemniki, ktére przedostajg sie przez $luz szyjkowy,
nie sg nastepnie zdolne do fuzji z komorkajajowa [28].

ASA blokujac miejsca receptorowe na powierzchni plemnikéw moga hamowac ich
taczenie sie z ostonka przejrzysta (ZP, ang. zona pellucida) i/lub oolemmga, co
w konsekwencji uposledza wzajemne rozpoznanie i p6Zniejsza fuzje gamet [20]. Dowie-
dziono przy tym, ze zaburzenie tych etapéw zaptodnienia moze przebiegac¢ przy
jednoczesnym braku uposledzenia penetracji sluzu szyjkowego przez plemniki [28].

Przeciwciata przeciwplemnikowe moga takze zaki6ca¢ podziaty komérkowe
rozwijajacego sie embrionu i doprowadza¢ do poronieth nawykowych [10,36]. Wykaza-
no, ze ASA moga interferowac z zachowanymi na powierzchni zarodka antygenami
plemnikowymi, nawet w 10-14 dni po zaptodnieniu, co moze prowadzi¢ do zahamowania
rozwoju zarodka. Przypuszcza sie rowniez, ze poronienia moga wystapi¢ na skutek
stymulacji interferonu gamma przez ASA, a w konsekwencji zwiekszonej ekspresji
ojcowskich antygendw MHC na trofoblascie [8, 28].

CZY PRZECIWCIALA PRZECIWPLEMNIKOWE WYKAZUJA
SWOISTOSC REAGOWANIA?

tancuchy cukrowcowe stanowig gtowny sktadnik zewnetrznej powierzchni komérek
eukariotycznych. W dorostym organizmie ekspresja poszczegdlnych ugrupowan
oligosacharydowych jest komérkowo specyficzna, dlatego moéwi sie, ze komorki majg
unikatowy glikotyp.

Btona komérkowa plemnika zawiera reszty cukrowcowe zaréwno O-, jak i N-wigzane.
Glikoproteiny O-wigzane maja wigzania pomiedzy seryng lub treoning a N-acetylo-
galaktozoaming (GalNAc), natomiast N-wigzane pomiedzy resztg asparaginowg a N-
acetyloglukozoaming(GIcNAc). Wiekszos¢ tancuchow glikoproteinowych zawiera szereg
miejsc glikozylacji, ktore réznig sie strukturg i miejscem przytaczenia reszt oligosacha-
rydowych do danej sekwencji aminokwasowej. Tworzgone glikoformy, ktére charakteryzuje
ogromna pula wariancji strukturalnych. Szacuje sie, ze glikokaliks komérki plemnikowej
sktada sie z okoto 50 do 150 r6znych glikokoniugatéw. Niewiele jednak wiadomo na temat
glikolipidowych komponentéw plemnikowej btony komoérkowej [44].
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Reszty cukrowcowe, obecne na powierzchni meskich gamet, sg immunogenne i
indukujg reakcje immunologiczne przeciwko plemnikom. Strukturalne podobienstwo
glikozylowanych determinant (ang. molecular mimicry) na powierzchni réznych
komorek powoduje, ze przeciwciata mogg wchodzi¢ w reakcje krzyzowe. Stwierdzono,
ze przeciwciata poliklonalne, pierwotnie wytworzone w surowicy w odpowiedzi na
antygeny drobnoustrojow chorobotwoérczych, moga wtérnie reagowac z determinantami
antygenowymi obecnymi na plemnikach. Jesli antygeny te sgbezposrednio zaangazowane
w proces zaptodnienia, moze dojs¢ do zablokowania ich funkcji, a w rezultacie prowadzi¢
do nieptodnosci na tle immunologicznym [ 15].

Potwierdzono krzyzowg reaktywnos¢ monoklonalnych przeciwciat (mAbs,
ang. monoclonal antibodies) przeciwplemnikowych z antygenami obecnymi na po-
wierzchni erytrocytéw oraz z glikozylowanymi antygenami roznych szczep6w bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [24], Sposréd 30 testowanych mAbs, skierowanych
przeciwko powierzchniowym antygenom plemnikowym, az 27 wykazato reaktywnos$¢
z komérkami bakteryjnymi, przede wszystkim z E. coli 08, Streptococcus viridans i
Staphylococcus aureus. Natomiast tylko 3 monoklonalne przeciwciata reagowaty z
deglikozytowanymi lipopolisacharydami Sciany komdrkowej szczepow Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi i Escherichia coli 08. Stad wysunieto przypuszczenie,
ze przeciwciata przeciwplemnikowe nieptodnych kobiet i mezczyzn moga stanowi¢
krzyzowo reagujace przeciwciata, ktérych produkcja zostata pierwotnie zainicjowana
przez infekcje bakteryjne [11,24],

Za pomocagtechniki immunoprecypitacji udowodniono, ze niezaleznie od obecnosci lub
braku przeciwciat przeciwplemnikowych, surowice od nieptodnych i ptodnych osobnikow
oraz od chtopcow w wieku przedpokwitaniowym, majg aktywnos$¢ skierowangprzeciwko
antygenom komorek somatycznych (erytrocytéw i limfocytow). Fakt ten interpretuje sie
zdolnoscignaturalnie wystepujacych w surowicy przeciwciat do niespecyficznego wigzania
powszechnie wystepujacych na komoérkach determinant antygenowych [16].

Powszechnie wiadomo, ze przeciwciata przeciwplemnikowe wystepujg zaréwno u
nieptodnych, jak i ptodnych osobnikdéw, przy czym wieksze miano ASA stwierdza sie
w tej pierwszej populacji [40]. Obserwacje te sugerujg, ze nie wszystkie przeciwciata
przeciwplemnikowe moga w jednakowy i istotny sposéb wptywac na procesy rozrodcze.

Chiu i Chamley wykazali, ze ASA, obecne w surowicach od ptodnych mezczyzn,
moga reagowac z doktadnie tymi samymi antygenami plemnikowymi co przeciwciata
obecne w surowicach od nieptodnych mezczyzn. Sugeruje sie, ze w reakcji tej moga
uczestniczy¢ rézne biatka, ale o tej samej masie czasteczkowej lub ze przeciwciata
przeciwplemnikowe pochodzace z dwoch populacji osobnikéw moga rozpoznawac
rézne epitopy tego samego antygenu [9]. Twierdzi sie réwniez, ze réznice iloSciowe w
stezeniu przeciwciat przeciwplemnikowych moga w decydujacy sposéb determinowacé
ich negatywny wptyw na ptodnos¢ [46].

Aby zrozumie¢ mechanizm wywotujacy nieptodnos¢ na podtozu immunologicznym,
prébuje sie wyodrebni¢ immunoreaktywne antygeny obecne na powierzchni plemnikow,
odpowiedzialne za wywotywanie reakcji auto- i izoimmunologicznych.

Za pomoca przeciwciat monoklonalnych oraz poliklonalnych surowic od nieptodnych
0s6b, scharakteryzowano biochemiczny i molekularny profil wielu antygenéw
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plemnikowych (tabela) [3,9,42,45]. W niektérych przypadkach jednak nie potwierdzono
ich specyficznosci wzgledem swoistych poliklonalnych przeciwciat przeciwplemnikowych
zawartych w surowicach od pacjentéw uczulonych in vivo na plemniki.

Przy uzyciu techniki immunoblotowania oraz systemowo i lokalnie wystepujacych
przeciwciat przeciwplemnikowych, od ptodnej i nieptodnej populacji pacjentow,
wykazano, ze profil immunoreaktywnych antygendw plemnikowych u nieptodnych
osobnikéw rézni sie w znacznym stopniu od tego, jaki reprezentowany jest u osobnikéw
ptodnych [40]. Fakt ten ttumaczy sie tym, ze w plemnikach u nieptodnych mezczyzn
mogto dojs¢ do przedwczesnej kapacytacji lub reakcji akrosomalnej, co wiaze sie z
ekspozycjg na dziatanie uktadu immunologicznego ,,ukrytych” normalnie antygenow.

Jak dotad nie ustalono jednoznacznie, ktoére determinanty reprezentuja struktury
plemnikowo-swoiste, a ktore reaguja krzyzowo na zasadzie podobieristwa molekularnego
do komérek somatycznych (erytrocytéw i limfocytéw) czy czynnikéw infekcyjnych.

Moznajednak wprowadzi¢ umowny podziat immunoreaktywnych antygendw plemni-
kowych na trzy grupy [ 16,40]:

* Antygeny niezwigzane z procesem zaptodnienia - sg to antygeny rozpoznawane
przez naturalnie wystepujace niespecyficzne przeciwciata, pochodzace zaréwno od
osobnikéw ptodnych, jak i nieptodnych; niezaleznie od obecnosci ASA. Krzyzowo
reagujgce przeciwciata moga wigza¢ sie do powierzchni plemnikoéw, erytrocytow,
limfocytow oraz komarek bakteryjnych. Antygeny te nie sg zaangazowane w istotny
sposob w proces zaptodnienia.

+ Antygeny istotne w procesie zaptodnienia - sgto antygeny rozpoznawane przez
przeciwciata obecne w populacji nieptodnych oséb (ASA), pierwotnie produkowane
w odpowiedzi na inne antygeny (somatyczne, bakteryjne) i wykazujace reaktywnosé
zarowno wobec komorek plemnikowych, jak i somatycznych.

« Antygeny plemnikowo-swoiste — sg to antygeny rozpoznawane przez swoiste
przeciwciata przeciwplemnikowe wystepujgce u nieptodnych oséb (ASA), u ktérych
doszto do zaburzenia mechanizméw auto- i izotolerancji na plemniki.

Dane literaturowe na temat mas czasteczkowych immunoreaktywnych antygenéw
plemnikowych, zidentyfikowanych za pomocg poliklonalnych surowic od nieptodnych
kobiet i mezczyzn, sg czesto niezgodne [1, 2, 4, 12, 45, 48]. Wskazuje to na fakt, ze w
indukcji odpowiedzi immunologicznej biorgudziat r6zne antygeny powierzchniowe meskiej
gamety, co pocigga za sobg upos$ledzenie procesu zaptodnienia na réznych etapach.
Identyfikacja istotnych dla procesu zaptodnienia determinant antygenowych pozwolitaby
nie tyko na poznanie mechanizmu nieptodnosci immunologicznej na poziomie molekular-
nym, ale réwniez na postawienie doktadnej diagnozy i okreslenie metod leczenia.

LECZENIE NIEPLODNOSCI NA TLE IMMUNOLOGICZNYM

Leczenie nieptodnosci na tle immunologicznym jest procesem wielostopniowym i
obejmuje dziatania zachowawcze, jak zmniejszenie ekspozycji na antygen, leczenie
farmakologiczne, frakcjonowanie nasienia oraz inwazyjne techniki wspomaganego rozrodu.
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TABELA. Wybrane autoantygeny plemnika
Antygen  Wielkos¢ Literatura

LDH-C4 140 kDa, 4 podjednostki, 35 kDa kazda Goldberg i wsp. (1999) [18]

GB-24 48 kDa Fenichel i wsp. (1990) [17]
PH-20 64 kDa Lin i wsp. (1993) [26]

PH-30 a - 60 kDa, B - 44 kDa Primakoffi wsp. (1997) [41]
FA-1 monomer 23 kDa, dimer 51+2 kDa Nazi wsp. (1993, 1998) [37, 39]
FA-2 95 kDa Naziwsp. (1993) [37]

NzZ-1 17 kDa Naz i wsp. (1997) [38]

NZ-2 20 kDa Zhuiwsp. (1998) [51]

SP-10 18-34 kDa Herr i wsp. (1990) [19]

Cs-1 dimer: 14 i 18 kDa Naz i wsp. (1992) [32], Javed i wsp. (1992) [21]
SAGA-l 15-25 kDa Diekman i wsp. (1997) [13]
YLP-12 50 + 5 kDa Naz i wsp. (2002) [34, 35]

Terapia farmakologiczna kortykosteroidami pozostaje kontrowersyjna i pomimo
powaznych skutkdw ubocznych jest nadal stosowana. Kortykosteroidy majgdziatanie
immunosupresyjne i obnizaja stezenie przeciwciat przeciwplemnikowych. W odréznieniu
od dziatania ogdlnego, stosunkowo bezpieczna i skuteczna jest terapia miejscowa w
szyjce macicy stosowana u kobiet z obecnoscig ASA w $luzie szyjkowym [28].

Negatywnemu efektowi, jaki wywotujg zwigzane na powierzchni komorek przeciw-
ciata przeciwplemnikowe, probuje sie przeciwdziata¢ frakcjonujac nasienie i usuwajac
plemniki optaszczone ASA. Zwykte odptukiwanie przeciwciatjest mato efektywne, a
ekspozycja na roztwory o duzej sile jonowej zaburza zdolno$¢ plemnikéw do ruchu.
Metody te sg dostepne w bardzo wyspecjalizowanych laboratoriach.

Zastosowanie klasycznych technik wspomaganego rozrodu w leczeniu nieptodnosci
na podtozu immunologicznym nie przynosi spodziewanych rezultatéw. Odsetek niepowo-
dzen siega az 60-80% [49]. Inseminacje wewngtrzmaciczne nasieniem meza, w
przypadku obecnosci ASA w nasieniu, sg malo skuteczne [33]. W takiej sytuacji
rozwigzaniem sg inseminacje prawidtowym nasieniem pozyskanym od dawcy.

