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W tym zeszycie ,,Postepdéw Biologii Komorki

Regulacja cyklu komoérkowego jest omawiana w dwu publikacjach
obecnego zeszytu ,Postepow”:

Na stronie 569 Czytelnik znajdzie relacje z konferencji poswieconych
temu zagadnieniu w zwigzku z 30-leciem odkrycia czynnika cytopla-
zmatycznego odpowiedzialnego za rozpoczecie fazy M cyklu. Czynnik
ten o nazwie MPF (Maturation Promoting Factor) wykryli w oocytach
zaby Masui i Market w 1971 roku. Wykazano, ze MPF jest kompleksem
dwéch biatek: kinazy biatkowej zaleznej od cykliny - CDK (Cycline-De-
pendentKinase) oraz cykliny-jednostki regulatorowej.

Na stronie 481 mozna znalez¢ prace o biatku p27, jednym z inhibitoréow
kinaz zaleznych od cyklin. Bialko to nie tylko kontruluje cykl komorkowy
przez regulacje aktywnosci kompleksow CDK i cyklin, ale uczestniczy
rowniez w indukcji apoptozy. Ten ostatni wptyw nie jest dobrze poznany,
ale budzi zainteresowanie wobec zaburzenia ekspresji p27 w rozro-
stach nowotworowych.

Na komoérkach nowotworéw pochodzenia neuroektodermalnego, z
uktadu krwiotwdrczego i miesakdw z miesni poprzecznie prgzkowanych
wystepuje biatko okreslane jako CD56 albo NCAM. Jest to biatko 140
kD nerwowej czgsteczki adhezyjnej, ktérej budowe, biosynteze i pra-
wdopodobne funkcje opisano na stronie 599.

Chcemy zwréci¢ uwage Czytelnikbw na publikowane w internecie stre-
szczenia artykutdw ukazujgcych sie w,Postepach Biologii Komérki” pod
adresem:

www.mol.uj.edu.pl/pbk

Streszczenia sg w jezyku polskim iangielskim. Nie jestto moze jeszcze
prowadzone bardzo sprawnie, ale czynimy starania, aby ten sposo6b
przekazywania informacji poprawic.
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ROLA WAPNIOWEGO SYSTEMU PRZEKAZYWANIA
SYGNALOW W REGULACJI WZROSTU LAGIEWEK
PYLKOWYCH

ROLE OF CALCIUM SIGNALLING
IN THE POLLEN TUBE GROWTH REGULATION

Elzbieta BEDNARSKA1, Marta LENARTOWSKA;

Naktad Biologii Eksperymentalnej, Instytut Biologii i Ochrony Srodowiska WSP
w Stupsku, "Pracownia Biologii Rozwoju,
Instytut Biologii Ogdlnej i Molekularnej, UMK w Toruniu

Streszczenie: Wzrost tagiewki pytkowej roslin okrytonasiennych stanowi wazny model badan nad
funkcjonowaniem systemu przekazywania informacji u roslin. W ciagu ostatniego 10-lecia hodowane
w warunkach in vitro tagiewki pytkowe byly szeroko wykorzystywane w badaniach biochemicznych i
cytofizjologicznych. Badania skoncentrowane byty na poznaniu molekularnych zjawisk wiaczajgcych
jony wapniowe w mechanizmy odpowiedzialne za regulacje wzrostu i orientacji tagiewki pytkowej. W
obecnej pracy przedstawione zostaty wyniki badan nad regulacja homeostazy wapniowej w tagiewkach
pytkowych, funkcjonowaniem fosfatydyloinozytolowego szlaku transdukcji sygnatow podczas jej
wzrostu oraz rola cytosolowego poziomu wolnych Ca2+w reorientacji kierunku wzrostu tagiewek.
(Postepy Biologii Komérki 2000: 27: 467-479)

Stowa kluczowe: transdukcja sygnatéw, jony wapnia, tagiewka pytkowa, ukierunkowanie wierzchot-
kowego wzrostu

Summary: Angiosperm pollen tube growth is recognised as an important model for studies of signal
transduction in plants. In the past 10 years this field of research has expanded significantly. Recent studies
has been focused on the molecularevents involving calcium ions in mechanisms of the pollen tube growth
and orientation. Important results on the biochemical and physiological aspects of the molecular
regulation of these processes have been reported. The following review attempts to cover these issues.
The aim of this paper is to present ageneral overview of the calcium homeostasis regulation in developing
pollen tube, the involvement of the phosphatidylinositide signal transduction pathway during pollen tube
growth and the signaling role for cytosolic free Ca2+ in the tube reorientation.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 467-479)

Key words: signal transduction, calcium ions, pollen tube, orientation of pollen tube tip growth
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1. WSTEP

Zarowno u rodlin, jak i u zwierzat przekazywanie sygnatéw w komérce odbywa
sie drogg fosfatydyloinozytolowg z udziatem Ca2+jako wtornego przekaznika in-
formacji [3, 7, 50, 51, 52, 60]. Modelem pozwalajgcym na prowadzenie szerokiego
spektrum badan nad funkcjonowaniem tego systemu u roslin sg kietkujgce ziarna
pytkowe i rosngce tagiewki pytkowe roslin kwiatowych. Wynika to w gtéwnej
mierze z tego, iz:

(1) ziarna pytkowe stosunkowo tatwo kietkujg w warunkach in vitro, stanowigc
w ten sposob dogodny model do badan eksperymentalnych,

(- ) w modelu tym mamy do czynienia ze wzrostem tylko jednej komérki, zatem
jej wzrost moze by¢ tatwo monitorowany,

(3) rosnaca tagiewka pytkowa charakteryzuje sie spolaryzowanym i bardzo szyb-
kim wzrostem; jak obliczono u Lilium majgca ok. 16 pm S$rednicy tagiewka pytkowa
ro$nie w tempie ok. 1o pm es_, co wymaga produkcji ..« pm $ciany na sekunde
[21].

Wiadomo réwniez, ze uroslin kwiatowych wystepuje zjawisko samoniezgodnosci,
ktorego funkcjonowanie wymaga wymiany informacji miedzy pytkiem a stupkiem
[20,24,31]. Problematyka badawcza, w ktérej wykorzystywane sg tagiewki pytkowe,
jest skierowana na poznanie funkcjonowania elementow zaangazowanych w wa-
pniowy system przekazywania informacji u roélin, a takze na wyjasnienie me-
chanizméw reorientacji polarnego wzrostu komorki. W warunkach in vivo tagiewka
pytkowa musi bowiem dostosowaé kierunek swego wzrostu wzgledem miejsca lo-
kalizacji mikropyle zalgzka, przez ktéry wrasta do woreczka zalgzkowego.

2. UDZIAL JONOW Ca2+ W KIELKOWANIU ZIAREN
PYLKOWYCH | WZROSCIE £ AGIEWEK PYLKOWYCH

Trwajgce od lat 60. badania wykazaty, ze jony wapniowe odgrywajg kluczowg
role w regulacji kietkowania ziaren pytkowych i wzrostu tagiewek pytkowych [18,
19, 35, 59]. W charakteryzujgcych sie polarnym wzrostem fagiewkach obecny jest
specyficzny gradient Ca2+-najwyzszy poziom tych jondw wystepuje w wierzchotku
fagiewki iobniza sie w kierunku jej podstawy (ang. tip-to-base). Stabilno$¢ gradientu
Ca2+ warunkuje prawidtowy rozwdéj tagiewki pytkowej. W wyniku jego ekspe-
rymentalnego zakidcenia, np. w $rodowisku buforéw chelatujgcych Ca"+ [44], za-
stosowania inhibitoréw kanatéw wapniowych [4,36,37] iczynnikow mobilizujgcych
cytoplazmatyczne rezerwy Ca2+ [15], nastepujg zaburzenia wierzchotkowego wzro-
stu tagiewki pytkowej az do jego catkowitego zahamowania.
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Stezenie wolnych Ca2+ w tagiewkach pytkowych Lilium longiflorum waha sie
od okoto 3 pM w szczytowej czesci wierzchotka do okoto 0,5 pM w odlegtosci
5 pm od niego i tylko 0,2 pM 30 pm ponizej szczytu tagiewki [45]. Poziom
[Ca2+]cw wierzchotku rosngcej tagiewki niejest staty. U L. longiflorum rejestrowano
szybkie oscylacje stezenia Ca +, ktérych czas w zaleznosci od zastosowanej metody
pomiaru [Ca2+] okreslono jako ok. 40-sekundowy [36] lub 23-sekundowy [45].
Sugeruje sie, ze zjawisko to jest efektem krotkotrwatej, podwyzszonej aktywacji
kanatdow wapniowych w plazmolemie szczytowej czeSci tagiewki [45] i/lub dostepu
wolnych jonéw Ca2+ do btony komérkowej [21, 25]. Szybkie oscylacje poziomu
Ca2+ w tagiewce skorelowane sg z tempem jej wzrostu - podwyzszaniu poziomu
Ca2+towarzyszy pulsowy wzrost wierzchotka tagiewki [21,36]. Podczas gdy zmiany
aktywnosci kanatow wapniowych moga regulowac transport Ca"+do cytosolu, zmia-
ny w strukturze $ciany komdrkowej na rosngcym wierzchotku tagiewki moga byé
odpowiedzialne za dostepno$¢ tych jonéw do jej plazmolemy. Wydzielany przez
pecherzyki nosnikowe aparatu Golgiego materiat scianowy zawiera gtdwnie estry-
fikowane pektyny [23,25,27], kt6re nie wigzgjonéw Ca2+ [10]. Obecne w $rodowisku
wzrostu tagiewki Ca“+bez przeszkdd docierajg do plazmolemy i moga by¢ pobierane
do cytoplazmy. Estryfikowane pektyny jednakze bardzo szybko ulegajg procesowi
demetylacji [23,25], co prowadzi do odstoniecia grup karboksylowych kwasu poliga-
laktouronowego. Ujemnie natadowane grupy COCT wigzg wolne jony wapniowe
[10], co z jednej strony prowadzi do usztywnienia Sciany fagiewki pytkowej, z
drugiej za$ - moze blokowa¢ dostep Ca2+ do btony komorkowej. Efektem tego
zjawiska jest ograniczenie pobierania tych jonéw do cytoplazmy tagiewki. Ponowny
wzrost pobierania pojawia sie w momencie fuzji nowej porcji pecherzykéw do-
starczajgcych do $ciany komorkowej estryfikowane pektyny i/lub wbudowujgcych
do plazmolemy biatka kanatowe.

2.1. Regulacja homeostazy [Ca2+]c

Homeostaza wapniowa w komaérce utrzymywana jest dzieki funkcjonowanu ka-
natdbw oraz pomp wapniowych [7, 9]. Badania tagiewek pytkowych ujawnity, ze
ich plazmolema wyposazona jest w potencjato-zalezne [4, 14, 33] i aktywowane
naprezeniem biony (ang. stretch-activated) kanaty wapniowe [34, 44]. Zar6éwno
zastosowanie inhibitorow napieciowo-zaleznych kanatow wapniowych [4], jak i
dziatanie pola elektrycznego [33] powodowato zmiany poziomu pobierania egzo-
gennego wapnia. Kanaty wapniowe zlokalizowane sg na szczycie wierzchotka wzro-
stu tagiewki pytkowej i sg aktywne tylko podczas jej wzrostu. Uwaza sie, ze biatka
kanatowe przenoszone sg w btonach pecherzykdw Golgiego i wbudowywane do
plazmolemy w procesie egzocytozy [45]. Po ich wiaczeniu do btony komérkowej
nastepuje gwattowne nasilenie aktywnos$ci kanatow - tempo pobierania egzogennych
Ca2+ osigga najwyzszy poziom. Powierzchnia pobierania Ca2+ przez plazmoleme
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moze byé ograniczona do tzw. ,tatki”, ktérej Srednica nie przekracza 2,5 pm. Od
tego miejsca Ca2+ dyfundujg w gtgb cytoplazmy tagiewki. Fuzja nowej porcji pe-
cherzykéw z plazmolemga powoduje odsuniecie ,starszych” fragmentow bton od
szczytu tagiewki i inaktywacje wczesniej wbudowanych kanatéw. Dynamike po-
bierania Ca2+ okres$lono u Nicotiana na ok. 4 pmol ¢ cm-. s . [14], natomiast
u Lilium na okoto 1,4 do 14 pmol *cm.. *s.. w zaleznos$ci od stadium rozwojowego
fagiewki pytkowej [44]. Utrzymanie odpowiedniego potencjatu btonowego w wie-
rzchotkowej czeSci tagiewki sugeruje, iz procesowi temu winno towarzyszy¢ po-
bieranie anionéw, ktére réwnowazg dodatni tadunek Ca2+ [14].

Precyzyjna regulacja gradientu wapnia w cytosolu tagiewki wskazuje, iz w ko-
moérce tej obok kanatéw wapniowych muszg funkcjonowaé mechanizmy usuwania
Ca poza plazmoleme lub ich gromadzenia w organellach cytoplazmatycznych.
Obydwa te procesy wymagajg aktywnego, energo-zaleznego transportu - pompy
wapniowej i/lub wymieniaczy jonowych. W btonie komérek roslinnych najwaz-
niejszag pompa jonowg jest H+-ATPaza typu P, dla ktorej optimum pH wynosi
« ,» .Badaniaimmunocytochemiczne uLilium wykazaty, ze ten typ ATPazy wystepuje
w plazmolemie kietkujgcych ziaren pytkowych. Poziom tego enzymu w btonie
tagiewki pytkowej w pézniejszych etapach wzrostu byt zdecydowanie nizszy [42].
Metodami cytochemicznymi ujawniono, ze obecna w btonie tagiewki pytkowej
ATPaza moze uzywac jako kosubstratow K+, Mg2+ i Ca2+ [5, 14]. Wystepowanie
Ca2+-ATPazy w btonach organelli magazynujacych wapn w rosnagcych tagiewkach
pytkowych nie jest ostatecznie udokumentowane. Wiadomo, ze w tonoplascie fun-
kcjonuje zaré6wno H+-ATPaza typu V, jak i Ca2+-ATPaza [30]. W tagiewkach
pytkowych aktywno$¢ ATPazy zlokalizowano w tonoplascie, btonach P-particles
i w siateczce $rodplazmatycznej [5, 14]. Badania prowadzono gtéwnie metodami
cytochemicznymi, zatem trudno jednoznacznie stwierdzi¢, jakiego typu aktywnos¢
ATPazy wykrywano. Zaré6wno u Agapanthus umbellatus i Ophrys lutea [14] jak
i u Viciafaba [5] zlokalizowano ATPazy, ktdre mogg uzywa¢ Ca2+ jako substratu.
Obecno$¢ zaleznej od wapnia ATPazy w tonoplascie i btonach ER sugeruje, ze
organelle te moga uczestniczyé w regulacji poziomu wapnia. Jak do tej pory brak
jest na to bezposrednich dowodoéw, choé bierze sie pod uwage mozliwo$¢ udziatu
obydwu tych przedziatéw komdrkowych w magazynowaniu Ca2+.

3. ROLA Ca2+ W REORIENTACJI WZROSTU LAGIEWEK
PYLKOWYCH

Badania ostatnich lat dostarczyty przekonujagcych dowodéw, ze lokalne zmiany
poziomu wapnia w cytosolu wierzchotka tagiewki odpowiedzialne sg za reorientacje
kierunku jej wzrostu [32, 34]. Stosujac jonoforetyczne mikroiniekcje zwigzkéw
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wptywajgcych na poziom [Ca2+]c w okreslonych obszarach wierzchotka tagiewki
Agapanthus umbellatus udokumentowano, ze ro$nie ona w kierunku, ktéry wyznacza
podwyzszony poziom cytosolowego Ca2+[34]. Zardwno asymetryczne podwyzszenie
[Ca2+]c uzyskane drogg mikroiniekcji jonoforu A23187, jak i lokalne obnizenie
poziomu tych jonéw za pomocg inhibitora kanatéw wapniowych GdCl. prowadzito
do skierowania sie wierzchotka wzrostu fagiewki w strone wyznaczong przez wyzszy
poziom [Ca2+]c. Podobny efekt moze by¢ generowany asymetryczng aktywacja
kanatow wapniowych w odpowiedzi na zewnetrzne pole elektryczne depolaryzujace
btony i/lub zmiany naprezenia btony [33]. Bierze sie tez pod uwage transdukcje
sygnatow, ktoérych Zrédtem sg czasteczki wystepujace w szlaku transmisyjnym szyjki
stupka.

Przejsciowy wzrost stezenia [Ca2+]cjest istotnym elementem reakcji odpowiedzi
w samoniezgodnosci gametofitowej u Papaver rhoeas [57]. Traktowanie tagiewek
pytkowych niezgodnymi biatkami S powodowato wzrost stezenia wolnych Ca“
i Ca2+-zalezng fosforylacje niektérych biatek. Rezultatem byta aktywacja ekspresji
genéw specyficznych dla odpowiedzi samoniezgodnosci i ostatecznie zahamowanie
wzrostu tagiewek. Podobnego efektu nie obserwowano po dziataniu zgodnymi biat-
kami S lub biatkami niezgodnymi, ale wczes$niej inaktywowanymi poprzez de-
naturacje. Badania te wskazujg, ze Ca2+ w tagiewkach pytkowych peinig role
sygnalizacyjng.

3.1. Funkcjonowanie fosfatydyloinozytolowego szlaku transdukcji
sygnatow

Zakladajac, ze w warunkach in vivo szlak transmisyjny stupka oraz zalgzek
sg zrodtem sygnatdw odbieranych przez tagiewki pytkowe, w komérkach tych po-
winien funkcjonowaé sprawny system transdukcji informacji. Badania ostatnich
lat, prowadzone na uktadach modelowych in vitro, koncentrowaty sie na poznaniu
szlakéw metabolicznych uczestniczagcych w komérkowym przekazywaniu sygnatow.
Uzyskane wyniki dostarczyty dowodow, ze lokalne zmiany poziomu Ca wtagiewce
pytkowej oraz kierunekjej wzrostu regulowane sg w drodze fosfaty dyloinozytolowej.

Biatka G. W 1996 roku Lin i wsp. [28] metodg hybrydyzacji kwaséw nuklei-
nowych wykazali, ze w pytku grochu ma miejsce transkrypcja genu kodujgcego
biatko Ropl nalezace do rodziny Rho-GTPaz. Rho GTPazy u ssakéw i drozdzy
regulujg aktywnos$¢ kinaz biatkowych [41] oraz kontrolujg r6zne procesy komérkowe
zalezne od organizacji i funkcjonowania cytoszkieletu, takie jak np. przeptyw bton
i cykl komérkowy [49]. Wykryte u grochu Rop GTPazy tworzg nowa, nieznang
ugrzybow i ssakéw podrodzine biatek Rho. Badajac rézne tkanki grochu ujawniono,
ze biatka Rop wystepujg w pylnikach oraz stupkach, ale dopiero po ich zapyleniu.
Wskazuje to, iz jego pojawienie sie w stupku pozostaje w Scistej zaleznosSci z
zapyleniem i wzrostem tagiewek pytkowych. Badania immunocytochemiczne po-
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twierdzity wystepowanie biatka Rop w rosngcych in vitro tagiewkach pytkowych.
Najwyzszy poziom biatka obecny byt w regionie kortykalnym wierzchotka i zmniej-
szat sie w kierunku podstawy tagiewki. Biatko Rop wystepuje zarbwno w cytosolu,
jak i pozostaje silnie zwigzane z btonami. Sugeruje sie, ze w tagiewkach pytkowych,
podobnie jak w przypadku biatek Rho u ssakow [17] lokalizacja biatka Rop zalezy
od izoprenylacji przez geranylgeranyl transferaze [28]. Po izoprenylacji i zwigzaniu
GTP aktywne biatko wigze sie z btona, gdzie uczestniczy w regulacji organizacji
cytoszkieletu. Nieaktywne biatko Rop pozostaje na terenie cytosolu.

Wigzace GTP biatka Rho peinig wazng role w kontroli wzrostu tagiewki pytkowe;j.
Dwa podstawowe procesy polarnego wzrostu tagiewki, tj. ukierunkowany ruch cy-
toplazmy oraz elongacja wierzchotka, sg regulowane niezaleznymi drogami przy
udziale r6znych biatek G z rodziny Rho GTPaz [29]. Podanie do wierzchotka tagiewki
pytkowej przeciwciata anty-Rop GTPazy powodowato bardzo szybkie zahamowanie
jej wzrostu. Jednakze zablokowanie tego jednego biatka G nie miato zadnego wptywu
na ruch cytoplazmy, ktéry nadal odbywat sie bez zaktocen. Dopiero mikroiniekcja
bakteryjnej toksyny C3, ktéra hamuje rézne typy Rho GTPaz, prowadzita do za-
trzymania zaréwno przeptywu cytoplazmy, jak i elongacji tagiewki. Badania te
wskazujg, ze Rop GTPaza bierze udziat tylko w zaleznym od Ca2+ zakotwiczaniu
i fuzji pecherzykéw z plazmolema wierzchotka tagiewki pytkowej. Inne biatka z
rodziny Rho GTPaz (wrazliwe na toksyne C3) regulujg natomiast zalezny od fun-
kcjonowania cytoszkieletu aktynowego ruch cytoplazmy [29].

Pl-specyficzna fosfolipaza C. Jednym z najwazniejszych biatek aktywowanych
przez biatko Gjest fosfolipaza C, enzym rozszczepiajgcy PIP?na IPs i diacylglicerol.
Obecnos¢ tego enzymu stwierdzono we frakcji mikrosomalnej tagiewek pytkowych
Papaver rhoeas [15]. Inkubacja frakcji mikrosomalnej tagiewek w obecnosci zna-
kowanego trytem PIP. prowadzita do wzrostu ilosci radioaktywnego IPs w roztworze.
Badany enzym byt wrazliwy na stezenie Ca2+. W stezeniu 10“ M Ca2+, tj. odpo-
wiadajacym nie|>obudzonej komorce, jego aktywnos$¢ byta pieciokrotnie nizsza niz
w stezeniu 1(T M, czyli w warunkach pobudzenia [15]. Ponadto wykazano, ze
podanie neomycyny prowadzi do obnizenia aktywnosci fosfolipazy C we frakcji
mikrosomalnej tagiewek pytkowych. Istniejg dowody, ze inhibitor ten, ktéry u zwie-
rzat czesciowo hamuje rianodinowe receptory IP: [56], u roslin w ciagu Kkilku
sekund hamuje aktywnos$¢ PLC [11] i produkcje IPs [47]. Informacje te wskazuja,
ze w tagiewkach pytkowych funkcjonuje indukowane przez IP; uwalnianie Ca“+.

Inozytolo(l,4,5)trifosforan (IP3). Dowodow na IP3-zalezny wzrost stezenia Ca2+
w tagiewce pytkowej dostarczyty badania u Papaver rhoeas [15]. Mikroiniekcja
mieszaniny markera [Ca2+]c Calcium-Green z nitrofenolowym estrem IP. umozliwia
kontrolowane (pod wptywem promieni UV) uwalnianie IP3do cytoplazmy fagiewki
pytkowej. Pozwala to na precyzyjne rejestrowanie zmian poziomu [Ca2+]c pod
wplywem dziatania egzogennego IP3. Prowadzone w warunkach in vitro badania
ujawnity, ze fotoliza estru IP. prowadzi do podniesienia cytosolowego Ca’ “ Poziom
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IPs inicjujagcy wzrost Ca2+ wynosit ok. 1 pM. Przemieszczajgca sie w kierunku
wierzchotka fala podwyzszonego poziomu Ca2+ po 6-7 minutach prowadzita do
zatrzymania elongacji tagiewek pytkowych. Podobny efekt obserwowano po dzia-
faniu mastoparyny, ktdra stymuluje hydrolize PIP. i produkcje IPs [12, 13]. Pod-
wyzszenie poziomu endogennego IPs powodowato pojawienie sie fali wapniowej
i silny wzrost [Ca2+]c w wierzchotku tagiewki pytkowe;j.

Na podstawie badan u Papaver rhoeas skonstruowano model wyjasniajacy po-
wstanie fali wapniowej w tagiewce pytkowej [15]. Aktywacja zlokalizowanej w
btonie fosfolipazy C powoduje rozpad PIP. i powstanie IPs Podwyzszenie poziomu
IP; prowadzi do uwolnienia Ca2+ z organelli posiadajgcych wrazliwe na IPs kanaty
jonowe. Niewielki wzrost [Ca2+]c do ok. 500 nM inicjuje pierwotng fale wapniowa,
ktéra powodujac efekt domina wzmacnia pierwotny sygnat. Indukowany przez IPs
wzrost stezenia Ca2+ byt inicjowany w odlegtosci nie dalszej niz 100 pm od wie-
rzchotka tagiewki pytkowej. Jest to region, w ktérym koAczy sie strefa bogata
w ER i mitochondria. Pojawiajg sie tam inne organelle cytoplazmatyczne, w tym
wakuole oraz jadro wegetatywne i komorka generatywna. Pozostaje kwestig do
rozstrzygniecia, ktory z kompartymentéw komdérkowych - kortykalne ER czy tez
wakuola - odpowiedzialne sg za magazynowanie i uwalnianie Ca2+.

Kalmodulina i kalmodulino-zalezna regulacja biatek. Rola kalmoduliny w
procesach pozapyleniowego rozwoju ziaren pytkowych nie jest ostatecznie wy-
jasniona. Obecno$¢ kalmoduliny stwierdzono we wszystkich dotychczas badanych
ziarnach pytkowych [16, 59] oraz tagiewkach pytkowych zaréwno tych rosnacych
w warunkach in vitro [59], jak i in vivo [26]. Powszechno$¢ wystepowania tego
wigzacego wapn biatka [55] wskazuje, iz kalmodulina jest niezbedna w procesach
kietkowania ziaren pyitkowych i wzroscie tagiewek pytkowych. Podobnie jak w
przypadku Ca2+ w rosngcych tagiewkach pytkowych poziom kalmoduliny tworzy
gradient - najwyzsze stezenie tego biatka wystepuje na wierzchotku tagiewki [59].
Utrzymanie tip-to-base gradientu Ca2+ wydaje sie by¢ procesem zaleznym od kal-
moduliny. Eksperymentalne zastosowanie antagonistéw tego biatka powodowato
rozpad tip-to-base gradientu Ca2+ i ostatecznie prowadzito do zahamowania wzrostu
tagiewek pytkowych [39, 43]. Mechanizmy oddziatywania kalmoduliny na biatka
uczestniczace w regulacji wzrostu tagiewki pozostajg do dnia dzisiejszego nie-
wyjasnione. Badania biochemiczne ekstraktow uzyskanych z rosnacych tagiewek
pytkowych Nicotiana alata wykazaty, ze kalmodulina w mikromolarnych stezeniach
nie wptywa na poziom zaleznej od Ca2+ fosforylacji biatek. Jednakze zahamowanie
CaM przez trifluoroperazyne powodowato znaczacg stymulacje procesu fosforylacji.
Moze to wskazywa¢ na udziat kalmoduliny w procesie defosforylacji biatek [46].
Nie wyjasniono dotychczas, ktére z biatek uczestniczacych we wzroscie tagiewek
sg regulowane w drodze Ca/kalmodulino-zaleznej. Uwaza sie, ze w tagiewce pyt-
kowej moze funkcjonowaé kalmodulino-zalezna pompa Ca2+ [43]. Jest to wysoce
prawdopodobne w S$wietle informacji wskazujacych, ze magazynowanie Ca"+ jest
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regulowane przy udziale kalmoduliny [1]. Inna hipoteza zaktada, ze kalmodulina
uczestniczy w funkcjonowaniu cytoszkieletu tagiewki pytkowej, biorgc udziat w
bezposredniej interakcji z miozyng i aktyng [39]. U Agapanthus umbellatus region
podwyzszonego poziomu kalmoduliny w wierzchotkowej strefie tagiewki tworzy
swoistego rodzaju ,,koinierz” o ksztatcie litery V ponizej regionu apikalnego [39].
Zatem lokalizacja kalmoduliny pokrywa sie z lokalizacjg wtdkien aktynowo-mio-
zynowych, ktére nie siegajg samego szczytu tagiewki [38]. Wskazuje to, ze kal-
modulina nie uczestniczy w samym procesie sekrecji, a co za tym idzie w
ukierunkowaniu wzrostu tagiewki pytkowej. Potwierdzajg to badania eksperymen-
talne - reorientacja tagiewki jest w niewielkim tylko stopniu zalezna od antagonistow
iaktywatoréw kalmoduliny [39J. Zmiana kierunku wzrostu tagiewki pytkowej wydaje
sie by¢ regulowana przez Ca* -zalezne kalmodulino-niezalezne kinazy biatkowe.

Ca2+-zalezne kalmodulino-niezalezne kinazy biatkowe. W rosngcych in vitro
tagiewkach pytkowych Agapanthus umbellatus obecna jest kalmodulino-niezalezna
kinaza biatkowa o charakterystyce kinazy biatkowej C (PKC), tj. kinazy aktywowanej
wapniem i fosfolipidami btonowymi [40]. Wykorzystujagc fluorescencyjny marker
bisindolilomaleamid, ktéry wigze si¢ z kinazami biatkowymi i charakteryzuje sie
wysoka specyficznoscig wobec PKC, stwierdzono, ze na wierzchotku tagiewki pyt-
kowej wystepuje enzym o aktywnos$ci kinazy biatkowej C. Najwyzsze stezenie
tego enzymu zlokalizowano na szczycie wierzchotka tagiewki. Informacji na temat
funkcji PKC podczas wzrostu tagiewek pytkowych dostarczyty badania ekspery-
mentalne z zastosowaniem inhibitoréw i aktywatoréw tego enzymu. Podanie in-
hibitora H7 prowadzito do rozpadu gradientu PKC i zahamowania jej aktywnosci,
czego efektem byto zatrzymanie wzrostu tagiewek pytkowych. Konsekwencjg asy-
metrycznej mikroiniekcji aktywatora PKC - z boku wierzchotka tagiewki - byta
zmianakierunku jej wzrostu. Dowodzi to udziatu PKC w reorientacji wzrostu tagiewki
pytkowej. Uwaza sig, ze zlokalizowana w wierzchotku tagiewki PKC uczestniczy
w regulacji kanatéw wapniowych - aktywacja enzymu prowadzi do hamowania
ich dziatalnosci [40].

3.2. Mechanizmy ukierunkowania wzrostu tagiewki pytkowej

Stabilnos$¢ tip-to-base gradientu Ca2+ oraz udziat asymetrycznych zmian poziomu
tych jonéw w orientacji wzrostu tagiewki pytkowej wydajg sie by¢ mocno udo-
kumentowane. Jednakze mechanizmy, dzieki ktorym lokalny naptyw wapnia do
cytosolu tagiewki okresla miejsce wzrostu wierzchotka, nie sg ostatecznie wyjasnione.
Jaffe i wsp. [22] zasugerowali, ze miejscowe pobieranie Ca2+ generuje pole ele-
ktryczne, ktorego rezultatem moze byC elektroforetyczne przemieszczanie biatek
btonowych oraz czastek obecnych w cytoplazmie wierzchotkowej tagiewki. Druga
z hipotez zakladata, iz lokalne pobieranie jonéw Ca2+ dziata jako sygnat infor-
macyjny, ktéry ujawnia swoéj efekt poprzez komunikacje z cytoszkieletem [48].
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Na obecnym etapie badan, ktére pokazaty, ze zmiana pola elektrycznego reguluje
aktywnos$é kanatéw wapniowych [14, 33], a IPs podnosi poziom wolnych Ca“ [15],
nadal poszukuje sie odpowiedzi na pytanie, dzieki regulacji jakich zjawisk cyto-
plazmatycznych stezenie [Ca2+]c wptywa na ukierunkowanie wierzchotka tagiewki
pytkowej? Informacje uzyskane w ciggu ostatnich kilku lat wskazuja, ze poziom
Ca2+wtagiewce pytkowej odgrywa role w dwu, regulowanych niezaleznie procesach:
wierzchotkowej sekrecji, dzieki ktérej nastepuje wzrost tagiewki pytkowej oraz
w funkcjonowaniu cytoszkieletu, ktéry odpowiada za kierunek przeptywu cytoplazmy
i transport materiatlu btonowego z rejondw jego syntezy do plazmolemy.

Zagadnienia roli [Ca2+]c w regulacji biatek zwigzanych z funkcjonowaniem cyto-
szkieletu oraz wierzchotkowa egzocytozg w tagiewkach pytkowych byly przed-
miotem dyskusji kilku ostatnio opublikowanych prac [29, 40, 54, 58]. W
ukierunkowaniu wzrostu tagiewki wazng role odgrywa zaréwno stabilnos¢ tip-to-base
gradientu wapnia, jak i mozliwos$¢ szybkiej lokalnej zmiany poziomu tych jonow
w okreslonych miejscach cytoplazmy jej wierzchotka. Podstawowym elementem
cytoszkieletu tagiewki pytkowej sg filamenty aktynowe wraz z miozyng. Podbtonowy
cytoszkielet jest odpowiedzialny za ,fontannowy” ruch cytoplazmy tagiewki oraz
polarny transport pecherzykow sekrecyjnych do jej wierzchotka [ ]. Cytoplazma
szczytu wierzchotka tagiewki pozbawiona jest uorganizowanego cytoszkieletu [38].
W funkcjonowanie cytoszkieletu aktynowego i ruch cytoplazmy wigczone sg: ob-
nizony ponizej wierzchotka poziom Ca2+ oraz Rho GTPazy [29]. Te elementy
wapniowego systemu informacyjnego prawdopodobnie regulujg biatka uczestniczgce
w organizacji cytoszkieletu.

Przypuszcza sig, ze gtownymi biatkami odpowiadajgcymi na zmiany stezenia
[Ca2+]c w tagiewce sg roslinne homologi aneksyn [29, 40] oraz wiliny/gelsoliny
[54]. Aneksyny to grupa biatek wigzacych Ca2+i fosfolipidy btonowe [2]. Obecnosé
biatek wigzacych przeciwciata do zwierzecych aneksyn stwierdzono w apikalnym
regionie tagiewek pytkowych kukurydzy [s ]. O lokalizacji aneksyn decyduje poziom
jondéw wapniowych [2]. W stezeniu ponizej 300 nM biatka te wystepujg gtéwnie
w cytozolu, gdzie mogg uczestniczy¢ w tworzeniu wigzek filamentow aktynowych.
Gdy poziom Ca2+ wzrasta do ok. 700 nM, aneksyny wigzg si¢ z fosfolipidami
btonowymi. W $rodowisku, w ktérym poziom jonéw wapniowych jest wyzszy anizeli
1000 nM - a takie warunki panujg na szczycie wierzchotka tagiewki - biatka te
w catosci pozostajg zwigzane z btonami [53]. Biatko o wasciwosciach wiliny/gel-
soliny zlokalizowano na terenie cytoszkieletu aktynowego tagiewki pytkowej Lilium
longiflorum [54, 58]. Biatko to nalezy to grupy tzw. biatek fragmentujgcych i jest
prawdopodobnie odpowiedzialne za rozpad cytoszkieletu aktynowego na szczycie
wierzchotka tagiewki pytkowej [58].

Ukierunkowany transport pecherzyk6w nie obejmuje szczytowej czesci tagiewki,
poniewaz nie zawiera cytoszkieletu [38]. Uwaza sig, iz w niewielkiej odlegtosci
od btony komoérkowej ruch pecherzykow jest przypadkowy. Miejsce fuzji wyznaczajg
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witasciwosci plazmolemy iotaczajagcego jg srodowiska-wysoki, milimolarny poziom
Ca , ktdry wystepuje tylko w szczytowej czeSci wierzchotka tagiewki, aktywnos¢
kanatdw jonowych oraz obecnos$¢ zwigzanych z btong aneksyn [40|. Sygnalizowane
drogg fosfatydyloinozytolowg asymetryczne zmiany poziomu Ca“ (wynikajgce z
PKC zaleznej regulacji kanatéw wapniowych - ich hamowania na szczycie tagiewki
oraz otwierania ,,z boku”, IPs zaleznego uwalniania Ca2+ z organelli do cytosolu
oraz ich usuwania poza plazmoleme) prowadzg do lokalnych zmian witasciwosci
btony komérkowej w obrebie wierzchotka tagiewki. Aneksyny przypuszczalnie ucze-
stniczg w zakotwiczaniu pecherzykéw wydzielniczych w btonie komdérkowej i
wypierajgc Ca2+ z przestrzeni pomiedzy plazmolemg a pecherzykiem umozliwiajg
fuzje membran [2, «]. Regulacja biatek uczestniczacych w wierzchotkowej eg-
zocytozie odbywa sie przy udziale Rop GTPazy [29]. Wi3aczane ,,bocznie” pecherzyki
wyznaczajg nowy wierzchotek tagiewki pytkowej, dzieki czemu tagiewka zmienia
kierunek wzrostu. Reorganizacja cytoszkieletu tagiewki pytkowej, odpowiedzialnego
za ukierunkowany przeptyw cytoplazmy, jest zjawiskiem wtérnym majacym miejsce
po uksztaltowaniu sie nowego wierzchotka [40]. W proces ten zaangazowane Sg
kinazy biatkowe regulowane prawdopodobnie przy udziale Rho GTPaz [29 ].

4. PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat dostarczyty przekonujacych dowodow, ze w tagiewkach
pytkowych roslin kwiatowych funkcjonuje fosfatydyloinozytolowy szlak przeka-
zywania sygnatdw. W komorkach tych wykazano obecnos$é biatek G, Pl-specyficznej
fosfolipazy C, IPs i IP3-zaleznej regulacji [Ca2+]c, kalmoduliny oraz Ca +-zaleznej
kalmodulino-niezaleznej kinazy biatkowej. Uwaza sie, ze fosfatydyloinozytolowy
szlak informacyjny uczestniczy w regulacji wzrostu i orientacji tagiewki pytkowej
przez oddziatywanie na biatka zaangazowane w funkcjonowanie cytoszkieletu oraz
wierzchotkowg egzocytoze.
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BIALKO p27: BUDOWA, FUNKCJE BIOLOGICZNE
ORAZ UDZIAL W PATOMECHANIZMIE PROCESOW
ROZROSTOWYCH*

CYCLIN-DEPENDENT KINASE INHIBITOR p27: STRUCTURE,
ROLE IN CELL PHYSIOLOGY AND IN MALIGNANCIES

Lidia CISZAKY1, Dariusz WOLOWIEC2, Agata KOSMACZEWSKAL
Dorota BOCKO1, Irena FRYDECKA:: .

‘instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, Wroctaw
“Katedra i Klinika Hematologii i Chor6b Rozrostowych AM, Wroctaw

Streszczenie: Biatko p27, nalezace do rodziny inhibitoréw kinaz cyklino-zaleznych zwanej CIP/KIP,
stanowi obecnie przedmiot intensywnych badan z zakresu biologii komérki i patomechanizméw proce-
séw rozrostowych. Biatko to nie tylko kontroluje ono cykl komérkowy poprzez regulacje aktywnosci
komplekséw CDK-cyklina, ale uczestniczy takze w indukcji apoptozy. Biatko p27 reguluje aktywnos¢
holoenzyméw CDK-cyklina w dwojaki sposéb. Po pierwsze, hamuje ono aktywno$¢ kompleksow
kinazowych. Z badan krystalograficznych kompleksu utworzonego przez fragment N-koricowy p27,
kinaze CDK2 i cykline A wynika, iz przyczyng zahamowania aktywnosci kompleksu kinazowego sa
istotne zmiany konformacyjne wewnatrz i wokoét kieszeni katalitycznej enzymu, ktére prowadza do
zaburzenia procesu przylgczania ATP. Po drugie, biatko p27 uczestniczy w procesie powstawania
stabilnych komplekséw CDK4-cyklina D 1. Zwigksza ono powinowactwo CDK4 do cykliny D 1, wptywa
na poziom syntezy cyklin typu D w komdrce oraz nastabilnos¢ cykliny D 1 Biatko p27 uczestniczy takze
w transporcie cykliny DI i CDK4 do jadra komdrkowego. Wyniki najnowszych badan wskazujg ponadto
na bardziej ztozony charakter oddziatywania pomiedzy biatkiem p27 akompleksami kinazowymi. Biatko
p27jest zjednej strony regulatorem aktywnosci holoenzymoéw CDK-cyklina, z drugiej za$ strony poziom
jego stezenia w komorce jest posrednio kontrolowany przez kompleks CDK2-cyklina E, ktéry fosforyluje
znajdujaca sie w pozycji 187 czasteczki p27 treonine. Fosforylacja ta stanowi sygnat do proteolitycznej
degradacji biatka p27 przez kompleks proteazy 26S. Stosunkowo mato wiadomo jest natomiast o
wplywie biatka p27 na apoptoze. Nie udzielono ostatecznej odpowiedzi na pytanie, w jakich warunkach
p27 indukuje zaprogramowang $mier¢ komérki, aw jakich jg hamuje. Z uwagi na istotna role biatka p27
w kontrolowaniu prawidtowej proliferacji komorki i w apoptozie ostatnio wiele uwagi poswigcono

*Prace wykonano w ramach grantu Komitetu Badan Naukowych nr 4 PO5B 073 16.
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zaburzeniom poziomu jego ekspresji w rozrostach nowotworowych. Ekspresja inhibitora p27 w guzach
nowotworowych wykazuje czesto zaburzenia: jest ona najczesciej obnizona w stosunku do tkanek
prawidtowych, co moze mie¢ duze znaczenie rokownicze. Informacje te moga by¢ wykorzystane w
opracowaniu nowych strategii leczniczych.

{Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 481-503)

Stowa kluczowe: inhibitory kinaz cyklino-zaleznych, rodzina biatek CIP/KIP, biatko p27. nowotwor
ztosliwy

Summary: P27 protein, which belongs to CIP/KIP family of cyclin-dependent kinase inhibitors, is the
subject of a large number of studies in cell biology and pathogenesis of neoplastic proliferation. The
protein controls not only cell cycle by regulating activity of cyclin-CDK complexes, but it is also involved
in apoptosis. P27 protein regulates the activity of cyclin-CDK complexes in two distinct ways. First, it
inhibits the activity of the cyclin-CDK complexes. The crystal structure of N-terminal portion of p27,
CDK2 and cyclin A complex reveals, that p27 binding causes large conformational changes in and around
the catalytic cleft of enzyme, which eliminate any potential for ATP binding. These structural changes
are likely to be determinants of inhibition. Second, p27 promotes assembly of stable CDK4-cyclin D1
complexes. It increases the affinity of kinase CDK4 to cyclin D1, influences D-type cyclin levels and
cyclin DI stability. P27 protein facilitates nuclear accumulation of cyclin DI and CDK4 kinase, too.
Recent studies indicated, that the interaction between p27 and cyclin-CDK complexes is more compli-
cated than it had been supposed before. On the one hand p27 protein can be regulator of CDK-cyclin
complexes and on the other hand the level of p27 protein in the cell is directly controlled by CDK2-cyclin
E complex, which causes phosphorylation of p27 on treonine 187. This phosphorylation is a signal to
p27 degradation by ubiquitin-proteasome pathway. Little information is available on the role of p27
protein in apoptosis. We don’t know the finally answer on the question when p27 induces programmed
cell death and when it inhibits apoptosis. Because p27 protein plays an important role in regulation of
cell proliferation and in apoptosis, a special attention of a large number of studies has be given how the
disturbances in the level of this protein affect malignant transformation. The expression of p27 protein
in human tumor cells most frequently is diminished comparatively to their normal counterparts, and, in
some instances, may have prognostic importance. This information could have clinical application.
{Advances in Cell Biology 2000; 27: 481-503)

Key words: cyclin-dependent kinase inhibitors, the CIP/KIP protein family, p27, malignancy

Wykaz stosowanych skrotéw: PCNA - jadrowy antygen komorki proliferujacej, TGF-(3- transformujacy
czynnik wzrostu 3, cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan.

WSTEP

Kinazy cyklino-zalezne (ang. Cyclin-Dependent Kinases - CDK) petnig pod-
stawowgq role w regulacji proliferacji komorek eukariotycznych. Aktywacja tych
enzymdw w Scisle okreslonych fazach cyklu podziatowego warunkuje jego wtasciwy
przebieg, a w szczegdlnosci jest niezbedna do replikacji DNA oraz mitozy. Dotad
zidentyfikowano u cztowieka kilkanascie biatek nalezacych do tej rodziny, z ktorych
najwazniejsze i najlepiej poznane okre$lone zostaly jako CDK1-CDK9 [18, 77,
82, 96]. Aktywnos$¢ kinaz cyklino-zaleznych jest regulowana co najmniej na trzech
réznych poziomach. Po pierwsze: aktywacja enzymatyczna CDK wymaga przy
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faczenia podjednostki regulatorowej, ktorg stanowi biatko zwane cykling. Znanych
jest obecnie kilkanascie cyklin, okreslanych kolejnymi literami alfabetu od A do
H [28, 30, 38, 44, 82, 95]. Cyklicznos$¢ ich syntezy i rozktadu, od ktérej pochodzi
nazwa tej grupy biatek, warunkuje kolejno$¢ aktywacji i inaktywacji kinaz CDK.
W komérkach ssakéw przejscie przez faze G1 regulujg kompleksy CDK4/CDK6-
cyklina typu D (DI, D2 i D3) oraz CDK2-cyklina E, podczas gdy CDK2-cyklina
A, CDKI-cyklina A i CDKI-cyklina B kontrolujg dalsze etapy cyklu podziatowego.
Po drugie: petng aktywno$¢ enzymatyczng kompleksy CDK-cyklina uzyskuja w
wyniku fosforylacji odpowiedniej dla danej kinazy reszty treoniny przez kinaze
aktywujacg CDK, zwang CAK (CDK7-cyklina H) [77]. Fosforylacja reszt tyrozyny
(Tyr) i treoniny (Thr) przez Weel hamuje natomiast aktywno$é¢ CDK [2, 45, 60].
Po trzecie: aktywno$¢ kinaz CDK jest regulowana przez biatkowe inhibitory, ktére
powoduja zatrzymanie cyklu komoérkowego w odpowiedzi na zewnatrzkomdérkowe
sygnaty antyproliferacyjne [19,29, 34, 35,38,66,67, s s |. Opierajac si¢ na homologii
strukturalnej i podobieristwie funkcjonalnym inhibitory te podzielono na dwie grupy.
Pierwsza z nich, zwana rodzing INK4, zawiera biatka: p 16 [31, 78], p15 [31, 34],
pls [31]ip19 [10,32], tgczace sie wybidrczo z CDK4 i CDK. , ktérych podjednostke
regulatorowg stanowia cykliny typu D (DI, D2 i D3) [praca przegladowa: 13].
Inhibitory nalezgce do tej grupy wspoétzawodniczg z cyklinami typu D o wigzanie
z CDK4 i CDK:s . Wspolnym elementem struktury czasteczek nalezacych do tej
grupy sa tzw. powtdrzenia ankyrinowe (ang. ankyrin-like repecits), ktére odgrywajg
wazng role w wigzaniu inhibitoréw z rodziny INK4 z kinazami: CDK4 i CDKs
oraz w hamowaniu aktywnos$ci tych enzyméw [7, 73, 101]. CDK4 i CDK. s3
kinazami biatka pRb (biatko supresorowe) [44, ., 93, 96]. Oddziatywanie przed-
stawicieli z grupy INK4 z CDK4 i CDK: reguluje wiec fosforylacje czasteczki
pRb. W postaci nieufosforylowanej pRb wiaze sie z réznymi czynnikami trans-
krypcyjnymi niezbednymi do #aczenia sie polimeraz RNA: I, Il i Ill z DNA i
rozpoczecia transkrypcji [4, s s, 93]. Fosforylacja pRb powoduje uwalnianie czyn-
nikow transkrypcyjnych z kompleksow z pRb i aktywacje polimeraz RNA, co
prowadzi w rezultacie do aktywacji genoéw fazy S i wzmozonej biosyntezy biatka
[4, 44, =+, 93].

Druga grupe inhibitorow kinaz CDK stanowi rodzina okreslana mianem CIP/KIP,
zawierajgca biatka: p21, p27 i p57, kodowane odpowiednio przez geny: WAFI
(zwany réwniez CIP1), KIPI i KIP2 [35, 52, ss, 67, s, 98]. Biatlka te, w prze-
ciwienstwie do przedstawicieli rodziny INK4, wigzg sie z kinazg CDK zwigzang
z cykling, a nie z postaciag monomeryczng. Biatka te hamujg dziatanie komplekséw
kinazowych: cykliny typu D z CDK4 i CDKs w fazie GI, CDK2 z cykling A
i E w fazie S, a takze - aczkolwiek w mniejszym stopniu - mitotycznego kompleksu
cyklina B-CDK1 [44, 47, 67, & ].

W strukturze czasteczek nalezacych do rodziny CIP/KIP wyrézni¢ mozna dwie
domeny: N-kohAcowg i C-koricowg. Domena N-koricowa jest niezbedna i jedno-
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cze$nie wystarczajgca do wigzania biatek z grupy CIP/KIP z kompleksem kinazowym
oraz hamowaniajego aktywnosci, z tego tez wzgledu okreslanajest mianem domeny
inhibitorowej [67]. Stwierdzono, ze fragmenty N-koncowe biatek p21, p27 i p57
wykazujg duzy stopien homologii (ok. 40%), podczas gdy fragmenty C-kohcowe
tych czasteczek rdznig sie miedzy sobg zaréwno diugoscia, jak i sekwencjg ami-
nokwasowga. Domeny C-koncowe biatek p21 i p57 sg odpowiedzialne za wigzanie
z jadrowym antygenem komorki proliferujgcej PCNA (ang. Proliferating Cell Nuc-
lear Antigen) i moga hamowac synteze replikacyjng DNA zalezng od PCNA [91,
92].

Nalezace do rodziny CIP/KIP biatko p27, kodowane przez gen KIPI (ang. cclk
inhibitory protein 1) [ s ], zostato wykryte jednoczesnie przez kilka zespotow ba-
dawczych w komdrkach réznych linii, ktorych cykl podziatlowy byt zatrzymany
w fazie G1 w wyniku kontaktowej inhibicji wzrostu [« ] lub po zadziataniu eg-
zogennych czynnikéw antymitotycznych, takich jak: TGF-(3 [¢s], CAMP i rapa-
mycyna [42] czy lowastyna [35]. Inhibitor p27 stanowi obecnie przedmiot
intensywnych badarn z zakresu biologii komdrki i patomechanizmu proceséw roz-
rostowych ze wzgledu na to, iz odgrywa on istotng role nie tylko w regulacji
aktywnosci komplekséw CDK-cyklina, kontrolujac tym samym prawidtowa pro-
liferacje komodrkows, ale uczestniczy takze w indukcji apoptozy.

BUDOWA BIALKA p27

Ludzkie biatko p27 jest zbudowane ze 198 aminokwaséw i migruje w zelu
poliakryloamidowym z szybkos$cig odpowiadajgcg masie czgsteczkowej okoto 28
kDa [35, 67]. Jego sekwencja aminokwasowa jest az w 90% identyczna z sekwencjg
aminokwasowg czasteczek p27 wyizolowanych z komorek myszy i norki [67].

Podobnie jak w przypadku biatek p21 ip57 w strukturze czgsteczki p27 wyr6znic
mozna dwie domeny: N-koncowa (inhibitorowg) i C-koncowa.

Budowa domeny C-koncowej biatka p27

W domenie C-koncowej czasteczki p27, podobnie jak w przypadku nalezacego
do tej samej grupy inhibitorow biatka p.., zidentyfikowano tzw. ,sekwencje lo-
kalizacji jadrowej”, ktéra decyduje o skierowaniu p27 do jadra komoérkowego po
zakonczeniu jego syntezy w cytosolu [67]. W regionie C-koncowym czasteczki
p27 nie stwierdzono natomiast, w przeciwieAstwie do biatek: p21 i p57, obecnosci
sekwencji aminokwasowej umozliwiajgcej wigzanie z PCNA. Tak wiec fragment
C-koncowy p27 petni inne funkcje biologiczne niz analogiczne fragmenty czasteczek
p21 i p57. Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze domena C-koricowa biatka p27
uczestniczy w procesie indukcji aktywnos$ci proteazy Tsap (ang. ptwenty-seven-
activated protease), wystepujagcej w komdrce w formie utajonej [5]. Proteaza ta
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odcina fragment N-koncowy cykliny A, zawierajacy tzw. ,,boks destrukcyjny” (ang.
destruction box), ktdry jest niezbedny do proteolitycznej degradacji cyklin z udziatem
uktadu ubikwitynowego [28]. By¢ moze wiec, domena C-koricowa biatka p27 in-
dukuje w sposéb posredni degradacje cykliny A niezalezng od obecnosci ,,boksu
destrukcyjnego” [5].

Budowa domeny N-koricowej oraz mechanizm oddziatywania
inhibitora p27 z kompleksem CDK-cyklina

Prowadzone jednoczes$nie w kilku osrodkach naukowych badania dotyczace od-
dziatywania miedzy p27 a réznymi kompleksami kinazowymi wykazaty, ze p27
jest inhibitorem nastepujacych kompleksow: CDK2-cyklina E, CDK2-cyklina A,
CDK4-cyklina typu D oraz CDKI-cyklina BI, aczkolwiek jego powinowactwo
do tych kompleksow jest r6zne [26,35,42,66, 67, s s ]. Stwierdzono, iz w warunkach
in vitro p27 najsilniej hamuje aktywno$¢ kompleksu CDK2-cyklina E, a najstabiej
CDKI-cyklina BI [67]. W interakcje biatka p27 z kompleksami kinazowymi zaan-
gazowana jest domena N-kohAcowa czasteczki p27 [67]. Doktadng budowe tego
fragmentu czasteczki p27 poznano dzieki analizie struktury przestrzennej krysztatu
utworzonego przez domene inhibitorowg biatka p27 (obejmujacg 69 aminokwaséw
domeny N-konicowej), kinaze CDK2, z ufosforylowang w pozycji 160 treoning,
i cykling A [72]. Stwierdzono, iz w obrebie domeny inhibitorowej czasteczki p27
wyrozni¢ mozna tzw. ,,sztywny zw0j” (ang. rigid coil, reszty aminokwasowe: 26-35),
amfipatyczng helise a (reszty: 37-59), amfipatyczng strukture (3-spinki do wtosow
(reszty: 61-71), fancuch (3 (reszty: 75-81) i helise 3:.. (reszty: 85-90) (rys. 1).

W jaki sposéb biatko p27 wigze sie z kompleksami kinazowymi i hamuje ich
aktywnosé? Wiele istotnych informacji uzyskano dzigki poréwnaniu budowy kry-
sztatu potréjnego kompleksu ztozonego z domeny inhibitorowej p27, CDK2 i cykliny
A ze strukturag krysztatu podwéjnego kompleksu CDK2-cyklina A [40]. Wykazano,
iz w wyniku zwigzania z kompleksem CDK2-cyklina A domena inhibitorowa p27
staje sie strukturg nieglobularng i rozciggnieta, co umozliwia jej interakcje z duzg
powierzchnig kompleksu kinazowego [72]. Z badar krystalograficznych ponadto
wynika, ze kinaza CDK i cyklina wigza sie z p27 w dwéch réznych miejscach

RYSUNEK 1 Struktura domeny inhibitorowej biatka p27 (wg [72])



486 L. CISZAK, D. WOLOWIEC, A. KOSMACZEWSKA, D. BOCKO,
I. FRYDECKA

domeny inhibitorowej p27 i z tego tez powodu CDK i cyklina moga taczy¢ sie
z p27 w sposéb niezalezny od siebie. Biatko p27 wiaze sie jednak z kompleksem
kinazowym znacznie silniej niz z pojedynczymi podjednostkami kompleksu Ki-
nazowego, tzn. z cykling i CDK osobno [, s ]. W oddziatywanie z cykling A
zaangazowane sg aminokwasy tworzace tzw. ,sztywny zwdj” oraz amfipatyczng
helise a, podczas gdy pozostate elementy strukturalne domeny inhibitorowej p27
uczestnicza w wigzaniu kinazy CDK2 (rys. 2). Bardzo wazng role w procesie taczenia
p27 z czasteczka cykliny A odgrywa obecna w nim struktura ,,sztywnego zwoju”,
zbudowana z 10 aminokwasow, wsréd ktdrych w pozycji 32, 33 i 34 wystepuja
odpowiednio: leucyna (Leu), fenyloalanina (Phe) oraz glicyna (Gly). Sekwencja
ta, okreslana jako motyw LFG, jest obecna we wszystkich inhibitorach z rodziny
KIP/CIP. Wykazano, iz Leu 32 i Phe 33 motywu LFG wigzane sa, za posrednictwem
wigzan wodorowych oraz oddziatywan van der Waalsa, wewnatrz ptytkiego rowka
uformowanego w czasteczce cykliny A przez helisy: od, a3 i a4 ,boksu cy-
klinowego” (ang. cyclin box). Region ten jest bardzo konserwatywny w strukturze
biatek nalezacych do grupy cyklin [28]. Stwierdzono jednak, ze oddzialtywanie
domeny inhibitorowej biatka p27 nie powoduje zadnych zmian strukturalnych w
obrebie czasteczki cykliny A i stuzy ono najprawdopodobniej do wstepnego za-
kotwiczenia p27 w strukturze kompleksu CDK2-cyklina A i utatwienia interakcji
inhibitora p27 z kinazg CDK2. W oddziatywanie pomiedzy domeng inhibitorowg
p27 a kinazg CDK2 sg zaangazowane aminokwasy tworzace strukture amfipatycznej
3-spinki do witoséw i helisy 3., czgsteczki p27 oraz domene N-koricowg CDK2
(struktura (3ztozona z 5tancuchow) i kieszen katalityczng enzymu (miejsce wigzania
substratu i ATP) (rys. 2). Pie¢ pasm struktury 3tworzy jak gdyby ,,dach” kieszeni
katalitycznej i odgrywa krytyczng role w wigzaniu ATP przez kompleks kinazowy.
Wykazano, iz oddziatywaniu domeny inhibitorowej p27 z CDK2 towarzyszg zmiany
konformacyjne wewnatrz i wokdt kieszeni katalitycznej kinazy, ktére prowadza
w konsekwencji do zaburzenia procesu przytaczania ATP. Po pierwsze: przytgczenie
domeny inhibitorowej p27 do kompleksu CDK2-cyklina A powoduje przesuniecie
pierwszego tancucha struktury 3 domeny N-koncowej kinazy CDK2 (reszty ami-
nokwasowe: 1-13) oraz sptaszczenie struktury 3 i wyeksponowanie reszt amino-
kwaséw hydrofobowych, ktére moga oddziatywa¢ z czasteczkg p27. Utworzenie
sieci wigzan wodorowych pomiedzy resztami aminokwasowymi 75-81 taficucha
3 p27 a resztami aminokwasowymi 16-22 struktury 3 kinazy CDK2 umozliwia
wbudowanie tancucha 3 p27 w strukture 3 CDK2 (rys. 2). W ten spos6b powstaje
hybrydowa struktura 3» ktéra skiada sie z czterech tancuchéw 3 kinazy CDK2
ijednego tancucha 3 p27. Sztywny tancuch 3 czasteczki p27, ktéry zastepuje tancuch
3 kinazy CDK2, przesuwa cze$¢ N-koficowa drugiego taficucha struktury 3 CDK2
0 8,5 A, oddzielajac je czesciowo od struktury 3, co powoduje otworzenie ,,dachu”
tej czesci kieszeni katalitycznej, ktora jest odpowiedzialna za wigzanie ATP. Po
drugie: otworzenie czesci kieszeni katalitycznej umozliwia wigzanie w niej helisy
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RYSUNEK 2. Wptyw zwigzania domeny inhibitorowej biatka p27 nastrukture kompleksu CDK2-cyklina
A (wg [55]). A: Struktura ufosforylowanego kompleksu CDK2-cyklina A; B: Struktura potréjnego
kompleksu: domena inhibitorowa p27-ufosforylowana kinaza CDK2-cyklina A. W wyniku zwigzania
domeny inhibitorowej p27 przez kompleks CDK2-cyklina A dochodzi do nastepujacych zmian konfor-
macyjnych: 1- struktura [3-spinki do wtosow p27 tworzy tzw. ,kanapke” (sandwich) ze strukturg 3
domeny N-koricowej CDK2 powodujac sptaszczenie struktury (3CDK2 i wyeksponowanie reszt amino-
kwaséw hydrofobowych CDKZ2; 2 - tancuch (3 domeny inhibitorowej p27 zostaje wbudowany w
strukture @ kinazy CDK2; 3 - helisa 3io wiaze sie gteboko wewnatrz kieszeni katalitycznej CDK2 i
zajmuje miejsce wigzace ATP
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31, —struktury znacznie wiekszej niz czasteczka ATP. Reszty aminokwasowe 85-90
helisy 3., wigzg sie gteboko wewnatrz kieszeni katalitycznej kinazy CDK2 zajmujgc
miejsce, z ktorym wigze sie ATP, co prowadzi do zaburzenia procesu przytgczania
ATP. Po trzecie: badania krysztatu podwojnego kompleksu CDK2-cyklina A wy-
kazaty, ze zwrot P wystepujacy pomiedzy pierwszym i drugim tancuchem struktury
P, zwany petlg glicynowa, zwija sie nad czescig kieszeni katalitycznej odpowie-
dzialng za przytgczanie ATP i wigze reszty fosforanowe ATP. Zwigzanie inhibitora
p27 powoduje usuniecie petli glicynowej i ta pozycja zostaje zajeta przez fragment
czasteczki p27 lezacy bezposrednio za helisg 310.

