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KOMPLEKSY ANTEN ENERGETYCZNYCH 
TYLAKOIDÓWX

ENERGETIC ANTENNAE COMPLEXES OF THYLAKOIDS

Grzegorz JACKOWSKI, Jolenta SCHNEIDER

Zakład Fizjologii Roślin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie. Przedstawiono aktualny stan wiedzy o własnościach tylakoidowych kompleksów "chlorofil a/b - 
białko", pełniących rolę anten energetycznych. Szczególną uwagę zwrócono na spektroskopowe właściwości 
kompleksów antenowych, ich organizację wewnętrzną i stechiometrię składników.

Słowa kluczowe. Chloroplasty, tylakoidy, kompleksy "chlorofil a/b - białko", LHCII, CP29, CP26, CP24, LHCI.

Summary. The current state of knowledge of properties of thylakoid "chlorophyll a/b - protein” complex which 
act as energetic antennae is presented. Special attention was paid to their spectral features, internal structure 
and stoichiometry of components.

Key words. Chloroplasts, thylakoids, "chlorophyll a/b - protein” complexes, LHCII, CP29, CP26, CP24, LHCI.

Wykazskrótów. PSI, PSU - fotosystem 1 i II; LHCI i II - kompleks chlorofil a/b - białko zbierający energię świetlną 
odpowiednio PSI i PSU; LHCP - białka kompleksu LHC; pLHCP - prekursor białka LHC, SDS - siarczan 
dodecylu sodu; PAGE - elektroforeza w żelu poliakrylamidowym; m. cz. - masa cząsteczkowa.

WSTĘP

Od połowy lat sześćdziesiątych wiadomo, że cząsteczki chlorofilu w błonach tylakoido
wych są połączone z białkami w formie zróżnicowanych kompleksów pigmentowo-białko- 
wych. Zastosowanie do badań biochemiczno-strukturalnej organizacji tylakoidów metod 
upłynniania i funkcjonowania błon przy użyciu detergentów i selektywnych technik 
rozdziału umożliwiły identyfikację i charakterystykę poszczególnych kompleksów chloro- 
filowo-białkowych. Podsumowanie bieżącego stanu wiedzy w tej dziedzinie zawiera opra- 

xNiniejsze opracowanie powstało w ramach CPBP 04.12.4.1.
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290 G. JACKOWSKI, J. SCHNEIDER

cowanie zbiorcze Green z 1988 r. [23]. Obecnie 
przyjmuje się, że wśród identyfikowanych ele- 
ktroforetycznie kompleksów chlorofilowo- 
b ia łkow ych  (rys. 1) p rzynajm nie j trzy 
zawierające chlorofil a i b pełnią funkcje 
molekularnych anten energetycznych absor
bujących kwanty światła i przekazujących e- 
n e rg ię  w zb u d zen ia  ce n tro m  reak c ji 
fotosyntetycznych [23].

Dwa spośród nich noszą nazwę "zbierają
cych energię świetlną kompleksów chlorofil a/b 
- białko" i z literatury anglojęzycznej (light har
vesting chlorophyll a/b - protein complex) okreś
lane są skrótami LHCl i LH Cll w związku ze 
zdolnością preferencyjnej współpracy z cen
tram i reakcji odpowiednio fotosystemu I 
(PSI) i fotosystemu II (/*511). Trzeci z kom
pleksów antenowych określony skrótem CP29 
(chlorophyll-protein 29 kDa) uważany jest za 
wewnętrzną antenę energetyczną/*511 [14,23].
W rezultacie udoskonalenia technik elekt- 
roforetycznych odkryto ostatnio dwa dalsze 
kompleksy białek związanych z chlorofilem a i 
b, zwane CP24 i CP26 i zaliczane do anten 
energetycznych [7, 18, 19]. Informacje doty
czące tych kompleksów są jednak jak dotąd
skąpe i niejednoznaczne [7, 8,18, 23]. Zważywszy, że od opublikowania w piśmiennictwie 
polskim opracowania Woźnego [60], zawierającego dane dotyczące ogólnej charakterys
tyki LHC, nastąpił nie tylko znaczny postęp badań nad LHCll, ale także odkryte zostały 
dalsze kompleksy antenowe, wyłoniła się potrzeba opracowania przeglądu aktualnej wied
zy o kompleksach antenowych. Ponadto odrębne opracowanie zostało poświęcone immu- 
nochemicznym właściwościom białek tych kompleksów [30].

Rys. 1. Kompleksy chlorofilowo-białkowe tylakoi- 
dów całkowitych goździka -  A (Jackowski i Goś
ciło, dane niepublikowane) i tylakoidów stromy 

kukurydzy -  B [6]; błony tylakoidowe upłynnione 
za pomocą /ł-oktyloglukozydu i SDS rozdzielano 

metodą SDS-PAGE w temp. 4°C: A -L H C ll*  for
ma oligomeryczna, LH C ll -  forma monomerycz- 
na; B -L H C l  680 i LH C l 730 reprezentują dwie 

subpopulacje LH Cl

CHARAKTERYSTYKA KOMPLEKSÓW ANTENOWYCH 
STRUKTURA I FUNKCJA LHC  II

LHC  II jest jednym z najwcześniej opisanych [lit. szczeg. cyt. 10, 23, 58], a zarazem 
najintensywniej badanych kompleksów chlorofilowo-białkowych tylakoidów. Efektem 
przeszło dwudziestoletnich badań jest obszerna, wieloaspektowa literatura szczegółowa 
oraz liczne artykuły przeglądowe, z których tylko w ostatnich latach ukazały się m.in. 
opracowania Brechta [10], Thornbera [58], Staehelina [53], Chitnisa i Thornbera [15].

W skład LHCll wchodzą: 1-5 hydrofobowych białek, chlorofil a, chlorofil b oraz 
ksantofile. Przyjmuje się, że LHCll zawiera do 50% całkowitego chlorofilu i do 40% 
całkowitego białka tylakoidów, przy czym na jedną cząsteczkę białka przypada 5-7 cząs
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teczek chlorofilu a, 4-6 cząsteczek chlorofilu b oraz 2 lub 3 cząsteczki ksantofili [15]. 
Stosunek molowy chlorofilu a do b jest bliski jedności i najczęściej wynosi 1,0-1,2 [33]. 
Skład ksantofili LH Cll nie został dotąd ostatecznie rozstrzygnięty. Brody i wsp. [11] 
sugerują, że LH C ll zawiera co najmniej 4 różne rodzaje tych barwników. Natomiast 
Plumley i Schmidt [47] w badaniach nad optymalizacją warunków rekonstytucji LH C ll in 
vitro stwierdzili, że do uzyskania preparatu LHCll szpinaku o widmach fluorescencji i 
dichroizmu kołowego bardzo zbliżonych do widm natywnego LH C ll wystarczy wprowa
dzenie dwu spośród trzech badanych ksantofili (luteina, neoksantyna, wiolaksantyna).

O d kilku lat istnieją dane wskazujące, iż w skład LH Cll wchodzą także lipidy acylowe: 
galaktolipidy, sulfolipidy i fosfolipidy [32, 50]. Istotną rolę przypisuje s i | fosfatydyloglice- 
rolowi zawierającemu występujący wyłącznie w chloroplastach kwas Δ -transheksadece- 
nowy. Z  licznych doniesień wynika, że może on wpływać na formowanie i stabilność 
oligomerycznych form LH Cll [31, 32, 40], na efektywność przekazywania energii wzbu
dzenia przez LH C ll do centrum reakcji PSU oraz na efektywność transportu elektronów 
w obrębie PSU [28, 40]. W tej sytuacji dużym zaskoczeniem było doniesienie Plumleya i 
Schmidta [47], którzy stwierdziwszy, że rekonstytucjaZJ/CII szpinaku in vitro nie wymaga 
obecności lipidów acylowych w mieszaninie rekonstytucyjnej, wyrazili pogląd, że lipidy 
acylowe nie są integralnymi składnikami tego kompleksu. Zważywszy, że lipidy mogą być 
silnie zasocjowane z białkami LHCll (LHCII) i mogą pozostawać z nimi w kompleksie 
mimo intensywnego wieloetapowego odtłuszczania [50], wydaje się prawdopodobne, że 
Plumley i Schmidt [47] wprowadzili do środowiska rekonstytucyjnego lipidy acylowe jako 
zanieczyszczenia polipeptydów.

W związku z wysoką zawartością chlorofilu b, odróżniającą LH Cll od pozostałych 
kompleksów chlorofilowo-białkowych, w widmie absorpcji LH Cll sporządzonym w temp. 
pokojowej (rys. 2), obok typowych wierzchołków dla chlorofilu a (przy 432-440 nm i 
667-679 nm) oraz dla chlorofilu b (przy 470-472 nm) występuje charakterystyczny wierz
chołek chlorofilu b przy 650-653 nm [16, 26].

Charakterystyczne jest także widmo fluorescencji LH Cll w temp. 77 K (rys. 3), z 
wyraźnym wierzchołkiem przy 686 nm oraz niewielkim wzniesieniem przy 695 nm [26]. 
Widmo wzbudzania fluorescencji dla wierzchołka 686 nm wyraźnie dowodzi zaangażowa
nia chlorofilu a i b oraz karotenoidów jako anten energetycznych [48]. Istnieją dane 
wskazujące, że natywnyL//CII jest oligomerem i występuje w tylakoidach jako trimer [10, 
19].

Za powyższą koncepcją przemawia fakt, iż w różnych systemach łagodnie denaturującej 
elektroforezy w żelu poliakrylamidowym LHCll występuje w jednej lub dwu formach 
oligomerycznych oraz w formie monomeru [1, 57]. Zdaniem Lyona i Unwina [38] nie jest 
jednak wykluczone, że trimery są artefaktami odzwierciedlającymi hydrofobowe interakcje 
monomerów LHCll, do jakich dochodzi w obecności detergentów. Powszechnie przyjmuje 
się, że LH C ll jest kompleksem transmembranowym, którego część polipeptydowa wnika 
na głębokość ok. 20 nm od stromy oraz ok. 0,7 nm do światła tylakoidu [37].

Z  licznych danych wynika, że,LHCll charakteryzuje się heterogenicznością strukturalną 
i funkcjonalną. Uważa się powszechnie, że LHCll składa się z dwóch subpopulacji: 
wewnętrznej silnie związanej z centrum reakcji PSU oraz znacznie słabiej z nim związanej 
subpopulacji peryferycznej, mobilnej [35, 36, 51]. Subpopulacje te różnią się składem 
polipeptydowym, natomiast nie różnią się stosunkiem chlorofilu do białka oraz chlorofilu 
a do b [52]. Konsekwencją heterogeniczności strukturalnej LH C ll jest zróżnicowanie
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292 G. JACKOWSKI, J. SCHNEIDER

Rys. 2. Widmo absorpcji LH C ll i LH C l grochu -  A (wg [25] uproszczone) oraz CP29 i CP26 kukurydzy -  B
[7] sporządzone w temp. pokojowej

strukturalne .PSU naPSIIa iPSIIß. W zlokalizo
wanym w tylakoidach gran PS Ha centrum reak
cji jest związane z obydwoma subpopulacjami 
LH C ll [2], natomiast w PSIIß antenę energe
tyczną stanowi silnie związana subpopulacja 
wewnętrzna LHCll. Przy tym PSIIß ustępuje 
znacznie ilościowo PSIIa i występuje na terenie 
tylakoidów stromy [2]. PSIIß uważany jest za 
formę ontogenetycznie wcześniejszą, z której w 
trakcie dojrzewania chloroplastów powstaje 
PSIIa przez dodanie subpopulacji peryferycznej 
-  mobilnej LH Cll i przemieszczenie powstałej 
struktury do rejonu gran [36, 41, 42],

Model dwu subpopulacji LHCll zapropono
wano na podstawie wyników badań wykonanych 
na szpinaku, u którego LHCll zawiera dwa po- 
lipeptydy o m. cz. 27 i 25 kDa [35]. Subpopulacja 
wewnętrzna LH Cll szpinaku zawiera tylko poli- 
peptyd o m. cz. 27 kDa, a subpopulacja peryfe- 
ryczna -  mobilna oba polipeptydy. Model ten 
nie jest uniwersalny, np. nie może być bezpośrednio zastosowany do opisania bardziej 
skomplikowanej struktury LHCll, np. u kukurydzy [9]. LH Cll kukurydzy zawierający 5

Rys. 3. Niskotemperaturowe (77 K) widma 
emisji fluorescencji LH C ll i LH C l grochu (wg 

[25] uproszczone) oraz CP29 szpinaku [27]; dłu
gość fal wzbudzenia fluorescencji wynosiła 478 

nm dla LH C ll oraz 390-560 nm dla CP29
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polipeptydów rozdzielono na 7 lub 8 subpopulacji, przy czym w skład poszczególnych 
subpopulacji wchodzą polipeptydy i barwniki w różnych kombinacjach ilościowych.

Jak wiadomo, podstawową funkcją LH Cll jest przekazywanie energii wzbudzenia do 
centrum reakcji PSII, w czym uczestniczą wszystkie barwniki kompleksu z prawie 100% 
wydajnością [49]. Jednak w zależności od warunków świetlnych LH Cll pełni również 
funkcję regulatora rozdziału energii wzbudzenia pomiędzy obydwa fotosystemy. W nor
malnych warunkach świetlnych LH Cll przekazuje całość energii wzbudzenia centrom 
reakcji PSU zlokalizowanym w tylakoidach gran. Jak wykazano, w ostatnich latach chloro
plasty dysponują mechanizmem szybkich adaptacji do zmieniających się warunków środo
wiskowych, w tym do zmian natężenia i składu spektralnego światła. Adaptacje te wiążą 
się z odwracalną fosforylacją polipeptydów LH Cll przy udziale tylakoidowej kinazy akty
wowanej przez zredukowany plastochinon [43 i cyt. lit.]. Wysunięto koncepcję, że ta 
fosforylacja i defosforylacja (katalizowana przez tylakoidową fosfatazę) stanowi podstawę 
rozdziału energii wzbudzenia przez LHCll pomiędzy .PSI i / ’SIL Dziś powszechnie przyj
muje się, że w rezultacie fosforylacji polipeptydów LHCll następuje przemieszczenie się 
subpopulacji peryferycznej -  mobilnej kompleksu z rejonu tylakoidów gran do tylakoidów 
stromy i przekazywanie energii wzbudzenia do centrum reakcji PSI, natomiast defosfory
lacja wywołuje zjawisko odwrotne [32, 34, 36].

Innego rodzaju adaptację stwierdzono w przypadku traktowania rośliny podwyższony
mi temperaturami [55]. Dochodzi wówczas do oddysocjowania centrum reakcji FSII wraz 
z wewnętrzną subpopulacjąZJ/CII od peryferycznej subpopulacji LH Cll (a więc następuje 
przekształcenie /ΉΙΙα w PSIIß) i przemieszczenie się powstałego ΤΉΙΙβ do tylakoidów 
stromy. Postuluje się, że oba typy przekształceń strukturalnych Ρ5ΊΙ zapobiegają nadmier
nemu wzbudzeniu i fotoutlenieniu P5II [56].

Obok funkcji antenowej oraz regulatora rozdziału energii wzbudzenia pomiędzy oba 
fotosystemy, LH Cll pełni także istotną rolę w zespalaniu tylakoidów w grana. Wskazują 
na to m.in. wyniki badań, w których zaobserwowano ścisłą korelację między formowaniem 
się stosów granowych a pojawieniem się LHCll w plastydach zazieleniających się roślin 
[3]. Stwierdzono również korelację pomiędzy zawartością LH Cll w błonach tylakoidowych 
a względnym stopniem przylegania tylakoidów w granach oraz szerokością stosów grano
wych [17, 45]. Rośliny cieniolubne oraz adaptowane do niskich natężeń światła cechuje 
wyższy udział LH Cll i zarazem większa szerokość gran w porównaniu z roślinami świa- 
tłolubnymi i adaptowanymi do wysokich natężeń światła [3]. Mechanizmem leżącym u 
podstawy udziału LH Cll w zespalaniu błon tylakoidowych jest również proces odwracalnej 
fosforylacji polipeptydów mobilnej frakcji tego kompleksu [22,34]. Według Kyle i wsp. [34] 
wywołany fosforylacją treoniny wzrost powierzchniowych ładunków ujemnych polipepty
dów LH C ll prowadzi do zmian konformacyjnych tego kompleksu, powodując rozłączanie 
się błon tylakoidów i boczną migrację mobilnej subpopulacji LH Cll z regionów błon 
zespolonych (gran) do niezespolonych (tylakoidów stromy). Wraz z defosforylacją nas
tępuje odwrócenie sytuacji. Wyczerpujące omówienie roli odwracalnej fosforylacjiLT/CII 
zarówno w regulacji procesu zespalania tylakoidów gran, jak i dystrybucji energii wzbu
dzenia zawiera wymienione poprzednio polskojęzyczne opracowanie zbiorcze Woźnego 
[60], a także anglojęzyczne Gounaris i wsp. [22].
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294 G. JACKOWSKI, J. SCHNEIDER

STRUKTURA I FUNKCJA CP29

Do kompleksów pełniących funkcję anten energetycznych należy również znacznie 
mniej dotąd poznany kompleks określany skrótem CP29, uważany za wewnętrzną antenę 
.PSU [14, 23]. Stosunkowo niewielka ilość informacji dotycząca CP29 jest wynikiem pow
szechnego stosowania metody elektroforetycznego rozdziału upłynnionych tylakoidów wg 
Anderson i wsp. [1], nie pozwalającej na ujawnienie tego kompleksu. W tym przypadku 
CP29 komigruje z monomeryczną formą LHCU. Aby oddzielić CP29, niezbędne jest 
zastosowanie innych warunków upłynniania błon tylakoidowych, np. w obecności ß-okty- 
loglukozydu [14, 23]. Nazwa CP29 wprowadzona została przez Camm i Green [13] dla 
kompleksu wyodrębnionego ze szpinaku [13, 20, 57]. W ostatnich latach kompleks ten 
został opisany jako składnik antenowy PSU szeregu innych gatunków, w tym: kukurydzy 
[7], fasoli [57], jęczmienia [29, 59] i soi [42].

W skład CP29 wchodzą białka oraz chlorofil a i b, przy czym stosunek ilościowy 
chlorofilu a do b mieści się w przedziale 2-5 [7,14, 23]. Wysoka absorbcja przy 490 nm w 
widmie absorpcji kompleksu wskazywała, że CP29 zawiera również karotenoidy [13]. Ich 
skład został określony dopiero w ubiegłym roku przez Henryssona i wsp. [27], który w CP29 
szpinaku zidentyfikował luteinę, wiolaksantynę i neoksantynę. Według tych autorów posz
czególne ksantofile występują w jednakowych ilościach odpowiadających od 0,5 do 1 
cząsteczki barwnika na cząstkę CP29.

Nieliczne są dotąd próby ustalenia stechiometrii składników CP29. Na podstawie 
analizy składu wysoko oczyszczonego preparatu CP29 szpinaku Barbato i wsp. [5] podali, 
że na jedną cząsteczkę białka CP29 przypadają 3,3 cząsteczki chlorofilu a i 0,8 cząsteczki 
chlorofilu b. Natomiast z badań Glicka i Melisa [21] prowadzonych na pozbawionym 
chlorofilu b mutancie chlorina f jęczmienia wynika, że jedna cząsteczka białka CP29 jest 
związana z 13 cząsteczkami chlorofilu a. Opierając się na różnicy w liczbie cząsteczek 
chlorofilu przypadających na cząsteczkę P-680 w kompleksie centrum reakcji PSU (obej
mującym białka Di, D2, cyt bs59, CP47, CP43, CP29 i CP26) oraz w rdzeniu centrum reakcji 
Ρ5ΊΙ (zawierającym białka Di, D2, cyt bs59, CP47, CP43) Barbato i wsp. [5] obliczyli, że 
natywny CP19 jest trimerem. Pogląd ten podważa fakt, że z reguły nie obserwuje się 
oligomerycznych form CP29 w warunkach rozdziału elektroforetycznego kompleksów 
chlorofilowo-białkowych.

Widmo absorbcji CP29 (rys. 2) charakteryzuje obecność tych samych maksimów, jakie 
obserwuje się w przypadku LHCll, przy czym wierzchołek absorbcji dla chlorofilu b przy 
650 nm jest znacznie słabiej zaznaczony bądź niedostrzegalny, a wierzchołek absorbcji w 
czerwonej części widma odpowiadający chlorofilowi a jest z reguły przesunięty o 2-3 nm 
w kierunku dalekiej czerwieni [57]. Niskotemperaturowe (77 K) widmo fluorescencji 
kompleksu (rys. 3) ma wyraźne maksimum przy 676-680 nm [7]. CP29 obejmuje 9-10% 
całkowitego chlorofilu tylakoidów [24, 57] i jak wykazano metodami cytoimmunochemicz- 
nymi, 80-85% kompleksu znajduje się na terenie tylakoidów gran [20, 29]. Równocześnie 
stwierdzono, że w przeciwieństwie do LHCll, CP29 nie ulega fosforylacji w warunkach in 
vitro [19]. W związku z powyższym oraz faktem, że CP29 jest ściśle związane z centrum 
reakcji PSU, Dunahay i wsp. [19] wyrazili pogląd, iż CP29 może być składnikiem wewnę
trznej anteny LHCll. Podobną rolę przypisuje się dwu innym nowo odkrytym kompleksom 
zawierającym chlorofil a i b nazwanym CP24 i CP26 [5,7,18]. Równocześnie w odniesieniu
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do CP24 istnieją sugestie, że może być identyfikowany z jedną z subpopulacji LHCl, 
mianowicie LHCI-689 [7].

STRUKTURA I FUNKCJA CP26

CP26 został po raz pierwszy opisany przez Bassi i wsp. [7] u kukurydzy. Jego obecność 
stwierdzono w efekcie elektroforetycznego rozdziału cząstek PSU w warunkach sprzyjają
cych migracji całej puli LH Cll w formie oligomeru. W ten sposób ujawniono kompleks, 
który w normalnych warunkach elektroforezy był niezauważany ze względu na komigrację 
z monomeryczną formą LHCll.

CP26 zawiera białko, chlorofil a i b, przy czym stosunek chlorofilu a Ib wynosi 2. 
Obecność karotenoidów i lipidów acylowych w CP26 nie była dotąd badana. Widmo 
absorpcyjne CP26 (rys. 2) zawiera wierzchołki charakterystyczne dla chlorofilu a, podczas 
gdy niskotemperaturowe widmo fluorescencji ma wierzchołek przy 680 nm. Wyizolowany 
z tylakoidów szpinaku w identyczny sposób, jak to zrobili Bassi i wsp. [7] u kukurydzy, 
kompleks chlorofil alb-białko został nazwany CP21 przez Dunahay i wsp. [18]. CP26 
(CP21) jest ściśle zasocjowany z CP29 i jak już wspomniano, jest uważany za wewnętrzną 
antenę PSU [6]. Ponadto istnieje koncepcja, według której CP26 może współuczestniczyć 
wraz z CP29 i CP24 w przejmowaniu nadmiaru energii wzbudzenia z LH Cll w warunkach 
zagrażających fotoinhibicjąP5II [7]. Barbato i wsp. [5] sądzą, że CP26 -  podobnie jak CP29 
-  przyjmuje in vivo strukturę trimeryczną.

STRUKTURA I FUNKCJA LHCl

Dopiero kilkanaście lat po wyodrębnieniu LHCll, w roku 1983, został po raz pierwszy 
wyizolowany i scharakteryzowany przez Hawortha i wsp. [25] zbierający energię świetlną 
kompleks związany z PSI. LHCl okazał się nie tylko jednym z najmniej licznych komplek
sów chlorofilowo-białkowych tylakoidów, ale równocześnie stosunkowo trudnym do wyo
drębnienia. Jak podaje Green [23], bezcelowa jest izolacja LHCl tradycyjną metodą 
bezpośredniego rozdziału elektroforetycznego upłynnionych tylakoidów na SDS-PAGE, 
bowiem kompleks ten komigruje z mniejszym oligomerem LH Cll lub innym komponentem 
PSII, jakim jest kompleks chlorofil α-białk o zwany CP47. Wyodrębnienie LHCl przy użyciu 
technik elektroforetycznych jest możliwe pod warunkiem np. uzyskania czystego preparatu 
tylakoidów stromy lub przez łączenie metod elektroforezy z innymi, takimi jak ultrawiro- 
wanie lub/i chromatografia jonowymienna na DEAE-celulozie [44]. W świetle powyższych 
danych zrozumiałe, iż LHCl jest znacznie słabiej poznany w porównaniu z LHCll.

W skład LHCl oprócz białek wchodzą chlorofile a i b oraz karotenoidy. Przy tym 
stosunek chlorofilu a do b jest znacznie wyższy od podawanego dla LH Cll i dość zróżni
cowany. Może wynosić od 2,5 u rzęsy [44] do 3,7 u grochu [25], a niekiedy autorzy donoszą 
o znacznych różnicach uzyskiwanych dla kolejnych preparatów LHCl tego samego gatun
ku, np. u jęczmienia [8]. W składzie karotenoidowym kompleksu zbadanym dotychczas
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tylko u rzęsy [44] stwierdzono luteinę, wiolaksantynę i ß-karoten. Natomiast zupełnie 
otwarta jest kwestia ewentualnej obecności lipidów acylowych.

Nie jest znana dokładna stechiometria składników LHCl. Pewną ilość informacji na ten 
temat wnoszą dane dotyczące liczby cząsteczek chlorofiluα  -I- b przypadających na antenę 
energetyczną cząstki PSI (po uwzględnieniu chlorofilu a stanowiącego wewnętrzną an
tenę). Ilość tę oszacowano u szpinaku na 100 cząsteczek [39], a u jęczmienia na 120 
cząsteczek [8]. Przyjmując, że LHCl szpinaku zawiera taką samą liczbę trzech polipepty- 
dów [18], można obliczyć, że na każdy z nich przypadają 33 cząsteczki chlorofilu a + b. 
Liczba ta może okazać się dwu- do trzykrotnie mniejsza, gdy LHCl jest in vivo di- lub 
trimerem. Prawdopodobieństwo występowania form oligomerycznych LH Cl potwierdza 
doniesienie Bassi i Simpsona [8], którzy wśród rozdzielonych elektroforetycznie komplek
sów chlorofilowo-białkowych kukurydzy stwierdzili obecność oligomeru LHCl. Ponadto 
Bruce i Malkin [12] ustalili, że na jedną cząsteczkę P 700 u rzęsy przypadają dwie cząsteczki 
LHCPl o m. cz. 23 kDa. W związku ze znacznie mniejszą zawartością chlorofilu b w 
stosunku do chlorofilu a widmo absorbcji tego kompleksu (rys. 2) jest zdominowane przez 
maksima odpowiadające chlorofilowi a przy 432-440 nm oraz przy 668-674 nm. Charak
terystyczny dla chlorofilu b wierzchołek w paśmie Soreta (470-472 nm) jest w przypadku 
LH Cl zwykle zauważalny jako słabe wzniesienie, natomiast w rejonie 650 nm nigdy nie 
obserwuje się odrębnego wierzchołka dla chlorofilu b, jak to ma miejsce w przypadku 
LH C ll [26,44,58]. LHCl ma w temp. 77 K charakterystyczne widmo fluorescencji (rys. 3) 
o dwu wierzchołkach przy 680 i 730 nm [8,26], a Remy i Ambard-Bretteville [48] opisali w 
widmie fluorescencji LHCl grochu dodatkowy, bardzo wyraźnie zaznaczony wierzchołek 
przy 650 nm. Analiza widma wzbudzenia fluorescencji dowodzi, że najważniejszym barw
nikiem antenowym tego kompleksu jest chlorofil a [8].

U kilku gatunków roślin [6,8] stwierdzono istnienie dwu subpopulacji LH Cl różniących 
się składem polipeptydowym, nieznacznie zawartością chlorofili a i b, a także własnościami 
absorbcyjnymi: widmem dichroizmu kołowego i widmem fluorescencji w 77 K. Kompleksy 
te identyfikowane na podstawie niskotemperaturowego widma emisyjnego fluorescencji 
określone są odpowiednio jako LHCla lub LHCl-680 oraz LHClb  lub LHCl-130. Na 
podstawie wyników frakcjonowania i rekonstytucji PSI jęczmienia Bassi i Simpson [8] 
zaproponowali model transferu energii dla PSI, wg którego LHCl pełni rolę anteny 
pośredniczącej przy przekazie energii wzbudzenia przez mobilną subpopulacjęL/fCII do 
PSI. Przekaz energii wzbudzenia następowałby zgodnie z sekwencją: LH C ll -+LHCI- 680 
-► LHCI-13Q -*· centrum reakcji PSI (P 700 chi a -  PI).

Z  danych immunocytochemicznych wynika, że w odróżnieniu od LH Cll, którego 
mobilna subpopulacja może przemieszczać się z tylakoidów gran do tylakoidów stromy, 
LHCl jest kompleksem występującym w obrębie tylakoidów stromy [29]. Z  drugiej strony 
istnieją doniesienia wskazujące, że część (ok. 35%) populacji LHCl może znajdować się 
na terenie tylakoidów gran [4], Andreasson i wsp. [4] stwierdzili u szpinaku heterogenicz- 
ność funkcjonalną PSI analogiczną do heterogeniczności PSU. Opierając się na analizie 
aktywności fotochemicznej PSI oraz kinetyki fotoutleniania P 700 wysoko oczyszczonych 
preparatów tylakoidowych gran i stromy wykazali obecność odrębnych funkcjonalnie 
populacji PSIa w granach i PSIß w tylakoidach stromy. Różnice funkcjonalne PSIa i PSIß 
zdaniem autorów odzwierciedlają różnice w wielkości anteny energetycznej, czyli LHCl. 
Nie wiadomo, jak te różnice mają się do opisywanej poprzednio struktury subpopulacyjnej 
LHCla i LHClb  [6,8].
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SEKWENCJE POWTARZAJĄCE SIĘ 
W GENOMACH ROŚLINNYCH

REPETITIVE SEQUENCES IN PLANT GENOMES

Tomasz SAKOWICZ 

Zakład Cytologii i Cytochemii Roślin, Uniwersytet Łódzki

Streszczenie. Genomy większości roślin wyższych zawierają wysoki procent sekwencji powtarzających się. We 
wszystkich gatunkach roślin zbadanych do tej pory, wyniki eksperymentów rcasocjacyjnych wskazywały na 
obecność frakcji repetytywnych, które mogą stanowić nawet do 70% DNA jądrowego u roślin; frakcja ta ma 
zatem poważny udział w tworzeniu chromosomów. Frakcje repetytywne były analizowane pod względem struk
tury, funkcji i modelu rozproszenia w genomach. Proponowano dla tych sekwencji szereg przypuszczalnych 
funkcji, wliczając, takie jak udział w procesach rekombinacji czy replikacji DNA. Jednakże jak dotąd, brak jasnych 
dowodów świadczących jednoznacznie o ich biologicznej roli.

