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W tym zeszycie « Postepow Biologii Komorki -

W artykule na str. 35 przedstawione sg nowe dane dotyczgce budowy najmniej
konserwatywnego, pozanukleosomowego histonu H1 oraz jego roli w regulacji
transkrypciji.

W artykule na str. 45 przedstawiono molekularne mechanizmy fotoinhibiciji -
zjawiska obnizenia aktywnosci fotosyntetycznej spowodowanego silnym Swia-
tlem.

Artykut na str. 67 zawiera przeglad najnowszej literatury dotyczacej meta-
bolizmu cukréw w roslinach, ze szczegdlnym uwzglednieniem fruktozo2,6-
bisfosforanu - niedawno odkrytego nowego efektora metabolizmu cukrow i
pirofosforanu.

Na stronie 87 przypomniano niektére zastugi Edwina G. Krebsa i Edmonda H.
Fischera laureatéw z 1992 r. nagrody Nobla z zakresu medycyny.

Zmiany w btonie komérkowe] towarzyszace osobniczemu starzeniu sie or-
ganizmu zajmujg uwage wielu badaczy. Zmiany takie mogg mie¢ powazny
wplyw na fizjologiczng wydolnos$¢ komorki. Problem ten jest oméwiony przez
jednego z ekspertéw w tej dziedzinie - dra hab. J. Witkowskiego w artykule na
stronie 111.



Z KRONIKI

Zarzad Gitéwny Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytochemikéw i Polskiego To-
warzystwa Anatomicznego oraz Redakcja Postepow Biologii Komorki zorganizowaty
doroczng XXII konferencje szkoleniowg z zakresu biologii komérki na temat: ZA-
STOSOWANIA METOD BIOLOGII KOMORKOWEJ | MOLEKULARNEJ w dniu 14
listopada (sobota) 1992 r. w Warszawie. Obrady odbyly sie w sali wyktadowej im. L.
Paszkiewicza w Anatomicum Akademii Medycznej przy ul. Chalubiriskiego 5.

Program Konferenciji:

prof, dr hab. Winicjusz DOMAGALA: Metody cytochemiczne w diagnostyce no-
wotworéw

dr Stanistaw ZAJACZEK i dr Jacek PODOLSKI: Badania molekularnogenetyczne
w diagnostyce nowotworéw

dr Pawet POMORSKI: Mikroskop konfokatny - zastosowania w biologii komorki

przerwa

prof, dr hab. Aleksandra STIOJALOWSKA: Cytofotometria przeptywowa w diagno-
styce

yprof, dr hab. Jerzy KAWIAK: Cytofotometria przeptywowa - problemy metodyczne
w diagnostyce biataczek

Organizatorzy



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 20, NR 1, 1993 (3-23)

ZNACZENIE METYLACJI DNA U EUKARYONTOW

THE SIGNIFICANCE OF DNA METHYLATION IN EUKARYOTES

Cezary WOICIK
Zaktad Histologii i Embriologii AM w Warszawie

Streszczenie. Niegdy$ uznawana za ciekawostke biologiczng metylacja DNA zajmuje obecnie kluczowe miejsce w
wielu dziatach badan biomedycznych. Badano jej role w regulacji ekspresji gendéw oraz wptyw na strukture
chromatyny dzigki odkryciu odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych oraz blokeréw metylotransferazy, takich jak
5-azacytydyna. Poznano wptyw metylacji DNA na oddziatywanie biatka-DNA, inaktywacje chromosomu X, imprin-
ting genowy, rozwdj zarodkowy i powstawanie nowotworéw.

Stowa kluczowe: metylacja DNA, metylotransferaza DNA, ekspresja genéw, struktura chromatyny, 5-azacytydyna,
inaktywacja X, imprinting genowy, rozw6j zarodkowy, powstanie nowotworéw.

Summary. The DNA methylation was considered a biological curiosity some time ago. Now it is recognized as a
very important phenomenon. It participates in the regulation of gene expression, and modifies the chromatine structure.
The basic tools used to study its role are the restriction enzymes, and methyltransferase blockers, such as 5-azacytidine.
The DNA methylation also takes part in protein-DNA interactions, X inactivation, genome imprinting, embryonic
development, and carcinogenesis.

Key words: DNA methylation, DNA methyltransferase, gene expression, chromatine structure, 5-azacytidin, X
inactivation, genome imprinting, embryonic development, carcinogenesis.

WSTEP

Od ponad czterdziestu lat wiadomo, iz poza czterema podstawowymi zasadami w DNA
moga znajdowac sie zasady nietypowe, zwiaszcza w DNA pochodzacym od organizmow
prokariotycznych. Zasady takie spotyka sie jednak takze i u eukaryontéw, przy czym jest to
prawie wytacznie 5-metylocytozyna (5-mC), choé¢ stwierdzono réwniez wystepowanie 4-me-
tylcytozyny i 6-metyladeniny [1].

Odmiennie rzecz sie ma co do 5-mC, stanowigcej u kregowcoéw od 3 do 6% wszystkiej
cytozyny genomu. U nizszych zwierzat procent tenjest o wiele nizszy, nie wykryto na przyktad
w og6le 5-mC w DNA pochodzacym od Drosophila melanogaster lub od drozdzy. Z tego
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powodu swego czasu twierdzono, iz metylacja DNA nie moze odgrywaé zadnej kluczowej
roli w zyciu komérek eukariotycznych i, ze jest swego rodzaju ciekawostkag biologiczna.
Jednakze brak metylacji u niektérych organizméw nie oznacza, iz nie jest ona wazna u tych,
u ktérych wystepuje [90]. Dla poréwnania, u wyzszych roslin do 30% cytozyn w DNA moze
wystepowacé w stanie zmetylowanym [1],

Obecnie przyjmuje sie, iz metylacjajest rzadkim zjawiskiem wsrdd organizméw o genomie
mniejszym niz 108 bp, a bardzo powszechnym u organizmdéw o genomie wiekszym.

Wystepowanie 5-mC jako pigtej zasady w nici DNA wydatnie zwieksza zawarto$¢ infor-
macji na odcinku o tej samej dtugosci, co daje ewidentne korzysci w przypadku ztozonych
organizmoéw eukariotycznych. Metylacja DNA jest ponadto mutageniczna, gdyz z duzg
frekwencjg zachodzi spontaniczna deaminacja 5-mC do T, mogaca zresztg zachodzi¢ rowniez
enzymatycznie. Jezeli tak powstate tyminy nie ulegng wycieciu i wymianie na cytozyny, to
po replikacji powstanie punktowa mutacja. W zwigzku z powyzszym, prawdopodobiefstwo
wytrzymania presji ewolucyjnej przez metylacje bytoby znikome, gdyby nie stuzyta ona
pozytecznym celom, przewyzszajagcym niekorzystne efekty mutacji [90].

Co sie tyczy wptywu na strukture DNA, to podczas gdy 6-metyloadenina destabilizuje
podwadjng helise, to 5-mC przyczynia sie do jej stabilizacji. Efektem metylacji cytozyny jest
réwniez wieksze prawdopodobienstwo lokalnego przejscia DNA w forme Z, czyli w helise
lewoskretng [1]. Grupa metylowa 5-mC lezy w duzej bruzdzie DNA, co moze stuzy¢ do
ostabienia lub wzmacniania wigzania sie biatek jadrowych [5, 64],

Obecnie ktadzie sie nacisk na wystepowanie zaleznosci pomiedzy stanem metylacji genéw
a ich ekspresja, zwitaszcza podczas rozwoju ontogenetycznego i réznicowania. Zaraz po
replikacji DNA, 5-mC znajduje sie wytacznie w starej nici, co pozwala rozpoznac¢ jg jako
wiasciwg w procesie naprawy DNA. Metylacja wydaje sie by¢ rowniez odpowiedzialna za
wystepowanie zjawiska imprintingu genowego, umozliwiajgcego réznicowg identyfikacje
materiatu genetycznego pochodzgcego od ojca lub od matki, a takze dziedziczenie defektow
epigenetycznych (epimutacje, funkcjonalna hemizygotycznos$¢) [110]. Zaburzenia prawidto-
wego wzoru metylacji genomu prawdopodobnie lezg u podstaw rozwoju nowotworow lub
przynajmniej sg z tym zjawiskiem w Scistej wspoétzaleznosci [3, 87], Postuluje sie takze role
metylacji DNA w inaktywacji chromosomu X u kregowcéw [65, 67]. ROwniez proces
starzenia sie komorek in vivo i in vitro wykazuje zalezno$¢ od poziomu 5-mC w genomie [33],
Wreszcie metylacja DNA stanowi¢ moze podstawe szeroko pojetej pamieci komoérkowej,
pozwalajgcej zré6znicowanej komorce odtworzy¢ po podziale wzor aktywnych i nieaktywnych
domen genomu, zwigzanych z wyzszego rzedu strukturg chromatyny, faldowaniem chromo-
somdw i koordynacjg czasowg replikacji [81].