Z analizy struktury przestrzennej krysztatu utworzonego przez domene inhibi-
torowa biatka p27, kinaze CDK2 i cykling A wynika, ze zwiazanie jednej czasteczki
p27 przez kompleks kinazowy powoduje istotne zmiany konformacyjne w obrebie
kieszeni katalitycznej kinazy CDK?2 ijest wystarczajgce do zahamowania aktywnosci
tego kompleksu [72].

WYSTEPOWANIE NIEAKTYWNYCH KOMPLEKSOW
p27-CDK4-CYKLINA D I ICH ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE

Pierwsze badania dotyczgce oddziatywania pomiedzy inhibitorem p27 a kom-
pleksem kinazowym CDK4-cyklina D wskazywaly, iz p27 hamuje aktywnos$¢ tego
kompleksu, mierzongjako zdolnos¢ do fosforylacji biatka pRB [67, s « ]. Stwierdzono
jednak, ze zdolno$¢ p27 do hamowania aktywnosci komplekséw CDK4-cyklina
DI i CDK4-cyklina D2 jest mniejsza niz zdolno$¢ do hamowania aktywnos$ci kom-
pleksu CDK2-cyklina E lub CDK2-cyklina A [67, :s]. Badania ostatnich dwdch
lat wskazujg na wystepowanie znacznych réznic w oddziatywaniu pomiedzy in-
hibitorem p27 a kompleksami: CDK4-cyklina typu D i CDK2-cyklina E lub CDK2-
-cyklina A. Zaobserwowano, iz w warunkach in vitro hamowanie aktywnosci
kompleksu CDK2-cyklina A jest proporcjonalne do wigzania inhibitora p27 przez
ten kompleks, tzn. hamowanie kompleksu kinazowego oraz wigzanie p27 przez
ten kompleks osiggaty potowe warto$ci maksymalnej przy tym samym stezeniu
p27 (ok. 20 nM) [ ]. W przypadku oddziatywania pomiedzy p27 a kompleksem
CDK4-cyklina D2 nie stwierdzono takiej zaleznosci. Bialtko p27 w stezeniu ok.
640 nM wigze sie z kompleksem CDK4-cyklina D2 w 100%, ale nie hamuje jego
aktywnosci w spos6b znaczacy. Do catkowitej inaktywacji kompleksu CDK4-cyklina
D2 wymagane jest stezenie inhibitora p27 ok. 2560 nM. Obserwowane r6znice
w oddziatywaniu pomiedzy inhibitorem p27 a kompleksami: CDK4-cyklina typu
D i CDK2-cyklina A zdaja sie potwierdza¢ wyniki doswiadczen przeprowadzonych
w warunkach in vivo [s]. Autorzy poréwnywali zdolno$¢ inhibitora p27 do ha-
mowania aktywnosci kinaz CDK2 i CDK4 w komarkach linii hodowlanej Tet-p27
(wywodzacej sie z linii komoérek nabtonka ptucnego norki MvliLu), w ktérych
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synteza ludzkiego biatka p27 kontrolowana jest przez transaktywator tetracykliny.
Kiedy komarki te rosng w medium zawierajgcym tetracykling w wysokim stezeniu
(1 pg/ml), nie wytwarzajgone egzogennego inhibitora p27. Obecne w proliferujgcych
komoérkach linii MvILu oraz komoérkach linii Tet-p27 endogenne biatko p27 taczy
sie z kompleksem CDK4-cyklina typu D oraz w mniejszym stopniu z CDK6-cyklina
typu D. Obnizenie stezenia tetracykliny w medium powoduje stopniowy wzrost
syntezy inhibitora p27 w komdérkach linii Tet-p27 (nawet 25-krotny), ktéry wiaze
sie z kinazag CDK2 i hamuje jej aktywnos$¢. Stwierdzono, iz « -krotne zwiekszenie
poziomu syntezy biatka p27 jest wystarczajgce do catkowitego zahamowania aktyw-
nosci kinazy CDK2. Wzrost stezenia inhibitora p27 w komérkach linii Tet-p27
nie powodowat natomiast znacznego zwiekszenia ilosci biatka p27 zwigzanego z
kompleksem CDK4-cyklina typu D. Obserwacja ta sugeruje, ze wiekszo$¢ kom-
pleksow CDK4-cyklina typu D obecnych zaréwno w komoérkach linii Tet-p27,
jak i w proliferujgcych komorkach linii MvILu byta juz zwigzana z p27. Wzrost
poziomu syntezy inhibitora p27 powodowat natomiast zwiekszenie stezenia kom-
pleksu p27-CDK6-cyklina typu D, co moze wskazywac, iz pomiedzy kinazami
CDK4 i CDKs wystepujg réznice w zdolnosci do oddziatywania z biatkiem p27.
Wykazano jednoczes$nie, ze wzrost stezenia p27 w komorkach linii Tet-p27 nie
spowodowat zahamowania aktywnosci komplekséw CDK4-cyklina typu D i CDK&-
cyklinatypu D. Z przedstawionych powyzej badan wynika, iz znaczna cze$¢ obecnych
w proliferujacych komérkach kinaz CDK4 i CDK: wystepuje w stabilnych, po-
tréjnych, aktywnych enzymatycznie kompleksach z cykling typu D i biatkiem p27
[ ]. Jaka jest rola fizjologiczna takich komplekséw? Obecnie przypuszcza sie, ze
w proliferujagcych komdérkach kompleksy CDK4-cyklina typu D wigza biatko p27
w celu chwilowego unieczynnienia jego aktywnos$ci inhibitorowej [26, ¢, ¢5].
Zwigzanie przez kinaze CDK4 icykline typu D inhibitora p27 mogtoby np. umozliwié
funkcjonowanie kompleksu CDK2-cyklina E, ktérego aktywno$¢ jest niezbedna
do przejScia komorki przez punkt krytyczny nagranicy faz G 1i S cyklu podziatowego.
Tak wiec oprocz swej funkcji katalitycznej kompleksy CDK4-cyklina typu D petnig
w komarce réwniez role niekatalityczna, ktéra polega na ,,magazynowaniu” biatka
p27 w komérce i unieczynnianiu jego aktywnosci inhibitorowej. Sa réwniez do-
niesienia, iz potrojne kompleksy p27-CDK4-cyklina D3 wykazujg zmieniona swoi-
sto$¢ substratowag w pordéwnaniu do podwdjnych komplekséw CDK4-cyklina D3.
Zaobserwowano, ze kompleksy p27-CDK4-cyklina D3 oraz CDK4-cyklina D3 fo-
sforylujg aminokwasy znajdujace sie w innej pozycji biatka pRb [17].

Powstaje jednak pytanie, w jaki sposéb stabilne, potrdjne kompleksy: CDK4-
cyklina typu D-p27 moga skutecznie fosforylowac¢ biatko pRb? Z omawianych
juz w niniejszej pracy badan strukturalnych krysztatu utworzonego przez potrdjny
kompleks - domena inhibitorowa biatka p27-CDK2-cyklina A - wynika przeciez,
iz zwigzanie jednej czgsteczki inhibitora p27 wystarcza do zahamowania aktywnosci
kompleksu kinazowego [72]. Blain i wspotpr. [ ] zaproponowali nastepujgcy model
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wyjasniajacy to zjawisko. Z badan krystalograficznych potréjnego kompleksu do-
mena inhibitorowa biatka p27-CDK2-cyklina A wynika, ze czgsteczka p27 ma dwa
odrebne miejsca wigzania z kinazg CDK i z cykling [72]. Jak juz wspomniano
wczesniej, oddziatywanie tzw. motywu LFG, wystepujacego w strukturze ,,sztyw-
nego zwoju” domeny inhibitorowej p27, z czasteczkg cykliny nie powoduje zadnych
zmian strukturalnych w obrebie cykliny. Stuzy ono najprawdopodobniej do wste-
pnego zakotwiczenia p27 w strukturze kompleksu CDK-cyklina i utatwienia interakcji
inhibitora p27 z kinazg CDK, w wyniku ktoérej dochodzi do zmian konformacyjnych
wokot i wewnatrz kieszeni katalitycznej kinazy CDK, prowadzgcych do inaktywacji
kompleksu kinazowego. Przedstawiony powyzej mechanizm oddziatywania pomie-
dzy p27, CDK icykling dotyczy, zdaniem Blaina i wspdtpr. [: ], interakcji inhibitora
p27, CDK2 i cykliny A, stad tez utworzony przez te trzy biatka kompleks nie
jest aktywny enzymatycznie. Blain i wspotpr. [ ] uwazajg jednak, iz zwigzanie
biatka p27 z cykling nie zawsze prowadzi do utatwienia interakcji p27 z kinazg
CDK, czego efektem jest utrzymanie aktywnos$ci kompleksow CDK-cyklinapomimo
obecnodci w nich inhibitora p27. Taki sposéb wiazania charakteryzuje oddziatywanie
inhibitora p27 z CDK4 i cykling typu D. Autorzy modelu sadza, ze w wyniku
dotgczenia tylko jednej czasteczki p27 do cykliny typu D powstajg pewne przeszkody
przestrzenne uniemozliwiajgce oddziatywanie odpowiednich fragmentow struktu-
ralnych domeny inhibitorowej p27 z kinazg CDK4 i w efekcie utrzymania aktywnosci
enzymatycznej kompleksu kinazowego. Istnieje tez mozliwos$¢, ze dostep p27 do
kinazy CDK4 blokujg inne dodatkowe czasteczki zwiazane z kompleksem CDK4-
cyklina typu D, ktére chronia ten kompleks przed jego inaktywacjg. W jaki wiec
sposéb kompleks CDK4-cyklina typu D jest hamowany przez inhibitor p27? Blain
i wspétpr. [« ] uwazaja, ze inaktywacja potréjnego kompleksu p27-CDK4-cyklina
typu D jest wynikiem przytagczenia dodatkowej czasteczki p27. Z badan krystalo-
graficznych kompleksu: domena inhibitorowa p27-CDK2-cyklina A wynika jednak,
iz kompleksy kinazowe zawierajgce dwie czasteczki inhibitora p27 nie sg stabilne
termodynamicznie [72]. Autorzy nie wykryli ponadto stabilnych komplekséw Kki-
nazowych zawierajgcych kilka czasteczek p27 nawet wtedy, gdy do krystalizacji
stosowano wysokie stezenie p27. Niestety struktura krystalograficzna kompleksu
p27-CDK4-cyklina typu D jest nie znana. Tak wiec problem, czy do inaktywacji
kompleksu CDK4-cyklina typu D konieczne jest zwigzanie dodatkowej czasteczki
p27, jak to sugeruje Blain i wspotpr. [+ ], nie jest rozstrzygniety.

ROLA BIOLOGICZNA BIALKA p27 ORAZ REGULACJA
JEGO STEZENIA W KOMORCE

Najwczesniej i najlepiej obecnie poznang funkcjg biologiczng biatka p27 jest
jego udziat w kontrolowaniu przebiegu cyklu komdrkowego. W fazie spoczynkowej
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(GO) cyklu podziatowego ponad 50% catkowitej zawartosci tego biatka w komorce
wystepuje w formie niezwigzanej z kompleksem kinazowym, a pewna jego ilo$¢
wykrywalna jest w kompleksie z CDK2 i cykling A [ss]. Stymulacja komérek
czynnikami mitogennymi indukuje ekspresje cyklin typu D itworzenie komplekséw
CDK4-cyklina typu D lub CDK: -cyklina typu D, ktore podobnie jak holoenzym
CDK2-cyklina E fosforylujg biatko pRb [44, : s, 93, 96]. Aktywno$¢ wymienionych
powyzej komplekséw kinazowych jest niezbedna do przejscia przez faze G: cyklu
podziatowego. Z najnowszych badan wynika, ze biatko p27 przyczynia sie¢ do sta-
bilnego wigzania sie kinazy CDK4 z cykling DI [11, 46]. LaBaer i wspotpr. [46]
wykazali, iz p27 zwieksza az 80-krotnie powinowactwo CDK4 do cykliny DI.
Podobny wpltyw na wigzanie CDK4 z cykling DI ma nalezgce do tej samej rodziny
inhibitorow biatko p21, w obecnosci ktérego powinowactwo CDK4 do cykliny
DI zwieksza sie 35-krotnie [46]. O istotnym udziale biatek p27 i p21 w tworzeniu
kompleksdw CDK4-cyklina DI $wiadczg réwniez wyniki doswiadczen przepro-
wadzonych na embrionalnych mysich fibroblastach nie majacych genéw kodujacych
biatkap27 ip21, w ktdrych nie wykryto obecnosci wspomnianych wyzej komplekséw
kinazowych [11]. Obecnos$¢ komplekséw CDK4-cyklina DI stwierdzono natomiast
w tych fibroblastach, do ktérych ponownie wprowadzono jeden z genéw kodujacych
biatka p27 lub p21. Z badah Chenga i wsp6tpr. [11] wynika takze, ze biatka p27
ip21lwptywajg rowniez na synteze cyklin D 1iD2, gdyz ich stezenie w embrionalnych
fibroblastach mysich nie majacych jednego z dwéch genéw kodujgcych inhibitor
p27 lub p2l1 jest znacznie nizsze niz w prawidtowych fibroblastach. Biatka p27
i p21 wptywajg ponadto w nieznany jeszcze sposob na stabilno$¢ cykliny DI [11].
By¢ moze zwigzanie p27 lub p21 z kompleksem CDK4-cyklina DI uniemozliwia,
przynajmniej czesciowo, fosforylacje przez ten kompleks kinazowy treoniny wy-
stepujacej w pozycji 286 czasteczki cykliny DI [11]. Poniewaz fosforylacja wspo-
mnianej reszty treoniny stanowi sygnat do proteolitycznej degradacji cykliny DI
z udziatem uktadu ubikwitynowego [16], ograniczenie tego procesu przez biatka
p27 lub p21 zwigzane z kompleksem CDK4-cyklina DI, moze prowadzi¢ do zwie-
kszenia stabilnosci tej cykliny [11]. Biatko p27, podobnie jak i inhibitory p21 oraz
p57, uczestniczy tez w przemieszczaniu sie cykliny DI do jadra komérkowego
[11, 46]. Podczas fazy G1 cyklu podziatowego cyklina DI gromadzi si¢ w jadrze
komoérkowym, a nastepnie w czasie syntezy DNA (faza S) przemieszcza sie do
cytoplazmy. W czgsteczce cykliny DI nie stwierdzono jednak obecnosci tzw. ,se-
kwencji lokalizacji jadrowej”, ktora jest odpowiedzialna za skierowanie biatka do
jadra. W jaki wiec sposéb cyklina DI jest transportowana do jadra komérkowego?
LaBaer i wspo6tpr. [46] udowodnili, Zze inhibitory rodziny CIP/KIP kierujg cykline
DI dojadra komorkowego za posrednictwem ,,sekwencji lokalizacji jadrowej” znaj-
dujacej sie w ich domenie C-koricowej. W identyczny spos6b transportowana jest
dojadra komoérkowego kinaza CDK4, ktéra takze nie ma w swej strukturze ,,sekwencji
lokalizacji jadrowe” [11, 46]. Z tych obserwacji wynika, ze biatko p27 nie jest,
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jak sgdzono na poczatku, jedynie inhibitorem kinaz cyklino-zaleznych, ale poprzez:
zwiekszanie powinowactwa kinazy CDK4 do jej podjednostki regulatorowej, wpty-
wanie na poziom syntezy cyklin typu D w komorce oraz udziat w transporcie
cykliny D1iCDK4 dojgdra komorkowego uczestniczy takze w procesie powstawania
stabilnych kompleksow CDK4-cyklina typu D w fazie G1 cyklu podziatowego.
Kompleksy CDK4-cyklina typu D mogg za$ m.in. ,maskowac” inhibitorowg aktyw-
nos¢ czasteczki p27 w celu umozliwienia funkcjonowania kompleksu CDK2-cyklina
E, ktérego aktywnos¢ jest konieczna do przejscia komorki przez punkt kontrolny
na granicy faz G1 i S cyklu podziatowego [26, s, s ].

Nastepstwem stymulacji komérek czynnikami mitogennymi jest spadek stezenia
biatka p27 [26, 50, 61] w wyniku jego degradacji w czasie przejécia z fazy G1
do S. Jakie mechanizmy wewnatrzkomérkowe kontroluja precyzyjnie moment, w
ktorym nastepuje degradacja biatka p27? Z pierwszych badan dotyczacych regulacji
stezenia inhibitora p27 w komoérce wynikato, iz regulacja ta odbywa sie na poziomie
potranskrypcyjnym, poniewaz ilos¢ mRNA p27 nie zmienia sie podczas cyklu po-
dziatowego [36, 67]. Obecnie wiadomo, ze spadek stezenia biatka p27 obserwowany
podczas przejscia komérek z fazy Gl do fazy S jest wynikiem proteolitycznej
degradacji tego biatka z udziatem lub tez bez udziatu ukiadu ubikwitynowego [:,
59, 63, 83]. Pagano i wspdipr. [63] wykazali, ze biatko p27 wigze sie z ubikwityng
i nastepnie ulega proteolizie przez kompleks proteazy 26S. Sygnatem do degradacji
inhibitora p27 jest przypuszczalnie fosforylacja treoniny w pozycji 187 czgsteczki
p27 przez kompleks CDK2-cyklina E [81]. W jaki sposéb p27 moze by¢ zaréwno
inhibitorem, jak i substratem kompleksu CDK2-cyklina E? Na podstawie wynikéw
badan kinetycznych Sheaff i wspotpr. [81] zaproponowali model wyjasniajgcy to
zjawisko. Autorzy uwazajg, ze proces wigzania biatka p27 przez kompleks CDK2-
cyklina E mozna podzieli¢ na trzy etapy. Poczatkowo p27 taczy sie luzno z CDK2-
cyklina E (etap pierwszy). LuZne zwigzanie p27 przez kompleks CDK2-cyklina
E nie powoduje zahamowania aktywnos$ci kompleksu kinazowego i sprzyja fo-
sforylacji biatka p27. Ta forma kompleksu p27-CDK2-cyklina E podlega nastepnie
procesowi powolnego przeksztatcania w forme katalitycznie nieaktywnga, zawierajgca
silnie zwigzane biatko p27 (etap trzeci). W procesie tym wyr6zni¢ mozna etap
posredni (etap drugi), w ktérym obie formy kompleksu sg w stanie rdGwnowagi.
Czynnikiem wptywajacym na ten stan réwnowagi jest stezenie ATP [81]. ATP
w niskim stezeniu (ponizej 50 pM) indukuje proces silnego wigzania p27 przez
kompleks CDK2-cyklina E, p27 jest wiec gtéwnie inhibitorem. Zwiekszenie stezenia
ATP z 50 do 1000 pM wptywa natomiast hamujaco na proces silnego wigzania
czasteczki p27 przez kompleks kinazowy, promujgc tym samym jej fosforylacje.
Obserwacja ta wskazuje, iz ATP nie moze wigzac sie z kompleksem CDK2-cyklina
E zawierajacym silnie zwigzane biatko p27 [81]. Z badan Alessandriniego i wspdtpr.
[1] wynika ponadto, ze enzymem odpowiedzialnym za fosforylacje biatka p27 moze
byé tez kinaza ERKI, nalezgca do rodziny kinaz MAP.
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Interesujgce wydaje sie rowniez to, iz proteolityczna degradacja inhibitora p27
przez kompleks proteazy 26S odbywa siejedynie w cytoplazmie, pomimo iz kompleks
proteazy 26S jest obecny takze w jadrze komdrkowym [76]. Z badan Tomody i
wspotpr. [87] wynika, ze w transporcie inhibitora p27 z jadra do cytoplazmy ucze-
stniczy biatko kodowane przez gen Jabl. Biatko to oddziatuje z czasteczkag p27
w jadrze komérkowym, transportuje ja do cytoplazmy i by¢ moze utatwia jej fo-
sforylacje w pozycji Thri87.

Z najnowszych badan Shirane i wspOtpr. [83] wynika, ze proteoliza biatka p27
przez kompleks proteazy 26S po uprzednim zwigzaniu p27 z ubikwityng nie stanowi
jedynego mechanizmu degradacji tego biatka. Shirane i wspodtpr. [83] uwazajg,
iz kompleks proteazy 26S katalizuje reakcje czesciowej proteolizy inhibitora p27
niezwigzanego z ubikwityna, w wyniku ktorej odciety zostaje fragment odpowie-
dzialny za wiazanie z cykling. Powstaty w nastepstwie proteolizy okoto 22-kilo-
daltonowy fragment jest nastepnie degradowany przez proteaze okres$lang jako
proteaza podobna do kalpainy (ang. calpain-like protease), poniewaz jej aktywnos$¢
jest hamowana przez inhibitor kalpainy - N-acetylo-dwdéjleucyno-norleucinal [83].

Badania ostatnich dwéch lat wskazuja, ze biatko p27 uczestniczy nie tylko w
kontrolowaniu proliferacji komorek, ale jest réwniez zaangazowane w proces apo-
ptozy. Katayose i wspotpr. [41] wykazali, iz nadekspresja genu KIPI kodujgcego
biatko p27 w komérkach réznych linii nowotworowych prowadzi do apoptozy tych
komaérek. Apoptoza indukowana przez nadekspresje genu KIPI osiggata najwyzszy
poziom po 72 godzinach od chwili zakazenia komorek adenowirusem zawierajgcym
ten gen. Hiromura i wspotpr. [37] zaobserwowali natomiast, ze nie syntetyzujace
biatkap27 komdrki mezangialneifibroblasty ulegajg apoptozie przy braku czynnikéw
wzrostu w medium hodowlanym. Wprowadzenie do tych komorek plazmidu z genem
kodujgcym biatko p27 zmniejszato znacznie odsetek komdrek apoptotycznych. Po-
wstaje wiec pytanie, czy biatko p27 indukuje, czy tez hamuje apoptoze? Hiromura
i wspotpr. [37] zaproponowali nastepujacy model opisujacy udzial biatka p27 w
proliferacji komaérek iprocesie apoptozy. W komoérkach proliferujgcych w obecnosci
czynnikow wzrostu spadek stezenia biatka p27 jest SciSle zsynchronizowany ze
zwiegkszeniem aktywnos$ci komplekséw: CDK2-cyklina E i CDK2-cyklina A. Po-
niewaz kinaza CDK2 jest aktywowana przez cykling E podczas pdznej fazy Gl,
a przez cykline A w fazie S i G2 cyklu komdrkowego, aktywno$¢ tych dwdch
holoenzymow CDK2-cyklina E i CDK2-cyklina A decyduje o tym, iz komorki
przechodzg przez kolejne etapy cyklu i sie dzielg. W warunkach stresu, jakim
jest np. usuniecie czynnikow wzrostu z medium, spadkowi stezenia biatka p27
towarzyszy znaczny wzrost aktywnosci kompleksu CDK2-cyklina A, natomiast
aktywnos$¢ kompleksu CDK2-cyklina E jest znacznie obnizona. Wzrost aktywnosci
holoenzymu CDK2-cyklina A bez poprzedzajgcego go, skoordynowanego wzrostu
aktywnosci kompleksu CDK2-cyklina E moze powodowac, ze komorki przestajg
sie dzieli¢ i ulegaja apoptozie. Badania Hiromury i wspdtpr. [37] wykazaly, iz
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wzrost aktywnosci kompleksu CDK2-cyklina A w komorkach nie majacych genu
KIPI, poddanych stresowi przez usuniecie czynnikéw wzrostu z ich medium ho-
dowlanego nie wynika z réznic w stezeniu biatek: CDK2, cyklina E i cyklina
A pomiedzy tymi komorkami a komérkami prawidtowymi, ale jest spowodowany
nieobecnosdcig inhibitora p27. Wyniki przedstawionych powyzej doSwiadczen wska-
zujg, ze biatko p27 odgrywa istotng role w koordynowaniu prawidtowej proliferacji
komorek i ich apoptozy. Brak koordynacji obu tych proceséw spowodowany za-
burzeniem regulacji stezenia biatka p27 moze prowadzi¢ do transformacji nowo-
tworowej.

ZABURZENIA EKSPRESJI BIALKA p27
W PROCESACH ROZROSTOWYCH

Antyproliferacyjne wilasciwosci p27, a takze udziat innych inhibitorow CDK,
zwitaszcza rodziny INK4, w patogenezie chorédb nowotworowych spowodowaty,
ze rowniez i to biatko stato sie przedmiotem zainteresowania badaczy patologii
rozrostowej. Na jego role jako antyonkogenu wskazywaty tez doniesienia, ze u
myszy nie majacych genu kodujgcego biatko p27 rozwijajg sie samoistnie guzy
przysadki mézgowej [24, 43, 57]. Na podstawie tych obserwacji oczekiwano, iz
gen KIPI moze, podobnie jak wiekszo$¢ znanych antyonkogenow, ulegaé mutacji
lub delecji homozygotycznej. Inaktywacja tego genu prowadzitaby do nadmiernej
aktywacji kompleksow CDK-cykliny, a tym samym do nadmiernej aktywnosci pro-
liferacyjnej komoérek i ich transformacji nowotworowej. Cho¢ w badaniach nad
rakiem piersi [25] i rozrostami hematologicznymi [94] nie wykazano delecji homo-
zygotycznej ani mutacji genu KIPI, zastosowanie metod immunohistochemicznych
pozwolito na wykazanie, ze zawarto$¢ biatka p27 w nowotworach réznego po-
chodzenia jest mniejsza niz w prawidtowej tkance. W odr6znieniu jednak od biatek
rodziny INK4, obnizony poziom p27 nie jest wynikiem zaburzen struktury lub
ekspresji genu, lecz zwiekszonej proteolizy biatka [48, 49]. Juz pierwsze prace
poswiecone implikacjom klinicznym tego zjawiska wykazaty jego niezalezne od
innych czynnikéw prognostycznych niekorzystne znaczenie rokownicze co do wol-
nego od choroby i/lub catkowitego przezycia w raku sutka [, 69] ijelita grubego
[49]. Stwierdzono tez zwigzek pomiedzy poziomem tego biatka a stopniem zroz-
nicowania raka piersi: w raku inwazyjnym dobrze zréznicowanym wysoki jego
poziom wykazano u 45 sposrod 56 pacjentek, w umiarkowanie zréznicowanym
byt on obnizony u 56 spos$réd 84 chorych (67%), w nisko zréznicowanym za$
obnizenie poziomu p27 wykazano u prawie wszystkich, bo az u 27 sposréd 28
badanych pacjentek. Sposréd 12 chorych, u ktérych zbadano poziom p27 w guzie
pierwotnym oraz w jego przerzutach, u 5 byta ona zblizona w obu tych ogniskach,
u 7 za$ nizsza w przerzucie niz w guzie pierwotnym [ ]. W badaniach Lloyda
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i wspotpr. [48] przeprowadzonych na skrawkach 177 nowotworéw réznego po-
chodzenia wykazano natomiast, ze w wiekszosci przypadkéw poziom p27 jest nizszy
w komorkach nowotworowych niz odpowiadajagcych im prawidtowych tkankach,
w gruczolakorakach za$ nizszy niz w gruczolakach. Ta ostatnia obserwacja znalazta
potwierdzenie w badaniach poziomu p27 w patologii przytarczyc. Byt on najwyzszy
w prawidtowej tkance gruczotowej i obnizat sie kolejno w grupie hiperplazji, gru-
czolakéw oraz gruczolakorakéw [ o]

W ostatnich trzech latach opublikowano wiele prac potwierdzajgcych te do-
niesienia o niekorzystnym co do catkowitego lub wolnego od choroby przezycia
znaczeniu rokowniczym obnizonej zawartosci p27 w roéznych nowotworach: raku
piersi [12, 33, 97], gruczotu krokowego [89, 100], powierzchniowym raku pecherza
moczowego [79], nabtonkowym raku jajnika [58], ptaskonabtonkowym raku jezyka
[53], gruczolakoraku przetyku [84], raku zotgdka [56, 62], jelita grubego [64],
trzustki [51], watroby [39], niedrobnokomérkowym raku oskrzela [9, 22, 102],
chtoniakach nieziarniczych [21, 54]. W nielicznych tylko typach nowotwordéw nie-
korzystne znaczenie rokownicze ma podwyzszony poziom p27. Stwierdzono to
w inwazyjnych rakach szyjki macicy HPV-pozytywnych [15] i wielkokomdrkowych
rozlanych chtoniakach linii B [74]. W nowotworach tych by¢ moze, w wyniku
interakcji z innymi biatkami, np. C-MYC, dochodzi do gromadzenia sie nieaktywnych
czasteczek p27. Wysoka zawarto$¢ p27 w komoérkach nowotworowych ma tez nie-
korzystne znaczenie rokownicze w przewlektej biataczce limfatycznej: towarzyszy
ona skréconemu czasowi podwajania sie liczby limfocytéw oraz masy guza, wysokim
stadiom zaawansowania klinicznego oraz zahamowaniem spontanicznej apoptozy
in vitro. Progresji za$ klinicznej choroby towarzyszy rowniez zwigkszenie zawartosci
p27 w komorkach biataczkowych [90]. Biorac pod uwage istotng role zaburzen
apoptozy w patogenezie tej biataczki mozna przypuszczac, iz niekorzystny wptyw
p27 na dynamike rozwoju choroby ma zwigzek nie z jego dziataniem antyproli-
feracyjnym, lecz wynika z przedtuzenia zycia limfocytéw biataczkowych przez
zahamowanie ich zaprogramowanej $mierci. Nalezy tu jednak wspomnie¢, ze w
badaniach nad rakiem piersi [97], jamy ustnej i gardta [27] oraz zotadka [62] stwier-
dzono odwrotny niz w przewlekiej biataczce limfatycznej zwigzek pomiedzy po-
ziomem p27 a apoptoza, tzn. wyzszej zawartosci tego bhiatka towarzyszyt zwiekszony
odsetek komorek apoptotycznych. Te rozbieznosci moga odzwierciedla¢ sygnali-
zowany weczesniej rézny, zalezny od rodzaju badanych komérek wptyw p27 na
przebieg zaprogramowanej ich $mierci.

Ze wzgledu na fizjologiczng role p27 jako inhibitora proliferacji, wiele uwagi
poswiecono wptywowijego deficytu w komérkach nowotworowych naich aktywno$é
podziatowg. Wiekszo$¢ badan nie wykazatajednak oczekiwanej zaleznosci pomiedzy
zawarto$cig p27 a powszechnie stosowanymi wskaznikami potencjatu prolifera-
cyjnego komdrek, takimi jak poziom biatka jadrowego Ki-67 (np. [15, 62, 64,
80, 84]). Zaleznos$¢ taka wykazano tylko w przypadku chitoniakéw nieziarniczych
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[54, 70, 75], z wyjatkiem dwdch klas: wielkokomdrkowych rozlanych chtoniakéw
linii B, gdzie duzej aktywnosci podzialowej towarzyszy wysoki poziom p27, oraz
chtoniak6w strefy ptaszcza, ktérych typowa odmiana cechuje sie niskim potencjatem
proliferacyjnym iniewykrywalng zawarto$cig p27 [70,74]. Nalezy jednak podkreslic,
ze niewykazanie zwiazku pomiedzy zawarto$cig p27 a wskaznikami aktywnosci
proliferacyjnej nie jest jeszcze dowodem na brak wptywu deficytu tegoz biatka
na potencjat podzialowy komérki. Badania Catzavelosa i wspotpr. [ ] oraz Lody
i wspotpr. [49] wykazaty, ze obnizonemu poziomowi p27 towarzyszy podwyzszona
aktywno$¢ kinazowa zalezna od CDK2, cykliny A oraz cykliny E przy nie zmie-
nionych parametrach cyklu komorkowego.

Istotny jest tez zwigzek pomiedzy niedoborem p27 a stopniem zréznicowania
nowotworu. Liczne doniesienia potwierdzity wspomniang uprzednio obserwacje Cat-
zavelosa i wspoétpr. [: ], ze zawarto$¢ p27 jest tym mniejsza, im nizszy jest stopien
zréznicowania i wyzszy stopien zto$liwosci histologicznej guza. Stwierdzono to
m.in. w raku piersi [12,33,97], pecherza moczowego [79], pecherzykowym tarczycy
[85], watroby [39] i btony Sluzowej macicy [3].

Przytoczone doniesienia sugeruja, ze obnizony poziom p27 wystepuje szczegdlnie
czesto w nowotworach nisko zréznicowanych, o wiekszym histologicznym stopniu
ztosliwosci oraz ich przerzutach. Nasuwa to wiec pytanie o miejsce deregulacji
ekspresji KIPI w procesie karcynogenezy: czy inicjuje ona ztosliwg transformacje
komorek, czy raczej pojawia sie wtornie podczas progresji choroby do postaci
mniej zréznicowanych histologicznie i bardziej inwazyjnych klinicznie. Niedawno
wykazano, ze zaré6wno heterozygotyczne, jak i pozbawione genu kipi myszy sa
szczegblnie podatne na rozwdj nowotwordéw indukowanych promieniami jonizu-
jacymi oraz karcynogenami chemicznymi, ze szczeg6lng predylekcjg do guzow
przysadki ijelita [23]. Obserwacja ta nie tylko uzasadnia zaliczenie KIP1 do rodziny
genéw supresorowych transformacji nowotworowej, ale wskazuje na istotng ceche
odrozniajagcag KIPI od innych znanych gendéw supresorowych, ktére - zgodnie z
hipotezg Knudsona o dwustopniowej mutacji danego locus (ang. two-mutation lub
two-hit criterion) - tracg wtasciwosci supresorowe dopiero po unieczynnieniu obu
swych alleli. Aktywnos$¢ supresorowa KIPI wymagataby natomiast obecnosci dwéch
funkcjonalnych alleli. Wykazano tez, ze p27 oddziatuje z pRB: myszy o genotypie
Kipi-/-, rb-/+ po utracie pozostatego allelu rb rozwijajg gruczolakoraki przysadki
i raki tarczycy wczesniej i o agresywniejszym przebiegu niz myszy kipi-/- lub
rb-I-F [65].

Wiasciwosci kipi jako genu supresorowego nasuwaja mys$l o wykorzystaniu
go do terapii genowej nowotworéw. Dotychczasowe badania na liniach komor-
kowych i guzach zwierzecych takag mozliwos$¢é potwierdzajg. Transfekcja komoérek
linii raka piersi adenowirusem zawierajgcym sekwencje KIPl powoduje spadek
aktywnosci kinazowej zaleznej od CDK2, CDK1 icykliny Bl oraz ich zablokowanie
w fazie GI/S w wiekszym stopniu niz transfekcja genem WAF1/CIP1 [14]. Trans-
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fekcja za$ genem KIPI linii raka okreznicy HT29 powoduje obnizenie aktywnosci
kinazowej zaleznej od kompleksu CDK2-cyklina E, czeSciowe zahamowanie wzrostu
oraz znaczny wzrost wrazliwosci na maslan sodu jako czynnik pobudzajacy r6z-
nicowanie. Wymuszenie natomiast w tychze komérkach ekspresji genu WAF1/CIP1
prowadzi do zmniejszenia ich gotowosci do réznicowania [99]. Opublikowano juz
pierwsze wyniki badan nad mozliwosciami wykorzystania kipi do leczenia no-
wotworéw zwierzecych. Zainfekowanie guzéw przeszczepialnego raka gruczotu
mlekowego myszy adenowirusem zawierajgcym gen kipi spowodowato zmniejszenie
sie masy guza o prawie 60% (po transdukcji genu WAF1/CIP1 uzyskano zmniejszenie
guza o 18%) oraz wywotato apoptoze komérek nowotworowych [71].

PODSUMOWANIE

Biatko p27 jest interesujagcym obiektem badar zaréwno dla biologa komérki,
jak i dla badacza zajmujgcego sie patologig nowotworowg. Lepsze poznanie wia-
Sciwosci p27 ma znaczenie tak dla zrozumienia mechanizmdw regulacji proliferacji
komoérkowej, jak idla medycyny Klinicznej. Liczne dane potwierdzajgce znaczenie
rokownicze jego poziomu w chorobach nowotworowych moga by¢é wykorzystane
w opracowywaniu nowych strategii leczniczych, a ponadto na uwage zastuguja
otwierajgce sie mozliwosci wykorzystania go w terapii genowej rozrostow ztosliwych.
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MAKROFAGI GONADY MESKIEJ*

TESTICULAR MACROPHAGES

Krzysztof BRYNIARSKI

Katedra Immunologii Collegium Medicum UJ

Streszczenie: Makrofagi gonady meskiej (TMf) nalezg do populacji niezapalnych makrofagéw tkanko-
wych. Komorki te zlokalizowane sg w tkance srodmigzszowej jadra, gdzie aktywnie sie dzielg. Fizjo-
logicznie nie wystepuja one w $wietle kanalikéw nasiennych. TMf uczestniczg wraz z komérkami
Sertoliego w mechanizmie formowania bariery krew-jadro i ksztattujg specyficzne $rodowisko tego
»uprzywilejowanego immunologicznie” narzadu. Makrofagi jader w spos6b parakrynny regulujg bez-
posrednio i posrednio aktywno$¢ endokrynng komérek Leydiga i spermatogeneze. Wzajemne relacje
pomiedzy TMf, komérkami Leydiga i komérkami Sertoliego dowodzg silnego powigzania funkcjonal-
nego, jak tez sg dowodem oddziatywan uktadu immunologicznego z endokrynnym. Kooperacja komérek
jadra, ktére warunkujg odrebnos¢ immunologiczng gonad meskich, jest przedmiotem dalszych badan.
(Postepy Biologii Komoérki 2000; 27: 505-525)

Stowa kluczowe: makrofagi jader (TMf), komoérki Sertoliego, komdérki Leydiga, monokiny, bariera
krew-jadro, narzady immunologicznie uprzywilejowane

Summary: Testicular macrophages represent the population of non-inflammatory tissue macrophages.
They are located in the testicular interstitial tissue, where they are able to proliferate, but physiologically
they do not appear in the seminiferous tubules. Testicular macrophages and Sertoli cells are involved in
the mechanism of blood-testis barrier, which makes testis an immunologically privileged organ. Testi-
cular macrophages acting paracrinally, directly or indirectly, regulate the endocrinal activity of Leydig
cells and spermatogenesis. Mutual relations between testicular macrophages, Leydig cells and Sertoli
cells confirm their strong functional dependence as well as cooperation of immune and endocrine systems.
Testicular cells relations, which take part in the formation of testis immune independence are still
explored.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 505-525)

Key words', testicular macrophages (TMf), Sertoli cells, Leydig cells, monokines, blood-testis barrier,
immune-privilege organs

*Praca dofinansowana z programu badawczego KBN.
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Makrofagi zaangazowane sa w réznorodne funkcje uktadu odpornos$ciowego w
organizmie: poczynajgc od nieswoistych, takich jak: fagocytoza, usuwanie usz-
kodzonych, zapalnie zmienionych tkanek oraz ich regeneracja. Petnig funkcje ko-
morek prezentujgcych antygen, sg zrédtem wielu monokin i innych czynnikéw
regulacyjnych stanu zapalnego. Wiekszo$¢ prac przegladowych zajmuje sie ma-
krofagami jako komadrkami uktadu immunologicznego [37,66], a jedynie nieliczne
dotyczg udziatu makrofagéw w nieimmunologicznych interakcjach tkankowych.
Makrofagi tkankowe opisywano w wielu narzgdach miedzy innymi w $ledzionie,
watrobie, weztach chtonnych, ptucach, grasicy, tozysku i macicy. Makrofagi tkan-
kowe postrzegane sg jako komorki zaangazowane w procesy regulacyjne w tkance
Srodmigzszowej takze w meskich gruczotach piciowych [32,34].

1. CHARAKTERYSTYKA ANATOMICZNA
GONAD MESKICH

Jadra stanowig parzyste gruczoty piciowe meskie umieszczone w skdrno-mies-
niowym worku mosznowym poza jamg brzuszng, co zapewnia temperature od-
powiednio nizszg, optymalng dla procesu spermatogenezy. Jadra otoczone sg grubg
tagczno-tkankowa, unaczyniong i silnie unerwiong torebkg widknistg. Ich migzsz
podzielony jest na ptaciki zawierajace krete kanaliki nasienne, ktdre w czesci szczy-
towej ptacika przechodzg w kanalik prosty prowadzacy do $rédjadrza. Kanalik prosty
naliki proste tworzg sie¢ jadra prowadzaca nasienie do najadrza i do nasieniowodu.
W ptacikach jadra, pomiedzy kanalikami sa przestrzenie wypetnione tkankg $réd-
migzszows, ktora przypomina budowg tkanke taczng luzng. Zawiera ona naczynia
krwionos$ne i limfatyczne oraz nerwy. Pomiedzy widknami prekolagenowymi i kola-
genowymi znajdujg sie fibroblasty, makrofagi, komorki tuczne i niezr6znicowane
komérki mezenchymatyczne oraz wystepuja grupami komorki gruczotowe Leydiga
produkujace hormony piciowe. Tréjwarstwowa btona wiasna kanalika nasiennego
zawiera fibroblasty, miofibroblasty oraz widknista prekolagenowg warstwe wewne-
trzng, na ktorej opierajg sie komoérki Sertoliego siegajace do Swiatta kanalika nasie-
niotwdrczego. Komorki Sertoliego o silnej aktywnosci fagocytarnej usuwajg ciatka
resztkowe i degenerujacy nabtonek plemnikotwoérczy, produkuja ptyn odzywczy
dla plemnikéw i izolujg komérki spermatogenezy [42].

Makrofagi gonady meskiej [TMf] sg zlokalizowane w tkance $rodmigzszowej
poza kanalikami nasiennymi [35]. Ich liczba wzrasta od urodzenia do uzyskania
dojrzatosci piciowej [32]. Stanowig one okoto 25% wszystkich komodrek tkanki
Sr6dmigzszowej [58]. TMT sg populacjg stosunkowo stabo poznang i zastugujg na
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szczegblng uwage, ze wzgledu na potencjalne mozliwosci wptywania na procesy
immunologiczne w gonadzie meskiej.

2. CHARAKTERYSTYKA CYTOMORFOLOGICZNA
MAKROFAGOW GONADY MESKIEJ (TMf)

TMf przybierajg roznorodne ksztatty, od nieregularnych poprzez wydtuzone do
owalnych. Maja typowe, sferyczne jadro [35]. Chromatyna jadrowa jest zbita i
usytuowana brzeznie. Cytoplazma makrofaga jest mniej obfita niz w komérkach
Leydiga, co zaznacza sie zar6wno w mikroskopie $wietlnym, jak i elektronowym
[32]. Zawiera umiarkowang ilo$¢ siateczki $rddplazmatycznej gtadkiej i szorstkiej
oraz mitochondria o typowej budowie. TMf, podobnie jak inne Mf tkankowe sg
zdolne do fagocytozy. Poprzednio okre$lane byty jako komdrki barwigce sie metodg
Schiffa [32]. Makrofagi jadrowe wykazujg intensywny proces endocytozy. W wa-
runkach in vitro pinocytujg liczne substancje, takie jak: biekit trypanu [58], hCG
(ludzka gonadotropine kosmowkowa), albumine, FSH (folikulotropine), witamine
A [32] i mieloperoksydaze [36]. Fagocytujg krwinki czerwone, czastki wegla [55],
drobiny lateksu [46], opsonizowane bakterie Escherichia coli czy Klebsiella pneu-
moniae [32], atakze zabite lub uszkodzone komérki Leydiga [24]. TMfmaja lizosomy
owyraznie zréznicowanej wielkosci (co obrazuje r6zne fazy fagocytozy), zawierajace
liczne enzymy hydrolityczne miedzy innymi kwasng fosfataze i sulfataze arylowa
[32]. Powierzchnia TMf ma liczne wypustki cytoplazmatyczne, ktére zapewniajg
ich kontakt z innymi komoérkami [3,32].

Dotychczas nie udato sie wyodrebnié jednoznacznego markera powierzchniowego
charakterystycznego dla TMf u badanych gatunkéw. Stwierdza sie na nich natomiast
kilka markeréw wspélnych z makrofagami o innej lokalizacji.

Na TMf szczurdw opisywano rozne markery, np. ED-1 (obecne réwniez na
monocytach i makrofagach) [32,77], ED-2 (charakterystyczne dla makrofagéw tkan-
kowych) [32,77] i OX-42, bedace odpowiednikiem Mac-1 u myszy. Mac-1 jest
receptorem dla fragmentu C3 dopetniacza (CR3), dlatego tez lokalizacja TMf w
poblizu tozyska naczyniowego moze mie¢ istotne znaczenie dla fagocytozy uta-
twionej (immunologicznej) [32,55]. TMT szczurze posiadajg receptor dla fragmentu
Fc immunoglobulin FcyRIg [32,55,79], a niektdre z nich s MHC klasy Il pozytywne
[55,58]. Najczesciej opisywanymi markerami Mf myszy, charakterystycznymi row-
niez dla TMf sg: F4/80 [47], BM-:, MP-23, MOMA-1, MOMA-2 [35], a wedtug
naszych badan réwniez marker CDIlb (Mac-1) [5,7], ktory wystepuje tylko na
czesci dojrzatej populacji TMf [67]. Natomiast ludzkie TMf majg markery HLA-DR
(MHC Kklasy II), CDIIb, CDllc, CD14 (receptor dla LPS) i CDs. [15,63]. W
stanach zapalnych jader antygen MHC klasy Il jest niekwestionowanym markerem
aktywowanych TMf [32].
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3. POCHODZENIE TMf

Przyjmuje sie ogdlnie, ze makrofagi zlokalizowane narzgdowo powstajg poprzez
zasiedlanie tkanek monocytami wywodzacymi sie ze szpiku kostnego. Natomiast
w przypadku TMf niektérzy badacze sadza, ze populacja ta sktada sie z dwéch
rodzajéw komorek o odmiennym pochodzeniu. Pierwsze, to typowe makrofagi tkan-
kowe o pochodzeniu lokalnym (np. u szczurow jest to populacja ED2+), stanowigce
70-80% catej populacji [77]. Druga natomiast subpopulacje stanowig makrofagi
pochodzenia szpikowego, u szczuréw ED1+ ED2’, ktore przywedrowaty do jader
jako monocyty ipo diapedezie z naczyn kapilarnych osiadty w tkance srédmigzszowej
jadra [54]. Dowodem na lokalne pochodzenie TMfjest ich obecno$¢ w grzebieniu
ptciowym juz u 11,5-dniowych ptodow mysich [57], a w 7 tygodniu cigzy u ptodéw
ludzkich [32]. Uwaza sie, ze TMf pochodza z komorek pierwotnych obecnych
w tkance Srodmigzszowej [47,57]. Lokalne podzialty komorkowe TMf pozostajg
pod kontrolg hormonéw przysadki [65].

U szczuréw pierwsze TMTf pojawiajg sie w 19. dniu zycia ptodowego. Ich liczba
wzrasta gwattownie miedzy 13. a 20. dniem zycia. Dalszy wzrost liczby TMf jest
skorelowany z przyrostem masy jadra, ktora do osiggniecia dojrzatosci piciowej
wzrasta okoto dwukrotnie. Wdwczas jeden makrofag przypada na 3 lub 4 komorki
Leydiga [47,58]. Z wiekiem stosunek ten ulega zmianie, gdyz liczba TMf wzrasta
dwukrotnie, a komdrek Leydiga spada o potowe [32]. Do 20. dnia zycia osobniczego
TMTf pozostajg luzno rozmieszczone w tkance $rédmigzszowej miedzy wioknami
kolagenu. Nastepnie niektére TMf tworzg zgrupowania (clusters) z komoérkami
Leydiga.

4. INTERAKCJE BEZPOSREDNIE TMf
| KOMOREK LEYDIGA

Makrofagi sg zdolne do interakcji z wieloma réznymi typami komorek o lokalizacji
zréznicowanej anatomicznie. Ich regulacyjny wptyw na komdrki tkanki otaczajacej
zachodzi przez bezpos$redni kontakt komoérek lub tez przez wydzielanie czastek
bioaktywnych [32]. Istnieje poglad, ze makrofagi tkankowe sg co najmniej w tym
samym stopniu zaangazowane w parakrynne oddziatywanie z innymi komorkami
jak w mechanizmy odpowiedzialne za system obronny gospodarza.

U szczuréw makrofagijader znajdujg sie w bezposrednim kontakcie z komorkami
Leydiga przez przeplatajgce sie wzajemnie wypustki cytoplazmatyczne obu tych
komérek [32,33]. Nagranicy obu komorek stwierdza sie obecno$¢ lamininy ikolagenu
typu IV [32]. TMf tworzg takie potgczenia z komdrkami Leydiga dopiero po osiag-
nieciu dojrzatosci ptciowej szczuréw, gdyz wczesniej izolowane sg od nich widknami
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kolagenu. W poblizu palczastych rozgatezien TMf, zakotwiczajagcych makrofagi
z komorkami Leydiga [3] zlokalizowanych jest wiele pecherzykéw endocytarnych,
ktérych funkcja w tej okolicy nie jest catkowicie wyjasniona. Wystepujg one u
réznych gatunkow i tworzg sie w czasie najaktywniejszych faz dojrzewania gonad,
w okresie poprzedzajgcym wydzielenie testosteronu. Inng strukturg morfologiczng
na granicy kontaktu TMf z komorkami Leydiga jest strefa elektronowo gesta [32]
po wewnetrznej stronie btony cytoplazmatycznej makrofaga w poblizu wypustek
palczastych. Jest to struktura morfologiczna makrofaga powszechna w miejscu kon-
taktu z innymi komorkami, np. z limfocytami, ktérej nie obserwuje sie miedzy
sasiadujagcymi TMf [32]. Wykazano ze komorki Leydiga wydzielajg czynnik ha-
mujacy migracje makrofagéw (MIF), dzieki ktéremu w sposéb bezposredni moga
regulowac liczbe kooperujacych z nimi TMf [54]. Znaczenie funkcjonalne potgczen
TMf z komdrkami Leydiga zostanie oméwione po6zniej [3,34,43].

TMfikomorki Leydiga dysponujg zatem zdolnos$cig do rozpoznania i wzajemnej
adherencji. Komdrki Leydiga moga ponadto tworzy¢ in vitro rozety z limfocytami
lub eozynofilami [32]. Jest to proces gatunkowo nieswoisty, gdyz np. komoérki
Leydiga szczurdw przylegaja do leukocytdw myszy, ludzi i szczuréw, co wskazuje
na konserwatywny mechanizm adherencji. Molekutami adhezyjnymi, ktére moga
uczestniczy¢ w procesie tworzenia rozet, sg na komoérkach Leydiga NCAM (CD56),
na limfocytach (X-integryna (CD 18) oraz prawdopodobnie CDss lub CDI Ib ze
strony TMf [15,32].

5. KOOPERACJA TMf Z KOMORKAMI LEYDIGA

Wptyw TMT na sekrecje testosteronu przez komdrki Leydiga jest nie do kofca
wyjasniony. In vitro wykazywano, ze pod wptywem stymulacji FSH, TMf mialyby
uwalnia¢ substancje stymulujace wydzielanie testosteronu przez komorki Leydiga
[32]. Inni badacze stwierdzali brak wptywu lub wrecz ujemne ich oddziatywanie
TMf na aktywnos$¢ endokrynng komoérek Leydiga [2,49,73]. Dostrzezono natomiast
pozytywny wptyw TMT stymulowanych LPS na produkcje testosteronu, niezalezny
od uwalnianych przez TMf monokin IL-1 i IL.s [1], cho¢ i w tym przypadku
nie byto petnej zgodnosci pogladéw [: ].

Wiele badan obrazujacych wzajemne zalezno$ci komoérek Leydiga i TMf prze-
prowadzono na modelu in vivo. Zastosowano techniki wybidrczej eliminacji ko-
marek jadra po dojgdrowym podaniu selektywnych czynnikéw toksycznych, ktére
prowadzity badz do uszkodzenia TMf liposomami z kwasem dwuchlorometyle-
nodwufosforowym - kwasem klodronowym (KKL) [24], badZ do usunigecia komoérek
Leydiga sulfonianem etylenodwumetanu - EDS [22]. Badania toksycznos$ci in vitro
na izolowanych TMf i komdrkach Leydiga wykazaty silng toksyczno$¢ KKL dla
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TMTf i niewielkg dla komorek Leydiga [9]. Wykazano rowniez, ze zastosowanie
KKL in vitro powoduje zahamowanie produkcji testosteronu [4] w komdrkach Ley-
diga. Natomiast EDS podany dojadrowo powoduje specyficzne uszkodzenie komérek
Leydiga z nastepujacg po nim infiltracjg limfocytéw CD4+, a nastepnie limfocytéw
CDs + 0 aktywnos$ci hamujacej limfocyty CD4+, co nie korelowato z wydzielaniem
hormonéw przysadki [31].

Po wstrzyknieciu do prawego jadra liposomow zawierajgcych kwas klodronowy
obserwowano znaczny (do 90%) spadek ilosci makrofagéw, co w konsekwencji
prowadzito do obnizenia produkcji testosteronu wjgdrach. Model in vivo przedstawia
fizjologiczny wpltyw makrofagdw na aktywno$é wydzielnicza komdrek Leydiga.
U szczuréw selektywne usuniecie TMf przy pomocy KKL zapobiega odtworzeniu
populacji komorek Leydiga usunietych wczesniej EDS (23), co sugeruje kluczowg
role, jakg odgrywaja TMf w proliferacji i réznicowaniu nowych komorek Leydiga.
W dalszych badaniach wykazano réwniez bezposredni lub posredni wptyw komorek
Leydiga na liczbe makrofagdw w jadrach [77]. Wptyw TMTf na komoérki Leydiga
moze zachodzi¢ kilku sposobami (rys. 1). Moze mie¢ on charakter troficzny [23],
regulowac procesy steroidogenezy [25], a takze dziata¢ przez o$ przysadka-jadro,
gtéwnie przez hormon luteinizujacy, powodujac aktywacje endokrynng komorek
Leydiga [22]. Tak wiec blizej nie sprecyzowane produkty TMf (np. czynnik oporny
na pH) wptywajg na produkcje testosteronu w drodze uruchomienia osi przysad-
ka-jadra, gtéwnie przez hamowanie sekrecji LH, jak i lokalnie przez ujemne sprze-
zenie zwrotne, przez bezposredni wptyw tlenku azotu (uwalnianego przez
makrofagi) na komérki Leydiga [25]. Istnieje rowniez negatywny obwdd regulacyjny,
uruchamiany gtéwnie w stanach zapalnych, kontrolujacy poziom testosteronu przez
TNF-a wytwarzany przez TMf [2]. Zaréwno dodatnie, jak i ujemne obwody regulacji
aktywnos$ci endokrynnej komdrek Leydiga, w ktérych biorg udziat TMf, dzialajg
via komadrka Sertoliego (rys. 1). Zjednej strony komorka Sertoliego ulega aktywacji
przez FSH [:] i stymuluje in situ spermatogeneze. W wyniku tej aktywacji ulega
wzmozeniu produkcja inhibiny, ktéra na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego
hamuje aktywacje komoérek Sertoliego przez FSH [2]. Z drugiej strony komorka
Sertoliego ma receptor dla TNF-a i reaguje na te monoking wydzielang przez
TMTf pobudzeniem spermatogenezy, co jednocze$nie hamuje zaréwno produkcje
inhibiny, jak i aktywno$¢ endokrynng komérek Leydiga aktywowanych LH [2,78].