Stówa kluczowe: sekwencje repetytywne, DNA jądrowy, organizacja genomu roślinnego.

Summary. Most higher plant genomes contain a high proportion of repeated sequences. In all plant species 
studied so far, reassociation experiments have demonstrated the presence of repetitive fractions which may 
comprise as much as 70% of nuclear DNA in plants. Thus repetitive DNA is a major contributor to plant 
chromosome. Repeated fractions of plant genomes have been investigated with respect to their structure, 
function and dispersion. A number of possible functions has been suggested for these sequences, including 
involvement in recombination or replication processes. However, no direct evidence concerning their biological 
significance has yet been presented.

Key words: repetitive sequences, nuclear DNA, plant genoms’ organizations.

WSTĘP

Szybki rozwój metod badawczych związanych z odkryciem enzymów restrykcyjnych 
(klonowanie, sekwencjonowanie DNA, hybrydyzacje, czy metody pozwalające na badanie 
struktur DNA wyższego rzędu) pozwolił w ostatnich latach na dokładniejszą, niż to było 
możliwe do tej pory, analizę genomów eukariotycznych. Badania zapoczątkowane przez 
Brittena i Kohne’a [2] ujawniły we wspomnianych genomach obecność różnego typu
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sekwencji powtarzających się (repetytywnych). Wkrótce okazało się, że są one charakte
rystyczną cechą tych genomów. Omawiane sekwencje stanowią od kilku do ok. 70% 
całkowitego DNA, a ich ilość i typ nie są uzależnione od ewolucyjnego położenia danego 
organizmu. Znane są przykłady odległych filogenetycznie gatunków o bardzo podobnych 
sekwencjach powtarzających się i przeciwnie -  odmian blisko spokrewnionych, w których 
sekwencje te wykazują znaczną odmienność. Poznane sekwencje nukleotydowe podzielo
no uwzględniając ich częstość w genomach na sekwencje:

•  unikalne, występujące w pojedynczych kopiach,
•  umiarkowane powtarzające się, których liczbę kopii oceniono na K^-IO5,
•  wysoce powtarzalne, o liczbie kopii przekraczającej 105.
Każda z wymienionych grup sekwencji była przedmiotem szczegółowych analiz pod 

względem ich organizacji genomowej, struktury i funkcji. Sekwencje umiarkowanie pow
tarzające się są zwykle dodatkowo dzielone na dwie główne klasy:

SINES, do której należą krótkie powtarzające się sekwencje rozproszone, a ich elemen
ty mają zwykle długość do 500 pz;

LINES o elementach powtarzających się długości kilku tysięcy pz.
Elementy należące do obu wspomnianych grup rozproszone są wśród sekwencji uni

kalnych i wysoce powtarzalnych [4, 9]. Dokonano także innego podziału omawianych 
sekwencji, uwzględniającego sposób ich organizacji genomowej. Najczęściej wyróżnia się 
tutaj sekwencje rozproszone, w których poszczególne elementy powtarzające się oddzie
lone są od siebie innymi sekwencjami oraz sekwencje tworzące tzw. szyk tandemowy, gdzie 
powtarzające się jednostki występują bezpośrednio obok siebie. Niezależnie od swojego 
charakteru omawiane sekwencje zlokalizowane są głównie w nieaktywnej transkrypcyjnie 
części chromatyny (heterochromatyna) zajmując pozycję telomerową, przycentromerową 
lub interkalarną.

Stopień poznania sekwencji powtarzających się jest znacznie większy w genomach 
zwierzęcych niż u roślin, lecz i tutaj mimo ich gruntownej analizy funkcje biologiczne, jakie 
mają one do spełnienia, w dalszym ciągu nie są oczywiste. W niektórych genomach ich 
procentowa zawartość przekracza 70% i wydaje się, że już chociażby ta wielkość sprawia, 
iż powinny one pełnić konkretną funkcję. Wiadomo, że nieznaczny procent sekwencji 
powtarzających się podlega procesowi transkrypcji. Jednakże funkcje przypisywane oma
wianym sekwencjom do tej pory są bardziej oparte na hipotezach i spekulacjach niż na 
ewidentnych dowodach eksperymentalnych. Sytuacja ta sprawiła, że pojawiły się także 
teorie, według których sekwencje powtarzające się nie pełnią w genomach żadnej istotnej 
roli i niejako wymykają się spod ich kontroli (tzw. selfish DNA) [15].

WIELKOŚĆ GENOMÓW ROŚLINNYCH 
A LICZBA SEKWENCJI POWTARZAJĄCYCH SIĘ

Genomy większości wyższych roślin charakteryzują duże rozmiary, ponieważ w bardzo 
licznych przypadkach są to genomy amfiploidalne czy poliploidalne. Kilka znanych gatun
ków wysoce poliploidalnych ma genomy przekraczające rozmiarami 1011 pz. Jednak 
większość typowych genomów roślinnych ma rozmiary 109-1010 pz. Prykładami roślin o 
mniejszych genomach są m.in. bawełna -  0,7 x 109 pz, len -  0,4 x 109 pz, fasola -  0,3-0,6 x
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109 pz, szpinak -  0,8 x 109 pz w przeliczeniu na haploidalny genom. Z przeciwnej strony 
znajdują się genomy takich roślin, jak: cebula -  7-20 x 109 pz czy bób -  44 x 109 pz. Uwagę 
zwraca fakt, że w obrębie tej samej rodziny spotyka się przedstawicieli o bardzo rozmaitych 
rozmiarach genomów, jak np. fasola złocista -  0,5 x 109 pz i wspomniany wyżej bób -  44 x 
109 pz [19]. Jednakże nie wielkość genomu jest czynnikiem decydującym o stopniu jego 
poznania. W ścisłym związku z rozmiarami genomów roślinnych pozostaje zawartość w 
nich sekwencji powtarzających się. Rezultaty badań wskazują, że wśród gatunków z 
większą zawartością DNA (powyżej 2 pg), nawet do 75% sekwencji może wykazywać cechy 
sekwencji repetytywnych. Proporcjonalnie do wzrostu rozmiarów genomu rośnie w nich 
także zawartość sekwencji postarzających się. Analogiczna relacja w przypadku genomów 
małych jest znacznie mniej wyraźna [5].

STRUKTURA I ROZMIESZCZENIE 
NIEKTÓRYCH GENÓW ROŚLINNYCH

Średnia liczba genów w chromosomach wyższych roślin była oznaczana najczęściej 
przez pomiar szybkości renaturacji DNA komplementarnego do RNA (cDNA). Tym 
sposobem oznaczono m.in. liczbę różnych typów sekwencji reprezentowanych w poliso- 
malnym RNA tytoniu i pietruszki [4]. Wymieniona metoda wskazała na obecność 10-15 
tysięcy różnych typów sekwencji RNA. Liczba 15 tys. genów w przeliczeniu na ilość pz 
wynosi ok. 1,8 x 10 pz.

Inne badania wskazały, że liczba genów w przeliczeniu na haploidalny genom jest 
wielkością zbliżoną dla roślin niezależnie od rozmiarów genomu. I tak: zaliczany do grupy 
najmniejszych genomów roślin wyższych genom Arabidopsis o rozmiarach 2 x 10 pz i 
znacznie większe genomy rzędu 8 x 10 mają podobną ilość sekwencji kodujących [4]. Tak 
więc, uwzględniając wielkość genomu można powiedzieć, że w genomach mniejszych 
procent sekwencji kodujących jest wyższy niż w genomach dużych.

Przykładem genów roślinnych, dla których konkretnym sekwencjom nukleotydowym 
przypisano określone funkcje, są geny rRNA. Skonstruowano model struktury i organizacji 
tych genów w genomach roślinnych [21]. Jednostki genów rybosomalnych RNA obecne są 
u roślin w tysiącach kopii. Są one tandemowo ułożone w jednym lub kilku miejscach 
niektórych chromosomów nazwanych organizatorami jąderkowymi (NOR) [4]. Miejsca te 
są widoczne w chromosomach metafazowych i mogą być mapowane przy zastosowaniu 
hybrydyzacji in situ z użyciem rRNA jako radioaktywnej sondy.

Podobnie do większości genów RNA, geny 5S tworzą również układy tandemowe. U 
pszenicy elementy powtarzające się mają długość 410 i 500 pz. Sekwencja kodująca 5S 
RNA ma długość 118 pz i jest wysoce konserwatywna i u roślin, i u zwierząt. Spośród 
poznanych sekwencji genów 5S kilka jest niemal identycznych, ponieważ poza sekwencją 
kodującą mają dodatkowo 15-nukleotydowy odcinek powtórzony dwukrotnie. W kierunku 
5’ od sekwencji kodującej leży 70-nukleotydowy fragment DNA, w którym zlokalizowane 
są regiony promotorowe dla RNA polimerazy III i sekwencje istotne w korygowaniu 
inicjacji transkrypcji. Szczególnie ważga jest tutaj sekwencja ATAAG położona w pozycji 
25-29 nukleotydów poprzedzających miejsce startu transkrypcji. W tej samej pozycji 
niemal identyczne sekwencje stwierdzono w genomach zwierząt i drożdży [4]. Bezpośred
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nio po zakończeniu sekwencji kodującej występuje blok A-T złożony z 14-17 pz z domi
nacją T na niekodującej nici DNA.

Geny 18S, 5,8S i 25S rybosomalnych RNA zgrupowane są razem i oddzielone odcinkami 
sekwencji "przerywnikowych". Geny 5S RNA leżą pomiędzy takimi układami [4]. Tego typu 
organizacja genów rRNA jest powszechna w genomach roślinnych.

ORGANIZACJA GENOMOWA RODZIN 
SEKWENCJI POWTARZAJĄCYCH SIĘ

Klasyfikacja sekwencji powtarzających się, oparta na liczbie ich kopii w genomie i 
wyliczona na podstawie pomiarów kinetyki renaturacji DNA, niosła ze sobą liczne niedo
kładności, ponieważ nie uwzględniała m.in. takich elementów, jak wewnętrzna struktura 
powtórzeń czy ich organizacja genomowa. Bardzo częstym zjawiskiem jest powtarzalność 
określonego segmentu czyjego części w różnych jednostkach powtarzających się.

Zastosowanie metod analizy restrykcyjnej, klonowania i sekwencjonowania fragmen
tów DNA umożliwiło precyzyjne określenie wyżej wymienionych parametrów, co w połą
czeniu ze znajomością pełnych sekwencji nukleotydowych odcinków DNA pozwoliło 
stworzyć bardziej generalną klasyfikację [5].

Wyróżnić można zatem:
a) tandemowe układy ściśle spokrewnionych jednostek powtarzających się występujące 

bezpośrednio obok siebie;
b) rodziny powtórzeń rozproszonych; jest to szeroko badana, bardzo heterogenna klasa 

sekwencji; zawiera grupy sekwencji, którym przypisuje się funkcje w procesach parowania 
chromosomów homologicznych i w procesie rekombinacji;

c) rodziny multigenów: większość genów, jeżeli nie wszystkie, jest obecna w licznych 
kopiach tworząc zgrupowane kompleksy; nie muszą one w całości podlegać transkrypcji 
(niektóre z nich to pseudogeny).

Zaprezentowany podział uwzględnia jedynie układ elementów powtarzających się bez 
uwzględnienia liczby kopii. Parametry określające liczbę kopii są zbliżone do podanych we 
Wstępie na przykładzie genomów zwierzęcych. Próby lokalizacji sekwencji tandemowych, 
które czasem jako duży zblokowany układ mogą tworzyć element rozproszony, wskazują 
na ich zgrupowanie w regionach heterochromatynowych.

SEKWENCJE TANDEMOWE

Chlorella

Również w genomach najprymitywniejszych eukariotów -  glonów zostały wykryte 
niewielkie ilości omawianych sekwencji. Pierwszym opisanym przykładem tego typu sek
wencji u glonów była tandemowa sekwencja repetytywna nazwana rodziną H aelll, u 
Chlorella stanowiąca ok. 2% wszystkich sekwencji powtarzających się, których łączną ilość 
oceniono na 15% całkowitego DNA [10]. Zidentyfikowana rodzina należy do grupy 
krótkich sekwencji powtarzających się, a element wyodrębniany przez użycie restryktazy 
H aelll ma długość 170 pz.
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Secale cereale

Przedmiotem szerokich badań była m.in. heterochromatyna żyta. Blisko 18% całkowi
tego DNA to regiony heterochromatyny leżące w telomerach wszystkich chromosomów 
[6]. Z  wymienionej liczby ponad 60% całkowitego DNA stanowią cztery tandemowe układy 
sekwencji powtarzających się. Są one obecne w liczbie 0,3-1,5 x 106 kopii na haploidalny 
genom [3]. Interesującego spostrzeżenia dokonał Flavell [6], który stwierdził, że genom 
Secale cereale zawiera ponad 10% sekwencji powtarzających się złożonych z elementów o 
długości 120,480,610 i 630 pz. Element 480 pz złożony jest z dwóch blisko spokrewnionych 
z sobą sekwencji o długości 230 pz, podczas gdy element 630 pz ma trzy homologiczne 
podjednostki, każda o długości 130 pz i dodatkowy fragment 280 pz nie wykazujący 
żadnego pokrewieństwa względem pozostałych. Poszukiwania wymienionych sekwencji w 
ściśle spokrewnionych, ale zawierających mniej heterochromatyny gatunkach wskazywały 
na znaczny spadek liczby tych sekwencji. Szczególnie wyraźnie jest to widoczne na przy
kładzie S. silvestre o małej ilości heterochromatyny [6] (tab. 1).

Tabela 1. Zawartość w % tandemowych sekwencji w rodzaju Secale [16]

Dł. jedn. powt. S. cereale S. vavilovii S. montanum S. silvestre

480 6.1 2-5 1-5 _

610 2.7 - 0.5 -

120 2.4 1.5-3.0 1.5-3.0 2.4
630 0.6 0.01-0.04 0.16 -

Vicia faba

W genomie V. faba została zidentyfikowana rodzina fragmentów Foki [12]. Rodzina ta 
stanowi typowy przykład sekwencji powtarzających się o charakterze tandemowym. Wy
kazano, że powtarzający się element ma długość 59 pz. Tworzy on układy dimeryczne, 
trimeryczne i tetrameryczne. Tak więc, wśród produktów trawienia DNA V  faba identy
fikowano fragmenty o długościach 59,118,177 i 236 pz. Zgodność sekwencji nukleotydo- 
wych wymienionych odcinków jest niemal całkowita. Liczbę kopii w genomie oceniono na 
5 x 106 -  5 x 107 na diploidalny genom. Analizując wewnętrzną organizację monomeru o 
długości 59 pz, wykazano obecność dwóch powtórzonych odcinków utworzonych przez 
fragmenty 19 i 20 pz. Stanowiły one zakończenia monomeru z obu jego końców. Stopień 
wzajemnej homologii wspomnianych zakończeń wynosił ponad 80%. Środkowa część 
elementu 59 pz to odcinek 20-nukleotydowy zupełnie niespokrewniony z dwoma skrajnymi. 
Przypuszcza się, że element powtarzający się rodziny Foki (59 pz) został utworzony 
poprzez duplikację pierwotnego odcinka 19-20-nukleotydowego, a następnie związanie z 
odmiennym sekwencyjnie fragmentem 20 pz. W obrębie "zduplikowanych", krańcowych 
odcinków występuje wewnętrzna, niekompletna symetria osiowa. Obecności fragmentów 
należących do rodziny Foki nie stwierdzono metodami hybrydyzacyjnymi, w innych gatun
kach roślin rodziny motylkowatych. Rodzina opisywanych fragmentów została zlokalizo
wana metodą hybrydyzacji in situ wyłącznie w środkowych rejonach długich ramion 
wszystkich pięciu par chromosomów akrocentrycznych [22]. Regiony te ściśle korespon
dują z pozycją prążków heterochromatyny.

Podobny charakter mają sekwencje leżące w odcinku łącznikowym (spacer) rDNA 
między genami 18S i 25S rRNA. Element powtarzający się ma długość 325 pz i należy do 
tzw. rodziny Mlul [23]. Tak jak to opisano powyżej w elemencie 59 pz z rodziny Foki, tak
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i w elemencie o długości 325 pz krańcowe jego odcinki to proste powtórzenia -  tutaj o 
długości 150 pz. Pomiędzy dwoma takimi odcinkami (o niepełnej zgodności sekwencyjnej) 
leży odcinek DNA długości 14-15 nukleotydów, zupełnie niespokrewniony sekwencyjnie. 
Ta złożona budowa elementu powtarzającego się przypomina konstrukcją LTR retro- 
wirusów czy ruchome elementy Tys w drożdżach [3]. Łącznikowy odcinek rDNA między 
genami 18S i 25S rRNA, w którym leżą elementy rodziny Mlul, jest nietranskrybowany. 
Eksperymenty hybrydyzacyjne, gdzie jako radioaktywnych sond używano fragmentów o 
długości 325 pz, wykazały silne sygnały w bardzo szerokim spektrum produktów trawienia, 
co może sugerować możliwość transpozycji opisywanego elementu w bardzo różne miejsca 
genomu.

Brassicaceae

Wśród przedstawicieli roślin należących do rodziny krzyżowych (Brassicaceae) Hallden 
i wsp. [8] stwierdzili obecność tandemowych powtórzeń o długości monomeru 175 pz w 
ilości 1,7-3,0 χ 105. Wymienione fragmenty powstały jako wynik degradacji całkowitego 
DNA enzymem Hindlll. Sekwencja monomeru wykazywała ponad 50% homologię z 
wieloma genami tRNA i prawdopodobnie może wywodzić się od sekwencji wyjściowej, 
która była sekwencją genów tRNA. Wzajemna zgodność sekwencyjna między poszczegól
nymi monomerami przekraczała 93%, a zmiany miały charakter mutacji punktowych, 
małych insercji i delecji.

Cucurbita

W około 1,3 χ 105 kopii występuje w genomie Cucurbita pepo tandemowa sekwencja 
repetytywna, w której element powtarzający się ma długość 351 pz. Sekwencja ta stanowi 
4-S% genomu [14].

SEKWENCJE ROZPROSZONE

Allium

Zdecydowana większość sekwencji powtarzających się w genomach Allium  [1] ma 
charakter rozproszony. Liczne fragmenty należące do jednej rodziny są ściśle spokrew
nione z częścią dłuższych jednostek powtarzających się. Na przykład w genomie czosnku 
(A. sativum) stwierdzono obecność populacji fragmentów o długości 1050 pz, która 
stanowiła 0,6% całkowitego DNA. Liczbę kopii tych fragmentów oceniono na 8 x 10 , czyli 
była to sekwencja o umiarkowanej powtarzalności. Jednakże użycie fragmentów omawia
nej populacji cząsteczek w eksperymentach hybrydyzacyjnych ujawniło, że sekwencje 
homologiczne do użytej sondy stanowiły blisko 8% genomu. Wynik ten wskazywał, że 
odcinki DNA o długości 1050 pz (lub subfragmenty) stanowią element powtarzający się 
różnych rodzin sekwencji powtarzalnych.

Obecność populacji fragmentów o długości 1050 pz stwierdzono także w genomach 
spokrewnionych z czosnkiem (A. sativum) m.in. u cebuli (A. cepa) czy pora (A. porrum). 
Co najmniej 30% genomu czosnku to sekwencje wysoce powtarzalne. Natomiast w geno
mach spokrewnionych ich procentowa zawartość jest znacznie niższa [1].
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Zea mays

W genomie kukurydzy stwierdzono blisko 60-70% sekwencji repetytywnych. Główna 
ich część to krótkie, rozproszone elementy oddzielone odcinkami sekwencji unikalnych 
lub innych sekwencji powtarzających się [4], W omawianym genomie wyróżniono dwa typy 
sekwencji powtarzających się:

1 -  krótkie elementy powtarzające się o długości 500-1000 pz, oddzielone segmentami 
unikalnych odcinków DNA o długości 2100 pz [4]. Do tej grupy należy m.in. element Cin-1 
o długości 700 pz. Może on być otoczony przez sekwencje unikalne 2300, 1050 czy 270 pz
[3]·

2 -  sekwencje o umiarkowanej powtarzalności oddzielone elementami sekwencji wy
soce powtarzalnych [3]. Ten rodzaj rozproszenia znany jest także w genomach grochu, 
pszenicy i żyta [4].

Lupinus luteus

W genomie łubinu żółtego zidentyfikowano i scharakteryzowano rozproszoną frakcję 
repetytywną nazwaną rodziną fragmentów EcoRI [18]. Długość elementu powtarzającego 
się wynosi co najmniej 16000 pz i w tym obszarze dokonano bliższej analizy organizacji 
wspomnianej sekwencji. Na przestrzeni wymienionych 16000 pz trzykrotnie powtarza się 
fragment EcoRI-EcoRI o długości 1070 pz. Liczbę jego kopii w haploidalnym genomie 
oceniono na 6,5 x 104. Występują także w tym obszarze odcinki wykazujące względem siebie 
wysoki stopień homologii sekwencyjnej, a poza tym odcinki unikalne w skali analizowanego 
obszaru (liczba kopii tych ostatnich wynosi 0,82 x 104). Opisana rodzina EcoRI jest więc 
przykładem sekwencji, w której w obszarze długiej jednostki powtarzającej się występują 
odcinki o różnej liczbie powtórzeń. Wydaje się, że obecność omawianej sekwencji może 
być cechą specyficzną gatunkowo. Znaczny procent elementów powtarzających się rodziny 
EcoRI stanowią krótkie wewnętrzne powtórzenia, proste {direct) i odwrócone {inverted) 
złożone z kilku do kilkunastu nukleotydów. Wymieniona cecha jest bardzo charakterys
tyczna dla poznanych sekwencji powtarzających się w genomach roślin [11, 14, 22],

Vicia faba

Użycie enzymu restrykcyjnego BamHI do trawieri DNA izolowanego z bobu pozwoliło 
na identyfikację wysoce repetytywnej rodziny fragmentów o długości 250, 850, 900, 990, 
1150, 1500 i 1750 pz [13]. Wykazano, że fragment o długości 250 pz stanowi 0,1% 
całkowitego DNA bobu. Jednakże, zastosowanie wspomnianego fragmentu jako radioak
tywnej sondy hybrydyzacyjnej wskazało, że całkowita liczba sekwencji o bardzo wysokiej 
homologii sekwencyjnej względem użytej sondy sięga liczby 4% genomowego DNA. 
Analiza struktur pierwszorzędowych fragmentów 850 i 1750 pz wykazała, że ich terminalne 
odcinki wykazują ponad 80% homologię w stosunku do elementu o długości 250 pz.

W przeciwieństwie do poprzednio omawianych rodzin Foki i Mlul, rodzina BamHI jest 
przykładem sekwencji powtarzającej się o charakterze rozproszonym.

Porównując konserwatywność elementów powtarzających się w opisywanych rodzinach 
stwierdzić można, że dwie pierwsze rodziny, tj. Foki i Mlul, wykazują bardzo wysoką 
zgodność amplifikowanej sekwencji, podczas gdy fragmenty rodziny BamHI charaktery
zują się znaczną heterogennością sekwencyjną [23], Tłumaczy się to faktem, że szybkość 
zachodzenia różnych mutacji w amplifikowanych jednostkach tej rodziny (BamHI) była
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wielokrotnie wyższa niż w przypadku rodzin Foki i Mlul. Lokalizacja fragmentów rodziny 
BamHI wskazuje na ich rozrzucenie po całym genomie [22].

Cucurbitaceae

Poza opisanymi wcześniej sekwencjami tandemowymi w rodzinie Cucurbitaceae zostały 
zidentyfikowane również liczne sekwencje repetytywne o charakterze rozproszonym. 
Wśród czterech badanych gatunków omawianej rodziny stwierdzono kilka klas tych sek
wencji, spośród których 75-80% stanowią sekwencje o krótkich elementach powtarzają
cych się (ok. 300 pz), a 15-20% to sekwencje o długich elementach powtarzających się 
(2000-4000 pz). Długość sekwencji unikalnych oddzielających elementy obu wymienio
nych grup sięga 1800-2900 pz. Analiza porównawcza sekwencji repetytywnych w czterech 
gatunkach rodziny Cucurbitaceae wykazała, że zdecydowanie bardziej konserwatywne 
sekwencyjnie są te o długich elementach powtarzających się [16].

ODWRÓCONE POWTÓRZENIA

Powyżej przedstawiono wybrane przykłady sekwencji powtarzających się w genomach 
roślinnych. Charakterystyczną cechą niemal wszystkich poznanych sekwencji powtarzają
cych się, niezależnie od modelu organizacji genomowej, jest obecność w nich "zdupliko- 
wanych" sekwencji o przeciwnej orientacji leżących w ścisłym sąsiedztwie. Nazywane są 
one odwróconymi powtórzeniami. Sekwencje te zawierają dwie komplementarne kopie 
tych samych układów nukleotydowych o przeciwnej orientacji na tym samym łańcuchu 
DNA. Kopie te mogą parować się wewnątrzłańcuchowo. W mikroskopie elektronowym 
odwrócone powtórzenia mogą być obserwowane jako struktury "spinki do włosów" lub 
struktury krzyżowe i muszą mieć jednoniciowy odcinek DNA (tzw. loop), którego długość 
zależy od długości odcinka zlokalizowanego między dwoma odwróconymi powtórzeniami. 
Około 30% odwróconych powtórzeń to tzw. sekwencje palindromowe, które pozbawione 
są odcinków "łącznikowych" (spacer). Liczba tego typu sekwencji w genomach bawełny, 
pszenicy, ryżu, tytoniu czy soi nie przekracza 5% [4], Długość takich dupleksowych struktur 
u bawełny i pszenicy wynosi 50-900 pz. Liczba odwróconych powtórzeń w genomie jest 
tym wyższa, im większe są rozmiary genomu [4].

MODELE GENOMOWEJ ORGANIZACJI

Analiza nukleotydowa sekwencji kodujących, promotorów czy też terminatorów wska
zuje, że są to regiony DNA o wysokim stopniu konserwatywności. Z reguły są to sekwencje 
krótkie i stanowią małą część genomu roślin. Natomiast znaczna część tych genomów to 
sekwencje mało konserwatywne, "rozwijające" się swobodniej. Flavell [4] zaproponował 
model różnych typów sekwencji tworzących duże frakcje DNA roślin wyższych. Model ten 
koresponduje z modelem zaproponowanym wcześniej przez Thompsona i Murraya [5], w 
którym krótkie powtórzenia identycznych sekwencji podzielone są odcinkami DNA o 
pojedynczej liczbie kopii (R-SC-R-SC-R-SC-R). Inny model zakładał kombinację różnych 
sekwencji powtarzających się rozproszonych między sobą wg wzoru R2-R3-R4-R2-R5 
-R6-R2. Sugeruje się, że oba wymienione modele są wynikiem transpozycji krótkich

http://rcin.org.pl



SEKWENCJE POW TARZAJĄCE SIĘ W GENOMACH ROŚLINNYCH 309

fragmentów DNA i ich dywergencji. Jeżeli procesom amplifikacji podlegają długie odcinki 
DNA (kilka tysięcy pz) jednego z wyżej wymienionych regionów, istnieje duże prawdopo
dobieństwo, że segmenty te będą przenoszone wraz z różnymi przylegającymi sekwencjami. 
Nowe rodziny tworzone w ten sposób tworzą tandemowy szyk elementów powtarzających 
się (m.in. ten rodzaj organizacji wykazuje genom żyta [4]).

Tandemowe szyki mogą tworzyć się w wyniku amplifikacji krótkich regionów wraz z 
odcinkami sekwencji unikalnych. Po amplifikacji, sekwencje takie mogą podlegać translo- 
kacjom, co w rezultacie tworzy rozproszony wzór sekwencji powtarzających się. Tak więc 
wg Flavella [4] pierwotnym typem sekwencji powtarzających się były układy tandemowe, 
a dopiero z nich wywodzą się różne wzory sekwencji rozproszonych. Wiele nowych 
kombinacji tworzy się drogą przemieszczeń sekwencji i ponownych amplifikacji. Przykła
dowo w genomie żyta jedną z nowych rodzin jest populacja fragmentów, gdzie element 
powtarzalny ma długość 2200 pz, ale w swoim "wnętrzu" zawiera cztery odcinki o długości 
120 pz pochodzące z innej rodziny. Te niespokrewnione fragmenty wykazują, z kolei, 
homologię sekwencyjną względem innych elementów powtarzających się w genomie.

Innym istotnym komponentem w procesie ewolucji chromosomalnego DNA są delecje, 
które równoważą procesy amplifikacyjne.

ELEMENTY RUCHOME W GENOMACH ROŚLINNYCH I ICH 
PODOBIEŃSTWA Z SEKWENCJAMI POWTARZAJĄCYMI SIĘ

Elementy ruchome to odcinki DNA zdolne do zmiany swego położenia w obrębie 
genomu ogranizmu. Proces odpowiedzialny za te zmiany to transpozycja. Podstawową 
właściwością poznanych elementów ruchomych jest obecność terminalnych odwróconych 
powtórzeń. Stwierdzono m.in., że odwrócone powtórzenia elementu Ac kukurydzy mają 
długość 11 nukleotydów, ale sekwencje obu końców nie wykazują idealnej zgodności [17]. 
Tymczasem zdecydowana większość elementów z grupy Ds kukurydzy wykazuje całkowitą 
komplementarność swoich sekwencji terminalnych. Spostrzeżenie to dało podstawę do 
stwierdzenia, że owe skrajne nukleotydy nie są niezbędne w procesie rozpoznawania przez 
transpozazę -  enzym przeprowadzający proces transpozycji [3,20], Poznanie molekularnej 
budowy wielu elementów ruchomych w genomach roślinnych, a z drugiej strony informacje 
na temat struktury sekwencji powtarzających się dały początek analizom porównawczym 
obu tych grup sekwencji. Między innymi Shepherd i wsp. [3] wysunęli sugestię, że klasy 
sekwencji powtarzających się o średniej liczbie kopii, stanowiące istotny składnik genomu 
kukurydzy podlegają procesom amplifikacji i rozpraszania na zasadzie transpozycji frag
mentów DNA. Przedstawiciele tych samych rodzin sekwencji powtarzających się zlokali
zowani byli w licznych, bardzo różnych miejscach wszystkich chromosomów.

