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cowanie zbiorcze Green z 1988r. [23]. Obecnie
przyjmuje sie, ze wérdd identyfikowanych ele-
ktroforetycznie komplekséw chlorofilowo-
biatkowych (rys. 1) przynajmniej trzy
zawierajgce chlorofil a i b petnig funkcje
molekularnych anten energetycznych absor-
bujacych kwanty $wiatta i przekazujacych e-
nergie wzbudzenia centrom reakcji
fotosyntetycznych [23].

Dwa sposréd nich noszg nazwe "zbieraja-
cych energie Swietlng komplekséw chlorofil a/b
- biatko" i z literatury anglojezycznej (light har-
vesting chlorophyll a/b -protein complex) okres-
lane sg skrotami LHCI i LHCII w zwigzku ze
zdolnoscia preferencyjnej wspoétpracy z cen-
trami reakcji odpowiednio fotosystemu |
(PSI) i fotosystemu Il (/*511). Trzeci z kom-
p|ek3(’)w antenowych Okres'k)ny skrotem CP29 R){S. 1 Komp_)leksy Cf:llOI_’Ofi|0W0—bia+k0we_t)_/|ak0li-
(chlorophyll-protein 29 kD) uwazany jest za o SHeren domke, A it oos
wewnetrzng anteng energetyczna/*SI1 [14,23].  yyrydzy - B [6]; brony tylakoidowe uptynnione
W rezultacie udoskonalenia technik elekt-  za pomoca /+-oktyloglukozydu i SDS rozdzielano
roforetycznych odkryto ostatnio dwa dalsze metoda SDS-PAGE wtemp. 4°C: A -LHCII* for-
kompleksy biatek zwigzanych z chlorofilem a i :;? g"?l‘_’"llegcégg'i'ﬂfc”l '7;8rr’2§rg‘z‘:::$;ré’\fvzié
b, zwane CP24 i CP26 i zaliczane do anten subpopulacje LHCI
energetycznych [7, 18, 19]. Informacje doty-
czace tych kompleksow sg jednak jak dotad
skape i niejednoznaczne [7, 8,18, 23]. Zwazywszy, ze od opublikowania w pismiennictwie
polskim opracowania Woznego [60], zawierajacego dane dotyczace ogdlnej charakterys-
tyki LHC, nastapit nie tylko znaczny postep badan nad LHCII, ale takze odkryte zostaty
dalsze kompleksy antenowe, wylonita sie potrzeba opracowania przegladu aktualnej wied-
zy 0 kompleksach antenowych. Ponadto odrebne opracowanie zostato poswiecone immu-
nochemicznym wiasciwosciom biatek tych kompleksow [30].

CHARAKTERYSTYKA KOMPLEKSOW ANTENOWYCH
STRUKTURA I FUNKCJA LHC I

LHC Il jest jednym z najwcze$niej opisanych [lit. szczeg. cyt. 10, 23, 58], a zarazem
najintensywniej badanych komplekséw chlorofilowo-biatkowych tylakoidéw. Efektem
przeszto dwudziestoletnich badan jest obszerna, wieloaspektowa literatura szczegétowa
oraz liczne artykuty przegladowe, z ktérych tylko w ostatnich latach ukazaty sie m.in.
opracowania Brechta [10], Thornbera [58], Staehelina [53], Chitnisa i Thornbera [15].

W skiad LHCII wchodzg: 1-5 hydrofobowych biatek, chlorofil a, chlorofil b oraz
ksantofile. Przyjmuje sie, ze LHCII zawiera do 50% catkowitego chlorofilu i do 40%
catkowitego biatka tylakoidow, przy czym na jedng czasteczke biatka przypada 5-7 czas-
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teczek chlorofilu a, 4-6 czasteczek chlorofilu b oraz 2 lub 3 czasteczki ksantofili [15].
Stosunek molowy chlorofilu a do b jest bliski jednosci i najczesciej wynosi 1,0-1,2 [33].
Skfad ksantofili LHCII nie zostat dotad ostatecznie rozstrzygniety. Brody i wsp. [11]
sugeruja, ze LHCII zawiera co najmniej 4 r6zne rodzaje tych barwnikow. Natomiast
Plumley i Schmidt [47] w badaniach nad optymalizacjg warunkéw rekonstytucji LHCII in
vitro stwierdzili, ze do uzyskania preparatu LHCII szpinaku o widmach fluorescencji i
dichroizmu kotowego bardzo zblizonych do widm natywnego LH CIl wystarczy wprowa-
dzenie dwu sposrdd trzech badanych ksantofili (luteina, neoksantyna, wiolaksantyna).

Od kilku lat istniejg dane wskazujace, iz w sktad LHCIl wchodzg takze lipidy acylowe:
galaktolipidy, sulfolipidy i fosfolipidy [32, 50]. Istotng role przypisuje si| fosfatydyloglice-
rolowi zawierajacemu wystepujacy wytacznie w chloroplastach kwas A -transheksadece-
nowy. Z licznych doniesie wynika, ze moze on wptywaé na formowanie i stabilno$¢
oligomerycznych form LHCII [31, 32, 40], na efektywno$¢ przekazywania energii wzbu-
dzenia przez LHCII do centrum reakcji PSU oraz na efektywnos¢ transportu elektronéw
w obrebie PSU [28, 40]. W tej sytuacji duzym zaskoczeniem byto doniesienie Plumleya i
Schmidta [47], ktérzy stwierdziwszy, ze rekonstytucjaZJ/Cll szpinaku in vitro nie wymaga
obecnosci lipidow acylowych w mieszaninie rekonstytucyjnej, wyrazili poglad, ze lipidy
acylowe nie sg integralnymi sktadnikami tego kompleksu. Zwazywszy, ze lipidy moga by¢
silnie zasocjowane z biatkami LHCII (LHCII) i moga pozostawaé z nimi w kompleksie
mimo intensywnego wieloetapowego odttuszczania [50], wydaje sie prawdopodobne, ze
Plumley i Schmidt [47] wprowadzili do $rodowiska rekonstytucyjnego lipidy acylowe jako
zanieczyszczenia polipeptyddw.

W zwigzku z wysoka zawartoscia chlorofilu b, odrézniajacg LHCIl od pozostatych
kompleksow chlorofilowo-biatkowych, w widmie absorpcji LHCII sporzagdzonym w temp.
pokojowej (rys. 2), obok typowych wierzchotkdw dla chlorofilu a (przy 432-440 nm i
667-679 nm) oraz dla chlorofilu b (przy 470-472 nm) wystepuje charakterystyczny wierz-
chotek chlorofilu b przy 650-653 nm [16, 26].

Charakterystyczne jest takze widmo fluorescencji LHCII w temp. 77 K (rys. 3), z
wyraznym wierzchotkiem przy 686 nm oraz niewielkim wzniesieniem przy 695 nm [26].
Widmo wzbudzania fluorescencji dla wierzchotka 686 nm wyraznie dowodzi zaangazowa-
nia chlorofilu a i b oraz karotenoidéw jako anten energetycznych [48]. Istniejg dane
wskazujace, ze natywnyL//ClI jest oligomerem iwystepuje w tylakoidach jako trimer [10,
19].

Za powyzszg koncepcja przemawia fakt, izwrdznych systemach tagodnie denaturujacej
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym LHCII wystepuje w jednej lub dwu formach
oligomerycznych oraz w formie monomeru [1, 57]. Zdaniem Lyona i Unwina [38] nie jest
jednak wykluczone, ze trimery sg artefaktami odzwierciedlajgcymi hydrofobowe interakcje
monomerow LHCII, dojakich dochodzi wobecnosci detergentéw. Powszechnie przyjmuje
sie, ze LHCII jest kompleksem transmembranowym, ktérego cze$¢ polipeptydowa wnika
na gtebokos¢ ok. 20 nm od stromy oraz ok. 0,7 nm do $wiatta tylakoidu [37].

Z licznych danych wynika, ze,LHCII charakteryzuje sie heterogenicznoscig strukturalng
i funkcjonalng. Uwaza sie powszechnie, ze LHCII sktada sie z dwoch subpopulacji:
wewnetrznej silnie zwigzanej z centrum reakcji PSU oraz znacznie stabiej z nim zwigzanej
subpopulacji peryferycznej, mobilnej [35, 36, 51]. Subpopulacje te r6znia sie sktadem
polipeptydowym, natomiast nie r6znig sie stosunkiem chlorofilu do biatka oraz chlorofilu
a do b [52]. Konsekwencjg heterogenicznosci strukturalnej LHCII jest zréznicowanie
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Rys. 2. Widmo absorpcji LHCIlI iLHCI grochu - A (wg [25] uproszczone) oraz CP29 i CP26 kukurydzy - B
[7] sporzadzone w temp. pokojowej

strukturalne .PSU naPSlla iPSIIR. W zlokalizo-
wanym w tylakoidach gran PSHa centrum reak-
cji jest zwigzane z obydwoma subpopulacjami
LHCII [2], natomiast w PSIIR antene energe-
tyczng stanowi silnie zwigzana subpopulacja
wewnetrzna LHCII. Przy tym PSIIR ustepuje
znacznie ilosciowo PSlla iwystepuje na terenie
tylakoidéw stromy [2]. PSIIR uwazany jest za
forme ontogenetycznie wczesniejsza, z ktorej w
trakcie dojrzewania chloroplastow powstaje
PSlla przez dodanie subpopulacji peryferycznej
- mobilnej LHCII i przemieszczenie powstatej
struktury do rejonu gran [36, 41, 42],

Model dwu subpopulacji LHCII zapropono-
wano na podstawie wynikéw badan wykonanych
na szpinaku, u ktérego LHCII zawiera dwa po-
lipeptydy o m. cz. 27i 25 kDa [35]. Subpopulacja
wewnetrzna LHCII szpinaku zawiera tylko poli-
peptyd o m. cz. 27 kDa, a subpopulacja peryfe-
ryczna - mobilna oba polipeptydy. Model ten

Rys. 3. Niskotemperaturowe (77 K) widma
emisji fluorescencji LHCII iLHCI grochu (wg
[25] uproszczone) oraz CP29 szpinaku [27]; dtu-
gosc fal wzbudzenia fluorescencji wynosita 478

nm dla LHCII oraz 390-560 nm dla CP29

nie jest uniwersalny, np. nie moze by¢ bezposrednio zastosowany do opisania bardziej
skomplikowanej struktury LHCII, np. u kukurydzy [9]. LHCII kukurydzy zawierajacy 5
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polipeptydéw rozdzielono na 7 lub 8 subpopulacji, przy czym w sktad poszczegdlnych
subpopulacji wchodzg polipeptydy i barwniki w réznych kombinacjach ilosciowych.

Jak wiadomo, podstawowg funkcjg LHCII jest przekazywanie energii wzbudzenia do
centrum reakcji PSII, w czym uczestniczg wszystkie barwniki kompleksu z prawie 100%
wydajnoscig [49]. Jednak w zaleznosci od warunkéw Swietinych LHCII petni réwniez
funkcje regulatora rozdziatu energii wzbudzenia pomiedzy obydwa fotosystemy. W nor-
malnych warunkach $wietlnych LHCII przekazuje cato$¢ energii wzbudzenia centrom
reakcji PSU zlokalizowanym w tylakoidach gran. Jak wykazano, w ostatnich latach chloro-
plasty dysponuja mechanizmem szybkich adaptacji do zmieniajacych sie warunkéw $rodo-
wiskowych, w tym do zmian natezenia i sktadu spektralnego Swiatta. Adaptacje te wigza
sie z odwracalng fosforylacja polipeptydoéw LHCII przy udziale tylakoidowej kinazy akty-
wowanej przez zredukowany plastochinon [43 i cyt. lit.]. Wysunieto koncepcje, ze ta
fosforylacja i defosforylacja (katalizowana przez tylakoidowg fosfataze) stanowi podstawe
rozdziatu energii wzbudzenia przez LHCII pomiedzy .PSI i/’SIL Dzi$ powszechnie przyj-
muje sie, ze w rezultacie fosforylacji polipeptydéw LHCII nastepuje przemieszczenie sie
subpopulacji peryferycznej - mobilnej kompleksu z rejonu tylakoidéw gran do tylakoidéw
stromy i przekazywanie energii wzbudzenia do centrum reakcji PSI, natomiast defosfory-
lacja wywotuje zjawisko odwrotne [32, 34, 36].

Innego rodzaju adaptacje stwierdzono w przypadku traktowania rosliny podwyzszony-
mi temperaturami [55]. Dochodzi wéwczas do oddysocjowania centrum reakcji FSI1 wraz
zwewnetrzng subpopulacjgZJ/ClI1 od peryferycznej subpopulacjiLHCII (awiec nastepuje
przeksztatcenie /Hlla w PSIIB) i przemieszczenie sie powstatego THIIB do tylakoidow
stromy. Postuluje sie, ze oba typy przeksztatcen strukturalnych P51l zapobiegajg nadmier-
nemu wzbudzeniu i fotoutlenieniu P511 [56].

Obok funkcji antenowej oraz regulatora rozdziatu energii wzbudzenia pomiedzy oba
fotosystemy, LHCII peini takze istotng role w zespalaniu tylakoidéw w grana. Wskazuja
na to m.in. wyniki badan, w ktérych zaobserwowano $cistg korelacje miedzy formowaniem
sie stosow granowych a pojawieniem sie LHCII w plastydach zazieleniajgcych sie roslin
[3]. Stwierdzono rowniez korelacje pomiedzy zawartosScig LHC Il wbtonach tylakoidowych
a wzglednym stopniem przylegania tylakoidéw w granach oraz szeroko$cia stoséw grano-
wych [17, 45]. Ros$liny cieniolubne oraz adaptowane do niskich natezehA $wiatta cechuje
wyzszy udziat LHCII i zarazem wieksza szeroko$¢ gran w poréwnaniu z roslinami Swia-
ttolubnymi i adaptowanymi do wysokich natezeh Swiatla [3]. Mechanizmem lezacym u
podstawy udziatu LHCII wzespalaniu bton tylakoidowych jest réwniez proces odwracalnej
fosforylacji polipeptydéw mobilnej frakcji tego kompleksu [22,34]. Wedtug Kyle i wsp. [34]
wywotany fosforylacjg treoniny wzrost powierzchniowych tadunkdw ujemnych polipepty-
déw LHCII prowadzi do zmian konformacyjnych tego kompleksu, powodujgc roztgczanie
sie bton tylakoidéw i boczng migracje mobilnej subpopulacji LHCII z regionéw bton
zespolonych (gran) do niezespolonych (tylakoidéw stromy). Wraz z defosforylacjg nas-
tepuje odwrdcenie sytuacji. Wyczerpujace omowienie roli odwracalnej fosforylacjiLT/ClI
zarowno w regulacji procesu zespalania tylakoidow gran, jak i dystrybucji energii wzbu-
dzenia zawiera wymienione poprzednio polskojezyczne opracowanie zbiorcze Woznego
[60], a takze anglojezyczne Gounaris i wsp. [22].
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STRUKTURA | FUNKCJA CP29

Do kompleksow petnigcych funkcje anten energetycznych nalezy réwniez znacznie
mniej dotad poznany kompleks okreslany skrotem CP29, uwazany za wewnetrzng antene
.PSU [14, 23]. Stosunkowo niewielka ilo$¢ informacji dotyczaca CP29 jest wynikiem pow-
szechnego stosowania metody elektroforetycznego rozdziatu uptynnionych tylakoidéw wg
Anderson i wsp. [1], nie pozwalajgcej na ujawnienie tego kompleksu. W tym przypadku
CP29 komigruje z monomeryczng formg LHCU. Aby oddzieli¢ CP29, niezbedne jest
zastosowanie innych warunkéw uptynniania bton tylakoidowych, np. w obecnosci B-okty-
loglukozydu [14, 23]. Nazwa CP29 wprowadzona zostata przez Camm i Green [13] dla
kompleksu wyodrebnionego ze szpinaku [13, 20, 57]. W ostatnich latach kompleks ten
zostat opisany jako sktadnik antenowy PSU szeregu innych gatunkéw, w tym: kukurydzy
[7], fasoli [57], jeczmienia [29, 59] i soi [42].

W skitad CP29 wchodza biatka oraz chlorofil a i b, przy czym stosunek ilosciowy
chlorofilu a do b miesci sie w przedziale 2-5 [7,14, 23]. Wysoka absorbcja przy 490 nm w
widmie absorpcji kompleksu wskazywata, ze CP29 zawiera rowniez karotenoidy [13]. Ich
sktad zostat okreslony dopiero w ubiegtym roku przez Henryssona i wsp. [27], ktéry w CP29
szpinaku zidentyfikowat luteine, wiolaksantyne i neoksantyne. Wedtug tych autoréw posz-
czegOlne ksantofile wystepujag w jednakowych ilosciach odpowiadajagcych od 0,5 do 1
czasteczki barwnika na czagstke CP29.

Nieliczne sg dotad préby ustalenia stechiometrii skfadnikdw CP29. Na podstawie
analizy sktadu wysoko oczyszczonego preparatu CP29 szpinaku Barbato i wsp. [5] podali,
ze najedng czasteczke biatka CP29 przypadajg 3,3 czasteczki chlorofilu a i 0,8 czgsteczki
chlorofilu b. Natomiast z badan Glicka i Melisa [21] prowadzonych na pozbawionym
chlorofilu b mutancie chlorina fjeczmienia wynika, ze jedna czgsteczka biatka CP29 jest
zwigzana z 13 czasteczkami chlorofilu a. Opierajac sie na roznicy w liczbie czasteczek
chlorofilu przypadajgcych na czasteczke P-680 w kompleksie centrum reakcji PSU (obej-
mujgcym biatka Di, D2, cyt bs59, CP47, CP43, CP29 i CP26) oraz wrdzeniu centrum reakcji
P51 (zawierajagcym biatka Di, D2, cyt bs59, CP47, CP43) Barbato i wsp. [5] obliczyli, ze
natywny CP19 jest trimerem. Poglad ten podwaza fakt, ze z reguty nie obserwuje sie
oligomerycznych form CP29 w warunkach rozdziatu elektroforetycznego komplekséw
chlorofilowo-biatkowych.

Widmo absorbcji CP29 (rys. 2) charakteryzuje obecnos¢ tych samych maksimow, jakie
obserwuje sie w przypadku LHCII, przy czym wierzchotek absorbcji dla chlorofilu b przy
650 nm jest znacznie stabiej zaznaczony badz niedostrzegalny, a wierzchotek absorbcji w
czerwonej czesci widma odpowiadajacy chlorofilowi a jest z reguty przesuniety 0 2-3 nm
w Kierunku dalekiej czerwieni [57]. Niskotemperaturowe (77 K) widmo fluorescencji
kompleksu (rys. 3) ma wyrazne maksimum przy 676-680 nm [7]. CP29 obejmuje 9-10%
catkowitego chlorofilu tylakoiddw [24, 57] i jak wykazano metodami cytoimmunochemicz-
nymi, 80-85% kompleksu znajduje sie na terenie tylakoidéw gran [20, 29]. Réwnocze$nie
stwierdzono, ze w przeciwienstwie do LHCII, CP29 nie ulega fosforylacji w warunkach in
vitro [19]. W zwigzku z powyzszym oraz faktem, ze CP29 jest SciSle zwigzane z centrum
reakcji PSU, Dunahay i wsp. [19] wyrazili poglad, iz CP29 moze by¢ sktadnikiem wewne-
trznej anteny LHCII. Podobna role przypisuje sie dwu innym nowo odkrytym kompleksom
zawierajgcym chlorofil a ib nazwanym CP24 i CP26 [5,7,18]. Réwnoczes$nie w odniesieniu
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do CP24 istniejg sugestie, ze moze by¢ identyfikowany z jedng z subpopulacji LHCI,
mianowicie LHCI-689 [7].

STRUKTURA | FUNKCJA CP26

CP26 zostat po raz pierwszy opisany przez Bassi i wsp. [7] u kukurydzy. Jego obecnos¢
stwierdzono w efekcie elektroforetycznego rozdziatu czastek PSU w warunkach sprzyjaja-
cych migracji catej puli LHCII w formie oligomeru. W ten spos6b ujawniono kompleks,
ktéry wnormalnych warunkach elektroforezy byt niezauwazany ze wzgledu na komigracje
z monomeryczng formg LHCII.

CP26 zawiera biatko, chlorofil a i b, przy czym stosunek chlorofilu alb wynosi 2.
Obecnos$¢ karotenoidéw i lipidéw acylowych w CP26 nie byta dotad badana. Widmo
absorpcyjne CP26 (rys. 2) zawiera wierzchotki charakterystyczne dla chlorofilu a, podczas
gdy niskotemperaturowe widmo fluorescencji ma wierzchotek przy 680 nm. Wyizolowany
z tylakoidéw szpinaku w identyczny sposéb, jak to zrobili Bassi i wsp. [7] u kukurydzy,
kompleks chlorofil alb-biatko zostatl nazwany CP21 przez Dunahay i wsp. [18]. CP26
(CP21) jest scisle zasocjowany z CP29 ijak juz wspomniano, jest uwazany za wewnetrzng
antene PSU [6]. Ponadto istnieje koncepcja, wedtug ktorej CP26 moze wspétuczestniczy¢
wraz z CP29 i CP24 w przejmowaniu nadmiaru energii wzbudzenia z LHCIl w warunkach
zagrazajgcych fotoinhibicjgP511 [7]. Barbato iwsp. [5] sadzg, ze CP26 - podobnie jak CP29
- przyjmuje in vivo strukture trimeryczna.

STRUKTURA I FUNKCJA LHCI

Dopiero kilkanascie lat po wyodrebnieniu LHCII, w roku 1983, zostat po raz pierwszy
wyizolowany i scharakteryzowany przez Hawortha i wsp. [25] zbierajacy energie Swietlng
kompleks zwigzany z PSI. LHCI okazat si¢ nie tylko jednym z najmniej licznych komplek-
sow chlorofilowo-biatkowych tylakoidéw, ale réwnoczes$nie stosunkowo trudnym do wyo-
drebnienia. Jak podaje Green [23], bezcelowa jest izolacja LHCI tradycyjng metoda
bezposredniego rozdziatu elektroforetycznego uptynnionych tylakoidéw na SDS-PAGE,
bowiem kompleks ten komigruje zmniejszym oligomerem LHCII lub innym komponentem
PSII, jakim jest kompleks chlorofil a-biatko zwany CP47. Wyodrebnienie LHCI przy uzyciu
technik elektroforetycznychjest mozliwe pod warunkiem np. uzyskania czystego preparatu
tylakoidow stromy lub przez tgczenie metod elektroforezy z innymi, takimijak ultrawiro-
wanie lub/i chromatografiajonowymienna na DEAE-celulozie [44]. W $wietle powyzszych
danych zrozumiate, iz LHCI jest znacznie stabiej poznany w poréwnaniu zLHCII.

W sktad LHCI oprocz biatek wchodzg chlorofile a i b oraz karotenoidy. Przy tym
stosunek chlorofilu a do b jest znacznie wyzszy od podawanego dla LHCII i do$é zrézni-
cowany. Moze wynosi¢ od 2,5 u rzesy [44] do 3,7 u grochu [25], a niekiedy autorzy donoszg
0 znacznych réznicach uzyskiwanych dla kolejnych preparatéw LHCI tego samego gatun-
ku, np. ujeczmienia [8]. W sktadzie karotenoidowym kompleksu zbadanym dotychczas
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tylko u rzesy [44] stwierdzono luteine, wiolaksantyne i B-karoten. Natomiast zupetnie
otwarta jest kwestia ewentualnej obecnosci lipidéw acylowych.

Nie jest znana doktadna stechiometria sktadnikdw LHCI. Pewng ilo$¢ informacji na ten
temat wnoszg dane dotyczace liczby czgsteczek chlorofilua -- b przypadajgcych na antene
energetyczng czastki PSI (po uwzglednieniu chlorofilu a stanowigcego wewnetrzng an-
tene). llos¢ te oszacowano u szpinaku na 100 czasteczek [39], a u jeczmienia na 120
czasteczek [8]. Przyjmujac, ze LHCI szpinaku zawiera takg sama liczbe trzech polipepty-
déw [18], mozna obliczyé, ze na kazdy z nich przypadajg 33 czasteczki chlorofilua + h.
Liczba ta moze okazaé sie dwu- do trzykrotnie mniejsza, gdy LHCI jest in vivo di- lub
trimerem. Prawdopodobienistwo wystepowania form oligomerycznych LHCI potwierdza
doniesienie Bassi i Simpsona [8], ktérzy wsrdd rozdzielonych elektroforetycznie komplek-
sow chlorofilowo-biatkowych kukurydzy stwierdzili obecnos¢ oligomeru LHCI. Ponadto
Bruce i Malkin [12] ustalili, ze najedng czgsteczke P 700 u rzesy przypadajg dwie czgsteczki
LHCPI o m. cz. 23 kDa. W zwiazku ze znacznie mniejsza zawarto$cig chlorofilu b w
stosunku do chlorofilu a widmo absorbcji tego kompleksu (rys. 2) jest zdominowane przez
maksima odpowiadajgce chlorofilowi a przy 432-440 nm oraz przy 668-674 nm. Charak-
terystyczny dla chlorofilu b wierzchotek w pasmie Soreta (470-472 nm) jest w przypadku
LHCI zwykle zauwazalny jako stabe wzniesienie, natomiast w rejonie 650 nm nigdy nie
obserwuje sie odrebnego wierzchotka dla chlorofilu b, jak to ma miejsce w przypadku
LHCII [26,44,58]. LHCI ma w temp. 77 K charakterystyczne widmo fluorescencji (rys. 3)
o dwu wierzchotkach przy 680 i 730 nm [8,26], a Remy i Ambard-Bretteville [48] opisali w
widmie fluorescencji LHCI grochu dodatkowy, bardzo wyraznie zaznaczony wierzchotek
przy 650 nm. Analiza widma wzbudzenia fluorescencji dowodzi, ze najwazniejszym barw-
nikiem antenowym tego kompleksu jest chlorofil a [8].

U kilku gatunkéw roslin [6,8] stwierdzono istnienie dwu subpopulacji LHCI r6znigcych
sie sktadem polipeptydowym, nieznacznie zawartoscig chlorofilia ib, a takze wtasnosciami
absorbcyjnymi: widmem dichroizmu kotowego iwidmem fluorescencji w 77 K. Kompleksy
te identyfikowane na podstawie niskotemperaturowego widma emisyjnego fluorescencji
okreslone sg odpowiednio jako LHCla lub LHCI-680 oraz LHCIb lub LHCI-130. Na
podstawie wynikow frakcjonowania i rekonstytucji PSI jeczmienia Bassi i Simpson [8]
zaproponowali model transferu energii dla PSI, wg ktérego LHCI petni role anteny
posredniczacej przy przekazie energii wzbudzenia przez mobilng subpopulacjeL/fCll do
PSI. Przekaz energii wzbudzenia nastepowatby zgodnie z sekwencjg: LHCII -+LHCI- 680
-»LHCI-13Q -* centrum reakcji PSI (P 700 chia - PI).

Z danych immunocytochemicznych wynika, ze w odréznieniu od LHCII, ktorego
mobilna subpopulacja moze przemieszczaé sie z tylakoidéw gran do tylakoidéw stromy,
LHCI jest kompleksem wystepujacym w obrebie tylakoidow stromy [29]. Z drugiej strony
istnieja doniesienia wskazujace, ze cze$¢ (ok. 35%) populacji LHCI moze znajdowac sie
na terenie tylakoidow gran [4], Andreasson i wsp. [4] stwierdzili u szpinaku heterogenicz-
nos$¢ funkcjonalng PSI analogiczng do heterogenicznosci PSU. Opierajgc sie na analizie
aktywnosci fotochemicznej PSI oraz kinetyki fotoutleniania P 700 wysoko oczyszczonych
preparatow tylakoidowych gran i stromy wykazali obecno$¢ odrebnych funkcjonalnie
populacji PSla wgranach iPSIR wtylakoidach stromy. R6znice funkcjonalne PSla iPSIR
zdaniem autoréw odzwierciedlajg réznice w wielkosSci anteny energetycznej, czyli LHCI.
Nie wiadomo, jak te r6znice majg sie¢ do opisywanej poprzednio struktury subpopulacyjnej
LHCIlaiLHCIb [6,8].
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SEKWENCJE POWTARZAJACE SIE
W GENOMACH ROSLINNYCH

REPETITIVE SEQUENCES IN PLANT GENOMES

Tomasz SAKOWICZ
Zaktad Cytologii i Cytochemii Roslin, Uniwersytet £.ddzki

Streszczenie. Genomy wiekszosci roslin wyzszych zawierajg wysoki procent sekwencji powtarzajacych sie. We
wszystkich gatunkach roélin zbadanych do tej pory, wyniki eksperymentéw rcasocjacyjnych wskazywaty na
obecnos$¢ frakcji repetytywnych, ktére moga stanowi¢ nawet do 70% DNA jadrowego u roélin; frakcja ta ma
zatem powazny udziat w tworzeniu chromosomoéw. Frakcje repetytywne byty analizowane pod wzgledem struk-
tury, funkcji i modelu rozproszenia w genomach. Proponowano dla tych sekwencji szereg przypuszczalnych
funkcji, wliczajac, takie jak udziat w procesach rekombinacji czy replikacji DNA. Jednakze jak dotad, brak jasnych
dowodéw $wiadczacych jednoznacznie o ich biologicznej roli.

Stéwa kluczowe: sekwencje repetytywne, DNA jadrowy, organizacja genomu ro$linnego.

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.

WSTEP

Szybki rozw6j metod badawczych zwigzanych z odkryciem enzymoéw restrykcyjnych
(klonowanie, sekwencjonowanie DNA, hybrydyzacje, czy metody pozwalajgce na badanie
struktur DNA wyzszego rzedu) pozwolit w ostatnich latach na doktadniejsza, niz to byto
mozliwe do tej pory, analize genoméw eukariotycznych. Badania zapoczatkowane przez
Brittena i Kohne’a [2] ujawnity we wspomnianych genomach obecno$¢ réznego typu
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sekwencji powtarzajgcych sie (repetytywnych). Wkrotce okazato sie, ze sa one charakte-
rystyczng cechg tych genoméw. Omawiane sekwencje stanowig od kilku do ok. 70%
catkowitego DNA, a ich ilos¢ i typ nie sg uzaleznione od ewolucyjnego potozenia danego
organizmu. Znane sg przyktady odlegtych filogenetycznie gatunkéw o bardzo podobnych
sekwencjach powtarzajacych sie i przeciwnie - odmian blisko spokrewnionych, w ktorych
sekwencje te wykazujg znaczng odmienno$¢. Poznane sekwencje nukleotydowe podzielo-
no uwzgledniajgc ich czestos¢ w genomach na sekwencje:

« unikalne, wystepujgce w pojedynczych kopiach,

« umiarkowane powtarzajgce sie, ktorych liczbe kopii oceniono na K”-105,

e wysoce powtarzalne, o liczbie kopii przekraczajgcej 105.

