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Streszczenie. W artykule przedstawiono poglady na temat onkogenu jadrowego jun. Opisano jego odkrycie,
postaci, lokalizacje chromosomalng w genomie ludzkim oraz mechanizm dziatania produktu onkogenu w
komérce.

Stéwa kluczowe: onkogeny jadrowe, biatka wigzace DNA.

Summary. In this paperareviewof literature onjun oncogen has been presented. Discovery, forms, chromosomal
localisation of the jun in the human genom and mechanism in which the jun product act has been described.
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WSTEP

Badania nad transformacja nowotworowa, retrowirusami i onkogenami doprowadzity
do odkrycia, ze onkogeny stanowig odmiane gendw struktury (genéw kodujacych okres-
lone biatka). Znajduja sie one w genomie kazdej komorki, gdzie podlegajg umiarkowanej
i kontrolowanej ekspresji. Dopiero nadmierna lub nieprawidtowa ich ekspresja doprowa-
dza do nabycia przez komorki cech nowotworowych. Komérkowymi odpowiednikami
onkogendéw wirusowych: v-onkogenéw sa onkogeny komérkowe: c-onkogeny, a $ciSlej
rzecz biorgc protoonkogeny. Jakkolwiek sg one homologiczne z onkogenami wirusowymi,
to jednak nie sg z nimi identyczne. To co odrdznia v-onkogeny od protoonkogendw to:
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¢ brak introndw,

¢ obecno$¢ punktowych mutacji obejmujacych 1-2% dtugosci genu,

¢ obecnosc¢ delecji lub inwersji odcinkéw kwasu nukleinowego w stosunku do odpo-
wiednich protoonkogendw,

¢ obecnos$¢ fragmentéw genomu nie wystepujacych w c-onc [19].

Produkty protoonkogenéw zaliczane sg do biatek. Petnig kluczowa role w aktywnosci
zyciowej komorek regulujac ich wzrost, namnazanie i réznicowanie. W zaleznosci od
rodzaju tkanki oraz stopnia jej dojrzatosci rozne jest stezenie produktéw poszczegdlnych
protoonkogenow.

WSréd biatek kodowanych przez protoonkogeny i onkogeny znajdujg sie:

¢ czynniki wzrostu: biatko p28 bedace produktem onkogenu c-sis, identyczne z tan-
cuchem B ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF) [44], produkty onkogenéw: int-2
oraz kfgf/hst pokrewne czynnikowi wzrostu fibroblastow [28, 49], biatka kodowane przez
onkogeny: abl, fes, yes;

¢ receptory dla hormondw i czynnikéw wzrostu oraz kinazy zwigzane z tymi recepto-
rami: onkogen c-erbB, oraz c-neu/erb/B-2 koduje receptor dla naskérkowego czynnika
wzrostu [44,48], c-fms receptor dla hemopoetycznego czynnika wzrostu CSF-1 [44], onko-
gen mas koduje receptor dla angiotensyny [18], c-erbA receptor dla hormondw tarczycy;
onkogen c-src kinaze biatkowg zwigzang z receptorem dla PDGF;

¢ kinazy biatkowe modulujace przemiany informatoréw Il rzedu: kinaza treoninowa
kodowana przez onkogen ras majaca zdolnos¢ cyklicznego wigzania i hydrolizy GTP,
kinaza tyrozynowa kodowana przez onkogen sre modulujgca cykl przemian fosfatydyloi-
nozytolu [19].

Wymienione powyzej czynniki zaliczane sg do grupy informatoréw lill rzedu. Regulujg
one czynnosci zyciowe komorki na poziomie btony komdrkowej i cytoplazmy. Czas trwania
efektdw ich dziatania nie przekracza godzin. Jednak do wywotania trwatej zmiany aktyw-
nosci komarki trwajacej dni i tygodnie wymagana jest zmiana w funkcjonowaniu aparatu
genetycznego komorki, polegajgca na aktywacji jednych i represji innych genéw [20, 21].

Odkad stato sie wiadome, ze czynniki wzrostu wigzac sie ze swoimi receptorami
aktywujg kaskade wewnatrzkomdrkowych przekaznikéw, a aktywacja ta prowadzi do
modulacji ekspresji genéw, powstaty uzasadnione przypuszczenia o mozliwym fizjologicz-
nym wspétdziataniu miedzy produktami poszczegélnych protoonkogenéw w komérce [3].

Regulacja ekspresji gendw dokonywana jest przez biatka znajdujgce sie na terenie jadra
komorkowego. Biatka te wgjednej z teorii [21] zaliczane sg do informatoréw |11 rzedu. Sg
one produktem "genow zaleznych od aktywacji" lub "natychmiastowych” (immediate early
genes). Geny te aktywowane sg w przeciggu minut od zadziatania na komoérke czynnikéw
wzrostowych (PDGF) lub niektorych substancji mitogennych, takich jak: estry forbolu,
surowica. Produkty aktywacji tych genéw wchodzg w sktad puli biatek jadrowych i biorg
udziat w regulowaniu transkrypcji gendw.

W potowie lat osiemdziesigtych odkryto klase onkogendw, ktorych produkty biatkowe
znalezione zostaty na terenie jadra komorkowego. Sugerowato to udziat tych produktéw
w funkcjonowaniu genomu. Te klase onkogenow nazwano onkogenami jgdrowymi. Nalezg
do nich geny:fos, myb, myc, rei, erbA, ski, B-lym, jun [1, 5]. Produkty niektérych z tych
gendw majg zdolnos$¢ taczenia sie z DNA: niespecyficznego - myc lub specyficznego -fos,
jun. Mechanizm dziatania produktéw tych onkogenéw nie zostat do tej pory catkowicie
poznany. Rozwaza sie ich wptyw na ekspresje innych gendw poprzez: metylacje i hipome-
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tylacje DNA, zmiane wrazliwosci DNA na dziatanie DNAzy, wigzanie sie z promotorami
lub wzmacniaczami okre$lonych genéw oraz dziatanie w roli trans i cis aktywatoréw
transkrypcji [19].

ONKOGEN JADROWY JUN

Onkogenjun odkryty zostat podczas badan kurzych wiruséw onkogennych. W genomie
tej grupy wiruséw znaleziono wiele onkogenow: src, myb, myc, fps, yes, erb-A, erb-B, ros
[45]. Stanowito to silny bodziec do poszukiwania nowych gendw w tej grupie wiruséw. W
1987 r. Yoshio Maki badat genom wyizolowanego z miesakéw kur retrowirusa ptasiego
ASV17 (avian sarcoma virus 17). Wirus ten wykazuje cechy $wiadczace o obecnosci wjego
genomie onkogenu:

» Zdolny jest do szybkiej indukcji wtdkniakomiesakéw u kur.

* Wywoluje transformacje nowotworowg kurzych fibroblastow w hodowli.

« Jest wirusem defektywnym w replikacji, ktérg to ceche ma wiekszos¢ wiruséw

zawierajacych w swym genomie onkogeny.

Maty genom wirusa ASV17 nie zawiera sekwencji homologicznych do genu poi, kodu-
jacego u retrowirus6w odwrotng transkryptaze. Do replikacji ASV17 wymaga obecnosci
innego wirusa tzw. pomocniczego, np. ALHV (avian helper leukosis virus), zawierajgcego
wswym genomie gen odwrotnej transkryptazypo/. Dopiero réwnoczesne zakazenie komo-
rek wirusami ASV17 i pomocniczym wirusem powoduje uwolnienie z zakazonych komé-
rek czastek wirusa ASV17 zdolnych do zainfekowania innych komérek [27].

Aby uzyskac informacje, czy hipotetyczny onkogen wirusa ASV17 wykazuje podobiens-
two do znanych onkogendéw, wyizolowano DNA z zakazonych wirusem komorek i pocieto
je na fragmenty za pomocg enzymow restrykcyjnych. Otrzymane w ten sposob fragmenty
DNA sklonowano w bakteriofagu A a nastepnie namnozono w szczepie bakteryjnym E.
coli. Skonstruowana w ten sposob hiblioteka genow stuzyta jako rezerwuar materiatu
genetycznego wirusa, potrzebnego do dalszych badan. Stosujac technike hybrydyzacji
molekularnej, wykazano brak homologii pomiedzy sekwencjg genomu ASV17 a prébkami
znanych onkogendw: erbA, erbB, myc, myb, fps, rei, yes, src, Ha-ras, Ki-ras, fes, fms, sis, mos,
abl [27,46]. Stato sie to bodZzcem do dalszych badan zmierzajgcych do ustalenia sekwencji
i wkasciwosci nowego onkogenu.

Sekwencjonujac aktywne biologicznie klony wirusa [27] ustalono mape genetyczng
wirusa ASV17 oraz potencjalnego onkogenu. Genom dtugosci 3,5 kb zawierat sekwencje
gag i env otaczajace przypuszczalny onkogen dtugosci 935 nukleotyddéw. Nowy onkogen
od innych onkogendw obecnych w genomach ptasich retrowiruséw odr6zniat brak domen
specyficznych dla gendw kodujacych kinaze tyrozyny, ktéra to ceche wykazywaty wszystkie
poznane dotychczas onkogeny tej grupy wirusow.

Nowo odkryty onkogen wirusa ASV17 zostat nazwany przez swego odkrywce stowem
-jun, wywodzacym sie z japonskiego ju-nana oznaczajacego liczbe 17 [27].

Stosujgc skonstruowang sonde DNA, specyficzng dla sekwencjijun, przebadano DNA
pochodzace od réznych gatunkéw kregowcdw. Homologiczne do jun sekwencje znalezio-
no w genomach: kur, myszy, szczurdw, przepidrki japonskiej i cztowieka [27]. Obecno$é¢
sekwencji jun w genomie réznych, niespokrewnionych ze sobg gatunkéw kregowcow
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wskazuje na komérkowe pochodzenie onkogenu, ktory zostat wtérnie nabyty przez wirus
ASV17 droga zakazenia komérek (prawdopodobnie kurzych) przez wirus [27].

PRODUKT ONKOGENU

Okreslenie sekwencji onkogenu stato sie pierwszym krokiem do ustalenia budowy i
wiasciwosci kodowanego przez ten gen biatka. Gdy zna sie sekwencje genu, tatwo jest jg
przettumaczy¢ na sekwencje aminokwasowa biatka. Okazato sie, ze otwarta ramka odczytu
dla kodowanego produktu genu rozcigga sie poczawszy od kodonu inicjujgcego - "pl9*
genu gag do konca genu jun. Proby odczytywania innych sekwencji biatkowych z ramki
odczytu zakonczyly sie niepowodzeniem, natrafiaty bowiem na nonsensowne kodony w
obrebie genujun zatrzymujace czytang informacje.

W zwigzku z powyzszym, biatko transformujgce wirusa ASV17 wywodzi sie z mRNA,
w ktdrym informacje genu jun i czesci genu gag ulegly fuzji. Przettumaczenie sekwencji
nukleotyddw na sekwencje aminokwaséw pozwolito okre$li¢ niektére cechy kodowanego
biatka.

Przypuszczalny produkt onkogenu jest biatkiem dtugosci 296 aminokwaséw, jego prze-
widywana masa wynosita 55 kilodaltonéw [27]. Oznaczony zostat symbolem p55gagiun,
gdzie "p" oznacza biatko (protein), "55" mase biatka w kilodaltonach, indeks "gag-jun”
zwigzek kodowanego biatka z okreslonymi sekwencjami wirusa. Wykrycie biatka p65gag Jun
w stransformowanych wirusem ASV17 komérkach potwierdzito jego role w indukcji
transformacji. Pozwolito jednoczesnie na weryfikacje masy biatka - masa wykrytego w
stransformowanych komdrkach biatka wynosita 65 kDa [6]. Wptyneto to na zmiane
symbolu kodowanego przez v-jun produktu: p65gagJun. Cechg odr6zniajaca biatko p65gag”
Jun od produktéw kodowanych przez inne onkogeny ptasich retrowiruséwjest brak aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej [27]. Rowniez w komdrkach zainfekowanych ASV17 nie wykryto
zwiekszonego poziomu fosforylowanej tyrozyny. Najwiekszym jednak zaskoczeniem byto
wykazanie niespodziewanej homologii pomiedzy p65gagJun a biatkiem GCN4.

Biatko GCN4 o dlugosci 281 aminokwasOw nalezy do grupy biatek kontrolujgcych
ekspresje gendw w komadrkach drozdzy [32]. Spetnia ono dwie funkcje zalezne od dwdch
odmiennych domen biatka. Po pierwsze, wigze sie specyficznie z okres$lona, scharaktery-
zowang sekwencjag DNA: TGACTCA, ktora to funkcja ograniczona jest do domeny
potozonej przy karboksylowym koncu biatka. Po drugie, aktywuje transkrypcje grupy
genow (30-50 gendw) kodujgcych enzymy biorgce udziat w syntezie aminokwaséw w
komorkach drozdzy. Domena aktywujagca potozona jest w srodkowej czesci biatka i sktada
sie z 19 aminokwaséw znajdujacych sie w pozycjach 106-125 liczac od aminowego korica
biatka [24,67].

Podobienstwo strukturalne obu biatek zostato ustalone przez komputerowe poréwny-
wanie ich sekwencji. Sekwencje nowego biatka wprowadza sie do pamieci komputera, a
nastepnie komputer poréwnuje jg ze znajdujgcymi sie wjego pamieci sekwencjami innych,
znanych dotychczas biatek.

Nieoczekiwana homologia dotyczyta konca karboksylowego poréwnywanych biatek,
ktéry w biatku GCN4 jest domeng wigzaca specyficzne DNA. Konserwatywny region
obejmuje swym zasiegiem grupe 66 aminokwasow konca karboksylowego GCN4, z ktérych
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31 ma identyczng lokalizacje w poréwnaniu z produktem v-jun. Daje to 47% homologii.
Podobienstwo sekwencji nukleotydéw kodujacych ten region biatek siega 37% [46].

Analiza struktury drugorzedowej karboksylowych koncéw biatka GCN4 i produktu
onkogenu v-jun wykazata podobiefstwo réwniez na tym poziomie. Korice karboksylowe
obydwu biatek majg strukture a helisy. Podobng budowe maja réwniez inne biatka majace
zdolno$¢ taczenia sie z DNA [46].

Procz znacznego podobienstwa do GCN4 produkt v-jun wykazuje rowniez, cho¢ w
mniejszym stopniu homologie z produktami onkogendw jadrowych: fos ic-myc, ktére to
produkty majg zdolno$¢ wigzania DNA (tab. 1). Przedstawione dane mogg sugerowac
pokrewienstwo ewolucyjne wymienionych biatek [46].

TABELA 1. Homologia koncow karboksylowych produktéw genéw: GCN4, jun, v-fos i c-myc pod wzgledem
identycznosci wystepujacych aminokwaséw, oznaczenia: n - ilo$¢ poréwnywanych aminokwaséw, wartosci licz-

bowe w tabeli - liczba identycznych aminokwaséw w poréwnywanym odcinku sekwencji, wartosci procentowe
w tabeli - procent identycznych aminokwaséw w poréwnywanym odcinku sekwencji
jun GCN4 v-fos c-myc
n =86 n="71 n =83 n =85
jun 31 18 1
GCN4 14% 20 1n
v-fos 22% 28% 17
c-myc 13% 15% 20%

Znaczgca homologia pomiedzy v-jun a fragmentem GCN4 wigzacym specyficznie
sekwencje TGACTCA wskazywata na mozliwos¢ istnienia podobienstw w funkcjonowaniu
obu biatek. Komdrkowy odpowiednik onkogenu v-jun wystepujacy w komérkach ssakéw
mogt kodowaé produkt majacy zdolnos¢ wigzania sie w sposob specyficzny z DNA i
zdolnos$¢ regulacji ekspresji gendw.

LUDZKI PROTOONKOGEN JUN
KODUJE AKTYWATOR TRANSKRYPCIJI - API

W 1987 r. podczas badan regulacji ekspresji ludzkiego genu metalotioneiny (hMTIIA),
indukowanego metalami ciezkimi oraz hormonami sterydowymi, zidentyfikowano nowy
aktywator transkrypcji biatko API (activation protein 1) [25]. Biatko to miato zdolnos$¢
selektywnego wigzania sie z regionem wzmacniacza genu hMTIIA oraz genéw matpiego
wirusa SV40 [25]. API taczac sie ze wzmacniaczem rozpoznaje w sposob selektywny
sekwencje: TGACTCA oraz stymuluje transkrypcje genu hMTIIA i genéw wirusa SV40
[26].

Zdolno$¢ rozpoznawania przez AP1 specyficznej sekwencji nukleotydéw pozwolita na
zakwalifikowanie tego biatka do klasy biatek wigzagcych DNA (DNA bindingprotein), takich
jak: Spl, AP2, CREB iinne [29].

Z komérek linii HeLa wyizolowano i oczyszczono frakcje kilku biatek o masach 40-47
kDa (z gtdéwna frakcjag 47 kDa) o zdolnosciach wigzania sie¢ z DNA analogicznych do API
[26]. Moze to by¢ rezultatem zmian potranslacyjnych, jakim podlega pojedyncze biatko
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API, lub kazde z biatek frakcji kodowane jest przez r6zne mRNA lub rézne formy genéw
[6].

Sekwencja rozpoznawana przez AP odpowiada sekwencji rozpoznawanej przez akty-
wator transkrypcji dozdzy - biatko GCN4 [3, 26]. Sekwencje rozpoznawane przez wymie-
nione biatka to: TGACTCA i ATGACTCAT.

Homologia pomiedzy karboksylowym koricem GCN4, wigzacym specyficznie DNA, a
karboksylowym koricem produktu onkogenu v-jun oraz doniesienia, ze v-jun moze kodo-
wac biatko specyficznie wigzace DNA [46], stanowity podstawe do wysuniecia hipotezy, ze
API jest produktem ludzkiego odpowiednika v-jun: protoonkogenu c-jun (JUN) [6].

Stosujac sonde molekularng cDNA o sekwencji komplementarnej do v-jun (miedzy 720.
a 1601. nukleotydem) wykazano w bibliotece gendw ludzkich obecnos$¢ sekwencji homo-
logicznej do v-jun [27]. Z fragmentéw DNA zawierajacych homologiczng do v-jun sek-
wencje wyizolowano klon ludzkiego c-jun i poréwnano jego sekwencje ze znang sekwencja
v-juti [6]. Nastepnie otrzymany klon c-jun poddano ekspresji w komérkach bakterii, a
otrzymany produkt poréwnano z biatkami: AP1 i p65gag'un [6, 27]. Wyniki przeprowadzo-
nych badan wykazaty identyczno$¢ API z produktem ludzkiego protoonkogenu c-jun [6].

0 Po pierwsze, monospecyficzne przeciwciata przeciwko dwoém regionom jun, otrzy-
mane w wyniku immunizacji krélika syntetycznymi biatkami pochodzacymi z domen:
karboksylowej i aminowej p65gag Jun reagowaty krzyzowo z AP (zaréwno z frakcjg czes-
ciowo oczyszczong 0 masach 40-47 kDa, jak i wysoce oczyszczong o masie 47 kDa). Prébki
kontrolne, zawierajace r6zne od API biatka specyficznie wigzagce DNA: AP2 i Adfl, nie
wykazywaty reakcji krzyzowej [1, 6].

o Podrugie, sekwencja aminokwasowa AP 1 okreslona przez trawienie biatka trypsyng
jest identyczna z sekwencjg aminokwaséw odczytang z otwartej ramki odczytu ludzkiego
c-jun [6].

0 Po trzecie, produkt ludzkiego protoonkogenu JUN poddanego ekspresji w komor-
kach bakterii wykazywat te samg zdolno$¢ wigzania DNA co API [1,6].

0 Po czwarte, sekwencja JUN badana metodami hybrydyzacji molekularnej kwaséw
nukleinowych jest scisle pokrewna sekwencji nukleotydowej oznaczonej dla v-jun. Stwier-
dzone réznice nie odbiegajg od tych, ktére spotyka sie w przypadku poréwnywania
sekwencji onkogendw z odpowiadajgcymi im protoonkogenami. Tozsamo$é AP iproduk-
tu p]rotoonkogenu JUN potwierdzona zostata niezaleznie od siebie przez kilku badaczy [1,
6,8}

API odgrywa centralng role w przekazywaniu sygnatdw w komorce, regulujac ekspresje
wielu genéw w odpowiedzi na traktowanie komaérek estrami forbolu lub innymi mitogena-
mi bedacymi fizjologicznymi aktywatorami kinazy biatkowej C [1, 17, 26]. Wéréd genéw
zawierajagcych sekwencje wigzacg sie z biatkiem c-Jun/API procz genu metalotioneiny
znajdujg sie geny kodujace: kolagenaze, al-antytrypsyne, transtyreine i mysi MHC-H2Dd
[6].

Fakt kodowania aktywatora transkrypcji przez onkogen JUN stanowi poparcie tezy o
bezposrednim wptywie onkoprotein jadrowych na funkcjonowanie aparatu genetycznego
komorki.
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LOKALIZACJA CHROMOSOMALNA
LUDZKIEGO PROTOONKOGENU JUN

Czynniki regulujgce transkrypcje, do ktérych zaliczany jest rowniez produkt onkogenu
JUN, biatko API, sg podstawowymi elementami regulujgcymi aktywnos¢ komorki. Zabu-
rzenia w ich funkcjonowaniu moga zmienia¢ ekspresje gendw i prowadzi¢ do onkogenezy.

W wielu nowotworach cztowieka dochodzi do zaburzeh chromosomalnych, takich jak:
delecje (np. w nowotworze wywodzacym sie z siatkéwki - retinoblastoma) czy translo-
kacje (np. w przypadku ludzkich biataczek i chtoniakéw). Jakkolwiek potencjat transfor-
macyjny v-jun w komérkach ptakéw zostat dobrze udokumentowany [27], to zwigzek
aktywacji protoonkogenu/LW oraz kodowanego przezen aktywatora transkrypcji w pows-
tawaniu nowotworow cztowieka nadal pozostaje domeng przypuszczen. W celu lepszego
zrozumienia funkcjonowania protoonkogenu/LW oraz ewentualnej jego roli w powstawa-
niu nowotworéw u ludzi, protoonkogen/LW kodujacy aktywator transkrypcji API [1,6,8]
zostat wyizolowany z komdrek linii HeLa w postaci klonu genomicznego oraz klonu
komplementarnego cDNA [6,14,15]. Okreslona zostatajego sekwencja [3] oraz lokalizacja
w genomie ludzkim. Poréwnanie sekwencji obydwu klonéw ujawnito zaskakujacg ceche
protoonkogenu JUN, mianowicie brak intronéw. Ws$rod gendéw obecnych w genomie
komorki ceche te majg tzw. pseudogeny. JUN nie jest jednak pseudogenem, gdyz procz
braku intronéw nie ma on innych cech pozwalajacych zakwalifikowaé go do tej grupy
gendw. Po pierwsze jest on genem aktywnym, kodujgcym funkcjonalnie czynny produkt
(pseudogeny nie majg tyci wiasciwosci), po drugie JUN nie ma poliadenylowych koncéw,
bedacych czescig struktury pseudogenow [15].

Lokalizacja chromosomalna JUN zostata okre$lona niezaleznie od siebie przez dwie
grupy badaczy. Stosujgc metode hybrydyzacji molekularnej DNA typu southern Haluska i
wsp. [15] zlokalizowali JUN w chromosomie 1, nastepnie stosujgc metode hybrydyzacji in
situ [14, 15] okreSlono doktadng lokalizacje protoonkogenu JUN w genomie ludzkim.
Zlokalizowany on jest w krotkim ramieniu chromosomu 1, w regionie 3, podregionach 11
2 (Ip31-32).

Region ten ulega czesto delecji w ok. 70% neuroblastom, szczeg6lnie w stanach
zaawansowanych tego nowotworu oraz w liniach komoérkowych wywodzacych sie z komo-
rek tego nowotworu. Dane te sugeruja, ze utrata krytycznych sekwencji DNA prowadzaca
do homozygotycznosci allelu recesywnego moze odgrywaé¢ wazng role w mechanizmie
powstawania tego nowotworu. Mechanizm ten podobny jest do mechanizmu opisanego w
przypadku retinoblastoma, co sugeruje, ze eliminacja APl moze graé wazng role w
patogenezie tej choroby.

Posrod gendw zlokalizowanych w tym regionie chromosomu: "Ip" lub w jego poblizu
znajdujg sie réwniez inne protoonkogeny: BLYM, MYCL - Ip32; LCK - Ip32-35; NRAS
iNGFB - 1P22; FGR - Ip36 [31]. Protoonkogen JUN jest jedynym z tej grupy kodujgcym
regulator transkrypcji. Dlatego tez mozliwe jest, ze utrata czynnosci tego genu moze
prowadzi¢ do deregulacji wzrostu komaérek.
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RODZINA ONKOGENOW JUN

Procz opisanych dotychczas postaci onkogenujun mianowicie: wirusowego v-jun ijego
komérkowego odpowiednika wgenomie ludzkim - protoonkogenu/LW, wkomaorkach linii
3T3 pochodzacych od myszy szczepu BALB/c zidentyfikowano trzy inne postaci onkogenu:
junB, junA, junD. Pozwala to na wyodrebnienie rodziny onkogendwjun (tab. 2).

TABELA 2. Rodzina onkogenéw jun

Produkt Wystepowanie Lokalizacja w genomie ludzkim
v-jun biatko wirus ptasi ASV17
296 aminokwasow
JUN biatko API komorki cztowieka ramie krétkie chromosomu pierwszego 1p31-32

komarki linii HeLa

junA biatko komoérki myszy:
334 aminokwasy - nerka
masa ok. 40 kDa -jelito

junB biatko, 344 - mozg
aminokwasy
masa ok. 40 kDa - tozysko

komarki lini 3T3

junD biatko komorki szczura:
341 aminokwaséw - mozg
masa ok. 40 kDa

Onkogeny: junA, junB, junD odkryto podczas badania ekspresji genéw aktywowanych
mitogenami, takimi jak: surowica, ptytkopochodny czynnik wzrostu, czynnik wzrostu fibro-
blastow, estry forbolu (np. TPA). W kilka do kilkunastu minut po aktywacji komorki
mitogenami dochodzi do wzrostu ekspresji czesci gendw, tzw. gendw natychmiastowych.
Geny te jako pierwsze przejawiajg swoja aktywnosé¢ w komérce po dziataniu na komérke
mitogenami. Pierwsze tez ulegajg dezaktywacji, tracg bowiem swa aktywno$¢ w ciggu kilku
godzin [24]. W$rdd gendw tych znajdujg sie réwniez protoonkogeny: fos, myc, a takze jun,
0 czym $wiadczy indukcja JUN przez surowice i TPA [22] oraz interakcja AP ze wzmac-
niaczami gendw indukowanych przez TPA [26]. Wynikiem aktywacji tej grupy genow jest
wzrost poziomu ich transkryptu (mMRNA) w komdrce.