Analiza sekwencji poznanych elementów ruchomych i przedstawicieli rozproszonych 
powtarzających się rodzin fragmentów DNA wykazała wiele wspólnych cech. W obu 
stwierdzono obecność odwróconych powtórzeń terminalnych, regiony promotorowe dla 
inicjacji transkrypcji, sygnały terminacji i przyłączania fragmentów poli A. Stwierdzono 
również liczne podobieństwa strukturalne. Przykładem tych zbieżności jest m.in. rozpro
szona rodzina Cinl pochodząca z genomu kukurydzy, wykazująca cechy charakterystyczne 
dla znanych elementów ruchomych [7]. Terminalne sekwencje nukleotydowe jednostek
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powtarzających się rodziny Cinl odnaleziono także w terminalnych odwróconych odcin
kach ruchomych elementów u Drosophila [3]. Ponadto wykazano podobieństwa w organi
zacji sekwencji do retrowirusów [7], Wyniki porównań sugerują, że prawdopodobnie wiele 
rozproszonych powtórzeń jest pozostałością elementów ruchomych [3]. Fragmenty tych 
elementów w trakcie ewolucji podlegały procesom amplifikacji i transpozycji. Dodatkowo, 
obu wymienionym procesom towarzyszyły delecje. Przypuszczalnie te trzy zjawiska, inten
sywnie przebiegające w genomach roślinnych, wywarły decydujący wpływ na ewolucyjny 
rozwój i zmiany w sekwencjach powtarzających się [3].

Szukając wspólnego pochodzenia sekwencji powtarzających się i elementów rucho
mych wysunięto hipotezę, w myśl której liczni przedstawiciele sekwencji rozproszonych są 
defektywnymi wersjami elementów ruchomych, które następnie przemieszczają się w 
genomie według mechanizmu odpowiedzialnego za transpozycję kompletnych elementów 
ruchomych [3, 15].

POSTULOWANE FUNKCJE 
SEKWENCJI POWTARZAJĄCYCH SIĘ

Mimo że sekwencje powtarzające się znane są od blisko 20 lat i na przestrzeni minionego 
okresu były coraz lepiej charakteryzowane, szczególnie w genomach zwierząt, nadal 
kwestią otwartą pozostają ich funkcje. Wiadomo, iż nieznaczny procent wśród nich stano
wią sekwencje niektórych grup genów (np. histonów, rRNA, tRNA). Ze względu na 
znaczne ilości omawianych sekwencji w genomach powinny one pełnić funkcje strukturalne 
(i takie przypisywano im w chwili identyfikacji). Uważano, że sekwencje te niosą w sobie 
informację o określonym układzie przestrzennym chromosomów. Inne przypisywane im 
funkcje to: udział w kontroli ekspresji genów, w inicjacji replikacji, w procesach dojrzewa
nia pre-mRNA, w rekombinacji.

Jednakże wymienione funkcje, podobnie jak szereg innych, nie doczekały się jeszcze 
ewidentnych dowodów potwierdzających słuszność tych zdań. Należy jednak wspomnieć, 
że istnieją sewkwencje powtarzające się, których funkcję dokładnie określono np. sekwen
cja tandemowa (GAGCT)n i (GGGGT)n genomów immunoglobulinowych w procesach 
rekombinacji S-S [15].
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DESMOSOMY PUNKTOWE 
I ICH STRUKTURA MOLEKULARNA

SPOT DESMOSOMES AND THEIR MOLECULAR STRUCTURE

Krystyna KOZŁOWSKA i Krystyna KILKOWSKA-CHADZYPANAGIOTIS

Pracownia Cytofizjologii Zakładu Histologii i Samodzielna Pracownia Embriologii, Aka
demia Medyczna, Gdańsk

Streszczenie. Przedstawiono w ogólnym zarysie aktualne dane o ultrastrukturze, składowych biochemicznych i 
organizacji molekularnej desmosomów punktowych. Podkreślono różnice związane z ich pochodzeniem his
tologicznym. Zwrócono uwagę na rolę składowych desmosomalnych jako markerów w identyfikacji nowotworów.

Słowa kluczowe: połączenia międzykomórkowe, desmosomy punktowe, białka i glikoproteiny desmosomalne, 
filamenty pośrednie

Summary. Topical data concerning spot desmosomes ultrastructure, biochemical components and molecular 
organisation was presented in general outline; differences connected with their histological origin were stressed. 
Emphasized is a role of desmosomal components as a markers for identification of tumours.

Key words: intercellular junctions, spot desmosomes, desmosomal proteins and glycoproteins, intermediate 
filaments

WSTĘP

Organizmy zwierząt wyższych, chociaż składają się z wielu odrębnych komórek, to 
jednak funkcjonują jako jednolita całość. Cechą charakterystyczną organizacji tkankowej 
jest wzajemne oddziaływanie strukturalne i funkcjonalne przyległych komórek. Funda
mentalną rolę w tym zjawisku odgrywają wyspecjalizowane obszary sąsiadujących ze sobą 
komórek, tworzące struktury zwane połączeniami międzykomórkowymi.

Wśród wielu rodzajów opisywanych połączeń międzykomórkowych dość dobrze poz
nano ultrastrukturę oraz skład biochemiczny połączeń określanych mianem desmosomów.

Szczególnie poznano budowę molekularną desmosomu, zwanego punktowym (ang. spoi 
desmosome, macula adherens), do czego przyczynił się zarówno postęp w metodach
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izolacji, jak i dostępność do badań materiału, w którym szczególnie obficie te struktury 
występują. Lata osiemdziesiąte naszego stulecia dostarczyły także wielu informacji o 
organizacji molekularnej makrocząsteczek w obrębie tych struktur.

DESMOSOM PUNKTOWY I JEGO ULTRASTRUKTURA

Desmosomy punktowe, opisane w 1954 r. przez Portera, tworzą pomiędzy sąsiednimi 
komórkami połączenia mające charakterystyczną morfologię [29]. Struktury te kształtem 
przypominają dyski o wymiarach 200-500 nm. Pomiędzy błonami plazmatycznymi przy
legających komórek istnieje przestrzeń wynosząca średnio 30 nm (a więc większa niż w 
innych typach połączeń międzykomórkowych). Przestrzeń ta jest wypełniona włókien- 
kowatym materiałem przedzielonym przez jej środek elektronowo gęstą linią.

W cytoplazmie komórek, w obszarach desmosomów, do błon plazmatycznych sąsia
dujących komórek przylegają struktury o dużej gęstości elektronowej; średnicy 0,5 μΐη i 
grubości 15-20 nm, zwane tarczkami lub płytkami. Do tarczek przylegają filamenty po
średnie. Wzajemny układ względem siebie wyżej opisanych struktur graficznie przedstawia 
rysunek 1 [29],

Rys. 1. Model desmosomu punktowego (wg Staehelin i wsp. [29], nieco zmodyfikowane)
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SKŁAD BIOCHEMICZNY

Źródłem desmosomów do wielu badań jest nabłonek wielowarstwowy, płaski pyska 
wołu [5, 14, 19]. Desmosomy występują tu szczególnie obficie, jak też stosunkowo łatwo 
dają się stąd izolować. Doskonalenie metod izolacji pozwoliło na uzyskiwanie frakcji 
zawierających tylko tarczki desmosomalne oraz frakcji, które zawierały substancje zaj
mujące obszar międzykomórkowy. Frakcje zawierające obszar międzykomórkowy okreś
lane są przez niektórych badaczy jako "rdzeń" lub "desmoglea" [11]. Zaś jak podaje Penn i 
wsp., w 1987 r. udało się uzyskać zarówno czyste frakcje tarczek desmosomalnych bez 
mikrofilamentów, jak i z filamentami [24], Ten materiał analizowany biochemicznie poz
wolił ustalić, iż zarówno w tarczkach, jak i obszarach błon plazmatycznych wchodzących 
w obręb desmosomów występuje zestaw specyficznych białek i glikoprotein typowych tylko 
dla tego obszaru komórki i tylko dla tych struktur [8,11,16,20, 27, 32].

Badania biochemiczne, wzbogacone w ostatnich latach stosowaniem przeciwciał mono- 
klonalnych, pozwoliły na specyficzną i dokładniejszą lokalizację określonych substancji w 
obrębie desmosomów.

BIAŁKA

Do chwili obecnej wyizolowano i częściowo scharakteryzowano grupę białek uwa
żanych za główne białka tej substruktury, które określono nazwą desmoplakiny. Obecnie 
wyróżniamy cztery desmoplakiny. Desmoplakinę ł o m .  cz. 240 kDa oraz desmoplakinę II 
o m. cz. 210 kDa wyizolowano już w 1983 r. [19]. W dwa lata później Gorbsky i wsp. [11] 
opisali dwie dalsze: desmoplakinę III o m. cz. 81 kDa i desmoplakinę IV o m. cz. 77 kDa. 
Desmoplakinę I, II i III lokalizuje się w tarczce, natomiast desmoplakina IV nie ma do 
końca ustalonej lokalizacji, a tylko przypuszcza się, że również znajduje się w tarczce. 
Desmoplakiny I i II wykazują dość znaczne podobieństwo w zakresie wartości ich punktu 
izoelektrycznego i jak wykazano w reakcji krzyżowej z przeciwciałami przeciw tym biał
kom, mają także wspólne determinanty antygenowe [11]. Ustalono [21], iż desmoplakina I 
występuje jako dimer, natomiast desmoplakina II ma postać monomeryczną. Autorzy 
uważają, iż wiąże się to z różnicami w składzie aminokwasowym tych obydwu białek, a 
mianowicie: desmoplakina II poza wyższą zawartością (o ok. 10%) glicyny nie ma tego 
fragmentu polipeptydowego, który umożliwia desmoplakinie I tworzenie dimerów.

Cowin i wsp. [4] uważają, iż desmoplakiny I i II pochodzące z desmosomów różnych 
tkanek i gatunków wykazują bardzo duże podobieństwa biochemiczne i charakteryzuje je 
stabilność ewolucyjna. Jednakże przeważa opinia, że tylko desmoplakina I jest stałym 
składnikiem tarczek desmosomalnych niezależnie od pochodzenia histologicznego desmo
somów.

Białko to obecne jest zarówno w desmosomach wszystkich nabłonków, jak i desmoso- 
mach mięśnia sercowego [5, 7, 9, 15]. Natomiast desmoplakina II występuje tylko w 
desmosomach nabłonków wielowarstwowych i desmosomach nowotworów wywodzących 
się z tych nabłonków [2, 6, 8, 14]. W związku z tym, że białko to występuje w nabłonkach 
wielowarstwowych w dużych ilościach, uważa się, że desmoplakina II związana jest z 
tworzeniem się warstw komórek [4]. Stosowanie przeciwciał przeciw desmoplakinom I i II 
wykazało, że nie występują one w żadnym innym typie połączeń międzykomórkowych
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oprócz desmosomów; białka te zatem mogą być uważane za określające specyficznie typ 
połączenia międzykomórkowego.

Desmoplakiny III i IV, choć nie są zbadane tak dokładnie jak desmoplakiny I i II, to 
jednak uważa się, że są to białka różniące się znacznie od siebie tak pod względem 
lokalizacji, jak i cechami immunologicznymi.

Od 1985 r. opisuje się obecność w desmosomach jeszcze jednego wysoce specyficznego 
białka o m. cz. 240 kDa nazwanego przez Tsukita i wsp. desmokalminą [32]. Oczyszczona 
desmokalmina jest białkiem jednorodnym, wykazuje zależną od jonów wapnia zdolność do 
wiązania się z kalmoduliną. Tak pod względem antygenowości, jak i wartości punktu 
izoelektrycznego jest białkiem zdecydowanie różnym od desmoplakin. Oczyszczona forma 
desmokalminy składa się z dwóch łańcuchów polipeptydowych; w mikroskopie elektro
nowym wygląda jak zgięta rózga o długości 10 nm.

Postuluje się, że białko to bierze udział w tworzeniu krzyżowych wiązań łączących 
filamenty keratyny między sobą, a lokalizując się w tarczce desmosomalnej od strony błony 
plazmatycznej wiąże się z tymi filamentami.

Desmokalmina uważana jest za kluczowe białko w tworzeniu desmosomów, ponieważ 
udowodniono, iż powstawanie tych struktur zależne jest od stężenia jonów wapnia [22, 23, 
26]. Udowodniono także, iż desmokalmina nie tworzy połączeń z filamentami aktynowymi 
[32].

Ponadto, opisuje się również występowanie w tarczce desmosomalnej białka o m. cz. 
83 000 kDa, zwanego plakoglobiną [6]. Jednakże białko to nie jest składową wyłącznie 
tarczek desmosomalnych, stwierdzono bowiem, iż występuje również w innych typach 
połączeń międzykomórkowych. Oprócz tego plakoglobina występuje w formie rozpusz
czalnej, a więc obecna jest także poza obszarem połączeń międzykomórkowych.

GLIKOPROTEINY

W 1981 r. Gorbsky i wsp. wykazali w desmosomach obecność białek glikozylowanych 
w subfrakcji określanej jako "rdzeń" desmosomów [10].

Glikoproteiny desmosomalne nazwano desmogleinami i stwierdzono, że są heterogen- 
nymi substancjami. Pomimo istnienia rozbieżności w określeniu stopnia heterogenności 
tych związków, ukształtował się pogląd, iż poszczególne desmogleiny należy traktować jako 
rodziny glikoproteinowe, a nie wyraźnie indywidualne substancje [4, 9, 20, 31].

Na podstawie wyników rozdzielania na żelu poliakrylamidowym część autorów opisała 
występowanie w obrębie desmosomów trzech grup glikoprotein [9, 30, 31] wyróżniając: 
desmogleinę I (obejmującą trzy pokrewne substancje o m. cz. 150-165 kDa; desmogleinę 
la, Ib, Ic), desmogleinę II (składającą się z dwóch substancji: II a -  m. cz. 115 kDa, II b -  
m. cz. 100 kDa) oraz desmogleinę III m. cz. 22 kDa. Inni autorzy [2, 10, 24] wskazują na 
obecność czterech grup glikoprotein: desmogleina I -  m. cz. 165 kDa, II -  m. cz. 120 kDa, 
III -  100 kDa, IV -  22 kDa. Różnice w ruchliwości elektroforetycznej, opisywane przez 
różnych autorów dla tych samych desmoglein, traktowane są jako odbicie różnic tkan
kowych i gatunkowych, zwłaszcza że heterogenność desmoglein izolowanych z różnych 
źródeł dotyczy nie tylko różnej masy cząsteczkowej tych glikoprotein, ale wiąże się z 
różnicami w ich reaktywności immunologicznej [9, 31].

Nowsze i szczegółowe badania Schmelz i wsp. [13, 27,28] nad desmogleiną I izolowaną 
z desmosomów różnych nabłonków, a także mięśnia sercowego bydlęcego, szczura i
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człowieka wykazują, iż substancja ta ma taką samą masę cząsteczkową wynoszącą 165 kDa. 
Czy zaś istnieją różnice w stopniu glikolizacji lub sekwencji aminokwasów pomiędzy 
desmogleiną I pochodzącą z różnych tkanek i gatunków, nie jest całkowicie jasne [24, 27]. 
Aktualnie przyjmuje się, iż desmogleinę I można uznać za substancję obecną we wszystkich 
desmosomach niezależnie od ich pochodzenia histologicznego [5, 7,11,19]. Nie wykazano 
także krzyżowej reakcji między desmogleiną I i II. Odnośnie desmoglein II i III ustalony 
jest pogląd, że wykazują one znaczne różnice tkankowe i gatunkowe.

Opisano, że przeciwciała monoklonalne przeciwko desmogleinom II i III izolowanym 
z desmosomów pyska bydlęcego nie reagowały z desmogleinami II/III nabłonka przełyku 
i rogówki [9, 31].Glikoproteinom tym przypisuje się rolę molekuł adhezyjnych [2, 13, 20, 
24, 25] i wobec tego ich specyfika tkankowa i gatunkowa warunkowałaby zróżnicowaną 
adhezję cechującą różne tkanki. W związku z tą funkcją desmoglein II/III istnieją propo
zycje, aby nazwać je desmokollinami; desmogleinę II -  desmokolliną I, a desmogleinę III 
-  desmokolliną II [20, 30].

Jeżeli zaś chodzi o lokalizację opisywanych glikoprotein w obrębie desmosomów, to 
desmogleiny I i II należy uważać za transbłonowe glikozylowane białka, których część 
białkowa zlokalizowana jest w tarczce, natomiast część z łańcuchami oligosacharydowymi 
znajduje się w przestrzeni międzykomórkowej ponad powierzchnią błony plazmatycznej 
[30]. Lokalizacja desmoplakin III/IV w obrębie desmosomów nie została jeszcze ustalona 
(tab. 1).

TABELA 1. Główne składniki desmosomów nabłonków wielowarstwowych i ich lokalizacja

Rodzaj substancji M. cz. w kDa Lokalizacja

tarczka przestrzeń
międzykomórkowa

mikrofilamenty

Białka
Desmoplakina I 240 + - +
Desmoplakina II 210 + - +
Desmoplakina III 81 + - -
Desmoplakina IV 77 ? - 7
Desmokalmina 240 + - +

Glikoproteiny
Desmogleiną I 165 + + -
Desmogleiną II 120 + + -
(desmokolliną I) 
Desmogleiną III 100 7 7 _
(desmokolliną II) 
Desmogleiną IV 22 7 7 -

MOLEKULARNA ORGANIZACJA DESMOSOMU

Pomimo wzmiankowanych rozbieżności co do lokalizacji pewnych składowych desmo- 
somu i braku informacji o rozmieszczeniu innych, obserwuje się w literaturze dążenie 
badaczy do stworzenia obrazu molekularnego uporządkowania głównych komponent 
białkowych i glikoproteinowych w obrębie desmosomu.
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Model molekularnej organizacji desmosomu punktowego jest przedstawiony na ry
sunku 2.

Steinberg i wsp. [30] badając metodą immunohistochemiczną lokalizację cząstek złota 
w ultracienkich skrawkach desmosomów stwierdzili, iż w obrębie tarczki znajdują się 
desmoplakiny I, II i III z tym, że desmoplakina III lokalizuje się wyłącznie w tarczce, 
natomiast desmoplakiny I i II sięgają do cytoplazmy poza region tarczki, gdzie łączą się z 
filamentami pośrednimi, które jak wynika z diagramu, nie wchodzą w obszar tarczki, a tylko 
przylegają do niej. Natomiast desmogleiny I i II znajdują się w obrębie tarczki, łączą ją z 
błoną plazmatyczną i jako glikozylowane białka transbłonowe przechodzą ponad fosfo- 
lipidową płaszczyzną błony do przestrzeni międzykomórkowej; jak już wspomniano u- 
przednio, oligosacharydowe łańcuchy I i II znajdują się wyłącznie w przestrzeni 
międzykomórkowej.

FILAMENTY POŚREDNIE DESMOSOMÓW PUNKTOWYCH

Filamenty pośrednie (IF -  intermediate filaments) są stałymi elementami składowymi 
wszystkich desmosomów [3,8,12] według pewnych autorów "zakotwiczonymi" w tarczkach 
desmosomalnych [11, 27], według innych łączącymi się z tarczkami za pomocą bioche
micznych składowych desmosomów [8, 30, 32].

Jednakże w odróżnieniu od połączeń niedesmosomalnych, gdzie w mikrofilamentach 
mogą występować białka, takie jak α-aktynina czy winkulina oraz glikoproteina, zwana 
uwomoruliną [14, 27], cechą desmosomalnych filamentów pośrednich jest brak wyżej 
wymienionych substancji, natomiast ich skład molekularny zależy od pochodzenia histolo
gicznego desmosomów. Filamenty keratynowe (cytokeratynowe) występują w desmo- 
somach izolowanych z komórek nabłonkowych [4, 5, 8]. Desmina jest wykrywana w 
desmosomach komórek mięśnia sercowego, włókien Purkinjego z układu przewodzącego 
oraz komórek mięśnia sercowego w hodowlach [7, 15]. Wimentyna jest typową składową 
desmosomów komórek pajęczynówki oraz nowotworów wywodzących się z niej [8, 15].

Jak się okazuje, filamenty pośrednie są nie tylko morfologicznym elementem skła
dowym desmosomu.

Jones i wsp. [12] postulują, że w czasie morfogenezy desmosomów ich wędrówka w 
kierunku błony plazmatycznej poprzedza wędrówkę specyficznych białek i glikoprotein 
wchodzących w skład tarczki; zatem IF są składnikami inicjującymi morfogenezę desmo
somów. W filamentach desmosomów wątroby, nabłonka wielowarstwowego płaskiego 
języka oraz mięśnia sercowego opisywano obecność plektyny, polipeptydu o m. cz. 300 kDa 
[34]. Białko to występuje również w cytoszkielecie komórek i tkanek nie tworzących 
desmosomów (tab. 1).
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RÓŻNICE W SKŁADZIE DESMOSOMÓW 
W ZALEŻNOŚCI OD ICH POCHODZENIA HISTOLOGICZNEGO

Desmosomy różnych kręgowców są morfologicznie podobne, ale jak wykazują próby 
charakterystyki porównawczej tych struktur, ich biochemicznych składowych nie można 
uważać za identyczne.

Jak już wspomniano, różni autorzy uważają, iż najbardziej konserwatywną ewolucyjnie 
składową jest nieglikozylowane, wysokocząsteczkowe białko -  desmoplakina I. Substancja 
ta występuje we wszystkich desmosomach punktowych niezależnie od rodzaju tkanki, jak 
również w komórkach hodowli tkankowych [4, 5, 7,19].

Innym składnikiem desmosomów zaliczanym do "wszechobecnych" jest glikoproteina o 
m. cz. 165 kDa, zwana desmogleiną I [27, 28]. Do 1986 r. [27] panowała opinia, iż 
glikoproteina ta bardzo podobna, jeśli nie identyczna, występuje w desmosomach różnych 
komórek tego samego gatunku. Jednakże z badań Penn i wsp. [24] z 1987 r. wynika, iż w 
desmogleinie I nabłonka wielowarstwowego pomiędzy częścią cukrowcową a białkową 
występuje wiązanie O-glikozylowe, zaś w desmogleinie nabłonków nie tworzących warstw 
występuje wiązanie N-glikozylowe. Dalsze opisywane różnice dotyczą innego białka tarczki 
desmosomalnej -  desmoplakiny II. Podkreśla się, że jest to białko charakterystyczne tylko 
dla desmosomów komórek nabłonkowych, nie występuje natomiast w desmosomach mię
śnia sercowego, włóknach Purkinjego układu przewodzącego i w komórkach mięśnia 
sercowego z hodowli [7, 24, 25]. Opisuje się także występowanie różnic ilościowych 
desmoplakiny II w desmosomach komórek różnych nabłonków. Badacze są zgodni, iż jest 
to nieglikozylowane białko przede wszystkim desmosomów nabłonków wielowarstwowych, 
gdzie występuje w dużych ilościach, natomiast zdecydowanie mniej jest tej substancji w 
desmosomach nabłonków nie tworzących warstw [3, 14, 19, 31].

King i wsp. [16] opisali zmiany ilościowe desmogleiny II i III związane z różnicowaniem 
się naskórka; w czasie rogowacenia naskórka (co związane jest zresztą z degradacją, 
rozpadem desmosomu) obniża się zawartość desmogleiny II, a jej miejsce zastępuje 
desmogleiną III, która po rozpadzie desmosomów pozostaje jako glikoproteina pełniąca 
już tylko funkcję adhezyjną.

Najwyraźniejsze jednak różnice w składzie molekularnym desmosomów dotyczą fila- 
mentów pośrednich.

Podkreślić jeszcze raz należy, iż wszystkie desmosomy prawidłowych komórek na
błonkowych zawierają filamenty cytokeratynowe [3]. Natomiast w desmosomach mięśnia 
sercowego, włókien Purkinjego i komórek mięśnia sercowego w hodowli nie ma cytokera- 
tyn, tylko występują filamenty desminy, zaś desmosomy innych nienabłonkowych komórek, 
np. pajęczynówki, zawierają filamenty wimentyny [8, 15]. Udowodniono również [32], iż 
desmokalmina łączyć się może ze wszystkimi wyżej wymienionymi filamentami pośrednimi, 
natomiast nie łączy się z aktyną. Opisane powyżej różnice zestawiono w tabeli 2.
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TABELA 2. Różnice w budowie molekularnej desmosomów w zależności od ich pochodzenia histologicznego

Biochemiczne Desmosomy

składniki
desmosomów

nabłonków 
jednowarstwowych 
i kom. hodowli

wielowarstwowych
mięśnia sercowego pajęczynówki

Białka
Desmoplakina I + + + +
Desmoplakina II + + + + - +

Glikoproteiny
Desmogleina I + + + +
Desmogleina II + + + +
Desmogleina III + + + + +

Filamenty pośrednie
Cytokeratyny + + - -

Desmina - - + -

Wimentyna - - - +

DESMOSOMALNE BIAŁKA I FILAMENTY POŚREDNIE 
W IDENTYFIKACJI NOWOTWORÓW

Możliwość wykrywania przy użyciu specyficznych przeciwciał białek desmosomalnych 
i filamentów pośrednich wykorzystywana jest obecnie jako metoda w diagnostyce róż
nicowej nowotworów. Informacje umieszczone w poprzednim podrozdziale wskazują na 
istnienie naturalnych różnic w składzie molekularnym desmosomów związanych z ich 
pochodzeniem.

Wiadomo, że wraz z transformacją nowotworową różnice te potęgują się, desmosomy 
zatracają swoją charakterystyczną strukturę, obserwowane są zmiany w cytoszkielecie 
komórkowym [1, 33]. Zmienia się również morfologia komórek, wobec tego przy ocenie 
obrazu mikroskopowego nowotworu niejednokrotnie pojawiają się wątpliwości diagnos
tyczne. W takich przypadkach wykrycie desmoplakin i określenie rodzaju filamentów 
pośrednich według wielu autorów staje się ogromnie przydatne w identyfikacji nowo
tworów [15, 17, 18]. Stwierdzono również na przykład, iż raki skóry wykazują reakcję 
pozytywną na desmoplakiny i cytokeratyny, podczas gdy czerniak, który wywodzi się z 
komórek pochodzenia ektodermalnego i rosnąc może wykazywać nabłonkowo-podobny 
układ komórek przypominający obrazy niezróżnicowanego raka skóry, jest zawsze "des- 
moplakino-negatywny" i nie wykazuje obecności cytokeratyn, tylko obecność wimentyny 
[18]·

Wydaje się, że powyższy przykład jest dobrą ilustracją możliwości, jakie stwarza dla 
diagnostyki różnicowej nowotworów traktowanie składowych desmosomalnych jako mar
kerów. Wybrane przykady ilustrujące opisane powyżej możliwości zestawiono w tabeli 3.
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TABELA 3. Wybrane przykłady składników desmosomalnych jako markery różnego typu nowotworów

Rodzaj nowotworu Desmoplakiny Cytokreatyny Wimentyna Desmina

Rak podstawno-
komórkowy skóry + + - -
Rak płasko-
nabłonkowy skóry + + - -
Oponiak + - + -
Czerniak - - + -
Mięśniak gładko-
komórkowy mięsakowy
(leiomyosarcoma ) - - ± +
Mięśniak
poprzecznie prążkowany
mięsakowy (rhabdo
myosarcoma) - - + +
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REGULACJA CYKLU MITOTYCZNEGO*

REGULATION OF THE MITOTIC CYCLE

Jerzy KAWIAK

Zakład Cytofizjologii Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego, Warszawa

Streszczenie. Czynnik MPF (Maturation-Promoting Factor), odkryty w dojrzewających oocytach żaby, okazał się 
powszechnie wysypującym w komórkach kompleksem białkowym koniecznym do rozpoczęcia mitozy. Składnik 
MPF, białko p34c c~ jest kinazą białkową, której aktywność reguluje rozpoczęcie mitozy. Innym składnikiem MPF 
jest kinaza białkowa nazywana cykliną. W komórkach drożdży aktywność kompleksu jest regulowana produktami 
genów cdc25+ (p67) i wee 1+. W artykule wspomniano też o udziale p34cdc*' w regulacji startu replikacjji DNA 
podczas fazy G 1 cyklu mitotycznego oraz reorganizacji cytoszkieletu podczas mitozy.

Summary. M aturation-promoting factor (MPF) described in maturating frog oocytes appeared to be a protein 
complex present in different cells and initiating mitosis. Component of MPF, p34cd ~ is the protein kinase 
regulating start to mitosis. Protein kinase cyclin is another component of MPF. In yeast cells activity of the 
complex is regulated by gene products of a /c2 5 + (p67) and wee 1 + . The participation of p34cdc2 in the regulation 
of start to DNA replication in G1 phase of the cell cycle and in reorganization of cytoskeleton during mitosis is 
mentioned as well.

WSTĘP

W 1971 r. Masui i Markert [22] oraz niezależnie od nich Smith i Ecker [39] odkryli, że 
pewien chemiczny czynnik wywołuje mejozę oocytów żaby (u Ranapipiens i gat. Xenopus). 
Mejoza jest przejawem dojrzewania tych komórek. Czynnik ten pojawiał się w cytoplazmie 
oocytów, gdy wznawiały mejozę pod wpływem progesteronu. Nie udawało się wprawdzie 
bliżej określić chemicznej natury tego czynnika, ale można było obserwować skutki jego 
działania w doświadczeniu, w którym mikropipetą wstrzykiwano nieco cytoplazmy pobra
nej z dojrzewającego oocytu do oocytu niepobudzonego do dojrzewania. Oocyt, który 
otrzymał "zastrzyk" cytoplazmy, zaczynał dojrzewać. Po ok. 4 godzinach jego otoczka 
jądrowa podlegała fragmentacji i pojawiały się chromosomy, które skracały się i grubiały

* Opracowano wykorzystując między innymi części artykułu: Pelech S. When cell divide. The Sciences July/August
1990; s. 23-28.
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(proces ten nazywa się kondensacją chromosomów), jak zwykle na początku podziału 
komórki. Badacze nazwali wyżej opisany składnik cytoplazmy czynnikiem wywołującym 
dojrzewanie (ang. Maturation-Promoting Factor -  MPF).