Kazda z wymienionych grup sekwencji byta przedmiotem szczeg6towych analiz pod
wzgledem ich organizacji genomowej, struktury i funkcji. Sekwencje umiarkowanie pow-
tarzajace sie sg zwykle dodatkowo dzielone na dwie gtéwne klasy:

SINES, do ktdrej naleza krétkie powtarzajgce sie sekwencje rozproszone, a ich elemen-
ty majg zwykle dtugosé do 500 pz;

LINES o elementach powtarzajacych sie dtugosci kilku tysiecy pz.

Elementy nalezace do obu wspomnianych grup rozproszone sg wsrod sekwencji uni-
kalnych i wysoce powtarzalnych [4, 9]. Dokonano takze innego podziatlu omawianych
sekwencji, uwzgledniajgcego sposob ich organizacji genomowej. Najczesciej wyrdznia sie
tutaj sekwencje rozproszone, w ktoérych poszczeg6lne elementy powtarzajace sie oddzie-
lone sg od siebie innymi sekwencjami oraz sekwencje tworzace tzw. szyk tandemowy, gdzie
powtarzajace sie jednostki wystepujg bezposrednio obok siebie. Niezaleznie od swojego
charakteru omawiane sekwencje zlokalizowane sg gtdwnie w nieaktywnej transkrypcyjnie
czesci chromatyny (heterochromatyna) zajmujac pozycje telomerowa, przycentromerowg
lub interkalarna.

Stopiefi poznania sekwencji powtarzajacych sie jest znacznie wiekszy w genomach
zwierzecych niz u roslin, lecz i tutaj mimo ich gruntownej analizy funkcje biologiczne, jakie
majg one do spetnienia, w dalszym ciggu nie sg oczywiste. W niektérych genomach ich
procentowa zawarto$¢ przekracza 70% i wydaje sie, ze juz chociazby ta wielko$¢ sprawia,
iz powinny one petni¢ konkretng funkcje. Wiadomo, ze nieznaczny procent sekwencji
powtarzajgcych sie podlega procesowi transkrypcji. Jednakze funkcje przypisywane oma-
wianym sekwencjom do tej pory sg bardziej oparte na hipotezach i spekulacjach niz na
ewidentnych dowodach eksperymentalnych. Sytuacja ta sprawita, ze pojawity sie takze
teorie, wedtug ktorych sekwencje powtarzajgce sie nie petnig w genomach zadnej istotnej
roli i niejako wymykajg sie spod ich kontroli (tzw. selfish DNA) [15].

WIELKOSC GENOMOW ROSLINNYCH
A LICZBA SEKWENCJI POWTARZAJACYCH SIE

Genomy wiekszosci wyzszych roélin charakteryzujg duze rozmiary, poniewaz w bardzo
licznych przypadkach sg to genomy amfiploidalne czy poliploidalne. Kilka znanych gatun-
kéw wysoce poliploidalnych ma genomy przekraczajace rozmiarami 1011 pz. Jednak
wiekszo$¢ typowych genoméw roslinnych ma rozmiary 109-1010 pz. Pryktadami roslin o
mniejszych genomach sg m.in. bawetna - 0,7 x 109 pz, len - 0,4 x 109 pz, fasola - 0,3-0,6 x
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109 pz, szpinak - 0,8 x 109 pz w przeliczeniu na haploidalny genom. Z przeciwnej strony
znajduja sie genomy takich roslin, jak: cebula- 7-20 x 109 pz czy béb - 44 x 109 pz. Uwage
zwraca fakt, ze wobrebie tej samej rodziny spotyka sie przedstawicieli o bardzo rozmaitych
rozmiarach genomow, jak np. fasola ztocista - 0,5 x 109 pz i wspomniany wyzej béb - 44 x
109 pz [19]. Jednakze nie wielko$¢ genomu jest czynnikiem decydujacym o stopniu jego
poznania. W $cistym zwigzku z rozmiarami genomoéw ro$linnych pozostaje zawarto$¢ w
nich sekwencji powtarzajacych sie. Rezultaty badan wskazujg, ze ws$réd gatunkow z
wiekszg zawartoscig DNA (powyzej 2 pg), nawet do 75% sekwencji moze wykazywac cechy
sekwencji repetytywnych. Proporcjonalnie do wzrostu rozmiar6w genomu ro$nie w nich
takze zawarto$¢ sekwencji postarzajacych sie. Analogiczna relacja w przypadku genoméw
matych jest znacznie mniej wyrazna [5].

STRUKTURA I ROZMIESZCZENIE
NIEKTORYCH GENOW ROSLINNYCH

Srednia liczba genéw w chromosomach wyzszych ro$lin byta oznaczana najczesciej
przez pomiar szybkosci renaturacji DNA komplementarnego do RNA (cDNA). Tym
sposobem oznaczono m.in. liczbe réznych typéw sekwencji reprezentowanych w poliso-
malnym RNA tytoniu i pietruszki [4]. Wymieniona metoda wskazata na obecno$¢ 10-15
tysiecy roznych typow sekwencji RNA. Liczba 15 tys. genéw w przeliczeniu na ilo$¢ pz
wynosi ok. 1,8 x 10 pz.

Inne badania wskazaty, ze liczba genéw w przeliczeniu na haploidalny genom jest
wielkoscig zblizong dla roslin niezaleznie od rozmiaréw genomu. | tak: zaliczany do grupy
najmniejszych genoméw roslin wyzszych genom Arabidopsis o rozmiarach 2 x 10 pz i
znacznie wieksze genomy rzedu 8 x 10 majg podobng ilos¢ sekwencji kodujacych [4]. Tak
wiec, uwzgledniajac wielko$¢ genomu mozna powiedzie¢, ze w genomach mniejszych
procent sekwencji kodujgcych jest wyzszy niz w genomach duzych.

Przyktadem genéw roslinnych, dla ktérych konkretnym sekwencjom nukleotydowym
przypisano okreslone funkcje, sg geny rRNA. Skonstruowano model struktury i organizacji
tych genéw w genomach roslinnych [21]. Jednostki gendw rybosomalnych RNA obecne sg
u roslin w tysigcach kopii. Sg one tandemowo utozone w jednym lub kilku miejscach
niektérych chromosomow nazwanych organizatorami jaderkowymi (NOR) [4]. Miejsca te
sq widoczne w chromosomach metafazowych i moga by¢ mapowane przy zastosowaniu
hybrydyzacji in situ z uzyciem rRNA jako radioaktywnej sondy.

Podobnie do wiekszosci gendéw RNA, geny 5S tworzg réwniez uktady tandemowe. U
pszenicy elementy powtarzajace sie majg dtugosé 410 i 500 pz. Sekwencja kodujaca 5S
RNA ma dtugo$é 118 pz i jest wysoce konserwatywna i u roélin, i u zwierzat. Sposrdd
poznanych sekwencji gendw 5S kilka jest niemal identycznych, poniewaz poza sekwencjg
kodujaca maja dodatkowo 15-nukleotydowy odcinek powt6rzony dwukrotnie. W kierunku
5’ od sekwencji kodujacej lezy 70-nukleotydowy fragment DNA, w ktérym zlokalizowane
sg regiony promotorowe dla RNA polimerazy Ill i sekwencje istotne w korygowaniu
inicjacji transkrypcji. Szczego6lnie wazga jest tutaj sekwencja ATAAG potozona w pozycji
25-29 nukleotydéw poprzedzajacych miejsce startu transkrypcji. W tej samej pozycji
niemal identyczne sekwencje stwierdzono w genomach zwierzat i drozdzy [4]. Bezpos$red-
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nio po zakonczeniu sekwencji kodujacej wystepuje blok A-T ztozony z 14-17 pz z domi-
nacja T na niekodujacej nici DNA.

Geny 18S, 5,85 i25S rybosomalnych RNA zgrupowane sg razem ioddzielone odcinkami
sekwencji "przerywnikowych". Geny 5S RNA lezg pomiedzy takimi uktadami [4]. Tego typu
organizacja genéw rRNA jest powszechna w genomach roslinnych.

ORGANIZACJA GENOMOWA RODZIN
SEKWENCJI POWTARZAJACYCH SIE

Klasyfikacja sekwencji powtarzajgcych sie, oparta na liczbie ich kopii w genomie i
wyliczona na podstawie pomiaréw kinetyki renaturacji DNA, niosta ze soba liczne niedo-
ktadnosci, poniewaz nie uwzgledniata m.in. takich elementéw, jak wewnetrzna struktura
powtdrzen czy ich organizacja genomowa. Bardzo czestym zjawiskiem jest powtarzalnos¢
okreslonego segmentu czyjego czesci w réznych jednostkach powtarzajacych sie.

Zastosowanie metod analizy restrykcyjnej, klonowania i sekwencjonowania fragmen-
tow DNA umozliwito precyzyjne okre$lenie wyzej wymienionych parametréw, co w pota-
czeniu ze znajomoscig petnych sekwencji nukleotydowych odcinkéw DNA pozwolito
stworzy¢ bardziej generalng klasyfikacje [5].

Wyr6zni¢ mozna zatem:

a) tandemowe uktady $cisle spokrewnionych jednostek powtarzajacych sie wystepujace
bezposrednio obok siebie;

b) rodziny powt6rzer rozproszonych; jest to szeroko badana, bardzo heterogenna klasa
sekwencji; zawiera grupy sekwencji, ktérym przypisuje sie funkcje w procesach parowania
chromosoméw homologicznych iw procesie rekombinacji;

¢) rodziny multigenéw: wiekszo$¢ gendw, jezeli nie wszystkie, jest obecna w licznych
kopiach tworzac zgrupowane kompleksy; nie muszg one w catosci podlegac transkrypcji
(niektére z nich to pseudogeny).

Zaprezentowany podziat uwzglednia jedynie ukiad elementow powtarzajgcych sie bez
uwzglednienia liczby kopii. Parametry okre$lajace liczbe kopii sa zblizone do podanych we
Wstepie na przyktadzie genoméw zwierzecych. Préby lokalizacji sekwencji tandemowych,
ktore czasem jako duzy zblokowany uktad moga tworzy¢ element rozproszony, wskazujg
na ich zgrupowanie w regionach heterochromatynowych.

SEKWENCJE TANDEMOWE

Chlorella

Réwniez w genomach najprymitywniejszych eukariotdw - glonéw zostaty wykryte
niewielkie ilosci omawianych sekwencji. Pierwszym opisanym przyktadem tego typu sek-
wencji u glonéw byfa tandemowa sekwencja repetytywna nazwana rodzing Haelll, u
Chlorella stanowigca ok. 2% wszystkich sekwencji powtarzajacych sie, ktdrych tgczng ilos¢
oceniono na 15% catkowitego DNA [10]. Zidentyfikowana rodzina nalezy do grupy
krétkich sekwencji powtarzajacych sig, a element wyodrebniany przez uzycie restryktazy
Haelll ma dtugosé 170 pz.
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Secale cereale

Przedmiotem szerokich badan byta m.in. heterochromatyna zyta. Blisko 18% catkowi-
tego DNA to regiony heterochromatyny lezace w telomerach wszystkich chromosomow
[6]. Z wymienionej liczby ponad 60% catkowitego DNA stanowig cztery tandemowe ukiady
sekwencji powtarzajacych sie. Sg one obecne w liczbie 0,3-1,5 x 106 kopii na haploidalny
genom [3]. Interesujgcego spostrzezenia dokonat Flavell [6], ktory stwierdzit, ze genom
Secale cereale zawiera ponad 10% sekwencji powtarzajacych sie ztozonych z elementéw o
dtugosci 120,480,610 630 pz. Element 480 pz ztozony jest z dwdch blisko spokrewnionych
z sobg sekwencji o dtugosci 230 pz, podczas gdy element 630 pz ma trzy homologiczne
podjednostki, kazda o dtugosci 130 pz i dodatkowy fragment 280 pz nie wykazujacy
zadnego pokrewienstwa wzgledem pozostatych. Poszukiwania wymienionych sekwencji w
Scisle spokrewnionych, ale zawierajgcych mniej heterochromatyny gatunkach wskazywaty
na znaczny spadek liczby tych sekwencji. Szczegblnie wyraznie jest to widoczne na przy-
ktadzie S. silvestre o malej ilosci heterochromatyny [6] (tab. 1).

Tabela 1. Zawarto$¢ w % tandemowych sekwencji w rodzaju Secale [16]

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

480 6.1 2-5 1-5 -

610 2.7 - 0.5 -

120 24 1.5-3.0 1.5-3.0 2.4

630 0.6 0.01-0.04 0.16 -
Viciafaba

W genomie V.faba zostata zidentyfikowana rodzina fragmentéw Foki [12]. Rodzina ta
stanowi typowy przyktad sekwencji powtarzajacych sie o charakterze tandemowym. Wy-
kazano, ze powtarzajacy sie element ma dtugos¢ 59 pz. Tworzy on uktady dimeryczne,
trimeryczne i tetrameryczne. Tak wiec, wérdd produktow trawienia DNA V faba identy-
fikowano fragmenty o dtugosciach 59,118,177 i 236 pz. Zgodnos$¢ sekwencji nukleotydo-
wych wymienionych odcinkéw jest niemal catkowita. Liczbe kopii w genomie oceniono na
5 x 106 - 5 x 107 na diploidalny genom. Analizujgc wewnetrzng organizacje monomeru o
dtugosci 59 pz, wykazano obecno$é dwoch powtérzonych odcinkéw utworzonych przez
fragmenty 19 i 20 pz. Stanowity one zakonczenia monomeru z obu jego koncéw. Stopien
wzajemnej homologii wspomnianych zakoriczen wynosit ponad 80%. Srodkowa cze$é
elementu 59 pz to odcinek 20-nukleotydowy zupetnie niespokrewniony z dwoma skrajnymi.
Przypuszcza sie, ze element powtarzajacy sie rodziny Foki (59 pz) zostat utworzony
poprzez duplikacje pierwotnego odcinka 19-20-nukleotydowego, a nastepnie zwigzanie z
odmiennym sekwencyjnie fragmentem 20 pz. W obrebie "zduplikowanych", krancowych
odcinkow wystepuje wewnetrzna, niekompletna symetria osiowa. Obecnosci fragmentow
nalezacych do rodziny Foki nie stwierdzono metodami hybrydyzacyjnymi, w innych gatun-
kach roélin rodziny motylkowatych. Rodzina opisywanych fragmentéw zostata zlokalizo-
wana metodg hybrydyzacji in situ wylgcznie w $rodkowych rejonach dtugich ramion
wszystkich pieciu par chromosoméw akrocentrycznych [22]. Regiony te $ci$le korespon-
duja z pozycja prazkoéw heterochromatyny.

Podobny charakter majg sekwencje lezace w odcinku tgcznikowym (spacer) rDNA
miedzy genami 18S i 25S rRNA. Element powtarzajacy si¢ ma dtugos$é 325 pz i nalezy do
tzw. rodziny Mlul [23]. Tak jak to opisano powyzej w elemencie 59 pz z rodziny Foki, tak
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i w elemencie o dtugosci 325 pz krafcowe jego odcinki to proste powtdrzenia - tutaj o
dtugosci 150 pz. Pomiedzy dwoma takimi odcinkami (o niepetnej zgodnosci sekwencyjnej)
lezy odcinek DNA diugosci 14-15 nukleotydéw, zupetnie niespokrewniony sekwencyjnie.
Ta ztozona budowa elementu powtarzajgcego sie przypomina konstrukcjg LTR retro-
wiruséw czy ruchome elementy Tys w drozdzach [3]. £acznikowy odcinek rDNA miedzy
genami 18S i 25S rRNA, w ktdrym lezg elementy rodziny Mlul, jest nietranskrybowany.
Eksperymenty hybrydyzacyjne, gdzie jako radioaktywnych sond uzywano fragmentéw o
dtugosci 325 pz, wykazaty silne sygnaty w bardzo szerokim spektrum produktéw trawienia,
co moze sugerowaé mozliwosc¢ transpozycji opisywanego elementu wbardzo r6zne miejsca
genomu.

Brassicaceae

Wrod przedstawicieli roélin nalezacych do rodziny krzyzowych (Brassicaceae) Hallden
i wsp. [8] stwierdzili obecnos$¢ tandemowych powtorzen o dtugosci monomeru 175 pz w
ilosci 1,7-3,0 x 105. Wymienione fragmenty powstaty jako wynik degradacji catkowitego
DNA enzymem Hindlll. Sekwencja monomeru wykazywata ponad 50% homologie z
wieloma genami tRNA i prawdopodobnie moze wywodzi¢ sie od sekwencji wyjsciowej,
ktéra byta sekwencja genow tRNA. Wzajemna zgodno$é sekwencyjna miedzy poszczegol-
nymi monomerami przekraczata 93%, a zmiany miaty charakter mutacji punktowych,
matych insercji i delecji.

Cucurbita

W okoto 1,3 x 105 kopii wystepuje w genomie Cucurbita pepo tandemowa sekwencja
repetytywna, w ktorej element powtarzajacy sie ma dtugos¢ 351 pz. Sekwencja ta stanowi
4-S% genomu [14].

SEKWENCJE ROZPROSZONE

Allium

Zdecydowana wiekszo$¢ sekwencji powtarzajacych sie w genomach Allium [1] ma
charakter rozproszony. Liczne fragmenty nalezace do jednej rodziny sg $cisle spokrew-
nione z czescig dtuzszych jednostek powtarzajgcych sie. Na przyktad w genomie czosnku
(A. sativum) stwierdzono obecnos$¢ populacji fragmentow o dtugosci 1050 pz, ktéra
stanowita 0,6% catkowitego DNA. Liczbe kopii tych fragmentdw oceniono na8x 10 , czyli
byta to sekwencja o umiarkowanej powtarzalnosci. Jednakze uzycie fragmentéw omawia-
nej populacji czasteczek w eksperymentach hybrydyzacyjnych ujawnito, ze sekwencje
homologiczne do uzytej sondy stanowity blisko 8% genomu. Wynik ten wskazywat, ze
odcinki DNA o dtugosci 1050 pz (lub subfragmenty) stanowig element powtarzajacy sie
réznych rodzin sekwencji powtarzalnych.

Obecnos$¢ populacji fragmentéw o dtugosci 1050 pz stwierdzono takze w genomach
spokrewnionych z czosnkiem (A. sativum) m.in. u cebuli (A. cepa) czy pora (A. porrum).
Co najmniej 30% genomu czosnku to sekwencje wysoce powtarzalne. Natomiast w geno-
mach spokrewnionych ich procentowa zawarto$¢ jest znacznie nizsza [1].
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Zea mays

W genomie kukurydzy stwierdzono blisko 60-70% sekwencji repetytywnych. Gtowna
ich czes¢ to kroétkie, rozproszone elementy oddzielone odcinkami sekwencji unikalnych
lub innych sekwencji powtarzajacych sie [4], W omawianym genomie wyrézniono dwa typy
sekwencji powtarzajacych sie:

1- krétkie elementy powtarzajace sie o dtugosci 500-1000 pz, oddzielone segmentami
unikalnych odcinkdw DNA o dtugos$ci 2100 pz [4]. Do tej grupy nalezy m.in. element Cin-1
o dtugosci 700 pz. Moze on by¢ otoczony przez sekwencje unikalne 2300, 1050 czy 270 pz
3]

9l 2 - sekwencje o umiarkowanej powtarzalnosci oddzielone elementami sekwencji wy-
soce powtarzalnych [3]. Ten rodzaj rozproszenia znany jest takze w genomach grochu,
pszenicy i zyta [4].

Lupinus luteus

W genomie tubinu z6tego zidentyfikowano i scharakteryzowano rozproszong frakcje
repetytywng nazwang rodzing fragmentéw EcoR1 [18]. Dtugos$¢ elementu powtarzajacego
sie wynosi co najmniej 16000 pz i w tym obszarze dokonano blizszej analizy organizacji
wspomnianej sekwencji. Na przestrzeni wymienionych 16000 pz trzykrotnie powtarza sie
fragment EcoRI-EcoR1 o dtugosci 1070 pz. Liczbe jego kopii w haploidalnym genomie
oceniono na 6,5 x 104. Wystepuja takze wtym obszarze odcinki wykazujace wzgledem siebie
wysoki stopiert homologii sekwencyjnej, a poza tym odcinki unikalne w skali analizowanego
obszaru (liczba kopii tych ostatnich wynosi 0,82 x 104). Opisana rodzina EcoRI jest wiec
przyktadem sekwencji, w ktérej w obszarze dtugiej jednostki powtarzajacej sie wystepujg
odcinki o réznej liczbie powtorzen. Wydaje sie, ze obecnos¢ omawianej sekwencji moze
by¢ cechg specyficzng gatunkowo. Znaczny procent elementéw powtarzajacych sie rodziny
EcoRI stanowig krétkie wewnetrzne powtorzenia, proste {direct) i odwrdcone {inverted)
ztozone z kilku do kilkunastu nukleotydéw. Wymieniona cecha jest bardzo charakterys-
tyczna dla poznanych sekwencji powtarzajgcych sie w genomach roélin [11, 14, 22],

Vicia faba

Uzycie enzymu restrykcyjnego BamHI do trawieri DNA izolowanego z bobu pozwolito
na identyfikacje wysoce repetytywnej rodziny fragmentéw o dtugosci 250, 850, 900, 990,
1150, 1500 i 1750 pz [13]. Wpykazano, ze fragment o dtugosci 250 pz stanowi 0,1%
catkowitego DNA bobu. Jednakze, zastosowanie wspomnianego fragmentu jako radioak-
tywnej sondy hybrydyzacyjnej wskazato, ze catkowita liczba sekwencji o bardzo wysokiej
homologii sekwencyjnej wzgledem uzytej sondy siega liczby 4% genomowego DNA.
Analiza struktur pierwszorzedowych fragmentdw 850 i 1750 pz wykazata, ze ich terminalne
odcinki wykazujg ponad 80% homologie w stosunku do elementu o dtugosci 250 pz.

W przeciwienstwie do poprzednio omawianych rodzin Foki i Mlul, rodzina BamHI jest
przyktadem sekwencji powtarzajacej sie o charakterze rozproszonym.

Poréwnujac konserwatywnosc¢ elementéw powtarzajgcych sie w opisywanych rodzinach
stwierdzi¢ mozna, ze dwie pierwsze rodziny, tj. Foki i Mlul, wykazujg bardzo wysoka
zgodno$¢ amplifikowanej sekwencji, podczas gdy fragmenty rodziny BamHI charaktery-
zujg sie znaczng heterogennoscia sekwencyjng [23], Ttumaczy sie to faktem, ze szybko$¢
zachodzenia réznych mutacji w amplifikowanych jednostkach tej rodziny (BamHI) byta
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wielokrotnie wyzsza niz w przypadku rodzin Foki i Mlul. Lokalizacja fragmentow rodziny
BamHI wskazuje na ich rozrzucenie po catym genomie [22].

Cucurbitaceae

Poza opisanymi wczesniej sekwencjami tandemowymi w rodzinie Cucurbitaceae zostaty
zidentyfikowane réwniez liczne sekwencje repetytywne o charakterze rozproszonym.
Wsrod czterech badanych gatunkow omawianej rodziny stwierdzono kilka klas tych sek-
wencji, sposrod ktorych 75-80% stanowig sekwencje o krotkich elementach powtarzajg-
cych sie (ok. 300 pz), a 15-20% to sekwencje o diugich elementach powtarzajgcych sie
(2000-4000 pz). Dtugos¢ sekwencji unikalnych oddzielajgcych elementy obu wymienio-
nych grup siega 1800-2900 pz. Analiza poréwnawcza sekwencji repetytywnych w czterech
gatunkach rodziny Cucurbitaceae wykazata, ze zdecydowanie bardziej konserwatywne
sekwencyjnie sg te o dtugich elementach powtarzajacych sie [16].

ODWROCONE POWTORZENIA

Powyzej przedstawiono wybrane przyktady sekwencji powtarzajacych sie w genomach
roslinnych. Charakterystyczng cechg niemal wszystkich poznanych sekwencji powtarzaja-
cych sig, niezaleznie od modelu organizacji genomowej, jest obecnos$¢ w nich "zdupliko-
wanych" sekwencji o przeciwnej orientacji lezacych w Scistym sgsiedztwie. Nazywane sg
one odwroconymi powt6rzeniami. Sekwencje te zawierajg dwie komplementarne kopie
tych samych uktadéw nukleotydowych o przeciwnej orientacji na tym samym tafcuchu
DNA. Kopie te moga parowac sie wewnatrztancuchowo. W mikroskopie elektronowym
odwrécone powt6rzenia moga by¢ obserwowane jako struktury "spinki do wioséw" lub
struktury krzyzowe i muszg mie¢ jednoniciowy odcinek DNA (tzw. loop), ktérego dtugosc
zalezy od dtugosci odcinka zlokalizowanego miedzy dwoma odwréconymi powtdérzeniami.
Okoto 30% odwr6conych powtoérzen to tzw. sekwencje palindromowe, ktére pozbawione
sg odcinkéw "tgcznikowych" (spacer). Liczba tego typu sekwencji w genomach bawetny,
pszenicy, ryzu, tytoniu czy soi nie przekracza 5% [4], Dtugo$¢ takich dupleksowych struktur
u bawelny i pszenicy wynosi 50-900 pz. Liczba odwrdconych powtdérzen w genomie jest
tym wyzsza, im wieksze sg rozmiary genomu [4].

MODELE GENOMOWEJ ORGANIZACJI

Analiza nukleotydowa sekwencji kodujacych, promotoréw czy tez terminatoréw wska-
zuje, ze sg to regiony DNA o wysokim stopniu konserwatywnosci. Z reguty sa to sekwencje
krotkie i stanowig matg czes¢ genomu roslin. Natomiast znaczna czes$¢ tych genomoéw to
sekwencje mato konserwatywne, "rozwijajace"” sie swobodniej. Flavell [4] zaproponowat
model roznych typow sekwencji tworzacych duze frakcje DNA roslin wyzszych. Model ten
koresponduje z modelem zaproponowanym wcze$niej przez Thompsona i Murraya [5], w
ktorym krotkie powtorzenia identycznych sekwencji podzielone sg odcinkami DNA o
pojedynczej liczbie kopii (R-SC-R-SC-R-SC-R). Inny model zaktadat kombinacje réznych
sekwencji powtarzajacych sie rozproszonych miedzy soba wg wzoru R2-R3-R4-R2-R5
-R6-R2. Sugeruje sig, ze oba wymienione modele sg wynikiem transpozycji krétkich
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fragmentow DNA iich dywergencji. Jezeli procesom amplifikacji podlegajg dtugie odcinki
DNA (kilka tysiecy pz) jednego z wyzej wymienionych regiondw, istnieje duze prawdopo-
dobienstwo, ze segmenty te bedg przenoszone wraz z r6znymi przylegajacymi sekwencjami.
Nowe rodziny tworzone w ten sposéb tworza tandemowy szyk elementéw powtarzajacych
sie (m.in. ten rodzaj organizacji wykazuje genom zyta [4]).

Tandemowe szyki moga tworzy¢ sie w wyniku amplifikacji krétkich regionéw wraz z
odcinkami sekwencji unikalnych. Po amplifikacji, sekwencje takie moga podlegac translo-
kacjom, co w rezultacie tworzy rozproszony wzdr sekwencji powtarzajacych sie. Tak wiec
wg Flavella [4] pierwotnym typem sekwencji powtarzajacych sie byly uktady tandemowe,
a dopiero z nich wywodzg sie r6zne wzory sekwencji rozproszonych. Wiele nowych
kombinacji tworzy sie drogg przemieszczen sekwencji i ponownych amplifikacji. Przykia-
dowo w genomie zyta jedng z nowych rodzin jest populacja fragmentdw, gdzie element
powtarzalny ma dtugos¢ 2200 pz, ale w swoim "wnetrzu" zawiera cztery odcinki o dtugosci
120 pz pochodzgce z innej rodziny. Te niespokrewnione fragmenty wykazuja, z kolei,
homologie sekwencyjng wzgledem innych elementéw powtarzajacych sie w genomie.

Innym istotnym komponentem w procesie ewolucji chromosomalnego DNA sg delecje,
ktore rownowazg procesy amplifikacyjne.

ELEMENTY RUCHOME W GENOMACH ROSLINNYCH I ICH
PODOBIENSTWA Z SEKWENCJAMI POWTARZAJACYMI SIE

Elementy ruchome to odcinki DNA zdolne do zmiany swego potozenia w obrebie
genomu ogranizmu. Proces odpowiedzialny za te zmiany to transpozycja. Podstawowg
wiasciwoscig poznanych elementéw ruchomych jest obecno$é terminalnych odwréconych
powt6rzen. Stwierdzono m.in., ze odwrdcone powtérzenia elementu Ac kukurydzy maja
dtugos$¢ 11 nukleotyddw, ale sekwencje obu koricow nie wykazujg idealnej zgodnosci [17].
Tymczasem zdecydowana wiekszos¢ elementow z grupy Ds kukurydzy wykazuje catkowitg
komplementarno$¢ swoich sekwencji terminalnych. Spostrzezenie to dato podstawe do
stwierdzenia, ze owe skrajne nukleotydy nie sg niezbedne w procesie rozpoznawania przez
transpozaze - enzym przeprowadzajgcy proces transpozycji [3,20], Poznanie molekularnej
budowy wielu elementéw ruchomych wgenomach roslinnych, a z drugiej strony informacje
na temat struktury sekwencji powtarzajacych sie daty poczatek analizom poréwnawczym
obu tych grup sekwencji. Miedzy innymi Shepherd i wsp. [3] wysuneli sugestie, ze klasy
sekwencji powtarzajgcych sie o Sredniej liczbie kopii, stanowigce istotny sktadnik genomu
kukurydzy podlegaja procesom amplifikacji i rozpraszania na zasadzie transpozycji frag-
mentéw DNA. Przedstawiciele tych samych rodzin sekwencji powtarzajacych sie zlokali-
zowani byli w licznych, bardzo r6znych miejscach wszystkich chromosomow.

Analiza sekwencji poznanych elementow ruchomych i przedstawicieli rozproszonych
powtarzajacych sie rodzin fragmentow DNA wykazata wiele wspélnych cech. W obu
stwierdzono obecno$¢ odwroconych powtdrzen terminalnych, regiony promotorowe dla
inicjacji transkrypcji, sygnaty terminacji i przytgczania fragmentéw poli A. Stwierdzono
réwniez liczne podobienstwa strukturalne. Przyktadem tych zhieznosci jest m.in. rozpro-
szonarodzina Cinl pochodzgca zgenomu kukurydzy, wykazujgca cechy charakterystyczne
dla znanych elementdw ruchomych [7]. Terminalne sekwencje nukleotydowe jednostek
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powtarzajacych sie rodziny Cinl odnaleziono takze w terminalnych odwréconych odcin-
kach ruchomych elementéw u Drosophila [3]. Ponadto wykazano podobieristwa w organi-
zacji sekwencji do retrowiruséw [7], Wyniki poréwnar sugeruja, ze prawdopodobnie wiele
rozproszonych powtorzen jest pozostatoscig elementdw ruchomych [3]. Fragmenty tych
elementow w trakcie ewolucji podlegaty procesom amplifikacji i transpozycji. Dodatkowo,
obu wymienionym procesom towarzyszyly delecje. Przypuszczalnie te trzy zjawiska, inten-
sywnie przebiegajace w genomach roslinnych, wywarty decydujacy wptyw na ewolucyjny
rozwdj i zmiany w sekwencjach powtarzajacych sie [3].