Wszystkie te role metylacji sprowadzajg sie do wspomagania transmisji wolnej od btedow
informacji do komérek potomnych, co nie miatoby wiekszej roli np. u D. melanogaster, w
ciggu rozwoju ktérej zachodzi jedynie ok. 20 mitoz, a komorki dorostego osobnika, poza linig
piciowa, nie dzielg sie. Dla poréwnania, u cztowieka zachodzi na sekunde 106 mitoz, co daje
przecietnie 1016 mitoz w ciggu zycia osobniczego. Przy takiej ilosci podziatow, tatwo moze
dojs¢ do zaktocenia wiernosci przekazywanej informacji, co jest zjawiskiem bardzo niebez-
piecznym u wyzszych organizmow [81].

Enzymy restrykcyjne rozpoznajace specyficzne sekwencje w zaleznosci od ich stanu
metylacji staty sie pierwszym i wcigz bardzo uzytecznym narzedziem umozliwiajgcym
badanie metylacji genomu eukariotycznego. Okres$lanie stanu metylacji za ich pomocg jest
jednak tylko przyblizeniem, gdyz zaledwie od 5 do 15% dubletéw CpG znajduje sie w obrebie
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sekwencji rozpoznawanych przez takie enzymy restrykcyjne, jak Xho I, Msp I, Hha I, Sal |
czy Hpa Il. Wnioskowanie o stanie metylacji genomu jedynie z danych uzyskanych za ich
pomocg moze okazaé sie bardzo ztudne [85]. Aby poznaé stan metylacji wszystkich CpG w
danym odcinku DNA, nalezy uciec sie do techniki sekwencjonowania genomicznego [110].

W badaniach uzywa sie najczesciej pary izoschizomeréw Hpa Il / Msp |, rozpoznajacych
sekwencje CCGG. Enzymy te roznig sie jednak tym, ze podczas gdy Msp | rozpoznaje te
sekwencje bez wzgledu na stan metylacji wewnetrznej cytozyny, to Hsp Il jedynie wtedy, gdy
jest ona niezmetylowana [37, 103].

WYSTEPOWANIE ZMETYLOWANYCH ZASAD

Zmetylowane zasady nie wystepuja przypadkowo w genomie eukariontéw, lecz zwykle w
krotkich palindromowych sekwencjach [1], takich jak:

CmCGG GAMATTC mC Gj mCN G
GGmCC' CTTmAAG' GmC GNmC

Ponad 90% 5-mC wystepuje u zwierzat w sekwencji CpG, podczas gdy u roslin rowniez
w sekwencji CpNpG.

W komdrkach somatycznych kregowcow zwykle ok. 70% wszystkich dinukleotydéw CpG
zawiera cytozyne w formie zmetylowanej [44], Dinukleotydy CpG mozna znalez¢é w catym
genomie, jednak charakterystyczne jest ich wysokie zageszczenie co ok. 100 kb. Regiony te
nazywa sie wyspami CpG iw wielu przypadkach znajduja sie one w kierunku 5’ od poczatku
genow, w regionie szeroko pojetego promotora [81, 110].

Sekwencje CpG moga znajdowacé sie w trzech réznych stanach: niezmetylowanym, zme-
tylowanym na obydwu niciach DNA oraz zmetylowanym tylko na jednej nici, czyli hemi-
metylowanym. Ten ostatni stan wydaje sie by¢ in vivo niestabilny i moze wystepowac tylko
przejsciowo po replikacji (z powodu dziatania tzw. metylazy utrzymujacej) lub w czasie
aktywacji uprzednio nieczynnych genéw. Niestabilno$¢ hemimetylowanego DNA jest pod-
stawa dziedziczenia wzoréw metylacji DNA w sposob semikonserwatywny z pokolenia na
pokolenie, gdyz metylaza utrzymujgca odtwarza na nowo powstatej nici DNA wz6r obecny
na starej nici, podazajac za widetkami replikacyjnymi w czasie trwania fazy S. Okres, przez
ktory DNA pozostaje hemimetylowane, wydaje sie jednak niezbedny dla ekspresji niektérych
genoéw, naprawy DNA i segregacji chromosomoéw. Jezeli w jaki$ sposéb uniemozliwi sie
zadziatanie metylazy utrzymujacej, to nastgpi pasywna demetylacja ulegajaca nastepnie
dziedziczeniu. Niekiedy zachodzi proces odwrotny, a mianowicie metylacjade novo [1, 103].

Pewne regiony genomu sg zawsze wolne od metylacji, inne zawsze zmetylowane, wreszcie
jeszcze inne tylko w pewnych tkankach lub w pewnych warunkach $rodowiska. Wydaje sie
jednak, ze metylacja koreluje z "nadmiarem™ DNA w genomie. W komérkach somatycznych
kregowcow w stanie zmetylowanym wystepuje np. polirepetytywny oraz satelitarny DNA
[90]. Regiony o zwiekszonej metylacji wybarwiajg sie zwykle w chromosomach mitotycznych
jako prazki G [74] lub R [78]. Rowniez wysoko zmetylowany jest nieaktywny X w komoérkach
pochodzacych od organizméw ssakéw pici zenskiej.

W celu odpowiedzenia na pytanie, co determinuje, ktére dinukleotydy CpG ulegajg przede
wszystkim metylacji, wykonano nastepujace doswiadczenie naNeurospora crassa. Jej genom
zawiera jedynie od 1do 2% zmetylowanych cytozyn.
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Z biblioteki cDNA wyizolowano region tandemowy sktadajacy sie z licznych powto-
rzeh segmentu o dtugosci ok. 0,8 kb, ktéry, jak mozna sie byto spodziewaé, wystepuje u N.
crassa w stanie silnie zmetylowanym. Region ten pasazowano wielokrotnie na£. coli, wobec
czego utracit on catkowicie 5-mC. Nastepnie wprowadzono go ponownie do komaérek plesni,
gdzie zostat zmetylowany wedtug tego samego wzoru co oryginalnie, pomimo réznorodnosci
miejsc, w ktorych nastgpita jego integracja z genomem. Wynika z tego, iz region £,-r| sam
kieruje swoja metylacjg poprzez jaka$ specyficzng sekwencje albo nie zawiera sekwencji
zapobiegajacej metylacji. Wydaje sie trafniejsze to drugie rozwigzanie, gdyz po pierwsze,
podzielone przypadkowo endonukleazami fragmenty regionu ~-rj rowniez ulegaty metylacji,
a po drugie obcy DNA wprowadzony do komérki grzyba jest bardziej podatny na metylacje
niz sekwencje natywne [90].

Skomplikowany proces genetyczny wykryty ostatnio u N. crassa, tzw. RIP (repeated
induced point mutation), metylujacy dotychczas niezmetylowane domeny chromosomowe
réwniez wskazuje na statg gotowos$¢ metylacyjng mikrosrodowiska jadrowego. Sekwencje
DNA niezmetylowane muszg sie przed nig jako$ ochrania¢ [15].

Najwiecej tego typu sekwencji w komorkach somatycznych stanowig wyspy CpG wolne
od metylacji, tzw. MFI (methylationfree islands), dtugosci od 0,5 do 3,0 kb. Wystepuja one
stosunkowo czesto w regionie 5° promotora genéw funkcyjnych (housekeeping genes),
natomiast sg z reguty nieobecne lub o wiele ubozsze w dublety CpG w regionach promotora
genow tkankowo specyficznych [3].