W badaniu réznych postaci onkogenu jun postuzono sie nastepujgcymi technikami.
Frakcja réznych rodzajow mRNA odpowiadajgcych aktywowanym genom zostata wyizo-
lowana z komdrek. Nastepnie zsyntetyzowano cDNA komplementarne do poszczegélnych
MRNA. Frakcje cDNA rozdzielono elektroforetycznie, wbudowano do bakteriofaga i
klonowano w komaérkach bakterii. Otrzymane klony cDNA poréwnano ze znanymi genami
stosujac metode hybrydyzacji molekularnej ze znakowanymi prébkami znanych genéw lub
droga sekwencjonowania cDNA i poréwnywania sekwencji poszczegdlnych klonéw z
sekwencjami znanych genéw (rys. 1). Odczytano rowniez sekwencje kodowanych przez
poszczegblne klony biatek oraz zbadano ich whasciwosci.

Trzy sposréd badanych klonow wykazywaty pokrewienstwo z v-jun [3, 38], a kodowane
przez te klony produkty miaty wiele cech wspolnych z API [33, 38,39].

Protoonkogen junB koduje biatko dtugosci 344 aminokwasdw. Koniec karboksylowy
biatka bogaty jest w aminokwasy zasadowe: lizyne i argining oraz wykazuje wysoki stopien
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homologii z karboksylowym koricem produktu onkogenu v-jun [30] i protoonkogenu fos
[38]. Homologia siegajaca ok. 65% obejmuje 100 aminokwaséw konca karboksylowego
produktu junB. Drugi region homologiczny do v-jun znajduje sie przy aminowym Kkoricu
biatka. Region ten obejmuje swoim zasiegiem 50 aminokwaséw i wykazuje 59% identycz-
nosci.

Stosujac jako kryterium stopien homologii pomiedzy produktami poszczeg6lnych klo-
noéw a produktami onkogenu v-jun i JUN poréwnano wymienione biatka za pomocg
techniki hybrydyzacji molekularnej. Hybrydyzacja molekularna probek junB z DNA po-
chodzacym z komérek cztowieka oraz myszy wykazata, ze junB nie jest mysim, komérko-
wym odpowiednikiem v-jun, lecz stanowi obok v-jun iJUN kolejng posta¢ onkogenu [38].
RéwniezjunD kodujacy biatko dtugosci 341 aminokwaséw nie spetniat warunkéw pozwa-
lajacych zakwalifikowac go jako mysi odpowiednik JUN [3,37,38]. Mysig wersjg ludzkiego
protoonkogenu JUN okazat sie junA, ktérego produkt miat sekwencje aminokwasow
prawie identyczngjak API [39].

Produkty biatkowe genéwjun wykazujg wiele cech wspolnych. Kilka z nich ograniczo-
nychjest do konserwatywnego regionu karboksylowego biatek. Koniec ten wykazuje wysoki
stopier homologii pomiedzy poszczegélnymi produktami [6,33,38], jest réwniez homolo-
giczny do domeny wigzacej DNA biatka GCN4 [46]. Koniec karboksylowy bogaty jest w
aminokwasy zasadowe [38] i leucyne oraz ma Il-rzedowg strukture a-helisy. Kazda z
onkoprotein ma zdolno$¢ specyficznego wigzania sekwencji TGACTCA [29], ktéra to
sekwencja jest miejscem wiazacym API [6, 25], oraz wykazuje powinowactwo (choé
mniejsze) do sekwencji TGACGTCA [38]. Onkoproteiny Jun tworzg miedzy sobg homo-
i heterodimery i pod tg postacig wigzg sie ze specyficzng sekwencjg DNA [33]. Produkty
kodowane przez rodzine onkogendéw jun reagujg z onkoproteinami Fos. W obecnosci
onkoproteiny Fos znacznie wzrasta zdolnos¢ wigzania DNA przez produkt protoonkogenu
jun [8,13, 33]. Kompleks biatek zwigzanych z DNA zawiera réwniez Fos [33, 34].

DZIALANIE PROTOONKOGENU JUN

Mechanizm dziatania produktu protoonkogenu jun jest jednym z lepiej poznanych
mechanizméw funkcjonowania onkoprotein jagdrowych. Jest on dowodem na to, ze pro-
dukty onkogenow jadrowych moga funkcjonowacjako aktywatory transkrypcji, wigzace sie
ze specyficzng sekwencjg DNA i regulujgce ekspresje gendw w odpowiedzi na sygnaty
zewnatrzkomaérkowe.

Wzrost aktywnosci oraz poziomu APl w komorce nastepuje po aktywacji komaérek
sztucznymi lub naturalnymi aktywatorami kinazy biatkowej C, takimijak TPA [2,8]. Proces
ten regulowany jest na dwdéch poziomach: potranslacyjnym i transkrypcyjnym

Bezposrednio po stymulacji komérek przez TPA dochodzi do potranslacyjnych prze-
mian istniejacych w komérce, nieaktywnych czasteczek API [3, 9]. Doktadna natura tego
procesu pozostaje wcigz nieznana. Rozwazana jest mozliwos¢ fosforylacji API przez
aktywowang kinaze biatkowag C oraz aktywacji APl przez produkt protoonkogenu fos
aktywowany w drodze fosforylacji przez kinaze. Przemawia za tym wzrost poziomu fosfo-
rylowanego produktu protoonkogenufos (Fos) w komaérce obserwowany po jej stymulacji
estrami forbolu [4]. Nastepnie dochodzi do aktywacji protoonkogenujun i syntezy nowych
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czasteczek API. Aktywacja genu nastepuje po przytaczeniu sie zaktywowanych wcze$niej
czasteczek API do promotora genu jun zawierajgcego sekwencje TGACATCA [2] (rys.
2)-

) Analiza sekwencji promotorajun ujawnita dodatkowo w jego obrebie miejsca wiazace
dlainnych niz AP aktywatoréw transkrypcji: Spl, CTF [2]. Wydaje sie jednak, ze wigzanie
API przez promotor odgrywa gtéwna role zaréwno w indukcji genu przez TPA, jak i
autoregulacji. Sekwencja promotora, do ktorej przytgcza sie APl: TGACATCA, mimo ze
rézni sie nieznacznie od klasycznej sekwencji wiazacej APl: TGACTCA, ma rownie
wysokie powinowactwo do API jak sekwencja klasyczna. Ponadto wymieniona sekwencja
promotora jest odpowiedzialna za aktywowanie onkogenu jun zaréwno przez API, jak i
TPA [2]. Sekwencja TGACGTCA rozpoznawana jest rdwniez przez inne biatko wigzace
specyficznie DNA: biatko CREB [29,30]. Aktywno$¢ tego czynnikatranskrypcjijestjednak
regulowana przez cAMP, co wyklucza jego udziat w aktywacji protoonkogenu jun po
stymulacji komaérek TPA. Interesujacy jest fakt, ze mutacja punktowa w obrebie sekwencji
DNA wigzacej API nie tylko zapobiega wigzaniu API1 przez promotor genu jun, lecz
wplywa réwniez na zmiane powinowactwa sekwencji TATTTTTA (tzw. TATA box),
lezgcej w poblizu miejsca wigzacego API, do czynnikdw specyficznie jg rozpoznajacych.
Sugeruje to istnienie wspotdziatania miedzy biatkiem API a czynnikami rozpoznajacymi
te sekwencje [2].

Ostatnio duzo uwagi poswieca sie wspoétdziataniu produktéw onkogendw jun ifos.
Protoonkogen fos ulega ekspresji w wiekszosci komorek na relatywnie niskim poziomie
[11]. Koduje biatko o masie 55 kDa. Biatko to dziata jako regulator transkrypcji genéw,
hamujac lub wzmacniajac ich ekspresje [40]. Ten plejotropowy efekt dziatania biatka Fos
zwigzany jest prawdopodobnie z wtasciwosciami komplekséw, jakie Fos tworzy z innymi
biatkami okre$lonymi jako biatka towarzyszace Fos (Fos associated protein).

Biatko Fos nie ma zdolnosci rozpoznawania specyficznej sekwencji DNA [8]. Aktywacja
genow przez Fos odbywa sie prawdopodobnie dzigki interakcji tego biatka z innymi
czynnikami aktywujacymi transkrypcje w sposéb specyficzny [8].

Jedno z biatek, z ktérymi Fos tworzy kompleksy, biatko o masie 39 kDa, zaliczane do
biatek towarzyszacych Fos jest identyczne z Jun/API zaréwno pod wzgledem struktury,
jak i wiasciwosci immunologicznych [35, 41]. Produkt protoonkogenu fos wchodzacy w
sktad kompleksu z API znacznie zwigksza zaréwno zdolno$¢ aktywowania transkrypcji
gendw przez API, jak i trwato$¢ wigzania kompleksu obu biatek z DNA [41]. Kompleks
ztozony z biatek Fos i AP I ma ok. 25 razy wieksze powinowactwo do DNA niz homodimer
API [11].

Dzieki regulacji ekspresji genow, zawierajacych sekwencje wigzaca API, przez hetero-
dimer, w ktérego sktad wchodzg produkty dwéch réznych protoonkogendéw, wzrasta
ztozonosc¢ kontroli ekspresji. Synteza i ewentualne potranslacyjne przemiany sktadnikow
kompleksu przebiegajg bowiem niezaleznie od siebie. Ponadto formujgc heterodimery
mata ilo$¢ biatek moze tworzy¢ wiele kombinacji aktywnie dziatajacych czynnikéw trans-
krypcyjnych o roznych swoisto$ciach.

Osobnego omdwienia wymaga mechanizm, dzieki ktéremu API rozpoznaje w sposéb
specyficzny sekwencje DNA. Zdolnos¢ ta ograniczona jest do domeny lezacej na koncu
karboksylowym API. Domena ta ma szczeg6lng strukture aminokwasowa: co 7 aminokwas
w niej wystepujacy jest leucyng. Umozliwia to tworzenie struktury a-helisy. Struktura
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a-helikalna wspdlna jest dla wielu biatek wigzacych DNA, takich jak: C/EBP; GCN4; Myc;
Jun; Fos; OTF-2; Fral [7,10,23, 34].

Struktura a-helisy odgrywa gtéwna role w aktywnosci biologicznej tych biatek. Dzieki
niej onkoproteiny Jun i Fos fgczg sie ze sobg tworzac funkcjonujacy dimer [27]. Przylega-
jace do siebie a-helikalne fragmenty Jun i Fos tworzg strukture, zwang leucynowym
zamkiem btyskawicznym (leucinezipper) [12,16] {rys. 3}. Leucynowy zamek btyskawiczny
odpowiedzialny jest nie tylko za dimeryzacje Jun i Fos, lecz rowniez za zdolnos$¢ taczenia
sie dimeru z DNA. Zastgpienie reszt leucyny innymi aminokwasami hydrofobowymi (co
uniemozliwia wytworzenie leucine zipper) uniemozliwia zaréowno formowanie dimeréw
Jun-Fos, jak iich wigzanie siec zDNA [16]. Ze wzgledu na swdj przestrzenny, spiralny ksztatt
a-helisy tworzace leucynowy zamek btyskawiczny moga przylega¢ w okreslonej konfigu-
racji do wybranych odcinkéw DNA.

Dziatanie produktéw rodziny onkogendw jun oraz ich wspétdziatanie w regulacji
transkrypcji genéw z produktami innych protoonkogendw jadrowych, takich jak fos i c-ets
[47], jest ciggle przedmiotem intensywnych badar.

Rys. 3. Leucynowy "zamek btyskawiczny"
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WPLYW ACETYLOCHOLINY
NA WZROST | ROZWOJ ROSLIN*

INFLUENCE OF ACETYLCHOLINE
ON PLANT GROWTH AND DEVELOPMENT

Andrzej TRETYN
Uniwersytet M. Kopernika, Instytut Biologii, Zaktad Botaniki Ogdélnej

Streszczenie. We wszystkich analizowanych gatunkach roslin wykryto obecno$¢ acetylocholiny (ACh). Wykazano,
ze ACh moze nasladowaé dziatanie $wiatta czerwonego (R) w regulowanych przez fitochrom (P) procesach
wzrostu i rozwoju roslin. Substancja ta wptywa na kietkowanie nasion i wzrost rodlin. Ponadto ACh moze
modyfikowac aktywno$¢ enzymow roslinnych iprzebieg proceséw metabolicznych. Przypuszcza sie, ze podobnie
jak u zwierzat pierwotny mechanizm dziatania ACh w komérkach roslinnych polega na regulacji przepusz-
czalnosci bton dla H+, K+, Na+ i Ca2+.

Summary. Acetylcholine (ACh) has been detected in all plant species so far examined. It has been shown that
exogenous ACh mimicks the action of red light in phytochrome-mediated processes of plant growth and
development. It affects seed germination and plant growth. Moreover, ACh can modify enzymes activity and
course of some metabolic processes in plants. It is proposed that the primary mechanizm of action of ACh in
plant cells is via the regulation of membrane permeability to ions, H+, K+, Na+and Ca2+.

Wykaz stosowanych skrétow: ACh - acetylocholina; AChE - acetylocholinoesteraza, AChR - receptory ace-
tylocholiny, ATCh - acetylotransferaza cholinowa; CCC - chlorek chlorocholiny CCh - karbamylocholina
(karbachol); Ch- cholina; FR - $wiatto dalekiej czerwieni (730 nm); IAA - kwas 3-indolilooctowy; P - fitochrom;
R - $wiatto czerwone (660 nm).

HISTORIA BADAN NAD ROLA ACh U ROSLIN

Obecno$¢ ACh wykryto u przedstawicieli kilkudziesieciu gatunkéw roslin nizszych i
wyzszych [15, 24, 25, 78]. Bennet-Clark [4] jako jeden z pierwszych postulowat mozliwos¢
udziatu ACh w stymulowanej przez auksyne akumulacji jonéw w komorkach roslinnych.
W 1962 r. Dettbarn [11] wykryt obecno$¢ enzymu, ktéry podobnie jak AChE izolowana z

*Praca finansowana z funduszy RP 11.12.15.
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komérek zwierzecych hydrolizowat acetylo-(3-metylocholinge. Cho¢ szybko$¢ propagaciji
impulsu elektrycznego w komérkach Nitella byta ok. tysiac razy wolniejsza niz w komér-
kach nerwowych, poziom aktywnosci AChE utego glonu bytjedynie 10 razy nizszy [11]. W
1965 r. KoStir i wsp. [47] wykazali, ze egzogenna ACh wptywa na kietkowanie i pierwsze
fazy wzrostu niektérych gatunkéw roslin uprawnych. Tung i Raghavan [81] opisali wptyw
substancji cholinowych na wzrost izolowanych korzeni Dolichos lablab. Cumming i Wagner
[9] stwierdzili, ze u roslin, podobnie jak u zwierzat, w odpowiedzi na bodzce Swietlne
powstajg impulsy elektryczne. Zasugerowali oni, ze mechanizm kontroli przepuszczalnosci
membran przez P moze by¢ podobny do regulacji tego procesu przez ACh w komérkach
zwierzecych. W 1968 r. Tanada [75] odkryt, ze zjawiska elektryczne w wierzchotkach
korzeni fasoli moga by¢ kontrolowane przez P. W do$wiadczeniach prowadzonych na
wierzchotkach korzeni wspomnianej rosliny wykazat on, ze R stymuluje ich przyleganie, a
FR uwalnianie z ujemnie natadowanych powierzchni szklanych [75]. Jaffe [30] postugujac
sie podobnym jak Tanada modelem wykryl, ze wigzanie bgdz uwalnianie wierzchotkow
korzeni z powierzchni szkta jest wynikiem kontrolowanych przez P zmian potencjatow
powierzchniowych komorek badanych organéw. W kolejnej pracy Jaffe [31] wykazal, ze w
tancuchu przemian metabolicznych wzbudzanych przez P uczestniczy réwniez ACh. W
pOzniejszych latach pojawito sie szereg publikacji potwierdzajacych odkrycie Jaffego [12,
21,27,29]. Jednocze$nie opublikowano dane wskazujace na brak korelacji wdziataniu ACh
i P [39, 73,76].

WPLYW ACh )
NA FIZJOLOGICZNE | METABOLICZNE PROCESY U ROSLIN

W minionych kilkunastu latach przeprowadzono badania nad wptywem egzogennej
ACh na przebieg wielu proces6w wzrostu i rozwoju roslin. Badano zwiaszcza te zjawiska,
ktérych przebieg kontrolowany jest przez P.

KIELKOWANIE NASION

Po raz pierwszy wptyw substancji cholinowych na proces kietkowania nasion roslin
uprawnych stwierdzony zostat przez Kostira i wsp. [47]. W latach siedemdziesigtych Lees
i wsp. [51, 52], Kasturi [40,41] oraz Kasturi i Vasantharajan [42] uzyskali dowody wskazu-
jace na udziat systemu ACh-AChE w kontroli kietkowania i wzrostu fasoli i grochu. Lees
i Thompson [51] stwierdzili obecno$¢ AChE w liScieniach kietkujacych nasion fasoli.
Catkowita aktywnos¢ tego enzymu wzrastata pomiedzy 2. a 3. dniem kietkowania, utrzy-
mywata sie na tym poziomie do 6. dnia, a nastepnie spadata wraz z pojawieniem sie
pierwszych oznak starzenia sie liscieni [51]. Opisanym zmianom aktywnosci AChE towa-
rzyszyty zmiany poziomu ACh. W pierwszych 2 dniach do$wiadczenia odnotowano niskie
stezenie ACh. Po tym czasie zawarto$¢é ACh w liscieniach szybko wzrastata, aby osiggna¢
maksimum (ok. 11 ng/2 liscienie) w czwartym dniu kietkowania, z nastepnym spadkiem
do aktywnosci zerowej [52]. Neostygmina (10 mM) hamowata wzrost siewek fasoli i
wptywata, w poréwnaniu do kontroli, na 10-krotny wzrost zawartosci ACh (z 1,29 do 11,98
ng/2 liscienie) w liscieniach badanych siewek [52]. Lees i wsp. [52] sugerowali, ze obecna
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w liscieniach ACh uczestniczy w kontroli transportu substancji zapasowych z liscieni do
szybko rozwijajacych sie czesci roslin.

Obecnos$¢ AChE wykryto réwniez w suchych nasionach grochu [40]. W pierwszych dwu
dniach kietkowania nasion nastepowat catkowity spadek aktywnosci enzymu. W trzecim
dniu tego procesu ponownie odnotowano pojawienie sie aktywnosci AChE, bedacej
wynikiem syntezy enzymu de novo [40]. Synteza de novo powstajagcych czgsteczek AChE
kontrolowana byta przez P, przy czym FR stymulowato, a R hamowato ten proces [41].
Zaréwno R, jak i FR nie wplywaly na katalityczne wihasciwosci enzymu. Wg Kasturi i
Vasantharajana [42] wystepujaca w nasionach i siewkach grochu AChE bierze udziat w
regulacji poziomu endogennej ACh.

Dane dotyczace wptywu ACh na kietkowanie nasion sg rozbiezne. Holm i Miller [27]
wykazali, ze 0,1 mM ACh, podobnie jak R, przyspiesza lub inicjuje kietkowanie nasion
Agropyron repens, Echinochloa crusgalli, Chenopodium album, Brassica kaber i Sateria
viridis. Eseryna (inhibitor AChE) w stezeniu 0,1 mM uwrazliwiata uzyte nasiona na
dziatanie ACh [27]. Badania prowadzone przez Gupte [cyt. za 24] oraz Briggsa [cyt. za 54]
nie potwierdzity udzialu ACh w regulacji kietkowania nasion fotoblastycznych. O braku
wptywu ACh i atropiny (antagonista AChR) na kietkowanie fotoblastycznie pozytywnych
nasion Rumex obtusifolius i fotoblastycznie negatywnych nasion Cucumis anguria donosili
Ledeira i wsp. [50]. Jedynie eseryna hamowata kietkowanie R. obtusifolius nie wywierajac
przy tym zadnego wptywu na nasiona C. anguria [50].

Ostatnio Tretyn i wsp. [79] przebadali wptyw pochodnych choliny (ACh, CCh) oraz
inhibitoréw AChE (eseryny i neostygminy) na kietkowanie nasion charakteryzujacych sie
odmienng wrazliwoscig na dziatanie $wiatta. Wszystkie uzyte substancje, nawet w bardzo
wysokim stezeniu (od 1do 10 mM), nie wptywaty na kietkowanie fotoblastycznie neutral-
nych nasion pszenicy i owsa (Triticum vulgare i Avena sativa) tak w ciemnosci, jak i przy
ciagtym naswietlaniu $wiattem biatym. Na Swietle ACh przyspieszata tempo kietkowania
fotoblastycznie pozytywnych nasion szczawiu {Rumex obtusifolius) i hamowata kietkowa-
nie fotoblastycznie negatywnych nasion babki {Plantago lanceolata). Cholina byfa nieak-
tywna w badanym procesie bez wzgledu na warunki $wietlne, w jakich prowadzono
doswiadczenia. Pozostate substancje, tj.: karbamylocholina (CCh), eseryna i neostygmina
dziataty podobnie, lecz nie tak skutecznie, jak ACh [79]. Tretyn i wsp. stwierdzili, ze ACh
wykazuje swojg aktywnosc¢ jedynie we wspétdziataniu ze Swiattem. Autorzy przypuszczaja,
ze Swiatto moze hamowac aktywno$¢ obecnej we wszystkich stosowanych nasionach AChE
[80]. Dzigki temu mozliwe jest dotarcie ACh do miejsc jej docelowego dziatania [79].

WPLYW ACh NA WZROST ROSLIN

Od dawna wiadomo bylo, ze czwartorzedowe aminy, takie jak np. AMO-1618, sg silnymi
inhibitorami wzrostu roélin [55]. Réwniez pochodna czwartorzedowej aminy choliny,
chlorek chlorocholiny (CCC), silnie hamuje wzrost wielu roélin [6]. Zbiezno$¢ budowy
chemicznej CCC, Ch i ACh zainspirowata badania nad wptywem tych substancji na wzrost
roslin [81].

ACh, podobniejak R hamowata tworzenie sie korzeni bocznych siewek fasoli [31]. CCh,
analog ACh, w niewielkim stopniu podwyzszata stymulowane FR powstawanie korzeni
bocznych u siewek gorczycy, nie wptywajac na wydtuzanie korzeni i hypokotyli tej rodliny
[39].
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Dekhuijzen [10] wykazal, ze dolistne i dokorzeniowe podanie CCC (0,1 mM) hamuje
wzrost siewek pszenicy. To inhibicyjne dziatanie CCC byto zmniejszane w wyniku dodania
do pozywki, w ktérej uprawiano rosliny, 10mM ACh. Substancja ta, w tym samym stezeniu
dodana do powyzki bez CCC, powodowata w ok. 30% stymulacje wzrostu siewek pszenicy
i podobnej wielkosci przyrost suchej masy. Wptyw ACh na obydwa wymienione procesy
byt najskuteczniejszy w pozywce o pH 6 [10].

ACh w zréznicowany sposob wptywata na wzrost izolowanych organow i tkanek roslin-
nych. Substancja ta w stezeniu 10 |xM podwyzszata tempo elongacji izolowanych segmen-
tow koleoptyli owsa [12]. ACh byta aktywna, zwiaszcza w przypadku eksplantantow, u
ktérych stymulowany auksyng wzrost wydtuzeniowy zahamowano dodaniem do roztworu
inkubacyjnego wysokiego stezenia Ca2 [12]. ACh podwyzszata tempo wzrostu segmen-
tow hypokotyli ogorka, a jej dziatanie najsilniej ujawniato sie w przypadku segmentow
pozbawionych liscieni [82].

W warunkach naturalnego oswietlenia (dzieri/noc) ACh wstezeniu 10 mM stymulowata
wzrost izolowanych hypokotyli soi [57]. W odmienny sposéb dziatata ona na wydtuzanie
hypokotyli Vigna sesquipedalis [29]. Wzrost siewek tej rosliny regulowany jest przez P. R
powoduje, w poréwnaniu z kontrola, tj. roslinami rosngcymi w ciemnosci, podwyzszenie
tempa wzrostu epikotyla i zahamowanie wzrostu hypokotyla [29]. ACh podana w ciemnosci
na liscienie Vigna (w stezeniu 10 |iM) podobnie jak R hamowata wzrost hypokotyla i
stymulowata wydtuzanie epikotyla. Ch nie wywierata zadnego wptywu na wzrost badanych
organdéw. Neostygmina natomiast dziatata podobnie, a atropina przeciwnie do ACh.
Atropina ponadto czesciowo znosita wptyw R na opisany wzorzec wzrostu siewek Vigna

E%oéwiadczenia, ktérych wyniki przedstawiono powyzej, prowadzone byly na réznych
gatunkach roslin, réznych organach roslinnych i w odmiennych warunkach eksperymen-
talnych. Mechanizm dziatania ACh u roslin wydaje sie by¢ zwigzany z warunkami Swietl-
nymi, wjakich prowadzono doswiadczenia [21,31,45], ajej najwyzszg aktywno$¢ obserwuje
sie w kwasowym zakresie pH [23]. Nie we wszystkich cytowanych badaniach stosowano sie
do tych zastrzezen, stad trudno wyciggna¢ z nich ogdlniejsze wnioski dotyczgce wptywu
ACh na wzrost roélin. Hamujace dziatanie ACh na ten proces ttumaczono posiadaniem
przez omawiang substancje wiasciwosci retardanta wzrostu. Jaffe [32] stwierdzit, ze ACh
podobnie jak AMO-1618, hamuje wzrost etiolowanych siewek ogdrka. W siewkach trak-
towanych AMO-1618, w poréwnaniu do roslin kontrolnych, Jaffe wykazatw 50% podwyz-
szenie zawartoSci endogennej ACh. Wplyw AMO-1618 na wzrost rodlin byt
prawdopodobnie wynikiem hamujgcego dziatania tej substancji na aktywnos¢ AChE [66,
69]. Fosforoorganiczny pestycyd Fensulfation [42], jak rowniez Fosfon [20] majg podobne
wiasciwosci jak AMO-1618. Fensulfation w tkankach korzeni grochu drastycznie hamowat
aktywnos$¢ AChE, co prowadzito do ponad 50-procentowego wzrostu ACh w tych tkan-
kach. Szereg glikozyd6w naturalnie wystepujacych u roélin, takich jak eseryna (fizostygmi-
na) i neostygmina, jak i syntetycznych herbicydéw (pestycydéw) (rys. 1) hamuje aktywno$é
AChE izolowanych z tkanek roslinnych [42, 68, 72]. Mozna przypuszczac, ze molekularny
mechanizm dziatania tych zwigzkéw polega na podwyzszaniu endogennego poziomu ACh
w roslinie [32, 42], co prowadzi do zahamowania jej wzrostu. Najwyzszg aktywnos¢ AChE
obserwuje sie w mtodych, rosnacych organach roslinnych [15, 16], tj. w tych miejscach,
gdzie zachodzi synteza ACh [31, 78]. Wszystkie czynniki modulujgce aktywno$¢ AChE
moga prawdopodobnie wptywaé, przez zmiany stezenia ACh, na tempo wzrostu roslin.