Pozaustrojowe zaptodnienie i transfer zarodka (IVF-ET, ang. in vitrofertilizatio -
embryo transfer) jest zaakceptowang i rozpowszechniong na catym Swiecie metoda,
a wskazania do jej stosowania obejmujg prawie wszystkie czynniki etiologiczne
nieptodnosci. Istnieje wiele modyfikacji podstawowej techniki IVF, jednak istotg kazdej
z nich jest zaptodnienie komorki jajowej poza ustrojem kobiety, a nastepnie przeniesienie
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zarodka do macicy lub jajowodu. Przy wysokim wskazniku optaszczenia plemnikéw
przeciwciatami przeciwplemnikowymi (>50%) metody IVF-ET, jak i dojajowodowe
przenoszenie zygot — ZIFT (ang. zygote intrafallopian transfer) zawodza. Udowod-
niono, ze immunologiczny czynnik meski, w przeciwieristwie do czynnika zeriskiego,
determinuje w wiekszosci przypadkéw niepowodzenie zaptodnienia metoda IVF [33].
Zaobserwowano réwniez, ze obecnosc przeciwciat klasy IgA znacznie obniza wskaznik
powodzen tylko wtedy, gdy wystepuja one wspolnie z immunoglobuling klasy IgM i
wigzg sie do gtowki plemnika [50]. ASA mogg interferowa¢ na Kilku etapach
zaptodnienia: zaktécajac wiazanie plemnika do ostonki przejrzystej oocytu, blokujac
jej penetracje, uniemozliwiajac fuzje gamet, podziaty komérkowe i rozwéj zarodka.

Leczenie nieptodnosci wywotanej immunologicznym czynnikiem meskim zrewolu-
cjonizowaty techniki mikromanipulacyjne. Mikroiniekcja plemnika pod ostonke przej-
rzystg oocytow (SUZI, ang. subzonal sperm insertion), enzymatyczne zmiekczanie
ostonki przejrzystej, przerywanie jej ciggtosci w drodze chemicznej lub mechanicznej
z uzyciem mikromanipulatoréw, czy tez prosta iniekcja plemnika do cytoplazmy komorki
jajowej (ICSI, ang. intracytoplasmic sperm injection) pozwalajg poming¢ te etapy
zaptodnienia, ktore zaktdcane sg przez ASA (przede wszystkim pierwotng interakcje
plemnika z ostonka przejrzysta).

ICSI charakteryzuje wysoka skutecznosc i jest to obecnie najczesciej polecana metoda
leczenia pozaustrojowego w przyczynach immunologicznych [8, 29]. Potwierdzono,
ze obecnos¢ przeciwciat przeciwplemnikowych optaszczajacych meskie gamety nie
obniza wskaznika liczby cigz uzyskanych w metodzie ICSI (wobec innych przyczyn
nieptodnosci), ani nie zwieksza prawdopodobienstwa samoistnych poronien [8], Wedtug
Bohring i Krause ICSI powinno by¢ oferowane tylko pacjentom z bardzo wysokim
mianem przeciwciat przeciwplemnikowych (>50%), natomiast pozostali powinni by¢
leczeni mniej inwazyjnymi metodami [5].
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PRZECIWCIALA PRZECIWJAINIKOWE -
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ANTIOVARIAN AUTOANTIBODIES -
IMMUNOLOGICAL ASPECT OF INFERTILITY
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Streszczenie: Prawidtowe funkcjonowanie gonady zenskiej jest procesem ztozonym. Niewydolnos¢ jaj-
nikbw moze prowadzi¢ nie tylko do zaburzeh w gospodarce hormonalnej, ktéra jest regulowana przez
cykliczne zmiany stezenia gonadotropin, ale moze réwniez spowodowa¢ wygasniecie uwalniania oocy-
tow. Jakkolwiek znanych jest wiele czynnikéw etiologicznych, prébuje sie¢ udowodni¢ aktywny udziat
mechanizmoéw autoimmunologicznych w dysfunkcji zenskiej gonady i potencjalnie obnizajacych ptod-
nos$¢ u kobiet. Wsréd zespotéw chorobowych jajnikéw, w ktérych sugeruje sie podtoze immunologicz-
ne, wyrézni¢ mozna miedzy innymi: nieptodnos$¢ idiopatyczng, zespot przedwczesnego wygasania czyn-
nosci jajnikéw oraz zespodt policystycznych jajnikow. Szczegélna uwage skupiaja przeciwciata prze-
ciwjajnikowe, ktére stanowig heterogenna grupe przeciwciat skierowang przeciwko komponentom ko-
morek somatycznych tkanki jajnika, jak i antygenom ostonki przejrzystej oocytu. Bezposredni wptyw
przeciwciat przeciwjajnikowych na funkcjonowanie jajnika, jak i patogeneze nieptodnosci, pozostaje
wcigz niewyjasniony i budzi wiele kontrowersji. Czgsto kwestionowanym zagadnieniem wydaje sie
réwniez indukcja syntezy przeciwciat przeciwjajnikowych w odpowiedzi na powtarzane zabiegi za-
ptodnienia pozaustrojowego. Sugeruje sie, ze silna hormonoterapia i punkcja pecherzykéw jajniko-
wych moga powodowaé uwalnianie znacznych ilosci wewnatrznarzadowych antygenéw jajnikowych
zdolnych do wywotania reakcji autoimmunologicznej. Z catg pewnoscia reakcje immunologiczne pet-
nig istotna role w zaburzeniach funkcji jajnikéw oraz w nieptodnosci, istnieje zatem ogromna potrzeba
identyfikacji antygenéw zenskiej gonady w celu stworzenia testéw diagnostycznych oraz skutecznych
metod leczenia.

Stowa kluczowe: autoimmunizacja, jajnik, przeciwciata przeciwjajnikowe, nieptodnos¢, IVF.

Summary: Human ovarian cyclic function is a complex process. Ovarian failure can lead to a loss of not
only female hormonal function, which depends on cyclic changes of gonadotropin levels, but to the
absence of oocytes. Whereas there are numerous factors associated with ovarian dysfunction and de-
creased female fertility, the autoimmune mechanisms have been put forward by several investigators.
In ovarian pathology, such as idiopathic infertility, premature ovarian failure and polycystic ovarian
syndrome, immunological etiology has been suggested. Special interest has been focused on antiova-

*Autor jest stypendystg Polskiej Akademii Nauk.
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rian autoantibodies directed to multiple targets, including cellular elements and oocyte-related antigens.
However, the exact role of ovarian autoimmunity in these disorders still remains controversial. There are
also some conflicting reports on association of antiovarian antibodies with repeated attempts ofin vitro
fertilization (IVVF) procedures. Antiovary autoimmunization may be induced by repeated stimulation and
puncture of ovarian follicles, probably due to the releasing of altered, immunogenic proteins from the
internal layers of ovary. Since, autoimmunity plays an important role in ovarian disorders and infertility,
therefore there is an increased need for identification ofthe specific antigens and development of standar-
dized tests enabling a diagnosis and providing a basis for therapy.

Key words', autoimmunity, ovary, antiovarian antibodies, infertility, IVF.

WSTEP

Zaburzenia proceséw rozrodczych u kobiet i mezczyzn, a co sie z tym wigze obnizenie
zdolnosci koncepcyjnych ,powoduja,, ze coraz bardziej zauwazalne staje sie zjawisko
nieptodnosci cztowieka. Swiatowa Organizacja Zdrowia definiuje nieptodno$¢, jako
niemoznos¢ zajscia w cigze po roku regularnego wspotzycia bez stosowania antykon-
cepcji [65]. W Polsce problem nieptodnosci wydaje sie narasta¢, poniewaz juz co piata
para w wieku reprodukcyjnym ma trudnosci z poczeciem potomstwa [67].

Proces rozmnazania u ludzi uwaza sie za niezwykle mato efektywny, poniewaz
blisko potowa uzyskanych w wyniku zaptodnienia zarodkéw ulega utracie przed uptywem
cyklu miesiecznego [43,66]. Szacuje sie réwniez, ze ok. 25% zarodkéw ulega resorpcji
w ciggu 7-14 dni od momentu implantacji w endometrium [19]. W$r6d diagnozowanych
klinicznie wczesnych poronien az 65-90% jest spowodowana zaburzeniami
chromosomalnymi, ktére silnie korelujg z p6Znym wiekiem matki [43].

WSsréd czynnikéw etiologicznych nieptodnosci wyréznia sie przyczyne genetyczna,
anatomiczna, hormonalng, infekcyjng, immunologiczna. W przypadku, gdy u obojga
partneréw nie mozna wyjasni¢ przyczyny niemoznos$ci zajscia w cigze za pomoca
dostepnych metod diagnostycznych, nieptodnos¢ takg okresla sie jako idiopatyczna.
Badania ostatnich lat sugeruja, ze nieptodno$¢ niewyjasnionego pochodzenia moze mie¢
tto immunologiczne [10]. Z drugiej strony zaburzenia funkcji rozrodczych sa czesto
pierwszym sygnatem powstawania choroby autoimmunologicznej [54, 72].

Préby udowodnienia, ze nieptodnos$¢ u ludzi moze mie¢ podtoze immunologiczne
nadal sg przedmiotem badan, a doniesienia i obserwacje maja czesto sprzeczny charakter.
WSréd identyfikowanych autoprzeciwciat obecne saprzeciwciata przeciwplemnikowe
(ASA, ang. antisperm antibodies') oraz przeciwjajnikowe (AOA, ang. antiovarian
antibodies), w tym przeciwciata skierowane przeciwko antygenom ostonki przejrzystej
oocytu (AZA, ang. anti-zonal antibodies). Ponadto rozr6d moga zaktédcaé przeciwciata
antyfosfolipidowe (APA, ang. anti-phospholipid antibodies), przeciwtarczycowe (ATA,
ang. anti-thyroid antibodies), przeciwjadrowe (ANA, ang. anti-nuclear antibodies),
przeciwtozyskowe i in. [9, 36, 38, 54 62]. Miejscowa badz systemowa obecnos¢
wymienionych przeciwciat moze zaburza¢ procesy rozrodcze zar6wno na poziomie
przed-, jak i pozaptodnieniowym. W zaleznosci od swoistosci dziatania immunoglobulin,
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ich izotypu oraz poziomu w poszczegblnych przedziatach funkcjonalnych uktadu
rozrodczego, moze dochodzi¢ do zaktécenia rozwoju meskich i zenskich komoérek
ptciowych, ich wzajemnego rozpoznawania sie oraz fuzji. Ponadto przeciwciata przeciw
gametom oraz inne autoprzeciwciala moga utrudnia¢ lub uniemozliwia¢ podziaty
komdrkowe zarodka, formowanie blastocysty/trofoblastu, implantacje zarodka,
tworzenie tozyska, czy tez prawidtowe funkcjonowanie gospodarki hormonalnej
kontrolujgcej wzrost embrionu [10, 26, 28, 54].

IMMUNOLOGIA JAINIKA

Jajnik nie ma wyraznie morfologicznie wyodrebnionej bariery tkankowej oddzielajacej
go od czynnikéw ukiadu odpornosciowego, jak to ma miejsce w gonadzie meskiej w
postaci Scistych polgczen zamykajgcych tworzonych miedzy wypustkami komorek
Sertolego [18]. Komodrke jajowag oddziela od warstwy komorek ziarnistych siatkowaty
uktad widkien glikoproteinowych ostonki przejrzystej (fac. zonapellucida), ktéry poprzez
potgczenia szczelinowe typu gapjunction umozliwia komunikacje oocytu z warstwag
ziarnistg w celu wymiany metabolitéw. W rezultacie ptyn pecherzykowy, w zwiazku z
brakiem naczyn krwiono$nych w warstwie ziarnistej, zawiera substancje przechodzace
przez btone podstawngna zasadzie ultrafiltracji, w tym immunoglobuliny, elektrolity,
gonadotropiny, prolaktyne, podczas gdy proteoglikany oraz zalezne od FSH estrogeny
stanowia produkt wiasnej syntezy komorek ziarnistych [39], Jajnik jest zatem organem
semiuprzywilejowanym immunologicznie.

Proby poznania i zrozumienia mechanizmow dotyczacych autoimmunizacji struktur
tkanki jajnika byty i sa mozliwe dzigki badaniom prowadzonym przede wszystkim na
modelach zwierzecych [17, 20, 40, 45, 69]. Udowodniono, ze przeciwciata przeciw-
jajnikowe/przeciwoocytame w znacznym stopniu zaburzajg endokrynng i germinalng
funkcje gonady zenskiej, co ma bezposredni wptyw na obnizenie zdolnosci rozrodczych,
a w ostatecznosci moze prowadzi¢ do nieptodnosci.

AOA sgwysoce heterogenna grupg przeciwciat skierowang przeciwko strukturom
ooplazmy, antygenom ostonki przejrzystej oocytu, komponentom komorek ziarnistych,
tekalnych oraz luteinowych [36]. Obecnos¢ swoiscie reagujacych przeciwciat stwierdza
sie w surowicy i/lub w ptynie pecherzykowym, przy czym ich miano w ptynie pecherzy-
kowym zwykle odzwierciedla stezenie immunoglobulin we krwi [47]. Badania na mode-
lach zwierzecych potwierdzity wystepowanie recyrkulujacych autoprzeciwciat skiero-
wanych przeciwko ooplazmie i ostonce przejrzystej w Swietle pecherzykéw wzrasta-
jacych, natomiast wykazaty ich brak w pecherzykach rdzennych (primordialnych) [68].
W warunkach fizjologicznych w $wietle pecherzykéw atretycznych (zanikowych) czesto
obserwuje sie liczne jednojadrzaste komorki naciekajace [18], natomiast w korze jajnika
limfocyty lokalizowane sie bardzo rzadko [70]. Przyjmuje sie, ze mechanizm przypusz-
czalnej immunosupresji (m.in. hamowanie infiltracji limfocytéw do jajnika) dziata w
jego obrebie za pomoca substancji czynnych wydzielanych przez komorki sSrodmigzszowe
gonady, a takze przez same oocyty i/lub otaczajgce je komorki [16].
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Za pomocg modelowych badan na myszach wykazano (Lou i wsp., 2000), ze
autoprzeciwciata wytworzone na skutek immunizacji antygenem ZP3 ostonki
przejrzystej, petnigposrednigrole w indukcji reakcji zapalnej w obrebie jajnika, natomiast
efekt cytotoksyczny wobec funkcjonalnych pecherzykéw jajnikowych wywotywany jest
przez naciekajace tkanke prozapalne limfocyty T [45, 69], W momencie, gdy przeciw-
ciata anty-ZP wigzasie do natywnych determinant glikoproteiny ZP we wzrastajgcych
i dojrzatych pecherzykach jajnikowych, dochodzi do migracji leukocytow z tkanki
srodmigzszowej gonady (z pecherzykéw atretycznych), ich infiltracji do warstwy
komérek ziarnistych, penetracji ostonki przejrzystej i niszczenia oocytu. Mechanizm
ten ttumaczy sie faktem, ze autoprzeciwciata anty-ZP moga zaktdéca¢ komunikacje
odbywajaca sie pomiedzy oocytem a komorkami ziarnistymi poprzez liczne potaczenia
szczelinowe znajdujace sie w macierzy ZP, co powoduje, ze zmienione komorki ziarniste
rekrutujg do pecherzykow jajnikowych (na zasadzie chemotaksji) szerokie spektrum
komérek zapalnych [45,46).