Szukajac wspolnego pochodzenia sekwencji powtarzajgcych sie i elementéw rucho-
mych wysunigto hipoteze, w mysl ktérej liczni przedstawiciele sekwencji rozproszonych sg
defektywnymi wersjami elementdéw ruchomych, ktére nastepnie przemieszczajg sie w
genomie wedtug mechanizmu odpowiedzialnego za transpozycje kompletnych elementow
ruchomych [3, 15].

POSTULOWANE FUNKCJE
SEKWENCJI POWTARZAJACYCH SIE

Mimo ze sekwencje powtarzajgce sie znane sg od blisko 20 lat i na przestrzeni minionego
okresu byly coraz lepiej charakteryzowane, szczeg6lnie w genomach zwierzat, nadal
kwestig otwartg pozostajg ich funkcje. Wiadomo, iz nieznaczny procent wsrod nich stano-
wig sekwencje niektérych grup gendéw (np. histonéw, rRNA, tRNA). Ze wzgledu na
znaczne ilosci omawianych sekwencji wgenomach powinny one petni¢ funkcje strukturalne
(i takie przypisywano im w chwili identyfikacji). Uwazano, ze sekwencje te niosg w sobie
informacje o okreslonym uktadzie przestrzennym chromosomow. Inne przypisywane im
funkcje to: udziatw kontroli ekspresji genéw, w inicjacji replikacji, w procesach dojrzewa-
nia pre-mRNA, w rekombinaciji.

Jednakze wymienione funkcje, podobnie jak szereg innych, nie doczekaty sie jeszcze
ewidentnych dowodéw potwierdzajacych stusznos¢ tych zdan. Nalezy jednak wspomniec,
ze istniejg sewkwencje powtarzajace sie, ktérych funkcje doktadnie okreslono np. sekwen-
cja tandemowa (GAGCT)ni (GGGGT)n genomdédw immunoglobulinowych w procesach
rekombinacji S-S [15].
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DESMOSOMY PUNKTOWE
I ICH STRUKTURA MOLEKULARNA

SPOT DESMOSOMES AND THEIR MOLECULAR STRUCTURE

Krystyna KOZELOWSKA i Krystyna KILKOWSKA-CHADZYPANAGIOTIS

Pracownia Cytofizjologii Zaktadu Histologii i Samodzielna Pracownia Embriologii, Aka-
demia Medyczna, Gdansk

Streszczenie. Przedstawiono w og6lnym zarysie aktualne dane o ultrastrukturze, sktadowych biochemicznych i
organizacji molekularnej desmosomoéw punktowych. Podkreslono réznice zwigzane z ich pochodzeniem his-
tologicznym. Zwrécono uwage na role sktadowych desmosomalnych jako markeréw w identyfikacji nowotworéw.

Stowa kluczowe: potgczenia miedzykomoérkowe, desmosomy punktowe, biatka i glikoproteiny desmosomalne,
filamenty posrednie

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

WSTEP

Organizmy zwierzat wyzszych, chociaz skiadajg sie z wielu odrebnych komérek, to
jednak funkcjonujg jako jednolita cato$¢. Cechg charakterystyczna organizacji tkankowej
jest wzajemne oddziatywanie strukturalne i funkcjonalne przylegtych komérek. Funda-
mentalng role w tym zjawisku odgrywajg wyspecjalizowane obszary sasiadujacych ze sobg
komorek, tworzace struktury zwane potgczeniami miedzykomorkowymi.

Wsrod wielu rodzajow opisywanych potaczerh miedzykomérkowych dos¢ dobrze poz-
nano ultrastrukture oraz sktad biochemiczny potgczen okreslanych mianem desmosomoéw.

Szczeg6lnie poznano budowe molekularng desmosomu, zwanego punktowym (ang. spoi
desmosome, macula adherens), do czego przyczynit sie zarbwno postep w metodach
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izolacji, jak i dostepno$¢ do badan materiatu, w ktérym szczegélnie obficie te struktury
wystepujg. Lata osiemdziesigte naszego stulecia dostarczyty takze wielu informacji o
organizacji molekularnej makroczasteczek w obrebie tych struktur.

DESMOSOM PUNKTOWY |IJEGO ULTRASTRUKTURA

Desmosomy punktowe, opisane w 1954 r. przez Portera, tworzg pomiedzy sasiednimi
komérkami potaczenia majgce charakterystyczng morfologie [29]. Struktury te ksztattem
przypominajg dyski o wymiarach 200-500 nm. Pomiedzy btonami plazmatycznymi przy-
legajacych komorek istnieje przestrzed wynoszaca $rednio 30 nm (a wiec wieksza niz w
innych typach potaczen miedzykomérkowych). Przestrzeri ta jest wypetniona widkien-
kowatym materiatem przedzielonym przez jej Srodek elektronowo gesta linia.

W cytoplazmie komérek, w obszarach desmosoméw, do bton plazmatycznych sasia-
dujacych komorek przylegajg struktury o duzej gestosci elektronowej; $rednicy 0,5 pin i
grubosci 15-20 nm, zwane tarczkami lub pitytkami. Do tarczek przylegajg filamenty po-
Srednie. Wzajemny uktad wzgledem siebie wyzej opisanych struktur graficznie przedstawia
rysunek 1 [29],

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

Zrodtem desmosoméw do wielu badan jest nabtonek wielowarstwowy, ptaski pyska
wotu [5, 14, 19]. Desmosomy wystepuja tu szczegélnie obficie, jak tez stosunkowo tatwo
daja sie stad izolowaé. Doskonalenie metod izolacji pozwolito na uzyskiwanie frakcji
zawierajacych tylko tarczki desmosomalne oraz frakcji, ktére zawieraty substancje zaj-
mujace obszar miedzykomérkowy. Frakcje zawierajgce obszar miedzykomdrkowy okres-
lane sa przez niektérych badaczy jako "rdzen" lub "desmoglea” [11]. Za$ jak podaje Penn i
wsp., w 1987 r. udato sie uzyska¢ zaréwno czyste frakcje tarczek desmosomalnych bez
mikrofilamentow, jak i z filamentami [24], Ten materiat analizowany biochemicznie poz-
wolit ustalié, iz zaréwno w tarczkach, jak i obszarach bton plazmatycznych wchodzacych
w obreb desmosomoéw wystepuje zestaw specyficznych biatek iglikoprotein typowych tylko
dla tego obszaru komarki i tylko dla tych struktur [8,11,16,20, 27, 32].

Badania biochemiczne, wzbogacone w ostatnich latach stosowaniem przeciwciat mono-
klonalnych, pozwolity na specyficzng i doktadniejszg lokalizacje okreslonych substancji w
obrebie desmosomow.

BIALKA

Do chwili obecnej wyizolowano i czesciowo scharakteryzowano grupe biatek uwa-
zanych za gtéwne biatka tej substruktury, ktére okreslono nazwg desmoplakiny. Obecnie
wyrézniamy cztery desmoplakiny. Desmoplakine tom. cz. 240 kDa oraz desmoplakine Il
0 m. cz. 210 kDa wyizolowano juz w 1983 r. [19]. W dwa lata p6Zniej Gorbsky i wsp. [11]
opisali dwie dalsze: desmoplakine Il o m. cz. 81 kDa i desmoplaking 1V o m. cz. 77 kDa.

Desmoplakine I, Il i Il lokalizuje sie w tarczce, natomiast desmoplakina IV nie ma do
konca ustalonej lokalizacji, a tylko przypuszcza sie, ze rowniez znajduje sie w tarczce.
Desmoplakiny I i Il wykazujg do$¢ znaczne podobieristwo w zakresie wartosci ich punktu

izoelektrycznego ijak wykazano w reakcji krzyzowej z przeciwciatami przeciw tym biat-
kom, maja takze wspdlne determinanty antygenowe [11]. Ustalono [21], iz desmoplakina |
wystepuje jako dimer, natomiast desmoplakina Il ma posta¢ monomeryczng. Autorzy
uwazaja, iz wigze sie to z réznicami w sktadzie aminokwasowym tych obydwu biatek, a
mianowicie: desmoplakina Il poza wyzsza zawartoscig (o0 ok. 10%) glicyny nie ma tego
fragmentu polipeptydowego, ktory umozliwia desmoplakinie | tworzenie dimerow.

Cowin i wsp. [4] uwazaja, iz desmoplakiny 1i Il pochodzace z desmosomow réznych
tkanek i gatunkdw wykazujg bardzo duze podobiefistwa biochemiczne i charakteryzuje je
stabilno$¢ ewolucyjna. Jednakze przewaza opinia, ze tylko desmoplakina I jest statym
sktadnikiem tarczek desmosomalnych niezaleznie od pochodzenia histologicznego desmo-
Somow.

Biatko to obecne jest zaréwno w desmosomach wszystkich nabtonkdw, jak i desmoso-
mach miesnia sercowego [5, 7, 9, 15]. Natomiast desmoplakina Il wystepuje tylko w
desmosomach nabtonkéw wielowarstwowych i desmosomach nowotworéw wywodzacych
sie z tych nabtonkdw [2, 6, 8, 14]. W zwigzku z tym, ze biatko to wystepuje w nabtonkach
wielowarstwowych w duzych iloSciach, uwaza sie, ze desmoplakina Il zwigzana jest z
tworzeniem sie warstw komorek [4]. Stosowanie przeciwciat przeciw desmoplakinom il
wykazato, ze nie wystepujg one w zadnym innym typie polgczen miedzykomérkowych
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oprécz desmosomow; biatka te zatem moga by¢ uwazane za okreslajace specyficznie typ
potaczenia miedzykomorkowego.

Desmoplakiny 11 i IV, cho¢ nie sa zbadane tak doktadnie jak desmoplakiny I'i Il, to
jednak uwaza sig, ze sg to biatka réznigce sie znacznie od siebie tak pod wzgledem
lokalizacji, jak i cechami immunologicznymi.

Od 1985r. opisuje sie obecnos¢ w desmosomach jeszcze jednego wysoce specyficznego
biatka o m. cz. 240 kDa nazwanego przez Tsukita i wsp. desmokalming [32]. Oczyszczona
desmokalminajest biatkiem jednorodnym, wykazuje zalezng od jonéw wapnia zdolno$é do
wigzania sie z kalmoduling. Tak pod wzgledem antygenowosci, jak i wartosci punktu
izoelektrycznego jest biatkiem zdecydowanie r6znym od desmoplakin. Oczyszczona forma
desmokalminy sktada sie z dwdch taincuchéw polipeptydowych; w mikroskopie elektro-
nowym wyglada jak zgieta ré6zga o dtugosci 10 nm.

Postuluje sie, ze biatko to bierze udziat w tworzeniu krzyzowych wigzan #aczacych
filamenty keratyny miedzy soba, a lokalizujgc sie wtarczce desmosomalnej od strony btony
plazmatycznej wigze sie z tymi filamentami.

Desmokalmina uwazana jest za kluczowe biatko w tworzeniu desmosomoéw, poniewaz
udowodniono, iz powstawanie tych struktur zalezne jest od stezenia jonow wapnia [22, 23,
26]. Udowodniono takze, iz desmokalmina nie tworzy potgczen z filamentami aktynowymi
[32].

Ponadto, opisuje sie rowniez wystepowanie w tarczce desmosomalnej biatka o m. cz.
83 000 kDa, zwanego plakoglobing [6]. Jednakze biatko to nie jest sktadowa wykacznie
tarczek desmosomalnych, stwierdzono bowiem, iz wystepuje réwniez w innych typach
potaczen miedzykomorkowych. Oprécz tego plakoglobina wystepuje w formie rozpusz-
czalnej, a wiec obecna jest takze poza obszarem potaczen miedzykomérkowych.

GLIKOPROTEINY

W 1981 r. Gorbsky i wsp. wykazali w desmosomach obecno$¢ biatek glikozylowanych
w subfrakcji okreslanej jako "rdzen" desmosomoéw [10].

Glikoproteiny desmosomalne nazwano desmogleinami i stwierdzono, ze sg heterogen-
nymi substancjami. Pomimo istnienia rozbieznosci w okresleniu stopnia heterogennosci
tych zwigzkéw, uksztattowat sie poglad, iz poszczegdlne desmogleiny nalezy traktowaé jako
rodziny glikoproteinowe, a nie wyraznie indywidualne substancje [4, 9, 20, 31].

Na podstawie wynikdw rozdzielania na zelu poliakrylamidowym cze$¢ autoréw opisata
wystepowanie w obrebie desmosoméw trzech grup glikoprotein [9, 30, 31] wyr6zniajac:
desmogleine | (obejmujacg trzy pokrewne substancje o m. cz. 150-165 kDa; desmogleine
la, Ib, Ic), desmogleing Il (sktadajacg sie z dwdch substancji: Il a- m. cz. 115 kDa, Il b -
m. cz. 100 kDa) oraz desmogleine Il m. cz. 22 kDa. Inni autorzy [2, 10, 24] wskazujg na
obecnosc¢ czterech grup glikoprotein: desmogleina | - m. cz. 165 kDa, Il - m. cz. 120 kDa,
Il - 100 kDa, IV - 22 kDa. Ro6znice w ruchliwosci elektroforetycznej, opisywane przez
roznych autoréw dla tych samych desmoglein, traktowane sg jako odbicie réznic tkan-
kowych i gatunkowych, zwtaszcza ze heterogennos$¢ desmoglein izolowanych z r6znych
zrédet dotyczy nie tylko roznej masy czasteczkowej tych glikoprotein, ale wigze sie z
réznicami w ich reaktywnosci immunologicznej [9, 31].

Nowsze i szczegdtowe badania Schmelz iwsp. [13, 27,28] nad desmogleing | izolowang
z desmosomow réznych nabtonkéw, a takze miesnia sercowego bydlecego, szczura i



DESMOSOMY PUNKTOWE | ICH STRUKTURA MOLEKULARNA 317

cztowieka wykazuja, iz substancja ta ma takg samg mase czgsteczkowg wynoszgcg 165 kDa.
Czy za$ istniejg réznice w stopniu glikolizacji lub sekwencji aminokwaséw pomiedzy
desmogleing | pochodzacg z ro6znych tkanek i gatunkdw, nie jest catkowicie jasne [24, 27].
Aktualnie przyjmuje sie, izdesmogleine | mozna uznac za substancje obecng we wszystkich
desmosomach niezaleznie od ich pochodzenia histologicznego [5, 7,11,19]. Nie wykazano

takze krzyzowej reakcji miedzy desmogleing | i Il. Odnosnie desmoglein Il i Ill ustalony
jest poglad, ze wykazujg one znaczne roznice tkankowe igatunkowe.
Opisano, ze przeciwciata monoklonalne przeciwko desmogleinom II i 1l izolowanym

z desmosomOw pyska bydlecego nie reagowaty z desmogleinami 11/111 nabtonka przetyku
i rogowki [9, 31].Glikoproteinom tym przypisuje sie role molekut adhezyjnych [2, 13, 20,
24, 25] i wobec tego ich specyfika tkankowa i gatunkowa warunkowataby zréznicowang
adhezje cechujaca rozne tkanki. W zwigzku z tg funkcjg desmoglein II/111 istniejg propo-
zycje, aby nazwac je desmokollinami; desmogleine Il - desmokolling I, a desmogleineg 111
- desmokolling Il [20, 30].

Jezeli za$ chodzi o lokalizacje opisywanych glikoprotein w obrebie desmosoméw, to
desmogleiny | i Il nalezy uwazaé za transbtonowe glikozylowane biatka, ktérych czesé
biatkowa zlokalizowana jest w tarczce, natomiast czes¢ z tanicuchami oligosacharydowymi
znajduje sie w przestrzeni miedzykomdrkowej ponad powierzchnig btony plazmatycznej
[30]. Lokalizacja desmoplakin I11/IV w obrebie desmosomdw nie zostata jeszcze ustalona
(tab. 1).

TABELA 1 Gtéwne skfadniki desmosomoéw nabtonkéw wielowarstwowych i ich lokalizacja

Rodzaj substancji M. cz. w kDa Lokalizacja
tarczka przestrzen mikrofilamenty
miedzykomérkowa

Biatka

Desmoplakina | 240 + +
Desmoplakina Il 210 + +
Desmoplakina Il 81 + -
Desmoplakina IV 77 ? 7
Desmokalmina 240 + +

Glikoproteiny

Desmogleing | 165 + +
Desmogleing Il 120 + +

(desmokolling 1)

Desmogleing 111 100 7 7 -
(desmokolling I1)

Desmogleing IV 22 7 7

MOLEKULARNA ORGANIZACJA DESMOSOMU

Pomimo wzmiankowanych rozbieznosci co do lokalizacji pewnych sktadowych desmo-
somu i braku informacji o rozmieszczeniu innych, obserwuje sie w literaturze dazenie
badaczy do stworzenia obrazu molekularnego uporzadkowania gtéwnych komponent
biatkowych i glikoproteinowych w obrebie desmosomu.
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Model molekularnej organizacji desmosomu punktowego jest przedstawiony na ry-
sunku 2.

Steinberg i wsp. [30] badajgc metodg immunohistochemiczng lokalizacje czgstek ztota
w ultracienkich skrawkach desmosomow stwierdzili, iz w obrebie tarczki znajdujg sie
desmoplakiny I, Il i Il z tym, ze desmoplakina Il lokalizuje sie wylacznie w tarczce,
natomiast desmoplakiny Ii Il siegaja do cytoplazmy poza region tarczki, gdzie taczg sie z
filamentami pos$rednimi, ktore jak wynika z diagramu, nie wchodza w obszar tarczki, a tylko
przylegajg do niej. Natomiast desmogleiny I i Il znajdujg sie w obrebie tarczki, taczg ja z
btong plazmatyczng i jako glikozylowane biatka transbtonowe przechodzg ponad fosfo-
lipidowg ptaszczyzng btony do przestrzeni miedzykomorkowej; jak juz wspomniano u-
przednio, oligosacharydowe tancuchy 1 i Il znajdujg sie wylgcznie w przestrzeni
miedzykomorkowej.

FILAMENTY POSREDNIE DESMOSOMOW PUNKTOWYCH

Filamenty posrednie (IF - intermediate filaments) sa statymi elementami skiadowymi
wszystkich desmosomow [3,8,12] wedtug pewnych autoréw “zakotwiczonymi" w tarczkach
desmosomalnych [11, 27], wedtug innych tgczacymi sie z tarczkami za pomocg bioche-
micznych sktadowych desmosoméw [8, 30, 32].

Jednakze w odroznieniu od potgczen niedesmosomalnych, gdzie w mikrofilamentach
moga wystepowaé biatka, takie jak a-aktynina czy winkulina oraz glikoproteina, zwana
uwomoruling [14, 27], cechg desmosomalnych filamentéw posrednich jest brak wyzej
wymienionych substancji, natomiast ich skfad molekularny zalezy od pochodzenia histolo-
gicznego desmosomow. Filamenty keratynowe (cytokeratynowe) wystepujg w desmo-
somach izolowanych z komdrek nabtonkowych [4, 5, 8]. Desmina jest wykrywana w
desmosomach komaorek miesnia sercowego, wiokien Purkinjego z uktadu przewodzgcego
oraz komoérek miesnia sercowego w hodowlach [7, 15]. Wimentyna jest typowa sktadowg
desmosomow komorek pajeczynéwki oraz nowotwordw wywodzacych sie z niej [8, 15].

Jak sie okazuje, filamenty posrednie sg nie tylko morfologicznym elementem skia-
dowym desmosomu.

Jones i wsp. [12] postuluja, ze w czasie morfogenezy desmosomow ich wedréwka w
kierunku btony plazmatycznej poprzedza wedréwke specyficznych biatek i glikoprotein
wchodzacych w skiad tarczki; zatem IF sg sktadnikami inicjujgcymi morfogeneze desmo-
somow. W filamentach desmosomoéw watroby, nabtonka wielowarstwowego ptaskiego
jezyka oraz migénia sercowego opisywano obecno$¢ plektyny, polipeptydu o m. cz. 300 kDa
[34]. Biatko to wystepuje réwniez w cytoszkielecie komdrek i tkanek nie tworzacych
desmosomow (tab. 1).
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- ROZNICE W SKEADZIE DESMOSOMOW
W ZALEZNOSCI OD ICH POCHODZENIA HISTOLOGICZNEGO

Desmosomy roznych kregowcow sa morfologicznie podobne, ale jak wykazuja préby
charakterystyki poréwnawczej tych struktur, ich biochemicznych sktadowych nie mozna
uwazaé za identyczne.

Jak juz wspomniano, rézni autorzy uwazaja, iz najbardziej konserwatywng ewolucyjnie
sktadowa jest nieglikozylowane, wysokoczgsteczkowe biatko - desmoplakina I. Substancja
ta wystepuje we wszystkich desmosomach punktowych niezaleznie od rodzaju tkanki, jak
réwniez w komérkach hodowli tkankowych [4, 5, 7,19].

Innym sktadnikiem desmosoméw zaliczanym do "wszechobecnych" jest glikoproteina o
m. cz. 165 kDa, zwana desmogleing | [27, 28]. Do 1986 r. [27] panowata opinia, iz
glikoproteina ta bardzo podobna, jesli nie identyczna, wystepuje w desmosomach réznych
komorek tego samego gatunku. Jednakze z badan Penn i wsp. [24] z 1987 r. wynika, iz w
desmogleinie | nabtonka wielowarstwowego pomiedzy czescig cukrowcowg a biatkowg
wystepuje wigzanie O-glikozylowe, za$ w desmogleinie nabtonkéw nie tworzacych warstw
wystepuje wigzanie N-glikozylowe. Dalsze opisywane roznice dotyczg innego biatka tarczki
desmosomalnej - desmoplakiny Il. Podkres$la sie, ze jest to biatko charakterystyczne tylko
dla desmosomow komorek nabtonkowych, nie wystepuje natomiast w desmosomach mie-
$nia sercowego, wioknach Purkinjego uktadu przewodzacego i w komoérkach miesnia
sercowego z hodowli [7, 24, 25]. Opisuje sie¢ takze wystepowanie réznic ilosciowych
desmoplakiny Il w desmosomach komorek réznych nabtonkéw. Badacze sg zgodni, iz jest
to nieglikozylowane biatko przede wszystkim desmosomoéw nabtonkdw wielowarstwowych,
gdzie wystepuje w duzych ilosciach, natomiast zdecydowanie mniej jest tej substancji w
desmosomach nabtonkéw nie tworzacych warstw [3, 14, 19, 31].

King i wsp. [16] opisali zmiany ilosciowe desmogleiny Il i Il zwigzane z r6znicowaniem
sie naskérka; w czasie rogowacenia naskorka (co zwigzane jest zreszta z degradacja,
rozpadem desmosomu) obniza sie zawartos¢ desmogleiny Il, a jej miejsce zastepuje
desmogleing Ill, ktdra po rozpadzie desmosomoOw pozostaje jako glikoproteina petnigca
juz tylko funkcje adhezyjna.

Najwyrazniejsze jednak réznice w sktadzie molekularnym desmosoméw dotycza fila-
mentéw posrednich.

Podkresli¢ jeszcze raz nalezy, iz wszystkie desmosomy prawidtowych komérek na-
btonkowych zawierajg filamenty cytokeratynowe [3]. Natomiast w desmosomach migénia
sercowego, widkien Purkinjego i komdrek migsnia sercowego w hodowli nie ma cytokera-
tyn, tylko wystepujg filamenty desminy, za$ desmosomy innych nienabtonkowych komorek,
np. pajeczynéwki, zawierajg filamenty wimentyny [8, 15]. Udowodniono réwniez [32], iz
desmokalmina tgczyc¢ sie moze ze wszystkimi wyzej wymienionymi filamentami posrednimi,
natomiast nie tgczy sie z aktyng. Opisane powyzej roznice zestawiono w tabeli 2.
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TABELA 2. R6znice w budowie molekularnej desmosoméw w zaleznosci od ich pochodzenia histologicznego

Biochemiczne Desmosomy
sktadniki nabtonkéw miesnia sercowego  pajeczynowki
desmosomow jednowarstwowych  wielowarstwowych

i kom. hodowli
Biatka
Desmoplakina | + + + +
Desmoplakina Il + + + + - +

Glikoproteiny

Desmogleina | + + + +
Desmogleina Il + + + +
Desmogleina Il + + + +

Filamenty posrednie

Cytokeratyny + +

Desmina - . +

Wimentyna - - - +

DESMOSOMALNE BIALKA | FILAMENTY POSREDNIE
W IDENTYFIKACJI NOWOTWOROW

Mozliwos¢ wykrywania przy uzyciu specyficznych przeciwciat biatek desmosomalnych
i filamentow posrednich wykorzystywana jest obecnie jako metoda w diagnostyce roz-
nicowej nowotworéw. Informacje umieszczone w poprzednim podrozdziale wskazujg na
istnienie naturalnych roznic w sktadzie molekularnym desmosomdw zwigzanych z ich
pochodzeniem.

Wiadomo, ze wraz z transformacjga nowotworowg réznice te poteguja sie, desmosomy
zatracaja swoja charakterystyczng strukture, obserwowane sg zmiany w cytoszkielecie
komoérkowym [1, 33]. Zmienia si¢ réwniez morfologia komorek, wobec tego przy ocenie
obrazu mikroskopowego nowotworu niejednokrotnie pojawiajg sie watpliwosci diagnos-
tyczne. W takich przypadkach wykrycie desmoplakin i okre$lenie rodzaju filamentow
posrednich wedtug wielu autoréw staje sie ogromnie przydatne w identyfikacji nowo-
tworéw [15, 17, 18]. Stwierdzono réwniez na przyktad, iz raki skéry wykazujg reakcje
pozytywng na desmoplakiny i cytokeratyny, podczas gdy czerniak, ktory wywodzi sie z
komérek pochodzenia ektodermalnego i rosngc moze wykazywaé nabtonkowo-podobny
uktad komérek przypominajacy obrazy niezr6znicowanego raka skory, jest zawsze "des-
moplakino-negatywny" i nie wykazuje obecnosci cytokeratyn, tylko obecno$¢ wimentyny
18]

[ ]Wydaje sie, ze powyzszy przyklad jest dobrg ilustracjg mozliwosci, jakie stwarza dla
diagnostyki réznicowej nowotworow traktowanie sktadowych desmosomalnych jako mar-
keréw. Wybrane przykady ilustrujgce opisane powyzej mozliwosci zestawiono w tabeli 3.
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TABELA 3. Wybrane przyktady sktadnikéw desmosomalnych jako markery réznego typu nowotworéw
Rodzaj nowotworu Desmoplakiny Cytokreatyny Wimentyna Desmina

Rak podstawno-

komérkowy skéry + + - -
Rak ptasko-

nabtonkowy skéry + + - -
Oponiak + - + -
Czerniak - - + -

Miegéniak gtadko-
komérkowy miesakowy

(leiomyosarcoma) - - + +
Miesniak

poprzecznie prazkowany

miesakowy (rhabdo-

myosarcoma) - R + +
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REGULACJA CYKLU MITOTYCZNEGO*
REGULATION OF THE MITOTIC CYCLE

Jerzy KAWIAK

Zaktad Cytofizjologii Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

Streszczenie. Czynnik MPF (Maturation-Promoting Factor), odkryty w dojrzewajacych oocytach zaby, okazat sie
powszechnie wysypujacym w komadrkach kompleksem biatkowym koniecznym do rozpoczecia mitozy. Sktadnik
MPF, biatko p34c c~jest kinaza biatkowa, ktdrej aktywnos¢ reguluje rozpoczecie mitozy. Innym sktadnikiem MPF
jest kinaza biatkowa nazywana cykling. W komarkach drozdzy aktywno$¢ kompleksu jest regulowana produktami
genéw cdc25+ (p67) i wee 1+. W artykule wspomniano tez o udziale p34cdc*w regulacji startu replikacjji DNA
podczas fazy G 1 cyklu mitotycznego oraz reorganizacji cytoszkieletu podczas mitozy.

Summary. Maturation-promoting factor (MPF) described in maturating frog oocytes appeared to be a protein
complex present in different cells and initiating mitosis. Component of MPF, p34ad ~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 ofa/c25+ (p67) and wee 1+.The participation of p34cdc2in 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.

WSTEP

W 1971 r. Masui i Markert [22] oraz niezaleznie od nich Smith i Ecker [39] odkryli, ze
pewien chemiczny czynnik wywotuje mejoze oocytdw zaby (u Ranapipiens igat. Xenopus).
Mejozajest przejawem dojrzewania tych komadrek. Czynnik ten pojawiat sie w cytoplazmie
oocytow, gdy wznawiaty mejoze pod wptywem progesteronu. Nie udawato sie wprawdzie
blizej okre$li¢ chemicznej natury tego czynnika, ale mozna byto obserwowac skutki jego
dziatania w doswiadczeniu, w ktérym mikropipetg wstrzykiwano nieco cytoplazmy pobra-
nej z dojrzewajgcego oocytu do oocytu niepobudzonego do dojrzewania. Qocyt, ktéry
otrzymat “"zastrzyk™ cytoplazmy, zaczynat dojrzewaé. Po ok. 4 godzinach jego otoczka
jadrowa podlegata fragmentacji i pojawiaty sie chromosomy, ktore skracaty sie i grubiaty

*Opracowano wykorzystujac miedzy innymi czesci artykutu: Pelech S. When cell divide. The Sciences July/August
1990; s. 23-28.
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(proces ten nazywa sie kondensacjg chromosomoéw), jak zwykle na poczatku podziatu
komorki. Badacze nazwali wyzej opisany skiadnik cytoplazmy czynnikiem wywotujagcym
dojrzewanie (ang. Maturation-Promoting Factor - MPF).

Jezeli na oocyty podziata sie progesteronem, to trzeba az 8 godzin, by rozpoczeta sie
mejoza, czyli dwa razy dtuzszego czasu niz po wstrzyknieciu MPF pochodzacego z oocytu
w mejozie. Stad wydaje si¢, ze MPF jest bezposrednio dziatajgcym, wywotujgcym mejoze
czynnikiem, ktdry jest aktywowany progesteronem. Wkrdtce tez przekonano sie, ze MPF
zaby wywotuje réwniez mitoze, a nie tylko mejoze. W czesto dzielgcych sie komérkach
zarodka zaby aktywno$¢ MPF byfa mierzona zdolnosScig pobranej z nich cytoplazmy do
wywotania podziatéw dojrzewania po wstrzyknieciu jej do oocytow. Aktywno$¢é MPF przy
kazdym podziale komérki gwattownie rosta tuz przed mitoza, a potem obnizata sie podczas
pojawiania sie komorek potomnych.

Podobng aktywno$¢ oscylacyjng obserwowano réwniez w komorkach innych organiz-
méw: drozdzy, rozgwiazd, jezowcow i ssakdw. Ponadto okazato sie, ze ten niezidentyfiko-
wany czynnik dziatat bardzo podobnie wtych réznych organizmach. Na przyktad MPF Zzaby
wywotywatl mejoze w oocytach rozgwiazdy, a ludzki MPF dziatat w komdrkach zaby.
Widocznie jest on wystepujacg powszechnie w dzielgcych sie komdérkach substancja, ktéra
prawdopodobnie pojawita sie w ewolucji istot zywych bardzo wczesnie.