WPLYW ACETYLOCHOLINY NA WZROST | ROZWOJ ROSLIN 97

Rys. 1. Struktura chemiczna wybranych inhibitoréw cholinoesteraz roélin: A - eseryna (fizostygmina); B -
neostygmina; C - chlorek chlorocholiny (CCC); D - AMO-1618; E - fosforan D; F - fosforan S (na podstawie
[6, 67, 68])

Przedstawiona hipoteza ttumaczy hamujgcy wptyw ACh na wzrost roslin. W wielu
doswiadczeniach wykazano jednak, ze substancja ta stymuluje ten proces. W tych przypad-
kach dziatanie ACh ttumaczono jej wspétdziataniem zregulatorami wzrostu: auksyna [12],
gibereling [57, 82] lub etylenem [57]. Verbeek i Vendrig [82] oraz Lees i wsp. [52]
stwierdzili, ze w przypadku roslin dwulisciennych ACh syntetyzowana jest w liscieniach
[52, 82], skad transportowana do nizej potozonych organéw moze stymulowaé wzrost
hypokotyla ogdrka [82] lub hamowa¢ wydtuzanie hypokotyla, a podwyzsza¢ tempo wzrostu
epikotyla Vigna [29]. Przypuszczano réwniez, ze ACh moze kontrolowaé wzrost roslin
poprzez regulacje przepuszczalnosci bton dla jonoéw [10, 12]. Evans [12] sugerowal, ze
stymulujace dziatanie ACh na wydluzanie segmentéw koleoptyli owsa polega na prze-
mieszczaniu pod jej wplywem jonéw Ca2+ ze $ciany i btony komdrkowej do miejsc
dziatania tych jonéw.

WSPOLDZIALANIE ACh Z REGULATORAMI WZROSTU

Egzogenna ACh w wielu przypadkach oddziatywata na kontrolowane przez hormony
roslinne procesy wzrostu i rozwoju roélin. ACh podobnie jak IAA stymulowata wzrost
wycinkow koleoptyli owsa [12] i pszenicy [48] oraz hamowata wzrost korzeni Lens culinaris
[63]. Hoshino [28] odnotowat hamujacy wptyw ACh i IAA na zakwitanie Lemna gibba G3
rosnacej wwarunkach ciggtego oswietlenia. Parpus [60] wskazat na istnienie wspdtdziata-
nia pomiedzy ACh a metabolizmem IAA i etylenu. Stosujac jako materiat badawczy
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wycinki etiolowanych hypokotyli fasoli autor ten stwierdzit, ze IAA (1 v do 1 mM)
stymuluje synteze etylenu i hamuje otwieranie sie kolanka hypokotyla. ACh, w stezeniu od
0,1 do 1 mM, nie wptywata na obydwa procesy, natomiast podana rownolegle z LAA w
ponad 50% obnizata stymulowang auksyng synteze i znosita hamujacy jej wpltyw na
otwieranie sie kolanka hypokotyla [60]. ACh i etylen wspotdziataty rdwniez w regulacji
wzrostu komdrek przedrosSlowych paproci AthyAum filix-femina (1-2). Niskie stezenia
etylenu stymulowaty wzrost wydtuzeniowy komadrek Athyrnum, natomiast dodanie do po-
zywki ACh znosito opisane dziatanie etylenu na ten proces [1]. Wysokie stezenia ACh
powodowaty wyraZzne obnizenie tempa wzrostu komérek. Z drugiej strony, ACh podwyz-
szata wzrost komérek Athyrnum w ponadoptymalnych dla tego procesu stezeniach etylenu
[1], ACh wspdlnie z antyauksyng, kwasem chlorofenoksyizobutyrylowym (PCIB) obnizaty
wrazliwo$¢ komorek przedro$lowych paproci na dziatanie etylenu. PCIB podany réwno-
legle zACh lub pilokarping (agonista AChR) przyspieszaty stymulowang R zmiane wzorca
wzrostu komorek Athyrium z wydtuzeniowego na dwuwymiarowy [2]. ACh hamowata
synteze etylenu w tkankach izolowanych z lisci soi [35]. Substancja ta (11 mM) i neostyg-
mina (5,5 mM) podane w ciemnosci dziataty jak R obnizajgc tempo syntezy etylenu.
Atropina, w poréwnaniu do kontroli, trzykrotnie podwyzszata tempo syntezy etylenu,
natomiast ACh i R obnizaly jej stymulacyjne dziatanie [35].

ACh moze oddziatywaé u roslin z gibereling. Substancja ta redukowata inhibicyjny
wptyw antygibereliny (CCC) na wzrost siewek pszenicy [10]. ACh czesciowo zastepowata
gibereline w procesie indukcji wzrostu hypokotyla ogérka [82]. Obszerne badania na temat
wspotdziatania ACh i gibereliny w siewkach sosny przeprowadzili Kopcewicz i wsp.
[44-46]. Autorzy ci wykazali, ze naswietlaniu etiolowanych siewek sosny R towarzyszy
wzrost zawartosci ACh i wolnych giberelin [45], W poréwnaniu do roslin kontrolnych,
rosliny traktowane ACh zawieraty wyzszy poziom wolnych giberelin [46]. Stymulacyjny
wptyw ACh na zawarto$é giberelin u Pinus silvestns nie byt odwracany przez FR [46],
natomiast byt znoszony przez atropine [44].

WPLYW ACh NA PROCESY ODDECHOWE

Jednym ze zwigzkéw niezbednych do zajscia efektu Tanady jest ATP [75, 84]. Przy
uzyciu aparatu Warburga oraz tlenowej elektrody Clarka wykazano, ze ACh i R podwyz-
szajg zuzycie O2 przez tkanki korzeni fasoli, natomiast FR odwraca efekt R [85]. W zblizony
sposdb reagowaly izolowane z korzeni mitochondria, z tym ze do uzyskania podobnego
efektu jak w przypadku wierzchotkéw tych organéw potrzebne byto nizsze stezenie ACh.
W izolowanych wierzchotkach korzeni fasoli R oraz ACh 10-krotnie obnizaty poziom ATP
oraz 14-krotnie podwyzszaty zawarto$¢ Pi. Spadek poziomu ATP nie byt spowodowany
wzrostem aktywnosci ATP-azy, gdyz zarowno R, jak i ACh nie wptywaty na aktywnosc¢ tego
enzymu [85]. Spadek stezenia ATP maégt natomiast wynika¢ z rozsprzegajacego wptywu
ACh iR napowigzanie fosforylacji oksydacyjnej z transportem elektronéw poprzez ogniwa
fancucha oddechowego badz z podwyzszonego tempa zuzycia ATP. Za ta pierwsza moz-
liwoscig przemawiaty wyniki badan przeprowadzonych nad wptywem substancji rozsprze-
gajacych proces fosforylacji z transportem elektrondéw na efekt Tanady. Takie substancje,
jak: gramicydyna, oligomycyna, digitoksyna oraz walinomycyna, dziataty podobnie do
ACh, tj. nie wywieraty zadnego wptywu na indukowane R przywieranie wierzchotkéw
korzeni do szkta oraz hamowaty stymulowane FR ich uwalnianie z jego powierzchni [85].
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Na podstawie przedstawionych danych, jak réwniez wynikéw badan wskazujacych na
wplyw ACh na sekrecje H + i wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie Ca2+ [33], Jaffe
zaproponowat nastepujacy model dziatania ACh w komérkach korzeni fasoli (rys. 2).

Rys. 2. Model Jaffego (1972) przedstawiajacy wspotdziatanie fitochromu i systemu acetylocholina - acetylocho-
linoesteraza (na podstawie [33])

W modelu tym postuluje sie zr6znicowany wptyw R i FR na poziom endogennej ACh.
Powstajgca pod wplywem naswietlania R aktywna forma fitochromu (Pfr) wplywa na
wzmozong synteze ACh [34]. W wyniku wzrostu jej wewnatrzkomérkowego stezenia ACh
dociera do miejsc jej docelowego dziatania. Nastepuje podwyzszenie sekrecji H + poza
plazmolemme [33], wzrost zuzycia O2 i katabolizmu ATP [85]. Wewnatrz mitochondrium
procesom tym towarzyszy podwyzszenie btonowego transportu jednowartosciowych katio-
néw, a uwalniane z btony jadrowej jony wapnia przyczyniajg sie do uaktywniania wielu
proceséw wewnetrzkomérkowych [33].

W kolejnych latach Hartmann [22], Burcky i Kauss [5], White i Pike [83] oraz Kirshner
iwsp. [43] zakwestionowali wyniki uzyskane przez Yughansa iJaffego [85]. Burcky i Kauss
wykazali, ze cho¢ 4-minutowemu naswietlaniu wierzchotkéw korzeni fasoli R towarzyszy
ich przywieranie do szkia, to poziom zawartego w nich ATP nie maleje, jak to wykazali
Yughans i Jaffe [85], lecz ulega podwyzszeniu.
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Stosujac jako materiat badawczy kallus z mieszarica uzyskanego ze skrzyzowania dwu
gatunkéw mchéw (Phuscomitrium pmformex Funaria hygrometrica) Hartmann [22] odkry#t
stymulujgcy wptyw R na proces pobierania O2. Dziatanie R znoszone byto przez FR. ACh
podana w ciemnosci nie wywierata zadnego wptywu na badany proces. Jej aktywnos$¢
ujawniata sie jedynie, gdy podawano ja w trakcie lub po zakonczeniu naswietlania kallusa
R lub FR. Swiatto oraz obecno$¢ kwasu askorbinowgo i ATP byty niezbedne do ujawnienia
sie aktywnosci ACh w uzytym przez Hartmanna [22] systemie roslinnym. W przeciwiens-
twie do danych uzyskanych przez Yughansa i Jaffego [85], a podobnie jak Burcky i Kauss,
Withe i Pike, a nastepnie Kirshner i wsp. [43] stwierdzili, ze R stymuluje wzrost poziomu
ATP w pakach etiolowanych siewek Phaseolus vulgans. Najwyzsze stezenie ATP w bada-
nych tkankach zarejestrowano w 4. minucie naswietlania [43] i minute po zakoriczeniu 5-
-minutowego impulsu R [83]. FR odwracato efekt R. Szesciominutowe traktowanie pgkow
ACh (w stezeniu od 10 pM do 1 mM) powodowato, w poréwnaniu do kontroli, w ok. 70%
spadek poziomu ATP [43, 83]. ACh podawana réwnocze$nie z R obnizata jego stymula-
cyjny wptyw. Atropina (0,1 mM) kilkukrotnie podwyzszata stezenie ATP w pgkach fasoli.
Substancja ta dziatata znacznie skuteczniej w ciemnosci niz przy rownoczesnym podawaniu
z R. Przeciwnie, AMO-1618, ktory rownie jak atropina podwyzszat poziom ATP, byt
bardziej aktywny przy réwnoczesnym naswietlaniu badanych tkanek R [43].

WPLYW ACh NA CHLOROPLASTY

Do kryteriéw, na ktérych podstawie stwierdza sie obecno$¢ aktywnosci cholinoestera-
zowej u zwierzat, nalezy m.in. zdolno$¢ badanego preparatu do hydrolizy ACh oraz
hamowanie jego aktywnosci przez zwigzki fosforoorganiczne. Zwiagzki te, stanowigce
podstawowy sktadnik insektycydow, sg rowniez silnymi inhibitorami chlinoesteraz roslin
[20, 42, 67, 71]. Ponadto wptywajg one na procesy zachodzace wewnatrz chloroplastow.
Roshchina i Mukhin [71] stwierdzili, ze hamujgcy wptyw trichlorofonu na fotosyntetyczny
transport elektronéw w izolowanych chloroplastach grochu moze polegaé¢ na hamujacym
dziataniu tej substancji na aktywnos$¢ wystepujacej w tych strukturach AChE. Enzym ten
wystepowat zaréwno w catych, jak i osmotycznie uszkodzonych, izolowanych chloroplas-
tach grochu [71]. Jego aktywnos$¢ poza trichlorofonem, hamowana byfa réwniez przez
wysokie stezenia substratu (ACh) oraz neostygmine. Poza AChE wlisciach grochu wykryto
réwniez ACh [71]. Egzogenna ACh w stezeniu 10 mM hamowata w 80-100% synteze ATP
nie wpltywajac przy tym na transport elektronéw [71]. Ponadto stwierdzono, ze ACh w
zaleznosci od stezenia stymuluje (> 0,1 |[xM) badZz hamuje (< 0,1 joM) fosforylacje
niecykliczng nie wywierajac jednoczesnie zadnego wptywu na fotoredukcje NADP+ [71].
Trichlorofon w réwnym stopniu hamowat zaréwno fotoredukcje NADP , jak i synteze
ATP [71]. Oprécz tego zwigzku réwniez muskaryna (agonista AChR) iatropina hamowaty
fotoredukcje NADP+ oraz fosforylacje niecykliczng [70]. Poza wptywem na synteze ATP
[71] i fosforylacje niecykliczng [70] ACh, w zaleznosci od stezenia, podwyzszata lub
obnizata zuzycie tlenu przez izolowane chloroplasty grochu [72], hamowata zalezne od
Swiatta pecznienie chloroplastéw [72] i stymulowata wyptyw Na+ i K+ z tych struktur do
Srodowiska inkubacyjnego [70]. Na podstawie przeprowadzonych badan Roshchina i
Mukhin [72] przypuszczajg, ze akumulowana i hydrolizowana wewnatrz chloroplastow
ACh moze regulowac przepuszczalno$¢ bton tych organelli oraz wptywaé na stopien
sprzezenia transportu elektronéw z synteza ATP.
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WPLYW ACh NA AKTYWNOSC ENZYMOW

Penel iwsp. [63] odkryli, ze hamowaniu wzrostu korzeni Lens culinais przez wysokie
stezenia ACh towarzyszg zmiany aktywnosci peroksydazy. ACh podwyzszata aktywnos¢ 11
izoperoksydaz, a obnizata 2 innych [63]. W tkankach jeczmienia R stymulowato aktywnos¢
amoniako-liazy fenyloalaninowej (PAL) i synteze flawonoiddw [74], Inkubowanie tkanek
w 0,1 mM roztworze ACh nie wptywato na aktywno$é¢ PAL i poziom flawonoidéw,
natomiast czesciowo znosito stymulacyjny wptyw R na wymienione procesy [74]. W korze-
niach grochu ACh nieznacznie hamowata synteze de novo czgsteczek AChE [41]. Z drugiej
strony omawiana substancja nie wywierata zadnego wptywu na regulowang przez P synteze
antocyjanin w wycinkach hypokotyli Sinapis alba [39] oraz na stymulowanag $wiattem
niebieskim biosynteze karotenoidéw u Funarium aqueductum [65]. W siewkach grochu
Jones i Sheard [36] odnotowali brak wptywu ACh na regulowang przez P aktywnos¢
reduktazy azotanowej.

WPLYW ACh NA ROZWOJ GENERATYWNY ROSLIN

ACh wspoétdziatajac ze swiattem wptywata na rozwoj generatywny Trichoderma i kilku
gatunkéw roslin wyzszych. Substancja ta w obecnosci 5 |[xM stezenia eseryny, nasladujac
dziatanie $wiatta niebieskiego, indukowata wytwarzanie zarodnikéw konidialnych urosna-
cej w ciemnosci Trichoderma viride [19]. U szpinaku proces indukcji zakwitania zwigzany
jest z kontrolowanymi przez P zmianami aktywnosci peroksydazy [62]. ACh nasladujac
dziatanie R hamowata stymulowang FR aktywnos$¢ peroksydazy. Regulowane przez $wia-
tto i ACh zmiany aktywnosci omawianego enzymu moga stanowié¢ pierwsze etapy indukcji
kwitnienia szpinaku [61].

Kendeler [37], Hoshino i Oota [28] oraz Oota i Hoshino [59] stwierdzili, ze ACh wptywa
na zakwitanie rzesy wodnej (Lemna). W warunkach ciggtego oswietlenia 124/0/1 ACh (10
[xM) hamowata zakwitanie Lemna gibba G1 i stymulowata kwitnienie Lemna perpusilla.
ACh wplywata na kwitnienie obu gatunkéw rzesy jedynie w obecnosci kwasu askorbino-
wego w pozywce [37]. Kwitnienie Lemna gibba G3 hodowanej przy ciggltym Swietle i w
temperaturze 26°C hamowane jest wskutek obnizenia temperatury Srodowiska do 21°C w
okresie pomiedzy 12. a 48. godzing od rozpoczecia pierwszego cyklu Swietlnego 124/0/1.
U rzesy hodowanej na dtugim fotoperiodzie 116/8/1 wrazliwos$¢ na przechtadzanie ujaw-
niata sie jedynie w okresie ciemnosci [59]. Rosliny trzymane na ciggtym Swietle w pozywce
zawierajacej 10 jiM ACh wykazywaty podobna wrazliwo$¢ na przechtadzanie jak rosliny
rosngce na dtugim fotoperiodzie. Oota i Hoshino [59] stwierdzili réwniez, Zze obnizenie
temperatury z 26 do 21°C podczas drugiego cyklu Swietlnego 124/0/1 powoduje zahamo-
wanie kwitnienia roslin kontrolnych przyjednoczesnym braku wptywu na roéliny hodowane
w pozywce z ACh. Z drugiej strony ACh lub eseryna (w stezeniu 10 |iM) hamowaty w ok.
40% zakwitanie Lemna hodowanej przy ciagtym Swietle i w statej temperaturze 26°C.
Hamujacy wptyw ACh na kwitnienie rzesy znoszony byt przez cAMP (58-59). Podobny do
ACh mechanizm dziatania na omawiany proces wykazywat IAA. Syntetyczne auksyny,
takiejak NAA i2,4-D, byly nieaktywne w tym procesie [58]. Atropina hamowata, natomiast
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kuraryna (agonista AChR) nie wywierata zadnego wptywu na zakwitanie Lemna gibba G3
hodowanej przy cigglym S$wietle i poddanej 12-godzinnemu okresowi przechtadzania.
Atropina znosita ponadto stymulacyjny wptyw ACh i LAA na kwitnienie Lemna rosngcej
w wymienionych warunkach $wietlnych i temperaturowych [28]. Dziatanie ACh na kwit-
nienie rzesy mogto wynikac z jej wptywu na wystepujace wbtonach tej rosliny odpowiedniki
zwierzecych muskarynowych receptorow ACh. Struktury te mogtyby regulowac przepusz-
czalnos$¢ bton rzesy dlajondw. Jednakze Hoshino [28] nie przedstawit zadnych bezposred-
nich dowodéw potwierdzajacych istnienie AChR w komdrkach Lemna. Poza Hoshino
rowniez Greppin iwsp. [18] sugerowali mozliwo$¢ wptywu ACh na proces kwitnienia roslin
w drodze regulacji przepuszczalnosci bton dlajonéw. Autorzy ci wykazali, ze ACh wptywa
na potencjaty bioelektryczne lisci towarzyszace fotoperiodycznej indukcji kwitnienia Spi-
nacia oleracea i Perilla nankinensis [17-18].

Zmiany potencjatéw btonowych towarzyszyly rowniez regulowanej przez P indukcji
kwitnienia Lemna pancicostata [53] i L. gibba G1 [38], tj. u tych gatunkdw rzesy, ktérych
zakwitanie byto odpowiednio indukowane i hamowane przez ACh [37]. Przypuszcza sig,
ze pierwotny mechanizm dziatania ACh na kwitnienie roslin wynika z wptywu tej substancji
na przepuszczalnos¢ bton dlajonéw [17-18,28,37,62]. Przejsciu rodliny z fazy wegetatyw-
nej do generatywnej nie musza jednakze towarzyszy¢ zmiany poziomu ACh [49].

UDZIAL ACh WINTERAKCJACH
MIEDZYGATUNKOWYCHI MIEDZYKOMORKOWYCH

ACh moze uczestniczy¢ w reakcjach pomiedzy bakteriami a roslinami wyzszymi. Sub-
stancja ta dziata chemotaktycznie na bakterie Pseudomonasfluorescens [13-14], jak row-
niez moze petnic¢ pewna, blizej nieokres$long funkcje w symbiozie Rhizobium sp. z ro$linami
motylkowymi [15]. W brodawkach korzeni Glycine max zainfekowanych Rhizobium odkry-
to aktywno$¢ AChE, ktorej szczyt przypadat na okres najintensywniejszego wigzania azotu
przez te struktury (Fluck i Reporter, cyt. za 15).

Przy uzyciu histo- i biochemicznych metod w plechach porostu Parmekia caperota
Raineri i Modenesi wykryli aktywno$¢ AChE. Enzym ten prawdopodobnie wystepowat na
powierzchni bton komdrkowych obu symbiontéw wchodzacych w skiad porostu. Jego
aktywnos$¢é wzmagata sie w trakcie wytwarzania sorediow, struktur stuzacych do bezpicio-
wego rozmnazania sie porostu. Poczatkowo aktywnos¢ AChE obserwowano w komérkach
glondw wytwarzajacych aplanospory, a nastepnie w wierzchotkowych partiach rosnacych
szczytowo strzepkow grzybni otaczajgcych dzielgce sie glony. Nowopowstate soredia
zbudowane sg z “"jader", w ktérych sktad wchodzg dzielgce sie glony oraz "otoczki"
zbudowanej ze strzepkdéw grzybni. W obu wymienionych warstwach sorediéw, a zwlaszcza
w strefie ich kontaktu, stwierdzono podwyzszong aktywno$¢é AChE. Raineri i Modenesi
[64] przypuszczaja, ze system ACh-AChE uczestniczy w kontroli interakcji miedzykomor-
kowych obu symbiontéw wchodzacych w skiad Parmekia. Dziatanie tego systemu doty-
czyloby kontroli przepuszczalnosci bton dla jonédw i byloby regulowane przez warunki
Swietlne otoczenia [64].

System ACh-AChE moze uczestniczy¢ w regulacji interakcji stupek-pytek. Przy uzyciu
mikroskopu elektronowego Bednarska i Tretyn [3] wykryli aktywno$é AChE na powierz-
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chni znamienia stupka Pharbitis nil. Obecno$¢ tego enzymu odkryto réwniez w ziarnach i
na wierzchotkach rosnacych tagiewek pytkowych Pharbitis (Bednarska, dane niepubliko-
wane). Okazato sie ponadto, ze substancje modulujace aktywno$¢ AChR (atropina, kura-
ryna, karbachol) oraz inhibitory AChE (eseryna i neostygmina) wptywajg na kietkowanie
ziaren i wzrost tagiewek pytkowych Pharbitis oraz kilku innych gatunkéw roélin (Bednars-
ka, dane niepublikowane). Martin [56] wykazat, ze eseryna hamuje wzrost tagiewek
pytkowych Chinum asiatum. Substancja ta oraz ACh hamowaty [Gharal, cyt za 24], nato-
miast neostygmina nie wywierata zadnego wptywu [15] na wzrost fagiewek pytkowych
Lathyrus sativus i L. latifolia. Wzrost tagiewek pytkowych orzecha ziemnego (Arachis
hypogea) kontrolowany jest przez P i $wiatto niebieskie. R stymuluje, a $wiatto niebieskie
hamuje ten proces. ACh, w stezeniu 55 jiM, nasladowata dziatanie R [8]. Z drugiej strony
zardwno R, jak i ACh nie wplywaly na kietkowanie ziaren pytkowych Pisum sativum,
Cajanus cajan i Lathyrus odorata [Gharal, cyt. za 24].

POBIERANIE ACh PRZEZ ROSLINY

Jak dotad niewiele uwagi poswiecono pobieraniu ACh przez roéliny. Przy uzyciu
znakowanych I3HI i 114Cl czgsteczek ACh Hartmann [23] wykazatl, ze pobieranie tej
substancji przez izolowane segmenty kolanek hypokotyli fasoli (Phaseolus vulgaris) mody-
fikowane jest przez $wiatto i odczyn Srodowiska inkubacyjnego. Podczas jej pobierania
przez badane tkanki, w ciemnosci, ok. 90% ACh ulegato hydrolizie. R stymulowato, a FR
hamowato tempo pobierania ACh przez tkanki wspomnianych organéw. Nie udato sie
ustali¢, czy P reguluje tempo pobierania, czy tez kontroluje synteze lub/i hydrolize ACh
wewnatrz komdrek hypokotyli. Oznaczajac zawarto$¢ znakowanej ACh w Srodowisku
inkubacyjnym Hartmann [23] wykazat, ze optimum pH dla pobierania tej substancji przez
segmenty hypokotyli fasoli lezy w zakresie od 7,1 do 8,5. Jednoczesnie okazato sie, ze w
tym wiasnie zakresie pH najszybciej przebiega hydroliza ACh wewnatrz tkanek. Jej
degradacje mozna byto ograniczy¢ naswietlajac tkanki R lub wwyniku dodania do medium
inkubacyjnego eseryny, inhibitora AChE [23]. Zardwno Swiatto [79], jak i eseryna [77]
hamujac aktywno$¢ cholinoesteraz roslin moga podwyzszaé tempo pobierania ACh przez
komorki roslinne. Nalezy jednakze pamietac, ze inhibitory AChE, w tym eseryna, mogg
poza AChE hamowa¢ aktywno$¢ innych enzyméw roslinnych [26].

ZAKONCZENIE

Z dokonanego przegladu literatury dotyczacej wptywu ACh na metabolizm oraz wzrost
i rozwo6j roslin trudno wyciagna¢ ogélniejsze wnioski na temat mechanizmu jej dziatania w
komorkach roslinnych. W wiekszosci dotad prowadzonych badan stosowano wysokie
stezenia ACh, jak itez dtugie czasy ekspozycji tkanek roslinnych na dziatanie tego zwigzku.
U zwierzat tego typu postepowanie prowadzi do spadku wrazliwosci AChR na dziatanie
ACh oraz zaniku ich fizjologicznej funkcji [7]. Podobne zjawisko moze réwniez wystepowac
w tkankach roslinnych poddanych dziataniu wysokich stezen ACh [35]. Wydaje sig, ze
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konieczno$¢ stosowania wysokich stezeri tej substancji w badaniach prowadzonych na
materiale roslinnym wynika z obecno$ci w $cianach komérkowych i w plazmolemmie
AChE [77, 80]. Ta bariera metaboliczna stanowi¢ moze rodzaj mechanizmu obronnego
zabezpieczajgcego komorki roslinne przed przedostawaniem sie do ich wnetrza egzogen-
nej ACh. Nie mozna jednakze wykluczyé, ze podobnie jak w komérkach zwierzecych,
AChE uczestniczy w usuwaniu i degradacji czasteczek ACh po ich potaczeniu sie z
receptorami. Czy w og6le AChR wystepujg u roslin, i czy petnig one u tych organizmow
podobna funkcje jak u zwierzat, jak dotad nie ustalono. By¢ moze u roslin dziatanie ACh
ograniczone jest do komorek, w ktérych substancja ta jest syntetyzowana [24].