Jakkolwiek prébuje sie udowodni¢ aktywny udziat czynnikéw uktadu odpornos-
ciowego w dysfunkcji zenskiej gonady, stosunkowo niewiele wiadomo na temat przyczyn
tego zjawiska. W$rdd zespotéw chorobowych jajnikéw, zwigzanych z czynnikami
immunologicznymi i potencjalnie obnizajacymi ptodnos¢, wyrézni¢ mozna zesp6t
przedwczesnego wygasania czynnosci jajnikdw oraz zespot policystycznych jajnikow.
Oddzielnym zagadnieniem, czesto kwestionowanym, wydaje sie by¢ autoimmunizacja
przeciwko strukturom jajnika w odpowiedzi na powtarzane zabiegi zaptodnienia
pozaustrojowego (1VF, ang. in vitrofertilization).

ZESPOL. PRZEDWCZESNEGO WYGASANIA CZYNNOSCI
JAINIKOW

Przedwczesne wygasanie czynnosci jajnikow (POF, ang. premature ovarian
failure) to pierwotna posta¢ niewydolnosci jajnikowej, ktéra wystepuje u kobiet ponizej
40 roku zycia. Zespo6t ten okresla sie rowniez przedwczesng menopauza, ktéra wedtug
danych szacunkowych dotyka 1% kobiet ponizej 40 roku zycia oraz 0,1 % kobiet przed
30 rokiem zycia [12]. Pacjentki z POF cierpia na nieptodno$¢ wywotang zaburzeniami
endokrynnej i gametogenicznej funkcji jajnikéw. Zesp6t ten uwazano za chorobe nieod-
wracalna, istniejg jednak doniesienia o przejsciowym zespole wygasania czynnosci
jajnikéw ze spontaniczng remisjg i cigzami u pacjentek, u ktérych biopsja gonady
wykazata brak pecherzykéw primordialnych [4, 61].

POF jest heterogennym schorzeniem o bardzo ztozonej patogenezie. Charakteryzuje
sie triadg objawdw: zaburzeniem/brakiem miesigczkowania, zmniejszonym stezeniem
estradiolu w surowicy krwi, zwigkszonym stezeniem gonadotropin przysadkowych [47].
Cechuje sie réwniez ztozong etiologig. Wsrdd przyczyn POF wymienia sie czynniki:
genetyczny, enzymatyczny, infekcyjny, jatrogenny [41]. Potwierdzono inwazyjny wptyw
chemo- i radioterapii na pecherzyki jajnikowe, wskutek czego moze dojs¢ do ich
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uszkodzenia lub przyspieszonej atrezji [41], Efekt ten mozna interpretowa¢ mecha-
nicznym uwolnieniem antygendw jajnikowych wywotujacym systemowsa i/lub lokalng
odpowiedz immunologiczng [74], Najczesciej jednak nie mozna doktadnie ustali¢ podtoza
choroby, méwi sie wtedy o idiopatycznym zespole przedwczesnego wygasania czynnosci
jajnikow [22, 41].

Ogolnie przyjety jest poglad, ze kobieta rodzi sie ze scisle okreslong pulapecherzykéw
primordialnych, ktéra w okresie pokwitania wynosi ok. 400 000 [5]. W kazdym cyklu
zaptodnieniu ulega najczesciej tylko jedna wysoce wyselekcjonowana komdrkajajowa.
Proces atrezji pecherzykéw, ktéry odbywa sie w drodze apoptozy (zaprogramowanej
$mierci komorki), ma na celu ograniczenie liczby komorek jajowych dostepnych do
zaptodnienia. W stanach patologicznych nasilenie procesu atrezji moze w sposob drama-
tyczny wptyna¢ na obnizenie liczby pecherzykdw i znacznie przyspieszy¢ wyczerpanie
ich catej puli [14].

Wyrdézniasie dwie histopatologiczne fonny zespotu: bezpecherzykowaoraz pecherzykowa
[42]. Bezpecherzykowa odmiana POF charakteryzuje sie catkowitym brakiem pecherzykéw
jajnikowych oraz permanentng utratg funkcji gonady. Wystepuje ona czesto w przypadku
dyzgenezji gonad, rozrodczaka (ang. dysgerminoma) i hermafrodytyzmu [33]. Co wiecej
obserwuje sie jg u kobiet z aberracjami chromosomowymi (o kariotypach 46, XX/47, XXX
oraz 45, X0/46, XX). Natomiast w formie pecherzykowej stwierdza sie wystepowanie
pecherzykow wzrastajacych, co znacznie zwieksza szanse na spontaniczne lub indukowane
przywrocenie funkcjijajnikéw. Obecnosé licznych pierwotnych i niedojrzatych pecherzykow
jest cechazespotu niewrazliwegojajnika (ROS, ang. resistant ovary syndrome). Sugeruje sie,
ze zaréwno pecherzykowa, jak i bezpecherzykowa forma zespotu POF moze by¢ wywotana
autoimmunizacjazenskiej gonady [33],

Badania ostatnich lat przemawiajg za autoimmunologiczng etiologig przedwczesnego
wygasania czynnosci jajnikow [3, 13,23,32,33,56]. Kierunek badan nadaty obserwacje
czestego wspotistnienia POF z chorobami z autoagresji, takimi jak: choroba Hashimoto,
toczen trzewny, choroba Gravesa-Basedowa, zapalenie tarczycy, cukrzyca insulinozalezna,
stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie staw6w czy trombocytopenia [3,23, 53],
Sposréd wszystkich autoimmunologicznych choréb powigzanych z POF, schorzeniatarczycy
sa najczestsze i wystepujau 12-33% pacjentek [3, 23].

Immunologiczne tto choroby potwierdzano wspotistnieniem autoprzeciwciat wielo-
gruczotowych (tarczyca, nadnercza, trzustka) [48], przeciwciat interferujgcych z recep-
torem dla gonadotropin [ 15,52], a przede wszystkim przeciwciat skierowanych przeciwko
poszczegb6lnym komponentom komérkowym tkanki jajnika [22,48,53,74], Uwaza sie,
ze obecnos¢ réznych przeciwciat moze byé¢ rezultatem tendencji choréb autoimmu-
nologicznych do poliklonalnej aktywacji komérek uktadu odpornosciowego [48].

Czestos$¢ wystepowania przeciwciat przeciwjajnikowych w surowicach krwi kobiet
z zespotem POF wabha sie od 20 do 69% [13, 15,53, 74] w zaleznosci od pochodzenia
materiatu antygenowego (zwierzecy lub ludzki), zastosowanej metody wykrywania
(immunofluorescencja, test immunoenzymatyczny ELISA) oraz badanej populacji
pacjentéw. Wheatcroft i wsp. poréwnali efekty zastosowania technik: ELISA, posredniej
immunofluorescencji i immunoblotowania w detekcji przeciwciat przeciwjajnikowych
[73]. W przypadku pierwszych dwdéch testow uzyskane wyniki znacznie sie od siebie
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réznity. Natomiast w reakcji immunoblotowania, przy zastosowaniu dwoch réznych
frakcji tkanki jajnikowej, nie otrzymano zgodnego ukiadu prazkéw [73].

Przeciwciata przeciwjajnikowe/przeciwoocytame saprzyjetym markerem zespotu POF,
jakkolwiek ich bezposredni wptyw na funkcjonowaniejajnika, jak i patogeneze nieptodnosci
pozostaje nadal niewyjasniony. Sugeruje sie, ze przeciwciata te moga by¢ raczej
konsekwencjg, a nie powodem choroby [48]. Luborsky i wsp. sugeruja, ze przeciwciata
przeciwjajnikowe wptywajanegatywnie nie tyle na sam etap zaptodnienia lub implantacji
zarodka, co na funkcjonowanie pecherzykow jajnikowych [49]. Postuluja oni, ze AOA
uczestniczaw stopniowej, zaleznej od komplementu destrukcji pecherzykow wzrastajgcych,
co w ostatecznosci prowadzi do zaburzen, a nawet zaniku funkcji gonady zenskie;j.
Woczesniejsze badania Moncayo i wsp. zdajg sie potwierdzaé te hipoteze [56]. Wykazali
oni, ze przeciwciata skierowane przeciwko receptorom LH/hCG, obecnym w ciatku z6ttym
(ang. corpus luteuni), wptywajg cytotoksycznie na komarki ziarniste pecherzykéw
jajnikowych powodujac obnizenie syntezy progesteronu. Zrodia literaturowe potwierdzaja
wystepowanie przeciwciat przeciwko ostonce przejrzystej oocytu (ZP, ang. zonapellucida),
ktdre, jak sie uwaza, mogg zaktoca¢ rozwdj pecherzykow jajnikowych prowadzac do
zmniejszenia ich liczby i zahamowania miesigczkowania [33].

Badania przeprowadzone przez zesp6t Luborsky i wsp. dowiodty wystepowanie
przeciwciat przeciwjajnikowych u 33-61 % pacjentek z nieptodnoscig idiopatyczna, ktdra,
jak zasugerowano, moze stanowi¢ wczesne stadium autoimmunologicznego limfocytamego
[48]. Podobnie jak w przypadku innych schorzen o podtozu autoimmunologicznym
(cukrzyca typu |, zapalenie tarczycy) przeciwciata przeciwjajnikowe, pojawiajgce sie na
dtugo przed wystgpieniem pierwszych klinicznych symptomow, moga wskazywaé na
zaburzenia funkcji rozrodczych prowadzace do nieptodnosci [49, 73].

Autoimmunologiczne podtoze zespotu przedwczesnego wygasania czynnosci jajnikow
potwierdzajg doniesienia o nieprawidtowosciach rowniez w komdérkowej odpowiedzi
immunologicznej. U pacjentek z POF obserwuje sie podwyzszony poziom recyrku-
lujacych we krwi subpopulacji limfocytow CD4+/CD8+ [23, 33,47] oraz limfocytéw
B [34], zwiekszongekspresje receptoréw dla interleukiny-2 (IL-2R) [59] oraz czasteczek
MHC Il na komorkach ziarnistych [31], a takze wzmocniong aktywnos¢ ukiadu
dopetniacza [72]. Rownoczesnie stwierdza sie redukcje ilosci, jak i aktywnosci komérek
NK (ang. natural killer) [34] oraz czynnika TNF-a [58], Ponadto wysokie miano
przeciwciat przeciwjajnikowych oraz obecnos$¢ limfocytéw T, B i komdrek NK wykazuje
sie w ptynie pecherzykowym [11].

Nadal nie wystarczajagco wiele wiadomo na temat autoantygendw jajnikowych
rozpoznawanych przez swoiste autoprzeciwciata i komérki uktadu odpornosciowego.
Jednak sugeruje sie, ze odpowiedz immunologiczna moze by¢ skierowana zar6wno
przeciwko komponentom somatycznym pecherzykow jajnikowych (gtéwnie komorki
ziarniste i tekalne), jak i germinalnym (oocyt, ostonka przejrzysta) [23].
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ZESPOL POLICYSTYCZNYCH JAINIKOW

Zespot policystycznych jajnikéw (PCOS, ang. polycystic ovarian syndrome)jestjednym
z najczesciej wystepujacych schorzen endokrynologicznych rozpoznawanych u kobiet w
wieku rozrodczym oraz najczestszg przyczyna nieptodnosci spowodowang brakiem
owulacji [1,37], Najistotniejszymi kryteriami rozpoznania PCOS sg: hiperandrogenizm,
brak owulacji oraz obecnos¢ powiekszonych, wielotorbielowatych jajnikow w obrazie
USG [35]. U kobiet z zespotem PCOS stwierdza sie szeroka game objawow klinicznych
o0 réznym stopniu nasilenia [6], wsrdd ktérych wystepuja: nieprawidtowosci miesigczko-
wania, hirsutyzm, tradzik, tysienie [30]. Otytos¢ jest zjawiskiem powszechnym, pojawia
sie u 35 do 50% kobiet z PCOS, ale nie jest regutg [25].

Kryterium rozpoznawania policystycznych jajnikdw to obecnos$¢ obustronnie
powiekszonych gonad z przerostem komorek zrebu jajnika. Pecherzyki, w liczbie 10 i
wiecej, utozone sg obwodowo, a ich $rednica wynosi 2-10 mm [24]. O rozpoznaniu
zespotu PCOS decyduje przede wszystkim podwyzszony poziom androgenéw w
surowicy krwi (pochodzenia jajnikowego lub nadnerczowego), a zwitaszcza znaczne
podwyzszenie poziomu LH nad FSH, co jest najczestszym powodem zahamowania
folikulogenezy [7]. Nieptodnos¢ zalezy w gtdwnej mierze od nieprawidtowych cykli i
jest gtébwna dolegliwoscia u okoto 40% kobiet z zespotem policystycznychjajnikow.

Prawdopodobnym czynnikiem, ktéry wywotuje hiperandrogenizm, zaréwno
jajnikowy, jak i nadnerczowy, moze by¢ pierwotnie wystepujaca nieprawidtowa regulacja
dziatania cytochromu P450-17«, ktéry katalizuje konwersje progesteronu w 17oc-hy-
droksyprogesteron, a nastepnie w androstendion. Nieprawidtowa regulacja metabolizmu
androgenodw jest prawdopodobnie zalezna od podwyzszonego poziomu hormonu lute-
inizujgcego (LH) [64]. Biosynteza androgendw w jajniku regulowanajest przez LH, a
takze prawdopodobnie przez insuline. Uwaza sig, ze hiperinsulinemia moze by¢
nastepstwem hiperandrogenizmu w wyniku wzmozonej sekrecji insuliny, zaburzen
transportu insuliny do watroby lub defektu dziatania tkankowego [24], Zaobserwowanie
opornosci na insuling i hiperinsulinemii u okoto 80% otytych kobiet i 30-40% kobiet z
zespotem PCOS o normalnej wadze, przyczynito sie do dalszego zrozumienia patogenezy
PCOS, a takze udokumentowania, ze zespo6t ten, poza zaburzeniami reprodukcyjnymi,
wigze sie rowniez z powaznymi zaburzeniami metabolicznymi [35].