Niektérzy badacze dopatruja sie istnienia w TMf swoistego systemu transportu
peptyddéw, ktére mogtyby parakrynowo regulowaé produkcje hormonow sterydowych
przez komorki Leydiga [60]. Wedtug innych TMf wydzielajg czynnik zwany MDF
(ang. macrophage derived factor) [29, 30] lub tez niezidentyfikowany apolarny
czynnik lipofilowy [34,50], ktéry bezposrednio aktywuje procesy steroidogenezy
w komodrkach Leydiga. Istotng role w pozytywnej regulacji endokrynnej komaérek
Leydiga przez TMf odgrywa prawdopodobnie M-CSF (rys. 1). Brak wydzielania
M-CSF przez TMf jest domniemang przyczyna obnizenia poziomu testosteronu
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RYSUNEK 1 Wptyw TMf na mechanizm wzajemnej regulacji aktywnosci sekrecyjnej komorek jadra,
NN - czynnik niezidentyfikowany, pozostate skrdty objasniono w tekscie; —»regulacja pozytywna,
-j-3-* regulacja negatywna

U myszy osteoporotycznych, w czego nastepstwie wykazujg one istotny spadek
zywych plemnikéw w nasieniu [10,11]. W stymulacji TMfdo wydzielania czynnikdw
troficznych dla komdrek Leydiga [43] biorg udziat wewngatrzkomérkowejony wapnia.
Zwrdcono réwniez uwage, ze NO, potencjalnie uwalniany z TMf, odwracalnie
hamuje steroidogeneze w komoérkach Leydiga aktywowanych hCG [18]. Zahamo-
wanie to jest wynikiem zablokowania aktywnos$ci cytochromu P450 odpowiedzial-
nego za utlenienie pierscienia cholesterolu do pregnenolonu [18].
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Tak wiec wptyw TMfnarozwdj komorek Leydiga isteroidogenezejest mediowany
bezposrednio przez produkty sekrecji TMf (TNF-a, M-CSF, NO, MDF, czynnik
lipofilowy), a takze posrednio przez aktywacje hormonalng osi przysadka-jgdro
(rys. 1).

Ten skomplikowany hormonalno-parakrynny system regulacyjny in vivo moze
ttumaczy¢ odmienne wyniki badan uzyskiwanych na modelu in vitro [32]. W modelu
in vitro, uzycie izolowanych (niejednokrotnie w odmienny sposob) najczesciej dwdch
populacji komorek, uniemozliwia petna symulacje wielu istotnych mechanizméw
regulacyjnych zachodzgcych in vivo. W zywym organizmie zachowana jest nie
tylko mozaika i architektura wspotpracujacych ze soba wielu typéw komorek jadra,
lecz takze wptyw innych narzadéw i uktadéw, w tym endokrynnego, na procesy
metaboliczne w jadrze.

6. TMf A KOMORKI SERTOLIEGO

Komérki Sertoliego zlokalizowane sg na wewnetrznej prekolagenowej warstwie
btony podstawnej kanalika nasieniotwérczego i wnikajg do jego Swiatta. Dzieki
silnym zespoleniom jednolitej warstwy komorek, izolujg one szczelnie strefe ka-
nalikéw nasiennych od tkanki $rédmiazszowej jadra [42] i nie dopuszczaja do ,,prze-
sagczania” 1gG [53]. Dzieki temu zabezpieczaja przed rozwojem odpowiedzi
immunologicznej w $wietle kanalikow nasiennych, z udziatem przeciwciat skie-
rowanych przeciw komdrkom mejotycznym i postmejotycznym. Jednak w czesci
przypodstawnej przeciwciata moga docieraé z ptynem tkanki $rédmigzszowej.

U ludzi i kilku przebadanych gatunkéw zwierzat (myszy, szczurdéw, barandow)
komoérki Sertoliego, podobnie jak komarki rozrodcze, nie wykazujg ekspresji anty-
genéw MHC klasy I i Il [63], co odréznia je od makrofagéw. Charakteryzujg
sie wysoka aktywnoscig fagocytarng ipochtaniajg ciatkaresztkowe oraz degenerujacy
nabtonek plemnikotworczy [74]. Nie majg natomiast receptoréw dla trzeciego skiad-
nika dopetniacza (CR3) oraz FcyRI i FcyRIl/I11 [6] charakterystycznych dla ma-
krofagow i odpowiedzialnych za fagocytoze immunologiczng. Komaérki Sertoliego
wykazujg ekspresje antygenu CD95L (FasL), dzieki ktéremu indukujg proces apo-
ptozy w limfocytach rozpoznajgcych autoantygen posiadajgcych odpowiedni ligand
(CD95) [2]. Réwniez dzieki identycznym mechanizmom makrofagi, jako komorki
prezentujace antygen, mogg indukowac apoptoze limfocytdw [48]. Ten mechanizm
wygaszania odpowiedzi immunologicznej ma z pewno$ciag niebagatelne znaczenie
w utrzymaniu tolerancji na autoantygeny komdrek szeregu spermatogenezy [28].

TNF-aprodukowany przez TMf stymuluje komorki Sertoliego wykazujace eks-
presje receptorow dla TNF-a typu Iitypu Il [2] do produkcji czynnikéw odzywczych
dla plemnikéw [2]. Komérki Sertoliego aktywnie wydzielajg IL-la [64], TGF-a,
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TGF-(31 TGF-(32 [13] i IL.s [74]. W komérkach Sertoliego wykazano wysoka
aktywno$¢ syntazy PGE. [70] oraz obecno$¢ na blonie komdrkowej integryn
al (3L i a9 (3 odgrywajacych role w interakcjach z biatkami macierzy pozako-
morkowej [27]. Komérki Sertoliego u ludzi majg bezposredni wptyw na regulacje
produkcji testosteronu  przez wydzielanie insulinopodobnego czynnika wzrostu
(IGF-1), ktéry wzmaga aktywno$¢ enzymow przemiany sterydowej w komoérkach
Leydiga (rys. 1) [44]. Aktywacja przez FSH komoérek Sertoliego [ ] powoduje
wzmozenie aktywnosci S-transferazy glutationu, ktéra bezposrednio pobudza
aktywnos$¢ spermatogenezy w kanalikach nasiennych [9]. Oprocz kooperacji komorek
Sertoliego z komdrkami Leydiga sugeruje sie takze wzajemne wspotdziatanie ko-
morek Sertoliego i TMf. Wspoidpraca tych ostatnich realizowana jest w zakresie:

1) utrzymania bariery immunologicznej w jadrach [2,30],

2) ,tlumaczenia” sygnatéw hormonalnych, np. FSH przez ekspresje i aktywacje
receptora FSH [8,9],

3) aktywacji enzymoéw, np. aktywacja inhibitora plazminogenu przez TNF-a
[45] oraz

4) przez bezpos$redni wptyw TMf i komorek Sertoliego na dojrzewanie komoérek
plemnikotwérczych [9,70].

7. AKTYWNOSC WYDZIELNICZA MAKROFAGOW
GONAD MESKICH

Produkty sekrecji komdrek linii monocyt/makrofag, w zaleznosci od lokalizacji
narzadowej, moga regulowaé funkcje hepatocytéw, depolaryzowaé btone miocytéw,
wplywaé na wzrost i sekrecje osteoblastéow, wptywaé na tworzenie kolonii alweo-
larnych Il typu, na proliferacje komérek mezangium (tkanki tgcznej kiebka ner-
kowego), astrogleju i fibroblastéw [32,71,72]. TMf wytwarzajag wiele biatek
odmiennych od produkowanych przez makrofagi otrzewnowe [32]. Spos$rdd okoto
100 przebadanych substancji biatkowych lub ich podjednostek jedynie potowa z
nich byta identyczna dla obu typéw komoérek. Ponad potowe catkowitej ilosci biatka
wydzielanego przez TMf stanowi proteina o nieznanej funkcji [32]. TMf wydzielajg
anion ponadtlenkowy i lizozym [32], ktére biorg udziat w nieswoistych mecha-
nizmach obronnych u réznych gatunkéw, choé w ilo$ciach kilkukrotnie mniejszych
niz makrofagi ptucne czy otrzewnowe. Niewielkie zdolnosci sekrecyjne TMT sg
wyrazem braku ich aktywacji w odizolowanej od antygenéw zewnatrzpochodnych
tkance jadra. Wiele biatek wytwarzanych przez TMf ma dziatanie regulacyjne w
stosunku do samych komorek jadra - komorek Sertoliego i Leydiga.



514 K. BRYNIARSK1

8. CYTOKINY | CZYNNIKI SEKRECYJNE TMf

Czynnik martwicy nowotworu typ alfa - TNF-a

In vitro TMf produkujg TNF-a jedynie po izolacji z uzyciem kolagenazy [32],
natomiast przy izolacji nieenzymatycznej wydzielajg go dopiero po stymulacji LPS.
TNF-a jest nieobecny w ptynie sr6dmigzszowym, jakkolwiek w TMf wykazano
obecnos¢ informacyjnego RNA (mRNA) [16,78], co moze wskazywac na jego
niska produkcje i akumulacje. Sugerowano, ze TMf nie wytwarzaja klasycznej
formy TNF-a, lecz czynnik podobny do TNF-a (TNF-likefactor), gdyz przeciwciata
anty TNF-a lub anty TNF-(3 nie neutralizowaly jego cytotoksycznosci w stosunku
do linii L-929, uzywanej standardowo do oznaczania aktywnosci cytotoksycznej
dla obu form TNF. Poniewaz jego wytwarzanie stymulowane jest przez LPS, moze
on by¢ parakrynnym czynnikiem regulacyjnym produkcji hormondéw piciowych
w jgdrach w warunkach patologicznych [56]. Poczgtkowo sgdzono, ze TNF-a akty-
wuje komérki Leydiga i stymuluje zaré6wno podstawowe wydzielanie testosteronu,
jak ijego wydzielanie indukowane przez hCG. Dzi$ wiadomo, ze wptyw ten jest
hamujacy [51,78] i ma charakter posredni. Hamujacy wptyw TNF-a na steroi-
dogeneze komérek Leydiga zachodzi przez komorki Sertoliego [2,8,44,70], ktérych
lokalizacja w kanalikach nasiennych jadra uprzywilejowata do sprawowania kontroli
nad procesem spermatogenezy [9,44].

Interleukina 1

TMf szczuréw wytwarzajg bioaktywng monokine IL-1, gtdwnie jej forme a,
w ilosci kilkadziesigt razy mniejszej niz makrofagi otrzewnowe [1,29]. Natomiast
komérki Leydiga sa producentami IL-1(3 [3,41,70]. Réwniez komorki Sertoliego
wydzielajg lub spichrzajg IL-la [64]. Podczas gdy forma (3jest w catoSci prze-
znaczona na eksport, forma a jest réwniez przechowywana wewnatrz komoérek
albo wystepuje w postaci zwigzanej z ich powierzchnia.

Tak IL-la, jak i IL-1@hamujg u szczurow wptyw hCG na uwalnianie testosteronu
przez komérki Leydiga. Wynika to z faktu podobnego dziatania biologicznego tych
cytokin [32] oraz ze wzgledu na przekazywanie sygnatu za posrednictwem tego
samego receptora IL-1RI. Drugi receptor IL-1RI1I, wigze z wyzszym powinowactwem
IL-13niz IL-1a, ale nie przenosi sygnatu do wnetrza komérki. P6Zniejsze doniesienia
dowodzg obecnos$ci wjadrach mysich receptora IL-1RI, 0 wyzszym powinowactwie
dla IL-la i o nizszym dla IL-1(3 [75].

IL-1 moze wptywaé na komorki kanalikéw nasiennych, gdyz przenika ona przez
bariere krew-jadro okoto szeSciokrotnie wydajniej niz albumina. IL-la jest na-
turalnym stymulatorem podziatéw spermatogonii i wzmaga podstawowg produkcje
testosteronu w komérkach Leydiga [32].
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IL-1@wptywa parakrynowo na aktywnos$¢ steroidogenezy w komdrkach Leydiga,
przy czym efekt ten jest odwrotnie proporcjonalny do koncentracji testosteronu.
IL-1@ stymuluje synteze DNA w niedojrzatych komodrkach Leydiga in vitro, co
moze mieé zwiazek ze wzrostem liczby tych komérek przed osiggnieciem dojrzatosci
piciowej [40], cho¢ zdania w kwestii wptywu IL-1na komdrki Leydiga sg podzielone
[73].

Inne cytokiny (GM-CSF, IL-s, M-CSF)

Niestymulowane TMf produkujag kilkukrotnie wiecej GM-CSF niz makrofagi
otrzewnej [39]. Pobudzenie LPS zwieksza wydzielanie cytokin (IL-1, TNF-a i IL-s)
natomiast znacznie hamuje sekrecje GM-CSF. Efekt wzmozenia syntezy cytokin
uzyskiwano dopiero po tgcznym zastosowaniu IFN-y, LPS i indometacyny, co su-
gerowa¢ moze fizjologiczny stan wygaszenia aktywnosci wydzielniczej cytokin w
TMf przy udziale prostaglandyn. Nie obserwowano aktywnos$ci sekrecyjnej IL.s
przez TMf z populacji niestymulowanej, a jedynie po stymulacji LPS [1]. Po sty-
mulacji wirusem Sendai zardwno TMf, jak i komdrki Leydiga produkowaty IFN
typu | (IFN-a i IFN-(3) [17]. Zatem TMf ulegajg aktywacji sekrecyjnej w zapaleniu
bakteryjnym (LPS) lub wirusowym. W zakazeniu wirusowym IFN-y pojawiaé sie
moze jako efekt naptywu limfocytéw do ogniska zapalnego, natomiast produkcja
IL.« (dawniej zwang IFN-[3?) moze byé wynikiem pobudzenia do sekrecji TMf
tkanki srodmigzszowej jadra. Wydzielanie IFN-a i IL.s jest charakterystyczne dla
ostatecznie zrdznicowanej nie proliferujacej formy Mf [76].

Prostaglandyny

TMf hamuja proliferacje limfocytow krwi obwodowej zaréwno przy ich bez-
posrednim kontakcie, jak i przy uzyciu nadsgczu z hodowli izolowanych TMf [38].
Aktywnos$¢ supresyjna zwigzana jest z obecnosciag w nadsaczu prostaglandyn PGE:.
i PGF2a. Inhibitor cyklooksygenazy - indometacyna przywraca aktywno$é pro-
liferacyjng limfocytéw zahamowang w obecnosci TMf.

Inne czynniki wytwarzane przez TMf

Proopiomelanokortyna (POMC), prekursor (3-endorfiny i hormonu adrenokorty-
kotropowego, jest obecna w ekstraktach zjader, ptynie Srédmigzszowym, komdrkach
Leydiga [21] oraz TMf [46]. Na poziom POMC ijej m-RNA nie wptywa dwume-
tanosulfoetan (EDS), ktory dziata toksycznie na komorki Leydiga [22]. Opisano
réwniez, produkowany przez TMf, czynnik oporny na niskie pH, nie bedacy ani
IL-1, TNF-a czy TGF-(3, ktéry hamuje produkcje testosteronu w komorkach Leydiga
u szczurow [32]. Donoszono takze o uwalnianym z TMf lipofilnym czynniku wie-
lokrotnie wzmagajacym sekrecje testosteronu przez komorki Leydiga [33]. Nasze
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niepublikowane badania wykazaty, ze TMf produkujg TGF-(3. Wszystkie dotych-
czasowe doniesienia wskazujg na udziat réznych czynnikéw parakrynnych w od-
dziatywania miedzykomdrkowe wjadrach. Konieczne sgjednak dodatkowe badania
dla okreslenia ich struktury molekularnej i znaczenia fizjologicznego.

9. HORMONY GONADOTROPOWE

Wptyw hormonu folikulotropowego (FSH) na TMf

U zwierzat z usunietg przysadka, podany dojadrowo FSH, znakowany radio-
izotopem, deponowany jest na powierzchni TMforaz w duzej ilosci w ich lizosomach
i cytoplazmie [32]. Wskazuje to, ze TMf majg zdolno$¢ do nieswoistego spichrzania
FSH z tkanki $rédmigzszowej drogg endocytozy. Sugerowano takze, ze TMf ludzi
[32] ir6znych gatunkéw zwierzat (myszy, szczurdéw, chomikéw) [23,32,52] posiadaja
swoisty receptor dla FSH o wysokim powinowactwie, ale matej pojemnosci [32],
ktérego aktywacja miata powodowac¢ zmiany metaboliczne TMf (zwiekszenie po-
ziomu cAMP, mleczanu, nasilenie procesu transkrypcji i translacji) [32]. W przyjeciu
takiego zatozenia postuzono sie pewng analogia, gdyz na wielu komdrkach, w
tym na Mf i na limfocytach, stwierdzono obecno$¢ receptoréw dla réznorodnych
hormonéw, w tym dla neurohormonéw [32]. Obecnie uwaza sie, ze sposréd komadrek
jadra, mRNA dla receptora FSH majg tylko komorki Sertoliego [: ], a wptyw FSH
na metabolizm TMf jest wyrazem posredniego wplywu komoérek Sertoliego na
ich aktywnos¢.

Wszystkie powyzsze doniesienia potwierdzajg jednak teze o powigzaniu uktadu
immuno-endokrynnego, sg takze dowodem wzajemnego wptywu i kontroli aktyw-
nosci na zasadzie sprzezen zwrotnych zachodzacych miedzy poszczegdlnymi typami
komorek tkanki jgdra (TMf, komorki Sertoliego i komorki Leydiga).

W ptyw gonadotropiny kosméwkowej ludzkiej (hCG) na TMf

Wptyw hCG na TMfjest dyskusyjny, a uzyskiwane wyniki sgrozbiezne. Dominuje
jednak poglad o stymulujgcym wptywie hCG na liczebnos¢ TMf i komorek Leydiga
w jadrach [32]. Efekt ten jest bardziej wyrazisty we wnetrostwie, przy czym wptyw
tego hormonu na TMf jest posredni, przez komorki Leydiga. Wskazuje na to fakt,
ze po zastosowaniu in vivo kwasu klodronowego, ktory eliminuje komoérki Leydiga,
hCG nie wptywa na zwiekszenie liczhy TMf w poréwnaniu z jadrem zwierzat
kontrolnych [23]. Ludzka gonadotropina kosmdwkowa zwieksza liczbe TMf w ja-
drach od okresu noworodkowego az do czasu osiggniecia dojrzatosci ptciowej [65].
Istniejg jednak doniesienia nie wykazujagce wptywu hCG na wielko$¢ populacji
TMT [32].
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Wptyw innych hormonéw na TMf

Hormon wzrostu (GH) jak tez prolaktyna (LTH) wptywajg istotnie na zwiekszenie
liczby i wielkosci TMf i wzmagajg witasciwosci fagocytarne tych komorek [23].
Nie okreslono jednak, czy jest to efekt posredniego czy bezposredniego dziatania
LTH na TMf [19]. Zaréwno TMT, jak i nadsacz z ich hodowli hamujg indukowang
przez hormon luteinizujacy (LH) produkcje testosteronu przez komorki Leydiga,
lecz nie hamuja podstawowego wydzielania testosteronu. Zahamowanie to jest pra-
wdopodobnie wynikiem zaburzenia transportu cholesterolu do mitochondriéw ko-
mérek Leydiga jeszcze przed utworzeniem pregnenoclonu [73].

Wielko$¢ populacji Mf jest regulowana przez hCG i LH prawdopodobnie za
posrednictwem innych substancji niz androgeny wydzielane przez komérki Leydiga,
np. czynnikéw angiogennych [12]. Sugeruje sie udziat TMf w sekrecji NO i regulacji
osi przysadka-jgdro [26]. Dootrzewnowe lub dojgdrowe podanie egzogennego sub-
stratu dla iINOS (indukowanej syntazy NO) estru metylowego L-argininy, powoduje
spadek poziomu LH i testosteronu we krwi i w ptynie tkanki srodmigzszowej jader,
a efekt ten nie wystepuje u myszy pozbawionych TMf [26].

10. METABOLIZM STERYDOW

Wykazywano aktywno$¢ metaboliczng makrofagow wielu gatunkdéw w przemianie
sterydéw [32]. Istniejg jednak doniesienia negujgce udziat TMf w metabolizmie
testosteronu [73].

Dziatanie steroidéw

Estrogeny [32], w przeciwieristwie do testosteronu [59], wptywaja na zwigkszenie
aktywnosci fagocytarnej, produkcje IL-1 iekspresje antygendw MHC klasy Il przez
TMT[32]. Dihydrotestosteron hamuje produkcje IL.s przez TMf, atakze wytwarzanie
IFN-y przez aktywowane limfocyty cytotoksyczne in vitro [59]. Testosteron nie
ma wptywu na liczebnos¢ TMf w tkance $Sr6dmigzszowej jadra [32], gdyz ani
antyandrogeny, ani blokery testosteronu nie hamujg naturalnego przyrostu liczby
makrofagéw miedzy 20. a 30. dniem po urodzeniu.

11. WPLYW USUNIECIA PRZYSADKI

Oprocz zmian bezpos$rednio zwigzanych z usunieciem przysadki, spowodowanych
brakiem hormondw tropowych, po hypofyzektomii pojawiajg sie zmiany posrednie
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w postaci ogdlnoustrojowego upos$ledzenia metabolizmu. W jadrze obserwowano
zmiany w morfologii i funkcji TMf - zmniejszeniu ulega catkowita objeto$¢ tkanki
jadra, jak rowniez liczby TMf [19]. U szczuréw poddanych wycieciu przysadki
podawanie FSH, LH i prolaktyny (lecz nie GH) powoduje iloSciowy przyrost TMf
[19]. Przeciwciata antygonadotropowe wywotujg u szczuréw istotny spadek liczby
TMTf (0 s« %) i stosunkowo niewielkie obnizenie liczby komorek Leydiga (o 18%)
ze zmiang prawidtowego stosunku komérek Leydiga do TMf z 4:1 na 9:1 [20].
Uwaza sie, ze aktywnos$é oksydazowa glutationu w TMf spada po zabiegu usuniecia
przysadki i mozna jg przywrdci¢ stosujgc podawanie gonadotropiny. Wszystkie
powyzsze badania potwierdzajg wptyw hormonéw przysadki (FSH, LH iprolaktyny)
na rozw6j TMf [32].

12. WPLYW SEZONOWYCH RYTMOW BIOLOGICZNYCH

Zaobserwowano gatunkowo-specyficzne r6znice w zdolnosci do produkcji na-
sienia w zaleznosci od okresu dtugiego czy krdtkiego dnia. Ilo$¢ komorek Sertoliego
pozostaje stata, ale liczba i wielkos¢ TMf ulega sezonowym zmianom. Zaréwno
u chomikéw, jak i nietoperzy w okresie dnia krotkiego liczba TMf stanowi 70%
ich liczby w okresie dnia diugiego [32].

TMf ptakoéw lokalizujg sie w odmiennych strukturach jgdra w okresie obnizenia
aktywnosci reprodukcyjnej w zwigzku ze zmianami por roku. U tabedzi obserwowano
przemieszczanie sie TMf z tkanki $rédmigzszowej do kanalikéw nasiennych w
okresie dnia krotkiego, co sugerowato ich aktywno$¢ w usuwaniu zdegradowanych
komorek spermatoidalnych [52]. U ssakow tylko w warunkach chorobowych (AIDS)
lub w mutacjach genetycznych TMf wystepujg w kanalikach nasiennych [32], na-
tomiast w warunkach fizjologicznych funkcje usuwania debris tkankowego spetniaja
komorki Sertoliego.

13. BARIERA KREW-JADRO

Komérki tkanki srédmigzszowej jadra wraz z komérkami Sertoliego tworza spe-
cyficzne mikrosrodowisko jadra, ktoére stanowi ,narzad uprzywilejowany immu-
nologicznie”. Uprzywilejowanie to warunkuje tzw. bariera krew-jgdro [69], ktorej
zadaniem jest izolacja antygendw powstajagcych w procesie spermatogenezy [69],
na ktére, ze wzgledu na pdézne pojawienie sie w ontogenezie, nie wytwarza sie
w ustroju stan tolerancji immunologicznej. Pierwsze sugestie na temat istnienia
bariery krew-jadro wysunieto, gdy barwnik podany dozylnie nie wybarwit komorek
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wewnatrz kanalika nasiennego, podczas gdy inne narzady, poza mdzgiem, byly

nim wybarwione. Bariera krew -jadro nie istnieje przed okresem dojrzatosci ptcio-

wej.

Bariera krew-jadro sktada sie z kilku poziomdw anatomicznych i/lub funkcjo-
nalnych.

1 Selektywnie przepuszczalny srodbtonek naczyn krwionosnych pozwalajedynie na
przesacz zawierajacy 1% biatka, zwany ptynem $rédmigzszowym [62]. Ta sele-
ktywna przepuszczalno$¢ srédbtonka regulowanajest w drodze hormonalnej przez
gonadotropine kosmoéwkowga (hCG), hormon luteinizujacy (LH) i serotonine [69].
W warunkach patologicznych, np. w alergicznym zapaleniu jgder, mediatory
ostrego stanu zapalnego wzmagajg przepuszczalnos¢, co w konsekwencji prowadzi
do pojawienia sie wysieku zawierajgcego przeciwciata IgGl, 23, IgM i IgA oraz
liczne limfocyty [14]. Zatem bariera krew-jgdro warunkowana jest odpowiednim
mikrokrgzeniem krwi w jagdrach, regulowanym czynnikami hormonalnymi, para-
krynnymi izapalnymi [14]. W warunkach prawidtowych TMfposiadajgaktywnos¢
supresyjng poprzez wydzielane eikozanoidy (PGE:. i PGF. QO [38] oraz monokiny
supresyjne TGF-(3 i IL-10 [5].

2. Mechanizm ograniczajacy naptyw limfocytéw T CD4+i CDs +sprawia, ze bardzo
niewiele limfocytow przekracza bariere srédbtonka kapilar jadrowych i migruje
fizjologicznie do tkanki srodmigzszowej [31, 63], podczas gdy duza liczba limfo-
cytéw dociera do torebki tgczno-tkankowej jadra. Sugeruje to, ze $rédbtonek
naczyn torebki stanowi bariere bardziej szczelng dla limfocytéw niz kapilary
srédmigzszowe jadra. W alergicznym zapaleniu jgder potwierdza to zr6znicowany
transport immunoglobulin w tych dwoch miejscach [80].

3. Trzecim elementem tworzacym bariere krew-jadro jest trojwarstwowa struktura
kanalika nasiennego zbudowanego z warstwy fibroblastow i komérek mioidal-
nych, prekolagenowej warstwy wewnetrznej oraz $cisle przylegajacych ipotaczo-
nych komorek Sertoliego [62]. Bariera ta w niewielkim stopniu przepuszcza
albumine, a bardziej efektywnie biatka o nizszej masie molowej, np. cytokiny IL. .
[2] i GM-CSF [53]. Niektére antygeny spermatogonii typu A i preleptotenowych
spermatocytdw wystepujg takze na komoérkach Sertoliego [80] lub tez ulegajg
przesaczaniu na zewnatrz kanalikéw prostych i sg prezentowane przez TMf
MHCII-pozytywne, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do powstania autoprze-
ciwcial. Istnieje szereg mechanizmow, ktdre mogg wyhamowac potencjalng zdol-
no$¢ prezentacji autoantygendw komoarek rozrodczych przez TMf [80] (patrz
rozdz. TMfa komorki Sertoliego).

Immunologiczne uprzywilejowanie jader manifestuje sie rowniez dtuzszym okre-
sem odrzucania skérnych dojadrowych przeszczepéw heterotopowych (czyli wy-
konanych do miejsca nieréwnowaznego anatomicznie), nawet ksenogenicznych, niz
w innych tradycyjnych miejscach przeszczepiania [61,69]. Dtuzsze przezycie prze-
szczepu dojgdrowego obserwowano takze w przypadku wnetrostwa [+ - ]. Brak od-
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rzucania przeszczepu nie wynika z wewnatrzjagdrowej niewydolnosci fazy wyko-
nawczej (eferentnej), bo immunizacja wstepna przeszczepem ortotopowym (skory)
daje dobrg odpowiedz odrzucenia homologicznego przeszczepu wjadrze. Mechanizm
op6Znionego odrzucania przeszczepu w jadrze nie jest znany, wykazano jednak
brak wpltywu testosteronu na jego przetrwanie i przezywalno$¢ [ ]. Wydaje sie
prawdopodobne, ze istotng role moze tu odgrywac¢ obecno$¢ innych blizej niezi-
dentyfikowanych czynnikéw immunosupresyjnych, np. protektyny, ktéra pojawia
sie w jadrach dopiero w okresie dojrzatosSci piciowej [64].

14. CHOROBY AUTOIMMUNIZACYJNE JADER

Immunizacja homogenatem izologicznych jader indukuje powstanie alergicznego
zapalenia jader [80]. Zmiany, ktore sa wynikiem autoagresji, zwykle obejmuja na-
cieczenie tkanki $srédmigzszowej przez granulocyty, makrofagi i limfocyty. W wa-
runkach fizjologicznych tylko TMf znajdujace sie w bezposrednim kontakcie z
kanalikami nasiennymi prostymi wykazujg pozytywng ekspresje MHC klasy Il
[55,58]. Natomiast TMf zlokalizowane w tkance $r6dmigzszowej z innych czesci
jadra stajg sie MHC klasy Il pozytywne dopiero po immunizacji homogenatem
jadra z kompletnym adjuwantem Freuda (FCA) [80]. To%vzmozenie ekspresji anty-
genéw MHC klasy Il mozna wyhamowaé przez podanie przeciwciat anty IFN-y
[32].

Eksperymentalne, alergiczne zapalenie jagder mozna przenie$¢ na ,naiwnych”
(nieuczulonych) biorcéw przy pomocy limfocytéw CD4+ dawcéw uczulonych ho-
mogenatem z jagder [80]. O ile jednak aktywne uczulenie wywotuje zmiany zapalne
w calej objetosci jader, to bierny transfer uczulonych limfocytéw CD4+ powoduje
u biorcéw zmiany w jadrach wytgcznie wokét kanalikéw prostych, gdzie zlokali-
zowane sg TMfmajgce antygeny MHC klasy Il [32]. Przyczyna tej charakterystycznej
lokalizacji zwigzana jest z fizjologicznie istniejgcym przesgczaniem na zewnatrz
kanalikow prostych antygendéw komérek rozrodczych. U przysztego dawcy lim-
focytéw, na skutek domie$niowego podania homogenatu jagdra w FCA, pojawia
sie stan autoimmunizacji na antygeny komdrek rozrodczych. U biorcy limfocyty
tego dawcy, (uczulone limfocyty CD4+) rozpoznajg antygeny prezentowane przez
MHC klasy Il pozytywne TMT [80], co w efekcie prowadzi do charakterystycznych
zmian zapalnych jadra.

Struktura i funkcja jader warunkuje ztozono$¢ procesow regulacyjnych zacho-
dzacych pomiedzy réznymi typami komorek tego narzadu. Procesy te regulowane
sq zwrotnie w obrebie tkanki jadra zaréwno w spos6b bezposredni przez kontakt
komoérek, jak i posredni za pomocag wytwarzanych mediatoréw. Wptywaja na nie
takze hormony regulacyjnej osi przysadka-jadro, ktérych receptory wystepujg na
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réznych, lecz wzajemnie funkcjonalnie powigzanych komdrkach jadra. Wyjasnienie
tej ztozonej regulacji moze pozwoli¢ na rozwigzanie probleméw dotyczacych cyto-
architektury i fizjologii meskich gruczotéw piciowych.
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OF THIS PHENOMENON
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Streszczenie: W piSmiennictwie ostatnich lat wyrédznia sie dwa rodzaje smierci komoérkowej. Sg to:
przypadkowa $mier¢ komorki, ktorajest definiowana jako martwica i programowana $mieré¢ komorki,
nazwana apoptoza. W niektérych sytuacjach, np. w wielu stanach patologicznych, oba typy $mierci
komorkowej moga wspotwystepowac. Bardzo wazne jest okreslenie, ktéry rodzaj Smierci komoérkowej
dominuje w konkretnej chorobie, poniewaz jest tojedna z drég do znalezienia i zastosowania wasciwego
leczenia. Do identyfikacji komorek apoptotycznych i martwiczych w badanej populacji komdrkowej
stosuje sie szereg metod. Pozwalajg one na wykrywanie endonukleolitycznej degradacji DNA, zmian
morfologii komdrki i aktywacji lub supresji okreslonych biatek. Niniejsza praca przedstawia i dyskutuje
szereg metod, ktére powinny by¢ uzyte do prawidtowej ijednoznacznej charakterystyki $mierci komorki.
(Postepy Biologii Komoérki 2000; 27: 527-568)

Stowa kluczowe: apoptoza, nekroza, fragmentacja DNA, TUNEL, ISNT, histochemia.

Summary: Two alternative modes of cell death are distinguished in the recent literature. The first one is
an accidental cell death, generally defined as necrosis and the second one is programmed cell death
(PCD), called apoptosis. In some situations, for example in many pathologies, both types of cell death
can occur simultaneously. It is very important to know which type of cell death is dominant in case of
particular disease, because it determines effective therapy. Numerous methods have been employed to
identify apoptotic and necrotic cells. The methods enable to detect endonucleolytic DNA degradation,
changes in cell morphology and presence of particular proteins activated. The present study shows and
discusses multiple methods that should be used for a proper characterisation of cell death.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 527-568)

Key words: apoptosis, necrosis, DNA fragmentation, TUNEL, ISNT, histochemistry.
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I. WSTEP

W piSmiennictwie ostatnich lat znaczaca pozycje zajmujg artykuly traktujgce
0 réznych typach $mierci komérek. Badania prowadzone w réznych modelach do-
Swiadczalnych wykazaty, iz proces umierania komorek moze przehiega¢ z odmienng
kinetykg i wedtug réznych mechanizméw. Nagte zahamowanie procesdw meta-
bolicznych i rozpad komoérki nazwano $miercig martwiczg. Martwica postrzegana
jest jako proces bierny. W trakcie ontogenezy natomiast dochodzi do zaprogra-
mowanej fizjologicznej $mierci okre$lonych komdérek organizmu. Jest to proces
aktywny. Przebiega z udziatem metabolizmu komdérkowego i obejmuje aktywacje
genow isynteze biatek. Ten rodzaj $mierci nazwano programowang $miercig komorek
(ang. PCD) lub apoptoza [46,56,71,103]. U osobnikéw dorostych w przebiegu nie-
ktorych stanéw chorobowych wykazano w komorkach zmiany podobne pod wzgle-
dem biochemicznym do zmian rejestrowanych podczas apoptozy rozwojowe;j.

Oba pojecia Smierci: apoptotycznej i martwiczej odnosi sie, szczegélnie w opinii
klinicystéw, do nagtej smierci komorki. Natomiast schorzenia przewlekte, podczas
ktérych degeneracja i umieranie komoérek jest procesem czesto bardzo powolnym
(nieraz trwajacym latami), nie moga by¢ postrzegane jako proces martwiczy. De-
generacja ta jest czesto zwigzana z powolng utratg funkcji komorki, gromadzeniem
sie w jej wnetrzu ztogéw uszkodzonych lub nieprawidtowych biatek i substancji
lipidowych (np. lipofuscyny). Obserwuje sie zmiany morfologiczne typowe dla
okre$lonych patologii. Ten rodzaj $mierci komdrkowej nie bedzie jednak przed-
miotem niniejszej pracy.

Opracowano szereg metod badawczych dla celow peinej charakterystyki typu
lprzebiegu obumierania komarki, a w szczegdlnosci $mierci apoptotycznej. Whrew
powszechnym przekonaniom, nie wszystkie techniki umozliwiajgjednoznaczng iden-
tyfikacje apoptozy. Uzasadnione wiec wydawato sie podjecie préby systematycznego
oméwienia i krytycznej dyskusji tych technik na podstawie danych literaturowych
i wiasnych doswiadczeA zdobytych w Zespole, w ktérym prowadzimy badania
nad degeneracjg uktadu nerwowego.

. MARTWICA A APOPTOZA -
ROZNICE W OBRAZIE MORFOLOGICZNYM
| PRZEBIEGU SMIERCI KOMORKOWEJ

Martwica (necrosis, nekroza)

Martwica jest biernym, katabolitycznym procesem degeneracyjnym. Czesto jest
okreslana jako ,,przypadkowa” $mier¢ komdrki [56]. Charakteryzuje m.in. wiele
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stan6w chorobowych. Proces ten jest konsekwencja dziatania na komorke czynnikéw
uszkadzajacych jej funkcje w spos6b nieodwracalny. Dotyczy czesto duzych, zwar-
tych grup komorek. Ta powszechno$¢ i zsynchronizowanie w czasie znacznie utatwia
wykrywanie komérek martwiczych i pozwala na tatwiejsza rejestracje zjawiska.
Martwice cechuje szereg charakterystycznych zmian morfologicznych (rys. 1, tab.
1), zapoczatkowanych poszerzeniem sie siateczki $rddplazmatycznej i obrzekiem
mitochondriéw. Nastepnie dochodzi do zniesienia aktywnego transportu jonéw przez
btone komérkowa. W kolejnym etapie procesu btona komérkowa ulega perforacji.
Woda ijony, gtéwnie sodu i wapnia, w warunkach fizjologicznych wypompowywane
na zewnatrz komarki, wnikajg do jej wnetrza. Dochodzi do obrzeku komérki, co
jest konsekwencjg utraty przez nig zdolnosci do zachowania réwnowagi wodno-
elektrolitycznej. Zaktywowane endonukleazy thg DNA komérki na fragmenty zr6z-
nicowane pod wzgledem wielkos$ci. Poddane rozdziatowi elektroforetycznemu

TABELA 1. Zmiany rejestrowane w komorce podczas nekrozy

Zmiany morfologiczne Zmiany biochemiczne Odpowiedz tkankowa

 utrata integralnosci btony « zaburzenia funkcji transporte- « wywotywana przede wszy-
komérkowej réw, kanatéw jonowych stkim przez czynniki pato-

e pecznienie cytoplazmy « ciecie DNA w miejscach genne: wirusy wywotujace
i mitochondriéw przypadkowych lize komérki, hipotermia,

* pecznienie i dezintegracja e« proces pasywny, niezalezny hipoksja, ischemia,
organelli komérkowych od ATP, przebiega réwniez trucizny

 liza komoérki w 4°C metaboliczne

» dotyka catych grup
komoérek w tkance

» fagocytoza przez makrofagi

e odczyn zapalny

RYSUNEK 1 Schemat zmian morfologicznych obserwowanych w komdrce w przebiegu martwicy: A -
komorka prawidtowa; B - pierwsze stadium nekrozy; pecznienie komorki; na tym etapie jest to proces
odwracalny; w sytuacji, gdy uszkodzenia komérki wywotujace uruchomienie procesu nekrotycznego
zostang naprawione, komdrka moze powrdci¢ do stanu prawidtowego; C - nieodwracalne pecznienie
komérki i organelli komérkowych; morfologia jadra komérkowego i chromatyny pozostaje niezmieniona
na tym etapie trwania procesu; D - dezintegracja komdrki i jej organelli, w tym réwniez losowe ciecie
DNA; przez uszkodzona btone komdérkowa zawartos¢ komorki wydostaje sie do przestrzeni miedzyko-
morkowej wywotujac stan zapalny
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pofragmentowane DNA formuje w zelu ciggtg smuge (ang. smear). Destrukcja
chromatyny przebiega w koncowym stadium zmian zwigzanych z procesem mar-
twicy. W ostatnim etapie martwicy dochodzi do rozpuszczenia komérki pod wptywem
uwolnionych enzymow lizosomalnych. Tak dzieje sie w przypadku martwicy roz-
ptywnej. Moze tez dojs¢ do obkurczenia sie i zestalenia macierzy komorkowej
w przebiegu martwicy koagulacyjnej (skrzepowej). Przejawia sie ona wzmozong
kwasochtonnos$cig w barwieniu komérki hematoksyling i eozyng [49].

Martwica jest procesem niespecyficznym i jej obraz zalezy od rodzaju uwol-
nionych enzymoéw. Powstate produkty rozpadu komérki wywotujg odpowiedz ko-
morek nalezacych do ukladu odpornosciowego, takich jak: leukocyty, limfocyty,
makrofagi oraz fagocytoze prowadzgcg do usuwania pozostatosci martwych komdrek
i tkanek.

Apoptoza

Apoptoza, w przeciwienstwie do martwicy, jest procesem czynnym, czesto zwig-
zanym z aktywacjg genow. Okreslanajest, jak wspomniano, mianem aktywnej $mierci
komorki. Charakteryzuje jg szereg specyficznych zmian morfologicznych i bio-
chemicznych (rys. 2, tab. 2). We wczesnym stadium $mierci apoptotycznej dochodzi
do kondensacji i fragmentacji chromatyny. Kondensacja rozpoczyna sie w strefie
obwodowej jadra komdrkowego, bezposrednio przylegajgcej do btony. Skonden-
sowana chromatyna czesto przybiera ksztatt potksiezyca lub kota. Ma wyglad ,,gtad-
ki”, pozbawiony struktury typowej dla normalnego jadra komérkowego. DNA
komoérki apoptotycznej ciete jest przez endonukleaze zalezng od jonéw wapnia i
magnezu (tzw. CAD - caspase activated deoxiribonuclease) [81,102]. Tnie ona
ni¢ DNA pomiedzy nukleosomami, tworzac odcinki DNA odpowiadajace wielkoS$cig
nukleosomom (180-200 par zasad (bp)) oraz ich wielokrotno$ci. Rozdzielone metoda

RYSUNEK 2. Schemat zmian morfologicznych rejestrowanych w komérce apoptycznej: A - komoérka
prawidtowa; B - komdrka apoptyczna; wczesne zmiany morfologiczne; DNA komorki apoptycznej ulega
kondensacji i lokuje sie przy btonie jadrowej (czarna obwoédka wewnatrz jadra przedstawia pierscien
skondensowanej chromatyny); C - skondensowany materiat genetyczny przedstawiono jako ciemne
ziarna; DNA jest ciete przez endonukleazy, poczatkowo na wieksze fragmenty, a pdézniej miedzy
nukleosomami; odcinki DNA o niskiej masie czasteczkowej przemieszczajg sie do cytoplazmy komorki
(czarne strzatki); dochodzi do kurczenia sie komorki ijej fragmentacji, blona komérkowa wypukta sie i
tworzy ,,peczerzyki” (ang. blebbing)’, D - ciatka apoptotyczne powstajg w koncowym etapie apoptozy
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TABELA 2. Zmiany zachodzace w komdrce podczas apoptozy

Zmiany morfologiczne Zmiany biochemiczne Odpowiedz tkankowa
e zmiana symetrii blony komoér- « translokacja FS do zewnetrz- « indukowana przez:
kowej przy zachowaniu jej nej warstwy btony komér- 1. zmiane fizjologiczng
integralnosci kowej (spadek poziomu czynnikéw
» obkurczanie sie cytoplazmy e aktywacja kinaz biatkowych troficznych i wzrostowych,
i kondensacja chromatyny (np. kinaz MAP, w tym JNK)  zmiany w doptywie hormo-
» agregacja chromatyny i fosfataz néw do komdrki)
przy btonie jadrowej * wyptyw cytochromu c¢ 2. dziatanie toksyn (zewne-
» fragmentacja cytoplazmy i AIF z mitochondriéw trznych czynnikéw uszka-
isegregacja organelli komor- « aktywacja kaskady kaspaz dzajacych, toksyn komorko-
kowych * ciecie DNA na mono- wych: nadmiaru aminokwa-
e tworzenie sie pecherzykéw i oligonukleosomy séw pobudzajacych, tzw.
przez otaczanie btong komdr- « aktywny proces zalezny ekscytotoksyn, wolnych
kowg fragmentujacej cyto- od ATP, nie przebiega w 4°C rodnikéw, jonéw wapnia)
plazmy (ang. blebbing) * w pojedynczych komoérkach
» powstawanie ciatek apoptoty- rozsiana w tkance prawi-
cznych przez odrywanie diowej
sie pecherzykéw od » fagocytoza przez rezydujace
komorki macierzystej komorki zerne (np. mikroglej

w uktadzie nerwowym)
oraz wedrujace makrofagi
» brak odpowiedzi zapalnej

elektroforezy pofragmentowane DNA tworzy w zelu oddzielone od siebie prazki
dajgce charakterystyczny obraz ,,drabinki”. Jej ,,szczeble” stanowig odcinki DNA
0 wielko$ci nukleosoméw i ich wielokrotnosci (rys. 3). W nastepstwie tak prze-
biegajacej degradacji DNA mozna tatwo ekstrahowac¢ frakcje DNA o niskiej masie
czasteczkowej (patrz rozdziat V) [29]. Nalezy zaznaczy¢, ze niektdre typy apoptozy,
np. apoptoza rozwojowa, moga przebiegaé bez fragmentacji DNA lub tez materiat
genetyczny moze by¢ ciety na fragmenty o dtugosci 50000-300000 bp (50-300
kb) [67,75,76,83]. Nastepnie jadro komdérkowe ulega fragmentacji. We wczesnym
etapie Smierci apoptotycznej, poprzedzajacym fragmentacje jadra, komorki ulegajg
odwodnieniu. Ubytek wewnatrzkomérkowych elektrolitow prowadzi nie tylko do
kondensacji chromatyny, ale tez cytoplazmy, zmniejszenia sie i zmiany ksztatu
komérki. Zbiorniki ziarnistej siateczki $rédplazmatycznej i aparatu Golgiego (w
przeciwienstwie do innych organelli komorkowych, ktore nie wykazujg znaczacych
zmian morfologicznych) w réznym stopniu ulegajg poszerzeniu i rozpadowi. Za-
chodzace w komdrce zmiany biochemiczne opisano w rozdziale IV. Do zmian
tych nalezg m.in.:mobilizacja wewngtrzkomorkowego wapnia, destrukcja mikrotubul
laktywacja transglutaminaz, ktére katalizujg powstawanie wigzar miedzy niektérymi
biatkami komorkowymi [49,72]. W wyniku translokacji fosfatydyloseryny (FS) do
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RYSUNEK 3. Schemat elektroforetycznego rozdziatu DNA pozyskanego z komérek apoptycznych i
nekrotycznych: A - DNA komérek apoptycznych jest cigete przez specyficzng nukleaze CAD miedzy
nukleosomami; miejsca ciecia DNA zaznaczono grotami strzatek; w celu uzyskania wiekszej przejrzy-
stosci schematu dokonano pewnych uproszczen: czastki rdzeniowe nukleosomoéw, ktore w rzeczywistosci
sktadajg sie z 8 czasteczek biatek histonowych owinietych dwukrotnie niciag DNA, przedstawiono jako
jednokrotny splot DNA wokot 4 czasteczek biatek histonowych; poinieto rowniez pojedyncze czasteczki
biatek histonowych zwigzane z DNA taczacym sasiadujace czastki rdzeniowe; B - w trakcie rozdziatu w
zelu elektroforetycznym powstate odcinki DNA formujg prazki tworzace charakterystyczny obraz dra-
binki; na rysunku przedstawiajgcym schematycznie komorke apoptotyczng pokazano dwie frakcje DNA:
czarne kétka obrazuja frakcje znajdujacego sie wewnatrz jadra komérkowego skondensowanego (HMW
DNA), natomiast mate, czarne znaczki symbolizuja LMW DNA, ktoérego cze$¢ przez pory w bionie
jadrowej przemieszcza sie do cytoplazmy komorki apoptotycznej; C - dostepny na catej diugosci dla
enzyméw nukleolitycznych materiat genetyczny komérek nekrotycznych (lewa cze$¢ rysunku) ulega
catkowitej destrukcji, a powstate fragmenty DNA tworzg ciggtg smuge w zelu elektroforetycznym

zewnetrznego listka btony komdrkowej rejestruje sie zanik asymetrii rozmieszczenia
fosfolipidow w btonie [26]. W kolejnym etapie dochodzi do fragmentacji cytoplazmy.
Od btony komorkowej odpgczkowujg tzw. ciatka apoptotyczne. Sg to otoczone
btong fragmenty komdrki zawierajgce resztki cytoplazmy, organelle komdrkowe
oraz fragmenty chromatyny. Sugeruje sie, iz w przebiegu procesu oddzielania sie
ciatek apoptotycznych od komérki macierzystej dochodzi do wzrostu sumarycznej
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powierzchni btony komérkowej. Miataby by¢ ona uzupetniana w wyniku fuzji pe-
cherzykéw siateczki $rédplazmatycznej i aparatu Golgiego [49].

W materiale tkankowym badanym ex vivo apoptoze trudno jest oceni¢ iloSciowo.
Jest to konsekwencjg intensywnosci i dynamiki procesu. Apoptotyczna $mier¢ ko-
morki przebiega w czasie od kilku do kilkunastu godzin, a ciatka apoptotyczne
ulegaja szybkiej fagocytozie [18,46,56,103]. Dlatego liczba rejestrowanych komadrek
apoptotycznych czesto stanowi niewielki procent catkowitej liczby komorek, ktore
weszty w stan apoptozy.

Rozroznienie mechanizméw $mierci komérkowej moze sprawia¢ duzg trudnosc.
Wynika ona z faktu, iz umierajgca komorka nie zawsze wykazuje typowy obraz
zmian apoptotycznych lub martwiczych [15,27,69]. Podczas apoptozy moze np.
nie dochodzi¢ do ciecia DNA miedzy nukleosomami lub tez, mimo typowej degradacji
DNA, mogg nie ujawniac sie inne charakterystyczne zmiany. Takie aberracje w
obrazie apoptozy spotykane sg czesto w komoérkach nabtonkowych [18]. Réwniez
niektdre komoérki martwicze moga wykazywac typowe dla apoptozy ciecie DNA
[16,27].

I1l. DLACZEGO APOPTOZA?

Smieré komoérek o mechanizmie i przebiegu podobnym do apoptozy wykryto
juz u niektorych jednokomorkowych eukariontéw, np. u pierwotniaka - orzeska
Tetrahymena thermophila [3]. Apoptozopodobna $mieré czesci komérek w przy-
padku tych organizméw mogtaby stuzyé kontroli liczebnosci kolonii w sytuacji
ograniczonych zasobéw pokarmowych. Wystepujace u jednokomoérkowcoéw pry-
mitywne formy programowanej $mierci komorki mogly by¢ punktem wyjscia do
ewolucji apoptozy u wyzszych wielokomdérkowych organizmoéw zwierzecych i ro-
$linnych. Proces programowanej $mierci komoérek odkrywa sie obecnie w coraz
wiekszej liczbie organizmoéw wielokomérkowych. Wérod bezkregowcdw apoptoze
stwierdzono m.in. u jamochtona - stutbi. Dochodzi do niej réwniez podczas prze-
poczwarzania sie owaddw. U kregowcow apoptoze rejestruje sie w toku morfogenezy
[42], w dojrzewaniu systemu immunologicznego, ,,obrocie” i odnawianiu sie tkanek.

Apoptoza spetnia szczegdlng role w ksztattowaniu sie uktadu nerwowego ssakow
[9,68]. Rozwijajacy sie zarodek wytwarza nadmiar komérek nerwowych. W okresie
przedurodzeniowym iw pierwszych tygodniach po urodzeniu dochodzi do tworzenia
sie potgczen nerwowych z organami i strukturami unerwianymi. W trakcie tego
procesu neuroblasty i niedojrzate neurony, za posrednictwem rosngcych wypustek
(aksonow), wspdtzawodniczg o substancje troficzne i czynniki przezycia wydzielane
przez struktury docelowe. Dokonuje sie proces selekcji. Te komorki, ktore nie
wytworzyty potgczen, ulegajg eliminacji w przebiegu programowanej Smierci. Uwa-
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za sie, ze w toku rozwoju i dojrzewania uktadu nerwowego ssakow ginie 50%,
a niekiedy wiecej, neuronéw wyjsciowej populacji.

Warto podkres$li¢ fakt, ze niektére komdérki umierajgce w wyniku apoptozy nie
S usuwane z organizmu, ale pozostaja w nim przez pewien czas. Tworzgce naskorek
keratynocyty powstajg w jego glebszej warstwie podstawowej, skad migrujg na
powierzchnie, wypychane przez stale powstajagce nowe komérki. Przemieszczajac
sie przez warstwe rogowg naskérka, keratynocyty umierajag. Nie ulegaja jednak
fagocytozie, ale docierajg na powierzchnie skdry, gdzie sg ztuszczane i stale za-
stepowane nowymi [20,100]. Z podobnym zjawiskiem mamy do czynienia w przy-
padku tworzenia sie kosmkoéw jelitowych. Komorki tworzace kosmek migrujg od
jego nasady ku szczytowi. Proces ten trwa kilka dni. Po osiggnieciu celu komorki
umierajg na drodze apoptozy i ulegajg ztuszczeniu. Kolejnym przykitadem sa, for-
mujgce sie juz podczas rozwoju zarodkowego, komorki soczewki oka [..].

Poczatkowo uwaga badaczy koncentrowata sie na roli programowanej $mierci
komorek w rozwoju zarodkowym. Jednak szybko zainteresowanie przeniosto sie
na organizmy doroste. We wszystkich ich tkankach znajdowano pojedyncze, po-
petniajagce samobojstwo komorki. Przyktadem masywnej apoptozy jest dokonujaca
sie w grasicy segregacja dojrzewajgcych limfocytéw T, ktdre mogg zosta¢ zmuszone
do samounicestwienia, jezeli stang sie potencjalnym zagrozeniem dla organizmu.
Przed dostaniem sie do krwiobiegu wszystkie limfocyty, ktére nie potrafig roz-
poznawaé obcych antygenéw lub atakujg tkanki wiasnego organizmu, ging $miercig
apoptotyczng. Dzieje sie tak jedynie w warunkach fizjologicznych. Zaburzenia apo-
ptozy moga byé jednym z czynnikéw prowadzacych do niezdolnosci organizmu
do obrony przed patogenami lub do choréb autoimmunologicznych. Samobojstwo
popeiniajg takze komorki powaznie i nieodwracalnie uszkodzone (np. w wyniku
mutacji w genomie); na skutek oparzen stonecznych skory apoptozie ulegajg, opisane
wczesniej, keratynocyty. Apoptoza w tych warunkach wywotana jest znacznymi
uszkodzeniami materiatu genetycznego tych komorek i poprzedza ich migracje w
kierunku powierzchni skéry.

Dane literaturowe wskazujg na mozliwo$¢ usuwania przez apoptoze komdrek
zainfekowanych wirusem. Po wniknieciu do komorki gospodarza wirus hamuje
synteze biatek komoérkowych i ,,przestawia” jej maszynerie genetyczng na synteze
biatek swoich witasnych czastek. W wielu typach komérek moze to by¢ sygnat
do indukcji apoptozy w zakazonej komdérce. Poniewaz $mier¢ gospodarza grozi
eliminacjg wszystkim bytujacym w niej czastkom wirusa, niektére wirusy wyksztat-
city zdolno$¢ hamowania apoptozy komorek gospodarza. Mogg to osiggnac pro-
dukujac inhibitory apoptozy (np. wirus Epsteina-Barra) lub degradujac biatka
proapoptotyczne (np. wirus ospy krowiej oraz wirus brodawczaka) [20]. Organizm
gospodarza nie pozostaje jednak bezbronny. W trakcie ewolucji wytworzyt strategie
pozwalajace na eliminacje zainfekowanych komdrek wraz ze znajdujacymi sie w
ich wnetrzu wirusami. Cytotoksyczne limfocyty T wigzg sie z zakazong komorka
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docelowa i wydzielajg perforyny, biatka dziurawiace btony komérkowe oraz gran-
zymy (patrz rozdziat 1V), ktére wnikajg przez wytworzone pory do zarazonej komorki
i aktywujg proteazy ICE - co moze wywota¢ apoptoze. Jezeli do apoptozy jednak
nie dochodzi, to przez powstate pory wnikajg jony wapnia, ktére wspotdziatajac
z granzymami mogg wywota¢ martwice zainfekowanej komorki [ o ]

Do samobhojczej Smierci moze réwniez doprowadzi¢ pozbawienie komorki czyn-
nikow wzrostu i przezycia. Z drugiej strony, dochodzace do komorki sygnaty, np.
hormonalne o tym, ze jest juz niepotrzebna, indukujg apoptoze. Taki sygnat hor-
monalny reguluje np. aktywnos$¢ gruczotéw mlekowych i czynno$¢ endometrium,
wysScietajagcej macice btony sluzowej [61]. Sprzeczne wskazéwki dotyczace podziatu
komoérki moga rowniez wywotaé jej samounicestwienie. Biologiczna funkcja apo-
ptozy polega wiec naeliminacji potencjalnie szkodliwych lub zbednych organizmowi
komorek.

Prawie wszystkie komérki organizmu wykazuja zdolno$¢é do wejscia w proces
programowanej Smierci. R6znica polega na fatwosci, z jakg dana komdrka moze
zainicjowa¢ swojg $mier¢. Podatno$¢ komorki na uruchomienie programu $mierci
i szybkos$¢ jego uruchomienia zalezy od typu komoérki i stopniajej rozwoju. Komarki
trudne do zastgpienia, np. neurony dojrzatego uktadu nerwowego, wchodzg w apo-
ptoze trudno. W mozgu dorostych ssakéw wiasciwie nie dochodzi do namnazania
sie neurondw, nagta ich utrata moze mie¢ dramatyczne skutki dla organizmu. Dlatego
tez komorki nerwowe w poréwnaniu z innymi komdrkami organizmu sa bardziej
,oporne” na apoptoze. Natomiast w komdrkach, ktére szybko ulegaja wymianie,
np. komoérkach krwi, zjawisko to wywotaé jest dos¢ tatwo.

Przedmiotem badan nad apoptozg staty sie przede wszystkim choroby nowo-
tworowe, w ktorych przebiegu czesto dochodzi do apoptotycznej $mierci komorek
guzéw. Istniejg rowniez dane wskazujagce na mozliwos$¢ udziatu procesu apopto-
tycznego w niektoérych chorobach zwyrodnieniowych. U podstaw zainteresowania
badaczy mechanizmem samobdjczej $mierci komérki lezy, oprécz celéw poznaw-
czych, potencjalna mozliwo$¢ regulowania i kontroli procesu apoptotycznego.