LITERATURA

[1] BAHRE R. Zur Regulation des Protonemawachstums von Athyrium filix-femina (L.). Il. Acetylcholine als
Athylenantagonist. Z Pflanzenphysiol 1975; 76: 248-251.
[2] BAHRE R. Zur Regulation des Protonemawachstums von Athyrhum filix-femina (L.) Roth. Wirkung
cholinerger Substanzen in Gegenwart eines Antiauxins (PCIB). Z Pflanzenphysiol 1977; 81: 278-282.
[3] BEDNARSKA E, TRETYN A. Ultrastructural localization of acetylcholinesterase in the stigma ofPharbitis
nil Cell Biol Inter Rep 1989; 13: 275-282.
[4] BENNET-CLARK TA. Salt accumulation and mode of action of auxin: A preliminary hypothesis, [red]
Wain RR, Wightman F. Butterworths, London, 1956: 284-291.
[5] BURCKY K, KAUSS H. Veranderung im Gehalt an ATP und ADP in Wurzelspitzen der Mungobohne
nach Hellrotbelichtung. Z Pflanzenphysiol 1974; 73: 184-186.
[6] CATHEY HM. Physiology of growth retarding chemicals. Ann Rev Plant Physiol 1964; 15: 271-302.
[71 CHANGEAUX JP, DEVILLERS-THIERY A, CHEMOUILLI P. Acetylcholine receptor: An allosteric
protein Science 1984; 225: 1335-1345.
[8] GHABRA N, MALIK CP. Influence of spectral quality of light on pollen tube elongation in Arachis
hypogea. Ann Bot 1978; 42: 1109-1117.
[91 CUMMING BG, WAGNER E. Rhytmic processes in plants. Ann Rev Plant Physiol 1966; 19: 381-416.
[10] DEKHUUZEN HM. The effect of acetylcholine on growth and on growth inhibition by CCC in wheat
seedlings. Planta 1973; 111: 149-156.
[11] DETTBARN WD. Acetylcholinesterase activity in Nitella. Nature 1962; 194: 1175-1176.
[12] EVANS ML. Promotion of cell elongation in Avena coleoptiles by acetylcholine. Plant Physiol 1972; 50:
414-416.
[13] FITCH WM. Studies on a Cholinesterase of Pseudomonas fluorescens. I. Enzyme induction and the
metabolism of acetylcholine. Biochemistry 1963; 2:1217-1221.
[14] FITCH WM. Studies on a Cholinesterase of Pseudomonas fluorescens. Il. Purification and properties.
Biochemistry 1963; 2: 1221-1227.
[15] FLUCK RA, JAFFE MJ. The acetylcholine system in plants, [w] Current Advances in Plant Science, [red]
Smith H. Vol. 5, Sciences, Engineering, Medical and Data Ltd., Oxford, 1974: 1-22.
[16] FLUCK RA. JAFFE MJ. Cholinesterases from plant tissues. Ill. Distribution and subcellular localization
in Phaseolus aureus Roxb. Plant Physiol 1974; 53: 752-758.
[17] GREPPIN H, HOROWITZ BA,HOROWITZ PL. Light-stimulated bioelectric response of spinach leaves
and photoperiodic induction. Z Pflanzenphysiol 1973; 68: 336-345.
[18] GREPPIN H, HOROWITZ BA. Floral induction and the effect of red and far-red preillumination on the
light-stimulated bioelectric response of spinach leaves. Z Pflanzenphysiol 1975; 75: 243-249.
[19]. GRESSEL J, STRAUSBAUCH L, GALUN E. Photomimetic effect of acetylcholine on morphogenesis
in Trichoderma. Nature 1971; 232:648-649.
[20] GUPTA R, MAHESHWARI SC. Preliminary characterization of a Cholinesterase from roots of Bengal
gram Cicer arietinum L. Plant Cell Physiol 1980;21:1675-1679.
[21] HARTMANN E. Uber den Nachweis eines Neurohormones beim Laubmooskallus und seine Beeinflus-
sung durch das Phytochrom. Planta 1971; 101: 159-165.



WPLYW ACETYLOCHOLINY NA WZROST I ROZWOJ ROSLIN 105

[22 HARTMANN E. Uber die Wirkung des Phytochrome beim Laubmooskallus. Il. Sauerstoffmetabolismus
und Acetylcholinewirkung. Z Pflanzenphysiol 1974; 71: 349-365.

[23] HARTMANN E. Uptake of acetylcholine by bean hypocotyi hooks. Z Pflanzenphysiol 1978; 86: 303-311.

[24] HARTMANN E., GUPTA R. Acetylcholine as a signaling system in plants, [w] Second Messengers in Plant
Growth and Development [red] Boss WE, Marre DJ, AR Liss. 1989: 257-287.

[25] HARTMANN E, KILBINGER K. Occurrence of light-dependent acetylcholine concentrations in higher
plants. Experientia 1974; 30: 1387-1388.

[26] HARTMANN E, SCHLEICHER W. Isolierung und Charakterisierung einer Cholinkinase aus Phaseolus
vulgaris L. Keimlingen. Z Pflanzenphysiol 1977; 83: 69-80.

[271 HOLM RF, MILLER MR. Hormonal control of weed seed germination. Weed Sei 1972; 20: 209-212.

[28] HOSHINO T. Stimulation ofacetylcholine action by a-indole-acetic acid in inducing diurnal change of floral
response to chilling under continous light in Lemna gibba G3. Plant Cell Physiol 1979; 20: 43-50.

[29] HOSHINO T. Effects of acetylcholine on the growth of the Vigna seedling. Plant Cell Physiol 1983; 24:
551-556.

[30] JAFFE MJ. Phytochrome-mediated bioelectric potentials in mung seedlings. Science 1968; 162:1016-1017.

[31] JAFFE MJ. Evidence for the regulation of phytochrome-mediated processes in bean roots by the
neurohumor, acetylcholine. Plant Physiol 1970; 46: 768-777.

[32] JAFFE MJ. On the molecular mode of action of the growth retardant, AMO-1618. Plant Physiol (Supple-
ment) 1971; 47: 49,

[33]JAFFE MJ. Acetylcholine as a native metabolic regulatorofphytochrome-mediated processes inbean roots,
[w] Structural and Functional Aspects of Phytochemistry, Vol. 5, [red] Runeckles VC, Tso TC. Academic
Press, New York-London, 1972: 80-104.

[34] JAFFE MJ, FLUCK RA. The mediation of bean root acetylcholinesterase activity by phytochrome and
photochromic pigments. Plant Physiol (Supplement) 1972; 49: 53.

[35] JONES RS, STUITE CA. Acetylcholine and red-light influence of ethylene evolution from soybean leaf
tissues. Ann Bot 1986; 57: 887-900.

[36] JONES RW, SHEARD RW. Phytochrome, nitrate movement, and induction of nitrate reductase in
etiolated pea terminal buds. Plant Physiol 1975; 55: 954-959.

[37] KANDELER R. Die Wirkung von Acetylcholin aufthe photoperiodische Steuerung der Blitenbildung der
Lemnaceen. Z Pflanzenphysiol 1972; 67: 86-92.

[38] KANDELER R, LOPPERT H, ROTTENBERG T, SCHARFETTER K. Early effects of phytochrome in
Lemna [w] Photoreceptors and Plant Development [red] De GreefJ. Antwerpen Univ. Press, Antwerpen,
1980: 485-492.

[39] KASEMIR I, MOHR H. Involvement of acetylcholine in phytochrome-mediated processes. Plant Physiol
1972; 49: 453-454.

[40] KASTURI R. De novo synthesis of acetylcholinesterase in roots of Pisum sativum. Phytochemistry 1978; 17:
647-649.

[41] KASTURI R. Influence of light, phytochrome and acetylcholine on the de novo synthesis of acetylcholines-
terase in roots of Pisum sathnm. Indian J Biochem Biophys 1979; 16: 14-17.

[42] KASTURI R, VASANTHARAJAN VN. Properties of acetylcholinesterase from Pisum sativum. Phytoche-
mistry 1976; 15: 1345-1347.

[43] KIRSHNER RL, WHITE JM, PIKE CS. Control of bean bud ATP levels by regulatory molecules and
phytochrome. Physiol Plant 1975; 34: 373-377.

[44] KOPCEWICZ J, CYMERSKI M. On the involvement of acetylcholine in phytochrome-mediated changes
of gibberellin content in scots pine seedlings. Bull Acad Polon Sci 1980; 28: 247-252.

[45] KOPCEWICZ J, CYMERSKI M, PORAZINSKI Z. Influence of red and far-red irradiation on the
acetylcholine and gibberellin content in scots pine seedlings. BullAcad Polon Sci 1977; 25: 114-117.

[46] KOPCEWICZ J, CYMERSKI M, PORAZINSKI Z. The effect of acetylcholine on gibberellins content in
scots pine seedlings. BullAcad Polon Sci 1979; 27: 295-302.

[47] KOSTIR J, KLENHA J, JIRACEK V. The effect of choline and acetylcholine on seed germination in
agricultural plants. Rost Vyroba 1965; 12: 1239-1279.

[48] LAWSON VR, BRADY RM, CAMPBELL A, KNOX BG, KNOX GD, WALLS RL. Interaction of
acetylcholine chloride with IAA, GA), and red light in the growth of excised apical coleoptile segments. Bull
Torr Bot Club 1978; 105: 187-191.

[49] LEDEIRA A, DIETRICH SMC, FELIPPE GM. Acetylcholine and flowering of photoperiodic plants. Rev
Brasil Bot 1982: 5: 21-24.



106 A.TRETYN

[50] LEDEIRA A, FELIPPE GM, DIETRICH SMC. Detection of acetylcholine and effects of exogenous ACh
on Rumex and Cucumis photoblasticity. Rc\' Brasil Bot 1982: 5:17-19.

[51] LESS GL, THOMPSON JE. The effects of germination on the subcellular distribution of Cholinesterase
in cotyledons of Phaseolus vulgaris. Physiol Plant 1975; 34: 230-237.

[52] LEES GL, LAHUE R, THOMPSON JE. Changes in the acetylcholine titre of senescing cotyledons. JExp
Bot 1978; 29: 1117-1124.

[53] LOPERT H, KRONBERGER W, KANDELER R Phytochrome-mediated changes in the membrane
potential of subepidermal cells of Lemna paucicostata 6746 . Planta 1978; 138: 133-136.

[54] MARME D. Phytochrome: Membranes as possible site of primary action. Ann Rev Plant Physiol 1977; 28:
173-198.

[55] MARTI! PC,PRESTON WH, MITCHELL JW. Growth controlling effects of some quaternary ammonium
compounds on various species of plants. Bot Gaz 1953: 115: 200-204.

[56] MARTIN FW. In vitro measurement of pollen tube growth inhibition. Plant Physiol 1972; 49: 924-925.

[571 MUKHERIJEE 1. The effect of acetylcholine on hypocotyl elongation in soybean. Plant Cell Physiol 1980;
21:1657-1660.

[58] OOTA Y. Removal by chemicals of photoperiodic light requirements of Lemna gibba G3. Plant Cell Physiol
1977; 18: 95-105.

[59] OOTA Y, HOSHINO T. Diurnal change in temperature sensitivity of Lemna gibba G3 induced by
acetylcholine in continuous light. Plant Cell Physiol 1974; 15:1063-1072.

[60] PARPUS EV. Acetylcholine and synthesis of ethylene in etiolated bean tissues. Physiol Plant 1976; 36:
154-156.

[61] PENEL C, GREPPIN H. Action des lumieres rouge et infrarouge sur l’active peroxidasique des feuilles
d’epinards avant et apres I'induction florale. Ber Schweiz Bot Ges 1973; 83: 253-261.

[62] PENEL C, GREPPIN H. Variation de la photostimulation de elactivite des peroxidases basiques chez
lepinard. Plant Sei Lett 1974; 3: 75-80.

[63] PENEL C, DARIMONT E, GREPPIN H, GASPAR T. Effect of acetylcholine on growth and isoperoxi-
dases of the lentil (Lens culinaris) root. Biol Plantarum 1976:18: 293-298.

[64] RAINERI M, MODENESI P. Preliminary evidence for a cholinergic-like system in lichen morphogenesis.
Histochem J 1986; 18: 647-657.

[65] RAU W. Blue light-induced carotenoid biosynthesis in microorganisms, [w] The Blue Light Syndrome,
[red] Senger H, Springer-Verlag, Berlin, 1980: 283-298.

[66] RIOV J, JAFFE MJ. Cholinesterase activity in bean roots. Physiol (Supplement) 1971; 47: 49.

[67] RIOV J, JAFFE MJ. A Cholinesterase from bean roots and its inhibition by plant growth retardants.
Experientia 1973; 29: 264-265.

[68] RIOV J, JAFFE MJ. Cholinesterases from plant tissues. I. Purification and characterization of a Cholines-
terase from mung bean roots. Plant Physiol 1973; 51: 520-528.

[69] RIOV J, JAFFE MJ. Cholinesterases from plant tissues. Il. Inhibition of bean Cholinesterase by 2-isopro-
pyl-4-dimethyl-amino-5-methyl-phenyl-I-piperidine carboxylate methyl chloride (AMO-1618). PlantPhysiol
1973; 52: 233-235.

[70] ROSHCHINA W . Action of acetylcholine agonists and antagonists on reactions of photosynthetic
membranes. Photosynthetica 1987; 21: 296-300.

[7]] ROSHCHINA W , MUKHIN EN. Acetylcholine action on the photochemical reactions of pea chloroplasts.
Plant Sei 1985; 42: 95-98.

[72] ROSHCHINA W , MUKHIN EN. Acetylcholinesterase activity in chloroplasts and acetylcholine effects
on photochemical reactions. Photosynthetica 1985; 19: 164-171.

[73] SATTER RL, APPLEWHITE PB, GALSTON AW. Phytochrome-controlled nyctinasty in Albizzia juli-
brissin. Plant Physiol 1972; 50: 523-525.

[74] SAUNDERS JA, MCCLURE JW. Acetylcholine inhibition of phytochrome-mediated increase in a
flavonoid and in phenylalanine ammonia-lyase activity of etiolated barley plumules. Plant Physiol 1973; 51:
407-408.

[75] TANADA TA. Substances essential for a red, far-red light reversible attachment of mung bean root tips
to glass. Plant Physiol 1968; 43: 2070-2071.

[T6( TANADATA. On the involvement ofacetylcholine in phytochrome-action. PlantPhysiol 1972; 49:860-861.

[771TRUIYN A, KWIATKOWSKA K. Charakterystyka ro$linnego systemu cholinergicznego. Cholinoesterazy
roélin. Post Biol Kom 1987; 14: 83-%.

[Tl TRETYN A, TRETYN M. Charakterystyka ro$linnego systemu cholinergicznego. Acetylocholina. PostBiol
Kom 1988; 15: 477-494.



WPLYW ACETYLOCHOLINY NA WZROST IROZWOJ ROSLIN 107

[791 TRETYN A, KOPCEWICZ J, LESAK E. Interaction of light and the cholinergic system in the regulation
of seed germination. Biol Plantarum 1988; 30: 338-342.

[80] TRETYN A. SLESAK E, KWIATKOWSKA K Cytochemical localization of AChE in plant cells in
LM/TEM/SEM. Folia Histochem Cytobiol 1986; 24: 328-329.

[8I]TUNG HF, RAGHAVAN V. Effects of growth retardants on the growth of excised roots of Dolichos lablab
L. in culture. Ann Bot 1968; 32:509-519.

[82] VERBEEK M, VENDRIG JC. Are acetylcholine-like cotyledon factors involved in the growth of cucumber
hypocotyl? Z Pflanzenphysiol 1977; 83: 335-340.

[83] WHITE JM, PIKE CS. Rapid phytochrome-mediated changes in adenosine 5-triphosphate content of
etiolated bean buds. Plant Physiol 1974; 53: 76-79.

[84] YUNGHANS H, JAFFE MJ. Phytochrome controlled adhesion of mung bean rot tips to glass: a detailed
characterization of the phenomenon. Physiol Plant 1970; 23: 1004-1016.

[85] YUNGHANS H, JAFFE MJ. Rapid respiratory changes due to red light or acetylcholine during the early
events of phytochrome-mediated photomorphogenesis. Plant Physiol 1972; 49: 1-7.

Otrzymano: 14 wrze$nia 1989 .
Przyjeto: 7 listopada 1989 .
Adres autora: uL Gagarina 9, 87-100 Torun



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 18, NR 2, 1991 (109-115)

FOSFORANY INOZYTOLU
| ICH ROLA W PROCESIE TRANSDUKCJI SYGNALOW

INOSITOL PHOSPHATES
AND THEIR ROLE IN SIGNAL TRANSDUCTION

Hanna WIKIEL, Joanna STROSZNAJDER

Zaktad Neurochemii, Instytut-Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Streszczenie. W pracy omoéwiono rodzaje inozytolofosforanéw i ich znaczenie jako wtérnych przekaznikéw
informacji. Przedstawiono udziat inozytolo-1,4,5-trisfosforanu w mobilizacji jonéw wapnia z wewnatrzko-
morkowych magazynéw, jak réwniez poprzez kanaty w btonie plazmatycznej zwracajgc uwage na wspoétudziat w
tym procesie inozytolo-I,3,4,5-tetrakisfosforanu.

Stéwa kluczowe: Inozytolo-fosforany, jony wapnia, przekazywanie informacji.

Summary. This paper describes different types of inositol phosphates and their role as second messengers.
Inositol-1,4,5-trisjphosphate [Ins(1,4,5)P3] is a second messenger which regulates the intracellular calcium level
by mobilizing Ca + ions from internal stores and perhaps by stimulating Ca2+ entry through ion chanels in
plasma membranes. In these actions of Ins(1,4,5)P3 interactions with phosphorylated metabolite inositol-1,3,4,5-
tetrakisphosphate occur.

Key words: inositolphosphates, calcium ions, signal transduction.

Stosowane skroty. KF - kwas fosfatydowy, glukozo-6-P - glukozo-6-fosforan, PtdIns(l)P - fosfatydyloinozytol,
PtdIns(3)P - fosfatydyloinozytol-4,5-bisfosforan, Ins(n)P - inozytolofosforany.

WSTEP

Inozytol (heksahydroksycykloheksan) moze wystepowaé w postaci dziewieciu réznych
cis-trans izomerow. W komorkach organizméw zywych spotykany jest gtéwnie mio-inozy-
tol [2]. Zwigzek ten wystepuje w postaci wolnej, pochodnych fosforanowych oraz specy-
ficznie wbudowywany jest do fosfolipidéw, zwanych inozytydami. Tylko jedna z grup
hydroksylowych mioinozytolu jest grupg aksjonalng majgcg wigzania réwnolegte do osi
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symetrii czgsteczki cykloheksanu, pozostate grupy hydroksylowe sg ekwatorialne, tzn.
nieco ponad lub ponizej ptaszczyzny "réwnika" czasteczki cykloheksanu. Dla odréznienia
atom wegla w pierscieniu, do ktdrego przytaczona jest aksjonalna grupa hydroksylowa
oznaczono nr 2, pozostate atomy wegla potozone réznie wzgledem C-2 ponumerowano
zgodnie z zasadami konwencji IUPAC [2] (rys. 1). Konsekwencjg wyzej opisanej budowy
czasteczki mioinozytolu jest ogromna réznorodno$¢ stereochemiczna fosforanéw tego
zwigzku, przedstawiona na schemacie 1.

Zwigzkiem najbardziej interesujgcym jest inozytolo-1,4,5-trisfosforan [Ins(1,4,5)P3]
oraz inozytolo-1,3,4,5,-tetrakisfosforan [Ins(1,3,4,5)P4].

Rys. 1. Struktura krzesetkowa D-mioinozytolu, ptaszczyzna symetrii biegnie przez atomy wegla 2 i 5 (wg Berrid-
ge’ailnvine’a [2])

INOZYTOLOFOSFORANY
W PROCESIE MOBILIZACJI JONOW WAPNIA WKOMORCE

Zwigkszenie stezenia jondw wapnia w cytozolu w odpowiedzi na hormony lub neuro-
transmitery odgrywa znaczacg role w regulacji wielu procesow komérkowych.

Pobudzenie niekt6rych receptoréw btonowych doprowadza do aktywacji fosfolipazy C
i hydrolizy fosfatydylo-inozytolu-4,5-bisfosforanu [Ptd Ins(4,5)P2]. W wyniku tej degradacji
powstajg 2 zwigzki o charakterze wtornych przekaznikéw informacji: inozytolo-trisfosfo-
ran [Ins(l,4,5)P3] oraz diacylglicerol (DAG). Wszyscy badacze sg zgodni, co do tego, ze
czynnikiem uwalniajgcym jony wapnia z wewnatrzkomdrkowych, pozamitochondrialnych
magazynéw komoérki jest Ins(l,4,5)P3. Do chwili obecnej pozostaje niewyjasniony catko-
wicie mechanizm tego procesu [14].

W drugiej potowie lat osiemdziesigtych stwierdzono wystepowanie receptoréw dla
InsP3 w endoplazmatycznym retikulum potagczonym bezposrednio lub posrednio z kanata-
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Schemat 1. Metabolizm fosfolipidéw inozytolowych i fosforanéw inozytolu; linia ciagta przedstawia znane szla-
ki metaboliczne, linia przerywana - szlaki metaboliczne sugerowane; wszystkie fosforany inozytolu s3 numero-
wane w konfiguracji D-izomeru; enzymy okreslono cyframi od 1-22 (schemat wg Berridge’a i Irvine’a [2]: 1-
syntetaza PtdIns. syntetaza fosfatydyloinozytolu (CMP-KF - inozytolofosfatydylotransferaza), 2 - PtdIns-3-ki-
naza (typ 1), 3- Ptdins-4-kinaza (typ 1), 4 - PtdIns(4)P fosfomonoesteraza, 5 - PtdIns(4)P-5 kinaza, 6 -
PtdIns(4,5)P2 fosfomonoesteraza, 7 - fosfoinozytydaza C - fosfolipaza C, 8 - kinaza diacyloglicerolu, 9 - CMP-
KF syntetaza, 10 - Ins(l,4,5)P3/Ins(1,3,4,5)P4-5-fosfataza, 11 - Ins(l,4,5)P3-5-fosfataza, 12 - Ins(l:2 cyc)P-fos-
fodiesteraza, 13 - InsP-fosfataza, 14 - inozytolopolifosforanowa fosfataza, 15 - Ins(1,4,5)P3-3 kinaza, 16 -
inozytolopolifosforanowa-4-fosfataza, 17 - Ins(l,3)P2-3 fosfataza, 18 - Ins(l,3,4)P3-6-kinaza, 19 -
Ins(1,3,4,6)P4-5-kinaza, 20 - Ins(1,3,4,5,6)P5-2-kinaza, 21 - Ins(3,4,5,6) P4-l-kinaza, 22 - Ins(3)P-syntetaza
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mi wapniowymi. Stosujac wystepujace naturalnie oraz syntetyczne analogi odkryto, ze
najwieksze powinowactwo do stereospecyficznych miejsc receptora wykazuje Ins(l1,4,5)P3.
Fosforany inozytolu, np. Ins(2,4,5)P3 czy Ins(1,3,4)P3, oraz niektdre cykliczne pochodne
wykazujg znacznie mniejsze powinowactwo, a tym samym mniejszg o Kilka rzedéw efek-
tywnos$¢ w procesie uwalniania jondw wapnia z endoplazmatycznego retikulum [15, 16].
Nalezy podkresli¢, ze Ins(l,2,4,5,)P4 towarzyszy InsP3. Ishii i wsp. [7] stwierdzili obecnos$¢
Ins(1,2,4,5)P4 we frakcji InsP3 otrzymanej z ptytek krwi stymulowanych trombina.

Wedtug badan ostatnich lat najwiecej receptoréw wiazacych InsP3 majg fragmenty
retikulum endoplazmatycznego potozone whezposredniej bliskosci btony cytoplazmatycz-
nej. InsP3 uwalnia tylko czes$é, tj. 30-50%, catkowitej puli jonéw wapnia zawartej w
retikulum endoplazmatycznym. Z danych eksperymentalnych wynika, ze niezalezna i
zalezna od InsP3 pula wapnia moze by¢ wykorzystywana przez odrebne mechanizmy
biorgce udziat w regulacji poziomu stezenia tego jonu w komérce. Kuno i Gardner [9] oraz
Penner i wsp. [12] wskazujg na udziat InsP3 w regulacji btonowych kanatéw wapniowych.
Uwalnianie wewnatrzkomoérkowego wapnia jest gwattowne i zachodzi wéwczas, gdy steze-
nie InsP3jest rzedu mikromoli. Poziom InsP3, ktéry teoretycznie mogtby osiggnaé stezenie
15 pM w ciggu dwoch minut od momentu pobudzenia receptora, nie jest obserwowany w
warunkach in vivo i waha sie od 0,1-0,5 jam. Zjawisko to spowodowane jest szybkim
metabolizmem wtérnego przekaznika informacji. InsP3jest substratem zaréwno dla InsP3
fosfatazy hydrolizujacej wigzanie fosforanowe przy pigtym weglu pierécienia inozytolowe-
go,jak dlalnsP3 kinazy powodujacej dalszg fosforylacje trisfosforanu do Ins(1,3,4,5)P4 [6].

Kosztowna energetycznie przemiana InsP3 w InsP4, jak i wzrost poziomu InsPg w
czasie pobudzenia niektérych receptoréw, nasunefa pytanie dotyczace celowosci tego
procesu. Irvine i wsp. [5] oraz Morris i wsp. [10] zaproponowali udziat InsP4 w procesie
uzupetniania wjony Ca2+ wewnetrznych magazyndéw komorki poprzez utatwienie otwie-
rania kanatow Ca2 wbtonie komérkowej oraz w réznych fragmentach siateczki $rédplaz-
matycznej (rys. 2).

Rys. 2. Regulacja komdrkowej homeostazy Ca2+ przez Ins(1,4,5)P3 i Ins(1,3,4,5)P4 (schemat wg Nahorskiego
[UD
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Pierwsza obserwacjg efektu biologicznego Ins(l,3,4,5)P4 byta jego zdolno$¢ do akty-
wacji jaja jezowca morskiego. Wptyw InsP4 obserwowano tylko w obecnosci InsP3, gdy
Srodowisko zewnetrzne jaja zawierato jony wapnia. W wielu przypadkach zdolnos$¢ uwal-
niania jonéw wapnia przez InsP3 zanika w wyniku braku InsP4.