Dla przyktadu, sposréd trzech izozymow anhydrazy weglanowej u cztowieka (CA), CA 1l
jest rozpowszechniony, CA Il specyficzny dla wtékien miesniowych, a CA I dla erytrocytow.
Gen CA Il ma wyspe bogatsza w CpG niz wyspa genu CA 1ll, podczas gdy gen CA | w ogéle
nie ma tego typu sekwencji [25],

Rozproszone w genomie, niezgrupowane dublety CpG sg w komaérkach somatycznych z
reguty wysoko zmetylowane w odrdznieniu od wysp MFI [3],

EUKARIOTYCZNA METYLOTRANSFERAZA

Znamy juz obecnie cata sekwencje eukariotycznej metylotransferazy DNA pochodzacej z
komorek ssakéw [EC 2.1.1.37], dzieki sklonowaniu jej z biblioteki cDNA przy uzyciu jako
sondy jednej z bakteryjnych metylaz. U cztowieka gen tego enzymu zlokalizowany jest na
chromosomie 19.

Uderza wysoka homologia sekwencji miedzy restrykcyjnymi metylazami bakteryjnymi a
regionem C-terminalnym 570 aminokwaséw ssaczej metylotrasferazy. Pozostatych 1000
N-terminalnych aminokwaséw nie wykazuje homologii do znanych gendéw i wydaje sie
spetnia¢ funkcje regulacyjng. Wystepuje tam region bogaty w cysteine, podobny do palca
cynkowego.

Taka budowa genu metylotransferazy sugeruje, iz powstat on prawdopodobnie wskutek
fuzji genu prokariotycznej restrykcyjnej metylotransferazy z innym genem o nieznanej fun-
kcji. Na podstawie tego wysunieto hipoteze, iz system metylacji DNA uwyzszych eukaryon-
tow moze pochodzi¢ od bakterii poprzez posrednika, ktéry selektywnie metylowa! de novo
egzogenny DNA i przekazywal zmetylowane sekwencje przytgczone do swojego genomu
potomstwu [3, 10],
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Metylotransferaza DNA ssakdw selektywnie metyluje cytozyne w dublecie CpG wystepu-
jacym zwykle w parze zkomplementarnym, przeciwrownolegtym GpC. Enzym ten rozpozna-
jejednak majaca ulec metylacji cytozyne takze w przypadku wystepowania w tym podwdjnym
duplecie innych zasad. | tak, pierwszym nukleotydem dubletu moze by¢ guanozyna lub
inozyna, jego komplementarng zasada cytozyna lub 5-mC, natomiast miejsce guanozyny
komplementarnej do majacej ulec metylacji cytozyny moze zaja¢ inozyna, O -metyloguano-
zyna, cytozyna, adenozyna, miejsce puste lub koniec 3’OH tafncucha. We wszystkich tych
przypadkach, metylotransferaza wykazuje wieksze powinowactwo niz w przypadku typowej
sekwencji [93].

Poniewaz 5-mC jest w genomie o wiele czestsza niz inne nietypowe zasady, wynika z tego
praktyczny wniosek, iz metylotransferaza lepiej i szybciej wigze sie z hemimetylowanym
DNA niz z niezmetylowanym. In vivo potwierdza sie to tym, ze metylacja de novo odbywa
sie 10 do 30 razy wolniej niz metylacja utrzymujaca. In vitro enzym ten metyluje prawie kazdg
sekwencje DNA zawierajaca CpG, nie ma natomiast w og6le powinowactwa do RNA.
Najszybciej ulega metylacji sztuczny polidezoksyrybonukleotyd poli [dIdC]*poli [dIdC] przy
uzyciu metylotransferazy uzyskanej z komorek HelLa lub mysiej linii MEL (erytroleukemicz-
nych). Szybkos$¢ reakcji w tym przypadku jest prawie stukrotnie wieksza w poréwnaniu z
natywnym, niezmetylowanym DNA [110].

Na podstawie badan nad obecnoscig metylotransferazy oraz jej mRNA w komorkach
BALB/c 3T3 wykazano, iz ich poziomy wzrastajg w czasie wejscia w faze S, przy czym
poziom mRNA wraca do poziomu spoczynkowego jeszcze przed konicem fazy S, podczas gdy
wygasniecie aktywnos$ci enzymu przecigga sie do przejscia G2/M. Poza tym obserwuje sie
maty pik aktywnosci metylotransferazy we wczesnej fazie GI, o niewyjasnionej roli. By¢
moze odpowiada on za metylacje DNA centromerowego. Transkrypcja genu metylotransfera-
zy zachodzi nawet w komérkach zahamowanych we wzro$cie, wobec czego jego ekspresja
ulega prawdopodobnie regulacji posttranskrypcyjnej. Metylotransferaza lokuje sie w czasie
fazy S in vivo tuz za widetkami replikacyjnymi oraz w odcinkach, gdzie zachodzi naprawa
[1,96].

Metylotransferaza prawdopodobnie rozpoczyna swoje dziatanie od ataku nukleofilowego
na C-6 pierscienia cytozyny z wytworzeniem posredniego zwigzku, jakim jest 5,6-dihydropi-
rymidyna. Powoduje to wysycenie podwdjnego wigzania C-5-C-6 iaktywacje C-5, do ktérego
nastepnie przytgcza sie grupa metylowa pochodzaca zwykle z S-adenozylometioniny. Wyso-
koenergetyczny zwigzek posredni daje ostatecznie 5-mC, gdy odiacza sie enzym i znika
podwdjne wigzanie C-5-C-6. Taki scenariusz dziatania metylotransferazy implikuje czasowe
rozerwanie podwadjnej helisy DNA w miejscu katalizy, gdyz wprowadzenie czterech rézno-
kierunkowych wigzan wegtéw 5 i 6 powoduje odksztatcenie pierScienia cytozyny i utrate jego
aromatycznosci, przez co nie pasuje on do przestrzennej struktury helisy DNA. Atak nukleo-
filowy metylotransferazy na C-6 cytozyny jest utatwiony, gdy rosnie tadunek czastkowy
zlokalizowany na tym weglu, co ma miejsce w przypadku osobliwych, tj. niezgodnych z
modelem Watsona-Cricka struktur DNA, takich jak potréjna czy poczwdrna helisa. Struktury
takie mogg in vivo wystepowa¢ w sytuacjach, takich jak: inicjacja replikacji, naprawa i
rekombinacja DNA [93].

Normalnym donorem reszt metylowych niezbednych w procesie metylacji jest S-adeno-
zylometionina, istnieje jednak mozliwos$¢, iz donorem tym moze tez by¢é metylokobalamina
(771,
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5-AZACYTYDYNA

Aktywnos¢ metylotransferazy mozna zablokowaé lub obnizy¢ poprzez uzycie rozmaitych
srodkow, takich jak: tworzacy potrojne nici poli [rA] *poli [rU] [110], ré6zne karcynogeny w
rodzaju benzopirenu czy musztardy azotowej [44], alkohol etylowy [29], prokainamid [88],
L-asparaginaza czy metanosulfonat etylowy [114],jednak najbardziej efektywnym zwigzkiem
jest analog cytozyny - 5-azacytydyna (5-azaC).