Jeżeli na oocyty podziała się progesteronem, to trzeba aż 8 godzin, by rozpoczęła się 
mejoza, czyli dwa razy dłuższego czasu niż po wstrzyknięciu MPF pochodzącego z oocytu 
w mejozie. Stąd wydaje się, że MPF jest bezpośrednio działającym, wywołującym mejozę 
czynnikiem, który jest aktywowany progesteronem. Wkrótce też przekonano się, że MPF 
żaby wywołuje również mitozę, a nie tylko mejozę. W często dzielących się komórkach 
zarodka żaby aktywność MPF była mierzona zdolnością pobranej z nich cytoplazmy do 
wywołania podziałów dojrzewania po wstrzyknięciu jej do oocytów. Aktywność MPF przy 
każdym podziale komórki gwałtownie rosła tuż przed mitozą, a potem obniżała się podczas 
pojawiania się komórek potomnych.

Podobną aktywność oscylacyjną obserwowano również w komórkach innych organiz
mów: drożdży, rozgwiazd, jeżowców i ssaków. Ponadto okazało się, że ten niezidentyfiko
wany czynnik działał bardzo podobnie w tych różnych organizmach. Na przykład MPF żaby 
wywoływał mejozę w oocytach rozgwiazdy, a ludzki MPF działał w komórkach żaby. 
Widocznie jest on występującą powszechnie w dzielących się komórkach substancją, która 
prawdopodobnie pojawiła się w ewolucji istot żywych bardzo wcześnie.

Jeszcze niedawno molekularne podstawy tych regulacji cyklu mitotycznego nie były 
znane. Opracowano jednak nowy sposób testowania aktywności MPF [21], bardziej wy
godny i czuły, co umożliwiło oczyszczenie MPF zawartego w ekstraktach jaj żaby zawiera
jących setki innych białek. Zamiast wstrzykiwania cytoplazmy badanej komórki do oocytu 
żaby i czekania na rozpoczęcie podziału, do badanego wyciągu dodawano izolowane jądra 
plemników bądź komórek wątroby i notowano rozpoczęcie rozpadu otoczki jądrowej. Tym 
sposobem w końcu ustalono, że aktywność MPF zależy od molekularnego kompleksu co 
najmniej dwóch białek. Aby odpowiedzieć na pytanie, jakie to są białka, przenieśmy się do 
dziedziny bardzo odległej od badań oocytów żaby, do badania genów kontrolujących 
podziały komórek drożdży, organizmu jednokomórkowego.

GENY REGULUJĄCE PODZIAŁY KOMÓREK DROŻDŻY

Oocyty były wygodne do badania biochemicznych podstaw cyklu komórkowego, a 
komórki drożdży okazały się znakomite do badania genów kontrolujących procesy bioche
miczne. W prostym organizmie drożdży łatwo jest manipulować genami, a ponieważ cykl 
komórkowy trwa w komórce drożdży krótko, wyniki zmian genetycznych można stosunko
wo szybko obserwować w kolejnych generacjach komórek. Komórki drożdży dzielą się 
przez pączkowanie; w zgrubiałym miejscu ściany komórkowej pojawia się wyniosłość, która 
rośnie i w końcu komórka potomna oddziela się od komórki macierzystej. Podział jądra 
jest prostszy niż u większości Eucaryota \ nie jest to typowa mitoza, ale diploidalne komplety 
chromosomów po duplikacji zostają rozdzielone między komórki: macierzystą i potomną.

Wykorzystano szczepy drożdży, które przestają rosnąć po ogrzaniu do określonej 
temperatury. Te szczepy drożdży mają defektywne geny, których produkty białkowe 
funkcjonują normalnie w niższej temperaturze, temperaturze "permisywnej", ale nie działa
ją w temperaturze podniesionej zaledwie o kilka stopni. U niektórych szczepów drożdży
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podniesienie temperatury zatrzymuje wzrost w tym samym okresie cyklu komórkowego, 
niezależnie od tego, kiedy podczas cyklu podwyższono temperaturę. Zmieniony gen w 
określonym szczepie drożdży prawdopodobnie pełni określoną funkcję w cyklu. W pro
wadzając fragmenty DNA z komórek prawidłowych do komórek mutanta i notując, który 
fragment znosi wrażliwość komórek na temperaturę, można było ustalić, jakie odcinki 
DNA zawierają określone geny.

Jednym z wielu genów kontrolujących podział komórki odkrytych tym sposobem u 
Schizosaccharomyces pombe, który zwrócił szczególną uwagę badaczy, jest gen oznaczony 
cdc2 (icell-division-control = cdc) [2]. Jego odpowiednik u Saccharomyces cerevisiae oz
naczono CDC 28. Okazało się, że gen cdc 2 ma szczególne znaczenie w dwóch okresach 
cyklu komórkowego, niezależnie od chwili podniesienia temperatury. Jeżeli mutanta wra
żliwego na temperaturę ogrzeje się ponad temperaturę permisywną dość wcześnie w cyklu 
komórkowym, podczas fazy G l, to komórki drożdży nie mogą rozpocząć fazy syntezy DNA 
(fazy S); jeżeli drożdże były ogrzane później, w fazie G2, to cykl komórkowy zatrzymywał 
się tuż przed podziałem komórki.

Po wykryciu genu cdc2 można było "narzędziami" biologii molekularnej określić sek
wencję jego zasad, a tym samym odpowiadające temu sekwencje aminokwasów kodowa
nego białka. Fragmenty tego białka (peptydy) można było zsyntetyzować sztucznie i potem 
immunizować nimi zwierzę laboratoryjne celem uzyskania przeciwciał przeciw determi
nancie tego białka. Przeciwciała mogły teraz być użyte jako czuły odczynnik dla wykrywania 
poszukiwanego białka [1, 18]. Używając przeciwciał wiążących białko będące produktem 
genu cdc2 wykryto, że występuje ono w komórkach wielu ogranizmów; mięczaków, żab i 
ludzi. Przekonano się, że to białko, podobnie jak MPF, jest substancją występującą 
powszechnie.

Przeciwnie niż MPF, produkt genu cdc2 komórek drożdży jest białkiem o poznanej 
budowie, co pozwala określić jego funkcję podczas podziału komórki. Jest to kinaza 
białkowa serynowa. Kinazy białkowe są białkami uczestniczącymi w przekazywaniu sy
gnałów w komórce; włączają bądź wyłączają funkcje białek przez ich fosforylowanie. 
Kinaza białkowa może działać na jedną bądź kilka substancji w komórce albo może 
aktywować inne kinazy białkowe. Tak więc produkt genu cdc2 działa pośrednio albo 
bezpośrednio modulując aktywność innych białek.

KOMPLEKS BIAŁEK MPF

Pod koniec 1988 roku stwierdzono, że produkt białkowy genu cdc2 jest jednym ze 
składników MPF [11, 13]. Okazało się, że przeciwciała skierowane przeciw produktowi 
genu cdc2 drożdży wiążą się z jedną z podjednostek MPF oocytów żaby i rozgwiazdy. 
Podjednostka ta jest białkiem o masie cząsteczkowej 34 000 oznaczanym jako p34cdc2. W 
ten sposób wyniki genetycznych badań drożdży można było powiązać z wynikami badań 
MPF. Znaleziono też ludzki homolog produktu genu cdc2 [20].

Podczas gdy jedni badacze śledzili wzrost i spadek aktywności MPF w oocytach, drudzy 
zajmowali się innym sygnałem oscylującym w trakcie cyklu mitotycznego. W jajach jeżow
ców albo jajach małża rodzaju Spisula po zapłodnieniu i rozpoczęciu rozwoju pojawiało 
się białko, które potem znikało podczas podziału każdej komórki. Białko to gromadziło
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się stopniowo od początku cyklu mitotycznego i podczas mitozy, a potem nagle znikało 
przed zakończeniem podziału. Prekursor tego białka izolowany z jaj małża rodzaju Spisula 
wywoływał mejozę po wstrzyknięciu go do oocytów żaby.

Wkrótce odkryto drugi gen kontrolujący podziały komórek drożdży, nazwany cdc 13
[4]. Podobnie jak mutanty cdc2, drożdże z wrażliwym na temperaturę genem cdc 13 
odpowiadają na podwyższenie temperatury przerwaniem cyklu tuż przed mitozą. Jednak 
produkt tego genu nie działa sam, ale łącznie z produktem cdcl. Stwierdzono, że gdy 
wyciągi komórek sprawdza się przeciwciałami skierowanymi przeciw produktowi cdc2, to 
przeciwciała wiążą się nie tylko z produktem białkowym cdcl, ale też z wieloma innymi 
białkami, w tym również z produktem białkowym genu cdc 13. Stąd przypuszczano, że 
prawdopodobnie produkt cdc 13 tworzy kompleks z produktem cdcl. Okazało się, że tak 
jest istotnie oraz że produkt cdc2 jest kinazą białkową, która fosforyluje produkt cdc 13 w 
tym kompleksie u drożdży.

Zauważono podobieństwa wielkości i chemicznej budowy białka będącego produktem 
genu cdc 13 i cyklin znajdowanych w komórkach innych organizmów [26, 30]. Cykliny są 
grupą białek o Mr 50-60 kDa. Zauważono, posługując się przeciwciałami, że cykliny 
podobnie jak produkt cdc 13 wiążą się z białkiem p34cdc w kompleks. Widocznie cykliny i 
produkt białkowy genu cdc 13 są odpowiednikami. Cykliny, a dotyczy to białka drożdży i 
podobnych cząsteczek odkrytych w komórkach wielu innych ogranizmów, są drugą pod- 
jednostką MPF.

To spostrzeżenie, jak i inne dotyczące zachowania składników MPF w oczyszczonych 
wyciągach i w dzielących się komórkach, pozwoliło na bliższe określenie sposobu działania 
całego układu regulacji cyklu komórkowego [9]. Zaraz po podziale komórki poziom cyklin 
(białek p50-p60) jest niski, ale białka te są syntetyzowane stale. Gdy osiągną poziom 
krytyczny, łączą się z p34c c~ [381 i tworzą z nim kompleks (jedna cząsteczka cykliny i jedna 
p34cdc2) [10, 19]. Białko p34cdc~ ma już uprzednio dołączoną komponentę regulatorową, 
tj. białko pl3 [7] kodowane przez gen su c i+ [15], które prawdopodobnie ułatwia oddziały
wanie kompleksu z innymi białkami. Wtedy p34cdc2 jest aktywowane przez defosforylację 
jednej z jego tyrozyn [14, 25]. Aktywowane p34cdc2 fosforyluje cyklinę. Ta i inne jeszcze 
przemiany biochemiczne doprowadzają do aktywacji całego kompleksu MPF, po czym 
rozpoczyna się mitoza. Funkcja cykliny jest potrzebna w fazie G2 do rozpoczęcia mitozy, 
ale bierze ona też udział w końcowym etapie fazy G1 rozpoczynającym replikację DNA 
[3,40,41], gdy działa kompleks p34cdc2 z łańcuchem pl3 (rys. 1).

W trakcie podziału, poziom MPF w cytoplazmie spada gwałtownie. Właściwie to 
poziom białka p34cdc2 pozostaje stały, ale spada poziom cyklin. Komórka wyłącza aktyw
ność MPF rozkładając cykliny [10]. Co by było, gdyby nie zostały zniszczone? Aby to 
sprawdzić, dodawano duże stężenia inhibitorów proteinaz do środowiska i stwierdzono 
wtedy zatrzymanie mejozy oocytów rozgwiazdy i stabilizację cykliny. Zmieniono też gen 
cykliny w oocytach żaby rodzaju Xenopus na taki, który jest oporny na degradację [27]. 
Aktywność MPF w tych komórkach nie spadała, a rozpoczęty podział komórki był zatrzy
many w metafazie mitozy. Tak więc rozpad cyklin jest konieczny dla normalnego przebiegu 
mitozy.
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Rys. 1. Zmiany kompleksu białek MPF w cyklu mitotycznym i towarzyszące temu zmiany aktywności kinazy- 
białkowej p34cdc‘ . W fazie G1 p34cdc2 pozostaje w kompleksie z pl3. W fazie S p34cdc"· jest fosforylowane, 
prawdopodobnie w kilku miejscach. W fazie G2, tuż przed mitozą dołącza do kompleksu p62 (cyklina). Na
stępuje defosforylacja reszty tyrozyny w p34cdc2, co aktywuje tę kinazę białkową, która wtedy fosforyluje cy
klinę. Podczas podziału następuje degradacja cykliny, a po podziale rozpoczyna się faza G1 cyklu (wg [9],

zmienione)

BIAŁKA REGULUJĄCE AKTYWNOŚĆ MPF

MPF można uznać za istotny składnik regulacji cyklu mitotycznego, ale nie jedyny. 
Wiele części tego mechanizmu jest słabiej poznanych. Na przykład u drożdży dla roz
poczęcia podziału komórki jest jeszcze konieczny czynnik kodowany przez gen cdc25 + 
[36] będący aktywatorem p34cdc2. Gen cdc25 + koduje białko p67, a jego większa ekspresja 
powoduje wcześniejsze rozpoczęcie podziału wtedy, gdy komórki nie "dorosły" jeszcze do 
zwykłej wielkości. Mutacje, które upośledzają inny gen nazwany wee 1+ , skracają cykl 
komórkowy tak, że podział następuje wcześniej i powstają poronne komórki potomne [35, 
37]. Funkcją prawidłowego białka kodowanego genem wee 1+ jest opóźnienie podziału, aż 
komórka "dorośnie". Jest to więc funkcja przeciwna funkcji białka p67. Produkt jeszcze 
innego genu, kodowany genem nazwanym nim 1+ , hamuje aktywność produktu genu wee 1. 
Czas rozpoczęcia podziału komórki zależy więc od oddziaływania regulatorów dodatnich 
i ujemnych na kinazę p34cdc2.

Z wyników dalszych badań można było wnioskować, że produkt genu wee 1 jest również 
kinazą białkową przenoszącą grupę fosforanową na p34cdc2, którego aktywność w ten 
sposób zostaje wyłączona do czasu, gdy komórka drożdży osiągnie określoną wielkość. 
Wtedy białko kodowane przez gen nim 1+ inaktywuje produkt białkowy wee 1, prawdopo
dobnie znowu przez jego fosforylację. W ten sposób staje się możliwa reaktywacja p34c c2, 
co zachodzi przez jego defosforylację. Jak wspomniano, u drożdży produkt genu cdc25 + 
(p67) i produkt genu wee 1+ oddziałują z p34cdc2 biorąc udział w regulacji podziału 
komórki, pierwszy jako aktywator, a drugi -  inhibitor. Normalnie aktywność p67 jest
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konieczna do rozpoczęcia mitozy, a zapotrzebowanie na to białko zwiększa się u mutanta 
drożdży, który utracił funkcję produktu białkowego weel. Izolowano też mutanta zdolnego 
do odwrócenia objawu braku produktu genu weel. Gen, który to warunkuje, nazwany 
bws 1 + (bypass o f wee supression) koduje białko bardzo podobne do katalitycznej podjed- 
nostki fosfatazy białkowej typu 1 w komórkach ssaków [5]. Prawdopodobnie ten typ 
fosfatazy reaktywuje p34c c .

REGULACJA ZJAWISK ZACHODZĄCYCH W MITOZIE

Wydaje się, że MPF może działać bezpośrednio na pewne etapy mitozy [24]. Składnik 
p34cdc2 MPF bezpośrednio przyczynia się do kondensacji chromosomów będącej wczes
nym zjawiskiem w mitozie. Prawdopodobnie jest to spowodowane między innymi fosfo- 
rylacją histonu HI. Ponadto podjednostka p34cdc2 może fosforylować laminy B oraz 
powoduje ich solubilizację i rozmontowanie; jednak nie powoduje fragmentacji otoczki 
jądrowej. Kinaza p34cdc2 fosforyluje też inne substraty, co może wiązać się ze zjawiskami 
komórkowymi rozpoczynającymi mitozę (tab. 1). W regulacjach tych bierze również udział 
fosfataza fosfoprotein typu 1, na przykład podczas rozdzielania się chromosomów w 
trakcie mitozy [8, 28].

Tabela 1. Potencjalne substraty kinazy p34cdc2 i związane z nimi zjawiska w komórce (wg [24], zmienione)

Substrat kinazy p34cdc2 Miejsce* fosforylacji Możliwa funkcja białka podczas mitozy

Lamina B + rozmontowanie lamin jądra komórki
Histon H I + kondensacja chromosomów
pp60csrc + przekształcenie cytoszkieletu, wzrost aktywności kinazy 

tyrozynowej pp60°’src
N038, nukleolina + rozmontowanie strukturyjąderka 

regulacja aktywności p34c c“Cyklina B NW

*To samo miejsce w cząsteczce jest fosforylowane podczas mitozy in vivo co in vitro; NW -  nie wiadomo.

Białko p34cdc2 wykryto też w centrosomach [33]. Jest to tym ciekawsze, że u wczesnych 
zarodków muchy Drosophila można zahamować syntezę DNA i podział jądra bez zatrzy
mania replikacji centrosomu [31]. W tych warunkach centrosomy wpływają na reorgani
zację tubuliny, aktyny i pobliskiej błony komórkowej. Tak więc same centrosomy mogą 
kierować reorganizacją korowego cytoszkieletu komórki, niezależnie od zjawisk związa
nych ze zmianami zachodzącymi w jądrze i w chromosomach podczas mitozy i być może 
kieruje tym białko p34cdc2 centrosomów.

WŁĄCZANIE I WYŁĄCZANIE PROCESÓW KOMÓRKOWYCH

Warto zastanowić się, co wprawia cykl komórkowy w ruch? Co go przyspiesza lub 
zwalnia? Wiemy, że komórki wczesnego zarodka dzielą się często i nie wymagają zewnę
trznego pobudzania, podczas gdy komórki dojrzałe nie dzielą się bądź dzielą się z okreś
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loną częstością zależną od sygnałów z zewnątrz. Sygnały te nazywamy czynnikami wzrostu 
i mogą one powodować podziały komórek spoczynkowych albo częstsze podziały komórek 
dzielących się rzadko.

Jak taki sygnał dociera do MPF? Jak z kolei zostają włączone złożone zdarzenia mitozy: 
rozpad otoczki jądrowej, kondensacja chromosomów, wędrówka chromosomów do prze
ciwnych biegunów komórki? Nie wiemy obecnie, jak sygnał czynnika wzrostu jest przeka
zywany do mechanizmu regulującego cykl komórkowy, ale zdajemy sobie sprawę, że jest 
to bardziej złożone, niż opisane tutaj molekularne procesy. Pewne jest, że podstawowym 
elementem tych zjawisk są kaskady kinaz białkowych. Takie kaskady są przekaźnikami 
sygnału na dalszą odległość w komórce; między innymi powodują wzmocnienie sygnału 
czynnika wzrostu. Oscylator MPF jest otoczony złożoną siecią przeplatających się kaskad 
kinaz białkowych.

Przykładem tych złożonych zależności może być kinaza serynowo/treoninowa MAP 2 
(kinaza fosforylująca białko 2 związane z mikrotubulami) fosforylowana na tyrozynie in 
vivo pod wpływem insuliny [32]. Została ona opisana też jako białko ERKI 1 (extracellular 
signal-regulated kinase 1; fosfoproteina pp42) [6]. Kinaza ta może być regulatorem kaskad 
kinaz białkowych zależnych od insuliny i bezpośrednim substratem dla kinazy tyrozynowej 
receptora insuliny. Jest interesujące, że aktywność kinazy MAP 2 gwałtownie rośnie nie 
tylko pod wpływem insuliny, ale również sygnałów zewnątrzkomórkowych wywołujących 
proliferację bądź różnicowanie komórek. Aktywność ta i zawartość fosfotyrozyny w pp42 
rosną pod wpływem naskórkowego czynnika wzrostu (EGF), czynnika wzrostu pochodzą
cego z płytek (PDGF), czynnika wzrostu fibroblastów (FGF) i estrów forboli [16, 34]. 
Aktywność kinazy MAP 2 rośnie również w postmitotycznych komórkach chromafinowych 
nadnerczy w odpowiedzi na sygnały powodujące sekrecję katecholamin [12] oraz w komór
kach PC 12 różnicujących się w odpowiedzi na czynnik wzrostu neuronów [23]. Przy
puszczalnie kinaza MAP 2 w różnych komórkach bierze udział w przekazywaniu sygnałów 
do różnych przedziałów czynnościowych komórki (rys. 2).

Rys. 2. Przedziały funkcjonalne w komórce o określonym stopniu zróżnicowania; przedziały transdukcji sy
gnałów, włączania bądź wyłączania (zahamowania) procesów komórkowych: cyklu komórkowego i/albo funk

cji komórki zróżnicowanej
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Wśród białek oddziałujących z komórkowym regulatorem cyklu mitotycznego są pro
dukty genów, które w zmutowanej formie występują w komórce nowotworowej. Niektóre 
z nich przypominają czynniki wzrostu albo ich receptor, będący kinazą białkową. Zmuto
wane geny czynnika wzrostu mogą mieć niezwykle wysoką ekspresję, stymulując nadmierne 
podziały sąsiednich komórek bądź własne podziały. Podobnie, receptor będący produktem 
zmutowanego genu może być na stałe włączony, aktywując tym sposobem kaskadę kinaz 
nawet, gdy nie działa czynnik wzrostu. Takie białka często są kinazami białkowymi tyrozy- 
nowymi [17]. Jednak zarówno czynniki wzrostu, jak i ich receptory znajdują się z dala od 
cząsteczek bezpośrednio zaangażowanych w przebiegu cyklu mitotycznego. Szukanie 
powiązań tych dwóch układów [6, 29, 41] jest najbliższym zadaniem biologów. Wiele już 
uczyniono, aby powiązania te bliżej określić, ale daleko jeszcze do ich pełnego poznania.
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BUDOWA I FUNKCJA MEZOTELIUM SSAKÓW

STRUCTURE AND FUNCTION OF MAMMALS MESOTHELIUM

Krystyna CZYŻEWSKA

Katedra i Zakład Patofizjologii Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Streszczenie. Mezotelium stanowi strukturę wywodzącą się z mezodermy. Charakteryzuje się heterogennością 
topograficzną w odniesieniu do kształtu komórek, mikrokosmków i pęcherzyków pinocytamych. Podczas dializy 
i zapalenia otrzewnej komórki mezotelialne ulegają zmianom. Polegają one na pogrubieniu i zaniku mikro
kosmków, obkurczeniu komórek i poszerzeniu przestrzeni międzykomórkowych, hiperplazji struktur cyto- 
plazmatycznych, wakuolizacji, a w końcu obumieraniu. Wskazuje się na trzy funkcje mezotelium: ochronną, 
syntetyzująco-sekrecyjną oraz transportową. Funkcja ochronna polega na zmniejszaniu tarcia między narządami, 
zabezpieczaniu przed wnikaniem i szerzeniem się infekcji, rozplemem komórek, a także powstawaniem fibry- 
nogenu. Funkcja syntetyzująco-sekrecyjną odnosi się do fosfolipidów, eikozanoidów, inhibitora fibrynolizy, 
proteoglikanów, kolagenu, elastyny i czynników wzrostu oraz enzymów związanych z metabolizmem białek, puryn 
i hormonów. Funkcja transportowa obejmuje selektywną regulację wydalania i absorpcji cząsteczek pomiędzy 
krążeniem i jamami ciała podczas procesu dializy otrzewnowej i dootrzewnowej farmakoterapii.

Summary. Embriologically mesothelium is derived from mesoderm. The cells characterize of topographic 
heterogeneity in relation to the shape, microvilli and vesicles. Definite ultrastructural changes in the meso
thelium occur after exposure to dialysis fluid and peritonitis. There are: a reduction and subsequent disap
pearance of microvilli, separation of the cells accompanied by widening of the cellular junctions, hyperplasia of 
the cytoplasmatic organelles, hypervacuolarization and cellular necrosis. The mesothelium performs three 
function: protective, synthetic-secretory and transport. The first one is to provide a frictionless, the protection 
of infection, cells invasion, fibrous formations and adhesions. Synthetic and secretion function ranges from 
phospholipids, eicosanoids, elastin, collagen, proteoglycans, fibrynolysis inhibitor, growth factors to enzymes 
connected with proteins, purines and hormones metabolism. Transport function comprises selective regulation 
of the molecules excretion and absorption between circulation and body cavities during peritoneal dialysis and 
intraperitoneal pharmacotherapy.

WPROWADZENIE

Komórki mezotelialne stanowią zewnętrzną warstwę błony otrzewnowej, która wyściela 
jamy ciała (opłucnową, osierdziową i otrzewnową), a także pokrywa narządy wewnętrzne
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(płuca, serce, jajniki i trzewia). Ogólnie przyjmuje się, iż otrzewna tworzy nieadhezyjną 
powierzchnię dla narządów wewnętrznych, a także stanowi selektywną barierę regulującą 
transport wody i rozpuszczonych w niej jonów i cząsteczek [7, 55, 58, 92, 98]. Postęp w 
technice dializy otrzewnowej i powszechność stosowania tego zabiegu, głównie u chorych 
z zaawansowaną niewydolnością nerek przyczyniły się do lepszego zrozumienia funkcji 
mezotelium [44,77], Początkowo sądzono, że decydujące znaczenie dla efektywnej dializy 
ma układ kapilar. Ostatnio zainteresowano się mezotelium. Zwraca się uwagę na funkcję 
mezotelium w warunkach patologicznych (np. podczas dializy otrzewnowej, dootrzew
nowej farmakoterapii, 20), a także fizjologicznych, związanych np. z możliwościami sekre- 
cyjnymi tego nabłonka [27,30,31,35]. Sugeruje się nawet, iż mezotelium in vitro może być 
wykorzystane jako model badawczy procesów transportowych zachodzących w złożonych 
układach błonowych [6,16-19,40]. Mezotelium w hodowli in vitro służy ponadto do analizy 
inwazji i regulacji wzrostu komórek nowotworowych, toksyczności niektórych związków 
chemicznych, procesów regeneracyjnych, metabolizmu prostaglandyn oraz tkanki łącznej 
[1, 5, 11, 29, 50, 51, 67, 95]. Biorąc powyższe pod uwagę podjęto próbę przeglądu dotąd 
opublikowanych wyników w zakresie struktury i funkcji mezotelium głównie u ssaków.

TOPOGRAFICZNE ZRÓŻNICOWANIE STRUKTURY 
MEZOTELIUM W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH

Przyjmuje się, iż mezotelium wywodzi się z mezodermy [13, 35, 69, 98]. Jego budowa 
ultrastrukturalna w przypadku ssaków była przedmiotem wielu opracowań. W skrócie 
przedstawia się ona następująco. Mezotelium in vivo wygląda najczęściej jak pojedyńcza 
warstwa wydłużonych (do 40 μΐη), wielokątnych, dachówkowato na siebie zachodzących 
komórek [33,38,39,46]. Grubość ich wynosi 2,5-3,0 gm [82]. Granice między nimi są kręte 
i występują trzy typy połączeń międzykomórkowych. Połączenia typu ścisłego (tight junc
tion) zlokalizowane są w części apikalnej. Poniżej, znajdują się dobrze rozwinięte de
smosomy, a także w niektórych przypadkach zonula adherens [33, 58, 81, 82]. Część 
luminalna mezotelium pokryta jest mikrokosmkami. Na powierzchni niektórych komórek 
stwierdzono obecność receptorów dla hormonów (estrogenów i progesteronu) [52, 79], a 
także czynników wzrostu (TGF i PDGF) [41,42]. Zarówno połączenia międzykomórkowe, 
jak i część luminalna charakteryzują się występowaniem ładunków elektroujemnych [48, 
59]. Cytoszkielet komórek jest dobrze rozwinięty. Stwierdzono obecność wimentyny i 
aktyny, prostych nabłonkowych keratyn oraz cytokeratyn [13, 29, 82, 90]. W centralnej 
części komórek mezotelialnych znajduje się owalne lub nerkowate jądro oraz wydatne 
jąderka [33, 35]. Widoczny też jest dobrze rozwinięty aparat Golgiego, mitochondria oraz 
dużo wolnych rybosomów. W cytoplazmie, zarówno wzdłuż wewnętrznej, jak i zewnętrznej 
granicy komórek oraz w strefach połączeń międzykomórkowych i mikrokosmkach, stwie
rdza się obecność gładkich i opłaszczonych pęcherzyków mikropinocytarnych [46, 51,82]. 
Otoczone są one cienką, jednowarstwową błoną. Kształt ich jest okrągły lub podłużny. 
Występują pojedyriczo lub układają się w grona, a część z nich łączy się w kanały śród
komórkowe [35, 46]. Mezotelium leży na ciągłej, pojedyńczej, homogennej błonie pod- 
stawnej, w której stwierdza się obecność ładunków elektroujemnych [45, 46].
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Analiza danych dotyczących struktury mezotelium w okresie postembrionalnym wska
zuje przede wszystkim na istnienie heterogenności określanej jako topograficzna. Stwier
dzono bowiem wiele odrębności w budowie mezotelium pokrywającym różne narządy 
wewnętrzne oraz wyścielającym różne jamy ciała, a także pochodzącym z płynu otrzewno
wego (tzw. komórki "wolne"). Odrębności te dotyczą kształtu i ilości komórek na jednostkę 
powierzchni, mikrokosmków, a także pęcherzyków pinocytarnych.

KSZTAŁT KOMÓREK MEZOTELIALNYCH

Topograficzne zróżnicowanie kształtu wyraża się istnieniem trzech typów komórek. 
Pierwszym, występującym najczęściej jest typ komórek płaskich. Pokrywają one większość 
narządów wewnętrznych, a także wyścielają jamy ciała [98]. Drugi typ stanowią komórki o 
kształcie cylindrycznym (kolumnowym). Zlokalizowane są one przede wszystkim w ujś
ciach naczyń limfatycznych przepony, śródpiersia i sieci [33,45]. Pokrywają ponadto jajniki 
[66]. Do trzeciego typu można zaliczyć okrągłe lub owalne komórki mezotelialne z płynu 
z jamy otrzewnowej [47, 91].

Zaobserwowano, iż komórki płaskie mają owalne jądro, z rozproszoną chromatyną i 
słabo zaznaczone jąderko. Ilość tych komórek przypadająca na jednostkę powierzchni jest 
większa w przypadku krezki niż otrzewnej ściennej [98], przy czym otrzewna ścienna 
człowieka charakteryzuje się stałą liczbą tych komórek [23].

Z kolei komórki cylindryczne w porównaniu z płaskimi charakteryzują się lepiej rozwi
niętymi: siateczką endoplazmatyczną i aparatem Golgiego, większym jądrem i bardziej 
wydatnym jąderkiem. Cechy te wskazują na większą aktywność metaboliczną komórek 
cylindrycznych. Przyjmuje się, iż funkcja komórek płaskich związana jest z błonowym 
transportem. Ze względu na to, iż mają one znaczny biosyntetyczny potencjał mogą w 
specyficznych warunkach stać się metabolicznie aktywne [98].