Ponadto zaobserwowano, ze pula Ca2+, kt6rg moze uwolnié¢ InsPB, jest niewielka i
catkowicie zalezna od InsP4. Efekt synergistyczny obu omawianych fosforanéw na proces
uwalnianiawapnia z retikulum endoplazmatycznego wwyniku pobudzenia receptorowego,
wykazano rowniez w badaniach szeregu innych komorek i tkanek [2].

W badaniach dotyczacych wewnatrzkomoérkowych magazynow jonéw wapnia Volpe i
wsp. [18] przedstawili dane $wiadczace o istnieniu osobnych, oddzielonych od retikulum
endoplazmatycznego wewnatrzkomorkowych organeli - kalciosomow, ktore biorg udziat
w utrzymywaniu homeostazy jonéw wapnia w komorce.

Doktadny mechanizm udziatu InsP4 w procesie przemieszczania sie jondw wapnia
miedzy wewnetrznymi przedziatami w komdrce i uzupetnianiu ich kosztem zewnatrzko-
morkowego wapnia ciggle nie jest catkowicie jasny. Obecnie zwraca si¢ uwage na udziat
biatek wigzacych GTP w regulacji poziomu jonéw Ca2+ w komérce. GTP kontroluje
miedzybtonowe przejscia jonéw Ca2+ oraz uwalnianie wapnia prawdopodobnie poprzez
aktywacje odpowiednich kanatéw jonowych. GTP aktywuje uwalnianie Ca2+ zaréwno z
puliniezaleznej, jak izaleznej od InsP3. Stwierdzono, ze uwalnianie to moze by¢ blokowane
przez mechanizmy nie zwigzane z dziataniem InsP3.Wydaje sig, ze in vivo szereg czynnikéw
jest odpowiedzialnych za to zjawisko, a obecno$¢ GTP raczej spetniatoby role jednego
ogniwa w catym tym skomplikowanym procesie.

WPLYW INOZYTOLOFOSFORANOW NA KANALY JONOWE

Wskutek stymulacji receptorowej lub mikroiniekcji InsP3 do komorek nerwowych
dochodzi do przejSciowej hiperpolaryzacji btony komdérkowej. Na wielu przyktadach
wykazano, iz taka odpowiedz jest rezultatem otwarcia btonowych kanatéw potasu zalez-
nych od jonéw wapnia [1,4,8].

Jak juz zostato przedstawione, InsP3 uwalniajgc wapn z wewnatrzkomérkowych maga-
zyn6éw powoduje zwigkszenie stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie, co w konsekwencji
mogtoby prowadzi¢ do aktywacji kanatdw K +. Nie jest jednak jasne, jak dtugi czasowo
puls wapnia jest wymagany do takiej aktywacji. Stwierdzono ponadto, ze InsP4 ma réwniez
udziat w elektrofizjologicznej odpowiedzi niektérych komorek. Badania przeprowadzone
na komérkach gruczotéw tzowych wykazaty wptyw acetylocholiny na aktywacje kanatéw
potasowych. Efekt ten jest zalezny od wapnia zewnatrzkomdrkowego i jest blokowany
przez EGTA. Kolejne badania wykazaly, ze wewnetrzna perfuzja InsP3 w nieznacznym
stopniu wplywa na prad jondw potasu, natomiast efekt samego InsP4 jest prawie niezau-
wazalny. Natomiast jednoczesne zwiekszenie stezenia obu omawianych zwigzkéw w cyto-
zolu komdérkowym wywotuje dramatyczny wzrost pradu potasowego podobny jak po
podaniu acetylocholiny. DosSwiadczenia te sugerujg, ze zarowno InsP3, jak i InsP4 sg
wymagane dla catkowitej elektrofizjologicznej odpowiedzi komorki [11].

Nie jest dotychczas jasne, czy inozytolopolifosforany dziatajg bezposrednio na kanaty
jonowe, czy sg one wigczone w bardziej skomplikowany mechanizm regulacji tych kanatéw.
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InsP5 ORAZ InsPS | ICH ZNACZENIE BIOLOGICZNE

Wiadomo od wielu lat, iz inozytolopentakisfosforan [Ins(l,3,4,5,6)Ps] oraz inozytolo-
heksakisfosforan [Ins(l,2,3,4,5,6)P6] wystepuja w komdrkach roslin i w erytrocytach pta-
sich [3, 6]. W komoérkach ssakow ich istnienie potwierdzono dopiero niedawno [13].
Stezenie tych zwigzkow w komorkach hodowli tkankowej waha sie¢ od 5-15 pM. Droga ich
syntezy w komorce nie jest w petni okreslona. Prawdopodobnie InsPs powstaje poprzez
kolejne ufosforylowanie Ins(l,3,4)P3 (schemat 1). Zwiazek ten bytby zatem jednym z
produktow dziatania fosfolipazy C i kolejno odpowiednich kinaz i fosfataz. Badacze nie sg
zgodni co do tego, iz InsPs jest substratem dla 2-inozytolokinazy [2,13]. By¢ moze InsP6
powstaje niezaleznie od InsPs wskutek fosforylacji innych pos$rednich inozytolofosfora-
néw. Nalezy jednak uznaé, iz zaréwno InsPs, jak InsP6 sg syntetyzowane we wnetrzu
komorki [17]. Ze wzgledu na tadunek ich czasteczki, trudno sobie wyobrazi¢, aby swobod-
nie przenikaly przez btone komérkowa. Ich funkcja powinna realizowac sie wylacznie
wewnatrz komorki, natomiast moga dziata¢ zewnatrzkomérkowo, jezeliby funkcjonowat
mechanizm sekrecji tych zwigzkow.

Polifosforany inozytolu mogg stanowi¢ poza tym magazyn grup fosforanowych oraz
ewentualnie bra¢ udziat w modulowaniu czwartorzedowej struktury biatek, InsPé przypi-
suje sie ponadto wiasciwosci antyoksydacyjne [6].

Mikroiniekcja InsPs razem z InsPd do odpowiedzialnego za funkcje naczyniowo-ser-
cowe jadra pasma samotnego (nucleus tractus solitarius) u szczura, powoduje zmiany w
ci$nieniu krwi i pracy serca. Podobny efekt wywotuje iniekcja glutaminianu do tego jadra
[17], Inozytolofosforan InsPs i InsPd podany oddzielnie powoduje znaczne pobudzenie
omawianych neuronow. Zjawisko to okazato sie specyficzne. Inne fosforany m.in. InsP4 nie
wykazywaly tego typu aktywnosci. Mozna zatem, sugerowac ze InsPs oraz InsPd dziatajg
podobnie do niektérych zewnatrzkomdrkowych przekaznikéw (neurotransmiterow) akty-
wujac lub modulujac kanaty jonowe btony plazmatycznej. Wraz z rozwojem metod chro-
matograficznych badacze odkryli bardzo wiele r6znych izomeréw inozytolofosforanéw. Do
roku 1988 liczba ich przekroczyta 20. W wielu przypadkach drogi ich syntezy nie sgjeszcze
doktadnie poznane (schemat 1).

W niektdrych tkankach inozytolofosforany wydajg sie spetniac role zrédta inozytolu dla
cyklu lipidéw inozytolowych. W cyklu przemian glukozo-6-fosforanu powstaje ufosforylo-
wany inozytol. Jednakze utworzony w ten sposéb Ins(l) wystepuje w formie enancjome-
rycznej L. Z badan wynika, iz 90% Ins(l)P w m6zgu szczura to izomer D, musi on zatem
pochodzi¢ z cyklu lipidéw inozytolowych, a nie z syntezy de novo.

PODSUMOWANIE

W tym krotkim aktykule, zarysowalismy bardzo wazng regulacyjng funkcje inozytolo-
fosforanéw w procesach zyciowych komoérek. Zwrdocono szczeg6lng uwage na rozmaito$é
drog w regulacji poziomu jonéw wapnia w komaorce przez te zwigzki.
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MATCZYNY RNA- JEGO SYNTEZA | ZNACZENIE
WE WCZESNYCH STADIACH ROZWOJU
EMBRIONALNEGO ZWIERZAT

MATERNAL RNA - SYNTHESIS AND ROLE
INEARLY EMBRYONIC DEVELOPMENT OF ANIMALS

Urszula STEPINSKA
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Jastrzebiec

Streszczenie. Matczyny RNA jest to RNA syntetyzowany w trakcie oogenezy zgenomu matczynego igromadzony
w cytoplazmie oocytdw. Stuzy on jako matryca do syntezy biatek we wczesnych stadiach rozwoju embrionalnego
zwierzat. W sktad matczynego RNA wchodzi: informacyjny RNA (mRNA), rybosomalny RNA (rRNA),
transportujagcy RNA (tRNA) oraz matyjadrowy RNA (snRNA). Matczyny mRNA wystepuje wjaju w potaczeniu
z biatkami gtéwnie w postaci nieczynnych translacyjnie, wolnych, cytoplazmatycznych czasteczek rybonuk-
leoproteidowych (mMRNP), tzw. informosomoéw. Po zaptodnieniu, a czesciowo w trakcie dojrzewania oocytow,
matczyne mRNA przechodza w forme mRNP polisomalnych stajac sie aktywne translacyjnie. Mechanizm
aktywacji matczynego mRNA nie jest w petni poznany. Prawdopodobnie w tej aktywacji biorg udziat liczne
procesy, m.in.: wymiana sktadnika biatkowego w mRNP, usunigcie inhibitoréw translacji, zmiana organizacji
matczynego mRNA, zwiekszenie wydajnosci aparatu translacyjnego, deadenylacja i ponowna poliadenylacja
matczynego mRNA prowadzaca do wzmozonej poliadenylacji aktywowanej puli matczynego mRNA.

Summary. Maternal RNA synthesized and accumulated in the oocyte cytoplasm is used as a template for protein
synthesis during early embryonic development ofanimals. Maternal RNA consists of: messenger RNA (MRNA),
ribosomal RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA) and small nuclear RNA (snRNA). Maternal mRNA in eggs is
associated with proteins in the translationally inactive form of free cytoplasmic ribonucleoprotein particles
(mRNPs) so-called informosomes. After fertilization and partially during meiotic maturation maternal mMRNAs
enter polysomes acquiring translational activity. Mechanism of maternal mRNA activation is not entirely
elucidated. Probably in the activation several processes take part, such as: exchange of protein components in
mRNP, removal of translational inhibitors, changes in the organization of maternal mRNA, increase of the
activity of translational apparatus, deadenylation and readenylation of maternal mMRNA which ultimately lead
to the intensive polyadenylation of the activated part of maternal mRNA.

L 2 4

Matczyny RNA jest to RNA zawarty w jaju, syntetyzowany na genomie matczynym i
gromadzony podczas oogenezy. Stuzy on jako matryca do syntezy biatek we wczesnej
embriogenezie az do czasu rozpoczecia translacji juz na matrycy embrionalnego mRNA.
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OOGENEZA

Oogeneza prowadzi do powstania dojrzatych gamet zenskich zdolnych po zaptodnieniu
do podjecia rozwoju embrionalnego (tab. 1). Zaczyna sie ona jeszcze w okresie rozwoju
embrionalnego osobnika, kiedy to z pierwotnych komoérek piciowych powstajg oogonia
dzielace sie mitotycznie. Ostatnie pokolenie oogoniéw wchodzi w profaze | podziatu
mejotycznego stajgc sie oocytami | rzedu.

TABELA 1 Schemat oogenezy u kregowcdw z uwzglednieniem syntezy kwaséw nukleinowych

Stadium rozwojowe Stadium komoérkowe DNA RNA

Oogonia mitozy 2C DNA, synteza DNA  synteza RNA

Oocyty | rzedu rozpoczecie mejozy 4CDNA
leptoten brak syntezy DNA
zygoten czasami replikacja rDNA poczatek syntezy RNA
pachyten np. u ptazéw

wczesny diploten

Wzrost oocytow | rzedu przerwanie mejozy 4C DNA intensywna
(prewitellogeneza w stadium p6Znego brak syntezy DNA synteza RNA
iwitellogeneza) diplotenu (diktiotenu)

Oocyty | rzedu podjecie mejozy - dojrze- brak syntezy DNA ustanie syntezy RNA
w petni wyrosniete wanie oocytéw (dokon-

czenie | podziatu mejot.)
Oocyty Il rzedu przerwanie mejozy 2C DNA brak syntezy RNA
+ | ciatko kierunkowe (w metafazie Il brak syntezy DNA

podziatu mejot.)

Owulacja izaptodnienie dokonczenie Il podziatu 1C DNA brak syntezy RNA
(+ Il ciatko kier.) mejotycznego (przedjadrze zenskie)
Zarodek mitozy synteza DNA synteza RNA

Pierwsze etapy profazy | podziatu mejotycznego (od leptotenu do wczesnego diplotenu)
zachodzg stosunkowo szybko. W stadium po6znego diplotenu (tzw. diktiotenu) profaza |
podziatu mejotycznego zostaje przerwana, chromosomy ulegajg despiralizacji i w tym
stadium moga pozostawaé dtugo, np. u cztowieka do ponad 40 lat. W diktiotenie oocyt
wchodzi w faze wielkiego wzrostu, trwajgcego u ssakow stosunkowo krdtko (u myszy ok. 2
tygodni) lub dosy¢ dtugo u gatunkdw nie bedacych ssakami (u ptazow kilka miesiecy).

Jadro rosngcych oocytéw ulega znacznemu powiekszeniu i nosi nieprawidtowa, ale
przyjetaw literaturze nazwe pecherzyka zarodkowego, a chromosomy wiekszosci zwierzat
przybieraja posta¢ chromosoméw szczoteczkowych $wiadczacych o wzmozonej syntezie
RNA.

W czasie trwania wzrostu oocytu mozna wyrdzni¢ 2 etapy, szczegllnie wyraznie u
gatunkoéw o jajach bogatych w zéttko: prewitellogeneze, kiedy to gtéwnie gromadzi sie
RNA oraz witellogeneze, w ktdrej trakcie gromadzi sie poczatkowo RNA, a pozniej
materiat zapasowy - z6ttko.
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Po zakonczeniu wzrostu w petni wyrosniety oocyt | rzedu zostaje zatrzymany w poznej
profazie | podziatu mejotycznego az do czasu, gdy oocyt wchodzi w okres dojrzewania, w
ktérego trakcie ponownie podejmuje przerwany proces mejozy, chromosomy ulegaja
ponownie spiralizacji, a otoczka jadrowa rozpada sie. W wyniku | podziatu mejotycznego
powstaje duzy oocyt Il rzedu i mata komérka, tzw. pierwsze ciatko kierunkowe. Nastepnie
oocyt Il rzedu szybko przystepuje do drugiego podziatu dojrzewania. U kregowcow ten
podjety proces mejozy zostaje zatrzymany, gdy oocyt Il rzedu osigga stadium metafazy Il
podziatu mejotycznego. W tym stadium oocyt kregowcOw jest owulowany i dopiero po
zaptodnieniu zostaje dokonczony Il podziat mejotyczny.

Nie u wszystkich zwierzat oocyt jest owulowany i zaptadniany w metafazie Il podziatu
mejotycznego. Na przyktad ujezowcdw gameta zeriskajest zaptadnianajuz po zakoriczeniu
Il podziatu mejotycznego, podczas gdy u mieczakéw (Spisula) czy pierscienic (Urechis)
jeszcze przed rozpadem otoczki jadrowej, gdy oocyt | rzedu znajduje sie w stadium
diakinezy | podziatu mejotycznego.

ZAWARTOSC MATCZYNEGO RNA WIAJACH ZWIERZAT

llosci catkowitego matczynego RNA sg rézne w réznych grupach zwierzat (tab. 2). Jaja
organizméw rozwijajacych sie poza organizmem matki (np. ptazy, ptaki) sa na og6t
bogatsze pod wzgledem zawarto$ci matczynego RNA anizeli jaja ssakOw rozwijajacych sie
w Scistym kontakcie z organizmem matki.
TABELA 2. lloSci matczynego RNA w jajach réznych organizméw

Gatunek Catkowity RNA [ngl rRNA [ngl poli(A) + RNA [pg] Bibliografia
Strongylocentrotus 33 2,7 50-100 [30]
purpuratus

Lytechinuspictus 43 19]
L. pictus 65-112 [135]
Xenopus leavis 4300 4000 40 ng [105]
X. laevis 4300-6000 84 ng [15]
X laevis 86 ng [39]
Przepiorka 1000 [8]
Kura 2700 [8]
Mysz 0,3 24 [3
Mysz 0,35 0,22 23 [97]
Mysz 0,45 [61]
Mysz 0,6 [124]
Mysz 0,63 18]
Krolik 15 18]
Krolik 16 [113]
Krélik 20 [70]
cha 0,75 18]
Swinia 0,8 [8]
Krowa 1 [8]

W sktad matczynego RNA wchodzi: informacyjny RNA (mMRNA), na ogét zawierajacy
na koncu 3’ odcinek poli(A) (poli(A) + RNA), rybosomalny RNA (28S, 18S i 5S rRNA),
transportujagcy RNA (4S tRNA) oraz maty jadrowy RNA (4-8S snRNA).
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Matczyny mRNA w jajach wystepuje w potgczeniu z biatkami tworzac czasteczki
rybonukleoproteidowe (MRNP), gtéwnie w postaci translacyjnie nieczynnych, wolnych
cytoplazmatycznych mRNP nazwanych przez Spirina informosomami [122]. Po zaptod-
nieniu, a czes$ciowo takze w trakcie dojrzewania jaja, matczyny mRNA ulega aktywacji,
przechodzac w forme aktywna translacyjnie, na polisomy.

Wczesne prace $wiadczace o istnieniu matczynego mRNA w jajach wykazywaly, ze
mimo zahamowania transkrypcji, wczesny rozwoj zarodkowy i synteza biatek zachodzi w
sposob prawidtowy. W doswiadczeniach tych stosowano usuwanie jader komoérkowych z
jaj isztuczng ich aktywacje, badz tez inhibitory transkrypcji (aktynomycyna D, a-amanity-
na) [11, 30]. Wykazano réwniez, z2 mRNA wyizolowany z nieczynnych translacyjnie,
wolnych cytoplazmatycznych mRNP z oocytow ma zdolno$¢ do syntezy biatek w uktadzie
in vitro [15, 27,52].

BUDOWA MATCZYNEGO POLI(A) + RNA

Poli(A) FRNA nagromadzony w cytoplazmie oocytow rozni sie zasadniczo od cyto-
plazmatycznego poli(A) 4 RNA z p6zniejszych stadiéw rozwojowych (rys. 1). Jedynie ok.
30% matczynego poli(A)-I-RNA w jajach jezowcdw [24] i ptazéw [1] zbudowane jest
wylacznie z sekwencji unikalnych, a az ok. 70% stanowi tzw. "rozproszony RNA", w ktorym
krotkie (liczace na og6t 150-200 nukleotyd6éw), rozproszone sekwencje powtarzajace sie
sg przemieszczane z dtuzszymi, liczacymi nawet do kilku tysiecy nukleotydéw sekwencjami
unikalnymi [1, 24] (rys. 1).

Rys. 1. Proponowany schemat budowy matczynego poli(A) + RNA: a- 30% transkryptéw zbudowanych z sek-
wencji unikalnych, b - 70% transkryptéw zbudowanych z sekwencji unikalnych przemieszanych z sekwencjami
powtarzajacymi sie, czyli tzw. rozproszony matczyny poli(A) + RNA ------- sekwencje unikalne, A, B, C,Dr

E - sekwencje powtarzajace sie rozproszone, ww w - odcinek poli(A)

Pojecie rozproszonego matczynego RNA zostato wprowadzone w laboratorium David-
sona (California Institute of Technology, USA) [30], ktére od wielu lat zajmuje sie budowg
matczynego RNA. Ocenia sie, ze poli(A) +RNA zjaj jezowcow zawiera kilkaset rodzin
rozproszonego RNA, z ktérych kazda zawiera inng sekwencje powtarzajaca sie [24].
Stwierdzono, ze jeden rodzaj sekwencji powtarzajgcej sie wystepuje co najmniej w 10-50
réznych rodzajach czasteczek poli(A) +RNA reprezentujgcych rozproszony matczyny
RNA [24, 98], awiele rodzajow poli(A) +RNA zawiera wiecej niz 1 sekwencje powtarza-
jaca sie [1, 24]. Sekwencje powtarzajace sie stanowig tylko niewielka cze$¢ diugosci
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transkryptéw - 10% w jajach jezowcow [24], 20% w jajach Xenopus [1] - i na og6t sa
rozmieszczone wewnatrz dtugich regionéw sekwencji unikalnych [1, 24] (rys. 1).

Czasteczki rozproszonego matczynego poli(A) + RNA w jajach sg na ogdt o wiele
dtuzsze anizeli czasteczki matczynego mRNA znajdowanego na polisomach wczesnych
zarodkéw [98]. Budowg (sekwencje powtarzajace sie, wielko$¢) rozproszony matczyny
poli(A) +RNA, stanowigcy wigkszo$¢ matczynego poli(A) +RNA zjaj jezowcow i pta-
z0w, przypomina raczej niedojrzaty mRNA wystepujacy wjadrach anizeli mRNA znajdu-
jacy sie na polisomach w pdézniejszych stadiach rozwojowych [16,98].

By¢ moze pewne unikalne sekwencje RNA wystepuja w jajach jezowcow gtéwnie w
postaci rozproszonego RNA, podczas gdy inne w postaci RNA nie zawierajgcego odcin-
kéw powtarzajacych sie [24].

Wystepowanie matczynego poli(A) + RNA gtdwnie w postaci rozproszonego RNA w
dwdch tak filogenetycznie odlegtych od siebie grupach zwierzat jak jezowce i ptazy wydaje
sie wskazywac na to, ze jest to zjawisko powszechne w przyrodzie.

SYNTEZA POSZCZEGOLNYCH RODZAJOW
MATCZYNEGO RNA U PLAZOW

Synteza matczynego RNA zostata najlepiej poznana u ptazéw, a klasycznym obiektem
badar jest zaba afrykariska - platanna (Xenopus).

W oogenezie ptazéw rézne rodzaje RNA nie sg syntetyzowane w statych proporcjach.
Dominujgcym transkryptem (80%) w prewitellogenezie sg 55 rRNA i tRNA [34, 68]. Sg
one produkowane w olbrzymim nadmiarze w stosunku do potrzeb igromadzone w postaci
rybonukleoproteidéw, co przedtuza ich trwatos¢ i redukuje ich stezenie w cytoplazmie [33,
34, 96], W oocytach prewitellogenicznych zdecydowana wiekszo$¢ 5S rRNA znajduje sie
w postaci czasteczek rybunokleoproteidowych o statej sedymentacji 42S [33, 34] i 7S [34,
96], a tylko 1% znajduje sie w rybosomach [33]. W prewitellogenezie ponad 90% tRNA
jest gromadzona w postaci czgsteczek rybonukleoproteidowych 42S razem z5S rRNA [33,
34], atylko mata czes¢ tRNA wystepuje w cytoplazmie w postaci niezwigzanej [96]. Synteza
5S rRNA itRNA jest nadal kontynuowana w witellogenezie [34, 69], ale te rodzaje RNA
przestajg by¢ dominujgcym transkryptem ze wzgledu na rozpoczynajaca sie w tym okresie
intensywng synteze 28S i 18S rRNA [68]. Obserwowane olbrzymie tempo syntezy 28S i 18S
rRNA jest mozliwe ze wzgledu na to, ze geny kodujace te rRNA (rDNA) sg selektywnie
amplifikowane (wielokrotnie replikowane) podczas wczesnej oogenezy [30]. Przejawia sie
to zwielokrotnieniem liczby jaderek, ktdre sg miejscem syntezy 28S i 18S rRNA. Amplifi-
kacje rDNA stwierdzono tez u innych zwierzat (pierscienic, mieczakéw, owadow), ale nie
tak intensywng jak u ptazéw [30].

Nagromadzone podczas oogenezy rodzaje rRNA sg w okresie witellogenezy wigczane
do szybko tworzacych sie rybosomow [62, 69], wykorzystywanych potem do syntezy biatek
we wczesnej embriogenezie [13, 30], az do czasu wytworzenia rybosomow zarodkowych.

Po podjeciu przez oocyt przerwanej mejozy (tab. 1) jaderka zanikajg i po dojrzeniu
oocyt Il rzedu traci zdolno$¢ do syntezy rRNA [139,140].

Wiekszo$¢ matczynego mRNA (w zasadzie rozumianego jako poli(A) + RNA) jest u
ptazoéw syntetyzowana i gromadzona w oocytach prewitellogenicznych. W trakcie witello-
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genezy nie obserwuje sie dalszej akumulacji mRNA, chociaz jego synteza zachodzi w
dalszym ciagu [37, 51, 105]. R6wniez poszczegblne rodzaje mRNA uzyskujg maksymalny
poziom akumulacji w okresie prewitellogenezy i poziom ich pozostaje staly podczas
witellogenezy [39, 51]. Poli(A) 4-RNA syntetyzowane w trakcie prewitellogenezy charak-
teryzuje sie bardzo dtugim okresem péttrwania (ponad 2 lata), co wykazano doswiadczal-
nie przy zastosowaniu znakowanych prekursoréw RNA [46]. Poli(A) +RNA z oocytéw
prewitellogenicznych zawiera wiekszos¢ sekwencji obecnych w jaju, co wykazano przy
uzyciu techniki hybrydyzacji [92]. Ro6wniez biatka uzyskane w wyniku translacji po-
li(A) +RNA z réznych stadiéw oogenezy w uktadzie in vitro byty zasadniczo identyczne
[27]. Staty poziom poli(A) +-RNA obserwowany w trakcie witellogenezy [37] mozna ttu-
maczy¢ istnieniem réwnoczesnych procesow syntezy i degradacji [37]. W peini wyros$nie-
tych oocytach ptazéw istnieja 2 frakcje poli(A) +RNA r6znigce sie kinetyka obrotu; jedna
syntetyzowanabardzo wczeénie wprewitellogenezie, bardzo trwata i przechowywana przez
cata faze wzrostu oocytu, przezywajaca dojrzewanie i stanowigca pule matczynego mRNA
wykorzystywanego do syntezy biatek po zaptodnieniu oraz druga, ulegajgca metabo-
licznemu obrotowi (polegajgcemu na syntezie idegradacji tej pulimRNA), prawdopodob-
nie zuzywana do syntezy biatek podczas oogenezy [58].

Maty jadrowy RNA (U1 iU2 snRNA) jest gromadzony w olbrzymiej ilosci w prewitel-
logenicznych oocytach ptazéw i przechowywany przez caty okres oogenezy w postaci
rybonukleoproteidow (snRNP) wewnatrz pecherzyka zarodkowego [47]. Ten snRNA
bierze udziat w procesie dojrzewania prekursorow matczynego mRNA, poprzez usuwanie
z nich introndw [111]. Prawdopodobnie matczyny snRNA nie funkcjonuje juz w rozwoju
embrionalnym ptazéw [111]. Rozw6j embrionalny ptazéw odbywa sie do stadium blastuli
pod kontrolg nagromadzonego w olbrzymiej ilosci matczynego mRNA, a transkrypcja
genomu embrionalnego rozpoczyna sie od syntezy duzej ilosci SnRNA [45]. Sugeruje to,
ze w dojrzewaniu mRNA syntetyzowanego we wczesnej embriogenezie ptazéw bierze juz
udziat zarodkowy snRNA [111].

