




http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl

4 A.TRETYN, J. KOPCEWICZ, A. PAWLAK

przez P kietkowania nasion [31, 38]. Wydaje sie zatem, ze moze istnie¢ kilka odmiennych
mechanizmdw, za pomocg ktérych P kontroluje fotomorfogeneze. Regulacja ta moze
zachodzi¢ nawielu poziomach i dotyczy¢ kontroli aktywno$ci genéw oraz wiasciwosci bton.
Juz odkrywecy fitochromu Hendricks i Borthwick [20] zaproponowali, ze pierwotne dziata-
nie P polega na modyfikacji wiasciwosci bton. Koncepcja ta, z pewnymi zmianami i
uzupetnieniami, jest w dalszym ciggu aktualna.

EFEKT TANADY

Jednym z pierwszych opisanych krdtkotrwatych proceséw kontrolowanych przez P byt
tzw. "efekt Tanady" [70]. Jego odkrywca wykazat, ze R stymuluje przyleganie wierzchotkéw
korzeni do szkta, FR natomiast podane po R powoduje ich uwalnianie [70]. Do prawidto-
wego przebiegu tego procesu niezbedna jest obecnos¢ wielu substancji w Srodowisku, w
tym zwiaszcza jonéw wapniowych [70, 85]. Brak Caz + w Srodowisku badz obecnos$é jego
chelatoréw zaktdcaty prawidtowy przebieg efektu Tanady [70, 85]. Mechanizmem, za
pomoca ktérego P moze kontrolowaé przyleganie wierzchotkéw do ujemnie natadowanych
powierzchni szklanych, jest transport kationéw, zwlaszcza protondw.

Naswietlanie wierzchotkdw korzeni R powoduje sekrecje H + do Srodowiska. Podobnie
do R dziata acetylocholina [24]. Substancja ta dodana do Srodowiska stymulowata sekrecje
H + i przyleganie wierzchotkéw korzeni do szkla. Zr6znicowany transport H + i innych
jondw moze prowadzi¢ do powstawania zmian potencjatéw powierzchniowych komdrek
ro$linnych. Jaffe [23] wykazat, ze R stymuluje powstawanie dodatnich, FR natomiast
ujemnych potencjatéw powierzchniowych wierzchotkdw korzeni fasoli. Badania prowa-
dzone nad efektem Tanady wykazaty, ze dziatanie P polega¢ moze na kontroli transportu
jonow zwigzanego z powstawaniem odpowiednich potencjatéw powierzchniowych. Ujaw-
nity one szczeg6lny udziatjondw wapnia w tych procesach [24,85].

RUCHY NASTYCZNE

Nastie sg to nieukierunkowane ruchy roslin wywotane réznego typu bodzcami $rodo-
wiskowymi. Zachodzg one w organach o budowie grzbieto-brzusznej. Ruchy te powstajg
w wyniku nieréwnomiernego wzrostu lub zréznicowanych zmian turgoru komérek zloka-
lizowanych morfogenetycznie w gornej (grzhietowej) i dolnej (brzusznej) czesci organu,
np. poduszeczki podlisciowej. Sejsmonastyczne (stymulowane szokiem mechanicznym)
sktadanie sie listkbw mimozy (Mimosa pudica) zwigzane jest ze zréznicowanym ruchem
K+ [73] i Caz+ [74] w obrebie tkanek i komérek dolnej i gérnej strony poduszeczek.
Zmiany lokalizacji wapniowych jonéw wptywajag na nieréwnomierne pecznienie obu stron
tych organow.

Poza bodzcami mechanicznymi réwniez Swiatto reguluje ruchy ogonkoéw lisciowych i
lisci mimozy [11]. Naswietlanie mimozy pod koniec dnia FR przeciwdziata sktadaniu sie
listkdw, natomiast R odwraca efekt FR [13]. Dziatanie R i FR na ruchy listkéw mimozy
polega na wptywie fal Swietlnych obu tych dtugos$ci na rozmieszczenie K+ w obrebie tkanek
poduszeczki. Poprzedzajace przeptyw K+ zmiany potencjatow btonowych komarek po-
duszeczki, sugerowac¢ mogg udziat P w kontroli pomp jonowych lub/i regulacji aktywnosci
kanatoéw jonowych [12,13]. Poza K+ w nykinastycznych, regulowanych przez P ruchach
lisci mimozy biorg takze udziatjony wapnia [79].
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Kontrolowane przez P nykinastyczne ruchy zaobserwowano réwniez u Albizzia i
Samanea [13, 37]. Nykinastie, zwane ruchami sennymi, charakteryzujg sie oscylacjami
wynikajacymi z dobowych zmian warunkow Swietlnych [12]. W poduszeczkach lisciowych
Samanea stwierdzono niezwykle wysokie stezenie potasu oraz nieréwnomierne jego roz-
mieszczenie. Zmiany lokalizacji K w obrebie tych organdw powoduja ruchy lisci.

W ztozonych listkach Samanea w komaorkach brzusznej czesci poduszeczki zawartos¢
K+ jest pie¢ razy wieksza niz w komérkach czesci grzbietowej, natomiast kiedy listki sg
otwarte, zawartos$c¢ ta jest o potowe mniejsza [12]. R stymuluje zamykanie listkdw wptywa-
jac na spadek zawartosci potasu po stronie grzbietowej ijego wzrost po stronie brzusznej
poduszeczki [12,57], FR odwraca dziatanie R. Stymulowane R i FR zmiany transportu K +
oraz H + zwigzane sg ze zmianami potencjatéw btonowych komoérek poduszeczki [57].

REGULACJA RUCHOW SZPAREK

P reguluje ruchy szparek Camelina communis [61,63]. Swiatto niebieskie i R indukuja
otwieranie sie szparek tej rosliny [61], Naswietlanie R podwyzsza pobieranie "Rb* przez
protoplasty komdrek szparkowych oraz wptywa na ich pecznienie [62, 63]. Stymulacyjne
dziatanie R odwracalne jest przez FR. Inhibitory kanatéw potasowych: czteroetyloaminian
(TEA), chinidyna i Cs+ hamujg stymulowanie R i otwieranie sie szparek [62]. Przypuszcza
sie, ze w plazmolemmie komérek szparkowych Camelina istniejg dwa typy kontrolowanych
przez P kanatow potasowych: pierwszy typ wrazliwy na Cs+ i TEA, drugi natomiast na
chinidyne. P moze oddziatywac bezposrednio na TEA-wrazliwe kanaly potasowe oraz
posrednio, przez wptyw na organizacje bton na chinidyno-wrazliwe kanaty potasowe [62].

POTENCJALY POWIERZCHNIOWE | BLONOWE

Podobnie jak w komorkach zwierzecych, réwniez w komaérkach roslin stwierdzono
obecno$¢ potencjatéw powierzchniowych i btonowych. Odkryto, ze R i FR wplywaja na
tadunek powierzchniowy komoérek koleoptyli owsa [48]. Zmiany potencjatéw powierz-
chniowych obserwowano po uptywie okoto 15 s od momentu rozpoczecia naswietlania
badanych organéw. Byly one wynikiem zmian w przepuszczalnosci bton dla jonéw. W
komorkach czapeczki korzeni fasoli P kontroluje rozmieszczenie tadunkéw powierzchnio-
wych plazmolemmy [56]. Réwniez w komdrkach glonu Mesotaenium tzw. zeta potencjat,
wynikajacy z obecnosci tadunkéw na powierzchni btony komérkowej jest kontrolowany
przez P [s8]. Stymulowany przez R spadek tegoz potencjatu zalezy od obecnosci Ca2+ w
Srodowisku.

Poza wplywem na potencjaty powierzchniowe P reguluje potencjaty btonowe (transbto-
nowe). Przy uzyciu mikroelektrod wykazano, ze R stymuluje depolaryzacje [55] lub hiper-
polaryzacje [49] bton komorek koleoptyli owsa. W obu wspomnianych przypadkach FR
dziatato przeciwnie do R [49, 55]. Wpltyw R i FR na zmiany potencjatow btonowych
rejestrowano od 5 do 10 sekund od momentu zadziatania bodZca $wietlnego. Ostatnio
wykazano, ze zmiany te ujawniajg sie juz po 1 sekundzie od rozpoczecia naswietlania
koleoptyli R lub FR [47].

Kontrolowane przezP zmiany potencjatéw btonowych obserwowano rowniezw komar-
kach poduszeczek podlisciowych Samanea [57], przy czym R powodowato hiperpolary-
zacje, a FR depolaryzacje komoérek gornej strony tych organéw. Najwiekszy stopien
hiperpolaryzacji pod wptywem pierwszego impulsu R obserwowano po okoto 10 min od
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zadziatania bodzca. Po kolejnych impulsach FR iR zmiany te obserwowano juz po uptywie
90 s od momentu rozpoczecia naswietlania. Okazato sie, ze kontrolowane przez P zmiany
potencjatow btonowych komérek poduszeczek lisciowych Samanea wynikaja ze zréznico-
wanego wplywu R i FR na blonowy transport H + [58] oraz K+, Na+, Caz+ [12].
Antagonistyczny wptyw R/FR na potencjaty btonowe obserwowano w komaérkach glonu
Nitella [841. Stymulowana R depolaryzacja bton tego glonu ujawniata sie jedynie w obec-
nosci Caz w $rodowisku. Zmiany te obserwowano od 0,4 do 3,5s po rozpoczeciu dziatania
bodZca $wietlnego, a powrét do stanu rownowagi 1 — minuty od zakoriczenia naswietlania
komorek R [84].

Kontrolowane przez P zmiany potencjatéw btonowych obserwowano réwniez w komor-
kach krotko- [50] i dtugodniowych gatunkéw Lemna [30]. W obu przypadkach R stymulo-
wato depolaryzacje bton komoérek miekiszowych, podczas gdy FR ich niewielka, ale
zauwazalng hiperpolaryzacje [30, 39]. Podobny wptyw R i FR odnotowano w przypadku
komoérek kory pierwotnej hypokotyli fasoli [4] oraz splatkéw zenskich gematofitow paproci
[59]. Zmiany potencjatéw powierzchniowych i btonowych nalezg do najszybszych proce-
s6w kontrolowanych przez P [31, 54].

PRZEPUSZCZALNOSC BLON DLA JONOW

R hamowato pobieranie K + przez siewki grochu, a FR znosito inhibicyjny efekt R [35].
P regulowat ponadto pobieranie pi (fosforu nieorganicznego) i K+ przez segmenty
kolanek hypokotyli fasoli. R obnizato w poréwnaniu do kontroli absorpcje obu tych
pierwiastkdw przez wspomniane segmenty [71]. Najwyzszy stopien pobierania pi i K
obserwowano 5 minut po rozpoczeciu naswietlania tkanek R. FR nie wywierato zadnego
wptywu na badany proces, natomiast znosito dziatanie R [71].

P uczestniczyt w kontroli pobierania ri, K+, H + i CI" przez komérki hypokotyli fasoli.
Barwnik ten przeciwstawnie wptywat na pobieranie wspomnianych pierwiastkow przez
dwa kolejne, 25-milimetrowe segmenty hypokotyli izolowane ponizej kolanek siewek. W
przypadku segmentow apikalnych R stymulowato pobieranie K+ses (Rb+), i CI" i ri oraz
sekrecje H + do $rodowiska. Natomiast w segmentach dystalnyeh R hamowato pobieranie
K+, ClI"i Pi oraz sekrecje H + inkubacyjnego [4, 5].

Stosujgcjako materiat badawczy fragmenty tkanek roslinnych nie mozna wyeliminowac
udziatu Scian komaérkowych w procesie absorpcji jonéw. Proces ten moze by¢ znacznie
szybszy niz transport jondw przez plazmolemme i tonoplast. Marm¢ [43] sugerowal, ze
udziat P w pobieraniu jonéw moze polegaé na regulacji ilosci wolnych, dodatnio i ujemnie
natadowanych miejsc wigzacych jony w $cianie komorkowej.

Na aktywny udziat symoplastu w regulacji przepuszczalnosci bton dla jonéw wskazujg
badania prowadzone w protoplastach lisci soi. Przy ich uzyciu Piwowarczyk [51] wykazat,
ze R stymuluje pobieranie K+ przez protoplasty soi i wydzielanie przez nie H + do
srodowiska, FR natomiast znosi dziatanie R [51].

O udziale P wregulacji pobierania Ca- + przez komorki roslinne pisano uprzednio [76].
Przy uzyciu mikroautoradiografii wykryto, ze R stymuluje pobieranie Caz + przez komorki
glonuMougeotia [9]. Podobny mechanizm dziatania R wykryto stosujac technike absorpcji
atomowej oraz radioaktywnego wapnia, a jako materiatu badawczego zarodniki paproci
Onoclea [83], wycinki etiolowanych koleoptyli owsa [75] oraz protoplasty kukurydzy Js].
We wszystkich tych przypadkach naswietlanie FR po R stymulowato wyptyw Ca z
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komdrek [9], obnizato tempo pobierania [s] badZz akumulacji [75, 83] jondw wapnia
zewnatrz badanych komorek.

Przeciwne do opisanych powyzej wyniki uzyskano stosujgc wigzacy sie z Caz + barwnik
—muroksyd (s61 amonowa kwasu purpurowego). Przy jego zastosowaniu wykryto, ze R
hamuje naptyw potasu, a FR stymuluje aktywny wyptyw Ca + z protoplastow etiolowanych
koleoptyli owsa [17] i protoplastéw Vallisneria gigantea [69]. Przypuszcza sie, ze R dziata
dwustopniowo na pobieranie wapnia przez wspomniane komorki. W pierwszej fazie po
naswietleniu komérek R nastepuje szybki naptyw Caz+ ze Srodowiska do cytoplazmy.
Powoduje to, ze wdrugiej fazie nastepuje uwalnianie duzych ilosci wapnia zgromadzonego
we wnetrzu organelli komoérkowych, a nastepnie jego usuwanie na zewnatrz protoplastu
[65]. Takg sekwencje zdarzen mozna byto obserwowac przy uzyciu muroksydu, ktory nie
whnikajac do wnetrza komorek odzwierciedla zmiany stezenia Ca2+ w Srodowisku.

BLONOWA LOKALIZACJA FITOCHROMU

Wptyw fitochromu na wiasciwosci bton moze wynikac z jego posredniego lub bezpos-
redniego oddziatywania ze sktadnikami tych struktur. Oddziatywanie to moze mieé r6zno-
rodny charakter:

1.Moze wynikac z faktu, ze P jest ich integralnym skfadnikiem lub tezjest silnie zwigzany
z btonami.

2. P moze by¢ peryferyjnym biatkiem blonowym.

3. Moga istnie¢ odrebne populacje P wystepujace w cytozolu i powigzane z btonami.

4. P wystepuje w cytozolu i oddziatuje na btony przez wtérne przekazniki.

Jak dotad brak jest przekonywujacych dowoddw wskazujgcych na trwate, silne powig-
zanie P z btonami komérkowymi. Szereg danych natomiast potwierdza mozliwo$¢ funk-
cjonowania P jako peryferyjnego biatka btonowego. Dane te uzyskano przede wszystkim
w doSwiadczeniach prowadzonych na komoérkach glonéw oraz na organizmach zbudowa-
nych zjednej warstwy komorek [19,52,81]. Wykazano, ze R przezP kontroluje optymalng
wzgledem Swiatta orientacje chloroplastéw glonu Mougeotia. Prawidtowy przebieg tego
procesu zalezy od obecnosci Caz + w Srodowisku i zwigzany jest z wptywem P na wiasci-
wosci plazmolemmy. Przy uzyciu $wiattowodow, umozliwiajgcych punktowe naswietlenie
niewielkich fragmentéw komérek Mougeotia, wykazano, ze P wystepuje w peryferyjnej,
podbtonowej warstwie cytoplazmy. Ponadto stwierdzono, ze czasteczki P zachowuja sie
jak dipole, ktérych lokalizacja wzgledem ptaszczyzny Sciany komoérkowej jest odmienna
dla Pr i Pfr. Forma Pr fitochromu zlokalizowana jest rownolegle, a Pfr prostopadle do
wspomnianej ptaszczyzny [19,52].

Doswiadczenia z uzyciem $wiattowod6éw prowadzono réwniez na komdrkach splatka
Adiantum. Podobnie jak u Mougeotia, w komérkach Adiantum P wykazuje dichroiczng
orientacje wzgledem ptaszczyzny Sciany komorkowej [81]. W szczytowo rosngcych komor-
kach splatkaAdiantum obecno$¢ P stwierdzono jedynie tuz ponizej ich wierzchotk6w [81].

Jak dotad trudno stwierdzi¢, czy w komdrkach roslin wyzszych ma miejsce podobna
lokalizacja czasteczek P. Wydaje sie jednak, ze rozmieszczenie P opisane w komérkach
Mougeotia iAdiantum umozliwia im odbior kierunkowej informacji niesionej przez Swia-
tto. Poniewaz przebieg wiekszosci kontrolowanych przez P proceséw wzrostu i rozwoju
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roslin wyzszych nie zalezy od kierunku doptywu informacji, wyzej opisane rozmieszczenie
barwnika moze by¢ charakterystyczne tylko dla pewnych wyspecjalizowanych komérek np.
Mougeotia IAdiantum.

Badanie lokalizacji P w roslinach wyzszych ciagle nastrecza wiele probleméw. W celu
komorkowej i subkomorkowej lokalizacji P mozna zastosowac dwie strategie. Po pierwsze
rozmieszczenie P mozna badac in vivo przy uzyciu spektrofotometrii lub immunocytoche-
micznie [52]. W drugim przypadku stosujac obie wspomniane metody identyfikacji o-
becno$¢ P oznaczy¢ mozna w oczyszczonych frakcjach komérkowych zawierajgcych
wzhogacone ilosci poszczeg6lnych struktur komérkowych [52].

W wyniku frakcjonowania komorkowego i przy uzyciu spektrofotometrii wykryto P
powigzany z zewnetrznymi btonami etioplastow [10], chloroplastéw [21] oraz mitochon-
dridw [65]. Jego obecno$¢ stwierdzono réwniez w btonach siateczki $rodplazmatycznej iw
plazmolemmie [44] oraz w otoczce jadrowej [82].

Trudno oceni¢, czy obecno$é P zwigzanego z btonami tak réznych struktur komérko-
wych odzwierciedla rzeczywista, subkomorkowa lokalizacje tego barwnika. By¢ moze jest
to artefakt powstajgcy w trakcie przygotowania poszczegdlnych frakcji do badan. Fakt, ze
zadna z subkomadrkowych frakcji w poréwnaniu do surowego ekstraktu nie zawiera zwiek-
szonej ilosci P zdaje sie wskazywac na te drugg mozliwosc.

Nie rozstrzygnieto dotad, ktory ze sktadnikéw bton uczestniczy w wigzaniu fitochromu
[50]. Pierwszych dowoddéw na interakcje P z lipidami dostarczyli Roux i Yguerabide [64].
Stosujac modelowe btony uzyskane z utlenionego cholesterolu wykazali oni, ze dodanie do
nich Pr, izolowanego z pedéw owsa, 5-krotnie obniza ich oporno$¢ elektryczng. Naswiet-
lanie R powodowato dalszy 10-krotny spadek opornosci elektrycznej badanej btony. FR
odwracato efekt R [64], Georgievich i wsp. [14] zaobserwowali, ze okoto 90% P t3czy sie z
liposomami, gdy barwnik ten wystepuje w formie Pfr, podczas gdy Pr nie fgczyt sie z tymi
btonami [34]. Wigzanie sie Pfr z liposomami zachodzito jedynie w obecnosci cholesterolu.
Na mozliwos¢ udziatu cholesterolu wwigzaniu P wskazuja rowniez wyniki badan przepro-
wadzonych przez Roth-Bejerano i Kendricka [60]. Wykazali oni, ze R in vivo i in vitro
zwieksza tzw. osadzalno$¢ P (patrz nizej).

Cholesterol, stigmosterol oraz filipina hamowaty stymulowang przez R osadzalnos¢
barwnika. Jednoczesne podanie filipiny ze sterydami nie wptywato na wspomniany proces.
Na tej podstawie Roth-Bejerano i Kendrick zasugerowali, ze pierwotny mechanizm dziata-
nia P moze polegaé na tworzeniu kompleksu Pfr ze sterydowymi sktadnikami bton komér-
kowych [60].

Wzbogacone w P btony izolowane z kolanek hypokotyli dyni poddane dziataniu fosfo-
lipazy C nie tracity wiasciwos$ci wigzania tego barwnika. Enzym powodowat uwalnianie
ponad 80% choliny, natomiast nie wptywat na usuwanie z bton fitochromu [16]. Ustalono
ponadto, ze niskie stezenia dezoksycholiny przyczyniajg sie do dysocjacjiF z omawianych
struktur. Wyniki tych doSwiadczen sugeruja, ze P nie fgczy sie polarnymi grupami fosfoli-
pidéw, natomiast moze oddziatywac z biatkowymi skfadnikami bton komérkowych [16].

Wiele nowych informacji na temat wiasciwosci molekularnych i rozmieszczenia P w
komorkach dostarczyty badania immunochemiczne [10,77]. Przy uzyciu przeciwciat mono-
i poliklonalnych skierowanych przeciw biatkowemu komponentowi P wykazano, ze moga
istnie¢ dwie populacje tego barwnika [50]. Odkryto, iz P zwigzany z btonami, wystepujacy
wtkankach etiolowanych roslinjest immunologicznie odmienny od P rozpuszczalnego [28].
W wyniku proteolizy czgsteczek obu populacji P nie udato sie stwierdzi¢ istnienia miedzy
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nimi réznic [28]. W etiolowanych tkankach od okoto 5 do 10% catego P wigzato sie z
btonami komoérkowymi [27]. Pozostata cze$¢ P ulegta tatwiej ekstrakcji do buforéw.
Wiasciwosci P zmieniaty sie po naswietleniu tkanek lub ekstraktéw roslinnych R. Podczas
wodnej ekstrakcji P okoto 60% barwnika wigzato sie z btonami i ulegato wytraceniu z
roztworu. Proces ten nazwano osadzalnoscig fitochromu (ang.pelletability) [53]. Fotokon-
wersja Pr do pfr prowadzi do szybkiej (tos = 2 s) asocjacji P z niezidentyfikowanymi
strukturami komoérkowymi. Proces ten zachodzi jedynie w roztworach ekstrakcyjnych
zawierajacych wysokie stezenie dwuwarto$ciowych kationéw [53]. Na mozliwo$¢ agregacji
P ze strukturami komoérkowymi in vivo wskazuja wyniki badan cytochemicznych. W
etiolowanych tkankach fitochrpm (Pr) rozmieszczony jest rGwnomiernie w cytozolu [45,
77], Naswietlaniu roslin R towarzyszg szybkie zmiany (1—2 s) rozmieszczenia P. Obser-
wuje sie agregacje czasteczek tego barwnika na obszarach o powierzchni rzedu 1 pinz [45].
Jednakze na terenie tych struktur nie stwierdzono wystepowania bton. Obserwowana in
vitro osadzalno$¢ P odpowiada prawdopodobnie agregacji czasteczek tego barwnika in
vivo [45, 77].

Badania immunochemiczne nie potwierdzity btonowej lokalizacji p. Jednakze, nie
mozna wykluczy¢, ze barwnik ten wykazuje zupetnie inne wtasciwosci immunogenne, jesli
jest powigzany z btonami [50]. Stad tez nie mozna go zlokalizowa¢ stosujagc przeciwciata
uzyskane przeciw czasteczkom rozpuszczalnego p [29].

DZIALANIE FITOCHROMU NA POZIOMIE BLON
PRZEGLAD HIPOTEZ

Od czasu gdy Hendriks i Borthwick [20] zaproponowali btonowy mechanizm dziatania
P, wysunietych zostato kilka hipotez dotyczacych tego zagadnienia.

Jedng z pierwszych opublikowat Smith [67]. Zaktadata ona, ze obie formy P wbhudowane
sq w btony komdrkowe. W wyniku fotokonwersji Pr w Pfr nastepuje transport metabolitu
X z pulix *doX® wystepujacych po obu stronach btony (rys. 1).

x° tgczac sie z odpowiednim akceptorem A inicjuje odpowiedZz morfogenetyczna.
Przedstawiona hipoteza moze thumaczyc¢ przebieg reakcji niskoenergetycznych (LFR), nic
nie moéwi natomiast o reakcjach wysokoenergetycznych (HIR).

Mechanizm (LFR) i (HIR) obrazuje model dziatania P opracowany przez Johnsona i
Taskera [25]. Wedtug wspomnianych autoréw, podobnie jak w modelu Smitha, fotokon-
wersji Pr n Pfr towarzyszy transport metabolitu z pulix dox° w cytoplazmie, co powodo-
waé moze jego oddziatywanie z czasteczkami pfr prowadzac do powstania odpowiedzi
morfogenetycznej [25] (rys. 2).

W przedstawionym modelu uwzglednia sie role stezenia aktywnej formy p, jak i tempo
cyklicznych przemian obu form barwnika. LFR ttumaczy¢é mozna powstawaniem odpo-
wiedniego poziomu pfr, natomiast HIR tempem cyklicznych konwersji obu form p.

Odkrycie u roélin kanatéw jonowych, ktérych aktywnos¢ moze by¢ regulowana przez p,
doprowadzito do zaproponowania kolejnego modelu. Kendrick [31] zaktadat mianowicie,
ze P tgczac sie zbiatkowo-sterydowymi sktadnikami bton tworzy¢ moze funkcjonalny kanat
jonowy. Cykliczne konwersje p TiPfr i odwrotnie wplywaja, wedtug Kendricka, na kontrole
aktywnosci kanatu (rys. 3).
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Cytoplazma

X Xe A
Odpowiedz
Pfr*X
Membrana

Rys. 1. Model dziatania fitochromu opracowany przez Smitha [67]

Dziatanie tych kanatéw moze by¢é odmienne dla LFR i HIR. W przypadku LFR
fotokonwersja Pr w Pfr prowadzi do otwarcia kanatu i pasywnego transportu jonéw przez
btone zgodnie z gradientem stezenia. W reakcjach HIR zachodzg cykliczne przeksztatce-
nia obu form P, co stymuluje wzmozony transport jondw przez kanat [31].

Hipoteza Hendricka [31] zostata rozwinieta przez Kendricka i Franklanda [33]. Wyjas$-
nia ona dziatanie P w kontroli kietkowania nasion oraz wzrostu siewek. Model zakfada, ze
w plazmolemmie istniejg kanaty, ktérych aktywnos$¢ regulowana jest przez P. Czasteczki
tego barwnika nie wchodzg w sktad kanatu, ale moga otwiera¢ go i zamykac (rys. 4).

W przypadku LFR fotokonwersja Pr w Pfr stymuluje otwieranie kanatu, przez ktéry
zgodnie z gradientem stezen zachodzi dyfuzja jonéw lub metabolitéw. State, cykliczne
konwersje obu form Pfcharakterystyczne dla HIR, powodowatyby aktywne "pompowanie"
jonow lub metabolitéw w poprzek btony komdrkowej, réwniez przeciw gradientowi stezen.

Membrana
Cytoplazma

Odpowiedz

Rys. 2. Model dziatania fitochromu opracowany przez Taskera i Johnsona
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Rys. 3. Model dziatania fitochromu opracowany przez Kendricka [31]

RoOznica w dziataniu P podczas kontroli kietkowania nasion i rozwoju siewek polegataby
na tym, ze w przypadku pierwszego z wymienionych proceséw dla HJR proponowana
pompa dziata przeciw gradientowi stezen lub gradientowi elektrochemicznemu [33].

Z przedstawionego przegladu hipotez opisujagcych mechanizm dziatania fitochromu
wida¢, ze w poczatkowym okresie badan nad tym barwnikiem zaktadano jego obecno$¢ w
btonach. Wraz z rozwojem technik immunochemicznych, ktdre jak dotad nie dostarczyty
jednoznacznych dowod6w wskazujacych na wystepowanie P w btonach, zaczeto zaktadac
posredni wptyw barwnika na wiasciwosci bton komdérkowych. Obecnie powszechnie ak-
ceptuje sie wptyw P na aktywno$¢ kanatéw jonowych. Pozostaje kwestig otwartg, jakiego
typu kanaty kontrolowane sg przez P. Przeprowadzone obserwacje pozwalajg sugerowac,
ze s nimi kanaty potasowe [62]. Aktywno$¢ tych kanatdw moze wynika¢ z wptywu P na
transport Ca2+ [12]. Istnieje wiele dowoddw eksperymentalnych potwierdzajacych udziat
P w regulacji aktywnosci kanatow wapniowych [78].