Ulega ona wbudowaniu do DNA podczas replikacji i poniewaz w pozycji C-5 zawiera
grupe azowa, nie moze ulec metylacji, co po nastepnej replikacji prowadzi do powstania miejsc
niezmetylowanych. Poniewaz jednak 5-azaC ulega wbudowaniu tylko w dos$¢ nielicznych
miejscach w DNA, ktérych ilo$¢ nie koreluje z rozlegtoscig wywotanej przez nig demetylacji,
nie jest to gtdéwny mechanizm odpowiedzialny za jej efekt. 5-azaC zachowuje si¢ jak nie-
kompetencyjny inhibitor metylotransferazy, powodujac jej trwate unieczynnienie poprzez
zwigzanie sie z nig wigzaniem kowalencyjnym. W ten spos6b aktywno$¢ metylazowa komorki
ulega znacznemu obnizeniu do czasu, gdy zostang zsyntetyzowane nowe czgsteczki enzymu
[44],

Dodana do hodowli ustalonych linii komdrkowych (np. GH12C1, C3H, 10T1, 3T3 itd.)
5-azaC wywotuje dramatyczne zmiany w fenotypie komoérek, przy czym zmiany te sg
utrwalone przez wiele pasazy po usunieciu 5-azaC z pozywki. Nisko zr6znicowane komorki
fibroblastyczne roznicujg sie po zadziataniu 5-azaC w kierunku komaérek chrzestnych, ttusz-
czowych czy tez mioblastow [44, 74]. Komorki nowotworowe, zwlaszcza nowotwordéw
zarodkowych, hamujg swojga proliferacje i przyjmuja formy bardziej dojrzate pod wptywem
5azaC. W wielu przypadkach nastepuje utrata ich zdolnos$ci do tworzenia guzéw in vivo [105].
Zmianom fenotypowym towarzyszy ekspresja wiekszej liczby gendw i co jest najciekawsze,
zjawisko to wystepuje takze u organizmoéw pozbawionych catkowicie 5-mC [17, 18].

Z drugiej strony, w niektérych modelach doSwiadczalnych, zwigzek ten okazywat sie
karcynogenny, powodowat transformacje nowotworowg zaréwno in vivo, jak i in vitro, a
nawet indukowat wzrost ztosliwosci nowotwordw juz istniejgcych [43].

Pomimo takich dwuznacznych wiasciwosci, uzyto jednak 5-azaC w klinicznych prébach
leczenia pacjentow chorujgcych na P-talasemie [55] lub naanemie sierpowatokomaérkowsg [24]
z dos¢ dobrymi wynikami.

Ostatnio wykryto, iz podanie tego zwigzku komérkom linii V79A03 24 h przed ekspozycja
na promieniowanie y, zwieksza prawie dwukrotnie ich tolerancje i przezycie [46].

Poza wykrywalng biochemicznie demetylacja DNA 5-azaC wywotuje tez szereg zmian
morfologicznych w jadrze komérkowym. Nastepujg zjawiska, takie jak: dekondensacja ob-
szar6w odpowiadajacych prazkom G, wymiana siostrzanych chromatyd, endoreduplikacja i
asocjacja "koniec do konica" pomiedzy chromosomami. Zwieksza sie wystepowanie widkien
taczacych pola skondensowanej chromatyny, nastepuje wydtuzenie centromeréw itelomerdéw,
a takze zmiana w czasie replikacji heterochromatyny konstytutywnej z péznej do wczesnej
fazy S. Jeszcze w 5 tygodni po zadziataniu 24 h pulsem 5-azaC obraz chromosoméw nie byt
w petni poréwnywalny z kontrolg, cho¢ poziom metylacji DNA po osiagnieciu minimum w
1tydzien po pulsie wracatjuz do normy.

W ciggu 2-3 tygodni po zadziataniu 5-azaC zwiekszyt sie stosunek syntezy DNA do
syntezy biatek, po czym réwniez powoli wrécit do poziomu kontrolnego. Jedynie nowe
fenotypy komérek okazujg sie trwalg konsekwencja zadziatania 5-azaC.
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Optymalnym stezeniem 5-azaC uzywanym w doswiadczeniach na hodowlach komérko-
wych jest poziom 2,5-3,0 |iM. Stezenia wyzsze sg coraz to bardziej toksyczne, a stezenia
powyzej 15 pM nie przezywa juz zadna komérka [74],

METYLACJA A EKSPRESJA GENOW

Wyniki wielu badan doswiadczalnych wskazuja na to, iz istnieje Scisty zwigzek pomiedzy
stanem metylacji DNA a ekspresja gendw u eukariontdw. W przyttaczajgcej wiekszosci
przypadkéw wzrost metylacji koreluje z inaktywacjg danego genu, podczas gdy demetylacja
koreluje z jego aktywacja. Wymieni¢ tu mozna dla przyktadu: syntetaze asparaginianowg
[114], mysig albumine [91], szczurzg y-krystalline [75], szczurze CYP2D3 i CYP2D5 [60],
szczurzg hydroksylaze tyrozynowg [48], ludzkie pepsynogeny A i C [41], ludzka Kkinaze
tymidynowa [22], ludzka proenkefaline [20], szczurzg y-glutamylotranspeptydaze [2], pro
a-1-[1] kolagen [99], pro-a-1-[I1V] kolagen [14] itd.

Podobng zalezno$¢ obserwuje sie w przypadku szeregu genéw wyizolowanych z ré6znych
wirusow, wykorzystujacych maszynerie genetyczng komérek eukariotycznych, np. lentiwiru-
sow [92], HIV-1 [89], SV-40 [32], HSV [6] czy adenowirusow [23, 72, 104].

Nie jest to jednak reguta wszechobowigzujaca, gdyz np. nie stwierdzono zadnej korelacji
pomiedzy stanem metylacji poszczeg6lnych dinukleotydéw CpG w regionie promotora genu
kurzego lizozymu ajego ekspresja [113], a w przypadku genu ludzkiej prolaktyny, stwierdzo-
no, iz hipermetylacja jednego z miejsc Msp | w obrebie drugiego egzonu, wywotana za
pomoca 1-D-arabinofuranozylcytozyny wywotuje jego wysoka ekspresje w liniach komérek
B-limfoblastoidalnych IM-9-P [30].

Na unieczynnienie droga metylacji zdajg sie by¢ najwrazliwsze geny, ktérych transkrypcja
odbywa sie za pomocg RNA polimerazy Il, cho¢ opisano takze inaktywacje dla genéw
transkrybowanych przez RNA polimeraze Il [9, 45], a takze prawdopodobnie przez RNA
polimeraze | [58],

Krytyczne miejsca, ktérych metylacja ma bezposredni wptyw na ekspresje danego genu,
zlokalizowane sg w regionie 5’ badz tez rzadziej w pierwszych egzonach lub intronach.
Metylacja w obrebie sekwencji transkrybowanych wywierajednak z reguty o wiele mniejszy
efekt, co sugeruje, iz metylacja blokuje inicjacje transkrypcji, a nie elongacje [64],

Z aktywacjg wyciszonych gendw zwigzanajest natomiast demetylacja, ktdrg w warunkach
doswiadczalnych mozna wywota¢ za pomocg 5-azaC, natomiast w przyrodzie stanowi ona
prawdopodobnie efekt koncowy kaskady reakcji. | tak, aktywacje genu dla prokolagenu
a-1-[1V] w komérkach linii F9 potwomiakoraka wywota¢ mozna po zadziataniu cAMP lub
kwasem retinowym, przy czym stwierdza sie¢ woéwczas demetylacje w regionie 5’ flankujacym
tego genu. Taki sam efekt uzyskuje sie po zadziataniu 5-azaC, jednak demetylacji w tym
regionie towarzyszy demetylacja innych sekwencji w catym genomie [14].

Wydaje sie jednak, ze demetylacja nie jest procesem warunkujacym aktywacje, lecz jej
konsekwencja lub zjawiskiem towarzyszacym, podobnie jak metylacja nie jest warunkiem
sine qua non inaktywacji genéw. Na przyktad dziatanie LPS na komérki limfoidalne pre-B
powoduje ekspresje genu k, lecz stosowny promotor ulega demetylacji dopiero w jakis$ czas
po rozpoczeciu produkcji tego tafncucha polipeptydowego przez aktywne limfoblasty [18].
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Aktywacja genow tkankowo specyficznych ze stanu uogdlnionej represji musi najpierw
obejmowac rozpoznanie genéw w stanie wcigz zmetylowanym, co zapoczatkowuje transkry-
pcje i demetylacje. Gdy geny te sg juz zdemetylowane, woéwczas sa stale dostepne dla
maszynerii transkrypcyjnej komorki [17]. Poznang role proceséw metylacji/demetylacji w
ekspresji gendw najlepiej jest przedstawic na klasycznych przyktadach genu kurzej witelloge-
niny Il i mysiej R-globiny (maj) [109, 110].