Ilość komórek owalnych (okrągłych) w płynie otrzewnowym wykazuje zróżnicowanie 
międzygatunkowe, a także uzależniona jest od wieku i płci dawcy. Zjawisko to może być 
związane ze stopniem nasilenia procesów regeneracyjnych. Komórki z płynu otrzewnowe
go mogą zmieniać kształt. Po umieszczeniu np. w hodowli in vitro stają się one wydłużone 
[98]. W przypadku niektórych gatunków przyjmują wygląd "kocich łbów" [53].

Można przypuścić, iż zróżnicowanie kształtu komórek mezotelialnych zależy od struk
tury szkieletu wewnątrzkomórkowego [90]. Zaobserwowano np. związane ze stadium 
wzrostu zmiany ilościowe cytoszkieletu. Przedstawiały się one następująco: prawidłowe 
komórki mezotelialne in vivo charakteryzowały się znaczną zawartością keratyn oraz 
stosunkowo mniejszą wimentyny [13, 15, 29]. In vitro natomiast, w szybko dzielących się 
komórkach, dochodziło do obniżenia ilości keratyn, a wzrostu wimentyny. W mezotelium 
wolno dzielącym się sytuacja jest odwrotna. Komórki mezotelialne in vitro mają więc, 
związaną ze stadium ich wzrostu, zdolność modulowania składu i w rezultacie formy 
szkieletu wewnątrzkomórkowego. Nie wykluczone jest, iż podobne zmiany zachodzą in 
vivo podczas procesu regeneracji, czy też hiperplazji [5]. Struktura szkieletu wewnątrzko
mórkowego wykazuje ponadto zróżnicowanie międzygatunkowe. Wskazują na to porów
nawcze, immunocytochemiczne analizy in vitro mezotelium królika, szczura i człowieka. 
Stwierdzono różnice ilościowe antygenów keratyny, cytokeratyn (klony 8.12 i 4.62), wimen
tyny (13.2) oraz fibronektyny. Występowały ponadto różnice jakościowe. Antygen cytoke-
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ratyny klonu 8.13 był np. obecny jedynie w przypadku komórek mezotelialnych szczura 
[51].

MIKROKOSMKI

Na wstępie należy zaznaczyć, iż nazywane mikrokosmkami wypustki cytoplazmatyczne 
komórek mezotelialnych ssaków różnią się strukturalnie i funkcjonalnie od mikrokosmków 
np. nabłonka jelita cienkiego [73]. W przypadku tego ostatniego są to zróżnicowane, lecz 
stabilne struktury. W przypadku mezotelium natomiast, podobnie jak w komórkach tkanki 
łącznej i układu siateczkowo-śródbłonkowego, są one labilne i dynamiczne. Struktura ich 
zmienia się bowiem pod wpływem cAMP, insuliny, uzależniona jest od fazy cyklu komór
kowego oraz gęstości komórek w hodowli. O ile więc funkcja pierwszych, stabilnych polega 
na zwiększaniu powierzchni transportu, to funkcja mikrokosmków mezotelialnych jest 
złożona. Mogą one zarówno zwiększać powierzchnię wymiany, jak pełnić funkcję ochron
ną, a także oddziaływać na wzrost komórek np. poprzez regulowanie struktury cytoszkie- 
letu [63].

Zróżnicowanie topograficzne mikrokosmków ma zarówno ilościowy, jak i jakościowy 
charakter. Przyczyny tego zróżnicowania są złożone. Wiążą się zarówno z ochronną, jak i 
transportową funkcją mezotelium. Mogą też być efektem specyficznej narządowo adap
tacji, jak też różnego stopnia dojrzałości mezotelium. Ostatnio przyjmuje się, iż zróżnico
wanie topograficzne mikrokosmków wiązać należy przede wszystkim z ochronną funkcją 
mezotelium [2, 35, 47]. Ilość i kształt tych struktur są bowiem uzależnione od stopnia 
aktywności ruchowej narządu w jamie ciała. Takie zależności wystąpiły w przypadku 
mezotelium pokrywającego różne narządy szczura [2]. Wyodrębniono tam trzy grupy 
komórek mezotelialnych. Pierwszą, najuboższą w mikrokosmki, było mezotelium pokry
wające nerki, pęcherz moczowy i ścianę brzucha (200-250 mikrokosmków/10 μΐη2). Drugą 
grupę stanowiły komórki pokrywające wątrobę, jelito i żołądek (350-380). Trzecie z kolei, 
najbogatsze w mikrokosmki, było mezotelium pokrywające śledzionę, płuca i przeponę 
(450-600). Związane z funkcją ochronną, zróżnicowanie ilościowe mikrokosmków wyka
zały także badania porównawcze mezotelium ryb oraz ssaków. W przypadku tych pierw
szych mezotelium całkowicie jest pozbawione omawianych struktur. Jednocześnie 
wiadomo, iż w związku z wodnym środowiskiem życia (sposobem oddychania), tarcie 
pomiędzy narządami ryb jest znacznie mniejsze niż u ssaków [35].

Zróżnicowanie ilościowe i jakościowe mikrokosmków może być także związane z 
funkcją transportową mezotelium. Polegałaby ona na zwiększaniu powierzchni wymiany 
cząsteczek przez komórki mezotelialne. Przemawia za tym obecność, w omawianych 
strukturach, pęcherzyków mikropinocytarnych [46]. Ponadto na powierzchni mezotelium 
krezki stwierdzono większą ilość mikrokosmków niż na powierzchni otrzewnej ściennej. 
Jednocześnie, stopień nasilenia procesów transportowych był wyższy w przypadku pierw
szej z wymienionych struktur [46].

Heterogenność topograficzna mikrokosmków może być ponadto efektem specyficznej 
narządowo adaptacji funkcjonalnej. Przykładem jest mezotelium pokrywające jajniki ssa
ków [66]. Charakteryzowało się ono obecnością brodawek oraz dużą liczbą mikrokosmków 
(ok. 150/10 |xm2). Czasami pojawiały się tam dobrze rozwinięte, pojedyńcze lub zgru
powane w kępki rzęski. Specyfiką tej struktury jest występowanie tzw. kosmatych wyros
tków (villous processes). Gęstość oraz ich długość były uzależnione od wielkości jajników:
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im większy narząd, tym uboższe wymienione struktury i odwrotnie [66], Kosmate wyrostki 
nie występowały na powierzchni komórek mezotelialnych pokrywających inne narządy. 
Czasami pojawiały się w przypadku śledziony. Z powyższego wynika, iż charakterystyczne 
dla danego narządu czynniki lokalne mogą modulować morfologię powierzchniowych 
warstw komórek mezotelialnych. Podobnie wprowadzone np. do jamy otrzewnowej związ^ 
ki egzogenne wywołują zmiany ilości mikrokosmków. Zmiany takie wystąpiły po dootrzew
nowym podaniu surowicy. Były one uzależnione od czasu jej działania. Po 2 minutach od 
wprowadzenia wystąpił trzykrotny wzrost ilości mikrokosmków, a po 30 minutach był on 
siedmiokrotny i utrzymywał się do 90 minuty, po czym ilość mikrokosmków się obniżyła 
[63].

Zróżnicowanie mikrokosmków może być w końcu związane ze stopniem dojrzałości 
mezotelium. Podczas rozwoju embrionalnego ich ilość bowiem wzrasta wraz z różnicowa
niem się komórek [98]. Z kolei w rozwoju postembrionalnym pojedyricze komórki mezo- 
telialne, nawet w obrębie jednego narządu (jamy ciała), wykazują różnice jakościowe w 
budowie mikrokosmków [82]. Liczba ich także jest zróżnicowana i zmienna. Występują 
miejsca o dużym zagęszczeniu mikrokosmków oraz obszary zupełnie ich pozbawione [46]. 
W przypadku komórek pokrywających narządy wewnętrzne i wyścielających jamy ciała 
obecność mikrokosmków ogranicza się do powierzchni luminalnej. W przypadku komórek 
okrągłych, pochodzących z płynu otrzewnowego, występują one na całej powierzchni [91]. 
Wydaje się więc, iż zróżnicowanie ilościowe i jakościowe mikrokosmków należy wiązać 
przede wszystkim z funkcjonalną adaptacją komórek mezotelialnych, w mniejszym zaś 
stopniu ze statyczną heterogennością topograficzną tej struktury.

PĘCHERZYKI PINOCYTARNE

Obecność pęcherzyków pinocytarnych stwierdzono w cytoplaźmie zarówno w apikal- 
nej, jak też podstawnej części komórek mezotelialnych. Kształt ich i wielkość nawet w 
obrębie pojedyriczej komórki może być zróżnicowany. Większe pęcherzyki wypełnione są 
lipidami [51]. Struktury te mogą być okrągłe (średnica 150-400 nm) lub podłużne. Wys
tępują pojedyriczo lub układają się w grona, a część ich łączy się w kanały śródkomórkowe 
[46, 63]. Niektóre z tych pęcherzyków otwierają się do przestrzeni zewnątrzkomórkowej 
[51]. Obecność ich wiąże się z zachodzącymi w mezotelium procesami endo- oraz egzocy- 
tozy. Endocytoza (pinocytoza) została stwierdzona w przypadku transportu makromolekuł 
[7,46]. Egzocytoza z kolei może być związana m.in. z sekrecją pełniących funkcję ochronną 
fosfolipidów [34, 37]. Liczba pęcherzyków pinocytarnych uzależniona jest od lokalizacji 
topograficznej mezotelium. Zwykle przyjmuje się, iż w przypadku mezotelium otrzewnej 
ściennej jest znacznie mniej omawianych struktur w porównaniu z otrzewną krezki [9,46]. 
Czasami stwierdza się ponadto miejsca w ogóle ich pozbawione (np. mezotelium pokry
wające żołądek prosiaka) [73]. Zakłada się, iż zróżnicowanie to jest wynikiem odmienności 
procesów transportowych w różnych odcinkach otrzewnej [9,55]. Odmienności te dotyczą 
w tym przypadku przezkomórkowej drogi transportu makrocząsteczek. Można więc przy
jąć, iż w przypadku mezotelium otrzewnej ściennej transport pinocytarny ma miejsze 
nasilenie, niż w przypadku mezotelium krezki. Należy jednak dodać, iż ostatnie badania 
morfologiczne mezotelium otrzewnej ściennej zarówno człowieka [23], jak i zwierzęcej 
[51] wykazały znaczną (nie mniejszą niż w przypadku krezki) liczbę pęcherzyków pinocy
tarnych. Ponadto ilość podobnych struktur (dołeczków) w obrębie mezotelium może ulec
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znacznemu zwiększeniu np. poprzez stymulację dootrzewnowo podaną surowicą. Jak już 
wspomniano, analogiczne zmiany obserwowano w przypadku mikrokosmków [63].

STRUKTURA MEZOTELIUM W STANACH PATOLOGII

Analizy struktury mezotelium w stanach patologii dotyczyły głównie osób dializowanych 
otrzewnowo wskutek zaawansowanej niewydolności nerek oraz chorych z zapaleniem 
otrzewnej.

MEZOTELIUM PODCZAS DIALIZY OTRZEWNOWEJ

Badania porównawcze nie wykazały istotnych różnic jakościowych pomiędzy mezote
lium pochodzącym od osób zdrowych oraz chorych na mocznicę, którzy wcześniej w ogóle 
nie byli poddawani zabiegom dializy otrzewnowej [33,97]. U człowieka analiza mezotelium 
uzyskanego w drodze biopsji otrzewnej ściennej wykazała, iż samo wprowadzenie płynu 
dializacyjnego do jamy otrzewnowej wywołuje wiele zmian nasilających się wraz z upływem 
czasu. Zmiany te pojawiają się po kilku dniach od momentu podjęcia zabiegu dializy 
otrzewnowej i związane są przede wszystkim z wywołaną glukozą hipertonią płynu dializa
cyjnego [23, 40, 94], Zaczynają się od uszkodzenia błony komórkowej polegającego na 
powolnym pogrubieniu, redukcji mikrokosmków, aż do stopniowego ich zaniku. Zmniej
szenie liczby mikrokosmków nie zmieniało jednakże funkcji transportowych otrzewnej, 
mierzonych wielkością klirensów otrzewnowych związków drobnocząsteczkowych [23]. 
Obserwuje się ponadto obkurczanie komórek mezotelialnych oraz wzrost gęstości cyto- 
plazmy [33]. Zmniejszenie objętości komórek wywołuje ich separację i brak kontaktu 
między nimi [23]. Nasilenie opisanego procesu prowadzić może do obniżenia ultrafiltracji, 
obserwowanego u niektórych osób dializowanych otrzewnowo. U osób poddawanych 
zabiegowi przez dłuższy czas (np. ciągłej ambulatoryjnej dializie otrzewnowej -  CAPD), 
w części podstawnej cytoplazmy komórek mezotelialnych pojawiają się duże wakuole. 
Wywołują one oddzielenie się tych komórek od błony podstawnej. Obserwowano ponadto 
poszerzenie połączeń międzykomórkowych. Pęcherzyki pinocytarne powiększają się, ale 
ich liczba ulega zmniejszeniu [23].

Stosowana długookresowo dializa otrzewnowa zmienia także metabolizm komórek, 
czego wyrazem jest hiperplazja ich struktur cytoplazmatycznych [24, 29]. Zabieg ten 
stymuluje bowiem mezotelium do produkcji związków (fosfolipidów) niezbędnych do 
zachowania homeostazy otrzewnej, które w tym przypadku są ciągle usuwane wraz z 
płynem dializacyjnym [23, 26]. W rezultacie następuje kompensacyjne wzmożenie ich 
produkcji [27], Ze względu na to, podczas przewlekłej dializy otrzewnowej, obserwuje się 
rozwój szorstkiego retikulum endoplazmatycznego, jak też rozrost organelli wewnątrzko
mórkowych [33]. Wewnątrz komórek mezotelialnych, uzyskanych podczas biopsji otrze
wnej chorych dializowanych (CAPD), obserwowano ponadto ciała obce natury 
nieorganicznej różnych rozmiarów (od 2 do 50 μΐη). Obecność ich stwierdzano także we 
wszystkich częściach komórek, a także w submezotelialnej tkance łącznej. Pochodziły one 
prawdopodobnie z płynu dializacyjnego [23].
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Przyjmuje się, iż omawiany zabieg wywołuje też zmiany w strukturach submezotelial- 
nych. Obserwowano np. zwielokrotnienie błony podstawnej mezotelium, a także wzrost 
ilości włókien kolagenowych oraz aktywnych fibroblastów w tkance śródmiąższowej [24, 
33]. Stwierdza się także dość często niewielki obrzęk tkanek submezotelialnych. Nie 
wykluczone jest jednak, iż zmiany te związane są ze stanem zapalnym błony otrzewnowej. 
U osób, u których podczas długookresowej dializy nie występowało zapalenie otrzewnej, 
tkanka łączna była niezmieniona [23].

W płynie dializacyjnym chorych wielokrotnie dializowanych otrzewnowo stwierdzono 
stopniowy wzrost liczby, a także obecność nietypowych komórek mezotelialnych [12]. 
Może to być związane z mutagennym działaniem płynu dializacyjnego podczas przewlekłej 
dializy otrzewnowej [51]. Nie należy też wykluczyć, iż zmiany te są wynikiem wzmożonej 
aktywności proliferacyjnej. Dializa otrzewnowa indukuje bowiem ciągłe uszkadzanie i stały 
proces regeneracji mezotelium [47]. W warunkach fizjologicznych wykazuje ono niską 
aktywność proliferacyjną. W ciągu dnia jedynie 1-3% ogólnej liczby komórek ulega 
podziałowi. Uszkodzenie mezotelium wywołuje wzrost liczby podziałów do 19% tak, iż 
regeneruje się ono w ciągu 7-10 dni [46, 47, 98]. W niektórych przypadkach np. ekspery
mentalnie wywołanej mocznicy, proliferacja naprawcza może być jednak zahamowana 
[47].

MEZOTELIUM W STANACH ZAPALENIA OTRZEWNEJ

Jak już wspomniano, zmiany strukturalne mezotelium, obserwowane w trakcie wyko
nywania dializ otrzewnowych w dużym stopniu są efektem osmotycznego działania płynu 
dializacyjnego. Równocześnie jednak zmiany te mogą być bardziej związane z liczbą 
epizodów zapaleń otrzewnej niż długością stosowania zabiegu. Zapalenie otrzewnej, jak 
wiadomo, stanowi przysłowiową piętę Achillesa ciągłej, ambulatoryjnej dializy otrzewno
wej [14, 20, 36, 54]. Przedstawione poniżej dane dotyczą tkanki uzyskanej od chorych 
dializowanych, u których wystąpiło zapalenie otrzewnej, gdy w mezotelium zachodzą duże 
zmiany morfologiczne. Wczesne, obserwowane w pierwszych godzinach, są podobne do 
opisanych wcześniej zmian wywołanych działaniem płynu dializacyjnego. Polegają one na 
pogrubieniu i zaniku mikrokosmków, poszerzeniu przestrzeni międzykomórkowych i od
dzieleniu komórek od błony podstawnej. Zmienia się także kształt komórek z dachówko
watego na cylindryczny, dochodzi do utraty ładunków elektroujemnych [48, 98].

Podobne zmiany morfologiczne mezotelium obserwowano w przypadku mechaniczne
go uszkodzenia otrzewnej zwierzęcej. Wówczas występowały także zaburzenia funkcjo
nalne, które polegały na wzroście otrzewnowej absorpcji glukozy oraz usuwania białek. 
Ponadto obniżała się objętość płynu usuwanego do jamy otrzewnowej [97].

W następnym, późnym okresie dochodzi do intensywnego obumierania i złuszczania się 
komórek mezotelialnych. Odklejające się komórki pociągają za sobą błonę podstawną. W 
efekcie pojawiają się duże powierzchnie pozbawione mezotelium [23]. Komórki, które 
pozostały, są pozbawione mikrokosmków, zawierają duże wakuole i nieliczne pęcherzyki 
pinocytarne. Pokryte są ponadto pęcherzami i bąblami. Granice cytoplazmatyczne zani
kają, cytoplazma pozbawiona jest prawidłowych organelli, a występuje w niej materiał 
włókienkowy [33]. Otrzewna pozbawiona mezotelium pokrywa się warstwą włóknika o 
różnej grubości. Pod nim występują fibroblasty, a tkanka łączna infiltrowana jest makro- 
fagami i innymi komórkami charakterystycznymi dla stanu zapalnego. Proces regeneracji
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po zapaleniu otrzewnej przebiega bardzo powoli. Po kilku miesiącach (od 1 do 4) od 
momentu wystąpienia zapalenia otrzewnej mezotelium jeszcze nie występuje lub nieregu
larna jego gruba powierzchnia pokryta jest brodawkami. Brak jest również mikrokosmków. 
Opisane zmiany strukturalne wywołują zaburzenia ochronnej, syntetyzująco-sekrecyjnej i 
transportowej funkcji mezotelium [47,58,86]. Z uwagi na to, podjęto próby autoimplantacji 
komórek mezotelialnych u zwierząt doświadczalnych, a także u człowieka w przypadkach 
zapalenia otrzewnej [29].

FUNKCJE MEZOTELIUM 
W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH I PATOLOGICZNYCH

Do niedawna funkcje mezotelium analizowano głównie w kontekście dializy otrzewno
wej, a więc stanie patologii człowieka. Ostatnio jednak coraz częściej zwraca się uwagę na 
funkcje tej struktury w warunkach fizjologicznych zarówno w organizmie człowieka, jak i 
zwierzęcym. Ogólnie rzecz biorąc mezotelium pełni trzy, ściśle ze sobą powiązane funkcje: 
ochronną, syntetyzująco-sekrecyjną oraz transportową, tj. wydalniczą oraz absorpcyjną. 
Jak dotąd, najlepiej poznaną jest funkcja transportowa (wydalnicza), najmniej natomiast 
syntetyzująco-sekrecyjną.

FUNKCJA OCHRONNA

Funkcja ta polega na zmniejszeniu tarcia pomiędzy narządami, zabezpieczaniu przed 
wnikaniem i szerzeniem się infekcji, rozplemem komórek oraz formowaniem się włóknika 
[2,61, 92,96, 98],

Mezotelium wyścielające jamy ciała i pokrywające narządy wewnętrzne umożliwia 
wzajemne ich przemieszczanie wskutek znacznego ograniczania tarcia. Funkcja ta jest 
wynikiem specyficznej adaptacji komórek mezotelialnych, polegającej na wytwarzaniu w 
ich części luminalnej mikrokosmków, a także wytwarzaniu i sekrecji związków obniżają
cych napięcie powierzchniowe [2, 35]. Liczba mikrokosmków na powierzchni mezotelium 
ssaków jest więc uzależniona od aktywności ruchowej danego narządu w jamie ciała [2].

Związkami syntetyzowanymi przez mezotelium, pełniącymi funkcję ochronną są fos
folipidy, a głównym ich składnikiem fosfatydylocholina. Obniża ona napięcie powierz
chniowe płynu i odpycha cząsteczki wody usytuowane na powierzchni komórek 
mezotelialnych [27]. W związku z takimi właściwościami zmniejsza tarcie pomiędzy narzą
dami w jamie brzusznej, obniża wrażliwość na urazy i zmniejsza ryzyko wystąpienia 
zapalenia otrzewnej [49]. U osób dializowanych otrzewnowo, szczególnie w sposób ciągły 
(CAPD), fosfatydylocholina, a także inne fosfolipidy są ciągle usuwane wraz z wymienia
nym płynem. Mechanizmy kompensacyjne (wzmożona synteza) nie są w stanie wyrównać 
tego ubytku. Dochodzi do obniżenia zawartości fosfolipidów, co zwiększa ryzyko wystąpie
nia zapalenia otrzewnej [8, 49, 62].

Należy także wspomnieć o zdolnościach fibrynolitycznych mezotelium. Wytwarza ono 
bowiem aktywator plazminogenu (typ tkankowy [96]), który warunkuje aktywność fibryno- 
lityczną i zapobiega formowaniu się włóknika. Uszkodzenie ciągłości omawianej struktury, 
np. przez uraz bądź stan zapalny, ogranicza lub hamuje fibrynolizę, prawdopodobnie
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poprzez obniżenie ilości wspomnianego aktywatora [92]. Prowadzi to do odkładania się 
włóknika między trzewną i ścienną powierzchnią mezotelium i powstawania zrostów. 
Funkcja ochronna mezotelium przed inwazją komórek nowotworowych jest słabo pozna
na. Stwierdzono, iż wprowadzenie tych komórek do jamy otrzewnowej powoduje zmiany 
morfologiczne mezotelium. Następuje modyfikacja ich kształtu, kontaktów między nimi, 
odsłonięcia błony podstawnej. Podobnie w hodowli in vitro komórki nowotworowe wy
wołują dezorganizację pojedynczej warstwy mezotelium, retrakcję, odsłonięcie zew- 
nątrzkomórkowego matriks. Dochodzi ponadto do tworzenia się wysepek komórek 
nowotworowych na powierzchni mezotelium oraz ich infiltracji w warstwę mezotelialną [1, 
67]. Podobne zmiany występowały wskutek wprowadzenia do hodowli nowotworowego 
płynu wysiękowego (tumor ascites fluid). Zmiany te okazały się odwracalne, a odpowie
dzialny za nie jest prawdopodobnie czynnik obecny we wspomnianym płynie [1, 67],

ZDOLNOŚCI SYNTETYCZNE I SEKRECYJNE

W ostatnich latach wykazano, iż komórki mezotelialne mają zdolność syntezy i sekrecji 
fosfolipidów związanych z ochronną, a także transportową funkcją tej struktury. Ponadto 
komórki te syntetyzują eikozanoidy, proteoglikany, czynniki regulujące wzrost, elastynę i 
kolagen oraz aktywator plazminogenu. Związki te biorą prawdopodobnie udział w regu
lacji przepływu krwi, procesu fibrynolizy oraz wzrostu, odpowiedzi na stan zapalny i 
tworzeniu się tkanki łącznej. Wreszcie w komórkach mezotelialnych wykazano obecność 
enzymów związanych z metabolizmem białek, puryn, niektórych hormonów, a także pro
cesem fagocytozy.

W warunkach in vitro wykazano, iż mezotelium syntetyzuje fosfatydylocholinę, w iloś
ciach podobnych do nabłonka płucnego [34, 35, 70]. Podobnie w badaniach morfologicz
nych stwierdzono istnienie ciał lamelarnych, zawierających fosfolipidy w części apikalnej 
oraz na powierzchni prawidłowych komórek mezotelialnych otrzewnej ściennej i krezki 
kilku gatunków zwierząt i człowieka. Identyczne struktury obserwowano w pneumocytach, 
strukturze młodszej filogenetycznie w porównaniu z mezotelium [37].

Fosfatydylocholina, jak już wspomniano, obniża napięcie powierzchniowe i odpycha 
cząsteczki wody usytuowane na powierzchni mezotelium [27]. Pełni więc funkcję ochronną. 
Nie zapobiega jednakże adhezji otrzewnowych makrofagów [78]. Ponadto, związek ten 
oddziałuje na czynności transportowe mezotelium otrzewnowego. Ze względu na to, iż 
poprzez dodatni ładunek choliny łączy się z anionami występującymi na powierzchni 
komórek mezotelialnych, zmniejsza grubość warstwy niemieszanego płynu na ich powierz
chni [8]. W ten sposób, jak wykazały badania in vitro, zwiększa transport skierowany z 
naczyniowej do mezotelialnej strony błony otrzewnowej. Nie wpływa zaś na transport w 
kierunku przeciwnym. Jednocześnie stwierdzono in vivo, iż fosfatydylocholina obniża 
absorpcję wody i związków w niej rozpuszczonych z jamy otrzewnowej poprzez układ 
limfatyczny [62]. W efekcie, wymienione procesy powodują wzrost wypadkowej ultrafil- 
tracji i wpływają dodatnio na efektywność dializy otrzewnowej.

Badania płynu z jamy otrzewnowej, chorych poddawanych zabiegom ciągłej dializy oraz 
supernatantu z hodowli komórek mezotelialnych, wykazały obecność fosfolipidów. Głów
nym ich składnikiem była fosfatydylocholina, której zawartość stanowiła 49-81% wszy
stkich fosfolipidów . W mniejszych ilościach występowały: sfingom ielina,
fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloinozytol, fosfatydyloseryna i lizofosfatydyloamina [26,
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29, 30, 32, 49]. U wspomnianych chorych ilość tych związków była zróżnicowana. W 
przypadku osób z prawidłową ultrafiltracją poziom ich wynosił średnio 38,8 mg/l [30], Z 
kolei u chorych z zaburzeniami ultrafiltracji, podobnie jak w przypadkach zapalenia 
otrzewnej, poziom fosfolipidów spadał poniżej 10 mg/l. U tych ostatnich podanie fosfaty- 
dylocholiny wywoływało wzrost ultrafiltracji [22, 30], nie zmieniało jednak transportu 
otrzewnowego u królików [28]. Przedstawione dane dowodzą, iż mezotelium otrzewnowe 
syntetyzuje i wydziela fosfolipidy związane, jak dotąd stwierdzono, z ochronną i transpor
tową funkcją tej struktury. W ostatnich latach pojawiły się informacje o innych możliwo
ściach. Jak już wspomniano, komórki mezotelialne syntetyzują eikozanoidy, związane 
prawdopodobnie z regulacją przepływu krwi [10, 80]. Wykazano, iż hodowane in vitro 
mezotelium, pokrywające osierdzie wołu, w obecności niespecyficznych agonistów (jono- 
for wapniowy), a także histaminy, bradykininy i tromboksanu, syntetyzowało prostacyklinę 
I2 [31, 80]. Podobne zdolności syntetyczne wykazywały komórki mezotelialne, którymi 
pokryto dakronową protezę naczyniową zabezpieczając je przed agregacją płytek krwi [10, 
42]. W hodowli mezotelium królika natomiast pojawiły się nieenzymatyczne produkty 
degradacji prostglandyny Ió, których nie było w przypadku komórek osierdzia wołu [80]. 
Wskazuje to na istnienie odrębności międzygatunkowych. Ponadto hodowane in vitro 
mezotelium sieci królika, stymulowane jonoforem wapniowym, wytwarzało 6-ketoprosta- 
glandynę Fi« oraz prostaglandynę E 2. Wydzielało ponadto składniki tkanki łącznej -  
proteoglikany, które zawierały siarczan chondroityny oraz siarczan heparanu, związane z 
odpowiedzią na stan zapalny oraz procesem krzepnięcia i fibrynolizy [88, 89].

Badania zależności ilościowych eikozanoidów, w dializatach z jamy otrzewnowej u 
człowieka, a także zwierząt, wykazały dominację prostaglandyny /PG/Fia . W mniejszych 
ilościach występują PGE2, PGF2a i tromboksan /TX/B2 [86]. Podkreślono, iż powszechnie 
stosowany płyn dializacyjny, zawierający mleczany, stymuluje, w większym stopniu niż 
bradykinina, syntezę prostacykliny I2 [29]. Ponadto bakteryjne zapalenie otrzewnej wy
wołuje wzrost ilości wszystkich prostaglandyn i TXB2 w płynie dializacyjnym. Stosunek 
naczyniorozszerzających PGE2 i PGFia do naczyniokurczących PGF2« i TXB2 wzrasta 
wówczas z 6,6 do 10,5. Można więc sądzić, iż obserwowany, podczas zapalenia otrzewnej, 
wzrost przepływu krwi, a także zmiany właściwości transportowych mezotelium są zwią
zane ze wzmożeniem syntezy prostaglandyn. Mechanizm tego procesu nie jest jednak 
znany. Sugeruje się, iż jest on związany z interakcją układu dopełniacza z kaskadą kwasu 
arachidonowego [86].

Z kolei glukokortykoidy hamują biosyntezę prostacykliny. Synteza tego związku, w 
przypadku hodowanych komórek mezotelialnych (zarówno stymulowanych, jak i nie sty
mulowanych bradykininą), obniżała się pod wpływem deksametazonu, który prawdopo
dobnie indukuje syntezę czynnika peptydowego podobnego do lipokortyny. Ten ostatni 
hamuje zaś wytwarzanie prostacykliny przez mezotelium [95].