Zastosowanie do badan protoplastéw lisci pszenicy oraz r6znego typu modulatorow
zwierzecych kanatow wapniowych pozwolito okresli¢, jakiego typu kanaty wapniowe regu-
lowane sg przez P. Bossen i wsp. [2] wykazali, ze kontrolowane przez P pecznienie
protoplastow etiolowanych lisci pszenicy zachodzijedynie wobecnosci Caz + w Srodowisku
inkubacyjnym. Jonofor Ca2+ — A 23187, podobnie jak R, stymulowat pecznienie pro-
toplastéw. Z drugiej strony, inhibitory kanatéw wapniowych: verapamil i La  znosity
dziatanie R. Ostatnio Bossen iwsp. [3] wykazali rowniez, ze w dziatanie P zaangazowane
jest biatko G (G protein, w skrécie Gp). Jest to biatko btonowe wigzace GTP, ktérego
struktura i funkcja zostaty stosunkowo dobrze poznane u zwierzat [15]. Okazato sie, ze
niehydrolizowane przez GTP-aze (enzym zlokalizowany na jednej z trzech podjednostek
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Rys. 4. Model dziatania fitochromu opracowany przez Kendricka i Franklanda [33]

Gp —[15]) zmodyfikowane nukleotydy guanidynowe (GTPS), podobnie jak R, stymulujg
pecznienie protoplastdw. Inhibitor Gp — GDP-R-S znosit stymulacyjny Wptyw R na-
badany proces [3]. U zwierzat Gp moze kontrolowac¢ aktywno$é kanatdw wapniowych [15].
Tretyn i wsp. [78] okreslili, jakiego typu kanaty zalezne od biatka G kontrolowane sg przez
P. Przy uzyciu agonistow i antagonistow owych kanatow ustalili, ze P reguluje kanaty
wrazliwe na pochodne 1,4-dwuhydropirydynowe (DHP), odpowiadajgce zwierzecym ka-
natom typulL [78].

Na podstawie badan nad zaleznym od Caz+ i kontrolowanym przez P pecznieniem
protoplastéw lisci pszenicy oraz dostepnej literatury proponujemy nowy model dziatania
P. W modelu tym zaktada sie, ze P poprzez Gp wptywa na regulacje kanatdw wapniowych
(rys. 5). Gp moze bezposrednio kontrolowa¢ aktywno$¢ wspomnianych kanatéw lub pos-
rednio przez regulacje metabolizmu PJ.

W etiolowanych komorkach biatko G wystepuje w formie zasocjowanej, w wyniku czego
kanatjest zamkniety. Wewnatrz komorki P w formie Pr jest rownomiernie rozmieszczony
w cytozolu. Na zewnatrz komaérki stezenie Ca2+ jest kilka rzedéw wyzsze niz w cytoplaz«
mie. Po stymulacji komdrki R wiekszos$¢ P przechodzi w forme Pfr. CzeS$¢ czasteczek Pfr
przytacza sie do podjednostki a Gp, a jego nadmiar ulega "sekwestracji". Przytgczanie sie
Pfr stymuluje odtgczenie sie podjednostki a od R iy, a ta wwyniku oddziatywania na kanat
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Rys. 5. Proponowany model pierwotnego dziatania fitochromu: o, ,y —podjednostki Gp biatka wigzgcego
GTP

13
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wapniowy typu L powoduje jego czasowe otwarcie. Po otwarciu kangtu nastepuje szybki
wzrost poziomu cytoplazmatycznego Caz+, ktdry dziatajac jako drugi przekaznik powo-
duje odpowiedZ morfogenetyczna.

Proponowany przez nas model tgczy wiekszos¢ informacji dotyczacych wiasciwosci i
mechanizmu dziatania P. Dotyczy to zwlaszcza roli Caz2+ jako drugiego przekaznika w
inicjacji kontrolowanych przez P proceséw wzrostu i rozwoju roslin [64, 78]. Jednakze
model ten ma pewne ograniczenia. Opracowano go na podstawie badan prowadzonych
nad regulowanym przezP pecznieniem protoplastéw etiolowanych lisci pszenicy [2,3,76].
Jest to typowa reakcja niskoenergetyczna [2].

W przyszto$ci nalezatoby stwierdzi¢, czy podobny mechanizm dziatania P funkcjonuje
réwniez podczas regulacji innych LFR. Wydaje si¢ jednoczesnie, ze dziatanie P za posred-
nictwem drugiego przekaznika dotyczy przede wszystkim LFR. W przypadku HIR dziata-
nie fitochromu moze mie¢ innych charakter. Nalezy rowniez okres$li¢ mechanizm kontroli
kanatow wapniowych przez Gp.

Niniejsza praca powstata w trakcie badan prowadzonych w ramach problemu CPBP 05.02.4.07.
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INTERLEUKINAZL (IL-1) - SYNTEZA | STRUKTURA
INTERLEUKIN 1(IL-1) - SYNTHESIS AND STRUCTURE

Nadzieja DRELA

Instytut Zoologii Uniwersytetu Warszawskiego, Zaktad Immunologii

Streszczenie. Interleukina 1 jest mediatorem szeregu reakcji immunologicznych, bierze udziat wraz z innymi
cytokinami w utrzymaniu homeostazy immunologicznej. Praca obejmuje przeglad komérek produkujacych IL-1
oraz czynnikéw indukujacych jej synteze. Szczegdlng uwage zwrdcono na aktualny stan wiedzy na temat struktuiy
IL-1, kinetyki jej syntezy i wydzielania zewnatrzkomdrkowego oraz oméwiono czynniki modulujace te procesy.

Summary. Interleukin 1is a mediator of several immunological reactions, and is involved with other cytokines
in the maintenance of immunological homeostasis. This review includes an overview of cell sources and inducers
of IL-1 production. The actual knowledge about the biochemical nature and the kinetics of synthesis and
secretion of IL-1 is presented. The modulation of these processes by several agents is discussed.

WPROWADZENIE

Od szeregu lat uwaga badaczy skupiona jest wokot mechanizméw regulujgcych odpo-
wiedZ immunologiczng organizmu na réznego rodzaju infekcje oraz wokoét udziatu w
reakcjach odpornosciowych produktéw wydzielanych przez komérki fagocytujgce. Aktyw-
no$¢ biologiczna niektérych produktéw dotyczy podwyzszania cieptoty ciata przez endo-
genny pyrogen (EP —endogenous pyrogen), indukcji biatek ostrej fazy przez endogenny
mediator leukocytarny (LEM —Ileukocytic endogenous mediator) oraz aktywacji limfocy-
téw przez czynnik aktywujacy limfocyty (LAF —Ilymphocyte-activatingfactor).

W latach siedemdziesigtych nastapit postep w badaniach nad otrzymywaniem, oczysz-
czaniem, charakterystyka biologiczng i biochemiczng EP i LEM. Z badan prowadzonych
przez ro6zne laboratoria wynikato, iz zaréwno ludzkie, jak i krélicze EP/LEM sg to biatka
0 masie czasteczkowej 12-17 kDa i punkcie izoelektrycznym w pH bliskim 7.0. Czynniki te
izolowano z supernatantéw pohodowlanych monocytéw, makrofagéw otrzewnowych i
komorek Kupffera [29,107]. Wstepna charakterystyka chemiczna EP wykazata heteroge-
nicznos¢ tego czynnika w zakresie masy czasteczkowej i tadunku elektrycznego [20, 32].
Wykazano ponadto, iz preparaty okreslane jako EP wykazywaty jednoczesnie aktywnos¢
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biologiczng przypisywang LEM [65]. Wiekszos$¢ badan prowadzita do konkluzji, ze EP i
LEM sg biatkami o zblizonej budowie badz iz jest to jedno biatko przejawiajgce szereg
aktywnosci biologicznych.

W tym samym czasie zajmowano si¢ zasadniczg rolg jednojadrzastych komdrek fago-
cytujacych w rozpoznawaniu antygenu - hipotezg dwoch sygnatow [116, 135]. Hipoteza
zakladata, iz 1/ jednojadrzaste komérki fagocytujace przetwarzajg antygen i prezentuja go
kompetentnym limfocytom T oraz 2J mononuklearne fagocyty wydzielajg rozpuszczalny
produkt lub produkty niezbedne do aktywacji limfocytow T. Ten rozpuszczalny produkt
jednojadrzastych komorek fagocytujacych opisany zostat po raz pierwszy w 1972 roku i
nazwany w skrocie LAF [45, 46]. Wykazano, iz zasadnicza wiasciwos¢ biologiczna LAF
polega na podwyzszaniu proliferacyjnej odpowiedzi tymocytéw stymulowanych subop-
tymalnymi dawkami lektyn roslinnych, PHA i Con A. Dalsze badania wskazywaty na
podobienstwo wiasciwosci biologicznych EP i LAF i prowadzity do wniosku, iz naj-
prawdopodobniej jest to ta sama substancja [107,117,118,129].

Doswiadczenia in vitro, dotyczgce mechanizmoéw immunoregulacji wykazaty, ze akty-
wowane monocyty i makrofagi wydzielajg do podtoza substancje o aktywnosci biologicznej
innej od tradycyjnie przypisywanej EP, LEM i LAF [37, 77, 102, 141, 142]. Wymieniano
zwykle nastepujace czynniki:

BAF (cell-activatingfactor) - czynnik aktywujacy limfocyty B,

TPF (thymocyte proliferation factor) - czynnik wzmagajacy proliferacje tymocytéw,

HP-1 (helper-peak-1) - czynnik wzmagajacy synteze przeciwciat in vitro,

MCF (mononuclear cellfactor) - czynnik wzmagajacy synteze kolagenazy i prostaglan-
dyny E2 przez komorki synowialne,

MPIF (muscleproteolysis inducingfactor) - czynnik indukujacy proteolize tkanki migs-
niowej,

OAF (osteoclast activatingfactor) - czynnik stymulujacy resorpcje kosci,

kataboline - czynnik indukujacy rozktad tkanki tacznej,

hemopoetyne-1 - czynnik regulujacy aktywnos$¢ hemopoetyczng szpiku kostnego.

W 1979 roku na Miedzynarodowej Konferencji dotyczacej limfokin, ktéra odbyta sie
w Szwajcarii, w Ermatingen, dyskutowano nad fizycznymi podobienstwami miedzy wymie-
nionymi czynnikami i zaproponowano termin interleukina 1 (IL-1) dla monokiny opisywa-
nej jako LAF oraz dla czynnikéw o podobnych wiasciwosciach fizykochemicznych: BAF,
TPF, HP-1, EP, LEM, MCF, MPIF [1].

Interleukina 1 definiowana jest najczesciej jako rozpuszczalny, niskoczasteczkowy,
immunoregulacyjny polipeptyd produkowany gtéwnie przez jednojadrzaste komoérki fago-
cytujace w odpowiedzi na stymulacje lektynami, antygenami, czynnikami zapalnymi, mi-
kroorganizmami, produktami pochodzenia bakteryjnego, limfokinami. Bierze udziat w
kontroli i aktywacji réznych komérek uktadu immunologicznego oraz komarek, ktérych
funkcja nie jest zwigzana z reakcjami odpornosciowymi. Dziatanie interleukiny 1 nie
podlega restrykcji genetycznej ijest antygenowo nieswoiste [4, 29, 38, 64, 72a, 74 a, 100,
140].
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KOMORKI PRODUKUJACE IL-1

Wykaz komérek syntetyzujacych interleuking 1 przedstawia tabela 1. Najczesciej do
otrzymywania IL-1 o duzej aktywnosci uzywa sie aktywowanych monocytéw krwi i makro-
fagéw ptucnych [23,39,109], monocytéw krwi pepowinowej [34] i monocytow izolowanych
z tozyska [40] oraz makrofagéw otrzewnowych [s6]. Dobrymi producentami IL-1 okazaty
sie makrofagi weztéw chtonnych bydta, zdolne do podziatow komdérkowych in vitro [95].

Mononuklearne komarki fagocytujace sq populacjg heterogenng pod wzgledem mor-
fologii, funkcji i produkcji IL-1. Stymulowane monocyty krwi produkujg interleuking o
wiekszej aktywnosci niz makrofagi ptucne [39]. Frakcjonowanie populacji makrofagéw
ptucnych lub monocytéw krwi obwodowej w gradiencie Percollu wykazato istnienie komo-
rek o réznych gestosciach. Makrofagi i monocyty znajdujace sie we frakcjach komérek o
najwiekszej gestosci produkujg wiecej IL-1 niz komdrki charakteryzujace sie mniejsza
gestoscig. Monocyty, ktérych etap dojrzewania przebiegat in vitro, tracg zdolno$¢ do
syntezy interleukiny z réwnoczesnym zmniejszaniem sie wartosci gestosci komorkowej.
Wydaje sie, iz ta wielkos¢ fizyczna stanowi odzwierciedlenie stanu dojrzatosci komorek
[39]. Aktywno$¢ produkowanej IL-1 zalezy od stadium morfologicznego i funkcjonalnego
zroznicowania komorek. Linia ludzkich prekursorowych komdérek hemopoetycznych
CM-SM w obecnosci odpowiednich stymulatoréw, nabywa wiasciwosci adherencyjnych,
zdolnosci do fagocytozy, morfologicznie i funkcjonalnie upodabnia sie do komorek mono-
cytarno-makrofagowych i zaczyna syntetyzowac IL-1 [114]. Zdolno$¢ do produkcji inter-
leukiny 1 in vivo maleje ze wzrostem wieku organizmu [62].

R6zne komérki produkujace IL-1 wymagaja do indukcjijej syntezy odmiennych stymu-
latoréw i optymalnego czasu hodowli [96,131,132]. Ludzkie keratynocyty syntetyzuja IL-1
o wiasciwosciach fizycznych i biologicznych podobnych do interleukiny produkowanej
przez makrofagi [94]. Interleukiny uzyskiwane z r6znych ludzkich linii komoérkowych nie
majgjednoznacznego odniesienia do IL-1 syntetyzowanej przez monocyty krwi obwodowe;j
[41, 76, 138, 144]. Dobrym Zrédtem interleukiny 1 w laboratoriach sg ustalone linie
komadrkowe: mysia linia makrofagowa P388D1 [70], ludzkie linie monocytarne U 937 [5] i
THP-1 [101]. Synteza interleukiny 1 przez tyle r6znych komoérek petnigcych w organizmie
odmienne funkcje sugeruje, iz IL-1 bezposrednio bierze udziat w obronie organizmu na
réznych etapach odpowiedzi immunologicznej.

CZYNNIKI INDUKUJACE SYNTEZE IL-1

Czynniki indukujace synteze IL-1 przedstawia tabela 2. Nadal nie ma pewnosci, czy
komorki spoczynkowe zdolne sg do produkcji interleukiny 1 in vivo. Udziat monocytéw w
rozpoznawaniu antygenu jest etapem niezbednym, zatem niewykluczone, iz spoczynkowe
komarki ciggle produkuja niewielkie ilosci IL-1 niewykrywalnej stosowanymi testami in
vitro [82]. Wydaje sie rdwniez mozliwe, iz zaréwno in vitro, jak i in vivo komorki ulegaja
cigglej stymulacji bardzo niskimi dawkami endotoksyny rzedu pg - cm'3. Sladowe ilosci
endotoksyny wykrywano w wielu odczynnikach uzywanych w laboratoriach. Jest ona
oporna na ogrzewanie, przechodzi przez rutynowe filtry bakteriologiczne i moze stymulo-
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wac komorki w ilosciach ponizej wykrywalnosci dostepnymi metodami. Polimyksyna B
hamuje biologiczna aktywno$¢ endotoksyny. Dodanie tego antybiotyku do hodowli komor-
kowej powoduje zahamowanie produkcji IL-1 indukowanej LPS bez uszkadzania komorek
w hodowli [35,81]. Mimo dodawania polimyksyny B do hodowli mononuklearnych komé-
rek fagocytujacych obserwowano Sladowg synteze IL-1. Nie ma pewnosci, czyjej synteza
zwigzana byla z preparatyka komérek (ptukanie, adherencja in vitro), czy tez byta to
produkcja interleukiny 1 przez rzeczywiscie spoczynkowe komérki. Obserwowano synteze

TABELA 1. Komoérki produkujace 1L-1

Jednojadrzaste komdrki fagocytujace Inne komorki

Makrofagi $ledziony [8] keratynocyty [94,120]

Makrofagi otrzewnowe [68,107] astrocyty [42]

Makrofagi ptucne [73,123] komorki nabtonkowe [50,84]
Makrofagi weztéw chtonnych [95] komarki mezangium kiebka nerkowego [93]
Makrofagi synowialne [25] komérki Langerhansa [121]
Makrofagi szpiku kostnego [87] komérki wysieku dzigstowego [22]
Komérki Kupffera [31] komoérki naskérka [55]

Monocyty krwi obwodowej [6, 75,109] duze ziarniste limfocyty, LGL [2]
Monocyty krwi pepowinowej [34] granulocyty obojetnochtonne [90,132]
Monocyty tozyska [40] limfocytyT [3,131]

Ludzka linia monocytama CM-SM [114] limfocyty B [14, 96, 98]

Komorki ludzkiej biataczki mielomonocytarnej THP-1 [76,101]
Ludzkie linie biataczkowe U937, K562, HL60 [71,113,138]
Mysia linia makrofagowa P388D1 [103]

IL-1 in vitro przez niestymulowane makrofagi ptucne pochodzgce od chorych na sarkoi-
doze [73]. Aktywno$¢ IL-1 w podtozu pohodowlanym wykazywano juz po 2 godzinach
hodowli. Niewykluczone jednak, iz makrofagi ptucne izolowane od pacjenta byly juz w
stanie aktywnosci i nie wymagaty dodatkowej stymulacji in vitro.

Najsilniejszymi czynnikami indukujgcymi synteze IL-1 sg lipopolisacharydy bakterii
Gram-ujemnych [6,43,83,109]. Wydaje sig, ze wiekszo$¢ efektow immunologicznych LPS
zwigzanych jest z aktywnoscig lipidu A. Jednakze znane sg doniesienia o aktywnosci czesci
weglowodanowej w procesie biosyntezy IL-1 [83, s6]. Makrofagi otrzewnowe myszy i
monocyty krwi obwodowej cztowieka syntetyzowaty interleukine 1 zaréwno w hodowlach
stymulowanych fragmentem polisacharydowym, jak i lipidem A LPS Bordetella pertussis,
a takze syntetycznymi weglowodanami i glikolipidami strukturalnie odpowiadajgcymi
natywnemu LPS. W zaleznos$ci od uzytego do stymulacji fragmentu LPS (polisacharyd,
lipid A) na ré6znym poziomie ustala sie¢ rownowaga miedzy interleuking znajdujacg sie
wewnatrz komorki i wydzielang do podtoza. Wydaje sie, iz fragment polisacharydowy
efektywniej indukuje sekrecje interleukiny 1 [83, 8s8]. Toksyna o m. cz. 20-30 kDa, produ-
kowana przez niektore szczepy Staphylococcus aureus, izolowana od pacjentow z zespotem
szoku toksycznego okazata sie réwnie silnym czynnikiem indukujacym synteze IL-1jak LPS

**Kompleksy immunologiczne powstajace przy nadmiarze antygenu indukuja synteze
IL-1 invitro [36]. Lektyny i antygeny indukujg synteze IL-1 przez stymulacje limfocytow T
i synteze przez nie limfokin aktywujacych makrofagi lub monocyty. Supernatanty poho-
dowlane limfocytéw, stymulowanych swoistymi antygenami, komdrkami allogenicznymi
badz Con A, dodane do hodowli makrofagéw indukuja produkcje IL-1 [13, 28].
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Istotnym etapem w zainicjowaniu produkcji IL-1 jest stymulacja samej btony komérko-
wej komorek produkujacych. Zjawisko fagocytozy nie ma wptywu na indukcje syntezy IL-1.
Hodowla monocytéw w obecnosci stymulatora i zwigzkéw hamujacych fagocytoze, takich
jak cytochalazyna B, kolchicyna, nie zaktdca syntezy i wydzielania interleukiny 1 [18, 80],

Istniejgjednak doniesienia, iz fagocytozajest waznym etapem w procesie indukcji syntezy
IL-1 przez komérki LGL stymulowane bakteriami [2]. Adherencja makrofagéw do po-
wierzchni szklanych lub plastikowych powoduje juz aktywacje makrofagow i synteze IL-1
bez dodatkowej stymulacji [43]. Sugeruje to jednoczes$nie, iz adherencja nie moze by¢

TABELA 2. Czynniki indukujace synteze IL-1

Czynniki Zrédio
literaturowe

Mikroorganizmy:

wirusy [98]

bakterie [2,18,61,80]
Produkty pochodzenia bakteryjnego i innych mikroorganizméw:

endotoksyny bakterii Gram-ujemnych [6,43, 83,109]

egzotoksyny patogenicznych szczepéw bakterii [61]

sktadniki Sciany komérkowej o wiasciwosciach adiuwantowych [112]

$ciany komorkowe [63]

polisacharydy drozdzy [131,132]
Kompleksy immunologiczne [36]
Antygeny:

antygeny bakteryjne [21]

alloantygeny [28,131]
Czynniki zapalne:

C5a [110]

krysztaty mocznika [27]

krzem [66]
Lektyny roslinne [13, 26, 127]
Cytokiny:

CSF [90,104]

IL-2 [5n

IFN-y [44,54,5n

IFN-a [44]

TNF [79,85,91]
Czynniki syntetyczne:

dwupeptyd muramylowy [24,135]

kwas poliinozyno-policytydylowy [128]

metodg oczyszczania populacji makrofagéw i monocytéw, gdyz powoduje jednoczes$nie
zmiane stanu fizjologicznego komarki.

Sktadniki dopetniacza indukujg synteze iwydzielanie IL-1 przez ludzkie monocyty krwi
obwodowej. Oczyszczony sktadnik C3a, jak i pozbawiony C-korcowej reszty argininy C3a
- C3a desArg, stymulowaty synteze IL-1 [53]. Niskie stezenia preparatéw rzedu 10 M
wystarczaty do rozpoczecia syntezy wewnatrzkomaérkowej IL-1, natomiast stezenia 10-100
razy wieksze wymagane byty do uwolnienia interleukiny do podtoza hodowlanego. Sktad-
niki komplementu C5a i pozbawiony argininy - C5a desArg indukowaty w spos6b zalezny
od dawki wydzielanie IL-1 juz po 2 godzinach inkubacji z monocytami cztowieka [110].
Woydzielanie IL-1 przez monocyty w obecnosci sktadnikow dopetniacza nie byto hamowane
po dodaniu polimyksyny B. Znane sg takze doniesienia o braku syntezy interleukiny 1 pod
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wpltywem stymulacji sktadnikami dopetniacza [7]. Rozpuszczalne lub optaszczone na
nos$niku sktadniki dopetniaczaC3b, iC3b, C3d, C3a, C5a, Ba, Bb nie indukowaty produkcji
IL-1 przez ludzkie monocyty. Autorzy doniesienia zastrzegaja, iz uzywali do badan wysoce
oczyszczonych preparatdéw pozbawionych zanieczyszczer endotoksyng. Wazng role w
produkcji IL-1 odgrywa ekspresja antygendw Il klasy gtownego uktadu zgodnosci tkanko-
wej [48,126]. Przeciwciata monoklonalne anty-la blokujg produkcje IL-1 przez makrofagi
otrzewnowe szczura stymulowane endotoksyng. Makrofagi hodowane bez czynnikéw sty-
mulujacych stajg sie la-negatywne po 24-48 godzinach inkubacji i tracg zdolno$¢ do
prezentowania antygenu. Monocyty cztowieka stymulowane LPS tracg zdolnos$¢ do syntezy
IL-1 po 24 godzinach hodowli. Hodowla komdrek w obecnosci indometacyny zapobiega
utracie antygenéw Il klasy MHC i odblokowuje produkcje IL-1. Zatem ekspresja antyge-
now la bagdZz DR jest istotna zarbwno w procesie rozpoznawania antygenu, jak i produkcji
interleukiny 1. Nie wiadomo, w ktorej fazie produkcji IL-1 koniecznyjest udziat antygenéw
la: aktywacji, syntezie czy uwalnianiu do podioza. Korelacje miedzy ekspresja antygenow
lailL-1zwigzangzbtong komérkowg potwierdzajg obserwacje, iz do indukcji interleukiny
koniecznyjest bezposredni kontakt makrofagoéw i limfocytow T [108].

Cytokiny moga bezposrednio indukowaé synteze IL-1 badz tez modulowac jej pro-
dukcje stymulowang innymi czynnikami, najczesciej produktami pochodzenia bakteryjne-
go lub bakteriami. Zapewne jest to naturalna regulacja syntezy i aktywnosci interleukiny 1
zachodzgca in vivo. Fizjologicznym induktorem syntezy IL-1 przez neutrofile jest GM-CSF
(granulocyte, macrophage-colony stimulatingfactor) czynnik stymulujacy powstawanie ko-
lonii neutrofilowo-makrofagowych [90]. Wreszcie sama IL-1 moze stymulowaé swojg
whasng synteze. Komérki $rodbtonkowe naczyn krwiono$nych syntetyzujg interleukine 1
pod wptywem stymulacji rekombinowang ludzkg IL-1 [139]. Limfokiny produkowane
przez limfocyty T: IL-2 i IFN-y aktywuja funkcje monocytéw i w konsekwencji wzmagaja
odpowiedZ immunologiczng. In vitro oba te czynniki bezposrednio nie indukujg syntezy
IL-1, lecz jg wzmagajg w hodowlach monocytdéw stymulowanych LPS [44, 54,57],

Ludzkie komorki srodbtonkowe i fibroblasty wykazujg aktywnos$é IL-1 zwigzanej z
btong w wyniku stymulacji TNF—a i TNF-R [79,85]. TNF-a produkowany przez aktywo-
wane makrofagi jest silniejszym stymulatorem syntezy IL-1 niz TNF-R produkowany przez
aktywowane limfocyty [91]. Wydzielanie IL-1 pod wptywem czynnikdw o r6znej strukturze
chemicznej, a w szczegblnosci w wyniku stymulacji komorek produktami pochodzenia
bakteryjnego, Swiadczy o jej istotnym udziale w mechanizmach odporno$ciowych organiz-
mu. Ciagle niewiele wiadomo o mechanizmach stymulacji makrofagdw, monocytow i
innych komarek przez tak rézne czynniki. Wiadomo, iz w stymulacji z pewnoscig posred-
nicza receptory powierzchniowe komérek.

CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA IL-1

Aktualnie przyjmuje sig, iz IL-1 nie jest ani preformowana, ani akumulowana w ko-
morce, lecz jest syntetyzowana de novo pod wptywem indukcji okre$lonymi czynnikami.
Biologicznie aktywny materiat wykrywany jest w ptynach pohodowlanych juz po 2-4
godzinach stymulacji komdrek. Interleukina 1jest polipeptydem wrazliwym na tempera-
ture: ogrzewanie do 56-60°C powoduje utrate 50% aktywnosci, a ogrzewanie przez 30
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minut w temp. 70°C powoduje jej catkowitg inaktywacje niezaleznie od rodzaju komoérek
produkujacych istopnia czystosci preparatu. Trypsyna i chymotrypsyna powodujg inakty-
wacje IL-1 ludzkiej i kréliczej, natomiast mysia IL-1 jest odporna na dziatanie tych dwéch
enzymow oraz papainy. Neuraminidaza i rybonukleaza nie niszcza aktywnosci biologicznej
interleukiny.

Badania struktury IL-1 dotycza gtéwnie materiatu aktywnego biologicznie izolowanego
z ptynéw pohodowlanych stymulowanych monocytéw cztowieka oraz pochodzacego z
lizatow komorek i btony plazmatycznej. Wyizolowano dwie odrebne formy molekularne
IL-1 0 masie czgsteczkowej 17,5 kDa, g r6znigce sie¢ punktem izoelektrycznym [30,49,111].
Giéwna formajest produkowana wwiekszej ilosci IL-1B, pi 7,0 oraz syntetyzowana w ilosci
100-krotnie mniejszej IL-la, pi 5,0. Odrebne cDNA kodujgmonocytarnglL-la i B. Kazdy
znich koduje prekursor interleukiny o m. cz. 31 kDa, ktory nastepnie ulega przeksztatceniu
do czasteczki 17,5 kDa, ktéra jest zasadniczg forma sekrecyjng izolowang z ptynéw
pohodowlanych. Wydaje sig, iz IL-1 jako jedyna spo$réd limfokin i monokin nie ma
sekwencji sygnalnej decydujacej o transporcie przez btone. Frakcje lizatdw komérkowych
0 masach czasteczkowych 23 kDa i 31 kDa wykazywaty w testach in vitro aktywnos¢ 1L-1.
Aktywowane monocyty wydzielaja biologicznie aktywng interleukine 1 0 m. cz. 23 kDa po
zadziataniu enzymami proteolitycznymi (trypsyna, plazming). Czynniki proteolityczne
moga zatem bra¢ udziat w regulacji uwalniania interleukiny na zewnatrz komarki.

Opisano czasteczki IL-1 0 r6znej masie czasteczkowej w zaleznosci od lokalizacji [10,
49]: 17 kDa - wydzielana zewnatrzkomdérkowo, 31 kDa - wewnatrzkomérkowa cytosolu i
23 kDa - obecna w cytosolu i btonie komérkowej. R6znica w masie czasteczkowej miedzy
IL-1 z supernatantu pohodowlanego (17 kDa) a IL-1 btonowg (23 kDa) moze wynikac z
obecnosci hydrofobowej sekwencji osadzonej w fosfolipidowej czesci btony plazmatycznej.
Istniejg jeszcze przypuszczenia, iz po zakonczeniu syntezy biatka ten fragment hydrofobo-
wy jest ucinany i zastgpiony przez glikofosfolipid, ktory zakotwicza biatko w btonie.

Z badan Mosleya i wsp. [106] wynika, iz aktywno$¢ biologiczng majg obie formy IL-la:
17,5 kDa i 31 kDa ijedynie forma 17,5 kDa interleukiny IB.