IV. MECHANIZMY SAMOBOJCZEJ SMIERCI
KOMORKOWEJ

Komorki produkuja szereg biatek umozliwiajgcych im samounicestwienie. Biatka
te zostajg uaktywnione w sytuacji, gdy komorka dostanie sygnat do samozagtady.
Szczegbtowy opis czynnikéw przeprowadzajacych oraz kontrolujgcych przebieg
samobdjczej Smierci komarki nie jest jednak przedmiotem niniejszego opracowania.
Omowiono jedynie te czynniki, ktére wykorzystuje sie jako markery apoptozy w
technikach wykrywania komdrek apoptotycznych.
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Biatka Ced-3 i Ced-4

Organizmem najcze$ciej wykorzystywanym w badaniach nad mechanizmami
kontrolujagcymi PCD stat sie nicieri Caenorhabditiselegans [22,33,34,36-38,41,104-
106]. Jest to organizm prosty, ktorego ciato zbudowane jest z 1090 komorek, wiec
fatwy do badania. Podczas rozwoju osobniczego 131 komérek jego ciata ulega
eliminacji na drodze apoptozy, zaleznej od proapoptotycznych produktéw genow,
takich jak np.: ced-3 i ced-4 (celi death). Ich negatywnym regulatorem jest biatko
Ced-9 [36]. Wszystkie komdrki ciata nicienia wykazuja ekspresje genéw $mierci,
jednak apoptozie ulega tylko 131 komorek, ktdre nie sg chronione przez aktywnosc
Ced-9 [104]. Inaktywacja genu ced-9 prowadzi do $mierci embriondw Caenorhabditis
elegans na skutek apoptozy wielu komoérek, ktére powinny przezy¢, gdyz w rozwoju
robaka przebiegajacym prawidtowo nie sg indukowane do $mierci. Natomiast mutacje
unieczynniajgce geny ced-3 i ced-4 blokujg tylko apoptoze, umozliwiajgc przezycie
131 komdérkom przeznaczonym do $mierci. Oszczedzone w ten sposéb komorki
sg zdolne do tylko czeSciowego roznicowania. Rowniez funkcje, jakie petnig w
dojrzatym organizmie robaka, sg bardzo ograniczone [21,35].

Biatka Bcl-2

Ssaczy protoonkogen£c/-2 wykryto w chtoniaku limfocytéw B (B CeliLymphoma)
[37]. Produkuje on antyapoptotyczne biatko o wysokiej homologii do Ced-9, ko-
twiczgce w zewnetrznej btonie mitochondrialnej oraz btonie jgdrowej i btonach
siateczki $réddplazmatycznej. Rola Bcl-2 w transformacji nowotworowej jest nie-
typowa. Nie stymuluje ono, jak produkty innych onkogenéw, podziatéw komor-
kowych, lecz wzmaga oporno$¢ komoérek nowotworowych na apoptoze. Wysoki
poziom produkcji biatka Bcl-2 jest czestg cechg tych komorek. Przyktadem komérek
prawidtowych o fizjologicznym wysokim poziomie Bcl-2 sg melanocyty. Sg to
komorki skory wytwarzajagce melanine, ktora chroni inne komorki przed promie-
niowaniem ultrafioletowym. Dzieki duzej ilosci Bcl-2 trudno wchodzg w apoptoze.
Poniewaz zdolno$¢ melanocytow do samobojczej Smierci jest bardzo ograniczona,
jesli ulegng one transformacji nowotworowej, nie mogac umrze¢ wytwarzajg zto-
Sliwy, tatwo tworzacy przerzuty nowotwor - czerniak [z o ].

Stwierdzono, ze w komérkach z nadekspresjg bcl-2 apoptoza ulega zahamowaniu
lub znacznemu ograniczeniu [45,85]. Biatka rodziny Bcl-2 petnig funkcje regulatoréw
apoptozy przez oddziatywanie na wiele istotnych dla komdrki procesow
[60,61,79,84,91,97,98]. Nalezg do nich:

1) kontrola komé6rkowego poziomu jonéw (zwtaszczajondw wapnia, wodoru, potasu

i chloru),
> ) nadz6r nad stanem redoks,

3) regulacja wyptywu z mitochondriéw czynnikéw proapoptotycznych, takich jak:
cytochrom c i AIF (apoptosis inducingfactor),
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4) aktywacja enzymoéw petnigcych kluczowa role w apoptozie (kaspaz i DN-az).

Postuluje sie rowniez, ze antyapoptotyczne dziatanie Bcl-2 moze polega¢ na
ochronie przed spadkiem mitochondrialnego potencjatu transbtonowego f11,32,86].
W komdrkach ssakéw wykryto inne biatka o budowie homologicznej do Bcl-2.
Tworzg one wspolng rodzine biatek Bcl-2 [79], z ktorych tylko cze$¢ dziata anty-
apoptotycznie. Sa to: biatko Bcl-xL, regulujace apoptoze w komdrkach nerwowych
i nieneuronalne biatka Bcl-w, Mcl-1, Brag. Inni przedstawiciele tej rodziny (Bax,
Bcl-xS, Bak, Bik i Bad) wykazujg dziatanie proapoptotyczne. Biatka Bcl-2 majg
zdolno$¢ tworzenia homo- i heterodimeréow. Stosunek homodimeréw biatek anty-
apoptotycznych do proapoptotycznych w danej komérce decyduje o jej Smierci
badz przezyciu. Natomiast potgczenie sie w heterodimery biatek o przeciwstawnym
charakterze powoduje inhibicje ich biologicznej aktywnosci [19].

Kaspazy

Podobnie jak Ced-9 wykazuje podobienstwo strukturalne i funkcjonalne do Bcl-2,
tak Ced-3 wykazuje homologie do specyficznej proteazy cztowieka, kaspazy 1.
Enzym ten, przeksztatcajgcy nieaktywny biologicznie prekursor interleukiny 1 w
forme aktywng, uczestniczgcg w wywotywaniu stanéw zapalnych [77,106], zostat
pierwotnie nazwany ICE {interleukin-1 converting enzyme). Odkrywane kolejno
biatka wykazujgce podobng budowe i ten sam mechanizm dziatania nazwano pro-
teazami ICE lub kaspazami. Proteazy te trawig biatka substratowe w miejscach
tancucha biatkowego lezgcych bezpos$rednio za resztg asparaginianowag, a do katalizy
wykorzystujgjedng ze swoich reszt cysteinowych [64]. Te dwie wiasciwosci znalazty
swoje odzwierciedlenie w nazwie enzymoéw - kaspazy {cysteine-depenclent aspartate
specific proteaze). Proteazy ICE sg dimerami zbudowanymi z r6znigcych sie wiel-
kos$cig podjednostek. Uczestniczgca w katalizie reszta cysteinowa jest zlokalizowana
w wiekszej, a kilka aminokwasow tworzacych centrum aktywne enzymu - w mniej-
szej podjednostce. Kaspazy powstajg w postaci nieaktywnych prekursoréw. Prekursor
sktada sie na ogot z N-koricowej prodomeny o réznej dtugosci i dwéch wiasciwych
podjednostek rozdzielonych domeng o charakterze regulatorowym. Dojrzewanie i
aktywacja enzymu polega na uwolnieniu wiasciwych podjednostek w wyniku pro-
teolitycznego odciecia domeny regulatorowej iprodomeny. Uwaza sig, ze w aktywacji
kaspaz uczestniczg one same lub proteazy o podobnej specyficznosci substratowej,
poniewaz miejsca ciecia znajdujg sie za resztami asparaginianowymi [19,64].

Biologiczna rola proteaz ICE w apoptozie polega na cieciu biatek komérkowych.
Prowadzi to do zniszczenia komoérki w wyniku uszkodzenia jej istotnych sktadnikéw
strukturalnych. Jedng ze ssaczych kaspaz, biorgcych udziat w apoptozie, jest kaspaza
3. Jest to biatko niezbedne dla prawidtowego rozwoju organizmu. Petni kluczowa
role w rozwoju ukfadu nerwowego. Pozbawione jej genu embriony mysie ging
masowo, a ich mozgi wykazujg znaczne nagromadzenie neurondw, do ktérego nie
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dochodzi w prawidtowym rozwoju osobniczym [19]. Kaspaza 3 wywotuje destrukcje
materiatu genetycznego przez aktywacje endonukleazy CAD [23,55]. Poza tym
inaktywuje enzymy naprawiajgce DNA [51,88], co réwniez uniemozliwia komdrce
dalsze funkcjonowanie [17,102]. Kluczowe znaczenie kaspazy 3 w apoptotozie po-
twierdza jej zdolno$¢ do ciecia biatek cytoszkieletowych, takich jak: aktyna i spe-
ktryna oraz lamina jagdra komérkowego [48,73].

Inna proteaza ICE wykazuje specyficznosé substratowa wobec antyapoptoty-
cznych biatek z rodziny Bcl-2, ktére w wyniku katalizy ulegajg przeksztatceniu
do biatek proapoptotycznych. Zamiast hamowac przyspieszajg $mieré komorki. Ka-
spazy uczestniczg takze w aktywacji kinaz, odpowiedzialnych za modyfikacje bio-
chemiczne wbtonach komdérkowych. Powstate modyfikacje umozliwiajgrozpoznanie
i wchioniecie przez komorki sasiadujgce odpaczkowujacych ciatek apoptotycznych.
Modyfikacje w btonach komorkowych zachodzg przy udziale aktywowanego przez
kaspazy enzymu - transglutaminazy [24]. We wczesnych etapach apoptozy ka-
talizuje on powstawanie wigzan lizyna-glutamina w biatkach btony komdrkowej.
Btona cytoplazmatyczna pod wpltywem dziatania transglutaminazy staje sie bardziej
zwarta. Chroni to komérki, a pézniej ciatka apoptotyczne, przed pekaniem i prze-
dostawaniem sie ich zawartosci do przestrzeni miedzykomdrkowe;j.

Podczas apoptozy dochodzi do wzajemnej aktywacji kaspaz. Pojawito sie pytanie
0 czynnik inicjujacy kaskade kaspaz. OdpowiedZ znaleziono znéw w badaniach
Caenorhabditis elegans. Na rysunku 4. wyjasniono przebieg tego procesu. Kaspaza
Ced-4 stymuluje do autokatalizy proteaze Ced-3 w procesie zaleznym od ATP
[33]. Autoaktywacje Ced-3 hamuje biatko inhibitorowe Ced-9 zwigzane z biong
mitochondrialng. Ced-9 tworzy kompleksy z Ced-4. Prowadzi to do przemieszczenia
Ced-4 z cytozolu do btony mitochondrium, co uniemozliwia mu aktywacje zlo-
kalizowanego w cytozolu Ced-3.

Cytochrom c

U ssakdw proces aktywacji pierwszej w tancuchu przemian kaspazy jest bardziej
skomplikowany, cho¢ przebiega podobnie. Odpowiednikiem Ced-4 jest cytozolowe
biatko Apafl (ang. apoptosis activating factor 1), ktére aktywuje prokaspaze 3
[10,107]. Apafl wystepuje we wszystkich typach komorek, jednak szczegdlnie wy-
sokie stezenie wykazuje w komérkach narzadéw i tkanek charakteryzujacych sie
wysokim poziomem apoptozy, np. $ledziony, embrionalnego mdézgu i ptuc [107].
Biatko to do swej aktywnos$ci wymaga ATP oraz obecnosci cytochromu c (Apaf2).
Cytochrom c jest zlokalizowany w mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej,
gdzie uczestniczy w fancuchu oddechowym isyntezie ATP. W komérkach bedacych
we wczesnych stadiach apoptozy zarejestrowano wyptyw cytochromu ¢ do cytozolu
[78]. Uwalnianie cytochromu c z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw za-
chodzi stopniowo i nie zaktéca przemian energetycznych komorki, niezbednych
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RYSUNEK 4. Autoaktywacja prokaspazy Ced-3 u C. elegans. Prokaspaza Ced-3 tworzy za posrednic-
twem proteazy Ced-4 nieaktywny kompleks z biatkiem inhibitorowym Ced-9 zwigzany z btong mito-
chondrialna. Hamuje to autoaktywacje Ced-3 (gérny panel). Po otrzymaniu przez komoérke sygnatu
stymulujacego jg do Smierci nastepuje oddzielenie si¢ i uwolnienie do cytozolu kompleksu Ced-4/Ced-3
od zwigzanego z btong mitochondrialng, przez domene hydrofobowa, biatka Ced-9. W wyniku oddzie-
lenia od Ced-9 proteaza Ced-4 stymuluje do autokatalizy kaspaze Ced-3 (dolny panel)

do przeprowadzenia apoptozy, ktora jest procesem ATP-zaleznym. Uwaza sie, ze
role regulatoréw wyptywu cytochromu c do cytozolu petnig, opisane wczesniej,
biatka rodziny Bcl-2. Wynika to z ich potencjalnej zdolnosci do tworzenia kanatow
jonowych w btonach komérkowych [78]. Mechanizm wyptywu cytochromu ¢ nie
jest do konca poznany i ciggle stanowi przedmiot badan. Proponowane sg rézne
mechanizmy uwalniania tego czynnika. Sugeruje sie, ze do wyptywu Apaf2 dochodzi
w wyniku oddziatywan proapoptotycznych biatek rodziny Bcl-2 na tzw. megakanaty
(ang. megachannels, zwane inaczej permeability transitionpore - PTpore) [63,97].
Inna hipoteza wskazuje na role zmian potencjatu elektrochemicznego biony mi-
tochondrialnej w tym procesie. W nastepstwie tych zmian mogtoby dochodzi¢ do
uwolnienia cytochromu c na skutek pecznienia i pekania zewnetrznej btony mi-
tochondrialnej. Najnowsze dane wskazuja, ze aktywacje prokaspazy 3 poprzedza
aktywacja prokaspazy 9 [33,52]. Ulega ona aktywacji przez kompleks Apafl/cy-
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Prokaspaza 3

Indukcja komérki do $mierci

*

Cy(ochrom ¢
(Apaf2)

Prokaspaza 3 Prokaspaza 3 Aktywna

APOPTOZA

RYSUNEK 5. Autoaktywacja prokaspazy 3 u ssakéw. Biatka z rodziny Bcl-2 maja zdolno$¢ tworzenia
kanatéw jonowych w btonach komérkowych. Zlokalizowane w btonie mitochondrialnej (gérny panel),
reguluja wyptyw cytochromu c do cytozolu znajdujgcego sie w mitochondrialnej przestrzeni miedzybto-
nowej. Po indukcji komdrki do $mierci apoptotycznej (dolny panel) uwolniony cytochrom ¢ (Apaf2)
tworzy kompleks z cytozolowym biatkiem Apafl, ktére przy udziale ATP aktywuje prokaspaze 9.
Aktywna kaspaza 9, jako Apaf3, przylgcza sie do kompleksu. Peiny kompleks: Apafl/Apaf2/Apai3
stymuluje prokaspaze 3 do autoaktywacji. Aktywna kaspaza 3 prowadzi do destrukcji i $mierci apopto-
tycznej komorki. Biatkami docelowymi dla kaspazy 3 sa: A - biatka przez nig aktywowane: 1) kinazy
biatkowe odpowiedzialne m.in. za biochemiczne modyfikacje bton komérkowych, 2) endonukleaza CAD
tngca DNA; B - biatka, ktére kaspaza 3 inaktywuje: 1) enzymy uczestniczace w tzw. splicingu RNA, 2)
enzymy naprawiajace DNA

tochrom c, a nastepnie, jako tzw. Apaf3, przytacza sie do kompleksu aktywujgcego
kaspaze 3 [10,52] (rys. 5).

Do aktywacji kaspaz moze dojs¢ bez udziatu Apafl i cytochromu c, a wiec
w drodze niezaleznej od Bcl-2. Ma to miejsce np. w procesie eliminacji z organizmu
limfocytow B niepotrzebnych po zwalczeniu infekcji. Kluczowa role w tym procesie
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petnig cytotoksyczne limfocyty T [19]. Pod wptywem ich dziatania w limfocytach
B dochodzi do autoakty wacji kaspazy 11. W procesie tym posredniczy zlokalizowany
przy btonie komdrkowej kompleks biatkowy, zwigzany z pewnymi receptorami
powierzchniowymi. Sg to m.in.: Fas i receptor TNF (ang. tumor necrosis factor)
[62]. Takze niepotrzebnejuz organizmowi limfocyty T sg usuwane w drodze apoptozy
indukowanej za posrednictwem receptora Fas, przy czym moze dochodzi¢ do sa-
moindukcji apoptozy w limfocycie lub tez indukcji przez inng komérke T [20].
Bodzcem aktywujacym jest przytaczenie sie do receptorajego ligandu wydzielonego
przez limfocyty T. Cytotoksyczne limfocyty T moga zmusza¢ komorki do apoptozy
réwniez dzieki wydzielaniu granzymu B [82,96]. Jest to proteaza serynowa wpro-
wadzajaca, podobnie jak proteazy ICE, ciecie w tancuchu biatka docelowego za
resztg asparaginianowa. Ta wiasciwos$¢ granzymu B umozliwia mu aktywacje kaspaz
bez koniecznosci ich wczesniejszej samoaktywacji.

Biatko AIF

Kolejnym proapoptotycznym czynnikiem uwalnianym z mitochondriéw w prze-
biegu apoptozy jest AIF (apoptosis inducing factor). Podobnie jak ma to miejsce
w przypadku Apaf2, mechanizm uwalniania AIF do cytozolu nie jest do korca
wyjasniony. Jest to kwestia ciaggle badana i kontrowersyjna, dlatego tez zostanie
tu przedstawiona w znacznym uproszczeniu. Proponuje sie rézne hipotezy. Jedne
sugeruja, ze AIF moze opuszcza¢ miedzybtonowg przestrzenn mitochondrialng na
drodze niespecyficznej poprzez uszkodzenia powstate w zewnetrznej bionie mi-
tochondrialnej komdrek [10]. Inne zndéw [63] wskazujg na zwigzek wyptywu tego
czynnika do cytoplazmy z megakanatami [50,91,97]. Biatko Bcl-2 dziata jako en-
dogenny antagonista kanatdw PT i hamuje wyptyw AIF do cytozolu [50,91,92],
natomiast proapoptotyczne biatka rodziny Bcl-2 aktywuja ten wyptyw [50,91,97].
Uwolniony do cytoplazmy AIF ulega translokacji do jadra komorkowego. Jego
proapoptotyczna funkcja polega na aktywacji kaspaz (w tym kaspazy 3), a nastepnie
dziataniu, za posrednictwem aktywowanych jagdrowych endonukleaz, na skonden-
sowang chromatyne jadrowa, co prowadzi do jej wstepnej fragmentacji na odcinki
wielkosci okoto 50 kb [10,92].

Geny supresorowe nowotworu

Zaréwno programowana $mier¢ komorki, jak i cykl podziatlowy na pewnym
etapie majg te same, wspolne mechanizmy regulacji. Uczestniczg w nich geny
wczesnej odpowiedzi komérkowej, takie jak: c-myc, c-fos, c-jun, geny niektérych
cyklin i kinaz cyklinozaleznych oraz geny supresorowe nowotworu: p53 (patrz
nizej) i Rb. Kazdy z wymienionych czynnikéw ma inng warto$¢ ,,identyfikacyjna”
jako marker odpowiedzi komorkowej. Jest oczywiste, ze pobudzenie genéw c-myc,
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c-fos i c-jun moze by¢ wskaznikiem apoptozy. Produkty tych genow uczestniczag
jednak w wielu réznych procesach przebiegajgcych w zywej komaérce. Nie sg swoiste
tylko dla programowanej $mierci komoérki. Dlatego wykrycie w komorce obecnos$ci
wspomnianych wyzej biatek nie wystarczy, zeby uznaé jg za komorke apoptotyczng.
Analiza musi by¢ powigzana z badaniem innych charakterystycznych dla tego typu
$mierci markeréw.

Wspomniane wyzej biatko p53 moze indukowa¢ apoptoze. Zwitaszcza jesli wy-
wotana jest ona przez uszkodzenia DNA, ktdre sg zbyt rozlegte, by komoérka mogta
je naprawi¢ [89]. Samobojcza Smieré komorki w tym wypadku jest spowodowana
aktywacja genu bax i zahamowaniem ekspresji genu bcl-2, ktérego p53 jest ,wy-
ciszaczem”.Niezdolnos¢ do zajéciaprocesu apoptozy w wielu nowotworach ttumaczy
sie wystepowaniem w nich uszkodzen w genie p53. Brak p53 lub wystepowanie
jego niefunkcjonalnych form wykazano w znacznej czeSci nowotwordw, m.in. raku
jelita grubego, ptuc czy piersi.

Czynniki transkrypcyjne

Interesujgcym biatkiem o postulowanym zwigzku z apoptozg jest czynnik trans-
krypcyjny NFkB. Petni on role regulatora ekspresji genéw zaangazowanych w reakcje
odpornosciowe izapalne [8,87,99]. NFKB jest dimerem biatek nalezgcych do rodziny
REL: p50 i p65 [6-8,65,94]. W wiekszosci komdrek czynnik ten wystepuje w
formie nieaktywnej zwigzany z biatkiem hamujgcym IkB, maskujacym region od-
powiedzialny za translokacje do jadra komérkowego [58]. W tej formie NFkB
jest zgromadzony w cytoplazmie komorki. Aktywacja czynnika (rys. «) polega
na odszczepieniu biatka hamujgcego [8,12,40,94]. Warunkiem zaj$cia tego procesu
jest fosforylacja i nastepujaca po niej degradacja inhibitora IkB [99]. Konieczno$¢
degradacji biatka inhibitorowego wynika z faktu, ze jego ufosforylowana forma
réwniez zachowuje zdolno$¢ wigzania NFkB [54,57,70]. Aktywny czynnik trans-
krypcyjny NFkB ulega przemieszczeniu do jagdra komdérkowego, gdzie tgczy sie
z elementami ,,kB” w promotorach regulowanych przez siebie genéw. Pozbawienie
komorek zdolnosci do syntezy IkB alfa wywotuje konstytutywng stalg aktywacje
NFkB i prowadzi do szybkiej $mierci zwierzat [95]. Sugeruje to, ze NFkB moze
petni¢ role induktora w procesach smierci komorkowej.Zasadnicza wiekszo$¢ danych
dostepnych na temat NFkB pochodzi z badan komoérek uktadu odpornosciowego
i komdrek nowotworowych. Dopiero wykrycie w ostatnich latach apoptozy w ukta-
dzie nerwowym sklonito badaczy do badan tego czynnika w tkance nerwowej
[5,43,44]. Z badan innych [43,44] i naszego zespotu [90] wylania sie interesujgca
mozliwo$¢ funkcji tego czynnika transkrypcyjnego jako dziatajagcej wstecznie czastki
sygnatowej. Szczegdlnie wysoki poziom czynnika NFKB znaleziono w pewnych
populacjach.neuronéw zwigzanych z aktywnoscig sekrecyjng hormonéw [90]. Po-
jedyncze prace [13,14,47,53] sugerujg proapoptotyczng role NFKB w uktadzie ner-
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RYSUNEK 6. Schemat aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB: P - reszty fosforanowe, p50 i p65
- podjednostki czynnika transkrypcyjnego NFkB, IkB - biatko inhibitorowe

wowym. Zwigzek tego czynnika z
apoptozg wzmacniajg réwniez dane
wskazujgce, ze wiele genoéw indu-
kujacych apoptoze nalezy do poten-
cjalnych genéw docelowych dla
NFkB. Sa to m.in.: p53, TNF alfa
czy c-myc. Za hipotezg proapoptoty-
cznej roli NFkB w uktadzie nerwo-
wym dodatkowo przemawia fakt, ze
poziom aktywnosci NFKB jest ne-
gatywnie regulowany przez protoon-
kogen bcl-2. JesteSmy jednak wcigz
jeszcze daleko od jednoznacznego
zdefiniowania roli NFKB w apopto-
zie. Szereg danych wskazuje na role
NFkB w ochronie neuronéw przed
$miercig [4,30,101]. Zahamowanie
aktywacji NFkB przez uzycie inhi-
bitoré6w proteasomoéw, co uniemo-
zliwia degradacje IkB, moze
wywotaé fragmentacje DNA. Inhi-
bicja NFkB wywotuje réwniez apop-
toze w komorkach guza chromo-
chtonnego kory nadnerczy PC 12,
stosowanego powszechnie modelu
komorki nerwowej [93]. Wobec do-
wodow wskazujacych, ze wiele ge-
now docelowych dla NFkB to
réwniez geny enzymoéw antyoksyda-
cyjnych, dysmutaz ponadtlenko-
wych icytokin [2,13,14,31] sugeruje

TABELA 3. Wybrane czynniki wptywajace jedno-
znacznie na przebieg lub posredniczace w przeka-
zie sygnatu do apoptozy (+ aktywacja,

- hamowanie)

Nazwa substancji Wplyw na
apoptoze

Bcl-2 -

Bcl-xL

Bax +

Bcl-xS +

Bad +

p53 +

C-myc +

Rb +

Kaspazy +

Cytochrom c¢ +

AlF +

Granzym B +

Niedobdr neurotrofin +

Receptory btonowe Fas i p75 po przy- +

taczeniu specyficznych dla siebie

ligandéw uruchamiaja, przekazywa-

ny dalej za posSrednictwem wtérnych

przekaznikéw, takich jak: ceramidy,

sygnat do apoptozy

NFkB +/- (W za-
leznosci od
rodzaju ko-
morek i
bodzca
wywotuja-
cego apop-
toze)
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sie, ze antyapoptotyczne dziatanie NFKkB wynika ze wzmozenia ekspresji gendw
produkujgcych biatka chronigce neurony przed uszkodzeniami (wywotanymi nad-
miarem Ca.. i wolnych rodnikéw). Na podstawie dostepnych danych mozna sfor-
mutowaé wniosek, ze rola NFKB w funkcjonowaniu oraz $mierci komarki zalezy
od jej typu i aktywnosci. Czynniki, takie jak NFkB, nie mogg wiec stanowi¢ uni-
wersalnego markera apoptozy.

V. WYKRYWANIE KOMOREK APOPTOTYCZNYCH

Jak opisano powyzej, w przebiegu apoptozy dochodzi do aktywacji kaskady
procesow molekularnych, prowadzacej do kontrolowanej dezintegracji komorki. Te
sposréd zmian, ktére sg swoiste dla apoptozy, moga stanowi¢ wyznacznik tego
typu $mierci badanej komorki lub populacji komérek. Dlatego opracowano szereg
technik wykrywania apoptozy, pozwalajagcych na analize badanego materiatu do-
Swiadczalnego pod katem:

e zmian morfologii komarek,

e przemieszczania sie FS wewnatrz btony komorkowej,
» aktywacji kaspaz apoptotycznych,

e wyptywu cytochromu ¢ i AIF z mitochondridw,

» degradacji DNA.

Wszystkie te techniki, ze szczegélnym uwzglednieniem zalet i wad kazdej z
nich, zostaty szczegdtowo opisane w dalszej czesci niniejszego rozdziatu.

Barwienia histologiczne

Podstawowym i najprostszym, a tym samym najpowszechniejszym sposobem
identyfikacji komdrek apoptotycznych jest badanie zmian morfologii komérek (rys.
. 1 tab. .) i ich poszczeg6lnych organelli przy uzyciu mikroskopu Swietlnego. |
tak, uwidocznienie jader komérkowych, pozwalajgce na ocene ich morfologii oraz
stanu kondensacji chromatyny, umozliwia rozréznienie miedzy martwiczg a apo-
ptotyczng $miercig badanych komérek oraz odréznienie komérek umierajgcych od
zywych.

W celu uwidocznienia konkretnych struktur komorkowych wykorzystuje sie catg
game barwnikéw, wykazujacych powinowactwo do okre$lonych, interesujacych nas
sktadnikéw komoérki. Uzywa sie zar6wno typowych barwnikéw stosowanych w
technice mikroskopowania w jasnym polu, jak tez barwnikéw, ktérych dziatanie
wynika z ich zdolnos$ci do fluorescencji, tzw. fluorochroméw. Ze wzgledu na wia-
Sciwosci fizykochemiczne barwniki dzielimy na trzy kategorie:
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1 Barwniki kationowe (zasadowe). Uzywane sg one przede wszystkim do barwienia
jadra komoérkowego i zasadochtonnych substancji cytoplazmatycznych. Najpo-
wszechniejsze zastosowanie w znakowaniu tkanki nerwowej zyskat fiolet krezylu
(rys. 7). Umozliwia on uwidocznienie nawet w preparatach o grubosci 50 pm
kondensacji chromatyny i mocno znakuje ciatka apoptotyczne. Barwnik ten zna-
kuje na fioletowo jagdro komodrkowe neuronu i lezagce w cytoplazmie grudki
tigroidu, tzw. substancji Nissla, a cytoplazma komarki nerwowej barwi sie jasno-
niebiesko. Hematoksylina, stosowana w barwieniach tkanki nerwowej i innych
tkanek, znakuje na niebiesko jadro komérkowe. Oranz akrydyny (opisany nizej),
oraz fuksyna zasadowa sg rowniez czesto stosowanymi barwnikami zasadowymi.

2. Barwniki anionowe (kwasne), barwiace przede wszystkim cytoplazme komorki to
np. kwas pikrynowy, kwasna fuksyna, zielen Swietlna, biekit metylenowy.
Eozyna, znakujgca na rézowo cytoplazme komorki, bardzo czesto stosowana jest
w kombinacji z hematoksylina.

3. Barwniki obojetne np.: fiolet metylowy, rodamina B.

Ze wzgledu na prostote i duzg szybko$¢ techniki barwienia oraz spektakularne
efekty i mozliwos¢ stosowania w analizie grubych skrawkéw tkanki technikg mi-
kroskopii konfokalnej, ogromng popularnos¢ zdobyty barwniki fluorescencyjne. Wy-
wotujg one tzw. fluorescencje wtdérng badanych obiektéw. Mozna je stosowac
zaréwno do preparatow utrwalonych, jak inieutrwalonych, a nawet zywych. Wynika
to z faktu, iz do efektywnego barwienia wystarcza bardzo niskie stezenie barwnika.
Wchtoniety barwnik nie zaburza wiec funkcji komérkowych lub czyni to w nie-
znacznym stopniu. Kroétka trwajaca 5-10 min ekspozycja komdrek na fluorochromy
umozliwiarozréznienie komorek umierajacych od zywych. Barwniki fluorescencyjne
znakujg komorki martwe, niezaleznie od typu ich $mierci. Rozroznienie miedzy
wyznakowanymi komdérkami ze wskazaniem czy sa to komorki apoptotyczne, czy
nekrotyczne wymaga wiec dalszych badan.

Pyknotyczna chromatyna komorek apoptotycznych silnie znakuje sie barwnikami
majacymi zdolnos$¢ interkalacji do DNA. Do barwienia chromatyny wykorzystuje
sie barwniki zasadowe (np. fiolet krezylu), ktére majac dodatni tadunek odktadajg
sie na natadowanych ujemnie grupach fosforanowych DNA. NajczeSciej stosowane
barwniki fluorescencyjne uzywane do znakowania jader komérkowych to: jodek
propidyny, bromek etydyny, DAPI, fluoresceina(FITC), bis-benzymid(Hoechst)
oraz oranz akrydyny (AQ). Oranz akrydyny wykazuje zdolno$¢ barwienia w rézny
spos6b jednoniciowego i dwuniciowego DNA (tak zwane: ssDNA i dsDNA, z
ang. odpowiednio single strand i double strand) oraz RNA. AO, ktdéry zostat wbu-
dowany do dsDNA emituje zielong fluorescencje, natomiast barwnik potgczony
z ssDNA emituje promieniowanie o czerwonej barwie (rys. ). Z naszych do-
Swiadczen wynika, ze znakowanie oranzem akrydyny umozliwia tatwg ocene za-
wartosci jednoniciowych kwaséw nukleinowych w komérce. Wzbogaca to, w
poréwnaniu z wynikiem barwienia wigkszos$cig fluorochroméw (tab. 4) obraz zmian
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0 ocene stanu kwaséw nukleinowych w cytoplazmie komorki. Natomiast Hoechst
znakuje tylkojgdra komorek (rys. 9). Najpetniejszg informacje o stanie fizjologicznym
badanej komorki otrzymamy wiec stosujgc kombinacje barwien: AO lub bromek
etydyny potgczone z innym znakujgcym tylko DNA fluorochromem (np. Hoechst)
oraz opisang nizej technike TUNEL.

Inne metody umozliwiajgce odréznienie komérek martwych od zywych, choé
nie pozwalajgce na rozpoznanie typu $mierci komdrkowej, wykorzystujg zmiany
zachodzgce w btonie komdérkowej komoérek umierajacych. Btona komorkowa zy-
wych komorek, ktora zachowuje swg strukture i funkcje, w przeciwienstwie do
uszkodzonej btony komorek martwych, jest stabo przepuszczalna dla barwnikéw
kationowych, takich jak: biekit trypanu, jodek propidyny (PI), bromek etydyny
17-amino aktynomycyna D (7TAMD). Btona komorek umierajgcych i martwych
staje sie dla nich catkowicie przepuszczalna. Te réznice w przepuszczalnosci po-
woduja, ze krétka inkubacja w roztworach zwigzkéw barwnikéw pozwala na niemal
selektywne znakowanie komdérek martwych. Komorki zywe w tych warunkach wy-
kazujg bardzo staby poziom znakowania. Jest to tzw. test przepuszczalnosci, do
przeprowadzenia ktorego najczesciej wykorzystuje sie btekit trypanu oraz jodek
propidyny. Badania prowadzone przy ich uzyciu opierajg sie na podobnych za-
tozeniach. Pozwalajg na analize poszczegélnych komérek w badanej probie pod
katem powstawania w ich btonach komérkowych uszkodzen, wywotujacych uprze-
puszczalnienie bton. W zwigzku z tym znakowane sg tylko komérki martwe, gdyz
zywe nie chtong barwnika. Technika znakowania jest prosta i szybka. W przypadku
wykorzystania btekitu trypanu, ktéry znakuje biatka wewngtrzkomdérkowe, analize
przeprowadza sie przy uzyciu mikroskopu $wietlnego. Barwnik ten znakuje komorki
martwicze oraz komorki w pdZznych stadiach apoptozy. Stanowi to pewne ogra-
niczenie przydatnosci tej techniki w celu wykrywania komérek apoptotycznych.
Uzycie do testu przepuszczalno$ci barwigcego DNA jodku propidyny pozwala
na analize badanego materiatu za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego lub cy-
tometru przeptywowego (patrz nizej). Duzg zaletg znakowania badanego materiatu
przy uzyciu tego barwnikajest mozliwo$é przeprowadzenia podwojnego znakowania
komoérek, z wykorzystaniem drugiego fluorochromu. Mozna wiecjednoczes$nie badac
zmiany zachodzgce w btonie komdrkowej oraz inne znaczniki apoptozy. Mozliwos¢
podwdéjnego znakowania ma znaczenie, gdyz test przepuszczalnosci wykrywajacy
uszkodzenia bton komdérkowych nie jest specyficzny dla komérek apoptotycznych.

Do wykrycia apoptozy wykorzystuje sie takze zmiany zachodzace w budowie
btony komérkowej. We wczesnym stadium apoptozy czasteczki fosfolipidu fosfa-
tydyloseryny (FS), ktére w komédrce prawidtowej zlokalizowane sg w wewnetrznej
warstwie btony komorkowej, ulegajg przemieszczeniu do warstwy zewnetrznej
[25,26,80]. Komoérki apoptotyczne znakuje sie wykorzystujgc aneksyne V, majacg
zdolno$¢ wiazania sie do FS [39] (rys. 10).
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RYSUNEK 7. Barwienie przy uzyciu fioletu krezylu komérek mézgu szczura kontrolnego (A) i podda-
nego odnaczynieniu kory moézgowej (jednostronne cze$ciowe usuniecie naczyn krwiono$nych) (B).
Uszkodzenie to stanowi model do$wiadczalny rozlegtego udaru mézgowego. A - komérki prawidtowe
rejonéw podkorowych o typowej morfologii neuronéw (diugie strzatki, pow. 180x). B - w rejonach
podkorowych rejestruje sie masywng $mier¢ neuronéw. Ciatka apoptotyczne zaznaczono gwiazdkami.
Dtuga strzatka wskazuje grupe neuronéw o budowie prawidtowej (pow. 180x)

RYSUNEK 8. Znakowanie komorek moézgu szczura oranzem akrydyny. Wyznakowaniu ulegaja jadra
(kolor z6tty) i cytoplazma komorek (kolor czerwony). A - kontrola. Strzatki wskazujg komoérki prawid-
towe wykazujace typowa morfologie neuronéw (pow. 340x). B - degenerujace w wyniku uszkodzenia,
polegajacego na usunieciu naczyn krwionosnych z czesci kory mézgowej, komorki nerwowe obkurczajg
sie. Obserwuje sie stabiej wybarwione otoczki cytoplazmatyczne wokét jader komoérkowych i zmiany w
jadrach (skondensowana chromatyna w poréwnaniu z chromatyng komoérek prawidlowych wykazuje
intensywniejszg fluorescencje (strzatki)). Gwiazdki wskazujg ciatka apoptotyczne (pow. 340x)
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RYSUNEK 9. Znakowanie komérek mézgu szczura odczynnikiem Hoechsta. Wyznakowaniu ulegaja
tylko jadra komorkowe. A - poczatkowe stadium degeneracji tkanki. Niezmienione jadra komorek
prawidlowych zaznaczono strzatkami. W preparacie widoczne sg jagdra komorek apoptotycznych z
kondensujacg chromatyng (krotkie strzatki) i silnie fluoryzujace ciatka apoptotyczne (gwiazdki) (pow.
340x). B - pobzne stadium degeneracji tkanki. W rejonie pozbawionym naczyh rejestruje sie duzg
masywno$¢ apoptozy. Widoczne sg komdrki w réznym stopniu zaawansowanie procesu. Jagdra umieraja-
cych komérek wykazujg silng kondensacje chromatyny (krétkie strzatki). Gwiazdki wskazuja ciatka

TABELA 4. Charakterystyka niektérych fluorochromoéw, wykazujacych zdolno$¢ znakowania
kwasoéw nukleinowych

Fluorochrom Znakowanie/barwienie  Kolor fluorescencji Barwienie komorek
DNA /jadra RNA/cyto- jadro cytoplazma martwych  zywych
plazmy
Oranz akrydyny + + zielony pomaran-  + +
CZowo-
-czerwony
Hoechst 33342 + niebieski - + +
Hoechst 33258 + - niebieski +
DAPI + - j. niebieski - +
Bromek etydyny + + pomaran-  blado + -
czowy czerwony

Jodek propidyny + - czerwony - + -
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Listek wewnetrzny

I\

Listek zewnetrzny

Listek zewnetrzny 1

RYSUNEK 10. Wykrywanie morfologicznych zmian w budowie btony komdrkowej przy pomocy
aneksyny. Fosfatydyloseryna (fosfolipid btony komdrkowej zaznaczony kolorem czarnym), wchodzaca
w sktad wewnetrznego listka btony komérkowej komoérki prawidtowej (gorny rysunek), ulega przemie-
szczeniu do listka zewnetrznego (dolny rysunek) we wczesnych stadiach apoptozy. Fosfatydyloseryna
eksponowana na zewnatrz komorki staje sie dostepna dla aneksyny (gwiazdki), egzogennego biatka wy-
kazujacego silne powinowactwo do tego fosfolipidu
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Wykrywanie kompleksu FS/aneksyna, w zalezno$ci od tego, zjakim znacznikiem
zostata sprzezona aneksyna V, przeprowadza sie przy uzyciu mikroskopu $wietlnego,
fluorescencyjnego lub cytometru przeptywowego. Zaleta opisanej metody jest jej
prostota i szybko$¢ oraz mozliwos¢ przeprowadzenia podwojnego barwienia, co
pozwala na badanie wspoétwystepowania translokacji FS i obecnosci réznych, ty-
powych dla apoptozy antygenéw komérkowych. Wadgjest niewielka specyficznos¢
techniki wynikajgca z tego, iz w pewnych warunkach moga zosta¢ wyznakowane
komérki o prawidtowej budowie bton. Aneksyna V moze bowiem wnikaé przez
pekniecia btony komdérkowej do wnetrza komorki, gdzie tgczy sie z FS zlokalizowang
w wewnetrznym listku btony komérkowej. Daje to falszywie pozytywne wyniki.
Dlatego konieczne jest stosowanie dodatkowego barwienia DNA, np. przy wy-
korzystaniu fluorochroméw, ktére pozwala na rozréznienie miedzy komdrkami apo-
ptotycznymi a komdrkami nekrotycznymi wyznakowanymi dodatnio aneksyng V
w konsekwencji uszkodzen w btonie komdrkowej. Zdolnos¢ FS komorek apopto-
tycznych do reagowania z aneksyng pojawia sie po etapie kondensacji chromatyny,
ale przed wystgpieniem zmian w bionie komdrkowej, ktére umozliwiajg przepu-
szczanie opisanych wyzej barwnikéw. Barwigc badane komérki przy uzyciu kom-
binacji znacznikéw, np. jodku propidyny i aneksyny mozna wiec zidentyfikowac
w tym samym materiale:

1) komérki zywe (negatywne dla aneksyny i Pl),

. ) komorki we wczesnym stadium apoptozy (pozytywne dla aneksyny, negatywne
dla PI) oraz

3) komérki martwicze i w p6znych stadiach apoptozy (pozytywne dla PI i
aneksyny) [18].

Jednak technika ta jest uzyteczna jedynie w badaniach preparatow jednowar-
stwowych i komorek nieutrwalonych.

Identyfikacje komdérek apoptotycznych przeprowadza sie rowniez obserwujgc
efekty zaburzen czynnosci organelli komérkowych. Komoérki prawidiowe o wy-
sokim mitochondrialnym potencjale transbtonowym, AThn, majg zdolno$¢ groma-
dzenia w mitochondriach rodaminy 123 (RH 123). Rejestrowany w apoptozie spadek

TABELA 5. Znakowanie aneksyng i PI komoérek w réznym stanie fizjologicznym

Fizjologiczny stan komérki Znakowanie

aneksyna Pl
Komoérki zywe, prawidtowe
Komoérki apoptotyczne - wczesne stadia + -

Komorki nekrotyczne i apoptotyczne - + +
p6zne stadia
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AThn wigze sie z utratg przez komoérke zdolnosci do akumulacji tego fluorochromu.
Umozliwia to wykrywanie komérek wykazujacych zaburzenia funkcji mitochon-
driéw [59].

Badanie aktywnos$ci enzymoéw

Inng technikg badania apoptozy jest monitorowanie aktywacji kaspaz, zwtaszcza
kaspazy 3. Metoda ta znalazta zastosowanie w analizowaniu catych populacji ko-
morkowych, a nie pojedynczych komérek. Badanie polega na dodaniu do preparatu
enzymatycznie rozpuszczonych komoérek substratoéw kaspazy 3 i pomiarze jej aktyw-
nosci poprzez okreslanie zmian iloSci produktéw reakcji enzymatycznej. Ciecie
substratu jest proporcjonalne do stezenia aktywnej kaspazy 3 w badanej proébie.
Zaleta tej metody jest jej wysoka specyficznos$¢, nie ma krzyzowej reakcji z innymi
kaspazami ICE, gdyz reakcje przeprowadza sie z uzyciem substratow specyficznych
tylko dla badanej kaspazy. Wadg jest wymoOg stosowania duzych objetosci prdb
uzytych do reakcji, co moze mie¢ znaczenie limitujagce w sytuacji dysponowania
niewielkimi ilosciami materiatu badawczego lub niewielkg procentowo zawartoscia
komérek apoptotycznych w badanej tkance.

Powszechniejszg technikg pozwalajgcg na wykrycie obecnosci aktywnej kaspazy
3 oraz pomiar jej aktywnosci jest tzw. Western biot. Jest to metoda kilkustopniowa.
Najpierw przy pomocy elektroforezy rozdziela sie na zelu mieszanine biatek ho-
mogenatu tkankowego lub jego frakcji. Nastepnie przeprowadza sie tzw. transfer,
czyli przeniesienie rozdzielonych sktadnikdw z zelu na inny nos$nik, umozliwiajacy
uzyskanie trwatego preparatu ijego dalszg obrébke, np. na nitroceluloze. Pdzniej
przeprowadza sie reakcje z przeciwciatami skierowanymi przeciwko kaspazie 3,
ktora prowadzi do wyznakowania tylko tych prazkow biatek, ktore reprezentujag
kaspaze 3. Specyficznos$¢ przeciwciata jest tak dobrana, ze rozpoznaje ono zaréwno
prokaspaze 3, jak i aktywng kaspaze 3. W wyniku obrobki proenzymu powstajg,
reprezentujgce aktywna forme enzymu, fragmenty biatkowe o mniejszej wielkosci.
Powstate fragmenty wykazujg szybszg migracje w zelu. Prokaspaze reprezentuje
wiecjeden wyznakowany prazek, natomiast na powstanie aktywnej kaspazy wskazuje
obecnosé dwadch prazkéw przesunietych w stosunku do poprzedniego w kierunku
czota zelu. Dodatkowo przeprowadza sie badanie aktywnosci kaspazy 3 z uzyciem
specyficznego dla tego enzymu substratu tzw. PARP (polimerazy poli(ADP-rybozy).
Rejestruje sie obecnos¢ lub jej brak wyznakowanego w reakcji ze specyficznym
przeciwciatem prazka dla PARP. Brak pragzka wskazuje na degradacje substratu
dodanego do badanej préby, a wiec na obecno$¢ w prébie aktywnej kaspazy 3.

Elektroforetyczne wykrywanie fragmentacji DNA



552 D. SULEJCZAK

TABELA 6. Obecnos¢ i lokalizacja w komoérkach frakcji HMW i LMW DNA, w zaleznosci od
stanu fizjologicznego komérek

Stan Obecno$¢  Lokalizacija HMW DNA Obecno$¢  Lokalizacja LMW DNA
fizjologicz- HMWDNA jadro cytoplazma LMW DNA jagrg cytoplazma
ny komdrki
Prawidtowa + + - - - -
Apoptotyczna + + , + + +
stezenie stezenie stezenie stezenie
maleje wzrasta wzrasta wzrasta

Bardzo istotng cecha komérek apoptotycznych jest ciecie DNA na odcinki nu-
kleosomalne. Ponizej opisano dwa rodzaje technik badania $mierci komoérkowej,
ktore opierajg sie na wykrywaniu specyficznej dla tego procesu $mierci fragmentacji
materiatlu genetycznego. Pierwsza metoda polega na analizowaniu komoérek pod
katem profili zawartego w nich DNA o okre$lonej masie czgsteczkowej. Wystepujace
w jadrach komérek prawidtowych DNA o diugosci chromosomoéw lub interfazowa
chromatyna okre$lane sg jako frakcja DNA o wysokiej masie czasteczkowej (high
molecular weight, HMW). Podczas apoptotycznego ciecia materiatu genetycznego
powstaje tzw. frakcja DNA o niskiej masie czasteczkowej (low molecular weight,
LMW), czyli frakcja zwigzanych z histonami mono- i oligonukleosomalnych frag-
mentéw DNA (tab. ), ktére przez pory w blonie jadrowej przemieszczajg sie
do cytoplazmy komorek apoptotycznych (rys. :).

Wykorzystujac réznice w masie czasteczkowej DNA mozna fatwo oddzieli¢ obie
frakcje np. przez wirowanie czy filtracje. Wykrycie LMW DNA w badanym materiale
biologicznym jest dowodem na zachodzgcg w nim apoptoze. Opracowano szereg
metod pozwalajacych na badanie obecnosci LMW i HMW DNA zaréwno w catych
populacjach komérkowych, jak i w pojedynczych konkretnych komoérkach tych
populacji. W badaniu catych populacji komérkowych, pozyskane z komérek DNA
moze byé znakowane zar6wno zwigzkami radioaktywnymi (przy pomocy izotopéw
radioaktywnych np. 'I. P), jak i nieradioaktywnymi (np. bromkiem etydyny). Ko-
lejnym krokiem jest rozdziat i analiza wyznakowanego kwasu nukleinowego przy
pomocy elektroforezy na zelu agarozowym. Nalezy podkresli¢, ze w szczeg6lnych
postaciach apoptozy, np. apoptozie rozwojowej, nie wykazuje sie obecnosci LMW
DNA.

W badaniu poszczeg6lnych komoérek populacji, pierwszym krokiem jest zwie-
kszenie przepuszczalno$ci komoérek apoptotycznych przy pomocy etanolu lub de-
tergentdw. Podczas tej procedury LMW DNA wyptywa z komdrek ijest usuwane
podczas ptukan. Pozostate w komérkach HMW DNA jest znakowane, a jego ilos¢
jest mierzona przy pomocy cytometru przeptywowego. Otrzymany w badaniu tzw.
szczyt sub Gj lub Aq, ktéry przedstawia komérki o najmniejszym stezeniu DNA,
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identyfikuje komorki apoptotyczne. Mniejsze niz w komérkach prawidtowych ste-
zenie materiatu genetycznego komorek apoptotycznych jest konsekwencjg frag-
mentacji DNA przebiegajacej w trakcie $mierci komorki. Metoda pomiaréw z
uzyciem cytometru jest szybka i prosta, niesie jednak ze sobg pewne niedogodnosci.
Przede wszystkim stopien ekstrakcji frakcji LMW DNA podczas ptukan iprocedury
barwienia nie zawsze jest powtarzalny. Nie jest to technika identyfikujgca spe-
cyficznie tylko apoptoze. Moze falszywie pozytywnie znakowaé¢ komorki:

a) z mechanicznie uszkodzong btong komdrkowsa,

b) martwe, pozbawione btony,

c) 0 nietypowej strukturze chromatyny i wreszcie

d) prawidtowe, ale o niskiej zawartosci DNA.

Wiedza o r6znicach w sposobie degradacji materiatu genetycznego zachodzgcej
w trakcie $mierci komorkowej pozwolita na r6znicowanie miedzy martwicg a apo-
ptozg. Obraz drabinki charakterystyczny dla elektroforetycznego rozdziatlu DNA
pochodzacego z komorek apoptotycznych jest konsekwencjg zachowania oktamerow
histonowych. Tworzg one rdze nukleosomu i chronig nawinietag na nie ni¢ DNA
przed nukleolitycznym dziataniem endonukleazy CAD. Dzigki tej ochronie ni¢ DNA
trawiona jest poza obrebem nukleosomow [76]. Uzyskanie obrazu drabinki na zelu
elektroforetycznym jest podstawowym i decydujagcym dowodem zaj$cia typowej
apoptozy. Jednak, jak juz wspomniano, nie zawsze jest to mozliwe. Nie dajg takiego
obrazu komorki we wczesnych, jeszcze przed fragmentacjg DNA, stadiach apoptozy.
Czasem limitujacg okazuje sie ilos¢ badanego materiatu. Jesli apoptoza stwierdzona
metodami in situ dotyczy niewielkiej subpopulacji komoérek badanej tkanki, materiat
pozyskany zwybranych struktur danego zwierzecia moze okazac sie niewystarczajacy
i zachodzi potrzeba #aczenia prébek tkanek z kilku zwierzgt doswiadczalnych. W
przypadku apoptozy nietypowej, wystepujgcej bez charakterystycznego ciecia ma-
teriatu genetycznego, mozna wykrywaé HMW DNA przy pomocy tzw. elektroforezy
pulsacyjnej. Pozwala ona na rozdziat HMW DNA na wyraznie rozroznialne prazki.
Dzieje sie tak w wyniku zmian kierunku elektroforezy w konsekwencji nastepujacych
po sobie zmian kierunku pradu elektrycznego.

Degradacja materiatu genetycznego w komérkach nekrotycznych zachodzi wg
innego wzorca. W wyniku rozpadu lizosomoéw, dochodzi do wyptywu proteaz. Trawig
onem.in. biatka histonowe. Jednoczes$nie dochodzi do aktywacji nukleaz. Pozbawione
ochrony oktamerow histonowych DNA jest catkowicie dostepne dla dziatania en-
zymoéw iulega destrukcji. Na skutek przypadkowych cie¢ generowane sg heterogenne
fragmenty DNA, o szerokim spektrum wielkosci, ktére w zelu elektroforetycznym
tworzg obraz ciggtej smugi (smear) [75].

Wykrywanie in situ fragmentacji DNA
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RYSUNEK 11. Schemat zasady enzymatycznego znakowania peknietych nici DNA przy wykorzystaniu
metody ISNT i TUNEL. ISNT (gérny schemat) wykorzystuje polimeraze DNA, ktéra na matrycy drugiej,
nieuszkodzonej nici przytacza znakowany nukleotyd (czarne kulki) przesuwajac pekniecie. Terminalna
transferaza stosowana w reakcji TUNEL (dolny panel) nie wymaga matrycy i w miejscu przeciecia DNA
dotagcza dodane do mieszaniny reakcyjnej, znakowane dUTP (czarne kulki)

Apoptotyczne ciecie DNA przejawia sie obecnoS$cig duzej ilosci peknieé jedno-
i dwuniciowych. Do wykrywania wolnych 3’ koncow DNA wykorzystuje sie enzy-
matyczne techniki, okre$lane w jezyku angielskim: in situ end labeling (ISEL).
Pozwalajag one na wykrywanie peknie¢ w materiale genetycznym komérek w pre-
paratach tkankowych lub z hodowli komérkowych, przez enzymatyczne dotgczanie
do przecietej nici DNA sprzezonych z biotyng lub digoksygening (DIG) nukleotydow.
Opracowano metody kilkustopniowej analizy, pozwalajgce na wzmocnienie wyj-
sciowego sygnatu, jakim jest produkt reakcji. Takg metodg rejestracji peknie¢ w
DNA jest uzycie fluorochromu sprzezonego z awidyng, majacg zdolnos¢ taczenia
sie z biotyng, lub z przeciwciatem anty-DIG. Badanie jednostopniowe, przy uzyciu
ktorego rejestrowany sygnatjest stabszy, lecz sama reakcja trwa krocej, daje mniejsze
tto i jest prostsza technicznie. Wariant ten moze polegaé na bezposrednim sprzeganiu
z fluorochromem wbudowywanych do DNA deoksynukleotydéw. Techniki zna-
kowania peknie¢ DNA ro6znia sie miedzy soba typem wykorzystywanych enzymow,



APOPTOZA | METODY JEJ IDENTYFIKACJI 555

a tym samym mechanizmem reakcji znakowania wolnych kofcdw materiatu gene-
tycznego, ktéry ulegt fragmentacji (rys. .:).

ISNT

Technika in situ nick translation (ISNT) wykorzystuje DNA polimeraze | lub
jej fragment Klenowa, ktéry jest pozbawiony aktywnosci 3’—5’egzonukleolitycznej.
Jest to najwczes$niej wydzielona i najlepiej zbadana ze wszystkich znanych obecnie
polimeraza DNA. Olbrzymie znaczenie, jakie enzym ten zyskat w inzynierii ge-
netycznej, wynika z jego wiasciwosci prawidtowego katalizowania polimeryzacji
DNA, co nie wymaga udziatu innych biatek wspomagajacych. Fizjologiczng rolg
polimerazy | DNA jest udziat w replikacji i naprawie DNA. Enzym ten uczestniczy
rowniez w rekombinacji i transpozycji. Zgodnie ze swojg funkcjg w zywym or-
ganizmie, polimeraza | wykazuje znaczng specyficzno$¢ wobec substratu. Ma ona
zdolno$¢ wiazania sie do jedno- oraz dwuniciowego DNA, zawierajacego luki lub
pekniecia w jednej nici oraz odcinki zdenaturowane. Catkowicie natomiast ignoruje
dwuniciowe DNA o nieuszkodzonej strukturze. Polimeraza | wykazuje szereg od-
rebnych funkcji enzymatycznych. Niezwykle istotna jest jej aktywnos$¢ polimery-
zacyjna w kierunku 5°—>3’. Proces polimeryzacji DNA zachodzi w spos6b ciggty,
bez odigczania sie enzymu od matrycy, ktérg stanowi komplementarna ni¢ DNA.
Pierwszym krokiem reakcji jest zwigzanie sie¢ enzymu z matrycg DNA i utworzenie
kompleksu enzym/matryca/starter. Starter jest krotkim oligonukleotydowym odcin-
kiem kwasu nukleinowego, do ktorego podczas replikacji DNA przytgczane sg
kolejne nukleotydy. Polimeraza reaguje z troj fosforanem nukleotydu (NTP), ktéry
dotgcza sie do enzymu w poblizu wolnej grupy hydroksylowej (OH) na korcu
3’ startera. Dotgczany do tancucha DNA nukleotyd tworzy wigzanie wodorowe
z komplementarng zasadg matrycy oraz wigzanie fosfodwuestrowe z ostatnim nu-
kleotydem startera. Jednoczes$nie polimeraza ulega przemieszczeniu wzdtuz matrycy
0 jedno miejsce do przodu. Nowo dotgczony nukleotyd ma wolng grupe 3'OH,
wiec moze reagowa¢ z kolejnym NTP. W ten sposéb nastepuje elongacja, czyli
wydtuzanie nici DNA az do wyczerpania wolnych miejsc na matrycy. Dwie kolejne
funkcje polimerazy | sg aktywnosciami egzonukleolitycznymi. Umozliwiajg one
degradacje DNA w Kierunku 3°’—>5’ oraz w kierunku przeciwnym 5’—3’, sg wiec
bardzo wazne w procesie syntezy i utrzymania prawidtowej sekwencji DNA or-
ganizmu. | tak, egzonukleaza 3’—5’ rozpoznaje i wycina Zle sparowany ostatni
nukleotyd w rosngcym tancuchu kwasu nukleinowego. Jest to niezwykle istotne
dla zachowania wiernosci replikacji, gdyz umozliwia ponowne wigczenie, w miejsce
wycietego niekomplementarnego nukleotydu, nukleotydu prawidtowego. Egzonu-
kleaza 5'—3’ rozni sie od aktywnosci egzonukleolitycznej 3’—5" polimerazy |
kierunkiem i sposobem dziatania oraz rodzajem substratu. Wycina ona pojedyncze
nukleotydy oraz oligonukleotydy o dtugosci do 10 reszt. Nie rozréznia deoksy-
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rybonukleotydéw od rybonukleotydéw, co ma olbrzymie znaczenie, poniewaz po-
zwala polimerazie 1 na jednoczesne wycinanie starteréw RNA oraz wypetnianie
powstatej luki w nowopowstajagcym faricuchu DNA deoksyrybonukleotydami. Dzieki
tej whasciwosci polimeraza | bierze udziat w naprawie DNA. Wtasnie te zdolnos¢
enzymu wykorzystuje sie w laboratoriach do znakowania nici DNA przez wbu-
dowywanie do niej znakowanych nukleotydéw, w procesie tzw. przemieszczania
peknie¢ (nick translation). W technice ISNT polimeraza | przeprowadza reakcje
przytgczania znakowanych nukleotydow do wolnego 3’ konca DNA. Reakcja za-
chodzi wedtug opisanego wyzej schematu dziatania enzymu w komérkach zywego
organizmu. Egzonukleolityczna aktywno$¢ enzymu w kierunku 5°—3’ wycina ko-
lejne nukleotydy, przesuwajac peknigcie w DNA, a aktywno$¢ polimeryzacyjna
5’—3’, wypetnia powstatg luke znakowanymi nukleotydami. Technika ISNT jest
do$¢ skomplikowana i czasochtonna, jednocze$nie mozna wykona¢ tylko kilka te-
stow. Umozliwia badanie apoptozy na poziomie molekularnym w preparatach tkan-
kowych. Jednak nie jest do korca specyficzna, gdyz znakuje pozytywnie réwniez
komorki martwicze i inne charakteryzujace sie wystepowaniem znacznej ilosci pek-
nie¢ w materiale genetycznym np. intensywnie dzielgce sie. Ta ostatnia sytuacja
jest przeszkoda, gdy analizujemy zachowujgce zdolnos$¢ proliferacji komérki w
hodowlach, jednak nie ma znaczenia w badaniach prowadzonych nad tkankg, w
ktérej komorki intensywnie dzielgce sie nie wystepujg lub wystepujg w nieznacznej
liczhie. Przyktadem moze by¢ wspomniana juz dojrzata tkanka nerwowa, w ktorej
poza hipokampem i opuszka wechowa nie dochodzi do podziatbw neuronéw, a
komorkami dzielagcymi sie sg tatwe do identyfikacji komérki gleju.

