PL ISSN 0324-833X

POLSKIE
TOWARZYSTWO
ANATOMICZNE

POLSKIE
TOWARZYSTWO
BIOLOGII
KOMORKI

POLISH
ANATOMICAL
SOCIETY

POLISH SOCIETY

FOR CELL
BIOLOGY

VOL. 31,2004

Suplement nr 22

Redaktorzy:
M. J. Olszewska i M. Kwiatkowska

OD CYTOCHEMII
DO BIOLOGII MOLEKULARNEJ

FROM CYTOCHEMISTRY
TO MOLECULAR BIOLOGY

www.pbkom.pl


http://www.pbkom.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 31,2004 SUPLEMENT 22 (1-232)
ADVANCES IN CELL BIOLOGY VOL. 31, 2004 SUPLEMENT 22 (1-232)

Kwartalnik Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki, Pol-
skiej Sieci UNESCO oraz Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej wydawany z czesciowa
pomoca finansowa Komitetu Badarn Naukowych.

Quiarterly ofthe Polish Anatomical Society, the Polish Society of Cell Biology, the Polish UNESCO Net,
and the Foundation for Cell Biology and Molecular Biology, partialy supported by the Committee for
Scientific Research (KBN)

Redaguje Kolegium - Editors:

Szczepan BILINSKI - biologia rozwoju, embriologia, cytoszkiclct, potaczenia miedzykomérkowe -
developmental biology, embryology, cytoskeleton, cell junctions - Ths/. Zoologii UJ, 30-060 Krakéw,
Ingardena 6

Lilia HRYNIEWIECKA - energetyka komorki, mitochondria - cell energetics, mitochondria — Zaktad
Bioenergetyki, pniwersytetu im. A. Mickiewicza, 61-701 Poznan, ul. Fredry 10

Bozena KAMINSKA-KACZMAREK - neurobiologia, biologia molekularna - neurobiology, molecular
biology -Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego 02-097 Warszawa, ul. Pasteura 3

Jerzy KAWIAK - immunologia, cytometria, hematologia, biologia nowotworéw - immunology, cytometry,
hematology, cancer biology - Zaktad Cytologii Klinicznej CMKP, 01-813 Warszawa, ul. Marymoncka 99
Wincenty KILARSKI - mieénie, skurcz miesniowy, ruchy komérek-muscles, muscle conctraction, cell
movements - Instytut Zoologii UJ, 30-060 Krakéw, ul. Ingardena 6

Maria OLSZEWSKA - komdrki roslinne, informacja genetyczna w komérkach roslinnych i zwierze-
cych - plant cells, genetic information in plant and animal cells - Zaktad Cytologii i Cytochemii Roslin
Instytutu Fizjologii i Cytologii Ut, 90-237 £6dz, ul. Banacha 12/16

Barbara PLY TYCZ- immunologia- immunology- Instytut Zoologii UJ, 30-060 Krakéw, ul.Ingardenad
Maciej ZABEL-histologia og6lna, endokrynologia, histochemia (immunocytochemia, hybrydocytochc-
mia), ultrastruktura komoérek-histology, endocrinology, histochemistry (immunocytochemistry, hybry-
docytochemistry), cell ultraslructure-ZaA'iW Histologii AM, 50-368 Wroctw, ul.Chatubinskiego 6a
Jan ZEROMSKI - patologia, immunologia, cytometria - pathology, immunology, cytometry -Katedra
i Zaktad Immunologii AM 60-355 Poznan, ul. Przybyszewskiego 49

Rada Redakcyjna - Advisory Board:
Zofia OSUCHOWSKA - przewodniczaca, Mieczystaw CHORAZY, Leszek CIECIURA, Aleksander
KOJ, Wiodzimierz KOROHODA, Leszek KUZNICKI, Olgierd NARKIEWICZ, Aleksandra

PRZELECKA, Aleksandra STOJALOWSKA, Lech WOJTCZAK

Adres Redakcji - Editorial Office: Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa, Poland,tel. 8340344, fax 8340470, e-mail: jkawiak@cmkp.cdu.pl.

@ Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej - Foundation for Cell Biology' and Molecular
Biology’'

Indexed in: National Library of Medicine, Bathcsda, Biosis, Philadelphia, Ulrich's International Periodicals
Directory, New Jersey.

Wszystkie prawa zastrzezone. Zabrania sie kopiowania czesci lub catosci bez uprzedniego pisemnego
zezwolenia Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej.

All rights reserved. No part ofthis publication may be reproduced in anyform or by any means without
theprior written permission of the publisher. Requests to the publisherforpermission should be adressed
to the Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej.

Ark. wyd. 19,0. Ark. druk.14,25. Podpisano do druku i druk ukonczono w maju 2004.


mailto:jkawiak@cmkp.cdu.pl

OD CYTOCHEMII DO BIOLOGII MOLEKULARNEJ

FROM CYTOCHEMISTRY TO MOLECULAR BIOLOGY

Redaktorzy: Maria J. Olszewska i Maria Kwiatkowska



OD REDAKCII

Czesc¢ artykutdw i streszczen zawartych w suplemencie nr 22 vol. 31,2004
“Postepow Biologii Komorki” stanowi tres¢ referatow przedstawionych na
Konferencji “Od cytochemii do biologii molekularnej’, ktéra zostata
zorganizowana dla uhonorowania 55-lecia twdrczej pracy naukowej Prof, dr hab.
Marii J. Olszewskiej w dniach 4 5 czerwca 2004 w Osrodku SGGW w Rogowie.

Pozostali autorzy (M. Godlewski, Z. Kiliafska, A. Lipinska i M. Kwiatkowska)
swoim udziatem w postaci artykutdw przegladowych wigczonych do suplementu
pragneli wyrazi¢ wielkie uznanie, uszanowanie i sympatie dla Jubilatki.

Organizatorzy



rcin.org.pl
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Warszawa, 21 kwietnia 2004.

Pani
Prof. dr hab. Maria Olszewska
Czionek korespondent PAN

Wielce Szanowna i Droga Pani Profesor,

Z okazji jubileuszu urodzin, w imieniu Prezydium Polskiej Akademii Nauk, Wydzialu Nauk
Biologicznych PAN oraz swoim wiasnym skfadam Pani Profesor najserdeczniejsze gratulacje.

Autorytet Pani Profesor jako wybitnego biologa, tak wspaniale i bez reszty oddanego
nauce badacza, pedagoga i organizatora zycia naukowego jest od dawna ugruntowany
zar6wno w krajowym, jak tez miedzynarodowym Srodowisku naukowym. Swoimi wybitnymi
osiggnieciami przyczynita sie Pani Profesor do stworzenia i rozwoju polskiej szkoty
nowoczesnej cytologii roslin. Szczeg6lnym uznaniem catego $rodowiska biologdw cieszg sie
wybitne osiggniecia Pani Profesor poswiecone wewngtrzkomorkowej lokalizacji enzyméw
hydrolitycznych, roli jadra komdrkowego w procesach wzrostu i réznicowania komérek oraz
mechanizmom regulujacym cykl komoérkowy. Badania naukowe Pani Profesor zaowocowaty
wieloma pracami doswiadczalnymi opublikowanymi w prestizowych czasopismach krajowych i
zagranicznych, artykutami przeglgdowymi oraz podrecznikami akademickimi. Zaowocowaty
takze stworzeniem najpiekniejszego wzorca, jakim uczony moze obdarowaé¢ swych uczniéw
- ukazaty wage osobistego, warsztatowego przekazu przestania badawczego.

Dziatalnos¢ naukowa Pani Profesor zwigzana jest nieprzerwanie z Uniwersytetem
tédzkim, w ktérym zdobyta Pani nie tylko kolejne tytuty naukowe, ale tez przez wiele lat
sprawowata funkcje kierownika Katedry Cytologii i Cytochemii Roélin. Godng podziwu
inicjatywe wykazuje Pani Profesor w zakresie organizowania zycia naukowego jako cztonek
wielu gremiéw naukowych. Pragne takze przekazal stowa najwyzszego uznania dla Pani
wieloletniej, niestrudzonej, ofiarnej i owocnej dziatalnosci w Prezydium PAN oraz Oddziale
PAN w todzi.

Niewielu jest uczonych, ktérzy mogg poszczyci¢ sie tak znakomitymi osiggnieciami
badawczymi, a takze aktywnoscig i zaangazowaniem na rzecz rozwoju biologii komorki
roslinnej. Uczonych cieszacych sie szacunkiem, uznaniem i wielkg sympatig catego naszego
Srodowiska. Prosze przyjaé, Szanowna |/ Droga Pani Profesor, wyrazy mojego
podziekowania za trud wniesiony w rozwdj nauki w Polsce oraz najlepsze zyczenia dalszej,
twoérczej pracy badawczej, dobrego zdrowia i osobistej pomysInosci.

tacze wyrazy najgtebszego szacunku

Andrzej B. Legocki
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STRUKTURA | EWOLUCJA KOMPLEKSU
CENTROMER/KINETOCHOR

STRUCTURE AND EVOLUTION OF CENTROMERE/KINETOCHORE
COMPLEX

MARIA JOANNA OLSZEWSKA

Zaktad Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin Uniwersytetu £.6dzkiego

Streszczenie: W artykule oméwiono aktualne poglady na temat istoty chromatyny centromerowej na
przyktadzie powstawania neocentromeréw; obecnie wydaje sie, ze nic DNA, lecz biatka centromerowc
decydujg o powstawaniu neocentromeréw. Budowa komplekséw centromer/kinetochor w chromoso-
mach holocentrycznych jest podobna, jak w chromosomach monocentrycznych. DNA centromcrowy
ulega szybkiej dywergencji spowodowanej przez mutacje punktowe oraz insercjc i delecje. Biatka cen-
tromeru i kinetochoru - CENP - majg charakter konserwatywny, tj. wykazujg znaczny stopiefi homolo-
gii miedzy drozdzami i wyzszymi Eukaryota - zwierzetami i ro$linami. Niedobér, brak lub modyfikacje
CENP powoduja niesprawnos¢ systemu centromer/kinetochor, wyrazajaca sie btedna segregacja sio-
strzanych chromatyd w anafazic. Réwniez konserwatywne sg biatka kompleksu kohezyjnego.

Stowa kluczowe: ewolucja centromerowcgo DNA i biatek, neocentromery, montowanie kompleksu cen-
tromer/kinetochor.

Summary: In this article the identity of centromere chromatin is discussed on the basis of recent opi-
nions concerning the formation of ncocentromeres; it seems that not DNA but centromeric proteins are
involved in this process. The structure of centromere/kinetochore complexes in holocentric chromoso-
mes is similar to that in monocentric ones. Centromeric DNA undergoes rapid divergence due to point
mutations, insertions and deletions. Centromeric and kinctochore proteins - CENPs - are conserved,
i.e. they display a high degree of homology between yeast and higher Eukaryota (animals and plants).
Deficiency, lack or modifications of CENPs result in improper sister chromatids segregation during
anaphase. Proteins of cohesion complex seem to be conserved, as well.

Key words: evolution of centromeric DNA and proteins, ncocentromeres, centromere/kinetochore as-
sembly.
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WSTEP

W poprzednim artykule [33] zostaly przedstawione informacje o DNA centro-
merowym ze szczegblnym uwzglednieniem roslin wyzszych oraz podstawowe dane o
biatkach kompleksu centromer/kinetochor. Struktura i funkcjonowanie tego kompleksu
nadal budzi zainteresowanie badaczy ze wzgledu najego role w poprawnej segregacji
chromosomow homologicznych podczas | podziatu mejozy i chromatyd w mitozie i I
podziale mejozy. Cechg DNA centromerowego jest wychwytywanie biatek kinetochoru
i przytaczanie tej struktury do mikrotubul wrzeciona, a takze podtrzymywanie kohezji
siostrzanych chromatyd. Wiedza o mechanizmach uczestniczacych w tych procesach
jest konieczna do konstruowania sztucznych chromosomoéw (Artificial Chromosomes,
AC), w ktdrych poktada sie wielkie nadzieje jako potencjalnych wektorach przenoszacych
wybrane geny z myslg o ich zastosowaniu w biotechnologii i medycynie.

W tym artykule, opracowanym na podstawie najnowszych danych gtdéwnie z lat
2002-2003, zwr6cono uwage na tzw. centromeryzacje (termin wprowadzony przez
Choo [6]), czyli te cechy DNA, ktére determinujg jego przeksztatcenie w DNA
centromerowy (na przykiadzie neocentromeréw), a takze na ewolucje DNA
centromerowego i konserwatywno$¢ biatek kompleksu centromer/kinetochor.
Przytoczone sg rowniez najnowsze dane na temat tworzenia i rozpadu kompleksu
kohezyjnego.

REPLIKACJA DNA ORAZ CHROMATYNA
W CENTROMERACH | NEOCENTROMERACH

Centromery. Mozna bylo oczekiwaé, ze okres fazy S, w ktérym nastepuje
replikacja DNA centromerowego, ze wzgledu na hetcrochromatynowy charakter
chromatyny powinien mie¢ miejsce w péznej fazie S. We wspétczesnych badaniach
dotyczacych tego zagadnienia jako wyznacznik regionu centromerowego przyjmuje sie
obecnos$¢ specyficznego dla centromeréw konstytutywnego biatka CENP-A,
zastepujacego w nukleosomach histon H3. Uzyskane dotad dane wskazuja, ze DNA
centromerowy bywa replikowany w rozmaitych okresach fazy S, w zalezno$ci od obiektu.
U Saccharomyces cererisiae DNA centromerowy jest replikowany we wczesnej fazie
S. Nie wiadomo, kiedy nowe czgsteczki Csc4, homologu CENP-A, sg przylagczane do
nowopowstajacych nukleosoméw. U Schizosaccharomyces pombe doktadny okres
replikacji DNA centromerowego nie zostat stwierdzony. U Drosophila DNA
centromerowy wedtug jednych autoréw jest replikowany asynchronicznie w okresie od
Srodkowej do pdznej fazy S [39] wedtug innych [1] - we wczesnej fazie S. U bobu
DNA centromerowy jest replikowany w pierwszej potowie fazy S (ref. [21]). U cztowieka
replikacja zachodzi asynchronicznie, réwnolegle z innymi regionami chromosomoéw, w
czasie od Srodkowej do péznej fazy S [36]. Z przytoczonych danych nie wynika, aby
okres syntezy DNA centromerowego podlegat modyfikacjom ewolucyjnym.
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Neocentromery. Funkcjonalne neocentromery, wyposazone we wszystkie biatka
obecne w normalnym kompleksie centromer/kinetochor, moga by¢ tworzone de novo u
wielu organizmdéw z niecentromerowcgo DNA (ref. [6, 33]). Neocentromery raz
wytworzone sg stabilne, przynajmniej u cztowieka. Nie wszystkie regiony genomu moga
z réwna tatwoscig osigga¢ funkcjg centromeru. Wérdd 41 ludzkich ncoccntromerdéw
opisanych do 2000 r., 8 wystepowato na chromosomie 13q i 7 na 15q, ale tylko | na
chromosomach 21 i X, za$ nigdy - na chromosomie 18 (ref. [42]).

Wsp6lng cecha chromatyny normalnych centromeréw i neocentromeréw, wykazang
u cztowieka, jest obecnos¢ biatka PARP (polimerazy poli(ADP) rybozy), ktére
charakteryzuje sie wybidrczg zdolnoscig do wiazania sie do 9-nukleotydowej sekwencji
w podwadjnej nici DNA w cc-satelitarnym DNA centromerdw i w niespokrewnionym
tandemowym powtdrzeniu 28 pz znalezionym w ludzkim neocentromerze dicentrycznego
chromosomu (ref. [6]).

Wspdlng cechg DNA centromerdw i neocentromerdw, stwierdzong na podstawie
analizy chromatyny wigzacej CENP-A, jest dominacja par AT i brak albo nieznaczna
liczba genow [21], por. [28].

Wiele danych sugeruje, Ze istotng cechg chromatyny warunkujacg powstawanie
neocentromerow jest konformacja DNA [2]. Obszary bogate w heterochromatyne wydaja
sie by¢ regionem preferowanym dla tworzenia neocentromerdw. Jednak u cztowieka,
obok wybiérczej lokalizacji neocentromeréw w obrebie blokéw heterochromatynowych,
zostaly opisane przypadki, w ktorych neocentromery znajdujg sie w regionach
euchromatynowych. U myszy wykazano obecno$¢ w neocentromerach
euchromatynowych biatek M31, analogéw biatek heterochromatynowych HP-1 (ref.
[6]). Obecnos¢ heterochromatyny jest niezbedna dla kohezji w regionie centromerowym
[4] ( por. nizej Kompleks kohezyjny). U rodlin, dzieki zastosowaniu metody FISH,
mozna byto poréwnaé sekwencje DNA obecne w normalnych centromerach i
neocentromerach kukurydzy i zyta. U obu gatunkéw preferowanym miejscem tworzenia
neocentromerdw sg regiony bogate w heterochromatyne. Ani w neocentromerach
kukurydzy, ani zyta nie wykryto obecnosci sekwencji specyficznych dla normalnych
centromerdw, tj. MCS1 u kukurydzy (ref. [33]), CCS1 - dla zyta [25, 26].

Jak wynika z przytoczonych danych, wspélng cechg DNA funkcjonalnych
centromerow i neocentromerdw nie jest jego struktura I-rzedowa, lecz konformacja i
wysoki stan kondensacji chromatyny [2]. Ta cecha mogtaby by¢ wstepnym warunkiem
dla powstawania neocentromeréw. Przyjeto, ze istota centromeryzacji [6] jest
determinowana przez epigenetyczne pietno na chromosomach, wywarte w miejscu na
nic podatnym. U cztowieka sg nimi np. w szczeg6lnosci dtugie ramiona chromosoméw
13 i 15 [6]. Postulowano, ze kandydatami do tej roli, poza wspomniang konformacja
chromatyny, mogtyby by¢ szczegolny okres replikacji centromerowego DNA oraz
metylacja DNA i histonu H3 (ref. [21, 36]).

Badania poréwnawcze dotyczace czasu replikacji DNA neocentromeru i normalnego
centromeru zostaty przeprowadzone na neocentromerach w regionie 10g25.3 chromosomu
cztowieka, pozbawionym w tym regionie a-satelitarnego DNA. W regionie
neocentromerowym DNA replikuje sie w Srodkowej fazie S. Tworzeniu neocentromeru
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towarzyszy op6znienie replikacji DNA wokot wiasciwego neocentromeru, tj. wokét obszaru
wigzacego CENP-A; op6znienie to jest wieksze z jednej strony neocentromeru [21],

Dotychczas uzyskane dane (por. wyzej) wskazuja, ze u zbadanych dotad organizmow
replikacja centromerowego DNA odbywa sie w rozmaitych okresach fazy S, zatem okresu
replikacji DNA nie mozna zaliczy¢ do czynnikéw identyfikujacych centromerowy DNA. Jest
mozliwe, ze wylgczenie histonu H3 podczas replikacji DNA i zastgpienie go przez CENP-A
jestjednym ze wstepnych warunkdw powstania funkcjonalnego neocentromeru [1].

Obecnie trudno jest definitywnie oceni¢ znaczenie metylacji. Metylacja lizyny w
histonie H3 byla badana in situ tylko w chromocentrach Arabidopsis thaliana\
przewazajgca liczba tych chromocentrow stanowi interfazowg posta¢ chromatyny
centromerowej i przycentromerowej. Wykazano w nich wysoki poziom metylacji lizyny
9. w H3, ale metylacja lizyny 9. nie jest konieczna dla istnienia poprawnej struktury
chromocentrow [13]. Natomiast u Schizosaccharomycesponibe metylacja lizyny 9. w
heterochromatynie przycentromerowej jest jednym z czynnikéw niezbednych dla
utrzymania w niej braku aktywnosci transkrypcyjnej. U mutantow drozdzy
rozszczepkowych, w ktdrych procesy z udziatem RNAIi zapewniajgce dezaktywacje
transkrypcyjng tej heterochromatyny sg uszkodzone, majg miejsce zaktocenia w
segregacji chromosomoéw [44], Jest wiec mozliwe, ze w przypadku przysztych
neocentromerdw powstanie kompetencji chromatyny do montowania kinetochoréw jest
uwarunkowane przez mechanizmy powodujace jej wyciszenie transkrypcyjne, co-jak
sie wydaje - moze by¢ wspdlng whasciwoscig tak odlegtych ewolucyjnie organizméw
jak drozdze i roslina okrytozalgzkowa.

CHROMOSOMY HOLOCENTRYCZNE

Nicienie, owady (pluskwiaki i tuskoskrzydte) oraz niektére gatunki roslin
jednolisciennych m ajg chromosomy holocentrycznc, tj. takie, w ktérych centromery sg
rozproszone wzdtuz catych ramion chromosomoéw. Wyniki badan cytochemicznych w
mikroskopie $wietlnym oraz badan w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze
pojedynczy kompleks centromer/kinetochor jest zbudowany podobnie jak w
chromosomach monocentrycznych (ref. [34]).

Nie jest obecnie rozstrzygniete, czy holocentryczne chromosomy stanowig pierwotng
forme centromeréw, czy wyewoluowaty one z chromosoméw monocentrycznych. W
pierwotnych chromosomach holocentrycznych centromerowo-specyficzne sekwencje
DNA mogtyby byé przypadkowo rozmieszczone wzdtuz catego chromosomu i dopiero
inwazja transpozonow przyczynitaby sie do wytworzenia flankujacej heterochromatyny,
ktéra u wielu gatunkéw z monocentrycznymi chromosomami jest bogata w retroelcmenty
(ref. [33]). Jednak jest réwnie mozliwe, ze holocentrycznc chromosomy wyewoluowaty
z monocentrycznych wskutek ubytku heterochromatyny i poprzez rozpowszechnienie
sie cis chromatyny centromerowej w sposob analogiczny do generowania neo-
centromeréw uDrosophila [39], U wielu gatunkéw z chromosomami holocentrycznymi
stwierdzono obecnos¢ satelitarnych DNA (ref. [24]), ale u przedstawiciela Lepidoptera,
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Mammestra brassiceae, sekwencje satelitarne sg obecne tylko w chromosomach ptci,
jedynych zawierajgcych heterochromatyne [24],

W genomie nicienia Caenorhabditis elegans, modelowego organizmu w badaniach
chromosomow holocentrycznych, obecne sg geny hcp-3 kodujace biatka homologiczne
do CENP-A i 2 geny - hcp-1 i hep-2 kodujgce biatko homologiczne do CENP-H
(ref.. [32]).

Istotna réznica miedzy centromerami chromosoméw monocentrycznych i
holocentrycznych polega na tym, ze w holocentrycznych montowanie biatka
homologicznego do CENP-C nazwanego w holocentrycznych biatkiem HCP-4, nastepuje
dopiero podczas mitozy (por. nizej, Montowanie kompleksu centromer/kinetochor).
Ponadto w monocentrycznych chromosomach w metafazie mitozy silnie jest
ufosforylowany histon H3 w chromatynie przycentromerowej, za$ w holocentrycznych
- silna fosforylacja tego histonu ma miejsce wzdtuz catych chromosoméw (ref. [12]).

EWOLUCJA DNA CENTROMEROWEGO

W toku ewolucji struktura centromeru i jego DNA stawata sie coraz bardziej ztozona,
co mozna prze$ledzi¢ poréwnujac centromery u 3 gatunkéw drozdzy i centromery
cztowieka na przyktadzie chromosomu X. Najbardziej prymitywne z dotagd poznanych
centromery Saccharomyces cerevisiae majg dtugos¢ 125 pz i skladajg sie z 3 elementow:
CDEI, CDEII i CDEIII. CDEI i CDEIII zawierajg miejsca wigzace biatka i oflankowujg
CDEIIl. Modyfikacje tej struktury stwierdzono ostatnio u Kluyveroromyces lactis,
ktérego centromery zawierajg, obok CDEI i CDEII (ta druga sekwencja jest dwa razy
dtuzsza niz u S. cerevisiae) dodatkowy konserwatywny segment DNA - CDEO o
nieznanej dotad funkcji. U Schizosaccharomyces pombe region centromerowy ma
dtugos¢ 35-110 kpz. Skiada sie z centralnego rdzenia zwanego cnt o dtugosci 4,1 kpz,
w obrebie ktérego region zawierajacy 1,4 kpz wykazuje 48% identycznosci w obrebie
3 chromosomow. Centralny rdzen jest oflankowany przez sekwencje powtarzalne, zwane
wewnetrznymi, o dtugosci 5,6 kpz, w obrebie ktorych znajduja sie geny tRNA. Sekwencje
powtarzalne zewnetrzne sktadajg sie z 3 odrebnych rodzajow DNA,; sg to powtérzenia
zwane dg (4,4 kpz), cent253 (0,3 kpz) i dh (4,8 kpz). Powtdrzenia dg sa najbardziej
konserwatywne w obrebie DNA centromerowego. Sekwencje cnt (rdzeniowe) i
powtérzenia dg sajedynymi skfadnikami istotnymi dla funkcjonowania centromeru u
S. pombe. W ludzkim chromosomie X region centromerowy o dtugosci 2 Mpz sktada
sie z wysoce homogennych uktaddéw a-satelitamego DNA (monomer pok. 170 pz),
zwanego DX21, oflankowanego przez «-satelitarne i y-satelitame powtorzenia DNA.
Homologia tych sekwencji zmniejsza sie z 99% do 70% na jego obrzezach [10, 23].
Wiadomo, ze DNA centromerowy w poszczegd6lnych chromosomach cztowieka nieco
sie rézni, podobnie jak u Arabidopsis thaliana (ref. [33]). W chromosomie X
dywergencja I-rzedowej struktury nastepowata w wyniku mutacji i transpozycji. Jezeli
integralnos$¢ uktadéw powtarzalnych DNA jest istotna dla funkcji centromeru, to mtode
ewolucyjnie homogenne powtdrzeniaiDNAwchodzityby w sktad funkcjonalnej czesci
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centromeru, za$ zdegradowane, tj. te 0 nizszym poziomie homologii tworzytyby
heterochromatyne przycentromerowg [10]. Taka geneza heterochromatyny przycentro-
merowej nie jest regutg. U Ceratitits capitata (Srodziemnomorska muszka owocowa)
znajdujacy sie w tym regionie satelitarny DNA, zbudowany z tandemowych monomeréw
dtugosci 44 pz, obecny jest tylko w heterochromatynie przycentromerowej i jest
gatunkowo specyficzny, dzieki czemu moze stuzy¢ jako sonda molekularna do
identyfikacji tego szkodnika [37].

W 2003 r. nie nastgpity odkrycia nowych sekwencji DNA centromerowego ani u
rodlin, ani u zwierzat. Wyjatek stanowi sklonowanie i analiza struktury I-rzedowej
sekwencji z DNA Aegilops speltoides zawierajacej 301 pz, w ktdrej znajduje sie motyw
mikrosatelitamy sktadajacy sie z 16 powtorzen CAA [5]. Jest to pierwsze doniesienie o
obecnosci sekwencji mikrosatelitarnej w DNA centromerowym u roslin, stwierdzonej
na podstawie sekwencjonowania, bowiem dotychczasowe dane na ten temat opieraty
sie na wynikach FISH (ref. [33]). Wyniki FISH ze wspomniang sekwencjg z DNA z
Aegilops speltoides byty pozytywne nie tylko w centromerach tego gatunku, ale takze
u Triticum durum, T. monococcum i Secale cereale. Na podstawie homologii mozna
przypusci¢, ze omawiana sekwencja powstata z podobnych do cereba retroelementéw,
nalezacych do rodziny gypsy [5]. Retroelementy moga stanowi¢ typowa chromatyne
centromerowa, poniewaz wigzabiatko nukleosomow centromerowych CENP-A [45].

DNA centromerowy u zb0z jest bogaty w ruchome elementy. Kazdy centromer
jeczmienia zawiera ok. 200 element6w cereba. Spokrewnione z cereba retroelementy
sg takze u kukurydzy, sorgo, pszenicy, zyta, ryzu, owsa, a nawet u buraka. U wiekszosci
gatunkéw te retroelementy nie sa wykrywane w ramionach chromosomoéw. Przypusz-
czalnie pojawity sie one ok. 60 milionéw lat temu i prawdopodobnie pochodza z
pojedynczej rodziny transpozondéw i ulegly nieregularnemu rozproszeniu miedzy
centromerowymi sekwencjami satelitarnymi, a niektore z nich sg nadal zdolne do
transkrypcji (ref. [12]). Z drugiej strony, mozliwo$¢ pochodzenia centromerowych
sekwencji satelitarnych z retroelementéw jest brana pod uwage przez wielu autoréw.
Aktywnym retroelementom, tj. ulegajagcym transkrypcji, przypisuje sie udziat w
zastepowaniu w nukleosomach chromatyny centromerowej histonu H3 przez podobne
do niego biatko CENP-A (u roslin zwane CENH3) [14]. Brak sekwencji typu
retroelementéw w neocentromerach, ktére nie zawsze zawierajg sekwencje satelitarne
(por. wyzej, Replikacja DNA ...), wskazuje, ze obecno$¢ retroelementéw nie jest
konieczna do funkcjonowania centromeréw, tj. do segregacji chromatyd [12].

Uklady satelitarnego DNA w centromerach moga osigga¢ dtugos¢ kilku Mpz. U
Arabidopsis thaliana kazdy z 5 centromer6w zawiera 2-4 Mpz, zbudowanych z blokéw
powtorzen 180 pz. Wsrdd nich znajduja sie rozproszone liczne pseudogeny i geny
ulegajace ekspresji - EST [8].

U wiekszosci gatunkéw satelitarne sekwencje obecne sagw centromerach w nadmiarze.
Swiadcza 0 tym wyniki do$wiadczeri ze sztucznymi chromosomami. Minimalna dtugo$é
funkcjonalnych loci centromerowych u ryzu oceniona na podstawie mapowania
fizycznego w YAC (sztuczne chromosomy drozdzy) wynosi: dla chromosomu 1. - 1390
kpz, dla 7. - 2160 kpz, dla 9. - 1610 kpz, dla 11. - 1220 kpz, przy catkowitej dtugosci,
np. w chromosomie 5. powyzej 2 Mpz [17]. (U _Kukurydzy centromer chromosomu B
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sktada sie z ponad 9 Mpz, za$ powstate z niego chromosomy w wyniku btednych
podziatdw centromeréw mogg w DNA centromerowym zawiera¢ zaledwie
200-500 kpz (ref. [14]). Jednak te mini-B-chromosomy skladajgce sie z mniej niz
1000 kpz wykazujg zredukowang funkcjonalno$¢ podczas mejozy, za$ takie
chromosomy z centromerowymi powtérzeniami ponizej 500 kpz sg defektywne
réwniez podczas mitozy (ref. [12]).

WSrdd roslin spokrewnione gatunki zawierajgcentromerowe DNA o znacznej homologii.
Jednak, poniewaz wspdlna cechg centromerowych powtorzen satelitarnych jest ich szybka
dywergencja, nie tylko poszczeg6lne chromosomy np. u Arabidopsis thaliana [8], (ref.
[33]), ale réwniez poszczegblne gatunki mogg réznic sie strukturg I-rzedowa. Wyniki
poréwnania sekwencji DNA centromerowych u 4 gatunkéw Arabidopsis: thaliana (2n =
2 x = 10), griffithiana (2n = 32), suecica (2n = 26), pumila (2n = 32), arenosa (2n = 4x =
32) metodg Southem wykazaly istnienie homologii powtorzen 180 pz tylko miedzy A.
griffithiana i A. pumila [11]. Jednak pewne regiony w monomerach wykazujg
konserwatywno$¢ u wszystkich lub tylko niektorych gatunkéw. Jednym z takich odcinkéw
DNA jest nazwany motywem A uA. thaliana, sktadajacy sie z 30 pz, obecny uA. arenosa.
Matg zmienno$¢ wykazuje takze motyw B sktadajacy sie z 24 pz. Roznice w strukturze |-
rzedowej klonéw uzyskanych z tego samego gatunku lub nieznaczne r6znice w motywach
konserwatywnych sg przypisywane mutacjom punktowym oraz, w mniejszym stopniu,
insercjom i delecjom [11], poniewaz region centromerowy nie podlega rekombinacji.
Przytoczone wyniki stanowig dowdd, ze centromerowe satelitarne sekwencje DNA nalezg
do sekwencji podlegajacych bardzo szybkiej ewoluciji.

HOMOLOGIA BIALEK CENTROMEROWYCH - CENP

Biatka kompleksu centromer/kinetochor (CENP - CENtromeric Protein) sg aktualnie
intensywnie badane. Mozna przyja¢, ze do 2002 r. stwierdzono u Saccharomyces
cerevisiae istnienie ok. 50 takich biatek, u zwierzat i cztowieka - okoto 20, u roslin wyzszych
- przynajmniej 14. Roznice w liczbie rozpoznanych biatek sg spowodowane przez znaczne
trudnosci techniczne w identyfikacji tych biatek u wyzszych Eukaryota. Niektore biatka z
grupy CENP sg obecne w centromerach podczas catego cyklu komérkowego; sg to
biatka konstytutywne. Pozostate pojawiajg sie dopiero wraz z inicjacjg mitozy/mejozy;
nadano im nazwe fakultatywne lub przejsciowe (tab. 1; ref. [33]).

Nazwy nadawane sg biatkom centromerowym w sposéb dowolny, niezaleznie od juz
istniejgcych termindw. Np. nazwa CENP-A, nadana biatku zastepujgcemu histon H3 w
nukleosomach chromatyny centromerowej, odnosi sie do cztowieka, myszy i Xenopus.
Homologiczne biatka u innych gatunkéw to u: Saccharomyces cerevisiae - Cse4,
Schizosaccharomycespombe - Cnp 1, Drosophila - Cid, Caenorhabditis elegans - HCP-
3, Arabidopsis thaliana i inne rosliny wyzsze - CENH3 (CENtromere-specific histoneH3)
i jego wariant HTB12. Wykaz nazw niektdrych innych biatek kompleksu centromer/
kinetochor podane saw tabeli | w artykule Houbena i Schuberta [12], Dla uproszczenia
w niniejszym artykule uzywane sg nazwy nadawane ludzkim biatkom z grupy CENP.
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TABELA 1. Biatka centromerowe (CENtromeric Proteins) konstytutywne

Nazwa w
odniesieniu
do czlowieka

Wykryte homologie
(rzedu 48-75%)

Funkcja

CENP-A Saccharomyces cerevisiae zastepuje H3 w nukleosomach DNA
Schizosaccharomyces pombe  centromerowego; mutacje powodujg non-
Caenorhabditis elegans dysjunkcje u drozdzy, myszy i C. elegans,
Arabidopsis thaliana brak jest letalny
Zea mays
mysz

CENP-B liczne Eukaryota wigze sie z okreslonymi sekwencjami DNA
Arabidopsis thaliana centromerowymi;
Triticeae brak genu nie zaktéca ani powstawania
Phaseolus vulgaris kinetochoréw, ani przebiegu mitozy

CENP-C Saccharomyces cerevisiae wigze sie bezposrednio z DNA
Schizosaccharomyces pombe  centromerowym;
Caenorhabditis elegans uszkodzenie genu powoduje zaktdcenie
Arabidopsis thaliana segregacji chromosoméw
Zea mays

CENP-I Saccharomyces cerevisiae niezbedne do prawidtowej lokalizacji CENP-

F w kinetochorze;
brak powoduje zaktécenia w przebiegu mitozy

Schizosaccharomyces pombe
kur domowy
szczur

U wyzszych Eukaryota ewolucje niektérych CENP badano poréwnujac % homologii
struktury I-rzedowej kodujacych je genéw, sekwencji aminokwaséw oraz efektywnos$¢
wigzania metoda in situ znakowanych przeciwciat przeciwko wybranym CENP
uzyskanych z odlegtych gatunkdw.

Najwiecej uwagi poswiecono biatku CENP-A, zapewne ze wzgledu najego podstawowg
role w powstawaniu chromatyny centromerowej (tab. 1). Réznica miedzy histonem H3 a
CENP-A i jego homologami polega na wysokiej dywergencji CENP-A w jego kraricu N-
terminalnym, ktory moze znacznie rézni¢ sie pod wzgledem diugosci i skiadu
aminokwasowego, nawet wsrdd blisko spokrewnionych organizméw.[14,40]. O homologii
réznych wariantow decyduje wiec domena rdzeniowa tego biatka, wykazujgca 30-60%
homologii, jak to wykazano u wszystkich badanych gatunkow [40, 42].

CENP-B niejest biatkiem powszechnie wystepujgcym we wszystkich funkcjonalnych
kompleksach centromer/kinetochor (tab. 1; por. nizej Montowane kompleksu centromer/
kinetochor). CENP-B wykazuje znaczng homologie do biatek zwigzanych z ruchomymi
elementami obecnymi w DNA centromerowym, co skiania do sugestii, ze CENP-B
moze pochodzi¢ z transpozazy [11],

Homologie miedzy CENP-C a biatkami obecnymi w kompleksie centromer/kinetochor
stwierdzono u Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomycespombe, Caenorhabditis
elegans, kregowcOw, Zea mays i Arabidopsis thaliana (ref. [42]). U kukurydzy
znaleziono trzy rézne klasy cDNAdla,homologéw CENP-C (ref. [30]). Metodami in
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TABELA 2. Biatka centromerowe — CENP fakultatywne

Nazwa Wykryte homologie Funkcja
w odniesieniu
do cztowieka

CENP-E Saccharomyces cerevisiae posredniczy w przemieszczaniu sie
Arabidopsis thaliana chromosomoéw do strefy rownikowej
Viciafaba w prometafazie

Hordeum vulgare

CENP-F Saccharomyces cerevisiae obecne w kinetochorze wczesna profaza-
Caenorhabditis elegans wczesna anafaza, wspoétdziata z CENP-E
Viciafaba

Hordeum vulgare
CENP-G wykryte tylko u ssakéw motoryczna

CENP-H ptaki, ssaki motoryczna

situ wykazano istnienie sygnatu immunofluorescencyjnego przeciwciata przeciwko
ludzkiemu CENP-C w regionie centromerowym bobu. Przeciwciata przeciwko CENP-
C z kukurydzy dawaty sygnat fluorescencyjny w chromosomach jeczmienia i bobu, ale
nie byto znakowania w chromosomach cztowieka. Brak sygnatu moze by¢ spowodowany
przez udziat innych epitopoéw z CENP-C w stosowanych przeciwciatach [41]. Ludzki
CENP-I skfada sie z 756 aminokwaséw. Biatko to wykazuje 72% homologii do CENP-
| szczura i 56% do tego biatka u kurczecia oraz ograniczone podobienstwo do
centromerowych biatek Ctf3 u Saccharomyces cerevisiae i do Mis6 u Schizo-
saccharomyces pombe [20].

CENP-E (biatko fakultatywne) jest jednym z biatek kinetochorowych,
zaangazowanych w ruchy chromosomoéw (tab. 2). W jego czasteczce, podobnie jak w
CENP-F, znajduje sie domena kinezynowa. Oba te biatka sg obecne réwniez u roslin.
Zidentyfikowano podobne do CENP-E biatko u jeczmienia - Cpell i Cpel2. Cpel2
stanowi prawdopodobnie homolog CENP-E; Cpell wykazuje podobienstwo do jednej
z domen w CENP-E, ale nie zawiera domeny kinezynowej [41], (ref. [12]). Metodami
immunocytochemicznymi wykazano, ze przeciwciata przeciwko ludzkiemu CENP-E
dawaty staby sygnal w regionie centromerowym chromosoméw bobu, ale silny - u
jeczmienia. Podobnie silny sygnat oznakowanego fluorescencyjnie przeciwciata
przeciwko ludzkiemu CENP-F byt w chromosomach bobu [41].

U wyzszych Eukaryota stwierdzono obecnos¢ biatek niezaliczanych do CENP,
zidentyfikowanych u drozdzy i uczestniczacych w funkcjonowaniu kompleksu centromer/
kinetochor (por. nizej, Montowanie kompleksu centromer/kinetochor). Przypuszczalne homologi
centromerowego czynnika wigzacego CBF5 i drozdzowego SKP1, ktéryjest czeScigkompleksu
CBF2, sgobecne w roslinnych kinetochorach oraz u Metazoa (ref. [ 12,30]).

Z przytoczonych danych wynika, ze biatka kompleksu centromer/kinetochor nie sg
konserwatywne w sposob doskonaty. Wiele z nich zawiera diugie sekwencje odmienne, a
podobieristwo jest ograniczone tylko do-pewnych-domen. Mimo tych réznic, ich funkcja w
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procesie prawidtowej segregacji chromatydjest podobna, o czym $wiadczy defektywna segregacja
w przypadku centromerdw i kinetochordw pozbawionych nawetjednego z tych biatek.

MONTOWANIE KOMPLEKSU CENTROMER/KINETOCHOR

Jak wspomniano wyzej, u Saccharomyces cerevisiae centromer jest zbudowany
tylko z sekwencji DNA zwanych CDEI, CDEIl i CDEI11 o poznanej strukturze I-
rzedowej. CDEII, ok. 125 pz, oflankowana jest przez sekwencje CDEI i CDEIIl. Do
CDEIII wigze sie kompleks wielobiatkowy CBF3, sktadajacy sie z czterech rozmaitych
biatek, w tym homologu CENP-C; brak tego kompleksu powoduje utrate funkcji przez
kinetochor i zerwanie wszystkich interakcji biatek kinetochoru z centromerem. Inny
kompleks wielobiatkowy zawierajacy biatko Ndc80p w potaczeniu z trzema innymi
tworzy ewolucyjnie konserwatywna czes¢ kinetochoru i jest, podobnie jak kompleks
CBF3, istotny dla poprawnej segregacji chromosomaéw [31].

Szczegdblng cechg chromatyny centromerowej jest zastgpienie w jej nukleosomach
histonu H3 przez biatko CENP-A. W przeciwienhstwie do chromatyny pozacentro-
merowej, synteza histonéw oraz CENP-A lub jego homologéw nie jest sprzezona z
replikacjg DNA. U cztowieka mRNA dla CENP-A pojawia sie dopiero w fazie G2 [36]
lub w pdznej fazie S i w G2, ale polgczenie CENP-A z nukleosomami centromerowej
chromatyny zachodzi dopiero w fazie G2 (ref. [39]). Opdznione wobec replikacji DNA
synteza i montowanie biatek Cid (homologow CENP-A) stwierdzono réwniez u
Drosophila\ warunkiem ich deponowania wydaje sie by¢ wytaczenie histonu H3 [1].

CENP-A i jego homologi odgrywajg podstawowa role w montowaniu kompleksu
centromer/kinetochor. Wprowadzenie tego biatka na miejsce histonu H3 stanowi
pierwszy sygnat warunkujgcy powstanie centromerdw, jak np. w przypadku
neocentromerdw. Zaktdcenia w strukturze CENP-A powoduja powstanie defektywnych
centromerow. Wprowadzenie fuzyjnego biatka Cenpa-GFP (Green Fluorescence
Protein) do centromeréw myszy, mimo braku wykrywalnych zmian w strukturze
nukleosomdw, powoduje zaktdcenie segregacji chromosoméw [15]. Podobny efekt
powoduje catkowite wyciszenie (knockout) genu cenpa (ref. [39]). Brak lub uszkodzenie
CENP-A powoduje btedna lokalizacje wielu biatek centromerowych i kinetochorowych
[39]. Nie jest wykluczone, ze depozycja CENP-A/CENHS3 (ta druga nazwa dotyczy
CENP-A roslin) odbywa sie za posrednictwem transkrypcji z retroelementow DNA
centromerowego [14]. Wyniki badar metodg immunoprecypitacji wykazaty, ze ludzkie
CENP-A faczy sie z oc-satelitamym DNA centromerow, a u Saccharomyces cerevisiae
homolog CENP-A - Csc4 - z centralnie zlokalizowang sekwencjg DNA centromerowego
CDEII, za$ u kukurydzy homolog CENH3 - z centromerowg sekwencjg CentC i z
centromerowymi retrotranspozonami, ale nie wspoétdziata z neocentromerowym DNA,
pozbawionym tej sekwencji (ref. [45]).

Obecnos¢ CENP-B, jak wspomniano wyzej, nie jest konieczna dla prawidtowego
funkcjonowania kompleksu centromer/kinetochor, o czym $wiadczy brak tego biatka w
normalnych centromerach u wielu.gatunkéw,.a takze w neocentromerach (ref. [33]).
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17-nukleotydowy motyw w DNA wystepujacy w a-satelitamych DNA centromerow
cztowieka oraz u Arabidopsis thaliana, wigzacy CENP-B, nie jest obecny w DNA
centromerowym u wielu obiektdw, w tym u trzech innych gatunkéw Arabidopsis [11],
por. [33]. Biatko CENP-B znajduje sie w centralnej ptytce kinetochoru.

Obecno$¢ CENP-A w nukleosomach chromatyny centromerowej jest niezbedna dla
ulokowania innego istotnego biatka centromeréw - CENP-C [28], ktére wigze sie z DNA i
znajduje sie na styku chromatyny centromerowej i wewnetrznej plytki kinetochoru. Jezeli
chromatyna centromerowa pozbawionajest CENP-A w wyniku wyciecia tego genu lub podania
odpowiedniego RNAI, CENP-Cjest btednie lokalizowane [32,38]. U Caenorhabditis elegans
usuniecie CENP-A lub CENP-C, a takze zmniejszenie ilosci tych biatek, powoduje powstanie
fenotypu Jdnetochore nuli”, charakteryzujacego sie brakiem mitotycznej segregacji oraz
catkowitg niezdolnos$cig do gromadzenia biatek kinetochoru i montowania mechanicznie
stabilnego wrzeciona. U tego nicienia usuniecie CENP-C nie powoduje braku CENP-A [32],
natomiast obecnos¢ homologu CENP-C, HCP-4, jest niezbedna dla wprowadzenia do
kinetochoru homologu CENP-F - HCP-1 [29].

Wyniki badan przeprowadzonych na komérkach cztowieka wskazujg, ze
konstytutywne biatko CENP-I jest niezbedne dla ulokowania w kinetochorze biatka
fakultatywnego CENP-F i biatek punktu kontrolnego kinetochoru - MAD1 i MAD?2.
CENP-1 jest prawdopodobnie zlokalizowane blisko wewnetrznej ptytki kinetochoru, tj.
przy chromatynie centromerowej. Usuniecie tego biatka lub zablokowanie przez podanie
odpowiedniego RNAI lub przeciwciat przeciwko CENP-I powoduje zatrzymanie cyklu
komorkowego w G2 oraz pojawianie sie monopolarnych chromosomoéw, tj.
przytaczonych tylko do jednego bieguna wrzeciona, poniewaz tylko jedna siostrzana
chromatyda ma sprawnie funkcjonujacy system centromer/kinetochor [20].

Z przytoczonych danych wynika, ze biatka konstytutywne CENP-A, CENP-C |
CENP-I wydajg sie by¢ na szczycie hierarchii czynnikéw wspoétdziatajgcych w
montowaniu kinetochoréw. Poprawne montowanie innych - poza wspomnianym wy?zej
CENP-F - biatek fakultatywnych réwniez zalezy od obecnosci i prawidtowej lokalizacji
biatek konstytutywnych. Usuniecie biatka fakultatywnego CeINCEP (INner
CENtrometric Protein), por. [33] u Caenorhabditis elegans - Ce - przez podanie
RNAI powoduje catkowity brak segregacji chromosomoéw w obecnosci mechanicznie
stabilnego wrzeciona [32].

Metodami immunocytochemicznymi wykazano obecno$é topoizomerazy 1l (topo I1)
w aktywnych centromerach i neocentromerach ssakéw zaréwno w chromosomach
mejotycznych, jak i mitotycznych (ref. [2,7]), co moze wskazywac, ze jej obecnos$¢ jest
konieczna w procesie montowania kinetochoréw. Topo Il akumuluje sie w centromerach
podczas wczesnych etapéw mitozy i zanika w anafazie [2]. Jednak brak jest
wykrywalnych ilosci topoli w chromosomach Y u myszy z funkcjonalnym centromerem
(ref. [7]), co wskazuje, ze topoli mogtaby bra¢ udziat w tworzeniu i/lub podtrzymywaniu
wiasciwej struktury chromatyny centromerowej, ale nie jest konieczna do montowania
kinetochorow [7], Przy pomocy metody SPRINS stwierdzono, ze obecna w centromerach
chromosomoOw mitotycznych topoli jest katalitycznie aktywna [2], W wyniku
zablokowaniajej aktywnosci przez specyficzny inhibitor ICRF-187, topoli nie akumuluje
sie w centromerach i struktura kinetochoréw,nie jest prawidtowa (ref. [7]).
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Ostatnio opracowano metode umozliwiajgcg badanie oderwanych centromeréw wraz
z kinetochorami, pochodzacych z mitotycznych komérek HelLa. Wykazano w tych
strukturach obecno$¢ DNA o dtugosci 130-160 kpz oraz CENP-B i CENP-C w
wewnetrznej ptytce kinetochoru, a takze CENP-E w jego zewnetrznej ptytce [3]. U
kukurydzy pekniecie chromosomu w obrebie centromeru moze prowadzi¢ do powstania
chromosomu telocentrycznego, poniewaz ,,gojenie” chromosomu polega na
dobudowywaniu sekwencji telomerowych, a naruszony centromer zachowuje petng
sprawnos$é [16].

KOMPLEKS KOHEZYJNY | MECHANIZMY
JEGO ROZPADU

Kompleks kohezyjny zapewnia przyleganie siostrzanych chromatyd wzdtuz ich
ramion i centromeréw. Oddzielenie ramion chromatyd nastepuje w czasie profazy i
metafazy mitozy, natomiast w obszarze centromeru sygnalizuje poczatek anafazy (ref.
[ 18, 33]). Zaktdcenia w przebiegu procesu separacji chromatyd w mitozie i podczas Il
podziatu mejozy oraz chromosoméw homologicznych w podziale | mejozy prowadza,
podobnie jak w przypadku niesprawnego systemu centromer/kinetochor, do
aneuploidalnosci, tj. powaznych zaktécen w strukturze i funkcji genomu.

Rozpoznane dotad biatka wchodzace w sktad kompleksu kohezyny sa konserwatywne.
Jednym ze sktadnikéw tego kompleksu sg biatka zwane Scc, przy czym szczegétowa
terminologiajest rozmaita, w zaleznosci od organizmu, u ktérego byty badane (ref. [4,
43]). Montowanie kohezyny nastepuje juz w fazie S, w miare postepujacej replikacji
DNA. Centromer jest miejscem, w ktdrym deponowane sa znacznie wieksze ilosci
kohezyny niz wzdtuz ramion chromatyd. Jest to przypisywane szczeg6lnie obfitemu
nagromadzeniu heterochromatyny w centromerze; rowniez wzdtuz ramion chromosomow
kohezyna wiaze sie w wiekszych ilosciach przy regionach heterochromatynowych [4],
Jednym z warunkdw kohezji siostrzanych chromatyd podczas mitozy i metafazy Il
podziatu mejozy jest fosforylacja histonu H3. Ta potranskrypcyjna modyfikacja zachodzi
powszechnie u zwierzat i roslin. U roslin seryny 10. i 28. sg silnie ufosforylowane w
regionie przycentromerowym (ref. [12]).

Redukcja kohezji zaczyna sie podczas profazy i nastepuje w wyniku odigczenia
kohezyny od chromatyny jako rezultat fosforylacji biatek wchodzacych w jej skiad.
Fosforylacja odbywa sie z udziatem szczegdlnych dwdch kinaz, ktérych aktywnosé
jest najwyzsza podczas mitozy. Sa to: kinaza Aurora, niezbedna dla tworzenia
dwubiegunowego wrzeciona podziatowego i poprawnej segregacji chromatyd,
degradowana po zakonczeniu mitozy [19] i kinaza Polo, ktorej aktywnos$c jest réwniez
jednym z czynnikéw warunkujgcych formowaniem prawidtowego wrzeciona
podziatowego; kinaza Polo uczestniczy w aktywacji APC (Anaphase Promoting
Complex) [9]. Kinazy Polo stanowig ewolucyjnie konserwatywng rodzine waznych
regulatoréw cyklu komérkowego [35]. Ostateczne i nieodwracalne rozdzielenie
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siostrzanych chromatyd w obszarze centromeru ma miejsce na poczatku anafazy.
Enzym proteolityczny separaza tnie podjednostki Scc lub ich homologi, przy czym
nastepuje defosforylacja biatek kompleksu kohezyny. Przedwczesnemu dziataniu
separazy zapobiega sekuryna (por. nizej) (ref. [27, 43]). Rezultaty badan z
zastosowaniem kwasu okaidowego, inhibitora fosfataz biatkowych, sugerujg, ze
zahamowanie ich aktywnosci zaktoca normalng réwnowage kinaza-fosfataza, w wyniku
Czego nastepuje u myszy przedwczesna separacja chromatyd w mitozie i w Il podziale
mejozy, a takze chromosoméw homologicznych w | podziale mejozy, co prowadzi do
aneuploidalnosci [22]. Regulacja aktywnosci separazy odbywa sie przez sekuryneg,
funkcjonujacajako inhibitor separazy. Rozpad sekuryny przez proteasomy, poprzedzony
ubikwitynizacja, jest istotnym elementem zakonczenia rozdziatlu chromatyd (ref. [43]).

Poréwnanie rozmieszczenia kohezyny u drozdzy i wyzszych Eukaryota wskazuje
na co najmniej dwie wspdlne cechy: | - kohezynajest wigzana gtownie przez regiony
bogate w AT; 2 - kohezyna w wigkszych ilosciach tgczy sie z regionem centromerowym
niz wzdtuz ramion chromatyd. Natomiast roznice dotycza kolejnosci dysocjacji kohezyny
wzdtuz chromatyd. U Saccharomyces cerevisiae proteoliza Sccl ijego oddysocjowanie
od ramion i centromerdw chromatyd sg osiggane przez pojedynczy ogdlny mechanizm.
Natomiast u Metazoa kohezyna jest usuwana stopniowo: podczas profazy/prometafazy
niezaleznie od systemu APC, ktdrego aktywacja prowadzi do rozdzielenia siostrzanych
chromatyd w regionie centromeru (ref. [4]).

WNIOSKI

W ciggu minionych kilku lat dokonano znacznego postepu w poznaniu struktur i
mechanizmoéw warunkujacych poprawng segregacje siostrzanych chromatyd.
Zgromadzono wystarczajgcg liczbe faktéw stanowigcych podstawe dla wysuniecia
whnioskéw dotyczacych istoty struktury i funkcji kompleksu centromer/kinetochor:

- struktura I-rzedowa DNA ulega szybkiej ewolucji, a wiec nie tylko nie jest konser-
watywna, ale bywa specyficzna gatunkowo i chromosomowo;

- uklad tandemowy DNA, typowy dla centromerdw, nie jest bezwzglednie konieczny
dla ich funkcjonowania, poniewaz neocentromery moga powstawac¢ w obrebie od-
cinkéw euchromatynowych chromosomow;

- biatka - zaréwno konstytutywne, jak i fakultatywne - wykazuja znaczny stopien
konserwatywnosci; niezaleznie od pozycji w drabinie ewolucyjnej i przynaleznosci
taksonomicznej (grzyby - zwierzeta - rosliny) pewne ich domeny wykazujg znacz-
ng homologie;

- hierarchiczny plan budowy kompleksu centromer/kinetochor, mimo pewnych réz-
nic, jest podobny u drozdzy i wyzszych Eukaryota.

Aby wyjasni¢ funkcje kompleksu centromer/kinetochor, a szczegdlnie okresli¢
minimalng dtugosc¢ lub liczbe kopii DNA niezbedna dla realizacji tej funkcji, powinny
by¢ konstruowane sztuczne chromosomy (AC) [30]. Dotad z powodzeniem
skonstruowano sztuczny chromosom drozdzy (YAC - YeastArtificial Chromosome).
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Czynione sg liczne proby konstruowania AC z uzyciem DNA centromerowego cztowieka
(gtéwnie z chromosomu X) i roélin (przede wszystkim z DNA centromerowym Arabidopsis
thaliana). Konstrukcja AC z DNA wyzszych Eukaryota napotyka na znaczne trudnosci
ze wzgledu na bardzo ztozone i dtugie uktady DNA centromerowego. Biorac pod uwage
znaczenie AC w biotechnologii i terapii (gtownie jako wektory przenoszace wybrane geny),
mozna oczekiwaé w najblizszym czasie znacznego postepu w tej dziedzinie badan.
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BIOLOGIA MOLEKULARNA ROSLIN
ERY POSTGENOMOWE]J]

MOLECULAR BIOLOGY OF PLANTS IN POSTGENOMIC ERA

Andrzej B. LEGOCKI

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN Poznan

Streszczenie: Niezwykte osiggniecia wspdtczesnej genomiki w przyblizaniu architektury i budowy pet-
nych zestaw6éw chromosoméw organizmoéw haploidalnych wytyczyty nowe kierunki rozwoju nauk przy-
rodniczych na najblizsze dekady. Opieraja sie one na tgczeniu w zespolone nurty badawcze fragmenta-
rycznych dotad opiséw i podejs¢ jednostkowych. Adresowanie istotnych kwestii poznawczych zwigza-
nych z wyjasnianiem fundamentalnych probleméw rozwoju i réznicowania roslin, z uwzglednieniem
zmiennych warunkéw $rodowiska, wymaga wielo-nurtowych podej$¢ opartych na kompletnych zesta-
wach gendw bezposrednio lub posrednio uczestniczacych w tych procesach. Jednym z zasadniczych
celéw badan opartych na zdobyczach genomiki jest przypisanie funkcji biologicznej wszystkim genom
strukturalnym i rozpoznanie ich udziatu w ztozonych zjawiskach biologicznych. Ciekawa koncepcja
metodyczng jest wprowadzenie pojecia tzw. genomu minimalnego, a takze genomu LUCA (Last Uni-
versal Common Ancestor). W biologii molekularnej roslin role podstawowego organizmu modelowego
petni, jak wiadomo, Arabidopsis thaliana. Dla zespolonego podjecia analizy ekspresji genéw roslin-
nych w skali globalnej, poznanie dynamiki proteomu oraz dla zrozumienia funkcji 25 000 genéw roslin
kwiatowych w kontekscie komoérkowym, organizmalnym (swoistosci gatunkowej) i ewolucyjnym (ada-
ptacji Srodowiskowych) powstat duzy program badawczy ,,Arabidopsis 2010". Jednoczesnie z wyko-
rzystaniem metod matematycznych i komputerowych podejmowane sg prace symulacyjne nad modelo-
waniem roslin wirtualnych, w ktérych mozna drogg symulacji analizowac¢ przebieg szlakéw metabo-
licznych w trakcie interakcji roslin z innymi organizmami i w czasie ich odpowiedzi na bodzce srodowi-
ska. Tworzone sg w ten spos6b podstawy dla globalnego i precyzyjnego charakteryzowania proceséw
zyciowych oraz poznawania mechanizméw warunkujacych réznorodnosc¢ biologiczna.

A.B. Legocki
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan
legocki@ibch.poznan.pl
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JAK KOMORKA WYBIERA KIERUNKI PRZESTRZENI

W SWOIM ROZWOJU
ZNACZENIE WIELKOSCI TENSOROWYCH

HOW DOES A CELL RECOGNIZE SPATIAL DIRECTIONS
IN ITS DEVELOPMENT
THE IMPORTANCE OF TENSORIAL QUANTITIES

Zygmunt HEJNOWICZ

Katedra Biofizyki i Biologii Komarki, Uniwersytet Slaski, Katowice

Streszczenie Istniejg wielkosci o innej naturze niz gradienty (wektory), ktére moga by¢ i sg zrodtem
informacji kierunkowej. Sa nimi wielkosci tensorowe, takie jak np. naprezenie mechaniczne (0) albo
szybkos$¢ wzrostu (w). Tensor wyrdznia w przestrzeni trzy kierunki ortogonalne, w ktérych przyjmuje
wartosci ekstremalne. Sg to Gtéwne Kierunki tensora (PD-esy). Podczas gdy wektor ma kierunek i
zwrot, PD ma tylko kierunek. Najwazniejsza réznica miedzy wektorem a tensorem dotyczy jednak
symetrii; tensor cechuje sie symetrig zwierciadlang. PD-esy tensoréw o i/lub w przejawiajg sie: w
uktadzie komdérek w merystemach, w ukierunkowaniu podziatéw komorek roslinnych, w ukfadzie tra-
bekul w kosci gabczastej, w zachowaniu sie komérek zwierzecych na elastycznym podiozu. PD-esy
tensora o sg szczeg6lnie predestynowane do tworzenia uktadu odniesienia w powstawaniu wzoru
budowy ciata w embrio- i morfogenezie, bowiem trajektorie PDs, zwykle krzywoliniowe, tworzg orto-
gonalny ukitad, ajeden PDo jest ortogonalny do powierzchni ciata (tym samym dwa pozostate sg styczne
do powierzchni). Znana jest (dla komorek roslinnych) liniowa zalezno$¢ miedzy szybkoscig wzrostu
objetosciowego i ciSnieniem turgorowym, gdzie wspétczynnikiem proporcjonalnosci jest podatnosé izo-
tropowej $ciany. Jest to zalezno$¢ na poziomie skalarnym. Tej zaleznosci odpowiada na poziomie tenso-
rowym zalezno$¢ miedzy szybkoscig wzrostu elementédw liniowych a naprezeniem z czynnikiem pro-
porcjonalnosci w formie tensora czwartego rzedu (podatno$¢ anizotropowej $ciany). Ten tensor jest
zespotem parametrow zaleznych od informacji genetycznej. R6wnanie na poziomie tensorowym mowi
nam, ze dane pole naprezenia moze prowadzi¢ do ré6znych form ciata w zaleznosci od informacji gene-
tycznej. Sygnalizowane sg rowniez wyniki badan wiasnych nad reorientacjg uktadu mikrotubul korty-
kalnych (MTc) w komdrkach epidermy w zaleznosci od naprezenia i auksyny. Wynika z nich, ze: cykl

*Praca dofinansowana przez KBN w ramach projektu 6P04C 040 21; ** Autor dziekuje Pani dr
Krystynie Hejnowicz i Panu mgr Jerzemu Karczewskiemu za cenne uwagi merytoryczne oraz za
pomoc w przygotowaniu maszynopisu.
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reorientacji MTc jest rotacyjny (a nie oscylacyjny); predkos¢ katowa reorientacji zalezy od orientacji
wzgledem PDo-eséw, w szczeg6lnosci cykl moze byé tak szybki, ze skacze przez jeden lub oba PDo-
esy; uktad MTc zalezy od tego przez ktéry PDo cykl przeskakuje; orientacja PD s zalezy od stanu
naprezen; wybor przeskakiwanego PDo (PD lub PD ) zalezy od poziomu auksyny.

Stowa kluczowe: gradient, wektor, gtéwne kierunki tensora, uktad odniesienia, naprezenie, szybko$é
wzrostu, Kierunki podziatéw, mikrotubule kortykalne

Summary The directional information may originate not only from gradients of scalar fields or other
vectors, but also from tensors such as the tensor of mechanical stress (0) and the tensor of growth rate
(a)). A tensor (except for spherical) distinguishes in space three mutually orthogonal directions along
which the tensor values are extremal. These are the Principal Directions (PDs) of the tensor. While a
vector specifies an orientation with a sense, the PD specifies only an orientation. However, the main
difference between a vector and a tensor concerns symmetry; tensor has a mirror symmetry. PDs of the
tensor o or/and co are manifested in: the cell wall arrangement in meristems (the pattern of periclines
and anticlines); the orientation of plant cell divisions; the arrangement of trabeculae in the cancellous
tissue of bones; and the behaviour of animal cells on elastic substrata. The PDs of the stress tensor are
especially predestined to provide coordinate systems in embryo- and morphogenesis, because their
trajectories in the growing body, usually curvilinear, are mutually orthogonal, and one of the PDas is
orthogonal to the body surface. The proportional relation between relative rate of volumetric growth
and turgor pressure (above a yield threshold) with the extensibility of isotropic cell wall as the propor-
tionality coefficient, is well known. When this proportionality is transferred on the tensor level, it gives
the relation between the second order tensor of growth rate and the same rank tensor of stress in the cell
wall. This relationship is mediated by a fourth-order tensor of anisotropic cell wall extensibility. The
latter tensor is an array of mechanical parameters dependent on genetic information of the growing
cells. This relation on the tensor level shows that a particular field of stresses can lead to different
forms of the growing body depending on the genetic information. The studies on reorientation of
cortical microtubules (cMT) in epidermal cells allowed the author to draw following conclusions: the
cMT reorientation cycle is rotationary instead of oscillatory; the angular velocity of the cycle depends
on the orientation of cMTs with respect to PDos, in particular, the cycle jumps through one or two PDos;
the cMT orientation depends on which of the PDos the cycle jumps through; the orientation of the PDgs
depends on the stress state in cell wall; the choice of the PDo to be jumped through, either PDmaxa or

PD e depends on the auxin level.

WSTEP

Uwaza sie powszechnie, ze podstawowag role w wyznaczaniu kierunku w komérce
lub w organizmie odgrywajg gradienty czynnikow o dziataniu sygnatowym, np. gradient
morfogenu [18,36].

Gradient jest wektorem, a wiec ma kierunek ze zwrotem i wartos¢. Kierunek
gradientu czynnika X jest tym kierunkiem, wzdtuz ktérego X zmienia sie najsilniej. Na
przykiad, gradient wysokosci biegnie wzdtuz stoku, a prostopadle do poziomic; gradient
stezenia (koncentracji) jest prostopadty do linii jednakowego stezenia. Gradient stezenia
substancji A jest wiec wektorem, ktérego orientacjajest zgodna z kierunkiem najwiekszej
zmiany stezenia, warto$¢ jest proporcjonalna do roznicy koncentracji na jednostke
dtugosci w danym miejscu pola stezenia A, za$ zwrot zalezy od konwencji, np. w
strone rosnacej wartosci stezenia.

Czynnik, ktérego gradient wyznacza kierunek w organizmie, niekoniecznie musi
by¢ substancjg, moze by¢ natezeniem Swiatla, temperaturg, potencjatem elektrycznym
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albo grawitacyjnym itp. Nalezy podkresli¢, ze czynnik ten, sam przez sie, jest wielkoscig
skalarng, to znaczy do jego opisu w danym miejscu i czasie wystarcza liczba. Gradient
powstaje wtedy, gdy dany czynnik skalamy jest ciggta funkcjg potozenia, czyli istnieje
pole skalarne (tego czynnika). Pole skalarne moze wiec by¢ zrédiem informacji
kierunkowej za posrednictwem gradientu jako wektora. Niekiedy, mowi sie wrecz o
wektorze, a nie o gradiencie. Np. wektor przyspieszenia grawitacyjnego (g) - bardzo
wazne zrodto informacji kierunkowej na Ziemi - jest gradientem potencjatu
grawitacyjnego. Niewatpliwie gradienty (wektory) to bardzo wazne Zrédto informaciji
kierunkowej, ale nie jedyne. Celem tego artykutu jest pokazanie, ze moga istnie¢
ukierunkowane wielkosci o innej naturze niz gradienty (wektory), ktére mogaby¢ (i jak
to zostanie pokazane sg) réwniez zrédtem informacji kierunkowej dla komérek. Chodzi o
wielkosci tensorowe, takie jak np. naprezenie mechaniczne albo szybko$¢ wzrostu.

TENSORY | GLOWNE KIERUNKI TENSORA

Podczas gdy wektorjest wielkoscia, ktdra ma okreslongwartos¢ dlajednego kierunku,
tensor (I1- rzedu) ma wartosci dla wszystkich kierunkéw. Wektor jest symbolizowany
przez strzatke wystawiong w danym punkcie pola. Tensor jest symbolizowany przez
pewng zamknigtg, symetryczna powierzchnie taka, ze jej odlegtos¢ od punktu w danym
kierunku, jest proporcjonalna do wartosci tensora w tym kierunku. Powierzchnia ta
nazywana jest kwadryka, albo (z angielskiego) indykatrysg tensora. Kwadryka moze
by¢ sferyczna - wtedy wszystkie kierunki sg réwnowazne. Na ogot jednak nie jest
sferyczna, cho¢ zawsze ma przynajmniej zwierciadlang symetrie. Gdy nie jest sferyczna,
wyrdznione sg trzy kierunki ortogonalne, w ktdrych tensor przyjmuje wartosci
ekstremalne. Sa to Gtdwne Kierunki tensora (PD-esy od Principal Directions). W
jednym z tych kierunkow wartos¢ tensora jest maksymalna, PDmax, w drugim jest
minimalna, PDmin. W trzecim kierunku warto$¢ tensora osigga maximum w ptaszczyznie
prostopadtej do ptaszczyzny wyznaczonej przez PDmax i PDmin (jak np. w przypadku
sptaszczonej elipsoidy w przekroju prostopadtym do osi elipsoidy).

Podczas gdy wektor ma kierunek i zwrot, PD ma tylko kierunek, ale nie jest to
réznica zasadnicza, bowiem warto$¢ tensora moze by¢ dodatnia albo ujemna i mozna
umowic sie, ze znak wartosci (albo + albo -) oznacza zwrot na danym kierunku. Rowniez
pod wzgledem kierunku istnieje podobiefstwo miedzy wektorem a tensorem, co najtatwiej
uchwyci¢ w przypadku gradientu; kierunek gradientu w polu skalarnej wielkosci A w
danym punkcie to ten kierunek, w ktdrym A zmienia sie wraz z potozeniem najsilnie;j.
Nic wiec dziwnego, ze jak to bedzie objasnione ponizej, wektorjest réwniez tensorem,
ale pierwszego rzedu. Najwazniejsza réznica miedzy tensorem Il rzedu a wektorem
dotyczy symetrii; tensor cechuje sie symetrig zwierciadlang wzgledem kazdej
ptaszczyzny wyznaczonej przez dwa PD-esy.

Wielkosciami tensorowymi Il rzedu, ktére w przypadku komdrek mogg wchodzi¢ w
gre jako zrodto informacji kierunkowej sa: naprezenie mechaniczne (a), odksztatcenie
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elastyczne, czyli odwracalne (e) oraz szybkos¢ wzrostu (wzgledna, elementarna), ktora
jest szybkoscig odksztatcania nieodwracalnego (oznaczmy ja dla celdéw niniejszego
artykutu literg w).

Na przyktadzie szybkos$ci wzrostu jakiej$ wielkosci x mozna objasni¢ rzad tensora.
Mianowicie, wzgledna szybkos$¢ wzrostu bardzo matego elementu tej wielkosci, Ax (w
danym punkcie), RERGx (od Relative Elemental Rate of Growth ofx), gdzie:

RERG, = lirn

(to réwnanie definiujace) moze oznaczaé skalar, wektor lub tensor, w zaleznosci od tego,
czym jestx. Jezeli xjest skalarem, wtedy réwniez jego RERG bedzie skalarem, jezeli jest
wektorem, wtedy RERG moze by¢ tensorem charakteryzowanym przez kwadryke.
Niech elementem bedzie masa. Jest ona proporcjonalna do objetosci (vol albo F)- Mamy
wtedy do czynienia z szybkos$cig wzrostu masy lub objetosci, a Scislej z:

RERGV = A(AV)
~  AVAI '

Element masy lub objetosci V jest skalarem, RERGv jest wiec tez skalarem, bo
liczba przez liczbejest tylko liczba. Gdy jednak méwimy o szybkosci wzrostu elementow
liniowych (rozmyslnie unikamy okreslenia wzrost liniowy, bowiem mégtby myli¢ sie
ze wzrostem proporcjonalnym),

w danym punkcie, to mamy na uwadze elementy liniowe Al, ktére w tym punkcie
mozna wystawi¢ w roznych kierunkach. Zaréwno A( Al), jak réwniez Al sg wektorami,
a iloraz dwu wektorow to ,,skomplikowana” wielkos¢. Na dodatek RERG, musi byé
wielkoscig niezalezng od wyboru uktadu wspotrzednych. Okazuje sie, ze RERG! to
tensor Il rzedu. Widzimy wiec, ze w zaleznosci od tego, czym jest rosngcy element,
otrzymujemy wielkosci réznej rangi w naszym przypadku: skalar lub tensor. Mozna je
wszystkie nazwac tensorami, ale roznego rzedu, definiujac tensor zerowego rzedu jako
skalar, tensor | rzedu jako wektor, tensor Il rzedu jako te wielko$é, ktéra reprezentuje
kwadryka. Wprowadzony poprzednio symbol 0) bedzie uzywany w znaczeniu RERG,.

Formalnie, tensory sg wielkosciami, ktére nie zalezg od wyboru uktadu wspot-
rzednych, a wiec na ktérych mozna opiera¢ prawa fizyczne (i biologiczne).

Tensor zerowego rzedu (w fizycznym znaczeniu) w danym punkcie pola, to
pojedyncza liczba mianowana, czyli wzieta w proporcji do przyjetej jednostki miary.
Tensor pierwszego rzedu, czyli wektor, to (w przestrzeni tréjwymiarowej) zespét trzech
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liczb mianowanych, opisujagcych sktadowe wektora w uktadzie wspdtrzednych: W =
aji + aj +a3k, gdzie i, j, k- to wektory jednostkowe. Wektor jest wiec jednoznacznie
opisany przez tréjke liczb ap a2, a3, co formalnie mozemy zapisac jako tensor | rzedu
Wp, gdzie p przebiega od | do 3. Gdy uktad wspo6trzednych dobrany jest tak, ze wektor
lezy najednej z osi uktadu wspotrzednych, to dwie liczby w tréjce sg zerami, a niezerowa
liczba podaje od razu dtugos$¢ wektora (w poprzednim przypadku ta sama dtugos¢ byta
suma trzech sktadowych). Zawsze mozna tak obrocic¢ uktad wspoétrzednych, aby wektor
lezal najednej z osi uktadu.

Tensor drugiego rzedu jest jednoznacznie opisany przez 9 liczb tworzacych
kwadratowg macierz, co formalnie zapisuje sie Tps z dziewiecioma skiadowymi tps,
gdzie p,s = 1, 2, 3. Tensory tego typu co szybkos$¢ wzrostu linearnego lub naprezenia
sg symetryczne, co sie wyraza tym, ze tps =t . Gdy osie uktadu pokrywaja sie z PD-
esami tensora, wtedy tylko liczby na przekatnej gtéwnej, czyli tpp sarézne od zera, at
= O0Odlap s W dalszym ciagu tensor Il rzedu dla uproszczenia bedzie nazywany
tensorem.

Mogtoby sie wydawac, ze jezeli komoérka albo organ jedynie wydtuzaja sie (wzrost
elongacyjny), to RERG;j takiej komorki (organu) jest w petni scharakteryzowany przez
wektor (ktéry mozna by nazwac ,,wektorem wydtuzania”). Bytoby tak, gdyby komorka
byta tworem jednowymiarowym. Rzeczywista komdrka na rysunku ! jest tworem
dwuwymiarowym. Jezeli od $rodka takiej komorki, ktéry oznaczmy literg o,
poprowadzimy promienie w roznych kierunkach (rys.! A), to przetngone powierzchnie
komorki w réznych punktach, a, b, c..n. i pojawig sie odcinki oa, ob ... on. Niech
odcinki oa i on beda prostopadie, czyli kat miedzy nimi wynosi n/2. Odcinek oa w
czasie wydtuzania rosnie, odcinek on nie rosnie. Ale rosngrowniez wszystkie odcinki
sko$ne miedzy oa i on, czyli ,,wzrost elongacyjny” wcale nie jest ,,wzrostem
jednokierunkowym” i do jego opisu nie wystarcza ,,wektor wydtuzania”, potrzebny jest
tensor. Trzeba sie dalej liczy¢ z przypadkiem wydtuzania komorki, ktéremu towarzyszy
zwezanie. Wydtuzanie komoérki mozna poréwnac z wydtuzaniem preta pod wptywem
rozciggania; z reguty rozciggany pret robi sie cienszy. Charakterystyka wydtuzania

RYCINA 1. Schemat wydtuzania (wzrostu elongacyjnego)
komérki (A) oraz kwadryka tego wzrostu (B). Pokazane
sg dwa stadia: w czasie t i t+ Dt. Wydtuzanie nastepuje w
pionie (0a), ale zwré¢ uwage, ze odcinki sko$ne (ob i oc)
réwniez rosng, nie rosnie jednak wymiar poprzeczny.
Wspétrzednymi punktéw (a,b,c,n) na powierzchni komérki
sg katy (3, y, n/2 i szybkosci wzrostu dla tych
wspotrzednych (kierunkéw) pokazuje kwadryka ktérej
ekstremalne wartosci przypadajg na katy 0 i n/2. W tych
kierunkach wydtuzanie ma gtéwne kierunki szybkosci
wzrostu
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komorki przy pomocy tensora od razu bierze pod uwage to, co sie dzieje z wymiarem
poprzecznym, tak jak w przypadku rozciggania preta. Dalej, przyjmujgc ,,wektor
wydtuzania”, pojawia sie pytanie, w kt6rg strone nada¢ mu zwrot. Kierujemy go wzdtuz
komorki, ale w strone ktdrego korica nada¢ mu zwrot? Takich kltopotéw nie mamy z
tensorem opisujgcym wydtuzanie. Kwadryka tego tensora (w naszych dwu wymiarach
odpowiadajacych przekrojowi osiowemu rzeczywistej komorki) jest 6semkowa linig
(rys. 1 B) (w przypadku gdy nie ma zwezania). Zatem, wydtuzanie jest to taki wzrost,
w ktorym RERG] w kierunku dwu PD-es6w jest zerowe (lub ujemne, gdy wydtuzaniu
towarzyszy zwezanie).

Warto jeszcze raz podkreslié, ze gdy myslimy o wektorze, to mamy na uwadze
kierunek i zwrot. Oczywiscie mozna sie od zwrotu uwolni¢ traktujac go jako znak przy
wartosci wektora. Gdy myslimy o tensorze - mamy tylko kierunek (-ki) (osiowosc,
axiality), czego dobrg ilustracjgjest wzrost wydtuzeniowy. Ktos mégtby powiedzieé,
ze wydtuzanie, np. koleoptyla, powoduje ukierunkowane (ze zwrotem) przesuniecie
konca koleoptyla. Tak, ale przesuniecie to nie jest RERG], lecz catka RERG! po catej
dtugosci koleoptyla i catym czasie, a zwrotjest konsekwencjgunieruchomienia podstawy
koleoptyla (gdyby unieruchomi¢ jego szczyt wystapi przesuniecie podstawy).

Predkos$¢ przesuwania (V, od displacement velocity) danego punktu wzgledem
wybranego punktu odlegtego o ! jest ilorazem przyrostu tej odlegtosci do przyrostu
czasu; V =Al/At—> dl/dt. Predko$¢ przesuwaniajest oczywiscie wektorem. W rosnacej
komérce, albo organie, mamy wiec pewne pole wektorowe predkosci V przesuwania
punktow wzgledem punktu wybranego. Matematycznie, RERG, w kierunku k jest
wynikiem pewnej operacji matematycznej nad predkoscigprzesuwania V;

A(AY) d(ditdt) _ dVk

RERG](K) = A a ol

(réwnanie 1)

gdzie Vkjest sktadowa wektora predkosci przesuwania V w kierunku k. Réwnanie |
mozna przeksztatcac przy wykorzystaniu formalizmu analizy wektorowej, co prowadzi
do koncepcji tensora szybkosci wzrostu [16].

PRZEJAWIANIE SIE GELOWNYCH KIERUNKOW
TENSOROW SZYBKOSCI WZROSTU | NAPREZEN
W ORGANACH ROSLINNYCH | ZWIERZECYCH

W wierzchotku korzenia (rys.2 A) Sciany ukladajg sie wzdtuz linii znanych jako
perykliny i antykliny [15], a ktére sg wzajemnie ortogonalne. Najbardziej zewnetrzna
peryklina lezy na powierzchni. Uktad podobny do uktadu peryklin i antyklin tworza
trajektorie gtéwnych kierunkéw tensora, bowiem tez sg wzajemnie ortogonalne.
Zauwazmy jednak, ze jezeli perykliny i antykliny miatyby przedstawia¢ trajektorie
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RYCINA 2 Schematy peryklin i antyklin w uktadzie komérek (A) oraz trajektorie gtéwnych kierunkéw
wzrostu (B,C) wyrysowane przez komputer dla dwu réznych tensoréw szybkosci wzrostu z grubsza
pasujacych do tensoréw szybkosci wzrostu wierzchotka korzenia [14]. Strzatka w A wskazuje na jedna
ze $cian antyklinalnych.

gtownych kierunkéw tensora, to musiatby by¢ to tensor taki, ze jego PD-esy na
powierzchni organu sg albo styczne, albo ortogonalne do powierzchni. Takim tensorem
jest zawsze tensor naprezenia mechanicznego (0), co wynika z prawa Laplace'a, ktore
mowi, ze ,,na powierzchni ciata naprezenia Scinajgce znikajg” oraz z faktu, ze naprezenia
$cinajace sg zerowe (znikaja) jedynie na powierzchni wyznaczonej przez dwa PDn-esy.
Nasze badania wykazaly [14, 24], ze ukiad peryklin i antyklin moze odpowiadac
rowniez trajektoriom gtéwnych kierunkdw tensora szybkosci wzrostu linearnego, czyli
PDw-esom Wprawdzie nie ma zadnego ogélnego prawa dopasowujacego PD”-esy do
powierzchni roshacego organu, to jednak w organie rosngcym w ustalony (staedy)
sposob, czyli tak, ze pole tensora szybkosci wzrostu nie zmienia sie w czasie (steady
growth), PDm-esy sg dopasowane do powierzchni. Organem rosngcym w ten sposob
jest whasnie wierzchotek korzenia w wodzie lub wilgotnym powietrzu (nie tworzy
zawigzkow lisci, nie musi przeciskac sie miedzy ziarnami gleby, zmiany pola w zwigzane
z rozwojem postepujg tak wolno, ze w pierwszym przyblizeniu mozna je poming¢).
Nizej bedzie mowa o tym, ze gtdwne kierunki tensora naprezen w organie roslinnym na
og6t pokrywaja sie (albo prawie pokrywaja sie) z PD-esami tensora szybkosci wzrostu.
W konsekwencji, uktad peryklin i antyklin, przynajmniej w przyblizeniu, odpowiada
trajektoriom PD”-es6w w rosngcym wierzchotku (rys 2B, C). Gdy rozpatrujemy
centralny przekrdj podtuzny przez wierzchotek korzenia, perykliny sa trajektoriami
PDmax , za$ antykliny, to jeden z dwu pozostatych PD-es6éw (niekoniecznie PDmin w).
Szybkos$¢ wzrostu linearnego w dwu wymiarach, np. $ciany komdrkowej na
powierzchni wierzchotka pedu, mozna charakteryzowa¢ tak zwanym ,,krzyzem”
ustawienie krzyza charakteryzuje orientacje PD-eséw, a dtugosci ramion charakteryzujg
szybkosci wzrostu w tych kierunkach, czyli gtdwne wartosci tensora szybkosci wzrostu.
Znane sgtechniki wyznaczania PD-eséw:dla szybkosci wzrostu komorek na powierzchni
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rosnacego organu. Jedna z takich technik, w zastosowaniu do merystemu wierzchotka
pedu, wykorzystuje repliki powierzchni wierzchotka jakie mozna otrzymac nanoszac
na wierzchotek odpowiednig substancje (nie uszkadzajgcg wierzchotek) w fazie cieklej
i zdejmujac jg po zestaleniu (polimeryzacji) [20]. Powtarzajgc te procedure na tym
samym rosngcym wierzchotku mozna przez poréwnanie replik uzyskac ,,krzyze” dla
szybkos$ci wzrostu; komputer wylicza kierunki najwiekszego i najmniejszego
odksztatcenia wzrostowego replik.