Istniejg doniesienia sugerujgce wspotzaleznos¢ wystepowania zespotu policysty-
cznych jajnikéw i autoimmunizacji wobec struktur zeriskiej gonady. Lonsdale i wsp.
potwierdzili wystepowanie heterogennych przeciwciat (przeciwjajnikowych) oraz
infiltracje limfocytéw do tkanki jajnika u pacjentek z PCOS [44]. Van Gelderen i Gomes
dos Santos wykazali obecnos¢ przeciwciat przeciwjajnikowych skierowanych przeciwko
komérkom ziarnistym pecherzykow jajnikowych u 50% badanych kobiet z zespotem
PCOS [71]. Na podstawie wynikéw badan, ktére wykazaty czestos¢ wystepowania
swoistych AOA u pacjentek z zespotem policystycznych jajnikéw w 44%, zesp6t Fenichel
wysunat hipoteze, ze produkcja przeciwciat przeciwjajnikowych moze by¢ zwigzana z
reakcja zapalng, ktéra wywotuje nadmierne wytwarzanie cytokin oraz jest zwigzana z
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nadekspresja antygenow klasy Il zgodnosci tkankowej [21], Sugeruje sie rOwniez, ze
intensywna produkcja cytokin moze powodowac nieprawidtowosci w procesach
metabolicznych, ktére sg charakterystyczne dla zespotu PCOS [2].

Natomiast Rojansky i wsp. dowiedli braku przeciwciat przeciwjajnikowych u 30/31
pacjentek z zespotem policystycznych jajnikéw [63]. Znaczenie AOA w zespole PCOS
podwazyli réwniez Luborsky i wsp., gdyz nie wykazali oni znaczacej réznicy w czestosci
wystepowania przeciwciat przeciwjajnikowych w populacji badanej i kontrolnej [65].
Reimand i wsp. potwierdzili wystepowanie w surowicach u pacjentek z PCOS
niespecyficznych, heterogennych przeciwciat (ang. organ-non-specific autoantibodies),
natomiast nie zaobserwowali pozytywnych reakcji wobec tkanki jajnika [62].

Nie ma zgodnosci, co do immunologicznej etiologii zespotu policystycznych jajnikow.
Przypuszcza sig, ze reakcje autoimmunologiczne moga by¢ wynikiem poliklonalnej,
aberrantnej odpowiedzi odporno$ciowej organizmu. Sugeruje sie réwniez, ze autoimmu-
nizacja moze by¢ konsekwencja, a nie powodem zespotu PCOS [51].

PRZECIWCIALA PRZECIWJAINIKOWE A POWTARZANE
ZABIEGI ZAPLODNIENIA POZAUSTROJOWEGO

Wskazania do leczenia metodg pozaustrojowego zaptodnienia i transferu zarodka
(IVE-ET, ang. in vitroferilization and embryo transfer) obejmuja prawie wszystkie
czynniki etiologiczne nieptodnosci [8]. Leczenie metoda IVF w pierwszym etapie polega
na stymulacji wzrostu licznych pecherzykéw Graafa, najczesciej za pomocga analogéw
GnRH (gonadoliberyny) i gonadotropin, a nastepnie pobraniu komoérek jajowych poprzez
aspiracje pecherzykéw jajnikowych,

Istniejgdoniesieniasugerujace, ze ponawiane proby zaptodnienia in vitro mogaprowadzi¢ do
wywolania lub przyspieszenia wystapienia swoistej odpowiedzi immunologicznej przeciwko
tkancejajnika i powstania przeciwciat przeciwjajnikowych/przeciwoocytamych [29]. Wykazano
wpltyw powtarzanych zabiegéw IVF, u kobiet po jednej i kilku prébach pozaustrojowego
zaptodnienia, nawytwarzanie przeciwciat przeciwjajnikowych [55]. Stwierdzono wystepowanie
w surowicach badanych kobiet wysokiego miana AOA wszystkich klas immunoglobulin z
przewaga lgG i IgA, skierowanych przeciwko komponentom pecherzykéwjajnikowych [29],
Przypuszcza sie, ze silna hormonoterapia i punkcja jajnikéw moga powodowa¢ uwalnianie
znacznych ilosci, prawdopodobnie zmienionych antygendwjajnikowych, zdolnych do wywotania
swoistej reakcji immunologicznej [57]. Sugeruje sie nawet, ze sama hiperstymulacja moze
spowodowac synteze przeciwciat przeciwjajnikowych [8]. Efekt taki zaobserwowano po

Barbarino-Monnier i wsp. twierdza, ze AOA klasy IgA, obecne w otoczeniu jajnika
po hiperstymulacji moga wptywaé na zmiany w obrebie oocytu, natomiast recyrkulujace
przeciwciata klasy 19gG mogg interferowa¢ w dojrzewaniu komoérek germinalnych [8].
Znany jest zwigzek miedzy niskim wskaznikiem uzyskiwanych cigz a obecnoscig u
kobiet przeciwciat przeciwjajnikowych/przeciwoocytamych, nie wiadomo jednak, jaki
jest doktadny mechanizm dziatania tych przeciwciat [27, 28, 50].
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W celu wykazania wptywu AOA na zabiegi IVF/ET Horejsi i wsp. przeanalizowali
prébki ptynu pecherzykowego pochodzgce od 90 kobiet poddanych wczesniej zabiegom
pozaustrojowego zaptodnienia [36], Stwierdzono wystepowanie przeciwciat przeciwko
ooplazmie (00), ostonce przejrzystej (ZP), komponentom komorek ziarnistych (MG),
tekalnych (TI) i luteinowych (LC). Wysunieto dalszy wniosek, ze przeciwciata
skierowane przeciwko ooplazmie majg og6lnie negatywny wptyw na pdzniejsza cigze,
za$ przeciwciata anty-ZP znacznie obnizajg wskaznik zaptodnienia pozyskanych podczas
zabiegu IVF oocytéw. Przeciwciata anty-T1 oraz anty-LC moga tez zaburzaé faze
lutealng wazng dla implantacji zarodka. Wykazano, ze w grupie kobiet po nieudanej
procedurze zaptodnienia pozaustrojowego najwieksze znaczenie miaty przeciwciata
skierowane przeciwko komérkom ziarnistym. Twierdzi sie, ze wigzanie sie tych
przeciwciat do pecherzykéw jajnikowych moze dawaé wadliwy sygnat dla procesu
zaptodnienia [36].

Inne badania dowodzg, ze za niepowodzenie leczenia nieptodnosci metodg IVF w
najwiekszym stopniu odpowiada obecnos$¢ przeciwciat skierowanych przeciwko ostonce
przejrzystej oocytu [54], Jakkolwiek standardowa technika zaptodnienia in vitro (IVF)
moze w tych warunkach zawodzi¢, znacznie lepsze rokowanie uzyskuje sie za pomoca
metody ICSI (ang. intracytoplasmic sperm injection), ktéra polega na bezposredniej
iniekcji plemnika do cytoplazmy komérki jajowej [54].

PODSUMOWANIE

Zaburzenia procesOw rozrodczych u ludzi mogaprowadzi¢ do znacznego obnizenia
zdolnosci koncepcji, a w ostatecznosci spowodowaé nieptodnosé. W stanach patolo-
gicznych moze dochodzi¢ do powstawania u kobiet (i/lub u mezczyzn) odpowiedzi
auto- i izoimmunologicznej wobec antygenow plemnikowych oraz wystepowania u
kobiet uczulenia w stosunku do wiasnej gonady. W celu zrozumienia mechanizméw
wywotujgcych nieptodnos¢ na podtozu immunologicznym proébuje sie identyfikowac
istotne dla procesu zaptodnienia determinanty antygenowe. O ile dosy¢ dobrze znane
sg immunoreaktywne antygeny powierzchniowe gamety meskiej, o tyle stosunkowo
niewiele wiadomo na temat komponentéw tkanki jajnika, biorgcych aktywny udziat w
indukcji syntezy swoistych przeciwciat. Fakt ten wynika ze ztozonosci budowy i funkcji
zenskiej gonady, na ktérg sktadajg sie elementy somatyczne, w postaci m.in. komoérek
ziarnistych, tekalnych i luteinowych, oraz germinalne (komoérki jajowe). Ponadto jajnik
stanowi organ semi-uprzywilejowany immunologicznie, w ktérym zachodzg ciagte i
dynamiczne rearanzacje majace na celu wyselekcjonowanie prawidtowej, zdolnej do
zaptodnienia komorki jajowej. W przeciwienstwie do plemnika niejest znany mechanizm
autoimmunizacji zenskiej gonady. Niewatpliwie wnikliwa analiza proteomu plemnika,
jak i jajnika pozwolitaby na zidentyfikowanie nowych antygenéw petniacych istotne
funkcje w fizjologii rozrodu. Ponadto umozliwitaby zrozumienie mechanizmoéw wywo-
tujacych niektore zespoty chorobowe jajnikéw, a co najwazniejsze dostarczytaby cennego
narzedzia diagnostycznego w okreslaniu przyczyn zaburzen ptodnosci [60].
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STRUKTURA I AKTYWACJA PLYTEK KRWI
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BLOOD PLATELETS AS PHARMACOLOGICAL MODEL

Joanna SIKORAI, Barbara KOSTKA!
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Streszczenie Komorki i sktadniki krwi sg szczeg6lnie narazone na kontakt z substancjami w rézny sposéb
wprowadzanymi do krwioobiegu, nawet tymi szybko metabolizowanymi i wydalanymi. Phytki krwi,
mimo ze nie posiadajajadra komérkowego, sa wysoce zorganizowanymi, bogatymi w liczne organelle
komoérkami. Reaguja sekrecja aktywnych zwiazkéw zmagazynowanych w specyficznych ziamisto-
éciach nawet na bardzo mate ilosci krazacych molekut. Dlatego ptytka krwi od lat jest wykorzystywana
jako komérka modelowa w badaniach farmakologicznych lekéw. Dotyczy to nie tylko badarn hemostazy,
ale takze innych komérek, np. neuronéw i komérek miesni gtadkich naczyn krwionosnych. Praca ta
przedstawia gtéwne informacje dotyczace budowy, aktywacji (i metod jej oceny) oraz wykorzystania
ptytek krwi jako modelu farmakologicznego.

Stowa kluczowe: ptytki krwi, receptory ptytkowe, metody pomiaru aktywacji ptytek krwi, model farma-
kologiczny.

Summary: Blood cells are exposed to any agent absorbed or injected into the bloodstream, even those
rapidly metabolised and extracted. Although anucleated, blood platelets are highly organized cells, rich
in different types of organelles. They respond to small amounts of circulating molecules by secreting a
number of active compounds stored in specific granules. That's the reason blood platelets are used as
pharmacological model for new drugs evaluation for many years. The use ofplatelets as models has not
only been confined to coagulation assay but also has extended to other cell types like: neuronal cells and
vascular smooth muscle cells. This review presents the main information about structure of blood
platelets, their activation, methods for monitoring of their function and using platelets as pharmacolo-
gical model.

Keywords: platelets, platelet receptors, platelet function assays, pharmacological model.
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Phytki krwi (PK) to najmniejsze, niemajace jader elementy morfotyczne krwi
obwodowej i szpiku. Sg fragmentami cytoplazmy megakariocytow szpiku kostnego i
ptuc. Prawidtowe ptytki krwi maja ksztatt dyskoidalny, $rednice 3,6 = 0,7 pm i objetos¢
7,06 + 4,85 |im3. Ich liczba u zdrowych 0séb wynosi 140-440 + 109L. PK przezywaja
od 8 do 12 dni i sg usuwane z krwioobiegu przez uktad siateczkowo-$rodbtonkowy.
Okoto 30% catkowitej masy PK znajduje sie w $ledzionie, stanowiagc tzw. pule
wymienialng [17].

PK sgniezwykle reaktywnymi komérkami reagujacymi na bardzo mate iloSci krazacych
molekut sekrecjg aktywnych zwigzkdw zmagazynowanych w ziamistosciach. Dlatego
PK sg czesto wykorzystywane jako model do badan wyspecjalizowanych komérek
sekrecyjnych, chociaz w przeciwienstwie do nich same nie syntetyzujg zwigzkow
znajdujgcych sie w ziamistosciach. Struktury wewnatrzkomorkowe, takiejak: podbtonowy
system kanalikow okrgzajacych, system kanalikéw gestych, pojedyncze mitochondria,
ziarna glikogenu bedace zrodtem energii, nieliczne struktury aparatu Golgiego oraz liczne
specyficzne ziarnistosci sg rozproszone w cytoplazmie PK [37]. Za utrzymanie
dyskoidalnego ksztattu ptytki oraz jego zmiany podczas aktywacji odpowiedzialny jest
cytoszkielet ptytkowy [22]. Podstawowym skiadnikiem cytoszkieletu sg a- i P-tubulina,
polimery aktyny oraz liczne biatka posredniczace w ich tgczeniu [17].

W ukiadzie kanalikéw gestych magazynowane sajony wapniowe oraz liczne enzymy,
m.in. Kierujace przemianami kwasu arachidonowego. Struktury te petnia istotna role
w kontroli aktywacji PK [11],

Btona komdérkowa sktada sie z dwdch warstw lipidéw: zewnetrznej i wewnetrznej
(najliczniejsze sa fosfolipidy, a w wewnetrznej warstwie wystepuje réwniez cholesterol).
W btonie rozmieszczone sa biatka, ktére moga przechodzi¢ przez obie warstwy.
Woéwczas zewnetrzne konce czastek wiaza sie z oligosacharydami i wytwarzaja
glikoproteiny. Sgto receptory dla czynnikow wpltywajgcych na funkcje PK, zawierajg
kanaty jonowe oraz petniag funkcje enzyméw. Powierzchnia btony pokryta jest
amorficznym ptaszczem - glikokaliksem, ktoéry dzieki resztom kwasu sjalowego biatek
i lipidow ma ujemny tadunek elektryczny [22].