TUNEL

Kolejng metodg znakowania rozszczepionych koncéw DNA jest TUNEL (ter-
minal cleoksynukleotydyl transferase mediated d-UTP nick end-labeling) [28,74].
W metodzie tej wykorzystuje sie inny enzym tzw. terminalng transferaze (TdT).
Ma ona zdolno$¢ dobudowywania, w miejscach peknigcia nici DNA, znakowanych
nukleotydéw. Do dziatania nie wymaga jednak matrycy, a w miejscu pekniecia
dobudowuje znakowany nukleotyd dostarczony w mieszaninie reakcyjnej. Najcze-
Sciej jest to znakowany dUTP. TUNEL, podobnie jak ISNT, jest technikg pra-
cochtonna. Jednak goéruje nad nig, gdyzjest od niej bardziej specyficzna w znakowaniu
komérek apoptotycznych, ktére w poréwnaniu z komdrkami nekrotycznymi barwi
preferencyjnie. DoSwiadczenia wykazaty, ze TUNEL umozliwia wykrycie sze$cio-
krotnie wiekszej liczby komorek apoptotycznych od liczby wykrywanej przy pomocy
technik barwien histologicznych. Opisane poréwnanie przeprowadzono na mézdzku
mysim [28]. Wynik taki ttumaczy sie tym, ze TUNEL prawdopodobnie umozliwia
wykrywanie komdrek we wczesnych stadiach apoptozy, w ktérych zmiany mor-
fologiczne sg stabo wykrywalne. Nasze doSwiadczenia potwierdzaja te sytuacje.
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Na rysunku 11 zilustrowano sytuacje doswiadczalng bedacg modelem rozlegtego
udaru mozgowego, w ktérej w uszkodzonym moézgu wykrywa sie metodg TUNEL
komorki z peknieciami w DNA. Zastosowanie jednostopniowej analizy skierowanej
na wykrywanie znakowanego fluoresceing dUTP daje mocny specyficzny sygnat
i minimalizuje tho w preparatach w materiale tkankowym. Opracowano jednak takze
techniki kilkustopniowej detekcji, ktére co prawda powodujg powstawanie wyzszego
tta w tkance, ale pozwalajg na znaczng amplifikacje sygnatu.

Interpretacja wynikow pozytywnych w metodzie TUNEL i ISNT

Zasady dziatania powyzszych technik zrodzity watpliwos$ci, czy obserwowane
w badanym materiale znakowanie jest specyficzne dla jader apoptotycznych, czy
tez wykrywane sa zmiany DNA zwigzane takze z martwica, podczas ktérej DNA
rowniez ulega fragmentacji, cho¢ na odcinki znacznie dtuzsze, wynoszgce okoto
1000 par zasad. Dodatkowo w materiale pozyskiwanym post mortem moze by¢
wykrywana poSmiertna degradacja materiatu genetycznego. Zebrane doswiadczenia
wskazujg jednoznacznie, ze zarbwno TUNEL, jak i ISNT nie sg technikami wy-
biérczego znakowania apoptozy. Moga bowiem znakowaé¢ miejsca aktywnej re-
plikacji DNA i transkrypcji gendw, w trakcie ktérych dochodzi do jedno- i
dwuniciowych peknie¢ DNA. Wylgczne stosowanie tych technik moze prowadzi¢,
szczegOlnie gdy analizowany materiat moze zawiera¢ rowniez komarki proliferujace,
do ryzyka pomyiki: btednego przypisania zmian mitotycznych apoptozie. Dlatego
tez wczesne stadia apoptozy, zwtaszcza w hodowli komdrkowej, mozna pomyli¢
z poczatkowymi etapami mitozy. Sprzyja temu fakt, ze hodowane in vitro komorki,
zaréwno dzielace sie jak i apoptotyczne, tracg kontakt z podtozem, kurczg sie.
Zmiany te nastepujg w fazie, w ktorej chromosomy siostrzane komdrek dzielgcych
sie rozchodzg sie do sasiednich biegunéw komorki i pojawiajg sie, wykrywalne
metodami TUNEL i ISNT, pekniecia w DNA.

Interpretacja wynikow negatywnych

Negatywny wynik przeprowadzonej reakcji nie musi Swiadczy¢é o braku frag-
mentacji DNA. Wynik taki moze by¢ rezultatem probleméw natury metodycznej
lub czutos$ci reakcji. Nalezg do nich: degradacja tréjfosfonukleotydéw, utrata aktyw-
nosci enzymu, zle dobrane warunki reakcji. Dlatego niezbedne jest stosowanie w
kazdym eksperymencie kontroli pozytywnych (np. trawienie probki nukleaza). Z
drugiej strony, stosowanie kontroli negatywnych (np. w prébce pozbawionej enzymu
otrzymanie wyniku negatywnego - braku znakowania, co wskazuje na brak pocietego
DNA), pozwoli uzyska¢ pewnos$¢, ze otrzymany w doswiadczeniu wynik wykrytej
fragmentacji materiatu genetycznego nie powstal na skutek dziatania zwigzkow
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RYSUNEK 12. Fragment uszkodzonej w wyniku usuniecia naczyn kory mézgowej szczura znakowanej
technikg TUNEL we wczesnej fazie degeneracji. Dobudowywane przez terminalng transfcraze w miej-
scach peknieé¢ DNA nukleotydy zostaty wyznakowane przy pomocy F1TC. Zékte zabarwienie tta, w reakcj i
TUNEL, jest konsekwencjg sposobu utrwalania tkanki mézgowej. Ze wzgledu najednoczesne badanie
obecnosci biatka NGF w tkance mieszanina utrwalajgca musiata zawiera¢ parabenzochinon, ktéry w
warunkach analizy fluorescencji FITC nadaje tkance z6tte zabarwienie. A - panel lewy - gérne zdjecie
przedstawia barwienie tkanki odczynnikiem Hoechsta. Pozwala ono na ocene morfologii jader komérko-
wych wyznakowanych przy pomocy reakcji TUNEL (dolne zdjecie). Komérki z pofragmentowanym
DNA (TUNEL-pozytywne) wykazujg silng fluorescencje w obu barwieniach (gwiazdki). Jadra prawid-
towe (strzatki) sg widoczne tylko w barwieniu Hoechstem (pow. 180x). B - panel prawy - w celu
uwydatnienia morfologii umierajacych komérek przedstawiono analogiczny materiat zarejestrowany przy
wiekszym powiekszeniu. Widoczne w barwieniu Hoechstem jadra komorek prawidtowych (strzatki) nie
znakuja sie w barwieniu fluoresceing (TUNEL). Komorki apoptotyczne zaznaczono gwiazdkami (pow.
340x)
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zawartych w mieszaninie reakcyjnej, lecz w nastepstwie zmian zachodzgcych w
komérce w czasie jej umierania.

Badania nad umierajgcymi komdrkami nerwowymi, wykorzystujace technike TU-
NEL, wykazaly pewng, choé niewielkg roznice w sposobie barwienia komorek
nekrotycznych i apoptotycznych. W przypadku komérek umierajgcych na drodze
apoptozy, TUNEL znakuje tylko ciata komorkowe. W komdrkach martwiczych
barwig sie zar6wno ciata komaérek, jak i dendryty. Ro6znica w sposobie barwienia
wynika z faktu mozliwos$ci wyptywu zdegradowanego DNA do cytoplazmy komarek
martwiczych przez ulegajacg fragmentacji btone jadrowga (rys. ID.). Rejestrowane
podczas apoptozy przenikanie do cytoplazmy frakcji LMW DNA przez pory w
btonie jadrowej daje, w poréwnaniu z komdrkami nekrotycznymi, znacznie mniejsza
ilos¢ ulegajacego znakowaniu DNA zgrupowanego w cytoplazmie.

Cytometria przeptywowa

Kolejng metodg wykorzystywang do badania apoptozy jest cytometria prze-
ptywowa, zwana rowniez cytofotometrig przeptywowg. Metoda ta umozliwia po-
miar charakterystycznych cech chemicznych i fizycznych komérek lub czgsteczek,
ktore odpowiednio znakowane mijajg punkt pomiarowy. Do znakowania komorek
uzywa sie fluorochroméw. W skiad nowoczesnych cytometrow przeptywowych
wchodzi zrodto Swiatta, zbierajagcy uktad optyczny oraz ukitad elektroniczny po-
taczony z komputerem stuzacy do przetwarzania danych. Zrédlem $wiatha jest laser
emitujgcy spojne Swiatto o okreslonej diugosci fali. Analiza materiatu opiera sie
na pomiarze iloSci wzbudzonego Swiatta fluorescencyjnego. Dzieki wbhudowanemu
uktadowi soczewek naprzeciwko Zrédta Swiatta, i drugiemu uktadowi, umieszczo-
nemu pod katem prostym wzgledem pierwszego, promien przekazywany jest do
dalszych elementdw optycznych cytometru. Ulega tam filtrowaniu i rozszczepieniu
przed dalszymi pomiarami. Przy odpowiednim zaprogramowaniu komputera, na
podstawie iloSci mierzonego przez detektor Swiatta, mozna ocenié takie parametry
komérek, jak: rozmiar, ksztatt, budowa, zawarto$¢ wybranych, znakowanych ele-
mentéw. Cytometr mozna potaczy¢ z sortownikiem komdrek. Bedzie on automa-
tycznie rozdziela¢ komoérki wg wczesniej zadanego programu. W ten sposéb mozna:
a) otrzymac dane dotyczace komoérek o réznej zawartosci badanych markeréw np.

DNA lub RNA,

b) zmierzy¢ zawarto§¢ DNA w poszczeg6lnych subpopulacjach komérkowych,
c) stwierdzi¢, jaki odsetek komorek syntetyzuje badane kwasy nukleinowe lub zawie-
ra na swej powierzchni badane antygeny.

Cytometria przeptywowa pozwala rowniez na doktadne okre$lenie cech populacji
badanych komoérek f1]. Wykrywanie komaérek apoptotycznych przy uzyciu cytometru
przeptywowego przeprowadza sie monitorujgc charakterystyczne zmiany morfolo-
giczne lub badajgc zawartos¢ DNA w komorkach. Wtedy to komorki apoptotyczne



560

D. SULEJCZAK

TABELA 7. Poréwnanie wybranych metod wykrywania komérek apoptotycznych

Technika detekcji
komérek
apoptotycznych

Obserwacja
mikroskopowa
zmian morfologii
komérek

Znakowanie
komérek barw-
nikami (w tym
fluorochromami)*

Test przepuszczal-
nosci btony
komoérkowej
Rejestracja zmian
w budowie btony
komorkowej
(translokacja FS)
Pomiar aktywnosci
kaspazy 3

ISNT

Szybkosé
przepro-
wadzenia
analizy

++(szybka,
najdtuzszym
etapem jest
przygotowanie
materiatu do
ogladania pod
mikroskopem)
++

(kilka minut)

++
(kilka godzin)

t/—kilka godzin)

Specyficznosé Analiza

wykorzystywanej metody -

rozréznienie miedzy

komérkami

prawidtowy- nekrotycz- calej popu-

mi a apo- nymi a apo- lacji komé-

ptotycznymi ptotycznymi rek w bada-
nej proébie
lub prepara-
cie

++ ++ +

(jednozna-  (jednozna-

czna ocena Cczna ocena

zmian zmian

morfologii morfologii

komérek) komorek)

++(dzieki ++(dzieki ++

uwidocznie- uwidocznie-

niu morfolo- niu morfolo

gii komoérki gii komorki

lub jej orga- lub jej orga-

nelli, pozwa- nelli,

la na jedno- pozwala na

znaczng oce- jednoznacz-

ne jej stanu) na ocene

jej stanu)

+ +/-

+/- (nieswo- +/-(nieswo-

ista, wymaga ista, wymaga

dodatkowych dodatkowych

testow) testow)

+ + +

+/-(znakuje
réwniez
komérki
dzielace sie)

+/-(wymaga +
dodatkowych
testow)

konkretnych
komoérek
z populacji

++

+Znakowanie komorek barwnikami fluorescencyjnymi przewyzsza czuto$cig znakowanie barwnikami
konwencjonalnymi. Daje réwniez mozliwo$¢ uzyskania wiekszej ilosci danych o kwasach nukleinowych
oraz pozwala najednoczesne znakowanie wielu markeréw w badanej komérce. Ze wzgledu na nietrwato$¢
znacznika, tzw. wyswiecanie sie preparatéw, minusem znakowania fluorochromami jest czesto koniecz-
no$¢ krotkiego czasu obserwacji materiatu.
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cd. tab. 7
Technika detekcji Szybkos¢ Specyficznosé Analiza
komaérek przepro- wykorzystywanej metody
apoptotycznych wadzenia - rozr6znienie miedzy
analizy komérkami
prawidto- nekrotycz- catej popu- konkretnych
wymi a apo- nymi a apo- lacji komd- komoérek
ptotycznymi ptotycznymi rek w bada- z populacji
nej proébie
lub prepara-
cie
TUNEL -i/—kilka godzin) +(jw., cho¢ +(jw., cho¢ + +
metoda bar- metoda bar-
dziej specy- dziej specy-
ficzna) ficzna)
istnieje moz-
liwos¢ roz-
réznienia
po wielkosci
jader komaér-
kowych)
Detekcja LMW + + +/- n
i HMW frakcji DNA
w poszczeg6lnych
komaérkach
Rozdziat elektrofore- - (kilkanascie ++(wynik ++(wynik + —
tyczny DNA** godzin) jednozna- jednozna-
czny) czny)

**Mankamentem tej techniki jest konieczno$¢ dysponowania duza préba materiatu w przypadku
heterogennej populacji komérek, z ktérej tylko pewna ich czes$¢ ulega apoptozie. W sytuacji, gdy komorki
apoptotyczne stanowig tylko niewielki procent badanej populacji komoérek, typowego dla apoptozy
rozdziatu elektroforetycznego nie mozna w og6le wykryc.

identyfikowane sg jako komérki z niskg zawartoscig DNA, co wynika z wyptywu
z tych komorek i utraty, podczas procedur barwienia i ptukan, frakcji LMW DNA.
Cytometria przeptywowa umozliwia szybkg, liczong w minutach, wieloptaszczy-
znowg analize duzej, nawet kilkumilionowej, populacji izolowanych komoarek.
Jak wspomniano, do znakowania komérek w cytometrii stosuje sie barwniki
fluorescencyjne. W zaleznosci od tego, jakie sktadniki komérki stanowig cel badania,
uzywa sie barwnika majacego zdolno$¢ swoistego wigzania sie np. z DNA, RNA
lub btong komérkowa. Powszechnie stosuje sie réwniez znakowanie immunofluore-
scencyjne. Przy uzyciu cytometrii przeptywowej mozliwe jest takze badanie nie-
zabarwionych komoérek. Wigzka Swiatta laserowego ulega wtedy rozproszeniu na
niezabarwionej komorce, przy czym stozek rozproszeniajest tym wiekszy, im wieksza
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jest Srednica komérki. Pozwala to na mierzenie rozktadu i wielkosci komoérek w
danej populacji. Cytometrie przeptywowa stosuje sie réwniez do szybkiego badania
populacji zawierajagcych komérki apoptotyczne. Wykorzystuje sie fakt, iz zawierajg
one pociete na mate fragmenty DNA, frakcje LMW.

Niebezpieczenstwem metody jest ryzyko: a) straty komorek oraz b) w sytuacji
gdyby doszto do ich rozpuszczenia, utraty przez wyptukanie, zawartego w nich
materiatu genetycznego podczas procedury utrwalania i barwienia barwnikami fluo-
rescencyjnymi, zwtaszcza w przebiegu doswiadczen z uzyciem komérek nieutrwa-
lonych. Dlatego tez preparatyke nalezy przeprowadza¢ bardzo ostroznie, a dla
ochrony komoérek przed uszkodzeniem uzywac albuminy i osocza [66].

Na obecnos$¢ komadrek apoptotycznych w badanej prébie wskazuje fakt uzyskania
tzw. fazy A0 lub inaczej szczytu subGl, odzwierciedlajgcego komarki o najmniejszej
zawartosci DNA. Cytometrie przepltywowa uwaza sie za bardzo dobre narzedzie
do wykrywania komoérek apoptotycznych. Jest to bardzo szybka i wszechstronna
metoda badawcza [18]. Pod warunkiem peinej swoistoSci uzytych reakcji.

VIl. PODSUMOWANIE

Powyzej opisano szereg metod pozwalajgcych na wykrywanie komadrek apo-
ptotycznych. Dobér wiasciwych dla danego eksperymentu technik badawczych za-
lezy w znacznym stopniu od rodzaju materiatu biologicznego, ktéry ma byé poddany
analizie pod katem wystepowania w nim apoptozy. Dobdr odpowiednich metod
badawczych zalezy réwniez od tego, czy analizowane sg cate populacje komérkowe
czy tez konkretne komérki tych populacji, czy dysponujemy materiatem utrwalonym,
czy nieutrwalonym. Wreszcie, jak duza jest prébka materiatu do analizy. W tabeli
7 przedstawiono poréwnanie najczesciej stosowanych metod wykrywania komoérek
apoptotycznych z uwzglednieniem oceny wartosci i jednoznacznos$ci wyniku uzy-
skanego przy uzyciu danej techniki.

Wymienione w tabeli techniki umozliwiajgce okre$lenie mechanizmu $mierci
danej komérki majg zalety i wady. Wiekszo$¢ z nich, précz znakowania komorek
apoptotycznych generuje rowniez pewien procent fatszywie pozytywnych wynikéw.
Dlatego tez, w celu przedstawienia dowod6w na obecno$¢ apoptozy w badanej
probie nalezy udokumentowaé¢ zachodzace w niej, charakterystyczne dla procesu
programowanej $mierci zmiany przy uzyciu szeregu, w miare mozliwos$ci stoso-
wanych jednocze$nie nadanym materiale metod identyfikacyjnych. Na koricu nalezy
jednak podkresli¢, ze najistotniejszg technika dajacq catkowita pewnos$é, ze ob-
serwowany proces jest apoptoza, jest jakosciowa metoda oceny ultrastruktury ko-
marki.
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CELL CYCLE
TWO CONFERENCES FOR 30™ ANNIVERSARY OF STUDIES

Jacek Z. KUBIAK

Université Rennes, Biologie et Génétique du Développement,
Faculté de Médecine, 2 av Prof. Léon Bernard, CS 34317,
35043 Rennes cedex, Francja

Streszczenie: Artykut jest sprawozdaniem z dwéch miedzynarodowych konferencji naukowych poswie-
conych kontroli cyklu komérkowego: 237 sympozjum Fundacji Novartis pt. ,,The Cell Cycle & Deve-
lopment™, ktére odbyto sie w Londynie w Wielkiej Brytanii w kwietniu 2000 i konferencji im. Jacquesa
Monod pt. ,,The Cell Division Cycle, in Honour of Yoshio Masui”, ktéra miata miejsce w Roscoff we
Francji w maju 2000.

{Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 569-581)

Summary. This article renders account of two international scientific conferences on the control of the
cell cycle: 237 symposium of the Novartis Foundation. ,,The Cell Cycle & Development” which took
place in London, Great Britain in April 2000 and Jacques Monod Conference ,, The Cell Division Cycle,
in Honour of Yoshio Masui” which took place in Roscoff, France in May 2000.

{Advances in Cell Biology 2000; 27: 569-581)

WSTEP

Poczatek nowoczesnym badaniom nad cyklem komoérkowym dato odkrycie czyn-
nika cytoplazmatycznego odpowiedzialnego za rozpoczecie fazy M cyklu komar-
kowego. Czynnik ten o nazwie MPF (od ang. Maturation Promoting Factor lub
M-phase Promoting Factor) wykryli w oocytach zaby Masui i Markert w roku
1971 [1]. Wykazali oni, ze przeszczepienie niewielkiej ilosci cytoplazmy pochodzacej
z dojrzatych oocytéw (zablokowanych w metafazie drugiego podziatu dojrzewania
mejotycznego - MII) do oocytow niedojrzatych (zablokowanych w profazie pier-
wszego podziatlu mejotycznego odpowiadajgcemu fazie G2 cyklu komdrkowego)
indukuje dojrzewanie mejotyczne tych ostatnich. W warunkach fizjologicznych,
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proces dojrzewania mejotycznego oocytow indukowany jest hormonalnie. Wywo-
tanie tego procesu w niedojrzatym oocycie przez przeszczepienie cytoplazmy z
oocytu dojrzatego bez indukcji hormonalnej wykazato, ze cytoplazma ta zawiera
czynnik powstajgcy normalnie podczas dojrzewania oocytu na skutek dziatania hor-
mono6w. Dzigki temu odkryciu mozna byto bada¢ wewngtrzkomérkowe mechanizmy
indukcji fazy M. WKkrétce okazato sie, ze ten sam czynnik powoduje rozpoczecie
zar6wno mejotycznej, jak i mitotycznej fazy M. Przez wiele lat nie udawato sie
ustali¢ biochemicznej natury MPF. Dopiero w 1989 r. doniesienia z kilku la-
boratoriow badajgcych regulacje cyklu komérkowego drozdzy, Xenopus laevis i
rozgwiazdy pozwolity na identyfikacje tego czynnika. Wykazano, ze jest nim kom-
pleks dwoch biatek. Jednym z nich jest enzym fosforylujgcy inne biatka - a wiec
kinaza, zidentyfikowany u drozdzy dzieki badaniom mutanta o nazwie cdc2 (ang.
cell division cycle 2). Stad wzieta sie inna nazwa tego samego enzymu - Kkinaza
Cdc2. Drugi komponent MPF to biatko regulatorowe, ktérego ilo$¢ ulega bardzo
drastycznym zmianom w trakcie cyklu komorkowego - stad jego nazwa - cyklina.
Okazato sie z czasem, ze istnieje wiele cyklin. Co najmniej dwie zaangazowane
sg w kontrole fazy M - cykliny typu A i B. Gromadzg sie one w duzych iloSciach
przed rozpoczeciem tej fazy cyklu komdrkowego i sg gwaltownie niszczone w
procesie proteolizy w jej trakcie. Rowniez kinaza Cdc2 okazata sie jednym z wielu
enzymow z rodziny CDK (ang. Cycline-Dependent Kinases). Za klasyczny MPF
uwaza sie kompleks cyklina B/Cdc2, chociaz istnieje tez w komd4rce mitotycznej
kompleks cyklina A/Cdc2, ktéry petni role wspomagajacg aktywacje gtdwnego kom-
pleksu. W komdrkach roéznych organizméw wykryto po kilka genéw kodujacych
cykliny A i B. U Xenopus laevis, Drosophila melanogaster, myszy i cztowieka
wykryto cykliny Al, A2 i BIl, B2 i B3. W komérkach roslin jest ich jeszcze
wiecej. Méwimy tu wytgcznie o cyklinach zaangazowanych w regulacje fazy M,
gdyz w sktad rodziny cyklin wchodzi wiele innych biatek bioracych udziat w regulacji
pozostatych faz cyklu komdrkowego. Kazda z cyklin tworzacych kompleks z kinazg
Cdc2 wydaje sie wptywac na rdzne aspekty aktywnosci danego kompleksu. Dos$é
szybko stato sie jasne, ze kontrola cyklu komoérkowego wymaga doskonatej regulacji
dwoch podstawowych procesow: odwracalnej fosforylacji biatek (efekty dziatania
kinazy Cdc2 w postaci fosforylacji biatek sg rdwnowazone aktywno$cig fosfataz
prowadzacych procesy defosforylacji) i syntezy specyficznych biatek, nierozerwalnie
zwigzanej z procesem degradacji proteolitycznej (tak dzieje sie wiasnie z oscy-
lujagcymi w trakcie cyklu komérkowego cyklinami). Co wiecej, réznice w doborze
partnera regulatorowego, a wiec cykliny, moga zmienia¢ specyfike aktywnosci en-
zymu CDK. Wyciggniecie prawidtowych wnioskéw z wczesnych badan przyczynito
sie do lawinowego postepu badan nad kontrolg cyklu komérkowego. Poza poznaniem
samych enzyméw CDK i ich cyklin zidentyfikowano rowniez skomplikowang siec¢
innych kinaz i fosfataz i opisano mechanizmy regulujace zarbwno poziom syntezy,
jak iczas i miejsce degradacji proteolitycznej poszczeg6lnych biatek kontrolujgcych
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przebieg cyklu komérkowego. Zidentyfikowano réwniez inne sposoby regulacji
przebiegu cyklu komérkowego, np. poprzez dziatanie biatkowych inhibitoréw en-
zymow z grupy kinaz CDK.

Okazato sie, ze subkomérkowa lokalizacja wielu enzymow kontrolujacych cykl
komoérkowy moze odgrywac decydujaca role w wypetnianiu takiej a nie innej funkcji.
Przyktadem moze by¢ centrosom - autonomicznie namnazajgca sie struktura ko-
maérkowa zawierajaca centriole. Centrosomy zawierajg wiele biatek wspolnych dla
kontroli jadrowego cyklu komérkowego (np. wtasnie MPF, czyli kompleks Cdc2/cy-
klina B indukujagcy kondensacje chromatyny), jak i kontroli cyklu samych cen-
trosomow (np. kompleks Cdk2/cyclina E, ktory jest rOwniez zaangazowany w
kontrole fazy S). Na prawidtowy przebieg cyklu komérkowego sktada sie zaréwno
kontrola cyklu jadrowego (kondensacja i dekondensacje chromatyny), jak i cyklu
przemian centrosoméw. Namnazanie centrosoméw skoordynowane z cyklem ja-
drowym decyduje o prawidtowej strukturze wrzeciona podziatowego i r6wnomier-
nym rozdziale chromosomow podczas podziatlu komoérkowego. Dzisiaj zdajemy
wiec sobie sprawe z tego, ze prawidlowy przebieg cyklu komérkowego wymaga
Scistej koordynacji czasowej iprzestrzennej wielu funkcji bardzo licznych enzymow.
Koordynacje te zapewnia wiele mechanizméw $ledzacych przebieg cyklu komor-
kowego i wykrywajacych nawet drobne usterki w jego funkcjonowaniu. System
monitorujacy przebieg poszczegolnych faz cyklu komdrkowego okresla sie angiel-
skim terminem ,,checkpoint”, a wiec punkt kontrolny. Nadzorowi typu ,,checkpoint”
poddane sa dwie gtéwne fazy cyklu komoérkowego: S i M. Wystapienie zaburzen
wiasnie w trakcie tych dwoch faz jest bowiem najgrozniejsze dla zycia komarki,
co ttumaczy wzmozong kontrole ich przebiegu. Zaburzenie replikacji DNA w trakcie
fazy S, czy segregacji chromosoméw w fazie M prowadzi do aneuploidii, a ta
jest czesto powodem np. transformacji nowotworowej. System kontroli typu ,,check-
point” pozwala na czasowe wstrzymanie przebiegu cyklu dajagc komoérce czas na
naprawienie btedoéw. Moze tez skierowa¢ komoérke obarczong btedem-mutacjg na
droge apoptozy, czyli $mierci komérkowej. Dla prawidtowego funkcjonowania or-
ganizmu bardzo waznejest wyeliminowanie wadliwych komoérek, gdyz utrata kontroli
nad ich podziatami zaburza rozwdéj organizmu i moze prowadzi¢ do jego $mierci.
Pierwszym krokiem w eliminacji zmutowanych komoérek jest whasnie wigczenie
alarmu poprzez system monitorujacy przebieg cyklu komdrkowego.

Ten, z ewidentnych przyczyn uproszczony, obraz kontroli cyklu komdrkowego
pozwoli - mam nadzieje - czytelnikom na tatwiejszg analize wspotczesnych badan
w tej dziedzinie. Podsumowaniem obecnego stanu wiedzy na temat kontroli prze-
biegu cyklu komérkowego byty dwie miedzynarodowe konferencje, ktdre odbyty
sie w kwietniu i maju 2000. Pierwsza z nich to 237. sympozjum Fundacji Novartis
pt. ,,The Cell Cycle & Development”, ktére odbyto sie w Londynie w Wielkiegj
Brytanii. Druga za$ to konferencja im. Jacquesa Monod pt. ,,The Cell Division
Cycle, in Honour of Yoshio Masui” , ktdra miata miejsce w Roscoff we Francji.
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Ponizszy tekst nie pretenduje do roli przegladu wiedzy na temat cyklu komoérkowego,
a jest jedynie sprawozdaniem z najciekawszych moim zdaniem doniesien przed-
stawionych na tych dwoch konferencjach. Pozwala zorientowaé sie w kierunkach
wspotczesnych badan cyklu komérkowego i poznaé zaréwno gtéwne pytania, jakie
zadajg sobie naukowcy, jak isposoby, jakimi sie postugujg dla uzyskania odpowiedzi.

ZWIAZKI MIEDZY KONTROLA CYKLU KOMORKOWEGO,
ROZNICOWANIEM | WZROSTEM KOMOREK
W TRAKCIE ROZWOJU ORGANIZMU

OFundacjaNovartis (dawniej Fundacja Ciba) organizuje od roku 1950 konferencje
poswiecone najwazniejszym wspdtczesnym problemom naukowym. Celem tych kon-
ferencjijest zapewnienie jak najlepszych warunkdw do swobodnej dyskusji w waskim
gronie specjalistow z danej dziedziny. Na temat 237. sympozjum wybrano role
cyklu komérkowego w rozwoju zwierzat i roslin. Konferencja, ktéra odbyta sie
w dniach 10-13 kwietnia 2000 w siedzibie Fundacji Novartis przy Portland Place
w Londynie, zgromadzita 27 uczestnikéw (14 méwcow i 13 dyskutantow), jak
réwniez przystuchujacych sie dyskusji dziennikarzy pism naukowych Cell, Nature,
Bioessays i Genome Biology. Przewodniczagcym obrad byt Paul Nurse z Imperial
Cancer Research Fund w Londynie. Celem naszej dyskusji byto zdefiniowanie
roli r6znych aspektow kontroli cyklu komoérkowego w procesie rozwoju organizmoéw
(od drozdzy, poprzez nicienie, owady, ssaki, do roslin wyzszych). Podjelismy takze
prébe okreslenia zaleznosci pomiedzy programami namnazania sie komdrek, czyli
proliferacja, réznicowaniem, a takze regulacjg wzrostu zaréwno samych komérek,
jak i catych organéw i organizméw. Wydanie ksigzkowe doniesien z tej konferencji
ukaze sie w serii wydawnictw Fundacji Novartis [2].

Pierwszym mowca byt Bruce Edgar z Fred Hunchinson Cancer Research Center
w Seattle w USA. Bruce poréwnal ze sobg 3 typy cyklu komérkowego obser-
wowanego w trakcie rozwoju Drosophila melanogaster. Do pierwszego z nich
nalezg szybkie podziaty zarodka nastepujgce bezposrednio po zaptodnieniu oocytu.
Gtowng role kontrolng w tych cyklach odgrywa mechanizm decydujacy o czasie
i miejscu rozpoczecia mitozy. Punktem kontrolnym w tym typie cyklu komoérkowego
jest wiec przejscie z fazy G2 do M (czyli decyzja rozpoczecia mitozy). Regulacji
podlega wiec aktywacja MPF (Cdc2/cyklina B). Proces ten zalezy od zgromadzonego
w oocycie w trakcie oogenezy (zaréwno w postaci mRNA, jak i biatka) matczynego
produkt genu cdc25 kodujgcego fosfataze Cdc25. W tym wczesnym okresie rozwoju,
komorki wykazujg bardzo nikty wzrost. Wzér podziatdw komérkowych w roz-
wijajgcej sie larwie odpowiada doktadnie wzorowi ekspresji zarodkowego mRNA
kodujgcego Cdc25. Przestrzenna regulacja ekspresji genu cdc25 w larwie odbywa
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sie dzieki obecnos$ci szeregu elementéw regulacyjnych typu ,,enhancer” w 40 kb
regulatorowym odcinku tego genu.

W drugim etapie rozwoju larwy rozpoczyna sie proces réznicowania komorek.
Zaréwno postep cyklu komérkowego, jak i tempo wzrostu komérek w tym okresie
uzaleznia sie od dostepu materiatbw odzywczych, ktére moze zdoby¢ larwa. W
komorkach larwy ustajg mitozy, adecyzja o rozpoczeciu nowego cyklu komorkowego
zapada przed inicjacjg replikacji DNA (na przejsciu z fazy G1 do fazy S). Za-
hamowanie podziatdéw komdrkowych przy powtarzajacych sie fazach S powoduje,
ze komorki wchodzg w okres endoreplikacji. W wyniku tego procesu wielokrotnie
wzrasta zawarto$¢ DNA w tych komérkach. Endoreplikacja zapewnia ciggtos$¢ prze-
biegu cyklu komoérkowego przy zachowaniu statej ilosci komorek. Zjawisku temu
towarzyszy olbrzymi przyrost tkanek stanowiacych wiekszo$¢ masy ciata larwy
w tym okresie. Biorg w tym udziat miedzy innymi komarki gruczotéw Slinowych,
przewodu pokarmowego, ciata ttuszczowego i cewek Malpighiego. Mozna $miato
twierdzi¢, ze larwa rosnie tak szybko wiasnie dzieki procesowi endoreplikacji.

Trzeci typ kontroli embrionalnego cyklu komorkowego pojawia sie¢ w rosnacych
dyskach imaginalnych wytwarzajgcych poszczegdlne czesci organizmu imago. Kon-
trola przebiegu tych cykli komdérkowych bardzo sie komplikuje. Decyzja o roz-
poczeciu nowego cyklu poprzedza zaréwno przejscie z fazy G1 do S, jak iz G2
do M. Komérki stajg sie wrazliwe na zewnetrzne bodzce regulujgce proliferacje,
réznicowanie i determinacje wzoru budowy poszczeg6lnych organéw. Zaobser-
wowano wprostproporcjonalng zalezno$¢ pomiedzy stymulacjg wzrostu rozmiar6w
komadrek dyskéw imaginalnych istymulacja podziatow na przejsciu GI/S. Pozytywny
udziat majg w tej regulacji kinaza Pi3l i proto-onkogeny Myc i Ras stymulujace
wzrost rozmiar6w komorek (a tym samym i catego dysku). Wtasnie wzrost komorki
wigcza post-transkrypcyjng kontrole poziomu cykliny E, ktéra taczy sie z kinazg
Cdk2 ijest gtdwnym czynnikiem limitujagcym rozpoczecie fazy S. Podobnej regulacji
podlega ekspresja fosfatazy Cdc25, regulujacej przejscie G2/M. Nie znamy me-
chanizmu odpowiedzialnego za odczytywanie i przekazywanie informacji dotyczacej
wzrostu komorki. W laboratorium Bruce’a Edgara zidentyfikowano ostatnio serie
mutantow Drosophila obarczonych autonomicznymi (wewngtrzkomorkowymi) i
nieautonomicznymi (zewnatrzkomérkowymi) defektami wzrostu larwy [3]. Analiza
tych mutantéw pozwoli zapewne w najblizszej przysztosci zrozumie¢ zalezno$ci
pomiedzy kontrolg wzrostu rozmiarow komoérek i determinacjg rozmiaréw catego
organizmu. Dzigki badaniom tych mutacji moze uda sie tez pozna¢, w jaki sposdb
odbywa sie dialog pomiedzy maszynerig kontrolng cyklu komérkowego i procesem
réznicowania.

Ciekawy przyktad wspélnej kontroli wzrostu i proliferacji komorek przedstawit
Wolf Reik z Babraham Institute w Cambridge, Wielka Brytania. Jego laboratorium
bada mechanizm imprintingu (wdrukowania) genomu ssakéw. Proces ten polega
na epigenetycznym (niezmieniajgcym sekwencji nukleotydow w genomie) nazna-
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czeniu w specyficzny sposéb niektérych sekwencji DNA komdérek rozrodczych.
Imprinting powoduje zréznicowang ekspresje genéw pochodzacych od ojca i od
matki. Dochodzi do tego dzieki temu, ze inny typ naznaczenia genow wyksztatca
sie w genomie spermatogonium i oogonium. Diploidalny zarodek dziedziczy potowe
genomu pochodzacg od ojca naznaczong imprintingiem typu meskiego i potowe
od matki naznaczong imprintingiem typu zeriskiego. Wydaje sig, ze metylacja DNA
odgrywa wazng role w tym procesie.

Wolf Reik bada geny zgromadzone w specyficznym locus chromosomu 7 myszy
i chromosomu 11 cztowieka. Mutacje w badanych regionach chromosomoéow wy-
wotujg chorobowy syndrom Beckwith-Wiedemanna (BWS). Syndrom ten przejawia
sie miedzy innymi zmiang rozmiaréw noworodkow. Zaréwno noworodki myszy,
jak i cztowieka obarczone syndromem Beckwith-Wiedemanna sg o wiele wigksze
od swoich normalnych réwiesnikéw. W laboratorium Wolfa Reika zidentyfikowano,
zardwno u myszy jak i u cztowieka, serie genéw zwigzanych witasnie z regulacjg
wzrostu i proliferacja komoérek. Sa to miedzy innymi geny kodujace IGF2 (ang.
insulin growth factor 2) i p57«i,. (jeden z inhibitorow CDK). Okazato sie, ze
istnieje rodzaj dialogu pomiedzy genami w tym regionie. Dialog ten jest zalezny
od imprintingu obszaréw regulatorowych tych genéw. Wykazano, ze odpowiednia
metylacja "enhencerédw" tych genéw wzmaga ich ekspresje, podczas gdy metylacja
wytgcznie ojcowskich "silenceréw" powoduje wyciszenie ich ekspresji. Eliminacja
poszczeg6lnych elementéw kontrolnych tych genéw przez mutacje typu "knock-out"
pozwolg zapewne na szybka identyfikacje dalszych etapéw kontroli wzrostu i po-
dziatéw komérek w zarodkach. Badania Wolfa Reika sugerujg, ze imprinting moze
by¢ waznym mechanizmem wptywajacym na kontrole cyklu komdérkowego podczas
rozwoju zarodkow ssakdow.

O centralnej roli inhibitoréw enzyméw CDK w kontroli proliferacji i wzrostu
mowili rowniez Christian Lehner z Uniwersytetu w Bayreuth w Niemczech pracujacy
na Drosophila melanogaster i Martin Raff z University College of London w
Wielkiej Brytanii. Ten ostatni pracuje nad regulacja proliferacji i réznicowania
prekursorow oligodendrocytéw w mozgach szczuréw i myszy.

Martin Raff wykazat, ze liczebno$¢ oligodendrocytow w moézgu determinuje
zaréwno liczba podziatéw komorek prekursorowych poprzedzajgca réznicowanie,
jak i intensywno$¢ apoptozy, czyli zaprogramowanej $mierci komérek. Proliferacja
komorek prekursorowych w hodowli in vitro wymaga dostarczania z zewngtrz PDGF
(ang. platelet-clerived growth factor) i jednego z hormonéw tarczycy. Ale nawet
przy statej ilosci tych czynnikéw w pewnym momencie komoérki prekursorowe
przestajg sie dzieli¢ i rozpoczynajg réznicowanie w oligodendrocyty. Wykazano
w ten spos6b, ze istnieje wewnetrzny zegar regulujacy wstrzymanie cyklu komér-
kowego i wiaczenie programu réznicowania. Gtdwnym sktadnikiem tego zegara
okazato sie biatko p27 ipl - bedace inhibitorem enzyméw z grupy CDK. Zwigkszenie
ilosci p27 ipl w prekursorach oligodendrocytéw przedwcze$nie zatrzymuje cykl
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komdrkowy iprzyspiesza rozpoczecie réznicowania. Natomiast prekursory uzyskane
z mdézgbw myszy pozbawionych genu kodujacego to biatko przechodzg o . do
. podziatow wiecej przed rozpoczeciem procesu rdznicowania niz komorki po-
chodzgce z mézgow myszy kontrolnych. Laboratorium Martina Raffa kontynuuje
badania nad mechanizmem proceséw biorgcych udziat w tym aspekcie kontroli
rozwoju mozgu. Jest juz dzis jasne, ze p27kip dziata nie tylko jako inhibitor cyklu
komdérkowego poprzez inhibicje enzyméw CDK, ale rowniez aktywnie wigcza proces
réznicowania. Oba procesy wymagajg uzyskania precyzyjnych informacji o roz-
miarach komérki. Mozna sadzié¢, ze najwazniejszym odkryciem najblizszej przy-
sztosci w tej dziedzinie bedzie wiec identyfikacja mechanizméw pozwalajgcych
komdrce na prawidtowa interpretacje sygnatu o jej wiasnych rozmiarach.

Bardzo ciekawym zagadnieniem w biologii rozwoju jest rola i mechanizm asy-
metrycznych podziatéw komoérek. Nierownocenny rozdziat pewnych czynnikéw
podczas podziatu komorkowego lezy bardzo czesto u podstaw wytwarzania spe-
cyficznych linii komérkowych w trakcie rozwoju organizmu. Na londynskiej kon-
ferencji przedstawiono dane dotyczace trzech modeli podziatéw asymetrycznych:
prekursoréw neurondéw Drosophila melanogaser, pierwszego podziatu bruzdko-
wania Caenorhabditis elegans i tworzenia sie komdrek kory nerwowej w mézgu
ssakow.

William Chia z National University ofSingapore przedstawit nam, w jaki sposéb
asymetryczny podziat komérek prekursorowych neuronéw u D. melanogaster do-
konuje sie dzieki asymetrycznej lokalizacji kompleksu biatkowego zawierajgcego
miedzy innymi biatka: Bazooka (Baz), Inscuteable (Insc) i Partner of Inscuteable
(Pins). Stopniowe tworzenie sie kompleksu w komdrce rozpoczyna sie przez aku-
mulacje biatka Bazooka. Proces ten odbywa sie w komdrkach prekursorowych
tworzacych nabtonek. Asymetryczny podziat tych komérek jest niezbedny do wy-
ksztatcenia sie neuronéw. Pojawienie sie w komdrkach drugiego elementu - produktu
genu inscuteable nastepuje w czasie, gdy prekursor neuronu wysuwa sie z nabtonka
(proces delaminacji). Dotgczenie do kompleksu biatka Pins nastepuje #gcznie z
wejsciem komoérki prekursorowej w mitoze i determinuje asymetryczne potozenie
wrzeciona podziatowego. Bill Chia stara sie zrozumie¢, w jaki sposéb nastepuje
synchronizacja pojawiania sie kolejnych elementéw kompleksu i jaki jest wptyw
tego kompleksu na procesy morfogenetyczne i przebieg cyklu komdrkowego. Chce
rowniez pozna¢, w jaki sposob odbywa sie przekazywanie informacji pomiedzy
asymetrycznym kompleksem zawierajgcym Baz, Insc i Pins a wrzecionem podzia-
towym icytoszkieletem odpowiedzialnym za przemieszczenie wrzeciona w komaérce
mitotycznej.

Jednym z kandydatéw do regulacji tego skomplikowanego procesu jest spe-
cyficzna forma gtéwnego regulatora mitozy - produktu genu cdc2. Bill przedstawit
wstepne wyniki badan mutantéw cdc2, u ktérych obserwuje sie przeksztatcenie
podziatéw asymetrycznych w symetryczne. Jednym z nich jest mutant E51Q. Zmiana
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w charakterystycznej dlaenzyméw CDK sekwencji PSTAIRE utego mutanta zaburza
asymetryczny podziat prekursoréw neuronéw prowadzgc do utworzenia dwdch row-
norzednych komérek potomnych. Identyfikacja innych mutantéw genu cdc2 pozwoli
zapewne na poznanie, w jaki sposéb biatko Cdc2 (i w potgczeniu z ktdrg cyklina,
A lub B) wptywa na regulacje symetrii podziatu komorki.

Swietnym modelem badar asymetrii podziatu komérkowego jest pierwszy podziat
bruzdkowania zarodka C. elegans. Badania nad tym wiasnie modelem przedstawit
Pierre Goriczy z EMBL w Heidelbergu w Niemczech. W zygocie tego nicienia,
poczatkowo symetrycznie ustawione wrzeciono podziatowe ulega przemieszczeniu
w kierunku tylnego bieguna zarodka. Nastepuje to w trakcie anafazy B (tj. w trakcie
wydtuzania wrzeciona podziatowego towarzyszgcego rozdziatowi chromosomow).
Dla zapewnienia asymetrii tego podziatu niezbedna jest subkortykalna lokalizacja
biatka PAR3 na biegunie przednim zarodka i kompleksu biatek PARI i PAR2
na jego biegunie tylnym. Badajgc mutanty C. elegans Pierre wykazat, ze mutacja
w genie zyg-8 zaburza polarnos$¢ zygoty i zakidca normalny przebieg anafazy B.
Produkt genu zyg-8 reguluje stabilno$¢ mikrotubul (gtéwnych elementéw cyto-
szkieletu tworzgcego wrzeciono mitotyczne) jedynie w trakcie anafazy. Gen zyg-8
koduje ewolucyjnie konserwowane biatko towarzyszgce mikrotubulom (MAP - ang.
Microtubule Associated Protein). Mutacje w ludzkim genie, kodujgcym podobne
biatko o ang. nazwie doublecortin a gromadzace sie w naszych neuronach, prowadza
do chaotycznej migracji komorek i do zaburzen w rozwoju mézgu. Badania Pierre’a
Gonczego wykazujg wiec, ze w trakcie podziatu komérkowego regulacja stabilnosci
mikrotubul poddana jest bardzo subtelnej kontroli. Co wiecej, doktadna regulacja
tego procesu okazuje sie niezwykle wazna dla zapewnienia asymetrii pierwszego
podziatu zygoty - niezbednego elementu normalnego rozwoju zarodka C. elegans.

Trzecim doniesieniem na temat asymetrycznych podziatdw komoérkowych byta
prezentacja Bruce’a Schaara ze Stanford University w USA. Bruce Schaar pracuje
nad wyjasnieniem mechanizméw podziatu komérek prekursorowych neuronéw kory
maézgowej fretki. Komorki te muszg ,dokona¢ wyboru”, czy podzielg sie syme-
trycznie dajgc dwie rdwnorzedne komdrki prekursorowe zachowujgce nadal zdol-
nosci podziatu, czy tez asymetrycznie dajac jedng komorke prekursorowg
(zachowujgcg zdolnosé do podziatu) ijedng rozpoczynajgcqg réznicowanie w neuron
i zatrzymujaca postep cyklu komdrkowego. Wybor ten ma kapitalne znaczenie
dla prawidtowego wyksztatcenia sie kory mézgowej ssakow.

Podziat symetryczny jest horyzontalny w stosunku do ptaszczyzny nabtonka,
za$ podziat asymetryczny jest wertykalny. Co wiecej, po takim podziale wytgcznie
komérka apikalna (a nie bazalna - pozostajgca nadal prekursorem) przemiesci sie
aktywnie wzdtuz pionowej wypustki komoérkowej i zasiedli odpowiednig warstwe
kory mézgowej. Asymetryczny podziat, ktéry odbywa sie dzieki mechanizmowi
podobnemu do przedstawionego przez Billa Chia u Drosophila melanogaster, jest
nie tylko zwigzany z wytworzeniem dwoch réznych komorek, ale réwniez de-
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terminuje wzo6r zachowania sie obu komorek potomnych: osiadtego prekursora jak
i szybko migrujacego i roznicujgcego sie neuronu.

Pozostatymi uczestnikami konferencji byli: Jim Mailer pracujacy nad regulacja
przebiegu dojrzewania mejotycznego i wczesnych podziatéw zarodka Xenopus
laevis', Kim Nasmyth, ktdry przedstawit wyniki badahn nad mechanizmami kon-
trolujagcymi przebieg mejotycznego rozdzielania chromosomow; Peter Bryant, ktory
przedstawit wyniki identyfikacji biatek nazwanych przez niego IDGFs (ang. Imaginal
Disc Growth Fators) regulujacych wzdér podziatéw komérkowych w dyskach ima-
ginalnych Drosophila melanogaster, Victor Ambros studiujgcy regulacje cyklu ko-
mdrkowego w trakcie péZnego rozwoju zarodkowego C. elegans', Jean Gautier
badajagcy mechanizm kontroli typu ,,checkpoint” w trakcie rozwoju Xenopus laevis',
Rudiger Simon pracujacy nad kontrolg cyklu komdérkowego merystemu roslin (mu-
tanty Clavata i Wuschel) i autor tego sprawozdania, ktéry przedstawit, wjaki sposéb
regulowane sg zmiany w kontroli cyklu komérkowego we wczesnym rozwoju za-
rodkowym myszy.

MECHANIZMY REGULUJACE FAZE M
CYKLU KOMORKOWEGO

Gtownym tematem konferencji w Roscoff zorganizowanej przez Bernarda Maro
z Paryza byta regulacja fazy M. Poniewaz konferencja zgromadzita ponad 100
naukowcow, w tym sprawozdaniu skrotowo opisze tylko kilka wybranych, najbardziej
spektakularnych odkry¢.

Tegoroczna konferencja dedykowana byta 30-leciu odkrycia MPF przez Yoshio
Masui. Sam s -letni Yoshio Masui (od 3 lat na emeryturze, lecz ciggle aktywny
naukowo) przybyt do Roscoff i przedstawit wyniki badarh nad zmianami w regulacji
cyklu komorkowego w trakcie rozwoju zarodka Xenopus laevis. Model Yoshio
zaktada, ze transformacja wczesnego, stosunkowo prostego cyklu komorkowego
(ztozonego wytacznie z faz S i M) w ztozony cykl komdrkowy (z fazami Gl,
S, G2 i M) pojawiajacy sie w stadium blastuli, wymaga dialogu pomiedzy me-
chanizmami monitorujgcymi rozmiary komorki i mechanizmami aktywujgcymi MPF.
Nie znany jest mechanizm molekularny tego dialogu.

Akos Sveiczer z Uniwersytetu Budapesztariskiego na Wegrzech przedstawit
matematyczny model regulacji oscylacji aktywnosci MPF u drozdzy. Sugeruje on,
ze podobny dialog, jaki opisat Yoshio Masui w zarodkach X. laevis, odbywa
sie takze w innych komérkach.

Jonathon Pines z Cambridge w Wielkiej Brytanii przedstawit czterowymiarowy
model kontroli procesu mitozy przez regulujace aktywno$¢ enzyméw CDK cykliny
mitotyczne. Dzieki uzyciu metod ekspresji chimerowych mRNA kodujacych cykliny
A lub B i sprzezonych z fluoryzujgcym biatkiem GFP Jonathon Pines $ledzi w
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zywych komoérkach zmiany lokalizacji i ilosci tych biatek. Cyklina Bl lokalizuje
sie gtownie wzdtuz mikrotubul, podczas gdy cylina B2 w btonach aparatow Golgiego.
Wydaje sie, ze odpowiedni typ lokalizacji reguluje aktywno$¢ zwigzanych z cy-
klinami enzymoéw CDK. W komérkach somatycznych, bedacych obiektem badan
w laboratorium Jonathona Pinesa, utworzenie kompleksu Cdc2/cyklina A2 jest nie-
zbedne do rozpoczecia mitozy. Degradacja cykliny A2 zaczyna sie juz w 3-6 minut
od inicjacji rozpadu otoczki jagdrowej, czyli na samym poczatku mitozy. Ekspery-
mentalne zwiekszenie ilosci cykliny A2 w komdrce powoduje wydtuzenie czasu
tworzenia wrzeciona metafazowego (wydtuzenie prometafazy). Potaczenie cykliny
A2 z CDK wydaje sie regulowac réwniez losy tej cykliny, gdyz zmutowane biatko
nie wigzgce CDK jest degradowane dopiero podczas przejscia z metafazy do anafazy.
Dzieki badaniom Jonathona rozumiemy lepiej, jak odbywa sie czasowa i przestrzenna
regulacja procesu mitozy.

Christian Lehner z Uniwersytetu w Bayreuth w Niemczech przedstawit na przy-
ktadzie mitoz zarodkowych Drosophila melanogaster role sekwencyjnej degradacji
cyklin mitotycznych. Degradacja cykliny A w komérkach zarodkéw Drosophila
melanogaster wymaga obecno$ci biatka Fizzy (FZY). Przedstawiony przez Chri-
stiana model sugeruje, Ze biatko to tgczy sie w profazie w kompleks z produktem
genu cclc20, biatkiem ,,checkpointu” Mad2, kompleksem APC/cyklosom i z cykling
A. Aktywacja MPF na poczatku mitozy powoduje dotgczenie do kompleksu cykliny
B (zwigzanej z CDK) irdwnoczesne oddzielenie sie biatka Mad2. Taki mechanizm
zapewniatby inaktywacje punktu kontrolnego typu ,,Checkpoint” podczas inicjacji
metafazy. Innym biatkiem, ktoérego degradacja (Sci$le skorelowana z degradacja
cyklin) umozliwia rozdziat chromosoméw w trakcie anafazy, jest produkt genu
pimpless (PIM). PIM zachowuje sie jak mitotyczna cyklina, tzn. jego degradacja
wymaga rowniez obecnosci FZY. Ciekawe, ze w komdrkach zatrzymanych ekspe-
rymentalnie w fazie M, cyklina A ulega degradacji, a nie ulega jej PIM. PIM
moze wiec byé u Drosophila melanogaster odpowiednikiem sekuryn (ang. securins)
biatek zidentyfikowanych u drozdzy, a zabezpieczajgcych przed przedwczesnym
rozdzieleniem chromatyd.

Innym regulatorem zar6wno rozpoczecia mitozy, jak i dalszych jej etapéw jest
Pik (kinaza polo). Roli tego biatka w kontroli mitozy i w rozdziale centrosomow
poSwiecit swoje wystapienie David Glover z Cambridge w Wielkiej Brytanii. Sub-
stratami kinazy polo u Drosophila melanogaster sg miedzy innymi fosfataza Cdc25
aktywujgca Cdc2, kinezyna Pavarotti i trzy rozne biatka typu MAP. Jednym z
tych ostatnich jest produkt genu asp niezbedny do tworzenia biegunéw wrzeciona,
podobnie jak sam produkt genu polo. Sugeruje to, ze funkcja Asp moze by¢ zalezna
wiasnie od fosforylacji przez kinaze polo. Analiza trzech ré6znych mutantéw genu
polo (polol, 9, 10) pozwala sadzié, ze poszczeg6lne funkcje tej kinazy sg zalezne
od réznych regionéw tego niezwykle waznego biatka regulatorowego mitozy. Po-
rownanie tylko tych trzech mutantéw sugeruje, ze dalsze badania zar6wno mutantow
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kinazy polo, jak i jej substratébw (np. Asp) pozwolg wkrétce na rozszyfrowanie
niezwykle ztozonej roli tego biatka w kontroli mitozy.

Nowo zidentyfikowanej kinazie - Nek2 lokalizujgcej sie na centrosomach two-
rzacych bieguny wrzeciona podziatowego poswiecili swoje wystgpienia’ Andrew
Fry z Uniwersytetu z Leicester w Wielkiej Brytanii i Erich Nigg z Instytutu Maxa
Plancka w Martinsried w Niemczech. Andrew Fry przeprowadzit doswiadczenia
polegajgce na usuwaniu Nek2 z ekstraktu bezkomorkowego oocytéw Xenopus laevis.
Wykazatl w ten spos6b, ze kinaza Nek 2 bierze udziat w organizowaniu mikrotubul
przez centrosomy.

Badania Ericha Nigga wykazaty, ze Nek2 fosforyluje inne biatko o nazwie C-Nap 1
Jest ono lokalizowane réwniez na centrosomach, ale jedynie w trakcie interfazy.
C-Nap 1 wystepuje w materiale tgczagcym dwie centriole centrosomu w trakcie in-
terfazy. Przed rozpoczeciem mitozy ,tgcznik” zawierajgcy to biatko zanika.

Prace obu naukowcOw sugerujg, ze zarowno kinaza Nek2, jak i jej substrat
C-Nap 1 biorg udziat w regulacji funkcji centrosoméw w trakcie interfazy i sg nie-
zbedne do prawidtowego formowania centrosomu bezposrednio po zaptodnieniu.

Prawdziwym zaskoczeniem dla uczestnikéw konferencji w Roscoff byto do-
niesienie Michela Bornensa z Instytutu Curie w Paryzu. Prze$ledzit on ruchy dwoch
centriol budujacych centrosom komorki dzieki uzyciu znacznika w postaci biatek
centriolarnych potgczonych z GFP (np. GFP::centryna). Sledzit on ruchy centriol
w catych komoérkach i w cytoplastach uzyskanych przez odciecie cze$ci komorki
zawierajgcej jadro. Okazato sie, ze tor i amplituda ruchu obu centriol zmieniajg
sie w trakcie cyklu komdérkowego. Jedna z centriol jest wyraZnie bardziej ruchliwa
niz druga. Okazato sie, ze centriola nieruchliwa to dojrzata centriola-matka, a
ruchliwa to centriola potomna. Co wiecej, obserwacje Michela wykazujg niezbicie,
ze jedynie dojrzata centriola-matka zachowuje sie jak wasciwy centrosom kon-
trolujac tworzenie sie mikrotubul. Jest to bardzo wazne odkrycie, ktére bedzie
miato z pewnos$cig ogromny wptyw na identyfikacje funkcji centrosomdw i centriol.