Gtéwne kierunki wzrostu przejawiaja sie w uktadzie komorek, bowiem:

1. Komérki rozpoznajagc PD™-esy lub PDw-esy dzielg sie ortogonalnie do jednego
PD”, a tym samym w ptaszczyznie wyznaczonej przez dwa pozostate PD()-esy (bedzie
0 tym mowa ponizej);

2. W organie rosngcym w ustalony sposéb (steady growth), sciany ortogonalne do
PDw zachowujg ten uktad w czasie wzrostu (Sciana ustawiona sko$nie w stosunku do
PD” w dalszym wzro$cie zmienia skos).

Sciana wskazana przez strzatke na rycinie 2A jest prostopadta do PDmax tensora
szybkos$ci wzrostu, czyli PDmaxo/ Jest to Sciana, ktra powstata w wyniku podziatu
komorki w ptaszczyznie prostopadiej do PD  wi to poczagtkowe potozenie zachowata.
To samo mozna powiedzie¢ o innych antyklinalnych écianach. Sciany peryklinalne
biegna ogdlnie wzdtuz PDmax  ale zygzakiem wynikajgcym z tendencji do tworzenia
kata 120° miedzy Scianami trzech sagsiednich komorek. Na og6t sg to Sciany, ktore
powstaty dawno z podziatow prostopadtych do PDmjn  ale ktdre rosnac zachowaty
ogdlnie (z pominieciem ,,zygzaku”) peryklinalny Kierunek.

Interesujacy jest przypadek mutacji wptywajacej na przejawianie sie PD-eséw
tensora szybkosci wzrostu lub naprezenia w wierzchotku korzenia Arabidopsis.
Wierzchotek ten ma dwuwarstwowa kore pierwotng, ktdra powstaje w wyniku podziatow
peryklinalnych w komérkach wytworzonych przez komorki zaczatkowe kory (pierscien
komorek na brzegu quiescent centre), w rezultacie ich podziatéw antyklinalnych (ryc.
3). Wewnetrzna warstwa nowopowstatych komorek staje sie endodermg. U mutanta
ser korajest jednowarstwowa [31]. Komorki zaczatkowe kory dzielg sie antyklinalnie
(poprzecznie i podituzno-radialnie), ale nie peryklinalnie. U mutanta nie wystepuja
$ciany zaznaczone strzatkami na rycinie 3. Defekt mutanta nie polega wiec na braku
zdolnosci do podziatow w ogole, ale jedynie na braku podziatéw peryklinalnych
(prostopadtych do PDmin ). Mozna wiec wnioskowac, ze gen SCR jest w jaki$ sposob
zaangazowany W rozpoznawaniu PD-es6w, a w szczegdlnosci defekt w nim powoduje,
ze jedna z ptaszczyzn wyznaczana przez PD-esy, a mianowicie peryklinalna, nie jest
wykorzystywana do podziatu komorki.

Wspomniano juz, ze nowotworzona Sciana wstawiana jest ortogonalnie do jednego
z PD-eséw tensora szybkosci wzrostu lub tensora naprezenia. Fakt ten oraz istnienie
takich uktadéw komorek, jak w merystemie wierzchotkowym korzenia $wiadczy o tym,
ze komorki w jaki$ sposéb rozpoznajg PD-esy tych tensoréw albo przynajmniej jednego
z nich. Wrécimy do tej sprawy.

Gtowne kierunki tensora przejawiajg sie rowniez w strukturach zwierzecych.
Mianowicie, od dawna wiadomo, ze beleczki blaszek kostnych (trabekule) w kosci
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RYCINA 3 Schemat wyksztatcania kory pierwotnej i czapeczki w wierzchotku korzenia Arabidopsis
w centralnym przekroju podtuznym w kolejnych stadiach wzrostu. Komorki quiescent centre (dwie
poprzecznie ustawione komorki, ktére nie rosng) sa skosnie zakratkowane, komérki zapoczatkowujace
kore sa zakreskowane. Strzatki wskazuja Sciany, ktérych brak u mutanta ser

gabczastej utozone sg wedtug gtéwnych kierunkéw naprezenia (rys. 4). Stwierdzenie to
stanowi tres¢ tzw. ,,prawa Woffa” [37]. Wynika z niego, ze osteocyty rozpoznajg gtowne
kierunki naprezenia i wykorzystuja te informacje w tworzeniu kosci gagbczastej. Reakcja
kosci na stan naprezeniajest intensywnie badana ze wzgledu na ortopedyczne znaczenie
takiej reakcji [9,25,34] ijest dobrze znana specjalistom ,,od tkanki kostnej”, ale wydaje sie,
jest niedoceniana przez (ogdlnych) biologéw komérek
zwierzecych. W niewielkim stopniu wyniki badan nad uktadami
trabekul wptywajg na og6lne koncepcje rozwoju komorek.

Zdaniem autora, struktura i rozwoj kosci oraz wierzchotka
korzenia sg szczegolnymi przypadkami przejawu znaczenia
gtéwnych kierunkéw tensora w rozwoju komorek i organéw,
zaréwno zwierzecych, jak i roslinnych. W przypadku kosci,
te przejawiajgce sie PD-esy nalezg do tensora naprezenia (0),
a przejaw dokonuje sie na tej zasadzie, ze PDs-esy w kosci
wplywajg na rozwdj i sekrecje osteocytow. W przypadku
merystemu sg to prawdopodobnie réwniez PDo-esy w
$cianach komorkowych, ktére wyznaczajg PD-esy szybkosci RYCINA 4 Schemat

wzrostu i kierunki podziatéw. uktadu trabekul w gtowce
kosci udowej [35]
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GLOWNE KIERUNKI TENSORA A UKLAD ODNIESIENIAW
MORFOGENEZIE

Wiemy z podstaw morfogenezy, ze powstawanie wzoru budowy ciata wymaga uktadu
odniesienia w postaci gtéwnych osi ciata. W zarodku zwierzat wystepujg trzy gtéwne
osie: przednio-tylna, grzbieto-brzuszna i lewo-prawa [36]. W zarodku roslin
odpowiednikiem osi przednio-tylnej jest o$§ pedowo-korzeniowa, wokot ktérej u
nagonasiennych istnieje na ogét symetria obrotowa [28]. U okrytonasiennych pojawia
sie 08 grzbieto-brzuszna juz w komérce jajowej, ze wzgledu na asymetryczne
rozmieszczenie synergid, szczegdlnie wyraznie przejawiajaca sie nastepnie u
jednolisciennych, a zwkaszcza u traw [29],

Gtowne osie tworzg uklad ortogonalny. Zwykle wyobrazamy go sobie na wzor
kartezjanskiego (prostoliniowego) ukiadu wspétrzednych. Wydaje sie jednak, ze
wiasciwszym uktadem dla wzoru budowy ciatajest krzywoliniowy, ortogonalny uktad
wspotrzednych.Najprostszym takim uktadem jest ukiad walcowy, w ktérym
wspotrzednymi sa: potozenie wzdtuz osi, potozenie (katowe) wzdtuz obwodu i potozenie
radialne wzgledem osi. Jedno nie ulega watpliwosci, uktad odniesienia odgrywajacy
role w okreslaniu budowy i rozwoju organu jest ortogonalny.

Prostokatny uktad kartezjanski jest szczeg6lnym przypadkiem uktadéw ortogonalnych,
obok niego jest mndstwo mozliwych ukfadéw krzywoliniowych ortogonalnych [1,13].
Byloby dziwne, gdyby morfogeneza wykorzystywata ten szczeg6lny uktad, jakim jest
uktad $cisle prostoliniowy. Wzrost organu cylindrycznego i potozenie w nim sg znacznie
efektywniej opisane przez uktad walcowy, w przypadku organu kulistego - przez ukifad
sferyczny, w przypadku wierzchotka korzenia- przez uktad dajacy na przekroju osiowym
linie takiejak narycinie 5 A, w przypadku organu typu owoc dyni - przez ukfad sferoidalny
na rycinie 5 B, w przypadku owocu jabtka - przez ukiad toroidalny na rycinie 5 C. W
kazdym przypadku ukiad odniesienia w rozwijajacym sie organie jest ortogonalny, to
znaczy linie ,,wspétrzednych” w kazdym punkcie przecinajg sie pod katem prostym.
Linie te ogdlnie sg zakrzywione. Uktady odniesienia odgrywajace role w morfogenezie sg
zapewne wymyslnie pozakrzywiane, ale na pewno nie "byle jak”.

Krzywoliniowe, ortogonalne uktady wspotrzednych w rozwijajacym sie ciele moga
sie wydawac¢ bardzo formalng konstrukcja. Autor stawia teze, ze sg naturalng
konstrukcja; odzwierciedlajg bowiem nieodtaczng ceche zywej struktury, jaka jest
dziatanie w takiej strukturze wielkosci tensorowych, czyli przejawianie sie w tej
strukturze gtdwnych kierunkéw tych wielko$ci. Gtowne kierunki tensora przecinajg sie
pod katem prostym w kazdym punkcie ciata, w ktorym pole tensorowe dziata. Trajektorie
tych kierunkow w ciele tworzg wiec naturalng sie¢ ortogonalnych linii wspétrzednych.
Wielkos¢ tensorowa wystepujaca w ciele, a ktorej PD-esy sg rozpoznawane przez
komarki, jest wiec naturalnym kandydatem dla tworzenia ortogonalnego uktadu
odniesienia dla wzoru budowy ciata. Szczeg6lng role pod tym wzgledem
prawdopodobnie odgrywa tensor naprezen. Mianowicie, jak juz wspomniano, PD-esy
tego tensora sg dopasowane do powierzchni naprezonego ciata: jeden z nich jest do



SYGNALY KIERUNKOWE W ROZWOJU KOMOREK 33

RYCINA 5 Przykfady krzywoliniowych, ortogonalnych uktadéw wspétrzednych; A - paraboloidalny,
B - elipsoidalny, B - sekwencja ksztattow owocu rosngcego z elipsoidalnym uktadem odniesienia; C
- ioroidalny, C - sekwencja ksztattéw owocu rosnacego z toroidalnym uktadem odniesienia

2

niej prostopadty, dwa pozostate sg styczne (prawo Laplace'a). Tensor naprezenia
uwzglednia wiec aktualny ksztatt ciata i z tego wzgledu jest wyrézniony wsrod tensoréw
mogacych mie¢ lub majacych wptyw na kierunkowa sygnalizacje w komorce lub
organie. Nic wiec dziwnego, ze coraz bardziej doceniana jest rola naprezen
mechanicznych w ksztattowaniu uktadu odniesienia w embriogenezie zwierzat [2].

GHéwne kierunki tensora, jako naturalny uktad wspétrzednych, nie tylko zapewniajg
ortogonalnos$¢ uktadu, ale réwniez jego zwierciadlang symetrie. By¢ moze, symetria
organizmdw jest w pierwszym rzedzie konsekwencjg tensorowego poziomu regulacji
ich wzrostu i rozwoju.

Czy mozna utworzy¢ uklad odniesienia w rozwijajgcym sie ciele na zasadzie
gradientow? Oczywiscie mozna i tak zapewne wiekszos¢ biologéw rozwoju wyobraza
sobie powstawanie uktadu odniesienia w zarodku czy w merystemie wierzchotkowym.
Aby powstat tréjwymiarowy uktad, potrzebne sa natozone na siebie pola trzech
czynnikoéw gradientowych, np. trzech réznych substancji. Jednakowoz, cecha takiego
uktadu, znacznie bardziej prawdopodobna niz ortogonalnos¢, bytaby nieortogonalnosé.
Jesli uktad odniesienia okreslajacy potozenie w planie budowy jest tworzony na zasadzie
gradientow, najczesciej bytby to uktad nieortogonalny. Poniewaz wydaje sie, ze zawsze
sg to uktady ortogonalne, dochodzimy do wniosku, ze tworzone sg na innej zasadzie niz
gradienty. Autor stawia hipoteze, ze sg oparte na gtéwnych kierunkach wielkosci
tensorowych.

Gtéwne kierunki naprezenia lub szybkosci wzrostu potencjalnie moga stuzy¢ do
tworzenia uktadu odniesienia dla planu budowy ciata. Z tego oczywiscie nie wynika, ze
ta mozliwosc jest przez Nature wykorzystana. Ale trzeba przynajmniej badaé, czy
czasem tak nie jest. Jesli tak jest, to musi by¢ spetniony warunek: gtéwne kierunki
danego tensora sg rozpoznawane przez komorki (dla wygody dalszego wywodu nazwijmy
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go warunkiem Q). Aby warunek ten byt spetniony, komérki musza by¢ w ogéle wrazliwe
na tensorowe wielkosci, a w tej wrazliwosci muszg by¢ rozpoznawane PD-esy danego
tensora. Intuicyjnie ,,nie czujemy”, ze warunek Qjest spetniony, bowiem cho¢ reagujemy
na takatensorowa wielkosc jak naprezenie, to nie czujemy, ze zmyst dotyku dziata na
zasadzie rozpoznawania PD-es6w naprezenia. Intuicyjnie rozumiemy wektor, bowiem
zmyst dotyku reaguje na bodzce ukierunkowane ze zwrotem, czyli wektorowe, a kierunek
i zwrot bodZca, np. ustawienie szpilki poznajemy wzrokowo. Nie mamy wiec
watpliwosci, ze wektor moze by¢ rozpoznawany réwniez przez komérki. Tensora nie
rozumiemy intuicyjnie i stad sie biorg ktopoty w zrozumieniu czym jest. Nie wykluczone
jednak, ze nasz najgorzej poznany zmyst czucia wewnetrznego (visceral sensation)
ma co$ wspolnego z gtéwnymi kierunkami tensora naprezenia czy odksztatcenia. Czym
np. jest wyczuwany kierunek w bélu wewnetrznym albo w uczuciu wewnetrznego
skurczu? By¢ moze wynika z rozpoznawania gtdwnego Kkierunku, np. naprezenia czy
odksztatcenia tkanki?

Co na temat warunku Q mdwi empiria, a w szczegblnosci eksperyment? Rozwazmy
najpierw komorki zwierzece, choc to, co istotnie nowe w tym artykule dotyczy komérek
roslinnych.

ROZPOZNAWANIE GLOWNYCH KIERUNKOW
PRZEZ KOMORKI

A. Komorki zwierzece

Przynajmniej niektdre komorki tkanki nabtonkowej (w dalszym ciggu nazywane
komorkami nabtonkowymi) oraz tkanki facznej, takie jak fibroblasty, sg wrazliwe na
naprezenie i cechujgsie zdolnoscig wyczuwania naprezenia (mechanosensing). Komorki
przylegajace do podioza testujg substancje, do ktorej przylegaja nie tylko pod wzgledem
chemicznym, ale réwniez mechanicznym. Wiadomo, ze w procesie przylegania (adhezji)
wazng role odgrywajg integryny - transbtonowe biatka, ktére po stronie zewnetrznej
wigzg komdrke do macierzy pozakomorkowej, zwykle za posrednictwem odpowiednich
biatek (laminina, fibronektyna), za$ po stronie wewnetrznej wiaza sie z elementami
uktadu cytoszkieletu za posrednictwem takich bialek, jak: vinculina, talina, tensyna,
aktynina itd.[4, 30). NajczeSciej integryny traktuje sie jako receptory sygnatéw
chemicznych (ligandéw), ktérymi sg odpowiednie grupy biatek macierzy, np. grupa
RGD fibronektyny. Okazuje siejednak, ze sygnat chemiczny ,,nie zatatwia wszystkiego”.
Np. przytaczenie RGD zapobiega apoptozie komorek nabtonkowych, ale tylko wtedy,
gdy RGD jest unieruchomione na macierzy i komorki moga sie rozptaszczac [5]. RGD
podane na powierzchni malenkich kuleczek szklanych nie zapobiega apoptozie [27] i
nie zmienia ksztaltu komoérek z kulistego na plaski. Integryny sa wiec nie tylko
receptorami sygnatéw chemicznych z macierzy pozakomdrkowej, saréwniez receptorami
(przekaznikami) sygnatdw mechanicznych. Integryny zakotwiczone na macierzy
umozliwiajg powstanie stanu naprezenia w kurczliwych elementach uktadu cytoszkieletu
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(np. wigzek filamentéw aktynowych oddziatujacych ze soba za posrednictwem miozyny),
z ktérymi sa potaczone po drugiej stronie btony komérkowej. Przenoszg one naprezenia
powstajgce w cytoszkielecie poprzez btone na macierz, jezeli tylko ta ostatnia jest
dostatecznie sztywna. Grupowanie integryn prowadzace do tworzenie miejsc adhezji
(focal contacts) zalezy nie tylko od sygnatéw chemicznych ze strony macierzy, ale
réwniez od mechanicznego stanu macierzy. Miejsca adhezji komdrek na macierzy moga
sie w petni wyksztatci¢ tylko wtedy, gdy macierz jest dostatecznie usztywniona przy
tym samym chemicznym skiadzie [26]. Chemiczne wiasciwosci macierzy sa wazne, ale
réwnie wazne, a czasem wazniejsze sajej wkasciwosci fizyczne. Wiadomo obecnie, ze
fizyczny stan macierzy ma nawet wptyw najej skitad chemiczny, bo wydzielanie macierzy
zalezy od fizycznego stanu poprzednio wydzielonej macierzy [19]. Komorki w warstwie
zelu, uzyskanego z macierzy i przyczepionego do powierzchni naczynia, tworzyty miejsca
adhezji, wyksztatcaty w sobie peki filamentow aktynowych (stressfibers) i tworzyty
wokoét siebie widkienka fibronektyny, podczas gdy w grudkach zelu zawieszonych w
pozywce takich zdolnosci nie miaty [10]. Komorki naniesione na powierzchnie
»hadrukowane” w rézny sposob czasteczkami, do ktérych moga sie przytaczac integryny
[33], zachowuja sie réznie w zaleznosci od gestosci ,,punktéw druku”, przy tym samym
stopniu wysycenia miejsc przytaczania integryn. Np., gdy punkty ,,druku” sg skupione,
jak w czarnej plamce zwyklego druku, komérki sie nie rozptaszczaja i ulegajg apoptozie,
podczas gdy przy odpowiednim rozproszeniu punktéw na powierzchni, jak w szarym
tle druku, komorki sie rozptaszczajg i przezywaja [5].

Nabtonkowe komérki z aorty hodowane na warstwie zelu zawierajacej kolagen 1V i
laminine naciggaja wiokna kolagenu sitami generowanymi w cytoszkielecie. W zelu
tworzy sie ptaska poligonalna sie¢ ,,widkien” silniej naciggnietych z weztami w miejscach
poczatkowych skupiert komdrek, wywotujacych nacigganie. Sato widkna wyrdznione
naprezeniem rozciggajgcym, a wiec ,,wyprostowane”. Nastepnie komérki migrujg wzdtuz
tych ,,wihdkien”, tgczg sie i tworzg kapilary (angiogeneza) [23]. Gdy jednak zel jest
zbyt sztywny komérki rozptaszczajg sie rownomiernie najego powierzchni i angiogeneza
nie wystepuje.

Wspomniane wyzej widkna naprezeniowe w warstwie zelu odpowiadaja fatdkom
silniejszego naciggniecia, jakie tatwo wywota¢ w btonce, gdy przytozy sie do niej korice
pesetki i $ciggnie sie nimi btonke. Fibroblasty naniesione na cienkg btonke silikonowa
na powierzchni pozywki napinajg btonke wywotujac w niej fatdki silniejszego naprezenia,
ktére tatwo mozna uwidoczni¢ w mikroskopie interferencyjno-polaryzacyjnym. Te fatdki
sg przejawem pola naprezen w btonce. Za pomoca ,,fatdek” i ,,whékien” komorki sgw
stanie oddziatywac na siebie nawet na duze odlegtosci [11]. Takie eksperymenty
uswiadamiajg, ze naprezenia mogatworzy¢ dtugozasiegowe pola sygnalizacji. Przeciez
naprezenie linki rozprzestrzenia sie na catgjej dtugos¢! Rzadko bierzemy pod uwage
dalekodystansowe dziatanie naprezen, bo cho¢ w praktyce czesto postugujemy sie linkami
do przesytania sygnatdw, to jednak linki najczesciej nie sg zbyt dtugie. Aby przenosity
sygnaty muszaby¢ napiete, a utrzymywanie tego stanu jest tym trudniejsze im sg dtuzsze.
Lejce - klasyczna struktura przenoszaca sygnaty kierunkowe od woznicy do konia -
nie sg zbyt dtugie. Ale juz zwieszajgce sie pod wiasnym ciezarem linki latawca, a wiec
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stale napiete, moga by¢ bardzo diugie, ajednak skuteczne w przenoszeniu sygnatéw
kierunkowych na réwnie duze odlegtosci.

Juz w 1983 r. Haston et al. [12] pokazali, ze fibroblasty na cienkiej btonce kolagenowej
orientujg sie w gtdéwnym Kierunku naprezenia rozciagajacego w btonce. Fibroblasty w
zelu kolagenowym nie tylko ,,naciggajg” zel, ale ustawiajg sie wzdtuz kierunkéw
maksymalnego naprezenia i rownolegle do swobodnej powierzchni zelu, samooiganizujac
swoj uktad w zelu [8].

Fibroblasty hodowane na podtozu (substracie), na ktérym moga rozptaszczac sie i
wywierac¢ nan sity, rozwijajg w sobie zupetnie inne uktady elementéw cytoszkieletu niz
na substracie, z ktérym oddziatuja tylko chemicznie. [26]

Gdy podtoze jest zr6znicowane, przylegajace do niego komorki nabtonkowe maja
tendencje do przemieszczania sie w kierunku gradientu sztywnosci, a gdy sztywno$¢
zalezy tylko od modutu Younga - w Kierunku wzrastajgcego modutu Younga [3, 21].
Tak samo zachowujg sie komoérki miesni gtadkich [38]. Ludzkie komorki nabtonka
zylnego hodowano na silikonowym pasie, do ktérego przylegaty, a ktéry poddawano
cyklicznemu naprezaniu z 20% powiekszeniem dtugosci, 52 cykli na min [32]. Komérki
przylegaty do btony tworzac warstwe. Podczas gdy na btonie nienaprezanej komorki
byly rébwnowymiarowe, na blonie naprezanej byty silnie wydluzone w kierunku
prostopadtym do kierunku naprezania, a mikrofilamenty aktynowe tworzyty ,,stress
fibers” (SF) w tym samym kierunku. W nie naprezanych pasach, SF wystepowaty w
znacznie mniejszej liczbie, a ich orientacja byfa przypadkowa. Eksperymenty z
forskoling, stymulatorem syntezy cAMP, ktéra zaburza utrzymywanie SF pokazaty,
ze grupowanie mikrofilamentéw w SF jest warunkiem tworzenia uktadu wydtuzonych
komdrek, ale SF nie sg potrzebne do utrzymywania tego uktadu [32]. W konkluzji
mozna stwierdzié, ze badania nad komorkami zwierzecymi wykazujg ich wrazliwosé
mechaniczng i zdolnos$¢ rozpoznawania gtéwnych kierunkdw naprezenia.

KOMORKI ROSLINNE

Wskazano juz na to, ze komérki merystemu dzielg sie w kierunkach wyznaczonych
przez gtéwne kierunki tensora szybkosci wzrostu. Jezeli tak, to rozpoznajg PD-esy
szybkosci wzrostu, albo innego tensora, ktérego PD-esy pokrywaja sie z PD(0-esami.
Juz to wskazuje, ze warunek Q jest spetniony u roélin. Takim tensorem, ktérego PD-
esy moga sie pokrywaé z PDw -esami jest naprezenie mechaniczne $ciany komaérkowe;j.
PD-esy naprezenia i PD-esy szybkosci wzrostu albo sie pokrywajg, albo sa o niewielki
kat obrécone w zaleznosci od tekstury Scian komdrkowych. Niepokrywanie sie PD-
eséw nie jest zapewne wieksze niz niepokrywanie sie helikalnych linii ukfadu
chloroplastéw z kierunkiem podtuznym u Nitella, a prawdopodobnie helikalne linie
reprezentujg PDmax , podczas gdy PDs-esy sg na pewno podtuzne i poprzeczne, bowiem
sg wynikiem cisnienia turgorowego w cylindrycznej komérce.

Sag dwa typy pokrywania sie PD-esOw tensorow naprezenia i szybkosci wzrostu: (1)
PD-esy pokrywajgsie, ale ekstrema, ktore reprezentuja, sg roznego typu, np. PDmax o]
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RYCINA 6 Kierunki podziatbw komorkowych v
zawiesinie komorek w plytce zestalonej agarozy, na ktor;
naciskano precikiem w miejscu wskazanym strzatkg. Ni
pierwszy rzut oka nie wida¢ regularnosci w kierunkact
podziatéw. Gdy jednak uwzgledni sie gtéwne kierunk
naprezen (wyznaczone metoda elasto-optyczng), widaé
ze podziaty zachodza w kierunkach wyznaczonych prze;
PDo-esy

pokrywa sie z PDnmin a- nazwijmy ten typ hetero-pokrywaniem; (2) pokrywaja sie
PD-esy tego samego typu - homo-pokrywanie. Zat6zmy, ze znamy ,,krzyze” dla
szybkosci wzrostu na powierzchni wierzchotka. Mozna wyobrazi¢ sobie tez ,,krzyze”
dla naprezenia, cho¢ aktualnie nie dysponujemy technika umozliwiajaca ich uzyskanie
dla $cian komérkowych na powierzchni wierzchotka. W przypadku hetero-pokrywania
sie PD-esow dla szybkosci wzrostu i naprezenia ,,krzyze” sg réwnolegte, ale dtugie
ramie jednego odpowiada krétkiemu ramieniu drugiego.

Na podstawie rozszerzonego prawa Hooka mozna oczekiwaé, ze w merystemie
wierzchotkowym korzenia PD-esy dla szybkosci wzrostu i naprezenia pokrywajasie,
Scisle albo prawie, wedtug typu hetero, albo homo. Jezeli tak jest, to perykliny podtuzne,
czyli te, ktére sg widoczne na przekroju osiowym, stanowig trajektorie PDmax dla
szybkosci wzrostu i zarazem trajektorie jakiego$ gtéwnego kierunku naprezenia.
Poprzedni wniosek, wynikajacy z badania uktadu komoérek, ze podziaty komérkowe
zachodzg ortogonalnie do PD-eséw szybkosci wzrostu, jest wiec réwnowazny
wnioskowi, ze zachodzg ortogonalnie do PD-es6w naprezenia.

Istnieje piekne eksperymentalne potwierdzenie tezy, ze komorki rozpoznajg PD-esy
naprezenia i wedtug nich ukierunkowujg podziaty. Chodzi o wyniki eksperymentu
przeprowadzonego juz pare lat temu przez Lintilhaac i wspdtpracownikow [22] o
olbrzymim znaczeniu poznawczym, a stale niedocenianym. Mianowicie, badali oni
podziaty w zawiesinie protoplastow (w poczagtkowym stadium tworzenia Sciany, ale
dla uproszczenia bedziemy je nazywali ,,protoplastami””) w medium o odpowiednim
sktadzie. Do medium dodawali agarozy, otrzymujac w ten sposdb zawiesine dzielgcych
sie protoplastéw w zelu. Do zelu przyktadali lokalnie site naciskajaca zel i wprawiajaca
go w stan naprezenia. Podziaty protoplastéw zorientowane byly pozornie chaotycznie,
gdy jednak metodg elastooptyczng wyznaczono gtéwne kierunki naprezenia w zelu,
kierunki podziatéw odpowiadaty tym PD-esom (ryc. 6).

Bardzo silne poparcie tezy, ze komorki roslinne rozpoznajg PDo-esy dostarczajg
wyniki wiasnych badan autora przeprowadzonych w ramach dopiero co zakoriczonego
grantu KBN, jeszcze nie opublikowane. Dotyczyty one uktadu mikrotubul kortykalnych
(MTc) pod zewnetrzng $ciang epidermy hipokotyla stonecznika i wptywu naprezenia
mechanicznego oraz auksyny na ten uktad. Pierwsza cze$¢ badan doprowadzita do
odkrycia, ze:

1. Cykle reorientacji (MTc) (zmiana kata X, pod jakim nachylone sg réwnolegle
utozone MTc wzgledem kierunku podtuznego w komaorce) majg charakter rotacyjny, a
nie oscylacyjny (ryc. 7);
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RYCINA 7 Schematy podstawowych typow uktadéw MTc charakteryzowanych przez histogramy
(dolny rzad) oraz odpowiadajacych im cykli rotacyjnych. Histogram podaje procent komérek (o$ pionowa),
w ktérych wzajemnie réwnolegle ustawione MTc tworzyty z kierunkiem podtuznym kat wskazany na
osi poziomej . Kat 0° lub 180° odpowiada orientacji podtuznej (wzdtuz dtugiej osi komérek), kat 90° -
orientacji poprzecznej. Histogram typu D charakteryzuje sie rownomiernym rozktadem katéw; A -
maksimum dla orientacji poprzecznej; C - maksimum dla orientacji podtuznej; B - maksima dla orientacji
skosnych. Cykl reorientacji jest charakteryzowany przy pomocy dwu okregéw: zewnetrzny podaje
wspotrzedng katowa (faze), wewnetrzny - podaje predkosé katowa jako ciagta linie, gdy predkosé jest
mata oraz jako przerywang linig, gdy predkos¢ jest duza, czyli gdy cykl skacze przez dany zakres.
Zauwaz, ze przeskoki dokonujg sie miedzy przeciwnymi katami Is i-1

2. Predko$¢ (V) zmian kata X (V = d X/dt) jest funkcjg X , V = V(X);

3. Predkos¢ V, gdy X zbliza sie do zakresu katowego, zawierajgcego kierunek
podtuzny, albo poprzeczny, moze znacznie wzrasta¢, po czym cykl skacze przez ten
zakres, a na histogramie czestosci wystepowania X zakres przeskoku jest pusty
(minimum czestosci).

4. Wystepuje zwierciadlana symetria katow, miedzy ktérymi cykl skacze (Xni -X
). Na tej podstawie wysunieto hipoteze, ze morfologiczne kierunki w komarce (podtuzny,
poprzeczny), wzgledem ktoérych kat X jest wyznaczany, odpowiadaja gtéwnym
kierunkom (PD-esom) jakiego$ tensora dziatajacego w $cianie, a regulujacego ukiad
MTc za posrednictwem funkcji V i przeskokéw przez PDs w cyklu reorientacji MTc.

W drugiej czesci badan, izolowane pasy epidermy poddawano podtuznemu naprezaniu
(aby przywréci¢ podtuzne naprezenia tkankowe usuniete wskutek izolacji) oraz dziataniu
auksyny. Stwierdzono, ze tensorem, ktéry reguluje cykl reorientacji MTc, jest naprezenie
(a) w scianie komorkowej, pod ktorg znajduje sie rozwazany uktad MTc. Gtdéwne
kierunki naprezenia zalezg od cisnienia turgorowego i podtuznego naprezenia
przytozonego do izolowanego pasa epidermy. W nie naprezanych pasach PD max jest
zorientowane poprzecznie (ze wzgledu na cylindryczny ksztatt komoérek epidermy). W
naprezanych pasach PDomax jest zorientowane podtuznie. Przy braku egzogennej auksyny
cykl reorientacji skacze przez PDmino, co w izolowanych, nie naprezanych pasach
epidermy daje poprzeczno-sko$ny uktad MTc, za$ w pasach naprezanych uktad
podtuzno-skosny. W obecnosci auksyny, w naprezanych pasach cykl skacze przez
PDmaxo, dajac poprzeczno-skosny uktad mikrotubul (PD jest w kierunku
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podtuznym), za$ w pasach nie naprezanych ukiad jest podtuzno-skosny. Uzyskane wyniki
prowadza do hipotezy, ze podniesienie poziomu auksyny zmienia wybdr gtéwnego
kierunku naprezenia (PDa), przez ktéry skacze rotacyjny cykl reorientacji MTc w
komorkach epidermy. Wszystkie uzyskane wyniki daja sie konsekwentnie objasni¢ na
podstawie wymienionych hipotez, a zarazem hipotezy nie sg falsyfikowane przez dane
z literatury.

Na podstawie przedstawionych argumentéw (uktad komérek w merystemie
wierzchotkowym, badania Grupy Lintilhaac, wyniki badan nad uktadami MTc) mozna
wiec wnioskowaé, ze komorki roslinne rozpoznajg gtowne kierunki tensora naprezenia
i wykorzystujaje jako zrodto informacji kierunkowej. Biorgc pod uwage, ze rowniez
komorki zwierzece cechujg sie podobna zdolnoscia, w odpowiedzi na pytanie postawione
w tytule nalezy stwierdzi¢ ,, w rozpoznawaniu Kierunkow wazna role odgrywajg gtéwne
kierunki tensora naprezen”.

TENSOR NAPREZEN WE WZROSCIE | KSZTAL TOWANIU
FORMY ORGANU ROSLINNEGO

Rozwazmy tensorowe ujecie problemu wzrostu i formy. ,,On Growth and Form”
stanowi tytut dzieta D’Arcy Thompson’a [ 35], ktre daje podstawe dla tensorowego
ujecia tego problemu, jednak do takiego ujeciajeszcze nie doprowadzito.

W przypadku ro$lin wzrost i ksztattowanie formy sprowadza sie gtéwnie do wzrostu
powierzchniowego $cian komorkowych. Wiadomo, ze wzrost $ciany komadrkowej jest
,hapedzany” jej naprezeniem rozciagajagcym. Sciana komérkowa, aby rosnaé, musi
by¢ naprezona i naprezenie musi przekracza¢ pewng wartos¢ progowa, powyzej ktérej
pojawia sie odksztatcenie nieodwracalne $ciany, czyli to, co nazywamy wzrostem [6,7].
Gdy przytozymy naprezenie rozciggajace do Sciany i stopniowo powiekszamy je, pojawia
sie najpierw odksztatcenie elastyczne - naprezenie powoduje elastyczne powiekszenie
Sciany - ale to jeszcze nie jest wzrostem. Gdy naprezenie przekroczy wartos¢ progowa
dla ,,ptyniecia”, wtedy pojawia sie nieodwracalne powiekszenie $ciany i dopiero to
nieodwracalne odksztatcenie jest wzrostem. Zalezy ono jednak rowniez od czasu. Nie
ma wiec zadnej okreslonej zaleznosci miedzy nieodwracalnym odksztatceniem a
naprezeniem. Istnieje jednak okreslona zalezno$¢ miedzy szybkoscig nieodwracalnego
odksztatcania, czyli szybkoscia wzrostu, a naprezeniem ( a). Mianowicie, mamy
dobrze znang zalezno$¢ miedzy szybkos$cig wzrostu objetosci (U) a cisnieniem
turgorowym (P)

AWV At = O(P - Po) (réwnanie 2)
gdzie F jest wspotczynnikiem proporcjonalnosci (extensibility), ktéry okre$la

»podatnos¢” izotropowej $ciany na powiekszanie powierzchni pod wptywem cisnienia
turgorowego, gdy przekracza ono pewna warto$é¢ progowa Po (yield threshold). Jest to
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proporcjonalna zalezno$¢ miedzy wielko$ciami skalarnymi, czyli rownanie (2) jest na
poziomie tensoréw zerowego rzedu; po obu stronach znaku réwnosci mamy tylko
liczby. W przypadku szybkosci wzrostu linearnego, ktory jest tensorem drugiego rzedu,
domyslamy sie podobnej zaleznosci RERG! = d> (o - ao), albo w notacji tensorowej
G.. = F(Sk - Sok)), gdzie G.. symbolizuje tensor szybkosci wzrostu, a Skl - tensor
naprezenia, (So jest tensorem naprezenia o progowej wartosci). Czym jest czynnik d>?
Znak réwnosci oznacza, ze tensor drugiego rzedu pomnozony przez O daje tensor
tego samego rzedu. Analiza tensorowa wskazuje, ze to jest mozliwe tylko wtedy, gdy O
jest albo skalarem, albo tensorem czwartego rzedu. Pierwszy przypadek odpada, bowiem
nie ma tak prostej zaleznosci miedzy tensorami odksztatcenia i naprezenia. W drugim
przypadku, jako tensor IV rzedu jest wielkoScig opisywangprzez 34 liczb (macierz
utworzona z 81 liczb), z ktérych wiekszos$¢ ze wzgledu na symetrie to zera (od 60 do
72 zer). Wstawiajac d> = Fijk) otrzymujemy

Gjj = Fijy (Sg-Sogp (réwnanie 3)

Réwnanie to moéwi nam, ze dane (takie samo) pole naprezenia (Sk[) moze prowadzi¢ do

réznych pdl szybkosci wzrostu linearnego w zaleznosci od pola tensora F.kK). Jak juz
wspomniano, Fjjkl to zestaw roznych liczb, czyli parametréw. W przypadku komérki mozna
przyjaé, ze parametry te zalezne sa gtdwnie od informacji genetycznej, takiej jak dla tekstury
§ciany, jej uplastyczniania, np. za posrednictwem expansyn itd. W réznych komorkach
albo w réznych fazach rozwoju tej samej komérki w danym miejscu $ciany komaérkowej,
zestawy F” moga by¢ rézne. Réwnanie (3) mdwi wiec nam, ze takie samo pole naprezenia,
moze prowadzi¢ do roznych form ciata, w zaleznosci od informacji genetycznej. Forma
ciata bowiem sprowadza sie do jego wymiaréw w ortogonalnych kierunkach na réznych
poziomach, a wymiary sg catkami szybkosci wzrostu wzdtuz linii wspotrzednej
odpowiadajgcej danemu wymiarowi oraz w czasie. ROwnanie (3) przedstawia wiec
najogolniej, w jaki sposéb naprezenie jako czynnik napedzajacy wzrost, np. naprezenie
turgorowe, a zarazem jako czynnik dostarczajacy informacji kierunkowej, moze prowadzi¢
do r6znych form w zaleznos$ci od informacji genetycznej. W tym ujeciu formajako catka
(po przestrzeni i czasie) tensora szybkosci wzrostu, jest produktem dziatania informacji
genetycznej i tensora naprezenia. Pole tego ostatniego w danym momencie zalezy od aktualnej
formy komdrek, bowiem tensor naprezenia Sciany komorki znajdujacej sie pod cisnieniem
turgorowym zalezy od ksztattu komorki.
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AUKSYNA - CZYNNIK KOMUNIKACJI W PROCESACH
FUNKCJONALNEGO ROZNICOWANIA UKEADU

PONADKOMORKOWEGO ROSLINY

AUXIN - THE COMMUNICATION FACTOR IN THE PROCESS
OF PLANT SUPRACELLULAR SPECIALIZATION

Tomasz Jozef WODZICKI

Katedra Botaniki Le$nej, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego,
Warszawa

Streszczenie: Procesy sygnalizacji auksynowej stanowig mechanizm przekazu informacji o zasobach,
warunkach i gradientach czynnikéw $rodowiska do systemu informacji morfogenetycznej koordynuja-
cego wzrost i rozwoj wielokomorkowego organizmu rosliny w tym ekspresji rozwojowych programéw
genetycznych. System komunikacji kontrolowany przez auksyne na ré6znych poziomach organizacji cia-
ta rosliny uwarunkowany jest strukturalng polamoscig komorek (szczegélnie w obszarze tkanek mery-
stematycznych), co umozliwia bazypetalny transport tego fitohormonu. Niemal kazdy tydzien przynosi
postep w badaniach kolejnych molekularnych proceséw percepcji i transdukcji w systemie sygnatowym
auksyny na poziomach komérkowym i subkomérkowym. Pomimo tych rozlegtych badan wcigz obser-
wuje sie maty postep znajomosci proceséw z udziatem auksyny integrujacych poziomy komoérkowy i
ponadkomorkowe. Do dyskusji w tym referacie wybratem niewielka grupe publikacji dotyczacych po-
ziomu molekularnego regulacji auksynowej, jako ze sg one dos¢ szeroko omawiane w artykutach prze-
gladowych literatury Swiatowej, w tym takze polskich autoréw. Zamiast tego, uwage skupitem na
systemie autokontroli auksyny w procesie swego wiasnego transportu. W tym aspekcie przedstawione
zostaty takze wnioski i niektore wyniki uzyskane w Katedrze Botaniki Lesnej SGGW w czasie zakon-
czonych kilka lat temu, kontynuowanych przez wiele lat studiéw nad polarnym transportem auksyny w
wycinkach pni drzewa obejmujacych tylko pojedynczy osiowy szereg komorek strefy kambialnej. Dato
mi to okazje, aby przedstawic¢ kilka sugestii dalszych badan w kierunku poznania molekularnego me-
chanizmu kontrolujgcego oscylacje ekspresji polamosci w transporcie auksyny jako podstawy tworze-
nia i propagacji w uktadzie ponadkomdérkowem odkrytych wczesniej fal auksyny.

Stowa kluczowe: auksyna, mechanizm regulacji, polarny transport.

Summary: Auxin signalling processes provide mechanism integrating environmental effects and gene-
tic programs into a system of morphogenetic information for coordinated growth and development of
the multicellular plant organism. Auxin controlled system of communication at various levels of plant
body organization depends upon structural polarity of the individual cells (especially in the meristema-



44 T.J. WODZICK1

tic regions), which allows basipetal transport of this phytohormone. Nearly every week extends the
knowledge concerning auxin signal perception and transduction at the cell molecular level. In spite of
these very extensive research programs there is still little progress in knowledge of the auxin regulated
processes integrating the cellular and supracellular levels. For the discussion in this paper | selected
only small group of papers concerning the molecular level of auxin regulation which otherwise are
extensively reviewed in the world literature including the Polish authors. Instead, the attention has
been focused upon the system of autocontrol by auxin ofits own polar transport. In this aspect, there are
included also some of our own last results obtained in the Forest Botany Department SGGW, during
just ended (but continued for many years before 2000) studies on the auxin polar transport in which we
used small stem sections of large trees consisting only a single axial cell layer of the cambial region.
This gave me a chance to present also few suggestions of future investigations concerning the possible
molecular mechanisms responsible for oscillation of the cell polarity expression in auxin transport
which can be useful in explaining formation and propagation of the discovered earlier supracellular
auxin waves.

Key words: auxin, control mechanism, polar transport.

Okrycie i identyfikacja chemiczna auksyny jako kwasu indolilo-3-octowego w potowie
lat dwudziestych ubiegtego stulecia poprzedzone byto co najmniej pétwieczem obserwacji
lub doswiadczen nad reakcjami wzrostowymi u roslin oraz spekulacji uczonych na
temat tajemniczego regulatora wzrostu. Dotyczyto przeciez jednego z proceséw fizjologii
roslin najbardziej interesujagcych hodowcow roslin uzytkowych, a przy tym kusito
stosunkowo duzg tatwoscig pomystowych eksperymentow. Zainicjowato wiec lawing
badan i rozwazan teoretycznych, angazujac najswiatlejsze umysty oraz znaczny potencjat
laboratoryjny instytutéw badawczych i uniwersytetow Swiata. Tak wiec, gdy w potowie
lat sze$¢dziesigtycht przy pomocy mojej zony Aliny, po raz pierwszy dotgczytem do
licznego w tym czasie grona badaczy reakcji auksynowych, istniata juz ogromna
bibliografia dokumentujgca poznane dotad reakcje wzrostowe zwigzane z funkcjg
auksyny jako przenosnika informacji w procesach rozwojowych roslin [40,41]. Gtéwne
whnioski wynikajace z tej, nazwatbym jg inicjalnej fazy poznawania roli auksyny, na tle
réwnolegle rozwijajacych sie badan innych fitohormondw i mechanizméw komu-
nikowania sie roslin ze swym srodowiskiem lub ich komérkowych poduktadéw pomiedzy
sobg, dadzg sie uogdélni¢ w stwierdzeniu, ze nie ma takiego procesu w cyklu zyciowym
rosliny, ktory bytby wolny od regulacyjnego udziatu auksyny [42]. Nie pretendujac do
wyczerpujgcego podsumowania, wydaje sie, ze ha wyrdznienie zastuguja nastepujgce
z tych wezesnych wnioskow:

1. Zadaniem auksyny jest przenoszenie informacji w uktadach ponadkomérkowych
rosliny. Jedynym poznanym blizej sygnatem w procesie przekazu informacji przez
auksyne jest zmiana stezenia tego fitohormonu. Jednostkami przenoszacymi sy-
gnaty auksynowe sg komorki ztgczone apoplastem.

2. Komdrki wyrdzniajace sie zdolnoscigzinterpretowania sygnatu auksynowego otrzymujg
ten sygnat bezposrednio ze $ciany komdrkowej komarek sasiednich w drodze dyfuzji i
transportu molekularnego przez btone komorkowa. O rodzaju reakcji tych komdrek de-
cyduje historia ich wczesniejszego molekularnego réznicowania i potozenie wzgledem
uktadu ponadkomérkowego. To znaczy, ze prawdopodobnie jednym z gtéwnych czynni-
kow kompetencji komorek, w ktorych zachodzi transdukcja sygnatu auksynowego jest
informacja pozycyjna zwiazana z konfiguracjg pola morfogenetycznego.
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3. Najbardziej charakterystyczngreakcjg na dziatanie auksyny jest stymulacja wzro-
stu objetosciowego komorek, czemu towarzyszy wiele réznych proceséw na pozio-
mie subkomorkowym.

4. Specyficznymi przejawami regulacji wzrostu przy udziale auksyny sg dominacja
wierzchotkowa i korelatywne hamowanie ustalajgce proporcje rozwoju poszczegol-
nych czesci organizmu rosliny w stosunku do gtéwnych osi polamosci $rodowiska.

5. Auksyna jest gtdbwnym czynnikiem funkcjonowania systemu polarnosci fizjolo-
gicznej roslin ladowych jako, ze biegunowe zréznicowanie struktury btony komér-
kowej (zapoczatkowane polaryzacjgzygoty), odnawiane przez cate zycie organi-
zmu w czasie podziatéw komdérek merystematycznych, stuzy wytgcznie bazypetal-
nemu transportowi molekut tego fitohormonu. Dzieki temu predkos$é sygnalizacji
auksynowej wielokrotnie przewyzsza dyfuzje, ktéra decyduje w komunikacji tylko
sgsiednich komorek.

6. Synteza auksyny jest procesem towarzyszacym aktywnosci merystematycznej ko-
morek, a informacja o tych procesach oznaczajgcych (miedzy innymi) zmiany ste-
zenia auksyny, osigga komorki kompetentne bez wzgladu na ich potozenie wzgle-
dem zrodta produkcji tego fitohormonu, mimo bazypetalnego transportu molekut
kwasu indolilo-3-octowego.

System sygnatowy z udziatlem auksyny lub substancji auksynopodobnych jest
prawdopodobnie bardzo starym sposobem komunikowania miedzy komdérkami jako
podstawowymi jednostkami zycia niekoniecznie bedagcymi w bezpos$rednim kontakcie
[39]. Produkcja tych substancji znana jest u prokariontéw [31, 35]. Znane jest tez
posrednictwo takich substancji w interakcjach roslin z grzybami [9, 27, 32, 33]. Sadzi
sie tez, ze system auksynowy ewoluowat w sukcesji analogicznej roli petnionej pierwotnie
przez aminokwasy aromatyczne [18], z ktorych wywodzg sie takze najwczesniej
wykorzystane w konstrukcji pamieci genetycznej puryny i pirymidyny, a pdZzniej takze
morfogeny, fitohormony, neurotransmitery i regulatory ekspresji wrazen w systemach
zwierzecych np. zwigzki pokrewne tryptofanu, melatonina, tryptamina, serotonina.
Ewolucja procesu regulacji auksynowej byta warunkiem adaptacji fotosyntetyzujacych
autotroféw na lgdzie, gdzie niezbednym jest stata orientacja i dopasowywanie
réznicowania funkcjonalnego organizmu wzgledem wektoréw sity grawitacji ziemskiej,
okreslajacego miejsce gromadzenia wody i strumienia fotondw w promieniowaniu
stonecznym. Nic wiec dziwnego, ze réwnoczesnie z odkrywaniem coraz to nowych
zaleznosci proceséw rozwojowych roslin wyzszych od auksyny, podejmowano i
podejmuje sie proby objasnienia mechanizmow fizjologicznych tego uniwersalnego
systemu sygnatowego.

To okazato sie wciagz wyjatkowo trudne mimo sformutowaniajuz dawno kilku petnych
tworczego optymizmu teorii [8, 20, 36, 41, 44, 51]. Kazde pokolenie auksynologéw
pozostawia jednak nastepnym nie tylko postep teorii, ale rozwija nowe metody
umozliwiajace studiowanie mechanizmu regulacji auksynowej na innych poziomach
organizacji ciata rosliny. Sukcesywnie badacze podzielili sie na tych, ktérzy potencjat
poznawczy zeSrodkowali na procesie percepcji sygnatu auksynowego, [14,45,46] lub
biatkowych przenosnikéw auksyny [16,29], kontroli potencjatu btony komérkowej [6,
10,211, jego transdukcji na subkomérkowym poziomie molekularnym [1,12, 13, 30]
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lub tez polarnym transporcie auksyny [ 19,22]. W kazdym z tych obszar6w w ostatnim 10-
leciu opublikowano wiele wynikow szczeg6towych badan, a takze prac przeglagdowych
[23,30, 63]. Czy jednak mozna powiedzieé, ze istnieje juz wiarygodna teoria regulacji
auksynowej uwzgledniajaca w petni funkcje auksyny w zyciu roslin? Na pewno jeszcze
nie. Na bardziej szczeg6towe badania oczekuje na przyktad wcigz mato poznany aspekt
biofizyczny dziatania mechanizmu sygnatowego auksyny. Studiowano juz wprawdzie
wplyw zmiany stezenia auksyny na niektdre cechy fizyczne Sciany komorkowej [5, 7],
ale znacznie mniej wiadomo o epigenetycznej kontroli struktury réznych
ponadmolekulamych struktur protoplastu (na przyktad chromatyny), a szczegélnie zmian
energii uktadu na komérkowym i wyzszych poziomach organizacji ciata rosliny. Postep
w tej dziedzinie oczekuje wcigz na rozwoj nowych metod.

W podsumowaniu czesci aktualnego stanu wiedzy odwotam sie do opracowania
mitodszych ode mnie wielce utalentowanych polskich autoréw: profesora Stanistawa
Kowalczyka i doktor Elzbiety Zielinskiej z Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu,
ktérzy uprzejmie wyrazili zgode na zacytowanie petnego streszczenia z artykutu pt.
»Percepcja i transdukcja sygnatu auksynowego” opublikowanego w 27. tomie Postepow
Biologii Komorki (2000). Cytuje:

»Szlak transdukcji sygnatu auksynowego z miejsca percepcji fitohormonu do miejsca,
gdzie nastepuje odpowiedZz komdrki, nie zostat jeszcze ostatecznie poznany. Szereg
wynikow sugeruje, ze biatko wigzace auksyny - ABP 1, zwigzane z btonowym biatkiem
dokujacym, jest receptorem wspdtdziatajacym z biatkiem G. Szlak transdukcji sygnatu
obejmuje aktywacje fosfolipazy A2, ktora uwalnia wtérne przekazniki pochodzenia
lipidowego aktywujace kinaze biatkows, regulujaca w drodze fosforylacji plazmatyczng
H+-ATPaze. W coraz liczniejszych doniesieniach wiaze sie taricuch transdukcji sygnatu
auksynowego z funkcjonowaniem kaskady kinaz MAP. Badania mutantéw auksynowych
(axrl, tirl, surl) Arabidopsis thaliana zwrdcity uwage badaczy na zalezng od systemu
ubikwitynowego regulacje cyklu komorkowego jako biochemiczng odpowiedz na auksyne.
Zmiany w ekspresji niektorych gendéw nalezg do najwczes$niejszych odpowiedzi
auksynowych. Geny z rodziny Aux/IAA sgobecnie najlepiej poznanymi genami wczesnych
odpowiedzi auksynowych. Szereg wynikéw wskazuje, ze niektore biatka z tej rodziny sg
zwigzane z kontrolg transkrypcji. Analiza funkcjonalna promotoréw niektorych genéw
auksynowych umozliwia poznanie kilku elementow odpowiedzi auksynowych (Aux RE)
i domen odpowiedzi auksynowych (Aux RD). Poznanie Aux RE umozliwito klonowanie
i zsekwencjonowanie szeregu czynnikow transkrypcyjnych (ARE).”

Przytaczajgc tu podsumowanie wyjete z bardzo starannego opracowania
przegladowego polskich autoréw, pragne tez zwroci¢ uwage na chlubng ciggtosé tradycji
badan Polakéw nad systemem regulacji auksynowej, ktére zapoczatkowat Teofil
Ciesielski [4] ponad 130 lat temu (1872), a wspotczesnie rozwijaty z powodzeniem
szkoty badaczy kierowane przez Roberta Bandurskiego, Mariana Michniewicza, Jana
Kopcewicza.

W nawigzaniu do artykutu polskich Autoréw, pragne skierowaé uwage
zainteresowanych takze na opracowanie pani Ottoliny Leyser z Depatment of Biology,
University of York w Wielkiej Brytanii, pt. ,,Molecular Genetics ofAuxin Signalling”,
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opublikowanym w Annual Review of Plant Biology, 2002 [23]. Warte przytoczenia sa

tu wnioski zawarte w podsumowaniu tego artykutu, ktore w wolnym ttumaczeniu mozna

przedstawi¢ nastepujaco:

¢ Po pierwsze, istnieje potrzeba poznania czynnikéw tgczacych auksyne ze zmiana-
mi stabilnoSci biatek zwigzanych z genami pierwotnych odpowiedzi auksynowych
(z rodziny Aux/IAA), to jest tych biatek, ktorych degradacja pod wptywem auksy-
ny stanowi podstawowg czes¢ procesu reakcji auksynowej.

+ Po drugie, chociaz proponowany obecnie model regulacji uwzgledniajacy tylko te
znane juz dzi$ rozne biatka z klasy Aux/IAA, (ktorych tylko u Arabidopsis thalia-
na wyrézniono jak dotad co najmniej 24) i inne biatka, tak zwane czynniki odpo-
wiedzi auksynowej, typu ARF (auxin response factor) lub ARF-BP (auxin re-
sponsefactor - binding protein), moze by¢ wykorzystany do wyjasnienia rozno-
rodnych reakcji auksynowych, ale nie znany jest sposéb (lub kod), wedtug ktérego
zachodzi wybér kazdej ze specyficznych reakciji.

¢ Po trzecie, konsekwentnie, istnieje potrzeba poznania mechanizmdw, poprzez kto-
re zaindukowane zmiany ekspresji gendw posredniczgw specyficznych reakcjach
auksynowych.

¢+ Po czwarte, pewne reakcje auksynowe wydaja sie by¢ niezalezne od systemu ubi-
kwitynowego, w ktérym kluczowa role spetnia ztozony kompleks biatkowy SCF
petnigcy funkcije ligazy (enzymu E3) we wspomnianym systemie.

Niemal kazdy tydzien przynosi postep w badaniach kolejnych molekularnych
proceséw percepcji i transdukcji w systemie sygnatowym auksyny na poziomie
komdérkowym i subkomérkowym. Wypada jednak w tym miejscu powrdci¢ do istoty
regulacji auksynowej jako systemu komunikacji umozliwiajgcego specjalizacje i
integracje funkcjonalng wszystkich poduktadéw ponadkomdérkowych w celu
najpetniejszego wykorzystania dostepnych zasob6w $rodowiska i propagacji genotypu.
W tym ztozonym procesie wyrdznié mozna przynajmniej trzy elementy dostrzezone
zresztg jeszcze przed zidentyfikowaniem IAA. Pierwszy dotyczy miejsca
i mechanizmu inicjacji sygnatu, drugi - mechanizmu przesytowego, a wiec kodu
sygnatowego (jezyka) i sposobu propagacji informacji oraz trzeci - systemu
okreSlajgcego miejsca odczytania informacji. Najskuteczniej jak dotad badano
mechanizm przesytowy, jako ze zidentyfikowanie chemiczne IAA potaczono z juz
wczesdniej zdobyta przez zoologébw wiedzg o przewodzeniu informacji w systemie
hormonalnym u zwierzat. Utrwalito to powszechny poglad, ze nosnik informacji,
molekuty auksyny, podobnie jak hormony zwierzece, docierajg z miejsca ich syntezy
(odpowiednik gruczotu) do miejsca ich zadziatania (komérek kompetentnych). Dla roslin
bardzo drobnych rozmiaréw, a w fazie rozwoju embrionalnego dla wszystkich roslin,
odlegtos$¢ miedzy tymi szczegdlnymi miejscami systemu komunikacji jest tak niewielka,
ze przemieszczanie sygnatu o charakterze molekularnym moze realizowac sie w drodze
dyfuzji. Rzecz w tym, ze system auksynowy dziata z powodzeniem dalej, w p6Zniejszych
fazach rozwojowych oraz regulacji proceséw sezonowych, gdy droga przesytania
informacji moze osiagac dziesiatki, a w szczeg6lnych przypadkach przekracza¢ nawet
granice stu metrow pokonujac woéwczas bariery dziesigtek tysiecy scian i bton
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komorkowych inaczej niz w zwierzecych systemach cyrkulacji. Badania hipotez

zaktadajacych propagacje bodZzca auksynowego w postaci zmiany potencjatu

elektrycznego lub akcyjnego, jak dotad nie znalazty uzasadnienia, nic wiec dziwnego,

ze cata niemal uwaga uczonych koncentruje sie na nieporéwnywalnie szybszym od

dyfuzji, polarnym transporcie molekularnym auksyny. Wyniki badarn referowane sa w

wielu pracach przegladowych [11, 15, 24, 26], Do najwazniejszych odkry¢ w tym

procesie naleza:

1) w transporcie polarnym auksyny najprawdopodobniej nie uczestniczg plazmo-de-
smy,

2) zaangazowany jest specyficzny kompleks biatkowy zlokalizowany gtéwnie w ba-
zalnej czeSci blony komorkoweyj i

3) auksyna moze stymulowac polarny transport auksyny.

Na te ostatnig wtasciwo$¢ mechanizmu transportu auksyny teoretycznie zwrocit
uwage niemiecki fizjolog H.Séding [37,38] juz wpirwszej potowie ubieglego stulecia.
Sugerowat on, ze sezonowa zmiana (podwyzszenie) stezenia auksyny na wiosne
postepujagca bazypetalnie w kambium pnia drzew ma charakter reakcji taricuchowej, to
jest ze auksyna syntetyzowana w komdrkach dystalnych osiowego ukiadu
merystematycznego indukuje synteze auksyny w najblizszych komodrkach
proksymalnych. Uwzgledniajac wspétczesng wiedze, system ten w odniesieniu do jednej
pary strukturalnie polarnych komorek pedu rosliny mozna przedstawi¢ nastepujgco:

Komérka Procesy na poziomie komérkowym Fazy przekazu sygnatu
auksynowego
Dystalna wzrost syntezy i eksportu 1AA przy koncu glandulama
bazalnym
wzrost stezenia IAA w apoplascie i dyfuzja
przestrzeni peryplazmatycznej do poziomu
sygnatowego
Proksymalna  percepcja wzrostu stezenia IAA w ukladzie I-szy etap ekspresji
(ale dystalna  bton cytoplazmatycznych kompetencji
w kolejnej
parze)
transdukcja sygnatu IAA na procesy 11-gi etap ekspresji
fizjologiczne w obrebie komorki kompetenciji
- wzrost objetosciowy
- podziat

- réznicowanie funkcjonalne

- zwiekszenie eksportu IAA przy korcu glandulama
bazalnym zwigzane z synteza de novo lub tez

uwolnieniem rezerwy (uruchomienie fezy

glandulamej)

osiggniecie krytycznego stezenia IAA glandulama (lll-ci etap
uruchomienie hamowania zwrotnego (syntezy  ekspresji kompetenciji)
lub uwalniania z rezerwy) i ograniczenie

bazypetalnego eksportu
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Tak pojmowany system przekazu sygnatu auksynowego umozliwia, na przykiad,
funkcjonowanie falowego pola morfogenetycznego [60,61,62], o ktérym dyskutowatem
na konferencjach poswieconych mechanizmom regulacji morfogenezy roslin w Rogowie
[52, 53, 54, 59] i 14-tym Kongresie Biochemicznym w Pradze [58]. Przedstawitem
wowczas wyniki eksperymentdw potwierdzajacych takg mozliwos¢. System powigzany
z propagacja czestych zmian stezenia auksyny tworzacych fale przemieszczajace sie
zaréwno bazy- jak akropetalnie z predkoscig kilkakrotnie przewyzszajacg predkos¢
polarnego transportu, charakteryzuje sie oczywiscie nieporownywalnie wiekszg
pojemnoscig informacyjna i sprawnoscia sygnatowa niz gradienty liniowe stezenia, lub
ustabilizowany bazypetalny przeptyw molekularny. Sam mechanizm transdukcji
informacji morfogenetycznej z wykorzystaniem potencjatu informatycznego
wynikajgcego z propagacji fal auksyny nie doczekat sie niestety dalszych badan, chociaz
tworzenie takich fal jest wynikiem zmian ekspresji polamosci komérek w stosunku do
transportu tego fitohormonu [56], a wiec zwigzanym z procesem od dawna uwazanym
za kluczowy w regulacji wzrostu i rozwoju roélin [17,19,28,47,48,49]. Uzyskalismy
natomiast pewien postep w badaniu przekazu sygnatu auksynowego w systemie osiowym
komérek merystemu wtérnego pedu wykorzystujagc wycinki strefy kambialnej
zawierajgce tylko jeden szereg komérek [50]. Wykazano, ze podwyzszenie stezenia
IAA wylacznie przy koncu apikalnym w ciggu ok. 30-45 minut stymuluje wyptyw
naturalnego IAA przy koncu bazalnym, a reakcja ta nie jest hamowana przez inhibitory
biatkowego przenosnika auksyny w polarnym transporcie (tab. 1). Inne niz 1AA
fitohormony lub tryptofan nie powodujg analogicznej stymulacji bazypetelnego eksportu
auksyny. Stwierdzono ponad to, ze stymulacji auksynowej nie ogranicza wysokie stezenie
auksyny w apoplascie nawet w obecnosci inhibitora polarnego transportu, a ubytki
komorkowej puli IAA zwiazane z bazypetalnym eksportem sg na biezaco
rekompensowane [55], Badania wstepne ze znakowanym tryptofanem wskazujgjednak,
ze stymulacja wyptywu naturalnej auksyny przez IAA nie ma bezposredniego zwigzku
z kontrolg sciezki syntezy IAA zwigzanej z tryptofanem jako prekursorem.

Wstepne wyniki uzyskane w innych badaniach, wydajg sie wskazywac na staby
zwigzek tej autostymulacji polarnego tmsportu auksyny z mechanizmem kontroli bilansu
wapniowego komorki, ale chociaz W7 QA-{6-aminohexyl)-5-chloro-I-naphtalene
sulfonatnide, hydrochloride) inhibitor kompleksu Ca-kalmodulina nie ogranicza istotnie
tej reakcji to jednak redukuje znaczaco wielkos$¢ polarnego transportu auksyny w ogole
[25,55]. | wreszcie, w badanym jednocze$nie materiale tkankowym nie wykryto takze
puli koniugatow IAA, ktéra sugerowataby uwalnianie IAA z rezerwy cytoplazmatycznej
(tab. 2).

Te drobne kroki badan cytofizjologicznych wydajg sie przybliza¢ czas poznania
mechanizmu sygnatowego, w ktérym auksyna jest rownoczes$nie stymulatorem
propagacji sygnatu w uktadzie ponadkomdrkowym i czynnikiem indukcji proceséw
rozwojowych. Wyniki tych badan sugerujgtez nastepne pytania oczekujace odpowiedzi,
a mianowicie, jak powigzany jest proces syntezy IAA zjej bazypetalnym eksportem z
komorki lub jaka jest natura hamowania zwrotnego obu tych proceséw. By¢ moze
odkrycie przez badaczy amerykanskich ze szkoty Hagen i Guilfoile z Uniwersytetu
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TABELA 1. Stymulacja bazypetalnego wyptywu auksyny z komorek rejonu kambialnego pnia sosny
przez apikalnie przytozony roztwér O.ppm IAA w 1% wodnym zelu agarowym (45 min)

(Obiekt badan: 6-mm wycinki, w ktérych 89% nieprzecietych, Scisle przylegajacych stycznie
komdrek wrzecionowatych merystemu i ich réznicujacych sie pochodnych stanowi osiowo pojedyncze
szeregi)Substancje wprowadzone do zelu: IAA - kwas indolilo-3-octowy, GA - kwas giberelinowy ,
ZEA - zeatyna, TRP - tryptofan, NPA - kwas naftyloftalamidowy,

Istotno$¢ réznic przy poziomie : a < B0l a < P.o5
Substancje przytozone ippm) przy koricu Whplyw auksyny mierzony przy koncu bazalnym
apikalnym bazalnym Eqv. pg IAA % kontroli 0
0 0 272 100
1AA 0 338 ¥25
GA 0 266 98
ZEA 0 252 93
TRP 0 265 97
IAA + GA(O,]) 0 342 ¥24
IAA + ZEA(O,I) 0 321 ¥18
IAA + TRP(O,l) 0 341 124
0 0 255 100
1AA 0 300 ¥18
NPA 0 180 70
IAA + NPA(10) 0 320 ¥25
0 0 284 100
IAA 0 357 ¥26
0 IAA(0.01) 337 100
IAA IAA(0.01) 469 ¥39
0 1AA(O.2) 1459 100
IAA IAA(0.2) 1622 11
0 0 346 100
IAA 0 482 ¥39
0 IAA(0.1)+NPA(10) 213 100
IAA IAA(0.1)+NPA(10) 266 ¥24
0 0 Wyptyw auksyny mierzony przy koricu apikalnym
0 IAA(O.I) 58 100
55 95

Missouri, ze stabilnos$¢ i aktywnos¢ biatek aux/IAA, ktore sg czynnymi represorami,
modulowana jest przez samg auksyne [43], okaze sie tu bardzo pomocne. Wyniki te
inspirujg bowiem do zaproponowania hipotezy, ze biatko receptorowe (tzw. ABP 1) po
przejeciu sygnatu auksynowego (to jest przytaczeniu IAA z apoplastu) uczestniczy w
indukcji syntezy nie tylko auksyny, ale tez membranowego kompleksu biatkowego
eksportujacego auksyne (tzw. 1AA efflux carrier lub ABP 3), a moze tez uczestniczy¢
w procesie segregacji tego biatka w ukiadzie diktiosomalnym i ukierunkowanym
wigczaniu go do btony komorkowej gtdéwnie przy koricu bazalnym komorki.
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TABELA 2. Wynik badania ekstraktu (ekw. 50 mg) tkanki z rejonu kambialnego pnia sosny w celu
okreslenia obecnosci koniugatéw IAA (roztwory ekstrakcji 80% metanol lub 70% aceton warunki
HPLC [57], warunki hydrolizy i oddzielania koniugatéw [2, 3])

Lp.  Substrat testowany Eqv. pg IAA S.E.
1 Ekstrakt metanolowy nieoczyszczony (filtrowany FH, PVP) 3226 330
2. Ekstrakt acetonowy nieoczyszczony (filtrowany FH, PVP) 3012 422
3. Ekstrakt metanolowy 87 4

HPLC (I) frakcja Rt 4.5-11 min koniugaty)

4. Ekstrakt acetonowy HPLC (l) frakcja Rt 4.5-11 min (koniugaty) 98 3

5. Ekstrakt metanolowy 6292 790
HPLC (l) frakcja Rt 11-14.5 min (lok.1AA)

6. Ekstrakt acetonowy HPLC (l) frakcja Rt 11-14.5 min (lok.IAA) 7785 848

7. Ekstrakt metanolowy HPLC (lI) frakcja Rt 12-16 min (lok.lIAA) 67 3

z frakcji octanowej po rozdziale kwasnym hydrolizatu IN KOH
/1 godz. / 28°C frakcji Rt 4.5-11 min (koniugaty) z HPLC (1)

8. Ekstrakt metanolowy 121 4
HPLC (Il) frakcja Rt 12-16 min (lok.1AA), po hydrolizie 7N
KOH / 3 godz. / 28° C frakcji Rt 4.5-11 min (koniugaty) z
HPLC (11) frakcji octanowej hydrolizowanej na zimno

Uwzgledniajac tez wyniki innej grupy badaczy amerykanskich z Indiana University [34]
moznaby zbada¢ ewentualny zwigzek autoregulacji polarnego transportu auksyny z
ekspresjg genéw TIR (Transport Inhibitor Response), ktére kontrolujg biatko NBP
(NPA Binding Protein) z kompleksu ABP 3. Nie mozna tez wykluczy¢ bardziej
bezposredniego oddziatywania ABP | po przyjeciu sygnatu auksynowego na ekspresje
aktywnosci biatka eksportujacego IAA poza centrum wrazliwego na inhibitory polarnego
transportu. By¢ moze hipotezy te wzbudza zainteresowanie polskich auksynologow, ktérzy
uczynigkolejny krok ku rozwigzaniu zagadki mechanizmu sygnatowego auksyny. Chciatoby
sie, aby takze biofizyczne aspekty kontroli morfogenezy roslin przez auksyne staty sie
przedmiotem dociekliwych badan podazajgcych choéby sladem szkoty koncepcyjnej
Zygmunta Hejnowicza. Na odpowiedz oczekuje wcigz podstawowe pytanie, ile w wyborze
drogi rozwojowej komdrek tworzgcych tkanki i organy rosliny zalezy od wczesniej
uksztattowanej kompetencji komoérkowej, a ile od sensu lub inaczej specyfiki informacji
przekazywanej przez system sygnatowy zwigzany z transportem auksyny.

Moja przygoda z auksyna, przezyta w niezwyktych okolicznosciach obcowania z
olbrzymami $wiata istot zywych, tojest drzewami, a szczegdlnie wedrowanie po szlakach
komunikacji fizjologicznej w kambium drzew i po rozlegtych obszarach tkanek
pochodnych, przywiodta mnie do waznego, jak mi sie wydaje, spojrzenia na zjawisko
zycia w ogdle. A wiec, mozna by rozpatrywac zycie jako ztozony splot procesow
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komunikacji. Komunikacji miedzy molekutami, organelami, komérkami, organami,
organizmami, populacjami organizmow miedzy sobg i ze Srodowiskiem abiotycznym, a
moze tez komunikacji z Bogiem. Ewolucja tego splotu proceséw komunikacji umozliwia
staty postep w ograniczaniu entropii ukladu z wykorzystaniem mechanizméw jego
reprodukcji. Na ziemi, gdzie srodowisko wodne stwarza szczegdlnie dogodne warunki
fizyczne dla komunikowania si¢ molekut lub makromolekut rozpuszczalnych zwigzkow
weglowych i azotowych, gtéwnym nurtem ewolucji jezyka i pamieci, niezbednych w
systemie komunikacji zwanym zyciem, sg pierwsze pochodne tych zwigzkéw, a wiec
aminokwasy, a szczegOlnie ich formy aromatyczne. W tym biologicznym systemie
komunikacji, kody, sylaby, stowa i zdania wywodzace sie z alfabetu aminokwaséw,
informujace o strukturze, zachowaniu i mozliwosciach powstawania nowych sposobéw
ich wykorzystania w komunikacji istot zywych wyksztatcita sie materialna podstawa
ewolucji jezykéw i pamieci pozagenetycznych przekazujacych doswiadczenie
behawioralne pokolen - a wiec, podstawe rozwoju cywilizacji i kultury na ziemi. Jesli
tak spojrze¢ na istote ewolucji zycia na ziemi, to mozna by wyobrazié¢ sobie w innych
niz woda srodowiskach wszechswiata ewolucje systemu komunikacji, bazujacego na
innych elementarnych nosnikach informacji niz rozpuszczalne w wodzie zwigzki
organiczne, innych jezykach i pamieci dajacych szanse zachowania i reprodukcji
informacji o strukturze uktadu, az do poziomu kreujgcego tworcza Swiadomosc.

W realizowanym przez nas w Katedrze Botaniki Lesnej SGGW wieloletnim programie
badan nad réznicowaniem drewna wtérnego u drzew lesnych (wspieranym w okresie
1964-1980 serig grantow Departamentu Rolnictwa USA) studia nad znaczeniem
auksyny w ksylogenezie stawaty sie coraz bardziej centralng ich czescig. Dzieki tym
grantom powstata mozliwos$¢ wigczania do realizacji roznych czesci rozwijajacej sie
koncepcji naszych badan nad mechanizmem regulacji auksynowej, kolejnych oséb,
woéwczas doktorantéw lub miodych pracownikéw nauki, Stefana Zajgczkowskiego,
Jacka Zakrzewskiego, Doroty Kubowicz, Krzysztofa Rakowskiego,
Jacka Adamczyka i Katarzyny Marciszewskiej. Im wszystkim zawdzieczam, ze moja i
Aliny mito$¢ do auksyny pogtebiata sie i urodzita nowe hipotezy testowane przez nas
nastepnie takze za granicg, gdyz wzbudzity one zainteresowanie innych badaczy
fitohormondéw w ich doskonale wyposazonych laboratoriach w Stanach Zjednoczonych
Ameryki Péinocnej, Wielkiej Brytanii, Holandii i Kanady. Przyczynito sie to do
stworzenia przy pomocy Ministerstwa Rolnictwa, Le$nictwa i Ochrony Srodowiska w
latach 1987-1994 nowoczesnego warsztatu badan nad auksyng w Katedrze Botaniki
Lesnej SGGW i nastepnie dzieki poparciu Dyrekcji Generalnej Laséw Panstwowych
do kontynuowania tych badan az do konca 1999 r. Wymienienie tu naszych sponsorow
wydaje sie by¢ szczegdlnie wazne wobec faktu, ze Komitet Badan Naukowych w potowie
lat dziewiecdziesigtych odmowit poparcia naszego programu badan nad mechanizmem
sygnatowym auksyny, mimo ze w tym etapie juz od szeregu lat dotyczyt on niezwykle
ciekawej, a mato dotad poznanej funkcji tego fitohormonu w okre$laniu czasu i miejsca
apoptozy komorek drewna, to jest procesu bliskiego obszarowi wiedzy biologicznej, w
ktérym w roku 2002 przyznano nagrode Nobla. W ciggu tych wielu lat pracy badawczej
doswiadczytem zaszczytu prawdziwej przyjazni - szlachetnej i zapewniajgcej mi



AUKSYNA-CZYNNIK KOMUNIKACII W ROZWOJU ROSLINY 53

mozliwo$¢ rzetelnej, a najbardziej kompetentnej weryfikacji wartosci mojej drogi
tworczej. Mowie tu o przyjazni wybitnych polskich uczonych botanikow, Swiatowej
stawy profesoréw Marii Olszewskiej, Zygmunta Hejnowicza, Mariana Michniewicza i
nieobecnych juz Henryka Telezynskiego, Alicji i Jerzego Szweykowskich, Bohdana
Rodkiewicza, Adama Paszewskiego, Tadeusza Sulmy, Andrzeja Srodonia. Dzieki tej

wihasnie przyjazni miatem tez zaszczyt opowiedzie¢ dzi$ o kilku aspektach wielce
fascynujacej roli auksyny w systemie regulacji wzrostu i rozwoju roslin. Za danie mi
tej szansy, wiasnie teraz gdy moja przygoda z auksyng dobiegta juz konca, bardzo
gorgco dziekuje Pani Profesor Marii Olszewskiej i Organizatorom Konferenciji.
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ANATOMIA MOLEKULARNA POLACZEN
MIEDZYKOMORKOWYCH W SRODBLONKU
NACZYN KRWIONOSNYCH MOZGU

MOLECULAR ANATOMY OF INTERCELLULAR JUNCTIONS
IN THE BRAIN VASCULAR ENDOTHELIUM

Andrzej W. VORBRODT

New York State Institute for Basic Research in Developmental Disabilities
1050 Forest Hill Road, Staten Island, New York 10314, USA

Streszczenie: Mézg ssakéw jest chroniony przed wniknigciem jonéw oraz réznych substancji krazacych
w krwi przez specjalnego typu sie¢ naczyniowg bedaca siedliskiem bariery krwio-mézgowej (w skrocie
BKM). Przedmiotem tego referatu jest préba przedstawienia obecnego stanu wiedzy na temat rozmiesz-
czenia biatkowych sktadnikow potaczerh miedzykomorkowych $rodbtonka naczyn krwionosnych moé-
zgu, ktdre utrzymuja szczelnos$¢ tej bariery. Wsréd omawianych potgczen rozrézniamy dwa podstawo-
we typy: potaczenia przylegajace, okreslane w literaturze naukowej anglojezycznej mianem adherens
junctions (AlJs), oraz potaczenia Sciste (barierowe) znane jako tightjunctions (TJs). Kazdy typ potaczen
ma specyficzne skiadniki biatkowe, ktérych rozmieszczenie na poziomie ultrastruktury badalismy w
skrawkach mézgu myszy, szczura i cztowieka przy pomocy metody immunocytochemicznej z zastoso-
waniem przeciwciat znakowanych zlotem koloidalnym oraz mikroskopii elektronowej. Gtéwna uwaga w
tym opracowaniu jest zwr6cona na obecnos¢ i rozmieszczenie zarébwno wewnetrznych (faczacych btony
sgsiednich komadrek, czyli transmembrane proteins) biatek typowych dla potgczen Scistych (TJs): oklu-
dyny, klaudyny i JAM, oraz typowych dla potaczen przylegajacych (AJs): kadheryn, jak réwniez tzw.
biatek peryferyjnych reprezentowanych przez biatka strefy zamykajacej (zonula occludens-1, czyli ZO-
1, gtéwnie w TJs) oraz katenin (w potgczeniach przylegajacych, AJs). Ta ostatnia grupa biatek peryferyj-
nych taczy wewnetrzne biatka z mikrofilamentami aktynowymi cytoszkieletu. Przedstawione wyniki
Swiadczg o tym, ze oba rodzaje potaczen sg rozmieszczone obok siebie (przeplataja sie) w srédbtonkach
naczyn reprezentujgcych BKM. Jednakze tylko biatka zwigzane ze Scistymi potaczeniami, jak np. oklu-
dyna i ewentualnie klaudyna wraz z peryferyjnym biatkiem ZO-1, moga stuzy¢ jako markery (wskazni-
ki) pomocne przy odréznieniu normalnej lub zaburzonej czynnosci bariery naczyniowej mézgu.

Stowa kluczowe: bariera krwio-mézgowa, metoda immunocytochemiczna,biatka strefy zamykajacej (ZO-!).

Abstract: In this article, the current knowledge on the distribution of important molecular components of
interendothelial junctions - both tight junctions (TJs) and adherens junctions (AJs) - in the blood-brain
barrier (BBB) type of microvascular network is presented. We applied immunogold procedure to ultrathin
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sections of brain samples obtained from mice, rats, and human and embedded at low temperature in
hydrophilic resin Lowicryl K4M. The results of our observations performed with transmission electron
microscopy (EM) are discussed and compared with findings of other authors. The main structures
responsible for the barrier and fence functions of the BBB appear to be TJs. Nevertheless, our main
attention is focused on the presence and distribution of both intrinsic, i.e. integral membrane (transmem-
brane) molecules such as occludin, claudins, and junctional adhesion molecules (JAM-1) in TJs, and
cadherins in AJs, as well as peripheral molecules of both types ofjunctions, e.g. zonula occludens (ZO-
1) proteins and catenins. The latter group of molecules connects transmembrane proteins with the endo-
thelial cell cytoskeleton. A close spatial association of the TJ proteins with those of AJs indicates that
both junctional types are intermingled in the BBB type of endothelium. The data presented suggest, that
some TJ-specific, transmembrane proteins, especially occludin and claudin-5, together with the periphe-
ral ZO-1 molecules can be used as sensitive markers of normal or disturbed functional state of the BBB.

Key words: blood-brain barrier, transmission electron microscopy, zonula occludens (ZO-1).