Jeszcze niedawno molekularne podstawy tych regulacji cyklu mitotycznego nie byly
znane. Opracowano jednak nowy sposob testowania aktywnos$ci MPF [21], bardziej wy-
godny i czuty, co umozliwito oczyszczenie MPF zawartego w ekstraktach jaj zaby zawiera-
jacych setki innych biatek. Zamiast wstrzykiwania cytoplazmy badanej komérki do oocytu
zaby i czekania na rozpoczecie podziatu, do badanego wyciggu dodawano izolowane jgdra
plemnikéw badZ komorek watroby i notowano rozpoczecie rozpadu otoczki jagdrowej. Tym
sposobem w koncu ustalono, ze aktywno$¢ MPF zalezy od molekularnego kompleksu co
najmniej dwoch biatek. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, jakie to sg biatka, przenieSmy sie do
dziedziny bardzo odlegtej od badar oocytéw zaby, do badania gendéw kontrolujacych
podziaty komorek drozdzy, organizmu jednokomérkowego.

GENY REGULUJACE PODZIALY KOMOREK DROZDZY

Oocyty byly wygodne do badania biochemicznych podstaw cyklu komoérkowego, a
komorki drozdzy okazaty sie znakomite do badania genéw kontrolujacych procesy bioche-
miczne. W prostym organizmie drozdzy tatwo jest manipulowac genami, a poniewaz cykl
komorkowy trwa w komérce drozdzy krétko, wyniki zmian genetycznych mozna stosunko-
wo szybko obserwowac w kolejnych generacjach komorek. Komorki drozdzy dzielg sie
przez paczkowanie; w zgrubiatym miejscu $ciany komdrkowej pojawia sie wyniostos¢, ktora
ros$nie i w koncu komoérka potomna oddziela sie od komdrki macierzystej. Podziat jadra
jest prostszy niz uwiekszosci Eucaryota\nie jest to typowa mitoza, ale diploidalne komplety
chromosomoéw po duplikacji zostajg rozdzielone miedzy komorki: macierzysta i potomna.

Wykorzystano szczepy drozdzy, ktore przestajg rosng¢ po ogrzaniu do okreslonej
temperatury. Te szczepy drozdzy majg defektywne geny, ktdrych produkty biatkowe
funkcjonuja normalnie w nizszej temperaturze, temperaturze "permisywnej”, ale nie dziata-
ja w temperaturze podniesionej zaledwie o kilka stopni. U niektérych szczepéw drozdzy
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podniesienie temperatury zatrzymuje wzrost w tym samym okresie cyklu komadrkowego,
niezaleznie od tego, kiedy podczas cyklu podwyzszono temperature. Zmieniony gen w
okreSlonym szczepie drozdzy prawdopodobnie petni okreslong funkcje w cyklu. Wpro-
wadzajac fragmenty DNA z komorek prawidtowych do komoérek mutanta i notujac, ktory
fragment znosi wrazliwo$¢ komorek na temperature, mozna byto ustali¢, jakie odcinki
DNA zawierajg okreslone geny.

Jednym z wielu gendéw kontrolujacych podziat komérki odkrytych tym sposobem u
Schizosaccharomyces pombe, ktéry zwrocit szczegblng uwage badaczy, jest gen oznaczony
cdc2 (icell-division-control = cdc) [2]. Jego odpowiednik u Saccharomyces cerevisiae 0z-
naczono CDC 28. Okazato sig, ze gen cdc 2 ma szczeg6lne znaczenie w dwoch okresach
cyklu komérkowego, niezaleznie od chwili podniesienia temperatury. Jezeli mutanta wra-
zliwego na temperature ogrzeje sie ponad temperature permisywng dos¢ wczesnie w cyklu
komérkowym, podczas fazy G 1, to komorki drozdzy nie moga rozpoczac fazy syntezy DNA
(fazy S); jezeli drozdze byly ogrzane pézniej, w fazie G2, to cykl komérkowy zatrzymywat
sie tuz przed podziatem komorki.

Po wykryciu genu cdc2 mozna byto "narzedziami" biologii molekularnej okresli¢ sek-
wencje jego zasad, a tym samym odpowiadajgce temu sekwencje aminokwaséw kodowa-
nego biatka. Fragmenty tego biatka (peptydy) mozna byto zsyntetyzowac sztucznie i potem
immunizowac nimi zwierze laboratoryjne celem uzyskania przeciwciat przeciw determi-
nancie tego biatka. Przeciwciata mogty teraz by¢ uzytejako czuty odczynnik dla wykrywania
poszukiwanego biatka [1, 18]. Uzywajac przeciwciat wigzacych biatko bedgce produktem
genu cdc2 wykryto, ze wystepuje ono w komdrkach wielu ogranizméw; mieczakow, zab i
ludzi. Przekonano sie, ze to biatko, podobnie jak MPF, jest substancjg wystepujaca
powszechnie.

Przeciwnie niz MPF, produkt genu cdc2 komorek drozdzy jest biatkiem o poznanej
budowie, co pozwala okre$li¢ jego funkcje podczas podziatu komorki. Jest to kinaza
biatkowa serynowa. Kinazy biatkowe sg biatkami uczestniczacymi w przekazywaniu sy-
gnatéw w komorce; wiaczaja badz wylaczajgq funkcje biatek przez ich fosforylowanie.
Kinaza biatkowa moze dziata¢ na jedng badz kilka substancji w komérce albo moze
aktywowaé inne kinazy biatkowe. Tak wiec produkt genu cdc2 dziata posrednio albo
bezposrednio modulujgc aktywnosé innych biatek.

KOMPLEKS BIALEK MPF

Pod koniec 1988 roku stwierdzono, ze produkt biatkowy genu cdc2 jest jednym ze
sktadnikéw MPF [11, 13]. Okazato sig, ze przeciwciata skierowane przeciw produktowi
genu cdc2 drozdzy wiazg sie z jedng z podjednostek MPF oocytéw zaby i rozgwiazdy.
Podjednostka ta jest biatkiem o masie czgsteczkowej 34 000 oznaczanym jako p34cdc2. W
ten sposéb wyniki genetycznych badan drozdzy mozna byto powigza¢ z wynikami badan
MPF. Znaleziono tez ludzki homolog produktu genu cdc2 [20].

Podczas gdy jedni badacze $ledzili wzrost i spadek aktywnosci MPF w oocytach, drudzy
zajmowali sie innym sygnatem oscylujacym w trakcie cyklu mitotycznego. W jajach jezow-
cow albo jajach matza rodzaju Spisula po zaptodnieniu i rozpoczeciu rozwoju pojawiato
sie biatko, ktére potem znikato podczas podziatu kazdej komérki. Biatko to gromadzito
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sie stopniowo od poczatku cyklu mitotycznego i podczas mitozy, a potem nagle znikato
przed zakoAczeniem podziatu. Prekursor tego biatka izolowany zjaj matza rodzaju Spisula
wywotywat mejoze po wstrzyknieciu go do oocytow zaby.

Wkrétce odkryto drugi gen kontrolujacy podziaty komérek drozdzy, nazwany cdc 13
[4]. Podobnie jak mutanty cdc2, drozdze z wrazliwym na temperature genem cdc13
odpowiadajg na podwyzszenie temperatury przerwaniem cyklu tuz przed mitoza. Jednak
produkt tego genu nie dziata sam, ale tgcznie z produktem cdcl. Stwierdzono, ze gdy
wyciagi komorek sprawdza sie przeciwciatami skierowanymi przeciw produktowi cdc2, to
przeciwciata wiaza sie nie tylko z produktem biatkowym cdcl, ale tez z wieloma innymi
biatkami, w tym réwniez z produktem biatkowym genu cdc13. Stad przypuszczano, ze
prawdopodobnie produkt cdc 13 tworzy kompleks z produktem cdcl. Okazato sig, ze tak
jest istotnie oraz ze produkt cdc2 jest kinazg biatkowa, ktéra fosforyluje produkt cdc 13 w
tym kompleksie u drozdzy.

Zauwazono podobienstwa wielkosci i chemicznej budowy biatka bedacego produktem
genu cdc 13 i cyklin znajdowanych w komdrkach innych organizméw [26, 30]. Cykliny sg
grupg biatek o Mr 50-60 kDa. Zauwazono, postugujac sie przeciwciatami, ze cykliny
podobnie jak produkt cdc 13 wigzg sie z biatkiem p34cdc w kompleks. Widocznie cykliny i
produkt biatkowy genu cdc 13 sg odpowiednikami. Cykliny, a dotyczy to biatka drozdzy i
podobnych czasteczek odkrytych w komérkach wielu innych ogranizméw, sa drugg pod-
jednostkg MPF.

To spostrzezenie, jak i inne dotyczace zachowania sktadnikéw MPF w oczyszczonych
wyciggach iw dzielgcych sie komérkach, pozwolito na blizsze okreslenie sposobu dziatania
catego uktadu regulacji cyklu komérkowego [9]. Zaraz po podziale komérki poziom cyklin
(biatek p50-p60) jest niski, ale biatka te sg syntetyzowane stale. Gdy osiggng poziom
krytyczny, faczq sie z p34c c~[381 itworzg z nim kompleks (jedna czasteczka cykliny ijedna
p34cdc2) [10, 19]. Biatko p34cdc~ma juz uprzednio dotgczong komponente regulatorowa,
tj. biatko p13 [7] kodowane przez gensuci+ [15], ktére prawdopodobnie utatwia oddziaty-
wanie kompleksu z innymi biatkami. Wtedy p34cdc2 jest aktywowane przez defosforylacje
jednej zjego tyrozyn [14, 25]. Aktywowane p34cdc2 fosforyluje cykling. Ta i inne jeszcze
przemiany biochemiczne doprowadzajg do aktywacji catego kompleksu MPF, po czym
rozpoczyna sie mitoza. Funkcja cykliny jest potrzebna w fazie G2 do rozpoczecia mitozy,
ale bierze ona tez udziat w koncowym etapie fazy G1 rozpoczynajacym replikacje DNA
[3,40,41], gdy dziata kompleks p34cdc2 z tancuchem pl3 (rys. 1).

W trakcie podziatu, poziom MPF w cytoplazmie spada gwattownie. Wiasciwie to
poziom biatka p34cdc2 pozostaje staty, ale spada poziom cyklin. Komoérka wytgcza aktyw-
no$¢ MPF rozktadajgc cykliny [10]. Co by bylo, gdyby nie zostaty zniszczone? Aby to
sprawdzi¢, dodawano duze stezenia inhibitorow proteinaz do $rodowiska i stwierdzono
wtedy zatrzymanie mejozy oocytdw rozgwiazdy i stabilizacje cykliny. Zmieniono tez gen
cykliny w oocytach zaby rodzaju Xenopus na taki, ktdry jest oporny na degradacje [27].
Aktywnos¢ MPF w tych komdrkach nie spadata, a rozpoczety podziat komérki byt zatrzy-
many w metafazie mitozy. Tak wiec rozpad cyklinjest konieczny dla normalnego przebiegu
mitozy.
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Rys. 1 Zmiany kompleksu biatek MPF w cyklu mitotycznym i towarzyszace temu zmiany aktywnosci kinazy-
biatkowej p34cdc’. W fazie G1 p34cde2 pozostaje w kompleksie z pI3. W fazie S p34cdc”jest fosforylowane,
prawdopodobnie w kilku miejscach. W fazie G2, tuz przed mitoza dotacza do kompleksu p62 (cyklina). Na-
stepuje defosforylacja reszty tyrozyny w p34cdc2, co aktywuje te kinaze biatkowa, ktora wtedy fosforyluje cy-
kline. Podczas podziatu nastepuje degradacja cykliny, a po podziale rozpoczyna si¢ faza G1 cyklu (wg [9],

zmienione)

BIALKA REGULUJACE AKTYWNOSC MPF

MPF mozna uznaé za istotny sktadnik regulacji cyklu mitotycznego, ale nie jedyny.
Wiele czesci tego mechanizmu jest stabiej poznanych. Na przyktad u drozdzy dla roz-
poczecia podziatu komorki jest jeszcze konieczny czynnik kodowany przez gen cdc25 +
[36] bedacy aktywatorem p34cdc2. Gen cdc25 + koduje biatko p67, ajego wieksza ekspresja
powoduje wczesniejsze rozpoczecie podziatu wtedy, gdy komarki nie "dorosty" jeszcze do
zwyklej wielkosci. Mutacje, ktére uposledzajg inny gen nazwany weel+, skracajg cykl
komaérkowy tak, ze podziat nastepuje wczesniej i powstajg poronne komarki potomne [35,
37]. Funkcja prawidtowego biatka kodowanego genem wee 1+ jest opdznienie podziatu, az
komorka "dorosnie". Jest to wiec funkcja przeciwna funkcji biatka p67. Produkt jeszcze
innego genu, kodowany genem nazwanym nim 1+, hamuje aktywno$¢ produktu genu wee 1
Czas rozpoczecia podziatu komorki zalezy wiec od oddziatywania regulatorow dodatnich
i ujemnych na kinaze p34cdc2.

Z wynikdw dalszych badafh mozna byto wnioskowac, ze produkt genu wee 1jest réwniez
kinazg biatkowa przenoszacag grupe fosforanowg na p34cdc2, ktérego aktywnos$¢ w ten
sposOb zostaje wylgczona do czasu, gdy komorka drozdzy osiggnie okreslong wielkos¢.
Wtedy biatko kodowane przez gen nim 1+ inaktywuje produkt biatkowy weel, prawdopo-
dobnie znowu przez jego fosforylacje. W ten sposéb staje sie mozliwa reaktywacja p34c c2,
co zachodzi przez jego defosforylacje. Jak wspomniano, u drozdzy produkt genu cdc25 +
(p67) i produkt genu weel+ oddziatujg z p34cdc2 biorgc udziat w regulacji podziatu
komorki, pierwszy jako aktywator, a drugi - inhibitor. Normalnie aktywnos$¢ p67 jest
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konieczna do rozpoczecia mitozy, a zapotrzebowanie na to biatko zwieksza sie¢ u mutanta
drozdzy, ktéry utracit funkcje produktu biatkowego weel. Izolowano tez mutanta zdolnego
do odwrécenia objawu braku produktu genu weel. Gen, ktéry to warunkuje, nazwany
bws1+ (bypass ofwee supression) koduje biatko bardzo podobne do katalitycznej podjed-
nostki fosfatazy biatkowej typu 1 w komorkach ssakéw [5]. Prawdopodobnie ten typ
fosfatazy reaktywuje p34c c .

REGULACJA ZJAWISK ZACHODZACYCH W MITOZIE

Wydaje sie, ze MPF moze dziata¢ bezposrednio na pewne etapy mitozy [24]. Sktadnik
p34cdc2 MPF bezposrednio przyczynia sie do kondensacji chromosoméw bedacej wczes-
nym zjawiskiem w mitozie. Prawdopodobnie jest to spowodowane miedzy innymi fosfo-
rylacjg histonu HI. Ponadto podjednostka p34cdc2 moze fosforylowaé laminy B oraz
powoduje ich solubilizacje i rozmontowanie; jednak nie powoduje fragmentacji otoczki
jadrowej. Kinaza p34cdc2 fosforyluje tez inne substraty, co moze wigzac sie ze zjawiskami
komdrkowymi rozpoczynajacymi mitoze (tab. 1). W regulacjach tych bierze réwniez udziat
fosfataza fosfoprotein typu 1, na przyktad podczas rozdzielania sie chromosoméw w
trakcie mitozy [8, 28].

Tabela 1 Potencjalne substraty kinazy p34cdc2 i zwigzane z nimi zjawiska w komérce (wg [24], zmienione)

Substrat kinazy p34cd2  Miejsce* fosforylacji Mozliwa funkcja biatka podczas mitozy

Lamina B + rozmontowanie lamin jadra komoérki

Histon HI + kondensacja chromosomoéw

pp60csrc + przeksztatcenie cytoszkieletu, wzrost aktywnosci kinazy
tyrozynowej pp60°’src

N038, nukleolina + rozmontowanie strukturyjaderka

Cyklina B NwW regulacja aktywnosci p34c c*

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

Biatko p34cdc2 wykryto tez w centrosomach [33]. Jest to tym ciekawsze, ze u wczesnych
zarodkdw muchy Drosophila mozna zahamowac synteze DNA i podziatjadra bez zatrzy-
mania replikacji centrosomu [31]. W tych warunkach centrosomy wptywajg na reorgani-
zacje tubuliny, aktyny i pobliskiej btony komdrkowej. Tak wiec same centrosomy moga
kierowac reorganizacjg korowego cytoszkieletu komdrki, niezaleznie od zjawisk zwigza-
nych ze zmianami zachodzgcymi w jadrze i w chromosomach podczas mitozy i by¢ moze
kieruje tym biatko p34cdc2 centrosoméw.

WEACZANIE | WYLACZANIE PROCESOW KOMORKOWYCH

Warto zastanowic sig, co wprawia cykl komdrkowy w ruch? Co go przyspiesza lub
zwalnia? Wiemy, ze komorki wczesnego zarodka dzielg sie czesto i nie wymagaja zewne-
trznego pobudzania, podczas gdy komarki dojrzate nie dzielg sie badz dzielg sie z okres-
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long czestoscig zalezng od sygnatéw z zewnatrz. Sygnaly te nazywamy czynnikami wzrostu
imoga one powodowac podziaty komdrek spoczynkowych albo czestsze podziaty komorek
dzielgcych sie rzadko.

Jak taki sygnat dociera do MPF? Jak z kolei zostaja wiaczone ztozone zdarzenia mitozy:
rozpad otoczki jadrowej, kondensacja chromosomoéw, wedrowka chromosomow do prze-
ciwnych biegunow komarki? Nie wiemy obecnie, jak sygnat czynnika wzrostu jest przeka-
zywany do mechanizmu regulujacego cykl komérkowy, ale zdajemy sobie sprawe, ze jest
to bardziej ztozone, niz opisane tutaj molekularne procesy. Pewne jest, ze podstawowym
elementem tych zjawisk sg kaskady kinaz biatkowych. Takie kaskady sa przekaznikami
sygnatu na dalszg odlegto$¢ w komorce; miedzy innymi powodujg wzmocnienie sygnatu
czynnika wzrostu. Oscylator MPF jest otoczony ztozong siecig przeplatajgcych sie kaskad
kinaz biatkowych.

Przyktadem tych ztozonych zaleznosci moze by¢ kinaza serynowo/treoninowa MAP 2
(kinaza fosforylujgca biatko 2 zwigzane z mikrotubulami) fosforylowana na tyrozynie in
vivo pod wptywem insuliny [32]. Zostata ona opisana tez jako biatko ERKI 1 (extracellular
signal-regulated kinase 1; fosfoproteina pp42) [6]. Kinaza ta moze by¢ regulatorem kaskad
kinaz biatkowych zaleznych od insuliny i bezposrednim substratem dla kinazy tyrozynowej
receptora insuliny. Jest interesujace, ze aktywno$é kinazy MAP 2 gwattownie ros$nie nie
tylko pod wptywem insuliny, ale rowniez sygnatéw zewnatrzkomoérkowych wywotujacych
proliferacje badZ r6znicowanie komorek. Aktywnos$¢ ta i zawarto$¢ fosfotyrozyny w pp42
rosna pod wptywem naskorkowego czynnika wzrostu (EGF), czynnika wzrostu pochodza-
cego z ptytek (PDGF), czynnika wzrostu fibroblastow (FGF) i estrow forboli [16, 34].
Aktywnos¢ kinazy MAP 2 ro$nie rowniez wpostmitotycznych komdrkach chromafinowych
nadnerczy w odpowiedzi na sygnaty powodujace sekrecje katecholamin [12] oraz w kom6r-
kach PC 12 roznicujacych sie w odpowiedzi na czynnik wzrostu neuronéw [23]. Przy-
puszczalnie kinaza MAP 2w r6znych komérkach bierze udziat w przekazywaniu sygnatow
do réznych przedziatéw czynnosciowych komorki (rys. 2).

Rys. 2. Przedziaty funkcjonalne w komaorce o okreSlonym stopniu zréznicowania; przedziaty transdukcji sy-
gnatéw, wiaczania badz wytgczania (zahamowania) proceséw komérkowych: cyklu komérkowego i/albo funk-
cji komorki zréznicowanej
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WSsrdd biatek oddziatujgcych z komérkowym regulatorem cyklu mitotycznego sg pro-
dukty gendw, ktére w zmutowanej formie wystepuja w komorce nowotworowej. Niektore
z nich przypominajg czynniki wzrostu albo ich receptor, bedacy kinazg biatkowg. Zmuto-
wane geny czynnika wzrostu moga mie¢ niezwykle wysoka ekspresje, stymulujac nadmierne
podziaty sgsiednich komorek badz wiasne podziaty. Podobnie, receptor bedacy produktem
zmutowanego genu moze by¢ na state wigczony, aktywujac tym sposobem kaskade kinaz
nawet, gdy nie dziata czynnik wzrostu. Takie biatka czesto sg kinazami biatkowymi tyrozy-
nowymi [17]. Jednak zaréwno czynniki wzrostu, jak i ich receptory znajdujg sie z dala od
czasteczek bezposrednio zaangazowanych w przebiegu cyklu mitotycznego. Szukanie
powigzan tych dwdch uktaddw [6, 29, 41] jest najblizszym zadaniem biologéw. Wiele juz
uczyniono, aby powigzania te blizej okresli¢, ale daleko jeszcze do ich petnego poznania.
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Streszczenie. Mezotelium stanowi strukture wywodzaca sie z mezodermy. Charakteryzuje sie heterogennos$cig
topograficzng wodniesieniu do ksztattu komérek, mikrokosmkoéw i pecherzykéw pinocytamych. Podczas dializy
i zapalenia otrzewnej komorki mezotelialne ulegajg zmianom. Polegajg one na pogrubieniu i zaniku mikro-
kosmkoéw, obkurczeniu komoérek i poszerzeniu przestrzeni miedzykomdrkowych, hiperplazji struktur cyto-
plazmatycznych, wakuolizacji, a w koricu obumieraniu. Wskazuje sie na trzy funkcje mezotelium: ochronna,
syntetyzujaco-sekrecyjng oraz transportowg. Funkcja ochronna polega na zmniejszaniu tarcia miedzy narzagdami,
zabezpieczaniu przed wnikaniem i szerzeniem sig infekcji, rozplemem komorek, a takze powstawaniem fibry-
nogenu. Funkcja syntetyzujaco-sekrecyjng odnosi sie do fosfolipidéw, eikozanoidéw, inhibitora fibrynolizy,
proteoglikanéw, kolagenu, elastyny i czynnikéw wzrostu oraz enzymow zwigzanych z metabolizmem biatek, puryn
ihormondéw. Funkcja transportowa obejmuje selektywnga regulacje wydalania i absorpcji czasteczek pomiedzy
krazeniem ijamami ciata 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 cellularjunctions, 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

Komarki mezotelialne stanowig zewnetrzng warstwe btony otrzewnowej, ktéra wysciela
jamy ciata (optucnowa, osierdziowgq i otrzewnowa), a takze pokrywa narzady wewnetrzne
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(ptuca, serce, jajniki i trzewia). Ogoélnie przyjmuje sie, iz otrzewna tworzy nieadhezyjna
powierzchnie dla narzaddw wewnetrznych, a takze stanowi selektywna bariere regulujaca
transport wody i rozpuszczonych w niej jonéw i czasteczek [7, 55, 58, 92, 98]. Postep w
technice dializy otrzewnowej i powszechnos¢ stosowania tego zabiegu, gtéwnie u chorych
z zaawansowang niewydolnoscig nerek przyczynity sie do lepszego zrozumienia funkcji
mezotelium [44,77], Poczatkowo sgadzono, ze decydujace znaczenie dla efektywnej dializy
ma uktad kapilar. Ostatnio zainteresowano sie mezotelium. Zwraca sie uwage na funkcje
mezotelium w warunkach patologicznych (np. podczas dializy otrzewnowej, dootrzew-
nowej farmakoterapii, 20), a takze fizjologicznych, zwigzanych np. z mozliwosciami sekre-
cyjnymi tego nabtonka [27,30,31,35]. Sugeruje sie nawet, iz mezotelium in vitro moze by¢
wykorzystane jako model badawczy proceséw transportowych zachodzacych w ztozonych
uktadach btonowych [6,16-19,40]. Mezotelium w hodowli in vitro stuzy ponadto do analizy
inwazji i regulacji wzrostu komérek nowotworowych, toksycznosci niektdrych zwigzkéw
chemicznych, procesdw regeneracyjnych, metabolizmu prostaglandyn oraz tkanki tgcznej
[1, 5, 11, 29, 50, 51, 67, 95]. Biorgc powyzsze pod uwage podjeto prébe przegladu dotad
opublikowanych wynikéw w zakresie struktury i funkcji mezotelium gtéwnie u ssakéw.

TOPOGRAFICZNE ZROZNICOWANIE STRUKTURY
MEZOTELIUM W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH

Przyjmuje sie, iz mezotelium wywodzi sie z mezodermy [13, 35, 69, 98]. Jego budowa
ultrastrukturalna w przypadku ssakéw byta przedmiotem wielu opracowan. W skrécie
przedstawia sie ona nastepujaco. Mezotelium in vivo wyglada najczesciej jak pojedyncza
warstwa wydtuzonych (do 40 pin), wielokatnych, dachéwkowato na siebie zachodzacych
komorek [33,38,39,46]. Grubos¢ ich wynosi 2,5-3,0 gm [82]. Granice miedzy nimi sa krete
i wystepujg trzy typy potaczen miedzykomdrkowych. Potgczenia typu Scistego (tightjunc-
tion) zlokalizowane sa w czesci apikalnej. Ponizej, znajduja sie dobrze rozwiniete de-
smosomy, a takze w niektérych przypadkach zonula adherens [33, 58, 81, 82]. Cze$¢
luminalna mezotelium pokryta jest mikrokosmkami. Na powierzchni niektérych komaérek
stwierdzono obecnos$¢ receptorow dla hormonow (estrogendw i progesteronu) [52, 79], a
takze czynnikéw wzrostu (TGF i PDGF) [41,42]. Zaréwno potaczenia miedzykomorkowe,
jak i cze$¢ luminalna charakteryzujg sie wystepowaniem tadunkéw elektroujemnych [48,
59]. Cytoszkielet komérek jest dobrze rozwiniety. Stwierdzono obecno$¢ wimentyny i
aktyny, prostych nabtonkowych keratyn oraz cytokeratyn [13, 29, 82, 90]. W centralnej
czesci komorek mezotelialnych znajduje sie owalne lub nerkowate jagdro oraz wydatne
jaderka [33, 35]. Widoczny tez jest dobrze rozwiniety aparat Golgiego, mitochondria oraz
duzo wolnych rybosoméw. W cytoplazmie, zaré6wno wzdtuz wewnetrznej, jak i zewnetrznej
granicy komérek oraz w strefach potgczen miedzykomaérkowych i mikrokosmkach, stwie-
rdza sie obecnos$¢ gladkich i optaszczonych pecherzykéw mikropinocytarnych [46, 51,82].
Otoczone sg one cienka, jednowarstwowa btona. Ksztatt ich jest okragty lub podtuzny.
Wystepujg pojedyriczo lub uktadajg sie w grona, a cze$¢ z nich tgczy sie w kanaty $rod-
komorkowe [35, 46]. Mezotelium lezy na ciagtej, pojedyriczej, homogennej btonie pod-
stawnej, w ktorej stwierdza sie obecnos¢ tadunkow elektroujemnych [45, 46].



BUDOWA | FUNKCJA MEZOTELIUM SSAKOW 337

Analiza danych dotyczacych struktury mezotelium w okresie postembrionalnym wska-
zuje przede wszystkim na istnienie heterogennosci okreslanej jako topograficzna. Stwier-
dzono bowiem wiele odrebnosci w budowie mezotelium pokrywajagcym rdzne narzady
wewnetrzne oraz wyscielajgcym rézne jamy ciala, a takze pochodzacym z ptynu otrzewno-
wego (tzw. komorki "wolne™). Odrebnosci te dotycza ksztattu i ilosci komdrek najednostke
powierzchni, mikrokosmkow, a takze pecherzykéw pinocytarnych.

KSZTALT KOMOREK MEZOTELIALNYCH

Topograficzne zréznicowanie ksztattu wyraza sie istnieniem trzech typow komorek.
Pierwszym, wystepujacym najczesciej jest typ komarek ptaskich. Pokrywajg one wiekszo$é
narzagddw wewnetrznych, a takze wyscielajg jamy ciata [98]. Drugi typ stanowig komarki o
ksztatcie cylindrycznym (kolumnowym). Zlokalizowane sg one przede wszystkim w ujs$-
ciach naczyn limfatycznych przepony, $rédpiersia isieci [33,45]. Pokrywaja ponadto jajniki
[66]. Do trzeciego typu mozna zaliczy¢ okragte lub owalne komérki mezotelialne z ptynu
zjamy otrzewnowej [47, 91].

Zaobserwowano, iz komarki ptaskie majg owalne jadro, z rozproszong chromatyng i
stabo zaznaczone jaderko. llo$¢ tych komérek przypadajaca najednostke powierzchni jest
wieksza w przypadku krezki niz otrzewnej $ciennej [98], przy czym otrzewna $cienna
cztowieka charakteryzuje sie statg liczba tych komdrek [23].

Z kolei komérki cylindryczne w poréwnaniu z ptaskimi charakteryzuja sie lepiej rozwi-
nietymi: siateczkg endoplazmatyczng i aparatem Golgiego, wiekszym jadrem i bardziej
wydatnym jaderkiem. Cechy te wskazujg na wiekszg aktywno$¢ metaboliczng komorek
cylindrycznych. Przyjmuje sie, iz funkcja komérek praskich zwigzana jest z blonowym
transportem. Ze wzgledu na to, iz majg one znaczny biosyntetyczny potencjat mogg w
specyficznych warunkach sta¢ sie metabolicznie aktywne [98].

llos¢ komérek owalnych (okragtych) w ptynie otrzewnowym wykazuje zréznicowanie
miedzygatunkowe, a takze uzalezniona jest od wieku i pici dawcy. Zjawisko to moze by¢
zwigzane ze stopniem nasilenia procesow regeneracyjnych. Komorki z ptynu otrzewnowe-
go moga zmienia¢ ksztatt. Po umieszczeniu np. w hodowli in vitro stajg sie one wydtuzone
[98]. W przypadku niektérych gatunkéw przyjmujg wyglad "kocich théw" [53].