Gen witellogeniny Il zawiera w regionie 5’ flankujagcym cztery dinukleotydy CpG ozna-
czone kolejno: A w pozycji -525 (liczac od poczatku transkrypcji), B w pozycji -587, C w
pozycji -612 i D w pozycji -618. W regionie tym znajduje sie sekwencja wigzaca glukokorty-
koidy oraz sekwencja wigzgca 17R-estradiol, przy czym ta ostatnia obejmuje miejsca C i D.
Wraz z miejscem B tworzg one wyspe o dtugosci 32 nukleotydéw (od -587 do -616).

W DNA pochodzacym z erytrocytow kurczecia wszystkie te miejsca CpG sg w petni
zmetylowane, podczas gdy w DNA z jego hepatocytéw miejsce B wystepuje w stanie
hemimetylowanym. Po podaniu estradiolu, w ciggu 24 h wszystkie cztery miejsca CpG w
DNA watrobowym stajg sie hemimetylowane, co zbiega sie w czasie z pojawieniem sie mMRNA
witellogeniny Il. Dopiero w ciggu nastepnych 24 h nastepuje demetylacja cytozyn na komple-
mentarnej nici DNA [85, 86].

Pierwotnie przypuszczano, ze demetylacja jest procesem pasywnym i wymagajagcym
replikacji przy zablokowanej aktywnosci metylotransferazy na danym odcinku. Szybka de-
metylacja gendw dla witellogeniny Il czy tez dla 5-krystalliny, zachodzaca bez replikacji w
czasie rozwoju osobniczego, podobnie jak demetylacja wprowadzonego sztucznie do mio-
blastow genu dla a-aktyny, sugerujgjednak istnienie procesu enzymatycznego, choc¢ nie udato
siejeszcze wyizolowac tej hipotetycznej demetylazy. Innego dowodu najej istnienie dostarcza
masywna demetylacja catego genomu komérek erytroleukemii mysiej, zachodzaca po indu-
kcji HMB A w czasie zbyt krdtkim, aby to wyttumaczy¢ mechanizmem pasywnym. Co wiecej
pomimo braku replikacji zachodzi wowczas inkorporacja radioaktywnej dezoksycytydyny do
DNA, co sugeruje wyciecie i wymiane 5-mC na cytozyne przez nieznany enzym lub enzymy
[18].

Najbardziej przekonywujace jest jednak doswiadczenie, w ktérym pasazowano na E. coli
kilkanascie razy plazmid zawierajacy gen APRT (fosforybozylotransferazy adeninowej), az
zawierat on we wszystkich miejscach GATC zmetylowang adenine. Nastepnie plazmid ten
zmetylowano réwniez na wszystkich miejscach CpG, wprowadzono do komorek eukarioty-
cznych, po czym zabito je i stwierdzono wystepowanie zdemetylowanych CpG na tych
samych tancuchach, gdzie byta zmetylowana adenina, co dowodzi, iz demetylacja zaszta bez
syntezy DNA [28].

Niezaleznie od mechanizmu demetylacji in vivo doswiadczenia wskazuja, iz jest to proces
0 wysokiej specyficznosci zarowno w stosunku do sekwencji, jak i do nici DNA, podobnie
jak to sie ma z metylacja. Kazdy rodzaj komaérek somatycznych ma witasciwos$¢ demetylowa-
nia tylko tych gendw, ktére ulegaja w nich ekspresji, a wiec gendéw funkcyjnych i tkankowo
dla nich specyficznych.

Mysi gen dla R-globiny zawiera w regionie 5’ flankujgcym o dtugosci 364 bp TATA box,
CCAATbox oraz promotorowe sekwencje CACCC i TTATTTGCAT. Wystepujg w nim trzy
dinukleotydy CpG, jeden odosobniony w pozycji -88 i dwa zblokowane w pozycjach -225 i
-238, tuz przed CCAAT box. W komorkach wykazujacych ekspresje genu R-globiny zaden z
tych dubletéw nie jest zmetylowany. Wyizolowane z nich DNA mozna podda¢ dziataniu
eukariotycznej metylotransferazy, w wyniku czego cytozyna w pozycji -88 nie ulega metyla-
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cji, w pozycji -225_">4aje catkowicie zmetylowana, a w pozycji -238 hemimetylowana. Stan
taki wigze sie z brakiem aktywnosci tego genu.

Natomiast w nieindukowanych komarkach erytroleukemii mysiej miejsce -238 jest hemi-
metylowane, podczas gdy pozostate dwa miejsca sa niezmetylowane, co mogto by sie wigzac
z potencjg ekspresji tego genu w razie dotarcia specyficznego bodzca powodujgcego demety-
lacje [110].

Na tych dwaéch przyktadach wyraznie wida¢ specyficzno$¢ procesu metylacji i demetylacji
w zaleznosci od sekwencji i od nici DNA, co wigza¢ sie musi z istnieniem w komdrkach
rozbudowanych systemdéw czynnikéw trans-dziatajgcych i wigzacych sie z odpowiednimi
sekwencjami zasad w DNA w zalezno$ci od stanu ich zmetylowania. Czynniki te odpowiednio
aktywowatyby lub blokowaty transkrypcje.

WPLYW METYLACIJI NA ODDZIALYWANIA BIALKA-DNA

Inhibicja transkrypcji poprzez metylacje moze odbywaé sie w sposob posredni przez
upakowanie zmetylowanych regionébw DNA w nieaktywng chromatyne niedostepng dla
wiekszosci czynnikéw transkrypcyjnych lub w sposéb bezpos$redni poprzez uniemozliwienie
wigzania odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych rozpoznajacych zmetylowane zasady.
Niekiedy ten sam gen mozna inaktywowac przez metylacje na obydwa sposoby, jak ma to
miejsce dla kinazy tymidynowej u chomika [22].

Zbadano wplyw metylacji w obrebie sekwencji rozpoznawczej na wigzanie sie z nig
szeregu biatek jagdrowych (tab. 1). W badaniach tych oprécz techniki sekwencjonowania
genomowego wykorzystano tzw.footprinting genomowy, wykrywajacy "odciski" biatek na
nici DNA, np. poprzez probe dwumetylosiarczanowg na chroniong przed trawieniem nukle-
azami guanozyne genomowego DNA [108].

TABELA 1. Wplyw metylacji DNA na wiazanie si¢ czynnikdw biatkowych z odpowiednimi sekwencjami DNA

Biatko Sekwencja wigzaca Wplyw metylacji Zrédio
E2F TTTCGCGC hamuje wiazanie [52]
MLTF CCACGTGA hamuje wigzanie [107]

Spl GGGCGG brak efektu [6, 36, 39]
Czynnik TAT ..GCGC. hamuje wigzanie [4]
Czynnik RF AAGCGATA wymagana do wigzania [84]
MDBP ..CGRCG.. wymagana do wigzania [106]
Myn/myc GACCACGTGGTC hamuje wigzanie [79]
MIB-1 TGACGTCA hamuje wigzanie [42]

Wyizolowany z komdrek HelLa czynnik MLTF wigze sie z promotorami szeregu réznych
genéw, np. mysiej metalotioneiny I, szczurzego y-fibrynogenu, hGH, N-ras oraz z pznym,
duzym promotorem adenowirusa AAMLP (Adenovirus Major Late Promoter). Zawierajg one
podobng sekwencje wigzaca, charakteryzujgca sie wystepowaniem wjej obrebie dubletu CpG.
Metylacja tej cytozyny wystepuje w pozycji -58 w przypadku AdMLP. Powoduje to zahamo-
wanie wigzania MLTF oraz transkrypcji in vitro fragmentu AdMLP. Metylacja sgsiadujacego
dubletu w pozycji -52 nie wywiera natomiast zadnego efektu. Hemimetylacja w pozycji -58
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wywiera efekt posredni, gdyz DNA wcigz wigze MLTF, jednak z mniejszym powinowactwem
[101, 107],