Istnieje obszerna dokumentacja dotyczaca heterogenicznosci form molekularnych lu-
dzkiej monocytarnej interleukiny 1. Krakauer [75,76] wyizolowata z supernatantéw poho-
dowlanych monocytéw cztowieka stymulowanych LPS dwie interleukiny 10 m. cz. 14 kDa
1punktach izoelektrycznych 5,1 i6,8. Z kolei, z supernatantu pohodowlanego komdérek
ludzkiej linii ostrej biataczki monocytarnej THP-1 wyizolowala tylko jedng IL-1: 14 kDa,
pi 6,8. Otrzymane interleukiny nie byly wigzane na kolumnie z sefarozg sprzezong z Con
A, co sugeruje brak udziatu reszt weglowodanowych w strukturze badz aktywnosci IL-1.
Chemiczna modyfikacja reszt argininy lub grup sulfhydrylowych interleukiny 1 o pi 6,8
niszczyta jej aktywnos$¢ biologiczng, natomiast nie wptywata na aktywnos¢ IL-1 o pi 5,1.
Obie formy IL-1 roznity sie wrazliwoscig na temperature (56°C, 30 min). Wskazuje to na
réznice w budowie trzeciorzedowej obu form molekularnych IL-1. Auron i wsp. [9]
wykazali w supematantach pohodowlanych monocytow krwi obwodowej cztowieka stymu-
lowanych LPS lub zabitg zawiesing Staphylococcus albus, obecnos¢ trzech form moleku-
larnych IL-1 o m. cz. 18 kDa i pl: 7,3; 5,9; 5,6. Proporcje tych form w supematantach
przedstawiaty sie odpowiednio 1000:10:1. Wewnatrzkomo6rkowa forma IL-1 byta prekur-
sorowa czgsteczka o m. cz. 32 kDa. lIhrie i Wood [60] wyizolowali z supernatantu poho-
dowlanego stymulowanych ludzkich monocytéw IL-1 15 kDa i pl 7,0 oraz kilka frakcji o
mniejszej aktywnosci w zakresie pl 4,5-5,8. Lepe-Zuniga iwsp. [89] wykazali, ze aktywno$¢
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zewnatrzkomdrkowej ludzkiej IL-1 zwigzana jest z frakcjg o m. cz. 15-17 kDa, natomiast
aktywno$¢ wewnatrzkomorkowej IL-1 roztozona jest w czterech frakcjach: 15; 26; 45; > 70
kDa. Traktowanie ostatnich trzech frakcji detergentami powodowato ich degradacje do
czasteczek 15 kDa. Obydwie pule IL-1: zewnatrzkomérkowa i wewngtrzkomdrkowa skta-
daly sie z trzech form molekularnych o pi 5,5; 6,1 i 6,7 wystepujacych w réznych propor-
cjach.

Heterogenicznos¢ form molekularnych interleukiny 1jest charakterystyczna takze dla
IL-1 otrzymanej z mysich linii monocytarnych [59, 103], makrofagéw kréliczych [s6, 123],
makrofag6w otrzewnowych szczura [68].

Badania nad klonowaniem DNA kodujgcego ludzka interleukine 1nie dajg odpowiedzi
na pytanie, czy rekombinowana IL-1 stanowi kompletng replikacje formy natywnej, acz-
kolwiek ich aktywnos$¢ w wiekszosci testow biologicznych jest nie do odréznienia [133].
Homologia w sekwencji kwaséw nukleinowych i sekwencji aminokwaséw miedzy IL-la i
IL-113 wynosi odpowiednio 45% i30%. Rekombinowana ludzka IL -la, produkowana przez
szczepy E. coli, charakteryzuje sie taricuchem polipeptydowym ztozonym z 271 aminokwa-
sow, z ktorych 154 aminokwasy C-koncowe decydujg o jej aktywno$ci biologicznej i
wykazuje 27% homologii sekwencji aminokwaséw wobec ludzkiej IL-IB [51]. Istniejg
doniesienia o wspélnych determinantach antygenowych IL-1 (form a i B) ludzkiej i mysiej
[59] oraz ludzkiej i krdliczej IL-1R [122],

Za pomocg przeciwciat monoklonalnych rozpoznano dwa epitopy na czgsteczce IL-IR
i wykazano, iz zablokowanie jednego z nich hamuje catkowicie aktywno$¢ biologiczng
IL-IR, a zablokowanie drugiego zmniejsza aktywno$¢ 10-krotnie [69]. Na r6znice w struk-
turze miedzy IL-la i IL-1R8 wskazuje dodatkowo fakt, iz zastosowanie przeciwciata mono-
klonalnego przeciwko ludzkiej 1L -1a neutralizuje aktywno$¢ wasnie tej formy, nie znoszac
aktywnosci IL-IR [67,143]. Badanie rozmieszczenia form molekularnych IL-1 za pomocg
przeciwciat monoklonalnych wykazato, iz na powierzchni monocytéw wystepuje IL-la, a
wewnatrz komérek IL-18 i IL-la [23].

Ostatnio wykazano, za pomocg przeciwciat monoklonalnych, iz ludzki ptyn owodniowy
zawiera materiat o aktywnosci IL-1 [130]. We frakcji o m. cz. 60-90 kDa wykazano obecnos$é
gtéwnie IL-IB, natomiast we frakcji 15-20 kDa - mieszanine IL-la i B. W ciagu ostatnich
lat okre$lono sekwencje aminokwasow ludzkiej IL-la i IL-IB, ktéra musi pozostac niena-
ruszona dla zachowania aktywnosci biologicznej interleukiny i zdolno$ci wigzania z recep-
torem komérkowym [105]. Dla IL-IR jest to sekwencja miedzy 120-266 aminokwasem, a
dlaIL-la - miedzy 128-267 aminokwasem. Ponadto przypuszcza sie, iz obecnosé argininy
jest krytyczna dla aktywnosci biologicznej IL-1.

, KINETYKA SYNTEZY I WYDZIELANIA IL-1

Indukcja syntezy interleukiny 1 przez jednojadrzaste komorki fagocytujgce wymaga
kontaktu komérki z czynnikiem indukujagcym przez 60 minut, a nawet krétszego. Aktywacja
komorki zwiazana jest z typowymi zmianami metabolizmu btonowego. Nie wiadomo, wjaki
sposob sygnat btonowy doprowadza do depresji i transkrypcji genu IL-1. Nie wiadomo
rowniez, w jaki sposéb dochodzi do indukcji syntezy i wydzielania IL-1 przez makrofagi
ptucne i monocyty krwi cztowieka w 24-godzinnych niestymulowanych hodowlach [73,134].
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Lepe-Zuniga i Gery [ss] wykazali produkcje wewnatrzkomdrkowej IL-1 przez ludzkie
monocyty w hodowlach niestymulowanych. Wydaje sie, iz indukcji syntezy IL-1 konieczny
jest bezposredni kontakt makrofagéw i limfocytéw T, uwalnianie rozpuszczalnych media-
torow przez limfocyty T i udziat produktéw bakteryjnych [108]. W celu zbadania Kinetyki
syntezy IL-1 postugiwano sie gtdwnie hodowlami monocytow badZ makrofagéw aktywo-
wanych endotoksynami S. minnesota, S. typhimiirium, E. coli, V. cholerae i P. aeruginosa.
Aktywnos¢ IL-1 badano w lizatach komorkowych isupernatantach pohodowlanych [109].
Najsilniejsza indukcja syntezy i wydzielania IL-1 obserwowana byta w hodowlach stymu-
lowanych LPS S. minnesota w zakresie dawek 10 ng cm's- 100 fg - cm'3. Synteze IL-1 o
poréwnywalnej aktywnosci indukowaty LPS E. coli w dawkach 10-krotnie wiekszych oraz
LPSV cholerae iP. aeruginosa w dawkach 1000-krotnie wiekszych. Aktywnos¢ interleukiny
1 wewnatrz komdrek obserwowano juz po godzinie hodowli z LPS. Szybki wzrost aktyw-
nosci postepowat do 4. godziny hodowli, osiggajac maksimum w s . godzinie i utrzymywat
sie prawie bez zmian do 24. godziny inkubacji. Aktywno$¢ IL-1 w supernatantach wykry-
wano po 2 godzinach inkubacji z endotoksyng. Wydzielanie IL-1 uzaleznione bylo od jej
syntezy de novo. Aktynomycyna D lub cykloheksamid catkowicie blokowaty ten proces. W
doswiadczeniach tych nie wykazano wydzielania IL-1 przez caty czas inkubacji komérek w
hodowlach niestymulowanych. Jednakze w hodowlach tych obserwowano aktywno$¢ wew-
natrzkomérkowej 1L-1 miedzy 2. a 6. godzing inkubacji i nagty jej zanik powyzej 6 godzin
hodowli. Stymulacja makrofagéw lub monocytéw w czasie od 0 do 24 godziny hodowli
indukowata synteze IL-1 o duzej aktywnosci biologicznej. Powyzej 24 godzin hodowli,
aktywnos$¢ spadata do 10% wartosci maksymalnej. Dodanie w tym czasie wiekszych ilosci
LPS nie odnawiato zdolnosci komérek do syntezy IL-1. Dodanie stymulatora w czasie
p6zniejszym nizwmomencie rozpoczecia hodowli ujawnito obnizenie syntezy IL-1 w czasie
24-godzinnej inkubacji ze stymulatorem. Z badan innych autoréw wynika, iz poziom IL-1
wydzielanej przez makrofagi i monocyty ludzkie do podfoza, wykazuje tendencje wzrosto-
wa do 48 godzin hodowli, przy czym ten wzrost aktywno$ci pomiedzy 24. i 48. godzing
inkubacji jest juz niewielki [39]. W hodowlach monocytéw cztowieka stymulowanych
lektynami (PHA, Con A) aktywnos$¢ IL-1 zwigzana z komdrka wykrywano po 12-24
godzinach stymulacji, a w podtozu hodowlanym miedzy 24.-48. godzing hodowli. mMRNA
dla IL-la i IL-IB pojawiaty sie w komoérce po 4 godzinach stymulacji, przy czym mRNA
dla IL-IR byto zawsze wiecej. W hodowlach niestymulowanych wykazywano mRNA dla
IL-I8 po 4 godzinach inkubacji w 37°C. W monocytach $wiezo izolowanych z krwi nie
wykrywano mRNA dla zadnej formy IL-1 [26].

Zaréwno IL-la, jak i IL-IR styntetyzowane sg w komérce w formie prekursorowe;j i
przetwarzane do formy biologicznie aktywnej [49]. Forma prekursorowa IL-la réwniez
wykazuje aktywno$é biologiczna. Zadna z interleukin nie zawiera klasycznej sekwencji
sygnalnej. W lizatach komérkowych odnajdywano jedynie formy prekursorowe, natomiast
w supernatancie pohodowlanym stwierdzano zawarto$¢ obu form IL-I8, 17 i 31 kDa, co
sugeruje, iz przemiana formy prekursorowej nie jest wymagana do zainicjowania fazy
sekrecji.

Kinetyka pojawienia sie i akumulacji formy prekursorowej i preformowanej IL-18 w
podiozu sg bardzo podobne [56]. Kinetyka wydzielania IL-1 jest unikalna w poréwnaniu z
innymi biatkami wydzielanymi zewnatrzkomérkowo. Znaczne ilosci IL-1 sg akumulowane
wewnatrz komorki. Wewnatrzkomdrkowy czas pottrwania wynosi odpowiednio dla IL-la
i IL-I8 15i 2,5 godziny. Kinetyka wydzielania obu form interleukiny stanowi odzwiercie-
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dlenie tej roznicy czasu pétrwania. IL-18 jest wydzielana w spos6b ciaglty poczawszy od 2.
godziny syntezy, natomiast wydzielanie IL-la jest op6znione o okoto 10 godzin. Wydaje
sig, iz wydzielanie obu form interleukiny 1 podlega regulacji przez odrebny mechanizm,
rézny od klasycznej drogi przez retikulum endoplazmatyczne.

Niemal jednoczes$nie z akumulacjg wewnatrzkomoérkowej, prekursorowej IL-1 wykaza-
no aktywnos$¢ IL-1 zwigzang z btong plazmatyczng [15,17,23,78,92,97]. Wydzielanie IL-1
nigdy nie jest kompletne. Zawsze wykrywana jest aktywno$¢ zwigzana z btong plazmatycz-
ng lub cytoplazmg. Ciggle nie wiadomo, jaki ostatecznie mechanizm jest odpowiedzialny
za zwigzanie IL-1 z btona. Istnieja r6zne biatka btonowe, kt6re sg kowalencyjnie wigzane
z fosfatydyloinozytolem. W czasie, gdy odbywa sie synteza tych biatek, majg one sekwencje
hydrofobowg w czesci C-koncowej. Natychmiast po syntezie fragment hydrofobowy jest
ucinany i zastapiony przez glikofosfolipid, ktoéry zakotwicza biatko w btonie. Wydaje sie,
iz ten rodzaj wigzania jest waznym mechanizmem specyficznego uwalniania z btony
komérkowej biatek, ktére nie majg sekwencji sygnalnej [10]. Niewykluczone, ze witasnie
takijest mechanizm wigzania IL-1 w btonie. Zezwala on na szybkie oderwanie si¢ IL-1 bez
niszczenia innych biatek btony. Sugeruje sie, iz obecno$é btonowej IL-1 jest wstepnym
warunkiem i koniecznym do jej wydzielania na zewnatrz komorek aktywowanych [97].
Hipotetyczny mechanizm wigzania IL-1 z btong wg Brod/ego i Durumé [17] przedstawia
rysunek 1.

Zaktada on glikozylacje formy prekursorowej IL-la 33 kDa i zwigzanie z btong w
sposob lektyno-podobny. Za takim modelem przemawiajg nastepujace obserwacje:

« Bionowa IL-1 jest eluowana ze stymulowanych makrofagéw za pomocg mannozy.

» Prekursor IL-la ulega glikozylacji w hodowli makrofagéw stymulowanych LPS.

« Inhibitory glikozylacji hamujg wydzielanie biologicznie aktywnej IL-1, co sugeruje,
izw jej uwalnianiu posredniczy receptor btonowy o swoistosci receptora dla lektyn.

» Krotka trypsynizacja powoduje uwolnienie prekursora IL-la do podioza.

Te koncepcje potwierdzajg badania Beuschera iwsp. [15], ktérzy zidentyfikowali mysia,
btonowg IL-1 jako forme prekursorowg IL-la 0 masie 33 kDa. Bakouche i wsp. [10],
badajac aktywnos$¢ interleukiny 1 we frakcjach komérkowych, wykazali, izjest ona zwiaza-
na z fragmentami btony, lizosomami i cytosolem. IL-1 w postaci prekursorowej wystepuje
w cytosolu, natomiast w formie aktywnej - we frakcji lizosomalnej. Sugeruje to innyjeszcze
mechanizm uwalniania IL-1 z komorki: przeksztatcenie prekursora w forme aktywng
wewnatrz komorki i wydzielanie przez pecherzyki lizosomalne.

Aktywnos¢ biologiczna btonowej IL-1 wzrasta po zwigzaniu z liposomami [11]. Podczas
aktywacji monocytéw LPS, liposomy transportujg endotoksyne do cytoplazmy [12]. Ge-
stos¢ czasteczek LPS na liposomach wptywa na stopien aktywacji monocytdéw, mierzony
syntezg wewnatrzkomorkowej IL-1, jej akumulacjg w btonie i wydzielaniem do podioza.
Liposomy posredniczg w aktywacji monocytéw LPS zaréwno na etapie syntezy IL-1, jak i
aktywacji mechanizmu sekrecyjnego i obydwa te procesy moga przebiegac niezaleznie.
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CZYNNIKI MODULUJACE SYNTEZE IL-1

Poziom interleukiny 1, wewnatrzkomdrkowej i wydzielanej na zewnatrz komérki, w
hodowlach stymulowanych ulega modyfikacji w wyniku dziatania na komérki produkujace
czynnikéw, takich jak: zwigzki farmakologiczne, skiadniki surowicy, cytokiny, wirusy,
produkty pochodzenia bakteryjnego.

Inhibitory syntezy biatek: cykloheksimid i puromycyna oraz inhibitory mRNA - ak-
tynomycyna D hamujg synteze IL-1 w sposéb zalezny od dawki [6]. Prostaglandyny i
prostacykliny redukujg produkcje interleukiny 1. Nie zaobserwowano wplywu na pro-
dukcje IL-1 inhibitorow cyklooksygenazy, takich jak indometacyna i ibuprofen. Cytocha-
lazyna B powoduje raczej wzmozenie produkcji I1L-1.

Aktywowane makrofagi wykazujg duza gestos¢ powierzchniowych receptoréw dla ste-
ryddw i nawet fizjologiczne dawki kortykosterydéw hamujg wydzielanie szeregu mediato-
roéw reakcji zapalnych. Preinkubacja monocytéw z deksametasonem lub hydrokortizonem
prowadzi do zahamowania syntezy i wydzielania interleukiny zaleznie od dawki. Przy
wiekszych dawkach (1.0 um hydrokortizonu i 0.1 pM deksametasonu) nie wykrywa sie
aktywnosci IL-1 w supernatantach pohodowlanych monocytéw, natomiast w lizatach
komérkowych obserwuje sie 50% aktywnosci maksymalnej uzyskiwanej w hodowlach
stymulowanych endotoksyng [s, 16, 124]. Hamowanie wydzielania IL-1 przez sterydy
zachodzi réwniez in vivo [125]. Najprawdopodobniej jest to wynikiem og6lnego hamuja-
cego wptywu sterydéw na funkcje makrofagéw i monocytéw. Nie moznajednak wykluczy¢
innych mechanizméw, takich jak wplyw na katabolizm IL-1 badZ bezpos$rednio na jej
synteze. Glukokortykoidy hamujg synteze IL-1 prawdopodobnie za pomocg dwdch réz-
nych mechanizméw:

1) blokowania transkrypcji mMRNA dla IL-1 podczas aktywacji monocytow,

2) blokowania potranskrypcyjnej syntezy przez indukcje przejsciowego wzrostu pozio-
mu cAMP [72].

Gangliozydy powodujg hamowanie wydzielania IL-1 przez monocyty stymulowane LPS
[19]. Sjalogangliozydy hamujg specyficzne wigzanie LPS z receptorami monocytéw unie-
mozliwiajgc przekazanie sygnatu powodujgcego uwolnienie IL-1 zwigzanej z btong na
zewnatrz komorki.

Antybiotyki - pochodne kwasu nalidiksinowego, cyprofloksacyna i pefloksacyna -
obnizajg poziom zewnatrzkomdrkowej IL-1 zaleznie od dawki [115]. Efekt hamujacy
obserwowano po 1-2 godzinach inkubacji monocytow z antybiotykami. Aktywnos$¢ IL-1
zwigzanej z komorka nie ulegata zmianie. Jednoczes$nie nie obserwowano modyfikacji
aktywnosci IL-1 spowodowanej reakcjg z wymienionymi antybiotykami. Cyklofosfamid,
dziatajacy immunosupresyjnie na funkcje makrofagéw, powoduje hamowanie produkcji
IL-1 in vitro i in vivo zaleznie od dawki [99].

Modyfikacja DNA odgrywa istotng role w kontroli ekspresji genéw dla IL-1 [74].
Komorki linii THP-1 stymulowane LPS syntetyzuja IL-1, natomiast komérki U 937.1 nie
produkujajej wwyniku takiej stymulacji. Po preinkubacji komérek U 937.1 z 5-azacytydyna
nastepuje synteza mRNA dla IL-I8 i uwalnianie interleukiny w hodowlach tych komérek
stymulowanych LPS. Pozioiri mRNA dla IL-I8 oraz wydzielanie interleukiny przez komor-
ki THP-1 ulegaty podwojeniu po traktowaniu azacytydyna. Nie zaobserwowano wzmozenia
syntezy IL-1 przez obie linie komoérkowe po dziataniu 5-bromodezoksyurydyny nawet w
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Rys. 1. Schemat wigzania prekursora IL-la z btong komérkowa, [17]

obecnosci stymulator6w. Zatem synteza IL-1 moze by¢ przynajmniej czeSciowo regulowa-
na przez metylacje DNA. Metabolity witaminy D3, znane z funkcji regulujgcej metabolizm
wapnia w organizmie, wzmagaja synteze IL-1 przez komdrki mysiej linii P388D1 stymulo-
wane Con A [58]. Sugeruje to, iz dziatanie witaminy D3 na szpik polega miedzy innymi na
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modulacji produkcji interleukin regulujgcych aktywnos$¢ komorek szpiku. Synteza IL-1
przez komorki P388D1 stymulowane LPS ulega wzmozeniu po dodaniu do hodowli
neurohormondw [70]. Zjawisko to potwierdza hipoteze dotyczaca roli neurohormonéw w
indukowaniu i podtrzymywaniu chronicznych stanéw zapalnych poprzez pobudzenie ko-
mérek uktadu immunologicznego, a wtym i produkcji IL-1. Sktadniki dopetniacza z reguty
powodujg wzmozenie syntezy IL-1 przez makrofagi i monocyty stymulowane LPS [110].
Poprzez mechanizm aktywacji dopetniacza w szeregu zjawisk biologicznych, takich jak
reakcje antygen-przeciwciato, sepsy bakteryjne, nekroza tkanek, dochodzi do syntezy i
wydzielania interleukiny 1. Znane sg przykfady hamowania aktywnosci IL-1 przez sktadnik
Clg dopetniacza lub kompleksy immunologiczne potgczone z Clg w hodowlach niekto-
rych linii limfoblastoidalnych komaérek B [52].

Niektore cytokiny modulujg produkcje IL-1 przez komorki stymulowane. Ludzkie
monocyty krwi obwodowej hodowane in vitro réznicujg sie w makrofagi i tracg zdolnos¢
do sekrecji IL-1 w odpowiedzi na LPS. Inkubacja monocytéw z IFN-"*lub IFN-a przez 24
godziny hodowli zapobiega utracie zdolnosci sekrecyjnych. Rdznice w dziataniu obu
interferon6w ujawniaja sie podczas dtuzszej inkubacji [44,54,57]. Sam IFN-y nie indukuje
wydzielania IL-1, natomiast wzmaga je w hodowlach monocytdéw stymulowanych niskimi
dawkami LPS lub Staphylococcus aureus, niewystarczajgcymi do indukcji syntezy IL-1.
Ponadto IFN--y wykazuje zdolno$¢ reindukcji wydzielania IL-1 przez makrofagi, ktore
utracity whasciwosci sekrecyjne w czasie hodowli dtuzszej niz 48 godzin. Z kolei IFN —a
bezposrednio indukuje wydzielanie IL-1 przez monocyty, lecz nie wzmaga jej w obecnosci
stymulatoréw i nie powoduje jej reindukcji. TNF - czynnik powodujacy nekroze tkanki
nowotworowej moze sam indukowaé synteze IL-1 badz wzmagac jg w hodowlach stymu-
lowanych komarek [85, 91].

Udokumentowano regulacje syntezy i wydzielania IL-1 przez samg interleuking 1
zardwno in vitro, jak iinvivo [33,138]. IL-la indukuje ekspresje wiasnego genu oraz genu
IL-IB. W surowicy krélikbw szczepionych rckombinowang ludzka IL-la wykazywano
obecnos¢ kréliczej IL-1. Dodanie do hodowli jednojadrzastych komérek krwi obwodowej
cztowieka rekombinowanej ludzkiej IL-la powodowato indukcje syntezy IL-IR. IL-la
indukowata wtakich hodowlach synteze prostaglandyny E2 i byto to zwigzane z obnizeniem
syntezy IL-1B. Dodanie indometacyny do hodowli zapobiegato spadkowi produkcji IL-18
indukowanej wysokimi stezeniami IL-la. Wyniki te mogg mie¢ implikacje kliniczne, gdyz
sugeruja, ze inhibitory cyklooksygenazy, stosowane czesto do zredukowania stanu zapal-
nego, w ktdrym posredniczy IL-1, mogg interferowac ze zdolnoscig interleukiny do regu-
lowania jej wiasnej syntezy.

Okazuje sie, iz odwrotnie niz w przypadku stymulacji wydzielania IL-1 przez LPS
wspomaganej przez IFN-7 produkcja IL-1 indukowana interleuking 1 jest hamowana w
obecnosci interferonu 7. Efekt hamujacy IFN-7 ulega zniesieniu w obecnosci indometacyny
[47,137]. Bakterie lub sktadniki Sciany komdérkowej bakterii moga same stymulowac badz
modulowac¢ stymulacje syntezy IL-1 indukowang innymi czynnikami [63, 136]. Ostatnio
wykazano, ze infekcja ludzkich monocytéw i makrofagéw wirusem HIV-1 powodowata
obnizenie wydzielania IL-1 do 20% wartosci produkowanej przez komérki nie zainfeko-
wane w odpowiedzi na stymulacje lateksem lub LPS [119]. Udziat tak wielu r6znych
czynnikéw w modulacji syntezy i wydzielania IL-1 sugeruje, ze ekspresja interleukiny 1
podlega regulacji na réznych poziomach tych proceséw. Aktualny kierunek badan nad IL-1
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dotyczy mechanizmoéw jej dziatania i okreslenia w tafncuchu polipeptydowym sekwencji
aminokwasowych odpowiedzialnych za poszczeg6lne aktywnosci biologiczne.
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UDZIAL CYTOSZKIELETU
W PROCESIE ROZNICOWANIA KSYLEMU
W ROSLINACH WYZSZYCH

INVOLVEMENT OF THE CYTOSKELETON IN THE PROCESS
OF XYLEM DIFFERENTIATION IN HIGHER PLANTS

Wiestawa KUTERNOZINSKA
Zakltad Fizjologii Roslin Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

Streszczenie. W artykule przedstawiono badania dotyczace zmian ukfadu cytoszkieletu w procesie réznicowania
komérek roslinnych w elementy ksylemu oraz jego role w odktadaniu mikrofibryli celulozy. Poglady pierwszych
badaczy (lata sze$¢dziesigte) na role cytoszkieletu, a zwkaszcza mikrotubul, w procesie ksylogenezy zostaty
potwierdzone i rozszerzone przez nastepnych autoréw wykorzystujacych nowe techniki fluorescencyjne do
okreslenia zmian w ukfadzie cytoszkieletu oraz technike freeze-etching do badania struktur Golgiego. Na
podstawie danych przedstawionych w artykule, dotyczacych badan nad ksylogeneza oraz nad cytoszkieletem
komaérek zwierzecych, zwtaszcza nad biatkami umozliwiajacymi transport organelli wzdtuz mikrotubul, w ostat-
nim rozdziale podjeto probe podsumowania obecnie dostepnych wiadomosci 0 mechanizmie odktadania wtérnej
Sciany komorkowej.

Summary. Investigations concerning the changes of the cytoskeleton in the process of plant cell differentiation
to xylem elements and the role of the cytoskeleton in cell wall deposition are discussed. Views of the first
investigators (the 60s) on the role of the cytoskeleton, especially of microtubules, in the process of xylogenesis
were confirmed and extended by the authors who used new techniques of the cytoskeleton fluorescent labelling
and the freeze-etching technique to investigate changes in the Golgi apparatus. In the last paragraph the
presently available informations concerning the mechanism of secondaiy wall deposition are summarized.
Attention has been paid to the cytoskeleton, Golgi apparatus and plasma membrane co-operation in the process
of secondary wall deposition.

WSTEP

Odkrycie nowych struktur komérkowych zawsze nasuwato pytania dotyczace ich roli w
réznorodnych procesach zachodzacych w komérce. Newcomb [66] opisat r6znorodne
funkcje przypisywane mikrotubulom przez réznych autordéw juz szes¢ lat po odkryciu ich
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w komadrce rodlinnej przez Ledbetera i Portera [54]. Zwrdcit m.in. uwage na badania,
ktérych wyniki pozwolity sadzi¢, ze mikrotubule moga by¢ odpowiedzialne za symetrie
komarek rosdlinnych poprzez kontrolowanie procesu odktadania $ciany komérkowej. O-
pisane przez cytowanych przez niego autoréw rozmieszczenie mikrotubul pod biong
plazmatyczng w komorkach odktadajacych pierwotng lub wtérng $ciane komoérkowa
(mikrotubule biegng zwykle pod btong plazmatyczng réwnolegle do nowo odktadanych
mikrofibryli celulozy) potwierdzato przypuszczenia odkrywcéw mikrotubul, ze moga one
by¢ zaangazowane w tym procesie.

Cronshaw [10] na podstawie badar przeprowadzonych na komdrkach tytoniu réznicu-
jacych w elementy ksylemu doszedt do wniosku, ze enzymy syntetyzujgce celuloze znajdujg
sie w btonie plazmatycznej. Autor ten postugujgc sie technikg mikroskopii elektronowej
opisat réwniez wystepowanie licznych pecherzykéw Golgiego w poblizu btony plazmatycz-
nej oraz zakotwiczenie w niej mikrotubul.

Newcomb [66] uznat, ze brak jest dowoddéw, aby mikrotubule byty bezposrednio zaan-
gazowane w synteze mikrofibryli celulozy. Ich zwigzek z odktadaniem $ciany komérkowej
ma wedtug niego charakter posredni poprzez okreslanie orientacji nowo syntetyzowanych
mikrofibryli. Podobnie Pickett-Heaps i Northcote [70] sugerowali, ze mikrotubule kontro-
lujg kierunek poruszania sie¢ w btonie plazmatycznej enzymoéw syntetyzujacych celuloze i
w ten sposéb wptywaja na orientacje mikrofibryli.