Mozna przypuscié, iz zréznicowanie ksztattu komérek mezotelialnych zalezy od struk-
tury szkieletu wewnatrzkomoérkowego [90]. Zaobserwowano np. zwigzane ze stadium
wzrostu zmiany ilosciowe cytoszkieletu. Przedstawiaty sie one nastepujaco: prawidtowe
komaérki mezotelialne in vivo charakteryzowaly sie znaczng zawartoscig keratyn oraz
stosunkowo mniejszg wimentyny [13, 15, 29]. In vitro natomiast, w szybko dzielgcych sie
komérkach, dochodzito do obnizenia ilosci keratyn, a wzrostu wimentyny. W mezotelium
wolno dzielgcym sie sytuacja jest odwrotna. Komérki mezotelialne in vitro majg wiec,
zwigzang ze stadium ich wzrostu, zdolno$¢ modulowania sktadu i w rezultacie formy
szkieletu wewnatrzkomaorkowego. Nie wykluczone jest, iz podobne zmiany zachodzg in
vivo podczas procesu regeneracji, czy tez hiperplazji [5]. Struktura szkieletu wewnatrzko-
mérkowego wykazuje ponadto zr6znicowanie miedzygatunkowe. Wskazujg na to poréw-
nawcze, immunocytochemiczne analizy in vitro mezotelium krélika, szczura i czlowieka.
Stwierdzono réznice ilosciowe antygendw keratyny, cytokeratyn (klony 8.12i4.62), wimen-
tyny (13.2) oraz fibronektyny. Wystepowaty ponadto réznice jakosciowe. Antygen cytoke-
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ratyny klonu 8.13 byt np. obecny jedynie w przypadku komdérek mezotelialnych szczura
[51].

MIKROKOSMKI

Na wstepie nalezy zaznaczyé¢, iz nazywane mikrokosmkami wypustki cytoplazmatyczne
komorek mezotelialnych ssak6w rdznig sie strukturalnie i funkcjonalnie od mikrokosmkow
np. nabtonka jelita cienkiego [73]. W przypadku tego ostatniego sg to zréznicowane, lecz
stabilne struktury. W przypadku mezotelium natomiast, podobnie jak w komérkach tkanki
facznej i uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego, sg one labilne i dynamiczne. Struktura ich
zmienia sie bowiem pod wptywem cAMP, insuliny, uzalezniona jest od fazy cyklu komor-
kowego oraz gestosci komérek w hodowli. O ile wiec funkcja pierwszych, stabilnych polega
na zwiekszaniu powierzchni transportu, to funkcja mikrokosmkéw mezotelialnych jest
ztozona. Moga one zaréwno zwieksza¢ powierzchnie wymiany, jak petni¢ funkcje ochron-
na, a takze oddziatywac¢ na wzrost komorek np. poprzez regulowanie struktury cytoszkie-
letu [63].

Zréznicowanie topograficzne mikrokosmkéw ma zaréwno ilosciowy, jak ijakosciowy
charakter. Przyczyny tego zrdznicowania sg ztozone. Wiazg sie zaréwno z ochronna, jak i
transportowg funkcjg mezotelium. Mogg tez by¢ efektem specyficznej narzgdowo adap-
tacji, jak tez roznego stopnia dojrzatosci mezotelium. Ostatnio przyjmuje sie, iz zr6znico-
wanie topograficzne mikrokosmkéw wigza¢ nalezy przede wszystkim z ochronng funkcja
mezotelium [2, 35, 47]. lo$¢ i ksztakt tych struktur sg bowiem uzaleznione od stopnia
aktywnosci ruchowej narzadu w jamie ciata. Takie zaleznoSci wystapity w przypadku
mezotelium pokrywajacego rézne narzady szczura [2]. Wyodrebniono tam trzy grupy
komorek mezotelialnych. Pierwsza, najubozszg w mikrokosmki, byto mezotelium pokry-
wajace nerki, pecherz moczowy isciane brzucha (200-250 mikrokosmkéw/10 pin2). Druga
grupe stanowity komorki pokrywajace watrobe, jelito i zotgdek (350-380). Trzecie z kolei,
najbogatsze w mikrokosmki, byto mezotelium pokrywajace $Sledzione, ptuca i przepone
(450-600). Zwigzane z funkcjg ochronng, zréznicowanie ilosciowe mikrokosmkow wyka-
zaly takze badania poréwnawcze mezotelium ryb oraz ssakéw. W przypadku tych pierw-
szych mezotelium catkowicie jest pozbawione omawianych struktur. Jednocze$nie
wiadomo, iz w zwigzku z wodnym S$rodowiskiem zycia (sposobem oddychania), tarcie
pomiedzy narzadami ryb jest znacznie mniejsze niz u ssakdw [35].

Zréznicowanie ilosciowe i jakosciowe mikrokosmkéw moze byé takze zwigzane z
funkcja transportowa mezotelium. Polegataby ona na zwigkszaniu powierzchni wymiany
czasteczek przez komorki mezotelialne. Przemawia za tym obecno$é, w omawianych
strukturach, pecherzykéw mikropinocytarnych [46]. Ponadto na powierzchni mezotelium
krezki stwierdzono wiekszg ilos¢ mikrokosmkéw niz na powierzchni otrzewnej Sciennej.
Jednoczesnie, stopien nasilenia procesOw transportowych byt wyzszy w przypadku pierw-
szej z wymienionych struktur [46].

Heterogennos$¢ topograficzna mikrokosmkéw moze by¢ ponadto efektem specyficznej
narzadowo adaptacji funkcjonalnej. Przyktadem jest mezotelium pokrywajace jajniki ssa-
kow [66]. Charakteryzowato sie ono obecnoscig brodawek oraz duzg liczbg mikrokosmkéw
(ok. 150/10 [xm2). Czasami pojawiatly sie tam dobrze rozwiniete, pojedyncze lub zgru-
powane w kepki rzeski. Specyfikg tej struktury jest wystepowanie tzw. kosmatych wyros-
tkéw (villousprocesses). Gestos¢ oraz ich dtugos¢ byly uzaleznione od wielkosci jajnikow:
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im wiekszy narzad, tym ubozsze wymienione struktury i odwrotnie [66], Kosmate wyrostki
nie wystepowaty na powierzchni komorek mezotelialnych pokrywajacych inne narzady.
Czasami pojawialy sie w przypadku $ledziony. Z powyzszego wynika, iz charakterystyczne
dla danego narzadu czynniki lokalne moga modulowa¢ morfologie powierzchniowych
warstw komorek mezotelialnych. Podobnie wprowadzone np. do jamy otrzewnowej zwigz"
ki egzogenne wywotujg zmiany ilosci mikrokosmkéw. Zmiany takie wystapity po dootrzew-
nowym podaniu surowicy. Byty one uzaleznione od czasu jej dziatania. Po 2 minutach od
wprowadzenia wystapit trzykrotny wzrost ilosci mikrokosmkéw, a po 30 minutach byt on
siedmiokrotny i utrzymywat sie do 90 minuty, po czym ilos¢ mikrokosmkdw sie obnizyta
[63].

Zroznicowanie mikrokosmkoéw moze by¢é w koficu zwigzane ze stopniem dojrzatosci
mezotelium. Podczas rozwoju embrionalnego ich ilos¢ bowiem wzrasta wraz z réznicowa-
niem sie komorek [98]. Z kolei w rozwoju postembrionalnym pojedyricze komérki mezo-
telialne, nawet w obrebie jednego narzadu (jamy ciata), wykazujg réznice jakosciowe w
budowie mikrokosmkdw [82]. Liczba ich takze jest zr6znicowana i zmienna. Wystepuja
miejsca o duzym zageszczeniu mikrokosmkow oraz obszary zupetnie ich pozbawione [46].
W przypadku komoérek pokrywajacych narzady wewnetrzne i wyscielajacych jamy ciata
obecnos$¢ mikrokosmkéw ogranicza sie do powierzchni luminalnej. W przypadku komdrek
okragtych, pochodzacych z ptynu otrzewnowego, wystepuja one na catej powierzchni [91].
Wydaje sie wiec, iz zroznicowanie ilosciowe ijakosciowe mikrokosmkéw nalezy wigzaé
przede wszystkim z funkcjonalng adaptacjg komoérek mezotelialnych, w mniejszym za$
stopniu ze statyczng heterogennoscia topograficzng tej struktury.

PECHERZYKI PINOCYTARNE

Obecnos¢ pecherzykow pinocytarnych stwierdzono w cytoplazmie zaréwno w apikal-
nej, jak tez podstawnej czesci komorek mezotelialnych. Ksztatt ich i wielko$¢ nawet w
obrebie pojedyriczej komdrki moze by¢ zréznicowany. Wieksze pecherzyki wypetnione sa
lipidami [51]. Struktury te mogga by¢ okragte (Srednica 150-400 nm) lub podtuzne. Wys-
tepuja pojedyriczo lub uktadajg sie wgrona, a czes¢ ich taczy sie w kanaty srédkomdérkowe
[46, 63]. Niektére z tych pecherzyk6éw otwieraja sie do przestrzeni zewnatrzkomérkowej
[51]. Obecnos$¢ ich wigze sie z zachodzagcymi w mezotelium procesami endo- oraz egzocy-
tozy. Endocytoza (pinocytoza) zostata stwierdzona w przypadku transportu makromolekut
[7,46]. Egzocytoza z kolei moze by¢ zwigzana m.in. z sekrecjg petnigcych funkcje ochronng
fosfolipidow [34, 37]. Liczba pecherzykéw pinocytarnych uzalezniona jest od lokalizacji
topograficznej mezotelium. Zwykle przyjmuje sie, iz w przypadku mezotelium otrzewnej
$ciennej jest znacznie mniej omawianych struktur w poréwnaniu z otrzewng krezki [9,46].
Czasami stwierdza sie ponadto miejsca w ogdle ich pozbawione (np. mezotelium pokry-
wajace zotgdek prosiaka) [73]. Zaktada sig, iz zr6znicowanie to jest wynikiem odmiennosci
proceséw transportowych w réznych odcinkach otrzewnej [9,55]. Odmiennosci te dotycza
w tym przypadku przezkomérkowej drogi transportu makroczasteczek. Mozna wiec przy-
jac, iz w przypadku mezotelium otrzewnej $ciennej transport pinocytarny ma miejsze
nasilenie, niz w przypadku mezotelium krezki. Nalezy jednak doda¢, iz ostatnie badania
morfologiczne mezotelium otrzewnej $ciennej zaréwno cztowieka [23], jak i zwierzecej
[51] wykazaty znaczng (nie mniejsza niz w przypadku krezki) liczbe pecherzykéw pinocy-
tarnych. Ponadto ilo$¢ podobnych struktur (doteczkéw) w obrebie mezotelium moze ulec
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znacznemu zwiekszeniu np. poprzez stymulacje dootrzewnowo podang surowica. Jak juz
wspomniano, analogiczne zmiany obserwowano w przypadku mikrokosmkéw [63].

STRUKTURA MEZOTELIUM W STANACH PATOLOGII

Analizy struktury mezotelium w stanach patologii dotyczyty gtdwnie oséb dializowanych
otrzewnowo wskutek zaawansowanej niewydolnosci nerek oraz chorych z zapaleniem
otrzewne;j.

MEZOTELIUM PODCZAS DIALIZY OTRZEWNOWE]

Badania poréwnawcze nie wykazaly istotnych réznic jakosciowych pomiedzy mezote-
lium pochodzacym od o0s6b zdrowych oraz chorych na mocznice, ktérzy wczesniej w ogdle
nie byli poddawani zabiegom dializy otrzewnowej [33,97]. U cztowieka analiza mezotelium
uzyskanego w drodze biopsji otrzewnej Sciennej wykazala, iz samo wprowadzenie ptynu
dializacyjnego do jamy otrzewnowej wywotuje wiele zmian nasilajgcych sie wraz z uptywem
czasu. Zmiany te pojawiajg sie po kilku dniach od momentu podjecia zabiegu dializy
otrzewnowej i zwigzane sg przede wszystkim z wywotang glukoza hipertonia ptynu dializa-
cyjnego [23, 40, 94], Zaczynaja sie od uszkodzenia btony komérkowej polegajacego na
powolnym pogrubieniu, redukcji mikrokosmkow, az do stopniowego ich zaniku. Zmniej-
szenie liczby mikrokosmkow nie zmieniato jednakze funkcji transportowych otrzewnej,
mierzonych wielkos$cig klirenséw otrzewnowych zwiazkéw drobnoczasteczkowych [23].
Obserwuje sie ponadto obkurczanie komdérek mezotelialnych oraz wzrost gestosci cyto-
plazmy [33]. Zmniejszenie objetosci komdrek wywotuje ich separacje i brak kontaktu
miedzy nimi [23]. Nasilenie opisanego procesu prowadzi¢ moze do obnizenia ultrafiltracji,
obserwowanego u niektdrych oséb dializowanych otrzewnowo. U o0séb poddawanych
zabiegowi przez diuzszy czas (np. ciagtej ambulatoryjnej dializie otrzewnowej - CAPD),
w czedci podstawnej cytoplazmy komorek mezotelialnych pojawiaja sie¢ duze wakuole.
Wywotujg one oddzielenie sie tych komdrek od btony podstawnej. Obserwowano ponadto
poszerzenie potgczen miedzykomdrkowych. Pecherzyki pinocytarne powiekszaja sie, ale
ich liczba ulega zmniejszeniu [23].

Stosowana dtugookresowo dializa otrzewnowa zmienia takze metabolizm komoérek,
czego wyrazem jest hiperplazja ich struktur cytoplazmatycznych [24, 29]. Zabieg ten
stymuluje bowiem mezotelium do produkcji zwigzkdw (fosfolipidow) niezbednych do
zachowania homeostazy otrzewnej, ktdre w tym przypadku sg ciagle usuwane wraz z
ptynem dializacyjnym [23, 26]. W rezultacie nastepuje kompensacyjne wzmozenie ich
produkcji [27], Ze wzgledu na to, podczas przewlekiej dializy otrzewnowej, obserwuje sie
rozwdj szorstkiego retikulum endoplazmatycznego, jak tez rozrost organelli wewnatrzko-
maérkowych [33]. Wewnatrz komorek mezotelialnych, uzyskanych podczas biopsji otrze-
wnej chorych dializowanych (CAPD), obserwowano ponadto ciata obce natury
nieorganicznej réznych rozmiaréw (od 2 do 50 pin). Obecno$¢ ich stwierdzano takze we
wszystkich czesciach komorek, a takze w submezotelialnej tkance tgcznej. Pochodzity one
prawdopodobnie z ptynu dializacyjnego [23].
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Przyjmuje sie, iz omawiany zabieg wywotuje tez zmiany w strukturach submezotelial-
nych. Obserwowano np. zwielokrotnienie btony podstawnej mezotelium, a takze wzrost
ilosci wiokien kolagenowych oraz aktywnych fibroblastow w tkance $§rédmigzszowej [24,
33]. Stwierdza sie takze do$¢ czesto niewielki obrzek tkanek submezotelialnych. Nie
wykluczone jest jednak, iz zmiany te zwiazane sg ze stanem zapalnym btony otrzewnowej.
U oséb, u ktorych podczas dtugookresowej dializy nie wystepowato zapalenie otrzewnej,
tkanka tagczna byta niezmieniona [23].

W pilynie dializacyjnym chorych wielokrotnie dializowanych otrzewnowo stwierdzono
stopniowy wzrost liczby, a takze obecno$¢ nietypowych komorek mezotelialnych [12].
Moze to by¢ zwigzane z mutagennym dziataniem ptynu dializacyjnego podczas przewlektej
dializy otrzewnowej [51]. Nie nalezy tez wykluczy¢, iz zmiany te sg wynikiem wzmozonej
aktywnosci proliferacyjnej. Dializa otrzewnowa indukuje bowiem ciggte uszkadzanie i staty
proces regeneracji mezotelium [47]. W warunkach fizjologicznych wykazuje ono niskg
aktywnos¢ proliferacyjng. W ciggu dnia jedynie 1-3% ogélnej liczby komorek ulega
podziatowi. Uszkodzenie mezotelium wywotuje wzrost liczby podziatow do 19% tak, iz
regeneruje sie ono w ciggu 7-10 dni [46, 47, 98]. W niektorych przypadkach np. ekspery-
mentalnie wywotanej mocznicy, proliferacja naprawcza moze by¢ jednak zahamowana
[47].

MEZOTELIUM W STANACH ZAPALENIA OTRZEWNEJ

Jak juz wspomniano, zmiany strukturalne mezotelium, obserwowane w trakcie wyko-
nywania dializ otrzewnowych w duzym stopniu sg efektem osmotycznego dziatania ptynu
dializacyjnego. Réwnoczesnie jednak zmiany te moga by¢ bardziej zwigzane z liczbg
epizodow zapalen otrzewnej niz dtugoscia stosowania zabiegu. Zapalenie otrzewnej, jak
wiadomo, stanowi przystowiowg piete Achillesa ciagtej, ambulatoryjnej dializy otrzewno-
wej [14, 20, 36, 54]. Przedstawione ponizej dane dotyczg tkanki uzyskanej od chorych
dializowanych, u ktdrych wystgpito zapalenie otrzewnej, gdy w mezotelium zachodza duze
zmiany morfologiczne. Wczesne, obserwowane w pierwszych godzinach, sg podobne do
opisanych wczesniej zmian wywotanych dziataniem ptynu dializacyjnego. Polegajg one na
pogrubieniu i zaniku mikrokosmkdw, poszerzeniu przestrzeni miedzykomorkowych i od-
dzieleniu komérek od btony podstawnej. Zmienia sie takze ksztatt komdrek z dachéwko-
watego na cylindryczny, dochodzi do utraty tadunkow elektroujemnych [48, 98].

Podobne zmiany morfologiczne mezotelium obserwowano w przypadku mechaniczne-
go uszkodzenia otrzewnej zwierzecej. Wowczas wystepowaty takze zaburzenia funkcjo-
nalne, ktére polegaty na wzroscie otrzewnowej absorpcji glukozy oraz usuwania biatek.
Ponadto obnizata sie objeto$¢ ptynu usuwanego do jamy otrzewnowej [97].

W nastepnym, péznym okresie dochodzi do intensywnego obumierania i ztuszczania sie
komérek mezotelialnych. Odklejajgce sie komorki pociagaja za sobg btone podstawng. W
efekcie pojawiajg sie duze powierzchnie pozbawione mezotelium [23]. Komorki, ktore
pozostaty, sa pozbawione mikrokosmkdw, zawierajg duze wakuole i nieliczne pecherzyki
pinocytarne. Pokryte sg ponadto pecherzami i bgblami. Granice cytoplazmatyczne zani-
kajg, cytoplazma pozbawiona jest prawidtowych organelli, a wystepuje w niej materiat
widkienkowy [33]. Otrzewna pozbawiona mezotelium pokrywa sie warstwg widknika o
réznej grubosci. Pod nim wystepujg fibroblasty, a tkanka tgczna infiltrowana jest makro-
fagami i innymi komdrkami charakterystycznymi dla stanu zapalnego. Proces regeneracji
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po zapaleniu otrzewnej przebiega bardzo powoli. Po kilku miesigcach (od 1 do 4) od
momentu wystgpienia zapalenia otrzewnej mezotelium jeszcze nie wystepuje lub nieregu-
larnajego gruba powierzchnia pokrytajest brodawkami. Brak jest rowniez mikrokosmkéw.
Opisane zmiany strukturalne wywolujg zaburzenia ochronnej, syntetyzujaco-sekrecyjnej i
transportowej funkcji mezotelium [47,58,86]. Z uwagi na to, podjeto proby autoimplantacji
komorek mezotelialnych u zwierzat doswiadczalnych, a takze u cztowieka w przypadkach
zapalenia otrzewnej [29].

FUNKCJE MEZOTELIUM
W WARUNKACH FIZJOLOGICZNYCH I PATOLOGICZNYCH

Do niedawna funkcje mezotelium analizowano gtéwnie w kontekscie dializy otrzewno-
wej, a wiec stanie patologii cztowieka. Ostatnio jednak coraz czeSciej zwraca si¢ uwage na
funkcje tej struktury w warunkach fizjologicznych zaréwno w organizmie cztowieka, jak i
zwierzecym. Ogélnie rzecz biorgc mezotelium petni trzy, Scisle ze sobg powigzane funkcje:
ochronng, syntetyzujgco-sekrecyjng oraz transportows, tj. wydalniczg oraz absorpcyjng.
Jak dotad, najlepiej poznang jest funkcja transportowa (wydalnicza), najmniej natomiast
syntetyzujgco-sekrecyjna.

FUNKCJA OCHRONNA

Funkcja ta polega na zmniejszeniu tarcia pomiedzy narzgdami, zabezpieczaniu przed
wnikaniem iszerzeniem sie infekcji, rozplemem komorek oraz formowaniem sie widknika
[2,61, 92,96, 98],

Mezotelium wyscielajace jamy ciata i pokrywajace narzady wewnetrzne umozliwia
wzajemne ich przemieszczanie wskutek znacznego ograniczania tarcia. Funkcja ta jest
wynikiem specyficznej adaptacji komérek mezotelialnych, polegajacej na wytwarzaniu w
ich czesci luminalnej mikrokosmkow, a takze wytwarzaniu i sekrecji zwigzkdw obnizaja-
cych napiecie powierzchniowe [2, 35]. Liczba mikrokosmkow na powierzchni mezotelium
ssakdw jest wiec uzalezniona od aktywnosci ruchowej danego narzadu wjamie ciata [2].

Zwigzkami syntetyzowanymi przez mezotelium, petnigcymi funkcje ochronng sg fos-
folipidy, a gtéwnym ich sktadnikiem fosfatydylocholina. Obniza ona napiecie powierz-
chniowe plynu i odpycha czasteczki wody usytuowane na powierzchni komorek
mezotelialnych [27]. W zwigzku z takimi wtasciwos$ciami zmniejsza tarcie pomiedzy narza-
dami w jamie brzusznej, obniza wrazliwo$¢ na urazy i zmniejsza ryzyko wystapienia
zapalenia otrzewnej [49]. U os6b dializowanych otrzewnowo, szczegd6lnie w spos6b ciagly
(CAPD), fosfatydylocholina, a takze inne fosfolipidy sg ciggle usuwane wraz z wymienia-
nym ptynem. Mechanizmy kompensacyjne (wzmozona synteza) nie sg w stanie wyréwnac
tego ubytku. Dochodzi do obnizenia zawartosci fosfolipidow, co zwieksza ryzyko wystapie-
nia zapalenia otrzewnej [8, 49, 62].

Nalezy takze wspomnie¢ o zdolnosciach fibrynolitycznych mezotelium. Wytwarza ono
bowiem aktywator plazminogenu (typ tkankowy [96]), ktéry warunkuje aktywnos¢ fibryno-
lityczng i zapobiega formowaniu sie wioknika. Uszkodzenie ciggtosci omawianej struktury,
np. przez uraz badZ stan zapalny, ogranicza lub hamuje fibrynolize, prawdopodobnie
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poprzez obnizenie ilosci wspomnianego aktywatora [92]. Prowadzi to do odktadania sie
wioknika miedzy trzewng i $cienng powierzchnia mezotelium i powstawania zrostéw.
Funkcja ochronna mezotelium przed inwazjg komorek nowotworowych jest stabo pozna-
na. Stwierdzono, iz wprowadzenie tych komorek do jamy otrzewnowej powoduje zmiany
morfologiczne mezotelium. Nastepuje modyfikacja ich ksztattu, kontaktéw miedzy nimi,
odstoniecia btony podstawnej. Podobnie w hodowli in vitro komérki nowotworowe wy-
wotujg dezorganizacje pojedynczej warstwy mezotelium, retrakcje, odstoniecie zew-
natrzkomérkowego matriks. Dochodzi ponadto do tworzenia sie wysepek komadrek
nowotworowych na powierzchni mezotelium oraz ich infiltracji w warstwe mezotelialna [1,
67]. Podobne zmiany wystepowaty wskutek wprowadzenia do hodowli nowotworowego
ptynu wysiekowego (tumor ascites fluid). Zmiany te okazaty sie odwracalne, a odpowie-
dzialny za nie jest prawdopodobnie czynnik obecny we wspomnianym ptynie [1, 67],

ZDOLNOSCI SYNTETYCZNE | SEKRECYJINE

W ostatnich latach wykazano, iz komorki mezotelialne majg zdolno$¢ syntezy i sekrecji
fosfolipidow zwigzanych z ochronnag, a takze transportowg funkcjg tej struktury. Ponadto
komorki te syntetyzujg eikozanoidy, proteoglikany, czynniki regulujace wzrost, elastyne i
kolagen oraz aktywator plazminogenu. Zwigzki te biorg prawdopodobnie udziat w regu-
lacji przeptywu krwi, procesu fibrynolizy oraz wzrostu, odpowiedzi na stan zapalny i
tworzeniu sie tkanki fgcznej. Wreszcie w komdérkach mezotelialnych wykazano obecno$¢
enzymow zwigzanych z metabolizmem biatek, puryn, niektérych hormondw, a takze pro-
cesem fagocytozy.

W warunkach in vitro wykazano, iz mezotelium syntetyzuje fosfatydylocholine, w ilos-
ciach podobnych do nabtonka ptucnego [34, 35, 70]. Podobnie w badaniach morfologicz-
nych stwierdzono istnienie ciat lamelarnych, zawierajgcych fosfolipidy w czesci apikalnej
oraz na powierzchni prawidtowych komoérek mezotelialnych otrzewnej Sciennej i krezki
kilku gatunkow zwierzat i cztowieka. Identyczne struktury obserwowano w pneumocytach,
strukturze mtodszej filogenetycznie w poréwnaniu z mezotelium [37].

Fosfatydylocholina, jak juz wspomniano, obniza napiecie powierzchniowe i odpycha
czasteczki wody usytuowane na powierzchni mezotelium [27]. Petni wiec funkcje ochronna.
Nie zapobiega jednakze adhezji otrzewnowych makrofagéw [78]. Ponadto, zwigzek ten
oddziatuje na czynnosci transportowe mezotelium otrzewnowego. Ze wzgledu na to, iz
poprzez dodatni fadunek choliny tgczy sie z anionami wystepujgcymi na powierzchni
komorek mezotelialnych, zmniejsza grubo$¢ warstwy niemieszanego ptynu na ich powierz-
chni [8]. W ten sposob, jak wykazaly badania in vitro, zwieksza transport skierowany z
naczyniowej do mezotelialnej strony btony otrzewnowej. Nie wplywa za$ na transport w
kierunku przeciwnym. Jednoczes$nie stwierdzono in vivo, iz fosfatydylocholina obniza
absorpcje wody i zwigzkéw w niej rozpuszczonych z jamy otrzewnowej poprzez uktad
limfatyczny [62]. W efekcie, wymienione procesy powodujg wzrost wypadkowej ultrafil-
tracji i wptywajg dodatnio na efektywno$¢ dializy otrzewnowej.

Badania ptynu zjamy otrzewnowej, chorych poddawanych zabiegom ciagtej dializy oraz
supernatantu z hodowli komérek mezotelialnych, wykazaty obecnos¢ fosfolipidéw. Gtow-
nym ich skfadnikiem byta fosfatydylocholina, ktérej zawarto$é stanowita 49-81% wszy-
stkich fosfolipidow. W mniejszych iloSciach wystepowaty: sfingomielina,
fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloinozytol, fosfatydyloseryna ilizofosfatydyloamina [26,
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29, 30, 32, 49]. U wspomnianych chorych ilos¢ tych zwigzkéw byta zréznicowana. W
przypadku os6b z prawidtowg ultrafiltracjg poziom ich wynosit $rednio 38,8 mg/l [30], Z
kolei u chorych z zaburzeniami ultrafiltracji, podobnie jak w przypadkach zapalenia
otrzewnej, poziom fosfolipidow spadat ponizej 10 mg/l. U tych ostatnich podanie fosfaty-
dylocholiny wywotywato wzrost ultrafiltracji [22, 30], nie zmieniato jednak transportu
otrzewnowego u krolikéw [28]. Przedstawione dane dowodzg, iz mezotelium otrzewnowe
syntetyzuje i wydziela fosfolipidy zwigzane, jak dotad stwierdzono, z ochronng i transpor-
towgq funkcja tej struktury. W ostatnich latach pojawity sie informacje o innych mozliwo-
$ciach. Jak juz wspomniano, komorki mezotelialne syntetyzujg eikozanoidy, zwiazane
prawdopodobnie z regulacja przeptywu krwi [10, 80]. Wykazano, iz hodowane in vitro
mezotelium, pokrywajace osierdzie wotu, w obecnosci niespecyficznych agonistéw (jono-
for wapniowy), a takze histaminy, bradykininy i tromboksanu, syntetyzowato prostacykline
12 [31, 80]. Podobne zdolnosci syntetyczne wykazywaty komorki mezotelialne, ktorymi
pokryto dakronowg proteze naczyniowgq zabezpieczajacje przed agregacja ptytek krwi [10,
42]. W hodowli mezotelium kroélika natomiast pojawity sie nieenzymatyczne produkty
degradacji prostglandyny 16, ktérych nie byto w przypadku komérek osierdzia wotu [80].
Wskazuje to na istnienie odrebnosci miedzygatunkowych. Ponadto hodowane in vitro
mezotelium sieci krélika, stymulowane jonoforem wapniowym, wytwarzato 6-ketoprosta-
glandyne Fi« oraz prostaglandyne E2. Wydzielato ponadto skfadniki tkanki facznej -
proteoglikany, ktore zawieraty siarczan chondroityny oraz siarczan heparanu, zwigzane z
odpowiedzig na stan zapalny oraz procesem krzepniecia i fibrynolizy [88, 89].

Badania zaleznosci ilosciowych eikozanoiddéw, w dializatach z jamy otrzewnowej u
cztowieka, a takze zwierzat, wykazaty dominacje prostaglandyny /PG/Fia. W mniejszych
iloSciach wystepujg PGE2, PGF2a i tromboksan /TX/B2 [86]. Podkreslono, iz powszechnie
stosowany ptyn dializacyjny, zawierajgcy mleczany, stymuluje, w wiekszym stopniu niz
bradykinina, synteze prostacykliny 12 [29]. Ponadto bakteryjne zapalenie otrzewnej wy-
wotuje wzrost ilosci wszystkich prostaglandyn i TXB2 w ptynie dializacyjnym. Stosunek
naczyniorozszerzajacych PGE2 i PGFia do naczyniokurczacych PGF2« i TXB2 wzrasta
woweczas z 6,6 do 10,5. Mozna wiec sadzi¢, iz obserwowany, podczas zapalenia otrzewnej,
wzrost przeptywu krwi, a takze zmiany whasciwosci transportowych mezotelium sg zwiga-
zane ze wzmozeniem syntezy prostaglandyn. Mechanizm tego procesu nie jest jednak
znany. Sugeruje sie, iz jest on zwigzany z interakcjg ukfadu dopetniacza z kaskadg kwasu
arachidonowego [86].

Z kolei glukokortykoidy hamujg biosynteze prostacykliny. Synteza tego zwigzku, w
przypadku hodowanych komdérek mezotelialnych (zaréwno stymulowanych, jak i nie sty-
mulowanych bradykining), obnizata si¢ pod wptywem deksametazonu, ktéry prawdopo-
dobnie indukuje synteze czynnika peptydowego podobnego do lipokortyny. Ten ostatni
hamuje za$ wytwarzanie prostacykliny przez mezotelium [95].