Jak już wspomniano, mezotelium wykazuje zdolności fibrynolityczne. Obecność akty
watora plazminogenu wykazano bowiem zarówno in vivo, jak in vitro w zwierzęcych i 
ludzkich komórkach mezotelialnych [92, 96]. W przypadku tych ostatnich stwierdzono 
syntezę tkankowego typu tego aktywatora (t-PA) [96]. Jednocześnie wykryto obecność 
aktywatorów typu 1 i 2 inhibitora t-PA (PAI-1, PAI-2). Należy dodać, iż PAI-1 głównie 
był wydzielany do płynu hodowlanego, a duża część PAI-2 stwierdzona była w komórkach 
mezotelialnych. Nie wykazano obecności antygenu aktywatora plazminogenu typu uroki- 
nazy (U-PA). Wiadomo, iż spadek fibrynolitycznej aktywności mezotelium występuje w
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zapaleniu, urazach i niedokrwieniu otrzewnej [92,96]. Związane to jest m.in. z obniżeniem 
ilości t-PA. W badaniach in vitro wykazano, iż przyczyną tego obniżenia jest uwalniany 
przez makrofagi czynnik TNF (tumor necrosis factor). Powodował on zmniejszenie ilości 
t-PA i jednoczesny wzrost PAI-1 oraz PAI-2 w komórkach mezotelialnych. Wywoływał też 
zmiany morfologiczne mezotelium. Komórki przybierały kształt wrzecionowaty, a część z 
nich odrywała się od podłoża [96].

Mezotelium syntetyzuje ponadto elementy włókniste tkanki łącznej, tj. kolagen i elas- 
tynę. Ludzkie komórki mezotelialne in vitro wytwarzały I i III typ kalogenu. Nie produko
wały natomiast IV i V typu tego związku. Należy nadmienić, iż I i III typ kalogenu 
syntetyzują zwykle komórki mezenchymalne, a IV i V jest charakterystyczny dla błony 
podstawnej. Jak dotąd, pozostaje niejasna zdolność komórek mezotelialnych do syntezy 
kolagenu śródmiąższowego [50]. Prawidłowe mezotelium opłucnej in vitro syntetyzowało 
ponadto elastynę [11]. W przypadku, wywołanego eksperymentalnie, zwłóknienia płuc 
obserwowano pojawienie się włókien tego związku na powierzchni opłucnej, co stanowiło 
prawdopodobnie odpowiedź komórek mezotelialnych na czynniki uszkadzające.

W badaniach in vitro wykazano także, iż prawidłowe mezotelium syntetyzuje i wydziela 
aktywną oraz nieaktywną postać TGF-ß (transforming growth factor [43]). Mezotelium 
zmienione nowotworowo (mesothelioma*) wytwarza TGF-ß w mniejszych ilościach niż 
prawidłowe. Z  kolei odwrotnie jest w przypadku czynnika PDGF (platteled growth factor). 
Komórki nowotworowe, wywodzące się z mezotelium [21], wytwarzały ponadto cytoplaz- 
matyczne białko, które indukowało proliferację prawidłowego ludzkiego mezotelium in 
vitro [41]. Można więc przypuścić istnienie autokrynnej drogi regulacji wzrostu (poprzez 
PDGF) komórek mesothelioma.

O możliwościach syntetycznych świadczą też wyniki badań składu enzymatycznego 
komórek mezotelialnych. Wskazują one na udział tych komórek w metabolizmie białek i 
puryn, niektórych hormonów oraz w procesie transportu aktywnego i fagocytozy. W 
komórkach mezotelialnych wykazano bowiem obecność kwaśnych hydrolaz, niespecyficz
nej esterazy, oksydazy ksantynowej, ATP-azy oraz dehydrogenazy sterydowej. Aktywność 
niektórych enzymów wykazywała zróżnicowanie międzygatunkowe, a także topograficzne. 
Występowały ponadto różnice aktywności w przypadku komórek płaskich oraz cylindrycz
nych. Dla przykładu obecność kwaśnej fosfatazy, związanej prawdopodobnie z funkcją 
fagocytarną, stwierdzono w cytoplazmie mezotelium pokrywającego ścianę brzucha króli
ka. W przypadku tego gatunku nie stwierdzono obecności fosfatazy zasadowej. Wykazano 
natomiast aktywność tej fosfatazy w mezotelium krezki kota [76]. Komórki mezotelialne 
zawierały także niespecyficzną esterazę, której obecności nie wykazano w mezotelium 
szczura. Wymienione enzymy mogą brać udział w metabolizmie białek usuwanych do jamy 
otrzewnowej lub z niej absorbowanych. Przypuszcza się, iż przedstawione zróżnicowanie 
międzygatunkowe jest związane z odmiennym składem płynu znajdującego się w jamie 
otrzewnowej. Aktywność kwaśnych hydrolaz, a także niespecyficznej esterazy uzależniona 
była ponadto od typu komórek mezotelialnych. W komórkach cylindrycznych była wyższa 
niż w komórkach dachówkowatych. Te dwa typy komórek wykazywały ponadto odrębności 
torów metabolicznych. W pierwszych dominowały mechanizmy oksydatywne, w drugich 
cykl pentozowy [98].

Nowotworowa transformacja komórek mezotelialnych (mesothelioma) stanowi odrębny problem wykraczający 
poza zakres niniejszego opracowania.
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Komórki mezotelialne niektórych struktur wykazywały ponadto obecność specyficz
nych enzymów. Dla przykładu mezotelium pokrywające przeponę szczura charaktery
zowało się obecnością oksydazy ksantynowej. Miało więc zdolność syntezy kwasu 
moczowego. Wskazuje to na udział tych komórek w metabolizmie puryn [72]. Z kolei 
mezotelium pokrywające jajniki ssaków, charakteryzowało się obecnością dehydrogenazy 
17-hydroksysteroidu. Sugeruje to powiązanie z metabolizmem sterydów [66].

W badaniach histochemicznych stwierdzono też obecność enzymów wiążących się z 
mechanizmem transportu aktywnego. Obserwowano np. w rejonach połączeń między
komórkowych wysoką aktywność adenozynotrójfosfatazy. Uzyskano ponadto pozytywną 
reakcję na enzymy mitochondrialne: dehydrogenazę brusztynową i oksydazę cytochromo- 
wą. Wskazuje to na obecność procesów oksydatywnych, a wyzwolona tą drogą energia 
mogłaby być wykorzystywana m.in. w transporcie aktywnym [76].

FUNKCJA TRANSPORTOWA

Stosunkowo najczęściej analizowaną jest funkcja transportowa mezotelium. Liczne 
badania przeprowadzone zarówno in vivo, jak in vitro wykazały złożoność mechanizmów 
transportu mezotelialnego [7, 9, 16-19, 26, 56, 60, 71, 98]. Zachodzi on dyfuzyjną drogą 
międzykomórkową, a także przezkomórkową. W przypadku tej ostatniej nie wykluczona 
jest aktywna komponenta procesów transportowych [46, 56, 76]. Uzależnione są one od 
fizyko-chemicznej natury transportowanych cząsteczek, głównie ich wielkości oraz ładun
ku [6, 46, 60, 93]. Proces transportu mezotelialnego może być w szerokim zakresie mody
fikowany różnymi czynnikami natury zarówno chemicznej (leki, hormony), jak i fizycznej 
(związki powierzchniowo, osmotycznie czynne) [6, 17, 18, 26, 55, 56]. Działanie tych 
czynników dotyczy przepuszczalności komórek mezotelialnych, szczelności połączeń mię
dzykomórkowych i wszystkich rodzajów transportu przez- oraz międzykomórkowego.

Ze względu na możliwość wystąpienia zbiegunowania czynnościowego mezotelium 
(poprzez analogię do nabłonka nefronu), należy wyodrębnić dwie komponenty omawia
nego transportu. Pierwszą jest wydalanie cząsteczek np. z łożyska naczyniowego do jamy 
otrzewnowej. Drugą komponentę stanowi natomiast proces określony jako absorpcja, a 
więc transport skierowany z jamy otrzewnowej do łożyska naczyniowego. Należy pod
kreślić, iż badania jak dotąd koncentrowały się na czynności wydalniczej mezotelium w 
kontekście dializy otrzewnowej. Mezotelium można traktować bowiem jako część najbar
dziej prymitywnego organu wydalniczego [30]. Funkcja taka szczególnie jest widoczna w 
przypadku niektórych kręgowców niższych (np. ryb). Przestrzeń otrzewnowa tych osta
tnich, wysłana komórkami mezotelialnymi, łączy się bezpośrednio, poprzez otwory brzu
szne ze środowiskiem zewnętrznym lub pośrednio, przez połączenia przestrzeni brzusznej 
(nefrostoma) z układem wydalniczym [35]. W obydwu przypadkach mezotelium zabezpie
cza jednokierunkowy przepływu płynu z organizmu do środowiska zewnętrznego. Wska
zuje na to duża liczba otwartych pęcherzyków pinocytarnych na powierzchni luminalnej 
mezotelium ryb. Przestrzeń otrzewnowa u tych zwierząt, a ponadto coeloma, czy splan- 
chnocel zwierząt niższych, pełnią więc funkcję głównego bądź pomocniczego narządu 
wydalniczego. Wysłana mezotelium jama otrzewnowa u człowieka i wyższych kręgowców 
jest analogią coelomy lub splanchnocelu. Stąd też w stadium embrionalnym pełni funkcję 
organu wydalniczego u wszystkich kręgowców. Jednocześnie można przypuścić, iż mezo
telium u człowieka zachowało wydalniczą funkcję swoich przodków, np. zdolność jedno
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kierunkowego przepływu, która może być wykorzystana podczas procesu dializy otrzew
nowej [35].

Jak już wspomniano, badania dotyczące funkcji transportowych mezotelium koncen
trowały się przede wszystkim na zwiększeniu efektywności dializy otrzewnowej. W bada
niach tych chodziło o określenie warunków, w których byłoby najlepsze usuwanie z ustroju 
związków toksycznych. Znacznie rzadziej natomiast analizowano funkcję absorpcyjną 
mezotelium, tj. transport cząsteczek skierowany z jamy otrzewnowej do łożyska naczynio
wego [20,93]. Znajomość tego ostatniego procesu nabiera większego znaczenia ze względu 
na coraz częściej stosowaną dootrzewnową terapię farmakologiczną, najczęściej obejmu
jącą: antybiotyki [3, 14, 54, 64], insulinę [4, 74], leki przeciwnowotworowe [16, 17, 19, 57, 
83] oraz związki o charakterze odżywczym [65, 68, 84, 85, 87]. Chociaż nie jest to metoda 
rutynowo stosowana w warunkach klinicznych, w niektórych okolicznościach może dawać 
wymierne korzyści. Do takich okoliczności można zaliczyć np. stany zapalne otrzewnej, 
występujące często u osób poddawanych dializie otrzewnowej [14, 64], a także przypadki 
wewnątrzotrzewnowego umiejscowienia guzów nowotworowych [57]. Po dootrzewnowym 
podaniu leków należy oczekiwać lepszego niż po podaniu parenteralnym efektu terapeu
tycznego, wskutek podwyższonego stężenia tych preparatów w bezpośrednim sąsiedztwie 
ogniska chorobowego. Jednocześnie zostaje ograniczone działanie środków farmakolo
gicznych na zdrowe tkanki organizmu.

Do szczególnych okoliczności, zastosowania dootrzewnowej terapii, należy zaliczyć 
sytuacje, w których idzie o dostarczenie drogą otrzewnową substancji o charakterze 
odżywczym [84] czy też regulatorów metabolicznych (np. insuliny) [4]. Dotyczy to przede 
wszystkim chorych poddawanych ciągłej dializie otrzewnowej.

Dootrzewnowa terapia może wywołać także niekorzystne efekty. Wprowadzenie zbyt 
dużej dawki leku do jamy otrzewnowej, a przez to wytworzenie znacznego gradientu stężeń 
między dializatem a krwią, powoduje szybką jego absorpcję do krwiobiegu. Zjawisko to 
może prowadzić do intoksykacji ustroju, szczególnie w przypadku braku nerkowej elimi
nacji danego farmaceutyku np. wskutek niewydolności nerek. Należy wziąć także pod 
uwagę ewentualne zmiany w funkcjonowaniu otrzewnej (mezotelium), wywołane oddziały
waniem wysokich stężeń leków stosowanych dootrzewnowo [20, 75]. Jest to szczególnie 
istotne w przypadku chorych poddawanych zabiegom dializy otrzewnowej, z uwagi na 
krańcową niewydolność nerek. Zachowanie prawidłowej funkcji otrzewnej decyduje tu o 
efektywności zabiegu.
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BADANIA MOLEKULARNO-GENETYCZNE 
W DIAGNOSTYCE CHŁONIAKÓW*

MOLECULAR GENETIC ANALYSES 
IN LYMPHOMA DIAGNOSIS

Jan LUBIŃSKI, Konrad PTASZYŃSKI 

Zakład Genetyki i Patomorfologii, Instytut Patologii PAM

Streszczenie. Na podstawie badań własnych oraz danych z piśmiennictwa przedstawiono znaczenie molekularno- 
genetycznych analiz służących do wykrywania przemieszczenia genów immunoglobulinowych, genów receptorów 
limfocytów T, onkogenów bel-2, c-myc i "locus" bel- 1 w rozstrzyganiu takich problemów w diagnostyce chło- 
niaków, jak: 1 ) różnicowanie między chłoniakami i łagodnymi zmianami limfoproliferacyjnymi; 2 ) różnicowanie 
między chłoniakami a nowotworami złośliwymi spoza układu chłonnego; 3) klasyfikacja chłoniaków na wy
kazujące cechy limfocytów B i T; 4) wykrywanie "śladowych" ilości komórek nowotworowych.

Summary. The molecular genetic analyses for rearrangements of immunoglobulin genes, T  cell receptor genes, 
oncogenes bcl-2, c-myc and bel- 1 "locus" are presented in their application. The analyses are used in solving such 
problemes in lymphoma diagnosis as: 1 ) differential diagnostic of lymphomas and benign lymphoproliferative 
disorders; 2) differential diagnostic of lymphomas and non-lymphoid malignant tumors; 3) classification of 
lymphomas into B and T  cell tumors; 4) detection of small number of tumor cells.

WSTĘP

Geny immunoglobulinowe (Ig) i receptorów limfocytów T {RLT) zbudowane są z 
licznych odcinków DNA, które podczas różnicowania zostają przemieszczone [21, 31, 42]. 
Istnieje > 106 możliwości przemieszczenia genów Ig lub RL T. Struktura genów Ig lub RL T  
po przemieszczeniu stanowi wysoce specyficzny marker dla poszczególnych limfocytów 
lub wywodzących się z nich złośliwych komórek chłoniaków. Geny Ig i R L T  występują we 
wszystkich typach ludzkich komórek, ale przemieszczenia genów Ig następują niemal 
wyłącznie w limfocytach B, a przemieszczenia genów R L T  ograniczone są do limfocytów 
T [4,6,12,16,20]. Przemieszczenia genów Ig i/lub genów R L T  można wykryć w blisko 100%

Referat wygłoszony podczas konferencji biologii komórki 10.11.1990.
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chłoniaków nieziarniczych (CHN) i wysokim odsetku w ziarnicy złośliwej (ZZ) [3, 5, 6,15, 
16, 20, 23, 26, 31, 32, 36, 41, 44], Przemieszczenia genów Ig i RLT nie występują w 
nowotworach złośliwych spoza układu chłonnego [1, 2, 27, 33].

Inną charakterystyczną cechą wielu chłoniaków są przemieszczenia onkogenów lub 
innych istotnych w patogenezie chłoniaków odcinków DNA powstające w wyniku chromo- 
somalnych translokacji [8, 40]. 80-90% chłoniaków grudkowych (CHG) i 30% ZZ wyka
zuje translokację t(14; 18) (q32; q21). Translokacja t( l l ;  14) (ql3; q32) występuje w CHN 
z małych limfocytów B (CHNML-B), przewlekłej białaczce limfatycznej B komórkowej 
(PBL-B) i szpiczaku. 100% chłoniaków Burkitta wykazuje jedną z następujących translo
kacji t(8; 14) (q24; q32), t(8; 22) (q34; q l l )  lub t(2; 8) (p il;  q24). Onkogeny bcl-2 i c-myc 
są przemieszczone odpowiednio w CHG, ZZ i chłoniakach Burkitta. Odcinek DNA 
określanyjakobc/-l przemieszczony jest w CHNML-B, PBL-B i szpiczakach wykazujących 
t( l l ;  14).

Wykazano, że molekularno-genetyczna ocena przemieszczeń: 1) genów Ig i R L T  oraz 
2) onkogenów i innych odcinków DNA mających znaczenie w rozwoju chłoniaków mogą 
zostać wykorzystane w praktycznej diagnostyce chłoniaków.

METODY

Standardową metodą wykrywania przemieszczeń genów jest obecnie technika Souther- 
na [9,29]. DNA do analizy wg Southerna należy izolować z tkanek świeżych nieutrwalonych 
lub zamrożonych. Na ogół niemożliwa jest ocena materiału utrwalonego w formalinie. 
Efektywne badanie można wykonać nawet z niewielkiej ilości materiału uzyskiwanego 
techniką punkcji cienkoigłowej. W metodzie Southerna izolowany DNA cięty jest enzyma
mi restrykcyjnymi na fragmenty, które są rozdzielane, zależnie od ich wielkości, elektrofo
rezą poziomą w żelu. Po przeniesieniu na błonę (bibułę) fragmenty DNA zawierające 
badany gen są wykrywane sondami molekularnymi wyznakowanymi izotopami lub znacz
nikami nieradioaktywnymi. Geny, które uległy przemieszczeniu, wykrywane są w odcin
kach DNA o zmienionej długości. Na przykład: po pocięciu enzymem restrykcyjnym Eco 
RI nieprzemieszczany gen dla łańcucha ciężkiego Ig wykrywany jest w odcinkach DNA 
długości 13,6 kbp (rys. 1, linia komórkowa HL 60). Odcinki DNA o odmiennej długości 
zawierają gen dla łańcucha ciężkiego Ig, jeżeli występuje przemieszczanie tego genu (rys. 
1, linia komórkowa 380 i przypadki chłoniaków rozlanych nr 63-91). Czułość metody 
Southerna umożliwia wykrycie przemieszczeń tylko wówczas, gdy identyczną strukturę 
ułożenia genów wykazuje co najmniej 104 komórek. W zmianach limfoproliferacyjnych 
przemieszczenia genów Ig lub RLT wykrywane są wówczas, gdy występują w nich klonalne 
rozrosty limfocytów. Tak więc wykrywanie genów w odcinkach DNA o zmienionej długości 
jest równoznaczne z wykryciem klonalnego wzrostu komórek. W odczynowych węzłach 
chłonnych klony limfocytów z przemieszczeniem genów Ig lub R L T  występują, jednak nie 
są one wykrywane, ponieważ liczba limfocytów z identycznym ułożeniem genów jest zbyt 
mała, aby mogła być wykryta metodą Southerna. Wykrywanie klonalnego wzrostu komórek 
metodą Southerna ma dużą praktyczną wartość diagostyczną. Technika ta umożliwia 
wykrycie klonów komórkowych nawet wtedy, gdy stanowią one mniej niż 5% komórek w 
biopsji. Ocena przemieszczeń genów jest bardziej efektywna od immunocytochemii w
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ustaleniu klonalności, ponieważ za pomocą analizy DNA klony komórkowe wykrywane są 
niezależnie od domieszki nienowotworowych limfocytów i jakichkolwiek komórek spoza 
tkanki limfatycznej [1,4].

Rys. 1. DNA izolowane z linii komórkowych HL 
60 i 380 oraz chłoniaków rozlanych pocięto enzy
mem restrykcyjnym Eco RI, poddano elektrofo
rezie, przeniesiono na błonę i hybrydyzowano z 
sondą molekularną wykrywającą geny łańcucha 
ciężkiego immunoglobuliny (IgH); w linii kom ór
kowej HL 60 przemieszczenie tego genu nie wyst
ępuje, dlatego też znakowany jest odcinek DNA 
długości 13,6 kbp; znakowanie odcinków DNA o 
odmiennej długości wskazujące na przemieszcze
nie genu IgH i klonalny rozrost komórek widocz

ne jest we wszystkich pozostałych przypadkach

Inną metodą przydatną diagnostycznie jest enzymatyczna amplifikacja DNA in vitro za 
pomocą metody łańcuchowej reakcji z polimerazą (PC R-polymerase chain reaction) [43]. 
PCR jest techniką o niezwykle wysokiej czułości. Fragmenty DNA długości do ok. 2 000 
bp z charakterystycznymi dla danego nowotworu zmianami wynikającymi z mutacji punk
towych, delecji lub translokacji mogą być zwielokrotniane przez PCR nawet 106 razy. 
Wykazano, że charakterystyczne dla komórek CHG sekwencje powstające w trakcie 
translokacji t( 14; 18) (q32; q21) mogą być wykryte techniką PCR nawet wówczas, gdy 
występują one tylko w jednej spośród 10 ocenianych komórek [7, 22, 39]. Takie analizy 
można wykonywać nie tylko ze świeżego materiału, ale i z DNA izolowanego z biopsji 
utrwalanych w formalinie i zatapianych w parafinie [4]. Oceniane metodą PCR zmiany w 
strukturze DNA muszą być dobrze poznane na poziomie molekularnym. Stanowi to 
ograniczenie w praktycznym wykorzystaniu PCR do diagnostyki chłoniaków, ponieważ w 
wielu chłoniakach zmiany molekularne są zmienne i specyficzne tylko dla pojedynczego 
przypadku nowotworu.

ZASTOSOWANIE DIAGNOSTYCZNE

RÓŻNICOWANIE MIĘDZY CHŁONIAKAMI 
I NIENOWOTWOROWYMI ZMIANAMI LIMFOPROLIFERACYJNYMI

Analizy molekularno-genetyczne są przydatne w różnicowaniu między chłoniakami i 
nienowotworowymi rozrostami limfocytarnymi przez: 1) ocenę klonalnego wzrostu komó
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rek w zmianach limfoproliferacyjnych na podstawie badania przemieszczeń genów Ig i 
RLT\ 2) wykrywanie przemieszczeń onkogenów, takich jak bcl-2 czy c-myc.

Klonalny wzrost komórek jest wykrywany w blisko 100% CHN i wysokim odsetku ZZ 
[3, 5, 6, 15, 16, 20, 23, 26, 31, 32, 36, 41, 44], a także w nielicznych przypadkach wśród 
pacjentów ze zmianami limfoproliferacyjnymi bez klinicznych i/lub morfologicznych cech 
rozrostu złośliwego, takich jak wrodzone lub nabyte zespoły niedoborów immunologicz
nych, odczynowe węzły chłonne u chorych poddanych immunosupresji oraz w różnorod
nych pozawęzłowych rozrostach limfocytarnych w tym w tzw. benign lymphoepithelial lesion 
związanym z zespołem Sjógrena (zmiany tego typu szczegółowo zestawiono w pozycji 
piśmiennictwa [26]). Tak więc wykrycie klonalnego wzrostu komórek nie jest równoz
naczne z rozpoznaniem złośliwego charakteru rozrostu, jak również brak klonalnych 
przemieszczeń genów Ig lub R L T  nie wyklucza rozpoznania chłoniaka. Na potrzeby 
diagnostyki badanie klonalnego wzrostu musi być zatem wykorzystywane w połączeniu z 
danymi klinicznymi i obrazem morfologicznym zmiany. Molekularna ocena klonalnego 
wzrostu stosowana według takich zasad okazała się przydatna w rozwiązywaniu problemów 
diagnostycznych, takich jak różnicowanie między:

(1) CHN i odczynowymi węzłami chłonnymi,
(2) CHN i pozawęzłowymi naciekami nienowotworowymi z dobrze zróżnicowanych 

limfocytów,
(3) ZZ i odczynowymi węzłami chłonnymi [1, 4, 5, 6, 12, 16, 18, 20, 25, 26, 32, 33].
Mimo występowania w nielicznych przypadkach mikroskopowo-świetlnych rozpoznań

błędnie ujemnych wydaje się, że analizy molekularne nie są niezbędne w każdym przypadku 
rozpoznanym badaniem morfologicznym jako nienowotworowa zmiana limfoproliferacyj- 
na. Właściwe wydaje się natomiast stosowanie badań molekularnych w celu określenia 
klonalnego wzrostu w tych wszystkich przypadkach, w których dane kliniczne lub obraz 
morfologiczny budzą nawet najmniejsze podejrzenia złośliwego charakteru rozrostu lim- 
focytarnego.

Molekularno-genetyczna ocena przemieszczeń onkogenów jest również przydatna w 
różnicowaniu między chłoniakami a nienowotworowymi zmianami limfoproliferacyjnymi. 
Przemieszczenia onkogenów wydają się być markerem bardziej specyficznym dla rozrostu

Rys. 2. DNA izolowane z linii komórkowej HL 60 
chłoniaka grudkowego RS 1184, odczynowych węz
łów chłonnych (przypadki nr 4, 11) i chłoniaka roz
lanego (przypadek nr 84) poddano analizie metodą 
Southerna stosując enzym restrykcyjny Pstl i sondę 
molekularną dla onkogenu bel-2 ; w linii komórko
wej HL 60, która nie wykazuje przemieszczeń bcl- 

2, znakowany jest jedynie odcinek DNA długości ~  
17,0 kbp; znakowanie odcinka DNA o odmiennej 

długości, a zatem przemieszczenie bcl-2 wykryto w 
chłoniaku grudkowym RS 1184; nie stwierdzono 

przemieszczeń bcl-2 w odczynowych węzłach 
chłonnych i chłoniaku rozlanym
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złośliwego od klonalnego wzrostu ocenianego na podstawie przemieszczeń genów Ig i RL T. 
Specyficzność przemieszczeń genów bel-2 (rys. 2), c-niyc czy odcinka bel-1 dla złośliwych 
zmian limfoproliferacyjnych nie jest jednak jak dotąd dostatecznie zweryfikowana [10, 28, 
40],

RÓŻNICOWANIE MIĘDZY CHŁONIAKAMI 
A NOWOTWORAMI ZŁOŚLIWYMI SPOZA UKŁADU CHŁONNEGO

Badania przemieszczeń genów są szczególnie przydatne w ocenie typu nowotworów 
złośliwych w przypadkach, w których w diagnostyce różnicowej uwzględniane są CHN. 
Wystąpienie przemieszczeń genów Ig \ubR LT  umożliwia rozpoznanie CHN a wykluczenie 
raka, mięsaka czy czerniaka. Nowotwory złośliwe spoza układu chłonnego nie wykazują 
przemieszczeń genów Ig lub R L T  [1, 2, 27, 33]. Brak przemieszczeń genów nie wyklucza 
ZZ. M etodą tańszą i technicznie prostszą od analiz DNA, a bardzo przydatną w klasyfi
kowaniu nowotworów złośliwych na grupy jest immunocytochemia. Jednakże w niektórych 
przypadkach jedynie ocena przemieszczeń genów umożliwia rozpoznanie chłoniaków [1, 
14], Badania przemieszczeń genów mogłyby być również przydatne w ocenie przypadków 
z nietypowymi wynikami analiz immunocytochemicznych [19, 30].

KLASYFIKACJA CHŁONIAKÓW NA NOWOTWORY LINII B I T

Przemieszczenie genów łańcucha lekkiego Ig wskazuje na chłoniaki linii B, a prze
mieszczenie genów R L T  jest typowe dla chłoniaków T. Jednakże w nisko zróżnicowanych 
chłoniakach, takich jak "chłoniaki anaplastyczne z dużych komórek", w których markery 
immunocytochemiczne nie rozstrzygają często o różnicowaniu w kierunku komórek B lub 
T, obserwować można niekiedy jednoczesne przemieszczenie genów zarówno Ig, jak i R L T  
[16, 34].

Pacjenci z limfadenopatią angioimmunoblastyczną, w których występują klonalne prze
mieszczenia genów zarówno Ig, jak i RLT, mają rokowanie gorsze od tych, u których 
wykrywane jest jedynie przemieszczenie genów R L T  [11].

WYKRYWANIE "ŚLADOWYCH" ILOŚCI KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

Niewielka liczba komórek nowotoworowych niewykrywalna badaniem morfologicznym 
może być wykryta z wysoką czułością metodą PCR lub, jeśli to niemożliwe, techniką 
Southerna. Wykrywanie niewielkich ilości komórek nowotworowych jest ważne w ocenie 
rozległości choroby, we wczesnym wykryciu nowotworów i monitorowaniu leczenia chło
niaków [7, 17, 22, 24, 37, 39].
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SYSTEM TLENOWEGO ZABIJANIA 
MIKROORGANIZMÓW PRZEZ NEUTROFILE

OXYGEN-DEPENDENT MICROBICIDAL SYSTEM 
OF NEUTROPHILS

Jerzy KANTORSKI, Krzysztof ZEMAN 

Zakład Patofizjologii i Immunologii INP WAM

Streszczenie. Neutrofile wyposażone są w złożony system tlenowego zabijania pozwalający tym komórkom brać 
czynny udział w nieswoistej ochronie organizmu przed zakażeniem. Zabijanie i trawienie wchłoniętego materiału 
wymaga degranulacji i aktywacji wybuchu oddechowego. W tym procesie komórka wytwarza toksyczne związki 
tlenowe, mające właściwości bakteriobójcze, przez częściową redukcję cząsteczki tlenu. Aktywacja neutrofila 
następuje przez kontakt komórki z fagocytowanymi cząsteczkami. W tym artykule opisano mechanizm tlenowo- 
zależnego systemu bakteriobójczego neutrofili oraz jego znaczenie.

Summary. Neutrophils possess potent oxidative-dependent system providing an array of primary and auxiliary 
weapons to secure the immunologic defence of the host. Bacterial killing and digestion of engulfed material 
require degranulation as well as the activation of the respiratory burst. The respiratory burst leads to the 
formation of potent bacterial oxidants through the partial reduction of oxygen and is activated primarily by 
contact with ingestible particles. This article focuses on mechanisms and importance of 0 2 -dependent an
timicrobial activities of neutrophils.