Poglady te zostaty potwierdzone dzieki odkryciu w 1967 roku przez Taylora i wsp. [4,
5, 81], ze dimery tubuliny wigza kolchicyne, co uniemozliwia ich polimeryzacje. Jeszcze w
tym samym roku Pickett-Heaps [cyt. za s6] badajac wptyw kolchicyny na réznicowanie
ksylemu w siewkach pszenicy stwierdzit, ze zahamowanie funkcji mikrotubul nie hamuje
odktadania wtdrnej Sciany komérkowej, ale zaktoca jej wzor.

W ciggu Kilku nastepnych lat badania koncentrowaty sie na budowie zaréGwno mikrotu-
bul, jak i mikrofilamentow, ktorych gtdwnym sktadnikiem jest aktyna [35]. Zwracano uwage
na ich zaangazowanie réwniez w innych procesach przebiegajgcych w komarce roslinnej,
takich jak mitoza i ruchy cytoplazmy. Dane na temat mikrotubul, ich budowy i znanych do
1974 roku funkcji zostaty podane przez Kwiatkowska [51,52].

Badania sekwencji aminokwaséw a-tubuliny izolowanej z witek spermatozoidéwjezow-
caimoézgu kurczecia przeprowadzone w 1973 roku przez Luduena [cyt. za 35] oraz badania
krzyzowej reakcji w zelach serologicznych tubuliny izolowanej z réznych organizmoéw [11,
26] wykazaty, ze tubulina moze by¢ wysoko konserwatywnym biatkiem. Stwierdzonojednak
istotne rdznice we wrazliwosci tubuliny pochodzacej z r6znych struktur komorkowych na
takie czynniki, jak niska temperatura, kolchicyna lub enzymy proteolityczne [35],

Badania prowadzone w nastepnych latach koncentrowaty sie nie tylko na strukturze
biatek budujacych cytoszkielet, ale coraz wiecej uwagi poswiecano mechanizmom jego
dziatania in vivo. Stwierdzono, ze cytoszkielet jest dynamiczng strukturg, ktéra zmienia sie
zaréwno w trakcie przechodzenia komarki przez rézne fazy cyklu komaérkowego, jak i w
procesie réznicowania [8,12,15, 33,80].

Jednym z najczeSciej badanych in vivo i in vitro oraz najlepiej poznanych proceséw
réznicowania komorek roslinnych jest ksylogeneza [1,14, 48, 61,62, 69,82, 88, 90, 91]. W
miare wzbogacania wiedzy na temat réznych czynnikéw wplywajacych na indukcje i
przebieg procesow zmierzajacych do réznicowania komdrek w elementy ksylemu oraz
dzieki rozwojowi nowych technik umozliwiajgcych uwidocznienie elementéw cytoszkieletu
powrdcono réwniez do zagadnienia postawionego wczesniej: jaka jest rola cytoszkieletu w
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procesie réznicowania ksylemu [76]. Badanie tego zagadnienia w duzej mierze byio
mozliwe dzieki opracowaniu uktadu doswiadczalnego, w ktérym duzy procent komarek
mezofilu Zinnia elegans L. hodowanych in vitro réznicowatw elementy trachealne [17,18,
24,25,46,47,83]. Procesy roznicowania obserwowane wtym uktadzie, jak rowniezwinnych
uktadach in vitro, przypominajg réznicowanie komdrek proto- i metaksylemu w ros$linach

wyzszych [21] (rys. 1).

Rys. 1. Roznicujace sie w elementy trachealne komorki kalusa Haplopappusgracilis (Nutt.) A. Gray maja sia-
teczkowaty wzér wtornej sciany komdrkowej przypominajacy wzor sciany komorek protoksylemu (zdjecie ory-
ginalne, wykonane w Lab. Cytofizjologii Zaktadu Fizjologii Roslin PAN)

MIKROTUBULE

Badania uktadu mikrotubul w komérce roslinnej rozwinety sie w ostatnim dziesieciole-
ciu dzieki opracowanej przez Franke i wsp. w 1977 roku [cyt. za 53] metodzie immunolo-
kalizacji tubulin. W metodzie tej wykorzystuje sie monoklonalne przeciwciata szczura
skierowane przeciw tubulinie drozdzy [17, 18], a nastepnie znakowane barwnikami fluo-
rescencyjnymi przeciwciata kozle lub krolicze skierowane przeciw 1gG szczura [17,18].

Mikrotubule, jak wykazano, moga wystepowa¢ w rozmaitych obszarach cytoplazmy.
Mozemy wyroznic:

« mikrotubule kortykalne znajdujace sie pod btona plazmatyczna w komérkach beda-
cych w interfazie,

e przedprofazowe pasmo mikrotubul otaczajacych jadro komaérkowe,

< mikrotubule wrzeciona kariokinetycznego tworzonego podczas mitozy lub mejozy,
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e mikrotubule fragmoplastu [6,12, 28,43,53].

Komorki kambium w catych roslinach, jak i komaérki hodowane in vitro moga rozpoczaé
procesy roznicowania w elementy ksylemu, gdy sg w fazach Gi lub G2 cyklu komérkowego
[76, s6]. Z tego wzgledu interesujace z punktu widzenia badan ksylogenezy sa zmiany
utozenia i funkcji mikrotubul kortykalnych. Stwierdzono nastepujace zmiany:

1° Utozone sg one pod btong plazmatyczng tworzac nieregularng sie¢ w izodiametrycz-
nych komorkach [17,19, 20,30].

2° Moga by¢ regularnie utozone, poprzecznie do diugiej osi, w wydtuzajacych sie
komorkach [17,19,20].

3° Moga tez by¢ utozone rownolegle lub pod katem ostrym w stosunku do diugiej osi
komorki [18,45,56] (rys. 2a, b, c, d).

Rys. 2. Uktad mikrotubul kortykalnych w komérkach
mezofilu Zinnia elegans L. hodowanych in vitro: a, b,
¢, d - komdrki w trzy dni po rozpoczeciu hodowli, e -
komorka, ktéra odktada wtdrng Sciane komérkowa;
trzy dni po rozpoczeciu hodowli w 48% komdrek
mikrotubule ukfadajg sie réwnolegle do dtugiej osi
komorki (a); w 33% komdrek mikrotubule ukladajg
sie pod pewnym katem do dhugiej osi komérki (b); w
7% komorek mikrotubule sg utozone prostopadle do
dhugiej osi komorki (c); reszta komérek ma przypad-
kowy uktad mikrotubul kortykalnych (d) (schematy
wykonano na podstawie zdjecia 1 z [18]; (e) ukiad
mikrotubul kortykalnych odzwierciedla wzér odkta-
dania wtdrnej Sciany komdrkowej, ktdrej zgrubienia
znajduja sie nad mikrotubulami kortykalnymi zgrupo-
wanymi w pasma (schemat wykonano na podstawie
zdjecia 4a z [17])

Zmiany uktadu mikrotubul we wczesnych etapach ksylogenezy najdoktadniej badano
wrdznicujacych komérkach mezofilu Z. elegans hodowanych in vitro. W takich hodowlach
pierwsze elementy trachealne pojawiaja sie miedzy 4. as . dniem. Zanim jednak zacznie sie
odktadanie Sciany komorkowej, mikrotubule gromadzg sie w tych komoérkach w ciggte
pasma: pierscieniowe, spiralne lub siateczkowate, utozone pod btong plazmatyczng [17,
45]. Komorki takie wytwarzajg pdzniej wtorng Sciane komdérkowa odpowiednio typu
pierscieniowego, spiralnego badz siateczkowatego, przypominajacg $ciany komoérkowe
protoksylemu [21]. Jezeli hodowla jest kontynuowana, nastepuje w komérkach dodatkowe
odktadanie wtdrnej $ciany komoérkowej i wiekszo$é elementdw trachealnych, obecnych w
hodowli miedzy 10. a 13. dniem, ma wtdrng $ciane komdrkowa typu siateczkowatego lub
jamkowanego, przypominajacg sciane komoérek metaksylemu [21]. Uktad mikrotubul w
drugim typie komoérek zmienia sie przed rozpoczeciem procesu dodatkowego odktadania
wtdrnej $ciany komdérkowej. Nie rozstrzygnieto ostatecznie, czy mikrotubule pojawiajgce
sie w tych komorkach i kierujace dodatkowym odktadaniem $ciany komorkowej powstajg
z tubuliny syntetyzowanej de novo, czy tez wykorzystywana jest tubulina powstata po
dysocjacji poprzednich grup mikrotubul [21]. 1lo$¢ tubuliny w komo6rkach mezofilu Z.
elegans roznicujacych w elementy ksylemu gwattownie wzrasta, zanim widoczne sg zmiany
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morfologiczne, co wedtug niektdrych autorow wskazuje, ze réznicujace komorki syntety-
zujg tubuline do notto [22,23].

Z badan nad mikrotubulami znajdujagcymi sie w komérkach zwierzecych wynika, ze
rézne struktury zbudowane z mikrotubul zawierajg rézne typy tubulin a i 8. Tubulina moze
réwniez podlegac obrdbce potranslacyjnej, co determinuje jej zdolno$¢ budowania mikro-
tubul [12]. Wystepowanie réznych izotypéw tubulin a i zostato réwniez potwierdzone dla
niektérych komorek roslinnych [42]. Mozna wiec przypuszczac, ze tubulina wchodzaca w
sktad mikrotubul kortykalnych komorek odktadajgcych pierwotng Sciane komorkowa jest
odmienna od wchodzacej w ich sktad w komérkach réznicujacych w elementy ksylemu.

We wszystkich badanych dotychczas uktadach komadrek réznicujacych sie w elementy
ksylemuw komarkach, ktore jeszcze byty zywe, zawsze znajdowano mikrotubule pod btong
plazmatyczng w miejscach, gdzie odktadana byta wtérna $ciana komdrkowa [17,18,21,45,
72,73]. Ten zwigzek mikrotubul ze wzorem odktadania wtérnej sciany komorkowej zostat
potwierdzony rowniez przez liczne badania, w czasie ktorych traktowano komarki czyn-
nikami oddziatujgcymi na utozenie mikrotubul lub polimeryzacje tubuliny. Przykfadowo
kolchicyna, ktorej dodanie blokuje polimeryzacje tubuliny oraz hamuje synteze etylenu
[67], powoduje tworzenie nietypowej wtérnej Sciany komdrkowej w réznicujacych sie
komérkach mezofilu Z. elegans [25, 45], w regenerujacych $ciane komdrkowa protoplas-
tach Mougeotia [59] i wielu innych typach komérek [35]. APM (amiprophos-methyl),
herbicyd, ktéry prawdopodobnie hamuje synteze tubuliny selektywnie zmniejszajac ilo$¢
mRNA [9] lub wptywa na poziom wewnatrzkomérkowego wapnia [cyt. za 20] i wten sposéb
powoduje depolimeryzacje mikrotubul [20], wptywa na zmiane ksztattu komorek. Komérki
Z. elegans stajg sie kuliste i odktadajg wtérng $ciane komoérkowsg o wzorze innym niz w
komorkach kontrolnych [19]. Taksol (pochodna taksanu otrzymanego z Taxus brevifolia,
estryfikowana przy C-13), ktéry stabilizujagc mikrotubule oraz zwiekszajac ich liczbe [41]
hamuje podziaty komdrek HelL a i fibroblastow oraz zmienia rozktad i organizacje organelli
w neuronach [3], dodany do hodowli komdrek mezofilu Z. elegans przed wystgpieniem
typowych dla réznicowania zmian uktadu mikrotubul, powoduje odktadanie wtornej Sciany
komorkowej o nietypowych pasmach biegnacych réwnolegle do dtugiej osi komérki [20].
Cytochalazyna B, ktdéra wigzac sie do konica filamentu F-aktyny hamuje przylaczanie
nastepnych monomeréw aktyny, dédana do hodowli komérek mezofilu Z. elegans, w
ktorych uktad mikrotubul nie zmienit sie jeszcze z réwnolegtego do dtugiej osi komorki na
poprzeczny, powoduje rowniez powstanie komérek o wzorze wtérnej $ciany rownolegtym
do dbugiej osi komarki [45]. Etylen, ktdry jest wydzielany przez komorki poddane stresowi
oraz stymuluje ksylogeneze [75] i kontroluje lignifikacje [60], powoduje w traktowanych
nim komorkach epidermalnych epikotyli grochu i hypokotyli fasoli zmiane orientacji
mikrotubul [77], a takze zmiang orientacji mikrofibryli celulozy [2,65].

W zadnym z badanych dotychczas uktadéw nie stwierdzono, aby zmiany w uktadzie
mikrotubul lub ich depolimeryzacja hamowaty odktadanie $ciany komoérkowej. Potwierdza
to wspomniane wyzej przypuszczenia pierwszych badaczy zajmujacych sie w latach sze$¢-
dziesiagtych rolg mikrotubul w odkadaniu $ciany komoérkowej, ze mikrotubule zaangazo-
wane sg w proces orientacji mikrofibryli celulozy, a nie w samg synteze mikrofibryli.
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AKTYNA

Badania nad rozmieszczeniem F-aktyny w komérkach roslinnych mogtly sie rozwingé
dzieki opracowaniu technik wykorzystujacych znakowane barwnikami fluorescencyjnymi
fallotoksyny, np. falloidyne izolowang z Amanita phalloides [89]. Fallotoksyny wigzg sie z
filamentami F-aktyny stabilizujgc ich strukture [87] tak, Zze stajg sie one niewrazliwe na
czynniki depolimeryzujace (np. KJ), denaturacje cieplng i na dziatanie cytochalazyny B.
Znakowane barwnikami fluorescencyjnymi rodaming [43] lub izotiocyjanianem fluorescei-
ny [44,45], fallotoksyny pozwalajg okresla¢ potozenie filamentéw F-aktyny w komérkach.
Wykazano:

1° F-aktyna wystepuje w grubych pasmach cytoplazmy biegngcych od jadra w Kierunku
btony plazmatycznej oraz w warstwie korowej cytoplazmy w komdrkach bedacych w
interfazie.

2° Znajduje sie w przedprofazowym pierscieniu otaczajacym jadro.

3° Wchodzi w sktad wrzeciona kariokinetycznego.

4° Filamenty F-aktyny znajdujga si¢ rowniez miedzy podwdéjnym pierscieniem mikrotu-
bul fragmoplastu tworzac fragmosom.

5° Filamenty te t3czg dzielgce sie jadro z bocznymi $cianami komorki determinujac
ptaszczyzne podziatu [13, 55, 58].

Zmiany zachodzace w uktadzie filamentow F-aktyny w komdrkach roznicujgcych sie w
elementy ksylemu okazaty sie byé réwnie istotne jak zmiany w uktadzie mikrotubul. W
komorkach bedacych w interfazie filamenty F-aktyny sg utozone pod btong plazmatyczng
poprzecznie do dtugiej osi komérki, a rownolegle do mikrotubul kortykalnych w wydtuza-
jacych sie komérkach [55, 80] lub tworzg sie¢ lezacg miedzy chloroplastami a btong
plazmatyczng [44] (rys. 3). W komdrkach, ktdre otrzymaty sygnat do réznicowania, uktad

Rys. 3. Uktad filamentéw F-aktyny w komoérkach mezofilu Zinnia
elegans L. hodowanych invitro: a, b - w komdrkach, ktére jeszcze nie
rozpoczely réznicowania; c, d - w komérkach odktadajacych wtérng
Sciane komdrkowa; filmenty F-aktyny w komorkach nieréznicujacych
sie lezg pomiedzy chloroplastami a btong plazmatyczng (a) (schemat
wykonano na podstawie zdjecia la z [44]) lub sg utozone poprzecznie
do dtugiej osi komorki w wydtuzajacych sie komoérkach (b); w komér-
kach, ktére odktadajg wtorng sciane komérkowa, filamenty F-aktyny
zbierajg sie w okragte lub eliptyczne agregaty lezace miedzy mikrotu-
bulami (c); w czeéci komoérek F-aktyna uktada sie w dtuzsze pasma

réwniez lezagce miedzy mikrotubulami (d) (schematy wykonano
na podstawie zdje¢ 2a, d, g z [45])

ten zmienia sie. W najlepiej pod tym wzgledem zbadanych komorkach mezofilu Z. elegans
wspomniane struktury zanikaja [44], pojawiajg sie¢ natomiast grube wigzki filamentow
F-aktyny, rownolegte do dlugiej osi komérki. Potem i te struktury zanikajg, natomiast
mozna wykaza¢ obecnos$¢ ognisk organizacji filamentéw F-aktyny, same za$ filamenty
uktadajg sie poprzecznie do diugiej osi komorki. Natomiast w komérkach, ktore juz zaczety
odktada¢ wtorng Sciane komérkowa, filamenty F-aktyny znajdowano w przestrzeniach
miedzy mikrotubulami [44,*15, 50]. Wtérna $ciana komorkowa nie byta w tych miejscach
odktadana. Z badan Kobayashi i wsp. [45] wynika, ze cytochalazyna B dodana do hodowli
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komadrek mezofilu Z. elegans, zanim nastapig opisane wyzej zmiany uktadu filamentow
F-aktyny, powoduje odktadanie wtérnej $ciany komérkowej o nietypowym wzorze.

Fakt, ze w ro$linach wystepuje kilka genéw kodujacych aktyne inp. r6znice w sekwencji
aminokwaséw pomiedzy r6znymi formami aktyny wystepujacej w tej samej roslinie mogg
wynosi¢ kilka procent [40], pozwala rowniez przypuszczac, ze rdzne struktury obserwo-
wane w komdrkach, w ktdrych sktad wchodzi aktyna, sa tworzone przez rézne jej formy.

WZAJEMNE POWIAZANIE ZMIAN UKEADU
ROZNYCH ELEMENTOW CYTOSZKIELETU

Uktad poszczeg6lnych elementdw cytoszkieletu jest Scisle ze sobg powigzany. W odnie-
sieniu do komorek roslinnych dysponujemy informacjami dotyczacymi powigzan miedzy
zmianami ukfadow mikrotubul i filamentéw F-aktyny.

Traas i wsp. [cyt. za 58] stwierdzili, ze kortykalne filamenty F-aktyny tracity swoj
poprzeczny do diugiej osi komorki uktad, jezeli potraktowali komérki marchwi kremartem,
czynnikiem depolimeryzujagcym mikrotubule. Podobnie kolchicyna dziatajgca na mikrotu-
bule, dodana do zawiesiny rdznicujgcych sie w elementy ksylemu komorek mezofilu Z.
elegans uniemozliwita zajscie typowych dla réznicowania w tym uktadzie zmian utozenia
filamentdw F-aktyny [45]. Ci sami autorzy stwierdzili, ze w obecnosci cytochalazyny B,
ktéra hamuje polimeryzacje aktyny, nie zachodza zmiany w uktadzie mikrotubul. W obu
przypadkach odktadana przez komérki wtérna $ciana komdrkowa miata wz6r odmienny
od obserwowanego w komoérkach kontrolnych.

Trudno obecnie odpowiedzie¢ na pytanie, czy w proces ksylogenezy sa zaangazowane
inne niz mikrotubule i filamenty aktynowe sktadniki cytoszkieletu, gdyz brak jest informacji
0 wystepowaniu w komarkach roslinnych np. filamentéw posrednich (11 lim) i tensylino-
wych (2 nm). Ciekawe byloby zbadanie, jak zachowujg sie w trakcie réznicowania biatka
zwigzane z mikrotubulami (MAPSs) [s8], ktére mogg m.in. regulowac procesy polimeryzacji
ldepolimeryzacji a & dimeréw tubuliny [s]. Griffith i Pollard [29] wykazali, ze MAPs sg
niezbedne przy tworzeniu in vitro przez filamenty F-aktyny i mikrotubule komplekséw o
duzej lepkosci. Istotng role mogtyby tez petnié, jezeli wystepujg w komaorkach roslinnych,
biatka podobne do biatek odpowiedzialnych w komérkach zwierzecych za transport
organelli wzdtuz mikrotubul w przeciwnych kierunkach. Jedno z tych biatek - kinezyna,
odpowiedzialna za transport organelli w kierunku dodatniego korica mikrotubuli, rozni sie
pod wzgledem budowy i aktywnos$ci enzymatycznej od dyneiny i miozyny [79, 85]. Nie
stwierdzono dotychczas, aby kinezyna wywotywata ruch wzdtuz filamentéw aktyny [84].
Innym biatkiem odpowiedzialnym za ruch wzdtuz mikrotubul jest dyneina, przy czym
dyneina izolowana z rzesek wywotuje ruch w kierunku przeciwnym do ruchu wywotanego
przez kinezyne. Natomiast dyneina cytoplazmatyczna izolowana z Caenorhabditis elegans
umozliwia ruch w tym samym kierunku co kinezyna [84]. W uktadach in vitro dyneina
umozliwia przemieszczanie sie mikrotubul [78].

Nic nie wiadomo réwniez na temat roli w procesie ksylogenezy biatek zwigzanych z
aktyna. Stad tez nasze wiadomosci o wzajemnych powigzaniach miedzy poszczeg6lnymi
elementami sg niepetne. Trudno jest przewidywac, czy cytoszkielet komdrek roslinnych
posiadajacych Sciany komérkowe okaze sie by¢ tak skomplikowany jak komérek zwierze-
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cych, jednak badania organizacji cytoplazmy roslin nizszych wydaja sie sugerowac, ze jest
on duzo bardziej ztozony, niz sagdzono.

UKELADY ENZYMOW SYNTETYZUJACYCH CELULOZE

Dzieki zastosowaniu techniki freeze-etching w komaérkach roslin nizszych i wyzszych .
odktadajacych pierwotng lub wtérng $ciane komdérkowg udato sie wykaza¢ obecnos¢
struktur, ktére nazwano "rozetkami". Znajdowano je w btonie plazmatycznej od strony
cytoplazmy. Herth wykazat ich wystepowanie w btonie plazmatycznej Spirogyra [36], Vigna
radiata [37] i Lepidium sativum L. [38]. Obecno$¢ "rozetek™ w btonie plazmatycznej
wykazano takze w Glycine max [39], Funaria [74], Equisetum hyemale [16], Closterium sp.
[27] oraz Z. elegans [31]. Struktury te uwaza sie obecnie za enzymy syntetyzujgce celuloze.
Ich utozenie w btonie plazmatycznej pod zgrubieniami wtérnej $ciany komoérkowej w
komorkach roznicujacych sie w elementy ksylemu wskazuje na takg ich funkcje [31, 38].
Struktury te o $rednicy: ok. 26 nm - Equisetum hyemale [16], 24 nm - Z. elegans [31], 24
nm -Spirogyra [36], 25 nm - Lepidium sativum L. [38], 25 nm - Funaria [74], sktadajg si¢
z szesciu jednakowych podjednostek o srednicy & nm utozonych w ten sposéb, ze cata
struktura ma sze$ciokrotng o$ symetrii. Najmniejsza odlegto$¢ pomiedzy Srodkami dwdch
sgsiadujgcych ze sobg "rozetek” w btonie plazmatycznej Lepidium sativum L. wynosi ok. 35
nm [38]. Stwierdzono tez po drugiej stronie btony plazmatycznej wystepowanie kulistych
struktur o $rednicy 24 nm u Spirogyra [36] lub 30 nm u Lepidium sativum L. [38]. Struktury
te fgcza fibryle celulozy z btong plazmatyczng [27,36]. "Rozetki" i kuliste struktury wykazuja
te samg czestotliwo$¢ wystepowania w btonie plazmatycznej komaérek Lepidium sativum
L. réznicujacych sie w elementy ksylemu, co wskazywatoby, ze sg one czesciami tego
samego kompleksu syntazy [38]. Badania ilosciowe dotyczace gesto$ci rozmieszczenia
"rozetek" i szybkosci odktadania fibryli celulozy pozwolity obliczyé, ze potéwkowy czas
zycia tych enzymo6w wynosi ok. 10 min [cyt. za 27].

Dtugo nie byto wiadomo, w ktérym miejscu w komérce powstajg fibryle celulozy, czy
syntetyzowane sg przez enzymy zwigzane z btong plazmatyczng, czy tez powstajg w
aparacie Golgiego i potem w pecherzykach przenoszone sg na powierzchnie komorki.
Zwigkszenie aktywnosci aparatu Golgiego w komorkach mezofilu Z. elegans L. réznicuja-
cych w elementy ksylemu obserwowali w 1984 roku Burgess i Linstead [7]. Dopierojednak
Haigler i Brown [31] badajac te komorki przy uzyciu mikroskopu skanningowego wykazali
obecnos¢ takich samych jak w bionie plazmatycznej "rozetek" w btonach pecherzykow
Golgiego odrywajacych sie od diktiosomow. Rowniez w pecherzykach znajdujacych sie tuz
pod btong plazmatyczng, w miejscach gdzie odktadana jest wtérna $ciana komérkowa,
"rozetki" znajdowaty sie w btonach po stronie cytoplazmy.

O obecnosci w pecherzykach Golgiego materiatu przypominajgcego strukturg fibryle
celulozy donositw 1967 roku Cronshaw [10]. W zadnej jednak z wymienionych wyzej prac,
ktdérych autorzy stosowali techriikafreeze-etching, nie wspominajg oni o znalezieniu fibryli
celulozy wewnatrz pecherzykéw Golgiego. Biorgc pod uwage rozmiary pecherzykow
Golgiego, enzymow syntetyzujacych celuloze i dtugosc fibryli celulozy wydaje sie, ze sg one
syntetyzowane raczej po potgczeniu pecherzyka Golgiego z btong plazmatyczna.
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Nie ma dotychczas petnej odpowiedzi na pytanie, w jaki sposéb pecherzyki Golgiego
niosagce enzymy syntetyzujace celuloze sa kierowane do okreslonych obszaréw btony
plazmatycznej. Liczne badania prowadzone na komoérkach zwierzecych wskazujg, ze
pecherzyki Golgiego mogg by¢ transportowane wzdtuz mikrotubul [84]. W komérkach
roslinnychjednak dotychczas ani nie wykryto biatek odpowiedzialnych za transport wzdtuz
mikrotubul, ani nie wykazano, aby pecherzyki Golgiego w trakcie odktadania wtdrnej
Sciany komadrkowej byty transportowane wzdtuz mikrotubul. Jedynie dowody posrednie z
badan nad wptywem kolchicyny na odktadanie Sciany komérkowej pozwalajg przypusz-
cza¢, ze mikrotubule odgrywajg istotng role w transporcie pecherzykéw Golgiego nio-
sacych enzymy syntetyzujace celuloze. Enzymy syntetyzujace celuloze moga zapewne
przemieszczacé sie w btonie plazmatycznej wzdtuz mikrotubul [27,37].

MECHANIZM ODK{ADANIA SCIANY KOMORKOWEJ]

Na rysunku 4 przedstawiono schemat fragmentu komaérki réznicujacej sie w element
ksylemu na podstawie danych dotyczacych budowy i uktadu elementéw cytoszkieletu oraz
enzymoOw zaangazowanych w synteze fibryli celulozy. Zachowano proporcje rozmiar6w
poszczegOlnych struktur stosujac sie do postulatow przedstawionych w pracy Korohody
[49].

Podwdjna warstwa lipidowa, o grubosci ok. 6 nm [12, 32], bedgca podstawowym
sktadnikiem btony plazmatycznej i stanowigca zewnetrzng warstwe cytoplazmy, znajduje
sie pod $ciang komoérkowa. Pod powstajacym wtérnym zgrubieniem $ciany komérkowej w
odlegtosci ok. 10 nm od btony plazmatycznej [66] znajdujg sie liczne mikrotubule o $rednicy
24 nm [35], utozone réwnolegle do siebie i zakotwiczone w btonie za pomoca filamentéw
zbudowanych z nieznanych jeszcze biatek [57], odmiennych od F-aktyny. Filamenty F-ak-
tyny o $rednicy ok. 7 nm [34] znajduja sie pod btong plazmatyczng w miejscach, gdzie
wtdrna $ciana komérkowa nie jest odktadana. Prawdopodobnie sg one, podobnie jak w
komorkach zwierzecych, zakotwiczone w bionie plazmatycznej. Enzymy syntetyzujace
celuloze - "rozetki" znajduja sie w btonie pecherzykéw Golgiego i sg transportowane do
btony plazmatycznej. Srednica pecherzykéw Golgiego, transportujacych "rozetki" w ko-
morkach Z. elegans L., wynosi ok. 102 nm [31]. Pecherzyki te ulegajg fuzji z btong w
przestrzeniach miedzy mikrotubulami. W btonie plazmatycznej Closterium sp. i Vigna
radiata "rozetki" uktadajg sie w rzedy [27, 37]. Syntetyzowane przez enzymy tworzace
"rozetki" fibryle celulozy uktadaja sie po zewnetrznej stronie btony plazmatycznej. Srednica
mikrofibryli celulozy wynosi ok. 20 nm. Przypuszcza sie wiec, ze kazdy kompleks syntazy
syntetyzuje fibryle elementarne o $rednicy ok. 3,5 nm, ktére nastepnie tgczg sie wjedng
mikrofibryle [36].