Jak juz wspomniano, mezotelium wykazuje zdolnosci fibrynolityczne. Obecno$¢ akty-
watora plazminogenu wykazano bowiem zaréwno in vivo, jak in vitro w zwierzecych i
ludzkich komdrkach mezotelialnych [92, 96]. W przypadku tych ostatnich stwierdzono
synteze tkankowego typu tego aktywatora (t-PA) [96]. Jednocze$nie wykryto obecnos¢
aktywatoréw typu 1i2 inhibitora t-PA (PAI-1, PAI-2). Nalezy doda¢, iz PAI-1 gtéwnie
byt wydzielany do ptynu hodowlanego, a duza cze$¢ PAI-2 stwierdzona byta w komérkach
mezotelialnych. Nie wykazano obecnosci antygenu aktywatora plazminogenu typu uroki-
nazy (U-PA). Wiadomo, iz spadek fibrynolitycznej aktywnosci mezotelium wystepuje w
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zapaleniu, urazach i niedokrwieniu otrzewnej [92,96]. Zwigzane to jest m.in. z obnizeniem
ilosci t-PA. W badaniach in vitro wykazano, iz przyczyng tego obnizenia jest uwalniany
przez makrofagi czynnik TNF (tumor necrosisfactor). Powodowat on zmniejszenie ilosci
t-PA ijednoczesny wzrost PAI-1 oraz PAI-2 w komérkach mezotelialnych. Wywolywat tez
zmiany morfologiczne mezotelium. Komorki przybieraty ksztalt wrzecionowaty, a czes$é z
nich odrywata sie od podtoza [96].

Mezotelium syntetyzuje ponadto elementy widkniste tkanki tgcznej, tj. kolagen i elas-
tyne. Ludzkie komaorki mezotelialne in vitro wytwarzaty | i 11l typ kalogenu. Nie produko-
waly natomiast IV i V typu tego zwigzku. Nalezy nadmieni¢, iz | i Il typ kalogenu
syntetyzujg zwykle komérki mezenchymalne, a IV i V jest charakterystyczny dla btony
podstawnej. Jak dotad, pozostaje niejasna zdolno$¢ komérek mezotelialnych do syntezy
kolagenu srodmigzszowego [50]. Prawidtowe mezotelium optucnej in vitro syntetyzowato
ponadto elastyne [11]. W przypadku, wywotanego eksperymentalnie, zwitéknienia ptuc
obserwowano pojawienie sie widkien tego zwigzku na powierzchni optucnej, co stanowito
prawdopodobnie odpowiedz komérek mezotelialnych na czynniki uszkadzajace.

W badaniach in vitro wykazano takze, iz prawidtowe mezotelium syntetyzuje i wydziela
aktywng oraz nieaktywng posta¢ TGF-R (transforming growth factor [43]). Mezotelium
zmienione nowotworowo (mesothelioma*) wytwarza TGF-8 w mniejszych iloSciach niz
prawidtowe. Z kolei odwrotnie jest w przypadku czynnika PDGF (platteled growth factor).
Komorki nowotworowe, wywodzace sie z mezotelium [21], wytwarzaty ponadto cytoplaz-
matyczne biatko, ktére indukowato proliferacje prawidtowego ludzkiego mezotelium in
vitro [41]. Mozna wiec przypusci¢ istnienie autokrynnej drogi regulacji wzrostu (poprzez
PDGF) komorek mesothelioma.

O mozliwosciach syntetycznych $wiadczg tez wyniki badan sktadu enzymatycznego
komoérek mezotelialnych. Wskazujg one na udziat tych komérek w metabolizmie biatek i
puryn, niektérych hormonéw oraz w procesie transportu aktywnego i fagocytozy. W
komorkach mezotelialnych wykazano bowiem obecno$¢ kwasnych hydrolaz, niespecyficz-
nej esterazy, oksydazy ksantynowej, ATP-azy oraz dehydrogenazy sterydowej. Aktywnos$¢
niektorych enzymow wykazywata zréznicowanie miedzygatunkowe, a takze topograficzne.
Wystepowaty ponadto réznice aktywnosci w przypadku komorek ptaskich oraz cylindrycz-
nych. Dla przyktadu obecno$¢ kwasnej fosfatazy, zwigzanej prawdopodobnie z funkcja
fagocytarna, stwierdzono w cytoplazmie mezotelium pokrywajacego $ciane brzucha kréli-
ka. W przypadku tego gatunku nie stwierdzono obecnosci fosfatazy zasadowej. Wykazano
natomiast aktywnos¢ tej fosfatazy w mezotelium krezki kota [76]. Komdrki mezotelialne
zawieraty takze niespecyficzng esteraze, ktdérej obecnosci nie wykazano w mezotelium
szczura. Wymienione enzymy moga bra¢ udziat w metabolizmie biatek usuwanych do jamy
otrzewnowej lub z niej absorbowanych. Przypuszcza sie, iz przedstawione zréznicowanie
miedzygatunkowe jest zwigzane z odmiennym sktadem piynu znajdujgcego sie w jamie
otrzewnowej. Aktywno$¢ kwasnych hydrolaz, a takze niespecyficznej esterazy uzalezniona
byta ponadto od typu komoérek mezotelialnych. W komérkach cylindrycznych byta wyzsza
nizw komdarkach dachéwkowatych. Te dwa typy komérek wykazywaty ponadto odrebnosci
toréow metabolicznych. W pierwszych dominowaty mechanizmy oksydatywne, w drugich
cykl pentozowy [98].

Nowotworowa transformacja komérek mezotelialnych (mesothelioma) stanowi odrebny problem wykraczajacy
poza zakres niniejszego opracowania.
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Komaérki mezotelialne niektoérych struktur wykazywaty ponadto obecno$¢ specyficz-
nych enzyméw. Dla przykfadu mezotelium pokrywajace przepone szczura charaktery-
zowato sie obecno$cig oksydazy ksantynowej. Miato wiec zdolno$¢ syntezy kwasu
moczowego. Wskazuje to na udziat tych komérek w metabolizmie puryn [72]. Z kolei
mezotelium pokrywajace jajniki ssakéw, charakteryzowato sie obecnos$cig dehydrogenazy
17-hydroksysteroidu. Sugeruje to powigzanie z metabolizmem sterydow [66].

W badaniach histochemicznych stwierdzono tez obecno$¢ enzyméw wigzacych sie z
mechanizmem transportu aktywnego. Obserwowano np. w rejonach potgczen miedzy-
komaérkowych wysoka aktywno$¢ adenozynotréjfosfatazy. Uzyskano ponadto pozytywng
reakcje na enzymy mitochondrialne: dehydrogenaze brusztynowg i oksydaze cytochromo-
wa. Wskazuje to na obecnos$¢ procesow oksydatywnych, a wyzwolona tg droga energia
mogtaby by¢ wykorzystywana m.in. w transporcie aktywnym [76].

FUNKCJA TRANSPORTOWA

Stosunkowo najczesciej analizowang jest funkcja transportowa mezotelium. Liczne
badania przeprowadzone zaréwno in vivo, jak in vitro wykazaty ztozono$¢ mechanizmow
transportu mezotelialnego [7, 9, 16-19, 26, 56, 60, 71, 98]. Zachodzi on dyfuzyjng droga
miedzykomérkowa, a takze przezkomérkowa. W przypadku tej ostatniej nie wykluczona
jest aktywna komponenta procesow transportowych [46, 56, 76]. Uzaleznione sg one od
fizyko-chemicznej natury transportowanych czasteczek, gtéwnie ich wielkosci oraz fadun-
ku [6, 46, 60, 93]. Proces transportu mezotelialnego moze by¢ w szerokim zakresie mody-
fikowany réznymi czynnikami natury zaréwno chemicznej (leki, hormony), jak i fizycznej
(zwigzki powierzchniowo, osmotycznie czynne) [6, 17, 18, 26, 55, 56]. Dziatanie tych
czynnikow dotyczy przepuszczalnosci komorek mezotelialnych, szczelnosci potaczen mie-
dzykomorkowych i wszystkich rodzajoéw transportu przez- oraz miedzykomaérkowego.

Ze wzgledu na mozliwo$¢ wystgpienia zbiegunowania czynnosciowego mezotelium
(poprzez analogie do nabtonka nefronu), nalezy wyodrebni¢ dwie komponenty omawia-
nego transportu. Pierwszgjest wydalanie czgsteczek np. z tozyska naczyniowego do jamy
otrzewnowej. Druga komponente stanowi natomiast proces okreslony jako absorpcja, a
wiec transport skierowany z jamy otrzewnowej do tozyska naczyniowego. Nalezy pod-
kresli¢, iz badania jak dotgd koncentrowaty sie na czynnosci wydalniczej mezotelium w
kontekscie dializy otrzewnowej. Mezotelium mozna traktowac¢ bowiem jako czes$¢ najbar-
dziej prymitywnego organu wydalniczego [30]. Funkcja taka szczegdlnie jest widoczna w
przypadku niektérych kregowcow nizszych (np. ryb). Przestrzen otrzewnowa tych osta-
tnich, wystana komérkami mezotelialnymi, tgczy sie bezposrednio, poprzez otwory brzu-
szne ze srodowiskiem zewnetrznym lub posrednio, przez potgczenia przestrzeni brzusznej
(nefrostoma) z uktadem wydalniczym [35]. W obydwu przypadkach mezotelium zabezpie-
cza jednokierunkowy przeptywu ptynu z organizmu do $rodowiska zewnetrznego. Wska-
zuje na to duza liczba otwartych pecherzykéw pinocytarnych na powierzchni luminalnej
mezotelium ryb. Przestrzerh otrzewnowa u tych zwierzat, a ponadto coeloma, czy splan-
chnocel zwierzat nizszych, petnig wiec funkcje gtéwnego bgdz pomocniczego narzgdu
wydalniczego. Wystana mezotelium jama otrzewnowa u cztowieka i wyzszych kregowcéw
jest analogig coelomy lub splanchnocelu. Stad tez w stadium embrionalnym peini funkcje
organu wydalniczego u wszystkich kregowcéw. Jednocze$nie mozna przypuscic, iz mezo-
telium u cztowieka zachowato wydalniczg funkcje swoich przodkéw, np. zdolno$é jedno-



BUDOWA | FUNKCJA MEZOTELIUM SSAKOW 347

kierunkowego przeptywu, ktdra moze by¢ wykorzystana podczas procesu dializy otrzew-
nowej [35].

Jak juz wspomniano, badania dotyczgce funkcji transportowych mezotelium koncen-
trowaty sie przede wszystkim na zwiekszeniu efektywnosci dializy otrzewnowej. W bada-
niach tych chodzito o okreslenie warunkow, w ktdrych bytoby najlepsze usuwanie z ustroju
zwigzkéw toksycznych. Znacznie rzadziej natomiast analizowano funkcje absorpcyjna
mezotelium, tj. transport czasteczek skierowany zjamy otrzewnowej do tozyska naczynio-
wego [20,93]. Znajomo$¢ tego ostatniego procesu nabiera wigkszego znaczenia ze wzgledu
na coraz czesciej stosowang dootrzewnowsg terapie farmakologiczng, najczesciej obejmu-
jaca: antybiotyki [3, 14, 54, 64], insuline [4, 74], leki przeciwnowotworowe [16, 17, 19, 57,
83] oraz zwigzki o charakterze odzywczym [65, 68, 84, 85, 87]. Chociaz nie jest to metoda
rutynowo stosowana w warunkach klinicznych, w niektérych okoliczno$ciach moze dawac
wymierne korzysci. Do takich okoliczno$ci mozna zaliczy¢ np. stany zapalne otrzewnej,
wystepujace czesto u 0séb poddawanych dializie otrzewnowej [14, 64], a takze przypadKi
wewnatrzotrzewnowego umiejscowienia guzow nowotworowych [57]. Po dootrzewnowym
podaniu lekéw nalezy oczekiwaé lepszego niz po podaniu parenteralnym efektu terapeu-
tycznego, wskutek podwyzszonego stezenia tych preparatéw w bezposrednim sasiedztwie
ogniska chorobowego. Jednocze$nie zostaje ograniczone dziatanie srodkéw farmakolo-
gicznych na zdrowe tkanki organizmu.

Do szczegdlnych okolicznosci, zastosowania dootrzewnowej terapii, nalezy zaliczy¢
sytuacje, w ktorych idzie o dostarczenie droga otrzewnowg substancji o charakterze
odzywczym [84] czy tez regulatoréw metabolicznych (np. insuliny) [4]. Dotyczy to przede
wszystkim chorych poddawanych ciggtej dializie otrzewnowej.

Dootrzewnowa terapia moze wywota¢ takze niekorzystne efekty. Wprowadzenie zbyt
duzej dawki leku do jamy otrzewnowej, a przez to wytworzenie znacznego gradientu stezen
miedzy dializatem a krwig, powoduje szybkg jego absorpcje do krwiobiegu. Zjawisko to
moze prowadzi¢ do intoksykacji ustroju, szczeg6lnie w przypadku braku nerkowej elimi-
nacji danego farmaceutyku np. wskutek niewydolnosci nerek. Nalezy wzig¢ takze pod
uwage ewentualne zmiany w funkcjonowaniu otrzewnej (mezotelium), wywotane oddziaty-
waniem wysokich stezen lekéw stosowanych dootrzewnowo [20, 75]. Jest to szczegblnie
istotne w przypadku chorych poddawanych zabiegom dializy otrzewnowej, z uwagi na
krancowa niewydolno$¢ nerek. Zachowanie prawidtowej funkcji otrzewnej decyduje tu o
efektywnosci zabiegu.
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BADANIA MOLEKULARNO-GENETYCZNE
W DIAGNOSTYCE CHEONIAKOW*

MOLECULAR GENETIC ANALYSES
INLYMPHOMA DIAGNOSIS

Jan LUBINSKI, Konrad PTASZYNSKI
Zaktad Genetyki i Patomorfologii, Instytut Patologii PAM

Streszczenie. Na podstawie badan wiasnych oraz danych z piSmiennictwa przedstawiono znaczenie molekularno-
genetycznych analiz stuzacych do wykrywania przemieszczenia genéw immunoglobulinowych, genéw receptoréw
limfocytéw T, onkogenéw bel-2, c-myc i "locus" bel-1w rozstrzyganiu takich probleméw w diagnostyce chto-
niakéw, jak: 1) ré6znicowanie migdzy chtoniakami itagodnymi zmianami limfoproliferacyjnymi; 2) r6znicowanie
miedzy chtoniakami a nowotworami ztosliwymi spoza uktadu chtonnego; 3) klasyfikacja chtoniakéw na wy-
kazujace cechy limfocytow B i T; 4) wykrywanie "$ladowych™ ilosci komdrek 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.

WSTEP

Geny immunoglobulinowe (Ig) i receptoréw limfocytow T {RLT) zbudowane sa z
licznych odcinkdw DNA, ktére podczas réznicowania zostajg przemieszczone [21, 31, 42].
Istnieje > 106 mozliwosci przemieszczeniagenow Ig lub RL T. Strukturagenow Ig lubRL T
po przemieszczeniu stanowi wysoce specyficzny marker dla poszczeg6lnych limfocytow
lub wywodzacych sie z nich ztosliwych komorek chtoniakéw. GenylgiRLT wystepuja we
wszystkich typach ludzkich komorek, ale przemieszczenia genéw Ig nastepujg niemal
wylgcznie w limfocytach B, a przemieszczenia genéw RLT ograniczone sg do limfocytéw
T [4,6,12,16,20]. Przemieszczenia gendw Ig i/lub gendw RLT mozna wykryéw blisko 100%

Referat wygtoszony podczas konferencji biologii komérki 10.11.1990.
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chtoniakéw nieziarniczych (CHN) i wysokim odsetku w ziarnicy ztodliwej (Z2) [3, 5, 6,15,
16, 20, 23, 26, 31, 32, 36, 41, 44], Przemieszczenia genéw Ig i RLT nie wystepuja w
nowotworach ztosliwych spoza uktadu chtonnego [1, 2, 27, 33].

Inng charakterystyczng cechg wielu chtoniakow sg przemieszczenia onkogenow lub
innych istotnych w patogenezie chtoniakéw odcinkéw DNA powstajgce wwyniku chromo-
somalnych translokacji [8, 40]. 80-90% chioniakéw grudkowych (CHG) i30% ZZ wyka-
zuje translokacje t(14; 18) (932; g21). Translokacja t(ll; 14) (ql3; q32) wystepuje w CHN
z matych limfocytow B (CHNML-B), przewlektej biataczce limfatycznej B komdrkowej
(PBL-B) i szpiczaku. 100% chioniakéw Burkitta wykazuje jedng z nastepujacych translo-
kacji t(8; 14) (924; q32), t(8; 22) (q34; qll) lub t(2; 8) (pil; g24). Onkogeny bcl-2 ic-myc
sq przemieszczone odpowiednio w CHG, ZZ i chtoniakach Burkitta. Odcinek DNA
okreslanyjakobc/-I przemieszczony jestw CHNML-B, PBL-B iszpiczakach wykazujgcych
t(Il; 14).

( Wyk)azano, ze molekularno-genetyczna ocena przemieszczen: 1) gendw Ig iRLT oraz
2) onkogendw i innych odcinkbw DNA majacych znaczenie w rozwoju chtoniakéw moga
zosta¢ wykorzystane w praktycznej diagnostyce chtoniakéw.

METODY

Standardowg metodg wykrywania przemieszczen genow jest obecnie technika Souther-
na [9,29]. DNA do analizy wg Southerna nalezy izolowac z tkanek $wiezych nieutrwalonych
lub zamrozonych. Na og6t niemozliwa jest ocena materiatu utrwalonego w formalinie.
Efektywne badanie mozna wykona¢ nawet z niewielkiej ilosci materiatu uzyskiwanego
technika punkcji cienkoigtowej. W metodzie Southerna izolowany DNA ciety jest enzyma-
mi restrykcyjnymi na fragmenty, ktére sg rozdzielane, zaleznie od ich wielkosci, elektrofo-
rezg poziomag w zelu. Po przeniesieniu na bione (bibute) fragmenty DNA zawierajace
badany gen sg wykrywane sondami molekularnymi wyznakowanymi izotopami lub znacz-
nikami nieradioaktywnymi. Geny, ktdre ulegly przemieszczeniu, wykrywane sg w odcin-
kach DNA o zmienionej dtugosci. Na przyktad: po pocieciu enzymem restrykcyjnym Eco
RI nieprzemieszczany gen dla tancucha ciezkiego Ig wykrywany jest w odcinkach DNA
dtugosci 13,6 kbp (rys. 1, linia komdrkowa HL 60). Odcinki DNA o odmiennej dtugosci
zawierajg gen dla tancucha ciezkiego lg, jezeli wystepuje przemieszczanie tego genu (rys.
1, linia komérkowa 380 i przypadki chtoniakéw rozlanych nr 63-91). Czuto$¢ metody
Southerna umozliwia wykrycie przemieszczen tylko wdwczas, gdy identyczng strukture
utozenia genéw wykazuje co najmniej 104 komérek. W zmianach limfoproliferacyjnych
przemieszczenia genow Ig lub RLT wykrywane sg wowczas, gdy wystepujg w nich klonalne
rozrosty limfocytow. Tak wiec wykrywanie genéw w odcinkach DNA o zmienionej dtugosci
jest rbwnoznaczne z wykryciem klonalnego wzrostu komorek. W odczynowych weztach
chtonnych klony limfocytow z przemieszczeniem genéw Ig lub RLT wystepuja, jednak nie
sg one wykrywane, poniewaz liczba limfocytdw z identycznym utozeniem gendw jest zbyt
mata, aby mogta by¢ wykryta metodg Southerna. Wykrywanie klonalnego wzrostu komaérek
metodg Southerna ma duzg praktyczng warto$¢ diagostyczng. Technika ta umozliwia
wykrycie klondw komoérkowych nawet wtedy, gdy stanowig one mniej niz 5% komoérek w
biopsji. Ocena przemieszczen gendw jest bardziej efektywna od immunocytochemii w
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ustaleniu klonalnosci, poniewaz za pomocg analizy DNA klony komérkowe wykrywane sg
niezaleznie od domieszki nienowotworowych limfocytow i jakichkolwiek komérek spoza

tkanki limfatycznej [1,4].

Rys. 1. DNA izolowane z linii komérkowych HL
60 i 380 oraz chtoniakéw rozlanych pocieto enzy-
mem restrykcyjnym Eco RI, poddano elektrofo-
rezie, przeniesiono na btone i hybrydyzowano z
sondg molekularng wykrywajaca geny tancucha
ciezkiego immunoglobuliny (IgH); w linii komér-
kowej HL 60 przemieszczenie tego genu nie wyst-
epuje, dlatego tez znakowany jest odcinek DNA
dtugosci 13,6 kbp; znakowanie odcinkéw DNA o
odmiennej dtugosci wskazujace na przemieszcze-
nie genu IgH i klonalny rozrost komérek widocz-
ne jest we wszystkich pozostatych przypadkach

Inng metodg przydatng diagnostycznie jest enzymatyczna amplifikacja DNA in vitro za
pomoca metody taricuchowej reakcji z polimerazg (P CR-polymerase chain reaction) [43].
PCR jest technika o niezwykle wysokiej czutosci. Fragmenty DNA dtugosci do ok. 2 000
bp z charakterystycznymi dla danego nowotworu zmianami wynikajgcymi z mutacji punk-
towych, delecji lub translokacji mogg by¢ zwielokrotniane przez PCR nawet 106 razy.
Wykazano, ze charakterystyczne dla komérek CHG sekwencje powstajgce w trakcie
translokacji t(14; 18) (932; g21) moga by¢ wykryte technika PCR nawet woéwczas, gdy
wystepujg one tylko w jednej sposréd 10 ocenianych komorek [7, 22, 39]. Takie analizy
mozna wykonywac nie tylko ze $wiezego materiatu, ale i z DNA izolowanego z biopsji
utrwalanych w formalinie i zatapianych w parafinie [4]. Oceniane metodg PCR zmiany w
strukturze DNA muszg by¢ dobrze poznane na poziomie molekularnym. Stanowi to
ograniczenie w praktycznym wykorzystaniu PCR do diagnostyki chtoniakdw, poniewaz w
wielu chtoniakach zmiany molekularne sg zmienne i specyficzne tylko dla pojedynczego
przypadku nowotworu.

ZASTOSOWANIE DIAGNOSTYCZNE
ROZNICOWANIE MIEDZY CHLONIAKAMI
I NIENOWOTWOROWYMI ZMIANAMI LIMFOPROLIFERACYINYMI

Analizy molekularno-genetyczne sg przydatne w réznicowaniu miedzy chtoniakami i
nienowotworowymi rozrostami limfocytarnymi przez: 1) ocene klonalnego wzrostu komé-
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rek w zmianach limfoproliferacyjnych na podstawie badania przemieszczerh genéw Ig i
RLT\ 2) wykrywanie przemieszczen onkogenéw, takich jak bcl-2 czy c-myc.

Klonalny wzrost komoérek jest wykrywany w blisko 100% CHN i wysokim odsetku ZZ
[3, 5, 6, 15, 16, 20, 23, 26, 31, 32, 36, 41, 44], a takze w nielicznych przypadkach wsréd
pacjentéw ze zmianami limfoproliferacyjnymi bez klinicznych i/lub morfologicznych cech
rozrostu zto$liwego, takich jak wrodzone lub nabyte zespoty niedoboréw immunologicz-
nych, odczynowe wezty chtonne u chorych poddanych immunosupresji oraz w réznorod-
nych pozaweztowych rozrostach limfocytarnych wtym wtzw. benign lymphoepithelial lesion
zwigzanym z zespotem Sjogrena (zmiany tego typu szczeg6towo zestawiono w pozycji
piSmiennictwa [26]). Tak wiec wykrycie klonalnego wzrostu komérek nie jest rownoz-
naczne z rozpoznaniem zfo$liwego charakteru rozrostu, jak réwniez brak klonalnych
przemieszczen genow Ig lub RLT nie wyklucza rozpoznania chioniaka. Na potrzeby
diagnostyki badanie klonalnego wzrostu musi by¢ zatem wykorzystywane w potaczeniu z
danymi klinicznymi i obrazem morfologicznym zmiany. Molekularna ocena klonalnego
wzrostu stosowana wedtug takich zasad okazata sie przydatna w rozwigzywaniu problemoéw
diagnostycznych, takich jak r6znicowanie miedzy:

(1) CHN i odczynowymi weztami chtonnymi,

(2) CHN i pozaweztowymi naciekami nienowotworowymi z dobrze zréznicowanych
limfocytow,

(3) ZZ iodczynowymi weztami chtonnymi [1, 4, 5, 6, 12, 16, 18, 20, 25, 26, 32, 33].

Mimo wystepowania w nielicznych przypadkach mikroskopowo-$wietlnych rozpoznan
btednie ujemnych wydaje sie, ze analizy molekularne nie sg niezbedne w kazdym przypadku
rozpoznanym badaniem morfologicznym jako nienowotworowa zmiana limfoproliferacyj-
na. Wiasciwe wydaje sie natomiast stosowanie badan molekularnych w celu okreslenia
klonalnego wzrostu w tych wszystkich przypadkach, w ktérych dane kliniczne lub obraz
morfologiczny budzg nawet najmniejsze podejrzenia ztosliwego charakteru rozrostu lim-
focytarnego.

Molekularno-genetyczna ocena przemieszczen onkogendw jest réwniez przydatna w
réznicowaniu miedzy chtoniakami a nienowotworowymi zmianami limfoproliferacyjnymi.
Przemieszczenia onkogendow wydajg sie by¢ markerem bardziej specyficznym dla rozrostu

Rys. 2. DNA izolowane z linii komérkowej HL 60
chtoniaka grudkowego RS 1184, odczynowych wez-
tow chlonnych (przypadki nr 4, 11) i chtoniaka roz-
lanego (przypadek nr 84) poddano analizie metodg
Southerna stosujgc enzym restrykcyjny Pstl i sonde
molekularng dla onkogenu bel-2; w linii komérko-
wej HL 60, ktéra nie wykazuje przemieszczen bcl-
2, znakowany jest jedynie odcinek DNA dtugosci ~
17,0 kbp; znakowanie odcinka DNA o odmiennej
dtugosci, a zatem przemieszczenie bel-2 wykryto w
chtoniaku grudkowym RS 1184; nie stwierdzono
przemieszczen bcl-2 w odczynowych weztach
chtonnych ichtoniaku rozlanym
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ztodliwego od klonalnego wzrostu ocenianego na podstawie przemieszczeri genéw IgiRL T.
Specyficznos¢ przemieszczen gendw bel-2 (rys. 2), c-niyc czy odcinka bel-1 dla zto$liwych
zmian limfoproliferacyjnych nie jest jednak jak dotad dostatecznie zweryfikowana [10, 28,
40],

ROZNICOWANIE MIEDZY CHLONIAKAMI
A NOWOTWORAMI ZLOSLIWYMI SPOZA UKLADU CHELONNEGO

Badania przemieszczen gendw sg szczeg6lnie przydatne w ocenie typu nowotworéw
ztosliwych w przypadkach, w ktérych w diagnostyce réznicowej uwzgledniane sg CHN.
Wystapienie przemieszczen genéw Ig\ubRL T umozliwia rozpoznanie CHN a wykluczenie
raka, miesaka czy czerniaka. Nowotwory ztosliwe spoza uktadu chtonnego nie wykazujg
przemieszczen genéw Ig lub RLT [1, 2, 27, 33]. Brak przemieszczen genéw nie wyklucza
ZZ. Metoda tanszg i technicznie prostsza od analiz DNA, a bardzo przydatng w klasyfi-
kowaniu nowotwordw ztosliwych na grupy jest immunocytochemia. Jednakze w niektorych
przypadkach jedynie ocena przemieszczerh genéw umozliwia rozpoznanie chloniakéw [1,
14], Badania przemieszczen genéw mogtyby by¢ réwniez przydatne w ocenie przypadkéw
z nietypowymi wynikami analiz immunocytochemicznych [19, 30].

KLASYFIKACJA CHLONIAKOW NA NOWOTWORY LINII BIT

Przemieszczenie gendw fancucha lekkiego Ig wskazuje na chtoniaki linii B, a prze-
mieszczenie gen6w RLT jest typowe dla chtoniakéw T. Jednakze w nisko zr6znicowanych
chioniakach, takich jak "chtoniaki anaplastyczne z duzych komérek", w ktérych markery
immunocytochemiczne nie rozstrzygaja czesto o réznicowaniu w kierunku komérek B lub
T, obserwowa¢ mozna niekiedy jednoczesne przemieszczenie genéw zarowno g, jak iRLT
[16, 34].

Pacjenci z limfadenopatig angioimmunoblastyczng, w ktérych wystepujg klonalne prze-
mieszczenia genow zarowno Ig, jak i RLT, majg rokowanie gorsze od tych, u ktérych
wykrywane jest jedynie przemieszczenie genéw RLT [11].

WYKRYWANIE "SLADOWYCH" ILOSCI KOMOREK NOWOTWOROWY CH

Niewielka liczba komérek nowotoworowych niewykrywalna badaniem morfologicznym
moze by¢ wykryta z wysoka czutoscig metodg PCR lub, jesli to niemozliwe, technikg
Southerna. Wykrywanie niewielkich ilosci komérek nowotworowych jest wazne w ocenie
rozlegtosci choroby, we wczesnym wykryciu nowotworow i monitorowaniu leczenia chto-
niakow [7, 17, 22, 24, 37, 39].
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SYSTEM TLENOWEGO ZABIJANIA
MIKROORGANIZMOW PRZEZ NEUTROFILE

OXYGEN-DEPENDENT MICROBICIDAL SYSTEM
OF NEUTROPHILS

Jerzy KANTORSKI, Krzysztof ZEMAN
Zaktad Patofizjologii i Immunologii INP WAM

Streszczenie. Neutrofile wyposazone sa w ztozony system tlenowego zabijania pozwalajacy tym komérkom braé
czynny udziatw nieswoistej ochronie organizmu przed zakazeniem. Zabijanie i trawienie wchionietego materiatu
wymaga degranulacji i aktywacji wybuchu oddechowego. W tym procesie komdérka wytwarza toksyczne zwiazki
tlenowe, majace wiasciwosci bakteriobdjcze, przez czesciowa redukcje czasteczki tlenu. Aktywacja neutrofila
nastepuje przez kontakt komarki z fagocytowanymi czasteczkami. W tym artykule opisano mechanizm tlenowo-
zaleznego systemu bakteriobdjczego 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 02-dependent an-
timicrobial activities of neutrophils.