Michael Glotzer z Uniwersytetu Wiedenskiego przedstawit wyniki badann nad
mutantami cytokinezy w zygocie C. elegans. Mutant cyk-4 nie jest w stanie za-
konczy¢ cytokinezy pierwszego podziatu zygoty i wykazuje defekty w budowie
wrzeciona podziatowego. Cyk-4jest biatkiem aktywujgcym GTPaze. Michael Glotzer
przedstawit dane Swiadczace o tym, ze zablokowanie GTPaz zaburza asymetrie
pierwszego podziatu bruzdkowania C. elegans. Biatko Cyk-4 gromadzi sie w cen-
tralnej czesci wrzeciona podzialowego w trakcie anafazy zygoty i blastomerow
zarodka. Pozostajac w tych regionach po podziale jest trwatym znacznikiem miejsca,
w ktdrym zaszia cytokineza. U mutantéw cyk-4 lokalizacja ta jest zaburzona. Part-
nerem biatka Cyk-4 jest biatko Zen-4 (homolog produktu genu pavarotti D. me-
lanogaster). Dalsze prace wykaza zapewne, w jaki sposéb oba biatka wspétpracuja
ze sobg w procesie kontroli pdznej anafazy i cytokinezy.
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Roger Karess z ,CNRS ” w Gif-sur-Yvette we Francji przedstawit bardzo fra-
pujace badania nad produktami genéw rough-deal i zest-whitelO u D. melanogaster.
W trakcie mitozy oba biatka sg zgromadzone na kinetochorach chromosomoéw.
Na szczegblng uwage zastuguje fakt, ze biatko Rough-deal przytacza sie jedynie
do mikrotubul podlegajgcych napieciu mechanicznemu. Biatko to rozprzestrzenia
sie wzdtuz wigzki mikrotubul Kkinetochorowych po osiggnieciu przez kinetochor
stabilnej pozycji w ptytce wrzeciona metafazowego. Jest to pierwszy przyktad biatka
kinetochorowego, ktére wedruje wzdtuz mikrotubul w kierunku centrosomu w trakcie
metafazy. Moze by¢ ono przekaznikiem informacji o prawidtowym napieciu me-
chanicznym wigzki kinetochorowej mikrotubul w trakcie tworzenia funkcjonalnego
wrzeciona metafazowego. Zarowno biatko Rough-deal, jak i Zest-White 10, ktdre
tworzg wspdélny kompleks, wydajg sie by¢ nowymi sktadnikami systemu kontroli
typu ,,checkpoint”.

Innemu biatku wrzeciona podziatlowego poswiecit swoje wystgpienie Andrew
Murray z Uniwersytetu Kalifornijskiego w San Francisco w USA. Badajac biatka,
ktore gromadzg sie na chromosomach w trakcie podziatu, natrafit na biatko o masie
molekularnej 74 kDa. Biatko to lokalizuje sie na chromosomach metafazowych,
a znika catkowicie z chromosoméw anafazowych. Andrew wyizolowat to biatko
i sklonowat kodujgcy go gen. Biatko o nazwie Xkid nalezy do grupy kinezyn,
czyli motoréw komdérkowych. Usuniecie Xkid z ekstraktu bezkomdrkowego oocytéw
Xenopus nie przeszkadza w tworzeniu wrzeciona podzialowego. Powoduje jednak,
ze chromosomy sa rozciagniete wzdtuz wrzeciona w formie beztadnych wsteg.
Co wi-ecej, miejscami przyczepu ciggnacych chromosomy mikrotubul wcale nie
sa wowczas kinetochory, lecz regiony pozakinetochorowe. Uzupetnienie ekstraktu
wyprodukowanym przez bakterie rekombinacyjnym biatkiem Xkid przywraca cat-
kowicie normalne relacje chromosom-wrzeciono. Zanik Xkid w anafazie jest spo-
wodowany jego degradacja proteolityczng. Wydaje sie, ze gtdwnga rolg tej kinezyny
moze by¢ zabezpieczanie chromosomdéw metafazowych przed nieprawidtowym pod-
czepieniem mikrotubul wrzeciona.

W trakcie sesji poswieconej mejozie na szczeg6lng uwage zastuzyto wystagpienie
Marcela Dorée z CRBM w Montpellier we Francji i Jima Mallera z University
of Denver w USA.

Marcel Dorée przedstawit wyniki badarn dokonanych wraz z Danielem Fisherem
nad rolg biatka Hsp 90 w procesie aktywacji kinazy Mos. Biatko to jest niezbedne
do wyksztatcenia aktywnosci CSF (ang. CytoStatic Factor) odpowiedzialnej za za-
blokowanie oocytow kregowcow w metafazie drugiego podziatu mejotycznego. Ba-
dania obu naukowcéw wykazaty réwniez, ze aktywacja MAP kinazy ERK2 (ang.
Extracellulary Regulated Kinase 2) nie jest niezbedna do aktywacji MPF podczas
wejscia oocytow Xenopus w pierwszg faze M mejotyczna. Podobnych obserwacji
dokonano przedtem na oocytach myszy. Wydaje sie wiec, ze zarObwno oocyty Xe-
nopus, jak i myszy nie wymagajag MAP kinazy do samej aktywacji MPF, a enzym
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ten jest niezbedny do stabilizacji aktywnosci MPF w trakcie dojrzewania mejo-
tycznego oocytow.

Jim Mailer przedstawit wyniki badan wskazujacych na role biatka p90Isk w
aktywnosci CSF i w regulacji prawidtowego przebiegu mejozy w oocytach Xenopus.
Biatko p90rskjestsubstratem fosforylacji MAP kinazy ERK2. Podlegajednak rowniez
fosforylacji przez inng kinaze - PDK1 (ang. Phosphatydyl-inosytol Dependent
Kinase 1). Koniecznos$¢ podwojnej fosforylacji p90rsk przez dwie kinazy aktywowane
przez dwa odmienne szlaki sygnalizacyjne sugeruje, ze trudnosci z identyfikacjg
CSF (odkrytego przez Yoshio Masui w 1971 i opisanego jako aktywno$¢ cyto-
plazmatyczna w tej samej publikacji, w ktérej opisano MPF) moga by¢ spowodowane
bardzo skomplikowanym mechanizmem jego aktywacji. Nie znamy ciggle petnej
natury enzymatycznej CSF. Nie wiemy tez, w jaki sposéb CSF dziata na MPF.
Najblizsze lata przyniosa zapewne odpowiedZ i na to pytanie postawione przed
30 laty przez Yoshio Masui. Podejrzewa sie, ze jednym z substratow czynnika
cytostatycznego jest przynajmniej jedno z licznych biatek regulujgcych rozpozna-
wanie idegradacje cyklin lub tez ktére$ z biatek kinetochorowych odpowiedzialnych
za wywotanie ruchu anafazowego chromosomoéw. Petna identyfikacja CSF i poznanie
mechanizmu jego dziatania na MPF pozwoli zardwno na lepsze zrozumienie procesu
mejozy, jak i regulacji proceséw inaktywacji MPF i rozdziatlu chromosomoéw w
trakcie podziatu komérkowego. Dlatego jest to jedno z najbardziej frapujacxych
pytan, jakie stawiajg sobie dzisiaj naukowcy badajacy kontrole cyklu komdérkowego.
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MECHANIZMY FRAGMENTACJI DNA
I KONDENSACJI CHROMATYNY
W KOMORKACH ULEGAJACYCH APOPTOZIE

MECHANISMS OF DNA FRAGMENTATION AND CHROMATIN
CONDENSATION IN CELLS UNDERGOING APOPTOSIS

Piotr WIDLAK

Zaktad Radiobiologii DoSwiadczalnej i Klinicznej, Centrum Onkologii, Gliwice

Streszczenie: Jednym z proceséw biochemicznych typowych dla programowanej $mierci komérki
(apoptozy) jest degradacja DNA, odbywajaca sie w dwu kolejno nastepujgcych etapach. Degradacja
chromatyny do fragmentéw oligonukleosomowych poprzedzona jest wycinaniem z chromosomow
fragmentéw o dtugosci 50 (i wiecej) tysiecy par zasad. Z fragmentacjag DNA zwigzana jest kondensacja
chromatyny obserwowana w komoérkach ulegajgcych apoptozie. Jedng z nukleaz odpowiedzialnych za
fragmentacje DNA w trakcie apoptozy jest DFF40/CAD. Aktywacja nukleazy DFF40/CAD polega na
katalizowanej przez kaspaze-3 degradacji inhibitora nukleazy, biatka DFF45/ICAD. Inne nukleazy
mogace bra¢ udziat w apoptotycznej fragmentacji DNA to miedzy innymi NUC18, DNazay i DNaza II.
Z pierwszym etapem degradacji DNA zwigzanajest prawdopodobnie aktywnos$¢ topoizomerazy 11 DNA.
(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 583-597)

Stowa kluczowe: Apoptoza; nuklezy; kaspazy; chromatyna.

Summary: Sequential cleavage of genomic DNA into large-scale DNA fragments of 50-kb, followed by
formation of mono- and oligonucleosomal DNA fragments, is a biochemical hallmark of apoptosis.
Chromatin condensation is correlated with apoptotic DNA fragmentation. One of the nucleases primarily
responsible for DNA cleavage is called DFF40/CAD. DFF40/CAD is activated by caspase-3 that cuts
the nuclease inhibitor DFF45/ICAD. Other nucleases (e.g. NUC18, DNasey and DNase Il) have been
also postulated to be involved in apoptosis. Formation of large-scale DNA fragments is potentially
mediated by DNA topoisomerase II.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 583-597)

Key words: Apoptosis; nucleases; caspases; chromatin.
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Wykaz skrotéw: AIF (ang. apoptosis inducingfactor) - biatko mitochondrialne indukujace apoptoze; bp
- para nukleotydéw, CAD (ang. caspase-activated DNase) - DNaza aktywowana przez kaspaze; CIDE
(ang. cell death inducing DFF45-like efector) - biatko indukujace apoptoze; DAPI - diamidino-2-feny-
loindol; DFF (ang. DNA fragmentation factor) - biatko indukujgce fragmentacje DNA; DNA-PK -
kinaza biatkowa zalezna od DNA; FAS - receptor btonowy z rodziny TNF; FADD (ang. FAS associated
protein with death domain) - biatko adaptorowe wigzgce si¢ z receptorem FAS; fragmenty HMW (ang.
high molecular weight) - fragmenty DNA o duzej masie; ICAD (ang. inhibitor of CAD) - inhibitor
nukleazy CAD; kb - tysigc par nukleotydéw; LEI (ang. leukocyte elastase inhibitor) - inhibitor elastazy
z leukocytéw; kDa - tysigc atomowych jednostek masy; MAR/SAR (ang. matrix attached region/scaf-
fold associated region) - sekwencje DNA oddziatujace ze szkieletem jgdrowym.

I. WSTEP

Programowana $mier¢ komorki, czyli inaczej apoptoza, jest procesem umozli-
wiajagcym usuwanie zbednych komodrek w trakcie rdznicowania i organogenezy.
Dodatkowg rolg apoptozy jest eliminacja z organizmu komdrek nieprawidtowych
(naprzyktad nowotworowych) lub uszkodzonych. Apoptozajest aktywnym procesem
autodestrukcyjnym, kontrolowanym przez szereg gendw i wymagajacym aktywacji
odpowiednich biatek. Jedng ze zmian biochemicznych swoistych dla procesdw apo-
ptozy jest aktywacja proteaz cysteinowych, kaspaz. Aktywacja kaspaz odbywa sie
w kaskadzie, w ktdrej nieaktywne zymogeny aktywowane sg w drodze ograniczonej
proteolizy. Substratami kaspaz sg liczne biatka cytoplazmatyczne ijgdrowe. Kaspazy
mozna podzieli¢ na dwie grupy: zawierajgce tzw. duzg , prodomene” kaspazy ,ini-
Cjujace” oraz zawierajgce matg ,,prodomene” kaspazy ,,wykonawcze”. Przyktadem
kaspaz ,,wykonawczych” jest kaspaza-3. Jest ona aktywowana przez dwie kaspazy
inicjujgce: kaspaze-s lub kaspaze-9. W pismiennictwie polskim opublikowano liczne
artykuty przegladowe szczeg6towo omawiajgce rézne aspekty apoptozy [m.in. .,
10, 11, 12, 20, 32, 36, 41, 47]. Niniejsza praca poswiecona jest procesowi Kkata-
bolicznemu typowemu dla komoérek ulegajacych apoptozie: fragmentacji materiatu
genetycznego. Z procesem fragmentacji DNA zwigzanajest kondensacja chromatyny
obserwowana w komérkach apoptotycznych, ktéra rowniez omoéwiona zostanie w

pracy.

1. FRAGMENTACJA DNA JEST PROCESEM
WIELOETAPOWYM, ZALEZNYM OD STRUKTURY
CHROMATYNY

W roku 1976 Skatka i wspotpracownicy [42], a pOZniej Wyllie w roku 1980,
stwierdzili, ze materiat genetyczny wyizolowany z komérek ulegajacych apoptozie
jest zdegradowany do fragmentow o diugosciach odpowiadajgcych wielokrotnosci
DNA nukleosomowego [49]. Byta to jedna z cech odrdzniajacych proces apoptozy
od $mierci nekrotycznej, w ktérej DNA degradowany jest do fragmentéw o przy-
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padkowej dtugosci. Pozwolito to na sformutowanie hipotezy, ze taka fragmentacja
DNA zaleznajest od swoistej nukleazy, a caty proces warunkuje przebieg apoptozy
ijest typowy dla tego rodzaju Smierci komorek [1]. Obecnie wiadomo, ze fragmentacja
DNA w komérkach ulegajacych apoptozie odbywa sie w kilku etapach, ktére w
uktadach doswiadczalnych mozna od siebie odseparowac. Pierwszym etapem jest
powstawanie duzych fragmentdéw DNA (ang. HMW - liigh-molecular weight) w
ciggu kilkunastu-kilkudziesieciu minut po zainicjowaniu procesu. Prawdopodobnie
w dwu kolejnych podetapach DNA chromosomowy ciety jest na fragmenty o dtugosci
ok. 300, a nastepnie 50 tysiecy par zasad (kb). W ciggu godziny do kilkunastu
godzin po zainicjowaniu procesu, DNA ulega pocieciu do krétkich fragmentow
o dtugosciach bedacych wielokrotno$cig ok. 200 par zasad (rys. 1A i B) [21, 53].
Obecnie sadzi sig, ze fragmentacja DNA nukleosomowego, chociaz typowa dla
apoptozy, nie jest niezbedna dla przebiegu catego procesu. Swiadczy o tym fakt,
ze niektore typy komoérek, pomimo braku degradacji DNA do krotkich fragmentéw
oligonukleosomowych, umierajg wykazujgc cechy morfologiczne typowe dla apo-
ptozy. W komoérkach tych obserwuje sie jednak degradacje DNA do fragmentéw
0 wysokiej masie czgsteczkowej [21, 34, 53].

Sposob fragmentacji DNA w czasie apoptozy odzwierciedla cechy strukturalne
chromatyny. Powstawanie krétkich fragmentéw DNA (laddering) w sposéb oczy-
wisty zwigzane jest z nukleosomowg strukturg chromatyny i jest efektem ciecia
przez nukleazy DNA tgcznikowego znajdujgcego sie pomiedzy nukleosomami. Przy-
puszcza sie, ze powstawanie fragmentow HMW odzwierciedla tzw. wyzszo-rzedowg
strukture chromatyny: fragmenty o diugosci ok. 50 kb - petle DNA, a fragmenty
o dtugosci ok. 300 kb - struktury zawierajgce heksamery petli DNA (tzw. struktury
rozetowe) [24, 53]. Fragmentacja DNA jest wypadkowa dwu proceséw: aktywacji
nukleaz i zmian struktury chromatyny, ktére zwiekszajg podatnos¢ DNA na atak
biatek wprowadzajgcych pekniecia DNA. Fragmentacja DNA nukleosomowego jest
przede wszystkim wynikiem aktywacji nukleaz, natomiast zmiany struktury chro-
matyny (np. proteoliza histonu HI) wydaje sie mie¢ charakter wytgcznie wspo-
magajacy. Struktura chromatyny, poprzez ekspozycje pewnych odcinkéw DNA na
atak nukleaz, ma decydujgce znaczenie dla powstawania fragmentdw o wysokiej
masie czasteczkowej (HMW). Aktywacja procesu apoptozy prowadzi do zmian
struktury chromatyny. Przykladem moze by¢ proteoliza biatek oddziatujgcych z
DNA, na przyktad histonédw, lamin i biatek macierzy jadrowej, katalizowana miedzy
innymi przez kaspazy [4, 45]. Struktura chromatyny jest czynnikiem regulujgcym
ekspresje materiatu genetycznego, za$ zmiany metabolizmu komorki wymuszajg
zmiany struktury chromatyny [3]. Mozna wyobrazi¢ sobie, ze zmiany struktury
chromatyny bedace efektem dziatania biatek apoptotycznych (np. kaspaz) prowadzg
zarowno do fragmentacji DNA, jak i do deregulacji ekspresji genow.
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RYSUNEK 1 Frugmentacja DNA i kondensacja chromatyny w komérkach ulegajacych apotozie. DNA
z kontrolnych komoérek HL60 (K) i komoérek HL60 traktowanych etopozydem (E) rozdzielano w
elektroforezie w pulsowo zmiennym polu elektromagnetycznym (panel A) lub standardowej elektrofore-
zie agarozowej (panel B) lub komérki utrwalano, barwiono DAPI i analizowano mikroskopowo (panel
C). Stosowano 30 pM stezenie etopozydu, komoérki eksponowano 6 godzin (panel A) lub 24 godziny
(panele B i C).

I1l. DEGRADACJA DNA DO FRAGMENTOW HMW
ODBYWAJACA SIE WE WCZESNYCH ETAPACH
APOPTOZY

Mechanizmy degradacji DNA chromosomowego do fragmentéw o dtugosci 300
kb i 50 kb sg stosunkowo mato poznane i do tej pory nie udato sie wyizolowac
zadnej nukleazy swoistej dla tego procesu. Mozna wymieni¢ kilka hipotez doty-
czacych mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie fragmentéw HMW.
1. W chromatynie konstytutywnie istniejg miejsca nadwrazliwe na dziatanie nukleaz

aktywowanych w procesie apoptozy (nukleazy takie mogtyby by¢ swoiste dla tego

etapu degradacji DNA lub bra¢ udziat rowniez w degradacji DNA nukleosomo-
wego).
2. W trakcie apoptozy, na przykiad w efekcie proteolizy biatek szkieletu jgdrowego,

w chromatynie tworzg sie miejsca nadwrazliwe na nukleazy.

3. Pod wptywem czynnikéw indukujacych apoptoze biatka chromatyny, ktére nor-
malnie nie wykazujg aktywnosci nukleolitycznej, wprowadzajg pekniecia nici

DNA.
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4. Dwuniciowe pekniecia DNA moga powstawac rowniez w wyniku bezposredniego
dziataniaczynnikéwgenotoksycznych (naprzyktad promieniowaniajonizujgcego)
bez udziatu swoistych biatek enzymatycznych.

Aktywnos$ci enzymatyczne odpowiedzialne za powstawanie fragmentéw HMW
charakteryzowano w Kkilku uktadach doswiadczalnych, a zebrane dane wskazuja,
ze w procesie moga bra¢ udziat r6zne biatka enzymatyczne [16, 21, 53]. Szereg
danych sugeruje, ze w powstawaniu fragmentéow HMW ma udziat topoizomeraza
I DNA (lub inne enzymy o podobnym mechanizmie dziatania). Na udziat to-
poizomerazy Il w apoptotycznej fragmentacji DNA wskazujg nastepujgce fakty:
1. Topoizomeraza Il mazdolno$¢ kowalencyjnego wigzania i odwracalnego rozszcze-

piania nici DNA. Jednak w pewnych warunkach (na przyktad w obecnosci swois-

tych inhibitoréw) dzialanie topoizomerazy moze ulec zaburzeniu i powstaja

nieodwracalne pekniecia DNA [26].

2. Cze$¢ molekut topoizomerazy Il zlokalizowana jest w szkielecie jadrowym i
oddziatuje z sekwencjami MAR/SAR, biorgc udzial w tworzeniu petli DNA. W
obecnosci inhibitorow topoizomeraza Il indukuje wycinanie zgenomu fragmentow
DNA o dtugosci 50-300 kb w tych samych miejscach, w ktérych obserwowano
powstawanie fragmentow HMW w czasie apoptozy [24].

3. Niektore inhibitory topoizomerazy Il (np. etopozyd czy tenipozyd) sa czynnikami
indukujgcymi apoptoze.

IV. NUKLEAZY, KTORE MOGA BRAC UDZIAL
W DEGRADACIJI DNA DO FRAGMENTOW
OLIGONUKLEOSOMOWYCH

Analiza fragmentéw DNA generowanych w trakcie apoptozy pozwolita na usta-
lenie cech nukleaz zaangazowanych w ten proces. Stwierdzono, ze enzymy te sg
endonukleazami swoistymi dla dwuniciowego DNA. Nukleazy te majg zdolnosé
wprowadzania zaréwno jednoniciowych peknie¢ DNA (ang. nick), jak i dwuni-
ciowych tepo zakonczonych koncéw (ang. blunt-end). Wiazanie fosfodiestrowe prze-
cinane jest w taki sposob, ze grupa fosforanowa zostawiana jest po stronie 5’
(5’-P), a grupa hydroksylowa po stronie 3 (3’-OH) - cecha ta wykorzystywana
jest w technice TUNEL Assay, powszechnie stosowanej do detekcji komoérek apo-
ptotycznych. W reakcji z chromatyng nukleazy takie preferencyjnie przecinajg DNA
tacznikowy pomiedzy kolejnymi nukleosomami [22]. W wyniku badan trwajgcych
od trzydziestu lat wykryto kilkadziesigt nukleaz, ktérych aktywno$¢ pojawia sie
(lub wzrasta) w komorkach ulegajacych apoptozie. Enzymy, ktorych aktywnos¢
zwigzana jest z apoptozg, nalezg do trzech grup nukleaz:

1) zaleznych od jonéw magnezu,

. ) zaleznych od jonéw wapnia i magnezu,
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3) niezaleznych od jonow metali.

Czesto jedynymi cechami wykrytych enzyméw sg wymagania jonéw metali i
ich przyblizona masa czgsteczkowa (biatka te majg od 18 do 97 kDa). Informacje
dotyczace nukleaz, ktorych aktywnos$¢ moze byé zwigzana z apoptoza, znalezé
mozna w innych pracach przegladowych [np. 22, 30, 53]. W niniejszej pracy przed-
stawionych zostanie jedynie Kkilka najlepiej poznanych enzymoéw, ktérych zwigzki
z apoptozg sa najlepiej udokumentowane.

1. Nukleazy zalezne od jon6w magnezu

DFF40/CAD. Enzym majacy decydujgce znaczenie dla degradacji DNA w trakcie
apoptozy odkryty zostat przed trzema laty. Biatko zostato zidentyfikowane jako
czynnik indukujacy fragmentacje DNA w wyizolowanych jgdrach i nazwane DFF
(ang. DNA fragmentationfactor) [28]. Ludzki DFF sktada sie z dwu podjednostek:
katalitycznej o masie okoto 40 kDa (DFF40) i regulatorowej o masie okoto 45
kDa (DFF45) [27]. Odkryte niezaleznie mysie biatka homologiczne z DFF nazwano
CAD (ang. caspase-activatedDNase, odpowiednik DFF40) orazICAD (odpowiednik
DFF45) [7]. DFF40/CAD jest biatkiem zasadowym zbudowanym z 345 amino-
kwaséw. DFF45/ICAD jest biatkiem kwasnym zbudowanym z 331 aminokwas6w.
Dwie reszty asparaginowe znajdujgce sie w pozycji 117 i 224 DFF45/ICAD roz-
poznawane sg i trawione przez kaspaze-3 (i mniej wydajnie przez kaspaze-7). DFF45
wykazuje dwie aktywnosci: biatka opiekunczego (ang. chaperone) i inhibitora dla
nukleazy DFF40. Obecno$¢ DFF45 niezbedna jest dla prawidtowego fatdowania
tanicucha aminokwasowego DFF40 w trakcie jego syntezy, a DFF40 syntetyzowany
w komérkach pozbawionych DFF45 tworzy nieaktywne agregaty. W komérkach
nieulegajagcych apoptozie nieaktywny heterodimer DFF40/DFF45 zlokalizowany
jest w jadrach. Aktywacja kaspazy-3 i naciecie inhibitora DFF45 w dwu swoistych
miejscach jest niezbedne dla aktywacji nukleazy [7, 14, 27, 28]. Po uwolnieniu
z kompleksu z DFF45, biatko DFF40 tworzy aktywne homo-oligomery [29]. W
komoérkach wystepuje réwniez krotsza forma biatka DFF45 (bedaca produktem
tzw. ,alternatywnego splicingu” i pozbawiona domeny C-kohAcowej), nazwana
DFF35/ICAD-S. DFF35 jest inhibitorem DFF40, nie wykazuje jednak aktywnosci
»opiekunczej” [13, 38]. C-koncowa cze$¢ DFF40 zawiera domene katalityczna,
a cze$¢ N-koncowa domene regulujacg aktywnos$¢ nukleazy [18]. DFF40 i DFF45
oddziatuja ze sobg przez domeny N-koncowe; sekwencja aminokwasowa tej czesci
obu biatek wykazuje znaczny stopien homologii. Stwierdzono, ze w komdrkach
kregowcéw (a réwniez Drosophila melanogaster) wystepuja inne biatka, ktérych
domeny N-koricowe wykazujag homologie z N-koAcowymi domenami DFF40 i
DFF45. Do biatek tych nalezagCIDE-A iCIDE-B (ang. celideath inducingDFF45-like
efector) oraz biatko Fsp27 swoiste dla komorek ttuszczowych. N-kohcowa domena
wspdlina dla biatek CIDE i DFF nazwana zostata CIDE-N. Biatka CIDE-A i CIDE-B
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indukujg apoptoze, a ich aktywno$¢ hamowana jest przez oddziatywanie z DFF45

(poprzez domeny CIDE-N). Obecnos$¢ ich domeny C-koncowej (domena CIDE-C)

jest czynnikiem wystarczajgcym do zainicjowania procesu, lecz mechanizm ich

dziatania nie jest wyjasniony [19]. DFF40 jest endonukleazg swoistg dla dwuni-

ciowego DNA, generujaca tepo zakoriczone korice zgrupami 3’-OH. DFF40 preferuje

DNA #acznikowy generujac fragmenty mono- ioligonukleosomowe, ajej aktywno$é

stymulowana jest w obecnos$ci niektorych biatek chromatyny (histon HI, HMG-1/2

oraz topoizomeraza Il) [46]. O decydujagcym znaczeniu nukleazy DFF40/CAD dla

degradacji DNA w trakcie apotozy Swiadczg nastepujgce fakty:

1) zgodno$¢é wiasciwosci katalitycznych z cechami ,idealnej nukleazy apoptotycz-
nej”,

2) obecno$¢ wjadrach niemal wszystkich typow komoérek [33],

3) mechanizm aktywacji wykorzystujacy kaspaze-3,

4) brak swoistej dla apoptozy fragmentacji DNA w komérkach pozbawionych aktyw-
nego enzymu.

Stwierdzono, ze u myszy transgenicznych z usunietym genem DFF45, u ktérych
nie dochodzi do produkcji aktywnej nukleazy DFF40, zadziatanie czynnikami ini-
cjujacymi apoptoze nie indukuje fragmentacji DNA. Myszy takie, poza pewnymi
anomaliami w rozwoju mézgu, majg prawidtowy fenotyp. Tymocyty otrzymane
z takich myszy, chociaz réwniez ulegaja apoptozie, sg w poroéwnaniu z komdrkami
normalnymi bardziej oporne na jej indukcje i umierajgc wykazujg inng morfologie
[51, 52].

Endonukleaza G. Jedng z endonukleaz wystepujacych powszechnie w komdrkach
kregowcow jest endonukleaza G. Enzym (sktadajacy sie zdwu réznych podjednostek
0 masach okoto 28 kDa) trawi RNA oraz jedno- i dwuniciowy DNA i generuje
konce 3’-OH. Biatko znajdowane jest gtdéwnie w mitochondriach, gdzie uczestniczy
w replikacji mitochondrialnego DNA [ ]. Endonuklaza G wykrywana jest réwniez
w jadrach komorkowych. Ostatnio stwierdzono, ze we wczesnych etapach apoptozy
endonukleaza G uwalnianajest z mitochondriéw pod wptywem biatka Bid (podobnie
jak cytochrom c) i moze uczestniczy¢ w degradacji DNA chromosomdw [L. Li
1 X. Wang, informacja odautorska].

2. Nukleazy zalezne od jonow wapnia i magnezu

NUC18 i cyklofdiny. Jedng z pierwszych nukleaz, ktérych aktywno$¢ wykryto
w apoptotycznych komorkach limfoidalnych potraktowanych glukokortykoidami,
byto biatko o masie okoto 18 kDa, nazwane NUCI.. NUCI: jest endonukleazg
zlokalizowang w jadrach, aktywng w neutralnym pH, hamowana przez jony cynku
i generujacg konce 3’-OH. NUC18 wykazuje homologie z cyklofilinami, biatkami
wigzacymi cyklosporyne A i wykazujacymi aktywno$¢ peptydylo-propylo cis-trans
izomeraz. Trzy wykryte cyklofiliny (A, B, C - o masach 18, 21 i 23 kDa) majg
aktywno$¢ endonukleaz i cechy podobne do NUCIs . Cyklofilina C nie wymaga
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jonéw wapnia i po wprowadzeniu do jader generuje fragmenty DNA o dtugosci
okoto 50-kb [30, 31].

DNaza | i DNaza y. Jedng z lepiej poznanych nukleaz kregowc6éw jest DNaza
I, biatko o masie 31-34 kDa. Stwierdzono, ze enzym ten produkowany jest w
wielu typach komorek (a nie tylko w komdrkach wydzielniczych) i wykryto jego
obecno$¢ roéwniez na terenie jadra komdrkowego. Poniewaz cechy enzymatyczne
DNazy | odpowiadajg cechom nukleaz apoptotycznych (wymienione powyzej), su-
geruje sie, ze DNaza | moze by¢ jednym z enzymo6w odpowiedzialnych za frag-
mentacje genomu w trakcie apoptozy [35]. W komérkach kregowcOw wystepuja
inne biatka wykazujgce duzg homologie z DNazg I. W komoérkach szczurdéw takim
enzymem jest DNaza y. Aktywny enzym ma mase okoto 33 kDa i zlokalizowany
jest w jadrach komdrek ulegajacych apoptozie. W komérkach nieulegajacych apo-
ptozie DNaza y wystepuje w formie nieaktywnego proenzymu o masie 35 kDa.
Od DNazy |1 rozni jg to, ze nie jest hamowana przez aktyne i wykazuje preferencje
dla DNA tgcznikowego miedzy nukleosomami [39]. Ludzkim odpowiednikiem DNa-
zy y jest biatko DNAS1L3 [50].

3. Nukleazy niezalezne od jonow metali

DNaza Il. W komérkach kregowcow wykryto obecno$é szeregu nukleaz nie
wymagajacych jonéw magnezu lub innych metali i aktywnych w kwasnym pH
(ponizej 6,5). Najlepiej znanym enzymem z tej grupy nukleaz jest DNaza Il. DNaza
Il jest endonukleazg preferencyjnie tngcg DNA tacznikowy igenerujacg korice 3°-P.
Chociaz biatko to zlokalizowanejest gtéwnie w lizosomach, sugeruje siejego zwiazek
zprocesami apoptozy w tych typach komérek, w ktérych w trakcie apoptozy dochodzi
do znacznego obnizenia pH [+, 40]. Ludzka DNaza Il syntetyzowana jest jako
biatko o masie 40 kDa i ulega proteolizie (katalizowanej prawdopodobnie przez
kaspazy) do formy o diugosci okoto 28 kDa [23]. DNaza Il obecna w komdrkach
Swini syntetyzowana jest jako biatko o masie 42 kDa tozsame z inhibitorem elastazy
z leukocytéow (LEI). W komorkach apoptotycznych LEI ulega proteolizie do biatka
0 masie 27 kDa, nie bedacego inhibitorem elastazy, lecz aktywng formg DNazy
Il [44].

V. MECHANIZMY AKTYWACJI NUKLEAZ
W KOMORKACH ULEGAJACYCH APOPTOZIE

Aktywnos¢ wszystkich nukleaz obecnych w komérkach, podobnie jak i innych
enzymdw Kkatabolicznych, znajduje sie pod Scista kontrolg uniemozliwiajaca ich
»hieplanowangdziatalno$¢”.Mozna wyobrazié sobie, zecze$¢ nukleaz degradujacych
DNA w trakcie apoptozy aktywowana jest w wyniku swoistych mechanizméw
regulujacych, inne za$ aktywowane sg niejako ,,przy okazji” zmian majacych miejsce



FRAGMENTACJA DNA W TRAKCIE APOPTOZY 501

w umierajacej komérce. Uzyty tutaj termin ,,aktywacja” obejmuje nie tylko aktywacje
(czy derepresje) sensu stricto, ale réwniez udostepnienie DNA dla enzymow aktyw-
nych konstytutywnie. Ponizej przedstawione sg niektdre z mechanizmdw mogacych
aktywowaé nukleazy w komorkach ulegajacych apoptozie.

1. Zmiana réwnowagi jonowej w komdrkach ulegajacych apoptozie

Jedng ze zmian biochemicznych typowych dla procesu apoptozy jest obnizenie
stezenia jonéw potasu, gtéwnego kationu cytoplazmatycznego. Stwierdzono, ze w
komorkach ulegajgcych apoptozie stezenie potasu maleje z 140-150 mM do 35-55
mM. Takie obnizenie stezenia potasu moze aktywowac¢ nukleazy z rodziny
NUC18/cyklofilin, ktére w buforach o fizjologicznej sile jonowej wykazujg staba
aktywno$¢ [17]. Wewnatrzkomo6rkowe stezenie potasu ma rowniez wptyw na aktyw-
no$¢ nukleazy DFF40/CAD, ktéra optymalng aktywnos$¢ wykazuje przy 50-100
mM stezeniu soli [Widtak, niepublikowane]. Inng zmiang typowg dla apoptozy
jest wzrost wewnatrzkomdrkowego stezenia jondw wapnia, z warto$ci nanomo-
lowych do mikromolowych. Podane wielko$ci sg wartoSciami usrednionymi dla
catej komarki, nie wiadomo, jak zmienia sie stezenie wapnia wjgdrach komérkowych.
Jednak powszechnie przyjmuje sie, ze podwyzszenie wewngatrzkomoérkowego ste-
zenia wapnia w trakcie apoptozy prowadzi do aktywacji nukleaz zaleznych od
wapnia i magnezu [1]. Zaburzenia transportu jonéw w umierajacych komorkach
prowadza czesto do ich zakwaszenia. Zwykle w komorkach ulegajacych apoptozie
obserwuje sie obnizenie pH cytoplazmatycznego do 7,2-7,0, jednak w niektorych
typach komorek stwierdzono obnizenie pH do wartosci 6,5 [40]. Przy tej wartosci
pH aktywowana jest DNaza Il [23] i inne nukleazy z tej grupy [: ]

2. Zmiana wewnatrzkomorkowej lokalizacji nukleaz

Wiele nukleaz zamknietych jest w strukturach cytoplazmatycznych, w ktérych
nie majg one kontaktu z DNA. Przyktadem jest lokalizacja DNazy | w retikulum
endoplazmatycznym, a DNazy Il w lizosomach. Zmiana ,fizjologicznej” lokalizacji
nukleaz i ich transport do jader moze wynika¢ z aktywnych mechanizmoéw, jak
w przypadku uwalniania endonukleazy G z mitochondriéw, moze byé réwniez efe-
ktem zmian strukturalnych majacych miejsce w umierajacej komérce.

3. Tworzenie komplekséw z innymi biatkami

Szereg nukleaz tworzy nieaktywne kompleksy z innymi biatkami komdérkowymi
odgrywajgcymi role inhibitoréw. Przyktadem mogg byé kompleksy pomiedzy DNazga
| iaktyng oraz kompleksy DFF40/CAD z DFF45/ICAD (oméwione powyzej). Akty-
wacja takich nukleaz polega na usunieciu inhibitora. Podobny jest mechanizm akty-
wacji NUCIs, ktéry w komorkach nie ulegajgcych apoptozie wystepuje w
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nieaktywnym kompleksie z innymi biatkami jagdrowymi [30J, oraz zaleznych od
wapnia i magnezu nukleaz z grupy endo-egzonukleaz, ktére w formie nieaktywnej
tworzg kompleksy z biatkami szkieletu jadrowego [9]. Nukleazy mogg by¢ rowniez
aktywowane poprzez tworzenie kompleksow. Przyktadem jest nukleaza
DFF40/CAD, tworzgca aktywne homo-oligomery i stymulowana poprzez oddzia-
tywania z histonem HI [29].

4. Aktywacja nukleaz zalezna od proteaz

Szereg nukleaz wystepuje w postaci nieaktywnych proenzymoéw (zymogendw)
i jest aktywowana w wyniku ograniczonej proteolizy. Aktywacja taka zalezna jest
zwykle od kaspaz, jednak moga w niej uczestniczy¢ réwniez inne proteazy (na
przyktad elastazaczy granzym B). Do nukleaz aktywowanych w wyniku ograniczonej
proteolizy nalezg: DNaza y [39], DNaza Il [23, 44] czy endo-egzonukleazy [9].
Zalezna od proteaz aktywacja nukleaz moze polega¢ réwniez na proteolizie ich
inhibitoréw, na przyktad katalizowanej przez kaspazy proteolizie aktyny (inhibitor
DNazy 1) lub DFF45/ICAD (inhibitor DFF40/CAD; omowione powyzej). Dodat-
kowo, proteazy aktywowane w trakcie apoptozy (kaspazy, granzym B, proteazy
serynowe macierzy jadrowej) katalizujg proteolize biatek chromatyny i w ten sposéb
zwiekszajg dostepnos$¢ i podatno$¢ DNA na dziatanie nukleaz.

5. Synteza de novo i modyfikacje posttranslacyjne nukleaz

W trakcie apoptozy ma miejsce aktywacja szeregu genow. Nie jest jednak jasne,
czy do biatek swoiscie syntetyzowanych po inicjacji apoptozy nalezg nukleazy.
Wiadomo jednak, ze w pewnych uktadach doswiadczalnych podanie cykloheksimidu,
inhibitora syntezy biatek, nie blokuje apoptozy i fragmentacji DNA [22, 53]. Jednym
z mechanizmow regulacji aktywnosci biatek jest kowalencyjna modyfikacja reszt
aminokwasowych, na przyktad fosforylacja czy acetylacja. Nukleaza, ktérej aktyw-
no$¢ moze by¢ regulowana przez post-translacyjng modyfikacje, jest DNazay. Biatko
to jest substratem dla polimerazy poli-ADP rybozy (PARP), a poli-ADP rybozylacja
hamuje jego aktywno$¢ [50]. PARP jest substratem dla kaspazy-3, ajego proteolize
i inaktywacje obserwuje sie w trakcie apoptozy [45].

VI. KONDENSACJA CHROMATYNY W KOMORKACH
ULEGAJACYCH APOPTOZIE

Jedng ze zmian morfologicznych typowych dla komérek ulegajacych apoptozie
jest kondensacja chromatyny (rys. 1C). Mechanizmy apoptotycznej kondensacji
chromatyny i kondensacji chromatyny w trakcie podziatéw komorki sg inne. Swoistg
cechg mitotycznej kondensacji chromosomoéw jest fosforylacja histonéw HI i H3,
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przebiega ona bez fragmentacji chromatyny. Kondensacja w czasie apoptozy polega
prawdopodobnie na agregacji heterochromatyny poprzedzonej degradacjg euchro-
matyny, szkieletu jgdrowego i szkieletu cytoplazmatycznego [15]. Apoptotyczna
kondensacja chromatyny towarzyszy zwykle fragmentacji DNA. Poczatkowo sg-
dzono, ze fragmentacja DNA jest jedynym i wystarczajgcym czynnikiem indu-
kujagcym kondensacje chromatyny. Hipoteze taka potwierdzaty doswiadczenia, w
ktérych obserwowano kondensacje chromatyny w komérkach poddanych dziataniu
nukleazy mikrokokalnej [1]. W chwili obecnej znane sg trzy niezalezne mechanizmy
indukujace kondensacje chromatyny w komdrkach apoptotycznych. Jeden z tych
mechanizmoéw wymaga degradacji DNA do fragmentéw oligonukleosomowych i
zaleznyjest od nukleazy DFF40/CAD [27]. Inny mechanizm kondensacji chromatyny
zalezny jest od biatka AIF (ang. apoptosis-inducing factor). AIF jest biatkiem
mitochondrialnym o masie 57 kDa, przemieszczajgcym sie dojgder po zainicjowaniu
apoptozy (jego wyptyw z mitochondriow blokowany jest przez biatko Bcl-2). Po
pojawieniu sie w jadrach, AIF indukuje degradacje DNA do fragmentéw o dtugosci
50 kb oraz kondensacje chromatyny. Mechanizm nie wymaga dziatania kaspaz,
nie obserwuje sie rowniez degradacji chromatyny do fragmentéw oligonukleosomo-
wych [43]. Kolejny znany czynnik biatkowy, Acinus, indukuje kondensacje chro-
matyny przy braku obserwowanej degradacji DNA. Acinus syntetyzowany jest w
formie dtuzszych biatek‘prekursorowych (AcinusL, AcinusS i AcinusS’, o masach
220, 98 194 kDa), zawierajgcych miejsce rozpoznawane przez kaspaze-3. Aktywacja
biatka wymaga proteolizy przez kaspaze-3, a czynnikiem inicjujagcym kondensacje
chromatyny jest generowany fragment o masie 17 kDa [37]. Prawdopodobnie w
czasie normalnego przebiegu apoptozy wszystkie trzy mechanizmy partycypujg w
indukcji kondensacji chromatyny. Na dalszych etapach apoptozy fragmenty skon-
densowanej chromatyny (wraz z fragmentami cytoplazmy) upakowywane sg w po-
staci ciatek apoptotycznych. Proces ten wymaga katalizowanej przez kaspaze.s
degradacji lamin [25].

VIl. PODSUMOWANIE | KONKLUZJE

Aktywnie inicjowana i kontrolowana degradacja makroczasteczek komérkowych
jest istotag programowanej $mierci komorki, apoptozy. Degradacja DNA w trakcie
apoptozy przebiega w dwu etapach. Po zainicjowaniu apoptozy z chromosoméw
wycinane sg fragmenty o dtugosci ok. 50 kb (lub ich oligomery), odzwierciedlajace
petlowg domenowag strukture chromatyny. W nastepnej kolejnosci DNA degradowany
jest do fragmentdw mono- ioligonukleosomowych. Niektére typy komaérek umierajg
w wyniku czynnikow indukujgcych apoptoze bez tego drugiego, bardziej inten-
sywnego etapu fragmentacji DNA.

Degradacja DNA przyspiesza fragmentacje jadra komdrkowego i powstawanie
ciatek apoptotycznych. Jest rbwniez procesem minimalizujgcym ryzyko przekazania
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innym komorkom uszkodzonego lub zmienionego materiatu genetycznego. Degra-
dacja DNA w trakcie apoptozy mogtaby wiec by¢ funkcjonalnym odpowiednikiem
zjawiska restrykcji obserwowanego w komorkach bakteryjnych. Organizmy euka-
riotyczne, nie majgc praktycznej mozliwosci rozpoznania i eliminacji z komérki
»,0bcego” DNA, mogtyby eliminowaé catg komorke zawierajgcg ,,obcy” czy nie-
prawidtowy DNA. Fragmentacja DNA nukleosomowego jest rezultatem procesu
apoptozy i ma miejsce w poznych etapach jego przebiegu. Mozna jednak spe-
kulowac¢, czy powstawanie fragmentdw HMW jest tylko efektem, czy moze réwniez
przyczyng apoptozy. Wiadomo, ze pekniecia DNA inicjuja mechanizmy blokady
cyklu komérkowego, a obecnos$¢ jednego lub kilku dwuniciowych peknie¢ DNA
jest sygnatem wystarczajagcym do zainicjowania proceséw, ktére w efekcie prowadza
do zablokowania podziatéw komdrki [48]. Podobne lub te same biatka (m.in. p53,
ATM. DNA-PK) zaangazowane sgw przekazy wanie sygnatéw wiodacych do inicjacji
apoptozy lub blokady cyklu komérkowego [5]. Mozna wiec przypuszczaé, ze pek-
niecia DNA i powstawanie fragmentow HMW jest czynnikiem inicjujacym lub
chocby wspétinicjujagcym proces apoptozy. Na korzys¢ takiej hipotezy przemawia
fakt, ze wsrod czynnikow inicjujacych apoptoze znajdujg sie takie, ktére posrednio
(np. inhibitory topoizomerazy 11 DNA) lub bezposrednio (promieniowaniejonizujace)
indukujg dwuniciowe pekniecia DNA.

Chociaz degradacja chromatyny do fragmentéw oligonukleosomowych nie jest
catkowicie niezbedna dla $mierci komérki, to przez swojg uniwersalnos¢ jest po-
wszechnie wykorzystywana jako molekularny znacznik procesu apoptozy. Detekcja
fragmentacji DNA w rozdziale elektroforetycznym (na zelach agarozowych Ilub
poliakrylamidowych) DNA genomowego jest jedng z biochemicznych technik wy-
krywania komérek ulegajacych apoptozie. Podwdjno-niciowe pekniecia DNA za-
wierajace korice 3’-OH sg substratami dla terminalnej transferazy. Cecha ta jest
wykorzystywana w jednym z najpopularniejszych testéw na wykrywanie komorek
apoptotycznych, tzw. TUNEL Assay. Cechg morfologiczng powszechnie wykorzy-
stywang dla detekcji komérek ulegajgcych apoptozie (zwigzang z fragmentacjg DNA)
jest kondensacja chromatyny. Najprostszy sposob jej wykrycia to obserwacja mi-
kroskopowa komérek wybarwionych diamidino-2-fenyloindolem (DAPI), barwni-
kiem fluorescencyjnym wigzgcym sie z DNA.

Enzymem odpowiedzialnym za apoptotyczng fragmentacje DNA w wigkszosci
typéw komorek jest endonukleaza DFF40/CAD. Biatko to obecne jest w jadrze
komérkowym w postaci nieaktywnego kompleksu z inhibitorem, a jego aktywacja
zalezna jest od kaspazy-3 usuwajacej inhibitor. Prawdopodobnie w proces frag-
mentacji DNA zaangazowane sg réwniez inne nukleazy, z ktérych cze$¢ przedostaje
sie do jagder komdrkowych w wyniku zmian strukturalnych majgcych miejsce w
trakcie apoptozy. Czynnikiem utatwiajgcym fragmentacje DNA jest proteoliza biatek
chromatyny, katalizowana przez kaspazy i inne nukleazy aktywowane w trakcie
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apoptozy. Z degradacjg DNA i biatek jadrowych zwigzana jest kondensacja chro-
matyny, cecha morfologiczna typowa dla komdrek ulegajagcych apoptozie.
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PLACE AND ROLE OF CD56/NCAM MOLECULE
IN BIOLOGY AND MEDICINE

Jan ZEROMSKI

Katedra i Zaktad Immunologii Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Streszczenie. W pracy przedstawiono aktualny stan badain nad izoformg 140 kD nerwowej czasteczKi
adhezyjnej CD56/NCAM. Omoéwiono krétko biosynteze, budowe, a takze przypuszczalne funkcje
czasteczki. Zréznicowanie budowy czasteczki wynika nie tylko ze zmian potranskrypcyjnych mRNA,
ale takze z modyfikacji w okresie potranslacyjnym, polegajacych na przylgczaniu réznych grup chemi-
cznych.Wskazano na gtéwne miejsca jej wystepowania zaréwno w tkankach prawidtowych, jak w
patologii ludzkiej, gtéwnie w nowotworach ztosliwych. W odniesieniu do tkanek prawidtowych oproécz
uktadu nerwowego waznymi miejscami wystepowania CD56 okazuja sie gruczoty dokrewne, Wsrdd
nowotworoéw ztosliwych oprécz guzéw pochodzenia neuroektodermalnego CD56 wystepuje na komar-
kach licznych nowotworéw uktadu krwiotwérczego, miesakéw z mies$ni poprzecznie prazkowanych, a
takze niektérych rakéw. Zwrdcono takze uwage na mozliwoéci wykorzystania oznaczeh CD56 w
medycynie Kklinicznej.

(Postepy Biologii Komorki 2000; 27: 599-608)

Stowa kluczowe: czasteczki adhezyjne, CD56/NCAM, komdrki NK, ukiad nerwowy, gruczoty dokrew-
ne, interakcje homofilne, nowotwory ztosliwe, przydatnos¢ kliniczna.

Summary. The actual state of study on 140 kD isoform of neural cell adhesion molecule (CD56/NCAM)
was presented. Its biosynthesis, structure and putative functions were shortly delineated. Complexity of
CD56 structure is the result not only of posttranscriptional alterations of mRNA, but also posttranslational
modifications due to binding of various chemical groups. Itsdistribution both in normal and pathological
tissues was described, the latter predominantly within malignant tumors. In normal tissues apart from
nervous system an important localization of CD56 appears to be on cells of endocrine glands. Among
malignant tumors apart from neoplasms of neuroectodermal origin, CD56 is expressed on cells of several
tumors of hemopoetic system, rhabdomyosarcomas but also on some carcinomas. The attention was paid

#Praca zostata dofinansowana z grantu badan wtasnych A.M. w Poznaniu, nr projektu:501-1-18-02.
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to the possible value of the determination of CD56 in clinical medicine.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 599-608)

Key words: adhesion cells, CD56/NCAM, neural system, malignant tumors

WSTEP

Nerwowa czgsteczka adhezyjna (neural cell adhesion molecule - NCAM), znana
réwniez jako antygen NKH-1, a takze jako antygen Leu-19, nalezy do najlepiej
scharakteryzowanych molekut adhezyjnych, zardwno u zwierzat jak i u cztowieka.
Znane sg molekularne etapy jej syntezy i modyfikacji potranskrypcyjnych. Niejasne
wcigz pozostaje jej znaczenie i funkcje biologiczne, cho¢ przyjmuje sie za udo-
wodniong jej role w morfogenezie uktadu nerwowego. NCAM wystepuje w co
najmniej 3 izoformach, bedgcych wynikiem potranskrypcyjnego sktadania (splicing)
mRNA. Jedna z tych izoform, CD56/NCAM budzi od lat wielkie zainteresowanie
badaczy, a takze praktykéw biologii i medycyny ze wzgledu na jej szerokie wy-
stepowanie w réznych tkankach i narzgdach oraz rosngce znaczenie diagnostyczne,
jak tez prognostyczne w wielu jednostkach chorobowych. Nowe metody, takie jak:
konstrukcja sondy - cDNA dla CD56, mozliwosci oceny ekspresji na komdrkach,
jak i formy ztuszczonej w ptynach ustrojowych, poszerzyly warsztat badawczy i
pozwolity na blizsze okre$lenie jej miejsca wsréd innych molekut adhezyjnych.
W dalszym ciggu jednak czgsteczka CD56 pozostaje wyzwaniem dla szeroko pojetego
kregu ludzi teorii i praktyki.

BIOSYNTEZA CD56/NCAM

MRNA dla NCAM kodowany jest przez pojedynczy gen zlokalizowany na chro-
mosomie 11(1 1g23-g24) u cztowieka i nachromosomie 9 u myszy. Region kodujacy
w genie kurczecia stanowi co najmniej 19 eksonéw, obejmujacych okoto 50 kb.
Ponadto gen zawiera 5 eksonow nie kodujacych w poblizu 5’ eksonu 1, co powigksza
wielko$¢ genu do 70 kb. Znane sg co najmniej 4 mRNA dla NCAM kodujace
poszczegolne polipeptydy tworzgce czgsteczke biatka. Potranskrypcyjne modyfikacje
mRNA warunkujg powstanie co najmniej 3 izoform o masie czgsteczkowej 120,
1401 180 kDa [19]. Dalsze modyfikacje moga wystepowac w okresie potranslacyjnym
i obejmowac takie procesy, jak: glikozylacja, acylacja kwaséw ttuszczowych, fo-
sforylacja i inne. Faktycznie istnieje ponad 20 réznych izoform NCAM, w tym
takze molekuta rozpuszczalna, uwalniana z powierzchni komérki [1, s ]. Produkt
finalny biosyntezy NCAM ma 689 reszt aminokwasowych i pokryty jest kwasem
a-2,8-polisialowym (PSA). Doktadne etapy biosyntezy NCAM i jej regulacja nie
sg blizej znane. Jest to czgsteczka stara filogenetycznie i o uniwersalnym wyste-
powaniu. Homologi NCAM, tzw. fascykliny, wykryto juz u owaddéw [2].
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BUDOWA CZASTECZKI CD56

CD 56/NCAM nalezy do wielkiej nadrodziny immunoglobulin (Ig), co manifestuje
sie w budowie czasteczki. NCAM jest pojedynczg gietka strukturg biatkowg majgca
cze$¢ zewnatrzkomoérkowa, przezbtonowsg i cytoplazmatyczng (rys. 1). Cze$¢ zew-
netrzna ma 5 domen C2 Ig podobnych oraz 2 domeny fibronektyno-podobne w
poblizu btony komoérkowej. Cze$¢ przezbtonowa albo przenika bezposrednio przez
btone komdrkowa, albo jest zakotwiczona w otoczce glikozylo-fosfatydyloinozytolu
(GPI). Czes¢ cytoplazmatyczna jest stosunkowo krotka i konczy sie reszta COOH.
Cze$¢ zewnatrzkomorkowag ma co najmniej « potencjalnych miejsc nadajacych sie
do N-zaleznej glikozylacji potranslacyjnej. Mozliwe sg tez inne modyfikacje cza-
steczki, takie jak: fosforylacja seryny itreoniny w czesci cytoplazmatycznej, acylacja
i sulfacja oligosacharydow zwigzanych z asparaging i inne [4, s , 44]. W mikroskopie
elektronowym izolowane czgsteczki NCAM, diugosci od 30 do 60 nm, w 30%
wystepujajako pojedyncze ,,witki”, w 50% jako dublety, a pozostate tworzg agregaty

RYSUNEK 1. Budowa réznych form czesci zewnatrzkomoérkowej czasteczki NCAM: a - forma wolna
(rozpuszczalna), b - forma zakotwiczona w btonie komérkowej przez GPI, ¢ - forma przezbtonowa (jak
CD56), C2 - domeny z nadrodziny immunoglobulin, F3 - domeny homologiczne z fibronektyna typu 3
(wedtug [1,3] zmodyfikowane)
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TABELA I. Najczesciej stosowane przeciwciata monoklonalne przeciw CD56/NCAM

Symbol (klon) Gatunek Izotyp Zrédio

Leu-19 Mysie 1gGlI LL Lanier i wsp. [28]
NKH1 Mysie IgM T Hercend i wsp. [20]

Ritz i wsp. [46]

T-199 Mysie 1gGl HJ Feickert i wsp. [14]
N901 Mysie 1gGlI JD Griffin i wsp. [16]
MOC-1 Mysie 1gGl L DeLeij i wsp. [9]
ER1C-1 Mysie 1gGl SP Bourne i wsp. [5]
L185 Mysie IgM LL Lanier i wsp. [30]
123C3 Mysie Brak danych DJ Schol i wsp. [51]

przypominajgce wiatraczek (pinwheel) [4, 18]. Znamienng cechg czgsteczki, wig-
zacyg sie ze stadium rozwojowym ustroju jest obecno$¢ na niej otoczki wielocukru
a-2,8 -kwasu polisialowego (PSA). Potaczenie PSA z czasteczka NCAM ma miejsce
przez reszty asparaginowe oligocukrow. Obecno$é PSA nadaje czasteczce tadunek
ujemny. Ladunek tenjest najwiekszy na komdérkach zarodkowych istopniowo zmniej-
sza sie w miare dojrzewania ustroju i w zalezno$ci od rodzaju tkanki [, 48].
Udowodniono ze antygen CD56 (NKH1) znajdujgcy sie na komorkach NK jest
identyczny z izoformg NCAM o masie czgsteczkowej 140 kD wystepujgcag w tkance
nerwowej [31]. Przy pomocy wigzah krzyzowych i reakcji blokowania w cytometrii
przeptywowej przez wytworzone w réznych osrodkach (tab. :) przeciwciata mo-
noklonalne (mAb) wykazano istnienie co najmniej 3 epitopéw antygenu NKH1:
NKHIla zdefiniowany przez mAb N3 (Leu-19) i N21 (FP2-11.14), NKHIb przez
N9 (N901) i N77 (NKH1A) i NKHIc okreslony przez mAb N63 (T-199) i N126
(L185) [52].

MIEJSCA WYSTEPOWANIA CD56

Tkanki normalne

Czasteczka CD56 wystepuje na komérkach NK i uwazana jest za ich antygen
réznicowania. Stopien ekspresji CD56 na komérkach NK oceniany przy pomocy
cytometrii przeptywowej pozwolit na ich podziat na komdrki o wysokiej (CD56llIgh)
i 0 niskiej (CD56low) ekspresji. Te ostatnie sa w zdecydowanej wiekszosci we
krwi obwodowej [15]. Odsetek CDb56high wykazuje wyrazny spadek u ludzi w
podesztym wieku [25]. CD56 wystepuje jednak takze na matym odsetku limfocytow
T, CD4+ i CDs +. Limfocyty T hodowane in vitro w obecnosci czynnikéw sty-
mulujacych nabywaja ekspresje CD56, co wigze sie zich przeksztatceniem w komorki
LAK (lymphokine activated killers) [47].
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CD56 wystepuje obficie w osrodkowyn i obwodowym uktadzie nerwowym, na
neuronach réznych czesci mézgowia, komoérkach glejowych, pniach nerwéw, a
takze na ztgczach nerwowo-mie$niowych. Stwierdzono jego obecnos¢ takze na widk-
nach miesniowych zwilaszcza odnerwionych i regenerujgcych, a takze na mies-
niowych komorkach satelitarnych [13, 22]. CD56 wykryto takze w strukturach i
gruczotach wydzielania wewnetrznego, a zwtaszcza neuroendokrynowych. lzoforme
140 kD NCAM wykazano na komérkach czesci gruczotowej przysadki mozgowej,
czeSci rdzennej nadnercza, komorkach endokrynowych jajnika i komérkach wysp
Langerhansa szczura [27, 36]. W materiale ludzkim CD56 wystepuje na komérkach
nabtonka gruczotowego tarczycy [35, 55, 57], a takze na komdrkach C tarczycy,
czesci rdzennej nadnerczy [23], na komorkach czesci gruczotowej ludzkich nadnerczy
iprzysadki mozgowej [60]. Natomiast w przytarczycach wykryto m RNA dla NCAM,
ale nie udato sie wykaza¢ odpowiedniego biatka na komoérkach [23].