Ziarnistosci wewnatrzptytkowe sg miejscem magazynowania wielu sktadnikow
biologicznie czynnych, ktére sg uwalniane do otaczajagcego $rodowiska podczas
aktywacji PK [11] (tab. 1).

AKTYWACJA PLYTEK KRWI

Aktywacja PK moze nastgpi¢ w wyniku adhezji do elementéw macierzy pozakomor-
kowej w miejscu uszkodzenia $ciany naczynia krwionos$nego, albo tez pod wptywem
réznorodnych substancji - agonistow (np. trombiny, ADP, tromboksanu A)).
W przypadku wysokiego modutu $cinania, ktéry charakteryzuje przeptyw krwi w
drobnych naczyniach, niezbednym spoiwem miedzy PK a biatkami macierzy
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TABELA 1. Skiadniki ziarnistosci wewnatrzptytkowych [35]

Ziarnistosci geste  a-ziarnistosci - "“czynniki adhezyjne i naprawcze" Lizosomy
"czynniki pro- "czynniki
agregacyjne" oczyszczajace"
Nukleotydy Proteoglikany: Kwasne hydrolazy
Adeninowe: Swoiste biatka PK: PF4 (czynnik ptytkowy 4) Katepsyna D, E
ADP, ATP BTG (B-tromboglobulina); glikoproteiny bogate w seryne Karboksypeptydazy
Guaninowe: Biatka adhezyjne: fibronektyna, czynnik von Willebranda, Kolagenazy

GDP, GTP trombospondyna, witronektyna Kwasne fosfatazy
Aminy Biatka czynne w krzepnieciu krwi i fibrynolizie: fibrynogen, Glikohydrolazy
Serotonina czynniki: V, VII, XI, XII, kininogen, biatko S, plazminogen, t-PA

(5-HT) Mitogeny: PDGF (czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek),

Histamina ECGF (cz. wzrostu komérek $rédbtonka),

Jony IGF (insulinopodobny cz. wzrostu), interleukina B

dwuwartosciowe:

wapn
magnez
Fosfoinozytole

Inhibitory proteaz: a?-makroglobulina, a?-antytrypsyna,
inhibitor kolagenaz, a,-antyplasmina, PAI-1 (inhibitor aktywatora
plazminogenu), Cl-inhibitor

Biatka btony ziarnistosci: P-selektyna, biatko-33 (GMP-33),

GP llb-Illa, GP Ib-IX, GP IV (CD36), GP V, CD 9,
osteonektyna, Rap |

Immunoglobuliny: 1gG, IgA, IgM

Albuminy

pozakomoérkowej jest czynnik von Willebranda. Adhezja PK do struktur podsrod-
btonkowych, np. kolagenu czy fibronektyny, podobnie jak zwigzanie agonistow z
receptorami, uruchamia wewnatrzkomaérkowe systemy przesytania sygnatow aktywu-
jacych [19]. Ptytki przechodzg wéwczas ze stanu spoczynku w stan aktywny, co we
wczesnej fazie mozna stwierdzi¢ obserwujac zmiane ich ksztattu z dyskoidalnego na
nieregularny z licznymi wypustkami. Ten pierwszy, najwczesniejszy etap jest uwazany
za nieodzowny dla prawidtowego przebiegu procesu aktywacji ptytek krwi [2, 32],
Informacja o aktywacji w ptytce, ktora ulega adhezji, moze zosta¢ wzmocniona dzigki
przytaczeniu czgstek agonistéw do receptorow PK. Przesytane sa wowczas dodatkowe
sygnaty. W PK aktywowanych obserwujemy zmiany metabolizmu, architektury cyto-
szkieletu, a takze translokacje biatek i aktywacje receptoréw integrynowych. Umozliwia
to ich adhezje, agregacje i uwolnienie substancji biologicznie aktywnych ziarnistosci, a
takze udziat w retrakcji skrzepu [19].

ROLA RECEPTOROW PLYTKOWYCH W AKTYWACJI PK

Harmonijne funkcjonowanie organizmu oparte jest na nieustannym porozumiewaniu
sie jego komoérek, polegajacym na wysytaniu i odbieraniu ré6znorodnych informacji.
Gtéwna role w przypadku PK odgrywaja substancje sygnatowe, ktére nie wnikajg do
komorek, ale wigza sie z btonowymi receptorami uruchamiajac w ten sposéb kaskade
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zdarzen, w wyniku ktérej dochodzi do konicowego efektu biologicznego [28], W tancuchu

przekazywania sygnatu, zainicjowanego przez powierzchniowy receptor biorg udziat:

1) enzymy efektorowe, tj. cyklaza adenytanowa i guanytanowa, fosfolipaza C, fosfo-
lipaza A , 3-kinaza fosfatydyloinozytolowa (PI 3-K), kinazy tyrozynowe biatek
(PTK) [Z5;

2) wtdrne przekazniki informacji, tzn. cAMP [1], cGMP, DAG, IP , Ca , ikozanoidy;

3) efektory wewnetrzne (enzymy docelowe: kinazy biatkowe C, ¢, A) [37].

Ze wzgledu na budowe i mechanizm dziatania receptory ptytkowe mozemy podzieli¢
na dwie grupy: receptory transbtonowe oraz receptory biatek adhezyjnych.

Receptory transbtonowe - sprzezone i wspoétpracujace z heterodimerycznymi biatkami
G - sg zbudowane z siedmiu transbtonowych domen tzw. receptoréw serpentynowych
(metabotropowych). Druga i trzecia petla oraz C-koniec receptora uwazane sgza najistot-
niejsze miejsca oddziatywania biatka receptorowego z r6znymi rodzajami biatek G. Do
tej grupy nalezg receptory dla trombiny, ADP, prostanoidow (TXA2, PGE,, PGIl2),
fosfolipidow. ROwniez przez te receptory moga potegowac aktywacje PK serotonina i
adrenalina, ale same nie sg,,petnymi” ptytkowymi agonistami [26],

Ostatnio odkryto, ze receptor CD47 (IAP - ang. integrin associatedprotein), ktérego
ligandem jest trombospondyna, jest zbudowany z pieciu domen transbtonowych.
Mechanizm aktywacji PK z udziatem CDA47 nie jestjasny, ale wiadomo, ze receptor ten
jest sprzezony z heterodimerycznym biatkiem Gj [25].

Niezwykle interesujgce sgreceptory serpentynowe PAR (ang. proteolytically activated
receptor), potgczone z heterodimerycznymi biatkami G (Gg, G; i G12/G13), dla jednego
z najsilniejszych ptytkowych agonistow - trombiny. Na ludzkich ptytkach stwierdzono
obecnos$¢ receptorow PAR-1 wrazliwych tylko na niskie dawki trombiny oraz PAR-4
reagujgce na wysokie jej stezenia. Trombina jedynie w formie a stymuluje krwinki
ptytkowe, m.in. poprzez unikatowy proteolityczny rozpad receptora PAR. W dtugiej
N-koricowej domenie pozakomoérkowej receptora znajduje sie silnie kwasna sekwencja,
do ktérej przytacza sie trombina, a nastepnie powoli odcina 41 -aminokwasowy odcinek
tej zewnatrzkomérkowej domeny. Odstoniety w ten sposéb nowy N-koniec receptora
petni role agonisty i to on wyzwala odpowiedz PK na trombine [23, 37],

Ze wzgledu na duze znaczenie adenozynodifosforanu (ADP) w aktywacji PK
nalezatoby wyrézni¢ wsrod tej grupy receptory purynowe. ADP pomimo stosunkowo
stabych efektow dziatania (w poréwnaniu z innymi agonistami) odgrywa kluczowa
role w prawidtowym przebiegu procesu aktywacji ptytek krwi [13]. Jest czynnikiem
autokrynnym magazynowanym w wysokich stezeniach w ziamistosciach gestych ptytek
krwi i uwalnianym z nich w przebiegu procesu sekrecji zachodzacej pod wptywem
innych agonistéw [12,39]. Inhibitory ptytkowych receptoréw dla ADP sg skutecznymi
lekami przeciwptytkowymi stosowanymi we wtérnej prewencji epizodéw niedokrwien-
nych (Tiklopidyna i Klopidogrel) [27,41,42]. Natomiast u pacjentéw ze stwierdzonymi
defektami receptorow dla ADP obserwuje sie wystepowanie skaz krwotocznych [4,5].

Jak dotad udowodniono istnienie trzech receptoréw ptytkowych dla ADP. Sgto dwa
receptory serpentynowe: P2Y1 [9] i P2TAC oraz jeden receptor jonotropowy P2X1 [7,
18, 20, 46]. ADP po przytgczeniu do receptora P2Y1 aktywuje fosfolipaze C
(PLCb2/b2) z udziatem heterodimerycznych biatek Gqa, powodujgc hydrolize 4,5-
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bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP,) do wtérnych przekaznikow informacji: 1,4,5-
trisfosforanu inozytolu (IP3) i 1,2-diacyloglicerolu (DAG). IP3 tgczy sie ze swoistymi
receptorami trisfosfoinozytolowymi (RI), o naturze kanatéw wapniowych, obecnymi
w btonach systemu kanalikéw o duzej gestosci. Prowadzi to do uwolnieniajonéw wapnia
do cytozolu. Uwolniony Ca2+ pobudza receptory rianodinowe (RR), ktére po aktywacji
powodujg dalsze uwalnianie Ca2+ z siateczki $rédplazmatycznej (narastanie fali
wapniowej). Jony wapniowe sg nastepnie wigzane przez kalmoduline, ktéra fosforyluje
liczne biatka enzymatyczne powodujgc ich aktywacje (m.in. kinazy biatkowe). Natomiast
DAG aktywuje biatkowa kinaze C (PKC), ktora jest enzymem odpowiedzialnym za
przeniesienie fosforanu z ATP na seryne lub treonine odpowiednich biatek w obecnosci
jondw wapnia i fosfatydyloseryny. Prowadzi to ostatecznie do uwolnienia zawartosci
ziarnistosci wewnatrzkomérkowych. Receptor P2T potaczony jest z biatkiem G. i na
skutek jego aktywacji pod wptywem ADP dochodzi do inhibicji cyklazy adenylanowej
(AC) i zmniejszenia stezenia cCAMP. P2X1 jest receptorem jonotropowym, ktérego
pobudzenie wywotuje gwattowny naptyw jondw wapnia z zewnatrz. Ostatnio wykazano,
ze jego pobudzenie skutkuje zmiang ksztattu ptytek krwi [38].

Struktura receptoréw dla biatek adhezyjnych pozwala zaliczy¢ je do rodzin: integryn,
selektyn i immunoglobulin. Do tej grupy nalezg réwniez GPI-1X i GPIV reagujace
odpowiednio z czynnikiem von Willebranda i trombospondyna.

Receptory integrynowe (cclbR3, avR3, a2lp abB,, ablR5,) sa grupg o najwiekszym
znaczeniu w aktywacji PK, najobficiej w nich wystepuja i sa najlepiej poznane.

Integryna cc]ibR3 (GP Ilb-111a) uzyskuje wiasciwosci receptorowe dopiero po aktywacji
PK, w wyniku konformacyjnej zmiany czasteczki. Podstawowsa rolg Otllbi33 jest udziat
w procesie agregacji PK zachodzacej pod wptywem wszystkich fizjologicznych agonis-
téw oraz w retrakcji skrzepu. Mechanizmjej dziatania polega na wiazaniu biatek adhezyj-
nych zawierajgcych sekwencje RGD (Arg-Gly-Asp). Sato: fibrynogen, fibronektyna,
witronektyna i czynnik von Willebranda. Integryna ta przyczynia sie rowniez do
gromadzenia w ptytkowych ziamistosciach a osoczowego fibrynogenu. Fizjologiczne
znaczenie integryny otllb33(GP Ilb-111a) w procesie hemostazy obrazuje skaza krwotoczna
spowodowanajej ilosciowym badz jakosciowym defektem - trombastenia Glanzmanna.
Z drugiej strony inhibitory integryny ajibR3 (GP Ilb-111a) znajduja coraz wieksze
zastosowanie w leczeniu przeciwzakrzepowym [41]. Nalezg do nich monoklonalne
przeciwciata, np. 7E3 - ReoPro -abciximab [6] i drobnoczgsteczkowe peptydy o
dzialaniu antagonistycznym zawierajgce sekwencje RDG - Integrelin, Tirofiban,
Lamifiban, Xemlofiban i inne [48, 31].

Integryna avi33 (GP Ic-11a) jest obecna w PK, komdrkach $srédbtonka naczyniowego,
komérkach miesni gtadkich, fibroblastach i osteoblastach. Jest receptorem witronektyny,
fibrynogenu, czynnika von Willebranda, trombospondyny, osteospondyny i prawdo-
podobnie kolagenu. Obnizongjej ilos¢ stwierdzono w trombastenii Glanzmanna.