SYNTEZA MATCZYNEGO RNA U SSAKOW

U myszy rézne rodzaje matczynego RNA sg sytetyzowane w statych proporcjach przez
calg faze wzrostu oocytéw. Synteza tRNA i5S rRNA nie dominuje w poczatkach wzrostu
oocytu [3, 30], jak to sie obserwuje u ptazdw [30, 34, 68]. Podczas fazy wzrostu u myszy
akumulacja RNA wykazuje dwufazowo$é, wiekszo$¢ (ok. 95%) catkowitego RNA, jak
rowniez i poli(A) + RNA, gromadzona jest ze statg szybkoscig do czasu osiggnigcia przez
oocyt ok. 65% wielkosSci [124]. W trakcie dalszego wzrostu oocytu myszy zasadniczo juz
nie obserwuje sie dalszej akumulacji RNA [124], mimo izjego syntezajest dalej kontynuo-
wana. Stwierdzono, ze rRNA i tRNA sg bardzo stabilne i przezywajg caty okres wzrostu
oocytéw, podczas gdy poli(A) + RNA ulega czesciowej degradacji w tym okresie i okres
jego pottrwania wynosi ok. 10 dni [65].

Oocyty mysie gromadzg rowniez snRNA (U 1snRNA) [67]. llo$¢ tego RNA w oocytach
myszy nie jest jednak tak duza jak u ptazéw, i jest tylko nieco wieksza niz w komdrkach
somatycznych [67]. Rozwdéj embrionalny ssakéw, ktérych oocyty gromadzg stosunkowo
mato mMRNA, jest bardzo krétko uzalezniony od genomu matczynego. Wkrotce po zaptod-
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nieniu nastepuje degradacja duzej czesci mRNA ijuz w stadium 2-komdrkowym myszy
rozpoczyna sie synteza mRNA na genomie zarodkowym. Poniewaz do tego czasu nie
stwierdzono syntezy sSnRNA, to najprawdopodobniej w tym poczatkowym okresie embrio-
genezy matczyny SnRNA bierze udziatw dojrzewaniu zarodkowego mRNA [67,111,114].
Potwierdzeniem tego moze byc¢ fakt, ze do stadium 2-komoérkowego w rozwoju zarodko-
wym myszy obserwowanej degradacji poli(A) + RNA nie towarzyszy rozktad snRNA [32].

METABOLIZM RNA
W OKRESIE DOJRZEWANIA OOCYTU | PO ZAPLODNIENIU

W okresie dojrzewania oocytu, po rozpadzie otoczki jadrowej, synteza RNA u ptazoéw
[63] i ssakéw [104] ustaje i zostaje podjeta dopiero po zaptodnieniu - juz na genomie
zarodkowym (tab. 4). W okresie dojrzewania oocytu obserwuje sie duzy spadek ilosci RNA
catkowitego i poli(A) -I-RNA u ptazoéw [28, 110] i ssakow [3, 4, 91, 97] (tab. 3). Powyzsi
autorzy uwazaja, ze w okresie dojrzewania oocytdw zachodzi regulacja ilosci i jakosci
mRNA macierzystego, czes¢ - by¢ moze zbyteczna - zostaje usunieta [3,28,91,97,110].

TABELA 3. llosci RNA catkowitego, poli)A) + RNA wjajach i zarodkach myszy [4,97]

Stadium RNA catkowity [ng] poli(A) + RNA [pg] poli(A) [pg]
Oocyt wyrosniety 0,43 85 0,95
Jajo niezaptodnione 0,35 35 0,70
Zygota 0,22 0,83
Zarodek 2-kom. pézny 0,24 0,26
Zarodek 8-16-kom. 0,69 0,44
Weczesna blastocysta 1,47 1,42

Wkrotce po zaptodnieniu ilo$¢ poli(A) + RNA nie zmienia sie np. u ptazéw [110] lub
poczatkowo nieco rosnie np. ujezowcOw [135] czy myszy [21,97] na skutek poliadenylacji
uprzednio niespoliadenylowanego RNA. Nastepnie, w stadium 2-komérkowym u myszy
ilos¢jego zmniejsza sie ok. 70% [49,97], kiedy to rowniez ok. 40% matczynego catkowitego
RNA jest degradowana [3,97] (tab. 3).

NIEROWNOMIERNE ROZMIESZCZENIE MATCZYNEGO
MRNA W CYTOPLAZMIE OOCYTOW IJA)

Klasyczne eksperymenty wykazuja, ze za zroznicowanie komdrkowe podczas rozwoju
embrionalnego prowadzace do powstania wyspecjalizowanych linii komérkowych odpo-
wiedzialne sg specyficzne regiony jaja - cytoplazmatyczne determinanty morfogenetyczne
o0 niezidentyfikowanym podtozu fizykochemicznym [30, 60]. Bylyby one syntetyzowane i
nierbwnomiernie akumulowane podczas oogenezy w cytoplazmie jaja, a - przechodzac
podczas bruzdkowania do okre$lonych blastomeréw - determinowatyby kierunek ich
réznicowania.



124 U. STEPINSKA

Przy uzyciu technik histochemicznych barwienia i trawienia rybonukleazami oraz hy-
brydyzacji in situ ze znakowanym poli(U) stwierdzono, ze szereg struktur cytoplazmatycz-
nych w oocytach i jajach, ktére mogg by¢ uwazane za cytoplazmatyczne determinanty
réznicowania, jest bogate w poli(A) + RNA [60].

W. Jeffery (University of Texas, USA) w licznych pracach z zastosowaniem wymienio-
nych technik wykonanych w gtdwnie na owadach (Oncopeltus), ostonicach (Styela) i
ptazach (Xenopus) wykazywat iloSciowo zréznicowang lokalizacje matczynego poli-
(A) + RNA w trakcie oogenezy oraz zmiane tej lokalizacji po zaptodnieniu [60]. W
oocytach prewitellogenicznych tych zwierzat poli(A) + RNA byt rozmieszczony na ogét
rébwnomiernie, podczas gdy w trakcie witellogenezy jego rozmieszczenie stawato sie nie-
rbwnomierne w obrebie oocytu [60]. W dojrzatych oocytach i wczesnych zarodkach
owadow (Oncopeltus) i ptazow (Xenopus) stwierdzano zanik zréznicowanej lokalizacji
poli(A) + RNA. U ostonie (Styela) poli(A) + RNA w dojrzatym jaju gromadzito sie gtow-
nie wjadrze ijego okolicach; po zaptodnieniu przemieszczato sie do bieguna animalnego,
a nastepnie w trakcie bruzdkowania do blastomeréw dajgcych poczatek linii komoérek
ektodermalnych [60].

W oocytach i wczesnych zarodkach jezowca [2] oraz myszy [97, 124] poli(A) + RNA
wykazywato rGwnomierne rozmieszczenie.

Tak wiec ilosciowo zréznicowana lokalizacja mMRNA w cytoplazmie oocytow i jaj nie
wydaje sie by¢ zjawiskiem powszechnym podczas wczesnego rozwoju zwierzat, co nie
wyklucza jednak nierbwnomiernego rozmieszczenia pewnych specyficznych mRNA. Za
pomocg hybrydyzacji in situ z odpowiednimi sondami wykazano nieréwnomierne roz-
mieszczenie niektorych mRNA w dojrzatych jajach i zygocie Xenopus, podczas gdy cat-
kowity poli(A) + RNA wykrywany poprzez hybrydyzacje ze znakowanym poli(U) nie
wykazywat ilosciowo zréznicowanej lokalizacji [94,141]. W dojrzatym jaju Xenopus mRNA
aktynowy wystepuje gtdwnie na obrzezu, mRNA tubulinowy przewaza w centrum, a
histonowy mRNA jest rozmieszczony réGwnomiernie [94]. Po zaptodnieniu wszystkie te
MRNA obserwowano na obrzezu zygoty [94].

Rowniez w jajach i zarodkach ostonie (Styela) wykazano nierownomierne rozmiesz-
czenie mMRNA aktynowego [60]. Region jaja ostonie zwany péksiezycem z6ttym, preferen-
cyjnie przemieszczajacy sie podczas bruzdkowania do blastomerdw dajacych poczatek linii
komorek mezodermalnych, aczkolwiek ubogi w mRNA catkowity, jest bardzo bogaty w
MRNA aktynowy.

Z kolei mRNA cykliny A i mMRNA matej podjednostki reduktazy rybonukleotydowe;j
wykazywaty rownomierne rozmieszczenie w cytoplazmie oocytdw Spisula [126].

Wydaje sie, ze RNA moze zawieraé pewne sygnaty odpowiedzialne za specyficzne jego
rozmieszczenie w poszczeg6lnych regionach jaja. Wskazujg na to m.in. doswiadczenia, w
ktérych globinowy mRNA krélika nastrzykniety do zaptodnionego jaja Xenopus sytuowat
sie w trakcie rozwoju gtéwnie w czeéci animalnej zarodka [48].

Z kolei poli(A) + RNA z bieguna wegetatywnego jaja Xenopus wprowadzony do za-
ptodnionej zygoty gromadzit sie gtdwnie na biegunie wegetatywnym zarodka, podczas gdy
RNA z bieguna wegetatywnego nie zawierajacy poli(A) wykazywat wzglednie homogenne
rozmieszczenie w zarodku [18]. Autorzy sugeruja, ze poli(A) +-RNA zbieguna wegetatyw-
nego jaja jest zdolny do znajdowania specyficznych dla bieguna wegetatywnego miejsc
wiazacych w cytoplazmie (np. elementéw cytoszkieletu).
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Ostatnio proces przemieszczania sie matczynego mRNA do okre$lonych regionow jaja
doczekat sie pewnego wyjasnienia [142]. W oocytach Xenopus obserwowano, ze mRNA
oznaczonyjako Vgl, rozmieszczony réwnomiernie w poczatkowym okresie witellogenezy,
zajmowat cze$¢ korowg wegetatywnej potkuli w petni wyrosnietych oocytdw [141]. Stosujac
odpowiednie inhibitory stwierdzono, ze w procesie przemieszczania sie¢ tego mRNA
zaangazowane sg wjakis sposob mikrotubule, a z kolei za proces zwigzania tego mMRNA w
czesdci wegetatywnej odpowiedzialny jest system mikrofilamentéw [142].

OKRES UZALEZNIENIA ROZWOJU EMBRIONALNEGO
OD MATCZYNEGO mRNA

Synteza biatek we wczesnej embriogenezie zachodzi tylko na matrycy matczynego
mRNA, az do czasu rozpoczecia translacji na matrycy mRNA syntetyzowanego juz na
genomie zarodkowym. Okres uzaleznienia syntezy biatek od matczynego mRNA jest rézny
w réznych grupach zwierzat, stosunkowo dlugi u jezowcow i ptazéw, a bardzo krétki u
ssakéw, u ktorych obejmuje zaledwie kilka pierwszych podziatéw bruzdkowania (tab. 4).

W celu wykazania momentu, w ktérym rozpoczynasie synteza poszczegélnych rodzajow
RNA stosowano inhibitory transkrypcji oraz znakowane prekursory RNA. Na og6t po
zaptodnieniu najpierw rozpoczyna sie synteza mRNA, a pézniej rRNA.

TABELA 4. Okres rozpoczynania transkrypcji na genomie zarodkowym

Gatunek mMRNA Bibliografia rRNA Bibliografia
Jezowiec blastulacja [53] gastrulacja [30]
Xenopus blastulacja [85] gastrulacja [14,30]
Przepiorka bruzdkowanie [89] blastulacja [89]

Mysz 2 komorki [11,21,97,114] 2-4 komoérek [20]
Cztowiek 4-8 komorek [10] 8 komorek [130]
Krélik 8-16 komarek [115] 64-128 komoérek [71]

Owca 8-16 komorek [26]

Krowa 8-16 komorek [17] 8-16 komorek [17]

Okres przedstawienia translacji zmRNA matczynego na zarodkowy mozna Sledzi¢ na
podstawie pojawiania sie w embriogenezie izoenzymow - strukturalnie réznych (rozroz-
nialnych elektroforetycznie) form jednego enzymu, warunkowanych przez rézne allele
tego samego genu. Na przyktad u przepiérki poznano 4 alleliczne formy dehydrogenazy
fosfoglukonianowej (EC 1.1.1.43), Przy skrzyzowaniu osobnikéw roznigcych sie formami
tego enzymu, jego forma matczyna wyczerpuje sie w ciggu 24 godzin inkubacji, kiedy to
zaczynaja pojawiac sie 2 formy enzymu (matczyna i ojcowska) na skutek aktywacji alleli
rodzicielskich [87].

Z kolei u myszy stwierdzono, ze formy matczyne enzymu izomerazy glukozofosforano-
wej (EC 5.3.1.9.) pozostajg na statym poziomie w ciggu 2,5 dnia rozwoju embrionalnego,
nastepnie ilos¢ ich zaczyna sie zmniejszaé i staja sie niewykrywalne do 5,5 dnia rozwoju.
Formy embrionalne tego enzymu zaczynajg sie pojawiaé¢ w 3,5 dniu rozwoju [134].

Okres przestawienia transkrypcji z genomu matczynego na zarodkowy jest okresem
krytycznym we wczesnej embriogenezie i by¢ moze obserwowany u myszy i innych ssakdw
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blok w rozwoju zarodka in vitro odpowiada witasnie temu okresowi. Zarodki myszy z
wiekszosci linii hodowane in vitro sa niezdolne do rozwoju do stadium blastocysty i na og6t
rozwdj ich jest zatrzymany w stadium 2-komdrkowym. Defekt ten jest uzalezniony od
genomu matki [50] i mozna go przezwyciezy¢ przez mikroiniekcje niewielkiej ilosci cyto-
plazmy z zarodka 2-komdrkowego z linii nie ulegajacej takiemu zablokowaniu rozwoju [80].
Prawdopodobne wiec jest, ze wiele przypadkow wczesnego zamierania zarodk6w moze
by¢ spowodowane nieprawidtowosciami w matczynym RNA - wadami letalnymi w budo-
wie, rozmieszczeniu, metabolizmie lub jego zmniejszong iloscia.

AKTYWACIJA MATCZYNEGO mRNA

Wiekszos$¢ syntetyzowanego podczas oogenezy mRNA nie ulega translacji az do mo-
mentu dojrzewania lub zaptodnienia, kiedy to mRNA ulega aktywacji przechodzac z frakcji
wolnych cytoplazmatycznych mRNP nieczynnych translacyjnie, do frakcji mRNP poliso-
malnych, juz aktywnych w procesie syntezy biatek.

U wielu organizméw obserwuje sie olbrzymi wzrost szybkos$ci syntezy biatek na matrycy
matczynego mRNA po zaptodnieniu; np. u jezowcow szybko$¢ syntezy biatek jest kilka-
dziesiat razy wieksza niz przed zaptodnieniem [30, 57]. Zmianom iloSciowym w syntezie
biatek u jezowcédw po zaptodnieniu towarzyszg tylko niewielkie zmiany w jakosci syntety-
zowanych biatek [44,107,123,125].

U ptazéw w okresie dojrzewania oocytu obserwuje sie dwukrotny wzrost szybkosci
syntezy biatek [133], z drobnymi jedynie zmianami w ich jakos$ci [75,116,133], po zaptod-
nieniu nastepuje juz tylko niewielki wzrost szybkosci syntezy [118]. Szereg biatek przestaje
by¢ syntetyzowane wkrétce po zaptodnieniu, a z kolei wiele pojawia sie po raz pierwszy i
jest nadal syntetyzowane na matrycy matczynego mRNA w pézniejszych etapach embrio-
genezy [75].

U myszy w okresie dojrzewania oocytu obserwuje sie lekki spadek w szybkosci syntezy
biatek [132], co moze by¢ zwigzane z zahamowaniem syntezy i degradacjag mMRNA w tym
okresie [4] lub tez z deadenylacjg MRNA [91], o czym szczegdtowiej bedzie mowa ponizej.
W tym okresie zanotowano liczne zmiany w jakos$ci syntetyzowanych biatek [132], a po
zaptodnieniu obserwuje sie tylko niewielki wzrost szybkosci ich syntezy [137], jak rowniez
pewne zmiany w jakosci syntetyzowanych biatek [11, 137]. Zmiany te byly takie same w
zaptodnionych zygotach, jak iw partenogenetycznie aktywowanychjajach [95], co wyklucza
mozliwo$é syntezy biatek na matrycy mRNA zarodkowego.

Aktywacja zapasowego mRNA wydaje sie by¢ gtéwnie spowodowana zwiekszeniem
ilosci mMRNA dostepnej do translacji, jak réwniez zmiang rodzajéw mRNA ulegajacych
translacji. Zanotowano liczne rodzaje matczynego mRNA ulegajace po raz pierwszy
translacji w okresie dojrzewania oocytéw lub po zaptodnieniu, lub przeciwnie przestajace
syntetyzowac biatka w tym okresie. U Xenopus podczas dojrzewania oocytéw obserwowa-
no przejscie mMRNA kodujacego biatko G10 do puli czynnej translacyjnie [74], podobnie
mRNA aktywatora plazminogenu u myszy [55, 56] oraz duzej ilosci blizej niezidentyfiko-
wanych mRNA w oocytach Xenopus [39]. Po zaptodnieniu réwniez zanotowano liczne
mRNA przechodzace do puli polisomalnej w zarodkach Xenopus [41]. Podobnie mRNA
kodujacy cykline A czy mRNA dla matej podjednostki reduktazy rybonukleotydowej
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przemieszczajg sie do puli polisomalnej wkrétce po zaptodnieniu ujezowcow i Spisula [44,
107,123,125], czemu towarzyszy rozpoczecie intensywnej syntezy tych biatek.

Z kolei inne mRNA (dla biatek rybosomalnych, aktyny, a-tubuliny) w tym czasie
przechodzity z puli polisomalnej do puli wolnych, cytoplazmatycznych mRNP tracac
aktywno$¢ translacyjng [58,59,91,107].

Po zaptodnieniu u jezowcow i ptazéw przemieszczaniu poli(A) + RNA z frakcji infor-
mosoma&w do frakcji polisomalnej [38, 105] towarzyszy kilkukrotny wzrost liczby ryboso-
mow wiaczanych w polisomy [57,138],

MECHANIZMY AKTYWACII MATCZYNEGO mRNA

Wzmozona synteza biatek na matrycy matczynego mRNA w okresie dojrzewania oocytu
lub wkrétce po zaptodnieniu wydaje sie by¢ spowodowana zaréwno zwiekszeniem dos-
tepnosci mMRNA do translacji, jak réwniez wzrostem aktywnosci aparatu translacyjnego.

Jak juz wspomniano, matczyny mRNA wystepujacy w oocytach w postaci wolnych
cytoplazmatycznych mRNP jest nieczynny translacyjnie prawdopodobnie z powodu zwig-
zania z okre$lonymi biatkami [30,40,52,84,99,122], gdyz mRNA ztych mRNP uwolniony
od biatek jest czynny translacyjnie w uktadzie in vitro [27, 52]. U Xenopus stwierdzono
istnienie specyficznych dla oocytow biatek zwigzanych z mRNA we frakcji wolnych cyto-
plazmatycznych mRNP [25,29,35,100]. Biatka z tych mRNP oprdcz funkcji represyjnej w
stosunku do translacji najprawdopodobniej chronig zawarty w nich mRNA przed rozkfa-
dem, gdyz mRNA w mRNP jest bardzo odporny na dziatanie rybonukleazy A [29].
Niektdre z tych biatek zanikajg stopniowo w trakcie wzrostu oocytéw [29,100] i byé moze,
wynikiem tego jest, stopniowe zwiekszanie sie tempa syntezy biatek w miare zaawansowa-
nia oogenezy uXenopus [127]. Swiadczy to, ze aktywacja mMRNA jest procesem ciggtym i
niekoniecznie wymagabodzca, np. zaptodnienia. W uktadzie translacyjnym in vitro i in vivo
zawierajagcym czynny translacyjnie mRNA globinowy dodanie biatek wigzagcych mRNA z
informosoméw oocytdw Xenopus wywotywato odwracalne zahamowanie syntezy globiny
[101].

Rowniez wyizolowana z mRNP niezaptodnionych jaj jezowcow frakcja biatek wykazy-
wala cechy inhibitora translacji [52]. Moga one by¢ odpowiedzialne za zahamowanie
translacji mRNA zawartego w oocytarnym mRNP, a odtgczenie ich od matczynego mRNA
po zaptodnieniu powodowatoby aktywacje syntezy biatek na jego matrycy.

Istnieje przypuszczenie, ze niezdolno$é do translacji poszczeg6lnych rodzajow matczy-
nego MRNA w oocytach jest spowodowana tworzeniem komplekséw z okreslonymi bia-
tkami. | tak funkcje inhibitora translacji trzech rodzajow mRNA w oocytach Xenopus by¢
moze petni biatko p56, tworzace z tymi RNA specyficzne kompleksy [25]. Stwierdzono, ze
w oocytach prewitellogenicznych, kiedy ilo$¢ biatka p56 jest bardzo duza, te trzy rodzaje
mRNA wystepuja gtéwnie we frakcji nieczynnych translacyjnie informosomdéw, podczas
gdy w oocytach witellogenicznych, kiedy ilo$¢ biatka p56 zmniejsza sie, te mMRNA znajduja
sie we frakcji polisomalnej [25].

Powyzsze dane oraz roznice w sktadzie biatek zwigzanych zmRNA wwolnych cytoplaz-
matycznych mRNP i w polisomalnych mRNP [77, 78, 130, 131] wydajg si¢ wskazywa¢ na
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to, ze jednym z wazniejszych elementéw aktywacji matczynego mRNA moze by¢ wymiana
sktadnika biatkowego w matczynych mRNP.

Wydaje sig, ze réwniez organizacja matczynego mRNA w oocytach moze byé od-
powiedzialna za jego niezdolno$¢ do translacji. Jak juz wspomniano wczes$niej, poli-
(A) 4 RNA nagromadzony w cytoplazmie jaj jezowcow i ptazéw jest zbudowany w ok. 70%
z rozproszonego RNA [1, 24]. Wiekszo$¢ (90%) tego rozproszonego matczynego po-
li(A) 4-RNA wyizolowanego z oocytéwXenopus jest niezdolna do syntezy biatek zar6wno
w uktadzie translacyjnym in vitro, jak i in vivo [102]. W okresie wczesnej embriogenezy
wiekszos¢ rozproszonego poli(A) 4-RNA zanika [1,24,98] i np. u ptazéw w stadium kijanki
zaledwie 15% cytoplazmatycznego poli(A) 4 RNA wykazuje cechy rozproszonego RNA

' L]

[ Mimo ze rozproszony RNA stanowi wiekszo$¢ matczynego poli(A) + RNA, to jednak,
jak do tej pory, funkcja jego nie jest poznana ijest przedmiotem licznych dyskusji [1, 24,
98]. Nie jest nawet pewne, czy w przebiegu embriogenezy podlega dojrzewaniu i staje sie
czynny translacyjnie. Calzone wyizolowat z jaj jezowcow (i oznaczyt sekwencje nukleoty-
dowag) okreslony poli(A) 4-RNA, oznaczony jako ISpl, zawierajagcy rozproszone sek-
wencje powtarzajgce sie, reprezentujgcy rozproszony matczyny RNA [16]. Cechy budowy
tego transkryptu (brak otwartej ramki odczytu o odpowiedniej dtugosci umozliwiajacej
synteze peptydu dtuzszego niz 30 aminokwasow) wyizolowanego zaréwno z jaj, jak i
zarodkow jezowcdw wydajg sie wskazywac na jego niezdolnos¢ do syntezy biatek zaréwno
w oogenezie, jak i podczas embriogenezy. Oczywiscie nie wyklucza to, ze w przebiegu
embriogenezy inny macierzysty rozproszony poli(A) 4 RNA mogthy sie stawac zdolny do
translacji.

Wykrycie mozliwosci tworzenia komplekséw pomiedzy rozproszonym poli(A) 4 RNA
a Ul snRNA zjaj jezowcéw mogtoby by¢ potwierdzeniem hipotezy, ze matczyny rozpro-
szony poli(A) 4 RNA moze stanowi¢ pule niedojrzatych prekursoréw mRNA [109].

Wydaje sie, ze jednym z czynnikdéw ograniczajacych translacje w oocytach, oprécz
inaktywacji mMRNA w informosomach, jest zbyt niska wydajno$¢ aparatu translacyjnego
oocytow. Wskazuja na to doswiadczenia, w ktérych translacyjnie czynny mRNA nastrzyk-
niety do oocytéw jezowcow [22], ptazéw [64,101], owcy [79], myszy [42] wprawdzie ulegat
translacji, ale jednoczes$nie powodowat spadek syntezy endogennych biatek syntetyzowa-
nych przez oocyt. Tak wiec wprowadzenie dodatkowego mRNA do oocytéw nie powodo-
wato wzmozonej syntezy biatek. Natomiast wprowadzenie do oocytéw Xenopus polisoméw
z retikulocytéw krélika powodowato zwiekszenie ogdlnej syntezy biatek [64].

Niski poziom translacji w oocytach spowodowany moze by¢ tez brakiem czynnika elF2
inicjujgcego translacje, gdyz dodanie go do translacyjnego uktadu zjaj jezowcow stymulo-
wato synteze biatek, aczkolwiek nie w takim stopniu jak dodanie catego lizatu retikulocytéw
zawierajacego caty uktad translacyjny [136].
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METABOLIZM ODCINKA POLI(A) WOOGENEZIE
| WE WCZESNEJ EMBRIOGENEZIE
ORAZJEGO ROLA WAKTYWIZACII MATCZYNEGO mRNA

Jak juz wspomniano, matczyny mRNA ma odcinek poli(A) na koricu 3’ [15,27, 30,74]
tak zresztagjak wiekszo$¢ mRNA z organizmdw eukariotycznych. Odcinek poli(A), zbudo-
wany z kilkudziesieciu do kilkuset nukleotydéw adenylowych [66], dodawany jest do
mRNA postranskrypcyjnie [43,73,94,129].

Wydaje sie, ze segment poli(A), w potgczeniu ze specyficznym biatkiem p75 wigzgcym
poli(A) moze mie¢ wptyw na trwatos¢ mRNA [6,7,12,66,82,131] lub tez mie¢ znaczenie
w translacji [54,90].