Tkanki patologiczne

CD56 wystepuje na powierzchni wielu komérek nowotworowych, zwilaszcza
nowotworow, ale nie tylko, wywodzacych sie z uktadu krwiotwérczego. Jest obecny
na komdrkach wielu biataczek i chtoniakdéw nieziarniczych, wywodzgcych sie z
komdrek NK, limfocytow T, a takze komdrek linii mieloidalnej [21, 33]. Czesto
wystepuje na komérkach szpiczaka mnogiego, czerniaka, miesaka Ewinga, a takze
miesaka z mie$ni poprzecznie prazkowanych (rhcibdomyosarcoma) [12, 14, 37,
42]. Jest niemal zawsze obecny w guzach pochodzenia nerwowego, takich jak:
neuroblastoma, medulloblastoma czy astrocytoma [14, 50]. Wystepuje jednak takze
na komaérkach niektorych rakéw, zwtaszcza raka drobnokomoérkowego ptuca, a takze
raka sutka [6,41,51 ]. Wykrywalno$¢ CD56 w utkaniu nowotwordw znacznie wzrosta
po wytworzeniu przeciwciat monoklonalnych reagujacych ze skrawkami utrwa-
lonymi rutynowo i zatopionymi w parafinie jak np. mAb 123C3 [24, 51].

FUNKCJE BIOLOGICZNE CD56

Zgodnie z nazwg (NCAM) jest to komorkowa czasteczka adhezyjna, ale doktadne
dane odnos$nie funkcji CD56, zwtaszcza w r6znych lokalizacjach, pozostajg nieznane.
Jej ekspresja na blonie komérkowej umozliwia interakcje z innymi komérkami.
Uwaza sie, ze jest to homofilna czgsteczka adhezyjna, co oznacza, ze oddziatywania
miedzykomérkowe moga mie¢ miejsce, jezeli obie komdrki maja ja na swej po-
wierzchni [ ]. Okazato sie jednak, ze mozliwe sg takze interakcje heterofilne CD56
(p. dalej). Panuje powszechne przekonanie, ze interakcje mediowane przez
CD56/NCAM sg niezalezne od jondéw wapnia. Jednak przeciwciata anty NCAM
blokujg agregacje komorek Ca++-zalezng [49]. Uwaza sie powszechnie, ze rola
NCAM jest istotna w morfogenezie uktadu nerwowego. Przeciwciata przeciwko
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NCAM hamujg normalny wzrost i przebieg paczkujgcego nerwu [54]. Rola CD56
w rozwoju uktadu nerwowego jestjednak kwestionowana, poniewaz kontrola wzrostu
i kierunku aksondéw wymaga precyzyjnych i écisle okreslonych etapdw ekspresji
[54]. Ponadto wykazano, ze proliferacja komdrek wykazujgcych ekspresje NCAM
ulega zahamowaniu po dodaniu wolnej NCAM [26]. Wtasciwosci adhezyjne czga-
steczki NCAM wydajg sie by¢ hamowane przez otoczke PSA, poniewaz usuniecie
PSA wzmaga zdolno$¢ NCAM do adhezji. Z drugiej strony usuniecie PSA z cza-
steczki CD56 drastycznie redukuje jej zdolno$¢ stymulacji wzrostu aksonow [10].
Istniejg przypuszczenia, ze NCAM warunkuje interakcje synaptyczne zwigzane z
takimi czynnosciami mézgowia, jak uczenie sie i pamie¢ [::].

W odniesieniu do innego wystepowania CD56/NCAM niz w uktadzie nerwowym
nasza wiedza odnosnie funkcji tej molekuly jest jeszcze bardziej skapa. Poczatkowo
uwazano, ze CD56 na komoérkach NK ma istotne znaczenie w ich interakcjach
z komo6rkami docelowymi i naturalnej cytotoksyczno$ci [38]. Nie potwierdzili tego
inni autorzy [28]. Ostatnio jednak wykazano, ze ekspresja CD56 na limfocytach
T CDs+ wykazuje Scistg wspotzalezno$¢ z ich funkcjg cytolityczng [40, 43].

Podwazono réwniez homofilno$¢ interakcji CD56. Wykazano bowiem, ze ho-
dowane ludzkie tymocyty pozbawione klasycznych czasteczek adhezyjnych, takich
jak: CD2 czy CDIlla/CD18, zdolne sg do adhezji do komérek $rodbtonka z zyty
pepowinowej. Adhezja ta byta zalezna od CD56, pomimo braku tej molekuty na
komérkach sréddbtonkowych [45], co przemawia za heterofilnym oddziatywaniem
obu rodzajow komoérek. Nastepng wazng reakcja heterofilng byto stwierdzenie udziatu
CD56, obok innych molekut adhezyjnych, w adhezji ustalonych linii komérek no-
wotworowych do komorek srodbtonka. Jest to proces niezalezny od obecnosci jonéw
Ca++ ani od obecnosci PSA na komorce [56]. Moze to mieé istotne znaczenie
w wyjasnieniu miejscowej progresji nowotworu. Ligandem dla NCAM na komdrkach
$rédbtonka moze by¢ siarczan heparanu, gdyz istniejg doniesienia o wigzaniu tego
zwigzku przez NCAM [7].

W odniesieniu do ekspresji CD56 na komorkach nabtonkowych tarczycy zwracata
uwage zalezno$¢ miedzy wysoka ekspresjg a stanem nadczynnosci gruczotu i vice
versa [58, 59]. Mozna jedynie domniemywac, ze czasteczka ta w jaki$ sposéb
uczestniczy w produkcji i/lub sekrecji hormonu. Sg to tylko przypuszczenia, wy-
magajace dalszych badan. Warto tu jednak dodaé, ze istniejg dane wskazujace
na role regulacyjng hormon6w tarczycy na ekspresje NCAM, stwierdzong jak dotad
u ptazéw i gryzoni [34, 53].

UZYTECZNOSC OZNACZEN CD56 W MEDYCYNIE

Oznaczanie ekspresji CD56 na komérkach nowotworowych przy pomocy cy-
tometrii przeptywowej okazato sie uzyteczne zaréwno w diagnostyce, jak i w kla-
syfikacji wielu nowotworéw uktadu krwiotworczego, takich jak: biataczki/chtoniaki
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z komorek NK i komoérek T [21], szpiczak mnogi, niektore biataczki z linii mie-
loidalnej [12, 33, 48] i inne.

W biataczkach/chtoniakach z komérek NK (LGL) oznaczanie CD56 ma znaczenie
diagnostyczne i prognostyczne. W nowotworach z komérek T stwierdzenie ekspresji
tej molekuty na komorkach guza znacznie pogarsza rokowanie. Natomiast nie stwier-
dzono tej zaleznosci na duzym materiale w odniesieniu do niedrobnokomdrkowego
raka ptuca [17].

Wykazano natomiast, ze w raku ptuca o wysokiej ztosliwosci (high grade) wy-
stepuje gtéwnie NCAM zwiazana z kwasem polisialowym (NCAM-PSA), co ma
Swiadczyé o niskim stopniu zréznicowania nowotworu i niekorzystnym przebiegu
klinicznym [32]. W szpiczaku mnogim (myeloma multiplex) obecno$¢ CD56 jest
znamienna dla rozpoznania. Ponadto stwierdzenie wysokiego stezenia postaci wolnej
w surowicy krwi pozwala odr6zni¢ szpiczaka od innych paraproteinemii [39].

Ze wzgledu na sekwencyjne pojawianie sie izoform NCAM na komérkach w
rozwoju, wtym takze nowotworowych, niektérzy autorzy jak np. Zocchi [56] uwazaja,
ze nalezy te czasteczke traktowac jako antygen ptodowo-nowotworowy lub jako
marker wzrostu i réznicowania guza.

Ponadto, oznaczanie CD56 jako markera komdérek NK na komorkach krwi ob-
wodowej moze by¢ uzyteczne w diagnostyce niedoboréw immunologicznych, za-
rowno pierwotnych jak i wtornych.
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Streszczenie: Mechanizmy odpornosciowe roslin wyzszych cechuje duza réznorodnosé. Nastepstwem
kontaktu z patogenem bywa produkcja reaktywnych form tlenu, modyfikacja $cian komoérkowych,
lokalne obumieranie komérek o cechach apoptozy, produkcja fitoaleksyn i biatek towarzyszacych
patogenezie (PR). Elicytory sg zwigzkami bezposrednio odpowiedzialnymi za indukcje reakcji odporno-
Sciowych roslin. W$érdd elicytoréw produkowanych przez mikroorganizmy mozna wyro6znic elicytory
specyficzne dla konkretnego szczepu patogenu oraz te wystepujace powszechnie u wielu patogenéw. Po
zwigzaniu do receptoréw, elicytory inicjujg w komérkach rodlinnych liczne, wcigz stabo poznane szlaki
transdukcji sygnatu. W czesci pierwszej oméwiono mechanizmy rozpoznania i niektére aspekty trans-
dukcji sygnatu wczesnych, niezaleznych od transkrypcji genéw reakcji obronnych roslin, na tle mecha-
nizméw funkcjonujgcych u innych organizmow.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 21: 609-621)

Stowa kluczowe: reakcje odpornosciowe, rosliny, transdukcja sygnatu, wybuch tlenowy, SAR, HR

Summary: Plants use diverse mechanisms to defend themselves from pathogens that include the
generation of reactive oxygen species, cell wall modifications, localized ceils death, production of
phytoalexins and pathogenesis-related proteins (PR). Specific compounds released during host-pathogen
interaction which are directly responsible for triggering of defense responses, are called elicitors. They
may be either race-specific or shared by several different pathogens. In the case of race-specific
recognition, plant disease resistance (R) genes confer an ability to resist infection by pathogens expressing



610 S. JOZEFOWSK1

specific corresponding avirulence {Avr) genes. Multiple, still poorly-defined, signaling pathways are set
in motion by R gene products. In the first part of this review the current state of knowledge concerning
recognition mechanisms and early signal transduction pathways in plant defense against infection is
presented, and discussed in the context of signal transduction mechanisms functioning in other organisms.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 609-621)

Key words: defense responses, plants, signal transduction, respiratory burst, SAR, HR

I. FIZJOLOGIA REAKCJI ODPORNOSCIOWYCH ROSLIN

Jedno z gtéwnych zagrozeri dia roslin stanowig infekcje wywotane przez pa-
sozytnicze gatunki grzybow, bakterii, wirusow i nicieni. Wytwarzane przez rosliny
bariery fizyczne (Sciana komérkowa) i biochemiczne (substancje mikrobéjcze) chro-
nig je skutecznie przed wiekszos$cig potencjalnych patogendw.

Substancje mikrobdjcze. Substancjami mikrobdjczymi syntetyzowanymi przez
rosliny pod wptywem infekcji sg reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen
Intermediates), fitoaleksyny, antybiotyki peptydowe (defenzyny, tioniny, biatka
transferu lipidow, biatka inaktywujace rybosomy) i biatka zwigzane z patogenezg
(ang. Pathogenesis-Related proteins, PR). Grupa fitoaleksyn obejmuje Kkilkaset
zwigzkoéw, pod wzgledem chemicznym bedacych, miedzy innymi, fenolami, ter-
penoidami, poliacetylenami, pochodnymi kwaséw ttuszczowych. Kwas salicylowy
oraz fitoaleksyny kumarynowe roslin z rodziny baldaszkowatych i fitoaleksyny
izoflawonowe roslin motylkowatych sg produktami szlaku fenylopropanoidéw. Jego
pierwszym etapem jest przeksztatcenie fenyloalaniny w kwas mans-cynamonowy,
katalizowane przez amoniakoliaze fenyloalaninowg (PAL) [6,14,23,60] (rys. 1).

Do tej pory zidentyfikowano kilkanascie grup biatek PR, w wiekszosci ktérych
wystepuja zaréwno biatka kwasne, jak i zasadowe. Biatka PR-3 (chitynazy) i PR-2
((3-1,3-glukanazy) maja zdolnos$¢ hydrolizowania gtéwnych sktadnikéw S$cian ko-
mérkowych grzybéw. Wsréd zasadowych biatek PR, indukowanych w nastepstwie
zranienia towarzyszgcego atakowi roslinozernych zwierzat, wystepujg inhibitory
proteaz. Funkcja wielu innych biatek PR pozostaje stabo poznana. Kwasne biatka
PR najczesciej gromadzone sag w zewnatrzkomdrkowym matriks, natomiast zasadowe
biatka PR akumulowane sg gtéwnie w wakuolach, w tym konstytutywnie w ko-
mdrkach korzeni [40,43].

Reakcje nadwrazliwosci i systemowa odporno$¢ nabyta. Zjawiskami chara-
kterystycznymi dla odpornosci roélin sg tzw. reakcja nadwrazliwosci (ang. Hy-
persensitive Response, HR) i systemowa odporno$¢ nabyta (ang. Systemie Acquired
Resistance, SAR). Reakcja nadwrazliwosci prowadzi do samobdjczej $mierci ko-
morek kontaktujgcych sie z patogenem, co sprzyja ograniczeniu rozprzestrzeniania
sie infekcji. Nastepstwem pierwszego kontaktu z patogenem wywotujgcym HR jest
czesto rozwdj SAR, ktora obejmuje catg rosline i zapewniajej dtugotrwatg opornos¢
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FITOALEKSYNY 120FLAWONOWE
(gliceolina 1, fazeolina, medikarpina)

Szlak FLAWONOIDY
szykimianu
LIGNINY
Fenyloalanina
PAL
Kwas kawowy
Cynamonian ¢ 4-kumarynian— 4-kumarylo-CoA

((3-oksydacja)
\

Cynamonylo*CoA

Benzoaldehyd umbelliferon

0-CoA d

Kwas benzoesowy
FITOALEKSYNY KUMARYNOWE
(psoralen, ksantotoksyna, bergapten)
KWAS SALICYLOWY

RYSUNEK 1 Schemat metabolizmu fenylopropanoidéw, zaznaczono miejsca dziatania niektérych
enzymoéw: 1- 4-hydroksylaza cynamonianu, 2 - ligaza 4-kumarynian:CoA, 3 - syntaza chalkonowa, 4
- prenylotransferaza

na szerokie spektrum patogenéw. Rozwdj SAR zwigzany jest z akumulacjg kwasu
salicylowego, fitoaleksyn i kwasnych biatek PR. Stwierdzono na przyktad istnienie
korelacji pomiedzy czasem i stopniem akumulacji mMRNA dla biatek PR, a czasem
i nasileniem SAR. Rozwojowi SAR towarzyszy ponadto wzrost poziomu peroksydaz
i gromadzenie w $cianie komoérkowej glikoprotein bogatych w hydroksyproline
(ang. Hyclroxyproline-Rich Celi Wall Glycoproteins, HRGPs). Istota tego zjawiska
nie jest jednak jeszcze w petni wyjasniona [5,22,52].
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Hormony stresowe. Kwas jasmonowy i jego pochodne (jasmoniany) syntety-
zowane sg z kwasu linolenowego w szlaku inicjowanym przez lipoksygenaze. Fi-
tohormon ten warunkuje produkcje inhibitoréw proteaz, antybiotykéw peptydowych
i zasadowych biatek PR. U wielu gatunkéw roslin jasmoniany stymuluja takze
synteze fitoaleksyn. Z kolei kwas salicylowy indukuje produkcje kwasnych biatek
PR. Jednoczesnie jasmoniany i kwas salicylowy hamuja produkcje, odpowiednio,
kwasnych i zasadowych biatek PR. Jednym z waznych mechanizméw antagoni-
stycznego dziatania obu fitohormonow jest hamujgcy wptyw kwasu salicylowego
na synteze jasmonianéw [19,38,40,53]. Od tej reguly istniejg jednak wyjatki
[30,38,48].

Etylen i kwas jasmonowy wspoétdziatajg synergistycznie w indukcji reakcji ob-
ronnych na zranienie. Ponadto, fitohormony te wzajemnie stymulujg swojg bio-
synteze. Okazato sie jednak, ze przy wysokim poziomie cytokinin, kwas salicylowy
staje sie mediatorem sygnatu generowanego w wyniku zranienia lisci tytoniu
[19,38,48,53,57]. Aktywacja genu PDF1.2, ktéry koduje jedng z defenzyn Ara-
bidopsis thaliana (rzodkiewnika pospolitego), wymaga réwnoczesnej aktywacji szla-
kow zwigzanych z etylenem i kwasem jasmonowym [47]. Szlaki kontrolowane
wspélnie przez kwas jasmonowy i etylen odgrywaja tez kluczowg role w reakcjach
odpornos$ciowych Arabidopsis na Erwinia carotovora. Enzymy tego patogenu sty-
mulujg ponadto odpowiedzi $cisle zalezne od kwasu jasmonowego, a hamowane
przez kwas salicylowy i etylen [41].

W tytoniu, ogérku i rzodkiewniku akumulacja kwasu salicylowego jest zaréwno
konieczna, jak i wystarczajaca do indukcji SAR, podczas gdy tkanki innych roslin,
takich jak ziemniak i ryz, zawieraja konstytutywnie wysoki poziom kwasu sali-
cylowego [19,52]. Preinkubacja komorek pietruszki z kwasem salicylowym lub
jego funkcjonalnymi analogami (,induktorami SAR”) nasila wczesng faze wybuchu
tlenowego (ang. respiratory burst), sekrecje zwigzkéw fenolowych $ciany komor-
kowej i fitoaleksyn kumarynowych, na skutek indukcji niektdrych enzymow szlaku
fenylopropanoidowego [32,62]. Ostatnie badania z uzyciem fizjologicznych stezen
kwasu salicylowego podwazajg przypisywang mu wczesniej role niezaleznego od
patogenu induktora HR i SAR. Kwas salicylowy wydaje sie raczej dziata¢ we
wczesnych fazach indukcji HR, proksymalnie w stosunku do H20 2, zwiekszajac
kompetencje do odpowiedzi (uwrazliwiajgc) na sygnat pochodzacy od patogenu
[31,59]. Poprzez zahamowanie aktywnosci katalazy i peroksydazy askorbinianowej
(ale nie peroksydaz guajakolowych, GPX), wzrost poziomu salicylanéw prowadzi
do akumulacji H20 2. W tych warunkach H20 2 uczestniczy w katalizowanej przez
GPX reakcji z kwasem salicylowym, ktérej produktami sg wolne rodniki kwasu
salicylowego (SA ) i anion ponadtlenkowy (09-) - induktory peroksydacji lipidéw.
Produkty wymienionych reakcji (02- i peroksydy lipidow) majg zdolno$¢ indu-
kowania procesow zwigzanych z SAR [4,32] (rys. 2). W indukcji odpornosci istotny
moze by¢ wptyw kwasu salicylowego na funkcje mitochondriéw (zahamowanie
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RYSUNEK 2. Czesciowo hipotetyczny model transdukcji sygnatu z receptoréw dla pospolitych elicyto-
row w komorkach roslinnych, dla przejrzystosci pominieto niektére szlaki i interakcje: Ca/CM-PKs -
kinazy biatkowe regulowane przez kompleks wapnia z kalmoduling, FA-P - nadtlenki kwaséw ttuszczo-
wych, TGA, NIM/NPR, SNI1 - czynniki transkrypcyjne (patrz cze$¢ 11 artykutu); pozostate objasnienia
w tekscie, schemat skompilowano na podstawie danych z artykutéw cytowanych w literaturze

fosforylacji oksydacyjnej iindukcja oksydazy alternatywnej). Inhibitory oddychania
indukuja odporno$é na wirus TMV (mozaiki tytoniowej) w roslinach tytoniu i przy-
wracajg odporno$¢ roslinom nahG (niezdolnym do akumulacji kwasu salicylowego
na skutek transformowania bakteryjnym genem hydroksylazy salicylanu) [s ].

n. ROZPOZNANIE

Pospolite elicytory. Zwigzki uwalniane w trakcie interakcji z potencjalnym
patogenem, bezpos$rednio odpowiedzialne za indukcje lub stymulacje reakcji od-
pornosciowych w ros$linach, nazwano elicytorami (ang. elicitors). Tylko w niektérych
przypadkach zidentyfikowano aktywne biologicznie skiadniki nieoczyszczonych
preparatow elicytorowych. Pod wzgledem chemicznym sg nimi ztozone weglo-
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wodany $cian komoérkowych grzybéw ((3-glukany, chityna) i roslin, enzymy mi-
kroorganizmow, polipeptydy (elicytyny rodzaju Phytophthora, bakteryjna harpina)
i glikolipidy [15,34].

Role endogennych elicytorow speiniajg oligogalaktouroniany, uwalniane przez
enzymy patogendw ze $cian komorek roslinnych. Oligogalaktouroniany funkcjonuja
ponadto jako hormony, ktére wyzwalajg reakcje obronne w roélinie po uwolnieniu
przez endogenng poligalaktouronaze. Enzym ten indukowany jest pod wptywem
zranienia lub kontaktu z patogenem [8,15]. Oprocz tego, aktywnos$é elicytoréw
wykazujg monomery kutyny i powierzchniowe woski [-:].

Charakterystyka receptorow dla pospolitych elicytoréw nie posuneta sie do tej
pory poza okre$lenie masy czasteczkowej biatek wiazacych. Wiazanie elicytorow
do tych biatek zachodzi z charakterystycznym dla wigzania receptorowego duzym
powinowactwem. W niektérych przypadkach, np. dla receptora Pepl3 (aktywny
biologicznie fragment glikoproteiny z Pseudomonas megasperma f sp. glycinea)
w komorkach pietruszki i dla receptora [3-glukanu w komdrkach soi, wykazano
ponadto iloSciowq i strukturalng korelacje miedzy wigzaniem ligandéw do receptora
a stymulacjg reakcji obronnych [12,15,42].

Rozpoznanie rasowo-specyflcznych elicytoréw. Wieksza specyficzno$¢ cechuje
system rozpoznawczy ,komplementarnych genéw” (ang. ,gene-for-gene” recog-
nition system). W tym wypadku wystgpienie HR, a nastepnie SAR, uwarunkowane
jest interakcjg pomiedzy produktami genéw odpornosci (ang. Resistance gene, R)
gospodarza i genow awirulencji (Avr) patogenu. Odporno$¢ (interakcja niekom-
patybilna) wystepuje wtedy, gdy roslina majaca nierecesywny allel genu R wchodzi
w interakcje ze szczepeml/izolatem patogenu majgcym konkretny gen Avr. Gdy
warunek ten nie jest spetniony, tzn. gdy ktérykolwiek allel tej pary gendw jest
recesywny, ma miejsce interakcja kompatybilna, czyli podatno$¢ na rozwdj infekcji.
Gdy dana roslina jest nosicielem wielu gendéw R, choroba rozwija sie zwykle tylko
wowczas, gdy wszystkie odpowiadajgce im geny Avr patogenu sarecesywne [5,13].

I11. WCZESNE ETAPY TRANSDUKCI SYGNALU

Bezposrednim nastepstwem rozpoznania patogenu/elicytora przez komoérke ro-
$linng sa gwattowne reakcje zachodzace gtéwnie na peryferiach komorki i nie wy-
magajgce ekspresji genodw. Sg to depolaryzacja bton, przeptyw jonéw w poprzek
btony (wyptyw K+ i CF, naptyw H+ i Ca2+) oraz wybuch tlenowy. Podtozem
tych procesow sa zmiany aktywnos$ci enzymdw btonowych, takich jak: Ca“+-ATPaza,
H+-ATPaza i oksydaza NADPH, oraz otwarcie kanatéw jonowych. Mniej wiecej
w tym samym czasie wystepujg przejsciowe zmiany ufosforylowania biatek i uwa-
runkowana nimi aktywacja genow [9,26,42,51,54].
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Biatka G. W ostatnim czasie pojawity sie liczne doniesienia wskazujace na
udziat heterotrimerycznych biatek G we wczesnych etapach transdukcji sygnatu
u roslin, takze w odpowiedzi na elicytory. U roslin zidentyfikowano geny kodujace
podjednostki biatek G [63]. W komdrkach pomidora zalezne od potencjatu kanaty
Ca“ otwierane byty zar6wno przez aktywatory biatek G, jak i przez rekombinacyjne
biatko TGal, homologiczne do podjednostki cc biatek G [2]. Wptyw elicytoréw
na aktywacje kanatow Cl- i K+w komérkach swierka imitowat peptydowy aktywator
biatek G - mastoporan. Takze wptyw elicytoréw na transkrypcje genow blokujg
inhibitory, a nasladujg aktywatory biatek G. Stymulowana przez czynniki Nod z
Rhizobium transkrypcja w epidermie korzeni lucerny blokowana byta ponadto przez
antagonistow Ca2+ i fosfolipazy C [2,26,49]. RoSliny tytoniu transformowane genem
aktywatora biatek G - toksyny cholery, wykazywaty zwiekszong odpornos$¢ na in-
fekcje, a w ich tkankach stwierdzono akumulacje duzej ilosci kwasu salicylowego
i konstytutywna ekspresje biatek PR [7]. Mechanizm aktywacji biatek G pod wpty-
wem elicytorow pozostaje zagadka - nie wykryto uroslin receptoréw serpentynowych,
ktore wspotdziatajg z biatkami G u zwierzat i drozdzy.

Nadrodzina matych GTPaz Ras (u zwierzat zaangazowanych w transdukcje syg-
natu z receptorowych kinaz tyrozynowych) ograniczona jest u roslin tylko do jednej
rodziny biatek podobnych Rac, ktéra u A. thaliana obejmuje co najmniej 10 r6znych
genow [44,64]. Rosliny tytoniu transformowane genem rgpl, kodujacym biatko
typu Ras, produkujg nietypowo duzo kwasu salicylowego w odpowiedzi na zranienie,
co zwigzane jest ze zwiekszong syntezg kwasnych biatek PR i duzg odpornosciag
na infekcje [53]. Kinazami receptorowymi sg prawdopodobnie produkty niekt6érych
gendéw R, jednakze, w przeciwieristwie do zwierzecych, zawierajg one domene
kinazy serynowo-treoninowej.

Wapn jako wtérny przekaznik. Waph reguluje wiele funkcji komoérek zwie-
rzecych - w duzym stopniu poprzez wptyw na aktywnos$¢ kinaz biatkowych C
(PKC) oraz kinaz zaleznych od kalmoduliny. U roslin ich role wydaje sie petnic
specyficzna dla roslin rodzina kinaz biatkowych regulowanych bezposrednio przez
Ca“ (ang. Calcium-DependentProteinKinases, CDPKs). Kinazy CDPKs hamowane
sq przez niespecyficzne inhibitory kinaz biatkowych, przez antagonistow kalmo-
duliny, a takze przez inhibitor PKC - kalfostyne C [28,36]. Inhibitory nalezace
do tych kategorii (inhibitory kalmoduliny i staurosporyna) lub usuniecie zewnga-
trzkomorkowego Ca“ przeciwdziatajg wybuchowi tlenowemu w bulwach ziemnia-
kéw [46]. Staurosporyna blokuje réwniez wszystkie znane odpowiedzi komorek
tytoniu na kryptogeine [35]. Inna, regulowang przez Ca2+ i specyficznie roslinng
rodzine kinaz serynowo-treoninowych reprezentuja zidentyfikowane ostatnio u rzod-
kiewnika kinazy regulowane przez biatka wigzace wapri typu kalcyneuryny B (ang:
calcineurin B-like Ca2+ binding protein, CBL). W roslinach CBL podlegajg se-
lektywnej regulacji pod wptywem réznorodnych stresor6w, w tym zranienia [58].
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Wiekszos¢ reakcji odpornosciowych komorek roslinnych uwarunkowanych jest
naptywem Ca2+. O specyficznej aktywacji poszczeg6lnych szlakéw moga decydowaé
réznice parametrow oscylacji wewngtrzkomorkowego poziomu Ca“+ ([Ca~+]c) [16].
Wzrost [Ca2+]c odpowiada za indukuje syntazy [3-1,4-glukanowej, syntetyzujgcej
kaloze. Usuniecie z medium Ca2+ znosito stymulowany przez oligogalaktouroniany
wyptyw K+ 2z hodowanych w zawiesinie komorek tytoniu [15]. Takze transkrypcje
i aktywacje amoniakoliazy fenyloalaninowej, wywotang przez oligogalaktouroniany
w protoplastach marchwi, hamowaty inhibitory kanatéw Ca2+ikalmoduliny. Ponadto
inhibitory kalmoduliny przeciwdziataty depolaryzacji btony i zakwaszeniu cyto-
plazmy [39]. W komdrkach soi elicytory indukujg zalezng od Ca2+ekspresje izoform
kalmoduliny specyficznie zwigzanych z reakcjami odpornosciowymi. Konstytutywna
ekspresja tych izoform w ro$linach tytoniu prowadzita do spontanicznej HR i nie-
zaleznej od kwasu salicylowego ekspresji genow charakterystycznych dla SAR [27].
W efektach tych mogtyby posredniczy¢ kinazy typu CCaMK (ang.: chimeric
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase), ktéra oprécz domeny wigzacej kom-
pleks Ca2+ z kalmoduling, zawiera domene regulowang bezposrednio przez Ca2+
[61].

Reaktywne formy tlenu i azotu. W niektérych uktadach, np. w hodowli komorek
soi lub fasoli, wybuch tlenowy stanowi natychmiastowg odpowiedZ na kontakt z
patogenem, podczas gdy w innych, np. w hodowli komorek rozy, wystepuje
opdznienie, trwajgce minuty, a nawet godziny. Fakt ten ttumaczy sie odmiennymi
mechanizmami tworzenia H.0 2. Sugeruje sie, ze w komorkach rézy H.0: pro-
dukowany jest w nastepstwie aktywacji kompleksu btonowej oksydazy NADPH
(analogicznie jak w leukocytach ssakéw), podczas gdy w komérkach fasoli zrédtem
H.0. sg bezposrednio peroksydazy $ciany komdrkowej [10,11,65]. U roslin wykryto
biatka homologiczne do sktadowych kompleksu oksydazy NADPH ssakéw [67].
Gen rbohA (od ang. respiratory burst oxidase homolog Arabidopsis) koduje biatko
homologiczne do apoproteiny leukocytamej podjednostki gp91phox. W przeciw-
ienstwie do gp91phox, w rbohA wystepuje jednak dodatkowo duza N-kohcowa do-
mena podobna do ludzkiego pierwszego biatka aktywujgcego RanGTPaze i
zawierajgca dwa motywy EF-hand. Istnieje wiec potencjalna mozliwo$¢é bezpo-
$redniej regulacji roslinnej oksydazy przez Ca“+ i biatka G [33]. Ponadto wapn
moze wzmagac natezenie wybuchu tlenowego poprzez zwiekszenie podazy NADPH,
w wyniku aktywacji regulowanej przez kalmoduline kinazy NAD [25].

Wybuch tlenowy w komérkach pomidoréw hamowany byt przez staurosporyne,
antagonistéw kalmoduliny i przez chelator wapnia, natomiast bez wplywu byty
farmakologiczne manipulacje aktywnoscig PKC. Podobnie jak PKC, takze fosfo-
lipaza D jest aktywatorem wybuchu tlenowego w leukocytach, lecz raczej nie w
komorkach roslinnych. Ani cykliczny AMP, ani fosforany inozytoli prawdopodobnie
nie sg zaangazowane w transdukcje sygnatu elicytora glukanowego, natomiast w
inicjacji wybuchu tlenowego w komorkach soi wydajg sie uczestniczyé biatka G
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i fosfolipaza C. Inhibitory fosfolipazy A. hamowaty wybuch tlenowy towarzyszacy
interakcji Cf9/avr9 w komérkach pomidoréw [15,37,55,56,67].

Rodniki tlenowe tworzone w trakcie wybuchu tlenowego - gtéwnie 0 2-, H. 0
i rodnik hydroksylowy (‘OH) - oprocz dziatania mikrobdéjczego, wywotujg kata-
lizowane przez peroksydaze krzyzowe wigzanie glikoprotein HRGPs w $cianie ko-
morkowej. Zwigzane sg rowniez z indukcjg HR i spetniajg role przekaznika,
aktywujgcego w sasiednich komérkach antyoksydacyjne enzymy ochronne, takie
jak S-transferaza glutationowa [18,29,37].

Wybuch tlenowy w trakcie interakcji niekompatybilnej zachodzi zwykle w dwéch
etapach. Inicjacja HR zwykle nastepuje bezposrednio po drugim, masywniejszym
wybuchu, ktéry wydaje sie niezbedny do wystgpienia HR. Inokulacja lisci rzod-
kiewnika awirulentnym Pseudomonas syringae oprécz HR indukuje takze wtdrne
wybuchy tlenowe w grupach komdrek oddalonych tkanek, prowadzace do niskiej
czestotliwosci ogdélnoustrojowych mikro-HR. Zaréwno pierwotny wybuch tlenowy,
jak i wtoérne mikro-wybuchy okazaty sie takze konieczne do indukcji SAR [1,3].
Podobnie, wywotana przez zranienie produkcja H.0:. zachodzi zardwno lokalnie,
jak i w oddalonych lisciach. Mediatorami prowadzacymi do produkcji H-,0. pod
wplywem zranienia wydajg sie by¢ kolejno: systemina, kwas jasmonowy i oligo-
galaktouroniany [45].

Badania na mutantach hrmA P. syringae pv syringae, ktore pomimo stymulowania
normalnej, dwufazowej produkcji rodnikéw tlenowych, nie wywotujg HR na lisciach
tytoniu ani tez obumierania komoérek hodowanych w zawiesinie, podwazajg jednak
gtowna role H: 0 w indukcji HR [24]. W przeciwienstwie do komdrek pietruszki,
wybuch tlenowy nie jest rowniez konieczny do zainicjowania produkcji fitoaleksyn
w komérkach soi, tytoniu i rzodkiewnika [18,38,55].

Tlenek azotu, stymulujacy apoptoze w komorkach ssakdéw, prawdopodobnie
wspo6tuczestniczy w indukcji HR w komorkach roslinnych. W komérkach soi sy-
nergistyczne dziatanie NO i H,0-> jest niezbedne i wystarczajgce do aktywacji
gendéw obronnych i indukcji HR. Tlenek azotu wigzany jest tez z indukcjg ekspresji
amoniakoliazy fenyloalaninowej i biatek PR w komérkach tytoniu zainfekowanych
TMV. Tak jak w organizmach zwierzat, w aktywacji genéw pod wptywem NO
mogtyby posredniczyé cGMP i cykliczna ADP-ryboza [17,20,55]. Chociaz stwier-
dzono uroslin zalezng od Ca2+aktywno$¢ enzymatyczna syntazy NO, to nie ustalono
jeszcze ostatecznie zrodta i mechanizmu indukujacego produkcje NO w roslinach
[11,50].
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DETEKCJA | TRANSDUKCJA SYGNALU
W REAKCJACH ODPORNOSCIOWYCH ROSLIN.
II. AKTYWACJA TRANSKRYPCJI GENOW

SIGNAL DETECTION AND TRANSDUCTION
INVOLVED IN PLANT DISEASE RESISTANCE.
Il. DEFENSE GENE ACTIVATION

Szczepan JOZEFOWSKI

Zaktad Fizjologii i Biologii Rozwoju Roslin, Instytut Biologii Molekularnej UJ,
Krakéw

Streszczenie: Zjawiskami charakterystycznymi dla odpornosci roslin sg tzw. reakcja nadwrazliwosci
(ang. Hypersensitive Response, HR), prowadzaca do samobdjczej Smierci komérek kontaktujacych sie
z patogenem, oraz rozwijajaca sie czesto w jej nastepstwie systemowa odpornosé nabyta (ang. Systemie
Acquired Resistance, SAR). Zaréwno wystgpienie HR, jak i rozwéj SAR uwarunkowane sg aktywacja
transkrypcji genéw. Szlaki tgczace receptory z ekspresja gendw sa przedmiotem drugiej czesci artykutu.
Miedzy innymi, omdwiono strukture i funkcje produktéw gendéw R, zapewniajgcych roslinom specyfi-
czng odpornos¢ na niektdre szczepy patogenow.

{Postepy Biologii Komoérki 2000; 27: 623-631)

Stowa kluczowe: reakcje odpornosciowe, rosliny, transdukcja sygnatu, kinazy MAP, SAR, HR

Summary: Both the localized, programmed host cell death, so-called hypersensitive response (HR), and
the subsequent development of long-lasting, broad-spectrum resistance throughout the plant known as
systemic acquired resistance (SAR) - the phenomena characteristic of plant defense response - depend
on new gene expression. The second part of this review concerns signal transduction pathways that link
specific receptors with defense gene activation. Among others, the structure and functions of disease
resistance (R) gene products, which confer on plants an ability to resist infection by pathogens expressing
specific corresponding avirulence (Avr) genes, are discussed.

{Advances in Cell Biology 2000; 27: 623-631)

Key words: defence responses, plants, signal transduction, MAP kinases, SAR, HR
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I. KASKADY KINAZ BIALKOWYCH

W komérkach zwierzat i drozdzy kaskady kinaz biatkowych aktywowanych przez
mitogeny (ang. Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPK) tworzg gtéwne szlaki
taczace receptory btonowe z ekspresja genéw. Kinazy MAP posrednicza w dziataniu
receptorow serpentynowych (z siedmioma domenami transbtonowymi), recepto-
rowych kinaz tyrozynowych oraz zakotwiczonych w btonie kinaz histydynowych.
Kinazy kinaz MAPK (MEKK, Raf, STE11) - pierwszy element kaskady - wchodzg
w interakcje z matymi GTP-azami Ras, biatkami 14-3-3, kinazami typu NIK (NIK,
Ste20, PAK) i regulatorami odpowiedzi dwustopniowego uktadu regulacyjnego
[11,21,32] (rys. 1). U roslin zidentyfikowano liczne geny homologiczne do kinaz
MAP [19], a w jednej z prac wykazano ponadto interakcje pomiedzy kolejnymi
sktadnikami kaskady [12]. Ciagle jednak nie zidentyfikowano ogniw taczacych re-
ceptory z kinazami MAP, a w wielu przypadkach nie udato sie dotychczas okresli¢
nawet typu receptora odpowiedzialnego za ich aktywacje.

Uwarunkowana naptywem Ca"+ i fosforylacjg biatek aktywacja kinazy zasa-
dowego biatka mieliny (substrat kinaz MAP) w komdrkach tytoniu traktowanych
elicytorem uzyskanym z Phytophthora infestans hamowana jest przez te same in-
hibitory co ekspresja genéw [29]. P6Zzniejsze badania na tym samym gatunku wy-
kazaty, ze w odpowiedzi na szereg elicytorow, a takze zranienie, w ciggu kilku
minut aktywowana jest kinaza SIP (od ang. SA-Induced Protein), by¢ moze tozsama
z opisang poprzednio kinazg zasadowego biatka mieliny. Aktywacja SIPK zachodzi
rownolegle do alkalizacji medium i ekspresji genu amoniakoliazy fenyloalaninowej
(PAL) lub nieznacznie je poprzedza, za$ jej zablokowanie hamuje oba wydarzenia.
W komérkach traktowanych elicytyna nastepuje takze pézniejsza aktywacja dwéch
innych kinaz, o masach 44 i 40 kDa. Zdolno$¢ do ich aktywacji korelowata ze
zdolno$cig danego typu elicytora do wywotywania reakcji nadwrazliwosci (HR).
Kinaza SIP wydaje sie wiec uczestniczy¢ w indukcji wczesnych reakcji odporno-
sciowych (alkalizacja medium, ekspresja genu amoniakoliazy fenyloalaninowej),
podczas gdy kinazy 44 i 40 kDa moga posredniczy¢ w HR [34].

W ciggu zaledwie minuty od momentu zranienia nastepuje w tytoniu ogélnou-
strojowa aktywacja transkrypcyjna kinazy WIP (od ang. Wound-Induced Protein).
Kinaza WIP wykazuje znacznghomologie sekwencji do szczurzej ERK2 [28]. Kinazy
SIP i WIP reprezentujg dwie odrebne podgrupy ros$linnych MAPK. Biatka typu
SIPK maja dodatkowg N-korncowa sekwencje i w przeciwienstwie do kinaz podgrupy
WIPK nie sg indukowane przez bodzce na poziomie mRNA [34]. Aktywacja SIPK,
ale nie WIPK, nastepuje pod wptywem kwasu salicylowego i tlenku azotu, dzia-
tajacego za posrednictwem kwasu salicylowego. Kwas jasmonowy ietylen nie akty-
wujg zadnej z tych kinaz [16]. Zidentyfikowano tez kinaze kinaz MAP - SIPKK
(SIPK kinase) wchodzgcg w interakcje z SIPK, ale nie z WIPK [20].
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Dwucz¥onowy uk#tad Receptory
TRANSDUKCJI SYGNALU SERPENTYNOWE
Receptory
ZDOMENA TI
Receptorowe kinazy
dodekanoid

eikozanoidy

Czynniki transkrypcyjne

RYSUNEK 1. Szlaki transdukcji sygnatu angazujace kaskady kinaz MAP w komdrkach Eukaryotci.
Kinazy MAP aktywowana sg przez receptory serpentynowe (np. biatka STE2 i STE3 drozdzy), recepto-
rowe kinazy tyrozynowe (np. receptory EGF i PDGF), regulatory odpowiedzi dwustopniowego ukfadu
transdukcji sygnatu (Ssklp z drozdzy, ETR1 z A. thaliana) i receptory z domena TIR. Aktywacja MAPK
nastepuje pod wptywem podwojnej fosforylacji sasiadujacych Tyr i Thr, ktérej dokonuja kinazy kinaz
MAP (MAPKK). Wcze$niej MAPKK aktywowane sg w nastepstwie fosforylacji Ser lub Thr, katalizo-
wanej przez kinazy MAPKK (MAPKKK): AP - biatka adaptorowe (ang. adaptor protein), zawierajace
domeny SH2 i SH3 (u ssakéw: Grb-2, Nck, podjednostka p85 3-kinazy fosfatydyloinozytoli, TRAF),
GEF - czynnik wymiany GTP-GDP (np. Ost, Dbl), IL-IAcP - IL-1 receptor Accessory Protein, LO -
lipoksygenaza, N IK-Nck-InteractingKinase, ?A K -p21-Activated Kinase, Ras - mate biatka G z rodzin
Ras i Rho nadrodziny Ras, litery oznaczajg reszty aminokwasowe: D - kwasu asparaginowego, H -
histydyny, S - seryny, T - treoniny, Y - tyrozyny
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Raptowna, post-translacyjna aktywacja kinaz zasadowego biatka mieliny o ma-
sach 46 i 48 kD w komérkach tytoniu pod wptywem Avr9 zalezata od naptywu
Ca2+ i fosforylacji biatek. Zadna z tych kinaz nie byta zwigzana ze stymulowang
przez Avr9 produkcja reaktywnych form tlenu. Kinazy 46 i 48 kDa zidentyfikowano
immunochemicznie jako, odpowiednio, WIPK i SIPK. Szlaki transdukcji sygnatu
generowanego w nastepstwie interakcji R-Avr wydaja sie wiec krzyzowac¢ na po-
ziomie kinaz MAP ze szlakami aktywowanymi przez niespecyficzne elicytory, a
nawet przez bodZce abiotyczne, takie jak zranienie [23]. W roS$linach tytoniu, w
ktorych specyficzne zablokowano transkrypcje WIPK, zranienie nietypowo wy-
wotywato akumulacje kwasu salicylowego i transkrypcje kwasnych biatek PR. Od-
wrotnie, poziom jasmoniandw byt Kilkukrotnie wyzszy w roslinach transgenicznych
z konstytutywnie aktywowang WIPK [28]. W komérkach ssakéw aktywno$¢ fo-
sfolipazy A2, katalizujacej etap ograniczajacy szybkos¢ syntezy eikozanoidéw, zna-
cznie wzrasta w nastepstwie fosforylacji przez kinazy MAP. Analogicznie, WIPK
mogtaby stymulowaé synteze jasmoniandéw fosforylujgc i aktywujac roslinng fo-
sfolipaze A. (rys. :.).

1. CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Ekspresjagendéw zwigzanych zodpornos$cig znajduje sie pod bezposrednia kontrolg
czynnikéw trankrypcyjnych, sposrod ktérych czes¢ jest specyficzna dla roslin (np.
biatka EREBP i WRKY), podczas gdy inne majg swoje odpowiedniki u zwierzat
(biatka typu bZIP i MYB) [24]. Opisany u soi czynnik transkrypcyjny typu bZIP
(basie leucine zipper), G/HBF-1, wigze sie do sasiadujacych cis elementéw typu
G-box i H-box w promotorze genu syntazy chalkonowej. Fosforylacja G/HBF-1
wydaje sie stanowié koncowy etap szlaku transdukcji sygnatu aktywujgcego wczesne,
zalezne od transkrypcji odpowiedzi obronne [7].

W rzodkiewniku indukcja ekspresji PR-J przez kwas salicylowy wymaga przy-
tagczenia do regionu promotorowego biatka z rodziny TGA, reprezentujgcego klase
bZIP czynnikow transkrypcyjnych. Biatko NIM1/NPR1 wigze sie zar6wno z re-
gionem promotorowym PR-1,jak i z niektorymi przedstawicielami rodziny TGA,
a interakcja ta wzmaga wigzanie TGA do promotora genu PR-1 [5]. U mutantéw
nprl, mutacja biatka SN 11przywraca zdolno$¢ do indukcji ekspresji PR, co sugeruje,
ze niezmutowane biatko SNI1 jest negatywnym regulatorem transkrypcji. Indukcja
ekspresji biatek PR przez kwas salicylowy moze wiec angazowaé dwa odrebne
szlaki: prowadzacy do inaktywacji SNI1 za posrednictwem NPR1 i do aktywacji
pozytywnego czynnika regulacyjnego (prawdopodobnie TGA) - przez NPR1 ufa-
twianego [18].
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I1l. STRUKTURA | FUNKCJE BIALEK R

Interpretacje molekularng genetycznego zjawiska wspotzaleznosci komplemen-
tarnych genow magtby stanowi¢ model receptor-ligand, w ktérym produkt genu
R jest receptorem, a produkt genu Avr ligandem. Stwierdzono na przyktad korelacje
miedzy powinowactwem réznych mutantéw AVR9 do miejsc wigzacych w btonach
komoérkowych, a ich zdolnoscig do wywotywania HR [15]. Do tej pory bezposrednia
interakcje R-Avr wykazano jednak tylko wjednym przypadku (Pto-AvrPto). Produkty
niektérych genow Avr (np. AvrPto) sg prawdopodobnie dostarczane przez patogeny
bezposrednio do wnetrza komérki roslinnej i dopiero na terenie cytoplazmy wchodza
w interakcje z biatkami R [31]. Struktura biatek z rodziny AvrBs3 sugeruje mozliwos¢
ich bezposredniego wptywu na transkrypcje [37].

Na podstawie struktury wyro6znia sie pie¢ klas biatek (genéw) R (tab.l). Biatka
te zawierajg zwykle w C-koricowej czeSci powtdrzenia bogate w leucyne (ang.
Leucine-Rich Repeats, LRR), sekwencje wigzania nukleotydéw (NBS), natomiast
N-koricowy region zawiera motywy suwaka leucynowego (LZ), domene seryno-
wo-treoninowej kinazy biatkowej albo domene TIR. Typowa dla LRR funkcjg jest
posredniczenie w interakcjach biatko-biatko lub wigzanie ligandéw [2,14]. Suge-
rowano na przyktad, ze C-koncowy region w Cf-2, wykazujacy znaczng homologie
do Cf-9, mégtby by¢ w obu biatkach odpowiedzialny za transdukcje sygnatu, podczas
gdy zmienne, N-koricowe LRR uczestniczytyby w specyficznym wigzaniu elicytoréw
[ ]. Sekwencje wigzania nukleotydow wystepuja w ATPazach, biatkach G i w
czynnikach elongacyjnych [26].

Biatka kodowane przez geny typow Pto i Cf mogtyby tgcznie tworzy¢ dwue-
lementowy system receptorowy, ekwiwalentny transbtonowej kinazie Xa2l z czwar-
tej klasy biatek R (tab. 1). Dla funkcji Pto niezbedny jest produkt genu Prf, podczas
gdy inna kinaza serynowo-treoninowa- Pti 1, jest przez Pto fosfory lowana w procesie
prowadzacym do HR. Udowodniono bezposrednie wigzanie avrPto do subdomeny
katalitycznej Pto. Sama nadekspresja Pto wystarcza do wywotania w pomidorach
reakcji odpornosciowych charakterystycznych dla interakcji Pto-AvrPto: mikrosko-
powych ognisk martwicy komorek, akumulacji kwasu salicylowego, zwiekszonej
ekspresji genow, odktadania kalozy i lignifikacji, w potaczeniu ze zwiekszeniem
odporno$ci na infekcje [10,30,35]. Takze biatka kodowane przez geny Pti4/5/6,
majace cechy typowe dla czynnikéw transkrypcyjnych, wchodzg w fizyczng in-
terakcje z Pto. Biatka PTI4/5/6 sa homologiczne do biatek z rodziny EREBP (od
ang. Ethylene-Responsive Element-Binding Proteins) i tak jak biatka EREBP wigzg
sie specyficznie do miejsc promotorowych gendw PR. Ekspresja genéw PR i EREBP
ulega specyficznemu nasileniu pod wptywem interakcji Pto-AvrPto [36].

Biatka nalezace do pierwszej klasy biatek R, takie jak biatko N z tytoniu, L.
z Inu oraz Rppl i Rpp5 1z rzodkiewnika, zawierajg domene TIR {Toll, IL-J, re-
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TABELA 1 Klasyfikacja genéw R

Kla- Charakterystyka Struktura Przyktad Komplementarny gen Avr

sa

1 Biatka cytoplazmatyczne LZ-NBS-LRR RPS2 (A) AvrRpt2 (Pseudomonassyringae)
zawierajace LRR i NBS LZ-NBS-LRR Prf (P) AvrPto (P. syringae pv. tomato)

TIR-NBS-LRR RPP5 (A) Noco2 (Peronospora parasitica)

] Pto wykazuje homologie kinazaS/T Pto (P) AvrPto (P. syringae pv. tomato)
do kinaz Raf, IRAKi Pelle

Il Receptor btonowy z duzg LRR-TM Cf-9 (P) Avr9 (Cladosporitim fulvum)
domeng zewnetrzna, zbu- Cf-2 (P) Avr2 (Cladosporium fulvum)
dowang gtéwnie z LRR

IV Transbtonowy receptor: LRR-TM- Xa2l I(Xanthomonas ozyrae)
domena zewnetrzna kinazaS/T (ryz)

z LRR i wewnatrzkomor-
kowa domena kinazowa

\Y Inaktywuje toksyne Reduktaza HM1 zaden (Cochliobolus carbonum)
patogenu (kukurydza)

A - Arabidopsis, P - pomidor, TIR - region o homologii do Toll-IL-IR, LZ - sekwencje suwaka
leucynowego (leucine zipper), kinazaS/T - domena kinazy serynowo-treoninowej, TM - a -helikalna
domena transbtonowa, LRR - powtérzenia bogate w leucyne (leucine-rich repeats), NBS - sekwencje
wigzania nukleotydéw (nucleotide binding sequences).

sistance), wystepujgcg ponadto w receptorze interleukiny 1 (IL-1R) i w receptorze
Toll, odpowiedzialnym za aktywacje morfogenu dorsal w zarodkach Drosophila.
Domeny kinazowe Pto i Xa2l #gczy z kolei homologia z kinazami IRAK (ucze-
stniczacymi w transdukcji sygnatu z IL-1R) iz produktem Pelle (wspétdziatajagcym
z Toll) [2,4,22].

Kinazy IRAK (ang. IL-1 Receptor-Associated Kinases) posredniczg we wptywie
IL-1R na indukcje API (Jun/Fos) oraz na aktywacje kinaz MAP i czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB. Dimeryczne czynniki transkrypcyjne z domenami Rei, do kt6-
rych oprécz NF-kB nalezg tez Dorsal i Dif z Drosophila, zatrzymywane sg w
cytoplazmie dzieki potaczeniu z inhibitorami zawierajagcymi powtorzenia ankyry-
nowe (I-kB, Cactus, Relish) [21]. Okazato sig, ze gen NIM1/NPR1 z A thaliana
koduje biatko zawierajgce powtdrzenia ankyrynowe, homologiczne do tych wy-
stepujacych w I-kB i Cactus. Produkt tego genu okazat sie niezbedny do aktywacji
lokalnych mechanizméw obronnych i do rozwoju SAR, a mutacje nprl i nimi
blokuja dziatanie kwasu salicylowego w tym zakresie [25].

W procesie aktywacji NF-kB, fosforylowany i sprzezony z ubikwityng I-kB
podlega proteolizie w proteosomach [27]. W tytoniu ekspresja genu tcl7, kodujacego
podjednostke : proteosomoéw, ulega nasileniu pod wptywem elicytyn, kwasu sali-
cylowego lub H.0 2. Zahamowanie transkrypcji tc!7 u roslin nahG skorelowane
byto z niezdolnoscig do indukcji SAR, co sugeruje udziat proteosoméw w tym
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procesie [s]. Takze stymulowany przez induktory SAR rozw0j kompetencji do
produkcji H. 0. w komorkach ogérka hamujg specyficzne inhibitory proteosomoéw.
Inhibitory tego typu przeciwdziatajg takze ekspresji chitynazy w komoérkach ogérka
i gendw indukowanych przez zranienie w roslinach tytoniu [3,13].

W komdrkach rzodkiewnika rodzaj N-koricowej domeny biatek R z pierwszej
klasy determinuje typ transdukcji inicjowanego przez nie sygnatu. Funkcja biatek
R z domeng TIR, ale nie tych zawierajgcych LZ, uwarunkowana jest obecnoscig
produktu genu EDSI, zawierajgcego domene homologiczng do domeny katalitycznej
lipaz. W transdukcji sygnatu z biatek R, EDSI prawdopodobnie funkcjonuje pro-
ksymalnie w stosunku do kwasu salicylowego. Odwrotnie, mutacja genu NDRJ,
ktéry koduje mate biatko z dwiema domenami transbtonowymi, znosi odpornos¢
zalezng od genéw R typu LZ-NBS-LRR, ale nie tych z domeng TIR (tab. 1)[1,9].

Ostatnio wykazano, ze zarodkowy szlak regulacyjny Drosophila zwigzany z Toll,
w dorostym zyciu owada warunkuje synteze peptydéw grzybobojczych [17], a w
leukocytach ssakéw receptor podobny do Toll: TLR2 (Toll-like receptor2) odpowiada
za transbtonowg transdukcje sygnatu dostarczanego przez lipopolisacharydy $cian
bakterii Gram-ujemnych [33]. Tak wiec mechanizmy obronne wszystkich wyzszych
Eukaryota angazujg homologiczne szlaki regulacyjne.
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Streszczenie: Kwas abscysynowy (ABA) uczestniczy w wielu procesach rozwojowych cyklu zyciowego
roslin oraz w ich adaptacji do warunkéw stresowych srodowiska. Doskonatym uktadem modelowym do
badania percepcji i transdukcji sygnatu ABA sg komorki szparkowe. Odpowiedzi komorek szparkowych
na ABA sugeruja, ze percepcja ABA moze zachodzi¢ zaréwno w plazmolemie, jak i w cytoplazmie,
jednak biatka receptorowe nie zostaty dotychczas poznane. W ostatnich latach nastgpit znaczny postep
w identyfikacji elementéw szlakéw sygnatowych ABA. W komérkach szparkowych sg nimi: Ca~+,
cytozolowe pH, inozytolo-l,4,5-trisfosforan, cykliczna ADP-ryboza oraz fosforylacja biatek. Wysele-
kcjonowanie niewrazliwych na ABA mutantéw kukurydzy i Arabidopsis thaliana umozliwito poznanie
niektérych sktadnikéw w szlaku sygnatowym odpowiedzialnym za rozwdj nasion. W genach induko-
wanych przez ABA zidentyfikowano konserwowany motyw sekwencji promotorowej bedacy elementem
odpowiedzi na ABA - ABA-response element (ABRE) funkcjonujacy jako element cis w regulacji
transkrypcji. Sklonowano regulatorowe biatka jadrowe specyficznie taczace sie z ABRE. Wigkszo$¢ z
nich to czynniki transkrypcyjne z rodziny bZIP.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 633-656)

Stowa kluczowe: kwas abscysynowy (ABA), receptor, transdukcja sygnatu, ekspresja genéw, komérki
szparkowe

Summary: Abscisic acid (ABA) is involved in many developmental processes throughout the life cycle
of plants, as well as in plant adaptation to environmental stresses. Guard cells are an excellent system for
the studying of ABA perception and signal transduction. Studies of the stomatal responses to ABA have
provided evidence for both the plasma membrane and in cytoplasm ABA perception sites. However, the
receptor proteins have not been identified as yet. Lately, significant progress has been made in the
identification of some elements of the ABA signaling pathway in guard cells. So far, Ca_+, cytosolic pH,
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1,4,5-inositol triphosphate, cyclic ADP-ribose and protein phosphorylation have been identified. Genetic
studies on ABA-insensitive mutants in maize and Arabidopsis thaliana have also led to identification of
several components involved in the signaling pathway responsible for regulating of seed development.
A m-acting ABA response element (ABRE) was identified as the promoter sequence motif conserved
between several AB A-induced genes. The corresponding nuclear regulator proteins that specifically bind
to the ABRE have been cloned. Most of them belong to the bZIP protein family of transcription factors.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 633-656)

Key words: abscisic acid (ABA), receptor, signal transduction, gene expression, guard cells

WSTEP

Kwas abscysynowy (ABA) zidentyfikowany w latach sze$¢dziesigtych jako sub-
stancja hamujgca wzrost jest jednym z pieciu klasycznych fitohormondw uczest-
niczacych w regulacji wzrostu i rozwoju roslin wyzszych. Swoje funkcje biologiczne
spetnia kontrolujgc rozwoj i kietkowanie nasion oraz posredniczac w adaptacji roslin
do warunkéw $rodowiskowych [27,43,68]. W nasionach ABA reguluje akumulacje
biatek zapasowych i lipidow, indukuje stan spoczynkowy nasion i zapobiega ich
przedwczesnemu dojrzewaniu, a w tkankach wegetatywnych uczestniczy w regulacji
proceséw zwigzanych z odpowiedzig roslin na abiotyczne czynniki stresowe, takie
jak: susza, zasolenie czy niska temperatura. Biosynteza i metabolizm kwasu abs-
cysynowego oraz jego efekty fizjologiczne sg stosunkowo dobrze poznane, natomiast
pierwotny mechanizm dziatania ABA nie jest wyjasniony i stanowi przedmiot in-
tensywnych badan. W ostatniej dekadzie dokonano znacznego postepu, szczegélnie
w zakresie identyfikacji poszczego6lnych elementéw szlaku sygnatowego ABA. Omoé-
wienie wynikow tych badan mozna znalez¢ w wielu pracach o charakterze prze-
gladowym [16,25,27,31,47,58,62,69]. W polskim piSmiennictwie, w nielicznych
publikacjach na temat molekularnych mechanizméw dziatania hormonéw roslinnych
stosunkowo mato uwagi poswieca sie ABA [6,54,59]. Prezentowana praca, kolejna
w cyklu poswieconym temu zagadnieniu [48,49,94], stanowi przeglad kluczowych
dokonan w zakresie poznania percepcji i transdukcji sygnatu kwasu abscysynowego.