WSTĘP

Neutrofile odgrywają jedną z głównych ról w odporności nieswoistej organizmu. Te 
najważniejsze wśród profesjonalnych fagocytów komórki jako pierwsze zjawiają się w 
miejscach procesów zapalnych. Jest to możliwe dzięki istnieniu na ich powierzchni wysoce 
wyspecjalizowanych receptorów, które rozpoznają niezwykle niskie stężenia substancji 
chemotaktycznych powstających w miejscu procesu zapalnego. Zadaniem neutrofili jest 
odnalezienie tych miejsc, rozpoznanie i wchłonięcie intruza oraz o ile to możliwe -  zabicie 
i strawienie go. W tym celu zostały one wyposażone w dwa systemy zabijania wewnątrzko
mórkowego: zależny od tlenu i tzw. tlenowo-niezależny. Niniejszy artykuł jest próbą 
całościowego ujęcia molekularnych podstaw mechanizmów odpowiedzialnych za prawi
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dłowo funkcjonujący system zabijania drobnoustrojów drogą zależną od przemian tleno
wych. Postępy w tej dziedzinie są możliwe m.in. dzięki badaniom pacjentów chorych na 
przewlekłą chorobę ziarniniakową (CGD), których neutrofile nie mają możliwości urucho
mienia swoich mechanizmów zabijania tlenowego. Po połączeniu się czynnika zdolnego 
wywołać aktywację neutrofila (czynniki chemotaktyczne, niektóre cytokiny, składowe 
dopełniacza itp.) [24,44,58, 64,108] ze specyficznym dla nich receptorem zostaje urucho
miona kaskada reakcji biochemicznych zachodzących w komórce pozwalająca na przeka
zanie informacji do odpowiednich molekuł efektorowych. Proces ten w uproszczeniu 
przebiega w sposób następujący: sygnał z receptora przenoszony jest poprzez białko 
wiążące GTP, które po dysocjacji na podjednostki a, β i y, aktywuje fosfolipazę C. Enzym 
ten katalizuje reakcje rozpadu błonowego fosfatydyloinozytolu do diacylglicerolu (DG) i 
1,4,5-trójfosforanu inozytolu (IP3) [ 20,26,39, 46,57]. IP3 powoduje mobilizację wewnątrz
komórkowych jonów wapnia zawartych w kalciosomach [51]. DG w obecności jonów 
wapnia aktywuje kinazę białkową C (PKC) [15, 16], która następnie fosforyluje białka 
enzymatyczne zapoczątkowując chemotaksję, adherencję, diapedezę oraz fagocytozę i 
procesy wewnątrzkomórkowego zabijania.

Wkrótce po aktywacji obserwuje się drastyczne zwiększenie zapotrzebowania komórki 
na tlen. Proces ten nie jest hamowany przez cyjanki i azydki wskazując na udział w nim 
pozamitochondrialnej frakcji komórki [17]. Otrzymał on nazwę wybuchu oddechowego 
(respiratory burst). W przeciągu kilkunastu sekund neutrofil rozpoczyna uwalnianie dużych 
ilości anionorodnika ponadtlenkowego (0~2) i nadtlenku wodoru (H 2O 2) do środowiska. 
W tym samym czasie komórka utlenia duże ilości glukozy poprzez szlak pentozowy. 
Głównym enzymem odpowiedzialnym za powstanie tego zjawiska jest oksydaza NADPH. 
Katalizuje ona jednoelektronową redukcję cząsteczki tlenu do anionorodnika ponadtlen
kowego wg reakcji [96]:

NADPH + 2 O2— 20~2 + NADP+ + H +
Rodnik ten jest prekursorem innych aktywnych postaci tlenu (H 2O 2, OH', 1C>2, OCE) 

wykorzystywanych przez komórkę do zabijania drobnoustrojów. W większości 0 -2 jest 
drogą dysmutacji zamieniany na H 2O2:

20~2 + 2H + -> H 2O2 + O2
Aktywność komórki, wyrażająca się wzrostem konsumpcji tlenu i powstawaniem jego 

aktywnych postaci, powoduje tworzenie czynników bakteriobójczych.
W dalszej części artykułu zostaną omówione mechanizmy aktywacji i właściwości 

oksydazy NADPH, mieloperoksydazy, toksycznych związków tlenu oraz ich wzajemne 
powiązania w systemach, w których działają.

OKSYDAZA NADPH

Badania pacjentów, u których stwierdzono przewlekłą chorobę ziarniniakową (CGD 
-  chronic granulomatous disease), dostarczyły dowodów, że oksydaza NADPH nie może 
być jednocząsteczkowym enzymem, lecz jest układem cząsteczek przenoszących elektron 
z cytozolu poprzez błonę komórkową lub błonę ziarnistości specyficznych na tlen [75,84). 
Trzeba podkreślić, że do tej pory nie udało się nikomu wyizolować lub odtworzyć komplet
nego i w pełni aktywnego kompleksu oksydazy. Z  tego względu możemy obecnie mówić
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tylko o jego hipotetycznej budowie. Zdecydowana większość badaczy, zajmujących się tym 
problemem, jest zgodna, że w jego skład wchodzą: flawoproteina związana z dinukleoty- 
dem flawinoadeninowym (FAD), cytochrom b245, nieokreślone jeszcze bliżej czynniki 
cytozolowe i być może białko wiążące NADPH [49, 52, 53, 84,94].

NADPH

Uważa się, że donorem elektronów do redukcji tlenu jest zredukowany fosforan dinu- 
kleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH) powstający w bocznym szlaku cyklu prze
mian monofosforanu heksozy (cykl pentozowy). Jest to bardzo wydajna reakcja, w której 
utlenienie jednej cząsteczki glukozy daje 12 cząsteczek NADPH [95]. Świadczy o tym 
zaobserwowana aktywacja cyklu pentozowego w pobudzonych neutrofilach i zwiększony 
metabolizm glukozy (2, 76, 88, 110], a także większe powinowactwo systemu transferu 
elektronów do NADPH (Km ~  30 μΜ) niż do NADH (Km ~  2 mM) [27,47]. Nie ma pełnej 
zgodności przy odpowiedzi na pytanie, czy NADPH jest przyłączany do oddzielnego 
białka, czy też wiąże się bezpośrednio z flawoproteiną. Sha’ag i wsp. [91] opisali takie białko 
i ocenili jego masę na Mr = 100 kDa. Natomiast Umei i wsp. [100] ocenili masę białka 
wiążącego NADPH na 65 kDa, co jest zgodne z oceną masy flawoproteiny dokonanej przez 
Kakinuma i wsp. [47] na Mr = 67 kDa, co raczej przemawia za bezpośrednim wiązaniem 
NADPH do flawoproteiny.

FLAWOPROTEINA

W preparatach wykazujących aktywność oksydazy NADPH stwierdzono obecność 
flawoproteiny zawierającej wyłącznie FAD [48]. Cząsteczka ta była oczyszczana razem z 
cytochromem t>245. Borregaard i Tauber [10] stwierdzili, że flawoproteiny są rozmiesz
czone w neutrofilach w trzech obszarach: ok. 50% znajduje się w ziarnistościach specyficz
nych, 30% w błonie komórkowej i 20% w cytozolu. Ponadto wykazali, że flawoproteina 
błonowa i cytozolowa różni się od formy umiejscowionej w ziarnistościach. Określili oni 
także stosunek molowy cytb/FAD w ziarnistościach wtórnych na 2 :1. Autorzy uważają, że 
podczas aktywacji związana z cytochromem b245 flawoproteina jest przemieszczana do 
błony komórkowej w miejsce, gdzie jest zlokalizowana oksydaza NADPH. Inne wyniki 
uzyskał Clark i wsp. [17] wykazując, że w niestymulowanych ludzkich granulocytach 
70-75% FAD znajduje się w ziarnistościach specyficznych, a 25% we frakcji błonowej. 
Kakinuma i wsp. [48] posługując się techniką elektronowego rezonansu paramagnetycz
nego (EPR) również zaobserwowali w stymulowanych komórkach obecność związanej z 
błoną flawoproteiny, która reaguje z NADPH do formy jej obojętnego semichinonu. 
Bellavite i wsp. [8,9] badając częściowo oczyszczone preparaty oksydazy określili stosunek 
molowy cytb/FAD na ok. 19:1. Kakinuma i wsp. [47] wyizolowali enzym zawierający FAD 
z błon komórkowych aktywowanych neutrofili świnki morskiej określając, że zawiera 
1.1-1.9 nmol FAD/mg białka oraz że jego masa cząsteczkowa wynosi 67 kDa. Ci sami 
badacze zmierzyli potencjał redoks flawoproteiny (mid-pointpotencial),tj. potencjał, przy 
którym [F l+ ] = [F1H], i określili jego wartość Em7 = -280 mV.
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CYTOCHROM fr245

Cytochrom fr jest obecnie najlepiej poznanym składnikiem oksydazy. O jego istnieniu 
doniósł w 1978 r. Segal [85]. Okazało się, że jest on obecny tylko w komórkach fagocytują- 
cych. U sześciu pacjentów z CGD autor stwierdził albo brak, albo poważne odstępstwa w 
charakterystycznym widmie absorpcyjnym tego cytochromu. Dalsze prace skupiły się na 
dokładnym scharakteryzowaniu tej cząsteczki oraz określeniu jej roli w kompleksie oksy
dazy NADPH. Cytochrom frs88 (nazwany tak ze względu na długość fali charakterystycz
nego pasma w widmie absorpcyjnym) nazywany również cytochromem fr245 okazał się 
heterodimerem składającym się z dwóch łańcuchów polipeptydowych: lekkiego a  i ciężkie
go ß [72]. Masa łańcucha a  wynosi 23 kDa [97] lub 22 kDa [72, 30, 86, 73], natomiast 
łańcucha ß 76-92 kDa [97], 92 kDa [86], 90 kDa [30], 91 kDa [73]. Składnik ß jest silnie 
glikolizowany z polipeptydowym jądrem o Mr ~  50 kDa [73]. Dokonano klonowania genu 
dla polipeptydu podjednostki ß. Gen ten koduje polipeptyd o Mr =  54 kDa, w którym 
stwierdzono cztery potencjalne miejsca glikolizacji w N-koricowej części łańcucha. Otrzy
mano także jeden region hydrofobowy, w którym być może zlokalizowany jest segment 
transbłonowy. Wydaje się, że funkcjonalnie ważnym obszarem jest C-końcowa część, z 
której utrata 50 aminokwasów powoduje wystąpienie klinicznych objawów CGD (co 
wykryto u jednego pacjenta). Gen dla tej podjednostki znajduje się na chromosomie 
Xp21.1 [78]. Przypuszcza się, że gen dla podjednostki a  znajduje się na chromosomie 
autosomalnym [31]. Teahan i wsp. [97] oczyścili łańcuch ß cytochromu i określili sek
wencję 43 N-końcowych aminokwasów. Stwierdzili prawie całkowitą homologię pomiędzy 
tą sekwencją a komplementarnymi nukleotydami 19-147 sekwencji genu Χ-CGD, począt
kowo uważanego za obszar niekodujący. Ponadto sekwencja aminokwasowa nie wykazuje 
homologii z jakimkolwiek innym cytochromem fr. Dinauer i wsp. [30] podali, że przeciw
ciało otrzymane przeciwko syntetycznemu cDNA pochodnemu polipeptydowi o Mr = 90 
kDa rozpoznaje cięższy składnik oczyszczonego cytochromu fr. Przytoczone powyżej dane 
wskazują, że rzeczywiście w skład oksydazy NADPH wchodzi unikalny cyt ochrom fr. Ze 
struktury łańcucha ß wynika, że raczej nie ma w nim miejsca wiążącego hem. Parkos i wsp. 
[73] sugerują, że łańcuch a  (22 kDa) może być związany z hemem. Jest też możliwe, że hem 
łączy się jednocześnie z dwiema podjednostkami cytochromu. Wiadomo, że obie podjed
nostki nawzajem się regulują. Gen dla łańcucha a występuje w wielu różnych komórkach 
niefagocytujących, ale do jego ekspresji dochodzi tylko w komórkach mających sprawny 
gen dla segmentu ß. Stwierdzono u pacjentów z CGD przy defekcie genu Xp21.1 brak 
również łańcucha a. Wydaje się, że podobna zależność zachodzi i w drugą stronę, tzn. wada 
w kodowaniu części a powoduje brak części ß mimo prawidłowego genu. Potwierdzają to 
przypadki tzw. autosomalnej CGD z brakiem cytochromu [31]. Nie wiadomo do tej pory, 
jaki jest typ wiązania pomiędzy podjednostkami, ale nie wydaje się, aby było to wiązanie 
disulfidowe [73].

Neutrofilowy cytochrom fr, odkryty przez Segala, ma najniższy wśród organizmów 
eukariotycznych potencjał redoks (mid-point) wynoszący Em7 = -245 mV [42, 75, 87] i 
dlatego pretenduje do końcowego elementu łańcucha przenoszenia elektronu na tlen. 
Potencjał ten nie ulega zmianie po aktywacji komórki. Edwards i wsp. [32] zaobserwowali 
wzrost szybkości utleniania cytochromu fr i jego powinowactwa do tworzenia 0 - 2 w
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zależności od prężności tlenu. Stwierdzili także, że wielkości te dla danej prężności tlenu 
są większe w komórce aktywowanej niż spoczynkowej.

Badania nad rozmieszczeniem cytochromu £>245 w neutrofilu wykazały, że jego dystry
bucja jest identyczna jak flawoproteiny i że jest on integralnym białkiem błonowym 
[8,10,17).

CZYNNIKI CYTOZOLOWE

Oprócz najczęściej występującej odmiany CGD charakteryzującej się brakiem cyto
chromu 0245 rozpoznano też typ tej choroby związany z chromosomem autosomalnym, w 
której cytochrom£>245 jest obecny [31,87]. Dzięki badaniom poszczególnych frakcji komór
kowych stwierdzono, że czynnik odpowiedzialny za brak generowania O 2 występuje w 
cytozolu. Hayakawa i wsp. [40] badając komórki od pacjentów z CGD zauważyli, że grupa 
białek o masie Mr =  48 kDa nie ulega fosforylacji po aktywacji komórki, jak ma to miejsce 
w komórkach od zdrowych dawców. Ponadto, przeprowadzając doświadczenia w atmos
ferze azotu wykluczyli, że fosforylacja jest wtórnym efektem spowodowanym przez oksy- 
danty produkowane przez komórkę w wybuchu oddechowym. Badania te rozwinął dalej 
Okamura i wsp. [70] obserwując zmiany fosforylacji tej grupy białek w funkcji czasu po 
stymulacji przez ester forbolu (PMA). Zauważyli oni ścisły związek pomiędzy stopniem 
fosforylacji i defosforylacji a szybkością i wielkością produkcji 0~2· Podobna zależność 
wystąpiła w funkcji stężenia PMA użytego do stymulacji. Ohtsuka i wsp. [69], którzy 
wykonując podobne doświadczenia na neutrofilach świnek morskich wykorzystali jako 
stymulatory Con A, chemotaktyczny peptyd (FMLP) oraz PMA, zaobserwowali efekty 
analogiczne do cytowanych powyżej w odniesieniu do fosforylacji i defosforylacji białka o 
Mr = 46 kDa. Volpp i wsp. [104, 105] postulują istnienie dwóch niezależnych czynników 
o masach 47 kDa i 67 kDa, natomiast Nunoi i wsp. [68] trzech takich białek, nazwanych 
przez nich NCF-1 o Mr = 47 kDa, NCF-2 o Mr = 65 kDa i NCF-3 o Mr > 5 kDa. Białko 
o masie 47 kDa jest nieobecne prawie we wszystkich autosomalnych, cytochromowo b 
dodatnich, recesywnych i dominujących CGD. Czynnik 65 kDa okazał się źle funkcjonu
jącym u jednego pacjenta. Nie stwierdzono w tych badaniach żadnego pacjenta z brakiem 
NCF-3.

Oprócz omówionych wyżej, najczęściej opisywanych białek donoszono także o istnieniu 
innych. Clark i wsp. [17] wyizolowali czynnik cytozolowy o masie 10 kDa. Curnutte i wsp. 
[28], badając frakcje komórkowe, donieśli o istnieniu dużej formy o Mr = 250 kDa 
sugerując, że składa się ona z podjednostek, z których jedna może mieć Mr = 40 kDa. 
Wykazali także, że nie jest to PKC ani żadna inna kinaza. Gant i Corchman [36], prowadząc 
badania nad zróżnicowanymi w kierunku granulocytów komórkami linii HL-60, zapropo
nowali, że w pośredniczeniu aktywowanej przez PMA produkcji 0~2 mogą grać rolę białka 
o masach 212 kDa, 134 kDa i 76 kDa.

Chociaż brak jeszcze ostatecznych ustaleń co do ilości i mas molowych czynników 
cytozolowych, wydaje się, że ich udział w aktywacji i/lub regulacji oksydazy NADPH jest 
dobrze udokumentowany.

Niektórzy badacze [49, 96] wysuwali przypuszczenia, że w skład oksydazy może wcho
dzić ubichinon, ale inne prace [8, 25] raczej wykluczają tę możliwość.
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Na podstawie swoich badań Borregaard i Tauber [10] zaproponowali model pokazany 
na rysunku 1.

HIPOTETYCZNY MODEL OKSYDAZY NADPH

Rys. 1. Schemat przenoszenia elektronów w oksydazie NADPH

Podstawą tego modelu jest znaleziony przez nich stosunek molowy FAD/cyt b = 1 :2 .
Natomiast cytowany wcześniej wynik Bellavite i wsp. [8] wykazujący, że stosunek 

FAD/cyt b = 1:19,  zmusza do przyjęcia innego modelu, w którym cząsteczka flawopro- 
teiny otoczona jest dużą liczbą (20 lub więcej) cząsteczek cytochromu ż?245· Taki układ 
funkcjonuje pomiędzy cytochromem P-450 i jego reduktazą.

W wyniku badań kinetycznych aktywacji wybuchu oddechowego w rozpuszczonych 
detergentem ludzkich neutrofilach Babior, Curnutte i wsp. [4, 29] stwierdzili:

1. Oksydaza NADPH istnieje w dwóch stanach o różnym powinowactwie do NADPH. 
W stanie niskiego powinowactwa zawiera ona składnik błonowy (M) oraz dwa składniki 
cytozolowe (S i Ca). Przy przejściu do stanu o wysokim powinowactwie do istniejącego 
kompleksu dołącza się trzeci składnik cytozolowy (Cß).

2. Aktywne formy oksydazy są generowane w następujących reakcjach:
M g2+  wolno

M + S o  M ■ S ~ M  .S’ + C ß o M ·  S*. Ca + C ß o M -  S* · CaCß
SDS · Mg2 +

Pick i wsp. [74] na podstawie swoich badań zasugerowali, że w skład oksydazy NADPH 
może wchodzić związany z błoną komórkową składnik o Mr ~  11-28 kDa.
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Rys. 2. Model budowy oksydazy NADPH: a -  białko wiążące NADPH, b -  flawoproteina FAD, c,d,e -  czynni
ki cytozolowe, f,g -  cytochrom 6245

Wiadomości podane w naszej pracy sugerują, że oksydaza ma budowę zbliżoną do 
modelu pokazanego na rysunku 2.

Za kolejnością głównych składników w oksydazie przemawiają potencjały redoks (mid
point) poszczególnych cząsteczek.

NA DPH /N ADP+ 
FA D H 2/FAD 
cyt bred/cyt i>utl
02/02

-320 mV 
-280 mV 
-245 mV 
-160 mV

[75]
[48]
[42]

[109]

Taka kolejność składników spełnia warunki fizyczne, aby elektron mógł wędrować w 
kierunku rosnącego potencjału.

SYSTEM MIELOPEROKSYDAZA/H2O2/HALOGENEK

Mieloperoksydaza (MPO) (oksydoreduktaza donor: H 2O2 ; EC 1.11.1.7) jest lizosomal- 
ną hemoproteiną obecną u ludzi w ziarnistościach azurofilnych neutrofili i monocytów i 
różniącą się od peroksydazy w eozynofilach. Enzym ten daje charakterystyczny zielony 
kolor treści ropnej. Jest to glikoproteina o masie cząsteczkowej ok. 153 kDa, złożona z 
dwóch podjednostek ciężkich (a) i dwóch lekkich (ß), zawierająca dwie grupy prostetyczne 
podobne do hemu [56, 66]. Znaleziono trzy odmiany MPO o masach 153 kDa, 155 kDa i 
152 kDa, różniące się masą podjednostki a, (odpowiednio 59 kDa, 59,5 kDa i 57 kDa). 
Masa podjednostki ß wynosi ok. 16 kDa [65] lub 13,5 kDa [66]. Mimo tych różnic nie 
stwierdza się zmian funkcjonalnych odmian enzymu. Nie ustalono, czy są to izoenzymy 
MPO, czy też niewielkie artefakty powstałe w trakcie izolowania cząsteczki. Morita i wsp.
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opisali strukturę ludzkiej MPO oraz po raz pierwszy otrzymali ją w postaci krystalicznej 
[45,65].

Sposób działania MPO w komórce ilustruje rysunek 3.

Rys. 3. Schemat działania mieloperoksydazy

MPO katalizuje reakcję utleniania halogenków do kwasu podhalogenkawego równo
cześnie rozkładając nadtlenek wodoru wg reakcji [5]:

MPO

H2O2 +  x ~  ~ o x -  +  h 2o
gdzie X -  halogenek

W komórce, z halogenków, najłatwiej dostępne są jony chlorkowe (80 meq/l wody 
komórkowej) [49,93] i z tego powodu praktyczne znaczenie ma jedynie kwas podchlorawy 
(HOC1). HOC1 jest silnym utleniaczem wielu związków chemicznych m.in. grup tiolowych 
(-SH) białek, porfiryn, nukleodydów, β karotenu [1]. Uważa się, że w bakteriach HOC1 
atakuje kompleksy żelazowo-siarkowe białek wchodzących w skład układu transportu 
elektronów łańcucha oddechowego i blokując w ten sposób szlak energetyczny doprowa
dza do jej śmierci [77]. Oprócz działania bezpośredniego, HOC1 jako bardzo reaktywna 
cząsteczka, reaguje z grupami aminowymi białek [37,%]:

R-NH2 + HOC1-* R-NHC1 + H20

W ten sposób 30-50% obecnego w komórce HOC1 tworzy = N-Cl pochodne białek lub 
fragmentów białek, z następującym szybkim rozrywaniem wiązań peptydowych lub utle
nianiem innych składników bakteryjnych [37, %, 98]. Wytwarzana w komórce chloramina
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(NH 2CI) jest substancją lipofilową i wykazuje bardziej toksyczne działanie niż HOC1. 
Powstaje ona w reakcji z jonami amonowymi wg równania [37]:

NH4+ + H O C l->N H 3 + H + + H O C l^ N H 2Cl + H 2O + H +

Wykazano, że lipofilowe N-chloraminy utleniają złożone białka poprzez atak na reszty 
metionylowe w hydrofobowych obszarach polipeptydów [38]. Jest to proces zachodzący na 
dużą skalę, bowiem obserwowano w białkach zewnątrzkomórkowych inkubowanych z 
aktywowanymi neutrofilami utlenianie aż 66-75% metioniny w zależności od typu stymu
lacji [7]. Za to zjawisko odpowiada system M P0/H 20 2/C r.

HOC1 może również uczestniczyć w aktywowaniu enzymów lizosomalnych uwalnianych 
przez neutrofile. Wykazano to na przykładzie aktywacji kolagenazy przez katepsynę G przy 
udziale kwasu podchlorawego [12,13].

Należy także wspomnieć o roli jodu w opisywanym systemie mikrobójczym. Jest on 
nawet bardziej efektywny niż chlor. Stwierdzono, że transferryna i apotransferryna ekspo
nowane na MP0 /H 2 0 2 /I traciły zdolność do wiązania żelaza, a zjawisku temu towarzyszyło 
jednoczesne jodowanie tyrozyny leżącej w pobliżu miejsc wiążących żelazo. Chlor w tym 
układzie był mało aktywny. Identyczne wyniki uzyskano w układzie z neutrofilami [18].

Uwolnione jony żelazawe (Fe + ) mogą katalizować rozkład H20 2 w reakcji, w której 
powstaje wysoce szkodliwy rodnik hydroksylowy (OH'). Być może proces jodowania 
zachodzi również w innych strukturach bakterii, blokując ich funkcje [89,90]. Stwierdzono 
także, że jony żelazawe biorą udział w procesie peroksydacji lipidów uszkadzając błony 
komórkowe [3].

Sepe i Clark [89] przebadali wpływ układu MPO/H20 2/halogenek na sztuczny lizosom. 
Przy kompletnym systemie stwierdzono lizę 50-75% liposomów, a jod, brom i tiocyjanian 
okazały się być ok. 10 razy bardziej efektywne niż chlor. Stosując znakowany jod badacze 
znaleźli ścisłą korelację pomiędzy halogenacją liposomów a ich lizą. Efekt ten mógł być 
znacznie ograniczony przez zastosowanie antyoksydantów (a-tokoferol, ß-karoten) [90].

Ważność układu MPO potwierdza doniesienie Edwardsa [33] o pacjencie z nieprawi
dłową aktywnością bakteriobójczą spowodowaną zbyt wczesną egzocytozą MPO. Po
twierdzają to także przypadki z dziedzicznym lub nabytym niedoborem MPO [66]. Objawy 
kliniczne tego defektu ujawniają się rzadko, co wskazuje na istnienie innych mechanizmów 
mikrobójczych. Jednym z nich jest ujemne sprzężenie zwrotne pomiędzy czasem trwania 
wybuchu oddechowego a MPO. Zaobserwowano, że w przypadku braku tej peroksydazy 
wybuch oddechowy jest znacznie przedłużony. Wytwarzając większą liczbę 0 -2 i pochod
nych aktywnych postaci tlenu, komórka jakby kompensuje brak HOC1 [34]. Innym dowo
dem na istnienie mechanizmów kompensacyjnych jest fakt, że system MPO inaktywuje 
prawie wszystkie enzymy lizosomalne, przez co ogranicza czas ich działania. Przy braku 
MPO lub wybuchu oddechowego enzymy te działają znacznie dłużej [103]. Omówienie 
innych alternatywnych pozatlenowych systemów zabijania wewnątrzkomórkowego opisa
no w drugiej części pracy o zabijaniu beztlenowym.

Zademonstrowano, że system MPO/H20 2/halogenek powoduje zobojętnianie toksyn 
bakteryjnych, np. toksyny błonicy, cytotoksyny Clostridium difficile [71] i pneumolizyny 
Streptococcus pneumoniae [19]. Jest on również zabójczy [49] dla komórek nowotworo
wych.
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System MPO moduluje wiele aspektów odpowiedzi żapalnej. Powoduje m.in. zmniej
szenie fagocytozy cząsteczek zopsonizowanych przez IgG i C3b oraz inaktywację czyn
ników chemotaktycznych [49]. Doniesiono również o efekcie immunosupresyjnym 
omawianego systemu na limfocyty [35]. Zasugerowano też, że MPO może funkcjonować 
jako zmiatacz rodnika hydroksylowego (OH ) [102].

U osób z niedoborem MPO występują defekty zabijania mikroorganizmów z grupy 
Candida. Częstym objawem klinicznym są nawracające, oporne na leczenie grzybicze 
infekcje skórne lokalizujące się szczególnie w okolicach krocza.

Z tego krótkiego przeglądu wynika, że HOC1 i reaktywne chloraminy są prawdopodob
nie najważniejszymi bakteriobójczymi utleniaczami generowanymi przez neutrofile. Re
aktywne rodniki tlenowe wydają się stanowić system, który dominuje dopiero przy 
nieprawidłowo funkcjonującym systemie MPO/H202/halogenek.

ANIONORODNIK PONADTLENKOWY

Bezpośrednim produktem wybuchu oddechowego jest 0~2. Jak już wspomniano, pows
taje on w wyniku przyjęcia przez O2 jednego elektronu:

O2 + e- -* 0~2

Rodnik ponadtlenkowy jest w równowadze z uprotonowaną formą, rodnikiem nadhy- 
droksylowym (HO 2)

Η θ 2 ~ 0 -2 + H +

Stała pK tej reakcji wynosi 4,88 [49, 54]. Tak więc, w obojętnym pH, istnieje prawie 
wyłącznie forma 0 _2. Z punktu widzenia chemicznego rodnik ten może być reduktorem 
(redukuje cyt. c) [21] albo utleniaczem (utlenianie adrenaliny do adrenochromu) [63].

W środowisku komórkowym 0~2 może podlegać zarówno spontanicznej, jak i katalizo
wanej przez dysmutazę ponadtlenkową (EC 1.15.1.1) (SOD) reakcji dysmutacji:

O2 + O2 + 2H+ -*■ O2 + H2O2

Maksymalna spontaniczna dysmutacja zachodzi przy pH = 4,8, a stała szybkości tej 
reakcji wynosi 8,5 χ 107 · M '1· s '1 zbliżając się do wartości uzyskiwanej w reakcji enzyma
tycznej (1,9 χ 109 · M*1 · s '1). W neutralnym pH spontaniczna dysmutacja nie odgrywa 
żadnej roli, ale może być źródłem H2O2 wewnątrz fagosomów. Nie stwierdzono bowiem 
uwalniania SOD do ich wnętrza, a jednocześnie wykazano istnienie niskiego pH w tych 
strukturach [49].

Uważa się, że 0~2 sam nie jest zbyt toksyczny dla komórek, a raczej jest substratem 
wyjściowym do tworzenia bardziej toksycznych związków [54,99,106]. Jednak fakt, że SOD 
częściowo blokuje pewne uszkodzenia komórek indukowane przez pobudzone granulocyty 
(np. uszkadzania DNA w młodych komórkach nowotworowych [50, 92]), nie pozwala 
wykluczyć bezpośredniej roli 0~2 w zabijaniu wewnątrz- i/lub zewnątrzkomórkowym.
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NADTLENEK WODORU

Nadtlenek wodoru jest wytwarzany w dużych ilościach przez zastymulowane fagocyty, 
głównie w reakcji dysmutacji. Ponieważ w stosunku do innych pochodnych tlenu jest mało 
reaktywny, może dzięki temu dyfundować poprzez struktury komórkowe do obszarów 
odległych od miejsca swego powstania. Umożliwia to tej cząsteczce wywoływanie toksycz
nego efektu tam, gdzie bardziej reaktywne związki nie mają szans dotrzeć, ponieważ są 
usuwane przez liczne zmiatacze. Na ogół atakowane komórki są dobrze chronione przed 
H2O2 i dlatego uważa się, że (podobnie jak 0 _2) nie jest to silny czynnik zabijający. Istnieją 
jednak pewne dowody wskazujące na udział H2O2 w zabijaniu obcych komórek. Schrauf- 
statter i wsp. [43,82,83] wykazali, że poddane działaniu H2O2 komórki linii nowotworowej 
P388D1 ulegały lizie. Podanie katalazy chroniło przed lizą, ale tylko wtedy, gdy uczyniono 
to w ciągu pierwszych 40-60 minut po ekspozycji na H 2O2 . Wskazuje to na fakt, że wczesne 
zmiany metaboliczne określają dalszy los komórki. Autorzy ci wykazali także, że już w ciągu 
sekund po dodaniu H 2O 2 do zawiesiny komórek linii P388D1 następowało przyśpieszenie 
przemian w cyklu pentozowym, wskazując na wzrost szybkości cyklu redoks glutationu. 
Ponadto, w ciągu 30 s zaobserwowano rozrywanie łańcucha DNA. W późniejszym czasie 
następowały zmiany w morfologii komórek oraz spadek puli wewnątrzkomórkowego ATP 
spowodowany zakłóceniem fosforylacji ADP.