Metylacja oddziatuje na wigzanie sie czynnika MLTF oraz podobnych czynnikéw biatko-
wych albo poprzez interferencje z sekwencjami rozpoznawczymi w duzej bruzdzie helisy albo
poprzez zaktocenie lokalnej geometrii DNA. Jak by nie byto, efektem koncowym jest
ostabienie wigzania biatko-DNA [64],

Podobnie umozliwiajgca przytgczenie sie demetylacja miejsca wigzania biatka TAT,
zlokalizowanego ok. 1000 bp w goére od miejsca inicjacji transkrypcji genu szczurzej amino-
transferazy tyrozynowej koreluje z poczatkiem jego transkrypcji [4], Tymczasem, tzw. czyn-
nik koguci RF (rooster factor), wigze sie zaraz za miejscem inicjacji transkrypcji genu
witellogeniny w przypadku, gdy znajdujacy sie tam dinukleotyd CpG jest zmetylowany, co
koreluje z nieaktywng postacig genu, podczas gdy biatko NHP 4 wigze sie z tym samym
miejscem niezaleznie od stanu metylacji. Co wiecej RF wystepuje w watrobie wytgcznie u
kogutdw, pozbawionych ekspresji witellogeniny, natomiast brak go u kur, co wskazuje na
kolejny poziom regulacji ekspresji gendw [84],

W Swietle tych badan tatwo zrozumie¢ specyficznos$¢ demetylacji DNA, np. w przypadku
genu witellogeniny Il w poblizu receptoréow dla glikokortykoidéw i estradiolu. Zalezy ona
prawdopodobnie od dziatania biatek wigzacych sie ze specyficznymi sekwencjami niezaleznie
od tego, czy demetylacja zachodzi jako proces pasywny czy tez za pomocg demetylazy.

Model interakcji tego typu mozna przedstawi¢ na przyktadzie MLTF. Miejsce wigzace ten
czynnik w stanie zmetylowanym ma do niego mate powinowactwo, ale w jaki$ czas po
replikacji, nim zadziata metylaza utrzymujgca lub niezaleznie - wskutek dziatania demetylazy
miejsce to moze by¢ hemimetylowane, a wiec o posrednim powinowactwie. Jezeli w komérce
MLTF wystepuje w duzym stezeniu, wigze sie ze swojg sekwencjg rozpoznawczg i ostaniajg
przed dziataniem metylotransferazy. Po nastepnej rundzie replikacji powstaje demetylacja
catkowita, a wiec miejsce o wysokim powinowactwie.

W przypadku czynnikow transkrypcyjnych nieczutych na stan metylacji sekwencji rozpo-
znawczej, np. Sp 1, determinacja tego, czy promotor danego genu bedzie aktywny i/lub
zdemetylowany, moze zaleze¢ wytacznie od wspotzawodnictwa miedzy wigzaniem tego
biatka a zmiang konformacji chromatyny w nieaktywng [53, 64].

Efekt ten moze zaleze¢ takze od wigzania sie ze zmetylowanymi sekwencjami biatek
blokujagcych transkrypcje, takich jak MDBP, MeCP-1 lub niedawno odkrytego MeCP-2.

Wyizolowane z ludzkiego tozyska biatko MDBP (methylated DNA binding protein)
rozpoznaje wiele sekwencji, przy czym niektore z nich muszg by¢ zmetylowane, a inne nie.
Na przyktad, MDBP wigze sie niezaleznie od stopnia metylacji z dwoma miejscami w
sekwencji wzmacniajacej mysiego wirusa z grupy polyoma i po jednym miejscu w sekwencji
wzmacniajgcej HBV i w LTR (Long Terminal Repeat) prowirusa konskiej niedokrwistosci
zakaznej. Natomiast wieksze powinowactwo do sekwencji zmetylowanych wykazuje MDBP
w przypadku promotoréw nastepujacych gendw ludzkich: fosforybozylotransferazy hypo-
ksantynowej, a-galaktozydazy A, HLA-A2, HLA-A3 i HLA-25 [106, 115].

W odréznieniu od MDBP, biatko MeCP-1 (methyl-CpG binding protein) wigze sie prakty-
cznie z kazdg sekwencjg zawierajacg zmetylowane dublety CpG, jednak dla petnego wigzania
musi by¢ ich co najmniej 12 zlokalizowanych blisko siebie [11,13], Natomiast biatko MeCP-2
0 masie 84 kd Scisle wigze sie z sekwencjami zawierajgcymi nawet pojedyncze zmetylowane
dublety CpG [11].
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Obecnos¢ tych biatek stwierdzono w wielu réznych liniach komérkowych i tkankach
pochodzacych od réznych gatunkéw. Komérki ubogie w MeCP wykazujg tylko niewielka
zalezno$¢ ekspresji gendw od stopnia metylacji promotoréw, co sugeruje, iz biatka te, a
zwlaszcza MeCP-2, mogtyby by¢ odpowiedzialne za efekty metylacji DNA, takie jak zaha-
mowanie transkrypcji i zmiana struktury chromatyny [12, 54, 61].

Za pomocg znakowanych fluorochromem przeciwciat anty-MeCP-2 barwig sie silniej
regiony chromosomoéw bogate w 5-mC, takie jak centromery i satelitarny DNA. Potwierdza
to, iz biatko to uczestniczy w oddziatywaniach ze zmetylowanym DNA réwniez in vivo [11].

METYLACJA DNA A STRUKTURA CHROMATYNY

Wykrycie wptywu metylacji reszt cytozynowych w dubletach CpG na oddziatywania
biatka-DNA pozwala przenies¢ rozwazania nad metylacjg z kategorii biochemicznych na
kategorie morfologiczne. Modyfikacja DNA stuzy jako swego rodzaju marker umozliwiajacy
upakowywanie nieaktywnych transkrypcyjnie genéw w nieaktywng konformacje chromatyny
bez potrzeby specyficznych czynnikdw trans- lub cis- dziatajagcych [28].

Wykazano, ze po potaczeniu in vitro zmetylowanego odcinka DNA z histonem HI cze$¢
miejsc uprzednio wrazliwych na dziatanie Mspl ulega zamaskowaniu i nie podlega przecieciu
pod wptywem tego enzymu [37].

W celu ustalenia zaleznos$ci struktury nukleosomalnej od stanu metylacji badano gen
aminotransferazy tyrozynowej (TAT) myszy. W komdrkach wykazujacych ekspresje TAT
region promotora zawiera "odciski" footprints) r6znych czynnikéw biatkowych, podczas gdy
nie wykryto ich w przypadkach promotorow pochodzacych z komérek nie wykazujacych
ekspresji tego genu, mimo iz zawierajg one wszystkie niezbedne biatka. W tej ostatniej klasie
komérek omawiany region jest niewrazliwy na dziatanie DNAazy |, ajego CpG znajdujg sie
w stanie zmetylowanym.

Szczegbétowo zbadano miejsce wigzania biatka CREB (cCAMP Responsive Element Binding
Protein) do miejsca CRE potozonego 3,6 kb w gore od miejsca inicjacji transkrypcji genu
TAT, ktore zawiera dublet CpG. In vitro, CREB wigze sie silnie do niezmetylowanego CRE,
stabiej do hemimetylowanego, a nie wigze sie wcale do zmetylowanego CRE. In vivo, w
niektorych przypadkach po zadziataniu 5-azaC badany region ulega demetylacji, ajednak nie
wigze CREB. Wykonano trawienie nukleazg mikrokokalna, tnaca jedynie odcinki DNA
potozone pomiedzy nukleosomami, a nastepnie odpowiednie blottings. Okazato sig, ze regio-
ny wigzania biatek w promotorze TAT s3a nawiniete wokot nukleosoméw i w ten sposéb
chronione in vivo przed przytaczeniem czynnikéw biatkowych w komérkach nie wykazuja-
cych ekspresji. Sugeruje to, iz metylacja moze uczestniczy¢ w ustanawianiu pewnej niedoste-
pnej, "zamknietej" konfiguracji chromatyny, lecz nie jest niezbedna do jej utrzymania [108].