BIALKA WIAZACE A RECEPTORY ABA

ABA wywotuje w komérkach roslinnych dwa rodzaje odpowiedzi: szybkie zmiany
w przepuszczalnosci bton komoérkowych zwigzane z aktywnoscig kanatéw jonowych,
charakterystyczne dla regulacji ruchdw szparek [13,65] oraz odpowiedzi odlegte
w czasie, zwigzane ze zmiang ekspresji gendw na poziomie transkrypcji [15,68].
Obydwa rodzaje odpowiedzi hormonalnej sg inicjowane wigzaniem kwasu abs-
cysynowego przez receptory. ldentyfikacja biatka receptorowego dla ABA nie jest
tatwa, podobnie jak w przypadku innych fitohormondéw. Zréznicowane odpowiedzi
na hormon sg selektywnie indukowane przez rézne formy izomeryczne kwasu abs-
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RYSUNEK 1. Formy izomeryczne ABA

cysynowego (rys. 1). Szybkie zmiany w przepuszczalnosci bton plazmatycznych
sg odpowiedzig gtdwnie na naturalnie wystepujacy enancjomer (+)-ABA, natomiast
efekty zwigzane z modyfikacja ekspresji genéw, np. hamowanie kietkowania nasion
czy gromadzenie substancji zapasowych w nasionach, mogg by¢ wywotywane w
jednakowym stopniu przez (+)-ABA i syntetyczny (-)-ABA [25]. Poszukiwania
biatek wigzgcych ABA sg utrudnione takze z innego wzgledu. Kwas abscysynowy,
podobnie jak kwas indolilo-3-octowy (IAA) i gibereliny (GA), jest stabym kwasem
(pPK = 4,7) i w pH, ktore sprzyja cofaniu dysocjacji grupy karboksylowej wystepuje
w formie elektrycznie obojetnej (ABAH) zdolnej do przenikania przez plazmoleme.
Sugeruje to mozliwo$¢ wystepowania zardbwno receptoréw btonowych, jak i re-
ceptoréw zlokalizowanych wewnatrz komaérki.

Do badania lokalizacji miejsc(a) wigzania ABA i transdukcji sygnatu hormo-
nalnego wykorzystuje sie powszechnie dwa uktady modelowe: aparaty szparkowe,
najczesciej z lisci bobu (Viciafaba) i komeliny (Commelina commuais) oraz komarki
aleuronowe ziaren zb6z. Pierwsze wyniki badan sugerowaty zewngtrzkomorkowa
lokalizacje miejsc wigzacych, poniewaz stwierdzono wysyceniowy charakter wig-
zania ABA do frakcji bton plazmatycznych izolowanych z lisci V. faba [37].
Rezultaty dalszych poszukiwan potwierdzity wigzanie ABA do zewnetrznej po-
wierzchni btony komérkowej [34,38], jednak biatek wigzacych hormon, jak dotad,
nie udato sie zidentyfikowac.

W ostatnich latach uzyskano nowe dane sugerujace, ze ABA moze by¢ wigzany
przez receptory wewngtrzkomérkowe. Allan i wsp. [2] obserwowali zamykanie
aparatow szparkowych w do$wiadczeniach, w ktdrych metoda mikroiniekcji wpro-
wadzano bezposrednio do cytoplazmy pojedynczych komorek szparkowych foto-
labilng pochodng estrowg ABA, 1-(2-nitro) fenyloetylo-ABA (2-NPE-ABA).
Fotolityczne uwolnienie ABA pod wptywem promieniowania UV indukowato za-
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mykanie aparatéw szparkowych. Obserwacje te potwierdzili Schwartz i wsp. [82],
natomiast Anderson i wsp. [4] wykazali, ze w zastosowanych przez nich warunkach
doswiadczalnych obecno$é kwasu abscysynowego w cytoplazmie komorek szpar-
kowych nie jest wystarczajgca do hamowania otwierania szparek C. communis.
ABA w stezeniu 50-200 p.M, podany bezposrednio do cytoplazmy komoérek za-
mknietych aparatéw szparkowych nie zapobiegat ich otwieraniu w odpowiedzi na
Swiatto. W rownolegtym doswiadczeniu skrawki epidermy z zamknietymi aparatami
szparkowymi byty inkubowane w tych samych warunkach naswietlania, ale z do-
datkiem 10 p.M ABA w pH 8,0, ktére nie sprzyja przenikaniu hormonu przez
plazmoleme. Autorzy nie obserwowali otwierania aparatow szparkowych, co ich
zdaniem stawia pod znakiem zapytania mozliwo$¢ wigzania ABA w cytoplazmie,
a tym samym wskazuje na obecno$¢ receptora (?) w bionie cytoplazmatycznej.
Jak pogodzi¢ ze sobg tak sprzeczne rezultaty? Czy moga one wynika¢ z réznorodnosci
materiatu roslinnego wykorzystywanego w badaniach (V.fabci i C. communis) lub
stosowanych metod i warunkéw doswiadczen? Niewykluczone, ze odmienne wyniki
odzwierciedlajg réznorodnosé odpowiedzi komorek szparkowych na ABA. Kwas
abscysynowy moze bowiem wptywac na transportjonéw w tych komérkach poprzez:
hamowanie kanatéw transportujagcych K+ do komdérki, aktywacje kanatdéw trans-
portujgcych K+ z komdrki, otwieranie kanatdéw wapniowych, a takze depolaryzacje
btony [12]. Ponadto, nalezy pamietac, ze indukcja zamykania i hamowanie otwierania
aparatéw szparkowych sg odrebnymi procesami [:.] i nie mozna wykluczy¢, ze
kazdy z nich jest inicjowany zwiazaniem hormonu w innym przedziale komorkowym.

Jednoznacznych rozstrzygnie¢ odnosnie lokalizacji miejsc(a) wigzania ABA nie
przyniosty takze badania mechanizmu percepcji hormonu w komdrkach aleuro-
nowych ziarniakow zh6z [9,62]. Rezultaty doSwiadczen, w ktérych obserwowano
wptyw ABA na ekspresje niektorych genéw w protoplastach komérek aleuronowych
jeczmienia, wskazujg, ze podobnie jak w komérkach szparkowych mozliwe jest
wystepowanie odrebnych miejsc wigzania ABA w plazmolemie icytoplazmie, zwig-
zane z indukowaniem rdznych odpowiedzi na hormon [23].

Ostatnio pojawity sie doniesienia dotyczgce percepcji ABA w nie badanych
do tej pory gatunkach roslin. W kulturach komoérkowych rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana) obserwowano dwa fizjologiczne efekty wywotane przez ABA: wczesng
odpowiedz w postaci depolaryzacji btony komdrkowej, po ktérej nastepowat wyptyw
K+ z cytoplazmy oraz opdzniong w czasie akumulacje transkrytpu genu Rabl8,
specyficznie indukowanego w roslinach poddanych dziataniu niskiej temperatury
lub stresowi wodnemu [40]. Obydwie odpowiedzi nastepowaty po inkubacji komdrek
w Srodowisku zawierajgcym nie przenikajacy przez plazmoleme koniugat AB A-BS A,
cO sugeruje, ze miejsce wigzania ABA jest zlokalizowane w btonie komérkowej.
Biatkowa natura tego miejsca zostata potwierdzona we wczesniejszych ekspery-
mentach tych samych autoréw. Kolejne doSwiadczenia dostarczajgjednak dowoddéw
na wewnatrzkomérkowe wigzanie ABA, bowiem stosujac . H-ABA zidentyfikowano
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specyficzne miejsca wigzania hormonu w mikrosomach z komérek mezokarpu owo-
cow winogron [92]. Typowe analizy biochemiczne wykazaty, ze wigzanie s H-ABA
ma charakter wysyceniowy, jest specyficzne i zachodzi z wysokim powinowactwem.
Traktowanie frakcji mikrosomalnej trypsyng powodowato stopniowe obnizanie zdol-
nosci wiazania ABA az do calkowitej utraty, potwierdzajac biatkowy charakter
miejsc(a) wiazacych. W obecnosci ditiotreitolu wigzanie ABA byto hamowane w
90%, co sugeruje, ze konformacja biatka wiazagcego warunkuje jego funkcjonalna
aktywnos$¢. Wydaje sie, ze w tym przypadku biatko wigzagce hormon w duzym
stopniu spetnia wymogi stawiane receptorom, jednak w doswiadczeniach tych nie
badano efektéw fizjologicznych wywotanych wigzaniem hormonu.

UDZIAL ABA W FUNKCJONOWANIU APARATOW
SZPARKOWYCH

Aparaty szparkowe stanowig wygodny i atrakcyjny uktad modelowy do badania
mechanizmow regulacyjnych, poniewaz odpowiadajg na wiele réznorodnych syg-
natow, takich jak: Swiatto, stezenie C07, wilgotno$¢ czy fitohormony [45]. Udziat
kwasu abscysynowego w odpowiedziach roslin na srodowiskowe czynniki stresowe
jest najlepiej poznany w warunkach suszy, podczas ktérej ABA jest szybko syn-
tetyzowany i gromadzony w tkankach lisci. Podwyzszony poziom hormonu indukuje
zamykanie szparek, co pozwala ograniczy¢ utrate wody w procesie transpiracji.
Zamykanie szparek jest wynikiem obnizenia poziomu sktadnikéw osmotycznie czyn-
nych na skutek wyptywu z komorek szparkowych jondw K+, CU i skiadnikéw
organicznych oraz zwigzanego z tym spadku turgoru tych komérek [13]. Precyzyjne
mechanizmy regulacji i integracji transportu btonowego wcigz nie sg szczegétowo
poznane, ale wiadomo, ze w przeptywie jondw w obu kierunkach posredniczg kanaty
jonowe, ktérych aktywnosc¢ jest regulowana przez ABA [12,90]. Badania elektrofi-
zjologiczne prowadzone w catych komorkach szparkowych lub metodgpatch-clamp
na fragmentach plazmolemy i tonoplastu umozliwity identyfikacje wystepujgcych
w nich kanatéw jonowych [90]. Doswiadczenia, w ktérych mierzono przeptyw
jonéw w izolowanych komérkach szparkowych oraz stosowano inhibitory kanatow
anionowych, sugeruja, ze kluczowym mechanizmem regulujgcym funkcjonowanie
aparatow szparkowych jest hormonalna aktywacja wolnych kanatéw anionowych
(typ S - ang. slow) [81]. Otwieranie kanatéw typu S i wyptyw anionéw z cytoplazmy
komérek szparkowych wywotuje przedtuzong w czasie (kilkuminutowa) depola-
ryzacje btony cytoplazmatycznej, ktérej nastepstwem jest aktywacja kanatéw po-
tasowych transportujgcych K+ na zewnatrz komérki. Wyptyw anionéw i jonéw
potasowych powoduje spadek turgoru i objetosci komorek szparkowych, a w kon-
sekwencji zamykanie aparatéw szparkowych (rys. .).
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RYSUNEK 2. Uproszczona sekwencja zdarzeh wystepujacych w blonie cytoplazmatycznej komorek
szparkowych w odpowiedzi na ABA. Wigzanie ABA do receptora (a) aktywuje nieselektywne kanaty
jonowe (b). Wnikanie Ca2+ poprzez kanaty oraz uwalnianie Ca“+z magazynéw wewngtrzkomérkowych
powoduje wzrost stezenia wapnia w cytoplazmie (c). Podwyzszony poziom Ca'+ hamuje aktywnos$¢
kanatéw transportujacych K+do wnetrza komérki (d) oraz aktywuje kanaty anionowe typu S (e) i kanaty
transportujace K+ na zewnatrz komérki (f) (na podstawie danych [10,90])

W komorkach szparkowych jedng z najwczes$niejszych odpowiedzi na ABA jest
wzrost stezenia Ca2+w cytozolu [10,30,65]. Przypuszcza sig, Ze jest to spowodowane
naptywem Ca2+ poprzez kanaty wapniowe z apoplastu oraz uwalnianiem wapnia
z magazyndw wewnatrzkomdrkowych (wakuola, siateczka $rédplazmatyczna) przy
udziale inozytolo-1,4,5-trisfosforanu i/lub cyklicznej ADP- rybozy [3,13,65]. Wzrost
stezenia wapnia aktywuje, podobnie jak ABA, kanaty anionowe typu S oraz hamuje
kanaty transportujace K+do komdrki, ktdrych aktywno$¢ jest niezbedna do otwierania
aparatéw szparkowych [81]. Wydaje sie wiec, ze indukowane przez ABA zamykanie
szparek moze by¢ zwiazane ze wzrostem stezenia Ca2+, jednakze fizjologiczna
rola wapnia w zamykaniu szparek w odpowiedzi na ABA nie zostata ostatecznie
rozstrzygnieta. Rezultaty niektérych badan nie potwierdzajg bezposredniej korelacji
miedzy wzrostem poziomu Ca2+ a ruchem szparek, poniewaz cze$¢ szparek zmyka
sie w odpowiedzi na ABA bez mierzalnych zmian w stezeniu wapnia [10,13].
Niewykluczone, ze w niektérych przypadkach zmiany wystepujg tylko w poblizu
btony plazmatycznej w bezposrednim sgsiedztwie wrazliwych na wapn kanatow
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jonowych. Istniejg tez dowody eksperymentalne wskazujace na udziat czynnikéw
srodowiskowych wptywajacych na poziom Ca2+, np. temperatury [2]. W do$wiad-
czeniach, w ktérych obserwowano odpowiedzi komérek szparkowych C. communis
na ABA uzyskano wyniki sugerujace, ze w zalezno$ci od temperatury percepcja
ABA w komorkach szparkowych moze prowadzi¢ do zamykania aparatow szpar-
kowych dwiema drogami: zaleznej i niezaleznej od Ca2+. Biorgc pod uwage udziat
Ca“ w roznorodnych szlakach sygnatowych funkcjonujacych w komérkach szpar-
kowych ustalenie jego roli w odpowiedzi na ABA nie jest tatwe. Podstawowe
pytanie, jakie nasuwa sie w tej sytuacji, dotyczy sposobu ,kodowania” specyficznosci
informacji w postaci zmian stezenia Ca2+,jesli jest ona identyczna w przekazywaniu
rozmaitych sygnatéw. By¢ moze jony wapnia stanowig element wspdlny w miejscu
rozgatezienia szlakow, a wtasciwy kierunek odpowiedzi na okreslony sygnat zalezy
od dziatania innych elementéw w szlaku przekazywania danego sygnatu. Jest to
problem niezwykle interesujgcy, coraz czesciej dyskutowany na tamach publiko-
wanych ostatnio prac, w ktorych rozwaza sie istnienie i mozliwg role elementéw
wspdlnych itzw. cross-talk miedzy réznymi szlakami sygnatowymi funkcjonujgcymi
w komorkach rodlinnych [51,71,91].

Wzrost stezenia Ca“ w cytozolu, charakterystyczny dla wczesnych odpowiedzi
na ABA, sugeruje mozliwo$¢ funkcjonowania w szlaku sygnatowym inozytolo-
1,4,5-trisfosforanu (InzP3) jako wtdrnego przekaznika uczestniczagcego w uwal-
nianiu Ca2+ z magazynéw wewnatrzkomorkowych, takich jak: wakuola i siateczka
$rédplazmatyczna. Badania elektrofizjologiczne z zastosowaniem techniki patch-
clamp wykazaty, ze Ca“+moze naptywac z wakuoli do cytoplazmy przez specyficzne
kanaty bramkowane przez InzPs [11,24]. Bioragc dodatkowo pod uwage ostatnie
doniesienie o udziale fosfolipazy C w indukowanych przez AB A oscylacjach poziomu
Ca2+ w komorkach szparkowych C. communis [ss], nie mozna wykluczy¢ mo-
zliwosci, ze elementy szlaku fosfoinozytolowego stanowig integralng cze$é¢ odpo-
wiedzi na ABA.

Od pewnego czasu wiadomo, ze mobilizacja wapnia w cytozolu poprzez uwal-
nianie go z przedziatdbw subkomoérkowych moze zachodzi¢ nie tylko z udziatem
InzP3, ale takze cyklicznej ADP-rybozy (cADPR) [33,93]. Obecnos$¢ wrazliwych
nacADPR endogennych magazyndw wapnia stwierdzono w réznych typach komdrek
zwierzecych, ludzkich, a takze roslinnych [52]. W komorkach zwierzecych, stosujac
specyficzne inhibitory ustalono z catg pewnoscia, ze uwalnianie Ca2+ z udziatem
CADPR nie zalezy od szlaku, w ktérym posredniczy InzPs i zachodzi najprawdopo-
dobniej poprzez aktywacje receptorow rianodinowych [33]. Mechanizm dziatania
cADPR w komérkach roslinnych nie jest doktadnie poznany. Badania prowadzone
w ostatnich latach zmierzajg do identyfikacji biatek wrazliwych na cADPR. Uzyskane
dotad rezultaty wykazujg obecnos¢ cADPR w komdrkach roslinnych oraz jej udziat
w uwalnianiu wapnia z wakuoli w szlaku przypominajacym ten, ktéry funkcjonuje
w komdrkach zwierzecych [3,73]. Mozliwo$¢ udzialu cADPR w przekazywaniu
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sygnatu ABA zostata wykazana w do$wiadczeniach, w ktdrych po wprowadzeniu
metoda mikroiniekcji cADPR do cytoplazmy komoérek szparkowych C. communis
obserwowano spadek ich turgoru poprzedzony wzrostem stezenia cytozolowego
Ca2+ uwalnianego z wakuoli. Zastosowanie  -NH.-cADPR, antagonisty cADPR,
wyraznie hamuje zmniejszanie turgoru wywotywane przez ABA [50].

W poszukiwaniach istotnych elementéw mechanizmu zamykania aparatéw szpar-
kowych indukowanego przez ABA zwr6cono takze uwage na biatka G. Znany
jest udziat biatek G w regulacji kanatow jonowych przez sygnaty zewngtrzkomaérkowe
u zwierzat [14]. Mimo niezbyt licznych dowodow sadzi sie, ze biatka G uczestniczg
takze w szlakach sygnatowych u roslin, np. nie ma watpliwosci co do udziatu
tych biatek w transdukcji takiego sygnatu jak gibereliny [49]. Prawdopodobnie
biatka G moga posredniczy¢ tez w niektdrych odpowiedziach komérek roslinnych
na kwas abscysynowy, poniewaz stwierdzono, ze ABA indukuje hydrolize GTP
w btonach plazmatycznych z koleoptyli kukurydzy [39]. Jednakze ich dziatanie
w przekazywaniu sygnatu ABA nie jest, jak dotad, zrozumiate. Badania wptywu
biatek G na funkcjonowanie aparatéw szparkowych w komérkach V. faba [18]
i C. communis [53] w obecnosci GDP(3S, GTPyS (analogéw GDP i GTP) oraz
toksyny krztusca dostarczyty sprzecznych wynikow, poniewaz aktywacja biatek
G indukowata odpowiednio zamykanie badz otwieranie szparek. Sugeruje sie, ze
w regulacji aktywnos$ci kanatéw jonowych, od ktorej zalezy turgor komérek szpar-
kowych, uczestniczg rézne typy biatek G, ktére by¢ moze oddziatujg z réznymi
biatkami efektorowymi, podobnie jak ma to miejsce w szlakach sygnatowych u
zwierzat. Jeden typ biatka G mogtby aktywowaé fosfolipaze C, natomiast inny
rodzaj biatka G aktywowalby cyklaze adenylanowg i synteze cAMP. Mozliwo$é
uczestniczenia cAMP w regulacji funkcjonowania aparatéw szparkowych pod wpty-
wem ABA, w szlaku zaleznym od Ca2+ przedstawili ostatnio Jin i Wu [41]. Z
ich badan wynika, ze cAMP odwraca efekt zamykania aparatéw szparkowych in-
dukowany przez Ca2+lub ABA, prawdopodobnie przez zniesienie hamowania aktyw-
nosci kanatéw transportujgcych K+ do komdrki.

W badaniach szlaku przekazywania sygnatu ABA, szczegdélnie w ustalaniu mole-
kularnego mechanizmu modulowania aktywno$ci kanatéw jonowych z udziatem
przedstawionych wyzej posrednikow, wiele uwagi poswieca sie roli kinaz i fosfataz
biatkowych. Jak wiadomo, odwracalna fosforylacja biatek jest uniwersalnym me-
chanizmem funkcjonujgcym w szlakach sygnatowych. Na podstawie danych uzy-
skanych wdosSwiadczeniach z zastosowaniem inhibitorow kinaz i fosfataz biatkowych
stwierdzono, ze w drodze fosforylacji i defosforylacji regulowane sg wolne kanaty
anionowe w komdrkach szparkowych V.faba [80], kanaty jonowe A. thaliana [78],
kanaty potasowe i chlorkowe V. faba [63,77], a takze niektore kanaty wakuolarne
w komorkach aleuronowych jeczmienia [ ]. Chociaz wyniki tych badai sugeruja,
ze odwracalna fosforylacja biatek jest kluczowym sktadnikiem szlaku transdukcji
sygnatu ABA, to identyfikacja zarowno enzymow, jak i biatek efektorowych jest
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bardzo ograniczona. Ostatnio opublikowano wyniki badan, ktére doprowadzity do
sklonowania cDN A kinazy aktywowanej przez AB A [61]. Enzym, kt6rego aktywno$¢
stwierdzono juz wczes$niej w protoplastach z komérek szparkowych V. faba [72],
wydaje sie by¢ specyficzny dla komérek szparkowych i nie jest zalezny od Ca2+.
Analiza sekwencji nukleotydowej pozwolita ustali¢, ze kodowany przez nig produkt
biatkowy jest kinazg serynowo/treoni nowg, AAPK (ABA - activatedprotein kinase).
Ekspresja zmutowanej sekwencji cDNA (zamiana Lys.s na Ala43) w transformo-
wanych komorkach szparkowych V. faba hamowata indukowane przez ABA za-
mykanie szparek na skutek zniesienia aktywacji kanatéw jonowych.

Wzrost poziomu Ca2+ w odpowiedziach na ABA sugeruje mozliwos¢ przeka-
zywania sygnatu hormonalnego za posrednictwem kinaz zaleznych od Ca2+(CDPK).
Potwierdzity to wyniki badann prowadzonych na protoplastach z komoérek mezo-
filowych kukurydzy, w ktérych zidentyfikowano dwie kinazy zalezne od jonéw
wapnia uczestniczace w regulacji ekspresji genéw pod wptywem czynnikéw stre-
sowych $rodowiska [83]. Pei i wsp. [77] wykazali, ze zrekombinowane biatko CDPK
A. thaliana oczyszczone z E. coli aktywowato tonoplastowy kanat Cf w izolowanych
wakuolach z komé6rek szparkowych V. faba. W komérkach szparkowych V. faba
zidentyfikowano takze CDPK, ktora fosforyluje biatko KAT1 bedace przypusz-
czalnie kanatem potasowym transportujgcym K+ do komarki [60].

Badania genetyczne oraz analizy biochemiczne z zastosowaniem specyficznych
inhibitorow wykazaty, ze w regulacji aktywnos$ci kanatéw jonowych w komadrkach
szparkowych uczestniczg fosfatazy nalezgce do trzech typéw: PP1 i PP2A niezalezne
od Ca“+’hamowane przez kwas okadejowy ikalikuling A, PP2B zalezne od Ca. +/kal-
moduliny, hamowane przez cyklosporyne A oraz PP2C zalezne od Mg“+ [64,65].
Kwas okadejowy i kalikulina A blokujg w komdérkach szparkowych kanaty trans-
portujgce K+ do komorki [64]. Kwas okadejowy silnie hamuje takze aktywnos¢
wolnych kanatow anionowych potwierdzajac role fosfataz typu PPl i P2A jako
regulatoréw negatywnych [78,90]. Aktywne kanaty potasowe transportujgce K+
do komorki indukujg otwieranie aparatow szparkowych, podczas gdy zamykanie
jest zwigzane z aktywnos$ciag kanatow anionowych, dlatego sugeruje sie, ze fosfatazy
PP1 i P2A moga dziata¢ jako pozytywne regulatory w otwieraniu i negatywne
regulatory w zamykaniu szparek. Znaczenie fosfataz typu 2B dla modulacji aktyw-
nosci kanatéw jonowych wykazano w doswiadczeniach z zastosowaniem cyklo-
sporyny A, ktora specyficznie blokowata indukowang wapniem inaktywacje kanatéw
potasowych w komérkach szparkowych V. faba [63]. Udziat w szlaku transdukcji
sygnatu ABA fosfataz typu PP2C sugerujg wyniki analizy genetycznej mutantéw
abi rzodkiewnika niewrazliwych na ABA (ABA - insensitive) [56,57,70]. Dwa loci,
AB1l i ABI2 kodujg wysoko homologiczne biatka wykazujgce aktywno$¢ fosfatazy
PP2C zaleznej od Mg i niewrazliwej na kwas okadejowy [55,79]. W dos$wiad-
czeniach z zastosowaniem inhibitoréw kinaz biatkowych wykazano, ze biatko ABI1
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jest elementem mechanizmu odwracalnej fosforylacji, ktory w komérkach szpar-
kowych moduluje wrazliwo$¢ kanatow potasowych na kwas abscysynowy [5].

UDZIAL ABA W REGULACJI EKSPRESJI GENOW

Wiegkszos$¢ efektéw biologicznych wywotanych dziataniem ABA, zaréwno w
nasionach jak i tkankach wegetatywnych, jest zwigzana ze zmiang ekspresji genéw
[15,68,87]. Geny znajdujgce sie pod kontrolg ABA zidentyfikowano u wielu ga-
tunkoéw roslin, a ich analiza molekularna umozliwita w niektérych przypadkach
ustalenie funkcji kodowanych przez nie biatek oraz identyfikacje sekwencji pro-
motorowych odpowiadajacych na sygnat hormonalny, elementdw cis bedacych kon-
cowymi sktadnikami szlaku sygnatu abscysynowego. Poznano takze niektére z biatek
regulatorowych wigzacych sie z tymi sekwencjami. Obecnie wiadomo, ze kwas
abscysynowy indukuje ekspresje ponad 150 genéw réznych gatunkéw roslin, w
wiekszosci przypadkéw w poZznych etapach rozwoju nasion oraz w tkankach we-
getatywnych roslin poddanych dziataniu czynnikéw stresowych $rodowiska
[16,27,68,87]. Najwiecej danych dotyczgcych wptywu ABA naregulacje transkrypcji
dostarczajg badania nad genetyczng kontrolg i integracjg proces6w zwigzanych z
dojrzewaniem i kietkowaniem nasion.

Analiza sekwencji promotorowych genow indukowanych przez ABA, takich jak:
Em z pszenicy [s], Osem i RabléB z ryzu [35,76], HVALl, HVA22 [85,86], CI
z kukurydzy [44], wykazata, ze dla transkrypcji indukowanej przez ABA konieczna
jest obecno$¢ konserwowanej sekwencji okre$lanej jako ABRE {ABA - response
element). Obecnie znanych jest ponad 20 sekwencji promotorowych ABRE, ktore
stanowig fragment 8-10 par zasad zawierajacy wspo6lng sekwencje ACGT. Inte-
resujgce jest, ze motyw ACGT jest charakterystyczny takze dla podobnych sekwencji
okreslanych jako kaseta G, obecnych w licznych promotorach u drozdzy oraz w
genach roslinnych indukowanych przez inne czynniki, takie jak: $wiatto, auksyny,
kwas jasmonowy, kwas salicylowy [87]. W zwigzku z tym nasuwajg sie watpliwo$ci,
czy sekwencja ACGT moze zapewni¢ specyficzno$¢ odpowiedzi na ABA. Wykazano,
ze dla prawidtowej odpowiedzi niezbedne sg dodatkowe elementy, ktére razem
z sekwencja ABRE tworzg tzw. kompleks odpowiedzi na ABA - ABRC (ABA
-response complex) [58] (rys. 3). ABRC w promotorze genu Em z pszenicy obejmuje
podwdjng kasete G pochodzacg z dwdch odrebnych elementéw: Emla i Emlb,
z ktorych kazdy zawiera sekwencje ACGT [+ ] (rys.3a). Innym przyktadem jest
ABRC w genie Rablé z ryzu, w ktérym wystepuje tzw. Motyw | z kasetg G
oraz Motyw Il stanowiacy element cis inny niz kaseta G, ale istotny dla odpowiedzi
na ABA [76]. Z kolei w promotorze genu Cl {Colourless-1) z kukurydzy, ucze-
stniczacym w biosyntezie antocyjandw w nasionach zidentyfikowano ABRC za-
wierajacy motyw podobny do ABRE, ktéry sam nie jest istotny dla odpowiedzi
na ABA, poniewaz kluczowarole windukcji promotora odgrywa oddzielna sekwencja
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sekwencja
a, kodujaca
Em. 1
Emla Emlb ’
173 pceTGGCGC ACGTGCCGC
sekwencja
b, ABRC kodujaca
Cl +1
CGTCCATGCAT (motyw Shp)
ABRC 3 skeléw_encja
ABRE 2 odujaca
HVAI CE3 +1
£
-173 CCTACGTGoC
sekwencja
d, AABRC 1 kodujaca
+
HvA22 ABRE 3 CE1 '
-173 GCCACGTACA TGCCACCGC

RYSUNEK 3. Sekwencje regulatorowe w promotorach genéw indukowanych przez ABA: a) kompleks
odpowiedzi na ABA (ABRC) genu Em z pszenicy obejmuje podwoéjng kaste G pochodzacg z dwéch
odrebnych elementéw Emla i Emlb, z ktérych kazdy zawiera sekwencje ACGT; b) ABRC genu CI z
kukurydzy zawiera motyw podobny do ABRE oraz motyw Sph. W promotorach genéw HVAL i HVA22
z jeczmienia ABRC sktada sie z kasety G i dodatkowych fragmentéw, tzw. elementéw sprzegajacych
(CE): ¢c) ABRC3 w promotorze genu HVA1 obejmuje sekwencje ABRE2 oraz fragment CE3 wystepujacy
powyzej tej sekwencji; d) ABRC1 w promotorze genu HVA22 obejmuje sekwencje ABRES3 i potozony
od niej w doét fragment CE1 (na podstawie danych [44,66,85,86])

okreslana jako motyw Shp [44] (rys.3b). W promotorach genéw HVAI i HVA22
z jeczmienia dla specyficznej odpowiedzi na ABA oprocz kasety G niezbedna
jest obecno$¢ dodatkowych krétkich fragmentow okreslanych jako elementy sprze-
gajace CE (coupling element) [85,86] (rys.3c,d).

Poznanie sekwencji promotorowych gendw indukowanych przez ABA umozliwito
poszukiwanie biatek regulatorowych rozpoznajacych specyficzng sekwencje sta-
nowigcg kompleks odpowiedzi na kwas abscysynowy. Obecnie prowadzone sg ba-
dania pozwalajgce okres$li¢ nature czynnikow transkrypcyjnych posredniczgcych
w regulacji ekspresji genow w nasionach poprzez rézne, wspomniane wyzej elementy
cis. Nie sg one proste, poniewaz homologia sekwencji ABRE z elementami chara-
kterystycznymi dla odpowiedzi na inne sygnaty jest przeszkodg w ustaleniu, ktore
biatko wigze sie specyficznie z ABRE in vivo. Wiekszo$¢ regulatoréw transkrypcji
rozpoznajacych sekwencje ABRE stanowig biatka z rodziny bZIP [16]. Czynniki
transkrypcyjne nalezace do tej rodziny charakteryzujg sie obecno$cig konserwo-
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wanych regionéw zasadowych bogatych w leucyne (motyw zamka leucynowego)
i wystepujg u drozdzy, ssakow i rodlin. Jednym z pierwszych poznanych biatek,
ktére rozpoznaje kompleks odpowiedzi na ABA (ABRC), byto biatko EmBP-1
zidentyfikowane w ekstraktach jadrowych z pszenicy traktowanych ABA [32]. Usta-
lono, ze jego wigzanie z DNA w regionie zawierajgcym sekwencje . pz
(CACGTGGC) staje sie niemozliwe po mutacji dwéch par zasad w kasecie G.
Rodzina bZIP obejmuje rowniez dwa biatka indukowane przez ABA, wyizolowane
z A. thaliana: biatko GBF3 wykazujgce zdolno$¢ do tworzenia heterodimeréw o
réznym powinowactwie do sekwencji ACGT oraz biatko kodowane przez gen ATHB-
7 zawierajgce charakterystyczng dla biatek wigzgcych sie z DNA homeodomene
z zasadowym obszarem bogatym w leucyne [87]. Ponadto, motyw zamka leucy-
nowego zawierajg wigzace sie z konserwowang kasetg G biatka TAF-1 z tytoniu
oraz OSBZ: i0sZIP-la z ryzu [58]. Ostatnio zidentyfikowano nowy czynnik trans-
krypcyjny z rodziny bZIP uczestniczacy w /ranj-aktywacji regulatorowej sekwencji
ABRE [22]. Jest nim biatko ABI5 kodowane przez gen zidentyfikowany u wyse-
lekcjonowanego wczes$niej mutanta abi5 A. thaliana niewrazliwego na ABA. ABI5,
poza konserwowang domeng z motywem zamka leucynowego, ma takze obszar
bogaty w proline oraz sze$¢ potencjalnych miejsc fosforylacji, ktérych obecno$¢
sugeruje mozliwo$¢ zmian jego aktywnosci przez zmiany stopnia ufosforylowania
(rys. 4a).

Badania mutantéw niewrazliwych na ABA, viviparous-1 iypl) kukurydzy oraz
abi3 A. thaliana przyczynity sie do poznania innej klasy biatek uczestniczacych
w regulacji ekspresji genéw pod wptywem ABA. Na podstawie analizy molekularnej
biatek VP1 i ABI3 przypuszcza sie, ze mogg by¢ one wymagane do transkrypcji
genow uczestniczacych w dojrzewaniu zarodkéw kukurydzy i A. thaliana, indu-
kowanym przez ABA [26,67]. Biatka homologiczne do VP1 i ABI3 wyizolowano
takze z innych roslin, takich jak: ryz, fasola, owies [58]. ldentyfikacja wysoko
konserwowanych homologéw w odlegtych ewolucyjnie gatunkach roslin w pota-
czeniu z obserwowanym podobienstwem fenotypow mutantéw wskazuje, ze geny
te petnig zasadniczg funkcje w regulacji stanu spoczynkowego nasion, dojrzewania
zarodka i kietkowania nasion. Na podstawie analizy sekwencji aminokwaséw homo-
logicznych biatek VP1/ABI3 ustalono, ze zawierajg one podobnie rozmieszczone
domeny, wsérdod ktérych charakterystyczna jest konserwowana kwasna domena N-
koncowa z wysokg zawartoscig seryny itreoniny oraz trzy domeny zasadowe (rys.4b).
Wykazano, ze dla funkcji tych biatek jako aktywatordéw transkrypcji istotny jest
fragment zawierajacy :.: reszt aminokwasowych znajdujacy sie w kwasnej domenie
N-konicowej [67]. Mimo ze uzyskane wyniki badan wyraZznie wskazujg, ze VP1
i ABI3 funkcjonujg jako aktywatory transkrypcji, do dzi$ niewiele jest dowodow
na to, ze wigzg sie one bezposrednio z DNA. Jaki jest wiec mechanizm aktywacji
transkrypcji za posrednictwem elementéw ABRE z udziatem VP1/ABI3? Proponuje
sie, ze VP1 jest koaktywatorem biatkowym, ktéry aktywuje posrednio promotorowe
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region
ABI5 bogaty w proline  zamek leucynowy
N* i,
i T 442 aminokwasy
omena
b zasadowa
' VP1/ABI3
T domena kwasna
N> — -1 Lo 11 mem— 4 | ~4— C
A Bl B2 B3 720 aminokwasoéw
S
c domeny zasadowe -
AB14
AP2 domena kwasna

fql 1 7pH 509 anminokweséw

RYSUNEK 4. Biatka uczestniczace w regulacji transkrypcji genéw indukowanych przez ABA: a) schemat
biatka ABI5 z A. thaliana z zaznaczonym zamkiem leucynowym i regionem bogatym w proling; b)
schemat biatek typu VP1/ABI3. Biatka VP1 z kukurydzy, ABI3 z A thaliana, OsVPI z ryzu i PvALF z
fasoli wykazujg podobng charakterystyczng strukture. Na schemacie zaznaczono cztery domeny wyka-
zujace wysoki stopien identycznosci sekwencji aminokwasowej: domene A potozong w kwasnym
regionie N-koficowym oraz trzy domeny zasadowe oznaczone jako B 1, B2 i B3. Wielko$¢ biatek wynosi
od 691 (VP1) do 752 (PvALF) reszt aminokwasowych; c¢) schemat biatka ABI4 z A. thaliana z
charakterystyczng domeng APETALA2 (AP2); na schemacie pokazano takze N-koncowag domeneg
zasadowg, C-koncowg domene kwasng oraz dwa inne charakterystyczne regiony: bogaty w seryne i
treonineg i z wysokg zawartoscig glutaminy (na podstawie danych [21,22,58])

elementy cis, poprzez interakcje typu biatko-biatko z innymi czynnikami trans-
krypcyjnymi. Ostatnio zidentyfikowano w tkankach zarodka nasion ryzu nowy akty-
wator transkrypcji z rodziny bZIP, nazwany TRAB.: (transcriptionfactorresponsible
for ABA regulation), z ktérym moze wspotdziataé VP1 [36] (rys.5a). Badania wy-
konane na transgenicznych drozdzach zawierajacych sklonowang sekwencje ko-
dujacg TRAB lwykazaty, ze biatko to moze wigza¢ sie zarowno z VP1, jak i
promotorowg sekwencjg ABRE posredniczagc w przekazywaniu sygnatu ABA. Z
drugiej strony, w badaniach in vitro wykazano, ze domena B3 biatka VP1 moze
specyficznie wigzaé sie z tzw. motywem Sph bedagcym elementem kompleksu ABRC
w promotorze genu CI kukurydzy [89] (rys.5b).

Innym typem czynnika transkrypcyjnego rozpoznajgcego specyficzne sekwencje
promotorowe gendw indukowanych przez ABA okazato sie zidentyfikowane nie-
dawno biatko ABI4. Po sklonowaniu genu abi4 u kolejnego mutanta A. thaliana
niewrazliwego na ABA ustalono, ze koduje on biatko homologiczne do ABI3 [21].
Jednakze szczegoOtowa analiza genetyczna wykazata, ze ABI4 nalezy on do innej
niz ABI3 klasy regulatoréw transkrypcji wyrdzniajgcych sie posiadaniem tzw. do-
meny AP2 (APETALA 2), ktéra prawdopodobnie uczestniczy w wigzaniu z DNA
(rys.4c). Jest to nowa rodzina biatek wigzacych sie z DNA genow kontrolujgcych
kwitnienie, zidentyfikowana uA. thaliana [75]. Domena AP2 zawiera konserwowany
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RYSUNEK 5. Mechanizm rrans-aktywacji VP1 w zaleznos$ci od docelowych elementéw cis: a) VP 1 petni
funkcje koaktywatora transkrypcji genu Em z pszenicy poprzez interakcje z czynnikiem transkrypcyjnym
TRABY, ktéry zawiera motyw zamka leucynowego i specyficznie wigze sie z elementem Emici bedgcym
fragmentem sekwencji ABRC w promotorze genu Em z pszenicy; b) VP1 za posrednictwem konserwa-
tywnej zasadowej domeny B3 bezposrednio oddziatuje z motywem Sph w promotorowej sekwencji ABRC
genu CI z kukurydzy ([36,44,89])

motyw WAAEIRD charakterystyczny dla biatek posdredniczacych w transdukcji
sygnatéw hormonalnych badz wywotywanych stresem. Do rodziny tej nalezag miedzy
innymi EREBPs, biatka z tytoniu wigzace si¢ z promotorowymi elementami cis,
warunkujacymi odpowiedZ na etylen [74] oraz biatko APETALA 2 z Arabiclopsis
kodowane przez gen APETALA2 kontrolujgcy kwitnienie i rozwdj nasion [42].

W ekspresji genéw bedacych pod kontrolg ABA moga uczestniczy¢ takze czynniki
transkrypcyjne z rodziny MY B, co sugeruja wyniki badan prowadzonych na tkankach
wegetatywnych A. thaliana w warunkach stresu wodnego [1].

BIALKA ABI1 i ABI2 ELEMENTAMI SZLAKU
TRANSDUKCJI SYGNALU ABA

Znaczny postep w poznawaniu elementéw szlaku transdukcji sygnatu abscysy-
nowego nastgpit po wyselekcjonowaniu mutantéw wykazujgcych zmieniong
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odpowiedZ na hormon. Mutanty nalezace do tej grupy poznano u kilku gatunkdéw
roslin (kukurydza, rzodkiewnik, tyton, pomidor, jeczmien) [27,47,68], ale najbardziej
przydatne w badaniu szlaku transdukcji sygnatu ABA okazaty sie mutanty abi
(ABA - insensitive) rzodkiewnika. Mutanty abil-abi5 wyselekcjonowano na pod-
stawie zdolnosci do kietkowania nasion na podtozu zawierajgcym ABA w stezeniu
hamujacym kietkowanie roslin dzikich (10 pM) [19,46]. Wykazujg one podobne
zmiany fenotypowe jak mutanty aba (defekt w szlaku biosyntezy ABA), jednak
zastosowanie egzogennego ABA nie przywraca fenotypu rosliny dzikiej. Mutacje
we wszystkich loci charakteryzujg sie obnizong zdolno$cia indukcji stanu spoczyn-
kowego nasion przez ABA oraz znacznym (10-krotnym) obnizeniem wrazliwosci
kietkujagcych nasion na hamujgce stezenia ABA. Mutanty abil i abi2 roznig sie
od pozostatych, poniewaz dodatkowo wykazujg plejotropowe zmiany fenotypow
na etapie rozwoju wegetatywnego. Obserwuje sie u nich niewrazliwy na ABA
wzrost korzeni oraz nadmierng transpiracje i sktonno$¢ do usychania, co jest wy-
wotane defektem w mechanizmie regulacji szparek [20]. Ta ostatnia, najbardziej
dramatyczna zmiana fenotypowa mutantéw abi objawia sie tym, ze aparaty szparkowe
pozostajg wciaz otwarte, nawet w obecnosci ABA, powodujac szybkie usychanie
rosliny. Efekt ten wyraznie wskazuje na uszkodzenie szlaku prowadzacego do re-
gulacji kanatéw jonowych w komorkach szparkowych. Sugestie te zostaty potwier-
dzone w badaniach ekspresji abil-1 w transgenicznym tytoniu Nicotiana
benthamiana, w ktérych wykazano, ze w komorkach szparkowych transformowanego
tytoniu kanaty transportujgce K+ w obu Kierunkach stajg sie niewrazliwe na ABA,
przy czym aktywnos$¢ kanatéw anionowych pozostawata bez zmian [5,29]. Mutanty
abi3, abi4, abi5 wykazujg zmiany fenotypowe tylko na etapie rozwoju nasion,
ale charakteryzujg sie dodatkowymi cechami, ktére nie wystepujg u abil i abi2,
takimi jak: degradacja chlorofilu, tolerancja suszy oraz obnizenie zawartos$ci za-
pasowych biatek, lipidéw i produktéw genow lea (late-embryogenesis abundant)
typowych dla dojrzatych nasion, ktére przypuszczalnie chronigje przed wysuszeniem
[19,20,46].

Kluczowe znaczenie dla poznania pojedynczych sktadnikéw szlaku transdukcji
sygnatu ABA miata analiza molekularna abil i abi2. Po ustaleniu sekwencji nu-
kleotydowej sklonowanych gendéw okazato sie, ze kodujg one biatka wykazujgce
wysokg homologie do biatkowych fosfataz typu 2C (PP2C) [55,56,57,70,79]. Fo-
sfatazy PP2C sg klasg fosfataz serynowo/treoni nowych powszechnie wystepujgcych
u Eucaryota. Biatka ABI1 i ABI2 maja takg sama charakterystyczng strukture pier-
wszorzedowg (rys. s ). Domena C-koricowa wykazujaca s« % identycznosci z fo-
sfatazami PP2C ma w obu biatkach aktywnos$¢ katalityczng zalezng od magnezu
i niewrazliwg na kwas okadejowy [7,57,70]. Domena N-koricowa ABI1 i ABI2
jest mniej konserwowana (49% identycznos$ci) i nie przejawia wiekszego podo-
biefnstwa do innych biatek. Wystepuje w niej sekwencja przypominajaca tzw. motyw
dtoni EF, typowy dla biatek wigzacych wapn, natomiast niespotykany w biatkach
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RYSUNEK 6. Schemat budowy biatek ABIlI i ABI2 z A. ihaliana z zaznaczonym motywem doni
wigzacym Ca2+ Domena C-koncowa wykazuje podobienstwo do fosfataz typu 2C. Na schemacie
zaznaczono takze miejsca mutacji (na podstawie danych [56,57,70])

wigzacych magnez. Autorzy sugerujg, ze ABIljest nowym typem enzymu fun-
kcjonujgcego w szlakach sygnatowych - wyspecjalizowang fosfatazg typu PP2C,
ktérej aktywno$¢é moze by¢ regulowana przez wapn. Mozliwos$¢ taka wydaje sie
by¢ szczegolnie interesujgca zwazywszy na udziat wapniajako wtérnego przekaznika
w indukowanej przez ABA aktywacji kanatéw jonowych w komérkach szparkowych.
Mutacje abil i abi2 polegajg na zamianie pojedynczej pary zasad powodujgcej
zmiane glicyny na asparagine w domenie katalitycznej ABIlI (Gly-180) i ABI2
(Gly-168) [56,70]. Konsekwencja tej zmiany jest znacznie obnizona aktywno$¢
fosfatazowa obu biatek [55,79]. Przez analogie do ludzkiej PP2Ca o poznanej
strukturze przestrzennej [cyt. za 55] przypuszcza sie, ze zamiana Gly na Asp zaburza
konformacje reszt sgsiadujgcych istotnych dla koordynacyjnego wigzania Mg~ i
aktywnosci enzymatycznej. Przypuszczenia te potwierdzajg wyniki badan uzyskane
dla ABI2 wskazujace, ze dla optymalnej aktywno$ci wymagane jest wyzsze stezenie
Mg2+ w poréwnaniu z biatkiem rosliny dzikiej [57].

Charakterystyka biochemiczna biatka ABIl oraz dane eksperymentalne wyraznie
sugerujgjego udziat w szlaku sygnatowym zaleznym od fosforylacji. ABIl wydaje
sie uczestniczy¢ w hamowaniu przez ABA aktywno$ci mitotycznej, poniewaz w
merystemach korzeniowych mutantéw abil obserwowano aktywne podziaty ko-
moérkowe, mimo hamujacego stezenia ABA [56]. Mozna wiec sadzi¢, ze w od-
powiedzi na kwas abscysynowy ABII uniemozliwia procesy fosforylacji niezbedne
dla prawidtowego funkcjonowania cyklu komérkowego. Wskazujg na to takze re-
zultaty doswiadczen, w ktérych wykazano, ze egzogenny ABA hamuje u A thaliana
ekspresje genu kodujacego kinaze zalezng od cyklin, p34.... odgrywajacg kluczowa
role w regulacji cyklu komérkowego [25]. Opisywany wcze$niej defekt w regulacji
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dziatania aparatdw szparkowych w transgenicznym tytoniu, transformowanym abil-
1, mozna cze$ciowo usungc¢ stosujac dziatajgce w szerokim zakresie inhibitory kinaz
biatkowych (H7, staurosporyna) [5]. Odmienne wyniki uzyskano w badaniach eks-
presji promotora genu HVA1l w protoplastach z lisci kukurydzy, w ktérych ob-
serwowano wzrost ekspresji pod wptywem ABA lub w wyniku nadekspresji
niektérych kinaz biatkowych [: s ]. W obydwu przypadkach aktywacja byta obnizana
przez nadekspresje domeny PP2C dzikiego typu biatka ABI1l. Powyzsze rezultaty
sugerujg, ze funkcjonowanie ABI1 w szlaku przekazywania sygnatu ABA jest zto-
zone: aktywnos¢ fosfatazowa jest konieczna do indukcji zamykania szparek w od-
powiedzi na ABA, ale hamuje ekspresje bedacego pod kontrolg hormonu promotora
HVALl. Moze to by¢ odzwierciedleniem prawdziwych réznic pomiedzy szlakami
transdukcji sygnatu ABA w regulacji aktywnoS$ci kanatow jonowych oraz ekspresji
gendéw, ktéra wymaga przekazania sygnatu hormonalnego do jadra komdrkowego.

Udziat biatek ABI1 i ABI2 jako fosfataz w odpowiedzi na ABA byt przez
dtuzszy czas niezrozumiaty. Jedyne znane poczgtkowo allele, abil-J i abi2-1 [46]
sg dominujace, co uniemozliwiato ustalenie, czy biatka sq pozytywnymi czy ne-
gatywnymi regulatorami odpowiedzi na ABA. Dopiero wyselekcjonowanie mu-
tantéw supresorowych w stosunku do abil-1 dostarczyto genetycznych dowoddéw
na to, ze dziki typ fosfatazy ABI1 jest negatywnym regulatorem odpowiedzi na
ABA i peini funkcje represora w szlaku transdukcji sygnatu ABA [28]. Efekty
obserwowane w mutantach abi mozna by wiec wyttumaczyé tym, ze silnie zre-
dukowana na skutek mutacji aktywno$¢ fosfatazy ABI11hamuje defosforylacje aktyw-
nego w tej formie represora, ktéry blokuje dalsze przekazywanie sygnatu i powoduje
brak wrazliwosci na hormon. Mutacja ABI2 ma takze charakter dominujacy, a bardzo
wysoki stopien identycznosci z AB11 sugeruje, ze fosfataza ABI12 moze by¢ réwniez
negatywnym regulatorem odpowiedzi na ABA. Wielu autoréw uwaza, ze biatko
ABI2 peini te same funkcje co ABIL ijest niejako ,na zapas” (ang. reclundancy).
Sugestie te mogtoby potwierdza¢ zidentyfikowanie u A. thaliana kolejnych dwéch
biatek homologicznych do ABI1 [84], dla ktérych przez analogie proponuje sie
takze funkcje regulatorow negatywnych. Wystepowanie kilku wysoko homologi-
cznych regulatorow negatywnych w szlakach sygnalizacyjnych u rodlin nie jest
czym$ niezwykiym. By¢é moze jest to typowe dla przekazywania sygnatéw hor-
monalnych, poniewaz podobne zjawisko ma miejsce w szlaku sygnatowym etylenu,
w ktérym funkcjonuje kilka homologéw ETR1, receptora etylenu dziatajgcego jako
negatywny regulator odpowiedzi na hormon [48]. Podobnie, biatko GAI petnigce
przypuszczalnie funkcje czynnika transkrypcyjnego oraz jego homolog RGA, ucze-
stniczgjako negatywne regulatory odpowiedzi na gibereliny [49]. Niektérzy autorzy
sugerujgjednak, ze funkcje biatek ABI1 i ABI2 nie muszg pokrywacé sie catkowicie,
poniewaz pewne odpowiedzi na stres i egzogenny ABA sg silniej indukowane
w przypadku abi2 niz abil, np. akumulacja mRNA niektérych genéw odpowia-
dajacych na ABA, proces ryzogenezy wywotywany suszg [17,69]. Rozstrzygniecie
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tego problemu bedzie przypuszczalnie mozliwe po zidentyfikowaniu endogennych
substratéw dla obydwu biatkowych fosfataz PP2C.

PODSUMOWANIE

Badania nad poznawaniem regulatorowej roli ABA w procesach wzrostu i rozwoju
ros$lin przyniosty w ostatnim dziesigcioleciu istotny postep w zrozumieniu mole-
kularnych podstaw jego dziatania. Typowe analizy biochemiczne w potgczeniu z
nowoczesnymi metodami elektrofizjologicznymi i zaawansowanymi technikami ge-
netyki molekularnej pozwolity na wykazanie, ze na poziomie catej rosliny, a nawet
w pojedynczej komdrce, wystepujaprzypuszczalnie rézne typy biatek receptorowych,
ktérych aktywacja przez ABA moze wywota¢ odrebne odpowiedzi, by¢ moze w
wyniku dziatania czeSciowo rozdzielonych szlakéw sygnalizacyjnych. Pomimo uzy-
skania wielu waznych i interesujgcych rezultatow, nasza wiedza, szczegdlnie do-
tyczgca percepcji hormonu jak rowniez identyfikacji poszczeg6lnych ogniw w szlaku
transdukcji sygnatu hormonalnego, jest wciaz niepetna.

Przedstawione wyzej wyniki dotychczasowych badan nad percepcjg kwasu abs-
cysynowego, mimo ze dos¢ liczne, nie pozwalajgjednoznacznie ustali¢ komérkowej
lokalizacji potencjalnych receptorow ABA. R6znorodnos$é, czasem wzajemnie wy-
kluczajacych sie rezultatéw, jest z pewnoscig odbiciem plejotropowych efektéw
i ztozonych mechanizméw regulacji typowych dla wszystkich fitohormonéw. W
zwigzku z tym nalezatoby uwzgledni¢ mozliwos$¢, ze rdzne procesy moga by¢ re-
gulowane przez odmienne typy receptoréw zlokalizowanych w réznych przedziatach
komoérkowych, niekoniecznie jednakowych u réznych gatunkéw roslin. Jak dotad,
nie ustalono jednoznacznie, ktére z tzw. wtérnych przekaznikéw wystepujacych
w szlakach sygnalizacyjnych w komorkach zwierzecych posredniczg w przeka-
zywaniu sygnatu abscysynowego. Dotyczy to przede wszystkim Ca2+, poniewaz
mozliwos¢ funkcjonowania w komdérkach szparkowych, a takze w komdrkach aleu-
ronowych ziarniakdbw zb6z szlaku transdukcji ABA niezaleznego od Ca2+ sugeruje,
ze w regulacji aktywnos$ci kanatéw jonowych mogga uczestniczy¢ inne przekazniki,
np. cytoplazmatyczne pH. Sugestie te potwierdzajg dane eksperymentalne wska-
zujace, ze aktywacji kanatdw transportujagcych K+ na zewnatrz komorki towarzyszy
wzrost stezenia H+ w cytoplazmie [13]. Podobnie jest w przypadku cADPR. Na
obecnym etapie badan uzyskano wstepne wyniki $wiadczace o tym, ze cADPR
wywotuje efekty podobne do tych, ktore sg odpowiedzig na ABA. Jednak na pytania,
czy i w jakim zakresie posredniczy ona w przekazywaniu sygnatu ABA nie mozna
jeszcze udzieli¢ satysfakcjonujacej odpowiedzi.

Na podstawie uzyskanych do tej pory wynikéw proponowany jest hipotetyczny
model objasniajacy lokalizacje i funkcje poszczego6lnych elementéw szlaku syg-
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RYSUNEK 7. Hipotetyczny model dziatania ABA. Wiazanie si¢ ABA z receptorem indukuje powstawa-
nie CADPR i wzrost cytozolowego pH. Przekazywanie sygnatu abscysynowego moze zachodzi¢ w
rozgatezionym szlaku: wjednym, zaleznym od Ca-+ uwalnianego z magazynéw wewnatrzkomérkowych
za posrednictwem cADPR i/lub InzP3, zachodzitaby kontrola pozytywna, w drugim znoszona bytaby
kontrola negatywna przez defosforylacje aktywnego represora (Rep-P) z udziatem fosfataz ABI1/ABI2
aktywowanych wzrostem pH (na podstawie [31,71])

natowego ABA, przedstawiony schematycznie na rysunku 7. Zwigzanie ABA ze
specyficznym receptorem (receptorami) indukuje wytworzenie cADP-rybozy iwzrost
pH w cytozolu. Transmisja sygnatu ABA mogtaby odbywaé sie w dwoch roz-
gatezieniach szlaku. W jednym z nich zachodzitaby kontrola pozytywna z udziatem
Ca2+ uwalnianych za posrednictwem cADPR i/lub InzP3, w drugim nastepowataby
deaktywacja mechanizmu kontroli negatywnej przez fosfatazy ABI1/ABI2, ktore
sg silnie aktywowane wzrostem pH [55,79]. Wzrost aktywnosci fosfatazowej tych
biatek zmieniatby stopien ufosforylowania endogennego substratu majgcego klu-
czowe znaczenie dla dalszego przekazywania sygnatu ABA. Model ten, cho¢ hipo-
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tetyczny i uproszczony moze stanowi¢ koncepcyjne zreby dla przysztych badan
nastawionych na poszukiwania kolejnych ogniw w szlaku sygnatowym kwasu abs-
cysynowego.
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Warszawa, wrzesien 2000 r. Organizatorzy
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do artykutu Anny Kowalczyk pt. ,,Czy zwierzeta z celowang modyfikacjg genomu
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Komorki 2000; 27: (3) 325-342.
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