Niekt6rzy badacze przypuszczaja, ze sita poruszajgca kompleksy syntazy w ptaszczyznie
btony plazmatycznej powstaje podczas krystalizacji celulozy [37, 38]. Inni twierdza, ze
kompleksy syntazy moga sie porusza¢ w strumieniu ptynacej btony plazmatycznej [64,65].
Mikrotubule miatyby zatem ogranicza¢ przemieszczanie si¢ "rozetek™ w ptaszczyznie
bocznej blony; jest to tzw. mechanizm kanalowy, ktdry wystarczajgco ttumaczy sposéb
odktadania mikrofibryli celulozy [27], Giddings i Staehelin [27] nigdy nie spotkali "rozetek"
lezagcych bezposrednio nad mikrotubulami, co ich zdaniem eliminuje mozliwo$¢ prze-
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mieszczania sie "rozetek" wzdtuz mikrotubul. Natomiast Herth [37] stwierdzit, ze jego
wyniki nie wykluczajg mozliwosci istnienia biatka o wysokim powinowactwie do mikrotu-
bul, ktére moze wigzac z nimi "rozetki" i w ten sposéb umozliwia¢ ruch enzyméw wzdiuz
mikrotubul. Preston [71] twierdzi, ze mechanizm kanatowy nie ttumaczy wystarczajaco
sposobu odktadania fibryli celulozy i sugeruje istnienie jeszcze innej sity niezaleznej od
mikrotubul, umozliwiajacej utozenie fibryli celulozy w sposéb wystepujacy w komaérkach
roslinnych.

Biorac pod uwage badania prowadzone na komérkach zwierzecych, z ktérych wynika,
ze transport organelli wzdtuz mikrotubul w przeciwnych kierunkach jest mozliwy dzieki
biatkom, takim jak kinezyna i dyneina, nie moze wykluczy¢ wystepowania w komérkach
roslinnych podobnych biatek umozliwiajacych transport organelli wzdtuz mikrotubul.
Mozna by wtedy odpowiedzieé na pytanie, dlaczego wtrakcie odktadania pierwotnej sciany
komorkowej "rozetki" znajdujg sie na catym obszarze btony plazmatycznej, a w trakcie
odktadania wtdrnej Sciany tylko w okreslonych jej rejonach. Poruszajace sie wzdtuz
mikrotubul pecherzyki Golgiego (powigzane z nimi hipotetycznym biatkiem) kierowane
bytyby do okre$lonych miejsc w btonie plazmatycznej. Wptyw mikrotubul na organizacje
aparatu Golgiego w komdrkach zwierzecych stwierdzili m.in. Moskalewski i Thyberg [63].
Nastepnie "rozetki" uktadatyby sie wzdtuz mikrotubul, po obu ich stronach, powigzane z
nimi innym lub tym samym biatkiem i mogtyby sie porusza¢ w przeciwnych kierunkach, co
ttumaczytoby fakt, ze mikrofibryle celulozy sg czasem przeciwnie ukierunkowane. Spoty-
kane w komérkach Closterium [27] odchylenie potozenia mikrofibryli od potozenia mikro-
tubul (nie wieksze niz kilka stopni) réwniez mogtoby by¢ wyjasnione tym mechanizmem.

Przedstawiony model mechanizmu odktadania Sciany komérkowej jest oczywiscie nie-
petny. Brak w nim informacji dotyczacych nie tylko innych elementdw cytoszkieletu, ktore
by¢ moze wystepujg w komérkach roslinnych, ale rowniez danych dotyczacych innych
biatek znajdujacych sie w tym obszarze blony plazmatycznej. R6wniez sam mechanizm
odk#adania fibryli celulozy nie jest do korica wyjasniony. Szczegélnie skape sa wiadomosci
o0 procesach regulacyjnych odpowiadajgcych za zmiane ukiadu elementéw cytoszkieletu
lub za gwaltowny wzrost syntezy tubuliny w rdznicujgcych sie komorkach. Brak jest
dotychczas informacji o sposobie regulacji aktywnosci aparatu Golgiego, a zaden z cyto-
wanych w tym artykule autoréw nie wspomina o zmianach aktywnosci genéw kodujacych
biatka cytoszkieletu podczas réznicowania sie komoérek w elementy ksylemu.
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WSPOLZALEZNOSCI MIEDZY ORGANIZACJA
MIKROFILAMENTOWI METABOLIZMEM
W KOMORKACH NIEMIESNIOWYCH

MUTUAL INTERACTIONS OF ACTIN FILAMENTS
AND METABOLISM IN NON-MUSCLE CELLS

Jan KAJSTURA

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego,
Uniwersytet Jagiellonski

Streszczenie. Zebrano wyniki badan $wiadczacych, ze mikrofilamenty, précz wypetniania funkcji zwigzanych z
ruchliwoscia i wiasciwosciami mechanicznymi komoérki, moga by¢ zaangazowane w wielu innych procesach.
Przedyskutowano wzajemne zwigzki miedzy mikrofilamentami a metabolizmem energetycznym komoérek. Wska-
zano na znaczenie zjawiska adsorpcji enzymow glikolitycznych i rybosomoéw na F-aktynie. Przytoczono wyniki
prac wskazujacych, ze mikrofilamenty moga bra¢ udziat w procesach regulujagcych rozmnazanie komérek.

Summary. The paper presents the results of experiments, which provide data suggesting that actin Filaments can
be involved in many cellular processes, extending their role far beyond that of the *'driving force™ of cell migration
or the factor determining the mechanical properties of a cell. Mutual dependence of F-actin organization and
energy metabolism is discussed. The adsorption of glycolytic enzymes and ribosomes on F-actin and its
significance for cellular metabolism is pointed out. The experimental evidence in favour of the hypothesis that
actin filaments may participate in processes controlling DNA synthesis is recapitulated.

WSTEP

Aktyna stanowi¢ moze do 10% wszystkich biatek zawartych w komérkach niemigénio-
wych [15,44], Ponad potowa aktyny zawartej w komorce wystepuje w formie spolimeryzo-
wanej (F-aktyna), tworzac mikrofilamenty [44,94]. Mikrofilamenty czesto zorganizowane
sgq w wiagzki, zwane fibrylami (stress fibers, wtékna naprezeniowe). Procz F-aktyny w ich
sktad wchodza: miozyna, tropomiozyna, a-aktynina, filamina, kinaza lekkiego tancucha
miozyny, kaldesmon (biatko wigzace kalmoduling) [63]. Wigzki mikrofilamentdw przycze-
pione sg do btony plazmatycznej przez biatko winkuline. Spetniajg one w komdrce dwie
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zasadnicze funkcje: biorg udziat w determinowaniu mechanicznych wiasciwosci komorek
oraz wraz z innymi biatkami tworzg system kurczliwy komorki. Na tych funkcjach mikro-
filamentéw skoncentrowana jest wiekszos¢ prowadzonych badan. W ostatnich latach
zbiera si¢ jednak coraz wiecej dowoddéw na to, ze mikrofilamenty zaangazowane sg takze
w innych procesach zachodzgcych w komdrkach. Wskazywac¢ moga na to korelacje aktyw-
nosci ruchowej, a wiec czynnosci bezposrednio zwigzanej z organizacjg mikrofilamentéw,
z innymi aktywnosciami komdrek. Od dawna znana jest korelacja aktywnosci ruchowej z
glikolizg i oddychaniem tlenowym [13, 57] oraz z intensywnoscig rozmnazania komaérek
[18,42,58]. Wystepowanie takich korelacji wydaje sie wskazywac, ze rola mikrofilamentow
moze wykracza¢ poza udziat w zjawiskach zwigzanych z réznymi formami ruchliwosci i
determinowaniem mechanicznych wtasciwosci komorki.

Istnienie korelacji miedzy stanem organizacji mikrofilament6w i regulacjg metabolizmu
komérki ilustrowa¢ moga dwa przykltady, zwigzane z podstawowymi problemami biologii
komarki, a ktdrych mechanizm do tej pory nie zostatjeszcze poznany.

Pierwszy przyktad dotyczy mechanizmu zjawiska zalezno$ci wzrostu komérek od przy-
czepienia do podioza statego ( ang. anchorage dependence) [91]. Zjawisko to polega na
tym, ze komarki prawidtowe pozostajgce w zawiesinie nie sa zdolne do rozmnazania [76]
i pozostajg zatrzymane w fazie Gi cyklu komoérkowego [59,80]. Przeniesieniu komdrek do
ptynnej pozywki towarzyszg zmiany w organizacji mikrofilamentéw w komaorce (rys. 1).
Komoérki pozostajace w zawiesinie nie majg mozliwosci aktywnej lokomocji, a mikrofila-
menty sg w nich zlokalizowane jedynie w postaci sieci umiejscowionej pod btong komor-
kowa, przy czym nie sg one zorganizowane w fibryle [100]. Dla fibroblastéw zarodka
kurczecia stwierdzono ponadto, ze zawarto$¢ F-aktyny jest czterokrotnie nizsza w komor-
kach zawieszonych w ptynnym $rodowisku niz w komorkach rozptaszczonych na podtozu
statym [55].

Drugie ze wzmiankowanych zjawisk to tzw. "kontaktowe zahamowanie rozmnazania"
[99]. Zjawisko to polega na tym, ze komdrki hodowane in vitro po utworzeniu zwartej
warstwy komorek i utworzeniu wzajemnych kontaktéw - czemu towarzyszy zahamowanie
lokomocji - przestajg sie namnazaé. | w tym przypadku obserwuje sie zmiany organizacji
mikrofilamentéw (rys. 1) wyrazajace sie obnizeniem liczby wigzek mikrofilamentéw oraz
spadkiem ilosci F-aktyny w komaérkach [7]. Pomimo wielu watpliwo$ci wysuwanych wobec
thumaczenia zahamowania rozmnazania komérek przez ich wzajemne kontakty [28,46,92],
zwiagzek ruchliwosci komérek z aktywnosciag podziatowa wydaje sie by¢ dobrze udokumen-
towany [1"8,42,53,54,81,105]. Aktywnos$¢ ruchowa komaérki jest zwigzana z funkcjonalnym
stanem mikrofilamentow wkomadrce. Wydaje sie zatem, ze doktadniejsze poznanie wptywu
organizacji uktadu mikrofilamentéw na metabolizm komérki, i odwrotnie, wptywu meta-
bolizmu komérki na zachowanie sie mikrofilamentow moze wyjasni¢ niektore zjawiska
zachodzgce w hodowli komorek in vitro, w szczeg6lnosci te, ktore dotycza korelacji miedzy
réznymi przejawami aktywnosci ruchowej a metabolizmem, czy nawet kontrolg syntezy
DNAw komérkach. Celem niniejszego przegladujest przedstawienie aktualnych tendencji
w tej dziedzinie badan.
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Rys. 1. Rozktad filamentéw aktynowych w komérce prawidtowej hodowanej in vitro: a) przekréj przez ko-
morke zawieszong w ptynnym $rodowisku, b) komérka rozptaszczona na podtozu statym, c) komérki zahamo-
wane we wzroscie w zageszczonej hodowli
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WPLYW METABOLIZMU ENERGETYCZNEGO KOMORKI
NA MIKROFILAMENTY

Oczywistym podtozem zwigzku miedzy aktywnoscia metaboliczng komorki ijej apara-
tem kurczliwym jest dostarczanie energii do ruchu komoérek. Dawniejsze badania sugero-
walty, ze tylko glikolizajest szlakiem metabolizmu energetycznego dostarczajacym energie
potrzebna do ruchu komorek [41]. Wykazano, ze zablokowanie glikolizy, np. przez podanie
2-deoksyglukozy powodowato zahamowanie aktywnosci ruchowej komorek, a préby sty-
mulacji oddychania tlenowego przy zahamowanej glikolizie przez podanie pirogronianu
nie powodowaty przywro6cenia ruchliwosci komdrek. Pdzniejsze badania doprowadzity
jednak do wniosku, ze znacznie lepszym substratem oddychania tlenowego w komérkach
hodowanych invitro jest glutamina [85]. Stymulacja oddychania tlenowego komorek przez
glutamine pozwala na przywrdcenie ruchliwosci komérkom nawet przy zablokowanej
glikolizie [53, 54], Zatem zaréwno glikoliza, jak i oddychanie tlenowe moga dostarczaé
energie potrzebna do ruchu komérek.

Podobnych informacji dostarczyty badania nad zmianami organizacji mikrofilamentéw
zachodzacymi pod wptywem hamowania réznych szlakéw metabolizmu energetycznego
komoérki. Chociaz badania te prowadzone byty na kilku roznych typach komérek, pocho-
dzenia fibroblastycznego i nabtonkowego, to wyniki otrzymane dla rozmaitych komdrek
byty wzajemnie zgodne. Potgczone dziatanie inhibitorow glikolizy (np. 2-deoksyglukoza,
brak glukozy w pozywce) i inhibitoréw oddychania (np. NaNR, antymycyna A) prowadzi
do rozpadu zorganizowanych wigzek mikrofilamentow [12, 89]. Zahamowanie samego
tylko oddychania tlenowego nie powoduje tak drastycznych zmian w organizacji mikrofi-
lamentow. Zahamowanie samej tylko glikolizy przez oksamid, bedacy inhibitorem dehy-
drogenazy mleczanowej [26], réwniez nie powoduje zmian w organizacji mikrofilamentow
w komorce [g]. Jedynie zastosowanie substancji rozsprzegajacych [12,89] lub cyjanku [89]
jako inhibitorow oddychania powodowato rozpad wigzek mikrofilamentow, sugerujac, ze
utrzymanie ich organizacji jest zalezne wyfgcznie od oddychania. Taka interpretacja moze
by¢ jednak btedna, poniewaz KCN w uktadzie pozakomérkowym powoduje - w takich
samych stezeniach jak uzywane do hamowania oddychania - rozpad nici aktomiozyno-
wych i uwalnianie z nich F-aktyny [8]. Nie mozna zatem wykluczy¢ wystepowania bezpo-
$rednich oddziatywan KCN i wigzek mikrofilamentéw w komérce, nie zwigzanych z
hamowaniem oddychania. Z kolei o substancjach rozsprzegajgcych wiadomo, ze przez
obnizenie potencjatu w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej wywotuja one uwol-
nienie jonéw wapniowych zmagazynowanych w mitochondriach, co powoduje wzrost
stezenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie podstawowej [33, 34]. Wzrost cytoplaz-
matycznego stezenia jonow wapniowych prowadzi z kolei do zmian organizacji uktadu
mikrofilamentdw [93], przypominajacych zmiany zachodzace pod wptywem substancji
rozsprzegajacych.

Analiza danych uzyskanych w powyzej omowionych doswiadczeniach prowad2| do
whniosku, ze utrzymanie organizacji mikrofilamentéw w komérce zalezne jest od dostar-
czenia energii, przy czym energia ta moze pochodzi¢ zaréwno z glikolizy, jak i zoddychania
tlenowego. Whnioski te pozostajg w zgodzie z wnioskami wynikajacymi z doswiadczen, w
ktérych badano szybkos$¢é migracji komdrek. Stwierdzono, ze szybko$¢ migracji jest taka
sama w komarkach, w ktérych aktywna jest tylko glikoliza, jak w komaérkach, w ktérych
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aktywne jest tylko oddychanie tlenowe [53, 54]. Co wiecej, w obu tych przypadkach
szybkos¢ migracji komorek jest o okoto 40% nizsza niz szybko$¢ migracji komorek, w
ktorych zaden szlak metabolizmu energetycznego nie zostat zablokowany. Interesujace
wyniki uzyskano w doswiadczeniach, w ktérych poddawano komorki dziataniu cytochala-
zyny B lub D i obserwowano, jak hamowanie poszczeg6lnych szlakéw metabolizmu en-
ergetycznego wplywa na zmiany organizacji mikrofilamentéw indukowane przez
cytochalazyny. Cytochalazyna D powoduje przecinanie wigzek mikrofilamentow, powsta-
jace krotsze fragmenty wiazek nie majac kontaktu-z btong komérkowa kurczg sie izoto-
nicznie [62], wskutek czego dochodzi do tworzenia sie lokalnych agregatow zawierajgcych
F-aktyne. Proces ten wymaga dostarczenia energii [43, 90] i towarzyszy mu spadek wew-
natrzkomorkowego stezenia ATP [98]. ATP zuzywane jest najprawdopodobniej w reakcji
refosforylacji ADP pojawiajgcego sie na utworzonych wolnych koncach mikrofilamentow
w wyniku ich rozcinania przez cytochalazyne D [98], jest tez zuzywane przez ATP-aze
miozynowa podczas izotonicznego skurczu wigzek mikrofilamentéw. Wykazano, ze obec-
no$¢ cytochalazyny D nie wptywa na intensywno$¢ oddychania komérek. Jezeli jednak w
komorkach zablokowana zostanie glikoliza, oddychanie zwieksza sie po dodaniu cytocha-
lazyny D. Na podstawie tego doswiadczenia sugerowano, ze do reakcji skurczowej wigzek
mikrofilamentéw energia dostarczana jest wylacznie przez glikolize. Tego typu badania
dotyczgjednak szybkich zmian w konsumpcji ATP przez kurczgace sig izotonicznie wigzki
mikrofilamentow.

Zmiany te majg charakter przejsciowy [98] i nie moga by¢ w petni poréwnywalne z
procesami zuzycia ATP przez uktad aktomiozynowy podczas migracji komarek, kiedy
osiggany jest stan rownowagi stacjonarnej miedzy procesami zuzycia i produkcji energii
[20]. Wykazano ponadto, zejezeli komorki preinkubuje sie przed dziataniem cytochalazyny
B z azydkiem sodu (inhibitor transportu elektronéw w faricuchu oddechowym) lub oligo-
mycyng (inhibitor ATP-azy mitochondrialnej), zmiany w organizacji mikrofilamentow
zachodzg o wiele wolniej [11, 12]. Przy rownoczesnym blokowaniu glikozy i oddychania
komérek dochodzi réwniez do zahamowania reakcji mikrofilamentéw na dziatanie cyto-
chalazyny D [43]. Zatem wyniki badan dotyczace reakcji wigzek mikrofilamentéw na
dziatanie cytochalazyn wskazuja, ze energia réwniez dla tej reakcji moze by¢ dostarczana
zarowno przez glikolize, jak i oddychanie tlenowe, podobnie jak energia do lokomocji i do
utrzymania organizacji mikrofilamentéw w komaérce.

Wiekszo$¢ ombwionych powyzej badan dotyczyta wptywu zahamowania metabolizmu
energetycznego na zachowanie sie tych mikrofilamentéw, ktére zwigzane sg z lokomocja
lub zachowaniem ksztattu komoérek. Inne zbadane formy organizacji F-aktyny - pierscien
podziatowy ijadrowe fibryle aktynowe indukowane sulfotlenkiem dimetylu [37] - nie sg
naruszane przez obnizenie wewnatrzkomérkowego stezenia ATP [89].

Interesujgce wyniki uzyskano w doswiadczeniach dotyczacych wplywu trombiny na
zachowanie sie mikrofilamentow w ptytkach krwi. Wykazano, ze 4,5-difosforan fosfatydy-
loinozytolu, ktéry posredniczy jako sktadnik cyklu fosfatydyloinozytoli w reakcji ptytek na
trombine, powoduje uwolnienie zwigzanej z profiling monomerycznej aktyny i tworzenie
nowych mikrofilamentow [64, 65]. Dane te wskazujg zatem, ze cykl fosfatydyloinozytoli,
odgrywajacy role w transdukcji sygnatow z receptoréw btonowych [10], moze bezpos$rednio
wptywac na mikrofilamenty.
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Wiekszos¢ doswiadczen, ktorych wyniki przedstawione zostaty powyzej, koncentrowata
sie na wptywie metabolizmu energetycznego na zachowanie sie mikrofilamentéw w ko-
morce. Z drugiej strony istnieje wiele danych dotyczacych wpltywu mikrofilamentéw na
metabolizm komérki. W komérkach migrujacych zaréwno glikoliza, jak i oddychanie sg
bardziej intensywne w poréwnaniu z komérkami nieruchomymi, niezaleznie od tego, czy
ruch komérek zahamowany jest przez wzajemne kontakty komérek [13, 57,75], czy przez
zawieszenie komdrek w ptynnym Srodowisku [57]. Powstaje zatem pytanie, czy taka zmiana
metabolizmu komdrek moze by¢ zwigzana ze zmianami w funkcji mikrofilamentéw? Dane
przedstawione na poczatku pracy sugeruja, ze tak moze by¢ w istocie. Zaréwno glikoliza,
jak i oddychanie tlenowe dostarczajg energii do ruchu komérek. Zwiekszony metabolizm
energetyczny migrujagcych komérek moze by¢ wobec tego wyttumaczony istnieniem zalez-
nosci glikozy i oddychania od potencjatu fosforylacyjnego i tadunku energetycznego
komorki [3, 30]. Aktywnos$é produkcji ATP w glikolizie i w oddychaniu tlenowym jest
zalezna od aktywnosci ATP-azowej hydrolizujagcej ATP do ADP i Pi i w ten sposob
wptywajgcej na tadunek energetyczny i potencjat fosforylacyjny [3, 20, 30, 84]. Uktad
aktomiozynowy tworzony przez biatka wchodzace w sktad wigzki mikrofilamentéw jest
jednym z uktadéw ATP-azowych komérki. Sprzezenie zwrotne miedzy produkcjg ATP i
jego hydroliza przez aktomiozyne moze by¢ zatem odpowiedzialne za stymulacje metabo-
lizmu energetycznego w migrujagcych komaorkach [20, 53, 61].

Blizszego wyjasnienia wymaga problem, czy wysoki metabolizm energetyczny komorek
migrujacych jest rzeczywiscie warunkowany aktywnoscig uktadu kurczliwego. Kontakto-
wemu zahamowaniu ruchu towarzyszy bowiem najczesciej zahamowanie innych proceséw,
w tym takze syntezy makromolekut. Intensywna synteza makromolekutjest czesto uwazana
za czynnik stymulujacy wysoki metabolizm energetyczny komérek [38, 77]. Rzeczywiscie,
badania przeprowadzone na komérkach HelLa i L wydajg sie potwierdzac takg zalezno$¢
[50,87]. Hamowanie syntezy biatka w réznych fazach cyklu komérkowego lub hamowanie
syntezy DNA w fazie S powodowato spadek metabolizmu energetycznego tych komérek.
Uogolnianie wynikéw tych badain moze jednak budzi¢ zastrzezenia, poniewaz przeprowa-
dzono je na komérkach o charakterze nowotworowym, a wiec 0 zmienionej organizacji
mikrofilamentoéw, przy tym pomiary oddychania prowadzone byly w zawiesinie, a wiec
komorki nie mogty wykazywaé aktywnej lokomocji.

Do odmiennego wniosku doprowadzity badania prowadzone na komérkach, ktére
maja mozliwos¢ aktywnej lokomocji. Otrzymano dane, wskazujace, ze w tych warunkach
synteza makromolekut nie jest czynnikiem warunkujacym wysoki metabolizm energetyczny
komorek. Zahamowanie w migrujgcych komdrkach syntezy DNA przez 2’-deoksyguano-
zyne nie powoduje istotnych zmian w natezeniu zaréwno glikolizy, jak i oddychania, przy
czym dziatanie 2 -deoksyguanozyny nie ma wptywu na szybko$¢ lokomocji komérek [53,
54], Wykazano ponadto, ze zmiany aktywnosci metabolizmu energetycznego w zageszcza-
jacej sie hodowli komorek nie sg skorelowane z aktywnoscia syntezy biatka. Po utworzeniu
zwartej warstwy komorek, czemu towarzyszy kontaktowe zahamowanie ruchu, spada
aktywnos¢ glikolityczna i oddychanie [9, 13], natomiast poziom syntezy biatka nie ulega
zmianie [9]. Powyzsze wyniki $wiadcza o tym, ze wysoki poziom metabolizmu energetycz-
nego w migrujacych komdrkach jest rzeczywiscie bezposrednio wynikiem konsumpcji
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energii w procesach zwigzanych z migracjg. Natomiast zmiany poziomu metabolizmu
energetycznego zwigzane z syntezg makromolekut mogg stac sie znaczace tylko wtedy, gdy
komorki pozostajg w zawiesinie.

W ostatnich latach zwraca sie coraz czesciej uwage takze na strukturalne powigzania
miedzy enzymami glikolizy a elementami cytoszkieletu. Cho¢ dawniej enzymy glikolityczne
zaliczano do "enzymoéw rozpuszczalnych”, na poczatku lat siedemdziesigtych wykazano
wigzanie sie enzymoéw glikolizy z F-aktyng w komorkach miesni prazkowanych [1, 2].
Wszystkie z przebadanych enzymow glikolizy wigzaty sie z F-aktyng. Zdolno$¢ do wigzania
sie z G-aktyng wykazywata jedynie aldolaza, powodujac przy tym jej agregacje [1]. WyKka-
zano réwniez, ze przytaczenie aldolazy do F-aktyny powoduje aktywacje tego enzymu -
podwojenie Vmax i dziesieciokrotny wzrost Km wzgledem fruktozo-1,6-difosforanu. Dane
te sugerowaty, ze wigzanie sie enzymow glikolizy z F-aktyng mogto by mie¢ znaczenie dla
regulacji aktywnosci glikolizy w komdrkach. Rownoczesnie stwierdzono jednak, ze wiele
czynnikéw powoduje odrywanie sie enzymow glikolitycznych od F-aktyny. Do czynnikow
tych nalezy fruktozo-I,6 -difosforan i inne metabolity posrednie glikolizy, a takze fizjolo-
giczna sita jonowa [2]. Te ostatnie wyniki zadecydowaty o tym, ze zjawisku wigzania
enzyméw glikolitycznych z mikrofilamentami przestano przypisywa¢ znaczenie fizjolo-
giczne.

Nowa fala zainteresowania oddziatywaniami enzyméw glikolizy z F-aktyng rozpoczeta
zostata badaniami przeprowadzonymi przez Clarke’a i Mastersa [21, 22]. Przebadali oni
ponownie oddziatywania enzymow glikolitycznych i F-aktyny i stwierdzili, ze jezeli stezenie
F-aktyny jest takie, jakie wystepuje w komarce, to nawet w wyzszej niz fizjologiczna sile
jonowej dochodzi do adsorpcji enzyméw na F-aktynie. Badajac wiazanie enzymow gliko-
litycznych do oczyszczonej F-aktyny z migsni bydlecych stwierdzono, ze fosfofruktokinaza,
aldolaza fruktozodifosforanowa, kinaza pirogronianowa, dehydrogenaza mleczanowa, de-
hydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerolowego oraz izomeraza glukozo-e-fosforanu silnie
wigzg sie z F-aktyng oraz z kompleksem F-aktyna-tropomiozyna-troponina. Wzrost steze-
nia jonéw wapniowych i fruktozo-s -fosforanu silnie stymuluje przytaczanie sie aldolazy,
dehydrogenazy mleczanowej i kinazy pirogronianowej. Dla pozostatych enzymow glikolizy:
izomerazy triozofosforanowej, kinazy fosfoglicerynianowej, mutazy fosfoglicerolowej,
hydratazy fosfopirogronianowej (enolazy) i heksokinazy stwierdzono jedynie niewielkie
wigzanie do F-aktyny. W nastepnych latach doniesiono réwniez o wigzaniu sie enzymow
glikolitycznych z F-aktyng tkanek niemiesniowych [24]. W czasteczkach niektérych enzy-
moéw glikolizy (fosfofruktokinaza, dehydrogenaza aldehydu difosfoglicerolowego, aldola-
za) zidentyfikowano miejsca specyficznego wigzania F-aktyny [48,49].

Dalsze badania potwierdzity, ze enzymy glikolizy nie tylko tgczg sie w fizjologicznych
warunkach z F-aktyna, ale - podobnie jak wykazywano w starszych pracach - réwniez w
tych warunkach F-aktyna moze wptywac na aktywnos¢ enzymdw glikolizy.' Wykazano, ze
aldolaza, ktdra wigze sie z aktyna tworzgac struktury parakrystaliczne [24], wykazuje wzrost
powinowactwa do substratu (difosforan fruktozy) i wzrost szybkosci maksymalnej katali-
zowanej reakcji [104]. Podobnie po przylgczeniu sie do F-aktyny kluczowego enzymu
glikolizy - fosfofruktokinazy nastepuje wzrost zardwno Km i Vmax dla tego enzymu [69].
Cho¢ nie przebadano tego w fizjologicznej sile jonowej, w nizszej sile jonowej adsorpcja
na F-aktynie poteguje aktywacje fosfofruktokinazy przez AMP iprzeciwdziata hamowaniu
aktywnosci tego enzymu przez cytrynian i ATP. Zatem adsorpcja fosfofruktokinazy zmie-
nia nie tylko kinetyczne wasciwosci enzymu, ale takze zdolno$é do regulacji jego aktyw-
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nosci. Biorgc pod uwage, ze fosfofruktokinaza jest kluczowym enzymem regulujagcym
aktywnos$¢ szlaku glikolitycznego, nalezy sie spodziewac, ze ilos¢ i organizacja mikrofila-
mentéw moze wplywac na aktywnos¢ glikolityczng komérek.

Wyniki prac dotyczacych oddziatywan enzymdw szlaku glikolitycznego i F-aktyny
wskazujg na mozliwos¢ tworzenia mikroprzedziatdbw w komaorce przez mikrofilamenty.
Mikroprzedziatami okre$la sie obszary cytoplazmy réznigce sie od siebie stezeniem roz-
puszczonych substancji (np. jonéw, biatek), nie bedace jednak odgraniczone od siebie
barierg tworzong przez btone. Rola mikroprzedziatdw w regulacji metabolizmu energe-
tycznego zostata wykazana dla komorek miesni gtadkich, w ktérych istniejg dwa fizycznie
oddzielone od siebie, szlaki glikolizy. Sg one regulowane niezaleznie od siebie, przy czym
jeden z nich jest stymulowany przez ATP-aze Na+/K+, a drugi przez ATP-aze aktomio-
zynowa [72]. Prawdopodobna wydaje si¢ zatem mozliwo$¢ tworzenia mikroprzedziatow
dla szlaku glikolitycznego przez mikrofilamenty réwniez w komorkach niemie$niowych [s,
25].