Integryna (GP la-l1a) odpowiada za adhezje PK do kolagenu typu I-VIII, przy
czym niezbedny jest tu udziat jondbw magnezu. Jony wapniowe hamuja ten proces.
Defekty w dziataniu tej integryny objawiaja sie zazwyczaj jako tagodne skazy krwotoczne
(agregacja wystepuje pod wptywem wszystkich agonistow z wyjatkiem kolagenu).
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TABELA 2. Wybrane metody badania aktywacji i reaktywnosci poszczeg6lnych fez pobudzenia PK
(wg [13])

Przejaw aktywacji PK Metody badania aktywacji i reaktywnosci
TRANSDUKCJA SYGNALU Fosforylacja/defosforylacja - western blotting
REARGANIZACJA Wiazanie fellicidyny do F-aktyny cytoszkieletu

CYTOSZKIELETU

AKTYWACJA RECEPTOROW Spektroskopia EPR

BEONOWYCH Spektrofluorymetria cytometria
ZMIANA KSZTALTU Metoda optyczna

AKTYWNOSC Zmiana asymetrii lipidowej bton
PROKOAGULACYJINA Wiazanie aneksyny V
METABOLIZM AA Zmiany stezenia tromboksanu-TxB,
ADHEZJA Metody kolorymetryczne i komorowe

Analizatory przeptywowe typu point-of-care

REAKCJA UWALNIANIA Immunoenzymatyczne metody oznaczania biatek uwalnianych
z ziarnistoSci a (selektyna P, P-tromboglobulina, PF-4,
PAI-1 wewnatrzptytkowy),
z ziarnistosci gestych (serotonina)
z lizosoméw (GP-53)
Mobilizacja jonéw wapnia (ziarnistosci geste)
ATP (lucyferyna - lucyferaza)

AGREGACJA Metody turbidymetryczne
Metoda impedancyjna
Acytometria przeptywowa
Metody ubytkowe
Agregometria laserowa

*analizatory przeptywowe typu point-of-care sg pétiloéciowe, oceniajg zaréwno proces adhezji, jak i
agregacji

Integryna a 0 (GP Ic-l1a) jest receptorem fibronektyny, niezaleznym od aktywacji
PK, warunkuje tez tzw. rozpostarcie PK na powierzchni pokrytej fibronektyna.

Integryna (GP Ic-lla) jest receptorem lamininy wystepujgcym na PK i wielu
innych komérkach. Adhezja PK do lamininyjest zalezna od obecnosci jonéw magnezu,
manganu i kobaltu [31, 48].

METODY POMIARU AKTYWACJI | REAKTYWNOSCI PK

Pomiar aktywacji PK pozwala wnioskowa¢ o ich pobudzeniu wewnatrzustrojowym,
czyli o stanie ptytki przed wynaczynieniem krwi. Reaktywnos$¢ to odpowiedz PK na
dziatanie agonistéw lub sit Scinajacych w warunkach ex vivo, okre$lana na podstawie
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parametrow aktywacji ptytek. Nalezy zwréci¢ szczeg6lng uwage na wyjatkowa
wrazliwosé PK, a co za tym idzie duze ryzyko wystapienia niepozadanej aktywacji w
czasie pobierania i preparatyki krwi [14, 15]. Dlatego tak wazne jest odpowiednie
pobranie krwi i wkasciwy dob6r antykoagulanta. Niestety w praktyce nie jest mozliwe
uzyskanie PK, ktére nie uleglty przynajmniej minimalnej niepozadanej aktywacji w
czasie pobierania i przygotowania do wiasciwego oznaczenia [44].

Ze wzgledu na ztozonos¢ proceséw aktywacji PK nie istnieje jedno, uniwersalne
badanie testujgce catkowitg sprawnos$¢ hemostatyczna PK. Kazda z faz aktywacji PK
mozna bada¢ za pomoca kilku alternatywnych metod (tab. 2) [33, 36].

PLYTKA KRWI JAKO KOMORKA MODELOWA

Komoérki i skiadniki krwi sg szczegdlnie narazone na kontakt ze wszystkimi
substancjami w rézny sposéb wprowadzanymi do krwioobiegu, nawet tymi szybko
metabolizowanymi i wydalanymi [3]. Nowosyntetyzowane zwigzki chemiczne, preparaty
otrzymywane z produktéw naturalnych [46] czy tez nowe analogi znanych lekéw sg
przed podjeciem préb klinicznych poddawane wielostopniowej ocenie w badaniach
przesiewowych in vitro i in vivo [30], ROzne strategie badawcze oraz stosowanie w
nich réznych modeli doswiadczalnych pozwalajg na lepsze poznanie biologii procesu
chorobowego, co w konsekwencji prowadzi do poszukiwan nowych lekéw i strategii
terapeutycznych [40]. Zgodnie z definicjg - ,,...model doswiadczalny winien by¢ uktadem
mozliwie zblizonym do uktadu badanego, ale prostszym i tatwiej dostepnym™\29\.

Dzieki swej skomplikowanej strukturze [22] ptytka krwi od latjest wykorzystywana
jako komadrka modelowa w badaniach farmakologicznych lekéw [34], Dzieki temu
mozna zredukowac¢ eksperymenty na zwierzetach i hodowlach komdérkowych. Dotyczy
to nie tylko badan hemostazy, ale poprzez analogie w budowie, takze innych komérek,
np. neuronéw i komérek miesni gtadkich naczyn krwionosnych [24]. Oczywiscie miedzy
ptytka krwi a neuronem istnieja znaczne réznice, ale pewne elementy PK, jak mecha-
nizmy magazynowania i uwalniania serotoniny, receptory ptytkowe dla neuro-
transmiterow (serotoniny, wazopresyny, receptory a2- i P-adrenergiczne) oraz obecnosc
niektérych enzymoéw (np. monoaminooksydazy MAQ) pozwalajg wykorzystac je do
badan przesiewowych lekéw stosowanych w schorzeniach neurologicznych [10, 38].
Réwniez na komorkach miesni gtadkich naczyn krwionosnych i komorkach ptytek krwi
znajdujg sie receptory dla tych samych neurotransmiteréw. Ich stymulacja wywotuje
podobne reakcje w obu typach komorek, tj. zmiane ksztattu PK i skurcz miesni naczyn
krwionosnych [43]. W procesach tych posredniczgtakie same przekazniki — metabolity
fosfatydyloinozytoli i jony wapnia [34, 24],

Wielka zaletg ptytek krwi jest ich dostepnosc i to, ze w przeciwienistwie do komoérek
zwierzecych, czesto wykorzystywanych w badaniach farmakologicznych, sa one
reprezentatywne dla cztowieka [24].
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ZASTOSOWANIE SZCZEPIONEK Z KOMOREK
DENDRYTYCZNYCH W LECZENIU CHOROB
NOWOTWOROWYCH

DENDRITIC CELL VACCINES FOR THE TREATMENT
OF NEOPLASTIC DISEASES

Piotr SMOLEWSKI, Olga GRZYBOWSKA-IZYDORCZYK

Klinika Hematologii Instytutu Medycyny Wewnetrznej Uniwersytetu Medycznego
w todzi

Streszczenie: Leczenie przeciwnowotworowe polegajgce na selektywnym pobudzaniu uktadu odporno-
$ciowego do walki z chorobg stato sie ostatnio ponownie przedmiotem rosnacego zainteresowania wie-
lu o$rodkoéw klinicznych na $wiecie. Jedna z bardzo obiecujgcych strategii immunoterapii jest wykorzy-
stanie szczepionek z komoérek dendrytycznych, poddanych uprzedniej ekspozycji na antygeny nowo-
tworowe. Szczepionki takie zastosowano w szeregu wstepnych préb klinicznych, najczesciej u chorych
na guzy lite, w tym na czerniaka ztos$liwego. Szereg doniesien dotyczy takze chor6b nowotworowych
krwi, szczeg6lnie chtoniakéw ztos$liwych oraz szpiczaka mnogiego. W artykule przedstawiono podsta-
wy teoretyczne oraz metody przygotowywania szczepionek z komoérek dendrytycznych, a takze wyniki
przeprowadzonych dotychczas badan klinicznych w poszczegdélnych rodzajach nowotworéw.

Stowa kluczowe: komérki dendrytyczne, immunoterapia, szczepionki, choroby nowotworowe, biatacz-
ki, chtoniaki.

Summary: During the last two decades treatment based on selective stimulation of immune system has
became a promising anti-neoplastic strategy, tested in several clinical centers all over the world. Vaccina-
tion with dendritic cells previously exposed to tumor antigens seems to be one of the most attractive
approaches of immunotherapy. Dendritic cell-based vaccines were tested in many early phase clinical
trials in patients with solid tumors, including malignant melanoma. There are also several reports on
effectiveness ofthis therapeutic approach in patients with hematological malignancies, especially mali-
gnant lymphomas and multiple myeloma. In this review we summarize theoretical rationale and the ways
of preparation ofdendritic cell vaccines as well as results oftheir use in clinical trials with different types
ofmalignancy.

Key words: dendritic cells, immunotherapy, vaccines, neoplastic diseases, leukemias, lymphomas.
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Wykaz stosowanych skrétow: APC (antigen presenting cells’) — komoérki prezentujgce antygen, BDC
(blooddendritic cells) - komérki dendrytyczne krwi obwodowej; B-NHL (B-cell non-Hodgkin § lympho-
mas) — chtoniaki nieziamicze B-komdrkowe; BrdU - bromodeoksyurydyna; CLL (chronic lymphocytic
leukemia) - przewlekta biataczka limfatyczna; CML (chronic myelogenous leukemia) - przewlek}a bia-
taczka szpikowa; CR (complete remission) — catkowita remisja; DC (dendritic cells) - komoérki dendry-
tyczne; DTH (delayed type hypersensitivity) — reakcja nadwrazliwosci typu op6znionego; GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony stimulatingfactor) — czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocy-
tow i makrofagéw; HLA (human leukocyte antigen) — antygeny gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej;
IAP (inhibitor ofapoptosis) — rodzina inhibitoréw apoptozy; ID (idiotype) - biatko idiotypowe; IFN -
interferon; Il - interleukina; KLH (keyhole limpet hemocyanin) — hemocyjanina; MHC (major histocom-
pability complex) - gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej; MM (multiple myeloma) - szpiczak mnogi;
PAC (prostate acid phosphatase) — kwasna fosfataza; PPD (proteine purified derivative) — oczyszczona
pochodna biatkowa; PR (partial remission) - cze$ciowa remisja; PSA (prostate specific antigen) - anty-
gen specyficzny dla raka stercza; PSMA (prostate specific membrane antigen) - btonowy antygen
specyficzny dla raka stercza; SCF(stem cellfactor) - czynnik wielopotencjalnej komérki pnia; TAA
(tumor associated antigen) — antygen zwiazany z nowotworem; TCR (Tceli receptor) - receptor limfo-
cytéw T; TL (tall-like receptor) - receptor TL; TNF (tumor necrosisfactor) — czynnik martwicy nowo-
tworéw; TSA (tumor specific antygen) — antygen specyficzny dla nowotworu.

CHARAKTERYSTYKA BIOLOGICZNA KOMOREK
DENDRYTYCZNYCH

OdpowiedZ immunologicznajest procesem, w ktérym organizm broni sie przed inwazja
czynnikéw chorobotwadrczych poprzez ich rozpoznanie, neutralizacje i eliminacje, nie
wywotujac negatywnych reakcji w organizmie gospodarza. Niezwykle wazna jest
zdolnos$¢ uktadu immunologicznego do wykrywania i niszczenia komorek
nowotworowych polegajgca na aktywacji cytotoksycznych limfocytéw T [89].

Jednym z podstawowych elementéw koordynujacych ten ztozony proces wydaja sie
by¢ komorki dendrytyczne (dendritic cells, DC). DC majg zdolno$¢ do inicjowania i
kontrolowania odpowiedzi immunologicznej na obce antygeny [21]. Ponadto odgrywajg
one kluczowa role w zapobieganiu autoimmunizacji poprzez wytworzenie tolerancji na
wilasne antygeny i stanowia wazne ogniwo pomiedzy wrodzong (nieswoistg) i nabyta
(swoista) odpowiedzig immunologiczna [8].

DC naleza do grupy komérek prezentujgcych antygen (antigen presenting cells,
APC), ktérych obecnos¢ wykazano w Sledzionie, weztach chtonnych oraz wiekszosci
narzadéw nielimfoidalnych [20,44,68]. APC maja zdolno$¢ do wychwytywania i
przetwarzania antygendw we krwi obwodowej i w tkankach. Po kontakcie z antygenem
migrujg do okolicznych weztéw chtonnych, gdzie prezentujg go spoczynkowym
limfocytom [21].

Niedojrzate DC pochtaniaja i przetwarzajg antygen jak typowe APC, ale dla
wzbudzenia efektywnej odpowiedzi limfocytow muszg one dojrze¢ do w petni
aktywowanych DC, odznaczajacych sie wysoka ekspresjg kompleksow antygen-biatko
uktadu zgodnosci tkankowej (major histocompability complex, MHC) oraz czasteczek
kostymulujacych. Fenotyp dojrzatej DC cechuje wiec ekspresja antygenow MHC klasy
i ll, CD80, CD86, CD83, CD40 oraz CCR7, chemokiny odpowiedzialnej za migracje
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do weztéw chtonnych [15]. DC prezentujg limfocytom T antygen w potaczeniu z
czasteczkami MHC klasy 1 i Il. Interakcja antygenu obecnego na czasteczkach MHC z
receptorem limfocytOdw rozpoznajgcym antygen (TCR) jest sygnatem, ktéry obok
dodatkowych czynnikdw kostymulujacych, jest niezbedny do aktywacji komorek T.

Na podstawie zmian morfologicznych, jakim DC podlegajgw trakcie wedrowki do
wezta chtonnego oraz wystepujacych pomiedzy nimi réznic fenotypowych i czynnos-
ciowych, komorki te podzielono na kilka typéw. Wsréd nich wyrdznia sie komorki
Langerhansa, $srédmigzszowe komorki dendrytyczne, komorki splatajgce sie
(interdigitating cells), welonowate i folikulame DC (tab. 1) [39]. Rézne typy DC
mozna spotkac praktycznie we wszystkich tkankach, w tym réwniez we krwi obwodowej,
gdzie w spos6b ciaglty eksponowane sg na antygeny (blood dendritic cells, BDC)
[89]. Na podstawie fenotypu wyrdznia sie dwie gtéwne subpopulacje DC [25,67,68,89].
Jedna z nich to komorki CD 11 c- o0 morfologii i ekspresji limfoidalnej, bedace prekurso-
rami plazmocytoidalnych DC. Komorki te bez kontaktu z antygenem migrujg do weztow
chtonnych, gdzie moga indukowac tolerancje limfocytéw na wiasne antygeny. Druga
subpopulacja to monocytoidalne DC, CDI 1+ , ktére wykazujg ekspresje markerow
mieloidalnych, dajac poczatek DC oraz makrofagom obecnym w tkankach [67]. Dzieki
swoim wiasciwosciom immunostymulujgcym komérki te znalazty zastosowanie w
immunoterapii.