WSTEP

Sie¢ drobnych naczyn krwiono$nych (gtéwnie wiosowatych) mézgu ssakéw posiada
specjalne cechy czynnosciowe i anatomiczne, okreslane mianem bariery krwio-
moézgowej. Dla uproszczenia mozemy ja krotko nazwa¢ BK.M (bariera krew-moézg),
podobnie jak w jezyku angielskim nazywamy jg BBB (blood-brain barrier). Bariere te
okresla siejako ograniczony i kontrolowany ruch (wymiana) rozpuszczalnych w wodzie
substancji (solutes) drobno- oraz wielkoczgsteczkowych miedzy krwig a ptynem
srédtkankowym mozgu [!].

Ograniczona przepuszczalno$¢ lub brak przepuszczalnosci naczyn mézgowych w
stosunku do zwigzkdw wielkoczasteczkowych (np. biatek) moze by¢ oceniona metodami
morfologicznymi (mikroskopowymi) przy zastosowaniu cytochemii lub immuno-
cytochemii. Wstrzykniecie do krwiobiegu biatka roslinnego peroksydazy chrzanowej
(HRP) i obserwacja produktu reakcji cytochemicznej przy pomocy mikroskopu
elektronowego umozliwito okreslenie anatomicznej lokalizacji BK.M [14]. W ostatnim
dziesiecioleciu zostata wprowadzona wygodniejsza metoda wykorzystujaca wiasng
(endogenng) albumine obecng w surowicy krwi jako wielkoczgsteczkowy znacznik
(tracer). Metoda ta umozliwia badanie szczelnosci bariery w stosunku do wielko-
czasteczkowych substancji biatkowych nawet w operacyjnie pobranych skrawkach
moézgu ludzkiego [18]. Uzycie immunocytochemii i ztota koloidalnego oraz mikroskopii
elektronowej i morfometrii umozliwia wykonanie obliczen iloSciowych nasilenia wycieku
albuminy przez $cianke naczyn wiosowatych mozgu [19].

W chwili obecnej panuje uzasadniony poglad, ze jednym z podstawowych sktadnikéw
budulcowych odpowiedzialnych za szczelno$é naczyn reprezentujacych BKM sg
potaczenia miedzykomoérkowe $rédbtonka matych naczyn krwionosnych (gtdéwnie
wiosowatych) mézgu. Dlatego przedmiotem niniejszego referatu jest rozmieszczenie
na poziomie ultrastrukturalnym, a wiec dostrzegalnym przy pomocy mikroskopu
elektronowego, czgstek biatkowych bedacych typowymi sktadnikami tych potgczen.
Wyniki badan wykonanych gtéwnie w przeciggu ostatniego dziesieciolecia wykazaty
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obecnos¢ wielu substancji biatkowych wchodzacych w skiad i odpowiedzialnych za
tworzenie potaczen miedzykomérkowych.

Chociaz znamy szereg typow tych potaczen w réznych komorkach nabtonkowych,
gruczotowych i Srodbtonkowych, ograniczymy sie tylko do dwdch, ktore spotykamy w
$rédbtonku naczyn moézgowych. Jeden rodzaj potgczen to tak zwane polgczenia
barierowe, czyli szczelne lub Sciste (TJ - tight junctions), ktére tworzg tzw. strefy
zamykajace (zonula occludens). Drugi rodzaj, to potaczenia przylegajace (M-adherens

junctions) z wystepujacymi w nich strefami przylegania (zonula adherens).

Poza czynnoscig barierowa, potaczenia miedzykomaorkowe (gtownie Sciste) spetniaja
jeszcze funkcje swojego rodzaju ptotu lub przegrody (fencefunction), ktéra zapobiega
przesuwaniu sie (dyfuzji) czasteczek biatkowych wzdtuz btony komorki srédbtonka.
Wynikiem tego jest asymetria, czyli biegunowos¢ komorek srodbtonka objawiajgca sie
wystepowaniem innych cech biochemicznych btony przyszczytowej zwrdconej do Swiatta
naczynia (apical or luminal plasmalemma) w poréwnaniu z btong przypodstawno-
boczng (baso-lateralplasmalemma). Morfologicznie dostrzegalnym (przy pomocy ME)
dowodem tej asymetrii jest m.in. dodatni odczyn na fosfataze zasadowg w btonie
przyszczytowej lub dodatni odczyn na 5’-nukleotydaze oraz ATPaze sodowo-potasowg
w btonie komérkowej przypodstawnej [17], Podobng asymetrie obserwujemy tez przy
badaniu lokalizacji transportera glukozy (GLUT-1), ktoérego czasteczki w btonie
przypodstawnej sg okoto trzykrotnie liczniejsze niz w blonie wierzchotkowej komdrek
$rédbtonka naczyh mézgowych [2, 20],

ROZMIESZCZENIE SKEADNIKOW BIALKOWYCH
POLACZEN KOMOREK SRODBEONKA

A) Potgczenia barierowe, czyli Sciste (Tight Junctions, TJs)

a) Biatka integralne (Integral, transmembrane proteins)

Okludyna (occludin). Okludyna jest pierwszym i prawdopodobnie najlepiej
poznanym biatkiem potaczen Scistych, bezposrednio warunkujacym ich barierows i
“odgrodzeniowq” role. Zostato ono opisane i scharakteryzowane w roku 1993, a nazwa
pochodzi od facinskiego stowa occludere - zamykac, zatykac [5]. Czasteczki okludyny
0 masie okoto 65 kDa przenikaja przez btony sgsiadujgcych z sobg komérek i tgczac
sie tworzg strefe zamykajaca (zonula occludens), ktéra szczelnie zatyka przestrzen
(szczeling) miedzykomorkowa. Cytoplazmatyczne odcinki okludyny dochodza do biatek
peryferyjnych ZO-1 (opisane ponizej), ktére z kolei taczaje z aktynowymi widkienkami
cytoszkieletu (rys. 1).

Sygnaty immunologiczne dla okludyny, reprezentowane przez ziarenka koloidalnego
ztota, sa stosunkowo liczne (u myszy 4,8, u szczura 6,5, u cztowieka ~5 ziaren ztota na
1 [im dbtugosci potaczenia miedzykomadrkowego). W kilku naszych publikacjach znajdujg
sie elektronogramy przedstawiajace rozmieszczenie okludyny w potaczeniach
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajagcy rozmieszczenie biatek wewnetrznych (transbtonowych) i
peryferyjnych w potaczeniach miedzykomaérkowych typu Scistego (tightjunction) oraz przylegajacego
(adherensjunction). Poniewaz nie wszystkie przedstawione na schemacie biatka wystepuja réwnoczesnie
we wszystkich uktadach komoérkowych, wobec tego niektére z nich moga nie znajdowac sie w omawianych
potaczeniach miedzykomorkowych $rédbtonka sieci naczyniowej moézgu

miedzykomaérkowych srédbtonkéw naczyn krwiono$nych moézgu cztowieka [22], myszy
[20,21] oraz szczura [3]. Interesujgcy jest fakt, ze podczas “dojrzewania” i koricowego
formowania sie bariery mézgowej u myszy po urodzeniu (od 1. do 14. dnia zycia)
wzrasta ilo$¢ czastek okludyny umiejscowionych gtéwnie w szczelinie potaczeniowej i
w ograniczajacych ja btonach sasiadujacych komoérek $rédbtonka [20].

W badaniach mechanizmu otwarcia bariery mézgowej u szczura pod wptywem
dziatania wstrzyknietego do tetnicy szyjnej hyperosmotycznego roztworu arabinozy,
daje sie zauwazy¢ szybkie zmniejszenie nasilenia odczynu immunocytochemicznego
na okludyne [3]. Upowaznia to do wyciggniecia wniosku, ze okludyna wykrywana
zastosowang metoda immunoztotowg (immunogold) moze by¢ dobrym wskaznikiem
(markerem) uszkodzenia funkcji BKM.

Potaczeniowa czasteczka przylegania (Junctional adhesion molecule, JAM-1). W
niniejszym opracowaniu celowo uzywane sg nazwy angielskie czasteczek biatkowych,
poniewaz wiasnie takie nazwy stale napotykamy w literaturze Swiatowej, przy czym
nadawanie nazw polskich niektorym biatkom sprawia czesto duze trudnosci. Dlatego
tez, dla unikniecia ewentualnych nieporozumien, omawiane biatko nalezatoby nazywac
jedynie skrotem JAM-1,

Wyniki naszych badan opisane i przedstawione w odnosnych publikacjach
niedwuznacznie wykazuja stabsza niz okludyna ekspresje tego biatka (2,3-4,3 ziaren
zlota na | pm) w potaczeniach miedzykomérkowych srédbtonka naczyn barierowych
mdzgu zaréwno ludzkiego, jak i myszy [21,22] oraz szczura [3]. Mozna to wytlumaczy¢
pewnga specyfika tkankowa, gdyz biatko to byto po raz pierwszy otrzymane nie z
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barierowych naczyn mézgu, lecz z naczyn serca i ptuc oraz z komoérek nabtonkowych
hodowanych in vitro [9]. Obserwacje nasze wskazujajednak na niewatpliwg obecnos¢
czastek tego biatka w potaczeniach miedzykomérkowych srédbtonka naczyn
barierowych mézgu.

Klaudyna-5 (Claudin-5). Klaudyny, podobnie jak okludyna i JAM, sg uwazane za
biatka zwiazane ze strukturg tzw. splotow (strands') wchodzacych w skiad scistych
(barierowych) potaczern miedzykomorkowych. Szereg klaudyn, numerowanych od |
do 15, zostato wyizolowanych z tego typu pofaczen badanych w réznego rodzaju
komorkach nabtonkowych. Wsrdd nich, klaudyna-5 okazata sie by¢ biatkiem najbardziej
zwigzanym z potaczeniami komorek srédbtonkowych naczyn krwionosnych [11].
Zdaniem niektdrych badaczy biatko to bierze udziat w kontroli przepuszczalnosci naczyn
barierowych mézgu [6].

Nasze obserwacje immunocytochemiczne rowniez wskazujg na obecnos$é
klaudyny-5 w potgczeniach miedzykomorkowych $rédbtonkéw naczyniowych w
mozgu cztowieka [22], myszy [21] oraz szczura [3], jakkolwiek nasilenie odczynu
wyrazone gestoscig ziarenek ziota jest nieco mniejsze niz w przypadku okludyny
(2,0-4,5 ziaren ztota na | pm dtugosci potgczenia miedzykomdrkowego). Po otwarciu
osmotycznym naczyh mézgowych szczura, ekspresja tego biatka jest wyraznie
zmniejszona, co wyraza sie zmniejszeniem o potowe ilosci immunosygnatow w
uszkodzonych potaczeniach miedzykomérkowych [3].

b) Biatka peryferyjne (Peripheral protein molecules)

Biatko strefy zamykajacej ZO-1 (zonula occludens protein-1). Typowym
biatkiem peryferyjnym potaczen barierowych sg czasteczki ZO-1 o masie 210-225
kDa. To ufosforylowane biatko byto pierwszym wyodrebnionym z potaczen barierowych
réznych komérek nabtonkowych tworzacych strefy zamykajace (zonula occludens),
od ktérych uzyskato swojg nazwe ZO [15]. Pdzniejsze badania wykazaty obecnos¢
podobnych, satelitarnych czastek biatka, ktérym nadano dalsze kolejne numery: ZO-2
orazZ0O-3 [8]. Wszystkie te biatka wystepujg razem i ich gtéwna rolg jest wytworzenie
rusztowania tgczacego wiasciwe (integralne) biatka (np. okludyne lub klaudyne-5) z
aktynowymi mikrowtdkienkami cytoszkieletu [4], Warto podkres$li¢, ze chociaz
poczatkowo uwazano ZO-1 za specyficzny marker potgczen Scistych (barierowych)
zaréwno nasze obserwacje [21], jak i badania innych autoréw [7] wskazujg na zwigzek
tego biatka rowniez z potgczeniami przylegajacymi.

Odczyn immunocytochemiczny z uzyciem ztota koloidalnego jest zawsze dos¢ silny
w potaczeniach miedzykomérkowych srédbtonka naczyn barierowych zaréwno w mézgu
cztowieka [22], jak i szczura [3] oraz myszy [20,21]. Nasilenie tego odczynu wyrazone
iloscig ziarenek ztota na ! pm potgczenia miedzykomorkowego wynosi Srednio u
cztowieka ~6,5 [22], a u szczura —5,3 [3]. W naczyniach niebarierowych miesnia
sercowego lub szkieletowego, wartosci te wahajgsie od 2,5 do 5,9 [21]. Warto podkreslic,
ze w tych naczyniach odczyn na okludyne jest Sladowy lub catkowicie ujemny. Podobne
odczyny, to znaczy dodatni na ZO-1 i ujemny na okludyne, obserwowalismy tez w
$rodbtonku okienkowatym (niebarierowym) naczyn splotu naczyniéwkowego [21]. Jest
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to dowdd, ze czasteczki biatkowe ZO-1 sg obecne zaréwno w potaczeniach
miedzykomadrkowych Scistych (TJs) jak i w potgczeniach przylegajacych (AJs).

B) Polaczenia przylegajace (Adherensjunctions, AJs)

a)Biatka integralne (Transmembrane proteins)

Kadheryny (cadherins). Tworzenie stref przylegania komorki do komorki (zonula
adhaerens), a wiec i tworzenie potagczen miedzykomorkowych polegajacych na
przyleganiu (AJs) jest uzaleznione od obecnosci btonowych glikoproteidéw zwanych
kadherynami. Ta wielka rodzina biatek wystepujacych w potaczeniach przylegajacych,
reprezentuje w pewnym sensie podobne cechy strukturalne oraz czynnosciowe, jakie
spetniajg okludyna, czy np. klaudyny w potgczeniach barierowych. Réznica polega
jednak na tym, ze kadheryny reaguja miedzy soba w sposob homotypowy jedynie w
obecnosci jondw wapnia. Ich odcinki cytoplazmatyczne natomiast tgcza sie z biatkami
peryferyjnymi, gtéwnie kateninami, ktére z kolei (podobnie jak ZO-1) taczg sie z
aktynowymi mikrofilamentami cytoszkieletu.

Jakkolwiek istnieje wiele odmian kadheryn, w niniejszym opracowaniu zajmujemy
sie wylgcznie ta, ktora wystepuje w srodbtonkach naczyn krwionosnych i dlatego jest
okreslana literami VE (vasculo-endothelial-cadherin) lub cadherin-5, a ktorg nazwijmy
VE-kadheryng [12]. Prawdopodobnie, VE-kadheryna wykazuje pewng specyfike
gatunkowa [21, 22] objawiajgca sie silniejsza reakcjg immunocytochemiczng w
potaczeniach miedzykomdérkowych srédbtonka mézgu cztowieka (3,9-6,5 ziarenek ztota
na ! pm) niz w mdzgu myszy i szczura (~3,2 ziarenek/pm). By¢ moze, zjawisko to
wynika z faktu, ze wedtug danych producenta (Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml,
USA) przeciwciata te sg wytwarzane przeciwko ludzkiej VE-kadherynie, i w wyniku
tego wykazujg wyzsza specyfike w stosunku do ludzkiego niz do mysiego czy tez
szczurzego antygenu.

b) Biatka peryferyjne (Peripheral protein molécules)

Kateniny (Catenins). Gtéwna rola katenin polega na potaczeniu kadheryny (lub
kadheryn) z aktynowymi mikrofilamentami cytoszkieletu, i jak to juz podkreslaliSmy
uprzednio, odpowiada pod tym wzgledem roli ZO-1 w potagczeniach Scistych. Uwaza
sie, ze [3-katenina oraz y-katenina (plakoglobina) tgczg kadheryne z a-katening, ktéra
dopiero taczy ten kompleks z mikrowtdkienkami aktyny [13], Podwdjna lokalizacja w
potaczeniach miedzykomaérkowych oraz w jadrach komérkowych [3-kateniny nasuwa
przypuszczenie ojej raczej ztozonej roli. Uwaza sig, ze jest ona réwniez zaangazowana
w przekazywaniu sygnatow (signal transduction) z komérki do komérki oraz w ekspresji
gendéw i w procesach transkrypcji [16]. Te czynnosci [3-kateniny sa regulowane przez
stopien ufosforylowania obecnych w jej czasteczce aminokwaséw seryny i tyrozyny.
Pod tym wzgledem, ten mechanizm regulacji jest podobny do mechanizmoéw regulacji
innych biatek potaczeniowych, wigczajac biatko ZO-1 [10].

Odczyny immunocytochemiczne z uzyciem ziota koloidalnego wskazuja, ze a-
katenina jest rozmieszczona wzdtuz szczeliny potaczeniowej, zwykle po cytoplaz-
matycznej stronie bton komoérek srédbtonka tworzacych potaczenie miedzykomérkowe.
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llos¢ immunosygnatdw jest jednak znacznie nizsza niz dla ZO-1, okludyny lub VE-
kadheryny. W naczyniach mézgowych cztowieka gesto$¢ immunosygnatéow w
potaczeniach komorek srodbtonka wynosi od 1,45 do 2,51 ziaren ztota/[im [22], Cecha
charakterystyczng tego biatkajest jego obecnos¢ w potaczeniach miedzykomaorkowych
$radbtonka naczyn miesnia szkieletowego oraz miesnia sercowego. Rozmieszczenie i
gestosc ziarenek ztota w tych niebarierowych naczyniach jest podobna do obserwo-
wanych w naczyniach mézgu [21]. Jest to zrozumiate gdy uwzglednimy fakt, ze kateniny
sg sktadnikami biatkowymi potgczen przylegajacych, a nie barierowych.

Podobne do powyzej opisanych obrazy obserwujemy przy immunocytochemicznym
badaniu rozmieszczenia P-kateniny. Zaréwno w naczyniach barierowych mézgu, jak i
w naczyniach niebarierowych miesnia szkieletowego lub sercowego nasilenie reakcji
jest nieco stabsze niz w przypadku a-kateniny. W naczyniach mézgowych cztowieka
gestos¢ ziarenek ztota na | pm dbugosci potaczenia miedzykomaérkowego wynosita od
1,36 do 1,47 [22].

UWAGI KONCOWE | WNIOSKI

Przedstawione powyzej w krotkosci dane uzyskane w ciggu ostatnich Kilku lat
wykazaty, ze wiekszos$¢ waznych biatkowych sktadnikéw budulcowych tak delikatnych
i skomplikowanych struktur, jakimi sg potgczenia miedzykomoérkowe Srodblonkow
naczyh krwionosnych, utrzymuje swoje wiasciwosci antygenowe po odpowiednim
utrwaleniu i zatopieniu wycinkéw tkanki mézgowej.

Wykonanie odczynéw immunocytochemicznych z uzyciem ziota koloidalnego
pozwala nie tylko na precyzyjne zlokalizowanie badanych biatek na poziomie
ultrastrukturalnym, ale przy zastosowaniu morfometrii umozliwia okres$lenie gestosci
ziaren ziota, a wiec i wzglednej ilosci danego biatka w substrukturach potaczen
komorkowych.

Doswiadczenia wykonane podczas rozwoju i dojrzewania czynnosciowego siatki
naczyniowej mozgu oraz obserwacje zmian towarzyszacych doswiadczalnemu
uszkodzeniu (otwarciu) bariery przez szok osmotyczny pozwolity znalez¢ biatka, ktore
moga spetnia¢ role markeréw (wyznacznikéw) prawidtowej lub nieprawidtowej
czynnosci barierowej naczyn. Do nich nalezg w pierwszym rzedzie okludyna, klaudyna-
5, ZO-1 i ewentualnie VE-kadheryna lub kateniny. Posiadanie takich biomarkeréw
wykrywalnych metodami morfologicznymi ma duze znaczenie praktyczne. Markery te
moga by¢ wykorzystane zaréwno przy okre$laniu stanu bariery naczyniowej w réznych
sytuacjach doswiadczalnych oraz przy badaniu efektéw dziatania nowych $rodkéw
leczniczych w schorzeniach moézgu.

Wysitki i koszty poniesione przy tego typu badaniach sg niewatpliwie optacalne,
poniewaz pomagajg one w poznaniu i zrozumieniu strukturalno-czynnosciowych
wspotzaleznosci w zespotach potgczeniowych srodbtonka naczyn krwionosnych, a zatem
moga dostarczy¢ cennych informacji odnosnie ich roli w patologii mézgu.
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Artykut niniejszy jest skrétowym przedstawieniem wynikdéw ostatnio prowadzonych
badan i nie zawiera elektronogramow ilustrujgcych rozmieszczenie omawianych biatek
na poziomie ultrastruktury potgczen miedzykomorkowych. Elektronogramy te mozna
znalez¢ w naszych opublikowanych [20,21], oraz bedacych obecnie w druku artykutach
naukowych [3, 22].
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Streszczenie. Jednym z mechanizméw nadzoru immunologicznego chronigcym organizm cztowieka przed
rozwojem nowotworu jest obecno$¢ naturalnych przeciwciat monoklonalnych IgM w krazeniu. Okreso-
wa immunosupresja stanowi okazje sprzyjajaca kancerogenezie. Taki stan zachodzi np. po zakazeniach
wirusowych badz jest wywolywany paleniem papieroséw. Ponadto rozwijajacy sie nowotwor indukuje
tolerancje immunologiczng. Mozliwo$¢ wykorzystania immunoterapii w leczeniu nowotworéw doty-
czy: zmniejszenia masy komdérek nowotworowych np. przez uzycie swoistych przeciwciat monoklonal-
nych, oraz zwiekszenia ilosci swoistych klonéw limfocytéw T cytotoksycznych odpowiednimi szcze-
pieniami.

Stowa kluczowe: prezentacja antygendw, komdrki dendrytyczne, tolerancja immunologiczna, terapia.

Summary. One of important mechanisms of immunosurveilance against cancer in human organism is
presence of natural, monoclonal IgM antibodies in circulation. Immunosupression after viral infections or
induced by cigarette smoking may concord the cancerogenesis. Moreover, the developing cancer itself
develops immunological tolerance. The likelihood of immunotherapy of cancer is directed on use of
specific monoclonal antibodies to decrease the mass of the tumor and vaccinations to increase T lympho-
cyte clones cytotoxic against cancer cells.

Kay words: antigen presentation, dendritic cells, immunological tolerance, therapy.

WSTEP

Organizm naszjest zbudowany z bilionéw komdrek. Na organizm cztowieka sktada
sie okoto 1014 komorek (dla poréwnania, ludzi na ziemi zyje okoto 109). Komorki te
stale sg w kontakcie bezposrednim badz porozumiewajg sie za pomoca réznych
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czasteczek sygnatowych - interleukin, czynnikdéw wzrostowych, czynnikdw przezycia.
Komorki, ktérych przezywanie i podziaty nie zaleza od sygnatéw przekazywanych z
innych komorek organizmu sa niebezpieczne dla catego organizmu. Takimi sg komérki
nowotworowe, badz komérki w trakcie kancerogenezy, w ktérych wiele genéw podlega
mutacjom. Réwniez wirusy mogg indukowaé w komorce ekspresje biatek onkogennych.
Zmiany w genomie komoérek najczesciej sg wykrywane i korygowane przez uktady
reperacji DNA [9,26], Niektére komérki organizmu moga jednak przeniknaé przez
bariere mechanizmoéw kontrolnych i prowadzi¢ biosynteze zmienionych, zmutowanych
biatek [20,22]. Komorki z ekspresjg zmienionych biatek sg na 0gét rozpoznawane przez
uktad odpornosciowy organizmu i sg usuwane. Te komorki, ktorym uda sie “ukryé”
przed ukfadem immunologicznym i majg zachowana zdolno$¢ proliferacji tworza klon
zmienionych, przednowotworowych komorek majacych jakas przewage nad innymi
komorkami organizmu. Na przyktad komorki te moga dzieli¢ sie bez sygnatu od innych
komorek, sg oporne na sygnaty do apoptozy, ,,unikaja” kontroli uktadu odpornosciowego.
W kom@rce takiego klonu prawdopodobienstwo nastepnej trwatej zmiany genetycznej
jest mate, ale w koncu po latach moze ona nastapi¢. Kolejne 3 lub 4 mutacje
uniezalezniajg komérke od sygnatéw zewnetrznych i umozliwiajg rozwdéj klonéw
komorek nowotworowych. Zwykle niestabilno$¢ genetyczna [40] takich zmutowanych
komoérek nasila sie w miare uptywu czasu ,,zycia” klonu komérek nowotworowych
(rozwoju nowotworu), co stanowi dodatkowe niebezpieczeristwo dla organizmu.
Komarki nowotworowe moga lepiej i szybciej dostosowac sie do zmian otoczenia,
np.wptywu leku niz komorki prawidtowe.

CO CHRONI NAS PRZED NOWOTWORAMI,
A CO SPRZYJA ROZWOJOWI KLONOW KOMOREK

NOWOTWOROWYCH?

U ludzi zdrowych jak i chorych na raka (nowotwory pochodzenia nabtonkowego)
izolowano tysigce réznych naturalnych przeciwciat monoklonalnych wigzacych sie z
komdrkami nowotworowymi [5]. Przeciwciala te byty wyitgcznie klasy IgM. Zbadane
przeciwciata IgM nie wykazywaty mutacji tarncuchéw Ig (linia zarodkowa komérek
produkujacych), wigzaty sie z cukrami na modyfikowanych antygenach (receptorach)
swoistych nowotworowo i indukowaty apoptoze komoérek. Ustalono, ze IgM sg
produkowane przez limfocyty B CD5+. Wydaje sie, ze produkcja naturalnych
przeciwciat 1gM jest waznym mechanizmem biorgcym udziat w ochronie przed
nowotworami nabtonkowymi.

Wydaje sie raczej pewne, ze czynniki ostabiajgce funkcje kontrolne ukfadu
odpornosciowego sg istotne dla mozliwosci rozwoju zmienionych nowotworowo
komérek. Osoby poddane immunosupresji przez dtugi okres np. po przeszczepie nerki
sg bardziej narazone na pojawienie sie nowotworu niz osoby nie poddane immunosupresji
[38]. Jest wiec wazne, by ustali¢ czynniki sprzyjajace ostabieniu funkcji uktadu
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odpornosciowego. Jednymi z wielu czynnikow sg zakazenia wirusowe, nawet banalne
takie jak grypa, ktdre powodujg czasowe ostabienie odpornosci. Stad poleca sie,
szczegoOlnie u 0sob starszych, u ktdrych jest wieksza szansa na pojawienie sie nowotworu,
systematyczne szczepienia przeciw grypowe [43]. Niektore zakazenia wirusowe jak
np. HPV (human papiloma virus') czy wirusem EBV (Epstein-Barr virus) ujawniajg
kancerogenne wiasciwosci dopiero przy okazji chwilowego ostabienia odpornosci, co
moze dac¢ poczatek klonom komoérek nowotworowych.

Inng przyczyna immunosupresji jest natogowe palenie papieroséw. Powoduje to stata,
miejscowa immunosupresje w ptucach [13,14] i moze w kohcu prowadzi¢ do rozwoju
raka ptuca. U 0s6b zdrowych, palacych gdy poréwna sieje z osobami zdrowymi, niepalgcymi
nastepujgw ptucach zmiany w odsetkach populacji limfocytéw dowodzace immunosupres;ji.
Na przykiad stosunek limfocytéw T CD4/CD8 w poptuczynach oskrzelowo-
pecherzykowych jest u zdrowych palaczy nizszy niz u zdrowych niepalacych. Podobne
zmiany populacji limfocytdéw obserwuje sie w ptucach u oséb palacych, ktore zachorowaty
na raka ptuca, ale jeszcze nie rozpoczely leczenia. Wspomniany stosunek limfocytéw T
jest wysoki u niepalacych chorych na raka ptuca, ale niski u chorych palaczy. Limfocyty
T krwi obwodowej o0s6b chorych na raka ptuca majg zwiekszong w poréwnaniu z
limfocytami T os6b zdrowych ekspresje biatka Fas(CD95). Moze to utatwi¢ eliminacje
limfocytéw przez komoérki nowotworowe lub inne limfocyty, ktére majg na swojej
powierzchni biatko FasL. Biatko Fas na limfocytach T krwi obwodowej oséb zdrowych
ma wiekszg ekspresje u palaczy niz u oséb zdrowych niepalgcych [14a]. Wsréd osdb,
ktore sg chore na raka ptuca jest okoto 90% palaczy. Niepalgce osoby, nawet narazone
na inne znane przyczyny kancerogenezy w ptucach jak praca w otoczeniu kancerogenow,
zapalenie ptuc, gruzlica ptuc chorujg znacznie rzadziej [24].

TOLERANCJA IMMUNOLOGICZNANOWOTWORU

Wzrost nowotworu w organizmie jest mozliwy, gdy zachodzi tolerancja
immunologiczna zmienionych komoérek. Dobrze ilustruje to doswiadczenie Wick i wsp.
[44] (ryc.l). Transgeniczne myszy z delecjg dehydrogenazy a-ketoglutaranu (DHG)
nie przyjmuja przeszczepdw skdry od myszy z takim samym uktadem MHC klasy I,
ale z ekspresjg dehydrogenazy. Przeszczep skoéry jest odrzucany 12-13 dnia. U myszy
pozbawionej DHG wystepuja bowiem limfocyty T cytotoksyczne niszczace komorki z
ekspresjg biatka DHG rozpoznawanego jako biatko ,,obce”. Komérki zawierajace ten
enzym sa rozpoznawane i sg usuwane. Jednak syngeniczny przeszczep nowotworu
majacy zachowang ekspresje DHG rozwija sie progresywnie i jest letalny dla myszy,
ktdre ging 27-33 dnia z powodu rozwoju nowotworu. Dlaczego komérki nowotworu z
takim samym uktadem MHC klasy | i rowniez zawierajace dehyderogenaze jak komorki
skory nie sg usuwane? ROwnoczesne odrzucanie przeszczepu skéry przy braku eliminacji
komdrek nowotworowych sugeruje, ze nie jest to brak swoistych limfocytow T
cytotoksycznych rozpoznajgcych komorki nowotworowe zawierajgce dehydrogenaze.
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Mysz transgeniczna z limfocytami T CD8+
Anty-dehydrogenazie cc-keto-glutaranowej (KGH)

Przeszczep skéry odrzucany,
epitop KGH jest prezentowany
jako kompleks z MHC klasy |

Przeszczep nowotworujest
tolerowany, epitop KGH
jest prezentowany jako
kompleks z MHC klasy |

Réwnoczesny przeszczep
skory i nowotworu; skéra
jest odrzucana, a nowotwor
jest tolerowany

RYCINA 1. Schemat doswiadczenia opisanego przez Wick i wsp. [44], ktory ilustruje tolerancje
immunologiczng nowotworu. Tolerancja nie jest spowodowana brakiem cytotoksyczntch limfocytow T

CDB8+. Opisy na rycinie

Rozwo0j nowotworu nie jest powodowany wyczerpaniem sie klonéw limfocytow T
cytotoksycznych, ani tez ogo6lng anergig. W tym przypadku komérki nowotworowe sg
tolerowane przez uktad odpornosciowy, a nie ma tego zjawiska w przypadku komérek
skory. Podobne obserwacje przeprowadzono u 0s6b chorych na nowotwér melanoma,
czerniaka [49]. W krwi chorych sa liczne limfocyty T CD8+ skierowane swoiscie
przeciw antygenowi czerniaka Melan-A/MART-1. Te limfocyty krwi obwodowej
zabijajg komarki autogenicznego nowotworu, ale podobne limfocyty T CD8+ izolowane
z nowotworu albo drenujacych guz weztéw chionnych nie sg cytotoksyczne dla komérek
melanoma. Limfocyty T CD8+ w wezle chtonnym i pozostajace w obrebie nowotworu
tolerujg komérki nowotworowe.
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Przyczyny tolerancji mogg by¢ rézne. Niektére komorki nowotworowe nie majg
ekspresji gtdwnych biatek uktadu zgodnosci tkankowej (MHC - major histocompatibility
complex’, HLA - human leukocyte antigens) [23]. Takie komorki nowotworowe nie
prezentujg limfocytom T antygendw pochodzacych z whasnych biatek cytoplazmatycznych.
Biatka cytoplazmatyczne majg okreslony czas zycia w komorce, co zapobiega gromadzeniu
uszkodzonych czasteczek. W pewnym okresie sg one znakowane ubikwityna, co kieruje
te biatka do proteasomu, gdzie sa ciete na peptydy 8-10-aminokwasowe [ 11,27]. Peptydy
nastepnie najczesciej sa transportowane uktadem TAP (transporter associated with
antigen processing) [1] do siateczki Srodplazmatycznej, gdzie wigzasie z czasteczkami
MHC klasy |. Peptydowe fragmenty wraz z czasteczkami MHC klasy | sg nastepnie
przenoszone na powierzchnie komorki i prezentowane limfocytom T. Limfocyty T
cytotoksyczne rozpoznajgce ,,obce” peptydy nowotworowe lub wirusowe proliferujg, a
nastepnie atakuja i zabijajg prezentujace je komorki. Komorki nowotworowe moga miec
jednak mata ekspresje badZ ekspresje niefunkcjonalnych czasteczek MHC klasy |
[16,46,47]. Unikaja wtedy kontroli uktadu immunologicznego, sawiec tolerowane. Moze
tez brak prezentacji peptydéw pochodzacych z whasnych cytoplazmatycznych biatek
komérki nowotworowej wynikaé ze zmian w funkcjonowaniu uktadu transportujgcego
peptydy do siateczki Srodplazmatycznej (uktad TAP) [22,36]. Niska ekspresja TAP koreluje
u chorych na czerniaka z czesto$cig przerzutdw nowowtworu [17],

EKSPRESJA ZMIENIONYCH BIALEK KOMOREK
NOWOTWOROWYCH ULATWIA DIAGNOZE

Niektdre komérki nowotworowe majgzwiekszongalbo zmniejszongekspresje okreslonych
biatek w poréwnaniu z odpowiednimi komérkami prawidtowymi [46]. Komorki nowotworowe
moga tez syntetyzowac nieprawidtowe biatka np. w szpiczaku plazmocytowym.

Obecnie jest znanych wiele peptyddw, powtarzajacych sie w pewnych nowotworach
np. w melanoma. [8,39] i biataczkach [33], co okresla sie ,,podpisem nowotworowym”,
Znajomos¢ takich zapisow genomowych ma potencjalne znaczenie w diagnostyce i w
terapii nowotworéw. Przyktadem moze byé przewlekta biataczka limfocytowa B-
komérkowa (B-PBL). Na podstawie stanu mutacji genéw dla zmiennego regionu
tancucha ciezkiego immunoglobulin (IgVVH) wyr6zniono dwie postacie tej choroby. W
typie | stwierdzono obecno$¢ niezmutowanych genéw dla IgVvH w komérkach
biataczkowych; ten typ biataczki cechuje bardziej agresywny przebieg kliniczny i krétszy
czas przezycia chorych. Typ 2 dotyczy chorych, u ktérych komérki biataczkowe majag
geny kodujace VH zmutowane. W tym typie biataczki jest tagodny przebieg kliniczny i
dtugi czasem przezycia chorych. Przy ustaleniu rokowania u chorych na B-PBL
pomocne jest takze okreslenie ekspresji genéw kodujacych biatka markerowe. Ustalenie
takiej prognozy wspomagaja biatka okreslane jako ZAP-70, IM1286077 i AICTL
(activation-induced c-type lectin) [33],
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PREZENTACJA ANTYGENOW KOMOREK
NOWOTWOROWYCH LIMFOCYTOM T POWODUJACA

ICH AKTYWACJE
|

Prezentacja wiasnych, nowotworowych antygenéw limfocytom T pomocniczym
moze odbywac sie bezposrednio co moze sprzyjac¢ rozwojowi nowotworu. Na przyktad
komorki przewlektej biataczki limfatycznej B-komoérkowej, najczestszej biataczki ludzi
dorostych, prezentujg wiasne, zmienione biatka limfocytom T pomocniczym, ktére
produkujg czynniki przezycia sprzyjajgce komérkom biataczkowym [35]. Prezentacja
antygenéw limfocytom T moze tez odbywac sie posrednio, przy udziale komoérek
dendrytycznych (DC) w procesie tzw. prezentacji krzyzowej [31,32]. Komorki w
procesie apoptozy albo nekrozy, badz ich fragmenty sa wtedy endocytowane przez
DC tkankowe. Biatka pobranych komoérek po pocieciu na peptydy, moga by¢
prezentowane na powierzchni DC wraz z czasteczkami MHC klasy | i Il. DC
przebywajaw tkankach w stanie niedojrzatym, majg duza zdolno$¢ pobierania antygenow,
ale matg stymulacji limfocytoéw T [7]. Komorki dendrytyczne dojrzewajgpo endocytozie
apoptotycznych lub nekrotycznych komérek i w obecnosci cytokin zapalnych takich
jak interleukina-10, TNF albo stymulatory bakteryjne. Wtedy zwiekszaja ekspresje
czasteczek B7 oraz MHC i przenoszgsie do regionalnych weztéw chionnych, gdzie sg
dobre warunki do prezentacji pobranych antygendw limfocytom T odwiedzajacym wezty
[4]. DC zyskujgtam duzai dtugotrwatg ekspresje kompleksow peptyd-MHC. To indukuje
proliferacje klonéw swoistych limfocytéw T skierowanych przeciw komérkom
zawierajacym pobrane przez DC nieprawidtowe biatka. Aktywowane limfocyty T z
kolei stymulujg DC, gtéwnie przez oddziatywanie CD40 na limfocytach z CD40L na
DC, powodujac uwalnianie cytokin przez DC (IL-12, IL-15, 1£-18). Tym sposobem
DC jeszcze bardziej zwiekszaja funkcje stymulujace limfocyty T. Pojawia sie wiele
klonéw limfocytéw T swoiscie rozpoznajacych antygeny (peptydy) pobranych komoérek
w apoptozie/nekrozie. Jednak u chorych z nowotworem, DC w obrebie guza pozostajg
czesto w stanie niedojrzatym i nie sg zdolne do tego by migrowa¢ do weztéw. Czynniki
uwalniane przez komorki nowotworowe takie jak transformujacy czynnik wzrostu 0
(TGFO0), IL-10 [37] i czynnik wzrostowy $rodbtonka naczyn (VEGF) [6] mogg hamowaé
dojrzewanie DC i zmniejszac ich funkcje stymulujgce. Ponadto DC pod wptywem
wspomnianych czynnikéw moga wiaczaé niewtasciwg odpowiedz np. odpowiedz
limfocytéw Th-2 produkujacych cytokiny (IL-10) albo limfocytéw Tri wydzielajacych
dalsze porcje TGFO i IL-10. State uwalnianie przez nowotwor wspomnianych czynnikéw
rozpuszczalnych moze wywotywaé czesto opisywang ogdlng immunosupresje u chorych
na nowotwor [12,35].

Tolerancja immunologiczna moze by¢ tez spowodowana ztozonoscig realizacji petnej
odpowiedzi immunologicznej limfocyta T (ataku przeciw komdrce nowotworowej).
Oprocz rozpoznania nieprawidtowych peptydéw na komérce nowotworowej, jezeli ta
je prezentuje, limfocyt T dla petnej odpowiedzi cytotoksycznej musi otrzymac sygnaty
kostymulujace. Odbywa sie to przez oddziatywanie czasteczek CD28 na limfocytach
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T z czgsteczkami B7 na komdrkach docelowych (nowotworowych). Jednak komorki
nowotworowe moga nie miec ekspresji czasteczek B7 i stad nie moga by¢ skutecznie
atakowane przez limfocyty T cytotoksyczne [47]. Komodrki, nowotworowe moga tez
wptywac na ekspresje CD28 na limfocytach T powodujgc zastgpienie ich czasteczkami
CTLAA4 [34,35], co prowadzi do anergii klonéw limfocytéw T swoistych przeciw
komorkom nowotworowym. Czasteczki CTLA4 majg bardzo podobng budowe do CD28
[41] i wieksze powinowactwo do czasteczek B7 niz CD28, ale oddziatujagc z B7 nie
przekazujg limfocytowi T sygnatu do ataku. Ponadto komorki rozwinietego juz
nowotworu podlegajg czestym mutacjom, co zmniejsza mozjiwosci rozpoznania przez
limfocyty T zmieniajgcych sie antygendw nowotworowych. Mutacje moga tez
modulowac oddziatywania peptyd-czgsteczka MHC oraz wigzanie kompleksu MHC-
peptyd przez receptor limfocyta T (TCR). Zjawisko to opisywane jestjako dryfowanie
antygenow komérki nowotworowej, co powoduje brak jej rozpoznania przez limfocyty
T swoiste [3]. Stad wydaje sie oczywiste, ze przerwanie tolerancji immunologicznej
jest wstepnym, koniecznym etapem wykorzystania uktadu immunologicznego w leczeniu
nowotwordw, tzw. immunoterapii.

SPOSOBY IMMUNOTERAPII

Sa rézne préby wykorzystania uktadu immunologicznego w terapii nowotworow.
Pierwszym, bardzo waznym stwierdzeniem jest, ze taka terapia moze by¢ skuteczna
jedynie, gdy masa nowotworu jest mata. Wiekszos$¢ niepowodzen klinicznych z prébami
immunoterapii wynika z tego, ze uktad immunologiczny moze skutecznie usung¢ tylko
okreslong, niewielka mase komorek nowotworowych. Tak wiec wstepnym etapem
poprzedzajagcym immunoterapie powinno by¢ zmniejszenie masy nowotworu takim
sposobem, ktory jednak nie uszkadza powaznie uktadu immunologicznego np.przez
zabieg chirurgiczny. Temu celowi moga tez stuzyé przeciwciata monoklonalne
wykorzystywane do zmniejszenia masy nowotworéw komérek hemopoetycznych.
Przeciwciata takie wykorzystywane klinicznie sg zwykle czgsteczkami hybrydowymi,
gdzie cze$¢ wigzaca antygen pochodzi z mysich immunoglobulin, a czes$¢ stata jest
ludzka immunoglobuling [28], Ma to zapewni¢ dluzszy czas dziatania podawanych
przeciwciat przez zmniejszenie odpowiedzi immunologicznej gospodarza na obce
gatunkowo biatko. Z takimi przeciwciatami majacymi czesci state faricuchéw cztowieka
moga tez zachodzi¢ normalne funkcje efektorowe gospodarza takie jak cytotoksycznos¢
komadrkowa zalezna od przeciwcial (ADCC antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity) czy cytotoksycznos¢ przy udziale dopetniacza. Terapia taka zastosowana
jako jedyne leczenie daje na jaki$ czas poprawe stanu chorego i jest stosowana w
chtoniakach i biataczkach [28,30].

Immunoterapia ma na celu zwiekszenie klonéw limfocytow T cytotoksycznych
skierowanych przeciw komérkom nowotworowym. Najprostszym sposobem jest
szczepienie chorego jego whasnymi komérkami nowotworowymi po indukcji w tych
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komérkach apoptozy i nekrozy. Ten spos6b opracowany w doswiadczeniach na
zwierzetach [19], byt stosowany u chorych z rakiem jelita grubego po operacji
chirurgicznej [45], w melanoma [2] oraz w przewlektej biataczce limfatycznej [21].
Taki sposéb zwykle nie prowadzi do wyleczenia, ale czesto za rzymuje na jakis$ czas
wzrost nowotworu. U chorych z przerzutami melanoma w stadium 111 po chirurgicznym
usunieciu przerzutu i leczeniu immunoterapeutycznym podawaniem napromieniowanych
autologicznych komérek nowotworowych obserwowano 5-letn okres przezycia u 48%
chorych [2]. Jeszcze innym sposobem immunoterapii jest wzmozenie produkcji
cytotoksycznych limfocytéw T przez podawanie choremu DC ,, lakarmionych” in vitro
komérkami nowotworowymi w apoptozie/nekrozie, lizatami komorek nowotworowych
[15], albo peptydami, ktérepojawiajasie w okre$lonych nowotworach [8,39]. Komérki
dendrytyczne mozna otrzymac z monocytow krwi chorego (ukt id autogeniczny) albo
monocytéw innej osoby (uktad allogeniczny komoérek DC) hodowanych in vitro w
obecnosci czynnikbw GM-CSF i IL-4 [10,25,42,48]. Zaletg szczepienia chorych
komdrkami DC hodowanymi in vitro jest to, ze dojrzewanie DC moze odbywac sie w
Srodowisku pozbawionym wspomnianych juz czynnikéw immunosupresorowych jakie
towarzyszg dojrzewaniu ¢n vivo, w organizmie chorego. ,,Dokarmianie” DC odbywa
sie przez dodanie do hodowli in vitro komérek nowotworowych w apoptozie lub ich
fragmentow (lizatu komérek) oraz cytokin zapalnych np. TNFoc [10,25]. Antygen mozna
dowolnie dobiera¢. Moze nim by¢ biatko, peptyd, lizat komdrek nowotworowych badz
komorki w apoptozie, a stezenie antygenu podawanego in vitro moze by¢ duze, trudno
osiggalne w warunkach in vivo. Pdzniejsze podanie w celach terapeutycznych
dojrzatych komérek DC choremu, w ktorego organizmie sa produkowane i wydzielane
liczne rozpuszczalne czynniki immunosupresyjne stanowi ryzyko ponownej anergii [18].
Doswiadczenie dotychczasowe z terapig komoérkami DC jest zbyt krétkie, by ocenic¢
jej skutecznos$¢ lecznicza, chociaz wydaje sie, ze podobnie jak bezposrednie szczepienie
daje to u niektorych chorych zatrzymanie rozwoju nowotworu [15].

PODSUMOWANIE

W chorobach nowotworowych obserwuje sie tolerancje immunologiczng. Mimo
obecnosci cytotoksycznych limfocytéw T skierowanych przeciw komdrkom
nowotworowym, te ostatnie nie sg atakowane i zabijane bo indukuja tolerancje.
Immunoterapia ma na celu przerwanie tolerancji immunologicznej oraz zwiekszenie
liczby klonéw limfocytéw T skierowanych przeciw komdrkom nowotworowym.
Jednakze moze ona by¢ skuteczna jedynie przy matej masie nowotworu.
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OF MINIMAL RESIDUAL CANCER
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Summary: The early diagnosis, treatment and prevention of cancer recurrence are the major priorities in
future oncology. An increasing number of cases are surgically cured as a result of early diagnosis and
novel approaches to chemo and radiotherapy. However, a significant percentage of these patients will
develop recurrent and/or metastatic disease. The prognosis for patients with metastatic breast, lung and
colorectal cancers at diagnosis or as a cancer recurrence are poor. Thus, about fifty percent of high risk
adenocarcinoma patients, dependent on tumor type and staging, will develop recurrent disease in 5
years. It is therefore hypothesized that improved adjuvant treatment will be of significant value for the
treatment of minimal residual disease and prevention of cancer recurrence. Among the potential target
antigens in lung, breast and colorectal cancers are: GA73-3 (EpCAM) antigen as defined by monoclo-
nal antibody (MAb) CO17-1A, a blood group related oligosaccharide LewisY (LeY) defined by MAb
BR55-2 and an Epithelial Growth Factor Receptor (EGFr) defined by MADb 425. All three MAb’s were
the first murine antibodies shown to mediate ADCC with murine and human effector cells. Their 1gG2a
and 1gG3 isotypes are highly active in CDC and ADCC and all effectively inhibit human tumor growth
in xenografted nude mice. All three MAb’s were shown to be safe in a clinical setting. There is eviden-
ce that adjuvant immunotherapy in conventionally treated high risk patients can mediate micrometasta-
tic tumor cell destruction and prevent adenocarcinoma recurrence. Passive immunotherapy may not be
a sufficient approach to eradicate all tumor cells for extended periods of time. We are therefore also
developing cancer vaccines based on the antigens defined by MAbs. The development of polypeptides
that mimic oligosaccharides (LeY and LeX) is in the advanced stages. We expect that these molecules
used as vaccines will induce not only humoral but also strong cellular responses in high risk cancer
patients. To address and expedite the production of reliable and efficacious immunoproteins (antibo-
dies and vaccines) modem, plant-based protein expression systems are used..

Key words: plant derived active proteins, immunotherapy, cancer

MINIMAL RESIDUAL DISEASE

The early diagnosis, treatment and prevention of recurrence of adenocarcinomas
are amajor priority in cancer therapy. Until now, surgery, chemotherapy and radiotherapy
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have remained the mainstay of current treatment. The major limitation of chemo- and
radiotherapy is their narrow therapeutic index between cancer and normal cells. The
tumor cells need to be in mitosis in order to be susceptible to treatment and dormant
cells escape the assault. The prognosis for patients with metastatic disease at diagnosis
or as a cancer recurrence are poor. At diagnosis, 90 to 95% of surgically treated patients
have no clinical or pathological signs of metastasis, but metastatic disease develops in
about half ofthese patients in 5 years. In the new more specific modalities of treatment,
various immunotherapeutic methods have been tried. A review of clinical trials of
antibody-based cancer therapies reveals that this approach can, in rare cases, induce
complete remission in individual patients with cancer. Since these trials usually involved
patients with large tumor masses, tumor cell inaccessibility is probably the major reason
for the prevailing failures. It is hypothesized that improved biological adjuvant treatments
will be of significant value for the treatment of minimal residual disease [16, 17, 21,
30]. Minimal residual disease, the stage when tumor cells are few and dispersed, should
therefore be a more promising target for therapeutic antibodies.

PASSIVE IMMUNOTHERAPY

It is now increasingly recognized that patients presenting with minimal cancer burden
or micrometastatic disease will experience the greatest benefit from treatment with
monoclonal antibodies. The first proof of efficacy of monoclonal antibodies in minimal
residual disease was observed with MAb CO 17-1A (Panorex) in patients with colorectal
cancer stage 1l after complete resection ofthe primary tumor [32]. The result is similar
to the benefit obtained in (radio)chemotherapy trials, however with notably lesser toxicity.
It is clear from past experience that all currently available treatment modalities for
cancer are far from perfect. However, since treatment modalities may be complementary
in the control of tumor growth, the next logical step is to rationally design clinical
approaches that combine conventional treatments with immunotherapy.

Among antigens expressed on adenocarcinomas that may have clinical significance
are antigen GA73-3 targeted by 1IgG2a MAb CO 17-1A , EGF receptor targeted by
antibody 425 (1gG2a) and the histo-blood group related Lewis antigens [11, 12, 13,33,
34,40,42]. The blood group-related carbohydrate structures Lex, sialyl-LeX and LeY
are examples of terminal carbohydrate structures related to tumor prognosis. All three
targets have already been exploited in clinical settings and all three MAb’s were used in
multiple Phase | and Phase Il trials [8, 9, 35, 36, 37, 38, 41], The CO17-1A (Panorex)
is now in the final stages of Phase Il trials.

ACTIVE IMMUNOTHERAPY

Minimal residual cancer is a promising target not only for passive, but also for
active immunotherapy [43]. The non-specific active immunotherapy has quite a long
history including the application of BCG [4, 27], IL-2 [26] or IFNalpha [2, 20]. The
characterization of a series of tumor-associated antigens by monoclonal antibodies
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introduced an era of specific active immunotherapy. Since the advent of murine
monoclonal antibodies into clinical trials, the anti-idiotypes, as cancer antigen internal
images, have been recommended as anti-cancer vaccines [6, 28]. This approach is
continued by many groups, while others pursue the application oftumor antigen-derived
polypeptides.

One ofthe antigens used as an immunogenic source of polypeptides for immunization
in colorectal cancer is Ep-CAM [3, 5], This antigen was characterized as GA73-3
antigen defined by monoclonal antibody CO 17-1A by Szala et al.[42]. Carbohydrate
anti-cancer vaccines were found to be poorly immunogenic [22,23], difficult to purify
in large quantities and difficult to synthesize. They induce mostly short-lived IgM
antibodies and are mostly T cell independent.

Using molecular mimicry of LewisY oligosaccharide defined by monoclonal antibody
BR55-2 [7,34,40], we have designed peptides that consist of carbohydrate-mimicking
motifs presented as multiple-antigen peptides (MAPs). These were found to be effective
inducers of T cell-dependent immune responses [1, 14, 15,24,31].

SOURCES OF ANTIGENS AND ANTIBODIES
FOR IMMUNOTHERAPY

There are multiple protein expression systems available for the production ofpolypeptide
antigens and monoclonal antibodies, all with their own advantages and disadvantages
[10]. At present, antibodies are produced in cultures of transgenic mammalian cells [29]
in expensive fermentation facilities. More recently, transgenic plants are used for expression
ofmammalian antibodies [25]. Plant-derived monoclonal antibodies retain their biological
function, although their glycosylation is quite different. Ko et al. [19] have shown that
transgenic plant-derived anti-rabies virus antibody was as effective at neutralizing the
activity ofrabies virus as the mammalian-derived antibody. The transgenic plant-derived
antibody glycosylation was mainly with oligomannose type N-glycans and had no
potentially antigenic alpha (1-3)-linked fucose residues [19]. Recently it was also shown
[44] that transgenic plant-derived GA73-3 (EpCAM) antigen retained its ability to induce
both humoral and cellular immune responses in animals.

It is now sufficiently clear that plant-derived mammalian molecules retain their
biological activities despite the differences in their glycosylation patterns.
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CAVEOLIN, CAVEOLAE AND NEOPLASTIC TRANSFORMATION
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Streszczenie: Biatka nalezace do rodziny kaweolin sg gtdwnymi sktadnikami mikrodomen bton komor-
kowych zwanych kaweolami. Wyniki szeregu badan sugeruja, ze kaweolina-1 hamuje transformacje
nowotworowa. Obnizenie lub brak ekspresji kaweoliny-1 wydaje sie odgrywac istotng role w prze-
ksztatceniu komérki prawidtowej w nowotworowa. Niemniej jednak nabywaniu przez komérki nowo-
tworowe fenotypu ztosliwego wydaje sie towarzyszy¢ wzrost poziomu kaweoliny-1. Pozwala to przy-
puszczaé, ze zaburzenia ekspresji kaweoliny-1 zaangazowane sg zarowno w tworzenie guza, jak i pro-
gresje nowotworu.

Stowa kluczowe:  kaweolina, kaweole, transdukcja sygnatu, transformacja nowotworowa, progresja i
przerzutowanie

Summary: Caveolin family proteins are major component of plasma membrane microdomains called
caveolae. Several lines of evidence suggest that caveolin-! belongs to tumour suppressors. Thus down-
regulation of caveolin-1 expression may be critical for neoplastic transformation. Paradoxically eleva-
ted level of caveolin-1 appears to be associated with malignant phenotype. These apparently contradic-
tory results may reflect the relative importance of caveolin-! in primary tumour formation and progres-
sion of the disease.

Key words: caveolin, caveolae, signal transduction, neoplastic transformation, progression and metasta-
sis

1. WSTEP

Kaweole, mikrodomeny btony komérkowej reprezentujace nieoptaszczone klatryna
wpuklenia (zagtebienia) do wnetrza komérki o srednicy 50-100 nm, zidentyfikowano
w wigkszosci typéw komorek. Ich obecnos¢ wydaje sie by¢ typowa szczeg6lnie dla
ostatecznie zr6znicowanych komorek nabtonka, srodbtonka, miesni, fibroblastow czy
adipocytow. Kaweole charakteryzuja sie wysoka zawartoscig cholesterolu i sfingo-
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lipidow. Cechapozwalajaca na odréznienie kaweoli od mikrodomen btony komaérkowej
okres$lanych jako tratwy lipidowe (ang. lipid rafts)]Qst obecno$¢ w nich kaweoliny. Jest
to biatko o masie czasteczkowej 18-24 kDa, w ktérego strukturze wyodrebnia sie
hydrofobowg domene centralng oddziatujacg z btong komdrkowg oraz hydrofilowe
domeny N- i C-terminalne zlokalizowane w cytoplazmie.

U ssakéw zidentyfikowano trzy geny kodujace odpowiednio kaweoline-1, -2 i -3.
Zarowno kaweolina-1, jak i kaweolina-2 wystepuja jako izoformy a i 0 bedace
wynikiem alternatywnego miejsca inicjacji transkrypcji badz translacji. W wiekszosci
komorek ma miejsce koekspresja kaweoliny-! i kaweoliny-2, natomiast kaweolina-3
wydaje sie by¢ typowa dla komdrek miesni. Tworzenie kaweoli warunkuje ekspresja
kaweoliny-1 lub kaweoliny-3, podczas gdy kaweolina-2 uznawana jest za biatko
pomocnicze kaweoliny-1. Kaweoliny tworzg homo- i heterooligomery o masie
czasteczkowej 200-600 kDa optaszczajace kaweole.

Kaweolina obok funkcji strukturalnej wydaje sie by¢ zaangazowana w modulacje
sygnalizacji komérkowej. Wykazano, ze kaweolina oddziatuje i reguluje aktywnos$é
szeregu biatek uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu. Naleza do nich miedzy innymi
receptory czynnikéw wzrostu, receptory hormondw sterydowych, receptory oddziatujgce
z biatkami G, integryny, kinazy Src, Fyn, Yes, FAK, biatka G, biatka Ras, kinazy
biatkowe typu A i C, syntazy tlenku azotu. Regionem kaweoliny-1 wchodzacym w
bezposrednig interakcje z tymi biatkami jest domena CSD (ang. caveolin scaffolding
domain) obejmujgca aminokwasy 82-101, a motywem wiazacym sie z kaweoling
zidentyfikowanym w wiekszosci biatek zasocjowanych z kaweolami jest sekwencja

(FIYMW)X(FIY IW)XXXX(FIY IW),(FIY IW) X XXX (FIY IW) X X(FIY IW)

lub

(FIYIW)X(FIY IW)XXXX(FIYIW)XX(FIYTW).

Kaweole obok udziatu w kompartmentalizacji i regulacji komplekséw sygnatowych
uczestniczg w szeregu procesach biologicznych, w tym w niezaleznej od klatryny
endocytozie, potocytozie, transcytozie i homestazie cholesterolu, a takze opornosci
wielolekowej, inwazji bakterii, wiruséw i priondw. Funkcja kaweoli wydaje sie zaleze¢
od typu komdérki i jej stanu fizjologicznego [13, 39, 52, 59, 78].

2. KAWEOLINA | HAMOWANIE TRANSFORMACJI
NOWOTWOROWEJ

Geny dla kaweoliny-! i kaweoliny-2 zlokalizowane sgw dtuzszym ramieniu chromo-
somu 7, w regionie q31.1, ktérego delecje majg miejsce w przypadku réznych
nowotwordéw [18]. Analiza utraty heterozygotycznosci (LOH) sugeruje, ze region 7g31.1
odgrywa waznarole w patogenezie miedzy innymi nowotwor6ow sutka, jajnikéw, prostaty,
jelita grubego czy trzustki, a zlokalizowany w tym regionie gen/geny ma charakter
genu supresorowego halezacego do jednego z najczesciej inaktywowanych podczas
transformacji nowotworowej (tab. 1).
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S"fges“e te_ _pOtWIer(_jzaJa‘ Wym_kl TABELA 1. Utrata heterozygotycznosci (LOH)
badan ekspresji kaweoliny na pozio- v regionie genéw kaweoliny-1 i kaweoliny-2
mie mMRNA i biatka. Obnizenie lub
brak ekspresji kaweoliny-1 obser-

.. , .. , nowotworowych/
wuje si¢ zarowno w liniach komorek o
nowotworowych, jak i nowotworach  pierwotny
pierwotnych [47, 63]. Dalsze bada-

Linia komoérek 7931.1/D7S522  Pi$miennictwo

. . L . Gtowa i szyja 16-53% [54, 80, 93]
nia wyk_aza’f_y, ze obnizenie ekspresji Jainik 31-78% [35. 37, 94]
kaweoliny jest cecha fenotypu no-  jgjitg grube ~ 80% [93]
wotworowego zaréwno rakow, jak  Nerka ~ 24% [72]

I miesakow [2, 3, 4, 85, 86], W Prostata 30-83% [33, 92]
przypadku pecherzykowego raka ?':trec:yca 3 ggz’ Fz’]l]

- - - - - (]
tarczycy zidentyfikowano obnizenie  t,stka — 80% [1]

ekspresji kaweoliny-1 i kaweoliny-2

na poziomie MRNA w 79%

badanych przypadkéw, a obnizenie ekspresji kaweoliny-1 na poziomie biatka w 84%
badanych przypadkéw [2]. Wysoka czesto$¢ tego zdarzenia wydaje sie by¢ zjawiskiem
powszechnym. W nowotworach jelita grubego stwierdzono $rednio okoto 4-krotne
obnizenie ekspresji kaweoliny-1 na poziomie mRNA i biatka w 70% badanych
przypadkéw [4]. Indukcja transformacji nowotworowej w komdrkach NIH3T3 poprzez
aktywacje takich onkogenéw, jak: H-Ras (G12V), Abl (y-Abl, Bcr-Abl), c-Neu, c-
Myec, v-Src, v-Raf prowadzi réwniez do obnizenia lub braku ekspresji mMRNA i biatka
kaweoliny-1, a takze zaniku kaweoli [17, 38, 60, 69]. Interesujgcy wydaje sie fakt, ze
indukcja transformacji nowotworowej nie powoduje zmian w poziomie ekspresji
kaweoliny-2. Podobnie obnizenie ekspresji kaweoliny-1 obserwowane w przypadku
szeregu linii komorek nowotworowych, czy tez wywotane przez strategie antysenséw
pozostaje bez wptywu na ekspresje kaweoliny-2 [17,23]. Chociaz pozbawienie myszy
genu kaweoliny-1 prowadzi do degradacji kaweoliny-2, to inaktywacja genu kaweoliny-
2 wykazuje niewielki lub brak wptywu na ekspresje kaweoliny-1 i formowanie kaweoli
[67, 68], Sugeruje to zroznicowang funkcje kaweoliny-1 i kaweoliny-2 w komorkach
w warunkach zaréwno fizjologicznych, jak i patologicznych.

Fenotypowo obnizenie lub brak ekspresji kaweoliny-1 manifestuje sie zwiekszeniem
aktywnosci proliferacyjnej komorek, a zjawisko to nie wydaje sie by¢ ograniczone do
komorek nowotworowych. W przypadku tuszczycy w nadmiernie proliferujgcym
naskorku, a gtdwnie w komdrkach warstwy podskérnej naskdrka stwierdzono réwniez
obnizenie/brak ekspresji kaweoliny-1 [8]. Zaangazowanie kaweoliny-1 w negatywng
regulacje proliferacji potwierdzono w eksperymentach wykorzystujacych komorki czy
zwierzeta z wylgczonym genem tego biatka [9, 46, 67]. U myszy pozbawionych genu
kaweoliny-1 obserwuje sie hiperplazje gruczotu mlekowego i komoérek naskérka, a jak
wykazano w przypadku fibroblastow embrionéw myszy zwiekszona zdolnos$¢ do proliferacji
ulega rewersji w wyniku ekspresji zrekombinowanego cDNA kaweoliny-1. Pozbawienie
myszy genu kaweoliny-1 prowadzi nie tylko do hiperplazji komérek naskoérka i braku
kaweoli, ale réwniez zwieksza kilkanascie/kilkadziesiat razy wrazliwo$é na indukowang
DMBA (7,12-dimetylobenzantracen) karcynogeneze skory [9].
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Supresja transformacji nowotworowej przez kaweoling-1 wydaje sie by¢ wynikiem
hamowania szlakdw sygnalizacyjnych uruchamianych przez mitogeny. Wykazano, ze
kaweolina-1 wchodzi w interakcje i negatywnie reguluje liczne biatka promujace kaskady
sygnalizacyjne prowadzace do proliferacji. Nalezg do nich miedzy innymi receptorowe
kinazy tyrozynowe, np. receptory dla czynnika wzrostu naskérka EGFR (ErbB 1) i Neu
(ErbB2), receptorowe kinazy serynowo-treoninowe, np. receptor typu pierwszego dla
TGFP (ang. tumour growthfactor fi), niereceptorowe kinazy tyrozynowe, np. rodziny
Srci FAK (ang.focal adhesion kinasé), kinazy aktywowane przez sygnaty zewnatrzko-
morkowe, np. MAPK. (ang. mitogen activated protein kinase) typu ERK (ang.
extracellular signal regulated kinase) czy biatka G, H-Ras, Raf, Grb7 [6, 9, 15, 17,
24, 40, 49,51,67].

Obnizenie ekspresji kaweoliny-1 okazato sie wystarczajgce dla indukcji transformacji
nowotworowej i konstytutywnej aktywacji kaskady sygnalizacyjnej kinazy p42/44
(ERK1/ERK2) MAP [23,28, 61,79]. Z kolei wprowadzenie zrekombinowanego genu
kaweoliny-1 do stransformowanych komoérek NIH3T3 jest wystarczajgce do
zahamowania transdukcji sygnatu via receptor Neu [15,17,22]. Efektem zablokowania
ekspresji kaweoliny-1 w komdrkach NIH3T3 technikg antysensow jest rozrost komorek
w wyniku utraty inhibicji kontaktu oraz tworzenie guza. Proces ten jest catkowicie
hamowany po przywroceniu prawidtowego poziomu kaweoliny. Wykazano, ze
wprowadzenie kaweoliny-1 do komérek nowotworowych sutka T47D zmniejsza okoto
2-krotnie tempo proliferacji i okoto 15-krotnie zdolnos$é do tworzenia kolonii [47]. Podobnie
indukcja ekspresji kaweoliny-1 hamuje proliferacje i zmniejsza zdolno$¢ do tworzenia
guza w przypadku komorek nowotworowych jajnika (IGROV1) ijelita grubego (HT29,
DLD1), sugerujac co najmniej czesciowa regresje fenotypu nowotworowego [3, 4].
Ekspresja kaweoliny-1 w komérkach nowotworowych sutka MCF-7 i MTLn3 hamuje
nie tylko stymulowany EGF (ang. epidermal growthfactor) wzrost, ale takze wydtuzanie
lamellipodii i zdolnosci do migracji jak réwniez aktywacje kinaz ERK1/2 [22, 95].
Pozbawiajac genu kaweoliny-1 transgeniczne myszy MMTV-PyMT stanowigce model
do badania transformacji nowotworowej gruczotu mleko-wego stwierdzono, ze catkowity
brak ekspresji kaweoliny-1 w zasadniczy spos6b przySpiesza tworzenie sie ognisk
dysplastycznych gruczotu in vivo potwierdzajgc tym samym hipoteze o roli kaweoliny-1
we wczesnych etapach transformacji nowotworowej [87].

Sugestie 0 udziale kaweoliny-1 w negatywnej modulacji proliferacji moze potwierdzaé
jej niski poziom w komoérkach nowotworowych, a wysoki w komorkach ostatecznie
zroznicowanych. Wzrost ekspresji kaweoliny-1 wydaje sie by¢ odpowiedzialny za
zmniejszanie i ostatecznie brak odpowiedzi na sygnaty mitogenne takze starzejacych
sie komorek. Obnizenie poziomu kaweoliny-1 w starzejgcych sie diploidalnych
fibroblastach za pomocg antysenséw i matych interferujgcych RNA (siRNA) przywraca
wrazliwos$¢ komdrek na czynniki wzrostu i w konsekwencji uruchomienie cyklu
komoérkowego [11,61].

Regulatorowg role kaweoliny-! w odpowiedzi komérek na sygnaty mitogenne potwier-
dzaja badania wykazujace supresje proliferacji i migracji indukowanej EGF po zwiazaniu
kaweoliny-1 z receptorem EGF (EGFR). Badania te sugerujg udziat kaweoliny-1
w inaktywacji EGFR i jej dysocjacje podczas aktywacji receptora. Fosforylacja
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kaweoliny-1 indukowana EGF nie tylko powoduje dysocjacje kompleksu z receptorem,
ale tez udziat ufosfbrylowanej formy w rekrutacji sktadnikéw szlaku sygnalizacyjnego
kinaz p42/44 MAP [36, 45, 49, 81, 95],

Wyniki badan wskazuja, ze kaweolina-1 obok kaskady kinaz aktywowanych przez
mitogeny moze by¢ zaangazowana w regulacje sygnalizacji z udziatem [3-kateniny.
P-katenina uczestniczy w adhezji komorkowej poprzez wigzanie kadheryny E z cyto-
szkieletem, a zwihaszcza filamentami aktynowymi oraz w szlaku sygnalizacyjnym Wnt
(ang. wingless type). Aktywacja tej kaskady prowadzi do akumulacji i translokacji do
jadra komoérkowego [3-kateniny, ktéra w kompleksie z czynnikami transkrypcyjnymi z
rodziny Tcf/Lef-1 (ang. T celifactor/lymphoid enhancerfactor-1) reguluje ekspresje
okreslonych gendéw. Wykazano, ze indukcja ekspresji kaweoliny-1 hamuje aktywacje
szlaku Wnt/p-katenina/Lef-1 powodujac gromadzenie sie [3-kateniny w kaweolach.
Pozwala to sugerowacé, ze kaweolina-! uczestniczy w szlaku Whnt poprzez regulacje
wewnatrzkomadrkowej lokalizacji [3-kateniny [25, 31], Zmniejszenie lub brak ekspresji
kaweoliny-1 moze promowac transformacje nowotworowa poprzez uruchomienie
sygnalizacji komérkowej z udziatem [3-kateniny.

Regulacja adhezji komorkowej i oddziatywan komérek z macierza zewnatrz-
komérkowa w wyniku modulacji szlakéw sygnalizacyjnych prowadzacych do
proliferacji, r6znicowania czy migracji komoérek wydaje sie by¢ krytyczna dla fenotypu
nowotworowego. Biatkami oddziatujgcymi z kaweolina-1 okazaty sie rowniez integryny
uczestniczace w oddziatywaniach komorkowych, adhezji komérek, ukierunkowanej
migracji komoérek, a takze posredniczace w przekazie informacji z macierzy
zewnatrzkomoérkowej do komérki oraz z wnetrza komarki na zewnatrz. Wykazano, ze
kaweolina-! odgrywa kluczowa role w wigzaniu i aktywacji kinazy Fyn, nalezacej do
niereceptorowych kinaz tyrozynowych z rodziny Src, z podjednostka cx integryn, a w
konsekwencji fosforylacji cytoplazmatycznego biatka adaptorowego Shc (ang. Src
homology/collagen) i aktywacji szlaku Ras-MAPK. Obnizenie poziomu kaweoliny
strategig antysensow powoduje odtgczenie kinaz z rodziny Src od integryn typu [31,
czego efektem jest brak indukowanej ligandem aktywacji/fosforylacji kinazy FAK i
adhezji komérkowej [10,82-84].

Supresorowa funkcja kaweoliny-1 moze réwniez wynikac¢ z udziatu w represji genu
cykliny D1. Stwierdzono, ze poziom ekspresji kaweoliny-! jest odwrotnie proporcjonalny
do poziomu cykliny D1, a transkrypcja genu cykliny D! jest hamowana przez kaweoline-
1 w drodze zaleznej od wzmacniajacej sekwencji regulatorowej wigzacej czynnik
transkrypcyjny Tcf/Lef-1. Mutacje w obrebie tej sekwencji uniemozliwiajace wigzanie
sie biatek Tcf/Lef-1 znosza efekt hamujgcy kaweoliny-1. Obnizeniu poziomu kaweoliny-
1 towarzyszy wzrost poziomu cykliny DI, ktéra w kompleksie z kinazami zaleznymi
od cyklin CDK.4/6 fosforyluje i inaktywuje biatko Rb i w konsekwencji promuje faze S
cyklu komoérkowego [31,87]. Wykazano, ze ekspresja kaweoliny-! jest regulowana w
cyklu komérkowym [26]. W fazie GG, ma miejsce wzrost, a w fazie S spadek ekspresji
kaweoliny-1. Ekspresja zrekombinowanego genu kaweoliny-! i kaweoliny-3 prowadzi
do zatrzymania komorek w fazie G)/G! w drodze zaleznej od biatek p53/p21. Obnizenie
lub brak ekspresji kaweoliny-1 w znaczacy sposob zmniejsza liczbe komorek w fazie



90 W. M. KRAJEWSKA, |. MASt OWSKA

G0/Gr Jednoczes$nie wydaje sig, ze obnizenie ekspresji kaweoliny-1 hamuje apoptoze
[15]. Wyniki badan apoptozy indukowanej staurosporyng w fibroblastach NIH3T3 i
komorkach nowotworowych pecherza moczowego T24 sugeruja, ze kaweolina-1 petni
funkcje proapoptotyczngpoprzez hamowanie kinazy P13 (fosfatydyloinozytolo-3-kinazy)
[50], Réwniez Zundel i wsp. [96] wykazali, ze ekspresja kaweoliny-1 hamuje aktywno$é
kinazy PI3 i petni funkcje proapoptotycznagw szlaku indukowanym ceramidami. Udziat
kaweoliny-1 w apoptozie wydaje sie by¢ jednak bardziej ztozony. Timme i wsp. [77]
stwierdzili, ze kaweolina-1 hamuje apoptoze indukowang c-myc w komodrkach
nowotworowych prostaty LNCaP. Takze wyniki wskazujace, ze kaweolina-1 hamuje
apoptoze komérek nowotworowych sutka MCF-7 indukowang utratg kontaktu z
macierza zewnatrzkomérkowa (ang. anoiki$) pozostajg w zgodzie z sugestig o
negatywnym wplywie kaweoliny-1 na $mier¢ komorki [22],

Ztozonos¢ mechanizméw odpowiedzialnych za transformacje nowotworowa, w
ktorych uczestniczy kaweolina-1, potwierdzajg wyniki badan Hurlstone’a i wsp. [32],
Woykazali oni, ze poziom ekspresji kaweoliny-! nie koreluje z utratgheterozygotycznosci
w locus kaweoliny-1 w przypadku szeregu linii komdrek nowotworowych. Zaob-
serwowali ponadto brak ekspresji in vivo kaweoliny-1 w prawidtowych komdrkach
nabtonkowych przewodéw gruczotu mlekowego i pierwotnych rakach przewodowych
sutka. Wysoka ekspresje kaweoliny-1 zidentyfikowali natomiast w komorkach
nieepitelialnych sutka i nowotworach wywodzacych sie z tych komérek. Podobnie okoto
2-krotnie podwyzszony poziom mRNA kaweoliny-1 i kaweoliny-2 Hu i wsp. [30]
stwierdzili w liniach komdrek nowotworowych i nowotworach pierwotnych przetyku.

3. KAWEOLINA | PROGRESJA NOWOTWOROW

Na podstawie badan zaréwno in vitro, jak i in vivo stwierdzono, ze nowotwory
ztosliwe i przerzuty do weztdw chtonnych miedzy innymi prostaty, sutka ijelita grubego
charakteryzujg sie wzrostem poziomu kaweoliny-1 [4, 21, 57, 74, 75, 88, 89]. Za
pomoca przeciwciat przeciwko kaweolinie-1 Young i wsp. [89] zidentyfikowali obecnosé
tego biatka w 78-93% przypadkéw ztosliwych nowotwordw sutka. W nowotworach
prostaty wykazano, ze liczba pozytywnych przypadkéw wzrasta z 29% do 56% w
komérkach przerzutujacych. Podobnie stwierdzono, ze poziom kaweoliny-1 ro$nie wraz
ze stopniem odrdznicowania nowotwordéw pecherza moczowego, czy zdolnoscig do
przerzutowania do regionalnych weztéw chtonnych nowotworéw ptuc [29, 64], co
sugeruje, ze podwyzszony poziom kaweoliny moze byé zwigzany z progresja
NOWotworow.

Sugestie te potwierdzajg obserwacje o ekspresji kaweoliny-1 w konstytutywnie
zaktywowanych liniach komérek leukemicznych wywodzacych sie z limfocytéw T, ktére
w warunkach fizjologicznych nie wykazujg ekspresji tego biatka ani obecnosci kaweoli
[27]. Wzrost ekspresji kaweoliny i liczby kaweoli stwierdza sie rowniez w przypadku
nabywania opornosci wielolekowej przez komorki nowotworowe [42-44]. Wzrost
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ekspresji kaweoliny-1 na poziomie mRNA i biatka zidentyfikowano w komérkach
nowotworowych sutka MCF-7 AdrR opornych na adriamycyne, jelita grubego HT-29-
MDR opornych na kolchicyne, jajnika SKVLB1 opornych na winblastyne czy ptuc
A549 opornych na taksol [41, 88]. W rosnacych w obecnosci metotreksatu klonach
komorek nowotworowych jelita grubego HT29, czy komorkach zdolnych do
przerzutowania LoVo ekspresja kaweoliny-1 okazata sie znacznie wyzsza niz w
macierzystych komérkach HT29 czy L VV sugerujac, ze moze to by¢ cecha komdrek
nowotworowych o wyzszym stopniu ztosliwosci [4], Ekspresja kaweoliny-1 moze wiec
promowac klonalny rozrost komérek nowotworowych, ktére wytamaty sie nie tylko
spod mechanizmow regulujacych proliferacje, ale i ré6znicowanie, mechanizméw
prowadzacych do przeksztatcenia nowotworéw nieinwazyjnych w nowotwory inwazyjne.

Wzrost ekspresji kaweoliny-1 w nowotworach prostaty wydaje sie by¢ odpowie-
dzialny nie tylko za przerzuty do weztdw chtonnych, ale takze za pojawianie sie
niewrazliwosci na androgeny. Obnizenie ekspresji kaweoliny-1 strategig antysenséw
w hormononiezale-znych, inwazyjnych liniach komoérek nowotworowych prostaty myszy
prowadzi do ich prze-ksztatcenia w fenotyp zalezny od androgenéw [58, 75, 76]. Z
drugiej strony zaobserwowano, ze testosteron indukuje transkrypcje genu kaweoliny-1
poprzez mechanizm zalezny od receptora androgenowego, a wzrost ekspresji kaweoliny-1
prowadzi do aktywacji receptora androgenowego w drodze zaleznej od liganda.
Aktywacja ta jest wynikiem bezposredniego oddziatywania miedzy N-terminalnym
regionem kaweoliny-1 i domenami transaktywujaca(N-terminalna) i wigzaca hormon
(C-terminalng) receptora androgenowego [48, 53, 62]. Rowniez w przypadku
nowotwordow sutka kaweolina-1 okazata sie by¢ pozytywnym regulatorem transdukcji
sygnatu przez receptor estrogenowy typu a (ERa). Wykazano, ze ekspresja kaweoliny-1
w zaleznych od estrogenéw komérkach linii MCF-7 powoduje niezalezng od hormonu
aktywacje i translokacje ERa do jadra komérkowego i w konsekwencji transkrypcije
gendw regulowanych przez sekwencje odpowiedzi na estrogeny (ERE) w drodze zaleznej
i niezaleznej od liganda. Aktywacja ERoc przez kaweoline-1 jest wynikiem bezpoS$redniej
interakcji miedzy regionem obejmujgcym aminokwasy 82-101 (domena CSD)
kaweoliny-1 i regionem obejmujacym aminokwasy 1-282 ERa. Efektem tej interakcji
jest fosforylacja domeny AF-1 ERa w drodze niezaleznej od kinaz ERK1/2 [70. 71],
Razandi i wsp. [65] stwierdzili ponadto, ze kaweolina-1 zaangazowanajest w translo-
kacje ERa do btony komorkowej ijego lokalizacje w kaweolach, gdzie receptor estroge-
nowy moze uczestniczy¢ w modulacji sygnalizacji komérkowej, miedzy innymi kinaz
ERK przez estrogeny. Wykazano, ze nadekspresja kaweoliny-1 hamuje aktywacje ERK
przez estradiol, a z kolei estradiol hamuje synteze kaweoliny-1 i asocjacje receptora,
prowadzac do aktywacji ERK.

Ekspresja kaweoliny-1 wydaje sie by¢ nie tylko cecha charakterystyczna nowo-
twordéw ztosliwych, ale moze stanowi¢ potencjalny marker progresji transformacji nowo-
tworowej. Wyniki badan nowotworow przetyku i trzustki sugeruja, ze obecno$é
kaweoliny-1 w nowotworach pierwotnych wskazuje na przerzuty do weztéw chionnych
i zte rokowania dla pacjentow [34, 73]. W przypadku nowotwordw prostaty obserwacje
te potwierdzajg nie tylko wyniki badarn immunohistochemicznych, ale zidentyfikowanie
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obecnosci kaweoliny w surowicy pacjentdéw z inwazyjnymi nowotworami [74, 90].
Tahir i wsp. [74] sugeruja, ze kaweolina-1 jest autokrynnym/parakrynnym czynnikiem
wydzielanym przez komérki inwazyjnych nowotwordow prostaty stymulujacym wzrost
komorek wrazliwych na androgeny charakteryzujacych sie niskim poziomem
kaweoliny-1 oraz stymulujacym zdolnos¢ do przerzutowania komorek niewrazliwych
na androgeny.

Udziat kaweoliny w progresji howotworéw moze zalezeé jednak od typu komérek.
Morgan i wsp. [56] w przypadku zto$liwych guzéw naczyniowych skéry stwierdzili
obnizenie poziomu ekspresji kaweoliny-1. Z kolei Fine i wsp. [21], chociaz na podstawie
badann immunohistochemicznych, zidentyfikowali wysoki poziom ekspresji kaweoliny-!
w gruczolakorakach jelita grubego w poréwnaniu z gruczolakami i prawidtowa Sluzéwka
tego narzadu, charakteryzujacymi sie brakiem lub niskim poziomem kaweoliny-1, to
jednak nie zaobserwowali istnienia korelacji pomiedzy ekspresja tego biatka i stopniem
zaawansowania nowotworu.