W trakcie wczesnego rozwoju zwierzat obserwowano zaréwno diugie, liczace ponad
100 nukleotydéw odcinki poli(A), jak réwniez odcinki krotsze, liczace 10 lub 20-40 reszt
adenylowych. Stwierdzono to w oocytach i po zaptodnieniu jaja u Spisula [107], w oocytach
Xenopus [15], w bruzdkujacych zarodkach przepidrki [89], w zarodkach myszy do stadium
dwukomérkowego [21].

W prewitellogenicznych oocytach Xenopus intensywnie syntetyzujgcych mRNA obser-
wowano przewaznie poli(A) + RNA z dtuzszymi odcinkami poli(A) zbudowanymi z 60-80
adenylowych [15] iwowczas 70% poli(A) 4+-RNA znajdowano we frakcji polisomalnej [27].
W dojrzatych oocytach Xenopus wystepuje gtéwnie poli(A) + RNA z krétszymi odcinkami
poli(A) liczacymi 20-40 reszt adenylowych [15] iwiekszo$¢ (70-90%) tego poli(A) + RNA
wystepuje w formie nieczynnych translacyjnie informosomow [15, 27,105].

Jak juz wspomniano, podczas dojrzewania oocytdw obserwowano zaprzestanie syntezy
matczynego RNA [63, 104] i spadek ilosci poli(A) + RNA zaréwno u Xenopus [28, 110],
jak issakow [4,91]. Ostatnio stwierdzono, ze w dojrzatych oocytach myszy ten spadek ilosci
poli(A) +RNA jest spowodowany nie tylko przezjego degradacje, ale po prostu przezjego
deadenylacje [91]. U Xenopus spadkowi ilosci poli(A) + RNA podczas dojrzewania oocy-
tow towarzyszyto z jednej strony zmniejszenie ogolnej ilosci poli(A) [28,110], a z drugiej
wydtuzenie odcinka poli(A) w pozostatych poli(A) + RNA [58,110], co mozna ttumaczy¢
deadenylacjgjednych a adenylacjg innych mRNA. W trakcie dojrzewania oocytow obser-
wowano poliadenylacje pewnych mRNA uXenopus [23,39,74,120] i u myszy [55,56,91].
Nalezaty do nich m.in. mRNA kodujgce biatko G10 i D7 u Xenopus [74, 120], aktywator
plazminogenu u myszy [55,56], Poliadenylacja tych mRNA poprzedzata lub towarzyszyta
ich przejsciu do puli polisomalnej. Z kolei w okresie dojrzewania oocytow inne sekwencje
ulegaty deadenylacji (np. mMRNA kodujace aktyne u Xenopus [58] i myszy [4], biatka
rybosomalne uXenopus [59] i tracity zdolno$¢ do syntezy biatek.

Po zaptodnieniu, wspomnianej uprzednio wzmozonej syntezie biatek na matrycy mat-
czynego mRNA towarzyszyta jego poliadenylacja u Urechis [31], u jezowcéw [36,76,117,
135], u ptazéw [110] i u ssakéw [21, 97]. Wzrost ilosci poli(A) po zaptodnieniu jest
spowodowany zarowno zwiekszeniem liczby czgsteczek mRNA zawierajgcych poli(A), jak
i wydtuzaniem odcinka poli(A) [117, 135]. Oprd6cz poliadenylacji po zaptodnieniu obser-
wowano réwniez obrot odcinka poli(A) u jezowcow [36, 135] i ptakéw [89]. Obrét (turn-
over) odcinka poli(A) polega najego degradacji i ponownej szybkiej syntezie w tej samej
czasteczce mRNA. W rezultacie, po zaptodnieniu, dominuje proces wydtuzania odcinkdw
poli(A) wmRNA i stad obserwowana wzmozona poliadenylacja matczynego mRNA. | tak



130 U. STEPINSKA

po zaptodnieniu obserwowano poliadenylacje pewnych rodzajow mRNA u Spisula [106,
107], u Urechis [108] i ich wigczanie do puli polisomalnej aktywnej translacyjnie. Ale
réwniez obserwowano, ze pewne mRNA ulegajg deadenylacji i zaprzestaja syntetyzowac
biatka na skutek wykgczania ich z puli polisomalnej; np. w taki sposéb zachowuje sie mMRNA
kodujacy a-tubuline u Spisula [107].

Z wszystkich tych powyzszych danych wynika, ze zarbwno w okresie dojrzewania
oocytow, jak i po zaptodnieniu istnieje silna korelacja pomiedzy stopniem adenylacji
danego mMRNA ajego zdolnoscig translacyjng. Na ogotmRNA podlegajacy poliadenylacji
byt wigczany do puli polisomalnych mRNP, podczas gdy te mRNA, ktére podlegaty
deadenylacji, przestawaty syntetyzowac biatka. Jest to zgodne z obserwacjami dotyczacymi
zachowania mRNA w innych systemach biologicznych. | aczkolwiek w uktadzie translacji
in vitro segment poli(A) w mRNA nie wydaje sie konieczny do syntezy biatka [83,121], to
jednak szereg doswiadczen wskazuje, ze istnieje zalezno$¢ miedzy stanem poliadenylacji
czasteczek mRNA aich zdolnoscig do translacji w uktadzie in vivo [19,90,103], jak rowniez
ze czasteczki mMRNA globinowego w mRNP polisomalnych zawieraja dtuzsze odcinki
poli(A) niz czasteczki mMRNA w wolnych cytoplazmatycznych mRNP [72].

Zaleznos¢ zdolnosci translacyjnej mRNA od stopnia jego adenylacji nie jest jednak
bezwzgledna. Na przyktad zablokowanie poliadenylacji poprzez dodatek kordycepiny nie
miato wptywu na normalny olbrzymi wzrost szybkosci syntezy hiatek w zaptodnionych
jajach jezowca [76]. Z kolei, u Spisula z czterech czgsteczek mMRNA poliadenylowanych
wkrétce po zaptodnieniu tylko 2 byly wigczane catkowicie do puli polisomalnej, a 2
pozostate mMRNA, mimo ze ulegaty poliadenylacji w tym samym czasie, to jedynie cze$cio-
wo przemieszczaty sie z puli wolnych cytoplazmatycznych mRNP do puli polisomalnych
mRNP [107].

Wydaje sig, ze uzyskiwanie przez mRNA zdolnosci translacyjnej zwigzane jest nie z
samg diugoscig odcinka poli(A), ale raczej jest regulowane przez proces poliadenylacji
mRNA [74], Wykazano mianowicie, ze wprowadzony do dojrzewajacych oocytéwXenopus
mRNA oznaczony jako XBG10, nie zawierajacy odcinka poli(A) byt poliadenylowany i
przemieszczat sie do puli polisomalnej, aktywnej translacyjnie, podczas gdy wprowadzony
ten sam transkrypt o uprzednio juz wydtuzonym odcinku poli(A) nie podlegat dalszej
poliadenylacji i nie przemieszczat sie do puli polisomalnej. Przy zablokowaniu mozliwosci
poliadenylacji dziataniem kordycepiny transkrypt ten rowniez pozostawat we frakcji infor-
mosomow.

Jak juz wspomniano, szereg danych wskazuje, ze segment poli(A) bierze udziat w
kontroli stabilnosci mMRNA w komdrce i aczkolwiek nie obserwowano $cistej korelacji
pomiedzy dtugoscia odcinka poli(A) a trwatoscig mMRNA, to wydaje sie, ze istnieje pewna
krytyczna dtugo$¢ odcinka poli(A) - ok. 25 nukleotydéw - ponizej ktdrej odcinek ten nie
petni swojej stabilizujacej roli [86]. Prawdopodobnie pewna minimalna dtugos$¢ odcinka
poli(A) jest potrzebna do zwigzania sie z biatkiem wigzacym poli(A) [7]. Biatko to, po
przytaczeniu do poli(A) w mRNA, moze chroni¢ odcinek poli(A) przed degradacja [6, 7,
82,131], jak réwniez bra¢ udziat w przytagczaniu mRNA do rybosoméw i by¢ pozytywnym
regulatorem translacji [54,131].

Zachowanie matczynego mRNA - jego stabilnos¢ - w zaleznosci od stopnia adenylacji
jest specyficzna dla poszczegdlnych sekwencji. Na przyktad mRNA oznaczony jako XOC
2-7, ktéry byt deadenylowany po zaptodnieniu u Xenopus, ulegat natychmiastowej degra-
dacji [23,58], podczas gdy deadenylacji mRNA aktynowego i mRNA biatek rybosomalnych
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podczas dojrzewania oocytow Xenopus towarzyszyfa jedynie utrata przez nie zdolnosci
translacyjnej, a degradacja tych mRNA miata miejsce dopiero w okresie bruzdkowania [5,
58, 59,139]. Tak wiec deadenylacja macierzystego mRNA nie musi byé koniecznie zwia-
zana z natychmiastowgjego degradacja, ale moze by¢ sposobem usuwania danego mRNA
z puli czynnej translacyjnie [91]. Sagata [110] sugeruje, ze mRNA deadenylowany podczas
dojrzewania oocytow u Xenopus moze ulegaé¢ powtérnej poliadenylacji po zaptodnieniu i
by¢ wiaczany do puli matczynego mRNA syntetyzujacego biatka we wczesnej embrioge-
nezie.

Olszanska [88] wysuneta koncepcje, ze proces uruchamiania matczynego mRNA moze
by¢ zwigzany z obrotem odcinka poli(A) podczas przechodzenia mRNA z matczynych,
zapasowych mRNP do mRNP polisomalnych. W wyniku badan prowadzonych w naszej
pracowni okazato sig, ze w oocytach witellogenicznych, a w mniejszym stopniu we wczes-
nych zarodkach, istnieje znaczna aktywno$¢ enzymatyczna rozktadajaca poli(A) na odcinki
dtugosci A10; jest ona zlokalizowana gtownie wjadrach oocytéw. By¢ moze enzym ten jest
identyczny z endorybonukleazg IV (EC 3.1.26.6), ktorg wykryto uprzednio w jadrach
komdrkowych jajowoddw kury i przepiorki, specyficznie rozktadajaca poli(A) na odcinki
dtugosci A10 [81,83].

Po rozpadzie otoczki jadrowej podczas dojrzewania oocytow i kolejnych podziatow
bruzdkowania enzym ten mégtby przenikaé do cytoplazmy i rozktadac czesciowo nieosto-
niete odcinki poli(A) w matczynym mRNA, w trakcie jego uwalniania sie z matczynych,
zapasowych mRNP.

Po odtworzeniu otoczki jadrowej odcinki poli(A) bytyby ponownie odbudowywane w
procesie cytoplazmatycznej poliadenylacji [94, 118] dzieki dziataniu polimerazy poli(A)
(EC 2.7.7.19), enzymu powszechnie wystepujgcego u wszystkich organizmdw prokariotycz-
nych i eukariotycznych [43].

Szybkie podziaty bruzdkowania u jezowcow i ptakéw oraz towarzyszacy temu zanik i
odbudowa otoczki jgdrowej stwarzatyby warunki do dziatania enzymdw odpowiedzialnych
za degradacje i ponowng synteze odcinka poli(A) w matczynym mRNA, czego objawem
byt obserwowany obrét odcinka poli(A) po zaptodnieniu u jezowcéw [36, 135] i ptakow
[89].

U myszy, u ktérych podziaty bruzdkowania zachodzg bardzo powoli (co kilkanascie i
wiecej godzin), nie obserwowano obrotu odcinka poli(A) (patrz tab. 3). Po niewielkim
wzroscie ilosci poli(A) (o ok. 20%) wkrotce po zaptodnieniu spowodowanego poliadeny-
lacjg matczynego mRNA [21, 97] ilos¢ poli(A) spada o ponad 70% po | podziale bruzd-
kowania [97], ajednocze$nie obserwuje sie zmniejszenie catkowitej ilosci RNA o ok. 40%
[3,97]. Prawdopodobnie mechanizm taki pozwala na eliminacje duzej czesci matczynego
mRNA zbednego do dalszego rozwoju.

Nie jest wykluczone, ze w degradacji odcinka poli(A) w matczynym mRNA oprocz
endorybonukleazy IV moga braé udziat rowniez inne enzymy nukleolityczne, np. endory-
bonukleaza V (EC 3.1.27.8) czy 2’,3-egzorybonukleaza specyficzna dla poli(A) (EC
3.1.13.4) [112]. Jednakze jak do tej pory enzymy te wyizolowano jedynie z komodrek
somatycznych i wykazujg one znacznie nizszg specyficzno$é w stosunku do poli(A) anizeli
endorybonukleaza 1V [112].
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STRATEGIE ADAPTACJI ANTEN ENERGETYCZNYCH
FOTOSYNTEZY DO NATEZENIA SWIATEA

LONG-TERM ADAPTATIONS OF THE THYLAKOID ANTENNA
APPARATUS TO LIGHT INTENSITY

Grzegorz JACKOWSKI

Zak}ad Fizjologii Roslin Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie. Chloroplasty wykazujg zdolno$¢ przystosowywania sie do warunkéw Srodowiskowych, w szcze-
g6lnosci do natezenia $wiatta. Poza szybkimi, odwracalnymi migracjami peryferycznej subpopulacji LHC Il do
rejonu tylakoidéw stromy istnieja adaptacje dtugoterminowe, obejmujace daleko idace zmiany sktadu, struktury
i funkcji membran tylakoidowych. Postugujac sie pojeciami koncepcji jednostki fotosyntetycznej (PSU) omo6-
wiono dtugoterminowe adaptacje tylakoidowego aparatu anten energetycznych do natezenia $wiatta i mozliwe
mechanizmy tych adaptacji. Ponadto przedstawiono metody stosowane do badarf wielkoéci jednostki fotosyn-
tetycznej.

Summary. Chloroplasts are able to adapt to environmental stimuli, including growth light intensity. Apart from
short-term, reversible, latemal movements of LHC Il peripheral pool between appressed and non-appressed
thylakoids there are long-term adaptations embracing modulations of membrane composition, structure and
function. Using the terms of the concept of photosynthetic unit (PSU), long-term adaptations of the thylakoid
antenna apparatus to growth light intensity are presented as well as possible mechanisms of the adaptations.
Additionally several approaches used for photosynthetic unit size measurements are discussed.

Wykaz skrétow: CFi - czynnik sprzegajacy tylakoidowej syntetazy ATP; chi - chlorofil, DCMU - 3-(3,4-
dichlorofenylo)-I,I-dimetylomocznik; DMBQ - dimetylobenzochinon; LHC 1i LHC Il - kompleks chlorofil
a/b-biatko zbierajacy energie $wietlng, odpowiednio PS 1i PS 2; LHCP I i LHCP Il - biatka komplekséw,
odpowiednio LHC 1i LHC II; PS 1, PS 2 - fotosystem 1i 2; P-680 - pierwotny donor elektronéw w centrum
reakcji PS 2; P-700 - pierwotny donor elektrondw w centrum reakcji PS 1; PSU -jednostka fotosyntetyczna; PQ
- plastochinon; Qa - pierwszy stabilny akceptor elektronéw w PS 2.

WSTEP

Stan badan nad tylakoidowymi kompleksami antenowymi oraz ich komponentami
polipeptydowymi zostat ostatnio obszernie oméwiony w dwaéch pracach przegladowych
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[29, 30]. Prace te relacjonowaty statyczny obraz anten, wylaniajacy sie z doswiadczen
prowadzonych naroslinach hodowanych w okreslonych warunkach srodowiskowych. Tym-
czasem istnieje szereg dowodow wskazujacych na zdolno$é chloroplastéw do przy-
stosowywania sie warunkow Srodowiskowych, w szczeg6lnosci do natezenia Swiatta, ktéra
tozdolno$é nadaje sktadowi (wtym antenom energetycznym), strukturze i funkcjonowaniu
bton tylakoidowych charakter dynamiczny. W zaleznosci od skali czasowej, w jakiej
realizowane sg adaptacje do natezenia $wiatta, mozna moéwic¢ o adaptacjach krétkotermi-
nowych (szybkich) i dtugoterminowych (wolnych). Szybkie adaptacje polegajg na odwra-
calnej fosforylacji LHCPII i prowadzg do migracji peryferycznej subpopulacji LHC Il do
rejonu tylakoidéw stromy i asocjacji tej subpopulacji z PS 1 [33]. Ze wzgledu na to, iz
aktualny stan pogladéw na temat szybkich adaptacji zostat ostatnio oméwiony w innym
polskojezycznym opracowaniu przeglagdowym [18], nie bedg one przedmiotem zaintereso-
wania w niniejszym artykule.

Na dtugoterminowe adaptacje sktadaja sie znacznie gtebiej siegajace zmiany skfadu i
struktury, a takze funkcjonowania tylakoidéw, wynikajace z modyfikacji tempa biosyntezy
i degradacji wielu komponentéw strukturalnych [1], Zmiany struktury dotyczg m.in. wiel-
kosci chloroplastéw, objetosci tylakoiddw, ilosci tylakoidow zespolonych w stosy granowe.
Adaptacje skifadu bton tylakoidowych dotyczag zawartosci chlorofilu w przeliczeniu na
chloroplast, stosunku iloSciowego chi a/chl b, wielko$ci i gestosci rozmieszczania anten
energetycznych oraz zawartosci cytochromu f i czynnika CFi. Konsekwencjg adaptacji
struktury i sktadu bton tylakoidowych sg adaptacje funkcjonalne, dotyczace aktywnosci
fotochemicznej PS 1i PS 2, aktywnosci kompleksu syntetazy ATP i przebiegu krzywych
Swietlnych fotosyntezy [1]. Umozliwiajg one prowadzenie wydajnej fotosyntezy roslinom
srodowisk bardzo zréznicowanych co do natezenia Swiatta, od pustyn po gteboko cieniste
podszycie gestych laséw tropikalnych.

W opracowaniu niniejszym skupiono uwage na dtugoterminowych adaptacjach anten
energetycznych PS 1iPS 2 do natezenia $wiatta i prébach wyjasnienia mechanizméw tych
adaptacji.

WIELKOSC ANTENY ENERGETYCZNE]
| SPOSOBY JEJ MIERZENIA

DEFINICJA WIELKOSCI ANTENY ENERGETYCZNEJ

Tylakoidowa antene energetyczng definiuje sie jako zespdt kompleksow barwnikowo-
-biatkowych uczestniczacych w procesie przechwytywania energii promienistej Swiatta i
przekazywania energii ekscytacji do centrow reakcji fotochemicznych PS 1 i PS 2 [37].
Wielkos$¢ anteny energetycznej natomiast definiuje sie jako liczbe czasteczek barwnikéw
zwigzanych ze strukturg anteny energetycznej, zaangazowanych w transfer energii ekscy-
tacji. Pojecia anteny energetycznej i wielkosci anteny energetycznej sg ostatnio czesto
zastepowane nazewnictwem nawigzujacym do koncepcjijednostki fotosyntetycznej (PSU),
tzn. jednostki funkcjonalnej tylakoidéw obejmujacej centrum reakcji PS 1 lub PS 2 oraz
wspoOtpracujgce z nim: antene energetyczng i zesp6t przenosnikow elektrondw. Wielkos¢
PSU jest w tej koncepcji pojeciem tozsamym z wielkoScig anteny energetycznej. Pojecie
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PSU stworzono (juz w 1932 ., tzn. na dtugo przed wykryciem PS 1i PS 2) w celu opisania
zespotu barwnikéw wspétpracujacych w fotosyntetycznej produkcji 1 czasteczki O2 Ge”-
nostka Emersona-Arnolda), awielko$¢ PSU oceniano na 2500 chl/o 2 na podstawie analizy
przebiegu produkcji O2 w warunkach pulsowego naswietlania komérek Chlorella [39].
Relacja miedzy wielkoscig jednostki Emersona-Arnolda a wielkoscig PSU w jej wspot-
czesnym rozumieniu jest nieco skomplikowana w zwiazku z wykryciem w miedzyczasie
istnienia PS 1i PS 2. Wielkos$¢ jednostki Emersona-Arnolda wyraza mianowicie wielko$é
PSU dla PS 2, ale dopiero po podzieleniu przez 4, co wynika z faktu, iz 4 akty transportu
elektronu sg niezbedne do zaleznego od PS 2 fotolitycznego uwolnienia 1 czgsteczki O2 z
H20 [3]. Odkrycie i opanowanie umiejetnosci oznaczania ilosciowego Qa i biatka Di, tj.
komponentéw PS 2 $cisle zwigzanych z jego centrum fotochemicznym (P-680) stworzyto
mozliwos$¢ alternatywnego (wobec tempa produkcji O2) sposobu oznaczania wielkosci
PSU dla PS 2 jako ilosci chi zwigzanego z tymi komponentami. Natomiast odkrycie i
opanowanie umiejetnosci oznaczania ilosciowego P-700 stworzyto mozliwo$¢ oznaczania
wielko$ci PSU dla PS 1. Zaréwno wielko$éjednostki Emersona-Arnolda podzielong przez
4, jak iilosci chi zwigzanego z Qa, Di czy P-700 mozna jednak uwazac tylko za wzgledne
wielkosci PSU odpowiednich PS, sposéb bowiem ich obliczania nie uwzglednia funkcjo-
nalnej asocjacji chi zPS 1iPS 2. Tylko wielko$¢ PSU znaleziong przy zastosowaniu technik
uwzgledniajacych funkcjonalng dystrybucje chi traktowaé mozna jako absolutng wielko$¢
PSU. Wzgledna wielko$¢ PSU jest jednak pojeciem bardzo uzytecznym przy opisie zmian
aparatu antenowego fotosyntezy towarzyszacych zmianom natezenia $wiatta [39]. Prawie
wszystkie doswiadczenia nad adaptacjami anten do natezenia $Swiatta byty wykonane
technikami umozliwiajacymi tylko ocene wzglednej wielkosci PSU.

Opierajac sie na wspotczesnej postaci koncepcji PSU, ktérej nazewnictwo stosowane
bedzie w dalszej czeSci pracy, zaproponowano istnienie dwoch typdw strategii adaptacyj-
nych aparatu fotosyntetycznego do natezenia Swiatta - zmian wielkosci PSU oraz zmian
gestosci rozmieszczenia PSU dla PS 11i PS 2 [43]. Opis wynikéw eksperymentow potwier-
dzajacych te sugestie wymagajednak uprzedniej bardziej szczegétowej prezentacji technik
stosowanych do okre$lenia wzglednej i absolutnej wielkosci PSU.

TECHNIKI STOSOWANE DO POMIAROW
WZGLEDNEJ WIELKOSCI PSU DLA PS 2

Techniki te pozwalajg na oznaczenie w sposob posredni stezenia P-680 w zawiesinie
chloroplastéw, tzn. oznaczenie na podstawie pomiaréw stezenia innych komponentéw
centrum reakcji PS 2 lub szybkosci powstawania produktéw aktywnosci fotochemicznej PS
2. Oznaczenie stezenia P-680 przez bezposrednie pomiary kinetyczne indukowanej $wia-
ttem zmiany absorbancji zawiesiny chloroplastéw przy 680 nm jest niemozliwe ze wzgledu
na silng fluorescencje kompleksdw antenowych przy tej dtugosci fali [38]. Wielkos$¢ PSU
oblicza sie dzielgc catkowite stezenie chi w badanej probce przez stezenie P-680:

a. Metoda AA320 - pozwala na oznaczenie stezenia Qa na podstawie indukowanych
Swiattem zmian absorbancji tego zwigzku przy 320 nm (pomiar wymaga pracy spektrofo-
tometru wwariancie split-beam). Poniewaz w ogélnie akceptowanych modelach struktury
centrum reakcji PS 2 przyjmuje sie, ze P-680 i Q a wystepuja w stosunku ilosciowym 1:1 [5],
stezenie Qa jest rowne stezeniu P-680.
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b. Metoda wigzania herbicydéw - pozwala na oznaczenie stezenia biatka Di na
podstawie analizy krzywych nasycenia wigzania radioaktywnych herbicydéw do zawiesiny
chloroplastow: Przyjmuje sie [5], ze Di i P-680 wystepuja w stosunku ilosciowym 1:1, wobec
czego stezenie Di jest rowne stezeniu P-680. Najczesciej uzywanymi herbicydami sg
atrazyna [14] i ioksynil [4].

C. Metoda 02/4 - polega na polarograficznym pomiarze poziomu produkcji O2 w
trakcie pulsowego naswietlania badanej zawiesiny chloroplastéw, w obecnosci sztucznych
akceptorow elektrondw (najczesciej uzywanajest para KsFe(CN)c + DMBQ [31,34]. Czas
trwania pulsow $wiatta wynosi kilka us ijest dobrany tak, aby umozliwi¢ tylko pojedynczy
obrot metaboliczny P-680, tzn. pojedynczy akt transportu elektronéw [31]. W takich
bowiem warunkach tempo produkcji O2 jest funkcjg wielkosci PSU. Rownocze$nie z
wihasciwymi impulsami $wiatta chloroplasty naswietlane sg stabymi impulsami w zakresie
dalekiej czerwieni (700-730 nm), co umozliwia obrét metaboliczny PS 1 w trakcie dos-
wiadczenia i zapobiega "zatykaniu" sie strumienia elektron6w na odcinku Qa - PO [8,10].
Wielko$¢ PSU oblicza sie dzielgc stosunek stezenia chi w prébce do tempa produkcji O2
przez 4, co jest konsekwencjg ogélnie akceptowanej tezy, iz powstanie jednej czasteczki
02 z H20 wymaga czterech aktdw przeniesienia elektronu [3].

d. Metoda uwalniania H+ - polega na pomiarze za pomocg pH-metru poziomu
produkcji H+ w trakcie pulsowego naswietlania badanej zawiesiny chloroplastéw, w
obecnosci sztucznych akceptoréw elektronéw [23]. Zasada obliczania wielkosci PSU i
warunki doswiadczenia sg takie same jak w przypadku techniki O2/4.

TECHNIKI STOSOWANE DO POMIARU
ABSOLUTNEJ WIELKOSCI PSU DLA PS 2

a. Metoda indukcji fluorescencji - polega na analizie krzywych indukcji fluorescencji
(przy 685 nm) w badanych prébkach (uprzednio adaptowanych do ciemnosci) pod dziata-
niem $wiatta w obecnosci DCMU. Herbicyd ten blokuje transport elektronéw pomiedzy
Qa i Qb - Kkinetyka wzrostu fluorescencji towarzyszacego ekscytacji wyraza zatem stan
utlenienia/redukji Qa [27]. Z kolei analiza zaleznosci (w skali pétlogarytmicznej) miedzy
powierzchnig ponad krzywg wzrostu fluorescencji a czasem wzbudzenia fluorescencji
pozwala na obliczenie wspo6tczynnika pochtaniania $wiatta przez PS 2. Absolutna wielko$¢
PSU moze by¢ nastepnie - na podstawie znajomosci wspétczynnika pochtaniania $wiatta
- obliczona przy zastosowaniu wzorow opracowanych przez Melisa i Anderson [40].
Obliczenie absolutnej wielkosci PSU dla PS 2 wymaga takze znajomosci stezeh Qa i P-700
w prébce, czyli wzglednej wielkosci PSU [19, 21,40].

b. Metody biochemiczne - polegajg na przeprowadzeniu, ktérgkolwiek z metod wymie-
nionychw podrozdziale poprzednim, oznaczen wielkosci PSU na oczyszczonych czgstkach
PS 2, wyizolowanych w sposéb zapewniajacy utrzymanie chi w kompleksie z polipeptydami.
Uzycie oczyszczonych i nienaruszonych czastek PS 2 pozwala traktowac oznaczong wiel-
kos$¢ PSU jako absolutna.
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TECHNIKI STOSOWANE DO POMIAROW
WZGLEDNEJWIELKOSCI PSU DLA PS 1

Techniki te pozwalajg na bezposrednie oznaczenie stezenia P-700 w badanej probce.
Wielko$¢ PSU oblicza sie dzielgc catkowite stezenie chi w probce przez stezenie P-700.