WSTEP

Neutrofile odgrywaja jedng z gtéwnych rél w odpornosci nieswoistej organizmu. Te
najwazniejsze wsérod profesjonalnych fagocytéw komérki jako pierwsze zjawiaja sie w
miejscach proceséw zapalnych. Jest to mozliwe dzieki istnieniu na ich powierzchni wysoce
wyspecjalizowanych receptoréw, ktore rozpoznajg niezwykle niskie stezenia substancji
chemotaktycznych powstajgcych w miejscu procesu zapalnego. Zadaniem neutrofili jest
odnalezienie tych miejsc, rozpoznanie i wchioniecie intruza oraz o ile to mozliwe - zabicie
i strawienie go. W tym celu zostaty one wyposazone w dwa systemy zabijania wewnatrzko-
moérkowego: zalezny od tlenu i tzw. tlenowo-niezalezny. Niniejszy artykut jest probg
catosciowego ujecia molekularnych podstaw mechanizméw odpowiedzialnych za prawi-
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dtowo funkcjonujacy system zabijania drobnoustrojéw drogg zalezng od przemian tleno-
wych. Postepy w tej dziedzinie sg mozliwe m.in. dzieki badaniom pacjentéw chorych na
przewlektg chorobe ziarniniakowg (CGD), ktorych neutrofile nie majg mozliwosci urucho-
mienia swoich mechanizmoéw zabijania tlenowego. Po potaczeniu sie czynnika zdolnego
wywota¢ aktywacje neutrofila (czynniki chemotaktyczne, niektére cytokiny, skiadowe
dopetniacza itp.) [24,44,58, 64,108] ze specyficznym dla nich receptorem zostaje urucho-
miona kaskada reakcji biochemicznych zachodzacych w komérce pozwalajgca na przeka-
zanie informacji do odpowiednich molekut efektorowych. Proces ten w uproszczeniu
przebiega w spos6b nastepujacy: sygnat z receptora przenoszony jest poprzez biatko
wigzace GTP, ktore po dysocjacji na podjednostki a, B iy, aktywuje fosfolipaze C. Enzym
ten katalizuje reakcje rozpadu btonowego fosfatydyloinozytolu do diacylglicerolu (DG) i
1,4,5-trojfosforanu inozytolu (1P3) [ 20,26,39, 46,57]. IP3 powoduje mobilizacje wewnatrz-
komérkowych jonéw wapnia zawartych w kalciosomach [51]. DG w obecnosci jonow
wapnia aktywuje kinaze biatkowg C (PKC) [15, 16], ktéra nastepnie fosforyluje biatka
enzymatyczne zapoczgtkowujgc chemotaksje, adherencje, diapedeze oraz fagocytoze i
procesy wewnatrzkomaérkowego zabijania.

WKkrotce po aktywacji obserwuje sie drastyczne zwiekszenie zapotrzebowania komorki
na tlen. Proces ten nie jest hamowany przez cyjanki i azydki wskazujac na udziat w nim
pozamitochondrialnej frakcji komorki [17]. Otrzymat on nazwe wybuchu oddechowego
(respiratory burst). W przeciggu kilkunastu sekund neutrofil rozpoczyna uwalnianie duzych
ilosci anionorodnika ponadtlenkowego (0~2) i nadtlenku wodoru (H202) do $rodowiska.
W tym samym czasie komoérka utlenia duze iloSci glukozy poprzez szlak pentozowy.
Gtownym enzymem odpowiedzialnym za powstanie tego zjawiska jest oksydaza NADPH.
Katalizuje ona jednoelektronowg redukcje czasteczki tlenu do anionorodnika ponadtlen-
kowego wg reakcji [96]:

NADPH + 202— 20~2 + NADP+ + H+

Rodnik ten jest prekursorem innych aktywnych postaci tlenu (H202, OH', 1C2 OCE)
wykorzystywanych przez komérke do zabijania drobnoustrojow. W wigkszosci 0 -2 jest
droga dysmutacji zamieniany na H202:

20~2 + 2H+-> H202 + O2

Aktywno$¢ komorki, wyrazajaca sie wzrostem konsumpcji tlenu i powstawaniem jego
aktywnych postaci, powoduje tworzenie czynnikdw bakteriobojczych.

W dalszej czesci artykutu zostang omowione mechanizmy aktywacji i wiasciwosci
oksydazy NADPH, mieloperoksydazy, toksycznych zwigzkéw tlenu oraz ich wzajemne
powigzania w systemach, w ktérych dziataja.

OKSYDAZA NADPH

Badania pacjentéw, u ktérych stwierdzono przewlektg chorobe ziarniniakowa (CGD
- chronic granulomatous disease), dostarczyty dowodow, ze oksydaza NADPH nie moze
by¢ jednoczasteczkowym enzymem, lecz jest uktadem czasteczek przenoszacych elektron
z cytozolu poprzez btone komaérkowg lub btone ziarnistosci specyficznych na tlen [75,84).
Trzeba podkresli¢, ze do tej pory nie udato sie nikomu wyizolowa¢ lub odtworzy¢ komplet-
nego i w petni aktywnego kompleksu oksydazy. Z tego wzgledu mozemy obecnie méwic
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tylko o jego hipotetycznej budowie. Zdecydowana wiekszos$¢ badaczy, zajmujacych sie tym
problemem, jest zgodna, ze wjego sktad wchodzg: flawoproteina zwigzana z dinukleoty-
dem flawinoadeninowym (FAD), cytochrom b245, nieokreslone jeszcze blizej czynniki
cytozolowe i by¢ moze hiatko wigzace NADPH [49, 52, 53, 84,94].

NADPH

Uwaza sig, ze donorem elektronéw do redukcji tlenu jest zredukowany fosforan dinu-
kleotydu nikotynamidoadeninowego (NADPH) powstajagcy w bocznym szlaku cyklu prze-
mian monofosforanu heksozy (cykl pentozowy). Jest to bardzo wydajna reakcja, w ktorej
utlenienie jednej czasteczki glukozy daje 12 czasteczek NADPH [95]. Swiadczy o tym
zaobserwowana aktywacja cyklu pentozowego w pobudzonych neutrofilach i zwiekszony
metabolizm glukozy (2, 76, 88, 110], a takze wieksze powinowactwo systemu transferu
elektronéw do NADPH (Km ~ 30 uM) nizdo NADH (Km~ 2mM) [27,47]. Nie ma petnej
zgodnosci przy odpowiedzi na pytanie, czy NADPH jest przylaczany do oddzielnego
biatka, czy tez wigze sie bezposrednio z flawoproteing. Sha’ag iwsp. [91] opisali takie biatko
i ocenili jego mase na Mr = 100 kDa. Natomiast Umei i wsp. [100] ocenili mase biatka
wigzgcego NADPH na 65 kDa, cojest zgodne z oceng masy flawoproteiny dokonanej przez
Kakinuma i wsp. [47] na Mr = 67 kDa, co raczej przemawia za bezposrednim wigzaniem
NADPH do flawoproteiny.

FLAWOPROTEINA

W preparatach wykazujacych aktywno$¢ oksydazy NADPH stwierdzono obecno$é
flawoproteiny zawierajacej wylacznie FAD [48]. Czasteczka ta byta oczyszczana razem z
cytochromem 245 Borregaard i Tauber [10] stwierdzili, ze flawoproteiny sg rozmiesz-
czone w neutrofilach wtrzech obszarach: ok. 50% znajduje sie w ziarnisto$ciach specyficz-
nych, 30% w btonie komérkowej i 20% w cytozolu. Ponadto wykazali, ze flawoproteina
btonowa i cytozolowa rézni sie od formy umiejscowionej w ziarnistosciach. Okreélili oni
takze stosunek molowy cyth/FAD w ziarnisto$ciach wtoérnych na 2 :1. Autorzy uwazaja, ze
podczas aktywacji zwigzana z cytochromem b245 flawoproteina jest przemieszczana do
btony komérkowej w miejsce, gdzie jest zlokalizowana oksydaza NADPH. Inne wyniki
uzyskat Clark i wsp. [17] wykazujac, ze w niestymulowanych ludzkich granulocytach
70-75% FAD znajduje sie w ziarnistoSciach specyficznych, a 25% we frakcji btonowe;j.
Kakinuma i wsp. [48] postugujac sie technikg elektronowego rezonansu paramagnetycz-
nego (EPR) réwniez zaobserwowali w stymulowanych komérkach obecno$¢ zwigzanej z
btong flawoproteiny, ktdra reaguje z NADPH do formy jej obojetnego semichinonu.
Bellavite i wsp. [8,9] badajgc czesciowo oczyszczone preparaty oksydazy okreslili stosunek
molowy cytb/FAD na ok. 19:1. Kakinuma iwsp. [47] wyizolowali enzym zawierajacy FAD
z bton komorkowych aktywowanych neutrofili $winki morskiej okreslajac, ze zawiera
1.1-1.9 nmol FAD/mg biatka oraz ze jego masa czasteczkowa wynosi 67 kDa. Ci sami
badacze zmierzyli potencjat redoks flawoproteiny (mid-pointpotencial),tj. potencjat, przy
ktorym [FI+] = [F1H], i okreslili jego warto$¢ Em7 = -280 mV.
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CYTOCHROM fr245

Cytochrom fr jest obecnie najlepiej poznanym skfadnikiem oksydazy. O jego istnieniu
doni6st w 1978 r. Segal [85]. Okazato sie, ze jest on obecny tylko w komérkach fagocytuja-
cych. U szesdciu pacjentéw z CGD autor stwierdzit albo brak, albo powazne odstepstwa w
charakterystycznym widmie absorpcyjnym tego cytochromu. Dalsze prace skupity sie na
doktadnym scharakteryzowaniu tej czasteczki oraz okresleniu jej roli w kompleksie oksy-
dazy NADPH. Cytochrom frs88 (nazwany tak ze wzgledu na dtugos¢ fali charakterystycz-
nego pasma w widmie absorpcyjnym) nazywany réwniez cytochromem fr245 okazat sie
heterodimerem sktadajgcym sie zdwdch tancuchow polipeptydowych: lekkiego a i ciezkie-
go R [72]. Masa fancucha a wynosi 23 kDa [97] lub 22 kDa [72, 30, 86, 73], natomiast
farcucha B 76-92 kDa [97], 92 kDa [86], 90 kDa [30], 91 kDa [73]. Sktadnik B jest silnie
glikolizowany z polipeptydowym jadrem o Mr ~ 50 kDa [73]. Dokonano klonowania genu
dla polipeptydu podjednostki . Gen ten koduje polipeptyd o Mr = 54 kDa, w ktérym
stwierdzono cztery potencjalne miejsca glikolizacji w N-koricowej czesci tancucha. Otrzy-
mano takze jeden region hydrofobowy, w ktérym by¢ moze zlokalizowany jest segment
transbtonowy. Wydaje sie, ze funkcjonalnie waznym obszarem jest C-koncowa czes¢, z
ktérej utrata 50 aminokwaséw powoduje wystapienie klinicznych objawéw CGD (co
wykryto u jednego pacjenta). Gen dla tej podjednostki znajduje sie na chromosomie
Xp21.1 [78]. Przypuszcza sie, ze gen dla podjednostki a znajduje sie na chromosomie
autosomalnym [31]. Teahan i wsp. [97] oczyscili tancuch B cytochromu i okreslili sek-
wencje 43 N-koficowych aminokwas6w. Stwierdzili prawie catkowita homologie pomiedzy
ta sekwencjg a komplementarnymi nukleotydami 19-147 sekwencji genu X-CGD, poczat-
kowo uwazanego za obszar niekodujacy. Ponadto sekwencja aminokwasowa nie wykazuje
homologii z jakimkolwiek innym cytochromem fr. Dinauer iwsp. [30] podali, ze przeciw-
ciato otrzymane przeciwko syntetycznemu cDNA pochodnemu polipeptydowi o Mr = 90
kDa rozpoznaje ciezszy sktadnik oczyszczonego cytochromu fr. Przytoczone powyzej dane
wskazuja, ze rzeczywiscie w sktad oksydazy NADPH wchodzi unikalny cytochrom fr. Ze
struktury tancucha B wynika, ze raczej nie maw nim miejsca wigzacego hem. Parkos iwsp.
[73] sugeruja, ze tancuch a (22 kDa) moze by¢ zwigzany z hemem. Jest tez mozliwe, ze hem
taczy sie jednoczesnie z dwiema podjednostkami cytochromu. Wiadomo, ze obie podjed-
nostki nawzajem sie reguluja. Gen dla fancucha a wystepuje w wielu réznych komoérkach
niefagocytujacych, ale do jego ekspresji dochodzi tylko w komdérkach majacych sprawny
gen dla segmentu R. Stwierdzono u pacjentéw z CGD przy defekcie genu Xp21.1 brak
réwniez fafncucha a. Wydaje sie, ze podobna zaleznos$¢ zachodzi iwdruga strone, tzn. wada
w kodowaniu czesci a powoduje brak czesci B mimo prawidtowego genu. Potwierdzajg to
przypadki tzw. autosomalnej CGD z brakiem cytochromu [31]. Nie wiadomo do tej pory,
jaki jest typ wigzania pomiedzy podjednostkami, ale nie wydaje sie, aby byto to wigzanie
disulfidowe [73].

Neutrofilowy cytochrom fr, odkryty przez Segala, ma najnizszy ws$réd organizméw
eukariotycznych potencjat redoks (mid-point) wynoszacy Em7 = -245 mV [42, 75, 87] i
dlatego pretenduje do koricowego elementu taricucha przenoszenia elektronu na tlen.
Potencjat ten nie ulega zmianie po aktywacji komdrki. Edwards i wsp. [32] zaobserwowali
wzrost szybkosci utleniania cytochromu fr i jego powinowactwa do tworzenia 0 -2 w
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zaleznosci od preznosci tlenu. Stwierdzili takze, ze wielkosci te dla danej preznosci tlenu
sg wieksze w komorce aktywowanej niz spoczynkowe;j.

Badania nad rozmieszczeniem cytochromu £26 w neutrofilu wykazaty, ze jego dystry-
bucja jest identyczna jak flawoproteiny i ze jest on integralnym biatkiem blonowym
[8,10,17).

CZYNNIKI CYTOZOLOWE

Oprocz najczesciej wystepujacej odmiany CGD charakteryzujacej sie brakiem cyto-
chromu 0245 rozpoznano tez typ tej choroby zwigzany z chromosomem autosomalnym, w
ktdrej cytochromesa4sjest obecny [31,87]. Dzieki badaniom poszczegdlnych frakcji komor-
kowych stwierdzono, ze czynnik odpowiedzialny za brak generowania O 2 wystepuje w
cytozolu. Hayakawa i wsp. [40] badajagc komorki od pacjentéw z CGD zauwazyli, ze grupa
biatek 0 masie Mr = 48 kDa nie ulega fosforylacji po aktywacji komorki, jak ma to miejsce
w komérkach od zdrowych dawcdw. Ponadto, przeprowadzajgc doswiadczenia w atmos-
ferze azotu wykluczyli, ze fosforylacja jest wtornym efektem spowodowanym przez oksy-
danty produkowane przez komorke w wybuchu oddechowym. Badania te rozwinat dalej
Okamura i wsp. [70] obserwujac zmiany fosforylacji tej grupy biatek w funkcji czasu po
stymulacji przez ester forbolu (PMA). Zauwazyli oni Scisty zwigzek pomiedzy stopniem
fosforylacji i defosforylacji a szybkoscig i wielkoScig produkcji 0~2- Podobna zalezno$¢
wystagpita w funkcji stezenia PMA uzytego do stymulacji. Ohtsuka i wsp. [69], ktérzy
wykonujac podobne dos$wiadczenia na neutrofilach $winek morskich wykorzystali jako
stymulatory Con A, chemotaktyczny peptyd (FMLP) oraz PMA, zaobserwowali efekty
analogiczne do cytowanych powyzej w odniesieniu do fosforylacji i defosforylacji biatka o
Mr = 46 kDa. Volpp i wsp. [104, 105] postulujg istnienie dwoch niezaleznych czynnikow
0 masach 47 kDa i 67 kDa, natomiast Nunoi i wsp. [68] trzech takich biatek, nazwanych
przez nich NCF-1 o Mr = 47 kDa, NCF-2 o Mr = 65 kDa i NCF-3 0 Mr > 5 kDa. Biatko
0 masie 47 kDa jest nieobecne prawie we wszystkich autosomalnych, cytochromowo b
dodatnich, recesywnych i dominujgcych CGD. Czynnik 65 kDa okazat sie zle funkcjonu-
jacym u jednego pacjenta. Nie stwierdzono w tych badaniach zadnego pacjenta z brakiem
NCF-3.

Oprocz omoéwionych wyzej, najczesciej opisywanych biatek donoszono takze o istnieniu
innych. Clark i wsp. [17] wyizolowali czynnik cytozolowy o masie 10 kDa. Curnutte i wsp.
[28], badajac frakcje komorkowe, doniesli o istnieniu duzej formy o Mr = 250 kDa
sugerujac, ze sktada sie ona z podjednostek, z ktorych jedna moze mie¢ Mr = 40 kDa.
Wykazali takze, ze nie jest to PKC ani zadna inna kinaza. Gant i Corchman [36], prowadzac
badania nad zr6znicowanymi w kierunku granulocytéw komérkami linii HL-60, zapropo-
nowali, ze w posredniczeniu aktywowanej przez PMA produkcji 0~2 moga grac role biatka
0 masach 212 kDa, 134 kDa i 76 kDa.

Chociaz brak jeszcze ostatecznych ustalen co do ilosci i mas molowych czynnikéw
cytozolowych, wydaje sie, ze ich udziat w aktywacji i/lub regulacji oksydazy NADPH jest
dobrze udokumentowany.

Niektorzy badacze [49, 96] wysuwali przypuszczenia, ze w sktad oksydazy moze wcho-
dzi¢ ubichinon, ale inne prace [8, 25] raczej wykluczajg te mozliwosc.
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HIPOTETYCZNY MODEL OKSYDAZY NADPH

Na podstawie swoich badan Borregaard i Tauber [10] zaproponowali model pokazany
na rysunku 1

Rys. 1. Schemat przenoszenia elektronéw w oksydazie NADPH

Podstawg tego modelu jest znaleziony przez nich stosunek molowy FAD/cyth = 1:2.

Natomiast cytowany wcze$niej wynik Bellavite i wsp. [8] wykazujacy, ze stosunek
FAD/cytb = 1:19, zmusza do przyjecia innego modelu, w ktérym czasteczka flawopro-
teiny otoczona jest duzg liczbg (20 lub wiecej) czasteczek cytochromu 2245 Taki uktad
funkcjonuje pomiedzy cytochromem P-450 ijego reduktaza.

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

1. Oksydaza NADPH istnieje w dwdch stanach o r6znym powinowactwie do NADPH.
W stanie niskiego powinowactwa zawiera ona sktadnik btonowy (M) oraz dwa skfadniki
cytozolowe (S i Ca). Przy przejsciu do stanu o wysokim powinowactwie do istniejacego
kompleksu dotacza sie trzeci sktadnik cytozolowy (CR).

2. Aktywne formy oksydazy sg generowane w nastepujacych reakcjach:

Mg2+ wolno

M+So MeS~M .S +CRoM: S*. Ca+ CRoM- S*- CaCR

SDS - Mg2 +

Pick iwsp. [74] na podstawie swoich badan zasugerowali, ze w sktad oksydazy NADPH
moze wchodzi¢ zwigzany z btong komérkowa sktadnik o Mr ~ 11-28 kDa.
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Rys. 2. Model budowy oksydazy NADPH: a - biatko wigzace NADPH, b - flawoproteina FAD, c,d,e - czynni-
ki cytozolowe, f,g- cytochrom 6245
Wiadomosci podane w naszej pracy sugeruja, ze oksydaza ma budowe zblizong do
modelu pokazanego na rysunku 2.
Za kolejnoscia gtownych sktadnikéw w oksydazie przemawiajg potencjaty redoks (mid-
point) poszczegoblnych czasteczek.

NADPH/NADP+ -320 mv [75]
FADH2ZFAD -280 mV [48]
cyt bred/cyt i>ul -245 mvV [42]
02/02 -160 mV [109]

Taka kolejnos¢ sktadnikdw spetnia warunki fizyczne, aby elektron mogt wedrowaé w
kierunku rosngcego potencjatu.

SYSTEM MIELOPEROKSYDAZA/H202/HALOGENEK

Mieloperoksydaza (MPO) (oksydoreduktaza donor: H202; EC 1.11.1.7) jest lizosomal-
na hemoproteing obecng u ludzi w ziarnistoSciach azurofilnych neutrofili i monocytéw i
réznigca sie od peroksydazy w eozynofilach. Enzym ten daje charakterystyczny zielony
kolor tresci ropnej. Jest to glikoproteina o masie czgsteczkowej ok. 153 kDa, ztozona z
dwdch podjednostek ciezkich (a) i dwdch lekkich (B), zawierajgca dwie grupy prostetyczne
podobne do hemu [56, 66]. Znaleziono trzy odmiany MPO o masach 153 kDa, 155 kDa i
152 kDa, réznigce sie masa podjednostki a, (odpowiednio 59 kDa, 59,5 kDa i 57 kDa).
Masa podjednostki B wynosi ok. 16 kDa [65] lub 13,5 kDa [66]. Mimo tych rdznic nie
stwierdza sie zmian funkcjonalnych odmian enzymu. Nie ustalono, czy sg to izoenzymy
MPO, czy tez niewielkie artefakty powstate w trakcie izolowania czgsteczki. Morita i wsp.
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opisali strukture ludzkiej MPO oraz po raz pierwszy otrzymali jg w postaci krystalicznej

[45,65].
Sposéb dziatania MPO w komorce ilustruje rysunek 3.

Rys. 3. Schemat dziatania mieloperoksydazy

MPO katalizuje reakcje utleniania halogenkéw do kwasu podhalogenkawego réwno-
cze$nie rozktadajac nadtlenek wodoru wg reakcji [5]:

MPO
H202 + x~~0X- + h2o
gdzie X - halogenek

W komorce, z halogenkéw, najtatwiej dostepne sg jony chlorkowe (80 meq/l wody
komaérkowej) [49,93] iz tego powodu praktyczne znaczenie majedynie kwas podchlorawy
(HOC1). HOC1 jest silnym utleniaczem wielu zwigzkdw chemicznych m.in. grup tiolowych
(-SH) biatek, porfiryn, nukleodydéw, [ karotenu [1]. Uwaza sie, ze w bakteriach HOC1
atakuje kompleksy zelazowo-siarkowe biatek wchodzacych w sktad uktadu transportu
elektronow tancucha oddechowego i blokujac w ten sposob szlak energetyczny doprowa-
dza do jej $mierci [77]. Oprocz dziatania bezposredniego, HOCL1 jako bardzo reaktywna
czasteczka, reaguje z grupami aminowymi biatek [37,%]:

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

W ten spos6b 30-50% obecnego w komérce HOC1 tworzy = N-Cl pochodne biatek lub
fragmentéw biatek, z nastepujagcym szybkim rozrywaniem wigzan peptydowych lub utle-
nianiem innych skfadnikéw bakteryjnych [37, %, 98]. Wytwarzana w komoérce chloramina
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(NH2Cl) jest substancjg lipofilowg i wykazuje bardziej toksyczne dziatanie niz HOCL.
Powstaje ona w reakcji zjonami amonowymi wg réwnania [37]:

NH4+ + HOCI->NH3+ H+ + HOCI?NH2CI + H20 + H+

Wykazano, ze lipofilowe N-chloraminy utleniajg ztozone biatka poprzez atak na reszty
metionylowe w hydrofobowych obszarach polipeptyddw [38]. Jest to proces zachodzacy na
duza skale, bowiem obserwowano w biatkach zewnatrzkomérkowych inkubowanych z
aktywowanymi neutrofilami utlenianie az 66-75% metioniny w zaleznosci od typu stymu-
lacji [7]. Za to zjawisko odpowiada system MPO/H20 2/Cr.

HOC1 moze réwniez uczestniczy¢ w aktywowaniu enzymow lizosomalnych uwalnianych
przez neutrofile. Wykazano to na przyktadzie aktywacji kolagenazy przez katepsyne G przy
udziale kwasu podchlorawego [12,13].

Nalezy takze wspomnie¢ o roli jodu w opisywanym systemie mikrobdjczym. Jest on
nawet bardziej efektywny niz chlor. Stwierdzono, ze transferryna i apotransferryna ekspo-
nowane na MPo /H202/1 tracity zdolno$¢ do wigzania zelaza, a zjawisku temu towarzyszyto
jednoczesne jodowanie tyrozyny lezacej w poblizu miejsc wigzacych zelazo. Chlor w tym
uktadzie byt mato aktywny. Identyczne wyniki uzyskano w uktadzie z neutrofilami [18].

Uwolnione jony zelazawe (Fe +) moga katalizowac rozktad H20 2w reakcji, w ktérej
powstaje wysoce szkodliwy rodnik hydroksylowy (OH'). By¢ moze proces jodowania
zachodzi rowniez w innych strukturach bakterii, blokujac ich funkcje [89,90]. Stwierdzono
takze, ze jony zelazawe biorg udziat w procesie peroksydacji lipidéw uszkadzajac btony
komaérkowe [3].

Sepe i Clark [89] przebadali wptyw uktadu MPO/H20 2halogenek na sztuczny lizosom.
Przy kompletnym systemie stwierdzono lize 50-75% liposomoéw, ajod, brom itiocyjanian
okazaty sie by¢ ok. 10 razy bardziej efektywne niz chlor. Stosujac znakowany jod badacze
znalezli Scistg korelacje pomiedzy halogenacjg liposoméw a ich liza. Efekt ten maégt by¢
znacznie ograniczony przez zastosowanie antyoksydantow (a-tokoferol, -karoten) [90].

Wazno$¢ uktadu MPO potwierdza doniesienie Edwardsa [33] 0 pacjencie z nieprawi-
dtowg aktywnoscig bakteriobdjczg spowodowang zbyt wczesng egzocytozag MPO. Po-
twierdzajg to takze przypadki z dziedzicznym lub nabytym niedoborem MPO [66]. Objawy
kliniczne tego defektu ujawniajg sie rzadko, co wskazuje na istnienie innych mechanizmow
mikrobdjczych. Jednym z nich jest ujemne sprzezenie zwrotne pomiedzy czasem trwania
wybuchu oddechowego a MPO. Zaobserwowano, ze w przypadku braku tej peroksydazy
wybuch oddechowy jest znacznie przedtuzony. Wytwarzajac wiekszg liczbe 0 -2 i pochod-
nych aktywnych postaci tlenu, komdrka jakby kompensuje brak HOC1 [34]. Innym dowo-
dem na istnienie mechanizméw kompensacyjnych jest fakt, ze system MPO inaktywuje
prawie wszystkie enzymy lizosomalne, przez co ogranicza czas ich dziatania. Przy braku
MPO lub wybuchu oddechowego enzymy te dziatajg znacznie dtuzej [103]. Omowienie
innych alternatywnych pozatlenowych systemow zabijania wewngtrzkomorkowego opisa-
no w drugiej czesci pracy o zabijaniu beztlenowym.

Zademonstrowano, ze system MPO/H20 2halogenek powoduje zobojetnianie toksyn
bakteryjnych, np. toksyny btonicy, cytotoksyny Clostridium difficile [71] i pneumolizyny
Streptococcus pneumoniae [19]. Jest on réwniez zabdjczy [49] dla komdrek nowotworo-
wych.
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System MPO moduluje wiele aspektéw odpowiedzi zapalnej. Powoduje m.in. zmniej-
szenie fagocytozy czasteczek zopsonizowanych przez 1gG i C3b oraz inaktywacje czyn-
nikéw chemotaktycznych [49]. Doniesiono réwniez o efekcie immunosupresyjnym
omawianego systemu na limfocyty [35]. Zasugerowano tez, ze MPO moze funkcjonowaé
jako zmiatacz rodnika hydroksylowego (OH ) [102].

U o0s6b z niedoborem MPO wystepujg defekty zabijania mikroorganizméw z grupy
Candida. Czestym objawem klinicznym sg nawracajgce, oporne na leczenie grzybicze
infekcje skorne lokalizujgce sie szczeg6lnie w okolicach krocza.

Z tego krotkiego przegladu wynika, ze HOC1 i reaktywne chloraminy sg prawdopodob-
nie najwazniejszymi bakteriob6jczymi utleniaczami generowanymi przez neutrofile. Re-
aktywne rodniki tlenowe wydaja sie stanowi¢ system, ktéry dominuje dopiero przy
nieprawidtowo funkcjonujacym systemie MPO/H202/halogenek.

ANIONORODNIK PONADTLENKOWY

Bezposrednim produktem wybuchu oddechowego jest 0~2. Jak juz wspomniano, pows-
taje on w wyniku przyjecia przez O2 jednego elektronu:

O2 + e--* 0-2

Rodnik ponadtlenkowy jest w réwnowadze z uprotonowang forma, rodnikiem nadhy-
droksylowym (HO 2)

H82~0-2+ H+

Stata pK tej reakcji wynosi 4,88 [49, 54]. Tak wiec, w obojetnym pH, istnieje prawie
wylacznie forma 0 _2 Z punktu widzenia chemicznego rodnik ten moze by¢ reduktorem
(redukuje cyt. c) [21] albo utleniaczem (utlenianie adrenaliny do adrenochromu) [63].

W $rodowisku komérkowym 0~2 moze podlegac¢ zaréwno spontanicznej, jak i katalizo-
wanej przez dysmutaze ponadtlenkowg (EC 1.15.1.1) (SOD) reakcji dysmutacji:

02 + 02 + 2H+ w2 + HO2

Maksymalna spontaniczna dysmutacja zachodzi przy pH = 4,8, a stala szybkosci tej
reakcji wynosi 8,5 x 107 - M 'L s'1zblizajac sie do warto$ci uzyskiwanej w reakcji enzyma-
tycznej (1,9 x 109 - M*1- s'D). W neutralnym pH spontaniczna dysmutacja nie odgrywa
zadnej roli, ale moze by¢ zrédtem H202 wewnatrz fagosomoéw. Nie stwierdzono bowiem
uwalniania SOD do ich wnetrza, a jednocze$nie wykazano istnienie niskiego pH w tych
strukturach [49].

Uwaza sie, ze 0~2 sam nie jest zbyt toksyczny dla komérek, a raczej jest substratem
wyjsciowym do tworzenia bardziej toksycznych zwigzkéw [54,99,106]. Jednak fakt, ze SOD
czesciowo blokuje pewne uszkodzenia komorek indukowane przez pobudzone granulocyty
(np. uszkadzania DNA w miodych komérkach nowotworowych [50, 92]), nie pozwala
wykluczy¢ bezposredniej roli 0~2 w zabijaniu wewnatrz- i/lub zewnatrzkomaérkowym.
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NADTLENEK WODORU

Nadtlenek wodoru jest wytwarzany w duzych iloSciach przez zastymulowane fagocyty,
gtdwnie w reakcji dysmutacji. Poniewaz w stosunku do innych pochodnych tlenu jest mato
reaktywny, moze dzieki temu dyfundowac poprzez struktury komérkowe do obszaréw
odlegtych od miejsca swego powstania. Umozliwia to tej czgsteczce wywotywanie toksycz-
nego efektu tam, gdzie bardziej reaktywne zwiazki nie majg szans dotrzeé, poniewaz sg
usuwane przez liczne zmiatacze. Na og6t atakowane komorki sg dobrze chronione przed
H20:2 idlatego uwaza sie, ze (podobniejak 0 _2) nie jest to silny czynnik zabijajacy. Istniejg
jednak pewne dowody wskazujace na udziat H202 w zabijaniu obcych komoérek. Schrauf-
statter i wsp. [43,82,83] wykazali, ze poddane dziataniu H202 komarki linii nowotworowej
P388D1 ulegaly lizie. Podanie katalazy chronito przed liza, ale tylko wtedy, gdy uczyniono
to w ciagu pierwszych 40-60 minut po ekspozycji na H202. Wskazuje to na fakt, ze wczesne
zmiany metaboliczne okre$laja dalszy los komdrki. Autorzy ci wykazali takze, ze juz wciggu
sekund po dodaniu H202 do zawiesiny komorek linii P388D1 nastepowato przyspieszenie
przemian w cyklu pentozowym, wskazujac na wzrost szybkosci cyklu redoks glutationu.
Ponadto, w ciagu 30 s zaobserwowano rozrywanie faficucha DNA. W pdzniejszym czasie
nastepowaty zmiany w morfologii komérek oraz spadek puli wewnatrzkomaérkowego ATP
spowodowany zaktéceniem fosforylacji ADP.