4. POTENCJALNE MECHANIZMY WARUNKUJACE
UDZIAL KAWEOLINY W FENOTYPIE
NOWOTWOROWYM

Mutacje

Chociaz mutacje sgjednym z podstawowych mechanizmdéw molekularnych transfor-
macji nowotworowej, to Hurlstone i wsp. [32] na podstawie sekwencjonowania DNA
wykazali brak mutacji w regionie kodujgcym genu kaweoliny-l w komorkach
wywodzacych sie z nowotwordw réznych tkanek i organdéw, takich jak: pecherz
moczowy, szyjka macicy, sutek, jajnik, fibroblasty (A 1698, A1698R, HelLa, MDA-
MB-231, OVCARS5, SUSM-1). Podobnie Aldred i wsp. [2] nie stwierdzili wystepowania
mutacji genu CAV-1 w nowotworach tarczycy. Tym niemniej Hayashi i wsp. [28] i Lee
i wsp. [46] sugeruja, ze mutacje genu kaweoliny-! moga odgrywac role w progresji
nowotwordéw sutka. Hayashi i wsp. [28] zidentyfikowali mutacje punktowg P — L w
kodonie 131 genu CAV-1 w 16% (15/92) pierwotnych ludzkich nowotwordw sutka.
Nie stwierdzono wystepowania takiej mutacji w przypadku osob zdrowych, jak réwniez
w materiale pochodzacym z granicy czystosci onkologicznej resekowanych nowotwordw.
Mutacje zidentyfikowano gtownie w inwazyjnych rakach sutka, takichjak: rak widknisty.
W celu okreslenia znaczenia mutacji P —> L dla transformacji nowotworowej do komorek
NIH3T3 wprowadzono zmutowang lub dzikg forme kaweoliny-1. Zaobserwowano, ze
ekspresja zmutowanej formy kaweoliny-! indukuje transformacje komérek NIH3T3 i
aktywacje szlaku sygnatowego kinaz MAP. Ponadto zmutowana kaweolina-! wydaje si¢
promowac¢ wihasciwosci inwazyjne, wptywaé na szkielet aktynowy komérki, jak réwniez
powodowac retencje formy dzikiej kaweoliny w aparacie Golgiego [46]. Badania te
sugeruja, ze mutacje genu kaweoliny-1 moga w sposéb dominujacy negatywny uczestniczyé
w transformacji nowotworowej i progresji. Analogiczna mutacje zidentyfikowano w genie
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kaweoliny-3 (P104L) pacjentéw z autosomalnie dominujgcg formag korczynowo-
obreczowej dystrofii miesniowej (LGMD-1C) [55].

Metylacja DNA

Obecnos$¢ wysp CpG w pierwszym i drugim eksonie gendéw kaweoliny-! i
kaweoliny-2 sugeruje, ze jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za poziom ekspresji
tych biatek moze by¢ metylacja DNA, stanowigca epigenetyczny mechanizm inaktywacji
gendw supresorowych. Engelman i wsp. [18] w badaniach in vitro wykazali metylacje
wysp CpG w regionie promotorowym genu CAV-1 w przypadku dwoch linii ludzkich
komorek nowotworowych sutka (MCF-7, T47D), w ktorych nie stwierdzono ekspresji
kaweoliny-1. W przeciwienstwie, w prawidtowych komérkach nabtonkowych sutka
(NHMECs) nie obserwowano metylacji tych regiondéw. Podobne wyniki badan
nowotworéw prostaty ijajnika sugerujg, ze metylacja wysp CpG moze by¢ odpo-
wiedzialna za obnizenie ekspresji kaweoliny-1 [14, 85]. Sugestii tej nie potwierdzajg
jednak Hurlstone i wsp. [32], ktérzy wykazali brak metylacji DNA zaréwno w
pierwotnych nowotworach jajnika, jak i réznych liniach komorek nowotworowych
sutka, jajnika i trzustki (MCF-7, ZR-75, A2780, CHI, OVCAR3, OVCAR4,
COLO0357), w ktorych ekspresja kaweoliny jest niska lub niewy-krywalna. Réwniez w
przypadku nowotwordw tarczycy wykazano brak korelacji miedzy metylacjgpromotora
genu CAV-1 i poziomem ekspresji [2]. Metylacja nie wydaje sie by¢ zatem gtdwnym
czy jedynym mechanizmem odpowiedzialnym za inaktywacje transkrypcji i w
konsekwencji obnizenie poziomu biatka kaweoliny. Ponadto udziat metylacji wysp CpG
w regulacji ekspresji kaweoliny-1 moze by¢ rézny w roznych tkankach. Wyniki badan
z wykorzystaniem inhibitora metylacji DNA - 5-aza-2’-deoksycytydyny sugeruja, ze 0
ile w rakach jajnika metylacja moze by¢ jednym z mechanizmoéw odpowiedzialnych za
obnizenie ekspresji kaweoliny-1, to w przypadku miesakéw znaczenie tego mechanizmu
wydaje sie by¢ marginalne [85, 86].

Regulacja ekspresji

W regulacje ekspresji kaweoliny-1 wydajg sie by¢ zaangazowane co najmniej dwa
szlaki przekazywania sygnatu w komorce. Jeden to szlak kinaz biatkowych
aktywowanych przez mitogeny: Ras-kinazy p42/44(ERKI/ERK2) MAP, a drugi to
szlak kinazy biatkowej A: PKA [19,66]. Wyniki badan wskazuja, ze oba szlaki stanowig
niezalezne mechanizmy hamujace transkrypcje genu kaweoliny. Aktywacja PKA
powoduje obnizenie ekspresji zardwno kaweoliny-1, jak i kaweoliny-2, podczas gdy
aktywacja protoonkogenu Ras pozostaje bez wpltywu na ekspresje kaweoliny-2. Z
drugiej strony okazato sig, ze kaweolina-1 wywiera efekt hamujacy na szereg sktadnikow
kaskady MAPK i PKA. Pozwala to sugerowac, ze ekspresja kaweoliny-1 oraz kaskady
MAPK i PKA podlegaja wzajemnej negatywnej regulacji. Wykazano, ze zahamowanie
lub obnizenie ekspresji kaweoliny-1 technikg antysenséw prowadzi do konstytutywnej
aktywacji kinaz p42/44 MAP, natomiast ekspresja kaweoliny-1 w wyniku transdukcji
zrekombinowanego genu kaweoliny-1 prowadzi do obnizenia aktywnosci kinaz p42/
44 MAP [12, 16,23]. Z kolei zahamowanie za pomocg inhibitora fosforylacji/aktywacji
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kinazy biatkowej MAPK (PD98059) w stransformowanych onkogenem Ras lub Raf
komorkach NIH3T3 prowadzi do reekspresji kaweoliny-1 [15, 19, 86], Podobna
wzajemna negatywna regulacja zostata zidentyfikowana in vitro i in vivo pomiedzy
ekspresjg kaweoliny-1 i zaktywowanym protoonkogenem Neu (c-ErbB2) nalezgcym
do rodziny ErbB, ktérego produkt biatkowy o funkcji receptorowej kinazy tyrozynowej
zaangazowany jest w przekazywanie sygnatow mitogennych [17].

Wyniki badan sugerujg rowniez, ze produkt biatkowy protoonkogenu c-Myc prowadzi
do represji kaweoliny na poziomie transkrypcji [60]. Jakkolwiek dziatanie biatka Myc
ma charakter plejotropowy, to przypuszcza sie, ze jego funkcja jako represora jest
krytyczna dla transformacji nowotworowe;j.

Innym mechanizmem regulacji transkrypcji genu kaweoliny-1 moze by¢ takze
regulacja przez biatko SREBP-! (ang. SRE-bindingprotein 7) wigzace sie z sekwencjg
SRE-like (ang. sterol regulatory element), zidentyfikowang w regionie promotorowym
genu kaweoliny-1 w pozycji -395 par zasad. Wykazano, ze biatko SREBP w
przeciwienstwie do efektu stymulujacego w przypadku genéw zaangazowanych w
homeostaze cholesterolu hamuje transkrypcje genu kaweoliny [5,20].

5. UWAGI KONCOWE

Wyniki badan sugeruja, ze kaweolina moze by¢ zaangazowana w mechanizmy odpo-
wiedzialne za fenotyp nowotworowy, odgrywajac podwojng role jako supresor trans-
formacji nowotworowej i jako promotor metastazy. Obnizenie ekspresji kaweoliny
obserwowane podczas transformacji nowotworowej nie wydaje sie by¢ procesem nie-
odwracalnym, skoro nabyciu zdolnosci do przerzutowania czy opornosci wielolekowej
towarzyszy reekspresja tego biatka. Funkcja kaweoliny moze by¢ zréznicowana nie
tylko w zaleznosci od poziomu zaawansowania procesu howotworowego, ale takze od
typu komorki czy tkanki. Zaburzenie ekspresji kaweoliny zidentyfikowane tak w
nowotworach, jak i w innych chorobach, w tym neurodegeneracyjnych czy dystrofiach
miesniowych, wskazujg na nowe, potencjalne mozliwosci w terapii tych patologii [7].
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WIELKOSC GENOMU ROSLINNEGO

PLANT GENOME SIZE

Jolanta MATUSZYNSKA, Dorota SIWINSKA

Katedra Anatomii i Cytologii Ro$lin, Uniwersytet Slaski, Katowice

Streszczenie: Wielko$¢ genomu roslin okrytonasiennych, chociaz okreslona tylko dla 1,4% opisanych
gatunkdw, jest bardzo zréznicowana. Poréwnawcze badania genomoéw wykazaty, ze réznice w wielko-
$ci genomu wynikajg gtéwnie z réznic w ilosci sekwencji powtarzalnych, podczas gdy liczba genéw jest
podobna. Rola niekodujacych sekwencji powtarzalnych jest kontrowersyjna. Sg hipotezy wskazujace
na ich pasozytniczy charakter, jak réwniez dane o ich adaptacyjnym znaczeniu. Niewyjasnione sg me-
chanizmy prowadzace do zwiekszania wielkosci genomu, a tym bardziej do jego redukcji. Badania
molekularne przypisuja istotng role w tym procesie sekwencjom ruchomym szczegélnie retrotranspozo-
nom. Wielko$¢ genomu jest cechg charak-terystyczng dla danego gatunku, ale moze podlega¢ zmianom.
Znajomos¢ wielkosci genomu jest wazna nie tylko z punktu widzenia podstawowych badan biologicz-
nych, ale moze mie¢ réwniez znaczenie praktyczne.

Stowa kluczowe: C DNA, cytometria, endoreduplikacja, sekwencje powtarzalne, wielko$¢ genomu.

Summary: Genome size of angiosperms estimated for only 1.4% of species is highly variable. Compa-
rison of small and large plant genomes has shown that differences in genome size can mainly be attri-
buted to varying proportion of repeated DNA sequences though the number of genes is similar. The
function of noncoding, repetitive sequences are controversial. DNA amount is relatively constant and
tends to be highly characteristic for a species but can change. Mechanisms of genome variation, espe-
cially genome size decrease is not clear. Molecular investigations indicated the significant role of retro-
transposons in such process. Genome size is an important biodiversity character whose study provides
a strong unifying element in basic biology and practical use.

Key words: C DNA, cytometry, endoredupliction, repetitive sequences, genome size.

1.WSTEP

Wielko$¢ genomu jest to zawartos¢ DNA w jadrze wyrazona w jednostkach
wagowych (pg) lub w liczbie par zasad (Mpz) (0,1 pg = -100 Mpz). Swift [38]
wprowadzit termin C (constant) dla okreslenia zawartosci DNA w niezreplikowanym,
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podstawowym, gametycznym zespole chromosoméw danego gatunku. 1C DNA
odpowiada ilosci DNA w gamecie, podczas gdy somatyczne komorki diploidalne
posiadajg 2C DNA lub 4C DNA w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego, odpowiednio
przed i po replikacji. Znajomos¢ wielkosci i struktury genomu jest podstawag dla
zrozumienia jego funkcji i mechanizméw filogenetycznych, jest ona wykorzystywana
w biologii molekularnej, taksonomii i ekologii.

W Polsce, w badaniach dotyczacych wielkosci genomu roslinnego ogromne zastugi
ma Profesor Maria J. Olszewska. Wykonane pod jej kierunkiem poréwnawcze badania
wielu gatunkoéw roslin reprezentujacych rézne grupy taksonomiczne i stopnie
pokrewienstw oraz roznigcych sie forma zyciowg dostarczyty nie tylko informacji o
zawartosci DNA, ale réwniez wielu interesujgcych spostrzezen odno$nie procesu
endoreduplikacji podczas ré6znicowania komarek roslinnych i weszty na state do literatury
specjalistycznej [25, 26, 28, 29].

W ciagu przeszto 50-letnich badan zawartos¢ jadrowego DNA okreslona zostata u
kilku tysiecy organizmow, w tym roslin okrytonasiennych. Dane te zostaty opublikowane
w kolejnych listach [2, 4], a obecnie dostepne sg w bazach danych na stronach
internetowych (http://www.rbgkew.org.uk/cval/lhomepage.html). Ogromna rozpietos¢
w zawartosci jadrowego DNA, szczegolnie u roslin okrytonasiennych, nasuneta wiele
pytan na temat mechanizméw prowadzacych do zmian wielkosci i struktury genomu
oraz roli powtarzalnych sekwencji niekodujgcych w genomie, ktére decyduja o tych
réznicach. Badania molekularne i cytologiczne ostatnich lat pozwolity lepiej zrozumie¢
niektore z tych problemow. Przedstawiany przeglad badan wielkosci genomu ograniczony
jest do roslin okrytonasiennych.

2. OKRESLANIE WIELKOSCI GENOMU

Wielko$¢ genomu mozna okres$la¢ na podstawie pomiaru zawartosci jadrowego DNA
metodami molekularnymi lub cytometrycznymi. Najczesciej stosowane metody
cytometryczne opieraja sie na stechiometrycznym, specyficznym barwieniu czasteczek
DNA, pomiarze parametrow optycznych wybarwionych jader i obliczeniu bezwzglednej
wielkosci genomu w pg lub ilosci par zasad. Mozna wyr6zni¢ dwie grupy metod -
fluorymetryczne i densytometryczne.

Pierwsze polegaja na pomiarze intensywnosci Swiatta fluorescencyjnego emitowanego
przez jadra wybarwione fluorochromem (np. jodkiem propidyny, bromkiem etydyny).
Pomiaréw dokonuje sie w fotometrze sprzezonym z mikroskopem lub coraz powszechniej
w cytometrze przeptywowym [8]. Drugie wykorzystujg zjawisko pochtaniania $wiatta
w zaleznosci od gestosci optycznej wybarwionych jader (powszechnie stosowanym
barwieniem jest reakcja Feulgena). Do pomiaréw stuzg fotometry zwane réwniez
mikrodensytometrami lub mikrospektrofotometrami coraz czesciej zastepowane przez
komputerowy system analizy obrazu (image cytometry) [42].

Wszystkie wymienione metody pozwalajg okresli¢ wielkos¢ genomu w jednostkach
wzglednych i wymagajg zastosowania standardu (jader o znanej wielkosci genomu) do


http://www.rbgkew.org.uk/cval/homepage.html

WIELKOSC GENOMU ROSLINNEGO 103

obliczenia bezwzglednej zawartosci DNA w jadrze. Wybor odpowiedniego standardu
jest bardzo istotny dla wiarygodnosci i powtarzalnosci pomiaréw. Idealnym standardem
jest gatunek, ktory daje bardzo zblizone wyniki pomiaréw wykonanych réznymi
metodami, ma do$¢ jednorodng chromatyne, tatwo barwi sie fluorochromami i od-
czynnikiem Feulgena, jest fatwy w hodowli i pozyskiwaniu nasion.

Najdogodniejszai ostatnio najczesciej stosowang metoda okreslania wielkosci genomu
jest cytometria przeptywowa. Probka do badan w cytometrze przeptywowym musi
miec postaé zawiesiny pojedynczych czastek - jagder komdrkowych. Pomiaru dokonuje
sie podczas przeptywu jader przez komore cytometru, metoda jest niezwykle szybka i
pozwala analizowaé duza liczbe jader (kilka tysiecy jader w ciagu kilku minut). Na
histogramie otrzymuje sie charakterystyczne piki odpowiadajace liczbie jader o danym
poziomie C DNA. W miodych lisciach (najodpowiedniejszy materiat do badania
wielkosci genomu) obserwujemy najczesciej dwa piki (ryc. 1). Duzy pik odpowiada
jadrom o zawartosci DNA 2C oraz maty odpowiadajacy jadrom o zawartosci DNA
4C. Srednia warto$¢ intensywnosci fluorescencji dla kazdego piku (wyrazona w
jednostkach wzglednych) jest skorelowana z iloscig jadrowego DNA. Aby okresli¢
wielko$¢ genomu badanego gatunku, poréwnujemy intensywnos$¢ fluorescencji jader
wyizolowanych z tkanki jego liscia z intensywnoscig fluorescencji jader komérkowych
wyizolowanych z lisci gatunku o znanej wielkosci genomu - standardu. Jako standard
najlepiej wybrac gatunek o wielkosci genomu zblizonej do wielkosci genomu gatunku
badanego, lecz na tyle réznej, aby otrzymac oddzielne piki. Na wynik pomiaru moze
mie¢ wptyw zawarto$¢ cytozolu uwalniana w trakcie izolacji jader. Niektdre substancje,
takie jak np. polifenole czy kofeina obecne w cytosolu, moga zmienia¢ dostepnosé
DNA dla fluorochromu, co moze by¢ przyczyna bledu [24],

RYCINA 1. Histogram z miodego liscia Lycopersicort esculentum - duzy pik 2C i maty 4C obrazuja
odpowiednio jadra wyizolowane z komérek bedacych w fazie G1 i G2 cyklu komérkowego, 0§ X -
intensywnos$¢ fluorescencji, 0§ Y - liczba jader
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Metody densytometryczne sg bardziej czasochtonne, z uwagi na procedure
przygotowania i barwienia preparatéw jak rowniez dtuzszy czasu pomiaru. W metodach
tych w przeciwienstwie do cytometrii przeptywowej mozna stosowac materiat utrwalony
i dtuzej przechowywany. Stosujac analize jader profazowych (4C) i telofazowych (2C)
mozna fatwo okresli¢ poziomy 2C i 4C DNA pozostatych jader. Réwniez i w tych metodach
nalezy rozwaza¢ wptyw czynnikéw cytozolowych. Istotne znaczenie moze mie¢ wybor
odpowiedniego utrwalacza (np. formaldehyd zapobiega uwalnianiu polifenoli z wakuoli
w przeciwienstwie do powszechnie stosowanej mieszaniny metanolu i kwasu octowego).

Metodataczaca niektore cechy wszystkich wymienionych technik jest laserowa cytometria
skaningowa. taczy ona szybko$¢ pomiaréw z mozliwoscig lokalizacji kazdego z nich na
preparacie mikroskopowym oraz umozliwia ponowne barwienie i pomiar. Podobnie jak w
przypadku cytometrii przeptywowej mierzona jest intensywno$¢ fluorescencji jagder
wybarwionych fluorochromem, a podobnie jak w metodzie densyto-metrycznej jadra
umieszczone sg na preparacie. Szybkos¢ pomiaréw zapewnia sprzezenie mikroskopu
fluorescencyjnego z laserowym systemem skanujgcym. Wielko$¢ genomu okres$lona réznymi,
lecz zoptymalizowanymi dla danego materiatu metodami jest zblizona lub taka sama. Wybor
metody zalezy, wiec w gtéwnej mierze od mozliwosci sprzetowych laboratorium.

Wielko$¢ genomu okresla sie na podstawie pomiaru ilosci DNA w komérkach
somatycznych, a nastepnie oblicza warto$¢ 1C DNA, ktéra odpowiada zawartosci DNA
w niezreplikowanych gametach. U roslin diploidalnych wielko$¢ pojedynczego genomu
odpowiada dokfadnie wartosci 1C DNA. Sprawa jest bardziej skomplikowana w
przypadku poliploidéw, a szczeg6lnie allopoliploidéw. Poliploidy w gametach maja
wiecej niz jeden genom, oczywiscie dzielgc wartos¢ 4C DNA, otrzymang z pomiaru,
przez stopien poliploidalnosci [3] otrzymujemy warto$¢ 1C DNA pojedynczego genomu.
Jednak tak obliczona wielko$¢ genomu dla allopoliploida jest Srednig z wielkosci
genomow ancestralnych. W ten sposéb okreslona wielko$¢ genomu allopoliploidéw
jest mniejsza od wartosci 1C DNA. Przyktadem moga by¢ gatunki Triticum, u diploida,
T. monococcum 2C = 12, 45 pg, 1C DNA wynosi, wiec 6,23 pg i taka jest wielko$¢
genomu; u tetraploida T. dicoccum 2C = 24,05, 1C = 24,05/2 = 12,03, a wielkos¢
genomu wynosi 24,05/4 = 6,0 pg [35], Wynika z tego, ze wielko$¢ genomu moze by¢
obliczana jedynie dla gatunkéw o znanym poziomie poliploidalnosci, co postulujg
niektérzy autorzy [3]. Badania ostatnich lat wykazaty, ze wiekszo$¢ gatunkéw roslin
okrytonasiennych w swojej historii przechodzita proces poliploidyzacji. Wiadomo, ze
gatunki powszechnie uwazane za diploidy sg faktycznie paleopoliploidami, przyktadem
moze by¢ kukurydza, Arabidopsis, Brassica campestris, B. oleracea lub B. nigra.
Dlatego stosowanie pojecia “wielkos¢ genomu” jako zawartosci DNA w podstawowym
genomie (x) jest trudne i nie odzwierciedla stanu faktycznego. Tym bardziej, ze genomy
ancestralne w czasie specjacji ulegly réznego typu przemianom, o czym $wiadczg badania
allotetraploidalnego gatunku Nicotina tabacum [23] lub mieszancéw miedzy-
gatunkowych Brassica [6], Odpowiedniejsze jest, wiec stosowanie pojecia “wielkos¢
genomu” w odniesieniu do danego gatunku, niezaleznie od jego poliploidalnosci lub
allopoliploidalnosci jako ilos¢ DNA w niezreplikowanej gamecie oznaczane jako 1C
DNA tego gatunku. Natomiast liczba i rodzaj genoméw ancestralnych sa istotne w
badaniach taksonomicznych, filogenetycznych lub genetycznych.
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3. WIELKOSC GENOMU JADROWEGO ROSLIN
OKRYTONASIENNYCH

Bior6znorodnos$¢ roslin dotyczy nie tylko ich cech fenotypowych, ale rowniez réznic
w wielkosci genomu i liczbie chromosomoéw. Te dwie cechy genomu nie sg ze sobg
Scisle skorelowane i moga podlega¢ przemianom niezaleznie. Najmniejsza opisana dla
roslin okrytonasiennych liczba chromosoméw wynosi 2n = 4 (np. Haplopappus gracilis),
a najwieksza okoto 2n = 640 (Sedum suaveolens) [21], Wielko$¢ genomu okreslona
jest dla okoto 3500 gatunkow, co stanowi okoto 1,4% opisanych gatunkéw roélin
kwiatowych i reprezentuje okoto 48% rodzin okrytonasiennych [35]. Wartosci 1C DNA
roslin okrytonasiennych charakteryzuja sie duzg rozpietoscig. Najmniejsza zawartos¢
jadrowego DNA okreslona dla Cardamine amara z rodziny Brassicaceae wynosi 1C =
0,05 pg, a najwieksza dla Fritillaria assyriaca (Liliaceae) wynosi 1C = 127,4 pg,
jednak wigkszos$¢ roslin okrytonasiennych ma mate genomy miedzy 0,1 i 3,5 pg [35].

Analizujgc wartosci 1C DNA dla przeszto 2800 gatunkéw okrytonasiennych
okreslono warto$¢ modalng réwna 0,7 pg. Na tej podstawie zaproponowano podziat
gatunkow w zaleznosci od wielkosci genomu. Gatunki z zawartoscig 1C DNA mniejsza
lub réwng wartosci 1,4 pg (dwukrotno$¢ wartosci modalnej) jako majace bardzo mate
genomy; gatunki z zawartoscia< 3,5 pg (pieciokrotnos¢ wartosci modalnej) jako mate
genomy. Gatunki z wielko$cig genomu > 14,0 pg i > 35 pg okreslono jako majace
odpowiednio genomy duze i bardzo duze [22].

3.1. Paradoks C DNA

Gatunki nalezace do jednej jednostki taksonomicznej, takiej jak rodzaj czy rodzina,
sg podobne morfologicznie i nie tylko zawierajg takie same geny, ale ich uktad w
chromosomach jest réwniez podobny (kolineamy). Wielko$¢ genoméw natomiast moze
sie rézni¢ wielokrotnie, nawet miedzy blisko spokrewnionymi gatunkami, na przyktad
w rodzinie Gramineae (Poaceae) zyto (9300 Mpz) ma 16 razy wiekszy genom niz ryz
(580 Mpz) [19]. Nasuwa sie pytanie, dlaczego zyto potrzebuje tyle razy wiecej DNA w
stosunku do ryzu, chociaz oba gatunki majg podobny typ rozwoju. Jednoznacznej
odpowiedzi na to pytanie nie ma. Wiadomo jedynie, ze o tak duzej rozpietosci w wielkosci
genomow decyduje gtéwnie obecnos¢ niekodujacych sekwencji powtarzalnych, jako ze
minimalna liczba gendw potrzebna do wzrostu i rozwoju roslin jest podobna. Zjawisko
nadmiaru zawartosci jadrowego DNA w stosunku do podstawowego zespotu genéw
oraz brak zaleznosci miedzy poziomem rozwoju ewolucyjnego organizmu i wielko$cia
genomu nazwane zostato paradoksem C-DNA [39]. Ostatnio ze wzgledu na ztozonos¢
problemu niektérzy autorzy proponujg okreslenie “C-value enigma” [11].

3.2. Nukleotyp

DNA jadrowy wptywa na fenotyp organizmu w dwojaki sposéb, w wyniku ekspresji
zawartych genow i fizycznie, jako efekt posiadanej masy i objetosci. Bennett [1]
wprowadzit termin nukleotyp dla okreslenia czynnikdw wynikajacych z ilosci jadrowego
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DNA, ktdre wptywaja na cechy rosliny niezaleznie od informacji genetycznej. Dobrze
znana jest korelacja miedzy zawartoscig DNA a suchg masg oraz objetoscia jadra i
komorki. Nuklotypowy charakter majg takie cechy, jak: dtugos¢ cyklu komérkowego,
czas trwania mejozy i cykl zyciowy rosliny. Na podstawie zawartosci jadrowego DNA
mozna przewidywaé dlugos¢ czasu trwania mejozy u danego gatunku, jak réwniez
whnioskowac¢ o wielkosci genomuna podstawie dtugosci cyklu zyciowego rosliny; np.:
krétki cykl zyciowy i maty genom u Arabidopsis thaliana [1]. Analizowano wielko$¢
genomaw roslin okrytonasiennych wyr6zniajac sposrdd nich powszechnie znane chwasty,
ktdre aby przezy¢ i wydaé nasiona, muszg sie charakteryzowaé szybkim wzrostem,
krotkim cyklem zyciowym, produkcjg duzej liczby matych nasion. Wiadomo, ze cechy
te skorelowane sg z niskg zawartoscig C DNA. Okazato sig, ze Srednia zawartos$¢ 4C
DNA chwastow wynosi 11,74 pg, podczas gdy innych okrytonasiennych 28,13 pg [3].

3.3. Powtarzalne sekwencje DNA gtéwnym skiadnikiem genomu roslinnego

Geny i sekwencje regulatorowe stanowig bardzo niewielka czes¢ catkowitej
zawartosci DNA, i tak u Fritillaria assyriaca (rosliny z bardzo duzym genomem)
sekwencje kodujace stanowig 0,02%; u Nicotiana tabaccum (3,9 pg) 0,7% i 31% u
roslin Arabidopsis thaliana majgcych bardzo maty genom (0,2 pg). Gtowna frakcje
genomu stanowig sekwencje powtarzalne, ktore nie beda tu szczegétowo omawiane,
gdyz byly przedmiotem wielu artykutow przeglagdowych [17,27], Sekwencjg powtarzang
moga by¢ odcinki DNA o dtugosci od 2 do kilku tysiecy par zasad i powtérzone w
kilkuset lub kilku milionach kopii. Sekwencje te réznig sie takze organizacja,
rozmieszczeniem w genomie oraz homologia. Niektdre sekwencje sg konserwatywne i
wystepuja u wiekszosci gatunkéw, a inne sg gatunkowo, a nawet chromosomowo
specyficzne. Sekwencje powtarzalne mozna podzieli¢ na dwie gtéwne kategorie,
sekwencje wystepujace tandemowo i sekwencje rozproszone. Pierwsze majg zwykle
okreslong lokalizacje w genomie, moga by¢ z tatwoscig wykrywane w drodze
hybrydyzacji in situ, podczas gdy drugie sg rozproszone w catym genomie, jednak w
niektorych przypadkach majg charakterystyczny wzor rozmieszczenia w chromosomach.
Wzgledny udziat poszczegdlnych typdéw powtarzalnego DNA w genomie jest trudny
do okreslenia, z wyjatkiem kilku gatunkéw, u ktérych sekwencjonowanie genomu zostato
ukonczone, a to nie pozwala jeszcze na ogélniejsze wnioski.

Rola powtarzalnego DNA, szczegdlnie niekodujacego, jest ciagle kontrowersyjna.
Cze$¢ powtarzalnego DNA stanowig geny wystepujgce w setkach, a czasem w tysiacach
kopii. Nalezg do nich geny rRNA, tRNA i geny kodujagce histony stanowiac istotng
cze$¢ genomu. Wsrdd sekwencji niekodujacych mozna wyr6zni¢ niekodujace, ale
funkcjonalne DNA, ktore sktada sie z sekwencji regulatorowych, promotorowych, DNA
zwigzanego ze strukturg macierzy jadrowej oraz sekwencji funkcjonalnych chromo-
somoéw, tj. sekwencji telomerowych, centromerowych i inicjacji replikacji DNA. Jednak
funkcja duzej czesci niekodujgcych sekwencji DNA jest nieznana i czesto sg one okreslane
jako “junk DNA", lub samolubne DNA. Wedtug jednej hipotezy te nietranskrybowane
sekwencje sg bezuzytecznym DNA, biernie przenoszonym przez chromosomy.
Alternatywna hipoteza postuluje adaptacyjng funkcje niekodujacych sekwencji DNA
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poprzez efekt nukleotypowy [30].

Jednym z wazniejszych typow TABELA 1. Wielko$¢ genomu i udziat elementéw
t I DNA . ruchomych u wybranych gatunkéw roslin

pow a,rza n_ego 3 _maja_cego okrytonasiennych, (wg Kidwell 2002)

bezposredni lub posredni udziat w

zmianie wielko$ci genomu i jego  Gatunek Wielkos¢  Udziat

ewolucji sg elementy ruchome. Ich genomu - elementow

. . . . Mpz ruchomych (%
transpozycja i amplifikacja moze (Mpz) yeh (%)
powodowaé¢ wiele zmian, od  Arabidopsis thaliana 125 14
jednonukleotydowych delecji, insercji lup ~ Oryza sativa 430 14

- . Zea mays 2500 60
substytucji, poprzez przemiany Hordeum vulgare =000 66

chromosomowe, do zmiany wielkosci

catego genomu. Rozmieszczenie

elementéw ruchomych i ich transpozycja w genomie roslinnym nie jest przypadkowe i
zalezy od ich typu. Retroelementy, ktére powszechnie wystepujau roslin, sgrozproszone
wzdtuz chromosoméw, ale moga by¢ preferencyjnie zwigzane z okre$lonym regionem
genomu. U niektérych roslin stwierdzono mniej retroelementéw (gypsy i copia-like)
w centromerach i oragnizatorach jaderka niz w innych regionach chromosomow.
Retroelementy u pewnych gatunkéw sg amplifikowane w sekwencjach niekodujacych,
takich jak: sekwencje miedzygenowe, heterochromatyna lub czesto sekwencje innych
retrotranspozonow. U kukurydzy elementy te wbudowywane sg najczesciej w dtugie
terminalne powtodrzenia (LTR) podobnych retroelementéw [5]. Inne elementy ruchome
wbudowywane sa gtdwnie w niezmetylowane i aktywne genetycznie, euchromatynowe
regiony genomu. Przyktadem moze by¢ element ruchomy kukurydzy - Mutator (Mu),
ktéry wiaczany jest do sekwencji genéw lub innych sekwencji unikatowych. Ten typ
elementéw wystepuje raczej w matej liczbie kopii, co mozna ttumaczy¢ negatywna
selekcjg genomoéw z transpozycjg w regiony bogate w geny [17]. Liczba retrotrans-
pozonow, jak i liczba ich kopii jest r6zna u réznych gatunkéw i moze stanowi¢ przeszito
60% catkowitej zawartosci jagdrowego DNA u gatunkéw z duzym genomem, takich
jak: kukurydza, pszenica lub jeczmien [33]. Poréwnawcza analiza udziatu elementéw
ruchomych w wielko$ci genomu wykazata, ze odgrywa on stosunkowo wigkszg role u
roslin z duzym genomem (>500 Mpz) niz u gatunkéw z matym genomem (<500 Mpz)
(tab. 1) [17].

4. ZMIENNOSC ZAWARTOSCI JADROWEGO DNA

4.1. Endoreduplikacja

U wiekszosci roslin okrytonasiennych wzrostowi i réznicowaniu komorek moze
towarzyszy¢ zwiekszanie zawartosci jadrowego DNA w procesie endoreduplikacji
(endopoliploidyzacji). Proces ten polega na podwajaniu chromosomoéw w kolejnych
rundach syntezy DNA bez podziatu jadra, kondensacji i dekondensacji chromatyny,
prowadzac do powstania komdérek endopoliploidalnych. W wyniku takiego procesu
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tkanki sktadajg sie z komorek o réznej zawartosci DNA, sg miksoploidalne, inaczej
polisomatyczne. Poszczeg6lne gatunki roslin, charakteryzuja sie organo-specyficznym
wzorem endopoliploidyzacji, tzn. w poszczegdlnych organach wystepuja z okre$long
czestotliwoscia komérki posiadajace jadra o roznych poziomach poliploidyzacji [13],
Zawarto$¢ DNA w niektérych komorkach somatycznych moze dochodzi¢ do 32 lub 64C.
W komorkach o specjalnej funkcji i bardzo wysokim stopniu poliploidalnosci, takich jak:
komorki wieszadetka, bielma lub synergidy, poliploidalno$¢ moze dochodzi¢ do kilku tysiecy
C DNA, np. jadra endospermu Arum maculatum majg 24776 C DNA [40],

Pierwsze cykle endoreduplikacyjne mogg wystgpi¢ juz w zarodku podczas
dojrzewania nasion, nastepnie podczas kietkowania w liScieniach i hipokotylu, a potem
w kolejnych organach wegetatywnych. Poziom endoreduplikacji wzrasta z wiekiem
organu i moze dochodzi¢ nawet do 128C DNA np. w starzejgcych sie ogonkach
lisciowych pomidora [34], Endoreduplikacji nie stwierdzono w organach generatywnych,
mimo jej wystepowania w komdrkach todygi [10],

Wykorzystanie cytometrii przeptywowej umozliwito szybkie i oparte na duzej liczbie
komoérek okreslenie wzoru endoreduplikacji dla wielu réznych gatunkéw roslin.
Poréwnawcza analiza endoreduplikacji u roslin diploidalnych i autopoliploidalnych
Lycopersicort esculentum [34] oraz diploidalnych i allotetraploidalnych gatunkéw
Brassica (Siwinska, Bemas, Matuszyniska, w przygotowaniu) rosngcych w tych samych
warunkach wykazata, ze wzor ten jest podobny niezaleznie od poziomu poliploidalnosci
roslin (ryc. 2). Oznacza to, ze komdrki organéw w podobnym stadium rozwoju
przechodza takg sama liczbe endocykli.

Niektdre gatunki roslin przechodzg prawidtowy wzrost i rozwoj bez endoreduplikaciji,
sg to rosliny niepolisomatyczne. Analizujgc zawartos¢ DNA w jadrach komérkowych
wyizolowanych z r6znych tkanek tych roslin obserwujemy jadra o poziomie 2C i 4C
DNA, z ogromng przewaga tych pierwszych. Przyktadem moze by¢ Crepis capillaris
lub Helianthus annuus (Siwinska, niepublikowane). Nasuwa sie wiec pytanie, jakie
jest znaczenie endoreduplikacji w rozwoju roslin. W czasie tego procesu komorki
amplifikujg swo6j genom bez kondensacji chromatyny, segregacji chromosomoéw,
cytokinezy i bez przerwy w procesach transkrypcji i translacji, ktéra wystepuje podczas
mitozy. W rezultacie powstajg komorki z wiekszg liczbg kopii gendw i wiekszg
aktywnoscig metaboliczng, odpowiadajgcg kilku komoérkom diploidalnym. Innym
czynnikiem, ktéry moze mieé znaczenie w rozwoju i wzroscie rosliny, jest pozytywna
korelacja miedzy rozmiarem komorki i zawartoscig jadrowego DNA. Komorki
poliploidalne moga osigga¢ wieksze rozmiary powodujac szybszy wzrost organu i calej
rosliny. Dowodem na to moze by¢ np. wyzszy poziom endoreduplikacji stwierdzony w
komdrkach hipokotylu etiolowanych siewek Arabidopsis thaliana w poréwnaniu z
rosnacymi na $wietle [37]. Jednak szybki wzrost komarek roslinnych moze by¢ osiagniety
réwniez “tanszym kosztem” przez tworzenie duzej centralnej wakuoli, ale ten sposob
nie zapewnia intensywnego metabolizmu. Istnieje wiele koncepcji dotyczacych roli
endoreduplikacji w rozwoju roslin, ktére wymagajg dalszych badan i uscislen [36].

Nie sg wyjasnione molekularne mechanizmy kontroli procesu endoreduplikaciji.
Lepsze zrozumienie zasad regulacji cyklu mitotycznego u roslin powinno poméc w
analizie proceséw zwigzanych z endareduplikacja [20]. Szczeg6lnie interesujace i wazne
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RYCINA 2. Wzér endopoliploidalnosci w liscieniach gatunkéw Brassica: diploidalnych: A - B.
campestris, B - B. oleracea i allopoliploidalnym: C - B. napus
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wydaje sie wyjasnienie mechanizmu zmiany cyklu mitotycznego w cykl endore-
duplikacyjny. Niewiele jest danych na ten temat. Badania z wykorzystaniem kultur
tkankowych wskazujg na udziat substancji wzrostowych w procesach indukcji endo-
reduplikacji, a szczegélnie na dziatanie kinetyny w obecnosci auksyny [ 15]. W innych
prébach wyjasnienia molekularnych podstaw endoreduplikacji wykorzystano mutanty
Arabidopsis thaliana. Dwa kartowe mutanty, Ay/wcofy/0 i root hairless2, osiagajace
wzrost okoto 10% wysokosci roslin normalnych, charakteryzowaty sie ograniczong
endoreduplikacja. Rosliny te przechodzity tylko dwie pierwsze rundy endoreduplikacyjne
osiggajac poziom 8C zawartosci DNA, podczas gdy w typie dzikim dochodzit on do
32C. Liczba i wielko$¢ komdrek organéw wegetatywnych tych mutanéw byta znacznie
zredukowana, natomiast organéw generatywnych podobna do roslin kontrolnych.
Badania molekularne tych mutantéw dostarczyty danych wskazujacych na role
topoizomerazy VI w procesie endoreduplikacji u A. thaliana [37].

4.2 Wptyw czynnikéw Srodowiskowych na wielko$¢ genomu

Wielos¢ genomu jest powszechnie przyjmowana jako wielkos$¢ charakterystyczna i
stala dla danego gatunku, jest jednak coraz wiecej doniesien, ze podlega ona wew-
natrzgatunkowej zmiennosci i nie jest wynikiem btedéw metodycznych. Wielkos¢
genomu, oprécz zmian wynikajacych z endoreduplikacji w czasie rozwoju rosliny, moze
podlega¢ zmianom w wyniku oddziatywania warunkoéw $rodowiskowych. Jednym z
takich czynnikow jest potozenie geograficzne, a wiec warunki klimatyczne, w ktérych
rosng rosliny. Jest wiele danych wskazujacych na tendencje wzrostu zawartosci C DNA
wraz z szerokosScig geograficzng. Sag jednak dane z badan na Dactylis glomerata
wykazujgce odwrotng prawidtowos¢ przy wystepowaniu roélin na dalszych p6tnocnych
szerokosSciach [32], Negatywna korelacja miedzy wielkoscig genomu i wysokoscig
nad poziomem morza byta wykazana miedzy innymi dla europejskich populacji Festuca
arundinacea i uprawnych odmian kukurydzy w Ameryce Po6inocnej oraz réznych
populacji Dactylis glomerata. Zaleznosci te autorzy ttumaczg przewaga selekcyjng
roslin z matym genomem w ekstremalnych warunkach wzrostu i krétkim okresie
wegetacji, charakterystycznym dla potnocy i duzych wysokosci [32]. Stwierdzono
réwniez zalezno$¢ miedzy wielkoscig genomu i warunkami wzrostu, takimi jak:
wilgotnos$¢, zyznosc gleby i temperatura, wykazujac preferencyjne wystepowanie roslin
z mniejszg zawartoscig DNA w warunkach stresowych i niekorzystnych dla rozwoju
[41], Obserwacje te nasuwajgpytanie, jaki jest mechanizm odpowiedzialny za zmiany
wielko$ci genomu w odpowiedzi na warunki srodowiska. Kalendar i wsp. [ 16] wykazali
zmienno$¢ wielko$ci genomu w naturalnych populacjach dzikiego gatunku jeczmienia
Hordeum spontaneum rosngcych na zboczach kanionu o réznym stopniu wilgotnosci
i nastonecznienia. W pracy tej wykazano korelacje miedzy liczbg kopii LTR-retro-
transpozonu (BARE-I), wielkoscig genomu i warunkami srodowiskowymi, w ktérych
rosty rosliny jeczmienia, sugerujgc indukowang stresem aktywnos¢ retrotranspozondw.
Analiza liczby kopii i wzoru ich insercji wykazata nie tylko wzrost, ale réwniez ich
redukcje. Wykazano to na podstawie obecno$ci pojedynczych sekwencji LTR powstatych
w wyniku rekombinacji. Redukcja wielkosci genomu wystapita u roslin rosngcych wyzej
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i narazonych nawiekszasusze. R6znice w liczbie kopii retrotranspozonu byty trzykrotne
przy Sredniej liczbie kopii 14 tysiecy na genom. Obserwacje te, mimo ze dotyczg malego
obszaru, pokazuja, jak komérki moga rearanzowa¢ swdj genom w odpowiedzi na
niekorzystne warunki srodowiska.

Niewiele jest eksperymentalnych danych odnos$nie wptywu poszczeg6lnych czynnikdw
srodowiskowych na wielkos¢ C DNA, ale badania przeprowadzone na roslinach
stonecznika Helianthus annuus w warunkach laboratoryjnych, a nastepnie potwierdzone
w doswiadczeniu polowym wykazaty zaleznos¢ zawartosci jagdrowego DNA od inten-
sywnosci i dtugosci fali swietlnej [31]. Najwyzsza Srednig zawartos¢ DNA stwierdzono
w zarodku, a nastepnie jej redukcje w siewkach, jezeli wzrost byt przy petnym Swietle,
natomiast przy wzroscie w warunkach duzej zawartosci podczerwieni lub w cieniu
zawarto$¢ DNA pozostawata na wysokim poziomie. Autorzy sugerujg, ze rosliny w
zacienionych warunkach majg ograniczong fotosynteze, a wzrost rosliny jest oparty
gtéwnie na elongacji wiekszych, wolno dzielgcych sie¢ komérek, tym samym komérki z
wiekszym genomem sa preferowane.

Warunki $rodowiskowe moga mieé réwniez wptyw na przebieg procesu endore-
duplikacji w czasie réznicowania komérek. Poréwnanie wzoru endopoliploidyzacji roslin
pomidora rosngcych w warunkach in vitro i in vivo w szklarni wykazato wyzszy poziom
endopoliploidalnosci w komorkach roslin in vivo [34]. Autorzy wigzate rdznice z reakcjg
na warunki o$wietlenia, co zgadza sie z wczesniej obserwowanym wyzszym poziomem
endopoliploidalnosci w epikotylach grochu rosngcego w ciemnosci, a ostatnio potwier-
dzono réwniez taki efekt na etiolowanych siewkach Arabidopsis [37],

Analizujac wielko$¢ genomu, a szczegolnie jego zmienno$¢é wewnatrzgatunkowg
nalezy pamieta¢ rowniez, ze stan fizjologiczny tkanek moze mie¢ wptyw na wynik
barwieniajader, a tym samym na wynik pomiaru zawarto$ci DNA. Takie czynniki, jak:
kondensacja chromatyny lub obecno$¢ wtdrnych metabolitéw, moga zmieniac¢
intensywnos¢ barwienia. Nalezy réwniez wykluczy¢ lub ograniczy¢ inne biedy
metodyczne, ktére moga by¢ przyczyng “plastycznosci” genomu [12],

5. EWOLUCJA WIELKOSCI GENOMU

Analiza baz danych dotyczacych wielko$ci genomu pozwolita na postawienie tezy,
ze ancestory roslin okrytonasiennych miaty mate genomy i tym mozna ttumaczy¢ ich
sukces w konkurencji z innymi ro$linami, gdyz maty genom jest skorelowany z szeregiem
korzystnych cech, takich jak: szybkie kietkowanie, krétki cykl zyciowy i duza zdolnos¢
reprodukcji [22]. Nasuwa sie zatem pytanie, dlaczego tyle roslin ma jednak duze i
bardzo duze genomy. Poréwnania wielkoSci genomoéw u poszczeg6lnych grup syste-
matycznych roslin okrytonasiennych wykazaly, ze gatunki jednoliscienne majgwyraznie
wyzszg zawartos¢ DNA niz dwuliscienne, zaréwno zakres wielkosci jak i Srednia
zawartosc jest wyzsza [14]. Jednoznacznej odpowiedzi na postawione pytanie nie ma,
podobnie jak i na kolejne, jakie sag mechanizmy wzrostu lub zmniejszania sie wielkosci
genomu. Oczywiscie wzrost zawartosci jagdrowego DNA moze by¢ wynikiem poli-
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ploidyzacji, obecnosci chromosoméw B lub amplifikacji retrotranspozonéw. Mniej
wyjasnione sg procesy prowadzace do redukcji wielkosci genomu. Analiza blisko trzystu
retrotranspozondw w genomie Arabidopsis wykazata obecnos¢ tylko 30% catkowitych
sekwencji, a pozostate byty zdegradowane, w tym wiele pojedynczych sekwencji LTR
(solo LTRs). Autorzy sugeruja, ze istotnym mechanizmem prowadzacym do redukcji
genomu moze byé nieuprawniona rekombinacja niezaleznie od rekombinacji homo-
logicznej [7]. Wiele badan wskazuje na bezposrednig zalezno$¢ ewolucji genomu od
wielkosci i czestotliwosci wystepowania matych insercji i delecji okreslanych jako
“indel”[l 1], Wykazano, ze delecje prowadzace do redukcji wielkosci genomu sa lepiej
tolerowane przez organizmy z mniejszym genomem. Stwierdzono, ze utrata DNA jest
40 razy mniejsza u Swierszcza niz u Drosophila, chociaz jego genom jest 11 razy
wigkszy [30]. U roslin wykazano wiecej delecji w czasie procesu naprawy indukowanych
uszkodzern DNA u Arabidopsis, gatunku o bardzo matym genomie niz u tytoniu o
genomie 20 razy wiekszym [ 18]. W dalszych badaniach wykazano, ze procesy naprawy
peknie¢ DNA u tytoniu odbywajg sie znacznie czesciej w drodze homologicznej
rekombinacji niz u roslin Arabidopsis, u ktérych przewaza naprawa typu - taczenie
konicéw niehomologicznych prowadzac do czestszych delecji. Jednocze$nie nalezy
podkresli¢, ze endoreduplikacja u Arabidopsis ma wyzszy poziom niz u tytoniu. Tak
wiec istniejg zasadnicze réznice nie tylko w wielkosci genoméw tych gatunkéw, ale
réwniez sposobie ich reakcji na uszkodzenia, ktore z kolei moga mie¢ wpltyw na zmiane
wielko$¢ genomu [9], Inni autorze sugeruja, ze sama wielko$¢ genomu determinuje w
jakis sposob ilos¢ traconego DNA, hamujac mechanizmy prowadzace do utraty DNA
i zmniejszania genomu [14].

6. PODSUMOWANIE

Wielko$¢ genomu decyduje o nukleotypie, ktory jest skorelowany z fenotypem rosliny,
a zarbwno nukleotyp jak i fenotyp sapod presja Srodowiska i podlegajg modyfikacjom.
Trudno jest jednoznacznie ustali¢ przyczyne zmiennos$ci wielko$ci genomu zar6wno
tej duzej miedzy gatunkami jak i tej niewielkiej, ale istotnej, wewnatrzgatunkowej.
Jaka jest w tym rola niekodujacych sekwencji powtarzalnego DNA i w jakim stopniu
zmiany w zawartosci niekodujagcego DNA majg znaczenie adaptacyjne, a w jakim
regulujace ekspresje gendw, rekombinacje i naprawe? Adaptacyjny charakter nieko-
dujacych sekwencji DNA stat sie ostatnio jednym z bardziej intrygujgcych probleméw
podobnie jak w ubiegtym stuleciu byly sekwencje kodujgce. Innym zagadnieniem jest
poznanie procesu regulacji endoreduplikacji w rozwoju roslin, ktére ma istotne znaczenie
nie tylko ze wzgledéw poznawczych, ale réwniez moze mie¢ znaczenie praktyczne, na
przyktad w regulacji niepozadanej zmiennosci somaklonalnej i poliploidalnosci roslin
zregenerowanych lub transformowanych.
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CHROMOSOMY HOLOKINETYCZNE U ROSLIN

HOLOKINETIC CHROMOSOMES IN PLANTS

Elzbieta KUTAL Ewa DUBAS?, Agata MADEJ

'Zaktad Cytologii i Embriologii Roslin, Uniwersytet Jagiellonski,
2Zakkad Fizjologii Roslin im. Franciszka Gérskiego, Polska Akademia Nauk, Krakow

Streszczenie: Artykut dotyczy chromosomow holokinetycznych (holocentrycznych) roslin. Chromoso-
my holokinetyczne majg kinetochor dyfuzyjny rozciggajacy sie na catej dtugosci chromatyd. Dzieki
takiej strukturze kinetochoru chromosomy holokinetyczne moga podlega¢ fuzji (czesciowa lub catkowi-
ta symploidalno$¢) badz ulega¢ fragmentacji (czeSciowa lub catkowita agmatoploidalno$¢) bez nega-
tywnego wpltywu na przebieg mitozy. W pracy przedstawiono i przedyskutowano zagadnienia zwigzane
ze strukturg kompleksu centromer/kinetochor, zachowaniem sie chromosoméw holokinetycznych w
mitozie i mejozie, mutacjami strukturalnymi i genomowymi in vivo i in vitro (w kulturze kalusa wypro-
wadzonego z merystemu lisciowego). Ponadto zaprezentowano wyniki badan nad iloscig jadrowego
DNA w odniesieniu do mutacji strukturalnych chromosoméw holokinetycznych (fuzje, fragmentacje),
zmiennos$ci w liczbach chromosoméw (aneuploidalnos$¢ sensu stricto) i mutacji genomoéw (catkowita
agmatoploidalnos$é bez zwigkszenia ilosci DNA; catkowita symploidalno$¢ bez zmniejszenia ilosci DNA
oraz poliploidalno$¢, ktérej towarzyszy zwielokrotnienie ilosci DNA).

Stowa kluczowe: chromosomy holokinetyczne, kompleks centromer/kinetochor, mutacje strukturalne
chromosoméw, poliploidalnosé, ilo$¢ jadrowego DNA.

Summary: The article concerns holokinetic (holocentric) chromosomes in plants. Holokinetic chromoso-
mes posses diffuse kinetochore spread out through the length of the chromatids. Such kinetochore struc-
ture allows holokinetic chromosomes fuse (complete or partial symploidy) or undergo fragmentation
(complete or partial agmatoploidy) with no influence on regular mitotic divisions (each chromosome
fragment behaves as chromosome). Several aspects of holokinetic chromosomes are presented such as:
structure of centromere/kinetochore complex, behavior of holokinetic chromosomes in meiosis and mito-
sis, structural chromosome mutations and genome mutations in vivo and in vitro (in callus cells obtained
from different tissues of plants with holokinetic chromosomes). Additionally, nuclear DNA amount in
relation to chromosome mutations (fusion, fission), numerical chromosome variation (aneuploidy sensu
stricto) and genome mutations (total agmatoploidy with no DNA gain; total symploidy with no DNA
loss; polyploidy accompanied by DNA multiplication) and discussed.

Key words: holokinetic chromosomes, centromere/kinetochore complex, structural chromosome muta-
tions, polyploidy, nuclear DNA amount.
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WSTEP

U wiekszosci organizmow wystepujg chromosomy monocentryczne (monokinetyczne),
posiadajgce przewezenie pierwotne i kinetochor zlokalizowany w jego rejonie. Nieliczni
przedstawiciele Swiata zwierzecego i roslinnego majachromosomy bez charakterystycznego
przewezenia pierwotnego, a kinetochor rozciaga sie wzdtuz catej dtugosci chromosomu.
Taki typ chromosomu zostat okreslony jako holocentryczny (holokinetyczny) [57], a
kinetochor jako dyfuzyjny (rozproszony) lub niezlokalizowany [67].

Wystepowanie chromosomow z kinetochorem rozproszonym u réznych taksonow, nalezacych
do odrebnych, nie spokrewnionych ze sobg rodzin, nasuwa pytanie o pochodzenie tego typu
kinetochoru. Istniejgdwa mozliwe Kierunki ewolucji kinetochoru, atym samym chromosomow:

(1) z chromosomow holokinetycznych, poprzez stadia posrednie, doszto do powstania
chromosomoéw monocentrycznych;

(2) proces przebiegat odwrotnie - z chromosoméw monokinetycznych wyksztatcity sie
chromosomy holokinetyczne.

Zwolennicy pierwszej teorii twierdzili, ze chromosomy monokinetyczne stanowig koficowg
forme w stopniowym przeksztatcaniu sie prymitywnego chromosomu holokinetycznego. Swiadczy
0 tym wystepowanie szeregu form posrednich oraz szerokie rozpowszechnienie w przyrodzie
chromosoméw monokinetycznych [33,71,77]. Wedlug Vaaramy [77] mate holokinetyczne
chromosomy wykazywaty tendencje do taczenia sie w dtuzsze jednostki, a kinetyczna aktywno$¢
ulegata stopniowej koncentracji w telomerach. Jones [33] z kolei podkre$lat brak specjalizacji
funkcji kinetochorowej w chromosomach holokinetycznych oraz wskazywat na podobieristwa
w zachowaniu sie centromerow i telomeréw, $wiadczace o ich wspdlnym pochodzeniu; te cechy
miaty Swiadczy¢ o prymitywnym charakterze chromosoméw holokinetycznych. Sybenga [73]
swoje wnioski opart na podstawie analizy zachowania sie chromosomoéw podczas mejozy. Autor
wyroznit cztery typy przebiegu mejozy, ktére stanowigkolejne stopnie w specjalizacji aktywnosci
kinetycznej. Wedtug niego chromosomy holokinetyczne, ktore sg funkcjonalnie monokinetyczne
przynajmniej w jednym z podziatéw, stanowig ogniwo posrednie pomiedzy chromosomami
monokinetycznymi a holokinetycznymi; chromosomy takie majgchiazmy zlokalizowane na
jednym koricu, a kinetochor na drugim.

Przeciwng hipoteze na temat ewolucji kinetochoru przedstawit Bauer [3], twierdzac,
ze chromosomy holokinetyczne sg bardziej zaawansowane ewolucyjnie bowiem skutki
mutacji strukturalnych chromosomoéw (np. fuzji, translokacji, fragmentacji), czyli nowe
typy chromosomow, nie sg eliminowane. W przypadku chromosoméw mono-
centrycznych fragmenty pozbawione centromeru, jak réwniez chromosomy dicentryczne
najczesciej ulegajg eliminacji w czasie podziatu, badz zaktocajgjego przebieg. Podobng
opinie prezentowat cytogenetyk roslinny Greilhuber [20], uznajac kinetochor dyfuzyjny
za ceche zaawansowang, wystepujaca u roslin kwiatowych. Zatozenie to opierat na
braku potwierdzonych dowod6éw na wystepowanie tego typu chromosomow u taksonow
reprezentujgcych nizszy stopien zawansowania ewolucyjnego np. u glonéw, mszakow,
paproci czy roslin nagonasiennych. Jego zdaniem u roslin okrytonasiennych kinetochor
dyfuzyjny i chromosomy holokinetyczne mozna uznac za paralelizm ewolucyjny bowiem
ten typ chromosomu wystapit kilkakrotnie, niezaleznie w r6znych grupach taksono-
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micznych. Stad mozna uzna¢ kinetochor dyfuzyjny w potaczeniu z odwrdcong mejoza
za jedyng, dotyczacg chromosomow, ceche synapomorficzng na wyzszym szczeblu
taksonomicznym dla roélin jednolisciennych. Trudno przyjac bez zastrzezeh powyzsze
rozwazania, poniewaz, wprawdzie brak jest dowoddéw na istnienie chromosomoéw z
kinetochorem rozproszonym w wyzej wspomnianych grupach roélin, ale by¢ moze
wynika to z faktu, ze chromosomy wielu roélin nie byly badane szczegétowo pod
wzgledem okres$lania typu kinetochoru. Sg natomiast doniesienia o policentrycznych
chromosomach u glonéw z rodzaju Spirogyra [52] oraz o dyfuzyjnym kinetochorze w
chromosomach watrobowcoéw np. u Marchantia [72]. Réwniez dyskutowane byto
istnienie kinetochoru pétzlokalizowanego u mchu Pleurozium schreberi [77]. Zupetnie
przeczy tej hipotezie wystepowanie chromosoméw holokinetycznych u zwierzat, bowiem
nie opisano do tej pory tego typu chromosoméw u kregowcow. Natomiast sg liczne
doniesienia o ich obecnosci u nizszych taksondw takich jak protista zwierzece, robaki
obte, owady, pajeczaki [zob. 44 i cyt. tam lit.].

Model organizacji centromeru zaproponowany przez Zinkowskiego i wspotaut. [86]
wyjasnia kilka aspektéw ewolucji chromosomu; rzuca takze nowe $wiatto na powstanie
oraz ewolucje kinetochoru niezlokalizowanego. Podjednostki kompleksu centromer/
kinetochor prawdopodobnie rozmieszczone sgwzdtuz chromosomu [36], Jednak sposéb
ich rozmieszczenia nie jest wyjasniony. Godward [17] i Greilhuber [20] zauwazyli, ze
powielanie, a nastepnie rozprzestrzenienie sie elementéw transpozonowych zawiera-
jacych przypadkowo sekwencje centromerowe wzdtuz catlego chromosomu, poza rejonem
centromeru, mogto doprowadzi¢ do powstania wtdrnie, z kinetochoru zlokalizowanego,
kinetochoru dyfuzyjnego. Zachowanie sie takich elementéw bytoby takie samo jak
zachowanie sie innych powtarzalnych sekwencji rozproszonych po catym genomie.
Ponadto wiekszos¢ roslin z kinetochorem dyfuzyjnym ma mate chromosomy.
Rozprzestrzenienie sie jednostek kinetochorowych mogto nastgpi¢ szybciej w matych
chromosomach i mie¢ mniej negatywnych konsekwencji dla organizacji chromosoméw
niz w przypadku duzych chromosomoéw. Eksperymenty z zastosowaniem promieniowania
X, w ktorych wykazano, ze fragmenty chromosomow z kinetochorem dyfuzyjnym nie
sg eliminowane, oprécz fragmentdéw najmniejszych, sa dowodem na wysoki stopieh
rozproszenia sekwencji centromerowych w tych chromosomach.

KOMPLEKS CENTROMER/KINETOCHOR

Ze wzgledu na Sciste powigzanie strukturalne i funkcjonalne, termin kinetochor byt
pierwotnie uzywany jako synonim centromeru. Terminy te oznaczaty miejsce przyczepu
chromosomdéw do wrzeciona mitotycznego [17,44],

Molekularng strukture centromeru poznano dobrze u trzech gatunkéw drozdzy, u
Drosophila i u cztowieka [zob. 1,28,69,84 i cyt. tam lit.], w mniejszym stopniu w
chromosomach roslinnych [10,25,26,27,29,58,66]. Obecnie nie ma watpliwosci, ze
kinetochor jest wyspecjalizowang struktura, ktérej podtozem jest centromer, bedacy
kompleksem nukleoproteinowym zlokalizowanym w regionie przewezenia pierwotnego
(chromosomy monokinetyczne), odpowiedzialng za przytaczanie mikrotubul wrzeciona
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podziatowego do chromosomu. Jest zwigzany z molekularnym mechanizmem ruchu
chromosomoéw w trakcie podziatu komorki oraz aktywnie uczestniczy w ruchu
chromosomow [1,65,44,45]. Sposréd opisanych biatek centromerowych (CENP -
CENtromeric Protein$) zarowno konstytutywnych (CENP-A, CENP-B, CENP-C), jak
i fakultatywnych (CENP-E, CENP-F, CENP-G, CENP-H) biatko CENP-A jest
uznawane za element determinujacy lokalizacje kinetochoréw, a biatko CENP-E za
posredniczace w przemieszczaniu sie chromosomaéw do strefy rownikowej wrzeciona
kariokinetycznego w czasie prometafazy mitotycznej [58,75,76].

Kompleks kinetochor/centromer zostat zlokalizowany przy uzyciu przeciwciat
antykinetochorowych w chromosomach cztowieka, kilku gatunkéw ssakéw, w tym u
myszy, chomika chinskiego, mundzaka chinskiego i indyjskiego [zob. 44 i cyt. tam lit],
u owadow [70,85] oraz u roslin: Haemanthus katherinae Bak. [51], Tradescantia
virginiana [37, 39,60,61], Piciafaba [27]. WYystepowanie bialek rozpoznawalnych
przez przeciwciata CREST w obszarze kinetochoréw odlegtych filogenetycznie
organizméw wskazuje na wysoki konserwatyzm biatek tego regionu w trakcie ewolucji.

Waznym momentem w zrozumieniu zagadnien zwigzanych ze strukturg kinetochoru
zaréwno zlokalizowanego, jak i rozproszonego byto opracowanie modelu organizacji
kompleksu centromer/kinetochor [86]. Specjalne techniki: indukowane kofeing
odtaczanie niezreplikowanych kinetochoréw oraz hipotoniczne rozcigganie kinetochoréw
w polaczeniu z analizg mikroskopowa, zastosowaniem przeciwcial CREST,
antytubulinowych i antydyneinowych oraz hybrydyzacja/« situ syntetycznych sekwencji
centromerowych, pozwolity na opracowanie uniwersalnego modelu, ttumaczacego
strukturalng i ewolucyjng zmienno$¢ kinetochoru oraz jego zwiazek z centromerem.
Na przykiadzie trojwarstwowego kinetochoru ssakéw (chomika, mundzaka japoriskiego
i mundzaka chinskiego) potwierdzono, ze sktada sie on z funkcjonalnie podobnych,
powtarzajacych sie podjednostek utozonych wzdtuz ciggtej nici DNA. Podjednostki te
majg zdolnos¢ do wigzania tubuliny oraz mikrotubul, a na ich zewnetrznej powierzchni
stwierdzono obecnos$¢ cytoplazmatyczych dynein, biatek zwigzanych z ruchem
chromosomow. Pewne elementy tego modelu zostaty w pozniejszych badaniach
podwazone np: obecnos¢ DNA potwierdzono jedynie w wewnetrznej ptytce kinetochoru,
a nie w obu ptytkach, jak przyjmowat model [9], ponadto nowsze badania wykazaty, ze
rozmieszczenie elementdw fibrylarnych o grubosci 10-20 nm jest w duzym stopniu
nieregularne, podczas gdy model zaktadat regularne utozenie elementdéw w zewnetrznej
ptytce kinetochoru [50]. Model Zinkowskiego [86] zostat potwierdzony do$wiadczalnie
przez Khodjakova i wspoétaut. [34], Potaczenie sie pojedynczego kinetochoru z
mikrotubulami biegngcymi z dwdch przeciwstawnych biegunéw wrzeciona i osiggniecie
przez chromosom kongresji wskazato, ze pojedynczy kinetochor ztozony jest z wielu
domen. Domeny te moga znajdowac sie w r6znym stanie funkcjonalnym, jedne zwigzane
sg z ruchem dobiegunowym, a wiec ze skracaniem mikrotubul, inne z ruchem
odbiegunowym czyli z wydtuzaniem sie mikrotubul. Dziatanie poszczegélnych domen
jest wiec niezalezne od siebie.
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CHROMOSOMY HOLOKINETYCZNEI KINTETOCHOR
ROZPROSZONY

Wystepowanie

Kinetochor niezlokalizowany zostat opisany zaréwno u zwierzat jak i roslin.
Stwierdzano jego obecno$¢ w chromosomach niektérych gatunkow robakéw obtych,
pajeczakéw z rzedu Acarina, owadow z rzedéw Hemiptera, Lepidoptera, Trichoptera,
a takze u protistow zwierzecych (orzeski) [zob. 44 i cyt. tam lit.]. W Swiecie roslin
obecnos¢ kinetochoru niezlokalizowanego podawano zaréwno dla protistow roslinnych
(Spzrogyra), niektorych rodzajow Desmidiaceae, jak i u roslin kwiatowych [zob. 44 |
cyt. tam lit.]. Wérdd roslin jednolisciennych chromosomy holokinetyczne opisywano w
rodzinach: Cyperaceae w rodzajach: Eleocharis, Cyperus, Carex, Rhynchospora
[6,22,40,41,43,78-81], Juncaceae w rodzaju Luzula [5,6,7,55,56] oraz Liliaceae u
Chionographis [74], U roslin dwulisciennych zostaty opisane u Myristicaceae [14],
Cuscutaceae [16,21,62,63,] i Droseraceae [68],

Sugerowano réwniez wystepowanie kinetochoru dyfuzyjnego u innych organizméw
roslinnych i zwierzecych np.: u glonéw z rodziny Zygnemaceae, u roslin wyzszych z
rodzin Musaceae i Zingiberaceae, u wijéw z rzedu Chilopoda, owadéw z rzedéw
Odonata, Mallophaga, Anoplura i Dermaptera oraz u pajeczakéw z rzedéw
Scorpionidea i Acarina jednak informacje te nie zostaty udokumentowane [zob. 44 i
cyt. tam lit.]

Budowa chromosomu holokinetycznego i rozmieszczenie heterochromatyny

Wiekszos¢ badan nad kinetochorami dotyczyta chromosoméw z kinetochorem zlokalizowanym
u ssakow, stad tez kinetochor niezlokalizowany jest poznany w znacznie mniejszym stopniu.
Jego pochodzenie, struktura, wystepowanie stanowigwcigz otwarty problem.

Pierwsze obserwacje nad chromosomami holokinetycznymi prowadzone byly przy
uzyciu mikroskopu swietlnego i dotyczyty chromosoméw mitotycznych i mejotycznych.
W latach 70-tych zaczeto analizowa¢ strukture kinetochoru niezlokalizowanego w
mikroskopie elektronowym. Do badan tych nalezam. in. obserwacje kinetochoru Luzula
purpurea i Cyperus alternifolius, Oncopeltus fasciatus, Spirogyra majuscula, Luzula
nivea, Luzula echinata, Bombyx mori i B. mandarina, Eumeta variegata, Caenorhabditis
elegans, Agallia constricta, Parascaris equorum [zob. 44 i cyt. tam lit.]

Morfologia kinetochoru niezlokalizowanego jest réznorodna. Zazwyczaj kinetochor
rozproszony przyjmuje posta¢ materiatu fibrylarnego, mniej elektronowo gestego niz
chromatyna, rozciggajacego sie w formie preta wzdtuz chromosomu. U Luzulapurpurea,
L. echinata i L. nivea dobrze widoczny materiat kinetochorowy jest umiejscowiony we
wgtebieniach chromatyny; u Cyperus alternifolius materiat kinetochorowy jest trudny
do zaobserwowania [6,7,5,44,45]. Kinetochor dyfuzyjny moze mie¢ takg sama, badz
odmienng strukture w chromosomach mitotycznych i mejotycznych. Zagadnienia te
zostaly szczeg6towo oméwione w pracy przegladowej [44],
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PdZniejsze badania wykazaty znaczace réznice w skiadzie makromolekularnym
miedzy kinetochorem zlokalizowanym i niezlokalizowanym [19]. Autorzy stwierdzili
brak DNA w tréjwarstwowym dyfuzyjnym kinetochorze Graphosoma italicum oraz
réznice w proporcji biatek w poszczegélnych warstwach tego kinetochoru. Natomiast
ilos¢ rybonukleoprotein byta podobna.

Analiza kariotypu ma duze znaczenie w badaniach nad mechanizmami ewolucji.
Umozliwia ustalenie przyczyn zmian strukturalnych chromosoméw, co z kolei pozwala
okresli¢ kierunki réznicowania sie komplekséw chromosomowych w réznych grupach roslin.

Ze wzgledu na brak centromeru, a czesto takze przewezenia wtérnego w
chromosomach holokinetycznych, opracowanie kariotypu w celach diagnostycznych,
przy zastosowaniu metod standardowych, jest praktycznie niemozliwe, sprowadza sie
jedynie do ustalenia dtugosci chromosoméw. Podjeto wiec prace nad zbadaniem
struktury chromosomoéw holokinetycznych, wykorzystujac metody réznicowego
barwienia. Badania te miaty takze odpowiedzie¢ na pytanie, czy w drodze ewolucji
prowadzacej do powstania chromosoméw holokinetycznych, zmieniata sie ilos¢ i
rozmieszczenie heterochromatyny orazjej molekularny sktad. Szczeg6lnie interesujace
jest zagadnienie dotyczace braku heterochromatyny centromerowej, wynikajace z
nieobecnosci przewezenia pierwotnego w tym typie chromosoméw. Wiadomo bowiem,
ze w odcinkach przy centromerze u wielu rodlin wystepuje wyrazny blok
heterochromatyny.

Zastosowano wiele réznorodnych technik réznicowego barwienia do analizy struktury
chromosomow holokinetycznych u zwierzat, w tym prazki C, G, R, NOR, CMA3,
DAPI [4,48,49]. Znaczaca okazala sie rowniez metoda wysrebrzania organizatorow
jaderek (NOR).

Wsrdd roslin analizowano rozmieszczenie heterochromatyny w chromosomach
holokinetycznych Luzula [8,64], Drosera [68], Rhynhospora [78] oraz Cuscuta [21],
W przypadku Luzula wyniki znacznie odbiegaty od podawanych dla Drosera,
Rhynhospora i Cuscuta oraz dla organizmdw zwierzecych. Roznice dotyczyty lokalizacji
heterochromatyny. Z badan nad Luzula wynikato, ze liczba prazkéw C jest zmienna.
W profazie i prometafazie liczba pragzkéw byta wyzsza niz w metafazie, co wynikato
wg autoréw z faktu, ze prazki C ulegly fuzji w metafazie, natomiast w mniej skréconych
chromosomach profazowych i prometafazowych byly rozproszone. Wydaje sie, ze
zastosowane metody barwienia byty niedopracowane, a uzyskane wyniki nieprawidtowe.
Inne prace donoszg, ze w chromosomach holocentrycznych bloki heterochromatynowe
maja Scisle okreslona lokalizacje w regionach telomerowych, w telomerach, jak rowniez
w partiach centralnych chromosomoéw (w przypadku chromosomow holokinetycznych
nie mozna okresla¢ pragzkéw rozmieszczonych wzdtuz chromosomu jako prazkéw
interkalarnych, bowiem ten typ chromosomu nie ma wyodrebnionych ramion) np. u
Drosera [68], Rhynhospora [78], Cuscuta [21] oraz Luzula (niepublikowane dane
autoréw niniejszej pracy). Taka lokalizacja prazkéw C nawigzuje do wzoru rozkiadu
heterochromatyny w chromosomach monocentrycznych.
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Chromosomy holokinetyczne réznych taksonéw roslinnych zostaty zbadane réwniez
pod wzgledem skiadu i rozmieszczenia sekwencji tandemowych DNA (rDNA) oraz
sekwencji telomcrowych [8,21].

Zachowanie sie chromosomow holokinetycznych w mitozie

Podczas mitozy chromosomy holokinetyczne zachowujg sie odmiennie od
chromosomoéw monocentrycznych (ryc. 1,2), co wynika z miejsca przyczepu mikrotubul.
W chromosomach monocentrycznych mikrotubule sg przyczepione w rejonie
przewezenia pierwotnego (ryc. ID); w czasie anafazy chromatydy majg
charakterystyczny ksztatt litery U (ryc. 1B, C). W chromosomach holokinetycznych
mikrotubule sg rozmieszczone wzdtuz catego chromosomu (ryc. 2B, D), co wynika z
potozenia kinetochoru; w anafazie chromatydy sg utozone réwnolegle do ptaszczyzny
réwnikowej wrzeciona (ryc. 2B, C). Ponadto, chromosomy holokinetyczne sa ze soba
Scisle potgczone, tworzac w metafazie pojedynczg ptytke umiejscowiong w plaszczyznie
rownikowej (ryc. 2B ). We wczesnej anafazie ptytka ta dzieli sie synchronicznie wzdhuz
swojej osi na dwie siostrzane ptytki (ryc. 2C). W trakcie anafazy ptytki przesuwajg sie
réwnolegle do siebie, a prostopadle do osi wrzeciona. Struktura ptytki utrzymuje sie az
do telofazy [zob. 44,45 i cyt. tam lit.].

Barwienie immunoflurescencyjne tubuliny zastosowane do analizy mitozy
chromosomow mono- i holokinetycznych, uwidocznito mikrotubule wrzeciona
podziatowego, potwierdzajac charakterystyczne dla obu typéw chromosoméw miejsca
przyczepu mikrotubul [45], W komodrkach metafazowych A. cepa (chromosomy
monocentryczne) mikrotubule skupione w wigzki o réznej grubosci (ryc. 1D)) znajdowaty
sie w plaszczyZnie rownikowej komorki, w rejonie zajmowanym przez chromosomy
metafazowe. Wiekszos¢ wigzek mikrotubul przebiegato symetrycznie po obu stronach
ptaszczyzny réwnikowej, co Swiadczy o przynaleznosci wiazek do kinetochoréw
siostrzanych. Mikrotubule wrzeciona L. luzuloides (chromosomy holokinetyczne)
odznaczaty sie matg dtugoscia i réwnomiernym rozmieszczeniem wzdtuz ptaszczyzny
rownikowej komorki (ryc. 2D).

Mejoza odwrécona

U organizméw z monocentrycznymi chromosomami mejoza okreslana jest jako
preredukcyjna, poniewaz podziat redukcyjny poprzedza podziat wyréwnujacy. Podziat
redukcyjny odnosi sie do podziatu, w ktérym chromosomy homologiczne koniugujq i
rozdzielajg sie. W rezultacie w anafazie dochodzi do redukcji liczby chromosoméw o
potowe. U organizméw z kinetochorem dyfuzyjnym zaobserwowano, ze kolejno$¢
podziatdw w mejozie jest odwrécona [zob. 44 i cyt. tam lit.]. W tym typie mejozy
chromatydy siostrzane segregujg w podziale pierwszym (podziat wyréwnujacy), a
chromatydy homologiczne w drugim podziale mejotycznym (podziat redukcyjny). Taki
przebieg mejozy potwierdzaja liczne obserwacje cytologiczne. Chromosomy
homologiczne koniugujg w profazie, w diakinezie obserwowane sg chiazmy (zob. 44 i
cyt. tam lit). Catkowita terminalizacja chiazm nastepuje dopiero w metafazie 1. W tej
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RYCINA 1. Chromosomy monocentryczne Allium cepa (2n = 16) w mitozie: A - ptytka metafazowa; w
powigkszeniu chromosom akrocentryczny z widocznym przewezeniem pierwotnym (strzatka) i
przewezeniem wtornym (gtowka strzatki); B - metafaza, charakterystyczny ukiad chromosoméw w
ptytce metafazaowej, widoczne widkna wrzeciona (strzatka); C - anafaza; D - mikrotubule wrzeciona
(strzatki) uwidocznione przy zastosowaniu przeciwciat anty-a-tubulinowych (wg Madej 1998 za zgoda
redakcji Acta Biol Cracov Bot)
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RYCINA 2. Chromosomy holokinetyczne Luzula w mitozie: A— plytka metafazaowa L. nivea (2n =
12); w powiekszeniu chromosom holokinetyczny bez przewezenia pierwotnego; B - metafaza w
mikroskopie kontrastowo-fazowym, charakterystyczny uktad chromosoméw w ptytce mctafazowej,
widoczne wiokna wrzeciona (strzatka); C - anafaza; D - mikrotubule wrzeciona (strzatki) uwidocznione
przy zastosowaniu przeciwciat anty-a-tubulinowych; E-F - chromosomy metafazowe L. luzuloides w
komérkach kalusa: E - 2n = 16, widoczne chromosomy BL (czerwone strzatki) powstate w wyniku
fragmentacji chromosoméw standardowych AL; F - 2n = 21, widoczny chromosom BL (czerwona
strzatka) oraz mniejsze chromosomy CL powstate w wyniku fragmentacji chromosoméw BL (zielone
strzatki); widoczna fuzja end-to-end dwdch chromosomoéw (gtdwka strzatki). Ryc. B oraz D-F,
odpowiednio wg Madej 1998 i Madej, Kuta 2001 za zgoda redakcji Acta Biol Cracov Bot.
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fazie mejozy dochodzi do przedwczesnego rozdziatu chromatyd, w wyniku czego
biwalenty sg widoczne w postaci czterech, oddzielnych chromatyd potgczonych ze sobg
jedynie telomerami. Taka odrebno$¢ chromatyd siostrzanych potwierdza rekonstrukcja
kolejnych skrawkéw biwalentu Luzula echinata wskazujgca na wystepowanie
niezaleznych obszaréw kinetochorowych na kazdej chromatydzie [6],

W anafazie I, pary chromatyd lezace po przeciwstawnych stronach ptaszczyzny
rownikowej przyjmuja ksztatty bedace ich zwierciadlanym odbiciem. Taki obraz wskazuje
na wyrownujacy typ podziatu. Pozostatosci chiazm sgjeszcze widoczne w anafazie | |
zostaty nazwane przez Nordenskiéld [57] chiazmami reliktowymi. Sag one nastepnym
dowodem przemawiajacym za pierwszym podziatem wyréwnujacym. Chiazmy reliktowe
$wiadcza o tym, ze chromatydy, w ktérych doszto do wymiany podazaja do tego samego
bieguna. Poniewaz uwaza sie, ze chiazmy tworzg sie pomiedzy chromatydami
niesiostrzanymi, to w tym przypadku segregacja chromatyd w miejscu powstania chiazm
dotyczyta chromatyd siostrzanych. Chromatydy taczg sie ponownie w interfazie.
Postredukcja wynika z odpowiedniego utozenia chromosoméw w metafazie | okreslanego
jako auto-orientacja (auto-orientation) lub potozenie rownikowe: biwalenty utozone sa
pod katem prostym do dtugiej osi wrzeciona [zob. 44 i cyt. tam lit.].

Ogélnie uznaje sie, ze mejoza postredukcyjna jest scisle zwigzana z kinetochorem
niezlokalizowanym. Jak od kazdej reguly, sa wyjatki, czego potwierdzeniem jest
wystepowanie z jednej strony tego zjawiska u organizméw z chromosomami
monocentrycznymi np. u pluskwiaka Dysdercus intermedius, z drugiej za$ brak mejozy
odwréconej u niektérych organizméw z chromosomami holokinetycznymi np. u dwéch
gatunkow jedwabnikow oraz u dwdch gatunkow Chionographis [zob. 44 i cyt. tam lit].
U owaddéw z Homoptera, réznice w wystepowaniu dwoch typéw mejozy s skorelowane
z grupa taksonomiczna np. cze$¢ gatunkéw nalezacych do Sternorrhyncha ma mejoze
postredukcyjng, podczas gdy taksony z Auchenorrhyncha majg mejoze preredukcyjng
[zob. 44 i cyt. tam lit.]. Znane sg réwniez przypadki u Hemiptera, jak i u Lepidoptera,
u ktérych mejoza przebiega odmiennie u osobnika meskiego i zenskiego; mejoza
postredukcyjna jest charakterystyczna dla oogenezy, preredukcyjng wystepuje w
spermatogenezie. Skrajnym przypadkiem jest wystepowanie obu typow mejozy w jednej
komdrce. Zjawisko to zostato opisane u przedstawicieli Hemiptera, u ktérych w
zaleznosci od typu chromosomoéw (autosomy czy chromosomy pici) wystepuje pre- lub
postredukcja. Najczesciej | podziat mejotyczny jest wyréwnujacy dla chromosoméw
pici [zob. 44 i cyt. tam lit.].