Zjawisko adsorpcji i aktywacji enzymow na F-aktynie moze by¢ réwniez jednym z
mechanizmoéw regulujgcych aktywnos$¢ glikolityczng komorek. Przyktadem zjawiska, w
ktorym uwidacznia sie wptyw organizacji mikrofilamentéw na aktywnos$¢ glikolizy, sa
zmiany w wymaganiach energetycznych zachodzgce podczas rozptaszczania sie komorek,
do ktorego dochodzi po zetknigciu sie komoérki zawieszonej w ptynnym Srodowisku ze
statym podtozem. Rozptaszczanie sie komorek, podczas ktérego nastepuje uorganizowa-
nie sie cytoszkieletu, w tym mikrofilamentéw, jest procesem wymagajagcym dostarczenia
energii [s, 56,100]. Przy rozpoczeciu rozptaszczania F-aktyna zlokalizowana jest jedynie
w postaci podbtonowej sieci, jej ilos¢ jest znacznie mniejsza niz w komoérkach rozptasz-
czonych [55]. W tych warunkach dziatanie na komdrki antymycyng A - inhibitorem
tancucha oddechowego - catkowicie hamuje rozptaszczanie komorek [6]. W miare jednak
postepowania rozptaszczenia komaorek rozwija sie uorganizowany szkielet wigzek mi-
krofilamentéw i wzrasta ilo$¢ F-aktyny w komérce. Dodanie antymycyny A na tym etapie
rozptaszczania nie powoduje juz zahamowania dalszego przebiegu tego procesu. Zalez-
no$¢ wczesnych etapéw rozptaszczania wylgcznie od oddychania interpretuje sie jako
wskaznik matej aktywnosci enzymow glikolitycznych w komdrce z nie wyksztatconym
cytoszkieletem F-aktynowym [6].

Zaskakujace byto odkrycie, ze istnieje rowniez mozliwos¢ bezposredniego wptywu
enzymow glikolizy na organizacje mikrofilamentéw w komdérce. Wykazano, ze po dodaniu
fosfofruktokinazy do komérek metoda mikroiniekcji dochodzi do szybkiego zaniku wigzek
mikrofilamentdw w komérkach [36]. W tym sposobie dziatania fosfofruktokinaza przypo-
mina jedno z biatek regulujacych zachowanie sie aktyny w komoérce - gelsoline [108] i
podobnie jak gelgolinajest zalezna od obecnosci jonéw wapniowych [109]. Cho¢ gelsolina
nie wykazuje aktywnosci wzgledem substratu fosfofruktokinazy, to inne liczne podobiens-
twa biochemiczne i immunologiczne [36] otwierajg mozliwo$é domystéw na temat wspol-
nych ewolucyjnych zwigzkéw fosfofruktokinazy i gelsoliny, co moze takze by¢ rozszerzone
na inne enzymy glikolizy i pozostate biatka tgczace sie z mikrofilamentami i regulujgcymi
ich organizacje.

Interesujace sa réwniez dane dotyczace mozliwosci odgrywania przez filamenty akty-
nowe roli w procesie syntezy biatka. Pod koniec lat siedemdziesigtych stwierdzono, ze
polirybosomy i mMRNA nie sg wymywane z komdrki po potraktowaniu jej niejonowym
detergentem, np. Tritonem X-100, lecz zostajg przyczepione do pozostajgcych w tych
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warunkach elementow cytoszkieletu [s6]. Inkubacja cytoszkieletu wypreparowanego przy
uzyciu Tritonu X-100, a Wiec majacego zwigzane mRNA prowadzi w uktadzie bezkomér-
kowym do syntezy takiego samego profilu biatek, jakie aktualnie syntetyzowane sg w
komoarce, z ktorej wypreparowano cytoszkielet [101]. Réwniez czynniki inicjacji translacji,
elF2, elF3, elF4a, elF4b sg wzbogacone we frakcji cytoszkieletowej [47]. Na podstawie
tych przestanek stwierdzono, ze przyczepienie polirybosomoéw do cytoszkieletu jest warun-
kiem koniecznym dla syntezy biatka [19, 47]. Wykazano takze, ze podczas procesow
roznicowania mioblastéw linii Le, mMRNA kodujgce specyficzne dla réznicowania biatka
moga stuzy¢ do syntezy biatka tylko po zaadsorbowaniu na elementach cytoszkieletu [4,5].
Badania prowadzone z uzyciem kolchicyny i cytochalazyny B wykazaty, ze tylko cytocha-
lazyna B powoduje odczepienie polirybosoméw od cytoszkieletu i dziata hamujaco na
biosynteze biatka [47,66]. Poniewaz cytochalazyna B dziata na mikrofilamenty [16], mozna
wnioskowaé, ze to one sg tym sktadnikiem cytoszkieletu, do ktérego przyczepiajg sie
polirybosomy. Mozna zatem postulowaé, ze organizacja mikrofilamentéw w komarce
moze mie¢ wptyw rowniez na poziom biosyntezy biatka. Brak jednak do tej pory bardziej
szczegbtowych badan, szczeg6lnie przeprowadzonych w uktadzie bezkomérkowym, mo-
gacych potwierdzi¢ istnienie tego typu zwigzkdow.

WPLYW MIKROFILAMENTOW )
NA REGULACJE ROZMNAZANIA KOMOREK

Wielostronno$¢ poznanych juz wzajemnych zwigzkéw miedzy funkcja mikrofilamentéw
a aktywnoscig komérki pozwala oczekiwaé, ze moga one okazac sie elementem zaangazo-
wanym w kontrole rowniez innych funkcji komérki. Jednym z najbardziej dyskutowanych
obecnie problemdw jest mozliwo$¢ udziatu mikrofilamentéw w regulacji syntezy DNA i
podziatdw komdrek [s, 31]. Warto przy tym zaznaczyé, ze udziat mikrofilamentéw w
regulacji rozmnazania komérek sugerowany byt, zanim jeszcze powszechnie zaakcepto-
wano wystepowanie aktyny w komoérkach niemiesniowych [58]. Jednym z przykiadéw
przedstawionych we Wstepie niniejszego przegladu byto istnienie zaleznosci m A zy przy-
czepieniem i rozptaszczeniem komorek prawidtowych na podiozu a ich zddlgoscig do
podjecia syntezy DNA i wzrostu. Poniewaz rozptaszczeniu komorek towarzyszy uorgani-
zowanie cytoszkieletu, sugerowano, ze organizacja filamentéw aktynowych w komérce
moze by¢ czynnikiem wplywajacym na synteze DNA. W szeregu prac wykazano, ze nie
tylko sam fakt przyczepienia, lecz réwniez stopien rozptaszczenia ma znaczenie dla syntezy
DNA w komdrkach [17,35]. Wydaje sie jednak mato prawdopodobne, aby sam ksztatt byt
wytgcznym czynnikiem kontrolujgcym rozmnazanie komoérek. Wiadomo jednak, ze sita
adhezji, wptywajac z jednej strony na ksztalt komérki [35] wptywa jednocze$nie na orga-
nizacje mikrofilamentéw [52, 60, 106]. Wedtug obecnych pogladéw komoérka przyczepia
sie do podtoza w specyficznych miejscach tzw. focal contact [40]. Wobec tego mozna
sugerowac, ze podtoze komdrkowe wplywajac z jednej strony na ksztatt komarki, wptywa
réwniez na organizacje mikrofilamentdw iw ten sposéb wywiera swoje dziatanie na synteze
DNA. W badaniach nad stymulacjg proliferacji komérek w hodowli w ptynie nie zawiera-
jacym surowicy wykazano, ze niektdre czynniki stymulujgce podjecie syntezy DNA zwiek-
szajg stopien rozptaszczenia komérek, a niektére zmniejszajg go. Wszystkie natomiast
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przebadane czynniki (surowica, insulina, cgzogeniczny ATP) powodujg zwiekszenie mi-
gracji komorek [81]. Zatem roéwniez te badania wskazujg, ze stopien rozptaszczenia niejest
bezposrednio zwigzany ze zdolnoScig komdrek do podejmowania syntezy DNA. Na zaan-
gazowanie mikrofilamentow w mechanizmach stymulacji syntezy DNA wskazujg réwniez
doswiadczenia, wktérych wykazano, ze dihydrocytochalazyna B hamuje stymulacje syntezy
DNA przez czynniki wzrostowe w komdrkach 3T3 [73], przy czym istotne jest, ze ta
pochodna cytochalazyny B nie hamuje transportu glukozy przez btone komérkowa [67].

Znaczne zmiany w organizacji mikrofilamentow w komoérce stwierdzono takze po
stymulowaniu komarek nieproliferujgcych do syntezy DNA przez peptydowe czynniki
wzrostowe. W fibroblastach 3T3 po stymulacji do rozmnazania przez PDGF obserwowano
zanik wigzek mikrofilamentéw, ktoéry poprzedzony byt zniknieciem winkuliny z miejsc
kontaktu komorki z podtozem [45], przy czym nie obserwowano wptywu stymulacji syntezy
DNA na filamenty posrednie i mikrotubule. W innej pracy przeprowadzonej na takich
samych komdrkach wykazano, ze stymulacja syntezy DNA powoduje rozbicie wszystkich
elementow cytoszkieletu, tj. mikrofilamentéw, mikrotubul i filamentéw posrednich [14].
Warto w tym miejscu wspomnie€ o roli przypisywanej mikrotubulom w regulacji prolife-
racji [83]. Cho¢ niektorzy autorzy uwazaja, ze zawartos¢ i organizacja mikrotubul nie jest
zwigzana z regulacjg syntezy DNA [14,45], inni zaktadaja, Zze depolimeryzacja mikrotubul
jest etapem koniecznym do zapoczatkowania syntezy DNA [27, ss]. Metodg mikrofluory-
metrii skanujacej z uzyciem przeciwcial monoklonalnych przeciw tubulinie wykazano
jednak, ze stopien polimeryzacji mikrotubul w komérkach, ktérych rozmnazanie zostato
zahamowane przez duza gesto$¢ w hodowli, pozostaje niezmieniony [51]. Mozna wobec
tego przypuszczaé, ze - przynajmniej w przypadku mechanizmu zaleznego od gestosci
zahamowania wzrostu - stopieA polimeryzacji mikrotubul nie odgrywa bezposrednio roli
w regulacji rozmnazania komorek.

Rowniez ekspresja genow aktyny wydaje sie by¢ skorelowana z regulacjg wzrostu
komorek. Wykazano, ze indukcja syntezy DNA w komorkach 3T3 przetrzymywanych w
niskim stezeniu surowicy jest poprzedzona wzrostem syntezy aktyny [se]. Wykazano takze,
ze w komarkach, ktérych wzrost zalezny jest od przyczepienia do podtoza, a przetrzymy-
wanych w zawiesinie, synteza aktyny ulega znacznie wigkszemu ograniczeniu niz synteza
innych hAek. Rowniez po wysianiu komérek przetrzymywanych w zawiesinie na podtoze
state dooEodn do wzrostu syntezy aktyny, przy czym w szczycie tego wzrostu synteza aktyny
stanowi 25% ogdlnej syntezy biatka [31, 32].

Korohoda i wsp. zwrdécili uwage, ze funkcje aparatu kurczliwego komorki indukuja
réwniez zmiany rozmieszczenia jonéw Ca“+ wewnatrz komorki [61]. Poniewaz wzrost
stezenia jonow wapniowych w cytoplazmie podstawowej jest czynnikiem zaangazowanym
w stymulacji syntezy DNA [29, 82, 102], mozliwo$¢ wptywu aparatu kurczliwego przez
gospodarke wapniowa na procesy regulujace synteze DNA powinna by¢ takze brana pod
uwage.

Istnieje rowniez mozliwos¢ oddziatywania mikrofilamentéw na synteze DNA poprzez
ich wptyw na metabolizm energetyczny komérek. Wysoki metabolizm energetyczny proli-
ferujgcych komérek dostarcza metabolitéw do syntezy prekursoréw syntezy DNA - deok-
syrybonukleozydow [53,54,70,78, 79], przy czym synteza tych metabolitow wydaje sie by¢
wazniejsza niz sama tylko produkcja energii [68, 71, 110]. Czy rozmiar puli prekursoréw
jest czynnikiem regulujgcym podjecie syntezy DNA, jest pytaniem wcigz otwartym [74,
103], z pewnoscia jednak ograniczenie puli nukleotydéw prowadzi do zahamowania syn-
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tezy DNA [39, 107]. Interesujgce dane wskazujace na wspoétdziatanie metabolizmu ener-
getycznego i mikrofilamentéw w regulacji syntezy DNA uzyskano w do$wiadczeniach, w
ktérych badano zmiany metabolizmu energetycznego po stymulacji komérek do syntezy
DNA przez czynniki wzrostowe. Wykazano, ze stymulacji tej towarzyszy znaczny przejs-
ciowywzrost obrotu ATP (hydrolizy ATP irefosforylacji ADP) [95,96], przy czym nie jest
on zwiazany z pobudzeniem ATP-azy Na+/K +, stymulacjg syntezy RNA lub biatka [95].
Wykazano natomiast, ze cytochalazyna D znosi zaréwno stymulacje obrotu ATP, jak i
syntezy DNA przez czynniki wzrostowe, przy czym nie hamuje ona obrotu ATP w komér-
kach nie stymulowanych do syntezy DNA [97]. Mozna wobec tego wnioskowaé, ze zwiek-
szony metabolizm energetyczny towarzyszacy podjeciu syntezy DNA jest zwiazany z
funkcjg mikrofilamentow.

Powyzsze wyniki pozwalajg na przedstawienie hipotezy, ze mikrofilamenty odgrywajg
role w regulacji syntezy DNA, wptywajac na metabolizm energetyczny i zwigzang z tym
synteze prekursorow DNA. W Swietle przytoczonych wynikéw mozna zaproponowaé
nastepujacy przebieg wydarzen, prowadzacych do zahamowania syntezy DNA w gestej
hodowli komérek lub w zawiesinie. Po osiggnieciu krytycznego zageszczenia komorek w
hodowli dochodzi do utraty Scistego kontaktu komérek z podtozem [52], co prowadzi do
zaniku wigzek mikrofilamentéw [7], Zageszczaniu si¢ hodowli towarzyszy ponadto spadek
ilosci F-aktyny w komaérkach [7] i spadek aktywnosci ruchowej komoérek [18]. Réwniez w
komérkach pozostajgcych w zawiesinie wigzki mikrofilamentéw sg nieobecne, a ilo$¢
F-aktyny jest znacznie mniejsza niz w komdrkach rozptaszczonych [55]. Spadek ilosci
mikrofilamentdw i zmiana ich organizacji prowadzi do obnizenia metabolizmu energetycz-
nego [13,57, 75], zarbwno z powodu ostabienia oddziatywan F-aktyny z enzymami glikoli-
tycznymi [6] jak i zmniejszenia hydrolizy ATP przez uktad aktomiozynowy komoérek [53,
54]. Konsekwencjg spadku metabolizmu energetycznego jest zahamowanie dostarczania
metabolitéw do syntezy prekursoréw DNA [53, 54, 70,79] i w konsekwencji zahamowanie
syntezy DNA i rozmnazania komorek. Wzajemne powigzania miedzy zjawiskami dotycza-
cymi powierzchni komérki, mikrofilamentami, metabolizmem i syntezg DNA ilustruje
rysunek 2. Opisane doswiadczenia [95, 97] wskazujagce na udziat mikrofilamentow w
stymulacji syntezy DNA pozwalajg przypuszczaé, ze podobne mechanizmy mogg odgrywac
role w mechanizmach stymulacji rozmnazania komorek.

zageszczenie komoérek w hodowli zawieszenie komérek w ptynnym $rodowisku

brak $cisiego kontaktu (focal contact)
z podtozem

spadek ilosci filamentéw aktynowych zahamowanie aktywnosci
ATP-azowej aktiomiozyny

obnizenie aktywnosci glikolizy obnizenie aktywnos$ci oddychania
spadek syntezy nukleotydow
zahamowanie syntezy DNA

Rys. 2. Wzajemne oddziatywania miedzy mikrofilamentami i metabolizmem komérki i ich udziat w mechaniz-
mach rozmnazania komoérek prawidtowych w zageszczonej hodowli i zawieszonych w ptynnym $Srodowisku
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WNIOSKI KONCOWE

Wyniki prac omowionych w niniejszym artykule pozwalajg przyjac¢ teze, ze mikrofila-
menty mogga spetnia¢ wielorakie funkcje w komorce, wykraczajgce daleko poza role
"napedu i rusztowania". Petne wyjasnienie wzajemnych zaleznosci miedzy funkcjg i orga-
nizacjg mikrofilamentéw i metabolizmu energetycznego moze okazac¢ sie¢ pomocne w
petniejszym zrozumieniu mechanizmdw regulujacych aktywno$¢ metaboliczng i regulacje
namnazania komorek.
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Streszczenie. W ostatnich latach zostat dokonany znaczny postep w hodowli tkankowej i komérkowej. Hodowla
tkanki nerwowej stata sie waznym narzedziem w badaniach neurobiologicznych. Omoéwione sg tu badania in vitro
obejmujace morfologie, biochemie i elektrofizjologie tkanki nerwowej hodowanej w warunkach in vitro.
Autorzy opisuja réwniez wspétczesne metody stosowane w badaniach in vitro tacznie z kokulturami, ktére sg
modelami odzwierciedlajacymi do pewnego stopnia funkcjonalne zaleznosci pomiedzy réznymi strukturami.
Poniewaz mozliwy jest rozdziat neuronéw i réznych typéw komérek glejowych, hodowle komérek glejowych
umozliwity blizszy wglad w biologie gleju. Oméwiono wystepowanie receptoréw na neuronach i komérkach
glejowych, a takze ich role fizjologiczng. Opierajac sie na przytoczonych doswiadczeniach mozna wnioskowacé,
ze neurony i komdrki glejowe wykazujg podobne cechy strukturalne i funkcjonalne in vitro, jak i in vivo.

Summary. Since the significant progress in cell and tissue culture has been done during the last years the nervous
tissue culture has become an important tool in neurobiological research. Experimental studies in vitro involving
morphology, biochemistry and electrophysiology of the nervous tissue in culture are discussed here. The authors
describe the modem methods used in in vitro studies including the co-cultures which are the models reflecting
to some degree the functional relationship between the different structures. It is possible to select neurons and
the different classes of glial cells for culture purposes. Cell culture of the different populations of glial cells has
given new insights into their biology. This review has focused on transmitter receptors on neurons and glial cells
in primary cultures and their functional role. Based on the quoted investigations it can be concluded that the
neurons and glial cells show similar structural and functional properties in vitro like those observed in vivo.
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WPROWADZENIE

Hodowla komérek in vitro stwarza dogodne warunki do obserwacji zachowania sie
komérek w uktadach pozaustrojowych. Réwnocze$nie nasuwa sie pytanie, czy dojrzewanie
komorek nerwowych i glejowych przebiega pod wzgledem morfologicznym, biochemicz-
nym i funkcjonalnym w warunkach in vitro w sposéb podobny jak in vivo. Wiele badan,
ktére wykonano, dotyczy korelacji pomiedzy wiasciwosciami morfologicznymi, elektrofiz-
jologicznymi i biochemicznymi charakteryzujacymi komorki in vitro, a tymi samymi wias-
ciwosciami tkanki nerwowej in vivo.

Morfologia i ultrastruktura sg bardzo waznym kryterium oceny stanu funkcjonalnego
komarki. Juz po s dniach hodowania tkanki nerwowej, komorki skupione w agregatach
tworza wypustki; aksony i dendryty, ktdre skupiajg sie w grube wigzki. Po 2 tygodniach
agregaty te potgczg sie z sobg nawzajem siecig wypustek (rys. 1A). Pewna czes¢ komorek
pozostaje jednak w hodowli w postaci pojedynczych neuronéw réwniez poza agregatami
komorkowymi (rys. 1B). Obserwowane w mikroskopie $wietlnym komérki wykazuja duze
podobienstwo do siebie i trudno jest odrézni¢ czasami komorke nerwowa od komérek
glejowych. Dotyczy to zwihaszcza poczatkowego okresu rozwoju w hodowli. Pomocnym
moze by¢ mikroskop elektronowy, w ktérym neurony wykazujg charakterystyczng budowe,
tyna jest rdbwnoczesnie rozmieszczona. Organele komérkowe, a mianowicie cysterny a-
paratu Golgiego, mitochondria, lizosomy wtdrne (lizosomy pierwotne sg trudne do
rozpoznania), siateczka $rédplazmatyczna ziarnista, rybosomy wolne wykazujg typowa
budowe. Co jednak odroznia komérki nerwowe od innych komoérek to obecno$¢ neuro-
filamentow i mikrotubul. Sg one rozmieszczone wwidknach osiowych w postaci rownolegle
przebiegajacych struktur.

Dendryty cechuje zmniejszona ilo$¢ organeli komérkowych w plazmie i delikatniejsza
struktura mikrotubul, co rozni je od widkna osiowego. Inng wazng whasciwoscig komorek
nerwowych wwarunkach in vitro jest tworzenie synaps, ktre powstaja po s dniach hodowli.
W czesci presynaptycznej obserwuje sie pecherzyki synaptyczne. Podobnie jak in vivo w
warunkach invitro powstajg dwa rodzaje synaps: symetryczne i asymetryczne. W synapsach
asymetrycznych wida¢ wyrazng impregnacje materiatem elektronowogestym biony pre- i
postsynaptycznej (rys. 1C). W synapsach symetrycznych materiat elektronowogesty roz-
mieszczony jest na powierzchni blony pre- i postsynaptycznej, a takze w szczelinie synap-
tycznej. Zaktada sig, ze synapsy asymetryczne majg charakter pobudzajacy, a symetryczne
hamujacy. Podobnie jak in vivo synapsy tworzone sg na perikarionach, dendrytach i
aksonach (synapsy akso-somatyczne, akso-dendrytyczne i akso-aksonalne). W hodowli
podobnie jak in vivo zachodzi zjawisko internalizacji btony pre- i postsynaptycznej, w
wyniku czego powstaja tzw. pecherzyki optaszczone (coated vesicles). Tworza sie one w
procesie inwaginacji btony. W czeSci presynaptycznej optaszczone pecherzyki sg ponownie
wykorzystywane w procesie tworzenia pecherzyk6éw synaptycznych, a w czesci postsynap-
tycznej wzmozony proces tworzenia sie optaszczonych pecherzykéw zwigzany jest ze
zjawiskiem down regulacji receptoréw zlokalizowanych na btonie postsynaptycznej (rys.

1D>, . . BT . T . .
Rowniez komarki glejowe mozna tatwo odréznic od komorek nerwowych w mikrosko-
pie elektronowym. Charakterystyczng cechg astrocytéw jest nierbwnomiernie rozmiesz-
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czona chromatyna wjadrze, za$ w cytoplazmie oprécz organelli komorkowych obecne sg
widkienka glejowe (rys. 2A), ktoérych wyglad morfologiczny pozwala je odrézni¢ od mikro-
tubul i neurofilamentéw typowych dla neurondw (rys. 2B). Drugi typ komarek glejowych,
oligodendrocyty (rys. 2C) wytwarzajg ostonke mielinowg wokot aksondw, co Swiadczy o
zachowaniu prawidtowej funkcji tych komérek w warunkach in vitro. Mozna zatem po-
wiedzie¢, ze morfologia komdrek nerwowych iglejowych wwarunkach in vitro i in vivo jest
bardzo zblizona.

Nowym Kkierunkiem rozwoju badan sg proby odtworzenia struktur uktadéw funkcjonal-
nych mézgu in vitro. Proby te polegajg na hodowli dwdch réznych struktur i stworzeniu
warunkéw do rekonstrukcji potaczern miedzy tymi strukturami podobnych do tych, ktére
istniejg in vivo. Sg to tzw. kokultury. W kokulturach mozna odtworzy¢ np. pofaczenia
pomiedzy eksplantatem hipokampa i przegrody, miedzy siatkéwka i nakrywka, istotg
czarng a pragzkowiem czy miejscem sinawym a korg. Hodowla kokultur jest ilustracjg duzej
ztozonosci uktadu doswiadczalnego poza ustrojem, bowiem dotyczy utrzymania przy zyciu
nie tylko pojedynczych komérek lub grup komoérek tego samego typu, lecz takze odtwa-
rzania uktadow czynnosciowych.

Oprocz weryfikacji morfologicznej hodowli mozna przeprowadzaé réwniez weryfikacje
biochemiczng, elektrofizjologiczng i farmakologiczng. Potrzeba elektrofizjologicznej we-
ryfikacji hodowli tkanki nerwowej pojawita sie zaraz na poczatku badan, kiedy to Harrison
[5] obserwowat kurczenie sie miocytow hodowanych razem w kokulturze z rdzeniem
kregowym. Doswiadczenia alektrofizjologiczne w tych badaniach byly konieczne, ponie-
waz pozwolity oceni¢, wjakim stopniu rozwinety sie neuromig$niowe potaczenia wwarun-
kach in vitro.

W poszukiwaniu modelu doswiadczalnego potgczen nerwowo-migsniowych zwrécono
uwage na komorki nerwowe siatkdwki oka, ktora jest wzglednie tatwa do pobrania i
hodowania. Stad obecnie Zrodtem cholinergicznych neuronéw stosowanych w kokulturach
z komdrkami miesniowymi jest siatkéwka, ktorej zawiesing komorkowg pochodzacy z
10-dniowych zarodkéw kurzych dodano do uprzednio zatozonej hodowli komdrek miegs-
niowych co najmniej 7-dniowej [26]. Po 48 godz. wykonywano zapisy przy pomocy wewng-
trzkomérkowej elektrody. W kokulturach o wzglednie niskiej gestoSci komorek siatkowki
jedna komoérka miesniowa byta unerwiona przez jedng komoérke nerwowa. W hodowli tej
rejestrowano uwalnianie acetylocholiny (Ach) z pojedynczych synaps utworzonych po-
miedzy neuronami siatkdwki a wioknami miesniowymi, ktore stanowity w tym uktadzie
czes$¢ postsynaptyczng dla tych cholinergicznych neurondw siatkowki. Zapisywanie post-
synaptycznej odpowiedzi udowodnito, ze neurony siatkéwki pochodzenia zarodkowego
moga tworzy¢ synapsy zkomdrkami miesniowymi, ktére po pewnym czasie w hodowli miaty
duzg gestos$¢ cholinergicznych receptoréw. Model takiej kokultury postuzyt do badania
wpltywu kwasu -y-aminomastowego (GABA) ijej agonistow na spontaniczng aktywno$¢
komorek nerwowych. Dodanie GABA miato w 80% hamujacy wptyw na spontaniczng
synaptyczng aktywno$¢ neuronéw, ktdre tworzyly synapsy z komdérkami mieSniowymi.
Muscimol i glicyna dziataty podobnie. Efekt wywotywany przez GABA byt odwracalnie
blokowany przez bikukuline (wzglednie specyficzny antagonista receptorow GABA). W
doswiadczeniach tych wykazano takze, ze zwiekszone uwalnianie acetylocholiny pod wpty-
wem kwasu glutaminowego, ktdre byto odwracalnie blokowane przez dietyloester kwasu
glutaminowego (selektywny antagonista receptorow glutaminergicznych). Zjawisko to
byto réwniez odwracalnie blokowane przez zmniejszong zawarto$¢ jondw wapnia w $ro-
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Rys. 1 Dwutygodniowa hodowla kory' mézgowej pobrana z 18-dniowych embrionéw szczura: A-utworzone
agregaty komorkowe taczg sie siecig wypustek (pow. x 150); B - pojedyncze neurony czesto zlokalizowane sg
na zewnatrz agregatow (pow. x 250); C - synapsy asymetryczne w komérkach kory hodowanych in vitro (E.
M., pow. x 35000); D - tworzenie si¢ optaszczonego pecherzyka poprzez inwaginacje btony postsynaptycznej
synapsy symetrycznej (E. M., pow. x 40000)
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Rys. 2. Dwutygodniowa hodowla kory mézgowej pobrana z 18-dniowych embrionéw szczura: A —gliofibryle w
cytoplazmie astrocyta (E. M., pow. x 15000); 13- gliofibryle w wypustce astrocyta (petna czarna strzatka) i
delikatna sie¢ mikrotubul w aksonie (pusta czarna strzatka) (E. M., pow. x 25000); C - wzbogacona hodowla
oligodendrocytéw przygotowana z mézgu 10-dniowego szczura (pow. x 400)
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dowisku, co stanowi dowoOd na zalezno$¢ neurotransmisji w synapsach od jonow wapnia.
Poniewaz receptory benzodwuazepinowe sg $cisle powigzane z receptorami GABA, ba-
dano wptyw benzodwuazepin na hamowanie transmisji w synapsach komaérek nerwowych
siatkowki i miesni [1]. Przed podaniem GABA hodowle inkubowano z flurazepamem.
Zwigzek ten potegowat bardzo wyraZznie hamujacy wptyw GABA na cholinergiczna trans-
misje w tych synapsach, przy czym efekt ten byt diugotrwaty, ale odwracalny. Celem
blizszego poznania, na ktdrg czes¢ synapsy oddziatuje GABA, wykonano kontrolne dos-
wiadczenia, w ktorych stwierdzono, ze GABA nie ma wptywu na potencjat spoczynkowy
komaorek miesniowych ani nie zmienia odpowiedzi komdrek migsniowych na acetylocho-
line. W zwigzku z tym przyjeto, ze GABA oddziatuje na cholinergiczng transmisje poprzez
receptory GABA zlokalizowane na presynaptycznych neuronach siatkdéwki, a nie na
postsynaptyczne komoérki miesniowe. Za homogennoscig badanej populacji neuronéw
cholinergicznych przemawia fakt, ze w91% siatkdwkowo-miesniowych synaps otrzymywa-
no identyczny wynik w postaci hamowania cholinergicznej transmisji po podaniu GABA
oraz nasilenie uwalniania ACh po stymulujgcym dziataniu kwasu glutaminowego. Z wyzej
przytoczonych badan wynika, ze system kokultur jest modelem odpowiednim dla badania
wptywu GABA na funkcje cholinergicznych neuronéw siatkéweki.