Zmetylowane dublety CpG zlokalizowane sg gtownie w obrebie nukleosomdw zawieraja-
cych HI, podczas gdy regiony niezmetylowanych wysp CpG sa bardzo ubogie w HI w
poréwnaniu z resztg chromatyny. Natomiast zawarte w ich obrebie histony H3 i H4 sg silnie
zacetylowane. Za roznice w strukturze chromatyny by¢ moze odpowiadajg biatka MeCP [98,
108]. Regiony wysoko zmetylowane ulegajg p6zniejszej replikacji w czasie fazy S niz regiony
w petni aktywnej euchromatyny. OpdzZniona replikacja w poblizu zmetylowanych wysp CpG
koreluje z tatwiejszym tamaniem sie i rekombinacjg chromosomdw w ich poblizu [3].
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Metylacja poczatkéw replikonéw moze odpowiadac nie tylko za koordynacje czasowg
replikacji poszczegdlnych odcinkéw DNA, lecz takze za wyzszego rzedu strukture chroma-
tyny. Biatka pokrewne strukturalnie bakteryjnym enzymom restrykcyjnym typu I, ale bez
aktywnos$ci endonukleazy wiazg sie ze specyficznymi miejscami w DNA (tzw. folding
elements). Miejsca te rozmieszczone sg co 50 do 100 kb i zblizaja sie do siebie zapoczatko-
wujac tworzenie sie petli, u ktérych podstaw powstaje biatkowy szkielet. Przy zetknieciu sie
ok. 1000 takich podstaw petli szkielet taki osiggnatby dtugos¢ 5 |im, odpowiadajgca przeciet-
nej dtugosci chromosomu mitotycznego [81].

Uwzglednienie wszystkich zebranych do tej pory danych pozwolito sformutowa¢ model
wyjasniajacy wyniki wielu doswiadczen. Chromatyna wystepowaé by miata w dwdéch zasad-
niczych formach, oznaczonych | i Il. Forma | nie ulegataby metylacji po replikacji w
odroznieniu od formy Il. Gdy do DNA wigzg sie r6zne biatka niehistonowe, fragment ten
przybiera konfiguracje otwarta, czyli forme I, ktérej prawdopodobnie odpowiada 10 nm
widékienko chromatynowe. Natomiast brak wiazania biatek niehistonowych na odcinku dtu-
gosci minimum 1-2 kb powoduje spontaniczng przemiane chromatyny w forme Il, o struktu-
rze wiokienka 30 nm lub wyzszej. Zamiana tak powstatego regionu w forme I jest trudna i
wymaga udziatu specyficznych czynnikoéw biatkowych. Przed replikacja region ten znajduje
sie w stanie niezmetylowanym, jednak w jej trakcie ulega netylacji de novo. Wyklucza to
wigzanie sie czynnikow biatkowych do ich sekwencji rozpoznawczych, poza niewielka grupa
czynnikéw mogacych sie wigza¢ ze zmetylowana forma Il. Przytaczenie sie takiego czynnika
do specyficznej sekwencji inicjuje przemiane danego regionu w forme I, a nastepnie jego
demetylacje czynna badz bierna.

Zgodnie z tym modelem nie jest mozliwe bezposrednie przejscie z niezmetylowanej do
zmetylowanej formy |. Ta ostatnia wystepuje jedynie jako forma posrednia w czasie procesu
aktywacji genéw. Natomiast przejscie ze zmetylowanej do niezmetylowanej formy Il nie
wystepuje co prawda w naturze, ale mozna je wywota¢ za pomocg 5-azaC.

Model ten pozwala wnioskowa¢, iz metylacja jest raczej zjawiskiem wtérnym do braku
ekspresji genéw, pozwalajagcym na bardzo doktadng pamieé¢ komérkowa co do tego, ktére
regiony chromatyny maja ulegac¢ ekspresji, a ktore nie, oraz zapobiegajacym ich przypadkowej
aktywacji [90].

METYLACJA A INAKTYWACJA CHROMOSOMU X

Przyktadem masowej inaktywacji genow zlokalizowanych na jednym chromosomie jest
wystepujaca .we wczesnym okresie zarodkowym ssakow inaktywacja chromosoméw X u
samic lub osobnikéw o nieprawidtowym genotypie, zawierajagcym dodatkowe X.

U torbaczy inaktywowany jest preferencyjnie X pochodzacy od ojca. U tozyskowcow taki
proces zachodzi w trofoblascie, podczas gdy w ciele zarodka tuz przed gastrulacja nastepuje
zupetnie przypadkowa inaktywacja jednego z dwéch X obecnych w komoérce. Nieaktywny
stan chromosomu X jest bardzo stabilny, gdyz zaobserwowano tylko bardzo rzadkie przypadki
derepresji jego niewielkich regionéw, pomimo uzycia catej plejady réznorodnych $rodkow.
Wyjatkiem jest 5-azaC, ktora wywotuje reaktywacje wielu genéw "niemego™ X. Pozwolito to
sformutowac hipoteze, iz to wiasnie metylacja odgrywa znaczaca role w procesie inaktywacji
chromosomu X [82].
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Pierwsza grupa dowoddw popierajacych te teze pochodzi z badan nad transformacja
komorek za pomocg genu fosforybozylotransferazy hypoksantyny (HPRT) zlokalizowanego
na chromosomie X. DNA izolowane z komorek pochodzacych ze zmutowanych myszy
zawierajacych dziki allel na nieaktywnym X nie powoduje transformacji komdrek HPRT-, w
odrdznieniu od linii zawierajacej dziki allel na aktywnym X. Jednakze gdy zreaktywuje sie
gen dla HPRT za pomoca 5-azaC, DNA z nieaktywnego X zyskuje zdolno$¢ transformacji
komérek HPRT-.Ekspresja tego genu jest u reaktywantdw na réznym poziomie, co by¢ moze
wskazuje na wptyw réznych stopni demetylacji [56].

Podobne wyniki otrzymano w badaniach nad ludzkim genem kinazy fosfoglicerynianowe;j
(PGK 1). Otrzymano hybrydy pomiedzy komdrkami cztowieka i chomika, zawierajgce ludzki
nieaktywny X, poddano je dziataniu 5-azaC, a nastepnie badano ekspresje PGK 1 Klony
komorkowe wykazujace ekspresje poddano analizie molekularnej i stwierdzono, ze bogaty w
dublety CpG region dtugosci 400 bp zlokalizowany w gére od miejsca inicjacji transkrypcji
genu PGK1 wystepuje w stanie niezmetylowanym, podczas gdy w klonach nie wykazujgcych
ekspresji region ten jest albo catkowicie zmetylowany, albo wystepuja w nim naprzemiennie
odcinki zmetylowane i niezmetylowane. Strefa tajest prawdopodobnie promotorem niezbed-
nym dla inicjacji transkrypcji. Analogiczne wyniki otrzymano dla genéw HPRT i G6PDH
[35],

Sprawa inaktywacji X nie jest jednak tak prosta, jak by sie mogto wydawac¢, gdyz gen
HPRT znajdujacy sie na preferencyjnie inaktywowanym X w tkankach pozazarodkowych
myszy zachowuje zdolno$¢ transformowania komaérek HPRT- podobnie jak pojedynczy X
izolowany z plemnikéw. Sugeruje to, iz molekularna podstawa procesu inaktywacji w tkan-
kach somatycznych rézni sie od tego, co zachodzi w tkankach pozazarodkowych i w czasie
spermatogenezy.

Wzér metylacji wysp CpG w poblizu genéw funkcyjnych na aktywnym X jest podobny
jak na autosomach, podczas gdy sg one wysoko zmetylowane w przypadku nieaktywnego X
w tkankach somatycznych. Jednakze, pomimo iz te wyspy sg nisko zmetylowane w plemniku
i w nieaktywnych X pochodzacyh z tozyska, sg tam nieaktywne, a z drugiej strony inne geny
na nieaktywnym X sg nieaktywne, pomimo iz nie maja one w poblizu wysp CpG [67].

Wydaje sie wiec, ze metylacja jest zjawiskiem wtérnym, powodujagcym utrwalenie nie-
aktywnego stanu X i dodatkowe zabezpieczenie przed jego reaktywacjg. Udowodniono, ze
np. w przypadku genu HPRT jego metylacja zachodzi dopiero po inaktywacji [57].