MUTACJE STRUKTURALNE | LICZBOWE CHROMOSOMOW
HOLOKINETYCZNYCH IN VIVO

Chromosomy holokinetyczne podlegajg mutacjom punktowym oraz powszechnym
aberracjom strukturalnym charakterystycznym dla chromosoméw monokinetycznych, do
ktérych nalezg dclecje i deficjencje, translokacje, duplikacje. Ponadto chromosomy
holokinetyczne mogaulega¢ fragmentacjom, (agmatoploidalnos¢) i fuzjom (symploidalnosc).
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Mechanizm agmatoploidalnosci oraz symploidalnosci nie jest jeszcze doktadnie
poznany. Interesujgce jest, ze agmatoploidalno$¢ pierwotnie uwazano za proces
fragmentacji chromosomdw na dwa réwne fragmenty [42], Jednakze badania wptywu
promieni X na chromosomy holokinetyczne Drosera i Luzula dowiodty, ze mozliwe
jest powstanie fragmentéw réznej wielkosci [42,68]. Z analizy cytologicznej merystemu
lisciowego i kalusa L. luzuloides wynika, ze rzeczywiscie fragmentacja moze prowadzi¢
do powstania dwoch fragmentéw o nieréwnej dtugosci [46]. Sheikh i Kondo [68]
wykazali, ze chromosomy Drosera majg ,,stabe punkty”, w ktérych tatwo moze
dochodzi¢ do peknieé. By¢é moze te ,stabe punkty” odpowiadaja segmentom
hctcrochromatynowym, ktére wykazujg podatno$é na pekniecia. Ponadto badania
lokalizacji hcterochromatyny w rodzaju Drosera [68] oraz£. sylvatica [dane niepubl.]
dowodzg, ze chromosomy tych roslin majg zaréwno heterochromatyne tclomcrowa,
jak i w innych regionach chromosomu, ktdra teoretycznie mogtaby by¢ odpowiedzialna
za ich fragmentacje.

Telomerowe segmenty heterochromatynowe wptywajg takze na formowanie sie
asocjacji end-to-end oraz chromosoméw policentrycznych, czesto bez widocznego
ubytku w zawartosci heterochromatyny. Istnienie interkalarnych sekwencji telome-
rowych, bedacych konsekwencjg fuzji chromosoméw monocentrycznych, stwierdzono
u niektorych organizmow rosélinnych i zwierzecych zaréwno 2z vivo, jak i /« vzTro [ 15,32],

Organizmy z chromosomami holokinetycznymi podlegaja réwniez mutacjom liczbowym
genomu polegajacym na zmniejszeniu, badz zwiekszeniu liczby chromosomdw o pojedyncze
chromosomy, prowadzacym do aneuploidalnosci. U podstaw aneuploidalnosci sensu stricto
(z wylaczeniem czesciowej agmatoploidalnosci i symploidalnosci) lezy aneusomatycznos¢
(zmiany w liczbie chromosméw sg wynikiem zaktocen w rozchodzeniu sie chromatyd w
mitozie lub chromosoméw w mejozie) oraz dysploidalno$¢ zstepujaca tub wstepujaca (u
podstaw lezg zmiany strukturalne chromosoméw prowadzace odpowiednio do obnizenia
badz podwyzszenia podstawowej liczby chromosméw). Znane sg réwniez przykiady
wystepowania poliploidow wihasciwych (zwielokrotnienie liczby genomow, ktéremu
towarzyszy zwiekszenie ilosci DNA).

Agmatoploidalnosé

Termin agmatoploidalnos¢ zostat przyjety i jest stosowany przez cytogenetykéw
roslinnych, natomiast w znacznie mniejszym stopniu pojecie to zostato zaakceptowane
przez cytogenetykdéw zwierzecych [42],

Wsrdd taksondéw z chromosomami holokinetycznymi oprécz poliploidéw whasciwych
i aneuploidéw wystepujg agmatoploidy czesciowe, bedace skutkiem fragmentacji
pojedynczych chromosomow holokinctycznych oraz agmatoploidy catkowite, powstajace
w wyniku fragmentacji catych genomow [42], W konsekwencji, zjawisko to powoduje
wzrost liczby odpowiednio mniejszych o potowe chromosoméw i powstanie nowego
cytotypu, réznigcego sie zaréwno liczbg jak i wielkoscig chromosomoéw od blisko
spokrewnionych gatunkéw (cytotypdw) z nizszymi liczbami chromosomoéw. Zaleznos$¢
tq w rodzaju Luzula opisata Nordenskiéld [55,56],
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Ze wzgledu na wystepowanie agmatoploidalnosci, ustalenie samej liczby
chromosomow okazuje sie niewystarczajace do wyznaczenia poziomu ploidalnego
gatunkéw. Wiele gatunkéw np. w rodzaju Luzula posiada tetraploidalng liczbe
chromosomow 2n = 24, ale nalezg one do poziomu diploidalnego, poniewaz wszystkie
chromosomy sg o potowe mniejsze od chromosoméw standardowych. W przypadku
Luzula ploidalno$¢ badanych gatunkow ustalano réznymi metodami. Jedna z nich byto
mierzenie dtugosci chromosomow; mozna rowniez oblicza¢ objetos¢ genomu, ustalajac
zawartos¢ jadrowego DNA mikrodensytometrycznie, badz cytometrycznie [35]. U
diploidéw i wiasciwych poliploidéw chromosomy metafazowe powinny by¢ mniej wiecej
tej samej dtugosci (okreslane w rodzaju Luzulajako AL), podczas gdy u agmatoploidéw
znacznie krotsze (o potowe w przypadku chromosoméw BL; w przypadku chromosomoéw
CL stanowig 1/4 chromosomu AL).

Holokinetyczna natura chromosomoéw umozliwia istnienie agmatoploidéw, bowiem
zapobiega eliminacji nowo powstatych fragmentéw. Role agmatoploidalnosci w
powstawaniu nowych gatunkéw i cytotyp6w potwierdzajg obserwacje mejozy. W mejozie
mieszancéw miedzygatunkowychL z/za/a o tym samym lub réznym stopniu ploidalnosci
i roznej wielkosci chromosomow [56] oraz u gatunkdw Carex, posiadajacych nieparzyste,
aneuploidalne liczby chromosomoéw [40,41], tworza sie multiwalenty ztozone z
wiekszego chromosomu i dwoch lub wiekszej liczby odpowiednio mniejszych
chromosomaéw.

W rodzaju Carex znane sg liczby chromosomoéw dla wielu gatunkéw [zob. 24 i cyt.
tam lit.]. Wykazano, ze tworzg one rozlegte serie aneuploidalne (od n = 6 do n = 68), co
wskazuje na wazna role tego zjawiska w ewolucji rodzaju Carex. Na podstawie analizy
morfologii i zachowania sie chromosomow w mejozie stwierdzono, ze aneuploidalno$¢
u Carexjest wynikiem agmatoploidalnosci.

Fragmentacja/fuzja chromosoméw nie jest jednakowo rozpowszechniona wsréd
organizméw z chromosomami holokinetycznymi. Agmatoploidalno$¢ czeSciowa i
symploidalno$¢ czeSciowa wystepuje z duzg frekwencjg u Carex [41], ale nic obserwuje
sie tych zjawisk u Rhynchospora [43] i Cuscuta [62], Agmatoploidalnos¢ catkowita
jest typowa dla rodzaju Luzula. U Droseraceae sugeruje sie wystepowanie
agmatoploidalnosci czesciowej w przypadku niektérych gatunkéw [68],

Zwigzek agmatoploidalnosci i ewolucji nie jestjasny. Jedynie z badan cytologicznych
nad japonskimi populacjami Carex conica, 2n = 32, 34, 36-38 [24] oraz hiszpanskimi
populacjami C. laevigata, 2n = 69-80 [41] mozna wnioskowac o adaptacyjnej wartosci
agmatoploidalo$ci: rozmieszczenie poszczegdlnych cytotypow jest sokorelowane z
szerokos$cig geograficzna.

Symploidalnos¢

Na zmienno$¢ kariologiczng organizmoéw posiadajacych chromosomy holokinetyczne
majg takze wplyw fuzje chromosoméw okreslane jako zjawisko symploidalnosci.
Podobnie jak agmatoploidalno$¢ zjawisko to dotyczy pojedynczych chromosomow w
kompleksie, wowczas nosi nazwe symploidalnosci czesciowej lub dotyczy wszystkich
chromosomow, co okresla sie mianem symploidalnosci catkowitej [42],
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U danego gatunku moze dojs¢ zaréwno do fragmentacji jak i do fuzji chromosomow,
co odzwierciedla sie w liczbie chromosoméw i kariotypie. Na przyktad Carex divulsa
posiada trzy cytotypy 2n = 57, 58, 59, przy czym liczba chromosoméw 2n = 57 powstata
w wyniku symploidalnosci czesciowej, a 2n = 59 w wyniku agmatoploidalnosci
czesciowej. W przypadku niektérych kariotypow nie jest pewne, czy powstaty one w
wyniku fragmentacji chromosoméw nalezacych do kariotypu o nizszej liczbie
chromosomoéw, czy w wyniku fuzji z kariotypu o wyzszej liczbie chromosoméw. Tak
jest w przypadku L. oresta 2n = 20, 22, czy L. spicata 2n = 12, 14, 24.

Symploidalno$¢ catkowita prawdopodobnie doprowadzita do powstania gatunkéw
z bardzo niska liczbg chromosomow. U L. purpurea (2n = 6) chromosomy sg trzykrotnie
wieksze od chromosomoéw gatunkéw z 2n = 12 [55,56]. Rosling z najnizszg liczbg
chromosoméw holokinetycznych jest Rhynchospora tenuis (2n = 4). Liczba ta powstata
z cytotypu 2n = 8 przez symploidalnos¢ catkowitg [79], W rodzaju Rhynhospora
(Cyperaceae) przyczyng powstawania serii aneuploidalnych sg strukturalne zmiany
wywotane przez fuzje chromosomoéw [41],

CHROMOSOMY HOLOKINETYCZNE
W KULTURZE KALUSA

Badania cytologiczne kalusa uzyskanego w kulturach in vitro réznych tkanek
roslinnych dotycza gtéwnie gatunkéw roslin posiadajgcych chromosomy
monocentryczne. Niestabilnos¢ chromosomoéw w kulturach tkanek in vitro, jak réwniez
hipotezy dotyczace mechanizmow warunkujgcych zmiennno$é genetyczng komorek,
zostaly przedstawione w licznych artykutach przegladowych [zob. 46 cyt. tam lit.].
Zmienno$¢ indukowana w kulturach in vitro obejmuje powstanie komérek
poliploidalnych, haploidalnych, aneuploidalnych, strukturalne mutacje chromosomow,
mutacje genowe, réznicowa replikacje DNA oraz zaktdcenia procesu mitozy.

Bardzo nieliczne sg doniesienia o zréznicowaniu kariologicznym w komérkach kalusa
wyprowadzonego z tkanek taksonéw majacych chromosomy holokinetyczne i dotyczg
one gtdwnie rodzaju Luzula [46,71]. W komodrkach kalusa, uzyskanego z merystemu
lisSciowego przedstawicieli rodzaju Luzula, obserwowano duzgzmienno$¢ kariologiczna.
U L. multiflora (2n = 36) wystepowaty komorki aneuploidalne i mutacje strukturalne
chromosomow; u diploidalnego gatunku L. luzuloides (2n = 12) wystepowaty dodatkowo
komérki poliploidalne, a zakres liczb chromosomoéw w komdrkach kalusa wahat sie od
2n =7 do 2n = 48. Z danych tych wynika, ze chromosomy z kinetochorem dyfuzyjnym
nie wykazujg wiekszej stabilnosci w kulturze kalusa od chromosoméw mono-
centrycznych [46]. Mutacje strukturalne chromosomoOw wraz z zaburzeniami przebiegu
mitozy doprowadzity do powstania aneuploidalnych liczb chromosoméw
(aneuploidalnos¢ sensu lato obejmuje aneusomatycznosé, dysploidalno$¢é, agmato-
ploidalno$¢ czesciowa, symploidalno$¢ czeSciowa) reprezentowanych przez rézne
kariotypy. Obok liczb aneuploidalnych na poziomie diploidalnym i poliploidalnym, w
komdrkach kalusa wystepowaly liczby poliploidalne (euploidalne) powstate w wyniku
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poliploidalnosci wtasciwej (autopoliploidalnosci) i agmatoploidalnosci, przy czym zjawisko
agmatoploidalnosci catkowitej wystepowato z niskg frekwencjg [46]. Rzadkos¢ tego
zjawiska w komorkach kalusa wskazuje, ze chociaz jest to zjawisko typowe dla Luzula
in vivo (obserwowane byto we wszystkich sekcjach rodzaju), to w warunkach hodowli
m vitro odgrywa marginalng role. Prawdopodobnie tez rézne gatunki Luzula wykazuja
rézng tendencje do fragmentacji catego zestawu chromosomow.

Do najczesciej obserwowanych mutacji strukturalnych chromosomoéw w komérkach
kultury in vitro roslin z chromosomami monocentrycznymi zalicza sie aberracje
chromosomowe typu: asocjacje end-to-end, powstawanie chromosomow dicentrycznych,
policentrycznych, charaktrystycznych chromosomdw pierscieniowych, ponadto zdarzajg
sie delecje, duplikacje, translokacje, Znacznie rzadziej wystepujg aberracje chroma-
tydowe [11-13, 31,32, 82,83]. W komorkach kalusa L. luzuloides obserwowano
wiekszo$¢ z powyzszych mutacji, w tym asocjacje end-to-end, fragmentacjc
(agmatoploidalnosc), delecje, translokacje, fuzje chromosoméw (symploidalno$c) [46].

W komorkach kalusa L. luzuloides na szczeg6lng uwage zastugujg agmatoploidalnos¢
czesciowa i symploidalno$¢ czeSciowa, a wiec odpowiednio fragmentacja i fuzja
chromosomoéw (ryc. 2E,F). W przypadku chromosoméw monocentrycznych
fragmentacja chromosomow czesto prowadzi do powstania licznych wtérnych aberracji.
Wigze sie to z powstaniem wolnych koncow chromosoméw i sktonnoscig do fuzji z
innymi fragmentami chromosomow, w wyniku czego tworzg sie chromosomy
dicentryczne, ktore najczesciej prowadzg do powstania mostow w anafazie i wchodzg
w cykl pekniecie-fuzja-most. Konsekwencjgfragmentacji jest tez powstanie mikrojader
widocznych w jadrach interfazowych. Wykazano, ze pekniecia dotyczg okre$lonych
chromosomow i nastepuja w specyficznych miejscach chromosomu, szczeg6lnie w
rejonie zawierajgcym heterochromatyne [82,83,87]. Mechanizmem prowadzacym do
pekniec jest wg Lee i Phillips [38] opdzniona replikacja heterochromatyny. Warunki /7z
v/7ro czesto prowadzg do rozsynchronizowania przebiegu fazy S cyklu mitotycznego.
Na niedokonczenie replikacji DNA narazone sg gtdwnie regiony heterochromatynowe.
Wiele wskazuje, ze mechanizm agmatoploidalnosci i symploidalnosci zaréwno in vivo,
jak i in vitro moze opiera¢ sie na udziale heterochromatyny w samoistnych peknieciach
i fuzjach chromosomdéw. Wahania w czestotliwosci tych zjawisk w warunkach kultury
kalusa moga dodatkowo wynika¢ z op6znionej replikacji heterochromatyny na skutek
zmian metabolicznych komorek, a wiec i zaburzen w fazie S.

W wiekszosci badan przeprowadzonych na réznych gatunkach roslin z
chromosomami monokinetycznymi, w kulturach diugoterminowych, zmiennos¢
genetyczna komorek nasila sie w miare trwania kultury [ 18,30,32,46,47,82,83]. Zjawisko
to moze dotyczy¢ frekwencji aberracji chromosomowych, jak réwniez poziomu i
czestotliwosci pojawiania sie komorek poliploidalnych. Ograniczenie, bagdz wzmozenie
proliferacji okreslonych linii komérkowych (linii o okreslonym sktadzie komérkowym)
warunkuje w duzym stopniu sktad pozywki, a takze fizyczny stan pozywki. W rezultacie
linie o danym Kkariotypie uzyskuja przewage liczbowaw danych warunkach hodowli.

Odmienng sytuacje stwierdzono w przypadku komorek kalusa L. luzuloides. Nie
obserwowano stopniowego wzrostu udziatu komorek z jakimkolwiek typem zmiennosci.
Nie wystepowata liniowa zalezno$¢ miedzy zmiennoscig liczbowa (poliploidalnosé,
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aneuploidalno$é¢), czy strukturalng (agmatoploidalno$é, symploidalno$¢) a czasem
trwania hodowli. Liczba komérek z kariotypem standardowym zmniejszyta sie
gwaktownie w kilku analizowanych proébach, jednak w nastepnych miesigcach znéw
byta wysoka i dominujaca nad komoérkami ze zmienionymi kariotypami. Skoki liczby
komoérek z poszczegélnymi typami zmiennos$ci stanowiag zasadniczg réznice w
poréwnaniu z kulturami in vitro roslin z chromosomami monocentrycznymi [46].

MUTACJE LICZBOWE CHROMOSMOW
HOLOKINETYCZNYCH A ILOSC DNA

Wiekszo$¢ prac nad zawartoscigjgdrowego DNA dotyczy taksondw z chromo-somami
monocentrycznymi; stosunkowo niewiele wiadomo o zmiennosci w ilosci jadrowego DNA
u roslin z chromosomami holokinetycznymi, chociaz stanowig bardzo ciekawy obiekt
takich badan, bowiem dla chromosoméw holokinetycznych charakterystyczne sa mutacje
strukturalne chromosoméw podwyzszajace liczbe chromosomoéw (agmatoploidalnosé),
badZ obnizajace liczbe chromosoméw (symploi-dalnos¢), czemu nie towarzysza zmiany
w ilosci jadrowego DNA. Wiele prac poswiecono kariologicznemu zroznicowaniu taksonow
roslinnych z chromosomami holokinetycznymi [zob. 35,46 i cyt. tam lit.] natomiast jest
bardzo mato danych na temat korelacji tego zr6znicowania ze zmiennos$cia w ilosci
jadrowego DNA. Prace na ten temat dotyczyly gtéwnie gatunkéw z rodzaju Luzula.
Chociaz badano ilos¢ jadrowego DNA u tych samych gatunkow, to podawane wartosci
jadrowego DNA (2C) byty rézne w zaleznosci od autoréw, co wynikato gtdwnie z
zastosowanych technik. Powszechnie wiadomo, ze roznice w ilosci jadrowego DNA
mogawynikac z zastosowanej metody, a szczegdlnie uzytych barwnikow, a nie z faktycznej
zmiennosci [59]. Halkka [23] podat wielko$¢ genomu (2C) dla dwoch gatunkéw Luzula'.
L. luzuloides (2n = 12; 3.338 pg) i L. multiflora (2n = 36; 6.264 pg). Nieco pozniej
Barlow and Nevin [2] ustalili dla tych samych gatunkéw zupetnie inne wartosci 2C. Dla
L. luzuloides warto$¢ 2C byta nizsza i wynosita 2.34 pg zas$ dla L. multiflora prawie
trzykrotnie nizsza niz podat Halka [23 ] i wynosita 1.90 pg (1964). Dodatkowo autorzy
podali wartos$¢ 2C dla L. nivea (1.84 pg). Sen i wspdtaut. [71] ustalili ilos¢ jadrowego
DNA dla 6 gatunkdéw Luzula, podajac 3.025 pg dla¢,. nivea i 3.515 pg dla L. luzuloides.
Roéwnoczesnie autorzy zaobserwowali niskg zmienno$¢ w wielkosci genomu u L. nivea
natomiast bardzo wysokau L. luzuloides (i 4 pozostatych gatunkéw). Takie same wyniki
dla L. luzuloides i L. nivea uzyskali Mukherjee i wspotaut. [53]. Nalezy podkreslic, ze
autorzy powyzszych prac ustalali ilos¢ jadrowego DNA cytofotometrycznie, stosujac
barwienie wg metody Feulgena. na podstawie danych dotyczacych liczb chromosoméw
i ilos¢ DNA w komérkach kalusa i korzenia badanych gatunkéw Luzula, Sen i wspotaut.
[71] stwierdzili, ze duzemu zr6znicowaniu kariologicznemu nie towarzyszy zmienno$¢ w
ilosci DNA, stad wynikato jasno, ze zmienno$¢ w liczbach chromosomow zwigzana jest
z fragmentacjg badz fuzjg chromosomow kompleksu, bowiem tego typu mutacje nie
maja wptywu na warto$¢ DNA.
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Ostatnio, do ustalenia ilosci jadrowego DNA stosuje sie bardziej precyzyjne techniki,
do ktérych zaliczy¢ nalezy cytometrie przeptywowsg z wykorzystaniem barwnikow
fluorescencyjnych (jodek propidyny, DAPI) [54,59].

llo$¢ jadrowego DNA ustalona przy wykorzystaniu cytometrii przeptywowej i
barwieniu jgder jodkiem propidyny i DAPI dla trzech, uprzednio badanych, gatunkéw
Luzula (L. luzuloides, L. nivea. L. multiflora) wynosita: 1.584 pg dla L. luzuloides,
1.566 pg dla L. nivea i 3.034 pg dla L. multiflora. Wyraznie wida¢, ze wartosci te sg
dla L. luzuloides i L. nivea prawie dwukrotnie nizsze w stosunku do wynikéw
poprzednich badaczy, oraz ze zmiennos$¢ w ilosci jadrowego DNA byta réwniez duzo
nizsza niz podawano uprzednio [35], W przypadku dwdch gatunkéw diploidalnych (;.
luzuloides i L. nivea) nie stwierdzono znaczacych roznic w ilosci jgdrowego DNA,;
ustalone wartosci byty prawie takie same, co koresponduje z identyczna liczba
chromosomow u obu taksonow (2n = 12) i prawie takg sama dtugoscig chromosomow.
Natomiast warto$¢ jadrowego DNA u heksaploidalnego gatunku L. multiflora (2n =
36) byla prawie dwukrotnie wyzsza, co potwierdza hipoteze o poliploidalnym
(zwigkszeniu ilosci chromosoméw towarzyszy zwiekszenie ilosci DNA), a nie
agmatoploidalnym pochodzeniu tego taksonu (zwiekszeniu liczby chromosomow nie
towarzyszy zwigkszenie ilosci DNA).

PERSPEKTYWY

Informacje dotyczace chromosoméw holokinetycznych przedstawiajg obecny stan
wiedzy na temat tego typu chromosomow u roslin. Na szereg pytan ciagle nie ma
odpowiedzi, co z kolei wskazuje kierunki dalszych badan. Do najwazniejszych mozna
zaliczy¢ udokumentowanie rozmieszczenia biatek kinetochorowych przy wykorzystaniu
okreslonych przeciwciat, co pozwolitoby ostatecznie stwierdzi¢ czy kinetochor jest
rozciggniety na catej dtugosci chromosomu holokinetycznego, czy sa fragmenty
(kocowe badz w innych regionach chromosomu) bez kinetochoru, jak réwniez
wykazanie rozmieszczenia sekwencji centromerowych DNA metodg hybrydyzacji in
situ oraz biatek centromerowych metodami immunofluorescencyjnym. Takie badania
nie byty prowadzone do tej pory na roslinnych chromosomach holokinetycznych.
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PROGRAMOWANA SMIERC KOMORKOWA (PCD)
W ROZWOJU ROSLIN WYZSZYCH

PROGRAMMED CELL DEATH IN HIGHER PLANT DEVELOPMENT
Maria CHARZYNSKA

Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin, Instytut Biologii Eksperymentalnej Roslin,
Uniwersytet Warszawski

Streszczenie: Termin ,,programowana $mier¢ komérkowa” lub ,,programowana $mier¢ komérki” (PCD,
ang. programmed cell death) okresla kontrolowany genetycznie proces $mierci komoérek organizmoéw
eukariotycznych, indukowany przez czynniki endogenne badz egzogenne i realizowany dzieki urucho-
mieniu przez samag komdérke mechanizmoéw molekularnych, prowadzacych do jej $mierci. PCD jest
pojeciem szerszym niz apoptoza - S$mier¢ komorki zwierzecej o charakterystycznym morfotypie i
intemukleosomalnym cieciu nDNA, gtéwnym wyznaczniku biochemicznym fazy wykonawczej. Gene-
tyczne mechanizmy PCD sasilnie ewolucyjnie konserwowane u réznych grup zwierzat i dobrze opisane
na poziomie molekularnych drog jej realizacji. Aktualne jest pytanie, czy rosliny realizujagc PCD stosu-
ja te same silnie konserwowane mechanizmy molekularne jak $wiat zwierzat? Pytanie tym bardziej
wazne, ze w zsekwencjonowanym genomie Arabidopsis thaliana, nie znaleziono homologéw genéw
kluczowych do realizacji programu $mierci u zwierzat. Badania cytologicznych i molekularnych aspek-
téw PCD komorek, tkanek i organéw, zachodzacej zgodnie z programem rozwojowym rosliny wyzszej,
w fazie wegetatywnej i generatywnej, z zastosowaniem nowych technik badawczych oraz w ukfadach
in vitro, zblizajg do zidentyfikowania genéw sterujacych procesami PCD. PCD charakteryzujg cechy
morfologiczne, ktére sg wynikiem przeorganizowania molekularnej i strukturalnej organizacji prze-
strzennej wszystkich przedziatow komorki. Komérki podlegajace PCD, zaréwno roslinne jak zwierze-
ce, r6znig si¢ miedzy sobg organizacjg i nie moze dziwi¢, ze morfotyp PCD wszystkich typéw komaérek
nie jest taki sam. Ktére komorki i tkanki podlegaja PCD w rozwoju rosliny okrytonasiennej? Czy
starzenie sie organéw rosliny uruchamia mechanizmy PCD? Jaka jest relacja miedzy cyklem komoérko-
wym a PCD? Czy réznicowanie i endoploidyzacja komoérek roslinnych sg warunkiem wejscia na droge
PCD? Czy mitochondria sajej elementem sprawczym? Czy PCD prowadzi zawsze do zupetnego unice-
stwienia komorki roslinnej? Czy PCD w organizmie rosliny petni gtéwnie role usuwania zbytecznych,
potozonych w niewtasciwym miejscu lub uszkodzonych komorek, jak definiuje wielu autoréw? Jaka
jest rola regulatoréw wzrostu i rozwoju w koordynacji proceséw PCD w obrebie ciata rosliny? To tylko
niektore z pytan, wymagajacych dyskusji.

Stowa kluczowe: programowana $mier¢ komérkowa (PCD), apoptoza, rosliny wyzsze.
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Summary: The term ,,programmed cell death” (PCD) defines a tightly genetically controlled pro-
cess leading to cell destruction in eukaryotic organisms; the process is induced by endogenous or exo-
genous factors and proceeds due to molecular mechanisms that are triggered by the cell itself. PCD is
a definition broader than apoptosis. The latter term defines the programmed death of animal cells with
a characteristic morphotype and intemucleosomal cleavage of nDNA, which is the mean biochemical
marker of the executive phase. Genetic mechanisms of PCD are markedly conserved during evolution
of various groups of animals and the molecular PCD pathways have been described in detail. At pre-
sent, the essential question is whether plants — when executing PCD - apply the same highly evolutio-
nary conserved molecular mechanisms as the animal kingdom? The question is the more important that
in the sequenced genome of Arabidopsis thaliana, no homologues were found of the key genes of the
animal cell death program. Much present research concerns the cytological and molecular aspects of
PCD in cells, tissues and organs, the PCD that takes place according to the developmental program of
higher plants in the vegetative and generative phases. These experiments are carried out with the use of
new techniques, in in vitro systems, and are aimed at identification of genes steering the PCD processes
in plants. PCD is characterised by morphological features that result from reorganisation of the molecu-
lar and structural architecture of all cellular compartments. Plant and animal cells undergoing PCD
differ in organisation, hence, no wonder that the morphotypes of PCD of various cell types show prono-
unced differences. Which cells and tissues undergo PCD in the development of an angiosperms plant?
Does plant organ senescence involve PCD mechanisms? What is the relation between cell cycle and
PCD? Is differentiation and polyploidization of plant cells the condition of entering the PCD pathway?
Are mitochondria the causal factor in plant PCD? Does PCD always lead to complete destruction of the
plant cell? Does PCD in the plant organism serve mainly the role of removing redundant, misplaced or
damaged cells, as claimed by many authors? What is the role of growth and development regulators in
coordination of PCD processes in the plant body? These are only some ofthe numerous questions which
need to be discussed.

Key words: programmed cell death (PCD), apoptosis, higher plants.
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SYSTEMY REPORTEROWE Z WYKORZYSTANIEM
GENOW KODUJACYCH /3-GLUKURONIDAZE, (GUS)

| ZIELONO FLUORYZUJACE BIALKO {GFP)

CYTOCHEMISTRY IN PLANT BIOTECHNOLOGY - APPLICATION
OF R-GLUCURONIDASE (GUS) AND GREEN FLUORESCENT
PROTEIN (GFP)-BASED REPORTER SYSTEMS

Andrzej Kiejstut KONONOWICZ, Aneta WIKTOREK-SMAGUR,
Katarzyna HNATUSZKO

Zaktad Cytogenetyki i Biologii Molekularnej Roslin, Uniwersytet + 6dzki

Streszczenie: Transformacja genetyczna roslin odgrywa istotng role we wspétczesnej biotechnologii.
Genetycznie modyfikowane rosliny budza coraz wieksze zainteresowanie nie tylko jako rosliny upraw-
ne, ale takze jako potencjalne bioreaktory do produkcji naturalnych biofarmaceutykéw i innych warto-
$ciowych metabolitéw wtérnych oraz rekombinowanych biatek znajdujacych zastosowanie w terapii
licznych chordéb, jako szczepionki, enzymy diagnostyczne i przemystowe. Trwajg intensywne prace nad
wykorzystaniem transgenicznych roslin w procesie fitoremediacji. Najnowsze, ale takze klasyczne tech-
niki i metody cytochemiczne wykorzystywane sa na kolejnych etapach zaréwno opracowywania techno-
logii genetycznej transformacji roslin, jak i w trakcie ich realizowania. Przykladem takich zastosowan
moga by¢ cytochemiczne metody analiz wykorzystujace tzw. geny reporterowe - uidA (gusA) i gfp,
kodujace, odpowiednio, [3-glukuronidaze (GUS) i zielono fluoryzujace biatko (GFP).

Stowa kluczowe: biotechnologia roslin, /3-glukuronidaza, GFP, GUS, techniki cytochemiczne, transfor-
macja genetyczna roslin, uidA.

Summary: Genetic transformation of plants plays an important role in modem biotechnology. Geneti-
cally modified plants attract attention not only as cultivated plants (vegetables, grain crops) but also as
bioreactors for production of valuable secondary metabolites, and recombinant proteins which can be
used as pharmaceuticals, vaccines, antibodies and diagnostic or industrial enzymes. Moreover, since
the middle 90’ an extensive research has been done towards application of transgenic plants for phyto-
remediation technology. Several modem cytochemical techniques and methods are being used during
both development of plant genetic transformation technologies as well as during their applications.
Two reporter genes, uidA (gusA) and gfp, coding /~glucuronidase enzyme (GUS) and green fluorescent

* Dofinansowanie: KBN 6 P04B 003 18, KBN 6 P04G 112 20
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protein (GFP), respectively, are an example of utilization of cytochemical tools in plant biotechnology.

Key words: /3-glucuronidase, cytochemical techniques, GFP, GUS, plant biotechnology, plant genetic
transformation, uidA.

Dynamiczny rozwoj wspotczesnej biotechnologii ma swoje Zzrédta w imponujacym
postepie badan i - w konsekwencji - w znaczacych osiggnieciach wielu dyscyplin nauk
przyrodniczych i technicznych. Jednym z imperatywdw nowoczesnych badan naukowych
jest ich charakter aplikacyjny. Biotechnologia, z definicji, zajmuje sie nie tylko
tworzeniem nowych technologii wykorzystujacych zywe organizmy, ale takze technologii
modyfikujacych te organizmy w celu wykreowania nowych szczepéw, odmian, gatunkéw
o unikalnych wiasciwosciach uzytkowych. Z tych wzgledéw, biotechnologie, z jednej
strony ogniskujg w sobie najnowsze osiggniecia nauk przyrodniczych i technicznych, z
drugiej za$ - wihasnie w nich znajdujg swoje odbicie osiggniecia tych nauk. Inter-
dyscyplinarno$¢ biotechnologii spetnia zaréwno funkcje integrujgca rézne dyscypliny
naukowe jak i stymulujgca rozwdj nauk biologicznych, matematyczno-fizycznych,
chemicznych, inzynieryjno-technicznych, informatyki etc. Wiecej, biotechnologiajest
jednym z czynnikow, ktore poszerzajg horyzonty myslowe naukowcéw, inzynierow i
technologéw; jest impulsem, ktory stale pobudza ludzkg wyobraznie, pomystowos¢,
tworczg inwencje. Nieodtgcznymi elementami biotechnologii znajdujacymi zastosowanie
w medycynie, rolnictwie, roznych gateziach przemystu i ochronie srodowiska staty sie
inzynieria genetyczna i technologia genetycznej transformacji organizmow zywych.
Jednym z Kluczowych elementow technologii transformacji genetycznej sg osiggniecia
w zakresie biologii komorki, a wérdd nich - w zakresie cytochemii.

Techniki i metody cytochemiczne, takze te uwazane obecnie za klasyczne, znajduja
liczne zastosowania w metodologii konstruowania genetycznie zmodyfikowanych
organizméw [31, 47, 58, 62-64, 66, 71, 95, 97]. Stanowig one ciggle niezastgpione
narzedzie badawcze w inzynierii syntetycznych genéw [5, 53, 57], w monitorowaniu
[9], korygowaniu i modyfikowaniu ich genomowej integracji [29, 60] oraz ich
subkomorkowej, tkankowej i organowej ekspresji [34, 35, 55, 68, 92]. Sa waznym
narzedziem wykorzystywanym podczas projektowania [32, 53, 78] oraz strukturalnego
i funkcjonalnego optymalizowania gendw ,,skrojonych na miare” [5, 14, 23, 48, 57,
67, 69], Znaczace miejsce wsréd nich zajmuja metody wykorzystujace geny, ktére w
latach 80. ubiegtego stulecia, majac na wzgledzie rolejaka spetniaty wtedy w procedurze
transformacji genetycznej, nazwano genami reporterowymi. SzczegoOlnie szerokie
zastosowanie znalazty dwa z nich: uidA (gusA) i gfp.

Pierwszy z nich, uidA (gusA), wyizolowany z Escherichia coli, koduje enzym f-
glukuronidaze (EC 3.2.1.31) hydrolizujacy /3-glukuronidy, a jego aktywnos¢ w komorce
mozna wykry¢ przy uzyciu prostego, a zarazem czutego testu wykorzystujacego liczne
dostepne komercyjnie chromogeniczne substraty [31,47,48], GUS jest bardzo stabilnym
enzymem w szerokim zakresie warunkéw fizjologicznych. O czestym wykorzystaniu GUS
w transformacji genetycznej decydujg w gtéwnej mierze mozliwosci histochemicznej
lokalizacji jego aktywnos$ci w tkankach i catych organizmach oraz iloSciowego oznaczania
jego aktywnosci relatywnie tanim i wysoce wrazliwym fluorogenicznym testem [31,78], W
swej najprostszej formie, preintegracyjna, przejsciowa (ang. transient), oraz
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postintegracyjna, stabilna (ang. stable) ekspresja genu kodujacego /3-glukuronidaze
znajdujg szerokie zastosowanie w monitorowania procesu genetycznej transformaciji
[11-13,31,60,68], w Sledzeniu i poznawaniu czasowej i przestrzennej regulacji ekspresji
gendéw na poziomach subkomdrkowym i ponadkomérkowym [ 16, 53], w funkcjonalnej
analizie catych promotoréw lub ich skfadowych elementéw regulatorowych [78], a
wreszcie - w konstruowaniu syntetycznych genow i optymalizowaniu ich ekspres;ji
[31]. Osobng grupe zastosowan uidA stanowig techniki wykorzystujace strategie
translacyjnych fuzji genowych z wykorzystaniem systemu reporterowego [3-
glukuronidazy [20, 23, 31, 48, 77]. Sposrdod licznych zalet tego systemu
przemawiajacych za jego wykorzystaniem w badaniach nad wewngatrzkomorkowa
migracja biatek (np. nuclear targeting), oprécz juz wczesniej zasygnalizowanych,
wymieni¢ trzeba brak wykrywalnej endogennej aktywnosci GUS u wigkszosci
organizméw eukariotycznych oraz duzg stabilno$¢ nie tylko w komérkach, ale i
ekstraktach [31,47,48]. Ponadto, ze wzgledu na swoje relatywnie duze rozmiary GUS
zachowuje sie w komarce jak wigkszos¢ biatek cytoplazmatycznych i nie dyfunduje do
jadra komoérkowego, natomiast w fuzji z sekwencjg zawierajacg funkcjonalny NLS
(ang. nuclear localization signal) jest efektywnie transportowana z cytoplazmy do
jadra komorkowego. Bardzo wazng zaletg GUS jest, ze biatko to wysokg aktywnos$¢
enzymatyczng zachowuje w N- i C-koncowych fuzjach z heterologicznymi
polipeptydami. Pozwala to na duzg swobode projektowania fuzji genowych i stwarza
mozliwosci ich licznych zastosowarn - wymieni¢ wystarczy mapowanie NLS6w oraz
analize mechanizmdéw regulatorowych kontrolujgcych jadrowy transport [31,68, 77],

GFP, zielono fluoryzujace biatko (Green Fluorescent Protein), odkryte zostato u meduzy
krolewskiej (Aequorea victoria) [1,8, 17, 65, 70]. Gen kodujacy to niewielkie, liczace
238 aminokwaséw biatko [17, 76], byt poczatkowo wykorzystywany jako marker
reporterowy w transformacji genetycznej organizmoéw pro- i eukariotycznych, w tym
takze roslin [6,10,15,26,27,37, 38,49, 50, 56, 74, 86,93,95]. Gtéwng zaletg GFP jest
mozliwos¢ detekcji emitowanej fluorescencji w warunkach in vivo, po naswietleniu
promieniami UV o dtugosci fali 400 i 475 nm [7, 14, 25, 24, 36, 39-41, 62, 69, 72, 79,
80]. Modyfikacje sekwencji kodujacej GFP pozwolity zmieni¢ szereg wtasciwosci biatka
i umozliwity jego nowe zastosowania [2, 9, 15, 18, 19, 22, 39, 61, 72, 73, 82, 87, 94],
m.in. uzyskano kilka nowych wariantéw spektralnych (BFP - bluefluorescentprotein,
CFP - cyan fluorescent protein, YFP - yellow fluorescent protein) [33, 36, 89, 97],
Badania z wykorzystaniem fuzji genowych GFP ijego wariantow spektralnych z innymi
biatkami znalazty szerokie zastosowanie w biologii komérki stanowiac alternatywe badan
biochemicznych i immunoznakowania. Fuzje te umozliwiajg detekcje oraz subkomorkowa
i ponadkomorkowg lokalizacje badanych biatek [25, 28, 30, 36, 43, 46, 81, 84, 85],
obserwacje ich wewnatrzkomorkowego transportu [51,58], pozwalajgna analize biogenezy
i dynamiki organelli komdrkowych [21,25, 33, 36, 42, 52, 54, 59, 83, 85, 91], detekcje
chromatyny, macierzy jadrowej i chromosoméw oraz analize ich strukturalnej i
funkcjonalnej organizacji [51,58], jak réwniez sledzenie dynamiki transportu biatek w i
pomiedzy zywymi komdrkami [44, 45, 88, 90, 91, 96].

Nalezy sadzi¢, ze kolejne osiggniecia w dziedzinie biologii molekularnej i biologii
komorki oraz dalsze doskonalenie komputerowych systemow detekcji i analizy GUS
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oraz GFP i jego wariantéw, znacznie poszerzg zakres wykorzystania tych biatek w
badaniach podstawowych i w biotechnologii.
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MECHANIZMY KONDENSACJI CHROMOSOMOW

MECHANISMS OF CHROMOSOME CONDENSATION

Janusz MASZEWSKI i Dorota RYBACZEK

Katedra Cytofizjologii Uniwersytetu £.6dzkiego

Streszczenie'. Mitotyczna kondensacja i segregacja chromosoméw to dwa procesy, ktére zapewniajg pra-
widtowe dziedziczenie zreplikowanych sekwencji genomu. Chociaz od czasu publikacji Walthera Fle-
minga i zamieszczonych w niej pierwszych rysunkéw mitotycznych komérek salamandry mineto juz po-
nad 120 lat, aktualny stan wiedzy wcigz jeszcze nie pozwala na stworzenie uniwersalnego modelu opisu-
jacego formowanie sie i rozdziat chromatyd siostrzanych. Badania molekularne wskazuja, ze w organiza-
cje tych struktur zaangazowane sa co najmniej trzy kategorie biatek: (1) podstawowe sktadniki ksztattuja-
ce posta¢ chromatyny interfazowej - histony rdzeniowe i histon H1, (2) czasteczki zwigzane z chromatyng
w przebiegu catego cyklu komdrkowego, lecz petnigce rézne funkcje w jego kolejnych fazach, np. topoizo-
meraza Il. oraz (3) kompleksy kohezyny i kondensyny, ktérych nazwy wskazuja na udziat w procesach
zespalania i kondensacji chromosoméw. Wszystkie te biatka, przy udziale innych, nie poznanych dotych-
czas czynnikéw, uczestnicza w procesie formowania mitotycznej postaci chromatyny, bez koniecznosci
wymiany podstawowych komponentéw molekularnych, obecnych w jadrach interfazowych.

Stowa kluczowe', kondensacja chromosomow, mitoza, fosforylacja histonéw H! i H3, topoizomeraza II,
kondensyna.

Summary: Mitotic condensation and segregation of chromosomes represent two fundamental processes
ensuring the correct inheritance of the genomic DNA sequences replicated in the course of S-phase.
Although Walther Fleming’s first drawings of mitosis in salamander cells have been published over 120
years ago, our current knowledge still does not consent to construct a universal model showing definitive-
ly how the mitotic chromosome is formed and partitioned. Molecular studies indicate that at least three
major classes of proteins take part in the composition of mitotic chromosomes: (1) the basic structural
components of interphase chromatin such as core histones and histone H1, (2) molecules that are present
on both interphase and mitotic chromosomes but whose activities are used differently at particular phases
of the cell division cycle, e.g. topoisomerase Il, and (3) the complexes of cohesin and condensin, with the
names given to indicate their roles in chromosome cohesion and compaction. All these proteins, in coope-
ration with other factors, contribute to the organization of the mitotic structure of chromosomes, without
obvious need to exchange basic molecular components of interphase chromatin.

Key words: chromosome condensation, mitosis, histone HI and H3 phosphorylation, topoisomerase |I,
condensin
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WSTEP

Formowanie sie odrebnych chromosoméw mitotycznych z chromatyny interfazowego
jadra komorkowego to wynik dziatania skomplikowanego uktadu regulacyjnego, dzieki
ktéremu dtugie, zreplikowane czasteczki DNA przyjmuja posta¢ chroniong przed
uszkodzeniami i dostosowang do biomechanicznych proceséw kariokinezy. Stopien
upakowania, jaki poprzez swoja organizacje domenowa osigga chromatyna przed
przejsciem G,—>M daleki jest od kulminacyjnego skondensowania metafazowego, ktore
w wiegkszosci komorek eukariotycznych wyraza sie wspotczynnikiem 8000- 12 000;
kondensacja ta osigga niemal maksymalny poziom jeszcze zanim chromatydy ulegna
widocznemu rozdzieleniu (segregacji; [45]). Zmiany strukturalne obserwowane podczas
profazy sg efektem modyfikacji biochemicznych zachodzacych zaréwno w biatkowym
rusztowaniu formujacego sie chromosomu, jak i w zewnetrznych regionach petli
solenoidowych. Wyniki badan genetycznych i molekularnych wskazuja, ze oprocz
podstawowych elementéw ksztattujgcych fibrylama posta¢ chromatyny interfazowej
(m. in. histonéw HI oraz histonéw rdzeniowych), a takze topoizomerazy It
(wielofunkcyjnego sktadnika nukleoszkieletu) [8,22], w organizacje skondensowanych
struktur chromosomow mitotycznych zaangazowane sa kompleksy kohezyjne, tworzace
sie przy udziale biatek typu SMC (structural maintenance ofchromosomes) i tgczacych
sie z nimi biatek SCC (sister chromatid cohesion) [29, 31]. Identyfikacja pierwszego
genu SMC -smcl (stability ofminichromosomes 1) nastapita w czasie, gdy pierwsze
bezkomorkowe ekstrakty cytoplazmatyczne (uzyskiwane przez zwirowywanie komoérek
jajowych Xenopus) staty sie systemami doswiadczalnymi in vitro do badan nad montazem
»syntetycznychjader” i przeksztatcerh chromatyny plemnikéw w posta¢ chromosoméw
mitotycznych.

1. BIALKA HISTONOWE

Histon HI. Czasteczki silnie lizynowych histonéw rodziny HI uczestnicza w
stabilizacji (pozycjonowaniu) nukleosomoéw, a na wyzszym poziomie strukturalnej
organizacji chromatyny biorg udziat w formowaniu solenoidowych wiékien o $rednicy
30 nm [51]. Zwiekszajac poziom upakowania DNA odgrywajgone istotngrole w ogolnej
represji sekwencji genowych. Niska zawarto$¢ histonéw HI charakteryzuje regiony
genéw aktywnych, natomiast zupetny brak tych biatek jest niezbednym warunkiem
transkrypcji in vitro. W kontekscie inhibicyjnych oddziatywan histonéw HI wobec
matrycowej aktywnosci DNA, powszechnie obserwowanajednoczesnosé superfosforylacji
niemal wszystkich czasteczek HI oraz inicjacji poczatkowych stadiéw mitozy, stata sie
podstawg hipotezy, wedtug ktdrej obydwa procesy sg powigzane zaleznosciami o
charakterze przyczynowo-skutkowym. Znaczenie fosforylacji histonéw H! (obejmujacej
zaréwno C-, jak i //-koricowe odcinki taricucha polipeptydowego) w przebiegu mitozy,
dokonujacej sie za posrednictwem katalitycznej aktywnosci kinazy p34c<7c2, pozostaje
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jednak wcigz kwestig kontrowersyjng, a funkcjonalne aspekty tego procesu sg niejasne.
Podczas kondensacji chromosoméw w cytoplazmatycznych ekstraktach z komdrek
jajowych Xenopus, biatka te wydajg sie odgrywac tylko drugoplanowgrole. Ich catkowity
brak u Tetrahymena nie wpltywa w sposoéb istotny na zdolnos$¢ przezywania komorek i
segregacje chromosomdéw, natomiast w komorkach S. cerevisiae utrata jedynego genu
kodujacego histon H! nie wywiera znaczgcego wptywu na procesy wzrostu lub zdolnosé
do koniugacji ptciowej. Ponadto, kondensacja chromosoméw w komdrkach zwierzecych
moze by¢ wywotana eksperymentalnie w warunkach uniemozliwiajacych superfosforylacje
histonow HI. Tak wiec, potranslacyjne modyfikacje czasteczek HI, skorelowane w
procesami inicjacji mitozy, stanowig by¢ moze mechanizm, ktéry - wbrew dawnym
pogladom - zwieksza dostepnos¢ innych, specyficznych czynnikéw biochemicznych,
natomiast kondensacja profazowajest tylko wtérnym efektem ich bezposredniego wigzania
sie z DNA lub chromatyng. Zgodne z taka koncepcjag wydajg sie by¢ wyniki niektorych
badan nad fosforylacjg histonéw H3 [21].

Histon H3. Scista korelacje z inicjalnymi stadiami mitotycznej kondensacji
chromosomoéw wykazuje fosforylacja rdzeniowych histonéw H3. Ta wysoce specyficzna,
konserwatywna modyfikacja potranslacyjna, polegajgca na przytaczeniu grupy
fosforanowej do seryny 10 w A-koricowym regionie czasteczki H3, dokonuje sie przy
udziale biatkowej kinazy Aurora B (znanej takze jako kinaza Ipll u S. cerevisiae, a AIR-
2 u C. elegans) [23, 42], a takze co najmniej dwdch innych biatek tej samej rodziny,
zidentyfikowanych w komérkach ssakéw - kinazy Aurora A i Aurora C [7, 40].
Analogiczna funkcje katalityczng wobec histondw H3 u Aspergillus nidulans petni kinaza
- NimA [10], Modyfikacja czasteczek histonéw H3 na serynie 10 obserwowana jest
czesto juz w poczatkowych stadiach fazy G2 (przed okresem maksymalnej aktywnosci
kinazy p34cc/c2) w regionach heterochromatyny okotocentromerowej i rozprzestrzenia
sie w kierunku telomeréw, stopniowo obejmujac caty obszar ramion chromosomu w okresie
metafazy. Proces ten skorelowany jest ze zmiang lokalizacji, a tym samym, ze zmiang
obszaru fizycznych interakcji kinazy Aurora B zN-koncowymi odcinkami histonéw H3
[23]. Podstawienie alaniny w miejscu seryny 10 (S10A) u Tetrahymena thermophila
prowadzi do zaburzen w procesie mitotycznej kondensacji i segregacji chromosoméw
oraz do nieprawidtowego przebiegu cytokinezy [50]. Podobne efekty w komérkach D.
melanogaster i C. elegans wywotywa¢ moga mutacje lub eliminacja czasteczek kinazy
Aurora B przy udziale RNAI [1,13]. W komoérkach S. cerevisiae, charakteryzujacych sie
naturalnie niskim poziomem upakowania chromatyny mitotycznej [28], wyrazne zwiazki
miedzy nasileniem stopnia fosforylacji histonéw H3 a kondensacjg chromosoméw
obserwowane sajednak wytacznie w przebiegu mejozy [23].

Fosforylacja czasteczki histonu H3, wykazujaca wyrazny zwigzek z mitotyczng
kondensacjg chromosomow, nastepuje takze na serynie 28 [14]. W przeciwienstwie do
seryny 10 (zaangazowanej prawdopodobnie tylko podczas preprofazowej inicjacji
procesu formowania sie chromosomdw, a nie w dalszych fazach ich kondensacji),
fosforylacja seryny 28 ujawnia sie dopiero we wczesnych stadiach mitozy.
Asynchroniczno$¢ obu tych potranslacyjnych modyfikacji sugeruje, ze wywotujace je
sygnaty molekularne majg charakter niezalezny [7].
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Zgodnie z najczesciej postulowanym modelem, fosforylacje N-koricowych frag-
mentow czasteczek histonéw H3 stanowig - przede wszystkim - wstepny sygnat
molekularny, umozliwiajgcy zainicjowanie procesu kondensacji chromosomadw poprzez
tworzenie warunkéw do montazu innych biatek, bezposrednio zaangazowanych w
strukturalne przeobrazenia chromatyny (np. komplekséw kondensyny) [50], Istotnym
efektem fosforylacji histonéw H3 jest wiec prawdopodobnie dekompozycja inter-
fazowego zestawu polipeptyddw zasocjowanych z chromatyng(np. komplekséw ISWI),
czesciowa eliminacja niektérych elementéw odpowiedzialnych za kohezje chromatyd
siostrzanych, a takze mitotyczne dojrzewanie struktur kinetochorowych [34]. Rola,
jaka potranslacyjne modyfikacje histondw H3 odgrywajg w procesie kondensacji
mitotycznej, wciagz nie jestjasna. Wyniki badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
systemu RNAI wskazuja, ze w komorkach S2 Drosophila pozbawionych aktywnosci
kinazy Aurora B, jedna z podjednostek kompleksu kondensyny (Barren) nie ulega
prawidtowemu rozmieszczeniu wzdtuz fibryli chromatynowych, co prowadzi do zaktocen
w procesie segregacji chromosomow oraz powstawania licznych mostkéw anafazowych
[13]. Nierozwigzanym problemem pozostaje wcigz jednak znalezienie dowodu
wskazujgcego, ze obserwowane aberracje mitotyczne stanowigwylacznie efekt deficytu
ufosforylowanych czasteczek H3, a nie sgtakze (lub tylko) skutkiem zaburzen innych
machanizméw molekularnych, odpowiedzialnych za przebieg procesu kondensacji w
mitozie. W oczyszczonych systemach biochemicznych, fosforylacja lub brak forsforylacji
seryny 10 nie wywiera zadnego wptywu na zdolnos¢ przytaczania komplekséw 16S
kondensyny do nukleosoméw immobilizowanych in vitro [26], natomiast w
bezkomérkowych systemach cytoplazmatycznych z oocytéw Xenopus, kondensyna
wykazuje zdolno$¢ wigzania sie z nukleosomami pozbawionymi N-kohcowych
fragmentoéw histonéw rdzeniowych [9]. Ponadto, indukowana fosforylacja histonéw
H3 okazata sie by¢ warunkiem niewystarczajacym do formowania kompleksow
kondensyny z chromosomami [38], Wyraznie sprzeczne z rozpowszechniong koncepcja,
sugerujaca kluczowa role fosforylacji histonéw H3 w procesie indukcji mitotycznej
kondensacji chromosomow, sg takze wyniki badan wskazujacych, ze immuno-
precypitacja komplekséw INCENP-Aurora B, drastycznie redukujgca poziom tej
fosforylacji w ekstraktach cytoplazmy Xenopus, nie wptywa na przebieg mitotycznej
rekonstrukcji plemnikéw [34], Jak sie wydaje, modyfikacje potranslacyjne czgsteczek
H3 stanowig wiec tylko jeden z wielu przejawdéw dziatania skomplikowanego
mechanizmu regulacyjnego, ktory prowadzi do wzrostu upakowania chromatyny podczas
profazowej kondensacji chromosoméw. Poglad taki zgodny jest z obserwacjami
wskazujagcymi na znacznaasynchronicznos$¢ okresu nasilonej fosforylacji histonow H3
i poczatkowych stadiow mitotycznej kondensacji u réznych organizméw, a w komérkach
ros$linnych - na fosforylacje czasteczek H3 nastepujacg dopiero w chromosomach juz
skondensowanych [24].
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2. BIALKANIEHISTONOWE

Opublikowane w 1977 r. przez Paulsona i Laemmliego mikroskopowo-elektronowe
zdjecia chromosomoOw metafazowych staty sie inspiracjg do badan nad rolg biatek
niehistonowych (NHC; nonhistone chromatin) w procesie formowania i segregacji
chromatyny o wyzszym poziomie skondensowania. Mikrofotografie te ujawniaty sieci
splatanych wiokien - resztkowe ,,szkielety”, ktére stanowi¢ miaty strukture organizujaca
solenoidowe widkna chromatyny w trakcie mitozy. Poniewaz ekstrakcja histonéw przy
uzyciu wysokich stezen soli pozostawiata ujemne fadunki DNA bez neutralizujgcych
oddziatywan czasteczek biatkowych o charakterze zasadowym, formowanie sie in
vivo promienistych petli wspartych na rusztowaniu z biatek NHC stato sie przedmiotem
kontrowersji. Wkrotce jednak, badania nad strukturg chromosomoéw stopniowo ujawnia¢
zaczety kolejne fakty potwierdzajace ,,szkieletowg” organizacje ich budowy. By¢ moze,
jednym z najbardziej zaskakujacych odkryé byto wykazanie, ze wsréd komponentow
budujgcych chromosomy znajdujg sie czasteczki topoizomerazy Ha oraz jednej z
kondensyn typu SMC (structural maintenance ofchromosomes) [36].

Genomy eukariotyczne kodujg co najmniej sze$¢ podrodzin wysoce konserwatywnych
biatek SMC. Poniewaz kazde z nich asocjowa¢ moze tylko z okre$lonym, specyficznym
partnerem biatkowym, heterodimery SMC klasyfikuje sie zgodnie z podziatem na trzy
grupy: SMC1-SMC3, SMC2-SMC4 i SMC5-SMC6. Aby utworzy¢ w petni funkcjonalne
holokompleksy SMC, kazdy z tych heterodimeréw asocjuje z réznymi podjednostkami
biatkowymi nie nalezacymi do rodziny SMC (podjednostek nie-SMC; "non-SMC”).
Specyfika funkcji utworzonych tak komplekséw zalezy od sktadu podjednostek SMC |
,Nie-SMC”. kaczgc sie z podjednostkami nie-SMC, heterodimery SMC tworzg dwa
podstawowe kompleksy biatkowe - kohezyny i kondensyny [22,39]. Poznanie struktury
biatek SMC ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia dynamiki chromosomdw, a ze wzgledu
na implikacje funkcjonalne dotyczace ich zr6znicowanych aktywnosci w przebiegu mitozy,
szczegolnie istotne staje sie wyjasnienie charakteru wspotdziatania kompleksow kohezyny
i kondensyny [31, 32]. Ich interakcje wydaja sie by¢ podstawa jednego z gtéwnych
mechanizméw molekularnych, dzieki ktéremu zreplikowane i odpowiednio zespolone
czasteczki genomu osiggaja stan petnej kondensacji, umozliwiajacej — bez splatan i
uszkodzen - segregacje chromatyd siostrzanych.

Kohezyna i kondensyna. Biatko SMC jest dlugg (-135-155 kDa) czasteczka o
dwdch globulamych domenach N- i C-koricowych, ktére, aby ujawni¢ swoja aktywnos¢
ATPazowg, musi wejs¢ w zwigzki wewnatrz- lub miedzymolekulame. Strukture
pierwszorzedowgSMC, zorganizowang podobnie w komorkach bakteryjnych i ludzkich,
tworzy 5 odrebnych domen. Dwa motywy wigzace nukleotydy - Walker A i Walker B
- zlokalizowane sg w konserwatywnych regionach N- i C-terminalnych. Centralng
domeneg globulamatworzy umiarkowanie zachowawcza sekwencja zawiasowa (hinge),
umiejscowiona pomiedzy dwiema superhelisami (coiled-coil matifs). Na podstawie analiz
sekwencji SMC sadzi sig, ze antyréwnolegte (przeciwbiezne) fatdowanie wewnatrz- i
miedzymolekulame przybliza ku sobie kraficowe, katalityczne regiony globulame.
Badania mikroskopowo-elektronowe SMC u bakterii wykazaly, ze superhelikalne
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motywy powstajace w wyniku antyréwnolegtego zestawienia czasteczek, tworzg
dwuramienng strukture symetryczng [37]. Chociaz badania te sugerujg mozliwo$¢
dimeryzacji miedzyczasteczkowej w postaci homodimerdw (wszystkie organizmy
prokariotyczne posiadaja tylko pojedyncze kopie gendéw SMC), w komérkach
eukariotycznych bardziej prawdopodobne wydaje sie antyréwnolegte fatdowanie
wewnatrzczasteczkowe [16, 20]. Hydrodynamiczne wiasciwosci dimeru SMC okazaty
sie zgodne z zatozeniem, ze gietko$¢ centralnego zawiasu powinna umozliwiac
rozwieranie i zamykanie sie obu ramion [ 19]. W tworzeniu sie komplekséw kohezyny
udziat biorg zaréwno biatka typu SMC (SMC! i SMC3), jak i biatka podrodziny SCC
(SCC1 lub rad21 oraz SCC3 lub SA), nie nalezace do kategorii SMC. Kompleksy te
faczg sie z chromatyng bezposrednio po replikacji DNA i utrzymujg chromatydy
siostrzane w stanie kohezji az do momentu ich segregacji w anafazie [36, 48, 49],
Kondensyna (okres$lana takze terminem kondensyna 13 S) zidentyfikowana zostata
po raz pierwszy u X. leavis jako holokompleks dwoch podjednostek SMC (SMC2/
CAP-E i SMC4/CAP-C) oraz trzech podjednostek nie-SMC (CAP-D2, CAP-G i CAP-
H). Biatka CAP-D2 i CAP-G charakteryzujg sie obecnoscig motywow HEAT repeats
- tandemowych powtdrzen strukturalnej podjednostki a-helikalnej. Poniewaz motywy
te wystepuja takze w produktach genéw Scc2/Mis4 oraz Pds5/BimD/Spo76,
zaangazowanych w zespalanie chromatyd siostrzanych, wymienia sie je wsrdd tych
elementéw funkcjonalnej organizacji czasteczek biatkowych w strukturach chromo-
somoéw, ktdre sugerujgwspdlny rodowdd molekularnych czynnikéw kondensacji i kohezji
[22,26]. Ani sam heterodimer SMC, ani kompleks biatek typu ,,nie-SMC” nie wykazujg
zdolnosci indukowania kondensacji chromosoméw [26]. Analogiczne interakcje
zachodzg prawdopodobnie takze w innych systemach komérkowych. Wykrycie
kondensyny w bezkomorkowych ekstraktach cytoplazmy jajowej Xenopus umozliwito
podjecie badan nad mechanizmami dziatania tego kompleksu biatkowego w warunkach
in vitro. Pierwotnie sagdzono, ze kondensyna - przy udziale ATP - indukuje formowanie
sie dodatnich superskretéw DNA, natomiast podjednostki niespokrewnione z SMC
petnia funkcje regulatorowe i sg substratami w fosforylacjach zaleznych od aktywnosci
kinazy p34ci/c2 [25, 36], ATP-zalezna, superhelikalna aktywno$é kondensyny (po jej
zwiazaniu z DNA plazmidowym) zostata potwierdzona dzieki zastosowaniu metody
elektronowego obrazowania spektroskopowego [3]. Pojedynczy kompleks kondensyny
ujawniat sie wowczas w postaci zasocjowanej z dwiema domenami plazmidowego DNA.
Kompleks ten zdolny byt zarazem do indukcji dwu lub wiekszej liczby dodatnich skretéw
superhelikalnych w obrebie zamknietej, kolistej czasteczki DNA. Niejest jednak jasne,
czy spiralizacja tego typu zachodzi¢ moze takze w natywnej chromatynie o strukturze
nukleosomowej. Nierozstrzygnietakwestiajesttakze gestos¢ rozmieszczenia kondensyny,
istotna ze wzgledu na potencjalny stopien skondensowania fibryli chromatynowej.
Trudnosci przysparza takze znalezienie dowodow eksperymentalnych potwierdzajgcych
udziat podjednostek kondensyny w procesie formowania chromosomow in vivo. Chociaz
mutacje ,,barren” (CAP-H) i ,gluon” (SMC4) wyraznie wskazujg na znaczenie obu
genéw w procesie kondensacji chromatyny, to jednak - na skutek niedostatecznej
segregacji obu chromatyd siostrzanych - prowadza one zarazem do powstawania licznych
mostkéw anafazowych [44], Ponadto,.odrebny mechanizm regulacyjny steruje lokalizacjg
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podjednostek kondensyny, réznicujac jaw kolejno nastepujacych po sobie fazach cyklu
komorkowego; prawdopodobnie mechanizm ten wywiera wptyw na proces kierowania
catych komplekséw kondensyny do jgdra i na dynamike ich wigzania sie z chromatyng
[36]. Na mozliwos¢ takag wydaje sie wskazywac zdolno$¢ taczenia sie w komérkach
ludzkich in vitro C-koncowych odcinkéw biatka hCAP-D2 z histonami HI i H3 [2],

Przyzyciowe badania lokalizacji biatka Smc4p potaczonego z GFP (greenfluorescing
protein) w komodrkach S. cerevisiae ujawnity wyrazny przyrost liczby komplekséw
kondensyny w regionach rDNA podczas przej$cia G2—>M. U mutantow smc2 i smc4,
mitotyczna segregacja rDNA jest op6zniona w poréwnaniu z okotocentromerowymi
oraz dystalnymi fragmentami ramion chromosomow. Zgrupowania Smc4p-GFP
utrzymujg sie takze w interfazie; obserwacje te sugerujg wiec, ze kondensyna jest
czynnikiem obdarzonym specyficznymi funkcjami - zdolnoscig do przestrzennej
reorganizacji wysoce powtarzalnych sekwencji o wtasciwosciach heterochromatyny
[12], Wzrost liczebnosci podjednostek kondensyny obserwowano takze w jaderkach
komorek ludzkich [4],

Mutacje gendéw kodujacych elementy komplekséw odpowiedzialnych za kohezje
chromatyd siostrzanych prowadza do powaznych zaburzert w procesie kondensacji
chromosoméw. Pod wzgledem fenotypowym zaburzenia te sa nieodroznialne od efektow
mutacji w obrebie genéw kondensyny [17,18], Obydwa kompleksy biatkowe asocjujg
z chromatyna niezaleznie od siebie [47]. Strukturalny i funkcjonalny stan
zdekondensowanej chromatyny jest odmienny u mutantéw pozbawionych czasteczek
kohezyny i mutantéw wykazujacych brak jednego z istotnych skfadnikdw kondensyny.
Badania Lavoie i wsp. [31], prowadzone z wykorzystaniem temperaturo-wrazliwych
mutantow drozdzy (S. cerevisiae) wykazaly, ze chociaz obecno$¢ kohezyny nie jest
czynnikiem warunkujgcym aktywacje enzymatycznych funkcji kondensyny
(kondensowac¢ mogg chromosomy niezreplikowane, z definicji pozbawione kohezji),
jednak wplywa ona w istotny sposéb na oddziatywania kondensyny i warunkuje
prawidtowe fatdowanie czasteczek chromosomowego DNA. Kompleksy kohezyny
rozmieszczone sg wzdtuz chromosomow w sposob regularny, w regionach oddalonych
od siebie 0 ok. 10 000 par zasad [30], co odpowiada szacunkowej gestosci rozmieszczenia
kondensyny w komérkach S. pombe (jeden kompleks co 8000-10000 par zasad) [46].
Korelacje te staty sie podstawg atrakcyjnej hipotezy, zaktadajacej podwdjng role
komplekséw kohezyny: (1) jako spoiwa chromatyd siostrzanych, oraz (2) jako cis-
determinantéw procesu kondensacji chromosoméw [31]. Zgodnie z proponowang
koncepcja, sasiednie miejsca chromosomu wykazujace zdolno$¢ wiazania komplekséw
kohezyny stajg sie kolejnymi punktami granicznymi, ktére wyznaczajg dtugos¢ odcinka
fibryli chromatynowej wypetlanej przez pojedynczy kompleks kondensyny. Eliminacja
kohezyny nie blokuje wiec przebiegu procesu kondensacji (zaleznego od kondensyny),
lecz zaburza strukture chromosomu.

Wydaje sie, ze proces kondensacji chromosomow nie jest uzalezniony wytacznie od
funkcji samej tylko kondensyny ijej zmiennych kooperacji molekularnych z kompleksami
kohezyny. Do czynnikéw regulacyjnych zaangazowanych posrednio w mitotyczng
reorganizacje fibryli chromatynowych nalezy AKAP95 - skiadnik macierzy jadrowej
zakotwiczajacy kinaze biatkowa A (A-kinase-anchoringprotein 95) [11]. W mitotycznych
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ekstraktach komorek Hel a, po rozpadzie otoczki jadrowej, biatko to tgczy sie z chromatyng
i kieruje do niej podjednostki kondensyny - hCAP-D2 [43]. AKAP95 wyposazone jest w
dwa motywy palcow cynkowych (niezbedne podczas indukcji kondensacji), z ktorych
tylko jeden steruje lokalizacja biatka hCAP-D2 [2, 11]. W procesie tym biorg udziat
takze histony HI i H3. Na podstawie badan in vitro nad interakcjami obu histonéw z
podjednostkami CNAPI/hCAP-D2/Eg7 kondensyny ludzkiej sadzi sig, ze AKAP95
uczestniczy w montazu komplekséw kondensyny na chromosomach mitotycznych.
Interesujgce zr6znicowanie funkcji regulacyjnych tego biatka ujawnia sie podczas mitozy
w zygotycznych komorkach mysich. AKAP95 staje sie wowczas czynnikiem niezbednym
do mitotycznej kondensacji oraz prawidtowej lokalizacji kondensyny, wytacznie jednak
w obrebie homologéw pochodzacych z gamet zeniskich, nie bierze natomiast udziatu w
formowaniu struktury chromosomow meskich [11].

Topoizomeraza 1. Topoizomeraza Il (topo 1) zostata zidentyfikowana jako jeden
z podstawowych, wielkoczasteczkowych elementdw biatkowego szkieletu chromosoméw
mitotycznych oraz macierzy utrzymujacej petle chromatyny w jadrach interfazowych.
Jest ona zarazem enzymem katalizujgcym przejsciowe nacieciai faczenie obu nici DNA,
przez co spetnia role czynnika relaksacji superhelikalnych naprezen powstajacych w
wyniku ruchu widetek replikacyjnych. Znaczenie topo Il w procesie kondensacji
mitotycznej ujawniono po raz pierwszy podczas badan nad aktywnoscia cytoplaz-
matycznych ekstraktow z komérek jajowych Xenopus, wykazujgc stechiomctryczny
udziat tego biatka w montazu struktur chromosomowych [8]. Obserwacje zywych
komorek, w ktérych fluorescencje komplekséw topo Il ¢cc i P z GFP poddawano
wyttumianiu laserowemu, pozwolity na ukazanie dynamicznych translokacji tych biatek
w czasie interfazy i mitozy, sugerujac zarazem, ze ich biologiczna rola nie ogranicza
sie wylgcznie do ksztattowania statycznych elementow szkieletu chromosomowego [5].

Mitotyczna kondensacja chromatyny w bezkomoérkowych systemach in vitro
uzaleznionajest od biochemicznej aktywnosci topo Il i komplekséw kondensyny. Brak
kondensyny w ekstraktach komorek jaj owych Xenopus utrzymuje chromatyne w postaci
bezksztattnych mas, ale swoim wygladem rdznig sie one znacznie od posklejanych,
splatanych obszaréw zwartej chromatyny, formujacej sie w bezkomérkowych
ekstraktach pozbawionych topo Il. Tak wiec, udziat kondensyny i topo Il w procesie
montazu chromosoma&w in vitro wigze sie z odrebnymi funkcjami mechanicznymi [22].
W czasie bezposredniego przeksztatcania sie niezreplikowanej chromatyny w posta¢
chromosomow jednochromatydowych, biatka te musza za sobg wspétdziata¢, mimo ze
ich wedrowki w docelowe miejsca montazu przebiegajgniezaleznie. Podczas formowania
sie chromosomodw, po zakonczeniu biosyntezy DNA, zapotrzebowanie na topo Il i
kondensyne ulega rozdzieleniu w czasie. Centralna o$ biatkowa, bogata w topo I,
moze by¢ wéwczas obserwowana mimo braku kondensyny, a pojawienie sie jej
komplekséw uruchamia dalsze etapy przebudowy, organizujace typowa strukture
chromosomu. Przebieg tego procesu w cytoplazmatycznych ekstraktach komorek
jajowych Xenopus wydaje sie wskazywaé, ze kondensyna indukuje tworzenie sie
superskretow DNA, rozplatanych nastepnie przez topo Il, co umozliwia zainicjowanie
mitotycznej kondensacji [8].
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Znaczenie topo Il i jej interakcji z kompleksami kondensyny podczas mitozy
zachodzacej w naturalnym s$rodowisku komorki (in vivo) pozostaje wcigz kwestig
nierozstrzygniets. Prawdopodobnie, rola tego biatkajako jednego z wielu molekularnych
czynnikow kondensacji chromosoméw zmienia sie w zaleznosci od podstawowej
zawartosci genomowego DNA i rozmiar6w chromosomoéw [6, 8]. Ujawnienie
specyficznych zaleznosci funkcjonalnych miedzy aktywnosciami topo Il i kondensyny
w bezkomorkowych ekstraktach cytoplazmatycznych jest przyktadem koordynacji
mechanizméw kondensacji chromatyny z tymi procesami, ktére w przebiegu cyklu
komoérkowego znacznie wyprzedzajg zjawiska mitotyczne. Do efektow fenotypowych
prowadzg niektore mutacje zaburzajace przebieg replikacji DNA. Chociaz zaburzenia
struktury genéw kodujacych biatka kondensyny nie zawsze manifestujg sie pojawieniem
nieprawidtowosci w przebiegu kondensacji chromosoméw, anomalie tego procesu
opisywane sg czesto jako bezposrednie przyczyny letalnych mutacji mitotycznych u
Drosophila [36]. Mutacje te modyfikujg architekture chromosomow ukazujac zarazem
ogromny stopieri molekularnego skomplikowania tych struktur oraz ztozonos$¢é
mechanizméw biochemicznych, ktére decyduja o ich funkcjach dynamicznych. Mutacje
OR.C2 (origin recognition complex 2 - podjednostka 2 kompleksu rozpoznajacego
sekwencje origin) powoduja utworzenie odcinkdw o niejednolitym stopniu zageszczenia
chromatyny, powstawanie fragmentow niezdolnych do prawidlowej kondensacji i
wykazujacych szczegblnie opdzniong replikacje DNA [33, 41], Podobne defekty
pojawiajgsie takze w wyniku mutacji genédw ORC3 i ORC5, co sktania do wniosku, ze
caty kompleks ORC odgrywa istotnarole w procesie indukcji mitotycznej kondensacji
chromosomow. Ponadto, ze wzgledu na oddziatywanie zaktdcajace przebieg replikacji
DNA, mutacje w obrebie RFC4 (podjednostki 4 kompleksu replikacyjnego czynnika
C) prowadza u Drosophila do przedwczesnej kondensacji chromosoméw (w efekcie
zaburzenia punktu kontrolujacego integralnos¢ struktury DNA) i przedwczesnej separacji
chromatyd [27]. Defekty te wynikajg prawdopodobnie z zaburzen w funkcjonowaniu
dwéch ,alternatywnych” komplekséw RFC, o istotnym znaczeniu w funkcjonalnej
organizacji punktow kontrolnych [15], wykazujacych zdolno$¢ do utrzymywania
chromatyd siostrzanych w stanie kohezji [35],

Proces formowania sie chromosomdw mitotycznych zwigzany jest z konstrukcjg
olbrzymich kompleks6w makroczasteczek, a ich montaz jest swoistym przejawem
morfogenezy molekularnej. Kontrola nad przebiegiem tych skomplikowanych zjawisk
dokonuje sie na wielu ptaszczyznach molekularnej organizacji chromatyny: poprzez
asocjacje jej sktadnikdw z macierzgjadrowa, specyficzne fosforylacje i defosforylacje
warunkowane zmianami aktywnosci kinaz i fosfataz biatkowych, translokacje niektorych
czasteczek wzdtuz fibryli kondensujacej chromatyny lub ramion juz uformowanych
chromosomoéw. Mimo ogromu informacji ptynacych z badan biochemicznych i
genetycznych, wiedzy o sekwencjach genoméw i rozwoju metod badawczych, wykonane
przeszto 120 lat temu przed Edwarda Strasburgera rysunki kondensujacych i dzielgcych
sie chromosomow w komdrkach precikowych trzykrotki, réwniez dzisiaj stanowiag
sekwencje obrazéw skrywajacych jedno z najbardziej tajemniczych zjawisk
biologicznych.
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ZMIANY ULTRASTRUKTURY | ROZMIESZCZENIA
PLAZMODESM A PROCES DYFERENCJACJI
NA PRZYKELADZIE ANTERYDIOSTANOW GLONOW

Z RODZAJU CHARA

CHANGES IN THE ULTRASTRUCTURE AND OCCURRENCE
OF PLASMODESMATA VERSUS THE DIFFERENTIATION PROCESS
OF THE CHARA SPECIES ANTHERIDIA

Maria KWIATKOWSKA

Katedra Cytofizjologii Uniwersytetu + 6dzkiego

Streszczenie. Opisano zmiany struktury i rozmieszczenia plazmodesm podczas rozwoju anterydiosta-
néw C. vulgaris i C. tomentosa od momentu utworzenia 24-komdérkowego ich zawigzka do powstania
dojrzatych spermatozoidow. Zmiany te zwigzane sg ze $cisle okreslonymi etapami dyferencjacji i moga
Swiadczy¢ o dostosowaniu struktury i funkcji plazmodesm w komunikacji miedzykomérkowej do zmie-
niajacej sie sytuacji morfogenetycznej. Wysunieto przypuszczenie, ze mechanizmy regulacji sympla-
stycznej podczas rozwoju i funkcjonowania roslin majg charakter uniwersalny.

Stowa kluczowe: ultrastruktura plazmodesm, izolacja symplastyczna, réznicowanie anterydiostanow,
spermatogeneza, spermiogeneza, Chara, gibereliny.

Summary. Changes in the ultrastructure and occurrence ofplasmodesmata in C. vulgaris and C. tomento-
sa antheridia development starting from the 24-celled stage till the formation of mature spermatozoids
were described. These changes are closely correlated with particular differentiation stages and may indi-
cate adaptation of plasmodesmata structure and function in cell-to-cell communication to the changing
morphogenetic situation. A hypothesis has been put forward that symplasmic regulation mechanisms
during development and functioning of plants have a general character

Key words : plasmodesmata ultrastructure, symplasmic isolation, antheridia differentiation, spermatoge-
nesis, spermiogenesis, Chara, gibberellins
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,» Communication is the key”
Bernard Perbal, 2003

WSTEP

Komunikacja miedzykomorkowajest uniwersalna. Jest ona bezposrednio zwigzana
z czasowag oraz przestrzenna regulacja ekspresji genéw i stanowi ogélnobiologiczny
mechanizm kontroli programu rozwoju organizmow wielokomdrkowych [78]. Sygnaty
rozwojowe i integracyjne moga by¢ przekazywane poprzez oddziatywanie systemu
receptor-ligand zar6wno u roslin, jak i u zwierzat, natomiast plazmodesmy wystepujgce
jedynie u roslin wyposazajaje w unikalny system komunikacji miedzykomérkowej, w
ktorej kazda komdrka moze bezposrednio aczy¢ sie z sgsiednimi komérkami tworzac
domene komoérek majgcych wspdlne komponenty - plazmodesmy [97], Dzieki
plazmodesmom roslina tworzy ciggly symplast zanurzony i uwieziony w apoplascie, tj.
systemie $cian i przestworow miedzykomorkowych.

Plazmodesmy sg wyscielonymi btong komorkowa kanalikami, ktére przechodza
przez otwory w $cianie komdrkowej tgczac cytoplazme sasiednich komoérek. W kanaliku
plazmodesmy znajduje sie desmotubula utworzona z przylegajacych do siebie bton ER
majacych przedtuzenie w ER poza plazmodesma. Powierzchnie desmotubuli i btony
komérkowej w obrebie plazmodesmy pokrywaja ziarnistosci okoto 3 nm Srednicy [97],
Te dwa rodzaje bton sg potaczone delikatnymi wiokienkami, ktére prawdopodobnie
odpowiadajg miozynie VIII, a wokot desmotubuli wystepuje spiralnie owiniety filament
aktynowy. Przypuszcza sie, ze struktury te moga regulowac przekrdj czynny
plazmodesmy (size exclusion limit - SEL) [76].

Plazmodesmy sg strukturami widocznymi dopiero na poziomie mikroskopu
elektronowego; majgone od 20 do 100 nm szerokosci. Obecnos¢ nitkowatych potaczen
miedzy komoérkami roslinnymi dostrzegt jednak juz w 1879 roku Eduard Tangl [89],
nazwe za$ wprowadzit Strasburger [85] w 1901 roku. Struktury obserwowane w'
mikroskopie $wietlnym byty prawdopodobnie zgrupowaniami plazmodesm w rozumieniu
wspotczesnym, ktére Hejnowicz [20] proponuje nazwac ,,makroplasmodesmami”.

Wedtug Lucasa i wspotpracownikéw [61, 66] plazmodesmy to nadkomorkowe
komponenty rosliny, ktéra nie jest zbiorem komarek, ale organizmem nadkomérkowym
(supracellular), rozwijajacym sie pod kontrolg nadkomorkowych sygnatow
przekazywanych za posrednictwem plazmodesm. Sygnatami tymi moga by¢ nie tylko
mate czasteczki przechodzace przez plazmodesmy w drodze dyfuzji, takie jak jony,
niektore hormony, metabolity, ale takze makroczasteczki: biatka i réznego rodzaju RNA
(MRNA, sygnaty wyciszajace geny, a takze kwasy nukleinowe wiruséw i ich biatka),
ktérych transport zwigzany jest z poszerzeniem SEL [18, 76, 97], oraz udzialem
chaperonow [1],

Ostatnio poszukuje sie biatek specyficznych jedynie dla plazmodesm. Dla
zrozumienia plazmodesmowego transportu biatek i RNA duze znaczenie ma
zidentyfikowanie nowego biatka - NtNCAPPI (Nicotiana tabacum Non-Cell
Autonomous Pathway Protein7) wyizolowanego z frakcji $cian wzbogaconej w
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plazmodesmy, dla ktérego ,,przynetg” byto wczesniej poznane biatko CmPP 16 zdolne
do przemieszczania sie przez plazmodesmy [60]. Jak wykazaty immunocytochemiczne
badania na poziomie ME, biatko to jest zlokalizowane na peryferii komérki w bliskim
sgsiedztwie plazmodesm i w cysternach ER. Delecje w strukturze NtNCAPPI, albo
wyciszenie jego genu, powoduje selektywne blokowanie transportu miedzykomérkowego
i gtebokie zmiany fenotypowe transgenicznych roslin N. tabacum [60].

Plazmodesmy roslin wyzszych stanowig ostatnio przedmiot zywego zainteresowania
badaczy, ktérego przejawem sa liczne artykuty przeglagdowe opublikowane w latach
2000-2004 [3, 5,6, 11, 18, 19, 24, 25, 26, 59, 76, 84, 96, 97, 98], oraz monografia pod
redakcjg van Bela i van Kesterena [92],

Przedmiotem obecnego przegladu sa plazmodesmy anterydiostanéw ramienic - C.
vulgaris i C. tomentosa. R&znig sie one od plazmodesm roslin wyzszych brakiem
desmotubuli w Swietle kanalika, chociaz niekiedy wystepujg w nich cysterny ER
nieprzeksztatcone w desmotubule [4, 13, 35, 37, 38, 43]. Immunologiczne badania
sugerujg obecnos$¢ w nich aktyny i miozyny [2].

Badania anterydiostanéw C. vulgaris zostaty zainicjowane w Uniwersytecie
L.édzkim przez Profesor dr hab. Marie J. Olszewska, ktéra opublikowata w 1972 roku
pierwszg prace na temat cyklu komdrkowego nici spermatogenicznych i wykazata w
niej, ze jest to cykl komorkowy pozbawiony fazy Gl, (typu S+G2+M) [72], Obiekt ten
okazat sie dogodny do badania cyklu komérkowego. W nastepnych latach ukazata sie
cafa seria prac eksperymentalnych wykonanych przez M. J. Olszewska i Jej
wspotpracownikow, poswieconych mechanizmom regulacji podziatéw komorkowych
podczas przebiegu fazy proliferacyjnej nici spermatogenicznych w spermatogenezie
[15,63,67,68,69,70,71,74,75] oraz procesowi roznicowania plemnikow [73].