Bass i wsp. [6] wykazali, że H 2O2 jest odpowiedzialny za zabijanie nowonarodzonych 
larw Tńchinella spiralis przez ludzkie neutrofile i eozynofile.

Działanie H 2O2 może być nasilone w obecności neutralnych proteaz serynowych 
obecnych w błonie komórkowej neutrofili. Powszechnie uważa się jednak, że główna rola 
nadtlenku wodoru w układzie degradacji antygenu przez neutrofil to udział w systemie 
mieloperoksydazy.

RODNIKI HYDROKSYLOWE

Rodniki hydroksylowe powstają w reakcji zaproponowanej przez Habera-Weissa w 
1934 r.:

0 _2 + H 2O 2 —* O2 + OH-  + OH

Wykazano jednak, że w środowisku komórkowym zachodzi ona zbyt wolno (ze względu 
na deficyt protonów), aby mieć praktyczne znaczenie [54], Obecnie przyjmuje się, że 
rodniki OH powstają w komórce wg reakcji Fentona katalizowanej przez jony żelazawe:

H 2O 2 + Fe2+- F e 3 + + O H ' + OH

W przypadku ograniczonej liczby jonów żelazawych konieczna jest reakcja redukcji 
jonów żelazowych do jonów żelazawych np. wg reakcji:

0~2 + Fe3+ -* Fe2+ + O2

Dwie ostatnie reakcje można zapisać łącznie jako przytoczoną wcześniej reakcję H a
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bera-Weissa. Należy jednak stwierdzić, że nie jest konieczne, aby czynnikiem redukującym 
był 0 ~ 2 -  Równie dobrze może nim być kwas askorbinowy, glutation lub cysteina [62, 81].

Nie rozstrzygnięto do tej pory zagadnienia, czy rodnik hydroksylowy jest wytwarzany w 
neutrofilach, czynie (porównaj np. [48,80] i [11]). W każdym razie istnieją ku temu warunki 
biochemiczne. Źródłem żelaza może być laktoferryna uwalniana do fagosomów po wchło
nięciu mikroorganizmu lub transferryna pochodząca z atakowanej bakterii [18, 55,77]. W 
kwaśnym środowisku fagosomu kataliza jest wydajna przy udziale swobodnych jonów 
żelaza, a ich uwalnianie ma miejsce w niskim pH [49]. Oprócz jonów żelazawych reakcję 
Fentona mogą katalizować np. jony Co2 + i Cu2 + .

Rodnik hydroksylowy uważany jest powszechnie za krańcowo silny utleniacz, który 
działa niewybiórczo i reaguje z pierwszą napotkaną cząsteczką. Z tego względu jego czas 
trwania wynosi od 100 ps do 1 ns. Pośrednim dowodem na toksyczne działanie tego związku 
jest fakt, że wiele szkodliwych skutków wywoływanych przez granulocyty w stosunku do 
otaczających tkanek jest hamowanych przez katalazę, SOD i zmiatacze OH'. Właśnie to 
działanie "na ślepo" czyni z OH jeden ze związków najbardziej toksycznych, nie tylko dla 
ofiary, ale i dla samego neutrofila.

TLEN W STANIE SINGLETOWYM

Tlen w podstawowym stanie energetycznym występuje w formie trypletowej, tzn. na 
ostatnim orbitalu antywiążącym ma dwa niesparowane elektrony o zgodnych spinach. Po 
wzbudzeniu może nastąpić sparowanie elektronów (wtedy zgodnie z zakazem Pauliego 
spiny muszą być przeciwne) albo może nastąpić odwrócenie spinu jednego elektronu bez 
ich sparowania. W obydwóch przypadkach tlen przechodzi do stanu singletowego. Taki 
tlen ze względu na duży nadmiar posiadanej energii staje się bardzo reaktywny i toksyczny 
[2, 54, 59]. Jednak nie ma do tej pory dowodów, że neutrofil wytwarza tlen singletowy.

UWAGI KOŃCOWE

Zdecydowana większość toksycznych substancji produkowanych przez neutrofil działa 
w fagosomach, jednak część z nich przedostaje się do cytoplazmy. Komórka zabezpiecza 
się przed nimi wykorzystując ochronne układy enzymatyczne, do których należą: SOD, 
katalaza i układ redoks glutationu oraz substancje będące zmiataczami wolnych rodników, 
np. kwas askorbinowy, cysteina, tokoferol a  itp. [67,79,107]. Część toksycznych związków 
przedostaje się do środowiska zewnątrzkomórkowego, powodując uszkodzenia otaczają
cych tkanek. Opisano szkodliwe efekty działania neutrofili m.in. na śródbłonek naczyń [14, 
101] czy tkankę płucną [22]. Dobrze również został udokumentowany szkodliwy wpływ tych 
komórek w czasie reperfuzji po zawale mięśnia sercowego [23, 60, 61, 94].

Jak wynika z prezentowanych danych, ze względu na nieswoistość działania tlenopo- 
chodne toksyny wytwarzane przez pobudzony neutrofil obok niezwykle pożytecznej roli 
uczestniczenia w zabijaniu mikroorganizmów mogą również być destrukcyjne dla organiz
mu gospodarza, zwłaszcza przy bardzo nasilonym lub przewlekłym procesie zapalnym.
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POZATLENOWE MECHANIZMY ZABIJANIA 
MIKROORGANIZMÓW PRZEZ NEUTROFILE

OXYGEN-INDEPENDENT MICROBICIDAL SYSTEMS 
OF NEUTROPHILS

Krzysztof ZEMAN, Jerzy KANTORSKI

Zakład Patofizjologii i Immunologii Instytutu Nauk Podstawowych 
Wojskowej Akademii Medycznej w Łodzi

Streszczenie. Zabijanie i destrukcja mikroorganizmów przez neutrofile zachodzi głównie w fagolizosomie. Do 
działających tam systemów zabijających zalicza się mechanizmy zależne i niezależne od tlenu. Pozatlenowe 
czynniki to lizosomalne proteazy i inne enzymy hydrolityczne oraz białka działające destrukcyjnie na m ikroor
ganizmy. Dokonano przeglądu struktur i funkcji składowych ziarnistości neutrofili o działaniu powodującym 
zabijanie mikroorganizmów.

Summary. Killing and digestion of microorganisms take place within phagolysosome of neutrophils. A n
timicrobial activities in phagolysosomes are divided into two classes. Oxygen-dependent mechanisms are 
expressed when neutrophils undergo the respiratory burst. Oxygen-independent antimicrobial mechanisms 
include activities of lysosomal proteases and other hydrolytic enzymes, and action of proteins and peptides that 
bind to microorganisms and disturb essential processes or structural components. Proposed mechanisms of 
action of oxygen-independent neutrophil agents, and the range of their microbial targets are discussed.

WSTĘP

Neutrofile, szybko reagujące komórki krwi, pełnią niezwykle ważną rolę w odporności 
nieswoistej ustroju stanowiąc pierwszą linię obrony przed inwazją bakterii, grzybów i 
niektórych wirusów. Dzięki swoim strukturom powierzchniowym i systemowi przekaźnict- 
wa sygnału płynącego z ogniska zapalenia, a także posiadanym w organellach wewnątrz
komórkowych specyficznym czynnikom są w stanie rozpoznać, pochłonąć i zniszczyć 
niepożądaną cząsteczkę [11]. Wkrótce po aktywacji obserwuje się zwiększone zapotrzebo
wanie komórki na tlen i uwalnianie przez nią dużych ilości anionorodnika ponadtlenkowe- 
go (O 2) i nadtlenku wodoru (H2O2) do środowiska [1]. Proces zmian metabolizmu 
tlenowego pojawiający się w kilka sekund np. po ekspozycji komórki na opsonizowane
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cząsteczki jest przede wszystkim zależny od aktywacji systemu oksydazy NADPH; zazwy
czaj nazywa się go wybuchem oddechowym {respiratory burst) [1, 20]. Powstające w tym 
procesie pośrednie produkty redukcji cząsteczki tlenu, a następnie dysmutacji 0~2 nie są 
jednak czynnikami działającymi silnie bakteriobójczo. Są natomiast niezbędnymi substra- 
tami do dalszych przemian katalizowanych przez mieloperoksydazę i metale (Fe), w 
których wyniku powstają halogenki (kwas podchlorawy, chloraminy) oraz rodniki hydro
ksylowe. Te grupy substancji z kolei wykazują silną aktywność bójczą skierowaną przeciw 
drobnoustrojom [41].

Mechanizmy prowadzące do tlenowo-zależnego niszczenia drobnoustrojów przez neu
trofile zostały dobrze poznane [1 ,6 ,18a, 48]. Równolegle zwraca się coraz większą uwagę 
na zdolność neutrofili do zabijania mikroorganizmów w systemach niezależnych od tlenu. 
Stwierdzono, że niezbyt dokładnie oczyszczane ekstrakty otrzymywane z neutrofili, nazy
wane np. leukinami czy fagocytynami, wykazały działanie antybakteryjne in vitro. Potwier
dzało to obserwacje, że neutrofile pacjentów z przewlekłą chorobą ziarniniakową (CGD), 
które nie mają możliwości tlenowo-zależnego zabijania bakterii, potrafią skutecznie elimi
nować wiele szczepów bakteryjnych [10, 23]. Może się to odbywać dzięki istnieniu innego 
systemu zabijania, który opiera się na obecności w strukturach wewnątrzkomórkowych 
neutrofili tzw. naturalnych antybiotyków. Wyizolowano i oczyszczono takie właśnie endo
genne peptydy i białka, które mają różną siłę i różne spektra działania zabijającego 
mikroorganizmy.

W niniejszym artykule przeprowadzono charakterystykę struktur i funkcji najlepiej 
poznanych składników ziarnistości neutrofili o działaniu mikrobobójczym oraz przedsta
wiono dowody wskazujące na ich znaczenie in vivo dla odporności ustroju.

Tabela 1. Izolowane z neutrofili czynniki mikrobobójcze

Czynnik Lokalizacja 
w ziarnistościach

Masa cząstecz
kowa [kDa]

Poziom
w neutrofilach [wg/106]

Defensyny azurofilne 3,5-4,0 4-6
Lizozym azurofilne 14,4 3

specyficzne
Katepsyna G azurofilne 29,5-31,0 1 - 2
BPI azurofilne 58,0 < 1
Laktoferryna specyficzne 80,0 2-6

KATEPSYNA G (EC 3.4.21.20)

W 1960 r. Mounter i Atiyeh opisali enzym uzyskany z ekstraktu ludzkich leukocytów, 
który wykazywał działanie chymotrypsynopodobne, a którego aktywność była hamowana 
przez dwuizopropylofluorofosforan (DFP) i surowiczy sojowy inhibitor trypsyny. Ustalono 
następnie, że enzym ten jest charakterystyczny dla ludzkich neutrofili i zlokalizowany jest 
w ziarnistościach azurofilnych (pierwotnych) [44]. Powszechnie przyjęto określać go jako 
katepsynę G. Elektroforeza SDS wykazuje istnienie w katepsynie G trzech powiązanych 
strukturalnie ze sobą polipeptydów (izoenzymów?) o pi = 8,0 i Mr = 31, 30 i 29,5 kDa 
[17]. Sekwencja aminokwasów tego enzymu wskazuje na dość wysoką homologię z proteazą
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II szczurzych komórek tucznych (65%) i elastazą ludzkich neutrofili (36-48%) [17]. 
Uzyskanie cDNA dla tego enzymu pozwoliło ustalić, że ma on trzy wiązania disulfidowe i 
jedno miejsce ulegające glikolizacji oraz wysunąć przypuszczenie, że jest to pojedynczy 
peptyd składający się z 16-18 aminokwasów [33]. Jego ilość w zależności od metody 
pomiaru określa się na 1,3-3,8 gg/106 neutrofili [17]. Wykazano też, że z ilości 1010 komórek 
można otrzymać ok. 1,2 mg oczyszczonej katepsyny G o aktywności 107 U/mg [37].

Katepsyna G jest najważniejszą obok elastazy proteinazą neutrofili. Słabiej od elastazy 
degraduje białka tkanki łącznej -  kolagen, elastynę czy proteoglikany [44], Uwolnienie ok. 
2,5 jjLg tego enzymu do 1 ml osocza (tj. 10% jego zawartości z 107 komórek) powoduje silną 
aktywację płytek krwi z następowym wzrostem ich agregacji i wydzielania 5-hydroksytryp- 
taminy [35]. Uważa się także, że katepsyna G może hamować działanie bradykininy [44].

Wykazano silne właściwości bakteriobójcze tego enzymu szczególnie w stosunku do 
takich bakterii gramdodatnich, jak: Staphylococcus aureus, Streptococcus foecalis i gramu- 
jemnych, takich jak: Proteus aureginosa, Neisseria gonorrhoe oraz w stosunku do niektórych 
drożdżaków [11]. Wśród wymienionych mikroorganizmów największą wrażliwość wykazu
ją gronkowce. Warto nadmienić, że katepsyna G uwrażliwia niektóre bakterie (np.Acine- 
tobacter calcoaceticus) na działanie lizozymu, a także wykazuje działanie synergistyczne z 
elastazą na bakterie Escherichia coli [20]. Zabijanie mikroorganizmów zachodzi w fagoso- 
mach, do których uwalniana jest zawartość ziarnistości azurofilnych [28]. Mechanizm 
działania nie zależy od proteolitycznej aktywności enzymu, bowiem stosowanie inhibitorów 
proteaz (DFP) nie pozbawia tego enzymu aktywności bakteriobójczej [44]. Wśród przy
puszczalnych mechanizmów działania wskazuje się na hamowanie ATP-zależnego trans
portu błonowego bakterii, a także na hamowanie ich zdolności tworzenia kolonii [11]. 
Bakteriobójczość tego enzymu jest hamowana przez obniżenie pH oraz przez wzrost 
poziomu magnezu w środowisku reakcji [11].

U osób z zespołem Chediaka-Higashiego wykazano obniżoną aktywność katepsyny G 
i elastazy; osoby te wykazują zwiększoną skłonność do nawracających, przewlekających się 
infekcji [10, 21]. Na modelu myszy beżowych, które wykazują objawy zespołu Chediaka- 
Higashiego, wykazano kompletny brak obu tych lizosomalnych proteaz [40],

BPI

W ziarnistościach azurofilnych granulocytów króliczych, a następnie ludzkich opisano 
kationowe, bogate w lizynę białko -  BPI (BPI -  bactericidal permeability increasing protein) 
o wysokim pi = 9,5 i masie cząsteczkowej 50 kDa (u królika) i 58 kDa (u ludzi) [20, 42], 
W neutrofilach ludzkich lokalizuje się je wyłącznie w ziarnistościach azurofilnych [5, 47]. 
Pierwszych 17 reszt aminokwasowych wykazuje 80% homologii z BPI królika [5]. Wykaza
no, że ludzkie BPI stanowi ok. 0,5% zawartości białek neutrofila [20].

Po 15-minutowej ekspozycji na to białko bakterie Escherichia coli tracą zdolność 
tworzenia kolonii [42]. Towarzyszą temu zmiany w zewnętrznej błonie komórkowej pole
gające na wzroście jej przepuszczalności dla substancji hydrofobowych (np. aktynomycyna 
D) i selektywnej aktywacji enzymów degradujących peptydoglikany [5,42]. Dochodzi także 
do wzrostu metabolizmu fosfolipidów błony komórkowej. 107 bakterii wiąże się z 1,7 
BPI [20]. Usunięcie BPI z powierzchni bakterii (przy użyciu np. trypsyny lub dwuwartoś-

http://rcin.org.pl



382 K. ZEMAN, J. KANTORSKI

ciowych kationów) znosi zaburzenia funkcjonalne, ale nie przywraca utraconej zdolności 
tworzenia kolonii [42,48]. Optymalny efekt bakteriobójczy zachodzi w neutralnym pH [42]. 
BPI wiąże się z wrażliwymi na niego bakteriami poprzez lipid A i rdzeń lipopolisacharydu 
(LPS). Jony Ca2+ i Mg“+ konkurują z BPI o te same miejsca anionowe molekuły LPS [5, 
48]. Nie wszystkie bakterie gramujemne są wrażliwe na BPI, należą do nich m.in. Serratia 
marcescens, Proteus species i niektóre bakterie z rodzaju Salmonella·, w czasie fagocytozy 
białko opłaszcza selektywnie tylko te wrażliwe [20].

DEFENSYNY

W neutrofilach ludzkich istnieją trzy podobne w budowie i funkcji homologiczne 
peptydy, nazwane defensynami. Te małe (Mr = 3,5-4,0 kDa), bogate w cysteinę i argininę 
peptydy, stanowią 5-7% ogólnej zawartości białek neutrofila i aż 30-50% zawartości 
ziarnistości azurofilnych [4, 14, 42]. Zastosowanie metody rozwirowywania ziarnistości 
granulocytarnych na podfrakcje pozwala zlokalizować defensyny głównie we frakcjach o 
najwyższej gęstości, przy czym wartości sięgające 50% maksymalnych osiągają we frakcji 
H5 zawierającej ziarnistości największe (0,32 μπι) i o największej gęstości [31]. Ustalono, 
że 109 neutrofili ludzkich zawiera ok. 5 mg defensyn. Osoba o wadze 70 kg, której szpik 
produkuje dziennie 2 x 109 granulocytów, syntetyzuje 700 mg tych peptydów na dobę [48]. 
Wykazano istnienie 6 króliczych i trzech ludzkich (wykazujących dużą homologię struktu
ralną) defensyn (HNP 1-3). HNP są zbudowane z 29-30 aminokwasów, a różnią się od 
siebie nieznacznie: HNP1 ma przed pierwszą cysteiną alaninę, HNP3 kwas asparginowy, 
a HNP-2 wolne miejsce. Wszystkie są cyklicznymi peptydami, bowiem reszty cysteinowe 
są sprzężone jedna z drugą za pomocą wiązań disulfidowych. Rozerwanie mostków 
disulfidowych znosi aktywność biologiczną [36, 46].

Spektrum działania tych peptydów to głównie bakterie gramdodatnie (Staphylococcus 
aureus) oraz gramujemne (Escherichia coli), ale także niektóre drożdżaki (Candida albi
cans) i wirusy (Herpes simplex typ 1 i 2, wirus grypy, wirus cytomegalii) [4, 13, 20]. 
Mechanizm działania opiera się na hamowaniu procesów oddechowych drobnoustrojów, 
wywoływaniu zmian przepuszczalności wewnętrznych i zewnętrznych błon komórkowych 
(gramujemne), hamowaniu zdolności do syntezy RNA i DNA i utracie zdolności bakterii 
do tworzenia kolonii [13, 20]. Co ciekawe, ludzkie defensyny wykazują działanie bójcze 
tylko w stosunku do metabolicznie aktywnych bakterii, przy czym w stosunku do bakterii 
gramdodatnich wymagane są dość duże stężenia tych peptydów w układzie in vitro [42,46].

Takie wysokie stężenia mają swoje odnośniki in vivo, gdyż jeden neutrofil zawiera ok. 
1000 ziarnistości z defensynami, których zawartość ocenia się, jak wspomniano, na 4-5 
pg/106 komórek. Wobec tego przy fuzji ziarnistości z fagosomem o średnicy 1 μπι stężenie 
defensyn w 1 ml wynosi 8-10 mg [13]. Ester forbolu (PMA) oraz opsonizowany zymosan 
powodują odpowiednio uwalnianie tylko 3 i 8% zawartości defensyn, natomiast surowica 
ma działanie hamujące uwalnianie defensyn [13].

Stwierdzono, że u osób z wrodzonym brakiem ziarnistości specyficznych brak jest także 
jakiejkolwiek aktywności defensyn. Osoby te wykazują wzrost częstości zachorowań na 
infekcje bakteryjne i wirusowe [10,11, 32],

Opisano ostatnio kolejną defensynę lokalizowaną w ziarnistościach azurofilnych [9,49].
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Jest ona podobnie jak poprzednie małym peptydem o masie 3,7 kDa i pi 8,6, bogatym w 
argininę (15,2 mol%), różni się natomiast dość znacznie składem aminokwasowym. W 
stosunku do pozostałych defensyn wykazuje ponad stukrotnie silniejsze działanie przeciw
ko Escherichia coli i czterokrotnie silniejsze przeciwko Streptococcus foecalis i Candida 
albicans.

LIZOZYM

Około 70 lat temu Fleming użył terminu lizozym dla określenia enzymu powodującego 
szybką lizę zawiesiny bakterii. Zgodnie z obecną nomenklaturą lizozym nosi nazwę syste
matyczną N-acetylomuramido-glikanohydrolazy, a potocznie -  muramidazy. Lizozym jest 
białkiem kationowym o masie cząsteczkowej 14,4 kDa [11]. Powszechność jego występo
wania sprawia, że jest jednym z głównych składników nieswoistych mechanizmów obron
nych ustroju. Największą jego aktywność stwierdza się m.in. w łzach, mleku kobiecym, soku 
żołądkowym, spermie, płynie owodniowym, przesiękach, ślinie [15]. Istotne ilości tego 
enzymu znajdują się również w ziarnistościach azurofilnych i specyficznych neutrofili 
ludzkich. Jego ilość ocenia się na około 3 jjLg w 106 tych komórek [10].

Rola lizozymu jako czynnika przeciwbakteryjnego to bezpośrednie działanie, ale rów
nież stymulacja komórek fagocytujących. Jako glikozydaza rozbija wiązania ß-l,4-glikozy- 
dowe między kwasem N-acetylomuraminowym i N-acetyloglukozaminą ścian bakterii [39]. 
Enzymatyczny mechanizm zabijania odnosi się głównie do bakterii mających tego typu 
miejsce w błonie komórkowej (Micrococcus lysodeiktikus, Bacillus sp.), stwierdzono jed
nakże możliwości bójcze lizozymu nie opierające się na enzymatycznym działaniu w 
stosunku do takich mikroorganizmów, jak Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus 
aureus czy Candida albicans [24, 30]. Ten drugi typ działania wymaga większych dawek; 
uważa się że in vivo nieenzymatyczny efekt lizozymu może być wzmagany przez neutrofi- 
lowe, obojętne proteazy [43]. Wykazano także in vitro destrukcyjne działanie lizozymu w 
stosunku do niektórych Chlamydia [30].

Lizozym może mieć pośredni wpływ na immunostymulację poprzez rozszczepianie 
peptydoglikanów, które są zdolne do tworzenia adjuwantów, stymulowania produkcji 
przeciwciał, indukowania opóźnionej odpowiedzi na antygeny, indukowania odpowiedzi 
mitogennej [15].

Poziom lizozymu w surowicy jest przydatny do diagnostyki niektórych chorób rozros
towych, nowotworowych i zapalnych. Istnieją próby stosowania terapeutycznego tego 
enzymu, stosuje się go także jako konserwant w przemyśle spożywczym [15].

LAKTOFERRYNA

Laktoferryna jest glikoproteiną o masie cząsteczkowej ok. 80 kDa. Jest to substancja 
będąca nośnikiem kationowym jonów żelaza. Jedna jej cząsteczka wiąże dwa atomy Fe 
Po raz pierwszy wyizolowano ją z mleka kobiecego (tzw. czerwona proteina), gdzie osiąga 
stężenie do 1 mg/ml [7]. W organizmie znajduje się głównie w neutrofilach oraz w puli
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statycznej jako część wydzieliny na błonach śluzowych [11]. Wykazano także, że 28% 
monocytów i ok. 13% limfocytów wykazuje jej obecność. Mało (w porównaniu do trans- 
ferryny) znajduje się jej w surowicy (>  1 |ig/ml vs 2-4 mg/ml) [7]. Stosunkowo dużą (tj. 
2-6 pg/106) zawartość laktoferryny wykazano w neutrofilach [25]. Metodą immunoperok- 
sydazową lokalizuje się ją wyłącznie w ziarnistościach specyficznych [25]. Stosowanie 
innych metod (immunogold) pozwala wykazać heterogenność neutrofili pod względem 
zawartości laktoferryny -  6-10% tych komórek nie zawiera jej wcale [7].

Wskazuje się na rolę laktoferryny jako modulatora niektórych reakcji immunologicz
nych, wykazano bowiem jej zdolność do hamowania uwalniania czynnika powodującego 
powstawanie kolonii granulocytarno-makrofagowych (GM-CSF) [3], hamowania mie
szanej reakcji limfocytów (MLR), wzmagania cytotoksyczności makrofagów przeciwko 
komórkom nowotworowym [19,27]. Interesujące są także spostrzeżenia o wiązaniu lakto
ferryny przez komórki białaczkowe i o indukowaniu przez interleukinę-1 in vitro selektyw
nej egzocytozy laktoferryny z ziarnistości specyficznych [50].

Najważniejsze spektrum fizjologicznego działania laktoferryny to jej destrukcyjny 
wpływ na mikroorganizmy. Może on zachodzić poprzez bakteriostatyczny efekt wolnej od 
żelaza apolaktoferryny wynikający z chelatowania komponentów żelazowych niezbędnych 
dla metabolizmu bakterii. Druga możliwość to bezpośredni wpływ apolaktoferryny na np. 
Vibrio cholerae czy Streptococcus mutans. Trzecia możliwość jest związana z funkcją 
laktoferryny jako donora jonów Fe2 + dla systemu mieloperoksydazy i generowania 
wolnych rodników [11, 25]. Wykazano, że w czasie infekcji bakteryjnej, oparzenia i hemo
dializy obniża się wewnątrzkomórkowe stężenie laktoferryny, przy równoczesnym jej 
wzroście w surowicy.

Pacjenci z wrodzonym brakiem ziarnistości specyficznych, a więc i niedoborem lakto
ferryny wykazują zwiększoną podatność na infekcje bakteryjne [11, 12, 23]. Opisano 
również przypadki z selektywnym niedoborem laktoferryny [22].

INNE CZYNNIKI

Oprócz wyżej omówionych czynników wykazujących działanie bójcze na mikroorganiz
my opisywane są zawarte w neutrofilach substancje białkowe wykazujące różne spektra 
działania. Białka CAp-57 czy BP mające wykazywać szczególnie silne właściwości bójcze 
w stosunku do Pseudomonas aeruginosa mają masy cząsteczkowe odpowiednio 57 i 55 kDa 
oraz sekwencję aminokwasów bardzo podobną do wcześniej omówionego BPI i są z nim 
najprawdopodobniej identyczne [18, 29, 38].

Ponieważ neutrofile stanowią główną komponentę komórkową w miejscach uszkodzeń 
spowodowanych wirusami herpes, wydaje się, że mogą one wiązać i internalizować cząs
teczki wirusa [45]. Wykazano, że neutrofile produkują substancje o aktywności interfero- 
nopodobnej, które określa się mianem poliferonów. Jedna z nich scharakteryzowana 
dokładniej, o Mr ok. 90 kDa wykazuje działanie anty HSV1, a także powoduje supresję 
proliferacji zależnych od interleukiny-2 limfocytów T [2]. Na materiale bydlęcym opisano 
czynnik otrzymywany z neutrofili o bezpośrednio neutralizującym wpływie na rhinowirusy 
(RV1B) i wirusy herpes. Składa się on z dwu peptydów, bogatych w prolinę i argininę, o 
Mr ok. 7,5 kDa . 1011 neutrofili produkuje 5-13 mg tej substancji [51].
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Opisano także grupę uzyskanych z neutrofili bydlęcych kationowych peptydów o masie 
cząsteczkowej 5-7 kDa. Określa się je jako bakteneciny (łac. bacterium i necare). Ich 
działanie jest skierowane głównie przeciw bakteriom Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae. Każda z opisywanych baktenecin 
znajduje się w ilości ok. 125 ng/106 komórek [16].

UWAGI KOŃCOWE

Profesjonalne fagocyty, do których należą neutrofile, wchłaniają opsonizowane mi
kroorganizmy do fagosomów, które po fuzji z ziarnistościami wewnątrzkomórkowymi 
tworzą fagolizosomy, w których dochodzi do zabijania i trawienia pochłoniętego materiału 
[6,42], Proces taki, jak wspomniano, może odbywać się w drodze zależnych i niezależnych 
od tlenu mechanizmów. Na ogół oba są rozpatrywane oddzielnie i nie uwzględnia się ich 
wzajemnych interakcji. Istnieją pojedyncze doniesienia wskazujące na fakt, że oba te 
systemy mogą działać synergistycznie, np. ekspozycja bakterii na system wolnych rodników 
wzmaga ich wrażliwość na lizozym [26]. Jako inny przykład może służyć fakt, że składniki 
zawarte w ziarnistościach mogą ochraniać własną mieloperoksydazę przed tlenowo-zależ- 
ną autoinaktywacją [42].

Trudno szczegółowo opisać sekwencję zjawisk zachodzących w fagolizosomie. Znajdu
ją się tam produkty powstające w wyniku wybuchu oddechowego oraz czynniki bójcze 
pochodzące z systemu pozatlenowego. Niejasna jest rola pH wewnątrz fagolizosomu, które 
w kilku pierwszych minutach procesu fagocytozy rośnie do 8,0, a po ok. 30 minutach spada 
do 6,5 [34], Trudno też odpowiedzieć na pytanie, po jakim czasie wchłonięte bakterie są 
zabijane. Chociaż uważa się, że następuje to w kilka minut po internalizacji, to jednakże 
kinetyki zabijania dla poszczególnych bakterii są różne [21]. Nie wyjaśniono dotychczas, 
jakie są optymalne stężenia czynników wewnątrz fagolizosomu, czy działają one ze sobą 
synergistycznie czy antagonistycznie wobec siebie, jaki jest półokres ich trwania, co powo
duje ich inaktywację.

Przy rozpatrywaniu powyższych zagadnień należy także uwzględniać doniesienia wyka
zujące, że mikroorganizmy wytwarzają własne mechanizmy obronne chroniące je przed 
działaniem zabijających czynników. Przykładowo Chlamydia species czy Mycobacterium 
tuberculosis hamują etap powstawania fagolizosomu, Trypanosoma cruzi jest zdolna do lizy 
nowo sformowanego fagolizosomu [32]. U bakterii Salmonella typhimurium wykryto gen 
powodujący ich oporność na defensyny neutrofili [8]. Należy także wspomnieć o genetycz
nie uwarunkowanych różnicach w zdolności neutrofili do fagocytozy i genetycznie zdeter
minowanych defektach fagocytozy i zabijania wewnątrzkomórkowego.
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