ZASADY PRZYGOTOWYWANIA SZCZEPIONEK
Z KOMOREK DENDRYTYCZNYCH

DC, podobniejak monocyty czy makrofagi, pochodza z macierzystej komorki szpiku
CD34+. Odkrycie, ze mieloidalne DC mozna stosunkowo tatwo uzyskac¢ z monocytow
lub tez z prekursorowych komérek CD34+, umozliwito otrzymanie po raz pierwszy
ich wiekszej liczby [46,55,56]. W prawidtowych warunkach DC stanowig bowiem
jedynie do 0,2% leukocytéw krwi obwodowej. W wiekszosci dotychczasowych badan
klinicznych stosowano DC pochodzace z monocytéw, ktére hodowane in vitro przez
5-7 dni w obecnosci czynnika stymulujagcego wzrost kolonii granulocytéw i makrofagow
(GM-CSF) oraz interleukiny 4 (IL-4) przeksztatcajg sie w niedojrzate DC. Nastepne
dwa dni hodowli w obecnosci cytokin, miedzy innymi TNF-alfa (tumor necrosisfactor
alpha), umozliwia uzyskanie DC zdolnych do prezentacji antygenu (ryc. 1) [44,69,72].

Rzadziej pozyskuje sie DC z komérek macierzystych CD34+. Kilkudniowa hodowla
w mieszaninie cytokin, takich jak: SCF (stem cellfactor), IL-3, TNF-alfa oraz ligandu
FIt3 (ryc. 1), pozwala na uzyskanie znacznie mniejszej ilosci wysoko zr6znicowanych
i dojrzatych komoérek [2,40], Wiedza na temat znaczacej roli DC w koordynowaniu
reakcji obronnych organizmu oraz indukowaniu specyficznej odpowiedzi immunolo-
gicznej skierowanej przeciwko komaérkom nowotworowym byta podstawa do podjecia
prob ich wykorzystania w postaci szczepionek w immunoterapii choréb nowotworowych.
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RYCINA 1. Przygotowywanie szczepionek z DC: indukowanie dojrzewania komérek pnia (CD34+) lub
monocytéw (CD 14+) w warunkach ex vivo

Wiekszos¢ chorych na choroby nowotworowe wymaga wielokierunkowej terapii,
obejmujacej czesto, poza ewentualnym leczeniem chirurgicznym, radio- i/lub chemio-
terapie. Niestety, sg one mato swoiste, niszczac zaréwno chore, jak i zdrowe komorki
organizmu, co jest zrédtem wielu objawoéw ubocznych. Poszukiwania mozliwie wybioérczej
i najmniej obcigzajgcej dla chorego metody leczenia doprowadzity do badan nad alter-
natywnymi strategiami terapeutycznymi. Jedng z nich jest immunoterapia w réznych
jej odmianach, w skiad ktérej, obok coraz powszechniej stosowanych przeciwciat
monoklonalnych (bierna immunoterapia), wchodzg szczepionki przeciwnowotworowe
jako forma immunoterapii aktywnej. Rozpoczeto opracowywanie szczepionek, w ktérych
DC zawiera specyficzny dla nowotworu antygen {tumor specific antigen, TSA) lub tez
antygen zwigzany z guzem {tumor associated antigen, TAA), obecny takze w komorkach
zdrowych [ 10,78], Po podaniu szczepionki choremu oczekuje sie specyficznej odpowiedzi
limfocytow T, skierowanej przeciwko okreslonemu TSA lub TAA [62,91].

Do zdefiniowanych dotychczas TSA naleza miedzy innymi PSA {prostate specific
antigen) w raku stercza oraz chimeryczne biatka kodowane przez gen bcr-abl w
przewlekiej biataczce szpikowej [47,89]. Natomiast onkoproteina p53, ktérej wysoka
ekspresje stwierdza sie w guzach litych (np. raku piersi) czy biatka MAGE-! w czerniaku
lub MUC-1 {mucin gene 1) w raku sutka sg klasycznymi przyktadami znacznie czesciej
identyfikowanych antygenéw zwigzanych z nowotworem, TSA [70,89].

DC staje sie efektywng komérka APC po ekspozycji czasteczek MHC na antygen,
Zjego nastepowym wprowadzeniem do wnetrza komorki (tzw. pulsowanie DC; z ang.
pulsing) (ryc. 2). Najczesciej wykorzystuje sie w tym celu inkubacje DC z peptydami
wigzacymi klasy | i THLA {human leukocyte antigeri). Te ostatnie moga sie wbudowac
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Preparatyka szczepionek z DC

Pulsowanie: endocytoza Ag; Modyfikacja genetyczna
wprowadzanie epitopéw do Wprowadzenie sekwencji
czasteczek MHC na DC DNA do genomu DC
Zrodio Ag:
> Lizat komoérek guza
> Peptydy

> Transfekcja RNA

> Rekombinowane biata

> Bialko idiotypowe

> Fuzja DC-komoérka nowotworowa
> Ciatka apoptotyczne komorek g

RYCINA 2. Zrédto antygenéw (Ag) i metody ich wprowadzania do DC

bezposrednio do czasteczek MHC na powierzchni komoérek lub sg wprowadzane
endogennie, po proteolitycznym rozktadzie lizatdw guza czy rekombinowanych biatek
pochodzacych z komérki nowotworowej [57,70,96]. Ze wzgledu na trudnosci w
identyfikacji i pozyskiwaniu czystych antygenéw nowotworowych, w celu stymulacji
DC wykorzystuje sie takze ciatka apoptotyczne pochodzace z komorek nowotworowych,
eksony, RNA czy transgeny DNA kodujacego antygeny guza oraz RNA pochodzace
bezposrednio z tkanek nowotworu [ 1,13,26,73,80,95], Innaalternatywajest tworzenie
szczepionek poprzez fuzje DC i komorek nowotworowych [31].

W odréznieniu od wiekszosci immunoterapeutykéw podawanych dozylnie szczepionki
z DC aplikowane sgnajczesciej srodskomie lub nawet bezposrednio do weztéw chtonnych
drenujgcych obszar nacieku nowotworowego [55]. Okazuje sie takze, ze niedojrzate DC
migrujg w mniejszym stopniu niz komorki dojrzate [27]. Stwierdzono, ze po podaniu
Srodskdmym dociera do weztdéw chtonnych mniej niz 5% dojrzatych DC. Pobudzenie
aktywnosci migracyjnej DC moze wiec podnies¢ efektywnos$¢ stosowanej szczepionki.
Istotne znaczenie praktyczne moze mie¢ wykazanie stymulujacego wptywu cytokin
prozapalnych, metaloproteinaz czy ligandoéw receptora TL (tall-like receptor, TLR)
dodanych do hodowli DC na ich migracje do weztow chtonnych [63]. Z drugiej strony,
problem migracji mozna oming¢ stosujac bezposrednig iniekcjg DC do weztow chtonnych
lub naczyn limfatycznych, co zaburzajedynie architekture pierwszego wezia.

Ostatnie doniesienia wskazuja, ze by¢ moze najskuteczniejsze okaze sie tgczenie
réznych drog wprowadzania szczepionek do organizmu. W zaleznosci od lokalizacji
guza, podanie dozylne czy srédskdme moze by¢ bardziej wskazane w nowotworach z
przerzutami, na przyktad do weztéw chtonnych. Moze to zaleze¢ od interakcji pomiedzy
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DC a komérkami T w roznych tkankach, a takze sposobu migracji aktywowanych
limfocytow T [55].

SZCZEPIONKI Z KOMOREK DENDRYTYCZNYCH - PROBY
KLINICZNE

Préby kliniczne z wykorzystaniem szczepionek z DC prowadzone sg od potowy lat
dziewiecdziesigtych. Pierwsze doniesienie autorstwa Hsu i wsp. ukazato sie w 1996
roku [24]. Dotychczas wiekszo$¢ szczepionek z DC uzywano w celu stymulacji
odpowiedzi immunologicznej, w szczegdlnosci przeciw komérkom raka [4,45,65].
Najliczniejsze, a zarazem najbardziej obiecujace proby kliniczne przeprowadzono u
chorych na czerniaka ztosliwego [13,89].

Od czasu wspomnianej pierwszej publikacji przeprowadzono kilkadziesigt badan
klinicznych, stosujac szczepionki z DC w réznych jednostkach chorobowych. Przed-
miotem zainteresowania badaczy byli rowniez pacjenci z rakiem prostaty, nerki, piersi
oraz chorzy cierpigcy na choroby uktadu krwiotwdrczego, w tym na szpiczaka mnogiego
(multiple myeloma, MM) i chioniaki nieziamicze B-komorkowe (B-cell non-Hodgkin 3
lymphoma, B-NHL).

Skuteczno$¢ szczepionek z komoérek dendrytycznych w czerniaku ztosliwym

Jak wspomniano, wiekszos$¢ badan z wykorzystaniem szczepionek z DC przepro-
wadzona byta dotychczas u chorych na czerniaka zto$liwego [6,12,38,49,77,85]. Duze
zainteresowanie tym typem nowotworu wynika prawdopodobnie ze stosunkowo dobrze
poznanej immunopatologii czerniaka, co daje duze mozliwosci w wytworzeniu opty-
malnej szczepionki. Nie bez znaczeniajest réwniez brak innych opcji terapeutycznych
mozliwych do zaproponowania pacjentom w zaawansowanym stadium tej choroby.

W badaniu opublikowanym w 1998 roku prze Nestle i wsp. [49] wykorzystano
szczepionki powstate przez potgczenie niedojrzatych DC pochodzenia monocytoidalnego
z lizatem nowotworowym badz mieszaning typowych dla czerniaka peptydéw (MAGE-
1/MAGES3, melana, tyrosinase gp 100) oraz hemocyjaning(&eyAo/e limpet hemocyanin,
KLH). Po iniekcji doweztowej u pacjentéw z IV stopniem zaawansowania choroby
catkowita remisje (CR) stwierdzono u dwéch chorych, czesciowa remisje (PR) u trzech,
a u pozostatych 11 z 16 leczonych zaobserwowano dodatnig, antygenowo specyficznag
reakcje nadwrazliwosci typu opdznionego (delayed type hypersensitivity, DTH). Wyniki
te odzwierciedlaty stopien korelacji pomiedzy immunologiczngi kliniczng odpowiedzig
na leczenie.

Podobne efekty odnotowat Banchereau i wsp. [3] (CR - 3/18, PR - 4/18, DTH - 16/
18) po srodskdmym podaniu szczepionki z DC pochodzgcych z komérek macierzystych
CD34+, pulsowanych czterema peptydami typowymi dla czerniaka, KLH oraz biatkami
wirusa grypy - w grupie 18 chorych w zaawansowanym stadium czerniaka. Takze w
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tym badaniu odnotowano dobrg korelacje pomiedzy kliniczng i immunologiczng
odpowiedzig na zastosowane leczenie.

O’Rourke i wsp. [52] przeprowadzili podobne badanie w grupie pacjentéw z wysokim
stopniem zaawansowania choroby podajgc im szczepionke z niedojrzatych, monocytoi-
dalnych DC pulsowanych napromienianymi komdrkami czerniaka. Trzech sposrod 12
chorych osiggneto trwalg CR, a u trzech kolejnych stwierdzono PR choroby. Zaobserwo-
wano takze, ze najlepsza odpowiedz na podane leczenie wystepuje u chorych z mniejszg
wyjsciowa masa guza. Nie odnotowano natomiast wyraznego zwigzku pomiedzy
uzyskang odpowiedzig a dawka podawanej szczepionki.

Odmienny typ szczepionki w postaci hybrydy DC-komérka nowotworowa zastoso-
wali u pacjentéw z czerniakiem Trefzer i wsp. [86], W grupie 17 poddanych prébie
chorych, CR obserwowano u jednego, PR réwniez u jednego, a stabilizacje choroby
uzyskano u szesciu badanych.

Szczepionki z komdrek dendrytycznych w guzach litych

Szereg badan klinicznych z uzyciem szczepionek z DC dotyczy chorych z rakiem
gruczotu krokowego. Wynika to w duzej mierze z mozliwosci identyfikacji w tej chorobie
az trzech antygenow specyficznych dla raka prostaty: PSA (prostate spécifie antigen),
PSMA (prostate spécifie membrane antigen) i PAC (prostate acid phosphatase). W
wiekszosci z tych badan wstrzykiwano dozylnie szczepionki powstate przez potgczenie
niedojrzatych DC pochodzacych z krwi obwodowej (BDC) lub monocytoidalnych DC
ze swoistymi antygenami nowotworowymi [5,14,48,76]. Heiser i wsp. [23] podawali
$rodskomie i dozylnie szczepionki z niedojrzatych monocytoidalnych DC pulsowanych
MRNA-PSA u trzech chorych z zaawansowanym rakiem gruczotu krokowego. U
wszystkich badanych uzyskano silng odpowiedzZ limfocytow T, czemu towarzyszyto
obnizenie poziomu PSA w surowicy krwi i nieobecno$¢ komérek nowotworowych we
krwi obwodowej.

Zachecajace wyniki opisano w grupie pacjentéw z przerzutowym rakiem nerki po
podaniu szczepionki z DC uzyskanej w wyniku fuzji allogenicznych, dojrzatych,
monocytoidalnych DC z autologicznymi komérkami nowotworowymi [66]. Sposréd
17 badanych chorych, u czterech zaobserwowano CR. Podobne, cho¢ nie tak obiecujgce
wyniki uzyskano w analogicznych grupach chorych po zastosowaniu dojrzatych monocy-
toidalnych DC pulsowanych lizatem z komérek nowotworowych (8/12-PD, 4/12 SD,
7/12 DTH) [43].

Préby z zastosowaniem szczepionek z DC przeprowadzono takze u chorych naraka
piersi [4,29,59]. Przeprowadzone badania oceniaty dziatanie szczepionek z monocy-
toidalnych DC pulsowanych peptydami nowotworowymi, podawanych $rodskémie i
dozylnie. Prébowano réwniez stosowaé wstrzykiwane podskérnie niedojrzate monocy-
toidalne DC potgczone z cDNA dla biatka MUC1 [4,29]. Tylko w jednym przypadku
obserwowano regresje zmian przerzutowych u chorej po podaniu niedojrzatych monocy-
toidalnych DC pulsowanych lizatem nowotworowym i wstrzyknietych doweztowo [29].
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Podejmowane sg takze préby stosowania omawianego typu immunoterapii w
chorobach nowotworowych jelita grubego, przetyku, zotgdka oraz trzustki [30,58,60,71],
w ktérych pozytywna odpowiedZ na zastosowane leczenie obserwowana jest jednak
tylko sporadycznie.