Anterydiostany ramienic — C. vulgaris i C. tomentosa - sg takze dogodnym
modelem badan zwigzku pomiedzy zmianami w systemie potaczen symplastycznych i
procesem morfogenezy. Sa to gametangia skiadajace sie z komorek wyraznie
zroznicowanych pod wzgledem struktury i funkcji. Komorki te tworzg sie w Scisle
okreslony sposob i podlegaja wyraznym zmianom w trakcie rozwoju. Wystepowanie i
ultrastruktura plazmodesm taczacych poszczegélne komdrki zmienia sie dynamicznie
w zaleznosci od specyficznej sytuacji morfogenetycznej.

W rozwoju anterydiostanéw mozna wyrdzni¢ nastepujace fazy:
a) wczesny etap tworzenia sie anterydiostanu;
b) pojawianie sie wolnej przestrzeni anterydiostanu i komorek inicjalnych nici sper-
matogenicznych;
c) | etap spermatogenezy - proliferacja komérek nici spermatogenicznych;
d) Il etap spermatogenezy - r6znicowanie spermatyd, tj spermiogeneza; poprzedza
jaizolacja symplastyczna anterydiostanu od plechy.

WCZESNY ETAP TWORZENIA SIE ANTERYDIOSTANOW

Ultrastrukturalne badania Pickett-Heapsa [79] wskazujg, ze anterydiostany Chara
spp. rozwijajgsie z haploidalnych komérek weztéw bocznych ramion plechy, nazywanych
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przez Ducreux [8] pleurydiami. W wyniku pierwszego podziatu mitotycznego komorki
inicjalnej, dolna komorka rozwija sie w komorke bazalngi nie dzieli si¢ wiecej, natomiast
goérna komdrka przeksztatca sie w komoérke macierzysta anterydiostanu (ryc. 1b).
Bazalna komorka, ktéra pozostaje pojedyncza, jednojadrowaendopoliploidalng komérka
[62], taczy anterydiostan z pleurydium. Inicjalna komoérka anterydiostanu dzieli sie
trzykrotnie, podtuznie i poprzecznie (ryc. Ic). W efekcie tych podziatdw powstaje 8
komérek potaczonych wierzchotkami w centrum kuli. Kolejne podziaty mitotyczne
dokonuja sie w kierunku peryklinalnym - w kazdym z oktantow powstajg 3 komorki,
tworzac kule sktadajaca sie z 24 komorek (ryc. 1d, 2a) [45,58,79]. Zewnetrzne komérki
przeksztatcajgsie w komorki tarczek, natomiast z 8 srodkowych komorek rozwijaja sie
manubria, za$ 8 wewnetrznych komorek, to pierwotne komérki gtéwkowate, ktore
dzielac sie tworza komérki gtéwkowate I1 i 111 rzedu. Do tego stadium wszystkie komorki
sg pofaczone plazmodesmami [79], Dalszy rozwdj anterydiostanu zwigzany jest z
likwidacjaplazmodesmowych potgczen pomiedzy niektérymi komérkami. Plazmodesmy
zanikajgnajpierw pomiedzy komdrkami tarczek, nastepnie pomiedzy komoérkami tarczek
a komorka bazalng oraz pomiedzy manubriami, ktére oddzielajg sie od siebie i komorki
bazalnej (ryc. 2b). To prowadzi do przerwania obwodowej komunikacji wewnatrz
anterydiostanu i nadaje promienisty kierunek transportu symplastycznego vza manubria
i komorki gtowkowate, ktore zachowujg potaczenia plazmodesmowe z komorka bazalna,.

Rezultaty uzyskane za pomocg testow fizjologicznych sg w petni zgodne z
obserwacjami ultrastrukturalnymi. Barwnik fluorescencyjny Lucifer Yellow wstrzy-
kiwany do kom@rki tarczki nie przechodzi wprost do sgsiednich komdrek tarczek, lecz
wnika w gigb poprzez sgsiadujgce z nig manubrium do komérek gtéwkowatych, a
nastepnie do sasiednich manubriéw i innych komorek tarczek [65].

Tarczki tworzg barwng okrywe anterydiostanu dzieki obecnosci chromoplastéw
usytuowanych blisko wewnetrznej sciany. Ich kolor zmienia sie z jasno-z6tego na
ciemno-oranzowy wraz z rozwojem anterydiostanu. Komérki tarczek determinujatempo
wzrostu wewnetrznej przestrzeni anterydiostanow oraz modyfikujg charakter Swiatta
whnikajacego do nich. Ich aktywno$¢ translacyjna jest wysoka w trakcie proliferacji
komorek nici spermatogenicznych i zmniejsza sie znacznie po zakonczeniu wzrostu
wewnetrznej przestrzeni anterydiostanu w sperimiogenezie. W tym okresie komérki
tarczek stajg sie grubsze, w skutek czego znacznie powieksza sie zewnetrzna
powierzchnia anterydiostanu kontaktujaca sie ze sSrodowiskiem [55, 58].

Manubria wydaja sie by¢ gtdwnymi elementami regulatorowymi anterydiostanu
kooperujacymi z komdrkami gtdwkowatymi [47,48,55,57], Transkrypcyjna i translacyjna
aktywnos¢ obydwu typdw komorek zwieksza sie znacznie przed spermiogenezg i
pozostaje wysoka dojej konca. Przejscie ze stadium proliferacyjnego do spermiogenezy
jest ponadto zwigzane ze zmianami ultrastruktury manubriéw i komdrek gtéwkowatych.
Mozna wiec przypuszczac, ze ich metabolizm ulega wéwczas zmianie [47,48,55,57].
Jednoczesnie plazmodesmy taczace manubria i komorki gtéwkowate przeksztatcajg
sie z prostych w ztozone, co zdaje sie dowodzi¢, ze sposéb transportu symplastycznego
miedzy nimi ulega modyfikacji (patrz ponizej).
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RYCINA 1. Powstawanie komorki bazalnej i komérki inicjalnej anterydiostanu (b) oraz tworzenie sie
komérek tarczek, manubriéw i pierwotnych komérek gtéwkowatych (d). (wg [79], czeSciowo
zmodyfikowane): b - komoérka bazalna, t - komorka tarczki, m - manubrium, pg - pierwotna komoérka
gtowkowata

RYCINA 2. Wystepowanie: a - plazmodesm w anterydiostanie w stadium 24-komérkowym, w okresie
tworzenia sie wewnetrznej przestrzeni anterydiostanu oraz b - paczkow wyrastajgcych z komorek
gtéwkowatych (wg [38], zmodyfikowane): linie kropkowane - $ciany z plazmodesmami, linie ciaggte -
$ciany bez plazmodesm. b - komorki bazalne, t - komorki tarczek, m - manubria, pg - pierwotna
komérka gtéwkowata, g - komorka gtéwkowata,. p,= paczek, wp -~ wewnetrzna przestrzen anterydiostanu



162 M. KWIATKOWSKA

POJAWIANIE SIE WEWNETRZNEJ PRZESTRZENI
ANTERYDIOSTANU | TWORZENIE KOMOREK

INICJALNYCH NICI SPERMATOGENICZNYCH

Wewnetrzna przestrzen anterydiostanu

Pojawia sie ona w wyniku odrywania sie brzeznej czesci manubrium od brzeznej
czesci komarki tarczki (ryc. 2b), ktora ma ksztatt trojkata. Brzezna czes¢ tarczek ulega
podziatowi na niekompletne subkompartmenty i intensywnie rosnie w kierunku
tangencjalnym [58], Zwiekszanie sie tempa wzrostu tarczek prowadzi do syste-
matycznego powiekszania sie objetosci wewnetrznej przestrzeni anterydiostanu, az do
poczatku spermiogenezy. Przestrzen te wypetnia pektynowy $luz [79], ktéryl daje
pozytywna reakcje PAS (kwas nadjodowy - Schiff) [16], Sluz ten jest tworzony przez
manubria w drodze egzocytozy z udziatem pecherzykéw Golgiego i stanowi specyficzne
srodowisko dla rozwijajacych sie nici spermatogenicznych [16, 79]. Koncentracja i
ilos¢ Sluzu zwieksza sie w czasie proliferacji komérek nici spermatogenicznych i zmniejsza
podczas spermiogenezy [16, 17], Badania autoradiograficzne z zastosowaniem 3H-
fukozy dowodza, ze $luz ten jest zuzywany podczas rozwoju nici spermatogenicznych
[17], najintensywniej podczas spermiogenezy [57].

Powstawanie komérek inicjalnych nici spermatogenicznych

Komorki gtéwkowate graniczace z wewnetrzng przestrzeniganterydiostanu tworzg
paczki dajace poczatek 2-5 komoérkom inicjalnym nici spermatogenicznych (ryc.2b,
3a). Po utworzeniu paczka, jadro komorki gtéwkowatej przesuwa sie do podstawy

RYCINA 3. Lokalizacja plazmodesm zaczopowanych i nie zaczopowanych w kolejnych stadiach
rozwoju nici spermatogenicznych: a, b - pgczkowanie komérek gtéwkowatych, ¢ - zaawansowana faza
proliferacji, d - faza spermiogenezy; strzatkami oznaczono $ciany, w ktérych zaczopowane plazmodesmy
ulegajg w okresie spermiogenezy odczopowaniu (wg [38], zmodyfikowane)
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paczka, gdzie ulega podziatowi mitotycznemu. Sciana komérkowa oddzielajaca
nowoutworzong komérke nici od komérki gtoéwkowatej zaopatrzona jest w liczne
plazmodesmy. Kazda nowa komérka inicjalna oddziela sie od komérki gtéwkowatej
$ciang, ktdra taczy sie ze Sciang wczesniej utworzonej nici, ponizej jej potaczenia ze
$ciang komérki gtdwkowatej (ryc. 3b). W konsekwencji bazalne komérki wszystkich
nici spermatogenicznych wyrastajacych z tej samej komérki gtéwkowatej sa potagczone
$cianami, ktére sa wyposazone w liczne pierwotne plazmodesmy (ryc. 3c) [46].

ZACZOPOWANE I NIEZACZOPOWANE PLAZMODESMY
A ROZWOJ NIClI SPERMATOGENICZNYCH

| faza spermatogenezy - proliferacja nici spermatogenicznych

Inicjalne komorki nici spermatogenicznych ulegajg podziatom mitotycznym i
przeksztatcaja sie w nici spermatogeniczne. Kolejno pojawiajace sie inicjalne komorki
przechodzg 7, 6 lub 5 podziatéw u C. vulgaris [69] i C. tomentosa [64], Liczba
podziatdw komorek nici spermatogenicznych jest gatunkowo specyficzna [64],

W pojedynczych niciach spermatogenicznych wystepuje synchronizacja podziatéw
mitotycznych [28,90]. W zwigzku z tym dominujgca populacja nici tworzy 2-, 4-, 8-, 16-
, 32- i 64-komorkowe stadium. W wyniku procesu morfogenezy nastepuje redukcja
diugosci komorek i zwiekszenie poziomu metylacji DNA po kolejnych podziatach
mitotycznych [71],

W czasie proliferacyjnej fazy spermatogenezy plazmodesmy pomiedzy réznymi
komdrkami anterydiostanu sgzaczopowane elektronowo-gestym materiatem, z wyjatkiem
tych plazmodesm, ktore sg obecne w $cianach pomiedzy catkowicie zsynchronizowanymi
komorkami nici spermatogenicznych (ryc. 3c). Ich szeroki i otwarty kanalik umozliwia
zachowanie ciggtosci cytoplazmy pomiedzy sasiednimi komdrkami, dzieki czemu kolejne
cykle komdrkowe odbywajasie synchronicznie. Mozna wiec sadzié, ze ten typ plazmodesm
umozliwia swobodngwymiane substancji regulujacych procesy rozwojowe, podobnie jak
szerokie kanaty faczace mejocyty na poczatku mikro-sporogenezy [22, 23, 93, 94, 95].
Sporadyczne wystepowanie zaczopowanych plazmodesm w specyficznych $cianach
komérkowych nici spermatogenicznych powoduje podziat nici na oddzielne asynchroniczne
wzgledem siebie domeny, przy czym w kazdej z nich cykle komérkowe sa synchroniczne
(ryc. 3c). Zjawisko to byto obserwowane zaréwno u C. vulgaris [43, 45, 46], jak i C.
tomentosa [54], Zaczopowane plazmodesmy wystepujg zwykle w najstarszych $cianach
poprzecznych, ktore powstaty w wyniku cytokinezy 1-komorkowych lub (rzadziej) 2-
komorkowych nici sper-matogenicznych. llosciowe analizy nici w kolejnych stadiach
proliferacji zdajg sie wskazywaé, ze pojawianie sie zaczopowania w plazmodesmach jest
pierwotng przyczyng desynchronizacji rozwoju komorek, poniewaz we wszystkich
przypadkach asyn-chronicznego rozwoju wystepowaty czopy w plazmodesmach, natomiast
w bardzo nielicznych Scianach pomiedzy catkowicie synchronicznie rozwijajgcymi sie
komorkami (bedacymi np. w metafazie) mozna byto zaobserwowa¢ mate czopy in statu
nascendi  [43].
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Scista korelacja pomiedzy zaczopowaniem plazmodesm i asynchronicznoécig cyklu
komdrkowego domen nici spermatogenicznych jednoznacznie wskazuje, ze
zaczopowane plazmodesmy sa nieprzepuszczalne dla czynnikéw regulatorowych, ktore
synchronizujgpodziaty komdrek w nici. Plazmodesmowe potgczeniapomiedzy bazalnymi
komérkami nici spermatogenicznych wyrastajgcych z tej samej komorki gtéwkowatej
sg takze zaczopowane (rys. 3c). W konsekwencji w trakcie fazy proliferacji kazda ni¢
zachowuje swoj wiasny rytm cyklu komérkowego.

Zaczopowane plazmodesmy niekoniecznie muszaby¢ catkowicie nieprzepuszczalne.
Mate czasteczki Lucifer Yellow moga przechodzi¢ przez zaczopowane plazmodesmy
miodych anterydiostanéw, taczace komoérki tarczek z manubriami i manubria z
komdrkami gtdwkowatymi [65], Czy odnosi sie to takze do zaczopowanych plazmodesm
pomiedzy domenami nici spermatogenicznych nie zostato, jak dotad, zbadane.
Prawopodobnie zaczopowane plazmodesmy wykazuja transport selektywny, ktory
umozliwia przechodzenie czasteczek decydujgcych o tozsamosci komorek nici
spermatogenicznych, ale uniemozliwia wymiane miedzykomérkowg regulatorowych
sygnatéw warunkujacych synchronizacje rozwoju.

Il faza spermatogenezy - spermiogeneza

Zaczopowanie plazmodesm jest procesem odwracalnym. Na poczatku spermio-
genezy, zanika substancja, ktéra czopuje plazmodesmy w $cianach komdrkowych nici
spermatogenicznych podzielonych na asynchroniczne wzgledem siebie domeny oraz
w $cianach pomiedzy bazalnymi komaérkami nici spermatogenicznych zro$nietych z tg
sama komérka gtéwkowatg (ryc. 3d). Nie zaczopowane plazmodesmowe potaczenia
pomiedzy wymienionymi komérkami znajdujacymi sie w stadium spermatyd (ktére
powstajg w wyniku ostatniego podziatu komorek nici spermatogenicznych zwigzanego
z zablokowaniem fazy S w telofazie) istniejgaz do korica spermiogenezy. Ulegajg one
przerwaniu po uformowaniu sie spermatozoidu (stadium 1X-X). W czasie spermiogenezy
zakres synchronizacji rozszerza sie z pojedynczej nici lub oddzielnej domeny nici na
caty kompleks nici potagczonych z tg sama komorka gtowkowata (ryc. 3d) [45, 46].
Pozostate plazmodesmy sgzaczopowane przez caty okres spermatogenezy. Spermatydy
w niciach spermatogenicznych potgczonych z r6znymi komérkami gtowkowatymi réznig
sie zwykle o 2-3 kolejne fazy spermiogenezy, w' ktorej na podstawie badar w mikroskopie
Swietlnym i elektronowym wyrézniono 10 faz [49]. Sposréd 1400 analizowanych
anterydiostanéw catkowitg synchroniczno$¢ spermiogenezy zaobserwowano jedynie
w 17 anterydiostanach (znajdujgcych sie w fazie | i X) (Kwiatkowska i wspot-
pracownicy, wyniki niepublikowane). Mozna przypuszczaé, ze jest to skutek istnienia
czopow w plazmodesmach tgczacych komorki gtéwkowate 11 i 11l rzedu przez caty
okres spermiogenezy. Permanentnie zaczopowane plazmodesmy taczg takze inne
komorki: komorki nici spermatogenicznych z komorkami gtowkowatymi (rys. 3), komorki
gtéwkowate z manubriami, manubria z komdrkami tarczek, komorki gtowkowate z
komoérka bazalng i komérke bazalng z subbazalng [45,46].
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PRZEKSZTALCANIE PROSTYCH PLAZMODESM
W PLAZMODESMY ROZGALEZIONE

Do momentu pojawienia si¢ nici spermatogenicznych wszystkie plazmodesmy w
anterydiostanie oraz te, ktdre tgczg komorke bazalnaz pleurydium, sgprostymi kanlikami.
Ten typ plazmodesm jest takze charakterystyczny dla potaczen pomiedzy komorkami
wezka w piesze [12, 85]. Ich Srednica wynosi od 20 do 80 nm. Najwezsze plazmodesmy
znajdujasie w mtodym anterydiostanie utworzonym ze $cisle przylegajacych do siebie
komoérek. Najszersze plazmodesmy (Srednio ok. 68 nm) taczg komorki nici
spermatogenicznych [46],

W czasie pierwszych podziatéw komorek nici spermatogenicznych plazmodesmy
faczace komorke bazalng z subbazalng stopniowo przeksztatcaja sie w zaczopowane
plazmodesmy rozgatezione [46], Ten typ plazmodesm jest charakterystyczny dla
potaczen pomiedzy komdrkami miedzywezla i wezta plechy [85]. Powstajgone przez
rozszerzenie Swiatta prostych plazmodesm w ptaszczyznie blaszki srodkowej i tworzenie
sie zatoki srodkowej [46], podobnie jak ztozone plazmodesmy u niektérych roslin
wyzszych [31]. Po dalszych mitotycznych podziatach komorek nici spermatogenicznych
podobne przeksztatcenie obserwuje sie w zaczopowanych plazmodesmach pomiedzy
komorka bazalng i komdrkami gtéwkowatymi anterydiostanu (ryc. 4). W trakcie
spermiogenezy plazmodesmy tgczace manubria z komérkami gtéwkowatymi réwniez
przeksztatcajg sie z prostych w rozgatezione i zaczopowane [46].

RYCINA 4. Anterydiostan w fazie
proliferacji z fragmentem pleurydium,
wystepowanie plazmodesm prostych
(linie kropkowane) i rozgatezionych
(krzyzyki) (wg [38], zmodyfikowane):
kt - komorka tarczki, m - manubrium,
ns - ni¢ spermatogeniczna, kg -
komoérka gtdéwkowata, wp -
wewnetrzna przestrzen, kb - komoérka
bazalna, kbs - komorka subbazalna, kn
- komoérki nodalne, kin - komoérka
intemodalna
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Eksperymenty z zastosowaniem 14CO, wykazaly, ze anterydiostany C. vulgaris sa
bardzo aktywnym akceptorem asymilatow [82]. Wobec tego przez analogie z
modyfikacjami struktury i funkcji plazmodesm w trakcie rozwoju liscia (ref.) [11], mozna
przypuszczaé, ze w anterydiostanie C. vulgaris transformacja prostych plazmodesm
w plazmodesmy ztozone jest zwigzana z tym, ze w trakcie dynamicznego rozwoju staje
sie on silnym biorcg produktéw fotosyntezy, natomiast pleurydium, z ktérym sie taczy
poprzez komoérke bazalna, jest aktywnym dawca eksportowanych zwigzkéw. Z drugiej
strony, obserwacje przeprowadzone na komérkach warstwy aleuronowej ziarniakéw
jeczmienia wykazaty, ze zmiany w strukturze plazmodesm z prostych w rozgatezione
wystepuja w rezultacie intensyfikacji transportu giberelin, ktére stymuluja hydrolize
niecelulozowych sktadnikéw Sciany [27, 87, 88]. Pojawianie sie rozgatezionych
plazmodesm pomiedzy komoérka bazalng i subbazalng sugeruje, ze komorki te moga
stanowi¢ szlak transportu giberelin, ktérego dynamika prawdopodobnie zwieksza sie
stopniowo w czasie proliferacji komorek nici spermatogenicznych. Wyniki badan
autoradiograficznych z zastosowaniem radioaktywnej gibereliny [33] zdajg sie
potwierdzac¢ taka hipoteze (patrz ponizej).

Funkcja rozgatezionych plazmodesm, ktére pojawiajg sie pomiedzy manubriami i
komdrkami gtéwkowatymi podczas spermiogenezy, gdy poziom GA3w anterydiostanie
jest bardzo niski [30], nie jest jasna.

OKRESOWE WNIKANIE CYSTERN ER DO PLAZMODESM
PODCZAS SPERMIOGENEZY

Tworzenie przegrody pierwotnej podczas cytokinezy w komérkach nici sperma-
togenicznych nie jest zwigzane z pojawianiem sie cystern ER w ptaszczyznie podziatu
[36, 37, 44], jak to ma miejsce u roslin wyzszych [11, 21]. W nowoutworzonych
plazmodesmach oraz w plazmodesmach $cian w peini uksztattowanych, kanaty
niezaczopowanych plazmodesm sg wypetnione jasng cytoplazma zawierajgcg rybosomy,
a czasami mate pecherzyki i tylko rzadko sg przenizane cysternami ER [43, 46]. W
trakcie wczesnej spermiogenezy plazmodesmy fgczace spermatydy w nici spermato-
genicznej wygladajg tak samo. Spermiogeneza jest jednak bardzo skomplikowanym
procesem [80] trwajacym u C. vulgaris ok. | tydzienr [14]. Bardzo istotnym zjawiskiem
w trakcie spermiogenezy jest ekstremalna kondensacja chromatyny (5-krotnie silniejsza
niz w chromosomach mitotycznych) zwigzana z synteza biatek typu protamin i wymiang
nukleohistonéw na nukleoprotaminy, co zostatlo wykazane metoda analiz
cytochemicznych dla C. vulgaris i C. tomentosa [81] i metodg elektroforezy kapilarnej
dla C. tomentosa [29,41], Wymiana nukleohistonéw na nukleoprotaminy u C. vulgaris
i C. tomentosa rozpoczyna sie w stadium, w ktorym obserwuje sie rozbudowany system
ER, ktérego cysterny wypetnione sg drobnoziarnistg substancjg podobna do tej, jaka
wystepuje w przestrzeni miedzybtonowej otoczki jadrowej spermatyd (ryc. 5, faza V).
W zwiazku z tym wysunieto przypuszczenie, ze w ER odbywa sie synteza biatek typu
protamin i ich transport do jadra [35,49, 50], Ponadto dla tej fazy charakterystyczne sg
plazmodesmy, w ktorych Swietle wystepuja cysterny ER tgczace ER sgsiednich
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RYCINA 5. Fragmenty nici spermatogenicznych w czterech spos$rdéd dziesieciu stadiow spermiogenezy
IV, V, VI i X) wyr6znionych na podstawie obserwacji w mikroskopie $wietlnym i elektronowym (wg
[38], zmodyfikowane): pp - protoplasty, G - struktury Golgiego, ER - retikulum endoplazmatyczne, m
- mitochondria, s - skrobia, ¥- przekrdj poprzeczny wici

spermatyd w ciggly system (ryc. 5, faza V). Cysterny te sa wypetnione drobnoziarnistg
substancjg, nie sg Scisniete w obszarze plazmodemy i nie tworza desmotubuli
charakterystycznej dla plazmodesm roslin wyzszych. Podobne obrazy zaobserwowano
zaréwno u C. vulgaris [35, 37, 38,49], jak i C. tomentosa [38, 54]. Obrazy te sugeruja,
ze ER wnika do plazmodesm, w ktdrych nie byto ono wczesniej widoczne.
Prawdopodobnie nastepuje wowczas intensyfikacja wymiany i transportu substancji
za posrednictwem ER, co moze stanowi¢ dodatkowy czynnik synchronizacji spermatyd,
w tym stosunkowo krétkim, ale decydujgcym okresie morfogenezy. W pdzniejszych
fazach spermiogenezy znowu nie obserwuje sie cystern ER w plazmodesmach (ryc. 5,
faza VI). Wobec tego wnikanie ER do plazmodesm jest ograniczone jedynie do
stosunkowo krétkiego czasu.

PLAZMODESMY A INTEGRACJA PROCESU ROZWOJU
ANTERYDIOSTANU

Rozwdj nici spermatogenicznychjest $cisle skorelowany z rozwojem niegeneratywnych
komorek anterydiostanu: komorek tarczek, manubriéw i komorek gtdwkowatych. W trakcie
proliferacji komdrek nici spermatogenicznych manubria i komorki tarczek stajg sie
proporcjonalnie wieksze. Ich wzrostjest zwigzany z dynamicznym procesem endoreplikacji
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DNA [55], Najwyzszg zawartos¢ DNA obserwuje sie w komdrkach tarczek. U C. vulgaris
poziom DNA wynosi 16-64 C w tarczkach oraz 8-32 C w manubriach [55,58). U C. tomentosa
tworzacej szczegblnie duze anterydiostany, komorki tarczek zawierajgok. 1024 C, amanubriaok.
128 C [64]. Czynniki modyfikujace liczbe podziatdw w niciach spermatogenicznych rownoczesnie
zmieniajgpoziom endopoliploidalno$ci w komorkach niegeneratywnych [55].

W okresie proliferacji komorek nici spermatogenicznych, wrazliwym na dziatanie
czynnika Swietlnego, obserwuje sie zmiany rytmu dobowego aktywnosci translacyjnej
w anterydiostanie. Autoradiograficzne badania anterydiostanow C. vulgaris z
zastosowaniem 3H-leucyny wykazaly istnienie Scistej korelacji funkcjonalnej pomiedzy
manubriami, komdrkami gtéwkowatymi i ni¢émi spermatogenicznymi [52,53]. W rytmie
dobowym syntezy biatek przejawia sie regulatorowa funkcja manubriéw. Manubria
wykazujg szybki spadek aktywnosci translacyjnej w ciggu nocy i jej wzrost w ciggu
dnia. Reakcja komorek gtéwkowatych i komérek nici spermatogenicznych na zmiany
dzier/noc jest op6Zniona w poréwnaniu z reakcjgmanubridéw. Wydaje sig, ze manubria
odgrywaja role oscylatoréw (komorek starterowych) indukujacych fale zmian
aktywnosci translacyjnej w komérkach, z ktérymi sg symplastycznie potgczone poprzez
proste, zaczopowane plazmodesmy. Komdérki gtéwkowate jednakze prawdopodobnie
posredniczgw wymianie regulatorowych sygnatéw rytmu dobowego pomiedzy niémi
spermatogenicznymi i manubriami. Jest charakterystyczne, ze komorki tarczek, ktore
faczasie bezposrednio, via plazmodesmy z zewnetrznym koncem manubriow wykazujg
catkowicie rézny, nisko amplitudowy rytm zmian aktywnosci translacyjnej [52].

Komorki gtdwkowate usytuowane w centrum anterydiostanu i potgczone ze sobg
poprzez zaczopowane plazmodesmy, integrujg wszystkie elementy anterydiostanu w
jeden symplast. Moga one umozliwia¢ wymiane r6znych sygnatéw pochodzacych z
otoczenia poprzez komorki tarczek i manubria oraz z plechy poprzez komdrke bazalna.
Na ogot wszystkie spermatozoidy w anterydiostanie, niezaleznie od tego z jakiego
oktantu pochodzg, osiggajg dojrzatos¢ w tym samym momencie [32, 91] co wskazuje
na integracyjna role komorek gtéwkowatych.

ROLA SYMPLASTYCZNEJ I1ZOLACJI ANTERYDIOSTANU

Ultrastrukturalne badania anterydiostanéw C. vulgaris wykazaty, ze przed inicjacja
spermiogenezy plazmodesmy pomiedzy komérkabazalngi komoérkami gtowkowatymi
oraz komdrkabazalngi subbazalng ulegajgspontanicznie przerwaniu [32], Dwa mitotyczne
cykle podziatowe przed powstaniem spermatyd anterydiostan staje sie izolowanym
symplastem. Dojrzaty anterydiostan C. corallina jest takze catkowicie izolowny od
symplastu plechy, poniewaz nie wnika do niego 6-karboksyfluoresceina [83],

Morfogenetyczne konsekwencje izolacji symplastycznej anterydiostanu od plechy
zostaty okreslone na podstawie skutkdw indukowanej plazmolizgizolacji symplastycznej
w wyniku dziatania 20% glikolu polietylenu 6000 lub 0,2 M CacCl, [32, 51].
Autoradiograficzne badania wykazaty, ze indukowana izolacja symplastyczna powoduje:
(1) zmiany we wiaczaniu 3H-leucyny do manubriéw i zanikanie rytmu dobowego syntezy
biatek po 10 do 20 godz. [51]; (2) blokowanie endomitotycznej syntezy DNA w miodych
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manubriach po 24 godz. i w komérkwch gtéwkowatych po ok. 48 godz.; (3) zahamowanie
wzrostu i podziatdw komorek nici spermatogenicznych; (4) redukcje dtugosci nici
spermatogenicznych (2-4-krotna) wskutek eliminacji jednego lub dwu cykli komérkowych
w fazie proliferacyjnej i (5) indukcje spermiogenezy w anterydiostanach, w ktérych manubria
osiggnety dostateczny poziom endoreplikacji, to znaczy uzyskaty stan kompetencji [32,34],
W miodych antrydiostanach, ktére zostaty izolowane od plechy zbyt wczesnie, nici
spermatogeniczne przestajg sie rozwijac i degenerujg [32].

Dyskusja na temat fizjologicznych konsekwencji izolacji symplastycznej powinna
by¢ poprzedzona pewnymi informacjami uzyskanymi z eksperymentéw dotyczacych
roli giberelin w rozwoju anterydiostanu. Wykazano, ze proliferacja komérek nici
spermatogenicznychjest regulowana przez GA3, natomiast spermiogenezajest na niego
niewrazliwa [14]. Egzogenny GA, podwyzsza poziom endoreplikacji w manubriach
[56], dynamike wzrostu komorek nici spermatogenicznych i liczbe cykli mitotycznych
poprzedzajacych spermiogeneze [14,40], jak réwniez liczbe nici spermatogenicznych
tworzonych przez komérki gtowkowate [14]. Zmniejszenie poziomu endogennych
giberelin wywotane dziataniem AMO1618 - inhibitora syntezy giberelin - powoduje
efekty przeciwne: zmniejszenie poziomu DNA w manubriach [55] oraz skrdcenie nici
spermatogenicznych w wyniku redukcji liczby podziatéw mitotycznych [40,55]. Ponadto
egzogenny GA, w stezeniu od 109 do 10'4 M proporcjonalnie hamuje wydtuzanie
pleurydiéw, natomiast redukcja poziomu GA, przez AMO1618 104 M stymuluje je
[39]. Oznacza to, ze poziom GA, w pleurydiach jest supraoptymalny. Z drugiej strony
eksperymenty te sugeruja, ze anterydiostan w proliferacyjnej fazie, w ktérej
zapotrzebowanie na gibereliny jest wysokie, importuje GA, z pleurydiow.

Drake i Carr [7] wysuneli przypuszczenie, ze plazmodesmy sg gtéwng droga
przemieszczania sie giberelin. W zwigzku z tym podjete zostaty badania dotyczace
wplywu izolacji symplastycznej na transport GA, do anterydiostanow.

Metoda autoradiografii wykazano, ze zaréwno spontanicznajak i indukowana izolacja
symplastyczna drastycznie zmniejsza wnikanie 14C-GA, do anterydiostanéw C. vulgaris
[33] i 3H-GA, do anterydiostanéw C. contraria [42], co $wiadczy o tym, ze
plazmodesmy sg rzeczywiscie gtdwna droga transportu GA,.

Rezultaty naszych badan autoradiograficznych zdajg sie by¢ potwierdzone przez
eksperymenty z zastosowaniem elektroforezy kapilarnej. Wykazano mianowicie, ze
miode anterydiostany, ktérych rozwoj zalezy od giberelin, zawierajg ponad 5-krotnie
wiecej GA, w przeliczeniu na anterydiostan, niz symplastycznie izolowane
anterydiostany w stadium spermiogenezy [30],

Plazmolitycznie indukowana izolacja symplastyczna anterydiostanu i inhibicja syntezy
GA, powodowana przez AMO1618 wptywaja na rozwdj anterydiostanéw w podobny
sposeb, tj. powodujgominieciejednego lub dwu cykli komdrkowych w fazie proliferacji
komorek nici spermatogenicznych, poprzedzajacej spermiogeneze. Wysunieto hipoteze,
ze w obydwu przypadkach efekt ten jest powodowany przez gwattowne obnizenie
poziomu GA, w anterydiostanach [34].

Mozna wiec sadzi¢, ze przerwanie lub redukcja liczby plazmodesm w trakcie
morfogenezy stanowi, obok innych zjawisk, sygnat determinujacy przestawienie
metabolizmu komarki na nowe tory w odpowiedzi na zmiang poziomu giberelin.
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PODSUMOWANIE

W trakcie rozwoju anterydiostanéw zaobserwowano nastepujgce zmiany w
potaczeniach symplastycznych: zanikanie plazmodesm zmieniajace kierunek drog
transportu; przeksztatcanie prostych plazmodesm w plazmodesmy rozgatezione;
odwracalne czopowanie plazmodesm w Scisle okreslonych miejscach nici spermato-
genicznych; zanikanie zaczopowania plazmodesm prowadzace do synchronizacji
réznicowania spermatyd; okresowa penetracje ER do plazmodesm nici spermato-
genicznych w specyficznej fazie spermiogenezy; izolacje symplastyczng catego
anterydiostanu od plechy w rezultacie przerwania plazmodesm, ktéra indukuje
réznicowanie spermatyd.

Mozna sadzi¢, ze zaobserwowane zmiany dostosowujg funkcje plazmodesm w
komunikacji miedzykomorkowej do specyficznych sytuacji morfogenetycznych,
umozliwiajac prawidtowy przebieg rozwoju spermatozoidéw powstajacych w
anterydiostanie.

W ostatnich fatach przedstawiono wiele nowych obserwacji potwierdzajgcych
wczesniejsze dane wskazujace, ze podobne zjawisko regulacji potaczen symplas-
tycznych, zwigzanych z mechanizmami morfogenetycznymi, istnieje réwniez w procesie
dyferencjacji roznych tkanek roslin nalezacych do okrytonasiennych (ref. [61,76, 97,
98]). Z wyjatkiem nielicznych przypadkow, w ktorych stwierdzono przeksztatcanie sie
prostych plazmodesm w ztozone (ref. [11]), czopowanie plazmodesm oddzielajgcych
ré6zne domeny kallusa Molinia caerulea [9] oraz izolacje symplastyczna (ref. [61]), u
roslin wyzszych na og6t obserwowano jedynie zmiany zdolnosci transportu
plazmodesmowego dla r6znego rodzaju znakowanych fluorochromami zwigzkdéw o
réznych rozmiarach czasteczki lub okreslonych czynnikéw transkrypcyjnych, RNA,
GFP (zielono fluoryzujace biatko), oraz wiruséw, bez wyraznych zmian strukturalnych
plazmodesm (ref. [10, 18, 60, 97])

Liczne obserwacje plazmodesm dowodzg jednoznacznie ich kluczowej roli jako
drog rozprzestrzeniania sygnatéw regulujacych i kontrolujgcych procesy rozwojowe
oraz funkcjonowanie wielokomorkowego organizmu roslinnego. Stwarzajg one
perspektywe dalszych badan, celowych szczeg6lnie obecnie, gdy mozliwosci warsz-
tatowe zostaty poszerzone o metody molekularne i genetyczne.
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POTENCJALNE ZNACZNIKI BIALKOWE
NOWOTWOROW ZtOSLIWYCH TARCZYCY

POTENTIAL PROTEIN MARKERS FOR THYROID CANCERS

Anna LIPINSKA

Katedra Cytobiochemii, Uniwersytet t6dzki

Streszczenie: Obecnie obserwuje sie rosnace zainteresowanie badaniami zmierzajagcymi do okreslenia
potencjalnych molekularnych znacznikéw nowotworéw ztosliwych tarczycy. Wiaze sie to z problema-
mi w diagnozowaniu nowotworéw tarczycy, szczeg6lnie gruczo-laka i raka pecherzykowego. W pracy
przedstawiono og6lna charakterystyke nowotworéw tarczycy i opisano najbardziej obiecujgce markery
rakow tarczycy, tj. galektyne-1 i -3, biatka HMGA(HMGI/Y), tymozyne P-10 oraz telomeraze.

Stowa kluczowe: nowotwory tarczycy, galektyna-1, galektyna-3, biatka HMGA (HMGI/Y), tymozyna
p-10, telomeraza.

Summary: Now, great interest is observed on studies directed toward characterization of potential mole-
cular markers of malignant thyroid disorders. They seem to be of special value in diagnosis of follicular
adenoma and carcinoma. In this review, general character-ization ofthyroid lesions and potential promi-
sing markers for thyroid carcinomas, i.e., galectin-1 and -3, HMGA (HMGI/Y) proteins, thymosin P-10
and telomerase are described.

Key words: thyroid tumors, galectin-1, galectin-3, HMGA (HMGI/Y) proteins, thymosin P-10, telome-
rase.

Wykaz stosowanych skrétéw: cDNA - DNA komplementarny do mRNA, HMG - biatka wysokiej
ruchliwosci elektroforetycznej, RCF - czynnik replikacji C, PCNA - antygen jadrowy komorki prolife-
rujacej, PCR - reakcja tancuchowa polimerazy, Rb - retinobla-stoma, RT-PCR - PCR po reakcji odwrot-
nej transkrypcji

1. WSTEP

Tarczyca jest gruczotem wydzielania wewnetrznego zlokalizowanym w przednio-
dolnej czesci szyi, nad wycieciem mostka. Zbudowana jest z dwdch ptatéw bocznych
i faczacej je weziny (ciesni); czasami wystepuje ptat sSrodkowy, zwany piramidowym.
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U mezczyzn masa tarczycy wynosi $rednio 17-20 g, natomiast u kobietjest ona znacznie
wieksza; z wiekiem roznica ta maleje.Caty gruczot otacza dwuwarstwowa #aczno-
tkankowa torebka, ktorej wewnetrzna czes¢ wnika w obreb gruczotu i dzieli go na
zraziki. Te natomiast zbudowane sg z licznych wystanych nabtonkiem szesciennym
Scisle do siebie przylegajacych pecherzykow (od 20 do 40) zawierajgcych koloid
tarczycowy. Tarczycajest gruczotem bogato unaczynionym. Naczyniami tetniczymi
zaopatrujacymi jg w krew sg: parzyste tetnice gérne odchodzace od tetnicy szyjnej
zewnetrznej, parzyste tetnice dolne biegngce od tetnic podobojczykowych oraz tetnica
tarczowa najnizsza odchodzaca od aorty. Tetnice te tworzg zespolenie wewnatrz-
torebkowe. Droge odprowadzajaca produkowane w tarczycy hormony: 3,5,3",5'-
tetrajodotyronine (T4, tyroksyna), 3,5,3’-trijodotyronine (T3) i kalcytonine stanowi bogata
sie¢ naczyn krwionosnych wiosowatych. Gruczot tarczowy zawiera komérki nabtonka
pecherzykow, czyli tyreocyty, komérki okotopecherzykowe — komérki C, a ponadto
limfocyty, histiocyty, fibroblasty i komorki endotelium. Kazdy z wymienionych typow
komorek moze podlega¢ transformacji nowotworowej jednak najczesciej sg nimi
tyreocyty, z ktérych wywodzg sie gruczolaki pecherzykowe, raki pecherzykowe,
brodawkowate i anaplastyczne oraz komorki C, z ktérych powstaje rak rdzeniasty.

Raki tarczycy sa najczestszymi ztosliwymi nowotworami uktadu endokrynnego.
Ocenia sig, ze stanowig one w przyblizeniu 1% wszystkich nowotworéw ztosliwych
cztowieka. Z badan przeprowadzonych na terenie Europy i Stanéw Zjednoczonych
wynika, ze u trzech os6b na 100 000 moze rozwina¢ sie ztosliwy nowotwor tarczycy,
chociaz obserwuje sie znaczne regionalne réznice wynikajace np. z braku w diecie
dostatecznej iloscijodu. Raki tarczycy duzo czesciej rozwijajasie u kobiet niz u mezczyzn,
$rednio 2-3:1 [21, 37],

2. OGOLNA CHARAKTERYSTYKANOWOTWOROW TARCZYCY

2.1. Gruczotak pecherzykowy (adenomafolliculare)

Gruczolak pecherzykowy jest to tagodny nowotwar tarczycy powstajacy w wyniku
klonalnego rozrostu komérek nabtonka pecherzykéw. Stanowi okoto 90% wszystkich
zmian nowotworowych tarczycy. Gruczolak pecherzykowy jest zazwyczaj pojedyncza
zmiang (o $rednicy od kilku milimetrow do kilku centymetrow) rozwijajaca sie w
bocznych platach tarczycy, przewaznie w piatej i szdstej dekadzie zycia kobiet i mezczyzn
(czesciej u kobiet). Gruczolak pecherzykowy otoczony jest zwykle cienka torebka
tacznotkankowgo grubosci ponizej 0,1 mm. Charakteryzuje sie wzrostem rozprezajgcym
powodujgc deformacje lub zanik (z ucisku) pecherzykow w otaczajagcym migzszu
tarczycy. Zazwyczaj jest zbudowany z populacji monomorficznych komoérek
pecherzykowych, najczesciej o nieco innej morfologii niz komdrki tarczycy otaczajace
zmiane. Od raka odrdznia go brak naciekania torebki lub naczyn. Ryzyko rozwiniecia
sie raka na podtozu gruczolaka jest bardzo niskie [33,47].
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2.2. Rak pecherzykowy (carcinomafolliculare)

Rak pecherzykowy stanowi od 5 do 20% nowotwordw ztosliwych tarczycy i
najczesciej wystepuje w pigtej i siodmej dekadzie zycia; czesciej u kobiet niz mezczyzn.
Rosnie w postaci guza otorebkowanego i rozni sie od gruczolaka pecherzykowego
poza atypig komérkows, naciekaniem naczyn i torebki guza. W odrdznieniu od raka
brodawkowatego, rak pecherzykowy jest prawie zawsze pojedynczy i nie przebiega w
postaci raka utajonego. Rak pecherzykowy daje przerzuty droga krwionosngnajczesciej
do kosci obreczy barkowej mostka, czaszki i kosci biodrowej. W klasyfikacji Swiatowej
Organizacji Zdrowia wyrdznia sie 2 typy raka pecherzykowego: posta¢ o minimalnej i
szerokiej inwazyjnosci. Posta¢ raka pecherzykowego o minimalnej inwazyjnosci jest
otorebkowanym guzem litym. Jedynym Kkryterium pozwalajgcym na odr6znienie tej
postaci raka pecherzy-kowego od gruczolakajest stwierdzenie naciekania torebki guza
oraz inwazja do naczyn krwiono$nych. Natomiast posta¢ wysoce inwazyjna (szeroko
inwazyjna lub masywnie naciekajgca) cechuje sie rozlegtym naciekaniem zdrowego
migzszu tarczycy, tkanek sasiednich oraz naczyn krwionosnych. Przerzuty do kosci
obreczy barkowej mostka, czaszki i kosci biodrowej wystepujgw 29-60% przypadkow,
natomiast do weztéw chtonnych w 13-24% przypadkoéw. Do rzadko spotykanych
rakow pecherzykowych nalezy rak wyspowy (carcinoma insulare). Jest on nisko
zréznicowana odmiang raka pecherzykowego, naciekajaca w postaci ognisk (wysp).
Do wariantéw cytologicznych zalicza sie raka pecherzykowego z komérek oksyfilnych
0 kwasochtonnej i ziarnistej cytoplazmie (komérek Hiirtla). Oba podstawowe typy
raka pecherzykowego réznig sie rokowaniem. W przypadku raka szeroko inwazyjnego
i wyspowego przezycie 10-letnie wynosi 40-80%, a w przypadku raka minimalnie
inwazyjnego - przekracza 80% [28, 33, 34, 47],

2.3. Rak brodawkowaty (carcinomapapillare)

Rak brodawkowaty jest najczesciej rozpoznawanym nowotworem uktadu endo-krynnego
i stanowi 50-80% wszystkich ztosliwych nowotwordw tarczycy. Obejmuje wszystkie grupy
wiekowe od dzieci po osoby w zaawansowanym wieku, ze szczytem zachorowalnosci
powyzej 40. roku zycia. Rak brodawkowaty rosnie w postaci guza nieotorebkowanego.
Wystepujace w nim struktury brodawkowate to palczaste twory pokryte przewaznie
nabtonkiem jednowarstwowym i wypetnione tgcznotkankowym zrebem i zawierajace
widoczne naczynia. W diagnostyce tego raka istotng role odgrywajg charakterystyczne
cechy budowyjader komérkowych: duze rozmiary, gtebokie bruzdy i wpuklenia cytoplazmy,
réwnomiernie rozproszona chromatyna (co daje obraz ,,matowej szyby”), brak jaderek.
Dodatkowymi cechami pomocniczymi w diagnozowaniu raka brodawkowatego sg swoiste
dla tego typu nowotworu ciata piaszczakowate - kuliste zwapnienia wystepujace gtownie
u szczytu brodawek o charakterystycznym uktadzie koncentrycznym. Prawdopodobnie sg
one skutkiem zakrzepicy wiosniczek lub uszkodzen naczyn pod wptywem mikrourazéw.
Stopniowe poszerzanie sie obszaréw martwicy pocigga za sobg powolne wytracanie
zwigzkdw wapnia, co prowadzi do wytworzenia charakterystycznej struktury warstwowej.
Rak brodawkowaty daje przerzuty drogg naczyn limfatycznych do okolicznych weztéw
chtonnych u 50% pacjentéw. Przerzuty do kosci czy ptuc wykrywa sie u 5-6% chorych.
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Rokowanie w raku brodawkowatym generalnie jest dobre, okoto 95% chorych przezywa 5
lat, a 90% - 20 lat [33,34,47,48],

2.4. Rak anaplastyczny (carcinoma anaplasticum)

Rak anaplastyczny (niezréznicowany) stanowi od 5 do 10% wszystkich nowotwordw
ztosliwych tarczycy. Jest nowotworem wieku starszego ijednym z najbardziej ztosliwych
nowotworow cztowieka. Cechuje go szybki wzrost i zdolnos¢ do naciekania otaczajacych
tkanek. W chwili wykrycia prezentuje sie jako duzy, zazwyczaj nieoperacyjny guz. Na
096t rozwija sie na podtozu raka brodawkowatego, pecherzykowego lub rdzeniastego i
czesto mozna stwierdzi¢ towarzyszaca rakowi anaplastycznemu obecno$¢ utkania
innego, lepiej zréznicowanego raka. Rak anaplastyczny moze byé zbudowany z komorek
olbrzymich, wieloksztattnych lub wrzecionowatych, miesakopodobnych. Daje on liczne
odlegte przerzuty do ptuc i kosci zardwno przez krew jak i limfe. Piecioletnie przezycie
od wykrycia nowotworu jest mniejsze niz 5%, a 60% pacjentéw umiera w ciggu roku
od rozpoznania [28, 33, 34,47].

2.5. Rak rdzeniasty (carcinoma medullare)

Rak rdzeniasty wywodzi sie z komérek okotopecherzykowych C produkujgcych
kalcytonine. Stanowi on 3-12% rakow tarczycy. Wyrdznia sie dwie postaci raka
rdzeniastego: sporadyczng i dziedziczna. Posta¢ sporadyczna stanowi okoto 80%
wszystkich przypadkéw raka rdzeniastego (rozwijajacy sie guz jest zazwyczaj
jednoogniskowy), natomiast posta¢ dziedziczna (rodzinna) — okoto 20%. Wystepuje u
0s0b do 35. roku zycia, w tym takze u dzieci. Rak rdzeniasty dziedziczny bywa czesto
wieloogniskowy i zajmuje oba ptaty tarczycy. Posta¢ dziedziczna moze by¢ sktadowa
zespotu wielogruczolakowato$ci wewnatrzwydzielniczej MEN (ang. multiple endocrine
neoplasia). Rak rdzeniasty jest guzem litym nieotorebkowanym, najczesciej umiej-
scowionym w goérnej potowie ptatdw bogatych w komorki C. Komérki nowotworu sg
zazwyczaj monomorficzne - okragte lub owalne o zasadochtonnej lub kwasochtonnej
cytoplazmie. Rak rdzeniasty jest nowotworem o wysokim stopniu ztosliwosci. W okoto
50% przypadkdéw w chwili rozpoznania stwierdza sie przerzuty do okolicznych weztow
chtonnych, a w 15-20% przypadkéw - do phuc, watroby i kosci. Dziesiecioletnie
przezycie od momentu wykrycia nowotworu wynosi od 50 do 70-86%. Ujawnienie
przerzutéw w weztach chtonnych w chwili rozpoznania nowotworu zmniejsza szanse
na wyleczenie (10-letnie przezycie) z 86 do 46% [1,4, 20, 28, 34,47],

3. POTENCJALNE BIALKOWE ZNACZNIKI
NOWOTWOROW ZtOSLIWYCH TARCZYCY

Biopsja aspiracyjna cienkoigtowa jest technikg powszechnie wykorzystywang przy
wste-pnym diagnozowaniu tagodnych i ztosliwych nowotwor6w tarczycy. Niemnigj
wiadomo, Ze metoda ta ma pewne ograniczenia ze wzgledu na nakfadanie sie cech
cytologicznych miedzy tagodnymi. i zto$liwymi nowotworami pecherzykowymi.
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Morfologiczne odréznienie gruczolaka, dobrze zr6znicowanego raka pecherzykowego
i pecherzykowej odmiany raka brodawkowatego jest trudne nawet dla cytologéw z
wysoka znajomoscig biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej tarczycy. Konsekwencjgtego
jest to, ze wiekszos¢ pacjentdow z nowotworami tarczycy podlega leczeniu
chirurgicznemu mimo, ze mniej niz 10% jest definitywnie sklasyfikowanajako nowotwory
ztosliwe. Poniewaz w diagnozowaniu raka pecherzykowego sg wymagane specyficzne
kryteria, szczeg6lnie wyrazne zademonstrowanie naciekania torebki i inwazji do naczyn,
histologiczne odrdznienie raka pecherzykowego od gruczolaka moze takze by¢ trudne
[34]. Przedoperacyjnajednoznaczna diagnoza nowotwordw tarczycy bytaby mozliwa
dzieki znalezieniu ich molekularnych znacznikéw. Wydaje sige, ze obiecujgcymi
znacznikami zto$liwych nowotworow tarczycy sagalektyny: 1 i 3, biatka HMGA (HMGI/
Y), tymozyna [3-10 oraz telomeraza.

3.1. Galektyna-1

Galektyny (jedna z 4 grup lektyn) sa biatkami wystepujacymi w komérkach wielu
zwierzat, a takze cztowieka. Wspdlng ich cecha jest obecno$¢ przynajmniej jednej
liczacej okoto 135 aminokwas6w domeny wigzacej cukier, majgcej powinowactwo do
|3-galaktozydow. Do tej pory zidentyfikowano 14 galektyn, z ktérych najlepiej
scharakteryzowano galektyne-1, -3 i -9. Kazda z galektyn wykazuje specyficzng
ekspresje w roznych komdrkach zaréwno prawidtowych, jak i patologicznych. Galektyny
zlokalizowane sg w cytoplazmie, jadrze komdérkowym, na powierzchni komdrek oraz
w przestrzeni miedzykomaérkowej, co sugeruje wielofunkcyjnosé tych biatek [5, 15, 16,
24-26,29,35,39-41,51].

Galektyna-1 w warunkach fizjologicznych wystepuje jako heterodimer, ktérego
podjednostki majg mase czasteczkowa 14,5 kDa i sktadajg sie ze 134 aminokwasow
tworzacych 12 odcinkéw o konfiguracji [3. Podjednostki galektyny-1 tgcza sie ze sobg
dzieki oddziatywaniom miedzy hydrofobowymi aminokwasami pierwszego i ostatniego
od-cinka o strukturze [3. Domena wigzaca cukier, ulokowana po przeciwnych stronach
dimeru, sktada sie z trzech blisko siebie lezacych odcinkéw o strukturze harmonijkowej.
Obecno$é galektyny-! stwierdzono w wielu narzadach, tkankach i komdrkach pra-
widtowych, np. w grasicy, weztach chtonnych, $ledzionie, jadrach, miesniach gtadkich
i szkieletowych, watrobie, jelitach, ptucach, tozysku, komdérkach $cian naczyn, skorze,
sercu i neuronach wechowych. Jej ekspresje wykryto takze w szeregu nowotworéw:
m.in. raku tarczycy, okreznicy, jajnika oraz w czerniaku i chtoniaku. Podobnie jak
galektyna-3, galektyna-1 wystepuje w cytoplazmie, jadrze komérkowym i na
powierzchni komorki. Petni role w wielu procesach fizjologicznych jak i patologicznych;
do najwazniejszych z nich naleza: adhezja komorkowa, regulacja proliferacji i przezy-
walnosci komdrek, mechanizmy odpornosciowe oraz procesy nowotworzenia i
przerzutowania komdrek nowotworowych [ 15, 29, 39-41].

Xu i wsp. [53] po raz pierwszy stwierdzili odmienng ekspresje galektyny-l w
nowotworach tarczycy oraz w tkance prawidtowej. Do badan technikg immuno-
histochemiczng i Western biot wykorzystano 16 preparatéw raka brodawkowatego, 7
- pecherzykowego, 8 - rdzeniastego oraz 10 preparatéw gruczolaka pecherzykowego
i 1 przypadek zmiany nienowotworowej-(struma modosa). Jako kontrole uzyto 33
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preparaty tkanki prawidtowej sgsiadujgcej ze zmianami patologicznymi. Zaobserwowano
ekspresje galektyny-1 we wszystkich przypadkach raka pecherzykowego i brédaw-
kowatego oraz w 63% przypadkow raka rdzeniastego. Natomiast nie stwierdzono jej
ekspresji ani w preparatach gruczolaka, ani w sgsiadujgcych ze zmianami patologicznymi
komorkach prawidtowych oraz zmianie nienowotworowej. Chiariotti i wsp. [12] do
badan ekspresji galektyny-1 na poziomie mRNA i biatka wykorzystali zaréwno linie
komorkowe, jak i preparaty nowotwor6w tarczycy po ocenie histologicznej. Analiza
technika Northem biot wykazata niski poziom mRNA galektyny-1 w prawidtowych
tyreocytach z hodowli oraz w linii komorek pochodzacej z gruczolaka, natomiast wysoki
we wszystkich 6 liniach rakow tarczycy niezaleznie od ich pochodzenia i potencjatu
nowotworowego (4 linie raka brodawkowatego, | - pecherzykowego i | -
anaplastycznego). Analogiczne wyniki otrzymano badajgc poziom galektyny-1 technika
Western biot. Podwyzszony poziom mRNA galektyny-1 stwierdzono w 28 z 40
preparatéw raka brodawkowatego (70%) i w 6 z 7 - raka anaplastycznego (86%) w
poréwnaniu z tkanka prawidtowa. Nie stwierdzono natomiast réznic w ekspresji mMRNA
galektyny-1 w przypadku 11 preparatéw raka pecherzykowego i 5 — gruczolaka.
Udowodniono ponadto, ze preparaty raka brodawkowatego, w ktérych wykazano wysoki
poziom mRNA galektyny-1, cechuje silna immunoreaktywno$¢ przy uzyciu swoistych
przeciwciat anty galektynie-1, co wskazywatoby na wysoki poziom biatka. Stabg lub
brak reakcji stwierdzono w przypadku tkanki prawidtowej.

Przedstawione wyniki, niestety nielicznych prac sugeruja, ze zwiekszenie ekspresji
galektyny-1 na poziomie mRNA i biatka moze by¢ rozpatrywane jako dodatkowa cecha
diagnostyczna rakéw ztosliwych tarczycy.

3.2. Galektyna-3

Galektyna-3 (m.cz. 31 kDa) ma dwie funkcjonalne domeny: dtuga, gietka domene
N-koncowa liczacg 100-150 aminokwasow (w zaleznosci od pochodzenia) zawierajgca
8-13 kopii 9-aminokwasowego modutu sekwencyjnego bogatego w proline, glicyne i
tyrozyne oraz 135-aminokwasowadomene rozpoznajaca i wigzaca cukier ((3-galaktoze,
laktoze, N-acetylolaktozaming). Ekspresje galektyny-3 stwierdzono w makrofagach,
eozynofilach, neutrofilach, komorkach tucznych, komérkach nabtonkowych przewodu
pokarmowego i oddechowego, nerkach i pewnych neuronach czuciowych. Chociaz
galektyna-3 jest zlokalizowana gtéwnie w cytoplazmie, stwierdzono jej obecnos$¢ w
jadrze komoérkowym, na powierzchni komérki oraz w przestrzeni miedzykomorkoweyj.
Wewnatrzkomdrkowa lokalizacja galektyny-3 jest zwigzana zjej rolagw skfadaniu mRNA
i zapobieganiu apoptozie (dziatajako czynnik antyapoptotyczny). Natomiastjej obecnosé
na powierzchni komérki i w matriks zewnatrzkomérkowej wskazuje na udziat w
interakcji komoérka-komorka oraz komoérka-matriks. Uwaza sie, ze oprocz funkcji
fizjologicznych galektyna-3 petni takze role w procesie transformacji nowotworowej i
przerzutowaniu [15,24-26,35,39,41,51].

W ciggu ostatnich lat opublikowano szereg prac dotyczacych ekspresji galektyny-3
w tagodnych i ztosliwych nowotworach tarczycy cztowieka oraz w zmianach
nienowotworowych i tkance prawidtowej [6, 13, 14, 17, 19, 23, 27, 36, 38, 44, 53].
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TABELA 1. Ekspresja galektyny-3 w tagodnych i pierwotnych zto$liwych nowotworach tarczycy
(analiza immunohistochemiczn;a. liczba preparatow z ekspresja galektyny-3/catkowita liczba
preparatéw)

Rak Rak peche- Rak z Rak Rak rdze- Gruczolak Pismien-

brodaw- rzykowy komarek anapla- niasty pecherzykowy  nictwo

kowaty Hurtla styczny

16/16 in - 3/8 0/10 [53]

18/18 4/8 mn 5/5 3/6 0/8 [19]

18/18 17117 - - - 3/29 [38]

45/45 8/8 - 5/5 - 0/25 [27]

- - - - 16/20 - [14]

- 16/17" - - - - [44]

241/259 43/46' — 19/21 317 9/195 [6]
38/412

33/45 213 5/8 112 m 3/8 [23]

- - - - 23/25 - [17]

28/28 3/5 n n - 17127 [13]

12/12 18/20 - - - 14/31 [36]

Ogotem3

411/441 156/174 7/10 31/34 49/67 46/333

93% 90% 70% 91% 73% 14%

| Dane dotyczg raka pecherzykowego o minimalnej inwazyjnosci

2 - o szerokiej inwazyjnosci

3 Nie uwzgledniono pracy Kawachi i wsp. [30] ze wzgledu na brak liczby przypadkéw z ekspresja
galektyny-3

Ekspresje galektyny-3 analizowano technikami immunohistochemicznymi z wyko-
rzystaniem parafinowych blokéw komarkowych lub skrawkéw tkankowych. Badania
te wykazaty ekspresje galektyny-3 w prawie wszystkich przypadkach raka brodaw-
kowatego (93%), raka pecherzykowego (90%), raka anaplastycznego (91%) i
wiekszosci przypadkdéw raka rdzeniastego (73%) oraz raka z komdérek Hurtla (70%)
w przeciwienstwie do gruczolaka pecherzykowego (14%) (tab. 1). Niemniej Coli i
wsp. [13] oraz Martins i wsp. [36] stwierdzili odpowiednio ekspresje galektyny-3 w 14
z 31 przypadkow (45%) iw 17 z 27 przypadkow (63%) gruczolaka. Przy ocenie
diagnostycznej wartosci immunodetekcji galektyny-3 w nowotworach tarczycy dyskutuje
sie sprawe wptywu czynnika subiektywnego obserwatora na interpretacje wynikéw
badania immunchistochemicznego. Zdaniem wielu badaczy bardziej obiektywna metoda
jest analiza r6znic poziomu mRNA galektyny-3 miedzy réznymi typami nowotworéw
tarczycy technika RT-PCR. Bemet i wsp. [7] stwierdzili wyzszy poziom mRNA
galektyny-3 w raku brodawkowatym i gruczolaku pecherzykowym w poréwnaniu z
tkanka prawidtowsg. A ponadto ujawnili, ze w raku pecherzykowym poziom mRNA nie
byt wyzszy w poréwnaniu z tkanka prawidtowg i gruczolakiem. Ostatnio Feichenfeldt
i wsp. [ 18] stwierdzili znaczny wzrost ekspresji galektyny-3 na poziomie mRNA i biatka
w raku brodawkowatym tarczycy w poréwnaniu z gruczolakiem. Niespodziewanie,
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nie zaobserwowali oni wzrostu poziomu mRNA i biatka w raku pecherzykowym.
Kawachi i wsp. [30], wykazali znacznie wyzszg ekspresje galektyny-3 w pierwotnym
raku brodawkowatym dajgcym przerzuty w poréwnaniu z tym, ktory ich nie daje. Wysoka
ekspresje galektyny-3 stwierdzono réwniez w raku rdzeniastym tarczycy dajacym
przerzuty do regionalnych weztéw chtonnych [14], Jednakze zaréwno w przypadku
limfatycznych metastaz raka brodawkowatego [30] jak i rdzeniastego [17] ekspresja
galektyny-3 byta w nich znacznie nizsza niz w odpowiednich rakach pierwotnych.
Opublikowane obserwacje pozwalajg stwierdzi¢, ze cytoplazmatyczna ekspresja
galektyny-3 jest fenotypowo zwigzana z transformacjg nowotworowsg i progresjg w
kierunku nabywania zdolnosci do przerzutowania. Yoshii i wsp. [54] wykazali, ze
zahamowanie ekspresji galektyny-3 w komérkach raka brodawkowatego tarczycy
skutkuje znaczngredukcja fenotypu nowotworowego. Jest mozliwe, ze moze to wynikaé
z dziatania galektyny-3 jako czynnika antyapoptotycznego. Ostatnio Takenaka i wsp.
[50] udowodnili, ze nadekspresja galektyny-3 w prawidtowych tyreocytach trans-
fekowanych cDNA dla galektyny-3 prowadzi do nabycia przez nie fenotypu nowot-
worowego. Stwierdzili ponadto, ze nadekspresji galektyny-3 towarzyszy wzrost ekspresji
genow zaangazowanych w przejscie od fazy G| do fazy S cyklu komérkowego (Rb,
PCNA,RCF). Istnieje zatem mozliwos¢, ze galektyna-3 odgrywa role w regulacji cyklu
komérkowego.

W Swietle przedstawionych wynikow badan nalezy uznaé, ze galektyna-3 nie jest
uniwersalnym molekularnym znacznikiem nowotwordw ztosliwych tarczycy. Niemniej
analiza ekspresji galektyny-3 moze by¢ pomocna w identyfikacji raka brodawkowatego,
ale nie w odrdznianiu raka pecherzykowego od gruczolaka.

3.3. Biatka HMGA

Niehistonowe biatka chromatyny HMG (ang. high mobility group), tj. biatka o
wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej tworza trzy rodziny, ktére wedtug nowej
terminologii sg okres$lane jako HMGA (HMGI/Y), HMGB (HMG1 i 2) oraz HMGN
(HMG 14i 17). Rodzina biatek HMGA liczgca 4 przedstawicieli poza funkcjg struktu-
ralng petni role w regulacji ekspresji szeregu gendw in vivo i jest okreslana jako
»architektoniczne czynniki transkrypcji”. W wyniku translacji alternatywnie ztozonego
mMRNA kodowanego przez gen HMGA 1 (u cztowieka locus 6p21) powstajg trzy biatka:
HMGA!la (HMGI), HMGA1b (HMGY) oraz HMGA!c (HMGI/R). Biatka te zawierajg
trzy charakterystyczne zasadowe motywy sekwencyjne (KRPRGRPK), dzigki ktorym
przytaczaja sie one do bogatego w pary A-T mniejszego rowka DNA. Biatka HMGA la
i HMGA b sgidentyczne w sekwencji z wyjatkiem delecji 11-aminokwasowego odcinka
w biatku HMGAIb miedzy pierwszg a drugg domeng wiazaca DNA. W fancuchu
polipeptydowym HMGA la (HMGI) znajduje sie 107 aminokwaséw (m.cz. 11,7 kDa),
natomiast w HMGAIb (HMGY) - 96 aminokwasow (m.cz. 10,6 kDa). Biatko
HMGAIc (HMGI/R) zawiera 179 aminokwaséw (m.cz. 19,7 kDa). Biatko HMGAZ2
(HMGI-C) liczace 109 aminokwaséw (m.cz. 12 kDa) jest kodowane przez oddzielny
gen HMGA2 (HMGI-C) ulokowany u cztowieka w locus 12q 14-15. Poziom ekspresji
genéw HMGA jest maksymalny podczas rozwoju embrionalnego, ale niski lub
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niewykrywalny w catkowicie zréznicowanych, niedzielgcych sie komérkach dojrzatego
organizmu, co implikuje zaangazowanie produktow ekspresji tych genéw w regulacje
komoarkowej proliferacji i wzrostu embrionalnego [42, 43, 52], W nowo-tworowo
zmienionych komorkach w przeciwienstwie do prawidtowych komdérek somaty-cznych
poziom produktow genéw HMGA jest czesto wysoki; wzrost ich stezenia koreluje ze
wzrostem zaawansowania choroby lub zdolnoscig do przerzutowania. Perfekcyjng
korelacje miedzy nadekspresjg biatek HMGA o petnej dtugosci, a progresjg nowotworu
stwierdzono w rakujelita grubego, prostaty, sutka, ptuc, atakze tarczycy [52]. Chiappetta
i wsp. [11] wykorzystujgc przeciwciata przeciwko specyficznemu peptydowi
zlokalizowane-mu w N-koricowym regionie bialtek HMGAIla i HMGAIb zbadali
immunohistochemicznie ich ekspresje w 358 preparatach nowotwordéw tarczycy.
Stwierdzono brak ekspresji bialek HMGAIla i HMGAIb w tkance prawidtowej i w
prawie wszystkich zmianach nienowotwo-rowych oraz 80% przypadkéw gruczolaka.
Natomiast ekspresje tych biatek zaobserwowano w jgdrach komoérkowych wiekszosci
przypadkdw rakow tarczycy: pecherzykowego, brodawkowatego i niezréznicowanego,
tj. w 121 przypadkach ze 126 (95%) badanych. W celu uwiarygodnienia otrzymanych
wynikow réwnolegle w 50 immunohistochemicznie zbadanych prébkach analizowano
poziom mRNA technikg RT-PCR stwierdzajgc silng korelacje miedzy wykrywanym
MRNA a diagnozg raka. Ponadto ekspresje biatek HMGAIla i HMGAIb analizowano
technikg immuno-histochemiczng i RT-PCR w 12 preparatach cytologicznych po
przeprowadzeniu biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej. Preparaty pochodzity od 10
pacjentéw, ktérych po diagnozie cytologicznej poddano tyreoidektomii, a ocena
histologiczna wykazata u 4 pacjentéw raka brodawkowatego lub pecherzykowego,
au6 - gruczolaka.We wszystkich przypadkach wykrywalna ekspresja HMGAIla
i HMGAIDb korelowata z diagnoza nowotworu ztosliwego. Dwa preparaty zawieraty
prawidtowe tyreocyty. Wyniki szeroko zakrojonych w laboratorium Fusco [11] badaniach
ekspresji biatek HMGA w zmianach patologicznych tarczycy sugeruja, ze istnieje
korelacja miedzy ekspresja biatek HMGA 1ai HMGA b a fenotypem rakdw tarczycy,
co implikuje, ze biatka te mozna uznac¢ za znaczniki nowotworéw ztosliwych tarczycy.
Na korzys¢ tej sugestii przemawiajgwyniki badan Kim i wsp. [31]. Stosujac potilosciowa
technike RT-PCR stwierdzono niska ekspresje mRNA biatek HMGAIlai HMGAIbw 10
preparatach tkanki prawidtowej, 3 - wola guzkowatego, oraz 6 — gruczolaka. Natomiast wysoki
poziom ekspresji MRNA zaobserwowano w 11 z 13 preparatdw raka brodawkowatego i w 5 z
5 - raka pecherzykowego.

Hamowanie syntezy biatek HMGAIla i HMGAIDb reprezentuje nowg i obiecujacag
strategie w terapii rakéw, w ktoérych ma miejsce nadekspresja genu HMGAL. Scala i
wsp. [46] udowodnili, ze adenowirus niosgcy gen HMGA1 w orientacji antysensowej
(Ad-Yas) hamuje synteze biatek HMGAIla i HMGAIb i wzrost komérek dwaoch linii
komoérkowych raka anaplastycznego (ARO i FB-1). Wprowadzenie Ad-Yas myszom
z nowotworem indu-kowanym przez komérki linii ARO powodowato jego drastyczng
regresje. Hamowanie syntezy biatek HMGA lai HMGA b przez Ad-Yas obniza wzrost
komadrek nowotworowych zaréwno in vitro jak i in vivo, pozostajac bez wptywu na
wzrost komorek prawidtowych. Terapia oparta na blokowaniu syntezy tych biatek moze
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by¢ wazna w leczeniu raka anaplastycznego tarczycy, ktéry niezmiennie prowadzi do
Smierci pacjentéw w ciggu kilku miesiecy.

3.4. Tymozyna p-10

Tymozyny stanowig rodzing matych (m.cz. ok. 12 kDa) biatek (oryginalnie
izolowanych z grasicy cielecia), ktore ze wzgledu na ich punkt izoelektryczny podzielono
na 3 klasy - oc,P, y. Tymozyny-P stanowig rodzine strukturalnie podobnych, wysoce
konserwatywnych kwasnych polipeptydéw. Biologiczna funkcja tych biatek jest wcigz
nieznana; jakkolwiek sugeruje sie, ze ekspresja tymozyn jest zwigzana ze wzrostem i
réznicowaniem wielu typéw komoérek. Uwaza sie, ze tymozyna P-10 ma wplyw na
cytoszkielet, poniewaz przytacza sie do aktyny G [49,55]. Santelli i wsp. [45] stwierdzili
zwiekszong ekspresje genu tymozyny P-10 w szeregu nowotworach ludzkich: rakach
jelita grubego, jajnika, sutka, nerek w poréwnaniu z tkanka prawidtowa. Ten sam zespot
badawczy stwierdzit rowniez wysokg ekspresje genu tymozyny P-10 w liniach
komarkowych i preparatach klinicznych raka anaplastycznego i brodawkowatego, przy
czym duzo wyzszy poziom ekspresji obserwowano w przypadku raka anaplastycznego
niz brodawkowatego. Natomiast ekspresja genu tymozyny P-10 byta prawie
niewykrywalna w prawidtowej tarczycy [9]. Takano i wsp. [49] w celu okre$lenia
uzytecznosci analizy tymozyny P-10 w odréznianiu nowotworéw ztosliwych tarczycy
od tagodnych, do badan poziomu mRNA tymozyny P-10 technikg RT-PCR wykorzystali
27 preparatow raka brodawkowatego, 12 - raka pecherzykowego, 19 - gruczolaka
pecherzykowego, 5 - raka anaplastycznego i 21 preparatéw tkanki prawidtowe;j.
Stwierdzono wysoki wzgledny poziom ekspresji mMRNA tymozyny P-10 w stosunku do
ekspresji mMRNA P-aktyny w raku anaplastycznym. Byt on réwniez podwyzszony w
pewnych preparatach raka brodawkowatego i pecherzykowego. Nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic w ekspresji mMRNA tymozyny P-10 w gruczolaku i raku
pecherzykowym. Ujawnienie podwyzszonego poziomu mRNA tymozyny P-10 moze
by¢ zatem uzyteczne w diagnozowaniu raka anaplastycznego, ale nie w diagnozowaniu
zroznicowanych rakow tarczycy.

3.5. Telomeraza

Telomeraza (m.cz. ok. 600 kDa), wyspecjalizowana odwrotna transkryptaza, zawiera
w swojej czasteczce komponent biatkowy (podjednostke katalityczng o m.cz. 127 kDa)
oraz tancuch RNA. W enzymie wyodrebnionym z komorek ludzkich RNA sktada sie z
450 nukleotydow, wsrdod ktérych znajduje sie 11-nukleotydowa sekwencja 5°-
CUAACCCUAAC-3, ktorej region centralny jest sekwencjg odwrotnie komple-
mentarng do powtarzalnej sekwencji telomeréw ludzkich 5’-TTAGGG-3’. Telomeraza
jest odpowiedzialna za utrzymanie dtugosci chromosomowych telomeréw przez
dodawanie heksamerowych powtérzeh (TTAGGG)n, co pozostaje w dynamicznej
réwnowadze z utratg sekwencji podczas replikacji DNA. Obecnos¢ funkcjonalnej
telomerazy moze by¢ konieczna dla zdolnosci proliferacyjnych komorek i zgodnie z tg
hipotezg aktywnosc¢ telomerazy stwierdzono w wigkszosci badanych typdw nowotworow
ztosliwych cztowieka [8]. Enzym ten nie jest wykrywany w prawidtowych komérkach
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somatycznych, zatem ujawnienie aktywnosci telomerazy w preparatach tkanek ludzkich
moze mie¢ potencjalng warto$¢ dla rozpoznania zmienionych nowotworowo komérek
w preparatach klinicznych [8]. Aktywno$¢ telomerazy analizowano réwniez w
nowotworach tarczycy [2, 3, 10,22]. Aogi i wsp. [3] do badan aktywnosci telomerazy
wykorzystali 12 preparatéw nowotworow ztosliwych tarczycy, w tym: 5 - raka
brodawkowatego, 3 - pecherzykowego, 2 - anaplastycznego, ! - rdzeniastego i | -z
komorek Hurtla oraz 17 preparatéw zmian tagodnych obejmujacych gruczolaka i
hiperplazje. Aktywnos$¢ telomerazy stwierdzono w 9 z 12 (75%) preparatow rakéw
ztosliwych stosujac metode amplifikacji powtorzen telomerowych (ang. telomeric repeat
amplification protocol). Natomiast metodg RT-PCR stwierdzono obecno$¢é mRNA
katalitycznej podjednostki holoenzymu telomerazy w 8 z 12 (67%) preparatéw
nowotworéw ztosliwych i w 5 z 17 (29%) zmian tagodnych tarczycy. Wyniki te
pozostawaty w zgodzie z poprzednimi doniesieniami [2,10,22] wykazujacymi aktywno$é
telomerazy w wiekszosci rakOw tarczycy w przeciwienstwie do gruczolakéw i tkanki
prawidtowej.

4, PODSUMOWANIE

Sposréd opisanych biatek, najlepszymi markerami nowotworow ztosliwych tarczycy
sg biatka HMGA la i HMGAIb. Wydaje sie jednak, ze w diagnozowaniu nowotworéw
tarczycy oraz podjeciu trafnej decyzji co do sposobu leczenia pacjentdw moze okaza¢
sie niezwykle pomocna, z jednej strony faczna analiza ekspresji ich potencjalnych
znacznikéw, z drugiej - nowotworowo-specyficznych antygenéw powstatych w wyniku
zmian glikozylacji biatek. Wstepne wyniki naszych badan wskazuja na réznice w
glikozylacji biatek cytosolowych nowotwordéw ztosliwych w poréwnaniu z gruczolakami
i patologicznymi zmianami tarczycy o charakterze nienowotworowym [32],

PODZIEKOWANIE

Autorka sktada serdeczne podzigkowanie Panu mgr Janowi Gierakowi za kompute-
rowg edycje tego artykutu.

LITERATURA

[1] ALSANEA O, CLARK OH. Familial thyroid cancer. Curr Opin Oncol 2001; 13: 44-51.

[2] AOGI K, KITAHARA K, BULEY I, TAHARA H, SUGINO T, TARIN D, GOODISON S. Telomerase
activity in lesions of the thyroid: application to diagnosis of clinical samples including fine needle
aspirates. Clin Cancer Res 1998; 4: 1965-1970.

[3] AOGI K, KITAHARA K, URQUIDI V, TARIN D, GOODISON S. Comparison of telomerase and CD44
expression as diagnostic tumor markers in lesions of the thyroid. Clin Cancer Res 1999; 5: 2790-2797.

[4] BACHELOT A, LOMBARDO F, BAUDIN E, BIDART J-M, SCHLUMBERGER M. Inheritable forms of
medullary thyroid carcinoma. Biochimie 2002; 84: 61-66.

[5] BARONDES SH, COOPER DNW, GITT MA, LEFFLER H. Galectins. Structure and function ofa large
family of animal lectins. J Biol Chem 1994; 269: 20807-20810.



186 A. LIPINSKA

[6] BARTOLAZZI A, GASBARRI A, PAPOTTI M, BUSSOLATI G, LUCANTE T, KHAN A, INOHARA H,
MARANDINOF, ORLANDIF, NARDIF, VECCHIONE A, TECCE R, LARSSON O. Application ofan immuno
diagnostic method for improving preoperative diagnosis of nodular thyroid lesions. Lancet 2001; 357: 1644-1650.

[7] BERNET VJ, ANDERSON J, VAISHNAV Y, SOLOMON B, ADAIR CF, SAJI M, BURMAN KD, BURCH
HB, RINGEL MD. Determination of galectin-3 messenger ribonucleic acid overexpression in papillary
thyroid cancer by quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction. J Clin Endocrinol
Metab 2002; 87: 4792-4796.

[8] BLASIAK J. Telomeraza i rak. Post Biochem 1999; 45: 228-238.

[9] CALIFANO D, MONACO C, SANTELLI G, GIULIANO A, VERONESE ML, BERLINGIERI MT, DE
FRANCISCIS V, BERGER N, TRAPASSO F, SANTORO M, VIGLIETTO G, FUSCO A. Thymosin beta-
10 gene overexpression correlated with the highly malignant neoplastic phenotype of transformed
thyroid cells in vivo and in vitro. Cancer Res 1998; 58: 823-828.

[10] CHENG AJ, LIN JD, CHANG T, WANG TC. Telomerase activity in benign and malignant human thyroid
tissues. Br J Cancer 1998; 77: 2177-2180.

[11] CHIAPPETTA G, TALLINI G, DE BLASIO MC, MANFIOLETTI G, MARTINEZ-TELLO FJ, PENTI-
MALLI F, DE NIGRIS F, MASTRO A, BOTTIG, FEDELE M, BERGER N, SANTORO M, GIANCOTTI
V, FUSCO A. Detection of high mobility group | HMGI(Y) protein in the diagnosis of thyroid tumors:
HMGI(Y) expression represents a potential diagnostic indicator of carcinoma. Cancer Res 1998; 58:
4193-4198.

[12] CHIARIOTTI L, BERLINGIERI MT, BATTAGLIA C, BENVENUTO G, MARTELLI ML, SALVATO-
RE P, CHIAPPETTA G, BRUNI CB, FUSCO A. Expression ofgalectin-1 in normal human thyroid gland
and in differentiated and poorly differentiated thyroid tumors. Int J Cancer 1995; 64: 171-175.

[13] COLI A, BIGOTTI G, ZUCCHETTI F, NEGRO F, MASSI G. Galectin-3, a marker of well-differentiated
thyroid carcinoma, is expressed in thyroid nodules with cytological atypia. Histopathology 2002; 40: 80-
87.

[14] CVEIIC D, SAVIN S, GOLUBOVIC S, PAUNOVIC |, TATIC S, HAVELKA M. Galectin-3 and carcino-
embryonic antigen expression in medullary thyroid carcinoma: possible relation to tumour progression.
Histopathology 2000; 37: 530-535.

[15] DANGUY A, CAMBY |, KISS R. Galectins and cancer. Biochim Biophys Acta 2002; 1572: 285-293.

[16] DRICKAMER K, TAYLOR ME. Biology of animal lectins. Annu Rev Cell Biol 1993; 9: 237-264.

[17] FAGGIANO A, TALBOT M, LACROIX L, BIDART JM, BAUDIN E, SCHLUMBERGER M, CAILLOU
B. Differential expression of galectin-3 in medullary thyroid carcinoma and C-cell hyperplasia. Clin
Endocrinol 2002; 57: 813-819.

[18] FEILCHENFELDT J, TOTSCH M, SHEU SY, ROBERT J, SPILIOPOULOS A, FRILLING A, SCHMID
KW, MEIER CA. Expression of galectin-3 in normal and malignant thyroid tissue by quantitative PCR
and immunohistochemistry. Mod Pathol 2003; 16: 1117-1123. i

[19] FERNANDEZ PL, MERINO MJ, GOMEZ M, CAMPO E, MEDINA T, CASTRONOVO V, SANJUAN X,
CARDESA A, LIU F-T, SOBEL ME. Galectin-3 and laminin expres-sion in neoplastic and non-neopla-
stic thyroid tissue. J Pathol 1997; 181: 80-86.