U kregowcow (ptazy, gady i niektore ssaki, np. kréliki) siatkowka jest odzywiana na
zasadzie dyfuzji sktadnikdw odzywczych z przylegtych naczyn wiosowatych, dlatego po
przeniesieniu do medium warunki, w jakich sie znajduje, przypominajg naturalne $rodo-
wisko, w ktérym bytuje in vivo. Morfologiczne, metaboliczne i elektrofizjologiczne dane
wskazuja, ze izolowana siatkdwka zachowuje wiasciwosci fizjologiczne, tacznie z wrazli-
woscig na Swiatto. Udowodniono, ze istnieje duze prawdopodobienstwo pomiedzy syste-
mami neurotransmisyjnymi w moézgu i siatkdwce [23]. Dotyczy to systemu
dopaminergicznego, cholinergicznego, serotoninowego, GABAergicznego i glicynergicz-
nego. Poziomy tych neurotransmiteréw i ich metabolizm sg podobne w moézgu jak i w
siatkdwce. Agonisci i antagoni$ci wymienionych neurotransmiteréw w izolowanej siat-
kowce dziatajg w identyczny sposéb jak w mdzgu. Dopamina (DA), ACh, GABA, glicyna,
serotonina (5HT) sg uwalniane z czesci presynaptycznej neurondw siatkowki w odpowiedzi
zardbwno na rézne czynniki depolaryzacyjne, jak i na specyficzne substancje.

Badania nad powstawaniem funkcjonalnej neurotransmisji w warunkach in vitro sg
czesto wykonywane w systemie kokultur rdzenia kregowego i mie$ni prazkowanych. Cha-
rakterystyka morfologiczna i elektrofizjologiczna hodowli wykazata, ze unerwienie izolo-
wanych widkien mie$niowych przez widkna korzeni nerwéw rdzenia kregowego przebiega
w bardzo zblizony sposéb jak in vivo [3]. Pierwotnie, zaktadajgc hodowle, wtdékna mies-
niowe umieszczono w odlegtosci 1 mm od eksplantatu rdzenia kregowego. Po dwdch
miesigcach hodowania wtokna korzonka brzusznego rdzenia kregowego unerwiajg wtokna
miesniowe, omijajac neurony zwoju korzonka grzbietowego. Wtokna ze zwoju korzonka
grzbietowego z jednej strony biegng do rogu tylnego rdzenia kregowego, z drugiej do
widkna miesniowego. *

Badania elektrofizjologiczne wykazaty dobrg korelacje pomiedzy morfologiczng orga-
nizacjg a wkasciwosciami bioelektrycznymi tych kokultur. Selektywna stymulacja neuronéw
ruchowych przedniego rogu rdzenia kregowego powodowata widzialny gotym okiem
skurcz wiokien miesniowych. Potencjaty czynno$ciowe miesni rejestrowano wewnatrzko-
morkowymi mikroelektrodami i wystepowaty one z kilku milisekundowym okresem latencji
w stosunku do wytadowan, jakie rejestrowano w rdzeniu. Efekt d-tubokuraryny i eseryny
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na bioelektryczng aktywnos$é miesniowo-rdzeniowych kokultur wskazywat, ze neuromies-
niowa transmisja jest mediowana przez synapsy cholinergiczne. Podanie do medium
d-tubokuraryny (0,3-10 pg/ml) (bloker receptoréw cholinergicznych) powodowato naty-
chmiastowe zahamowanie skurczu wtokna miesniowego, natomiast nie wptywata ona na
wytadowania elektryczne rejestrowane z rdzenia. Podanie eseryny (antycholinesterazowy
zwigzek) wptywato pobudzajgco na widkna miesniowe. Podobne efekty uzyskano podajac
strychnine. Badania te udowodnity, ze neurony rdzenia kregowego w warunkach in vitro
tworzg petnosprawne potgczenia nerwow z migSniami szkieletowymi.

Model opisany powyzej jest czesto stosowany w badaniach zjawiska atrofii miesni na
wskutek denerwacji, kt6ra tatwo wykonaé przecinajac potaczenie pomiedzy tymi dwoma
kokulturami. Oprécz hodowli rdzenia kregowego mozna hodowac rézne struktury mozgu,
ktére w zaleznosci od potrzeb mozemy hodowaé samodzielnie albo w odpowiednich
kokulturach. Na przyktadhodowla interneuronéw GABAergicznych i komérek ziarnistych
mozdzku stuzy do badania uktadu GABAergicznego i glutaminergicznego. Hodowla
miejsca sinawego i kory moze by¢ modelem do badania ukfadu noradrenergicznego a
hodowla istoty czarnej i prazkowia do badania ukfadu dopaminowego.

Oceniajgc whasciwosci komadrek nerwowych istoty czarnej przeprowadzono doswiadc-
zenia na hodowli istoty czarnej oraz na hodowli istoty czarnej w kokulturze z tkanka
prazkowia [25]. Po dwdch tygodniach hodowania neurony istoty czarnej miaty potencjat
spoczynkowy -42 do -78 mV. Potencjat czynno$ciowy wywotywano poprzez wewnatrzko-
morkowa depolaryzacje. Amplituda EPSPs (postsynaptyczny potencjat pobudzajacy) i
IPSPs (postsynaptyczny potencjat hamujacy) zalezata od wyjsciowego potencjatu spoczyn-
kowego. Komérki nerwowe istoty czarnej wykazywaty wrazliwo$¢ w stosunku do antago-
nistéw réznych receptoréw. Haloperidol (bloker receptoréw dopaminowych) podany do
Srodowiska powodowat depolaryzacje i blokowat EPSPs, podobnie dziatat nalokson.
Bukukulina blokowata IPSPs. Atropina nie zmieniata spontanicznej aktywnosci tych neu-
ronéw, a blokowata synaptyczng aktywnos$¢ spowodowang jontoforetycznymi podaniami
acetylocholiny.

Czesto neurony istoty czarnej sa hodowane z neuronami prazkowia jako kokultury i
wykorzystywane do badania uktadu dopaminowego [31]. Po 3 tygodniach trwania takiej
kokultury obserwowano spontaniczne uwalnianie dopaminy. Zwiekszone uwalnianie do-
paminy pojawito sie¢ w odpowiedzi na inkubacje w depolaryzujgcym $rodowisku zawiera-
jacym 50-milimolowy roztwér jonéw K+. Uwalnianie to byto zalezne od jondw wapnia.
Substancja P i amfetamina takze zwiekszaty uwalnianie dopaminy. TTX (tetrotoxyna,
blokujgca kanaty Na +) hamowala spontaniczne uwalnianie DA. Te obserwacje sugeruja,
ze neurony zachowaty swojg aktywnos$¢ podobng do posiadanej in vivo.

Celem zbadania, jak wazna jest obecno$é struktury docelowej in vitro dla rozwoju
neuronéw dopaminowych istoty czarnej i obszaru brzusznego nakrywki, hodowano te
struktury w obecnoéci striatum lub kory frontalnej [30]. Pomiary uwalnianej dopaminy
poprzedzono najpierw inkubacjg ze znakowang dopaming. Po wielokrotnych ptukaniach
i ustabilizowaniu sie spontanicznego uwalniania DA, hodowle inkubowano przezs min w
depolaryzacyjnym $rodowisku (50 mM K+). Inkubacja ta powodowata zwiekszone uwal-
nianie DA z kokultur brzusznego obszaru nakrywki i kory czotowej, a zmniejszone uwal-
nianie obserwowano w hodowli istoty czarnej i pragzkowia. Kiedy hodowle inkubowano w
buforze, w ktérym CaChb zastgpiono Co Cl2, uwalnianie dopaminy stymulowane 50 mM K +
zostato zahamowane w 78% w obydwu typach kokultur.
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Komorki istoty czarnej hodowane z korg czotowg uwalniaty wiecej dopaminy w odpo-
wiedzi na 50 mM K+ stymulacje niz w hodowli z prgzkowaniem. Zjawisko to ttuma.czono
obecnoscig w szlaku nigrostriatalnym autoreceptoréw DA, ktére przez feedback mogly
hamowac¢ uwalnianie DA. Projekcja mezokortykalna z obszaru brzusznego nakrywki nie
ma takich autoreceptorow. Byé moze to decyduje o zréznicowanym uwalnianiu DA z tych
kokultur. Obecno$¢ prazkowia i kory czotowej jako docelowych struktur odpowiednio dla
istoty czarnej i brzusznego obszaru nakrywki nasilata spontaniczng aktywno$¢ neuronéw
DA w istocie czarnej i brzusznego obszaru nakrywki i nasilata wrazliwos$¢ tych neuronéw
naTTX.

Badania te dowiodty, ze neurony dopaminowe substancji czarnej i brzusznego obszaru
nakryweki in vitro zachowujg spontaniczng aktywnos¢, odpowiadajg w podobny sposob jak
neurony in vivo na substancje stymulujgce i hamujace.

Obecnos$é docelowych struktur w hodowli, do ktérych badane neutrony wysylaja swoje
wypustki (dendryty i aksony), wptywa na dojrzato$¢ morfologiczng tych neuronéw. Prawi-
dtowo wyksztatcone aksony neuronéw DA istoty czarnej rozwijaty sie tylko w obecnosci
prazkowia. Samodzielnie hodowane neurony istoty czarnej tworzyly aksony niedorozwi-
nigte, krétkie, grube, podobne do dendrytéw. Obecno$¢ w hodowli komérek ze striatum
przedtuza znacznie zywotnos¢ komorek dopaminowych z substancji czarnej (4 x wiecej
przezyto komorek dopaminowych istoty czarnej hodowanej razem z pragzkowiem w poréw-
naniu do hodowli tylko istoty czarnej). Na komdrkach nerwowych w hodowli in vitro
stwierdzono obecno$é wszystkich tych typéw receptoréw, ktére wystepujg w moézgu in vivo.
Opisano obecnos¢ receptoréw adrenergicznych, dopaminowych, serotoninowych, hista-
minowych, glutaminergicznych, adenozynowych, GABAergicznych. Pod wzgledem elek-
trofizjologicznym i biochemicznym, odpowiedz tych receptoréw na zastosowanie
klasycznych agonistdw i antagonistdw jest taka sama jak w warunkach in vivo.

HODOWLE KOMOREK GLEJOWYCH

Badania przeprowadzone na hodowli komérek glejowych zwrécity wieksza uwage na
role gleju w funkcjonowaniu osrodkowego uktadu nerwowego sugerujac, ze glej petni
bardziej ztozong funkcje niz do tej pory zaktadano. Obecnie mozliwy jest bardzo doktadny
rozdziat komarek glejowych na populacje astrocytow i oligodendrocytéw in vitro, dlatego
mozemy okresli¢ dos¢ doktadnie whasciwosci tych dwdch typow komorek [20]. Zastosowa-
nie odpowiednich reakcji immunocytochemicznych pozwala identyfikowaé poszczeg6ine
typy komorek glejowych. Przeciwciata przeciwko GFAP (kwasne biatko widkienkowe
astrocytow) i syntezie glutaminowej pozwalajg zidentyfikowac astrocyty, natomiast prze-
ciwko MBP (zasadowe biatko mieliny) identyfikujg oligodendrocyty.

Wiele badan [s, 10, 28] sugeruje, ze komorki glejowe mogg modulowac pobudliwo$¢
neurondéw poprzez akumulowanie i metabolizowanie neurotransmiteréw i aktywnych ami-
nokwasow. Wzhogacone hodowle oligodendrocytéw bardzo intensywnie gromadzity GA-
BA [29], a w bardzo niskich stezeniach kwas glutaminowy i asparaginowy [28]. Hodowle
astrocytow natomiast wchitaniaty duze ilosci wyzej wymienionych aminokwaséw, a bardzo
niechetnie gromadzity GABA. Jak z tego wynika, poszczeg6lne rodzaje gleju rdznig sie
od siebie iloscig wchianiania poszczegdlnych substancji. Podstawowym mechanizmem
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unieczynniania GABA jest reuptake do zakonczen presynaptycznych neuronéw. Po-
mocne mogq tutaj byé oligodendrocyty, ktore akumulujgc GABA usuwajg ten neuro-
transmiter ze szczeliny synaptycznej. Wchianianie aminokwaséw pobudzajgcych, kwasu
glutaminowego i asparaginowego przez astrocyty odzwierciedla szybkos¢, z jaka te ami-
nokwasy sg uwalniane z neuronéw do przestrzeni synaptycznej. Upos$ledzone wchianianie
aminokwasOw przez astrocyty, zlokalizowane w poblizu zakonczen, moze zmieniac steze-
nie i czas dziatania tych aminokwaséw w przestrzeni synaptycznej. Inna jest rola oligoden-
drocytéw satelitarnych, ktére umiejscowione sg wwarunkach invivo wokét poszczegdlnych
komadrek nerwowych. Polega ona prawdopodobnie na redukcji stezenia aminokwaséw w
poblizu ciat komoérkowych, a takze wokét aksonu. Wskazuje na to fakt, ze morfologicznej
i biochemicznej dojrzatosSci komaorek glejowych towarzyszg rownolegte zmiany w zawar-
tosci poszczeg6lnych aminokwaséw, ktére po 2 tygodniach hodowania osiggajg stezenie
na poziomie warto$ci in vivo. Pobieranie réznych neurotransmiteréw przez komorki
zar6wno nerwowe, jak i glejowe w hodowli in vitro zostato opisane juz w 1977 roku przez
Katuze i wspdtpracownikéw [16]. Kimelberg [18] wykazat, ze hodowle pierwotne astrocy-
téw, pochodzacych z réznych struktur mézgowych, wykazujg zréznicowang zdolno$é do
wchianiania r6znych monoamin w zaleznos$ci od struktury, z ktérej astrocyty pochodzg i
jakim neuronom stuzg. Noradrenalina byta najchetniej wchianiana przez hodowle astro-
cytéw izolowanych z kory, w mniejszym stopniu przez strocyty striatalne. Serotonina
natomiast byta gromadzona w najwyzszym stezeniu przez astrocyty pochodzace ze stria-
tum, w mniejszym stopniu przez astrocyty pobrane z kory czy hipokampa. Badania bio-
chemiczne, autoradiograficzne i elcktrofizjologiczne hodowanych komoérek glejowych
udowodnity obecnos$¢ réznych typow receptorow na astrocytach i oligodendrocytach.
Sposrdd prac dotyczacych receptoréw astrocytéw duza cze$é zostata wykonana na linii
komadrkowej wyprowadzonej z guza glejowego oznaczonego symbolem Ce. Jest bardzo
prawdopodobne, ze duza cze$¢ informacji uzyskana w badaniach nad tymi komoérkami
dotyczaca receptoréw adrenergicznych moze miec¢ odniesienie do czynnosci prawidtowych
astrocytow. W linii komérkowej Ce natomiast stwierdzono miedzy innymi wzrost cAMP
po dodaniu katecholamin, histaminy i adenozyny [24]. Te zdolno$¢ reagowania astrocytéw
w hodowli in vitro na r6zne substancje dodawane do Srodowiska hodowlanego wykorzy-
stano do badania ich wiasciwosci czynnos¢iowch. Wiele badan receptorowych wykonano
na hybrydach komérkowych Ces TK, uzyskanych w wyniku potaczenia komérek guza wy-
wodzacego sie z komérek nerwowych (neuroblastoma) i glejaka akumulujgcego cAMP
[22]. Hybrydy te postuzyty do okreslenia udziatu receptoréw adrenergicznych w formowa-
niu w astrocytach réznych biatek i enzymow na przyktadzie dehydrogenazy mleczanowej
(LDH). Stwierdzono, ze swoista aktywno$¢ LDH jest dwukrotnie wyzsza, gdy dodano
L-noradrenaling do srodowiska hodowlanego komérek linii Ceé TK. Nie stvyierdzono nato-
miast tego zjawiska w hodowlach komérek nieglejowych.

W komorkach glejowych in vitro opisano ponadto obecno$¢ licznych receptoréw
miedzy innymi adrenergicznych alfa i beta [1, 7], serotoninowych 5HTi i sHT2 [12],
dopaminowych Di i D2 [11], histaminowych Hi i H2 [14], muskarynowych [27], adenozy-
nowych [13], benzodwuazepinowych [2]. Sposrdd receptorow adrenergicznych beta, astro-
cyty majg przede wszystkim receptory typu betai w przeciwienstwie do hodowanych
neuronéw, na ktérych opisano obecnos$é gtownie receptoréw typu betaz. W jaki sposéb
receptory zlokalizowane na astrocytach reaguja na podane do $rodowiska rézne egzoge-
niczne neurotransmitery i inne substancje, pokazujg badania elektrofizjologiczne.
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Dodanie NA lub fenylefryny (agonista receptoréw alfa adrenergicznych) w stezeniu
107 M do hodowli astrocytéw z kory wywotywato depolaryzacje tych komoérek [11].
Depolaryzacja byta odwracalnie blokowana przez fentolamine (Hfs M). Dziatanie beta
agonisty izoproterenolu w hodowli astrocytéw w stezeniu 10-7 M wywotywato hiperpola-
ryzacje, a stezenie 10's M wywotywato polaryzacje. Beta antagonista (atenolol), ktéry nie
wptywat na depolaryzacje wywotang NA i fenylefryng, blokowat hiperpolaryzacje wywota-
ng izoproterenolem. Poniewaz oba efekty, tzn. depolaryzacja wywotana NA i hiperpolary”-
zacjawywotana izoproterenolem, wystepowaty na tych samych komérkach, Hosli sugeruje,
ze alfa i beta receptory adrenergiczne wystepuja na tych samych astrocytach. Obecnos¢
receptoréw histaminowych stwierdzono w badaniach elektrofizjologicznych i autoradio-
graficznych w hodowli astrocytéw, pochodzacych z m6zdzku, pnia mézgowego i rdzenia
kregowego, ze struktur, w ktérych to histamina mogtaby dziata¢ jako neurotransmiter lub
jako neuromodulator [11].

Histamina w stezeniu 10~ M powodowata depolaryzacje astrocytow, stezenie 10 M
wywotywato zarowno efekt depolaryzacji, jak i hiperpolaryzacje, a w stezeniu 10° M
histamina wywotywata tylko hiperpolaryzacje. Pyrylamina (Hi antagonista) gtéwnie blo-
kowata depolaryzacje, a H2 antagonista, cimetydyna, odwracalnie blokowata hiperpola-
ryzacje. Sugeruje to, ze depolaryzacja zostata wywotana stymulacjg receptoréw Hi, a
hipopolaryzacja byta mediowana przez receptory Hz. Istnienie receptoréw Hi i H2 udo-
wodniono takze autoradiograficznie [12]. Receptory dopaminowe zlokalizowano na astro-
cytach réwniez w badaniach elektrofizjologicznych i autoradiograficznych [11]. Okazato
sie bowiem, ze podanie dopaminy lub jej agonisty apomorfmy w stezeniu 10° M lub 10
M powodowato hiperpolaryzacje wiekszosci badanych astrocytéw. Cis-flupenthixol (10
M) blokowat hiperpolaryzacje wywotang dopaming na wszystkich astrocytach. Celem
wykluczenia wptywu dopaminy na receptory adrenergiczne i receptory serotoninowe,
Srodowisko zawierato takze alfa i beta antagonistéw jak fentolamine i atenolol, a takze
antagoniste serotoniny ketanseryne. Antagonisci ci nie wptywali na hiperpolaryzacje wy-
wotang dopaming, co $wiadczy, ze dopamina specyficznie aktywowata receptory dopa-
minowe i nie interferowata z innymi monoaminowymi receptorami. W badaniach
autoradiograficznych receptory dopaminowe zréznicowano na typ Di i D2. Wykazano
mianowicie wigzanie przez astrocyty znakowanego spiperonu (antagonista receptorow
typu D2) iwigzanie znakowanego cis-flupenthixolu (uznanego antagonisty receptoréw Di).
W hodowli astrocytéw opisano takze obecnos¢ receptorow serotoninowych [11]. Seroto-
nina 10’5 M wywotywata hiperpolaryzacje wiekszosci testowanych astrocytéw. Dodanie
ketanseryny (antagonista serotoniny) do S$rodowiska blokowato stan hiperpolaryzaciji.
Poniewaz dziatanie serotoniny nie byto znoszone przez antagonistéw dopaminy i adrena-
liny, a blokowane przez ketanseryne, wydaje sie, ze serotonina dziatata specyficznie
poprzez receptory serotoninowe. Obecnos$¢ receptorow serotoninowych w pierwotnej
hodowli astrocytéw udowodniono takze autoradiograficznie. W hodowli komérek glejo-
wych wyrdznicowano receptory typu 5-HTi i 5-HT2, ale mato jest informacji na temat
réznych podtypdw tych receptoréw. Receptory cholinergiczne whodowli tkanki nerwowej
wykryto w do$wiadczeniach, wktérych ligand muskarynowy QNB (auinuclidinyl benzilate)
wigzat si¢ z wysokim powinowactwem zaréwno do hodowli neuronéw, jak i astrocytow.
Wigzanie do bton astrocytow jest catkowicie blokowane przez atropine, a stabo przez
nikotyne, co potwierdza muskarynowy charakter tych receptorow [27].
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Hodowla pierwotna astrocytow i neuronéw okazata sie by¢ dobrym narzedziem do
badania reakcji receptoréw na rézne podane z zewnatrz do $rodowiska leki. Poniewaz
udowodniono istnienie na astrocytach réznego typu receptoréw, Hertz i Richardson [8,9]
badali wptyw lekéw przeciwdepresyjnych na receptory adrenergiczne. Przewlekta (ale nie
krétkotrwata) ekspozycja hodowli astrocytéw na dziatanie amitriptyliny, dezipraminy lub
tranylcyprominy (inhibitor MAO) powodowata obnizenie akumulacji cCAMP stymulowa-
nej isoproterenolem, a takze prowadzita do "down" regulacji receptoréw beta adrenergicz-
nych [4]. Wyniki te sugeruja, ze leki przeciwdepresyjne przynajmniej czesciowo dziatajg
jako agonisci receptorow adrenergicznych beta umiejscowionych na astrocytach i ze beta
"down" regulacja obserwowana in vivo po przewlektym podawaniu lekéw przeciwdepre-
syjnych w duzym stopniu dotyczy receptoréw zlokalizowanych na astrocytach. Auto-
radiograficznie udowodniono, ze 2-tygodniowa inkubacja hodowli astrocytow z 1 pM
stezeniem amitriptyliny prowadzita do zahamowania wchianiania NA [19] i dopaminy [32].

Z wyzej przytoczonych badan biochemicznych, elektrofizjologicznych i farmakologicz-
nych wynika, ze odpowiedZ hodowli komoérek nerwowych i glejowych na specyficzne
substancje jest podobna jak w warunkach in vivo. Pomimo ze $rodowisko, w ktérym
znajduje sie hodowla, jest catkowicie sztuczne, hodowana tkanka nerwowa w duzym
stopniu zachowuje prawidtowg funkcje. Duzg zaletg hodowli jest mozliwo$¢ wykonywania
doswiadczen na bardzo prostym modelu, jakim jest pojedyncza komérka, a takze mozli-
wo$¢ wzhogacenia uktadu doswiadczalnego poprzez eksplantat czy hodowanie kilku struk-
tur w tzw. kokulturach. Hodowla stwarza réwniez mozliwo$é wykonywania badan na
czystych populacjach komoérek nerwowych i glejowych z mozliwoscig rozdziatu komaérek
glejowych na populacje astrocytdw i oligodendrocytow.
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PROCES ANGIOGENEZY
W ZENSKIM UKELADZIE ROZRODCZYM

ANGIOGENIC PROCESS IN FEMALE REPRODUCTIVE TRACT

AnnaT. GRAZUL-BILSKA

Zaktad Fizjologii Rozrodu Instytutu Nauk Zootechnicznych i Pokrewnych Uniwersytetu
Stanowego Pétnocnej Dakoty (Department of Animal and Range Science,NDSU,
USA)

Streszczenie. W artykule omoéwiono proces tworzenia nowych naczyn krwiono$nych, metody badania wiasciwosci
angiogenicznych oraz neowaskularyzacje w zeniskim uktadzie rozrodczym. Proces neowaskularyzacji przebiega
w kilku etapach i znajduje sie pod kontrola czynnikéw mechanicznych, zewnatrzkomérkowych, czynnikéw
wzrostowych oraz innych. Wiasciwosci angiogeniczne bada sie metodami in vivo i in vitro. In vivo stosuje sie
implanty do kosméwkowo-omoczniowej btony zarodkéw kurczecia, rogéwki szczura lub krélika, policzka
chomika, ucha krélika, tkanki podskérnej szczura lub myszy. Do grupy metod in vitro nalezg metody pomiaru
liczby migrujacych i proliferujacych komérek srédbtonkowych, inkorporacji znakowanych aminokwaséw przez
komdrki $rodbtonkowe oraz zmiany aktywnosci aktywatora plazminogenu w komérkach $rédbtonkowych, w
obecnosci badanego czynnika. W uktadzie rozrodczym samicy obserwuje sig proces neowaskularyzacji w obrebie
rozwijajacych sie pecherzykdw jajnikowych i ciatek zéttych oraz macicy, zaréwno w czasie cyklu estralnego jak i
ciazy. Tkanki i komérki wymienionych narzadéw wydzielajg czynnik lub czynniki angiogeniczne, ktérego/ktérych
aktywnos¢ i/lub ilos¢ zmieniaja sie w zaleznosci od fazy cyklu piciowego, okresu cigzy i gatunku.

Summary. In the article the process of neovascularization, the methods of investigation of angiogenic properties
and angiogenesis in female reproductive tract were described. Neovascularization progresses in a few stages and
is regulated by mechanical and intracellular factors, growth factors and others. Angiogenic activity may be
evaluated by both in vivo and in vitro methods. The in vivo methods include chick chorioallantoic membrane
assay (CAM assay) and the tests of vessel formation in rat or rabbit cornea, pocket of hamster’s cheek or rabbit’s
ear and subcutaneous tissue of rat or mouse. The in vitro methods include migration and proliferation of
endothelial cell bioassays, measurement of incorporation of labelled aminoacids into the endothelial cells and
activity of plasminogen activator in endothelial cells in the presence of investigated factor. In the female
reproductive tract the neovascularization process was observed in developing ovarian follicles, corpora lutea
and the uterus, both during the estrous cycle and pregnancy. The tissues and cells of these organs synthesise
and/or secrete factor(s) which stimulate angiogenesis.
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WSTEP

Angiogenezg nazywamy proces tworzenia nowych naczyn krwionosnych, czyli neowas-
kularyzacji. W warunkach fizjologicznych w zdrowym dorostym organizmie, angiogeneza
ma miejsce w uktadzie rozrodczym zerskim w obrebie tkanki ostonki wewnetrznej rozwi-
jajacego sie pecherzyka jajnikowego, w ciatku zéttym w czasie jego rozwoju, w okresie
regeneracji macicy po menstruacji, w trakcie cigzy w macicy (gtéwnie w tozysku) oraz
podczas regeneracji lub rozrostu niektérych tkanek (np. regeneracji rogéw jelenia lub
rozrostu tkanki thuszczowej). Nowe naczynia krwiono$ne powstajg réwniez w czasie stanow
niefizjologicznych, takich jak krétkotrwate stany zapalne czy gojenie sie rany. Ponadto
intensywny proces angiogenezy ma miejsce w stanach patologicznych: w trakcie rozwoju
tkanki rakowej, chronicznych stanach zapalnych, chorobie reumatycznej, tuszczycy, reti-
nopatii cukrzycowej i innych chorobach oczu.

Badania nad angiogenezg rozpoczeto w powigzaniu z odkryciem faktu, ze tkanka
rakowa powoduje rozwdéj nowych naczyn krwionos$nych. Pierwsze doniesienia na ten temat
ukazaty sie na poczatku tego stulecia. Po raz pierwszy uzyto terminu angiogeneza w 1935
r. [57] w opisie tworzenia nowych naczyn krwionos$nych w tozysku. W latach pézniejszych
zainteresowanie badaniami procesu angiogenezy systematycznie rozwijato sie, gtdwnie w
powiazaniu ze stanami patologicznymi. Wiodacym w tej dziedzinie jest oSrodek ze Szkoty
Medycznej Uniwersytetu Harvard w Bostonie, USA, kierowany przez prof. Judah Folk-
man.