Bass i wsp. [6] wykazali, ze H202 jest odpowiedzialny za zabijanie nowonarodzonych
larw Tnichinella spiralis przez ludzkie neutrofile i eozynofile.

Dziatanie H202 moze by¢ nasilone w obecnosci neutralnych proteaz serynowych
obecnych w btonie komdrkowej neutrofili. Powszechnie uwaza sie jednak, ze gtéwna rola
nadtlenku wodoru w uktadzie degradacji antygenu przez neutrofil to udziat w systemie
mieloperoksydazy.

RODNIKI HYDROKSYLOWE
Rodniki hydroksylowe powstajg w reakcji zaproponowanej przez Habera-Weissa w
1934 r.:
0_2+ H202—=*02 + OH- + OH

Wykazano jednak, ze w srodowisku komérkowym zachodzi ona zbyt wolno (ze wzgledu
na deficyt protonéw), aby mie¢ praktyczne znaczenie [54], Obecnie przyjmuje sie, ze
rodniki OH powstajg w komdrce wg reakcji Fentona katalizowanej przez jony zelazawe:

H202 + Fe2+-F e3+ + OH' + OH

W przypadku ograniczonej liczby jonéw zelazawych konieczna jest reakcja redukcji
jonoéw zelazowych do jonéw zelazawych np. wg reakcji:

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

Dwie ostatnie reakcje mozna zapisac tgcznie jako przytoczong wczesniej reakcje Ha-
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bera-Weissa. Nalezy jednak stwierdzi¢, ze nie jest konieczne, aby czynnikiem redukujgcym
byt 0~2- Rownie dobrze moze nim by¢ kwas askorbinowy, glutation lub cysteina [62, 81].

Nie rozstrzygnieto do tej pory zagadnienia, czy rodnik hydroksylowy jest wytwarzany w
neutrofilach, czynie (poréwnaj np. [48,80] i [11]). W kazdym razie istnieja ku temu warunki
biochemiczne. Zrédtem zelaza moze by¢ laktoferryna uwalniana do fagosoméw po wchio-
nieciu mikroorganizmu lub transferryna pochodzgca z atakowanej bakterii [18, 55,77]. W
kwasnym $rodowisku fagosomu kataliza jest wydajna przy udziale swobodnych jonéw
zelaza, a ich uwalnianie ma miejsce w niskim pH [49]. Oprdcz jonoéw zelazawych reakcje
Fentona moga katalizowa¢ np. jony Co2+ i Cu2+.

Rodnik hydroksylowy uwazany jest powszechnie za kraficowo silny utleniacz, ktéry
dziata niewybidrczo i reaguje z pierwszg napotkang czasteczka. Z tego wzgledu jego czas
trwania wynosi od 100 ps do 1ns. Posrednim dowodem na toksyczne dziatanie tego zwigzku
jest fakt, ze wiele szkodliwych skutkéw wywotywanych przez granulocyty w stosunku do
otaczajacych tkanek jest hamowanych przez katalaze, SOD i zmiatacze OH'. W1asnie to
dziatanie "na $lepo™ czyni z OH jeden ze zwigzkéw najbardziej toksycznych, nie tylko dla
ofiary, ale i dla samego neutrofila.

TLEN W STANIE SINGLETOWYM

Tlen w podstawowym stanie energetycznym wystepuje w formie trypletowej, tzn. na
ostatnim orbitalu antywigzacym ma dwa niesparowane elektrony o zgodnych spinach. Po
wzbudzeniu moze nastgpi¢ sparowanie elektrondw (wtedy zgodnie z zakazem Pauliego
spiny muszg by¢ przeciwne) albo moze nastapi¢ odwrdcenie spinu jednego elektronu bez
ich sparowania. W obydwoch przypadkach tlen przechodzi do stanu singletowego. Taki
tlen ze wzgledu na duzy nadmiar posiadanej energii staje sie bardzo reaktywny i toksyczny
[2, 54, 59]. Jednak nie ma do tej pory dowoddw, ze neutrofil wytwarza tlen singletowy.

UWAGI KONCOWE

Zdecydowana wiekszos¢ toksycznych substancji produkowanych przez neutrofil dziata
w fagosomach, jednak czes$¢ z nich przedostaje sie do cytoplazmy. Komoérka zabezpiecza
sie przed nimi wykorzystujagc ochronne uktady enzymatyczne, do ktoérych nalezg: SOD,
katalaza i uktad redoks glutationu oraz substancje bedace zmiataczami wolnych rodnikéw,
np. kwas askorbinowy, cysteina, tokoferol a itp. [67,79,107]. Cze$¢ toksycznych zwigzkéw
przedostaje sie do Srodowiska zewnatrzkomérkowego, powodujac uszkodzenia otaczaja-
cych tkanek. Opisano szkodliwe efekty dziatania neutrofili m.in. na srédbtonek naczyn [14,
101] czy tkanke ptucng [22]. Dobrze réwniez zostat udokumentowany szkodliwy wptyw tych
komaérek w czasie reperfuzji po zawale mies$nia sercowego [23, 60, 61, 94].

Jak wynika z prezentowanych danych, ze wzgledu na nieswoisto$¢ dziatania tlenopo-
chodne toksyny wytwarzane przez pobudzony neutrofil obok niezwykle pozytecznej roli
uczestniczenia w zabijaniu mikroorganizmow moga rowniez by¢ destrukcyjne dla organiz-
mu gospodarza, zwlaszcza przy bardzo nasilonym lub przewlektym procesie zapalnym.
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Wojskowej Akademii Medycznej w todzi

Streszczenie. Zabijanie i destrukcja mikroorganizméw przez neutrofile zachodzi gtéwnie w fagolizosomie. Do
dziatajagcych tam systemoéw zabijajacych zalicza sie mechanizmy zalezne i niezalezne od tlenu. Pozatlenowe
czynniki to lizosomalne proteazy i inne enzymy hydrolityczne oraz biatka dziatajace destrukcyjnie na mikroor-
ganizmy. Dokonano przegladu struktur i funkcji sktadowych ziarnistosci neutrofili o dziataniu powodujacym
zabijanie mikroorganizmoéw.

Summary. Killing and digestion of microorganisms take place within phagolysosome of neutrophils. An-
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.

WSTEP

Neutrofile, szybko reagujace komdrki krwi, petnig niezwykle wazng role w odpornosci
nieswoistej ustroju stanowigc pierwszg linie obrony przed inwazjg bakterii, grzybow i
niektérych wiruséw. Dzieki swoim strukturom powierzchniowym i systemowi przekaznict-
wa sygnatu ptynacego z ogniska zapalenia, a takze posiadanym w organellach wewnatrz-
komérkowych specyficznym czynnikom sg w stanie rozpozna¢, pochtongé i zniszczy¢
niepozadang czasteczke [11]. Wkrétce po aktywacji obserwuje sie zwiekszone zapotrzebo-
wanie komorki na tlen i uwalnianie przez nig duzych ilosci anionorodnika ponadtlenkowe-
go (O 2) i nadtlenku wodoru (H202) do $rodowiska [1]. Proces zmian metabolizmu
tlenowego pojawiajacy sie w kilka sekund np. po ekspozycji komorki na opsonizowane
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czasteczki jest przede wszystkim zalezny od aktywacji systemu oksydazy NADPH; zazwy-
czaj nazywa sie go wybuchem oddechowym {respiratory burst) [1, 20]. Powstajgce w tym
procesie posrednie produkty redukcji czasteczki tlenu, a nastepnie dysmutacji 0~2 nie sg
jednak czynnikami dziatajgcymi silnie bakteriobéjczo. Sg natomiast niezbednymi substra-
tami do dalszych przemian katalizowanych przez mieloperoksydaze i metale (Fe), w
ktérych wyniku powstajg halogenki (kwas podchlorawy, chloraminy) oraz rodniki hydro-
ksylowe. Te grupy substancji z kolei wykazujg silng aktywnos$¢ bdjcza skierowang przeciw
drobnoustrojom [41].

Mechanizmy prowadzace do tlenowo-zaleznego niszczenia drobnoustrojéw przez neu-
trofile zostaty dobrze poznane [1,6,18a, 48]. Rownolegle zwraca sie coraz wigkszg uwage
na zdolnos$¢ neutrofili do zabijania mikroorganizméw w systemach niezaleznych od tlenu.
Stwierdzono, ze niezbyt doktadnie oczyszczane ekstrakty otrzymywane z neutrofili, nazy-
wane np. leukinami czy fagocytynami, wykazaty dziatanie antybakteryjne in vitro. Potwier-
dzato to obserwacje, ze neutrofile pacjentéw z przewlektg chorobg ziarniniakowg (CGD),
ktére nie majg mozliwosci tlenowo-zaleznego zabijania bakterii, potrafig skutecznie elimi-
nowac wiele szczepdw bakteryjnych [10, 23]. Moze sie to odbywac dzieki istnieniu innego
systemu zabijania, ktéry opiera sie na obecnosci w strukturach wewngtrzkomorkowych
neutrofili tzw. naturalnych antybiotykéw. Wyizolowano i oczyszczono takie wtasnie endo-
genne peptydy i biatka, ktdre majg rézng site i rozne spektra dziatania zabijajacego
mikroorganizmy.

W niniejszym artykule przeprowadzono charakterystyke struktur i funkcji najlepiej
poznanych skiadnikéw ziarnistosci neutrofili o dziataniu mikrobobdjczym oraz przedsta-
wiono dowody wskazujace na ich znaczenie in vivo dla odpornosci ustroju.

Tabela 1. 1zolowane z neutrofili czynniki mikrobobdjcze

Czynnik Lokalizacja Masa czastecz- Poziom
w ziarnistosciach kowa [kDa] 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 leukocytéw,
ktoéry wykazywat dziatanie chymotrypsynopodobne, a ktérego aktywno$é byta hamowana
przez dwuizopropylofluorofosforan (DFP) isurowiczy sojowy inhibitor trypsyny. Ustalono
nastepnie, ze enzym ten jest charakterystyczny dla ludzkich neutrofili i zlokalizowany jest
w ziarnisto$ciach azurofilnych (pierwotnych) [44]. Powszechnie przyjeto okreslaé go jako
katepsyne G. Elektroforeza SDS wykazuje istnienie w katepsynie G trzech powigzanych
strukturalnie ze sobg polipeptydéw (izoenzyméw?) o pi = 8,0i Mr = 31, 30 i 29,5 kDa
[17]. Sekwencja aminokwasow tego enzymu wskazuje na dos¢ wysoka homologie z proteazg
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Il szczurzych komoérek tucznych (65%) i elastazg ludzkich neutrofili (36-48%) [17].
Uzyskanie cDNA dla tego enzymu pozwolito ustali¢, ze ma on trzy wigzania disulfidowe i
jedno miejsce ulegajace glikolizacji oraz wysung¢ przypuszczenie, ze jest to pojedynczy
peptyd skiadajacy sie z 16-18 aminokwasow [33]. Jego ilos¢ w zaleznoSci od metody
pomiaru okresla sie na 1,3-3,8 gg/106 neutrofili [17]. Wykazano tez, ze z ilosci 1010komérek
mozna otrzymac ok. 1,2 mg oczyszczonej katepsyny G o aktywnosci 107 U/mg [37].

Katepsyna G jest najwazniejszg obok elastazy proteinazg neutrofili. Stabiej od elastazy
degraduje biatka tkanki tgcznej - kolagen, elastyne czy proteoglikany [44], Uwolnienie ok.
2,5 jllgtego enzymu do 1 ml osocza (tj. 10% jego zawartosci z 107 komorek) powoduje silng
aktywacje ptytek krwi z nastepowym wzrostem ich agregacji i wydzielania 5-hydroksytryp-
taminy [35]. Uwaza sie takze, ze katepsyna G moze hamowaé dziatanie bradykininy [44].

Wykazano silne wiasciwosci bakteriobdjcze tego enzymu szczegélnie w stosunku do
takich bakterii gramdodatnich, jak: Staphylococcus aureus, Streptococcusfoecalis i gramu-
jemnych, takich jak: Proteus aureginosa, Neisseriagonorrhoe oraz w stosunku do niektérych
drozdzakow [11]. Wsrod wymienionych mikroorganizméw najwiekszg wrazliwosé wykazu-
ja gronkowce. Warto nadmienié, ze katepsyna G uwrazliwia niektore bakterie (np.Acine-
tobacter calcoaceticus) na dziatanie lizozymu, a takze wykazuje dziatanie synergistyczne z
elastazg na bakterie Escherichia coli [20]. Zabijanie mikroorganizmoéw zachodzi w fagoso-
mach, do ktorych uwalniana jest zawarto$¢ ziarnistosci azurofilnych [28]. Mechanizm
dziatania nie zalezy od proteolitycznej aktywnos$ci enzymu, bowiem stosowanie inhibitoréw
proteaz (DFP) nie pozbawia tego enzymu aktywnosci bakteriobdjczej [44]. Wérdd przy-
puszczalnych mechanizméw dziatania wskazuje sie na hamowanie ATP-zaleznego trans-
portu btonowego bakterii, a takze na hamowanie ich zdolnosci tworzenia kolonii [11].
Bakteriobdjczo$¢ tego enzymu jest hamowana przez obnizenie pH oraz przez wzrost
poziomu magnezu w $rodowisku reakcji [11].

U o0s6b z zespotem Chediaka-Higashiego wykazano obnizong aktywnos$¢ katepsyny G
i elastazy; osoby te wykazuja zwigkszong sktonnos$¢ do nawracajacych, przewlekajacych sie
infekcji [10, 21]. Na modelu myszy bezowych, ktére wykazujg objawy zespotu Chediaka-
Higashiego, wykazano kompletny brak obu tych lizosomalnych proteaz [40],

BPI

W ziarnisto$ciach azurofilnych granulocytow kréliczych, a nastepnie ludzkich opisano
kationowe, bogate w lizyne biatko - BPI (BPI - bactericidal permeability increasingprotein)
o wysokim pi = 9,5 i masie czasteczkowej 50 kDa (u krdlika) i 58 kDa (u ludzi) [20, 42],
W neutrofilach ludzkich lokalizuje si¢ je wykacznie w ziarnisto$ciach azurofilnych [5, 47].
Pierwszych 17 reszt aminokwasowych wykazuje 80% homologii z BPI krélika [5]. Wykaza-
no, ze ludzkie BPI stanowi ok. 0,5% zawartosci biatek neutrofila [20].

Po 15-minutowej ekspozycji na to biatko bakterie Escherichia coli tracq zdolnos¢
tworzenia kolonii [42]. Towarzyszg temu zmiany w zewngtrznej btonie komérkowej pole-
gajace nawzroscie jej przepuszczalnosci dla substancji hydrofobowych (np. aktynomycyna
D) iselektywnej aktywacji enzymdw degradujacych peptydoglikany [5,42]. Dochodzi takze
do wzrostu metabolizmu fosfolipidow btony komérkowej. 107 bakterii wiaze sie z 1,7
BPI [20]. Usuniecie BPI z powierzchni bakterii (przy uzyciu np. trypsyny lub dwuwarto$-
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ciowych kationdw) znosi zaburzenia funkcjonalne, ale nie przywraca utraconej zdolnosci
tworzenia kolonii [42,48]. Optymalny efekt bakteriobdjczy zachodzi wneutralnym pH [42].
BPI wigze sie z wrazliwymi na niego bakteriami poprzez lipid A irdzen lipopolisacharydu
(LPS). Jony Ca2+ i Mg“+ konkuruja z BPI o te same miejsca anionowe molekuty LPS [5,
48]. Nie wszystkie bakterie gramujemne sg wrazliwe na BPI, nalezg do nich m.in. Serratia
marcescens, Proteus species i niektore bakterie z rodzaju Salmonella-, w czasie fagocytozy
biatko optaszcza selektywnie tylko te wrazliwe [20].

DEFENSYNY

W neutrofilach ludzkich istniejg trzy podobne w budowie i funkcji homologiczne
peptydy, nazwane defensynami. Te mate (Mr = 3,5-4,0 kDa), bogate w cysteine i arginine
peptydy, stanowig 5-7% ogoélnej zawartosci biatek neutrofila i az 30-50% zawartosci
ziarnistosci azurofilnych [4, 14, 42]. Zastosowanie metody rozwirowywania ziarnistosci
granulocytarnych na podfrakcje pozwala zlokalizowa¢ defensyny gtéwnie we frakcjach o
najwyzszej gestosci, przy czym wartosci siegajace 50% maksymalnych osiggaja we frakcji
H5 zawierajgcej ziarnistosci najwigksze (0,32 pmt) i o najwiekszej gestosci [31]. Ustalono,
ze 109 neutrofili ludzkich zawiera ok. 5 mg defensyn. Osoba o wadze 70 kg, ktorej szpik
produkuje dziennie 2 x 109 granulocytéw, syntetyzuje 700 mg tych peptydéw na dobe [48].
Wykazano istnienie 6 kroliczych i trzech ludzkich (wykazujacych duzg homologie struktu-
ralng) defensyn (HNP 1-3). HNP sg zbudowane z 29-30 aminokwaséw, a réznig sie od
siebie nieznacznie: HNP1 ma przed pierwszg cysteing alaning, HNP3 kwas asparginowy,
a HNP-2 wolne miejsce. Wszystkie sg cyklicznymi peptydami, bowiem reszty cysteinowe
sg sprzezone jedna z drugg za pomocg wigzan disulfidowych. Rozerwanie mostkow
disulfidowych znosi aktywnos$¢ biologiczng [36, 46].

Spektrum dziatania tych peptydow to gtownie bakterie gramdodatnie (Staphylococcus
aureus) oraz gramujemne (Escherichia coli), ale takze niektore drozdzaki (Candida albi-
cans) i wirusy (Herpes simplex typ 1 i 2, wirus grypy, wirus cytomegalii) [4, 13, 20].
Mechanizm dziatania opiera sie na hamowaniu proceséw oddechowych drobnoustrojéw,
wywotywaniu zmian przepuszczalno$ci wewnetrznych i zewnetrznych bton komérkowych
(gramujemne), hamowaniu zdolnosci do syntezy RNA i DNA i utracie zdolnosci bakterii
do tworzenia kolonii [13, 20]. Co ciekawe, ludzkie defensyny wykazuja dziatanie bdjcze
tylko w stosunku do metabolicznie aktywnych bakterii, przy czym w stosunku do bakterii
gramdodatnich wymagane sg do$¢ duze stezenia tych peptydéw w uktadzie in vitro [42,46].

Takie wysokie stezenia majg swoje odnosniki in vivo, gdyz jeden neutrofil zawiera ok.
1000 ziarnisto$ci z defensynami, ktérych zawarto$¢ ocenia sie, jak wspomniano, na 4-5
pg/106 komorek. Wobec tego przy fuzji ziarnistosci z fagosomem o $rednicy 1 umi stezenie
defensyn w 1 ml wynosi 8-10 mg [13]. Ester forbolu (PMA) oraz opsonizowany zymosan
powodujg odpowiednio uwalnianie tylko 3 i 8% zawarto$ci defensyn, natomiast surowica
ma dziatanie hamujace uwalnianie defensyn [13].

Stwierdzono, ze u 0s6b z wrodzonym brakiem ziarnistosci specyficznych brak jest takze
jakiejkolwiek aktywnosci defensyn. Osoby te wykazujg wzrost czestosci zachorowan na
infekcje bakteryjne i wirusowe [10,11, 32],

Opisano ostatnio kolejng defensyne lokalizowang w ziarnistosciach azurofilnych [9,49].
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Jest ona podobnie jak poprzednie matym peptydem o masie 3,7 kDa i pi 8,6, bogatym w
arginine (15,2 mol%), r6zni sie natomiast do$¢ znacznie sktadem aminokwasowym. W
stosunku do pozostatych defensyn wykazuje ponad stukrotnie silniejsze dziatanie przeciw-
ko Escherichia coli i czterokrotnie silniejsze przeciwko Streptococcus foecalis i Candida
albicans.

LIZOZYM

Okoto 70 lat temu Fleming uzyt terminu lizozym dla okre$lenia enzymu powodujacego
szybka lize zawiesiny bakterii. Zgodnie z obecng nomenklaturg lizozym nosi nazwe syste-
matyczng N-acetylomuramido-glikanohydrolazy, a potocznie - muramidazy. Lizozym jest
biatkiem kationowym o masie czasteczkowej 14,4 kDa [11]. Powszechno$¢ jego wystepo-
wania sprawia, ze jest jednym z gtéwnych skadnikéw nieswoistych mechanizméw obron-
nych ustroju. Najwiekszajego aktywnos¢ stwierdza sie m.in. wizach, mleku kobiecym, soku
zotadkowym, spermie, ptynie owodniowym, przesiekach, $linie [15]. Istotne ilosci tego
enzymu znajdujg sie réwniez w ziarnistosciach azurofilnych i specyficznych neutrofili
ludzkich. Jego ilo$¢ ocenia sie na okoto 3 jilgw 106 tych komérek [10].

Rola lizozymu jako czynnika przeciwbakteryjnego to bezposrednie dziatanie, ale row-
niez stymulacja komoérek fagocytujgcych. Jako glikozydaza rozbija wigzania 3-1,4-glikozy-
dowe miedzy kwasem N-acetylomuraminowym i N-acetyloglukozaming $cian bakterii [39].
Enzymatyczny mechanizm zabijania odnosi sie gtéwnie do bakterii majacych tego typu
miejsce w btonie komorkowej (Micrococcus lysodeiktikus, Bacillus sp.), stwierdzono jed-
nakze mozliwosci béjcze lizozymu nie opierajagce sie na enzymatycznym dziataniu w
stosunku do takich mikroorganizméw, jak Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus
aureus czy Candida albicans [24, 30]. Ten drugi typ dziatania wymaga wiekszych dawek;
uwaza sie ze in vivo nieenzymatyczny efekt lizozymu moze by¢ wzmagany przez neutrofi-
lowe, obojetne proteazy [43]. Wykazano takze in vitro destrukcyjne dziatanie lizozymu w
stosunku do niektérych Chlamydia [30].

Lizozym moze mie¢ posredni wptyw na immunostymulacje poprzez rozszczepianie
peptydoglikanéw, ktore sg zdolne do tworzenia adjuwantéw, stymulowania produkcji
przeciwciat, indukowania op6znionej odpowiedzi na antygeny, indukowania odpowiedzi
mitogennej [15].

Poziom lizozymu w surowicy jest przydatny do diagnostyki niektérych choréb rozros-
towych, nowotworowych i zapalnych. Istniejg proby stosowania terapeutycznego tego
enzymu, stosuje sie go takze jako konserwant w przemysle spozywczym [15].

LAKTOFERRYNA

Laktoferryna jest glikoproteing o masie czasteczkowej ok. 80 kDa. Jest to substancja
bedaca nosnikiem kationowym jonéw zelaza. Jedna jej czasteczka wiagze dwa atomy Fe
Po raz pierwszy wyizolowano jg z mleka kobiecego (tzw. czerwona proteina), gdzie osigga
stezenie do 1 mg/ml [7]. W organizmie znajduje sie gtéwnie w neutrofilach oraz w puli
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statycznej jako cze$¢ wydzieliny na btonach Sluzowych [11]. Wykazano takze, ze 28%
monocytéw i ok. 13% limfocytéw wykazuje jej obecno$é. Mato (w poréwnaniu do trans-
ferryny) znajduje sie jej w surowicy (> 1 |ig/ml vs 2-4 mg/ml) [7]. Stosunkowo duzg (tj.
2-6 pg/106) zawartos¢ laktoferryny wykazano w neutrofilach [25]. Metodg immunoperok-
sydazowg lokalizuje sie ja wytacznie w ziarnisto$ciach specyficznych [25]. Stosowanie
innych metod (immunogold) pozwala wykaza¢ heterogenno$¢ neutrofili pod wzgledem
zawartosci laktoferryny - 6-10% tych komérek nie zawiera jej wcale [7].

Wskazuje sie na role laktoferryny jako modulatora niektérych reakcji immunologicz-
nych, wykazano bowiem jej zdolno$¢ do hamowania uwalniania czynnika powodujacego
powstawanie kolonii granulocytarno-makrofagowych (GM-CSF) [3], hamowania mie-
szanej reakcji limfocytow (MLR), wzmagania cytotoksycznosci makrofagoéw przeciwko
komérkom nowotworowym [19,27]. Interesujgce sg takze spostrzezenia o wiazaniu lakto-
ferryny przez komérki biataczkowe i o indukowaniu przez interleuking-1 in vitro selektyw-
nej egzocytozy laktoferryny z ziarnistosci specyficznych [50].

Najwazniejsze spektrum fizjologicznego dziatania laktoferryny to jej destrukcyjny
wplyw na mikroorganizmy. Moze on zachodzié poprzez bakteriostatyczny efekt wolnej od
zelaza apolaktoferryny wynikajacy z chelatowania komponentéw zelazowych niezbednych
dla metabolizmu bakterii. Druga mozliwos¢ to bezposredni wptyw apolaktoferryny na np.
Vibrio cholerae czy Streptococcus mutans. Trzecia mozliwos¢ jest zwigzana z funkcjg
laktoferryny jako donora jonéw Fe2+ dla systemu mieloperoksydazy i generowania
wolnych rodnikéw [11, 25]. Wykazano, ze w czasie infekcji bakteryjnej, oparzenia i hemo-
dializy obniza sie wewnatrzkomérkowe stezenie laktoferryny, przy réwnoczesnym jej
wzroscie w surowicy.

Pacjenci z wrodzonym brakiem ziarnistosci specyficznych, a wiec i niedoborem lakto-
ferryny wykazujg zwiekszong podatno$¢ na infekcje bakteryjne [11, 12, 23]. Opisano
rowniez przypadki z selektywnym niedoborem laktoferryny [22].

INNE CZYNNIKI

Oprocz wyzej omowionych czynnikéw wykazujagcych dziatanie bdjcze na mikroorganiz-
my opisywane sg zawarte w neutrofilach substancje biatkowe wykazujace r6zne spektra
dziatania. Biatka CAp-57 czy BP majace wykazywaé szczegolnie silne wiasciwosci bojcze
w stosunku do Pseudomonas aeruginosa majg masy czasteczkowe odpowiednio 57 i55 kDa
oraz sekwencje aminokwasow bardzo podobng do wcze$niej oméwionego BPI i sg z nim
najprawdopodobniej identyczne [18, 29, 38].

Poniewaz neutrofile stanowig gtéwng komponente komérkowg w miejscach uszkodzen
spowodowanych wirusami herpes, wydaje sie, ze moga one wigzac i internalizowac czas-
teczki wirusa [45]. Wykazano, ze neutrofile produkuja substancje o aktywnosci interfero-
nopodobnej, ktore okresla sie mianem poliferonéw. Jedna z nich scharakteryzowana
doktadniej, o Mr ok. 90 kDa wykazuje dziatanie anty HSV1, a takze powoduje supresje
proliferacji zaleznych od interleukiny-2 limfocytéw T [2]. Na materiale bydlecym opisano
czynnik otrzymywany z neutrofili o bezposrednio neutralizujgcym wptywie na rhinowirusy
(RV1B) i wirusy herpes. Skfada sie on z dwu peptydéw, bogatych w proline i argining, o
Mr ok. 7,5 kDa . 1011 neutrofili produkuje 5-13 mg tej substancji [51].
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Opisano takze grupe uzyskanych z neutrofili bydlecych kationowych peptydéw o masie
czasteczkowej 5-7 kDa. Okre$la sie je jako bakteneciny (tac. bacterium i necare). Ich
dziatanie jest skierowane gtéwnie przeciw bakteriom Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium, Klebsiellapneumoniae. Kazda z opisywanych baktenecin
znajduje sie w ilosci ok. 125 ng/106 komarek [16].

UWAGI KONCOWE

Profesjonalne fagocyty, do ktérych nalezg neutrofile, wchianiajg opsonizowane mi-
kroorganizmy do fagosomow, ktére po fuzji z ziarnistosciami wewngtrzkomarkowymi
tworza fagolizosomy, w ktérych dochodzi do zabijania i trawienia pochtonietego materiatu
[6,42], Proces taki, jak wspomniano, moze odbywacé sie w drodze zaleznych i niezaleznych
od tlenu mechanizméw. Na og6t oba sg rozpatrywane oddzielnie i nie uwzglednia sie ich
wzajemnych interakcji. Istnieja pojedyncze doniesienia wskazujace na fakt, ze oba te
systemy moga dziataé synergistycznie, np. ekspozycja bakterii na system wolnych rodnikéw
wzmaga ich wrazliwo$¢ na lizozym [26]. Jako inny przyktad moze stuzy¢ fakt, ze sktadniki
zawarte w ziarnistosciach moga ochrania¢ wtasng mieloperoksydaze przed tlenowo-zalez-
nag autoinaktywacjg [42].

Trudno szczeg6towo opisaé sekwencje zjawisk zachodzacych w fagolizosomie. Znajdu-
ja sie tam produkty powstajagce w wyniku wybuchu oddechowego oraz czynniki béjcze
pochodzace z systemu pozatlenowego. Niejasnajest rola pH wewnatrz fagolizosomu, ktore
w kilku pierwszych minutach procesu fagocytozy rosnie do 8,0, a po ok. 30 minutach spada
do 6,5 [34], Trudno tez odpowiedzie¢ na pytanie, po jakim czasie wchitoniete bakterie sg
zabijane. Chociaz uwaza sig, ze nastepuje to w Kilka minut po internalizacji, to jednakze
kinetyki zabijania dla poszczegdlnych bakterii s r6zne [21]. Nie wyjasniono dotychczas,
jakie sa optymalne stezenia czynnikéw wewnatrz fagolizosomu, czy dziatajg one ze sobg
synergistycznie czy antagonistycznie wobec siebie, jaki jest potokres ich trwania, co powo-
duje ich inaktywacje.

Przy rozpatrywaniu powyzszych zagadnieri nalezy takze uwzglednia¢ doniesienia wyka-
zujace, ze mikroorganizmy wytwarzajg wiasne mechanizmy obronne chronigce je przed
dziataniem zabijajacych czynnikéw. Przyktadowo Chlamydia species czy Mycobacterium
tuberculosis hamujg etap powstawania fagolizosomu, Trypanosoma cruzi jest zdolna do lizy
nowo sformowanego fagolizosomu [32]. U bakterii Salmonella typhimurium wykryto gen
powodujacy ich oporno$é na defensyny neutrofili [8]. Nalezy takze wspomnie¢ o genetycz-
nie uwarunkowanych réznicach w zdolnosci neutrofili do fagocytozy i genetycznie zdeter-
minowanych defektach fagocytozy i zabijania wewnatrzkomdrkowego.
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