[20] FRANZ MG. Medullary thyroid cancer. Cancer Control J 1997; 4: 25-29.

[21] GIMM O. Thyroid cancer. Cancer Lett 2001; 163: 143-156.

[22] HAUGEN BR, NAWAZ S, MARKHAM N, HASH1ZUMIT, SHROYER AL, WERNESS B, SHROYER
KR. Telomerase activity in benign and malignant thyroid tumors. Thyroid 1997; 7: 337-342.

[23] HERRMANN ME, LIVOLSIVA, PASHA TL, ROBERTS SA, WOJCIK EM, BALOCH ZW. Immunohi-
stochemical expression of galectin-3 in benign and malignant thyroid lesions. Arch Pathol Lab Med
2002; 126: 710-713.

[24] HUGHES RC. The galectin family of mammalian carbohydrate-binding molecules. Biochem Soc Transact
1997; 25: 1194-1198.

[25] HUGHES RC. Secretion of the galectin family of mammalian carbohydrate-binding proteins. Biochim
Biophys Acta 1999; 1473: 172-185.

[26] HUGHES RC. Galectins as modulators of cell adhesion. Biochimie 2001; 83: 667-676.

[27] INOHARA H, HONJO Y, YOSHIIT, AKAHANI S, YOSHIDA J, HATTORI K, OKAMOTO S, SAWADA
T, RAZ A, KUBO T. Expression of galectin-3 in fine-needle aspirates as a diagnostic marker differentia-
ting benign from malignant thyroid neoplasms. Cancer 1999; 85: 2475-2484.

[28] JASTRZEBSKA H. Rak tarczycy, [w] Zgliszczynski S. (red.) Choroby tarczycy. Wroclaw: Wydawnictwo
Medyczne Urban & Partner, 1998: 187-199.



ZNACZNIKI BIALKOWE RAKOW TARCZYCY 187

[29] KASAI K, HIRABAYASHI J. Galectins: a family of animal lectins that decipher glycocodes. J Biochem
1996; 119: 1-8.

[30] KAWACHIK, MATSUSHITAY, YONEZAWA S, NAKANO S, SHIRAO K, NATSUGOE S, SUEYOSHI
K, AIKOU T, SATO E. Galectin-3 expression in various thyroid neoplasms and its possible role in
metastasis formation. Human Pathol 2000; 31: 428—433.

[31] KIM SJ, RYU JW, CHOI DS. The expression of the high mobility group I(Y) mRNA in thyroid cancers:
useful tool of differential diagnosis of thyroid nodules. Korean J Intern Med 2000; 15: 71-75.

[32] KRZESLAK A, POMORSKI L, GAJ Z, LIPINSKA A. Differences in glycosylation of intracellular
proteins between benign and malignant thyroid neoplasms. Cancer Lett 2003; 196: 101-107.

[33] KUBIAK R. Tarczyca i przytarczyce. [w] Kordek R, Wozniak R, Biernat W. (red.) Nowotwory. Zarys
patologii onkologicznej. Akademia Medyczna w todzi 2001: 301—315.

[34] KUBICKI T. Biopsja aspiracyjna cienkoigtowa. [w] Zgliszczynski S. (red.) Choroby tarczycy. Wroctaw:
Wydawnictwo Medyczne Urban & Partner, 1998: 65-84.

[35] LIU F-T, PATTERSON RJ, WANG JL. Intracellular functions of galectins. Biochim Biophys Acta 2002;
1572: 263-273.

[36] MARTINS L, MATSUO SE, EBINA KN, KULCSAR MAV, FRIGUGLIETTI CUM, KIMURA ET.
Galectin-3 messenger ribonucleic acid and protein are expressed in benign thyroid tumors. J Clin Endo-
crinol Metab 2002; 87: 4806-4810.

[37] NOWAK M. Anatomia gruczotu tarczowego, [w] Zgliszczynski S. (red.) Choroby tarczycy. Wroctaw:
Wydawnictwo Medyczne Urban & Partner, 1998: 9-11.

[38] ORLANDI F, SAGG1ORATO E, PIVANO G, PULIGHEDDU B, TERMINE A, CAPPIA S, DE GIULIP,
ANGELLI A. Galectin-3 is a presurgical marker of human thyroid carcinoma. Cancer Res 1998; 58: 3015—
3020.

[39] PERILLO NL, MARCUS ME, BAUM LG. Galectins: versatile modulators of cell adhesion, cell prolife-
ration, and cell death. J Mol Med 1998; 76: 402-412.

[40] RABINOVICH GA, BAUM LG, TINARI N, PAGANELLI R, NATOLI C, LIU F-T. IACOBELLI S.
Galectins and their ligands: amplifiers, silencers or tuners of the inflammatory response? Trends Immu-
nol 2002; 23: 313-320.

[41] RABINOVICH GA, RIERA CM, LANDA CA, SOTOMAYOR CE. Galectins: a key intersection between
glycobiology and immunology. Brazil J Med Biol Res 1999; 32: 383-393.

[42] REEVES R. Molecular biology of HMGA proteins: hubs of nuclear function. Gene 2001; 277: 63-81.

[43] REEVES R, BECKERBAUER L. HMGI/Y proteins: flexible regulators of transcription and chromatin
structure. Biochim Biophys Acta 2001; 1519: 13-29.

[44] SAGGIORATO E, CAPPIA S, DE GIULI P, MUSSA A, PANCANIG, CARACIP, ANGELI A, ORLANDI
F. Galectin-3 as a presurgical immunocytodiagnostic marker of minimally invasive follicular thyroid
carcinoma. J Clin Endocrinol Metab 2001; 86: 5152-5158.

[45] SANTELLIG, CALIFANO D, CHIAPPETTA G, VENTO MT, BARTOLI PC, ZULLO F, TRAPASSO F,
VIGLIETTO G, FUSCO A. Thymosin beta-10 gene overexpression is a general event in human carcino-
genesis. Am J Pathol 1999; 155: 799-804.

[46] SCALA S, PORTELLA G, FEDELE M, CHIAPPETTA G, FUSCO A. Adenovirus-medi-ated suppression
of HMGI(Y) protein synthesis as potential therapy of human malignant neoplasias. Proc Natl Acad Sci
USA 2000; 97: 4256"1261.

[47] SPORNY S. Cytodiagnostyka chordb tarczycy. £6dz: Studio Graficzne Sobiepanski-Trocha S.C. 1999;
97-138, 147-174.

[48] STEPIEN HI, HAREZGA B. Nowotwory gruczotéw wydzielania wewnetrznego, [w] Bemer J, Liberski
PP, Pluzanska Al, Wozniak L. (red.) Zarys onkologii. Akademia Medyczna w todzi 1998; CCXXXI cz.
1l: 238-268.

[49] TAKANO T, HASEGAWA Y, MIYAUCHI A, MATSUZUKA F, YOSHIDA H, KUMA K, AMINO N.
Quantitative analysis of thymosin beta-10 messenger RNA in thyroid carcinomas. Jpn J Clin Oncol
2002; 32: 229-232.

[50] TAKENAKA Y, INOHARA H, YOSHII T, OSHIMA K, NAKAHARA S, AKAHANI S, HONJO Y,



188 A. LIPINSKA

YAMAMOTO Y, RAZ A, KUBO T. Malignant transformation of thyroid follicular cells by galectin-3.
Cancer Lett 2003; 195 111-119.

[51] WADA J, MAKINO H. Galectins, galactoside-binding mammalian lectins: clinical ap-plication of multi-
functional proteins. Acta Med Okayama 2001; 55: 11-17.

[52] WISNIEWSKI J, SCHWANBECK R. High mobility group I/Y: Multifunctional chromosomal proteins
casually involved in tumor progression and malignant transformation. Int J Mol Med 2000; 6: 409—419.

[53] XU X-C, EL-NAGGAR AK, LOTAN R. Differential expression of galectin-1 and galectin-3 in thyroid
tumors. Potential diagnostic implications. Am J Pathol 1995; 147: 815-822.

[54] YOSHII T, INOHARA H, TAKENAKA Y, HONJO Y, AKAHANI S, NOMURA T, RAZ A, KUBO T.

Galectin-3 maintains the transformed phenotype of thyroid papillary carcinoma cells. Int J Oncol 2001;
18: 787-792.

[55] YU FX, LIN SC, MORRISON-BOGORAD M, ATKINSON MA, YIN HL. Thymosin beta 10 and thymo-
sin beta 4 are both actin monomer sequestering proteins. J Biol Chem 1993; 268: 502-509.

Anna Lipinska,

Katedra Cytobiochemii, Uniwersytet +6dzki,
S. Banacha 12/16, 90-237 t6d7,

e-mail: annal@biol. uni. lodz.pl


lodz.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 31 2004 SUPLEMENT 22 (189-208)

ROLA CYNKU
W MODULACJI PROCESU APOPTOZY

ROLE OF ZINC IN THE MODULATION OF APOPTOSIS
Zofia M. KILIANSKA

Zak}ad Biochemii Medycznej Katedry Cytobiochemii Uniwersytetu £ 6dzkiego

Streszczenie: Artykut przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy cynku jako modulatora apoptozy.
Ten wazny pierwiastek $ladowy w formie dwuwartosciowego kationu wykazuje wptyw zaréwno jako
inhibitor, jak i induktor procesu apoptozy. Udziatjonow Zn2+ w regulacji $mierci programowanej nie jest
wciaz w petni poznany. Sugeruje sig, ze jony Zn2’ moga oddziatywaé¢ w wielu miejscach komorki w
kaskadowej sygnalizacji podczas apoptozy. Suplementacja cynku dziata jako inhibitor apoptozy, pod-
czas gdy jego usuwanie czy niski poziom indukuje $mieré programowang w wielu komérkach. Na pozio-
mie biochemicznym jony Zn2+ uczestnicza w supresji/aktywacji endonukleaz(y), ktére(a) dokonuja
apoptotycznej fragmentacji DNA, a takze wptywaja na aktywacje kaspaz. W niektérych typach komo-
rek cynk moze stanowi¢ wigcznik apoptotycznych zdarzen zwigzanych z zatamaniem transmembrano-
wego potencjatu mitochondriéw z nastepczym uwalnianiem reaktywnych form tlenu.

Stowa kluczowe: apoptoza, cynk, endonukleazy, fragmentacja DNA, kaspazy, proteoliza, potencjat trans-
btonowy mitochondrium, ROS.

Summary: The review describes the current knowledge on zinc as modulator ofapoptosis. This important
trace element in divalent cation form has abilities both to inhibit and induce of apoptosis process. The
commitment ofZn2, to the regulation of programmed cell death still is not fully understood. It is suggested
that Zn2+ may have multiple intracellular targets in the apoptotic signaling cascade. Zinc supplementation
acts as an inhibitor of programmed cell death in many cells. At biochemical level zinc ions are involved in
suppression/activation of endonuclease(s) which cause(s) apoptotic DNA fragmentation and also influ-
enced on caspase activation. In some cell types zinc works as a possible trigger for apoptotic events
associated with the breakdown of mitochondrial membrane potential with a subsequent release of reactive
oXygen species.

Key words: apoptosis, zinc, endonucleases, DNA fragmentation, caspases, proteolysis, mitochondrial
membrane potential, ROS.
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1. WSTEP

Liczne prace dotyczace przebiegu apoptozy wskazujgna dwie gtéwne tarcze docelowe
wijej inicjacji, tj. receptory $mierci usytuowane w btonach komérkowych oraz mitochondria
stanowiace jednoczes$nie podstawe do wyrdznienia odpowiednio szlaku receptorowego
(zewnetrznego) i mitochondrialnego (wewnetrznego) [40, 41, 56, 62], Przedstawiajac
w duzym uproszczeniu, szlak receptorowy zainicjowany pobudzeniem receptora $mierci
(DR - ang. death receptor) przez sygnat - ligand (np. TNF, Fas-L, TRAIL) jest nastepnie
przenoszony na biatko/a adaptorowe, ktdre wiaze sie z kaspaza inicjujaca (-8, -10 czy -2)
formujac tzw. kompleks DISC (ang. death-inducing signaling complex). W tym
kompleksie czagsteczki kaspazy-8/10, -2 ulegajag autokatalitycznej przemianie, w wyniku
ktorej tworzy sie aktywna posta¢ enzymu w formie tetrameru, zdolna do aktywacji tzw.
kaspaz wykonawczych, np. prokaspazy-3. Na szlaku opisywanym jako wewnetrzny w
przenoszeniu sygnatu Smierci uczestnicza mitochondria, w ktérych zmiany inicjowane,
np. uszkodzeniami DNA, reaktywnymi formami tlenu, zaburzeniem homeostazy jonow
Ca2t doprowadzajg do zmian strukturalnych i wyptywu z nich proapoptotycznych
czasteczek, przede wszystkim cytochromu ¢ (Apaf-2; ang. apoptosisprotease activating
factor-2). Uwolniony do cytoplazmy cytochrom c aktywuje biatko Apaf-1 (ang. apoptosis
protease activating factor-1) do utworzenia oligomerycznego kompleksu (m.cz.
-700 kDa), zwanego apoptosomem, ktdrego uformowanie wymaga naktadu energii (ATP/
dATP). Z apoptosomem, dzieki oddziatywaniom biatko-biatko, wigze sie inicjujgca ten
szlak prokaspaza-9. Jej aktywacja rozpoczyna proteolityczng aktywacje prokaspaz
wykonaweczych (np. -3, -6 czy -7). Zatem w obydwu gtéwnych szlakach apoptotycznych
dochodzi do aktywacji kaspaz wykonawczych, ktére mogabezposrednio atakowaé, m.in.
biatka strukturalne (np. biatka cyto- lub nukleoszkieletu), inne enzymy (np. endonukleaze
DFF; ang. DNAfragmentationfactor) czy biatka zwigzane z transdukcjg sygnatow [41,
42], Efektywna proteoliza prowadzaca do zatamania strukturalnej integralnosci komérki
i jej Smierci przebiega ponadto dzieki tzw. kaskadzie kaspaz, ktérej towarzyszy
proteolityczna aktywnos$¢ kalpainy, enzymow lizosomalnych oraz nukleoliza materiatu
genetycznego [41],

Proces $mierci komorek w catej swojej ztozonosci jest precyzyjnie regulowany przez
biatka rodziny Bcl-2, biatka IAP (ang. inhibitory apoptosis proteins), inhibitory biatek
IAP, czy biatko p53. Szersze opracowanie tego zagadnienia przedstawiono w Kilku
przeglagdowych opracowaniach w jezyku polskim [7,34,42, 56].

Schematyczne przedstawienie gtéwnych szlakéw apoptozy i biatek waznych w
przekazie sygnatu Smierci w komorkach pozwolg Czytelnikowi na petniejsze zrozumienie
roli cynku jako modulatora tego procesu. Pierwszych dowodéw dotyczacych udziatu
cynku w regulacji apoptozy dostarczyta M.E. Elmes, ktéraw 1977 roku zwrécita uwage
na wysoki poziom komorek apoptotycznych w kryptach jelita cienkiego szczuréw
pozostajgcych na diecie ubogocynkowej [22]. Badaczka upatrywata przyczyn tak
aktywnej apoptozy w zaburzeniu biosyntezy DNA. Zwiekszong czesto$¢ komorek
apoptotycznych odnotowano w innych tkankach zwierzat dorostych, karmionych
niskocynkowsg dietg, a takze w nabtonku ukfadu nerwowego ptodéw szczurzych



CYNK - MODULATOR APOPTOZY 191

rodzonych przez matki odzywiane tg dietg [22, 27, 28, 91]. Wstepne obserwacje
wskazuja, ze podwyzszony poziom apoptozy leukocytow krwi obwodowej pacjentéw z
zespotem Downa [3], a takze zaburzenia skémo-jelitowe oraz zanik limfocytéw T w
zespole acrodermatitis enteropathica [72] sg wynikiem niedoboru cynku. Wzmozona
apoptoza in vivo i in vitro wydaje sie by¢ wynikiem spadku wewnatrzkomorkowego
poziomu cynku w komérkach, ktére ,weszty” na szlak $mierci [10, 27, 28, 78, 82],
Whyniki licznych badan wskazuja, ze obnizony poziom tego pierwiastka uwrazliwia
komérki na inne induktory apoptozy [1, 12, 53, 69, 92]. Z kolei suplementacja cynku
prowadzaca do wzrostu jego wewnatrzkomdérkowego stezenia w wielu typach komérek
stanowi czynnik ochraniajacy komorki przed apoptozg [15, 48, 65, 83, 87, 88].

2. HOMEOSTAZA CYNKU;
SUBKOMORKOWA LOKALIZACJA

Wsrdd funkeji przypisywanych temu pierwiastkowi wymienia sie udziat w syntezie
DNA i ekspresji gendw, indukcji biosyntezy biatek szoku cieplnego, katalizie
enzymatycznej, regulacji metabolizmu weglowodandéw, magazynowaniu i uwalnianiu
hormondw, neurotransmisji, zaptodnieniu, procesach widzenia i pamieci [8,10,44,49,
84]; jest niezbedny dla prawidtowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego [29,
30, 38], Niedob6r cynku ostabia aktywnos$¢ wszystkich rodzajéw komoérek ukiadu
immunologicznego, m.in. ogranicza funkcje monocytéw, zmniejsza aktywno$c
cytotoksyczng komérek NK (ang. natural killer), ostabia zdolnosci fagocytarne
obojetnochtonnych granulocytéw. Niedobdr tego metalu ogranicza prawidtowa
aktywnos$é limfocytéw linii T, ale zwieksza ich auto- i alloreaktywnos¢. Z kolei limfocyty
B w warunkach deficytu cynku ulegajg apoptozie. Uzupetnienie niedoboru tego
pierwiastka moze skutecznie odwrdcic te efekty. Natomiast zbyt wysoki poziom cynku
okazuje niekorzystne dziatanie na komorki uktadu odpornosciowego przypominajace
jego niedobdr [38],

Wykazano aktywnos¢ antyoksydacyjnatego pierwiastka zwigzang z ograniczeniem
generowania reaktywnych form tlenu, hamowaniem syntazy tlenku azotu [13, 18, 82].
Wykazuje on wiasciwosci protekcyjne w stosunku do biatek i kwaséw nukleinowych,
stabilizuje cytoszkielet i btony komérkowe [61,84], Cynkjest niezbedny dla przebiegu
proliferacji i roznicowania [6]. Jego znaczenie dla prawidtowego wzrostu i proliferacji
potwierdzity obserwacje op6znienia wzrostu organizméw karmionych dietg bezcynkowa
lub z ograniczong jego zawartoscig [6, 84], Z kolei podwyzszone stezenie cynku w
uktadzie nerwowym moze dziataC toksycznie, promujgc neurodegeneracje i praw-
dopodobnie rozwoj choroby Alzheimera, m.in. przez uszkodzenia oksydacyjne neuronéw
[14, 37,43]. Wewnagtrzkomorkowe stezenie tego pierwiastka wydaje sie by¢ istotnym
czynnikiem decydujacym o losie komorek, tj. proliferacji, réznicowaniu czy Smierci
[13,25,39,78], W materiale biologicznym cynk wystepuje w formie stabilnego kationu
Zn+ nie ulegajacego zmianom redox. Jony Zn2+ nie moga przechodzi¢ przez btony
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komérkowe drogg prostej dyfuzji. Aktualnie akceptuje sie poglad, ze w pobieraniu Zn+
przez komérki ssakéw uczestniczg biatka transportujace z rodziny ZIP (ang. Zrt/ltr-
likeproteins), charakteryzujace sie wystepowaniem w ich strukturze 8 transbtonowych
domen. Z kolei w wewngtrzkomdrkowym przemieszczaniu sie jondw Zn2t oraz ich
eksporcie poza cytoplazme opisano kilka biatek ZnT (ang. Zinc transporter /1-7/),
wséréd ktorych dla siedmiu poznano szcze-goty struktury pierwszorzedowej [13, 57,
por. 82].

W komérkach ssakow wspotistniejg dwie pule cynku, tj. 1° konserwatywna, w ktérej
ten metaljest silnie zwigzany w biatkach (ponad 300 enzymow oraz w licznych czynnikach
transkrypcyjnych zawierajgcych motywy tzw. palcéw cynkowych) i 2° labilna, bardziej
dynamiczna, w ktérej pierwiastek tenjest luzno zwigzany z biatkami, lipidami lub pozostaje
zamkniety w cytoplazmatycznych pecherzykach - ,,cynkosomach” (ang. zincosomes).
To wiasnie ta ostatnia pula cynku pehni istotnarole w cytoprotekcji, tkankowo- i komérko-
wo-specyficznej transmisji sygnatow, w modulowaniu apoptozy [ 10,79,80,82], Niedobory
cynku szybko odbijajg sie w spadku labilnej puli, podczas gdy jego poziom w puli konse-
rwatywnej zwigzanej w biatkach zwykle pozostaje bez zmian [10].

Jak dotad wecigz stabo poznana jest wewnatrzkomorkowa dystrybucja tego waznego
pierwiastka. Ocenia sig, ze 30"40% cynku wystepuje w jgdrach komérkowych, 50%
w cytosolu badz w organellach komérkowych, natomiast reszta wigze sie z btonami [6,
84], Gtowne biatko wigzace jony Zn2+ w komoérkach ssakéw to metalotioneina,
zbudowana z 60 aminokwasow, wsréd ktorych 25-30% stanowig czasteczki cysteiny
[16, 84], Biatko to moze udostepniaé¢ Zn2+ enzymom czy czynnikom transkrypcyjnym,
natomiast jako tioneina przyjmuje te jony z innych biatek o wzglednie wysokim do nich
powinowactwie [16,26].

Wewngtrzkomoérkowa homeostaza cynku w komdrkach eukariotycznych jest sprawnie
kontrolowana dzieki specyficznym biatkom zaangazowanym wjego pobieranie, zamykanie
w ,,cynkosomach”, jadrowo-cytoplazmatyczny przeptyw oraz usuwanie [6, 10, 13].

Sposrad roznych technik pozwalajacych okresli¢ dystrybucje luzno zwigzanej puli
Zn2+ na uwage zastuguje opracowana w laboratorium P. Zalewskiego sonda
fluorescencyjna-cynkina (ang. Zinquin) [92, 93]. W licznych liniach komdérkowych
znacznik ten wykazuje specyficzng fluorescencje lokalizujgcg Zn2" gtéwnie w cytosolu
oraz w ,,cynkosomach”, podczas gdy jagdra komdrkowe pozostajg praktycznie poz-
bawione fluorescencji [6], Uwaza sie, ze jony Zn2+ regulujg aktywno$¢ niektorych biatek,
ktére po zwigzaniu z nimi ulegaja translokacji z cytosolu do btony komérkowej czy
cytoszkieletu, jak to ma miejsce w przypadku kinazy biatkowej badz czynnika
transkrypcyjnego MTF1 (ang. metal response element binding transcriptionfactor 1)
[17,71,90].

W 2003 roku Rudolf i wsp. [67] opublikowali wyniki doswiadczeh dotyczace
wewnatrzkomorkowego poziomu cynku w ludzkich komérkach krtani Hep-2 (linia
wyprowadzona z raka krtani), hodowanych na podtozu o r6znej zawartosci surowicy
wotu (ang. bovine serum', BS). W hodowlach tych komorek stosowano podtoze
Dutbecco (ang. Dulbecco3 modified Eagles medium', DMEM) wzbogacone w 10,
51 1% BS oraz bez BS, zawierajace odpowiednio 2,10+0,04; 1,08+0,10; 0,65%0,08 i
0,29+0,02 pM cynku/mg biatka. Wewnatrzkomodrkowe stezenie cynku, okreslone
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metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej, utrzymywato sie w ciggu 10 dni hodowli
komarek Hep-2 na podtozu DMEM - 10% BS na zblizonym poziomie - 0,88+0,09 pg/
mg biatka. Natomiast w komorkach hodowanych na podtozu z najnizsza zawartos$ciag
BS (1%) badz bez surowicy, poziom tego metalu w badanym czasie obnizyt sie
odpowiednio do 0,21+0,1 i 0,18+0,08 |ig/mg biatka. Suplementacja podtoza
standardowego DMEM - 10% BS hodowli tych komorek w rosnace stezenie ZnSO4
(1,5-750 pM) prowadzita do obserwaciji, ze stezenie tej soli powyzej 100 pM wywotuje
efekty cytotoksyczne, podczas gdy obecnos$é 1,5; 15 i 100 pM ZnSO4 nie powoduje
zmian podczas 96-godzinnej inkubacji. Gtéwng forma $mierci, ktéra odnotowano w
hodowlach komérek Hep-2, hodowanych na standardowym podtozu wzbogaconym w
150 pM ZnSO4, byta apoptoza udokumentowana typowymi dla tego procesu zmianami
morfologicznymi, aktywacjg prokaspazy-3, proteolizg cytokeratyny-18 juz po 36
godzinach inkubacji. Obecnos$¢ w podtozu 300 i 750 pM ZnSO4 prowadzita do nekrozy,
ktdra odnotowano praktycznie wsréd catej populacji komérek odpowiednio po 24 i 2
godzinach. Przy tak wysokich stezeniach ZnSO4 komérki tracity kontakt z podtozem,
tworzyly liczne uwypuklenia, dochodzito w nich do zatamania cytoszkieletu, chaotycznej
fragmentacji oraz uwalniania ich zawartosci do srodowiska. Na podkre$lenie zastuguje
obserwacja, ze obecnos¢ 1,5 pM ZnSO4 w podtozu w nieznacznym stopniu wplywata
na zwiekszong aktywno$¢ proliferacyjng komdrek Hep-2. Wyniki przedstawionych
badan [67] podkreslaja znaczenie okre$lenia wewnagtrzkomorkowego stezenia cynku
przy podejmo-waniu analizy efektow tego pierwiastka na los komérek.

3. CYNK - MODULATOR APOPTOZY

Poznanie szczego6tow szlakéw apoptotycznych w wielu modelach komérkowych
réwnolegle z rozwojem metod detekcji zdarzen apoptotycznych pozwolito powigzaé
dziatanie cynku z ré6znymi przedziatami w umierajgcych komorkach, a takze z jego
wplywem na rozne etapy przeptywu sygnatéw smierci (ryc. 1). Na podstawie szeroko
zakrojonych badar nad rolagjonéw Zn2t w przebiegu programowanej Smierci komorek
akceptuje sie poglad, ze pierwiastek ten odgrywa podwaojngrole w tym procesie. Okazato
sie, ze zmniejszenie stezenia bgdz usuwanie ze srodowiska hodowlanego komoérek Zn2',
m.in. przez kompleksowanie za pomocg chelatoréw przenikajacych np. TPEN
[N,N,N’,N'-tetrakis(2-pirydylornetylo)-etylenodiamina] prowadzi do spadku ich
wewnatrzkomérkowego poziomu i do apoptozy [10,35,45, 53, 67]. Niektorzy badacze
zwracajguwage, zejony Zn2+ moga funkcjonowac¢ samodzielnie jako induktory apoptozy
badZz modulowac efekty innych czynnikéw indukujacych apoptoze, np. maslan sodu,
kolchicyna, ditiokarbaminian pirolidyny, rycyna [10, 21, 24, 29, 74, 75]. Z kolei
opublikowano liczne doniesienia dokumentujace, ze suplementacja soli cynku ochrania
wiele typow komorek przed $miercig [2, 4, 13, 25, 30, 31, 65].

Poczatkowo gtéwne docelowe miejsca dziatania tego metalu wigzano z blokowaniem
aktywnosci endonukleaz, a zatem z pézniejszym etapem $mierci komérek [2, 15,31,
83]. Komdérki ulegajace apoptozie wykazujg odmienne cechy morfologiczne, w tym
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RYCINA 1.Gtéwne miejsca modulacji przez cynk sygnalizacji apoptotycznej w komérce (opracowano
na podstawie [25], zmodyfikowano)

kondensacje chromatyny i jej marginalizacje oraz fragmentacje jader, ktéra stanowi
wynik enzymatycznej degradacji. Na poziomie biochemicznym najwazniejsze zmiany
dotyczg fragmentacji DNA, ktora przebiega w dwdch etapach [66]. W pierwszej
kolejnosci pojawiajg sie odcinki o wysokiej m.cz - 200-300 i 20-50 kpz - HMW
DNA (ang. high mol-ecular weight DNA). W dalszym etapie dochodzi do postepujacej
degradacji DNA, co w wiekszosci komdrek apoptotycznych dostarcza fragmentéw DNA
oligo- i nukleosomowych - LMW DNA (ang. low molecular weight DNA). Produkty
tej fragmentacji mozna zademonstrowac podczas ich elektroforezy w zelu agarozowym
jako tzw. drabinke apoptotyczna (ang. apoptotic ladder), ktérej szczeble odpowiadajg
okoto 200 pz i ich wielokrotnosci [41,86]. Degradacja DNA podczas apoptozy angazuje
wiele aktywnosci enzymatycznych, ajego fragmentacja doprowadzajaca do odcinkéw
nukleosomowych i ich wielokrotnosci przebiega gtéwnie z udziatem endonukleazy DFF/
CAD (ang. DNA fragmentation factor/ /caspase activated deoxyribonuclease) [23,
50]. Enzym ten wystepuje w formie heterodimeru z inhibitorem - DFF45/ICAD, ktérego
usuniecia dokonuje kaspaza-3 lub biatko AIF (ang. apoptosis-inducingfactor) [51,
62], Obecnie akceptuje sig, ze rodzaj i sita bodzca apoptotycznego oraz typ komérek
moze warunkowaé¢ odmienny obraz fragmentacji DNA [52].

3.1. Cynk - inhibitor apoptozy

Na antyapoptotyczne wiasciwosci cynku jako pierwsi zwrécili uwage w latach osiem-
dziesigtych ubiegtego wieku Cohen i Duke [15], ktérzy obserwowali w obecnosci tego
pierwiastka ograniczongdegradacje DNA wsrdd tymocytéw myszy indukowanych do
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apoptozy deksametazonem. Liczne pdzniejsze doniesienia wykazaty, ze w wielu typach
komorek indukowanych do apoptozy przez r6zne czynniki, m.in. hormony, antybiotyki,
H,02, donory NO, etopozyd, geranylogeraniol, rycyne, promieniowanie UVA, UVB,
wysokie stezenia soli cynku (500-5000 pM) ochraniaja komorki przed smiercig
apoptotyczna [2, 15, 25, 47, 70, 74],

3.1.1. Wptyw cynku na aktywnos¢ endonukleaz

W laboratorium Faviera [25] wykazano, ze suplementacja soli cynku w hodowlach
keratynocytow eksponowanych na promieniowanie UVB czy fibroblastow poddanych
dziataniu UVA efektywnie zmniejsza fragmentacje DNA, a takze zmniejsza liczbe
podwojnych peknie¢ w DNA, peroksydacje lipiddw oraz odsetek komdrek ulegajgcych
apoptozie. W innym modelu, tj. w komérkach biataczki promielocytowej HL-60, w
ktérych apoptoze indukowano inhibitorem topoizomerazy |l - etopozydem (10 pg/ml;
3 godz.) obecno$¢ réwnoczesnie wprowadzonego ZnSO4 (1 mM) przyczyniata sie do
hamowania apoptotycznej fragmentacji DNA, a takze ograniczenia zmian morfo-
logicznych typowych dla $mierci programowanej [70]. Na podkres$lenie zastuguje
obserwacja, ze wprowadzenie soli cynku do hodowli komoérek biataczkowych w 2
godziny po zainicjowaniu apoptozy przez etopozyd, nie chronito komarek przed rozlegta
fragmentacjg materiatu genetycznego. Z kolei Aiuchi i wsp. [2] badali wptyw ZnCl, na
komorki HL-60, w ktorych apoptoze indukowano geranylogeraniolem (GGO; 50 pM).
Ekspozycja komérek tej linii na GGO w ciagu 3 godzin prowadzita do rozlegtej (85%)
fragmentacji DNA. Okazato sie, ze wprowadzenie soli cynkowej (0,2-0,9 mM) ! godzine
przed induktorem apoptozy, w znacznym stopniu ograniczato aktywnos$¢ endo-nukleazowg
oraz zmiany morfologiczne typowe dla apoptozy (kondensacja chromatyny, dezintegracja
jader komorkowych). Wielu badaczy ttumaczy inhibitorowe efekty Zn2+ na fragmentacje
DNA w komorkach realizujacych program $mierci ograniczeniem aktywnosci gtownie Ca+/
Mg?+ - zaleznych endonukleaz [2, 13, 15, 29, 32, 83]. Wydaje si¢ jednak, ze nie jest to
gtéwny mechanizm ochrony komorek przed apoptozaprzez ten pierwiastek. Wyniki badan
grupy Eastmana [54, 87] ujawnity, ze sole cynku hamujg apoptoze w komdrkach nie
zawierajgcych (badz wykazujacych niewielkg aktywnos$¢) Ca2t/Mglt - zaleznej
endonukleazy. Dziatanie tego metalu wydaje sie uczestniczy¢ w ograniczeniu spadku pH,
ktore jest zjawiskiem towarzyszacym apoptozie [54], Sole cynku nie okazujg hamowania
aktywnosci DNazy 11 w komérkach apoptotycznych [5].

3.1.2. Wptyw cynku na aktywnos$¢ kaspaz

Rozwoj technik detekcji sekwencji zdarzen w transdukcji sygnatu $mierci przyczynit
sie do wykazania, ze sole cynku moga oddziatywa¢ na wczesniejsze etapy apoptozy niz
fragmentacja DNA, do ktérych nalezy modulacja aktywnosci proteaz cysteinowych,
gtéwnie kaspazy-3 [2,12,47,65,87], To whasnie kaspaza-3 jestjednym z wazniejszych
enzymoOw w przebiegu apoptozy u ssakdw, petnigcym funkcje zblizong do produktu
genu CED-3 u nicienia C.elegans [89]. Biatko to wykazuje wiele homologii z wykrytym
nieco wczesniej enzymem ICE-1 8 (ang. interleukin-13 converting enzyme) dokonujagcym
przeksztatcenia prekursorowej formy interleukiny-1 8 w aktywne biatko uczestniczace
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w reakcjach zapalnych [77]. Kluczowym wydarzeniem w badaniach apoptozy byto
wykrycie, ze specyficzne inhibitory prototypu proteazy ICE-1 p/CED-3 hamujg zaréwno
proteolize polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP), jak i fragmentacje DNA, potwier-
dzajac w ten sposob, ze aktywacja endonukleaz(y) jest zdarzeniem nastepujgcym po
aktywacji tego enzymu [60, 76]. Stad obserwacje, ze jony Zn2+ w pewnym zakresie
stezen hamuja aktywacje enzymu rodziny ICE - kaspazy-3/CPP-32 odnotowano jako
istotne odkrycie [55, 65, 87].

Laboratorium Eastmana [87, 88] jako jedno z pierwszych dostarczyto eksperymenta-
Inych dowodéw, ze Zn2+ wplywaja na wczesniejsze niz fragmentacja DNA etapy
apoptozy. Wykorzystujac jako model doswiadczalny ludzkie komérki biataczki ML-1,
indukowane do $Smierci epozydem (20 pg/ml; 30 min) wykazano, ze obecno$¢ ZnSO!
(0-1 mM) ochraniaje przed apoptozg. Stezenie soli cynku powyzej 0,1 mM zapobiega
typowym wydarzeniom apoptotycznym, jak kondensacja chromatyny, proteoliza PARP,
a takze aktywacja kaspazy-3/CPP-32 [87]. Enzym naprawy DNA - PARP (m.cz. 116/
113 kDa) jest podczas apoptozy substratem gtownie dla kaspazy-3 i -7. Jego proteoliza,
uchodzaca za znacznik apoptozy, dostarcza produktéw o m.cz. 85/89 kDa i 29/27 kDa.
Aktywacje kaspazy-3 podczas apoptozy zwykle wykrywa sie poprzez immunodetekcje
podjednostek - wiekszej (a) o m.cz. 17 kDa i/lub mniejszej (E) o m.cz. 12 kDa [2].
Podczas przekazu sygnatu Smierci aktywacja kaspazy-3 (czy innych kaspaz) doprowadza
do utworzenia formy dojrzatej, ktora stanowi heterotetramer - ot,[3, (por. [41]). W
komorkach M-I ulegajacych apoptozie pod wplywem etopozydu, obecno$é ZnSO!
(powyzej 0,1 mM) hamuje ponadto defosforylacje biatka Rb (produkt antyonkogenu
Rb). Wydaje sie, ze cynk moze modulowac aktywnos¢ fosfatazy/kinazy odpowiedzialnej
za stan ufosforylowania biatka Rb, gtéwnego regulatora cyklu komérkowego [87].
Doswiadczenia Wolfa i Eastmana [88] wykazaly, ze ZnSO4 (3 mM) okazuje zdolnosé
hamowania transdukcji sygnatu Smierci w komérkach biataczki HL-60 i limfocytach T
Jurkat, indukowanych do apoptozy odpowiednio staurosporyng (1 pM; 4 godz.) i
przeciwciatami antyFas (200 ng/ml; 5 godz.). To inhibitorowe dziatanie jonéw Zn2+
dotyczy etapu przeptywu sygnatu Smierci po uwolnieniu cytochromu c, ale przed
aktywacja kaspaz wykonawczych. Sol cynku o stezeniu | mM znacznie ogranicza, a
przy 3 mM w peni hamuje fragmentacje DNA i proteolize PARR Istotna wydaje sie
obserwacja, ze te stezenia ZnSO!l nie zapobiegajg wyptywowi cytochromu c z
mitochondriéw - wydarzenia, ktore jest uznawane za wczesny znacznik apoptozy na
szlaku mitochondrialnym.

Jony Zn2+ reprezentujg efektywny inhibitor proteolizy PARP w komdrkach biataczki
Molt4, po ich preinkubacji z ZnCl, (100-300 pM; | godz.), po ktérej apoptoze
indukowano etopozydem (20 pM; 6 godz.) [65]. Akceptuje sie opinig, ze jony te sg
niezbedne do wigzania polimerazy PARP do uszkodzonego DNA. Wykorzystujac
ekstrakt z apoptotycznych komérek biataczkowych wykazano, ze zaréwno ZnSO4/
ZnCl,,, jak i CuSO4/CuCl, (10 pM) powodujg inhibicje proteolizy PARP, podczas gdy
chlorki baru, manganu, wapnia czy zelaza w tym stezeniu takiego efektu nie wywotuja.
W uktadzie bezkomoérkowym jony Zn2+ i Cu?+ silnie hamujg proteolityczng degradacje
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PARP, indukowang zaréwno przez ekstrakt komorkowy zawierajacy kaspaze-3, jak i
przez rekombinant tego enzymu [65].

W badaniach laboratorium Nakaya [2, 59] do indukcji apoptozy komdrek biataczki
promielocytowej HL-60 [2] oraz chtoniaka U937 [59] wykorzystano GGO (50 pM; 3-
4 godz.), po ich preinkubacji z ZnClI? (0-1 mM). Stezenie soli cynku - 0,2 mM (i wyzsze)
ogranicza znacznie fragmentacje DNA, proteolize PARP, wyptyw cytochromu ¢ z
mitochondriow oraz aktywacje kaspazy-3. Dodanie cytochromu ¢ i dATP do frakcji
cytosolowej komdrek HL-60, w ktorych indukowano apoptoze GGO, okazato sie prostym
rozwigzaniem pozwalajacym wykaza¢ aktywacje kaspazy-3, ktora uprzednio jest
proteolitycznie aktywowana przez kaspaze-9, inicjujacaszlak mitochondrialny. Technika
immunodetekcji formy prekursorowej kaspazy-3 (m.cz. 32 kDa) i jej podjednostek (m.cz.
17 badz 12 kDa) stuzy do eksperymentalnego potwierdzenia aktywnosci tego enzymu.
Aiuchi i wsp. [2] udowodnili, ze wprowadzenie do opisanego wyzej uktadu ZnCl,
(0,2 mM) hamuje aktywacje kaspazy-3 w obecnosci cytochromu c i dATP, zatem
pozwala przypuszcza¢, ze jony Zn2+ moga réwniez ogranicza¢ aktywnosc i/albo
aktywacje kaspazy-9. Ponadto wykazano, ze inhibitory kaspaz (Z-Asp-CH,-DCB, Z-
VAD-FMK; 50 p.M) nie hamujg uwalniania cytochro-mu ¢ z przedziatu
miedzybtonowego mitochondriéw, natomiast ZnCl, (0,9 mM) i chelator jonéw Ca2+-
BAPTA-AM (ang. 1,2-bis/O-aminophenoxy/ethane-N,N, N’,N'-tetraacetic acid
tetraacetoxymethyl ester) blokuja wyptyw tego biatka, kluczowego w powstawaniu
apoptosomu [59]. Ochrona komorek przed $miercig programowang w obecnosci soli
cynku zalezy od stezenia tego pierwiastka, czynnika indukujacego $mieré, a takze od
ich typu.

Indukcja apoptozy w komorkach biataczki ML-1 i limfocytach T Jurkat przez
anisomycyne (IOpg/ml; 2 godz.) prowadzita do znacznych zmian, m.in. morfo-
logicznych, fragmentacji DNA, ciecia proteolitycznego biatka D4GD1 (ang. RhoDH
guanine nucleotide dissociating inhibitor; m.cz. 26 kDa) do produktu o m.cz. 22 kDa,
aktywacji prokaspazy-3 i -8 oraz komdrkowo-specyficznej aktywacji biatek rodziny
Bcl-2 [33]. Dodanie do traktowanych anisomycynghodowli ZnSO4 (0-10 mM - komorki
ML-1; 0-1 mM - limfocyty T) prowadzito do odmiennych efektow zaleznie od stezenia
soli. Okazato sie, ze 0,1-0,3 mM ZnSO4 hamuje translokacje biatka Bax i kolejne
etapy apoptozy. W zainicjowanych do $mierci komérkach ML-1 obecno$¢ 0,2 mM
ZnSO4 powodowata hamowanie aktywacji kaspazy-3 i -8, ograniczenie formowania
oligomerdw przez biatka Bax i Bak, brak proteolizy polipeptydu D4DG1, a takze inhibicje
fragmentacji DNA, natomiast nie odnotowano przemieszczania cytochromu c z
mitochondriéw do cytosolu. W hodowli limfocytéw T, eksponowanych na dziatanie
anisomycyny i ZnSO4, obserwowano podobne efekty z wyjatkiem zdarzen dotyczacych
Bax, gdyz biatko to nie ulega ekspresji w tych komorkach. W limfocytach T tatwo
ulegajacych apoptozie na szlaku receptorowym, np. w wyniku indukcji przeciwciatami
antyFas (200 ng/ml; 5 godz.), dopiero 10-krotnie wyzsze stezenie ZnSO4 (3 mM) w
poréwnaniu z indukcjg tych komoérek przez anisomycyne (0,3 mM), powoduje
hamowanie fragmentacji DNA czy proteolizy biatka DAGDI. Hamowanie przez jony
Zn2+ degradacji proteolitycznej D4DGI stanowi posredni dowdd blokowania aktywnosci
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kaspazy-3. Stezenie 3 mM ZnSO4 hamuje proteolize prokaspazy-8, potwierdzong
detekcjg wytgcznie prekursora tego enzymu w cytosolu. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
jony Zn2+ w komérkach ulegajacych apoptozie na szlaku receptorowym moga zapobie-
ga¢ uwalnianiu kaspazy-8 z kompleksu DISC. Na uwage zastuguje obserwacja, ze
ZnSO!4 w szerokim zakresie stezen (0,1-10 mM) nie hamuje oligomeryzacji biatka Bak
oraz nie blokuje wyptywu cytochromu c z mitochondriéw. Powyzsze wyniki sugeruja,
ze jony Zn2+ moga hamowac¢ w opisywanym modelu komorkowym formowanie
apoptosomoéw i aktywacje prokaspazy-9. Limfocyty T Jurkat mogarealizowac program
apoptozy z udziatem biatka rodziny Bcl-2 - Bid, ktére stanowi tgcznik molekularny
szlaku receptorowego i mitochondrialnego (tzw. komorki apoptotyczne typu Il; por.
[41]). W wyjasnieniu inhibitorowych wiasciwosci jonéw Zn2+ nie mozna wykluczyé
blokowania przez nie w komdrkach apoptotycznych funkcji biatka Smac/Diablo (ang.
second mitochondrial activator of caspase/direct IAP binding protein with low pl),
uznanego inhibitora biatek 1AP [20, 33].

3.1.3. Cynk inhibitorem stresu oksydacyjnego

Suplementacjajondw Zn2+, zaréwno in vivojak i in vitro, zapobiega apoptozie induko-
wanej przez r6zne czynniki, do ktérych nalezg sole kadmu [71, 73], Badania wptywu
in vitro ZnCL (0-100 pM) na komorki HelLa i komdrki nabtonkowe tetnicy wotu,
indukowane do apoptozy solami kadmu (0-100 pM CdCI2; 24 godz.) wykazaly, ze
10 pM ZnCl, znacznie hamuje (1,2-2 razy) ich apoptoze. To stezenie ZnCl, przyczynia
sie do ograniczenia fragmentacji DNA, a takze hamuje w obydwu modelach komor-
kowych powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego (O,) oraz H,C\, czemu
towarzyszy spadek wewngtrzko-morkowego gromadzenia sie Cd2+ Sole kadmu nalezg
do czynnikéw uszkadzajacych DNA, zaburzajgcych proces jego naprawy. Ich
toksycznos$¢ w pewnym stopniu wynika z uszkodzen indukowanych przez reaktywne
formy tlenu (ang. reactive oxygen species', ROS), powstajgce w komdrkach w odpowiedzi
na zmiany poziomu Cd2+. Kadm stanowi czynnik hamujgcy enzymy antyoksydacyjne -
dysmutaze ponadtlenkowag- SOD (ang. superoxide dismutase), katalaze, peroksydaze
glutationowa. Cytotoksyczno$¢ CdCl, (20-50 pM), zwigzang z generowaniem ROS
i H,0,, mozna powigza¢ z hamowaniem wewnatrzkomorkowego gromadzenia si¢jonow
Zn2+, co z kolei moze ograniczaé aktywnos¢ SOD. Jednym z protekcyjnych efektow
dziatania Zn2+ w badanych komdrkach indukowanych do apoptozy solami kadmu wydaje
sie by¢ hamowanie generowania ROS [73],

3.2. Cynk - induktor apoptozy

3.2.1. Niedoborjonoéw Zn2+ induktorem apoptozy

Obecnos¢ chelatora Zn2t - TPEN w mikromolowym stezeniu (20-50 pM) w
hodowlach komorek prowadzi do szybkiego spadku tych jonéw zaréwno w cytoplazmie
[12],jak i wjadrach [92], Doniesiono, ze ten chelator indukuje apoptoze wielu komorek,
m.in. tymocytow [53], keratynocytéw [25], neuronéw [1], komorek glejowych [35],
limfocytow [52], komorek nabtonkowych [11], hepatocytow [58], chondrocytéw [69].
Proapoptotyczne efekty TPEN wydaja sie by¢ wybidrczo zwigzane ze spadkiem
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wewnagtrzkomarkowego poziomu Zn2+ (cho¢ zwigzek ten moze chelatowacé np. Cu2+)
gdyz suplementacja soli cynku w $rodowisku hodowlanym komorek, traktowanych
chelatorem, ogranicza pojawienie sie cech apoptozy, jak fragmentacja DNA czy zmiany
morfologiczne [12, 53, 59], Na podkreslenie zastuguje, ze inny chelator jondw Zn2+,
ktéry nie penetruje bton komérek - DTPA (dietylenotriaminopentaoctan) nie wykazuje
zdolnosci indukcji apoptozy, co przemawia za tym, ze wigzanie wewnatrzkomadrkowego
cynku stanowi wigcznik apoptozy [58],

Biochemicznym i morfologicznym potwierdzeniem indukcji apoptozy w limfocytach T
krwi obwodowej cztowieka, indukowanych in vitro w obecnosci TPEN (15 p.M; 0-18
godz.), byta translokacja do cytosolu cytochromu c z przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriow wyprzedzajgca aktywacje kaspazy-3, -8 i -9 oraz fragmentacja DNA
[45]. Siedzenie w czasie zdarzen towarzyszacych wprowadzeniu TPEN do hodowli
tych komérek (z wykorzystaniem techniki Western biot i fluorometrycznej metody
oznaczania aktywnosci kaspaz) ujawnito, ze obecnos$¢ induktora apoptozy juz po !
godzinie inkubacji, prowadzi do postepujacego w czasie przemieszczania sie cyto-
chromu ¢, po ktérym odnotowuje sie aktywacje kaspazy-8, -9 i -3. Dodatkowym
potwierdzeniem aktywacji gtéwnego enzymu wykonawczego apoptozy - kaspazy-3
byta proteoliza PARP wykrywanajuz po 2 godzinach, a ktérej stopier wzrastat wraz z
czasem inkubacji komoérek z TPEN. Z kolei fragmentacje DNA, okreslang metoda
TUNEL (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling)
wykrywano po 4 godzinach, obserwujac jej nasilanie sie. Okazato sie, ze w ciggu
pierwszych 6 godzin ekspozycji limfocytéw na TPEN, kiedy duzy ich odsetek ulega
zmianom apoptotycznym, nie dochodzi do wzrostu przepuszczalnosci bton mito-
chondrialnych (fluorescencja z DiOC6-jodkiem 3,3’-diheksylooksokarboksycyjanku,
markerem depolaryzacji bton - utrzymuje sie na zblizonym poziomie). Wzrost
przepuszczalnosci bton mitochondridw pojawia sie w badanym modelu apoptozy p6zniej
(po 12 godz.), kiedy proces majuz charakter masowy. Preinkubacja limfocytow z inhibi-
torem kaspaz o szerokim spektrum dziatania - Z-VAD-fmk (ang. pan-caspase inhibitor),
poddanych traktowaniu TPEN, nie wptywa w ciggu pierwszych godzin eksperymentu
na depolaryzacje bton mitochondrialnych, ale blokuje pojawianie sie apoptotycznych
cech morfologicznych oraz fragmentacje DNA. Szeroko przedstawione wyniki
doswiadczen Kolenko i wsp. [45] dowodza, ze w limfocytach ulegajacych apoptozie po
traktowaniu TPEN, uwalniany z mitochondriéw cytochrom c w drodze niezaleznej od
depolaryzacji ich bton jest nieodzownym czynnikiem zdarzerh prowadzacych do
uruchomienia kaskady kaspaz. W opinii cytowanych badaczy to wiasnie szlak
mitochondrialny jest typowa drogg apoptozy limfocytow T, inicjowany utratg przez nie
wewnatrzkomérkowej puli Zn2+,

Niedoborjonéw Zn2+ spowodowany ich wigzaniem przez TPEN w komérkach HelLa
prowadzi, m.in. do aktywacji kaspazy-3, -8 i -9, a takze wywotanej gtownie przez te
proteazy cysteinowe degradacji PARP i czynnikow transkrypcyjnych z rodziny SP (SP 1,
SP3 i SP4) [12], W zainicjowanych do apoptozy komdrkach Hela produkty proteolizy
PARP wykrywa sie po 3 godzinach od wprowadzenia TPEN i enzym ten ulega prawie
w petni degradacji po 6 godzinach, kiedy to biatka rodziny SP stajg sie dostepne dla
zaktywowanych czagsteczek kaspaz. Enzymatyczna degradacja czynnikéw trans-
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krypcyjnych SP moze w cze$ci wyjasnia¢ ich zmniejszong zdolno$¢ do interakcji z
DNA, obserwowangw komdrkach apoptotycznych [12,25], Wydaje sig, ze zmiany w
stezeniu jondw Zn2+ i/albo w ich wewnatrzkomérkowym rozmieszczeniu moga stanowié
gtowny wigcznik kaskady zdarzen prowadzacych do apoptozy.

3.2.2. Niedob6r cynku a zmiany stanu red-ox

WSrdd doniesien dotyczacych szlakdw apoptotycznych w réznych typach komérek
podkresla sie fakt, ze spadek zredukowanego glutationu (GSH) oraz tioli komdérkowych
jest zjawiskiem wyprzedzajagcym badz wspotwystepujacym z kluczowymi zdarzeniami
apopto-tycznymi. W zywych komérkach gtéwna, ochronna role przed uszkodzeniami
oksydacyjnymi sprawujg naturalne antyoksydanty, takie jak GSH. Stad w wielu typach
komérek przejmujacych sygnat $mierci dochodzi do spadku GSH [63,64,68]. Nakatani
i wsp. [58] analizujac in vitro los hepatocytow szczura, traktowanych chelatorami Zn2+
0 odmiennych zdolnosciach penetracji komoérek, tj. TPEN (30 pM; 10 godz.) i DTPA
(600 pM; 10 godz.) obserwowali wytgcznie w komorkach traktowanych TPEN
pojawianie sie apoptotycznych cech morfologicznych, aktywacje kaspazy-3 oraz spadek
wewngtrzkomarkowego poziomu GSH. Wprowadzenie do hodowli hepatocytow w !
godzine po indukcji apoptozy inhibitora kaspazy-3 - ®BEW@D (70 pM) w petni
hamowato aktywnosc¢ tej kaspazy i ochraniato komdrki przed utratg GSH. Suplementacja
hodowli hepatocytéw, traktowanych TPEN, 20 pM ZnSO4 hamowata powstawanie
zmian morfologicznych, ochraniata komorki przed wptywem GSH oraz przywracata
aktywnos$¢ kaspazy-3 do poziomu kontroli. Dla potwierdzenia antyoksydacyjnych
wiasciwosci Zn2+ do hodowli hepatocytéw eksponowanych na TPEN wprowadzono N-
acetylo-L-cysteine (NAC; 6 pM) - prekursor glutationu [19]. Obecno$¢ tego
antyoksydanta w Srodowisku blokowata ujawnienie morfologicznych cech apoptozy,
cho¢ nie wptywala na aktywnos¢ kaspazy-3. Poréwnanie kinetyki aktywacji kaspazy-
3 i wptywu GSH z umierajacych komorek wykazato nieco wczes$niejsze znikanie
tripeptydu (przed 4. godz.) niz pojawianie sie aktywnych czasteczek enzymu (4-10
godz.). Spadek poziomu GSH odwracato dodanie ZnSO4, a takze inhibitora kaspazy-
3. Natomiast obecno$é NAC nie wptywata na aktywno$¢ enzymu, co potwierdza sugestie,
ze kaspaza-3 nie jest kontrolowana przez zmiany red-ox. Wyniki tych doswiadczen
sugeruja, ze to zmniejszenie wewnatrzkomorkowego poziomu jonow Zn2+, wywotane
ich chelatowaniem, wptywa na aktywacje kaspazy-3, ktorej aktywnos¢ wydaje sie byé
sprzezona w blizej nieokreslony sposob z poziomem GSH [58].

3.2.3. Konsekwencje niedoboru cynku w komdrkach nabtonkowych drég
oddechowych

Wielokierunkowe badania laboratorium Zalewskiego [9,11,79, 81] podkreslajg, ze
cynk petni role ochronng- antyoksydacyjna i przeciwzapalng, zapewniajac prawidtowe
funkcje nabtonka drog oddechowych. Niedobdr tego pierwiastka wzmaga stany zapalne,
stres oksydacyjny i uszkodzenie drég oddechowych [81,82]. Znakowanie sondg fluore-
scencyjna - cynking komérek nabtonka tchawicy owcy i jamy nosowej cztowieka
wykazato, ze jony Zn2+ nagromadzaja sie w nich gtéwnie u podstawy ciatek rzeskowych
i w pecherzykach zlokalizowanych w szczytowej warstwie cytoplazmy, skierowanej
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do Swiatta oraz w cytoplazmatycznych pecherzykach na obrzezach jader. Carter i
wsp. [9] przedstawili dowody wskazujgce, ze usuwanie wewnatrzkomaorkowych jonow
Zn2+ z komorek nabtonkowych tchawicy indukuje ich apoptoze, ajej poziom koreluje z
indukcjg stresu oksydacyjnego. W komorkach tych, traktowanych TPEN (25 pM, 7
godz.) oraz induktorem wolnych rodnikéw - nadtlenoazotynem (500 pM, 18 godz.),
przeprowadzono analize aktywacji wybranych kaspaz. Okazato sie, ze obydwa zwigzki
indukujg aktywacje tych samych kaspaz, tj. kaspazy-2, -3 i -6 (bez wiekszych zmian w
aktywacji kaspazy-9). Podjeto ponadto analize wptywu antyoksydantow na aktywacje
kaspaz w komérkach nabtonkowych eksponowanych na te induktory o szerokim zakresie
stezeh (TPEN - 0-25 pM; nadtlenoazotyn - 0-1000 pM). Dodanie do tak traktowanych
komérek NAC prowadzito do efektéw kompensujacych utrate Zn2+. Silne efekty
protekcyjne odnotowano w przypadku NAC, a nieco stabsze w obecnoéci witamin C i
E. Zastosowanie wyznakowanych przeciwciat ujawnito intensywng fluorescencje
prokaspazy-3 i enzymu antyoksydacyjnego - Cu/Zn dysmutazy ponadtlenkowej (Cu/
ZnSOD) w apikalnych regionach komérek nabtonkowych w bezposrednim sasiedztwie
ciatek rzeskowych, w ktorych wykrywano réwniez peroksydacje lipidow. W tych
regionach komdrek obserwowano gwattowny wzrost peroksydacji lipidéw, zaréwno
po traktowaniu induktorem apoptozy - H,O, (500 pM), jak i chelatorem jonéw Zn2+ -
TPEN. Gromadzenie jonéw Zn2+ u podstawy ciatek rzeskowych i w pecherzykach,
rozmieszczonych w bliskim ich sgsiedztwie, sugeruje role tego pierwiastka w
strukturalnej integralnosci rzesek i/badz w regulacji ich ruchu. Preferencyjna kolo-
kalizacja jonéw Zn2+ i Cu/ZnSOD w apikalnych obszarach komoérek nabtonkowych
pozwala przypuszczaé, zejony te sgwigczone w regulacje stanu red-ox. Prawdopodobnie
niedobdr/utrata obwodowo rozmieszczonych jonow Zn2+ w komdrkach nabtonka drdg
oddechowych, m.in. w stanach zapalnych (astma) czy podczas ich chelatowania in
vitro, moze promowac w nich stres oksydacyjny [81,82]. Charakterystyczna lokalizacja
gtéwnego enzymu wykonawczego apoptozy - prokaspazy-3 w obwodowych regionach
cytoplazmy/bton i w bliskosci ciatek rzeskowych moze miec sens biologiczny w prze-
strzenno-czasowej aktywacji tej proteazy i Smierci komoérek nabtonka. To wiasnie ich
powierzchnia, skierowana do $wiatta drdg oddechowych, zawierajgca liczne
mitochondria dostarczajgce energii, m.in. dla ruchu rzesek jest narazona na zanie-
czyszczenia, alergeny, oksydanty we wdychanym powietrzu i jest miejscem uwalniania
wolnych rodnikéw [82, 85]. Apikalna lokalizacja prokaspazy-3 moze zapewniac
komorkom nabtonka ,,szybki odbior” sygnatu $mierci, zanim dojdzie do rozlegtego
zniszczenia nabtonkowej bariery drog oddechowych. Wydaje sie, ze odpowiednie stezenie
jonéw Zn2+ moze stanowi¢ czynnik utrzymujacy kaspaze-3 w formie proenzymu, a
jego niedobdr moze stanowic¢ wiacznik aktywacji prokaspazy-3 [12, 82], W zywych
komaérkach prokaspaza-3 jest prawdopodobnie stabilizowana albo przez bezposrednie
wigzanie Zn2+ albo posredni wptyw tych jonow na stan redox. Ubytek Zn2+ zmniejsza
ochrone antyoksydacyjng komorek, czyniac je wrazliwymi na uszkodzenia przez wolne
rodniki uwolnione z mitochondriéw. Towarzyszaca peroksydacja lipidéw i oksydacja
biatek moze prowadzi¢ do wzmozonej rekrutacji czasteczek apoptosomu i szybszej
aktywacji prokaspazy-3 [9].
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3.2.4. Uzupetnienie niedoboru cynku indukuje apoptoze komorek nowotworowych

Niedobdr cynku w diecie gryzoni karmionych standardowa dietg (po odstawieniu
naturalnego karmienia mlekiem matki), ale zawierajacajedynie 3-4 ppm ZnCO3 (ZD;
ang. zinc-deficient) powoduje zwigkszenie proliferacji komoérek nabtonka przetyku i
pojawianie sie nowotworow tego odcinka przewodu pokarmowego u zwierzat po
jednorazowej iniekcji 7V-nitrozometylobenzyloaminy (NMBA) [27, 28], Fong i wsp.
[27] odnotowali w grupie szczuréw pozostajacych na diecie ZD, po iniekcji karcynogenu,
wysoki odsetek - okoto 93% nowotwordw przetyku. Uzupetnienie diety tych zwierzat
74-75 ppm ZnCO3 (ZS; ang. zinc-sufficient) prowadzito do zmniejszonej liczby
przypadkéw nowotworéw. Okazato sie, ze szybsze uzupetnienie diety solg cynku po
podaniu zwierzetom NMBA, tj. po 1,24 i 72 godzinach zmniejsza odsetek wystepowania
nowotwordw odpowiednio do 8, 14 i 19%, podczas gdy po 432 godzinach (18 dni) do
48%. Analiza wykazata w grupie szczuréw, ktérym uzupetniono diete w wyzszg
zawarto$¢ ZnCO03, juz po 24 godzinach od iniekcji karcynogenu wzrost poziomu komorek
apoptotycznych i znaczne ograniczenie proliferacji wsrod komorek nabtonka przetyku.
W badanym materiale oceniono technikg immunocytochemiczna liczbe komaérek, w
ktérych dochodzito do ekspresji biatek rodziny Bcl-2 - Bax i Bcl-2 - odpowiednio
promotora i inhibitora apoptozy oraz okreslono stosunek Bax/Bcl-2 - parametr, ktéremu
przypisuje sie znaczenie prognostyczne w niektorych nowotworach. Okazato sie, ze
ekspresja obydwu biatek w nabtonku przetyku szczuréw po podaniu NMBA nie ulega
znacznym zmianom w analizowanym czasie: 0, po 24, 30 godzinach i 15 tygodniach, a
stosunek Bax/Bcl-2 waha sie od 0,3 do 0,5. Natomiast uzupetnienie soli cynku w diecie
zwierzat traktowanych NMBA stymulowato wzrost ekspresji proapoptotycznego biatka
Bax, a blokowato w znacznym stopniu ekspresje inhibitora apoptozy - Bcl-2.
Podwyzszony stosunek Bax/Bcl-2 obserwowano juz po 24 godzinach od uzupetnienia
diety ZnClI3, a po 15 tygodniach parametr ten wzrést okoto 3-krotnie osiggajgc wartos$¢
1,5. Nalezy podkresli¢, ze dane epidemiologiczne wskazuja, iz w rozwoju nowotworéw
przetyku ludzi istotne zagrozenie stanowig nitrozoaminy, w tym NMBA [27,28], Wyniki
zaprezentowanych badan, wykorzystujgcych model karcynogenezy przetyku gryzoni,
dostarczyty dowodow in vivo, ze suplementacja cynku moze stanowi¢ istotny czynnik
szybko wiaczajacy apoptoze komorek zmienionych nowotworowo i ograniczajacy
wczesne etapy nowotworzenia tego odcinka przewodu pokarmowego.

3.2.5. Cynk jako induktor apoptozy

Na zdolnos$ci Zn2+jako bezposredniego induktora apoptozy zwrécili uwage Paraman-
tham i wsp. [63], ktérzy w komédrkach watroby traktowanych tymi jonami obserwowali
zalezngod ich stezenia fragmentacje DNA, spadek wewnatrzkomérkowego GSH oraz
pojawienie sie apoptotycznych zmian morfologicznych.

Komérki mézgu sg szczegdlnym modelem w badaniach toksycznosci jonéw Zn2+
Z uwagi na ich nagromadzanie sie w neuronach presynaptycznych i udziat w neuronalnej
sygnalizacji [35], W neuronach kory mézgowej myszy eksponowanych na 30-35 pM
ZnCl, (24 godz.) dochodzi do uszkodzen i fragmentacji DNA, potwierdzonych
elektroforetycznie i metodg TUNEL [43]. Analiza mikroskopowa ujawnita wsréd
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umierajacych neuronéw wiele cech typowych zaréwno dla apoptozy, jak i nekrozy, za
ktore w znacznym stopniu moga odpowiada¢ powstajgce wolne rodniki. Wprowadzenie
do hodowli neuronéw, eksponowanych na ZnCI2, analoga witaminy E (Trolox, 100 pM)
znacznie ograniczyto odsetek umierajgcych komorek. Natomiast w lizatach komorek
indukowanych do apoptozy ZnCf dochodzito do znacznego wzrostu peroksydacji lipidow.

Komadrki glejaka C6 staty sie modelem doswiadczalnym, ktéry postuzyt do wykazania,
ze istnieje w nich pewne graniczne stezenie Zn2+, powyzej badz ponizej ktérego dochodzi
do indukcji apoptozy [35], Inkubacja tych komoérek z 150-300 pM ZnClI2 badZ z
chelatorem Zn2+ - TPEN (1-3 pM) indukuje intemukleosomowsg fragmentacje DNA,
zmiany morfologiczne komorek z detekcjg ciat apoptotycznych. W ocenie zdarzen
apoptotycznych w komdrkach C6 wykorzystano szereg metod, dzieki ktérym wykazano,
ze najwczesniej dochodzi do zatamania potencjatu bton mitochondrialnych (6 godz.).
Nastepnie odnotowano postepujace zmiany w objetosci komérek z formowaniem
uwypuklen ich bton (9 godz.), kondensacje chromatyny i fragmentacje jader (16 godz.)
oraz fragmentacje DNA (24 godz.). W celu okreslenia czy jony Zn2+ oddziatujgz innymi
szlakami sygnalizacji komorkowej do badan wigczono analize aktywnosci enzymow w
nie zaangazowanych. Okazato sie, ze indukowana jonami Zn2+ apoptoza komérek C6
jestniezalezna od kinazy biatkowej C (PKC), kinazy biatkowe]j aktywowanej mitogenami
- MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) czy cyklazy guanytanowej. Na
przebieg apoptozy w tych komoérkach nie wptywa inhibitor biosyntezy biatka -
cykloheksymid. Okazato sie ponadto, ze obecno$¢ soli lantanu (LaCl3; 100 pM) w
komérkach C6 indukowanych do apoptozy jest czynnikiem utatwiajgcym wewnatrz-
komorkowy doptyw jondéw Zn2+ ze Srodowiska i jednoczesnie ochrania te komarki przed
apoptoza.

Z kolei w komérkach biataczkowych HL-60, poddanych réwnoczesnemu traktowaniu
pyritionem (Py; ang. pyrithione) -jonoforem zwiekszajagcym przepuszczalnos¢ bton
dla Zn2+ oraz ZnSO4 (0-200 pM), dochodzi do szeregu zmian warunkowanych
poziomem jondw Zn2+ [46]. Analiza stezenia jondw Zn2+ wykazata, ze obecno$¢ w
srodowisku hodowli ZnSO4 o stezeniu 25 pM badz samego Py (1 pM) nie wptywa na
wewnatrzkomorkowy poziom Zn2+ (99,46+3,91 ng Zn/mg 4 biatka). Natomiast tgczna
inkubacja komoérek HL-60 z Py/ZnSO4 (1/25 pM) przyczyniata sie do 2-krotnego
wzrostu wewnatrzkomadrkowego poziomu Zn2+, powodujac jednocze$nie rozlegta
fragmentacje DNA, proteolize PARP katalizowangprzez kaspazy oraz aktywacje kinazy
p38MAPK. Immunochemiczna analiza aktywacji p38MAPK z uzyciem przeciwciat
rozpoznajgcych ufosforylowang forme tego enzymu wykazata, ze jego fosforylacja
wyprzedza (3 godz.) aktywacje kaspaz wykrywana po 6-godzinnej ekspozycji komérek
na Py/ZnSO4. Preinkubacja hodowli komdérek HL-60 z inhibitorem kaspaz - Z-Asp-
CH,-DCB, po ktoérej wprowadzano Py/ZnSO4, ostabiata proteolize PARP i fragmentacije
DNA, ale nie hamowata fosforylacji p38MAPK. Wyniki te stanowig potwierdzenie, ze
kluczowym etapem modulowanym na szlaku apoptozy uruchamianym przez Py/ZnSO}
jest aktywacja kaspaz. Z kolei preinkubacja badanych komorek z inhibitorem p38MAPK
- SB203580, poza blokowaniem aktywnosci kinazy, powodowata hamowanie ich
apoptozy. Wydaje sie, ze gwattowna fosforylacja p38MAPK, wyprzedzajaca aktywacje
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kaspaz, stanowi wazne wczesne ogniwo w przeptywie sygnatu Smierci, niezbedne dla
aktywacji kaspaz. Jak dotad nie wyjasniono mechanizmu aktywacji kinazy p38MAPK w
sygnalizacji apoptotycznej, cho¢ rozwaza sie udziat w nim rosnacego poziomu
reaktywnych form tlenu wywotany okreslonym stezeniem jondw Zn2+ [46].

W komoérkach HL-60 inkubowanych z | |IM Py i ZnSO4 = 50 pM (50-200 pM; 6
godz.) gtébwnag wykrywang formg Smierci byfa nekroza. Natomiast wsréd komorek
biataczki Molt4 ekspozycja na wyzsze stezenia Zn2+ (100-300 pM; 24 godz.) prowadzita
do mieszanego typu $mierci komérek (ang. mixed type ofcell death) o cechach nekrozy
i apoptozy, ktorej przebieg wydaje sie by¢ niezalezny od aktywacji kaspazy-3 [36],

4, UWAGI KONCOWE

Aktualnie przyjmuje sie poglad, ze rézne stezenia Zn2+ moga w komdrkach
powodowac odmienne efekty, tj. zaréwno stymulacje jak i hamowanie ich wzrostu czy
$mieré w zaleznosci od ich typu, sity bodzcéw indukujacych, warunkéw fizjologicznych.
Poznanie szczeg6tow licznych drég apoptozy w réznych typach komoérek pozwolito
powigza¢ wptyw tych jondw z réznymi przedziatami w umierajgcych komérkach, a
takze na réznych etapach przeptywu sygnatu Smierci.

Wydaje sie, ze precyzyjnie modyfikowany i kontrolowany poziom tego niezbednego
sktadnika organizméw eukariotycznych o wiasciwosciach anty- i proapoptotycznych
moze znalez¢ zastosowanie w terapii choréb, u podtoza ktérych lezy ostabiona badz
zbyt duza podatno$é na sygnaty apoptotyczne.

PODZIEKOWANIE

Autorka sktada serdeczne podziekowanie Panu mgr Janowi Gierakowi za edycje
komputerowa pracy.

LITERATURA

[1] AHN Y-H, KOH J-Y, HONG SH. Protein synthesis-dependent but Bcl-2 - independent cytochrome ¢
release in zinc depletion-induced neuronal apoptosis. JNeurosci Res 2000; 61: 508-514.

[2] AIUCHIT, M1IHARA S, NAKAYA M, MASUDA Y, NAKAJO S, NAKAYA K. Zinc ions prevent proces-
sing of caspase-3 during apoptosis induced by geranylgeraniol in HL-60 cells. JBiochem 1998; 124: 300-
303.

[3] ANTONUCCI A, BALDASSARRE AD, GIACOMO FD, STUPPIA L, PALKA G. Detection ofapoptosis
in peripheral blood cells of 31 subjects affected by Down syndrome before and after zinc therapy. Ultra-
struct Pathol 1997; 21: 4997152.

[4] BARBIERI D, TROIANO L, GRASSILLI E, AGNESINI C, CRISTOFALO EA, MONTI D, CAPRI M,
COSSARIZZA A, FRANCESCHIC. Inhibition of apoptosis by zinc: a reappraisal. Biochem Biophys Res
Commun 1992; 3: 1256-1261.

[5] BARRY MA, EASTMAN A. Identification ofdeoxyribonuclease Il as an endonuclease involved in apopto-
sis. Arch Biochem Biophys 1993; 300: 440-450.



CYNK - MODULATOR APOPTOZY 205

[6] BEYERSMANN D, HASSE H. Functions of zinc in signaling, proliferation and differentiation of
mammalian cells. BioMetals 2001; 14: 331-341.

[71 BIELAK-ZMIJEWSKA A. Mechanizmy opornosci komérek nowotworowych na apoptoze. Kosmos
2003; 52: 157-171.

[8] BRAND 1A, KLEINEKE J. Intracellular zinc movement and its effect on the carbohydrate metabolizm
of isolated rat hepatocytes. J Biol Chem 1996; 271: 1941-1949.

[9] CARTERJE, TRUONG-TRAN AQ, GROSSER D, HO L, RUFFIN RE, ZALEWSKI PD. Involvement of
redox events in caspase activation in zinc-depleted airway epithelial cells. Biochem Biophys Res Commun
2002; 297: 1061-1070.

[10] CHAI F, TRUONG-TRAN AQ, HO LH, ZALEWSKI PD. Regulation of caspase activation and apoptosis
by cellular zinc fluxes and zinc deprivation. Immunol Cell Biol 1999; 77: 272-278.

[11] CHAI F, TRUONG-TRAN AQ, EVDOKIOU A, YOUNG GP, ZALEWSKI PD. Intracellular zinc depletion
induces caspase activation and p2! Wafl/Cipl cleavage in human epithelial cell lines. J Infect Dis 2000;
181 (Suppl 1): S85-S92.

[12] CHIMIENTIF, SEVE M, RICHARD S, MATHIEU J, FAVIER A. Role ofcellular zinc in programmed cell
death: temporal relationship between zinc depletion, activation of caspases, and cleavage of Sp transcrip-
tion factors. Biochem Pharmacol 2001; 1: 51-62.

[13] CHIMIENTI F, AOUFFEN M, FAVIER A, SEVE M. Zinc homeostasis-regulating proteins: new drug tar-
gets for triggering cell fate. Current Drug Targets 2003; 4: 323-338.

[14] CHOI DW, YOKOYAMAM, KOH J. Zinc neurotoxicity in cortical cell culture. Neuro-science 1988; 1: 67-
79.

[15] COHEN JJ, DUKE RC. Glucocorticoid activation of a calcium-dependent endonuclease in thymocyte
nuclei leads to cell death. J Immunol 1984; 132: 38-42.

[16] COUSINS R, MCMAHON R. Integrative aspects of zinc transporters. J Nutr 2000; 130 (5 S Suppl):
1384S-1387S.

[17] CSERMELY P, SZAMEL M, RESCH K, SAMOGI J. Zinc can increase the activity ofprotein kinase C and
contributes to the binding to plasma membranes in T lympho-cytes. J Biol Chem 1988; 263: 6487-6490.

[18] CUI L, OKADA A. Nitric oxide and manifestations of lesions of skin and gastrointestinal tract in zinc
deficiency. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 2000; 4: 247-252.

[19] DRINGEN R, HAMPRECHT B. N-acetylcysteine but not methionine or 2-oxothiazolidine-4-carboxy-
late serves as cysteine donor for the synthesis of glutathione in cultured neurons derived from embryonal
rat brain. Neurosci Lett 1999; 259: 79-82.

[20] DU C, FANG M, LI Y, WANG X. Smac, a mitochondrial protein that promotes cytochrome c-dependent
caspase activatin during apoptosis. Cell 2000; 102: 33742.

[21] DUFFY JY, MILLER CM, RUTSCHILLING GL, RIDDER GM, CLEGG MS, KEEN CL, DASTON GP. A
decrease in intracellular zinc level precedes the detection of early indicators of apoptosis in HL-60 cells.
Apoptosis 2002; 6: 161-172.

[22] ELMES ME. Apoptosis in the small intestine of zinc-deficient and fasted rats. J Pathol 1977; 123: 219—
223.

[23] ENARI M, SAKAHIRA H, YOKOYAMA H, OKAWA K, IWAMATSU A, NAGATA S. A caspase-activa-
ted DNase that degrades DNA during apoptosis, and its inhibitor ICAD. Nature 1998; 391: 43-50.

[24] ERL W, WEBER C, HANSSON GK. Pyrrolidine dithiocarbamate-induced apoptosis depends on cell type,
density, and the presence of Cu2+ and Zn2+. Am J Physiol Cell Physiol 2000; 278: CI 116-C1125.

[25] FAVIER A. Is zinc a cellular mediator in the regulation of apoptosis, [w] Collery P, Bratter P, Negretti de
Bratter v, Khassanova L, Ettienne JC (red.) Metal lons in Biology and Medicine. Paris: John Libbey Euro-
text 1998: 164-167.

[26] FISCHER EH, DAVIE EV. Recent excitement regarding metallothionein. Proc Natl Acad Sci USA 1998;
95: 3333-3334.

[27] FONG LYY, NGUYEN VT, FARBER JL. Esophageal cancer prevention in zinc-deficient rats: rapid
induction of apoptosis by replenishing zinc. J Natl Cancer Inst 2001; 93: 1525-1533.

[28] FONG LYY, ISHII H, NGUYEN VT, VECCHIONE A, FARBER JL, CROCE CM, HUEBNER K. p53
deficiency accelerates induction and progression of esophageal and forestomach tumors in zinc-deficient
mice. Cancer Res 2003; 63: 186-195.

[29] FRAKER PJ, TELFORD WG. A reappraisal ofthe role ofzinc in life and death decisions ofcells. Proc Soc
Exp Biol Med 1997; 215: 229-236.

[30] FRAKER PJ, KING LE, LAAKKO T, VOLLMER TL. The dynamic link between the integrity of the
immune system and zinc status. J Nutr 2000; 130: 1399S-1406S.



206 ZOFIA M. KIL1ANSKA

[31] FUKAMACHI Y, KARASAKI Y, SUGIURA T, ITOH H, ABE T, YAMAMURA K, HIGASHI K. Zinc
suppresses apoptosis of U937 cells induced by hydrogen peroxide through an increase of the Bcl-2/Bax
ratio. Biochem Biophys Res Commun 1998; 246: 364-369.

[32] GAIDO ML, CIDLOWSKI JA. Identification, purification, and characterization of a calcium-dependent
endonuclease (NUCI 8) from apoptotic rat thymocyte. NUCIS8 is not HZB.JBiol Chem 1991 ; 266: 18580-
18585.

[33] GANJU N, EASTMAN A. Zinc inhibits Bax and Bak activation and cytochrome c rele-ase induced hy
chemical inducers of apoptosis but not by death-receptor-initiated pathways. Cell Death Differ 2003; 10:
652-661.

[34] GRZELAKOWSKA-SZTABERT B. Apoptoza i nowotwory. Post Biol Korn 2000; 27 (Suppl 15): 9-43.

[35] HAASE H, WATJEN W, BEYERSMAN D. Zinc induces apoptosis that can be suppressed by lanthanum in
C6 rat glioma cells. Biol Chem 2001; 382: 1227-1234.

[36] HAMATAKE M, IGUCHI K, HIRANO K, ISHIDA R. Zinc induces mixed types ofcell death, necrosis, and
apoptosis in Molt-4 cells. J Biochem 2000; 128: 933-939.

[37] HUANG X, CUAJUNGCO MP, ATWOOD CS, MOIR RD, TANZI RE, BUSH Al. Alzheimer’s disease,
beta-amyloid protein and zinc. JNutr 2000; 130 (5S Suppl): 1488S-1492S.

[38] IBS KH, RINK L. Zinc-altered immune function. JNutr 2003; 133 (Suppl 1): 1452S-14568S).

[39] IGUCHI K, HAMATAKE M, ISHIDA R, USAMI Y, ADACHIT, YAMAMOTO H, KOSHIDA K, UCHI-
BAYASHI T, HIRANO K. Induction of necrosis by zinc in prostate carcinoma cells and identification of
proteins increased in association with this induction. Eur JBiochem 1998; 253: 766-770.

[40] KASIBHATLA S, TSENG B. Why target apoptosis in cancer treatment? Mol Cancer Therap 2003; 2: 573-
580.

[41] KILIANSKA ZM. Apoptoza organizmoéw eukariotycznych, [w] Cytobiochemia. Ktyszejko-Stefanowicz L,
Warszawa: PWN 2002; 772-814.

[42] KILIANSKA ZM, MISKIEWICZ A. Kaspazy kregowcéw; ich rola w przebiegu apoptozy. Post Biol Kom
2003;30: 129-152.

[43] KIM YH, KIM EY, GWAG BJ, SOHN S, KOH JY. Zinc-induced cortical neuronal death with features of
apoptosis and necrosis: mediation by free radicals. Neuroscience 1999; 89: 175-182.

[44] KLEIN C, SUNHARA RK, HUDSON TY, HEYDUK T, HOWLETT AC. Zinc inhibition of cCAMP signa-
ling. J Biol Chem 2002; 277: 11859-11865.

[45] KOLENKO VM, UZZO RG, DULIN N, HAUZMAN E, BUKOWSKI R, FINKE JH. Mechanism ofapop-
tosis induced by zinc deficiency in peripheral blood T lymphocytes. Apoptosis 2001; 6: 419-429.

[46] KONDOH M, TASAKI E, ARARAGI S, TAKIGUCHI M, HIGASHIMOTO M, WATANABE Y, SATO M.
Requirement of caspase and p38MAPK activation in zinc-induced apoptosis in human leukemia HL-60
cells. Eur J Biochem 2002; 269: 6204-6211.

[47] LAMBERT JC, WANG G-W, KANG YJ. Zinc inhibition of caspase-3 does not protect HeLa cells from
apoptosis cell death. Toxicol Appl Pharmacol 2001; 175: 89-93.

[48] LAMBERT JC, ZHOU Z,, KANG YJ. Suppression of Fas-mediated signaling pathway is involved in zinc
inhibition of ethanol-induced apoptosis. Exp Biol Med 2003; 228: 406-412.