PRZEBIEG PROCESU ANGIOGENEZY I JEGO REGULACJA

Proces angiogenezy przebiega w kilku etapach [22, 30, 43]:

1 - poczatkowa reakcja naczyn, w czasie ktorej naczynia rozszerzajg sie i stajg sie
bardziej przepuszczalne, nastepuje retrakcja komdrek srodbtonkowych, zmniejszenie
liczby potaczerh miedzykomorkowych, zwiekszenie liczby organeli komérkowych;

2 - rozpuszczenie blony podstawnej, spowodowane przez aktywacje réznych proteaz,
np. plazminogenu i kolagenazy 1V typu;

3 -- migracja komorek $rédbtonkowych ze $ciany naczynia poprzez tkanke taczng
otaczajgcg naczyniaiparenchyme wkierunku stymulatora, czyli czynnika angiogenicznego;

4 - replikacja komérek srédbtonkowych lezacych poza frontem migrujacych komérek;

5- zapoczatkowanie tworzenia $wiatta nowych naczyn kapilarnych;

6 - dalszy rozwdj Swiatta naczyn i rozgatezien, tworzenie sie btony podstawnej sktada-
jacej sie z kolagenu 1V typu, lamininy i proteoglikanéw;

7 - migracja pericytow i fibroblastéw do dojrzatych, nowoutworzonych naczyn kapilar-
nych.

Zmiany degeneracyjne nowoutworzonych naczyri krwionosnych moga nastapi¢ przy
statym braku czynnika stymulujgcego angiogeneze lub czynnika angiostatycznego, przeja-
wiajgcego sie skurczeniem, zwezeniem, Sciggnieciem kapilarow przy udziale fibroblastéw
i miofibroblastdw.
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Na powstawanie nowych naczyn krwiono$nych majg wptyw rézne czynniki, ktére mozna
zestawi¢ w kilku grupach:

e czynniki mechaniczne [32, 56,123];

* miedzykomérkowe interakcje [15,19, 22, 55, 83, 84];

» $rodowisko zewnatrzkomorkowe [43,71, 72,77,79];

« czynniki wzrostowe (tab. 1);

 inne czynniki (tab. 1i2).

Niektdre tkanki i komorki maja wiasciwosci angiogeniczne. Zalicza sie do nich: niemal
kazdg tkanke nowotworowag, ale sg tu nieliczne wyjatki [4, 31, 34, 69], makrofagi [89],
monocyty [58,59], limfocyty [4,64,88,110,111], adipocyty [16], maz stawowa [4], siatkowke
oka [17,21,44], ciato szkliste [17], skore [80,124], gruczoty Slinowe [31,60], nerki [31,122],
tarczyce [31, 45], ptyn z gojacej sie rany [2], komérki tuczne [5, 34, 81, 82], tkanke z
regenerujgcych rogow jelenia [3], jadra [18, 61], ptyn z pecherzyka jajnikowego [40, 41],
komorki ziarniste i ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego [66, 67, 73, 117], ciatko
z6ke [46, 54,63,96,97, 98,115], tozysko [13,14,42, 75,92,101,102].

TABELA 1 Czynniki wptywajace na proces angiogenezy sklasyfikowane na podstawie powinowactwa do he-

paryny
Wyszczegoélnienie Pozycja literatury
1. Nie wiagzace si¢ z heparyng
A. O malej masie czasteczkowej (< 1000)
pochodzace z niektdérych tkanek rakowych 28, 87, 108
miedz 53,74,94,125
prostaglandyny z grupy E 10,39,65
B. O duzej masie czasteczkowej (> 1000)
pochodzace z ptynu gojacej sie rany 9
angiogenina 29, 68,114
transformujacy czynnik wzrostowy 7,37, 38,91,107
czynnik nekrozy nowotwordéw alfa 37, 38,85
1. Wiazace si¢ z heparyna
A. Czynnik wzrostu fibroblastow 6, 8, 25, 26, 49
B. Czynnik wzrostu komoérek $rédbtonkowych ‘12,37, 70
C. Nowotworowy czynnik angiogeniczny 35, 109

Niektore z czynnikow wykazujacych aktywnos$¢ angiogeniczng, produkowane przez
wymienione tkanki i komérki wyizolowano i okre$lono ich pewne wiasciwosci biologiczne
i fizyko-chemiczne. Podzielono je ha dwie grupy: czynniki nie wigzace sie z heparyng i
czynniki wiazace sie z heparyna [4, 10, 22, 30, 34, 35, 37, 38, 49], przedstawia je tabela 1.
Wykaz innych czynnikéw modulujgcych proces angiogenezy oraz sposob, w jaki mogg na
nig oddziatywac, przedstawia tabela 2.

Reasumujgc przedstawione powyzej dane na temat przebiegu procesu angiogenezy i
jego regulacji mozna stwierdzi¢, co nastepuje:

1. Migracja komorek Srodbtonkowych jest wczesng angiogeniczng odpowiedzig i moze
przebiegac niezaleznie od proliferacji.

2. Komorki srédbtonkowe moga reagowaé roznie na czynnik stymulujacy lub ograni-
czajacy neowaskularyzacje w zaleznosci od Srodowiska zewnetrznego (podtoza), z ktérym
majg kontakt. - *

3. Wiele réznych czynnikow ma wiasciwosci modulowania procesu angiogenezy.
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4. Wyzej wymienione inne czynniki moga mie¢ wplyw na $rodowisko otaczajgce lub
ong podstawng i w ten sposéb oddziatywaé na reakcje komdrek $rodbtonkowych.

TABELA 2. Inne czynniki modulujgce proces angiogenezy

Wyszczegdlnienie Czynniki o dziataniu
hamujacym pobudzajgcym

1. Heparyna 20*.36,62,116 37,81,118,120
2. Adenozyna 52 24

3. Histamina 119

4. Protamina 37,118

5. Inhibitory syntezy DNA 116

6. Czynnik ptytkowy 4 35

7. Interferony 111

8. Aktywatory kinazy biatkowej C 23

9. Substancje pochodzace z tkanki chrzgstnej 31,34,37
10. Antyneoplastyczne czynniki pochodne antracenu 90
11. Witamina A 1

* cyfryw kolumnach oznaczajg pozycje literatuiy

METODY 3 ADANIA WEASCIWOSCI ANGIOGENICZNYCH

W badaniach aktywnosci angiogenicznej stosuje sie dwie grupy metod biologicznych,
pierwsza z nich to metody in vivo, druga - in vitro.

METODY IN VIVO

A. Metoda z uzyciem kosméwkowo-omoczniowej btony zarodkéw kurczecia (chorioal-
lantoic membrane assay - CAM assay). Uzywa sie tu embrionédw kurczecia z btonami
ptodowymi zarowno w skorupce jaja, jak i bez. W kilka dni po rozpoczeciu inkubacji (8-9
dzien) zapto ’onych jaj kurzych, na mato ukrwionej czesci btony ptodowej umieszcza sie
fragment tkamu lub krazek (o $rednicy 1 mm) kopolimeru octanu etylenowo-winylowego
(elvax) nasyconego ekstraktem z badanej tkanki lub narzadu lub okreslong substancja.
Kazdego dnia lub po uptywie kilku (4-6) dni po umieszczeniu badanego implantu nabtonie
ptodowej, obserwuje sie pod mikroskopem stereoskopowym pojawiajace sie nowe naczy-
nia krwionosne (lub ich brak). Obserwacje te prowadzi kilka oséb (4 lub 5) i kazda z nich
niezaleznie okresla stopiert unaczynienia w skali od 0 do 4. Jednocze$nie wykonuje sie
zdjecia obserwowanego fragmentu btony kosmdwkowo-omoczniowej w celu powtdrnej
oceny na podstawie fotografii. Ponadto badany fragment btony plodowej poddaje sie
analizie komputerowej, za pomocg tzw. analizatora obrazu, w ktorej czasie mierzy sie
dtugos¢ nowo powstatych naczyn oraz okres$la ich liczbe. Uzyskane dane z oceny unaczy-
nienia przez badajgce osoby oraz z analizy komputerowej poddaje si¢ analizie statystycznej
[24, 42,98,101,112,116,119,121].

B. Metoda implantacji fragmentu tkanki lub kragzka elvaxu, nasyconego badanym
ekstraktem lub substancja do kieszonki rogéwkowej szczura [33,35] lub krélika [40,46].
Przez kilka kolejnych dni po implantacji obserwuje sie pod mikroskopem stereoskopowym
pojawianie sie nowych naczyn krwionosnych. Ich liczbe i dtugos$é ocenia sie podobnie jak
w metodzie z uzyciem kosméwkowo-omoczniowej btony ptodowej zarodka kurczecia.
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C. Metody, w ktérych badany fragment tkanki lub krazek elvaxu nasyconego badanym
ekstraktem lub substancjg implantuje sie do kieszonki w policzku chomika lub uchu
krolika [30] lub w tkance podskdrnej szczura [14] lub myszy [27]. Liczbe i dtugos¢ nowych
naczyn krwionosnych oblicza sie i ocenia podobnie jak w dwéch powyzej opisanych
metodach.

METODY IN VITRO

W tej grupie metod wykorzystuje sie linie komoérek srédbtonkowych pochodzacych z
aorty, zyly pepkowej lub naczyn kapilarnych [34],

A. Metoda liczenia komérek srédbtonkowych migrujacych w kierunku badanego
czynnika {migration assay). Uzywa sie tu tzw. komory Boydena {Boyden chamber), sktada-
jacej sie zdwoch czesci oddzielonych od siebie btong pétprzepuszczalng o porach wielkosci
8 jjun W zagtebieniach czesci dolnej komory umieszcza sie roztwér badanego ekstraktu
tkankowego lub innej badanej substancji, rozpuszczonych w takim samym Srodowisku, w
ktorym zawiesza sie komorki Srodbtonkowe. Na czesé dolng ktadzie sie wspomniang wyzej
btone, a nastepnie cze$é gdrna, w ktérej znajdujg sie otwory odpowiadajgce zagtebieniom
czesci dolnej. W otworach cze$ci gornej umieszcza sie¢ komorki srédbtonkowe zawieszone
w srodowisku w okreslonej koncentracji. Nastepnie komore Boydena inkubuje sie przez
okres kilku godzin (2-6 ), po czym z btony zeskrobuje sie komérki, ktore nie przewedrowaty
w kierunku badanego czynnika. Komorki migrujace utrwala sie i wybarwia, po czym btone
przykleja sie do szkietka podstawowego i liczy pod mikroskopem (z reguly za pomoca
komputerowego analizatora obrazu) liczbe komérek, ktoére przewedrowaty w kierunku
badanej substancji i proby kontrolnej. Poréwnanie liczby komérek w prébie kontrolnej i
badjamej pozwala na ocene aktywnosci angiogenicznej badanego zwigzku [52, 96, 97, 98,
101).

B. Metoda okreslania liczby komdrek srédbtonkowych namnazajacych sie pod wpty-
wem badanego czynnika {mitogenic assay). Komérki $rédbtonkowe w koncentracji 10000-
30000 w 1 ml pozywki umieszcza sie w naczyniach inkubacyjnych i inkubuje sie przez okres
5-24 godzin w pozywce zawierajgcej osocze i/lub surowice krwi, aby utatwi¢ przyklejanie
komoérek do dna. Po uptywie tego czasu zmienia sie pozywke na taka, ktéra zawiera badany
ekstrakt lub zwigzek. Po kilkudziesieciogodzinnej inkubacji (ok. 3 doby) komoérki $rod-
btonkowe oddziela sie od podtoza przy uzyciu roztworu trypsyny i liczy je za pomocg
urzadzenia do liczenia komérek. Poréwnanie liczby komérek po zakonczeniu inkubacji w
srodowisku nie zawierajgcym badanej substancji i w $rodowisku ja zawierajgcym daje
ocene aktywnosci angiogenicznej [67, 97, 98, 101].

C. Metoda polegajaca na pomiarze indeksu mitotycznego przy uzyciu znakowanej
leucyny lub tymidyny oraz pomiaru ilosci DNA w namnazajacych sie kulturach koipérek
$rddbtonkowych. Do hodowanych w naczyniach inkubacyjnych komérek Srédbtonkowych
dodaje sie roztwor ekstraktu lub badanej substancji i po uptywie kilkudniowej inkubacji
(podobnie jak w powyzej opisanej metodzie) komdrki oddziela sie od podtoza, a na
podstawie wigczania do DNA znakowanej tymidyny okre$la sie ich tempo namnazania [54,
115,116].

D. Metoda pomiaru aktywnosci aktywatora plazminogenu w komérkach $rédbtonko-
wych inkubowanych w obecnosci badanego czynnika [93].
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ANGIOGENEZA W ZENSKIM UKELADZIE ROZRODCZYM

Pod koniec lat siedemdziesigtych ukazaly sie pierwsze doniesienia o angiogenicznych
wiasciwosciach ciatek zottych [46, 54, 63], ale dopiero od 1983 r. obserwuje sie wzrost
zainteresowania angiogenicznymi wiasciwosciami réwniez innych tkanek uktadu rozrod-
czego samicy.

PECHERZYK JAINIKOWY

Ukrwienie pecherzyka jajnikowego wzrasta w miare jego rozwoju [11, se, 104], co
sugeruje, ze dojrzewajacy pecherzyk moze stymulowac rozrost dochodzacych do niego
naczyn krwionosnych poprzez sekrecje czynnika lub czynnikéw angiogenicznych. Pot-
wierdzeniem tego sg prace donoszgce o wptywie produktow sekrecji komarek ziarnistych,
ptynu pecherzykowego i ekstraktéw jajnika z fazy pecherzykowej cyklu ptciowego na
proces neowaskularyzacji. Makris i wsp. [73] wykazali, ze ekstrakty jajnika bez ciatek
z6ktych pochodzace od $wini stymulujg zarbwno migracje, jak i proliferacje komorek
srodbtonkowych w warunkach in vitro oraz tworzenie nowych naczyn krwiono$nych w
btonie kosméwkowo-omoczniowej zarodka kurczecia w warunkach in vivo. Podobnie
ekstrakty jajnikow pochodzacych od myszy po iniekcji PMSG oraz hCG stymulowaty
proces noewaskularyzacji w warunkach in vivo [106]. Rowniez Koos i LeMaire [66]
stwierdzili, ze tylko jajniki, zawierajgce pecherzyki pochodzgace od szczuréw po iniekcjach
PMSG, stymulowaly angiogeneze w warunkach in vivo. W p6zniejszych doswiadczeniach
Koos [67] udowodnit, ze komorki ziarniste pochodzace z przedowulacyjnych pecherzykow
szczura produkuja czynniki angiogeniczne stymulujace proliferacje komérek srédbtonko-
wych, a ich czasteczka jest mniejsza niz 10000 i wieksza niz 30000 daltondw, i sg wrazliwe
na dziatanie wysokiej temperatury i trypsyny. Ponadto Redmer i Reynolds [100] wykazali,
ze bydlece komérki ziarniste z przedowulacyjnych pecherzykéw jajnikowych, aktywnych
estrogenowo (estrogen-active), tj. 0 wyzszym od 1 stosunku estrogenéw do progesteronu w
ptynie pecherzykowym, sugerujacym, ze dany pecherzyk przeznaczony jest do owulacji,
wydzielajg czynnik lub czynniki stymulujace proliferacje komaorek srédbtonkowych in vitro.
Natomiast komorki ziarniste z pecherzykdw nieaktywnych estrogenowo (estrogen-inac-
tive), tj. o stosunku estrogenéw do progesteronu nizszym od 1, co sugeruje, ze sg to
pecherzyki nie przeznaczone do owulacji - pecherzyki atretyczne, nie majg whasciwosci
angiogenicznych. Natomiast komérki ziarniste pochodzgce z dominujacych pecherzykdéw
matp wydzielaty czynnik(i) angiogeniczny(e) tylko w obecnosci FSH i LH [95]. W bada-
niach na owczychjajnikach stwierdzono, ze tylko te komarki ziarniste wydzielaja czynnik(i)
angiogeniczny(e), ktére pochodzg z przedowulacyjnych, aktywnych estrogenowo peche-
rzykéw, natomiast we wczes$niejszych okresach rozwoju pecherzyka jajnikowego, aktyw-
no$¢ angiogeniczng pochodzi z komorek ostonki wewnetrznej [117]. Rowniez u innych
gatunkéw: $win [73] i kréw [100] komorki ostonki wewnetrznej maja wlasciwosci angioge-
niczne. Bydlece komérki ostonki wewnetrznej wydzielaty czynnik stymulujacy neowas-
kularyzacje, gdy pochodzity zaréwno z aktywnych, jak i nieaktywnych estrogenowo
przedowulacyjnych pecherzykéw [100].

Poza wiasciwosciami angiogenicznymi komérek ziarnistych i ostonki wewnetrznej,
stwierdzono réwniez angiogeniczng aktywno$¢ w ptynie pecherzykowym, pochodzacym od
kobiet [40], Swin [41] i krow [100], zaréwno w warunkach in vivo jak i in vitro. Wyzszg
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zdolnos¢ do stymulowania proliferacji i migracji komorek srodbtonkowych wykazywat ptyn
pecherzykowy z bydlecych pecherzykéw przedowulacyjnych, o $rednicy wiekszej niz 1,5
cm, aktywnych estrogenowo niz z pecherzykéw o Srednicy mniejszej niz 1,5 cm, nieaktyw-
nych estrogenowo. Jednak ptyn pecherzykowy z matych i Srednich pecherzykdw jajni-
kowych réwniez wykazywat pewne wiasciwosci angiogeniczne [badania wilasne
niepublikowane]. Mozna przypuszczac, ze aktywno$¢ angiogeniczna ptynu pecherzykowe-
go wynika z aktywnosci komorek ziarnistych i/lub ostonki wewnetrznej, ktére moga wy-
dziela¢ czynnik(i) angiogeniczny(e) wtasnie do wnetrza pecherzyka.

Powyzej zacytowane dane wskazujg, ze angiogeniczne wiasciwosci pecherzyka jajniko-
wego zmieniajg sie w czasie jego rozwoju. Komérki ostonki wewnetrznej wydaja sie
wydzielaé¢ czynnik lub czynniki stymulujgce neowaskularyzacje w czasie catego rozwoju
pecherzyka, podczas gdy komorki ziarniste oraz ptyn pecherzykowy wykazujg najwyzsza
aktywnos$¢ angiogeniczng w okresie przedowulacyjnym, gtdwnie w pecherzykach przezna-
czonych do owulacji.

CIALKO ZOLTE

Ciatko zo6tte charakteryzuje sie krétkim okresem trwania, w ktérego czasie zachodza
dynamiczne zmiany sekrecji progesteronu, masy oraz przeptywu krwi. Po owulacji ciatko
z6He powstaje w wyniku hipertrofii i hiperplazji komdrek pecherzyka jajnikowego, ktére
jednoczes$nie przeksztatcaja sie w komdrki lutealne, a w obrebie powstajacego gruczotu
tworza sie nowe naczynia krwionosne.

Stwierdzono, ze ciatko z6tte pochodzace z r6znych faz cyklu estralnego i cigzy jest
gruczotem majagcym wyrazne wiasciwosci angiogeniczne, co wykazano w badaniach na
krolikach [46], krowach [50, 63, 66, 97, 99], $winiach [54], owcach [51, 99], matpach [96] i
szczurach [115]. Postugujac sie trzema odrebnymi metodami in vivo (implantacji do btony
kosmowkowo-omoczniowej embrionu kurczecia, do tkanki podskdérnej myszy i policzka
chomika) udowodniono w 1977 r. [63], ze bydlece ciatko z6te stymuluje angiogeneze. W
latach pdzniejszych stwierdzono, ze aktywno$¢¢ angiogeniczna bydlecych ciatek zotych
zmienia sie w czasie cyklu ptciowego [98]. Najsilniejszg zdolno$¢ pobudzania neowaskula-
ryzacji wykazuje ciatko zote z pdznej fazy lutealnej, a najmniejszg (ale wyrazng) zwczesnej
fazy lutealnej. Aktywnos¢ ta moze byé modulowana przez hormon luteinizujacy i prosta-
glandyne F-2alfa [50, 98]. Natomiast sterydy jajnikowe (progesteron, estradiol i testoste-
ron) oraz prolaktyna nie miaty wptywu na wkasciwosci angiogeniczne bydlecych komérek
lutealnych [50]. Aktywno$¢ angiogeniczng, podobng do obserwowanej w czasie srodkowej
i péznej fazy lutealnej, stwierdzono rowniez w ciatkach zéttych pochodzacych z réznych
okresow cigzy owiec i krow [99]. Prostaglandyna F-2alfa owiec obnizata zdolno$¢ tkanki
lutealnej do stymulacji proliferacji komorek srédbtonkowych, natomiast LH pozostawat
bez wptywu na whasciwosci angiogeniczne ciatek z6ktych u obu badanych gatunkoéw.

Czynnik(i) angiogeniczny(e) produkowany(e) przez bydlecg tkanke lutealng stymuluje
zaréwno proliferacje, jak i chemotaksje komorek Srodbtonkowych, jest termolabilny i ma
czasteczke wiekszg niz 300 000 daltonéw [97]. Nie moznajednak wykluczy¢ mozliwosci, ze
moze to by¢ zwigzek o mniejszej masie czasteczkowej, ale zwigzany z no$nikiem o duzej
masie.

Ostatnio w badaniach owczego ciatka z6ttego wykazano, ze mate komarki lutealne oraz
komarki niesteroidogeniczne wydzielajg czynnik angiogeniczny stymulujgcy proliferacje
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komaérek srodbtonkowych, natomiast duze komorki lutealne tej zdolnosci nie maji. Stwier-
dzono tez, ze LH nie ma wptywu na aktywnos$¢ angiogeniczng owczych komorek lutealnych
G

Czynnik(i) angiogeniczny(e) produkowany jest przez ciatko zéte zaréwno w czasie
cykluestralnego, jak i cigzy. Obecnos¢ czynnika(éw) angiogenicznego(ych) wciatku zéttym
pochodzacym z p6znej fazy lutealnej oraz réznych okreséw cigzy sugeruje, ze bierze on
udziat nie tylko w procesie neowaskularyzacji w okresie rozwoju ciatka zéttego w czasie
wczesnej fazy lutealnej, ale rowniez w podtrzymywaniu funkcji komérek srédbtonkowych
we w petni funkcjonujacym ciatku zéttym i by¢ moze w procesie regresji naczyn krwionos-
nych w trakcie luteolizy.

Wielu autoréw sugeruje, ze czynnikiem angiogenicznym obecnym w ciatku zoktym i
komérkach ziarnistych jest czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF) lubjego pochodne [47,78,
105]. Wyizolowany z komdrek ziarnistych FGF o charakterze zasadowym jest aktywny
biologicznie, stymuluje proliferacje zarowno komorek Srédbtonkowych, jak i ziarnistych i
prawdopodobnie wptywa na rozwdj unaczynienia w warstwie komérek ostonki wewne-
trznej [78]. Natomiast wyizolowany przez Gospodarowicza i wsp. [47] czynnik angiogenicz-
ny z bydlecych ciatek z6ttych wykazuje wysokie podobnienstwo do FGF uzyskanego z
przysadki mézgowej i mézgu. Z badan wiasnych [dane niepublikowane] wynika, ze bydlecy
lutealny czynnik(i) angiogeniczny(e) wigze sie z heparyng i moze by¢ od niej odtgczony
przez wymywanie zbuforowanym 2,0-molowym roztworem NacCl, czyli podobnie jak FGF.
Kolejnym dowodem na obecno$é FGF w ciatku z6ttym sg dane z pracy Stirling i wsp. [113],
w ktorej wykazano, ze w miare rozwoju bydlecego ciatka zottego wzrasta koncentracja
mRNA kodujacego zasadowy FGF. Zgadza sie to wyraznie z wynikami pracy Redmera i
wsp. [98], w ktdrej przedstawiono wzrost aktywnosci angiogenicznej ciatka z6ttego w miare
postepu fazy lutealnej. Powyzsze dane wskazujg, ze FGF jest gtdwnym czynnikiem angio-
genicznym wjajniku, jednak nie mozna wykluczy¢ roli innych zwigzkdéw, ktorych obecnosé
w jajniku stwierdzono, a majacych wyzszg lub nizszg od czynnika wzrostu fibroblastow
mase czasteczkowg [67,97].

MACICA

Tkanki macicy wptywajg bezposrednio na przezywalno$¢ zarodkéw oraz ich rozwoj.
Jednym z gtdwnych czynnikéw decydujacych o prawidtowym przebiegu wzrostu i rozwoju
zarodka i ptodu jest odpowiedni doptyw krwi. Wymaga to dobrze rozwinietego tozyska
naczyniowego w macicy. Wykazano, ze tkanki ciezarnej macicy ludzkiej [13, 14, 42, 92],
bydlecej [101, 102] i owczej [75] oraz niecigezarnej macic” bydlecej [Reynolds, dane
niepublikowane] i owczej [75] wykazuja aktywnos$¢ angiogeniczna. Stwierdzono, ze btona
doczesna [42], fozysko i btona kosmowkowo-omoczniowa [13, 14, 92] ludzkiej macicy
ciezarnej stymuluja tworzenie nowych naczyn krwionosnych wwarunkach in vivo i in vitro.
tozyskowym czynnikiem angiogenicznym moze by¢ obecny w ludzkim tozysku czynnik
wzrostu fibroblastow [48], ale rowniez wyizolowany przez Burgosa [14] zwigzek o m. cz.
pomiedzy 400 i 1100 daltonéw, wigzacy sie z nosnikami biatkowymi o masie wyzszej niz 100
000. W réznych okresach ciazy, zdolno$¢ wywotania neowaskularyzacji wykazuje tylko
tkanka tozyska od strony matczynej w macicy bydlecej, natomiast cze$¢ ptodowa wyraznie
ogranicza proces angiogenezy [101, 102]. Sugeruje to, ze rozw0j unaczynienia w tozysku
krowy jest kontrolowany przez stymulujgce i hamujgce zwigzki produkowane w jego
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obrebie. Czynnik angiogeniczny pochodzacy z bydlecego tozyska ma mase czgsteczkowg
wyzszg niz 100 000 daltonow ijest termolabilny [102]. Tkanki tozyska owczego zachowujg
sie odmiennie niz bydlecego. We wczesnym okresie cigzy (12-22 dni) tkanki czesci matc-
zynej tozyska stymulowaty proces proliferacji komdérek srodbtonkowych, natomiast btony
ptodowe tych wiasciwosci nie wykazywaty. W p6Zniejszych okresach cigzy (41-140 dni)
tkanki czesci matczynej tozyska oraz pozatozyszczowa cze$¢ ptodowa tozyska nie miaty
aktywnosci angiogenicznej. tozysko czesci ptodowej nie wykazywato aktywnosci angioge-
nicznej w Srodkowym okresie cigzy (40-90 dni), ale w okresie p6znej ciazy (115-120 dni)
stymulowato angiogeneze. Czynnik(i) angiogeniczny(e) pochodzacy(e) z tozyska owcy ma
czasteczke 0 masie wiekszej niz 100 ooo daltondw ijest niestabilny wwysokiej temperaturze
[75]. Wydaje sie, ze tozyskowa angiogeneza u owcy, podobnie jak u bydta, modulowanajest
przez cze$¢ matczyng i ptodowa poprzez synteze i sekrecje czynnikéw stymulujacych i
hamujacych, zachowujacych sie jednak réznie w ré6znych okresach cigzy.

Tkanka endometrium pochodzaca z nieciezarnej macicy bydlecej wykazuje aktywno$é
angiogeniczng podobng do stwierdzonej w réznych okresach cigzy [Reynolds, dane niepu-
blikowane]. Natomiast tkanka endometrium owczego ze $rodkowej fazy lutealnej ma
wiasciwosci angiogeniczne podobne do endometrium pochodzacego z wczesnego okresu
cigzy [75]. Aktywno$¢ angiogeniczna tkanek nieciezarnej macicy moze byé modulowana
przez hormony sterydowe (progesteron i estradiol). Presta [93] sugeruje, ze u kobiet
aktywnos¢ angiogeniczna endometrium moze by¢ stymulowana przez estradiol, ale nie
przez progesteron. Natomiast w badaniach na owczym endometrium stwierdzono, ze
progesteron wwiekszym stopniu wptywa na angiogeniczne wiasciwosci tkanek niecigzarnej
macicy niz estradiol [103]. Wydaje sie, ze czynniki angiogeniczne pochodzace z macicy
nieciezarnej i ciezarnej spetniajg wazng funkcje poczatkowa w przygotowaniu macicy do
przyjecia zarodka, a p6zniej w rozwoju zarodka i ptodu przez regulowanie rozwoju fozyska
naczyniowego.

ZAKONCZENIE

W wielu pracowniach trwajg intensywne prace zmierzajace do wyizolowania i oczysz-
czenia czynnika(6w) angiogenicznego(ych) z réznych tkanek i komérek. Poznanie jego
struktury pozwoli na doktadniejsze scharakteryzowanie jego funkcji, miejsca wytwarzania
i mechanizmu dziatania. Pozwolitoby réwniez na uzyskanie przeciwciat i stwarzatoby
mozliwosc¢ jego ilosciowego ijakoSciowego oznaczenia. Uzyskanie czynnika angiogenicz-
nego umozliwiatoby kontrole proceséw angiogenezy i stworzytoby nadzieje w walce z
rakiem. Stwierdzono bowiem, ze rozw0j tkanki nowotworowej postepuje tylko wtedy, gdy
jest ona ukrwiona [33]. Zahamowanie wiec neowaskularyzacji w obrebie tkanki rakowej
poprzez czynnik anty-angiogeniczny (np. przeciwciata) bytoby duzym postepem w leczeniu
tej choroby.
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