Szczepionki z komorek dendrytycznych w chorobach nowotworowych ukfadu
krwiotworczego

Do osobnej grupy choréb, w stosunku do ktorych prowadzono proby zastosowania
DC w celach terapeutycznych, naleza nowotwory uktadu krwiotworczego.
Szczego6lnie dobrym celem dla immunoterapii wydaja sie chorzy na B-NHL oraz
MM, u ktérych antygenem spetniajgcym kryteria TSA jest tak zwanego biatko
idiotypowe (Id, idiotype) obecne w komérkach nowotworowych [11], Id jest mono-
klonalngimmunoglobuling zawierajacg specyficzne sekwencje biatkowe w regionach
zmiennych, w miejscach wigzacych antygen [32]. W chorobach z klonalng proliferacjg
komarek B, komdrka nowotworowa syntetyzuje pojedynczy typ czasteczki globuliny z
unikalnym zmiennym regionem (Id), ktéry moze stymulowa¢ specyficzng odpowiedz
humoralng i komdérkowa [33]. Dzieki temu biatko 1d moze by¢ wykorzystane jako cel
dla immunoterapii. W trakcie przygotowywania szczepionki, DC uzyskane drogg leuka-
ferezy z krwi obwodowej poddaje sie inkubacji in vitro z biatkiem Id. Szczepionka
wykonywana jest indywidualnie dla kazdego chorego i podawana drogg dozylng oraz
podskdrnie, dla wzmocnienia odpowiedzi immunologicznej [42,62,82,83,87].

Jak wspomniano, pierwszg proba klinicznego zastosowania szczepionki z DC byto
badanie przeprowadzone przez Hsu i wsp. [24] u czterech pacjentow z chtoniakiem
grudkowym. OdpowiedZ kliniczng uzyskano u trzech z nich (CR - 2, w tym jedna
potwierdzona molekularnie i PR - 1). Po uptywie szesciu lat ta sama grupa badaczy
opub-likowata wyniki stosowania szczepionek z DC u og6tem 35 chorych na B-NHL
[82]. U o$miu chorych stwierdzono specyficzng odpowiedz proliferacyjng limfocytéw
skie-rowana przeciw biatku Id. CR uzyskano u trzech chorych, w tym ujednego remisje
molekularng, natomiast u czwartego pacjenta obserwowano PR. Inni autorzy uzyskiwali
rownie obiecujgce wyniki [10].

Regresje zmian chorobowych obserwowano w skdrnych NHL, T-komdérkowych [41],
U pieciu z 10 leczonych chorych uzyskano obiektywng odpowiedz kliniczng, w tym u
jednego CR utrzymujgcgsie po 19 miesigcach obserwacji. U pozostatych czterech chorych
uzyskano PR, w tym u dwodch roéwniez trwalg przy medianie obserwacji 10,5 miesigca.

Interesujgcg modyfikacja immunoterapii sg szczepionki z DC pulsowanych epitopami
surwiwiny {survivin), biatka z rodziny inhibitoréw apoptozy {inhibitor ofapoptosis,
IAP). Surwiwina wykazuje ekspresje w komdrkach wiekszosci typéw nowotworow,
spetnia wiec kryteria TAA [74]. Badanie przeprowadzone na myszach z chtoniakiem
B-komorkowym A20 wykazato wysoka skutecznos¢ tych szczepionek w zakresie
indukowania swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej, wskazujgc na nowe mozli-
wosci immunoterapii z uzyciem DC [75].
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Ze wzgledu na ekspresje biatka Id na komérkach szpiczakowych préby zastosowania
szczepionek z DC sg szczego6lnie uzasadnione réwniez u chorych na MM [84,88,90].
Potwierdzono to juz w 1998 roku, gdy Wen i wsp. [92] zastosowali szczepionke z
monocytoidalnych DC pulsowanych biatkiem Id u chorego z zaawansowang postacig
MM, uzyskujac znaczacy spadek stezenia biatka monoklonalnego. Réwniez Lim i wsp.
[36] przeprowadzajgc rok pézniej badanie w grupie szesciu chorych z MM uzyskali
specyficzng odpowiedz immunologicznapo podaniu niedojrzatych DC, eksponowanych
na antygen Id oraz KHL. Podobnie korzystne efekty obserwowali Liso i wsp. [37].
Nadzieje na zwiekszenie efektywnosci immunoterapii daja ostatnie dane, z ktérych
wynika, ze hybrydy DC z komérkami szpiczakowymi moga indukowac cytolize komarek
guza w réznych modelach doswiadczalnych, wigczajac w to wczesniejszg modyfikacje
komérek nowotworowych genami kodujgcymi IL-4 lub IL-12 [19].

Kolejng chorobg nowotworowa uktadu krwiotwoérczego, w ktérej zastosowanie
szczepionek z autologicznych DC moze otworzy¢ nowe mozliwosci terapeutyczne, jest
przewlekta biataczka szpikowa {chronic myelogenous leukemia, CML) [7,9]. Cechuje
sie ona bowiem obecnoscigjednego z dwdéch chimerycznych biatek kinazy tyrozynowej,
bedacych produktem genu bcr-abl. Z uwagi na fakt, ze sg to biatka wystepujace
praktycznie tylko w komérkach biataczkowych, mogg stuzy¢ jako TSA dla cytoto-
ksycznych limfocytéw T [47], Pierwsze doniesienie dotyczace préby klinicznego
zastosowania szczepionek z DC u pacjentow z CML pochodzi z 1999 roku [16]. U
chorego leczonego wczesniej interferonem (IFN)-alfa oraz autotransplantacjg szpiku
kostnego, po zastosowaniu szczepionki z dojrzatych DC inkubowanych komdérkami
biataczkowymi Ph+ oraz biatkiem PPD {protein purified derivative), obserwowano
specyficzng odpowiedz immunologiczngoraz odpowiedz hematologiczng, z uzyskaniem
czesciowej remisji cytogenetycznej. Inne badania zdajg sie potwierdza¢ stusznosc
stosowania tego typu immunoterapii u pacjentéw z CML [8,22,54,93].

Przedmiotem zainteresowania badaczy, prébujacych wykorzystaé metode immuno-
terapii opartg na szczepionkach z DC, sg réwniez chorzy z przewlekta biataczka
limfatyczna {chronic lymphocytic leukemia, CLL). Stwierdzono, ze DC w CLL majg
prawidtowa funkcje i moga stuzy¢ jako komorki prezentujace antygen (APC) dla celow
immunoterapii [64]. Ponadto, monocyty od chorych na CLL z aktywngchorobgroznicujg
sie do DC, ktére maja defekty fenotypowe i czynnosciowe nieobserwowane u chorych w
remisji [53]. Pierwszymjak dotad doniesieniem przedstawiajacym wyniki prob klinicznych
z uzyciem DC w CLL jest bedacy aktualnie w druku raport Hus i wsp. [26], ktGrzy
podawali szczepionki z autologicznych DC pulsowanych lizatami lub ciatkami
apoptotycznymi z komorek biataczkowych u dziewieciu chorych we wczesnym stadium
CLL. Autorzy wykazali specyficzng odpowiedz cytotoksycznych limfocytow T na antygen
RHAMMY/CD168, stanowigcy TAA dla komoérek CLL, z jednoczesng odpowiedzig
hematologiczng w postaci redukcji leukocytozy oraz liczby nowotworowych komérek
CD5+CD19+. Uzyskane wyniki wskazujg na potencjalng skuteczno$¢ szczepionek z DC
u chorych na CLL, przy bardzo dobrej tolerancji tego leczenia. Nalezyjednak podkresli¢,
ze ze wzgledu na specyfike CLL ocena rzeczywistych korzysci nowych strategii
leczniczych, w tym immunoterapii, wymaga znacznie dtuzszych obserwacji niz w
przypadku bardziej agresywnie przebiegajacych chordb uktadu krwiotwérczego.
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Z uwagi na to, ze nie wyodrebniono dotad TSA czy TAA wspélnych dla ostrych
biataczek, przygotowanie efektywnych szczepionek z DC dla tych chorychjest niezwykle
trudne. Opublikowane dotychczas wyniki préb stosowania immunoterapii w tej grupie
choréb wykazuja obecno$¢ odpowiedzi immunologicznej na szczepienie i dobrg
tolerancje kliniczng leczenia, jednak nie potwierdzajg znaczacej odpowiedzi hemato-
logicznej, jak na przykiad redukcji odsetka komorek biataczkowych w szpiku
[17,18,28,34,35].

OBJAWY NIEPOZADANE W TRAKCIE LECZENIA
SZCZEPIONKAMI Z KOMOREK DENDRYTYCZNYCH
| OCENA WYNIKOW LECZENIA

Immunoterapia z uzyciem szczepionek z DC jest na og6t bardzo dobrze tolerowana.
Z opisywanych objaw6w ubocznych najczestszymi sa stany goraczkowe oraz miejscowe
reakcje poszczepienne. Ponadto, u okoto potowy pacjentéw z czerniakiem po podaniu
szczepionki z DC obserwowano bielactwo wynikajgce prawdopodobnie z indukowanej
w ten spos6b immunologicznej destrukcji melanocytéw [50]. Sgréwniez doniesienia o
pojawieniu sie miejscowych zmian zapalnych wokét ognisk przerzutowych, co powinno
by¢ brane pod uwage przy rozwazaniu mozliwosci stosowania tego typu terapii u chorych
z rozsiang choroba nowotworowa [81]. Najbardziej zastanawiajgcym, a jednoczes$nie
niezwykle rzadko obserwowanym objawem ubocznym jest rozwoj chordb autoimmu-
nologicznych u pacjentéw szczepionych DC pulsowanymi petnymi czgsteczkami
antygenéw badz tez preparatem otrzymanym z samego guza.

Nalezy podkresli¢, ze poréwnawcza analiza wynikéw réznych badan klinicznych
jest bardzo trudna, ze wzgledu na stosowanie réznorodnych protokotéw i technik
badawczych, w tym ré6znych metod oceny skutecznosci immunoterapii [13]. Niewatpliwie
najbardziej dostepnym materiatem pozwalajagcym na monitorowanie efektéw tego
leczenia jest krew obwodowa, w ktérej bada sie parametry specyficznej odpowiedzi
immunologicznej [51]. Takze preparaty otrzymane z bioptatéw szpiku kostnego, weztow
chtonnych czy nacieku nowotworowego wydaja sie by¢ réwniez zrodtem wielu cennych
informacji [79]. Bardzo istotnym kryterium powinna by¢ ocena efektu klinicznego oparta
najednolitych zasadach.

Jednym ze sposobow oceny odpowiedzi immunologicznej po zastosowaniu
szczepionek z DC jest wykrywanie we krwi obwodowej cytokin produkowanych zaréwno
przez dojrzate APC, jak i limfocyty Thl i Th2 [89]. Stosujac metode immunoenzyma-
tyczngELISPOT bada sie miedzy innymi obecno$¢ IFN-gamma, TNF-beta, 11-4,11-10
oraz 11-12. Prowadzono réwniez préby wykrywania autoreaktywnych limfocytow T
wykorzystujagc metode cytometrii przeptywowej oraz bromodeoksyurydyny (BrdU)
stuzacg do oceny proliferacji komérkowej. Innym sposobem monitorowania odpowiedzi
immunologicznej u chorych poddanych immunoterapii sg badania z wykorzystaniem
tetrameréw biatkowych MHC zaréwno do oceny specyficznej odpowiedzi we krwi
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obwodowej, jak i w prébkach guza czy weztéw chtonnych majace na celu okreslenie
interakcji cytotoksycznych limfocytéw T [94].

Ze wzgledu na wiele stosowanych technik przygotowania szczepionki (ré6zne zrodto,
metody aktywacji i r6znicowania DC), jej podawania oraz monitorowania odpowiedzi
immunologicznej i klinicznej, interpretacja i poréwnanie wynikéw dotychczasowych
doniesien sg jednak bardzo utrudnione. Prowadzenie dalszych badan klinicznych z
uzyciem szczepionek z DC wymaga wiec bezwzglednie odpowiedniej standaryzacji.
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[1] HNIL1CA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, Schwartz E
[red.] Histone and Nuclcohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64..

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

Tabele, opisy schematéw i rycin powinny by¢ zatgczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki
muszg by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane
na blyszczacym papierze. Barwne ryciny i zdjecia sg ptatne.Wymiary poszczeg6lnych rycin, schematéw
i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Na zdjeciach prosimy zamieszcza¢ podziat-
ke, a nie podawa¢ powiekszenia w podpisie w zwigzku z potrzeba zmniejszania ilustracji. Jezeli zataczniki sa
zapozyczone z innych Zzrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpniete i dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa
na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie. Wszystkie zataczniki, np. wykaz
skrotéw, muszg mie¢ na odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie gory i dotu ilustracji. Jednostki miar musza
by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest
do wykonania korekty autorskiej i zwrdcenia jej w ciagu doby. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami
tekstu wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja-
bezptatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga zamoéwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte.
Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwréci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja
zrezygnuje z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedzg na list redaktora. Od stycznia
2003 r. Redakcja wprowadza odptatno$¢ 300,- zt za artykut nie przekraczajacy 15 str. druku.

Redakcja prosi takze o dotaczenie tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, tabel Tres¢ pracy nie byta uprzednio publikowana,

i rycin tak nie nie zostata wystana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znaja i akceptujg prace tak nie Dofaczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce z

Jest zgodaosob, ktérych informacije nie- podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego
publikowane sa zamieszczone w tekscie tak nie  z komputera IBM tak nie

Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zatgczonym maszynopisie  tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w ,,Postepach” przechodzi na wasno$¢ Fundacji Biologii
Komorki i Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autoréw
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