[49] LENARTOWICZ E, DEBSKA G. Oddziatywaniajondéw Zn2+ w zwierzecych komdrkach niepobudliwych.
Post Biol Kom 1999; 26: 491-506.

[50] LIU Z, ZOU H, SLAUGHTER G, WANG X. DFF, a heterodimeric protein that functions downstream of
caspase-3 to trigger DNA fragmentation during apoptosis. Cell 1997; 89; 175-184.

[51] LORENZO HK, SUSIN SA, PENNINGER J, KROEMER G. Apoptosis inducing factor (AIF): A phyloge-
netically old, caspase-independent effector of cell death. Cell Death Differ 1999; 6:516-524.

[52] MARINI M, FRABETTI F, CANAIDER S, DINI L, FALCIERI E, POIRIER GG. Modulation of caspase-
3 activity by zinc ions by the cell redox state. Exptl Cell Res 2001; 266: 323-332.

[53] MCCABE MJ, JIANG SA, ORRENIUS S. Chelatation of intracellular zinc triggers apoptosis in mature
thymocytes. Lab Invest 1993; 69: 101-110.

[54] MORANA S, LI J, SPRINGER EW, EASTMAN A. The inhibition ofetoposide-induced apoptosis by zinc
is associated with modulation of intracellular pH. Int J Oncol 1994; 5: 153-158.

[55] MORANA S, WOLF CM, LI J, REYNOLDS JE, BROWN MK, EASTMAN A. The involvement of protein
phosphatases in the activation of ICE/CED-3 protease, intracellular acidification, DNA digestion, and apop-
tosis. J Biol Chem 1996; 271: 18263-18271.

[56] MROZ P, MLYNARCZYK |. Mechanizmy indukcji apoptozy i zastosowanie TRAIL w terapii nowotwo-
réw. Post Biol Kom 2003; 30: 113-128.



CYNK - MODULATOR APOPTOZY 207

[57] MURGIA C, VESPIGNANI I, CERASE J, NOBILI F, PEROZZI G. Cloning, expression, and vesicular
localization of zinc transporter Dri 27/ZnT4 in intestinal tissue and cells. Am J Physiol 1999; 277:
1231-1239.

[58] NAKATANI T, TAWARAMOTO M, OPARE KENNEDY D, KOJIMA A, MATSUI-YUASA |. Apoptosis
induced by chelation of intracellular zinc is associated with depletion of cellular reduced glutathione level
in rat hepatocytes. Chem Biol Interact 2000; 125: 151-63.

[59] NAKAYA M, MASUDA Y, MIHARA S, AIUCHI T, SHIBAYAMA-IMAZU T, NAKAJO S, NAKAYA K.
Analysis of caspases that are activated during apoptosis in leukemia U937 cells in response to geranylgera-
niol. Antican Res 1999; 19: 5063-5068.

[60] NICHOLSON DW, ALI A, THORNBERRY NA, VAILANCORT JP, DING CK, GAL-LANT M, GAREAU
Y, GRIFFIN PR, LABELLE M, LAZEBNIK YA, MUNDAY NA, RAJU SM, SMULSON ME, YAMIN T-
T, YUV, MILLER DK. Identification and inhibit-ion ofthe ICE/CED-3 protease necessary for mammalian
apoptosis. Nature 1995; 376: 37-43.

[61] O’DELL BL. Role ofzinc in plasma membrane function. JNutr 2000; 130 (5S Suppl): 1432S-1436S.

[62] ORRENIUS S, ZHIVOTOVSKY B, NICOTERA P. Regulation of cell death: the calcium-apoptosis link.
Nature Reviews (Mol Cell Biol) 2003; 4: 552-565.

[63] PARAMANANTHAM R, SIT KH, BAY BH. Adding Zn2+ induces DNA fragmentation and cell condensa-
tion in cultured human Chang liver cells. Biol Trace Elem Res 1997; 58: 135-47.

[64] PARAT MO, RICHARD MJ, BEANI JC, FAVIER A. Involvement ofzinc in intracellular oxidant/antioxi-
dant balance. Biol Trace Elem Res 1997; 60: 187-204.

[65] PERRY DK, SMYTH MJ, STENNICKE MR, SALVESEN GS, DURIEZP, POIRIER GG, HANNUN YA.
Zinc is a potent inhibitor of the apoptotic protease, caspase-3. J Biol Chem 1997; 272: 18530-18533.

[66] ROBERTSON JD, ORRENIUS S, ZHIVOTOVSKY B. Nuclear events in apoptosis. J Struct Biol 2000;
129: 346-358.

[67] RUDOLF E, RUDOLF K, RADOCHA J, PEYCHL J, CERVINKA M. The role of intracellular zinc in
modulation of life and death of Hep-2 cells. BioMetals 2003; 16: 295-309.

[68] RYU JR, SHIN CY, CHOI J-W, MIN HW, RYU JH, CHOI CR, KO KH. Depletion of intracellular glutathio-
ne mediates zinc-induced cell death in rat primary astrocytes. Exptl Brain Res 2002; 143: 257-263.

[69] SAUER GR, SMITH DM, CAHALANE M, WU LNY, WUTHIER RE. Intracellular zinc fluxes associated
with apoptosis in growth plate chondrocytes. J Cell Biochem 2003; 88: 954-969.

[70] SHIMIZU T, KUBOTA M, TANIZAWA A, SANO M, KASAI Y, HASHIMOTO H, AKIYAMAY, MIKA-
WA H. Inhibition of both etoposide-induced DNA fragmentation and activation of poly(ADP-ribose) syn-
thesis by zinc ion. Biochem Biophys Res Commun 1990; 3: 1172-1177.

[71] SMIRNOVA IV, BITTEL DC, RAVINDRA R, JIANG H, ANDREWS GK. Zinc and cadmium can promote
rapid nuclear translocation of metal response element-binding transcription factor-1. J Biol Chem 2000;
275: 9377-9384.

[72] SOLOMONS NW. Zinc and cooper, [w] Shils ME, Young VR. (red.) Modem Nutrition in Health and
Disease. Philadelphia: Lea Febiger 1988: 238-262.

[73] SZUSTER-CIESIELSKA A, STACHURA A. SLOTWINSKA M, KAMINSKA T, SNIEZKO R, PADUCH
R, ABRAMCZYK D, FILAR J, KANDEFER-SZERSZEN M. The inhibitory effect of zinc on cadmium-
induced cell apoptosis and reactive oxygen species (ROS) production in cell cultures. Toxicology 2000;
145: 159-171.

[74] TAMURA T, SADAKATA N, ODA T, MURAMATSU T. Role of zinc ions in ricin-induced apoptosis in
U937 cells. Toxicol Lett 2002; 132: 141-151.

[75] TELFORD W, FRAKER P. Zinc reversibility inhibits steroid binding to the murine glucocorticoid receptor.
Biochem Biophys Res Commun 1997; 238: 86-91.

[76] TEWARI M, QUAN LT, O'ROURKE K, DESNOYERS S, ZENG Z, BEIDLER DR, POIRIER GG. SA-
LVESEN GS, DIXIT VM. Yama/CPP32 beta, a mammalian homolog of CED-3, is a CrmA-inhibitable
protease that cleaves the death substrate poly(ADP-ribose)polymerase. Cell 1995; 81: 801-809.

[77] THORNBERRY NA, BULL HG, CALAYCAY JR, CHAPMAN KT, HOWARD AD, KOSTURA MJ,
MILLER DK, MOLINEAUX SM, WEIDNER JR, AUNINS J, ELLISTON KO, AYALA JM, CASANO FJ,
CHIN J, DING GJ-F, EGGER LA, GAFFNEY EP, LIMJUCO G, PALYHA OC, RAJU SM, ROLANDO
AM, SALLEY JP, YAMIN T-T, LEE TD, SHIVELY JE, MCCROSS M, MUMFORD RA, SCHMIDT JA,
TOCEI MJ. A novel heterodimeric cysteine protease is required for interleukin-1 beta processing in mono-
cytes. Nature 1992; 356: 768-774.



208 ZOFIA M. KILIANSKA

[78] TRUONG-TRAN AQ, HO LH, CHAI F, ZALEWSKI PD. Cellular zinc fluxes and the regulation of
apoptosis/gene directed cell death. J Nutr 2000; 130 (5S Suppl): 1459S-1466S.

[79] TRUONG-TRAN AQ, CARTER J, RUFFIN R, ZALEWSKI PD. New insight into the role of zinc in the
respiratory epithelium. Immunol Cell Biol 2001; 2: 170-177.

[80] TRUONG-TRAN AQ, RUFFIN R, ZALEWSKI PD. The role ofzinc in caspase activ-ation and apoptotic
cell death. BioMetals 2001; 14: 315-330.

[81] TRUONG-TRAN AQ, RUFFIN R, FOSTER PS, KOSKINEN AM, COYLE P, PHILCOX JC, ROFE AM,
ZALEWSKI PD. Altered zinc homeostasis and caspase-3 activity in murine allergic airway inflammation.
Am J Respir Cell Mol Biol 2002; 27: 286-296.

[82] TRUONG-TRAN AQ, GROSSER D, RUFFIN R, MURGIA C, ZALEWSKI PD. Apoptosis in the normal
and inflamed airway epithelium: role ofzinc in epithelial protection and procaspase-3 regulation. Biochem
Pharmacol 2003; 66: 1459-1468.

[83] TORRIGLIA A, CHAUDUN E, COURTOIS Y, COUNIS MF. On the use of Zn2+ to discriminate endonuc-
leases activated during apoptosis. Biochimie 1997; 79: 435- -438.

[84] VALLEE BL, FALCHUK KH. The biochemical basis ofzinc physiology. Physiol Rev 1993; 73: 79-118.

[85] WALLACE DC. A mitochondrial paradigm for degenerative diseases and ageing. Novartis Found Symp
2001;235:247-263.

[86] WIDLAK P. Mechanizmy fragmentacji DNA i kondensacji chromatyny w komérkach ulegajacych apopto-
zie. Post Biol Kom 2000; 27: 583-597.

[87] WOLF CM, MORANA SJ, EASTMAN A. Zinc inhibits apoptosis upstream of ICE/CED-3 proteases rather
than at the level ofan endonuclease. Cell Death Differ 1997; 4: 125-129.

[88] WOLF CM, EASTMAN A. The temporal relationship between protein phosphatase, mitochondrial cyto-
chrome c release, and caspase activation in apoptosis. Exp Cell Res 1999; 247: 505-513.

[89] YUAN JY, SHAHAM S, LEDOUX S, ELLIS HM, HORVITZ HR. The C.elegans cell -death gene ced-3
encodes a protein similar to mammalian interleukin-1-beta-converting enzyme. Cell 1993; 75: 641—
652.

[90] ZALEWSKI PD, FORBES 1J, GIANNAKIS C, COWLED PA, BETTS WH. Synergy between zinc and
phorbol ester in translocation of protein kinase C to cytoskeleton. FEBS Lett 1990; 273: 131-134.

[91] ZALEWSKI PD, FORBES IJ. Intracellular zinc and the regulation of apoptosis, [w] Lavin M, Watters D.
(red.) Programmed Cell Death: The Cellular and Molecular Biology of Apoptosis. Melbourne: Harwood
Academic Publishers 1993: 73-86.

[92] ZALEWSKI PD, FORBES IJ, BETTS WH. Correlation ofapoptosis with change in intracellular labile Zn,
using Zinquin, a new specific fluorescent probe for zinc. Biochem J 1993; 296: 403—408.

[93] ZALEWSKI PD, FORBES 1J, SEAMARK RF, BORLINGHAUS R, BETTS WH, LINCOLN SF, WARD
AD. Flux of intracellular labile zinc during apoptosis (gene-di-rected cell death) revealed by a specific
chemical probe, Zinquin. Chem Biol 1994; 1: 153-161.

Zofia M. Kilianska,

Zaktad Biochemii Medycznej Katedry Cytobiochemii Uniwersytetu +ddzkiego,
S. Banacha 12/16, 90-237 £4dz,

e-mail: zkilian@biol.uni.lodz.pl


mailto:zkilian@biol.uni.lodz.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 31 2004 SUPLEMENT 22 (209-228)
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HETEROTRIMERIC G PROTEIN SIGNALING PATHWAY IN PLANTS
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Streszczenie: U zwierzat liczne pozakomorkowe sygnaty specyficznie modyfikuja procesy komoérkowe
poprzez specyficzne receptory, ktore aktywujg rézne heterotrimerowe biatka G. Aktywowane biatka G
sg zdolne do indukcji wewnatrzkomdrkowych szlakéw sygnalizacyjnych gtéwnie poprzez aktywacje
efektorow katalizujgcych powstanie wtornych przekaznikdw. U roslin zidentyfikowano pojedyncze lub
nie wiecej niz dwa biatka (i kodujace je geny) o wiasciwosciach podjednostek (Ga, G(3 i Gy) heterotri-
merowych biatek G i chociaz nie wykryto ich asocjacji w heterotrimer, mozna przewidywa¢, ze w
transdukcji sygnatu moga uczestniczy¢ nieliczne rodzaje heterotrimeréw biatek G. Zidentyfikowano
tez nieliczne biatka, ktérych funkcja receptorowa i efektorowa, a takze regulatorowa szlaku biatek G
wymaga potwierdzenia. Poznanie przebiegu i roli szlaku sygnalizacyjnego biatek G u roslin mozna
nadal okresli¢ jako fragmentaryczne. Opisanie tego szlaku wymaga wiec dalszych intensywnych badan,
w czym okoliczno$cia sprzyjajaca jest wykazanie, ze farmakologiczna modyfikacja aktywnosci biatek
G wplywa zaréwno na efekty powodowane przez fitohormony (i inne czasteczki sygnatowe), jak i na
liczne procesy fizjologiczne. Zakres podej$¢ badawczych poszerzajg tez mutanty pozbawione podjedno-
stek Ga i G(3, a takze transformanty z nadekspresjg tych biatek.

Stowa kluczowe: Szlak biatek G, GPCR, efektory biatek G, rosliny

Summary: In animals numerous extracellular signals specifically modify cell processes by specific
receptors which activate different heterotrimeric G proteins. Activated G proteins are able to induce
intracellular signaling pathways by activating effectors catalyzing production of secondary messengers.
In plants only one or two proteins (and encoding genes) with properties characteristic of heterotrimeric
G protein subunits (Ga, GO and Gy) were discovered. Although no association in heterotrimers was
observed it can be hypothesized that few types of G protein heterotrimers may be involved in signal
transduction. Some proteins whose receptor and effector functions must be evidenced were also identi-
fied. The knowledge concerning the course and role of G protein signaling pathway in plants is far from
comprehensive. Description of this pathway calls for further, intensive studies which can be helped by
the fact that pharmacological modification of G protein activity influences both fitohormones (and other
signaling molecule) effects and numerous physiological processes. Mutants deprived of Ga and GP
subunits as well as transformants with protein overexpression can broaden scientific approach.
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WSTEP

Konieczno$é dostosowania fizjologii organizmu do zmieniajacych sie warunkéw
Srodowiskowych, oraz utrzymanie homeostazy i koordynacja funkcjonalna spote-
czenstwa komorek organizméw wielokomdrkowych, wymaga sprawnie funkcjonujacych
systemOw rozpoznawania sygnatéw pozakomérkowych, ich transdukcji do wnetrza
komorek i kaskad wewnatrzkomoérkowych szlakéw sygnalizacyjnych zdolnych do
zlokalizowane sg biatka petnigce role ,,wtgcznikdw molekularnych”. Heterotrimerowe
biatka G oraz monomerowe mate biatka G petnig te role dzigki zdolnosci do wigzania
GTP, a ich endogenna aktywnos$¢ GTPazowa pozwala na powrét do stanu wyjsciowego.

Heterotrimerowe biatka G (biatka G) odgrywajg istotngrole w przekazywaniu przez
btone komérkowa informacji niesionych przez pozakomérkowe czasteczki sygnatowe
do efektoréw wewnatrzkomorkowych. Szlak sygnalizacyjny biatek G jest jednym z
najbardziej konserwatywnych mechanizmow sygnalizacji u Eukaryota, opisanym u
bezkregowcow i kregowcow oraz u grzybdw. Mozna wiec byto sadzi¢, ze ma on podobny
przebieg i petni analogiczna funkcje takze u roslin, gdzie moze uczestniczy¢ w szlaku
sygnalizacyjnym prowadzacym do reakcji komérek na fitohormony i inne czynniki
sygnatowe. Uzyskane dotychczas dane eksperymentalne potwierdzajg udziat szlaku
biatek G w regulacji proceséw fizjologicznych u roslin, jednak nadal poznanie
molekularnego mechanizmu tego szlaku moze by¢ okres$lone jako fragmentaryczne.
Wykazano bowiem u Arabidopsis thaliana obecnos¢ homologéw wszystkich trzech
podjednostek biatek G (Ga, G[3 i Gy), ale nie wykryto ich polgczenia w heterotrimer.
Obecnos¢ przynajmniej niektérych podjednostek biatek G i ich organowo- i rozwojowo-
zalezny poziom wykazano takze u Kilkunastu gatunkéw innych roslin okryto-
zalazkowych. Zidentyfikowano tez nieliczne prawdopodobne receptory i efektory
oddziatujgce z tymi biatkami oraz cytoplazmatyczne biatka regulatorowe modyfikujace
przebieg szlaku, ale dziatanie tych biatek wymaga molekularnego potwierdzenia in
vivo. Dotychczas u ros$lin nie opisano oddziatywan czasteczek uczestniczacych w
tancuchu szlaku sygnalizacyjnego prowadzacego od okre$lonej czasteczki sygnatowej
do molekularnej odpowiedzi komorek.

Ten przeglad jest podsumowaniem obecnego stanu poznania roélinnych hetero-
trimerowych biatek G, receptorow zwigzanych z tymi biatkami, efektoréw, z ktérymi
one oddziatujg oraz cytoplazmatycznych biatek regulacyjnych, ktére moga modyfikowac
szlak transdukcji sygnatu biatek G. Ograniczone ramy tego opracowania nie pozwalajg
na zreferowanie fizjologicznej roli szlaku sygnalizacyjnego biatek G u roslin.
Przedstawienie nagromadzonych, interesujacych wynikéw badan dotyczacych
zaangazowania biatek G w regulacje procesow fizjologicznych w reakcji na egzogenne
i endogenne czynniki sygnalizacyjne wymaga oddzielnego opracowania. Cze$¢ z nich
zawierajg artykuty przegladowe, ktore ukazaty sie w ostatnich latach [7, 21, 35, 45,
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65). W polskim pismiennictwie problem heterotrimerowych biatek G u zwierzat i roélin
jest zawarty w artykule przegladowym Tretyna [103],

HETEROTRIMEROWE BIALKA G U SSAKOW

Ogolnie przyjmowany paradygmat transdukcji sygnatu pozakomoérkowego do
wewnatrzkomdérkowych efektoréw przez heterotrimerowe biatka G jest zwodniczo
prosty: receptory btony komoérkowej po zwigzaniu odpowiedniej czasteczki sygnatowej
aktywuja rowniez zwigzane z blong biatka G, ktdre z kolei wpltywaja na aktywnos¢
efektorow. Efektorami w wiekszosci przypadkow sg takze biatka btonowe lub
zlokalizowane na jej cytoplazmatycznej powierzchni. Obecnie wiadomo, ze szlak
sygnatowy biatek G podlega regulacji przez liczne komorkowe biatka regulacyjne [14],

Heterotrimerowe biatka G sktadaja sie z trzech podjednostek: a (Ga), P (GP) iy
(Gy), ktdre w stanie nieaktywnym tworzg heterotrimer Gapy [52, 111]. Biatka G w
transdukcji sygnatu petnig role molekularnego przetgcznika dziatajacego w cyklu
aktywacja/deaktywacja: aktywacje powoduje wymiana GDP na GTP w podjednostce
Ga, natomiast hydroliza GTP, dzieki endogennej aktywnos$ci GTPazowej tej
podjednostki, powoduje powrdét do stanu nieaktywnego. Szlak transdukcji i aktywacja
biatka G rozpoczyna sie po zwigzaniu ligandu (czasteczki sygnatowej) przez receptor
GPCR (ang. G protein coupled receptor). Uaktywniony receptor oddziatuje z
podjednostka Ga heterotrimeru powodujac w niej wymiane GDP na GTP, co z kolei
prowadzi do dysocjacji heterotrimeru na podjednostke Ga i heterodimer GPy, ktore sg
zdolne do oddziatywania z biatkami efektorowymi [33, 100]. Hydroliza GTP do GDP
w podjednostce Ga warunkuje reasocjacje heterotrimeru i gotowo$¢ do nowego cyklu
po aktywacji receptora [7, 35, 103]. Opisana u drozdzy aktywacja efektora przez
heterotrimer bez dysocjacji na Ga i Gy jest sytuacjg wyjatkowa [51].

U ssakow zidentyfikowano geny kodujgce liczne rodzaje kazdej z trzech podjednostek
biatka G; ich genomy kodujg: 23 rézne podjednostki Ga, 6 podjednostek GP i co najmniej
12 podjednostek Gy [18, 73, 93, 109].

Czasteczki podjednostek Ga ssakow (39-46 kDa) sa zroznicowana rodzing biatek.
Maja tylko okoto 20% wysoce konserwatywnych aminokwasow [73], jednak wszystkie
zawierajg identyczny, 43-aminokwasowy fragment na N-koncu polipeptydu. Ponadto
charakteryzujg sie obecnoscig kilku waznych strukturalnych domen, a mianowicie:
domeny Ras-podobnej o aktywnosci GTPazowej, a-helikalnej domeny, ktéra wptywa
na tempo spontanicznego usuwania GDP oraz petli bogatej w Asp/Glu, ktora uczestniczy
w konformacyjnej zmianie po zwigzaniu GTP [62, 75], Te dwie ostatnie domeny
odrdzniajg Ga od matych biatek G. W domenie Ras-podobnej zlokalizowane sg petle
szkieletowe nazwane przetacznikami (ang. switche$), ktérych pozycja moze sie zmieniaé
zaleznie od przytgczenia nukleotydu GDP czy GTP. Po wymianie GDP na GTP nastepuje
ich reorientacja prowadzaca do rozluznienia oddziatywania miedzy podjednostkami
Ga/GP i uwolnienia dimeru Gpy,a takze do zmniejszenia powinowactwa do receptora.
Odtaczenie dimeru GPy odstania tez miejsce uczestniczace w oddziatywaniu podjednostki
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Goc z jej efektorami. Podjednostka Goc dzieki kowalencyjnemu przytgczeniu lipidu jest
zakotwiczona w dwuwarstwie btony komaorkowej [15].

Podjednostki G(3 ssakow sg rodzing polipeptydow (35-36 kDa) o duzej homologii
(83-90%). Ich wspdlng, charakterystyczna cechgjest obecnosc regionu sktadajacego
sie z siedmiu lub dziewieciu tandemowych powtérzenn motywu WD-40 i konser-
watywnego motywu Trp-Asp (WD) [55, 75, 99], Podjednostki Gy ssak6w sg biatkami
(7-10 kDa) o matej konserwatywnosci, jednak wszystkie majg C-terminalne miejsce
CaaX (gdzie ,,a” jest alifatycznym aminokwasem) dla izoprenylacji, dzieki ktorej
podjednostki Gy wigzg sie z btona komdrkowa. Podjednostki G|3 i Gy w heterotrimerze
i po oddysocjowaniu od podjednostki Goc tworzg nie ulegajacy dysocjacji dimer G(3y
dzigki bardzo $cistemu oddziatywaniu strukturalnemu tworzac zwiniety zwdj (ang.
coiled-coil).

Podjednostki ssakdw potencjalnie moga utworzy¢ ponad tysigc réznych hetero-
trimeréw, jednak réznice w ekspresji biatek G w réznych typach komérek i stwierdzony
brak mozliwosci faczenia pewnych par podjednostek wskazuje, ze w komdrkach moze
jednak powstawac ponad sto roznych heterotrimerowych komplekséw biatka G [45].
Na podstawie podobienstwa sekwencji aminokwaséw oraz whasciwosci funkcjonalnych
podjednostki Goc utworzono cztery podrodziny biatek G, tj.: Gs, G., G i Gp [62, 118].
Podrodziny biatek G, a nawet nalezace do nich biatka, r6znig sie funkcjonalnie, np.
biatka G$ stymuluja, natomiast G. hamujg aktywnos$¢ cyklazy adenytanowej, biatka G
stymulujg aktywnosc¢ fosfolipazy C-(3 (PLC-P), biatka G2 dziatajg poprzez mate biatka
G z rodziny Rho, transducyny posredniczg w sygnale swietinym w siatkéwce oka,
biatko Go]f (podrodzina Gs) uczestniczy w transdukcji sygnatu zapachu, a biatko Ggust
(podrodzina G.) w sygnale molekut stodkich i gorzkich. Ostatnie badania wskazuja, ze
specyficznos$¢ transdukcji sygnatu moze by¢ tez osiggana dzieki zakotwiczeniu biatek
G, specyficznego receptora i odpowiedniego efektora do sygnatowych ,tratw” (ang.
raft), gdzie jest tworzony makromolekularny kompleks zawierajacy elementy systemu
sygnatowego od receptora do efektora [21].

HETEROTRIMEROWE BIALKA G U ROSLIN

Szlak sygnalizacyjny heterotrimerowych biatek G jest wysoce konserwatywnym
systemem transdukcji pozakomérkowych sygnatéw u Eukaryota. U ssakdw biatka G
uczestniczagw przekazywaniu licznych sygnatéw, wykazuja funkcjonalna r6znorodnos¢
i znaczna specyficznos¢ tkankowa. Spodziewano sie wiec nie tylko obecnosci biatek G
u roslin, ale i ich analogicznego zréznicowania. Jednak dotychczasowe badania
wskazujg, ze chociaz do bton komérek roslinnych docierajg liczne czasteczki sygnatowe,
a substancje modyfikujace aktywnos$¢ biatek G mogg wptywaé na rézne procesy
fizjologiczne, to w komérkach roslinnych prawdopodobnie funkcjonujgnieliczne rodzaje
heterotrimerowych biatek G. U roslin zidentyfikowano bowiem pojedyncze lub podwdjne
kopie genow kodujacych biatka wykazujace homologie sekwencji z podjednostkami
biatek G u ssakow (tab. 1).
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Genom A. thaliana zawiera tylko jeden gen kodujgcy typowa podjednostke Goc [64],
jeden gen kodujacy podjednostke GP [115] i dwa geny kodujace podjednostki Gy [69,
70] (ryc. 1). Dwa geny kodujace rézne podjednostki Goc stwierdzono u grochu [68],
tytoniu [4, 89] i soi [31, 50]. Prawdopodobnie dwa geny kodujace podjednostki GP
zawiera genom dzikiego owsa [46].

Podjednostki Ga. Zidentyfikowany przez Ma i wsp. [64] gen GPAL,
zlokalizowany w chromosomie 2 u A. thaliana, koduje biatko GPAL, ktore jest w 38%
identyczne z podjednostkaGoc biatek G. i transducyny (Gt) ssakdw. GPAL jest najbardziej
podobne do podjednostki Ga biatka Gz nalezacego do podrodziny G., poniewaz podobnie
jak biatka Gz, biatko A. thaliana nie ma C-terminalnej cysteiny, ktéra moze ulega¢
ADP-rybozylacji przez toksyne krztusca (TPX) i zawiera specyficzny dla Gz motyw
wigzania reszty kwasu mirystynowego. Biatko GPAL, tak jak inne podjednostki Ga
ssakow, ma natomiast miejsce wrazliwosci na toksyne cholery (CTX) [62, 64], Rola
biatka Gz u ssakdw jest wigzana z regulacjg proliferacji i apoptozy komérek poprzez
kontrole aktywnosci kanatdw potasowych, co moze sugerowac analogiczng role
podjednostki Ga u roslin.

Homologi GPAL sklonowane u innych gatunkéw roslin okrytonasiennych (tab. 1)
wykazujg 70-90% identyczno$¢ miedzy sobg i mniejszg identycznos¢ (34-42%) z
podjednostkg Ga ssakow [83], Oba zidentyfikowane geny soi (SGA1 i SGA2) sg Scisle
homologiczne miedzy sobgiz GPAL A. thaliana, ale klon cDNA genuJ/Ga7, uzyskany z
komdrek aleuronowych dzikiego owsa, wykazuje tylko 40% identycznosci z GPAL [46].

Porownanie sekwencji aminokwasowych wskazuje na Sciste pokrewienstwo
podjednostek Ga u roslin [35]. W poréwnaniu z GPAL réznice polegajg na 30-
aminokwasowej delecji u ryzu, 20-aminokwasowej delecji u N. plumbaginifolia, obecnosci
prawdopodobnie alternatywnego kodonu dla inicjujgcej translacje metioniny u N. tabacum
a u ryzu nazmienionym motywie w C-terminalnej czesci polipeptydu. Zmiany w regionie
C-terminalnym moggwskazywac na funkcjonalngréznice w oddziatywaniu z receptorem.
Na znaczng homologie podjednostek Ga u roélin wskazuje tez poréwnanie sekwencji
regionéw G1, G2, G3 i G4, ktére sgmotywami konsensus w podjednostkach Ga ssakéw
[100]. Réznice dotyczace motywu G5 moga mie¢ wptyw na wiazanie GDP/GTP lub na
aktywnos$¢ GTPazowa podjednostek Ga u roélin w poréwnaniu z innymi Eukaryota
[35]. Wykazano jednak, ze rekombinanty GPAl A. thaliana i jego homologi u ryzu i
pomidora specyficznie, z nanomolamastatgdysocjacji wigzg znakowane GTP i GTPyS
[1, 41, 94, 119]. Pomiary aktywnosci GTPazowej biatek Ga rekombinantéw ryzu i
pomidora [ 1,41,94] wykazaty jednak, ze wartosci /¢ hydrolizy GTP przez ro$linne Ga
sg na ogot nizsze w poréwnaniu z innymi Eukaryota [1].

U A. thaliana transkrypt i biatko kodowane przez GPA1 sg obecne we wszystkich
tkankach oprocz nasion, przy czym ekspresja GPA 1 byta najwyzsza w tkance waskulamej
oraz aktywnie dzielgcych sie komorkach merystemow (pedow, korzeni i kwiatow),
mitodych zarodkach i zawigzkach owocow [36,114], Podobny wz6r poziomu transkryptu
SOGAL obserwowano u szpinaku [79], Metoda immunologicznej lokalizacji, ktorg
zastosowano u ryzu, wykazata wyzszy poziom ekspresji RGA1 w miodych siewkach
niz w dojrzatych roélinach, najwyzszy w lisciach siewek, a najnizszy w dojrzatych
korzeniach [30, 94],
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TABELA 1. Zidentyfikowane geny podjednostek heterotrimerowego biatka G u roslin

Gatunek rosliny Gen Ga Gen GP Gen Gy
Arabidopsis thaliana GPAl [64] AGB1 [115] AGG1 [69]
AGG2 [70]
Lycopersicon esculentum TGA1 [63]
Lotus japonicus LjGPAI [85]
Oryza sativa L. RGA1 (DI) [39, 95] RGBt [40]
Glycine max L. SGA1 [50]
SGA2 [31]
Nicotiana tabacum NtGPal [89] TGB1 [53]
NtGA2 [4]

Nicotiana plumbaginifolia

NPGPAL [48]

NPGPB1 [48]

Lupinus luteus LGPal [54]

Avena fatua AiGal [46] AIGpl, AIG02 (?)
[46]

Pisum sativum PGALl, PGA2 [68]

Spinacia oleracea SOGAL1 [79]

Zea mays ZGB1 [115]

Subkomérkowa lokalizacja roslinnych Ga jest podobna jak u innych Eukaryota. U
ryzu obecnos¢ biatka RGAL stwierdzono w btonie komoérkowej [41], biatko GPAL uA
thaliana, biatko TGAL u pomidora i biatko NPGPA1 u Nicotiana plumbaginifolia sg
zlokalizowane w btonie komérkowej i btonach retikulum endoplazmatycznego [ 1,48,
115]. U mchu Physcomitrella patens metodg immunologiczng zlokalizowano
prawdopodobng podjednostke Ga w potaczeniach komorek splatka, co sugeruje jej
udziat w regulacji transportu miedzykomaérkowego [38].

Ekspresja genu kodujacego podjednostke Ga moze by¢ regulowana przez fitohormony
i czynniki Srodowiskowe. W do$wiadczeniach prowadzonych na dyskach z lisci N.
plumbaginifolia stwierdzono, ze poziom transkryptu NPGA1 ulegat zwigkszeniu po
inkubacji w auksynie, nie zmieniat sie po stosowaniu gibereliny, uszkodzeniach
mechanicznych i pod wptywem szoku osmotycznego, natomiast w obecnosci ABA
obserwowano niewielkie, aw przypadku kwasu salicylowego znaczne obnizenie poziomu
transktyptu tego genu [48]. Stymulacje ekspresji RGAL przez $wiatto stwierdzono w
tkankach wegetatywnych ryzu [95], U tej rosliny prawdopodobnie takze ABA moze
wpltywac na transkrypcje genu RGA1, poniewaz jego promotor zawiera sekwencje
reagujacg na ABA (ABRE, ang. ABA-responsive element) [95]. Zwiekszenie poziomu
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RYCINA 1. Geny GPAl (Ga), AGB1 (G[3) iIAGGI (Gy) kodujace biatka podjednostek heterotrimerowego
biatka G A. thaliana ze wskazaniem lokalizacji insercji T-DNA mutantéw genu Ga - gpal-I i gpal-2
i mutanta genu G[3 - agbl-2. W otwartych ramkach odczytu pionowymi prostokat mi zaznaczono
fragmenty DNA kodujgce eksony, a tgczacymi je liniami introny transkryptu. Ga: o - lokalizacja miejsc
wiazania GTP w petlach kodowanego polipeptydu; . prawdopodobne pigte miejsce wigzania GTP w
kodowanym polipeptydzie; m - lokalizacja sekwencji kodujacych domene wigzania z podjednostka GE
na N-koncu polipeptydu, O - lokalizacja sekwencji kodujacych przypuszczalng domene oddziatywania
z efektorem na C-koncu polipeptydu; * - lokalizacja sekwencji kodujacej w polipeptydzie domene
GTPazy przetgcznika | i petle efektorowa; + - lokalizacja sekwencji kodujacych w polipeptydzie
przetgcznik 1l. (Ga - na podstawie [106], G[3 - na podstawie [108], Gy - na podstawie [69])

transkryptu NtGPA2 stwierdzono w korzeniach wiosnikowych tytoniu po infekcji przez
Agrobacterium rhizogenes [4],

Podjednostki Gfl Podobnie jak w przypadku podjednostki Goc genom A. thaliana
zawiera tylko jeden gen AGB1 kodujacy podjednostke G[3. Ta podjednostkg wykazuje
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okoto 42% podobienstwo do podjednostki Gp ssakéw (i okoto 50% identyczno$é
sekwencji aminokwasowej z 2 i 3 podjednostkg GP cztowieka) [62,70,115]. Pojedyncze
homologi podjednostki G[3 zidentyfikowano u kilku innych gatunkéw roslin; dwa biatka
tej podjednostki zidentyfikowano dotychczas tylko u dzikiego owsa (tab. 1). Ro$linne
podjednostki G[3 w swej strukturze majg dwa elementy charakterystyczne dla
podjednostek G[3 ssakéw: siedem powtdrzenn WD-40, ktére sg wykorzystywane do
tworzenia specyficznego motywu oddziatywania biatko-biatko z efektorem, oraz
sekwencje N-koricowa, ktdrajest potrzebna dla interakcji z podjednostka Ga.

Wzér ekspresji genéw kodujgcych podjednostke G(3 w roslinie w znacznym stopniu
jest podobny do wzoru ekspresji genéw podjednostki Gee. U A. thaliana i kukurydzy
obecnosc¢ transkryptu genéw kodujgcych podjednostke G[3 stwierdzono w korzeniach,
pedach i w kwiatach [115]. Ekspresja RGbl u ryzu jest wyzsza w korzeniach niz w
liSciach [40]. U tytoniu najnizszy poziom biatka Gp stwierdzono w starzejacych sie
lisciach [80].

Badania prowadzone na N. plumbaginifolia wykazaty, ze poziom transkryptu genu
NPGPBL1 po inkubacji w fitohormonach zmieniat sie w sposob $cisle odpowiadajacy
zmianom poziomu transkryptu genu NPGAL (podjednostki Ga), co sugeruje podobny
mechanizm regulacji gendw kodujacych podjednostke Ga i G|3. Réznica dotyczyta
wptywu ABA, ktory zwiekszat poziom transkryptu genu dla podjednostki GP [48],

Podjednostki G|3 wykazujatez podobng do podjednostek Ga lokalizacje komérkowa.
W btonach zlokalizowane jest biatko AGB! u A thaliana [33,76], w btonie komérkowej
i retikulum endoplazmatycznym metodg immunologiczng zlokalizowano biatko NPGPB!
u N. plumbaginifolia [48]. W komorkach lisci tytoniu biatko podjednostki GP zostato
wykryte w btonie komérkowej i w izolowanych jadrach [80], W badaniach prowadzonych
na tytoniu stwierdzono preferencyjng lokalizacje Gb w unikalnie skomponowanych
lipidowych ,tratwach” btony komérkowej, ktére prawdopodobnie tworza
mikrokompartymenty wigzgce takze inne biatka [81]. Wigzanie biatek G. i Gs z
podobnymi ,tratwami”, a takze gromadzenie sie biatek Gg w inwaginacjach btony
komorkowej opisano u ssakéw [77].

Podjednostki Gy. Geny AGG1 i AGG2 kodujace podjednostki Gy u A. thaliana
zidentyfikowano nie na podstawie homologii sekwencji z Gy ssakéw, ale na podstawie interakcji
z biatkiem podjednostki G(3 tytoniu w probie podwdjnej hybrydyzacji u drozdzy [69, 70],
Wykazano tez oddziatywanie biatek AGG! i AGG2 z podjednostka AGB | A. thaliana zaréwno
u drozdzy, jak i in vitro [69, 70]. Podjednostki GyA. thaliana sagw 48% identyczne miedzy
sobg i w 24—31% z podjednostkami Gy ssakéw. Wspdlnymi ich cechami sg mate rozmiary
(odpowiednio 10,8 i 11,1 kDa), C-koncowy motyw CaaX dla izoprenylacji i struktura
odpowiedzialna za interakcje z podjednostkg GP zlokalizowang w regionie N-terminalnym
[69,70]. Transkrypty AGG1 i A GG2 stwierdzono we wszystkich tkankach ze wzorem ekspresji
najbardziej podobnym do AGB1 [69,70].

Kompleks heterotrimeru roslinnych biatek G. U zwierzat system przenoszenia
pozakomérkowego sygnatu do wewnatrzkomorkowych efektoréw przez biatka G jest
zwigzany z cykliczngdysocjacja i reasocjacjg kompleksu heterotrimeru biatek G. Jesli
taki system funkcjonuje u roslin, to podjednostki biatek G powinny by¢ obecne w
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komérkach jako kompleks GocPy> a po jego dysocjacji jako wolne podjednostki Goc i
wolne dimery Gffy- Jednak chociaz u A. thaliana zidentyfikowano wszystkie trzy biatka
homologiczne z podjednostkami Goc, G[3 i Gy innych Eukaryota, dotychczas nie
uzyskano potwierdzenia obecnosci w komorkach roslin ani kompleksu heterotrimeru
biatka G, ani dimeru G”y. Istniejgjednak mocne przestanki wskazujace na tego typu
interakcje miedzy podjednostkami, a mianowicie: a) wszystkie podjednostki biatek G u
ros$lin maja btonowa lokalizacje, b) analogicznie jak u ssakdw, posiadajg domeny stuzace
do oddziatywania podjednostki Goc z podjednostka G[3, a podjednostki G[3 z podjednostka
Gy oraz c) przeprowadzono modelowanie molekularne, ktére potwierdzito mozliwos$¢
utworzenia heterotrimeru przez podjednostki biatka G A. thaliana.

Heterotrimery biatek G, podjednostki Goc oraz dimery GOy u roslin, podobnie jak u
ssakéw, moga uzyskiwaé btonowa lokalizacje, poniewaz podjednostki Goc i Gy majg
odpowiednie miejsca dla lipidowych modyfikacji, a takze komarki roslinne zawierajg
enzymy, ktére moga katalizowac te procesy [7],

Poznanie sekwencji aminokwasowych i identyfikacja waznych funkcjonalnie domen
podjednostek Goc, G[3 i Gy u A. thaliana pozwolity Ullah i wsp. [108] na podjecie
préby molekularnego modelowania poszczegdlnych podjednostek oraz utworzenia
struktury catego kompleksu heterotrimeru biatka G tej rosliny. Jako wzorzec przyjeto
strukture 1GOT [Model Protein Data Bank (PDB), kod dostepu 1GOT] ssakdw, ktora
jest chimerowym heterotrimerem Gt(C (wotu)/G.oc (szczura), Gl (cztowieka) i Gjl
(wotu) [55]. Teoretycznie uzyskana struktura podjednostek Goc i G(3 A. thaliana w
znacznym stopniu odpowiadata eksperymentalnie okreslonej strukturze obu podjednostek
u ssakéw. Pewne réznice byty spowodowane niewielkimi insercjami w biatkach A.
thaliana, a mianowicie: $rednio 5,0 reszt aminokwasowych w 5 insercjach w
podjednostce Goc i $rednio 2,3 reszty w 10 insercjach w podjednostce G[3. W modelu
opracowanym dla heterotrimeru biatka G A. thaliana odpowiednig przestrzenng
lokalizacje zachowaty wszystkie wazne funkcjonalnie regiony kompleksu heterotrimeru
biatek G, a takze reszty aminokwasow uczestniczacych w interakcji biatko-biatko
podjednostek (podjednostek Goc/GP i podjednostek G[3/Gy).

U A. thaliana i innych roslin zidentyfikowano nietypowe, Ga-podobne biatka. U
A. thaliana oprécz podjednostki Goc homologicznej z podjednostkagGoc innych Eukaryota
wykryto regulatorowe biatka, ktére poza zdolnoscig do wigzania i hydrolizy GTP
(charakterystyczna takze dla matych biatek G), wykazuja wiele wtasciwosci wspolnych
z ,,typowsg” podjednostka Goc.

W genomie A. thaliana zidentyfikowano trzy geny (AtXGl, AtXIG-podobne i Ga-
prawdopodobne) kodujace biatka okoto dwa razy wieksze od klasycznej podjednostki
Goc, nazwane wielkoczgsteczkowymi (ang. extra-large) biatkami Goc [7]. Analiza
sekwencji wykazata, ze biatka AtXLG 1-podobne i Goc-prawdopodobne wykazujgsl i
42% podobienstwo sekwencji do AtXLG 1, za$ biatko Goc-podobne, pomimo swej nazwy,
jest bardziej podobne do AtXLG! niz do GPA 1. Wykazano ekspresje genu ATXLG1 w
ro$linie i blizej scharakteryzowano jego produkt [58]. Biatko AtXLG! (99-kDa) ma
okoto 29% identycznos¢ sekwencji z GPAL, C-koncowa czes¢ homologiczngz biatkiem
Goc, zawiera motywy potrzebne dla wigzania GTP oraz petle bogatg w Asp/Glu, a
takze prawdopodobnie, charakterystyczng dla Goc, helikalng domene, ktérej nie maja
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mate biatka G. Rekombinant biatka AtXLG ! preferencyjnie wigze GTP pomimo braku
kilku reszt aminokwasowych uczestniczacych w tym wigzaniu [58], Wielkoczasteczkowe
biatko Ga ma powiekszong (o okoto 445 aminokwaséw) czes¢ N-terminalng polipeptydu.
Modelowanie i badania strukturalne wskazujg, ze moze to powodowac¢ brak zdolnosci
do interakcji z dimerem G”y. Co prawda stwierdzono jego oddziatywanie z /3-skretnym
biatkiem, jednak prawdopodobnie nie jest ono klasycznym biatkiem G[3. Proba
funkcjonalnej interakcji tego wielkoczgsteczkowego biatka z podjednostka GP u A.
thaliana nie powiodta sie [44],

Innym duzym biatkiem, z potencjalng zdolnoscig wigzania GTP u A. thaliana, jest
kodowane przez gen RHD3 biatko RHD3 (ang. root hair defective). Ten gen pierwotnie
zidentyfikowano dzieki mutantowi rhd3, charakteryzujgcemu sie krotkimi korzeniami
i krétkimi falistymi wiosnikami [91]. Obecnie wiadomo, ze biatko RHD3 uczestniczy
w regulacji wzrostu komorek pedéw i korzeni, a redukcja o ponad potowe dtugosci
komérek hypokotyla u mutanta rhd3 jest podobna do fenotypu obserwowanego u roélin
pozbawionych transkryptu genu GPA1 [78, 106]. Gen RHD3 koduje biatko 89-kDa z
dwoma motywami charakterystycznymi dla biatek wigzgcych GTP [112].

Innymi interesujacymi biatkami wigzagcymi GTP wykazanymi u roélin sg rozwojowo
regulowane biatka G (DRG, ang. developmentally regulated G proteins). Ekspresje
tych biatek stwierdzono we wszystkich tkankach, przy czym najwyzszy poziom transkryptu
i biatka obserwowano w aktywnie rosngcych tkankach, w wierzchotkach korzeni i miodych
todygach [24, 26]. Ekspresja genéw DRG u grochu i A. thaliana wydaje sie by¢
regulowana zaleznie od cyklu komorkowego [24], aimmunologicznie badana lokalizacja
sugeruje ich role w regulacji transportu pecherzykow [26]. Jest interesujace, ze wiekszo$¢
wiasciwosci tych biatek G jest podobna do biatek kodowanych przez sekwencje obecne
w najstarszych prokariotycznych i eukariotycznych genomach. Swiadczy to o powszechnej
i fundamentalnej funkcji tej klasy biatek wigzgcych GTP [60,72], Biatko AtDRG | jestw
ponad 40% identyczne z analogicznym biatkiem archebakterii.

Przesiew polipeptydoéw uzyskanych po ekspresji biblioteki klonéw A. thaliana, w
ktérym poszukiwano biatek wigzacych znakowane GTP pozwolit na zidentyfikowanie
biatka ATGB1 [9]. To biatko, pomimo matych rozmiaréw, wykazuje filogenetyczne
podobienstwo do podjednostki Ga i do nadrodziny biatek ARF/ARL/Sar. Funkcja biatka
ATGBI pozostaje nieznana. U pomidora zidentyfikowano tez inne mate biatko ORFX
kodowane w locusfw2.2 [28]. Zidentyfikowano je jako regulujace rozmiar owocu,
bowiem locus fw2.2 z pomidora o matych owocach wprowadzony do odmiany
wielkoowocowej powodowat zmniejszenie rozmiaréw owocow [3], Masa czasteczkowa
ORFX wynosi tylko 22 kDa, ale ma ono zachowane regiony z domenami RAS/RAN/
RAD i modelowanie molekularne wykazato ogo6lne podobienstwo jego struktury do
podjednostki Ga. Alleliczna zmienno$¢fw?2.2 wptywa na liczbe komérek w stupku i
autorzy przypuszczajg, ze biatko ORFX moze wptywac na rozmiar owocéw regulujac
podziaty komoérkowe, podobnie jak biatko GPAL u A. thaliana [28].
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RECEPTORY ODDZIALUJACE Z ETEROTRIMEROWYMI
BIALKAMI G U ROSLIN

GPCR u zwierzat. Zgodnie z paradygmatem transdukcji pozakomorkowych
sygnatéw poprzez szlak heterotrimerowych biatek G, kaskade przekazywania sygnatu
rozpoczynaja receptory aktywowane po zwigzaniu czasteczki sygnatowej. Receptory
aktywujagce biatka G zwane receptorami heptahelikalnymi, receptorami 7-TM lub
receptorami GPCR (ang. G protein-coupled receptors'), sg integralnymi biatkami
btonowymi o charakterystycznej budowie. W btonie komérkowej kotwiczy je siedem
transbtonowych, a-heliksowych domen, poza komérke jest skierowany N-terminalny
fragment czasteczki, a do wnetrza komorki jej czes¢ C-koncowa [12, 101], Zwigzanie
liganda (lub fotoizomeryzacja rodopsyny, receptora sygnatu $wietlnego) prowadzi do
konformacji czasteczki receptora polegajgcej na zmianie pozycji petli cytoplazmatycznej,
€0 nastepuje po przesunieciu dwoch transmembranowych heliksow (71). Aktywowane
GPCR indukujgwymiane GDP na GTP w podjednostce Gec kompleksu heterotrimeru
biatka G, co prowadzi do dysocjacji podjednostki Ga i dimeru Ga[3. Receptory GPCR
nalezgwiec do klasy biatek, ktére sg czynnikami wymiany nukleotydéw guaninowych
(GEF, ang. guanine nucleotide exchangefactor).

Komorki zwierzat moga odbierac i reagowac na wielka liczbe sygnatow specyficznie
wigzanych przez odpowiednio duzg liczbe GPCR. Niejest wiec zaskoczeniem, ze GPCR
sg kodowane przez bardzo liczng nadrodzine gendéw: genom cztowieka zawiera ich
ponad 800, co stanowi okoto 1% genomu, podobnie, geny kodujgce te biatka stanowiag
1% genomu Drosophila melanogaster, a az 5% niewielkiego genomu Caenorhabditis
elegans [67]. U drozdzy sg znane tylko dwa systemy GPCR: szlak reakcji na feromony
i system wrazliwosci na Gic [110].

GPCR sgnajbardziej zroznicowanym typem receptorow btonowych. Ich nadrodzina
u ssakow jest dzielona na co najmniej 5 rodzin, przy czym receptory o odlegtym
pokrewienstwie moga miec¢ tylko 20-25% identycznos$ci w transbtonowych domenach,
ktére sg najbardziej konserwatywnymi regionami tych biatek [12, 101, 117], Rézne
receptory GPCR moga aktywowaé specyficznie rézne rodzaje biatek G, np. sygnat
Swietlny aktywuje biatka G( (nalezace do klasy G.), receptory odbierajgce zapachy
oddziatujg z biatkami Gyl). (z podrodziny Gs), molekuty stodkie i gorzkie dziatajg poprzez
Ggust (z podrodziny G.), za$ liczne hormony i neurotransmitery prowadzg do aktywacji
licznych, réznych G

Roslinne GPCR. Rosliny reaguja na liczne sygnaty, mozna wiec byto spodziewac
sig, ze podobnie jak u zwierzat, takze u roslin liczne receptory GPCR uczestniczgw ich
percepcji. Z jednej strony wynikato to z licznych doniesien o modyfikowaniu
funkcjonowania komorek po farmakologicznej ingerencji w cykl aktywacji-deaktywacji
tych biatek, z drugiej za$ z modyfikacji dziatania fitohormondw i innych sygnatéw po
stosowaniu substancji wptywajacych na aktywnosc¢ heterotrimerowych biatek G. Jednak
dotychczas nie udato sie u roslin zidentyfikowa¢ sktadnikéw szlaku prowadzacego do
aktywacji biatka G i funkcjonowania szlaku: ligand—»receptor—>biatko G.
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W ostatnich latach wyizolowano i scharakteryzowano biatka btonowe, ktére moga
by¢ kandydatami do petnienia funkcji GPCR, jednak nadal nie sg znane aktywujgceje
ligandy, nie zostato tez potwierdzone in vivo ich oddziatywanie z biatkami G. Tymi
kandydatami sag biatka Mlo i biatko GCR1.

Wykrycie biatek Mlo jest zwigzane z badaniami mutanta mlo jeczmienia, ktéry
charakteryzuje sie odpornoscig na patogenny grzyb Erysiphe graminis f.sp. hordei.
Obnizona wrazliwosé na ten fitopatogen jest zwiazana z zakitdceniem kontroli
obumierania komorek, poza tym mutant przy braku patégena przejawia spontaniczng
reakcje obumierania komorek w reakcji na sygnat rozwojowy lub abiotyczny [ 13, 97].
Devoto i wsp. [25], stosujac dwie komplementarne techniki umozliwiajace wykrycie
biatek o organizacji 7TM, zidentyfikowali biatko Mlo u A. thaliana. Subkomorkowe
frakcjonowanie wykazato lokalizacje biatka Mlo w btonie komdarkowej, a szeroko-
genomowa analiza politropowych biatek btonowych pozwolita na zidentyfikowanie u
A. thaliana rodziny biatek Mlo. Autorzy szacuja, ze genom A. thaliana ma od 25 do 35
homologéw Mlo. Struktura genéw homologéw Mlo jest wysoce konserwatywna: majg
podobna liczbe intronéw (11-14) jak i podobne potaczenia intron/ekson, posiadaja tez
pojedynczy duzy ekson kodujacy C-koncowy ogon, ktéry wykazuje znaczne
zroznicowanie sekwencji i dtugosci. Biatka Mlo sg klasg biatek z btonowa organizacjag
podobnado receptoréw serpentynowych. Tak wiec, subkomdrkowa lokalizacja, topologia
w btonie i zakres zmiennosci sekwencji specyficznych domen sugeruje, ze biatka Mlo
moga petni¢ funkcje receptoréw GPCR, chociaz nie wykazuja one znaczacego
podobienstwa do GPCR ssakow.

Innym kandydatem do petnienia funkcji GPCR u roslin jest biatko o strukturze
podobnej do receptoréw 7TM, kodowane przez gen GCR1. Gen GCR1 byt
zidentyfikowany i scharakteryzowany niezaleznie i prawie w tym samym czasie przez
Josefsson i Rask [47] i Plakidou-Dymock i wsp. [83]. Josefsson i Rask [47] wyizolowali
i scharakteryzowali z biblioteki cDNA A. thaliana cDNA, ktéry koduje biatko
zawierajace sekwencje podobne do wystepujacych u znanych GPCR. Plakidou-
Dymock i wsp. [83] przeszukiwali baze danych dbEST i zidentyfikowali siedem EST
uA. thaliana, jeden u ryzu i jeden u sosny, ktérych przewidywane produkty wykazuja
wysokie podobienstwo do receptoréw 7TM. W$rdd tych sekwencji zidentyfikowali
gen GCR1, ktorego przewidywany produktjest biatkiem z siedmioma transbtonowymi
domenami, pozakomérkowym koricem N i wewnatrzkomoérkowym koncem C,
posiadajacym takze wazne reszty aminokwasowe jak i pozakomérkowe miejsce
glikozylacji, ktére wystepuje u wielu GPCR ssakéw.

Analiza Southem biot wykazata, ze genom A. thaliana zawiera pojedynczg kopig
genu GCR1, a analiza fragmentéw restrykcyjnych -jego lokalizacje w chromosomie 5.
Dla potwierdzenia, ze GCR1 jest genem obecnym nie tylko w genomie A. thaliana
autorzy wyizolowali jego homolog u Brassica napus. Eksony genéw u obu gatunkéw
sgw 91% identyczne ze 100% zachowaniem kodowania aminokwaséw w badanych
regionach [83]. Przewidywany produkt genu GCR1, w r6znych fragmentach wykazuje
podobienstwo do trzech rodzin nadrodziny receptoréw GPCR: najwigkszy stopien
podobienstwa do czterech cztonkdw rodziny receptoréw E Dictyostelium (CAR 1-4;
identycznos$¢ rzedu 20-23% w regionie obejmujgcym 7TM), mniejsze chociaz znaczace
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podobienstwo z rodzing receptoréw B (dla czynnika uwalniania kortykotropiny i
kalcytoniny) oraz z rodzing receptorow serotoniny i wechowych u ssakow [47, 83],

Badania funkcji GCR1 przeprowadzone u roslin A. thaliana transformowanych
konstrukcjgantysens cDNA pod kontrolg promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora (CaMV)
wykazaly, ze gen GCR1 moze odgrywac¢ wazng role w rozwoju roslin [83], Siewki i
doroste rosliny transformantéw miaty zredukowany wzrost liscieni oraz lisci i tworzyty
pojedyncze todygi kwiatowe juz w stadium 7 lisci. Ich fenotyp jest podobny do fenotypu
cytokinino-opomego mutanta cyrl A. thaliana. Siewki z konstrukcjg antysens GCR1
takze wykazywaty zredukowang wrazliwos¢ korzeni i pedéw na benzyloadening przy
braku wrazliwosci na inne hormony. Jednak poréwnanie sekwencji GCR1 u siewek
homozygotycznych roslin cyrl i CYR1 nie wykazato r6znic w przewidywanej sekwencji
aminokwasowej. Wskazuje to, ze GCR1 niejest alleliczny w stosunku do zmutowanego
genu CYR1, co potwierdzity podobne poziomy mRNA GCR1 w homozygotycznych
mutantach cyrl i u roslin typu dzikiego. Uzyskane dane sugerowaty, ze rosliny wyzsze
majghomolog receptora 7TM, ktory uczestniczy w sygnale cytokininy [83]. Jednak ostanie
analizy wskazuja, ze fenotyp zwigzany z cytokiningbyt spowodowany przez inng mutacje,
ktora nie jest zwigzana z GCR1 [37, 84],

Tak wiec, bezposredni lub posredni udziat GCR1 w szlaku regulacji procesow
fizjologicznych przez cytokininy pozostaje problemem otwartym, nie neguje to jednak
udziatu tego biatka w szlaku lub szlakach sygnalizacyjnych u roslin. Na znaczenie
obecnosci tego receptora we wzroscie i rozwoju roslin wskazuja badania Colucci i
wsp. [17], Autorzy wykazali, ze u A. thaliana ekspresja biatka GCR1 jest regulowana
rozwojowo i ze wyraznie wyzszymi jej poziomami charakteryzujg sie rosnace, w tym
merystematyczne, czesci rosliny, co sugeruje role tego biatka w regulacji proliferacji
komorek. Badania roli GCR1 w regulacji cyklu komérkowego przeprowadzone na
merystemach korzeni siewek A. thaliana i kulturach komérkowych BY-2 tytoniu
transformowanych genem GCR1 A. thaliana potwierdzity te sugestie. W cyklu
komodrkowym synchronizowanych afidikoling merySternéw korzeni siewek/i. thaliana
wzor ekspresji GCR1 byt podobny do wzoru ekspresji cykliny D2, aw kulturach komorek
BY-2 znadekspesja GCR1 stwierdzono zwigkszenie wigczania 3H-tymidyny i wartosci
indeksu mitotycznego.

Fenotyp transgenicznych roslin/l. thaliana z nadekspresjagenu GCR1 w poréwnaniu
z fenotypem form dzikich charakteryzowat sie przyspieszonym kwitnieniem oraz
znacznym zmniejszeniem gtebokosci stanu spoczynku nasion, co przejawiato sie
przyspieszonym kietkowaniem $wiezo zebranych, niestratyfikowanych nasion. Te efekty
byty zwigzane ze zwiekszeniem ekspresji genéw uznawanych za markery tych procesow,
a mianowicie: zwigzanego z kwitnieniem genu LFY (LEAFY), ktory jest aktywowany
w merystemie przez gibereling, natomiast podczas kietkowania nasion zwiekszeniem
ekspresji genu AtMYBG65 kodujacego czynnik transkrypcyjny aktywowany przez GA, a
takze genu kodujacego katalityczngpodjednostke fostafazy serynowo/treoninowej PP2A.

Cytowane wyniki badan Colucci i wsp., [17] sugerujg powigzanie receptora GCR1
ze szlakiem dziatania GA, a dalsze badania prowadzone na roslinach A. thaliana i
komorkach BY-2 tytoniu transformowanych genem GCR1 wskazuja, ze biatko GCR1
prawdopodobnie oddziatuje z podjednostka Ga. We frakcji mikrosomowej z
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transgenicznych roslin z nadekspresja GCR1 stwierdzono bowiem kilkakrotne
zwiekszenie wigzania GTPyS35S (nie hydrolizowanego przez aktywno$¢ GTPazowg
Ga analoga GTP) w poréwnaniu z typem dzikim (analogicznie uzyskana frakcja z mutanta
gpal-2 A. thaliana wigzata wyraznie mniej tego analoga niz formy dzikie). Funkcjonalne
powigzanie GCR1 z heterotrimerowym biatkiem G wymaga jednak dalszych badan,
poniewaz GTPyS mogt by¢ wigzany czesciowo przez mate biatka G [10].

EFEKTORY ROSLINNYCH BIALEK G

Podjednostki Ga i dimery Gfty, uwolnione po dysocjacji heterotrimeru, moga
lizacyjne gtownie dzieki indukcji syntezy wtérnych przekaznikow. U ssakéw podjed-
nostka Ga moze aktywowacé cyklaze adenylanowsg i guanylanowa, fosfodiesteraze cGMP,
kinazefosfoinozytolowg3 (P13K), fosfolipazefosfoinozytolowaChb (PI-PLCb), fosfolipaze
D (PLD), nosniki wymiany Na7H+, czynnik transkrypcyjny TUBBY, kanaty K , Ca2
oraz kanaty CF i Nat [73,90]. Do efektoréw dimeru G(3y naleza: fosfolipaza A, (PLAJ,
kanaty Ca2’, niektore izoformy cyklazy adenylanowej i PI-PLCb [19, 73, 109].

Specyficznos¢ przeniesienia sygnatu do roznych efektoréw u ssakow jest zwigzana
ze znacznym zrdznicowaniem biatek G. W genomach roslin zidentyfikowano tylko
pojedyncze lub co najwyzej po dwa loci gendéw kodujacych typowe podjednostki biatka
G i nawetjesli uwzgledni sie réznice w strukturze czasteczek wariantéw podjednostek,
mozna przewidywag, ze u roslin moga by¢ tworzone nieliczne, ,,typowe” heterotrimery
[29]. Czy wiec u roslin pojedyncze biatka G przekazujgwszystkie sygnaty, w ktére sg
angazowane te biatka i czy oddziatujgone, podobnie jak u ssakéw, z licznymi efektorami?

Badania prowadzone nie tylko ze stosowaniem aktywatordw i inhibitoréw biatek G
wykazaty, ze biatka G bezposrednio lub posrednio uczestnicza w odpowiedzi roslin na
szerokg game sygnatéw, m.in.: auksyny, gibereliny, ABA, brassinosteroidy, Swiatto
niebieskie i czerwone, elicytory grzybow, czynniki Nod podczas tworzenia brodawek u
bobowatych infekowanych Rhizobium [7, 23, 29, 65], Z transdukcjg sygnatu przez
biatka G u roslin jest wigzany mechanizm regulacji licznych proceséw fizjologicznych,
m.in. regulacja otwierania aparatow szparkowych [49,61, 113,120], regulacja wzrostu
fagiewki pytkowej i whosnikéw [7,66], regulacja kietkowania nasion i indukcji syntezy
a-amylazy przez GA podczas tego procesu [46, 105, 107], regulacja przynajmniej
inicjalnej fazy tworzenia brodawek u bobowatych infekowanych Rhizobium [23],
regulacja reakcji obronnych roslin infekowanych patogennymi grzybami [8, 11].
Wykazano, ze przynajmniej czes¢ efektow, w regulacji ktérych moze uczestniczy¢ biatko
G, moze zaleze¢ od aktywnosci kanatowjonowych, a szczego6lnie kanatow Ca?2' i kanatow
wptywu K+ [1, 7, 61]. Liczne obserwacje wskazuja, ze biatka G moga uczestniczy¢ w
regulacji morfogenezy wptywajac na proliferacje komérek. Stwierdzono bowiem, ze
komdrki merystematyczne wyrézniajg sie wysokim poziomem ekspresji podjednostek
biatek G (p. rozdz. 2), pozbawione biatka Ga mutanty dl ryzu [6, 30] i mutanty gpal
i agbl A. thaliana [57, 106, 108] charakteryzujg sie miedzy innymi kartowatym
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wzrostem spowodowanym zmniejszeniem liczby komorek, natomiast nadekspresja
podjednostki Ga powoduje stymulacje proliferacji komorek [106].

PiSmiennictwo zawiera wiec liczne dane wskazujace na zaangazowanie szlaku
sygnalizacyjnego biatek G w percepcje i odpowiedz komérek na rézne sygnaty, jednak
nadal niewiele wiadomo o efektorach biatek G i powigzaniu funkcjonalnym tych biatek
z modyfikacjgproceséw komaérkowych. Dotychczas zidentyfikowano tylko kilka biatek,
ktérych funkcja efektorowa zostata czesciowo potwierdzona. Jest prawdopodobne, ze
podobnie jak u zwierzat, efektorami biatek G moga by¢ kanaty potasowe i wapniowe
[7,45,65], Uzyskano wyrazne sugestie wskazujace na interakcje biatka G z fosfolipaza
D (PLD). W preparatach izolowanych bton z komoérek aleuronowych jeczmienia
stwierdzono bowiem stymulacje aktywnosci tego enzymu po stosowaniu GTPyS,
(aktywator biatek G) [87], a interakcje Ga z PLD in vitro wykazali Lein i Saalbach
[59] w badaniach prowadzonych na tytoniu. U Chlorogonium i u Euglena gracilis
analogi GTP wyraznie zwiekszaty aktywno$é cyklazy adenylanowej, enzymu
indukujacego u zwierzat wazny wtérny szlak sygnalizacyjny cAMP [32, 102],

Badania Lapik i wsp. [56] sugeruja, ze efektorem oddziatujgcym z podjednostkgGa
moze by¢ biatko nazwane AtPirin i ze to biatko moze posredniczy¢ w transdukcji sygnatu
ABA i Swiatta czerwonego w szlaku prowadzacym do regulacji transkrypcji. Zostato
ono zidentyfikowane u A. thaliana dzieki zastosowaniu techniki dwu-hybrydowego
przesiewu drozdzy. Analiza sekwencji aminokwasowej biatka AtPirin (31-kDa)
wskazuje, ze jest ono ortologiem biatka piryny cztowieka. Biatko to ma zdolnos¢
interakcji z czynnikiem transkrypcji NFI/CTF1 wigzacym siezCCAATbox [116] dla
interakcji z powtarzalnymi domenami ankirynowymi proto-onkoproteiny Bcl-3, ktéra
jest zlokalizowanym w jadrze komdrkowym biatkiem z rodziny czynnikéw transkrypcji
IkB [22]. Biatko AtPirin oddziatuje specyficznie z biatkiem GAPI zaréwno in vitro,
jak i u drozdzy.

Zidentyfikowany gen AtPirin zawiera miedzy innymi elementy ABRE-podobne,
obecne w genach indukowanych przez ABA i stres. Biatko AtPirin wykryto w siewkach
i dojrzatych roslinach, a poziom transkryptu genu AtPirin byt podwyzszany przez ABA
i przy stabym oswietleniu Swiattem czerwonym (Swiatto niebieskie nie miato wptywu).
Fenotyp mutantéw genu AtPirin (atpirinl-1 i atpirinl-2) w znacznym stopniu
przypomina fenotyp mutantagpal. Mutanty atpirin, podobniejak mutanty gpal, réznity
sie od form dzikich wolniejszym kietkowaniem niestratyfikowanych nasion, a takze
wczesniejszym rozwojem pierwotnych pedoéw i szybszym tworzeniem kwiatéw. Oba
mutanty charakteryzujg sie tez wiekszg, negatywng wrazliwoscig na egzogenny ABA
podczas kietkowania nasion i rozwoju siewek. Badania na mutantach potwierdzaja
mozliwo$¢ funkcjonowania biatek AtPirin i GPAL1 wjednym szlaku sygnalizacyjnym
w regulacji spoczynku nasion i rozwoju rosliny.

Identyfikacja efektoréw biatek G, podobniejak receptoréw oddziatujacych z tymi
biatkami, warunkuje okreslenie fizjologicznej roli systemu transdukcji sygnatu przez
biatka G. Krokiem w kierunku poznania etapow szlaku sygnalizacyjnego wiodacego
od receptora do modyfikacji procesu komérkowego sg badania Apone i wsp. [5], Autorzy
przeprowadzili badania na komérkach BY-2 tytoniu, w ktorych poréwnywali efekty
uzyskane u transformantéw z nadekspresja GCR1 (gen receptora typu GPCR) i
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RYCINA 2. Przypuszczalne etapy szlaku prowadzacego od GCR1 do syntezy DNA w komorkach
BY-2 tytoniu (objasnienia podano w tekscie) (na podstawie danych [5])

komorkach transformowanych GPA1 z A. thaliana (z nadekspresjg Goc) z komdrkami
typu dzikiego. Badania wykazaty, ze aktywacja GCR1 powoduje stymulacje syntezy
DNA i ze efektorem podjednostki Goc moze by¢ fosfolipaza C (PI-PLC). Fosfolipaza
C, ktérej regulacyjna rola w proliferacji komérek, ich roznicowania i metabolizmu jest
dobrze poznana u ssakow, katalizuje powstanie z fosfatydyloinozytolo-4,5-bifosforanu
(PIPJ wtérnych przekaznikdéw inozytolo-( 1,4,5)-trifosforanu (P13) i 1,2-diacyloglicerolu
(DAG) [20]. PI, posredniczy m.in. w uwalnianiu Ca2+ z zapaséw wewnatrzkomérkowych
[2, 96], natomiast DAG pozostaje w btonie plazmatycznej i moze aktywowa¢ PKC
[34] lub ulega konwersji w inny wtérny przekaznik, kwas fosfatydowy (PA) [74],

Przeprowadzone dos$wiadczenia i analizy wykazaty, ze w komérkach BY-2: a)
nadekspresja GCR1 prowadzi do zwiekszenia aktywnosci PI-PLC, do zwiekszenia
poziomu wtdrnego przekaznika Pl oraz tempa syntezy DNA, b) inhibitory PL-PLC
hamowaty tempo syntezy DNA zaréwno w typie dzikim, jak i w komérkach z
nadekspresjg GCR1, c) w komérkach z nadekspresjg GCR1 w poréwnaniu z typem
dzikim stwierdzono zwiekszong og6lna aktywnos$¢ kinaz proteinowych (m.in. PKA,
PKC), d) aktywnos$¢ PI-PLC i zawarto$¢ PE sg wyzsze w komdrkach z nadekspresja
podjednostki Goc i poréwnywalne z komérkami z nadekspresjg GCR1. Stwierdzono
tez, ze poziom PE jest regulowany podczas cyklu komérkowego i ze najwyzszy poziom
ten wtorny przekaznik osigga w okresie syntezy DNA.

Na podstawie uzyskanych wynikéw autorzy zaproponowali szlak sygnalizacyjny
prowadzacy od receptora do regulacji proliferacji komorek (ryc. 2). Wedtug tej propozycji
GCR1 aktywuje biatka G, nastepnie podjednostka Goc oddziatuje z PI-PLC, ktéra katalizuje
powstanie wtornego przekaznika PI3, a ten z kolei w drodze aktywacji kinaz i
prawdopodobnie poprzez regulacje ekspresji genéw moze wptywac na synteze DNA.
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Zaproponowany szlak sygnalizacyjny jest wysoce prawdopodobny, jednak wymaga
dalszego molekularnego potwierdzenia oddziatywania biatek uczestniczacych w jego
przebiegu; nie jest tez znany ligand aktywujacy GCR1 (p. rozdz. 3).

BIALKOWE REGULATORY SZLAKU BIALEK G U ROSLIN

Zdolno$¢ komérek do modyfikowania proceséw w odpowiedzi na pozakomérkowe
sygnaty przenoszone przez btone komérkowa poprzez biatka G jest warunkowana
obecnoscig biatek zaangazowanych w szlaku transdukcji sygnatu, a wiec aktywacja
gendw kodujacych receptory, podjednostki biatek G i efektory tych biatek. U ssakow
wykazano, ze oprdcz tego poziomu regulacji wrazliwosci komérek, szlak transdukcji
sygnatu biatek G moze by¢ regulowany przez cytoplazmatyczne biatka enzymatyczne
i nieenzymatyczne, ktére moga zmienia¢ funkcjonalne wiasciwosci receptorow, biatek
G i efektorow.

Zastosowanie techniki genetycznego przesiewu u drozdzy pozwolito na zidenty-
fikowanie u ssakOw trzech biatek AGS (ang. activators of Gprotein signaling), ktére
nie sg GPCR, a ktore sg zdolne do aktywacji biatka G [16]. AGS1 jest biatkiem
pokrewnym z Ras, ktére moze funkcjonowac jako GEF (zwiekszajac wiazanie GTP
przez Goc), AGS2 jest sktadnikiem szlaku $wietlnego biatka motorycznego dyneiny i
oddziatuje z dimerem G(3y, natomiast AGS3 jest biatkiem (zawierajgcym motyw
tetratrikopeptydowy), ktére moze hamowaé dysocjacje GDP z Goc. Biatko AGS3
funkcjonuje wiec jako inhibitor dysocjacji guaniny (GDI, ang. guanine dissociation
inhibitor), podobnie do klasycznego biatka zidentyfikowanego wczesniej tylko dla
matych biatek G. Zwigzanie AGS3 poprzez Goc nie tylko hamuje szlak biatka G, ale
takze hamuje potaczenie tej podjednostki z dimerem G”y i odtworzenie heterotrimeru,
w ten sposob moze przedtuzac¢ aktywnos¢ sygnatu wolnych heterodimeréw G[3y [7].

Biatka AGS nie zostaty zidentyfikowane u roslin, chociaz obecno$¢ biatka o znacznym
pokrewienstwie z AGS1 wykazano w rodzinie matych biatek G ROP [121], Stwierdzono
tez, ze genom A. thaliana zawiera sekwencje homologiczng z AGS2 [86], Analiza
genetyczna wykazala, ze u A. thaliana ograniczong homologie z AGS3 ma produkt
genu SPY (SPINDLY), ktéry dziata jako negatywny regulator transdukcji sygnatu GA
[42, 43]. To biatko, podobnie jak AGS3 ssakéw, zawiera 10 powtdrzen tetra-
trikopeptydowych [43,104], ale nadal nie wiadomo, czy SPY moze modulowa¢ sygnat
szlaku GA przez interakcje z biatkiem G.

Zdolnos¢ komérek do odebrania sygnatu pozakomorkowego moze by¢ regulowana
na poziomie modyfikacji wiasciwosci receptoréw. U ssakow wykazano, ze fosforylacja
receptorow przez kinazy proteinowe (m.in. PKA, PKC) moze redukowaé jego
powinowactwo do biatka G (desensytyzacja heterologiczna), natomiast kinaza GRK
(kinaza GPCR) fosforyluje receptor zwigzany z ligandem (desensytyzacja homo-
logiczna). Fosforylacja receptora przez GRK wymaga obecnosci [3-arestyn, ktére w
ten sposéb sg inhibitorami kompleksu receptora [82]. Badania prowadzone na roslinach
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sugerujg obecno$é¢ w komérkach mechanizméw nie tylko tkankowo-, ale i okresowo-
specyficznej regulacji zdolnosci komorek roslinnych do reakcji na pozakomorkowe
czasteczki sygnatowe, ktéra moze by¢ regulowana na poziomie receptoréw, jednak te
mechanizmy nie sg znane.

U ssakdw szlak transdukcji sygnatow przez biatka G moze by¢ modyfikowany przez
cytoplazmatyczne biatka fosducyny (Phd) ijej izoformy [27], Fosducyna ulega ekspresji
w réznych komorkach ssakéw, a szczegélnie w komérkach fotoreceptorowych
siatkdwki. Biatko to wykazuje wysokie powinowactwo do wolnego heterodimeru G(3y
i wigzac sie z nim zapobiega reasocjacji heterotrimeru [92], Fosducyna jest wiec
negatywnym regulatorem transdukcji sygnatu w komérkach fotoreceptorowych, a poza
tym moze petni¢ inngrole, m.in. w regulacji transkrypcji [122], W ciemnosci fosducyna
moze by¢ fosforylowana przez PKA, CaMK oraz GRK. W genomie A. thaliana
zidentyfikowano dwie sekwencje, ktore mogg kodowac biatka z ograniczong homologig
z fosducynami ssakdéw, jednak nie zostaty one scharakteryzowane i nie wiadomo, czy
petnig podobng funkcje jak fosducyny ssakéw [7].

Rozpowszechnionym mechanizmem regulacji szlaku biatek G u ssakow jest
hamowanie (terminacja) sygnatu przez zwigzanie podjednostki Goc z biatkami GAP
(ang. GTPase-activating proteins’). GAP zwiekszajg tempo hydrolizy GTP przez
podjednostke Goc nawet okoto 2000 razy [88]. Przyspiesza to terminacje sygnatu, ale
obecno$¢ GAP moze w ten sposob przyspiesza¢ gotowos¢ biatek G do ponownej
aktywacji. Stwierdzono, ze poza tg rolg, pewne biatka GAP moga stanowic
»rusztowanie” (ang. scaffold), ktére wigze GPCR, biatko G i GAP w stabilny, sygnatowy
kompleks, nawet przy braku aktywacji receptora. Do biatek typu GAP u ssakéw nalezg
m.in. PI-PLCb, biatka RGS i plIS5RhoGEF [98], Genom A. thaliana zawiera liczne
geny kodujace PI-PLC, ale nie wiadomo, czy kodujg one biatko z aktywnoscig GAP.
Biatka RGS u ssakow sg kodowane przez rodzine ponad 20 genoéw i ich dziatanie,
oprécz aktywnosci GAP, polega na regulacji biatka G poprzez kompetycje w wigzaniu
Ga zjej efektorami [88]. W genomie >1. thaliana nie zidentyfikowano jednak zadnego
genu kodujacego biatka typu RGS [7]. Nie ma tez dowoddw obecnosci u roslin sekwencji
homologicznych z innym GAP, z p 115RhoGEF [7]. Z drugiej strony brak ortologicznych
genodw nie jest wystarczajacy, aby wykluczy¢ mozliwos¢ obecnosci u roslin biatek
funkcjonalnie analogicznych z biatkami ROP, poniewaz moga one mie¢ niewiele lub
by¢ pozbawione zupetnie sekwencji homologicznych ze znanymi GAP ssakow.

PODSUMOWANIE

Obecnos¢ u roélin biatek homologicznych z podjednostkami biatek G mozna bytoby
uzna¢ za dowdd, ze u roslin, podobnie jak i u innych Eukaryota, funkcjonuje system
transdukcji pozakomorkowych sygnatow przez szlak biatek G. Jednak ten dowdd,
chociaz znaczacy, jest niewystarczajacy dla przyjecia funkcjonowania u roslin systemu
przetwarzania informacji przez ten szlak bez wykazania bezpoSredniego zwiazku miedzy
wigczeniem, wytaczeniem lub modyfikacjg procesu komérkowego w odpowiedzi na
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okreslony sygnal, a takze wykazanie nieodzownosci udziatu heterotrimerowych biatek
G w szlaku transdukcji tego sygnatu. Na podstawie zgromadzonych dotychczas danych
moznajedynie powiedzieé, ze funkcjonowanie szlaku sygnalizacyjnego biatek G u roslin
jest wysoce prawdopodobne.

Nie zostato jeszcze wykazane, ze u roslin biatka G funkcjonujgjako molekularne
wiaczniki w cyklu tworzenia heterotrimeru i funkcjonalnie aktywnych podjednostek
Goc i dimerdw podjednostek G”y. Zostaty zidentyfikowane nieliczne biatka o
wiasciwosciach GPCR, ale nie wiadomo, jakie czgsteczki sygnatowe mogg je
aktywowac i czy sa GPCR, ktore w sposob bezposredni lub posredni sg aktywowane
przez fitohormony. Podobnie, uzyskano dane wskazujgce na regulacyjne dziatanie
szlakéw wtérnych przekaznikéw w komorkach roslin, ale nie ma bezposrednich,
molekularnych dowodow ich indukcji poprzez efektory biatek G.

Dalszych badan wymaga problem wynikajacy z sugestii, ze u roslin, w sytuacji
wykrycia pojedynczych lub co najwyzej podwojnych kopii genéw kodujacych
poszczegolne podjednostki biatka G, moga by¢ tworzone nieliczne heterotrimery biatek
G. To moze wskazywac na ograniczong role szlaku biatek G w systemie transdukcji
sygnatéw u roslin, moze tez sugerowac¢ obecnos$¢ u roslin biatek funkcjonalnie
odpowiadajgcych podjednostkom biatek G ssakéw, ale o niewielkim stopniu
identycznosci sekwencji z tymi biatkami.

Rozwazenia wymaga przyczyna nadal niedostatecznego poznania szlaku biatek G u
roslin w poréwnaniu z dobrze opisanym jego funkcjonowaniem u ssakéw. Czy tego
przyczyna jest tylko ciggle niewystarczajaca, zbyt mata ilos¢ wynikow badan, czy tez
przyczyng moze by¢ koncentrowanie sie badan nad wykazaniem u roslin takich samych
systemOw sygnalizacji, ktoére zostaty opisane u zwierzat? Czy w poszukiwaniach
mechanizmoéw wrazliwosci komorek roslinnych na pozakomorkowe sygnaty w
dostatecznym stopniu uwzgledniane sg réznice w biologii zwierzat i roslin, ktére moga
takze obejmowac inne rozwigzania w systemach regulacyjnych? Wiadomo bowiem, ze
zwierzeta na zmiany srodowiskowe reagujg adaptacjg funkcjonalng, natomiast u roslin
odpowiedz polega przede wszystkim na reakcjach wzrostowych i rozwojowych. Wiadomo
tez, ze rosliny i zwierzeta r6znig sie takze organizacjgtransportu czasteczek sygnatowych.
U roslin znaczna liczba znanych czasteczek sygnatowych przejawia dziatanie wewnatrz
komérek, nie mozna wiec wykluczy¢ mozliwosci, ze btonowa lokalizacja systemu
przetwarzania informacji z udziatem biatek G jest w mniejszym stopniu wykorzystywana
w reakcji na sygnaty pozakomorkowe, natomiast moze by¢ utrwalonym ewolucyjnie
sposobem mikrokompartymentacji elementow tego systemu w komérkach.
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