Metoda AA700 - pozwala na oznaczenie stezenia P-700 na podstawie indukowanych
Swiattem lub chemicznie zmian absorbancji tej formy chi przy 700 lub 430 nm [27,40].

TECHNIKI STOSOWANE DO POMIARU
ABSOLUTNEJWIELKOSCI PSU DLA PS 1

Metoda kinetyki fotoutlenienia P-700 - polega na analizie krzywych kinetyki zmian
absorbancji badanej probki przy 700 nm, spowodowanych fotoutlenieniem P-700 w obec-
nosci KCN. KCN uniemozliwia transport elektronéw od plastocyjaniny do P-700 [21].
Analiza zaleznosci (w skali pétogarytmicznej) miedzy powierzchnig nad krzywa zmian
A700 a czasem fotoutlenienia pozwala na obliczenie wspoétczynnika pochtaniania Swiatta
przez PS 1izwigzanej z nim wzorem Melisa i Anderson [40] wielko$ci PSU.

Okreslenie gestosci rozmieszczenia PSU polega na oznaczeniu, przy zastosowaniu
ktéregokolwiek z omoéwionych powyzej sposobow, stezenia P-680 lub P-700 i odniesieniu
go do ilosci komarek lub powierzchni lub Swiezej masy fragmentu tkanki, z ktorej przygo-
towano probke.

WIELKOSC | GESTOSC ROZMIESZCZENIA PSU
JAKO FUNKCIA NATEZENIA SWIATLA

PSU DLA PS 2

Istnieje szereg danych wskazujgcych na zalezno$¢ wzglednej wielkosci i gestosci roz-
mieszczenia PSU dla PS 2 od natezenia $wiatta. W tabeli 1itabeli 2 podsumowano wyniki
najwazniejszych doswiadczer wykonywanych na glonach iroslinach wyzszych. Wyniki prac
wykonanych na aparacie fotosyntetycznym glonédw wskazujg na istnienie strategii adapta-
cyjnych PSU zgodnych z wcze$niejszymi przewidywaniami Ramusa [43].

Strategia reprezentowana przez Chlorella i Chlamydomonas polega na zmniejszaniu
PSU wraz ze wzrostem natezenia $wiatta. Natomiast u zielenicy Dunaliella tertiolecta i
okrzemki Skeletonema costatum wielko$¢ PSU wydaje sie wzglednie niezalezna od nate-
zenia Swiatlta. Wzrost natezenia Swiatta wigze sie u tych glonéw z wyraznym spadkiem
gestosci rozmieszczenia PSU [16,45]. Podobne wyniki uzyskano dlaScenedesmus obliquus
przy zastosowaniu uproszczonej interpretacji krzywych indukcji fluorescencji, nie pozwa-
lajacej na obliczenie absolutnej wielkosci PSU.

Wyniki uzyskane dla roslin wyzszych (tab. 1) sa przez autoréw prawie wszystkich
przytoczonych prac uwazane za potwierdzenie istnienia strategii zmniejszania PSU wraz
ze wzrostem natezenia Swiatta. Szczegdlnie znaczne zmiany stwierdzili Leong i Anderson
[32] - 20-krotny wzrost natezenia $wiatta powodowat ok. 2,8-krotne zmniejszenie PSU
szpinaku. Jednocze$nie we wszystkich uwzglednionych w tabeli 1 przypadkach oraz w
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szeregu innych prac [7,30] stwierdzono wyrazne zmiany stosunku iloSciowego chi a/ chib
towarzyszace zmianom natezenia Swiatta. Tylakoidy roslin adaptowanych do wysokich
natezen Swiatta cechowat wysoki stosunek chi a/ chib i odwrotnie, np. wzrostowi natezenia
Swiatta w przedziale 70-725 e m*2 m s'l towarzyszyt wzrost stosunku chi a/chl b
tylakoidéw grochu z 2,4:1 do 2,9:1 [35]. Chi b jest barwnikiem wystepujgcym wytgcznie w
strukturze anten energetycznych, mozna zatem przyjaé, ze zmiany stosunku chi a/chl b
moga wyraza¢ przyblizone tendencje zmian wielkoéci PSU PS 2 - im wyzszy ten stosunek,
tym mniejsza PSU. Wyniki pomiar6éw zmian stosunku chi a/chl b stanowig wiec potwier-
dzenie wynikéw pomiaréw bezwzglednej wielkosci PSU.
TABELA 1. Wzgledna wielko$¢ PSU dla PS 2 glonéw i ro$lin wyzszych jako funkcja natezenia Swiatta

Gatunek Natezenie Jednostka Wielko$¢ PSU dla PS 2 [mol chi » mol 1P-680]
Swiatta miary wigzanie uwalnia- 02/4 AA320
herbicydu nie H +
Chlorella 0,1 W em 2 _ - 390 [24]
vulgaris 8 240
200-300 140
Chlamydomonas 47 pE em? sl - - 672 [42]
reinhardii 400 380
Dunaliella 45 pPE em2es1 - - 830 [16]
tertiolecta 600 710
Skeletonema 30 pE - m2e+s1 - - 605[16]
costatum 600 590
Groch 100 pE em'2+s'l 552[34] 613[34]
350 - 570
700 - 500
1050 - 472
1800 - 463
42 424[35] - _
93 283
215 193
440 177
840 151
Szpinak 15 % 515 [48]
30 Swiatta 485
100 dziennego 373
15 - - 444 7]
30 344
100 323

Powszechnie uwaza sie, ze zdolno$¢ do diugoterminowej regulacji wielkosci PSU,
zar6éwno u glondw jak i u roslin wyzszych, umozliwia efektywniejsze przechwytywanie
fotonoéw w przypadku niskich natezen Swiatla, a w przypadku wysokich natezen Swiatta
pozwala zmniejszy¢ ryzyko fotodegradacji aparatu fotosyntetycznego [47]. Bytaby to rea-
lizacja na poziomie organizacji PSU ogo0lniejszej strategii osiggania maksymalnej wy-
dajnosci fotosyntezy przy zaangazowaniu mozliwie najmniejszej ilosci komponentéw
strukturalnych, dla zaoszczedzenia energii i substratow niezbednych do ich utrzymania
[34].

Wyniki zawarte w tabeli 1sg jednak inaczej interpretowane przez Lee i Whitmarsha
[34]. Ich zdaniem, gdyby regulacja wielko$ci PSU rzeczywiscie wyrazata zasade maksyma-
lizacji wydajnosci fotosyntezy przy zaangazowaniu minimalnej ilosci komponentow struk-
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turalnych, to réznice wielkosci PSU miedzy roslinami adaptowanymi do poszczeg6inych
natezen powinny byé znacznie wigksze niz opisywane dla grochu i szpinaku w r6znych
laboratoriach (tab. 1). Ponadto autorzy ci uwazajg, ze cze$¢ wynikéw innych autoréw
obarczona jest powaznym btedem, a wyniki uzyskane dla najnizszych natezen S$wiatta
(ponizej Swietlnego punktu kompensacyjnego) catkowicie niewiarygodne ze wzgledu na
"wejscie do gry" dodatkowych czynnikéw regulacyjnych poza natezeniem $wiatta. Poniewaz
Lee i Whitmarsh [34] nie stwierdzili jednoczes$nie zadnych zmian gestosci rozmieszczenia
PSU w przeliczeniu najednostke powierzchni liscia (w przedziale natezen wynoszacym
100-1800 pE » m'2« s' ), wysuwaja oni kontrowersyjng teze o duzej stabilnosci aparatu
fotosyntetycznego na poziomie tylakoidéw i ich aparatu antenowego. Dtugoterminowe
adaptacje do natezenia Swiatta miatyby ogranicza¢ sie do reorientacji chloroplastow
wewnatrz komdrek i reorientacji lisci wzgledem kierunku padania $wiatta.

TABELA 2. Gesto$¢ rozmieszczenia PSU dla PS 2w komérkach glonéw i roslin wyzszych jako funkcja nateze-

nia $wiatta
Gatunek Natezenie Swiatta Gestos¢ rozmieszczenia PSU dla PS 2 czasteczek P-680
UE mm'2 5’1 103 A 1 *10 e+ komérka'l
Dunaliella 80 174 [45] -
tertiolecta 200 115
700 81
1200 61
1500 41
Skeletonema 30 6,6 [16]
costatum 600 4.4
Groch 100 - 302 [34]
350 - 320
700 - 425
1050 - 437
1800 - 425

Prébe wyjasnienia mechanizmow zmian wielkosci PSU dla PS 2 stanowig doswiadczenia
pochodzace z pracowni Anderssona [33, 36]. Na podstawie doktadnej analizy sktadu
polipeptydowego LHC Il izolowanego z tylakoidéw szpinaku lub grochu wysunieto teze,
iz réznica wielkosci PSU miedzy roslinami hodowanymi w warunkach wysokiego i w
warunkach niskiego natezenia Swiatta wynika z réznic zawartos$ci peryferycznej subpopu-
lacji LHC Il. Tylakoidy szpinaku adaptowanego do niskiego natezenia Swiatta miaty ok.
1,4 raza wiekszg PSU niz rodliny adaptowane do wysokich natezen $wiatta, a udziat
peryferycznej subpopulacji LHC Il wzrastat 1,2 raza [33,36]. Autorzy wspomnianych prac
przyjmujg zatem, iz peryferyczna subpopulacja LHC Il jest "jednostka regulacyjng” dtugo-
terminowych adaptacji PSU do natezenia $wiatlta. Teza ta znajduje potwierdzenie w
wynikach wczesniejszych poréwnawczych badan ultrastrukturalnych (technika kriorytow-
nictwa) nad tylakoidami roslin adaptowanych do réznych natezen $wiatta [22],

Istotne informacje na temat mechanizméw regulacji wielkosci PSU przynosza takze
badania nad mutantami charakteryzujgcymi sie obnizong zawartoscig chi b. Dawno juz
zauwazono istnienie licznych podobieristw co do sktadu tylakoidéw miedzy takimi mutan-
tami a roslinami adaptowanymi do wysokich natezer $wiatta. Najistotniejsze z tych podo-
bieAstw polega na tym, ze roéliny adaptowane do wysokich natezen takze cechuje - o czym
juz pisaliSmy - znaczna przewaga ilosciowa chi a w stosunku do chi b. Greene i wsp. [26]
wysuneli przypuszczenie, iz prawdopodobiefstwo adaptacji ma swoje podtoze w fakcie, iz



146 G. JACKOWSKI

mutanty przystosowujg sie w gruncie rzeczy do wysokiego natezenia Swiatta, jakie dociera
do wnetrza liscia w sytuacji obnizonej zdolnosci pochtaniania $wiatta (chi b jest barwnikiem
antenowym 1) i znacznie nizszej zawartosci catkowitego chi. Wydaje sie wiec uzasadniona
mozliwo$¢ wykorzystania wynikdw badahn nad mutantami o obnizonej zawartos$ci chi b do
rozwazan nad mechanizmami regulacji wielkosci PSU jako adaptacji do zmian natezenia
Swiatta. SzczegOlnie interesujgca w tym konteksScie jest seria prac wykonanych na tzw.
warunkowych mutantach soi (odm. ygyg) w pracowni Melisa [12, 19, 41]. Siewki soi tej
odmiany maja wysoki stosunek chi a/chl b i niskg zawarto$¢ LHCP 11, ale majg zdolno$¢
stopniowej akumulacji chi b w trakcie rozwoju, osiggajac w ciggu 12-28 dni (w zaleznosci
od natezenia $wiatta) stosunek chi a/chl b identyczny z roslinami dzikiego typu [19]. Serie
roslin odmiany yyye reprezentujaca rozne stadia rozwojowe, a tym samym rézne wartosci
stosunku chi a/chl b, mozna traktowaé jako odpowiednik serii roélin soi adaptowanych do
réznych natezen $wiatta. Analizujgc wielko$¢ PSU tylakoidéw roslin o stosunku chi a/chl
b mieszczacym sie w przedziale od 5,1 do 3,1 Morrisey i wsp. [41] doszli do wniosku, ze
regulacja wielkosci PSU odbywa sie przez powiekszanie rozmiarow subpopulacji peryfe-
rycznej LHC 11, podczas gdy wielko$¢ subpopulacji wewnetrznej LHC Il pozostaje jedna-
kowa na wszystkich stadiach rozwojowych. Powigkszanie subpopulacji peryferycznej nie
ma charakteru ciggtego dodawania nowych czasteczek barwnikéw do preegzystujagcych
czasteczek LHCP I, lecz polega na domontowywaniu, w miare zmniejszania sie stosunku
chi a/chl b, dojuz istniejgcych konfiguracji PSU catych czastek subpopulacji peryferycznej
LHC Il. W rezultacie wielkos¢ PSU wzrasta kazdorazowo 040 lub 80 czasteczek chl(a + b).

Koncepcja subpopulacji peryferycznej LHC 1l jako "jednostki regulacyjnej” PSU [33]
wydaje sie wiec mie¢ mocna podbudowe eksperymentalng. Nie oznacza to jednak, ze
koncepcja ta stanowi petne wyjasnienie mechanizméw regulacji wielkosci PSU, otwartymi
bowiem pozostajg pytania:

1. Czy pierwotnym miejscem regulacji jest komponenta chlorofilowa, czy polipeptydo-
wa czy moze montaz tych komponentow LHC 11?

2. Czy regulowana jest degradacja, synteza czy moze redystrybucja komponentéw LHC
1?

Badacze zajmujg w tych kwestiach r6zne stanowiska. Juz w 1980 r. [15] sugerowano, ze
wysokie natezenie Swiatta powoduje zahamowanie syntezy chlorofilu na poziomie gluta-
minianu i ze stanowi to pierwotny mechanizm zmniejszania PSU towarzyszacego u okrze-
mek wzrostowi natezenia $wiatta (zmniejszenie PSU okrzemek dotyczy PS 1, 0 czym bedzie
mowa w dalszej czesci pracy, natomiast wielko$¢ PSU dla PS 2 jest wzglednie niezalezna
od natezenia $wiatta [16]). Z kolei Fujita i wsp. [17] badajac zmiany stosunku chi a/chl b u
Chlorellapyrenoidosa hodowanej w $wietle o natezeniu 7,5 lub 300 W ¢ m'2 stwierdzili, ze
wielkos¢ PSU wzrasta nawet przy wysokim natezeniu $wiatta pod warunkiem inkubacji
komoérek Chlorella z chloramfenikolem. Wzrost wielkos$ci PSU spowodowany chloramfe-
nikolem mozna byto powstrzymac zaréwno gabakuling (inhibitor syntezy chlorofilu), jak i
cykloheksimidem (inhibitor biosyntezy biatek kodowanych przez genom jadrowy); jednak
dziatanie gabakuliny byto efektywniejsze w przypadku hodowli Chlorella w $wietle 300 W
e m'2. Autorzy sugerujg, ze regulacja wielkosci PSU jest kombinacjg zmian syntezy
chlorofilu i zréznicowanego powinowactwa chi do centrum reakcji PS 2i LHC Il. Z tym
ostatnim efektem, opisywanym takze przez innych badaczy [13, 44, 49] miataby by¢ zwig-
zana mozliwos$¢ przemieszczania sie puli chi pomiedzy kompleksami chlorofilo-biatkowy-
mi, wérdd ktorych centrum reakcji PS 2 miatoby najwyzszg zdolnos$¢ zatrzymywania chi, a
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LHC Il najnizsza. W warunkach wysokiego natezenia $wiatla i ogélnego zahamowania
syntezy chi, jego podaz na potrzeby montazu LHC Il bylaby dodatkowo ograniczana
preferencyjnym wigzaniem sie chi z biatkami centrum reakcji PS 2, co prowadzitoby do
zmniejszania sie PSU. Montaz bytby wiec, obok syntezy chi, drugim poziomem regulacji
wielkos$ci PSU. Taka sugestia znajduje potwierdzenie wwynikach pracy dotyczacej mutan-
ta ygy9 soi [12]. W tylakoidach roslin yays stwierdzono obecnos¢ polipeptydéw 12i 15 kDa,
ktérych ilo$¢ spada wraz ze wzrostem siewek i spadkiem stosunku chi a/chl b. Autorzy
uwazaja te polipeptydy za produkty czesciowej proteolizy LHCPII, ktére nie mogg byé u
mutantow uzyte do montazu LHC Il lub za "assembly proteins”, tzn. biatka utatwiajace
inkorporacje nowo zsyntetyzowanych LHCP Il do funkcjonalnych PSU. Opierajac sie na
wspomnianym juz, wysoce prawdopodobnym prawdopodobienstwie strategii adaptacji
PSU roslin hodowanych przy wysokim natezeniu $wiatta i mutantéw o obnizonej zawartosci
chi b [26], mozna sugerowaé, ze wysokie natezenie Swiatta obniza sprawno$¢ montazu
funkcjonalnego LHC II.

Wyijatkowy przypadek strategii adapcyjnej opisano u zielenicy Dunaliella tertiolecta.
Glony te nalezg do wspomnianej, nielicznie reprezentowanej grupy organizméw zdolnych
do dtugoterminowej regulacji gestosci rozmieszczenia PSU w komoérkach w odpowiedzi
na zmiany natezenia $wiatta [47], podczas gdy wielkos¢ PSU {mierzona technikg 02/4)
pozostaje wzglednie niezmieniona [16, 461. Jednoczes$nie stwierdza sie znaczne zmiany
stosunku chi a/chl b (5,4:1 przy 70 jjlEe m ®6'1i8,1:1 przy 1200 jiE « m'2+ $*2), co winno
by¢ interpretowane jako $wiadectwo istotnych zmian wielkosci PSU [45]. Strategia adap-
tacyjna polega na modyfikowaniu, stosownie do natezenia Swiatta, wzglednej zawartosci
poszczeg6lnych LHCP 11 r6znigcych sie sktadem zasocjowanych z nimi chi a i chi b, przy
zachowaniu prawie niezmienionej wielkosci PSU. Zmiany stosunku chi a/chl b towarzys-
zace zmianom natezenia wynikajg wiec z montazu czasteczek LHC Il réznigcych sie
istotnie tym stosunkiem [46]. Pierwotnym poziomem regulacyjnym jest najprawdopodob-
niej synteza biatka (LHCP I1), a nie synteza chi lub montaz PSU, jak to opisywano w innych
przypadkach [15, 17]. Niejednakowe zdolnosci poszczegélnych LHCP 1l Dunaliella tertio-
lecta do asocjowania chi a i chi b stanowig wtasciwos$¢ zasadniczo réznigcaje od LHCP Il
innych glonéw i roslin wyzszych, gdzie biatka te (podobnie jak biatka innych komplekséw
chlorofilowo-biatkowych) cechuje identyczna zdolno$¢ asocjacji chi (tylko w odniesieniu
do 28 kDa LHCP Il jeczmienia sugeruje sie, ze ma obnizong zdolno$¢ wigzania chi b lub
wcale sie z nim nie wigze [11]). Stad brak doniesien o analogicznych strategiach adapta-
cyjnych u innych gatunkéw roslin.

Mechanizmy adaptacji PSU do natezenia Swiatta poprzez zmiane gestosci rozmiesz-
czenia PSU pozostajg niewyjasnione. Nawet autorzy nielicznych prac, w ktorych opisywano
te strategie adaptacyjng (wytgcznie u glonéw) nie podejmujg préb wyjasnienia [28, 47].

PSU DLAPS 1

W tabeli 3 podsumowano wyniki najwazniejszych doswiadczen dotyczacych zmian
wzglednej wielkosci PSU dla PS 1 i gestosci ich rozmieszczenia jako funkcji natezenia
Swiatha, przy ktérym hodowano rosliny. U glonéw sytuacja wydaje sie bardziej skompliko-
wana niz w przypadku PSU dla PS 2, np. strategia adaptacyjna stwierdzona u Chlorella
fusca [50] nie stanowi czystej postaci zadnego z modeli Ramusa [43]. Wysokie natezenie
Swiatta powoduje zarbwno zmniejszenie PSU, jak i spadek gestosci rozmieszczenia PSU.
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U okrzemki Skeletonema costatum PSU ulega wyraznemu zmniejszaniu wraz ze wzrostem
natezenia $wiatta, pdoczas gdy gesto$¢ rozmieszczenia PSU pozostaje stata [16]. Natomiast
u Chlamydomonas reinhardii 9-krotny wzrost natezenia Swiatta (w przedziale 47-400 pE
e m2e+ s']) nie powoduje wyraznych zmian wielko$ci PSU.

TABELA 3. Wzgledna wielko$¢ i gestos¢ rozmieszczenia PSU dla PS 1w komérkach glonéw i roslin wyzszych ja-
ko funkcja natezenia $wiatta

Gatunek Natezenie Swiatta ~ Wielko$¢ PSU Gesto$¢ rozmieszczenia PSU dla PS 1
dla PS 1 fmol chi czasteczek P-700
* mol'1lP-7001 ¢ 105 «komorka'l <105 <A'l
Chlorella 5W em"2 1000 [50] 60,0 [50]
fusca 26 699 21,6
Chlamydomonas 477E em'2s'l 905 [42] -
reinhardii 400 1008
Dunaliella 45 730 [14] -
tertiolecta 80 - 240 [45]
200 - 200
600 610 -
700 - 105
1200 - 72
Skeletonema 30 1360 [16] 3,0 [16]
costatum 600 623 4,2
Groch 100 585 [34] - 390 [34]
350 500 - 379
700 481 - 442
1050 481 - 427
1800 481 - 407
42 446 [35] - -
93 437
215 428
440 398
840 388
Szpinak 15% 543 [48]
30 $wiatla 571
100 dziennego 613

Bardziej ujednolicona wydaje sie sytuacja u roslin wyzszych - wszystkie przytoczone w
tabeli 3 przyklady wskazujg na znaczny stopien stabilnosci aparatu antenowego PS 1.
Bardzo znacznym przyrostom natezenia Swiatta towarzyszy stosunkowo niewielkie zmniej-
szanie PSU i gestosci ich rozmieszczenia w komérkach grochu i szpinaku. U mutantéw
jeczmienia, soi i kukurydzy o obnizonej zawarto$ci chi b sg PSU dla PS 1 mniejsze niz u
form dzikich, lecz r6znice mutant - forma dzika sg znacznie stabsze niz w przypadku PSU
dla PS 2 [19, 20,26]. Nie wiadomo jednak, o jaki fragment PSU mutantow jest ubozsze od
PSU roslin typu dzikiego, a wiec ktéry fragment peini role "jednostki regulacyjnej”.
Ostatnio uzyskano w pracowni Albertssona [2] wyniki wskazujgce na istnienie w tylakoi-
dach szpinaku dwoch wariantdw PS 1 r6znigcych sie wzgledng wielkoscig PSU, nie
wiadomo jednak, jakiego fragmentu PSU dotyczy heterogenicznos¢. Interesujace wydaje
sie pytanie, czy niewielkie zmiany wielkosci PSU dla PS 1realizowane sg skokowo (jak to
sie postuluje w przypadku PS 2 [41]), czy w sposéb ciggly. Wyniki zawarte w tabeli 3 nie
pozwalajg najednoznaczne wnioskowanie, lecz doswiadczenia prowadzone na mutantach
y9y9 soi [38] i serii mutantow ryzu o zréznicowanym stopniu deficytu chi b [32] wskazuja,
ze wielko$¢ PSU zmienia sie skokowo przez domontowywanie do istniejacych konfiguracji
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czastek zawierajacych 40-60 czasteczek chi. Bylaby to daleko posunieta analogia do
mechanizmow regulacji wielkosci PSU dla PS 2, co pozwalatoby sadzi¢, ze podobnie jak
wprzypadku PS 2, pierwotnym poziomem regulacyjnym moze by¢ synteza chi lub/i montaz
funkcjonalny PSU warunkowany dodatkowo zréznicowanym powinowactwem chi do po-
szczegblnych komplekséw chlorofilowo-biatkowych. Istniejg dowody, iz powinowactwo
LHCP I do chi jest wieksze niz powinowactwo LHCP Il do chi [25] i w tej okolicznosci
nalezy zapewne upatrywac przyczyn wiekszej stabilnosci PSU dla PS 1wobec dtugotermi-
nowych zmian natezenia Swiatta docierajgcego do roslin.

STOSUNEK ILOSCIOWY PS 2/PS 1
JAKO FUNKCJA NATEZENIA SWIATLA

Niejednakowa podatno$¢ na —wywotane dtugoterminowymi zmianami natezenia $wia-
tta - modyfikacje wielkos¢ PSU dla PS 1i PS 2 prowadzi do zmian stosunkow ilosciowych
PS 2/PS 1 (mierzonychjako stosunek stezen centrow reakcji obu PS). Liczne dane wskazujg
na istnienie tendencji do wzrostu stosunku PS 2/Ps 1wraz ze wzrostem natezenia $wiatla,
w ktérym hodowano rosliny [1,6,9]. Poréwnanie z kolei, stosunku PS 2/PS 1dla tylakoidéw
roslin Swiatto- i cieniolubnych [8] wskazuje, iz osigga on wyzsze wartosci dla roslin
Swiattolubnych. Adaptacyjny charakter zmian stosunku PS 2/PS 1 potwierdzajg wyniki
doswiadczeri nad mutantami o obnizonej zawartosci chi b. Mutanty soi [48], kukurydzy
[26] ijeczmienia [19] cechuje znacznie wyzszy stosunek PS 2/PS 1 niz formy dzikie tych
gatunkdw. Istniejg dowody, iz wtym przypadku na efekt niejednakowych zmian wielkosci
PSU dla PS 1iPS 2 naktada sie efekt preferencyjnego wzrostu gestosci rozmieszczenia PS
2 [26]. Sugeruje sie, ze wysoka zawartos¢ PS 2 stanowi okoliczno$¢ umozliwiajacg utrzy-
manie rbwnowagi wykorzystania Swiatta przez oba PS, tzn. pozwala skompensowa¢ efekt
znacznego spadku wielkosci PS 2.
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