Wzér metylacji nieaktywnego X jest wyjgtkowo stabilny i nie ulega zmianie wraz z
wiekiem osobniczym, jak wykazano na przyktadzie genéw G6PDH i GdX, poréwnujac ich
stan metylacji w leukocytach pochodzacych od grupy mtodych (5-20 lat) i starych (85-95 lat)
kobiet [73].

Wszystkie te dane pozwolity sformutowacé pelny model inaktywacji X, mogacy miec
zastosowanie takze do nieaktywnych odcinkow autosoméw. Skiadajg sie na niego cztery
zjawiska, niekoniecznie zachodzace w opisanej kolejnosci. Po pierwsze, musi nastgpi¢ wybor
aktywnego X, mogacy polega¢ na specyficznej lokalizacji tzw. centrum aktywacyjnego lub
jego powigzaniu z btong jadrowg. Po drugie, nastepuje metylacja kluczowych miejsc, powo-
dujaca inaktywacje en block, co odzwierciedla sytuacje we wczesnym rozwoju lub w komor-
kach EC. Etap ten moze by¢ w catosci odwracalny przy uzyciu 5-azaC. Po trzecie, nastepuje
zmiana konformacji chromatyny, ktdra dzieli inaktywowany chromosom na segmenty inakty-
wacyjne. Zjawisko to wystepuje w czasie rdznicowania sie pluripotencjalnych komoérek w
kierunku linii rozwojowych o mniejszym potencjale i moze odpowiada¢ za wyodrebnianie sie
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regionow heterochromatyny. Taka demarkacja segmentéw tlumaczy to, iz 5-azaC wywotuje
tylko ograniczong reaktywacje. Na tym etapie niektore geny (np. HPRT) sa wcigz niezmetylo-
wane i utrzymujg zdolno$¢ do transformacji. Stan ten odpowiada stopniu inaktywacji X w
endodermie pecherzyka zéttkowego lub trofektodermie tozyska. Wreszcie czwartym, ostat-
nim etapem wystepujacym w komorkach ulegajacych réznicowaniu terminalnemu (ale z
pominieciem pierwotnych komorek piciowych) jest ostateczna metylacja gendéw na nieak-
tywnym X, prawdopodobnie wystepujaca jako integralna cze$¢ mechanizmoéw rdznicujacej
metylacji genomu, inaktywujacej wszystkie wyspecjalizowane geny niepotrzebne w funkcjo-
nowaniu konkretnej komorki [67].

Obecnie wiadomo, ze sposréd wielu genéw nieaktywnego X, pewna niewielka czes$¢ nie
ulega inaktywacji. Sg to przewaznie geny majace mniej lub bardziej homologiczne odpowied-
niki na chromosomie Y, takie jak MIC2, ZFX czy RPS4X. Pozostaje do sprawdzenia ich
stopien metylacji [26].

Ostatni z tych genéw lezy kuriozalnie w poblizu tajemniczego centrum inaktywacyjnego
(XIC - X inactivation center) zlokalizowanego na dtugim ramieniu X.

Pozostaje do rozstrzygniecia, jakg nature ma wyzwalany w pierwszym etapie inaktywacji
sygnat. Jako jedno z mozliwych ttumaczen tego procesu proponuje sie model enhancer-way-
station, zakladajacy interakcje specyficznych biatek ze zlokalizowanymi cojakis$ czas wzdtuz
X sekwencjami. By¢é moze na wigkszosci autosoméw istnieja sekwencje zapobiegajace temu
procesowi. Jak narazie jedynym kandydatem na sekwencje cis-regulujgce ten proces sg wyspy
CpG chromosomu X [83].

IMPRINTING GENOWY

Stwierdzenie faktu, ze u tozyskowcow ulega inaktywacji preferencyjnie X ojcowski w
tkankach pozazarodkowych, pozwala stwierdzi¢, iz musi mie¢ on jaki$ wyznacznik, na
ktdrego podstawie komarka odrdznia, czy jest on pochodzenia ojcowskiego, czy tez matczy-
nego. Wyznacznik taki zwie sie imprintem genowym. Co wiecej, w tkankach zarodka imprint
taki musi ulec zupetnemu wymazaniu we wczesnych etapach rozwoju, co determinuje przy-
padkowg inaktywacje X [69].

Mozna zdefiniowac imprinting genowy jako réznicujagcg modyfikacje materiatu genetycz-
nego zygoty w zaleznosci od tego, czy pochodzi od ojca czy od matki, ktéra prowadzi do
zroznicowanej ekspresji alleli rodzicielskich podczas rozwoju i u dorostego osobnika [66].

Owa réznicujaca modyfikacja jest niezbedna dla prawidtowego rozwoju zarodka, gdyz
zaréwno zarodki gynogenetyczne, jak i androgenetyczne nie rozwijaja sie prawidtowo. W
pierwszym przypadku dobrze rozwijajg sie struktury wiasne zarodka, natomiast struktury
pozazarodkowe sg niedorozwiniete, podczas gdy w drugim zachodzi odwrotna sytuacja [66,
95].

Ma to swoj odpowiednik w patologii ludzkiej, gdyz w potwomiakach jajnikow (struktury
zarodkowe) wystepuje diploidalny garnitur chromosomoéw matczynych, natomiast w zasnia-
dzie graniastym (struktury pozazarodkowe) wystepuje dispermia lub duplikacja haploidalne-
go garnituru chromosomoéw ojcowskich przy eliminacji chromosomoéw matczynych [8].

Chromosomy matczyne wydaja sie wazniejsze w okresie, gdy komérki zarodka sg totipo-
tencjalne lub pluripotencjalne, podczas gdy chromosomy ojcowskie sg wybidrczo wymagane
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do proliferacji zréznicowanych tkanek, zarowno wewnatrz jak i zewnatrzzarodkowych [94],
Takie komplementarne zachowanie sie genomoéw rodzicielskich w czasie rozwoju wydaje sie
by¢ spowodowane tym, iz w rzeczywisto$ci imprinting genowy powoduje wykluczenie
jednego z alleli genoéw regulacyjnych. Takie wykluczanie alleli wywotuje zjawisko funkcjo-
nalnej haploidalnosci genéw [38].

Jako molekularng podstawe imprintingu zaproponowano metylacje DNA, opierajgc si¢
poczatkowo nardznicach w stopniu metylacji pomiedzy gametami. Oocyt u myszy charakte-
ryzuje sie niskg zawartoscig 5-mC, DNA plemnikow za$ jest wysoko zmetylowane [66].

Hipoteza ta zostata potwierdzona w badaniach nad dziedziczeniem transgendéw, gdyz
stwierdzono, ze w ok. 20% przypadkdéw poziom ich ekspresji zalezy od tego, od ktérego z
rodzicow zostaty odziedziczone. Ulegajace imprintingowi transgeny transmitowane przez
samce ulegajg we wszystkich znanych przypadkach ekspresji, co koreluje z ich hypometylacja
u potomstwa. Natomiast transgeny transmitowane przez samice wykazujg zniesiong lub
obnizong ekspresje, czemu towarzyszy ich znaczna hypermetylacja. Wydaje sie jednak, ze
przynajmniej w niektérych przypadkach zalezno$¢ ta powinna ulec odwrdceniu.

Wyniki te doskonale zgadzajg sie z obserwacjg, ze disomie chromosoméw matczynych
prowadza do zespotéw niedoborowych, podczas gdy disomie chromosomoéw ojcowskich do
zespotéw nadmiarowych.

Uwaza sie, ze ok. 10% genomu ulega w warunkach normalnych imprintingowi, co
kontrastuje ze zwiekszong czestoScig imprintingu ws$rod transgendw, zwazywszy, iz ulegaja
one wbhudowaniu do genomu w sposob przypadkowy. By¢ moze, odpowiedz na ten dylemat
tkwi w tym, ze imprinting na poziomie molekularnym obejmuje o wiele wiekszg cze$¢ genomu
niz na poziomie fenotypowym [80, 94], Imprint dziadkéw ulega zwykle wymazaniu przy
wejsciu do nastepnego pokolenia, jednak na przyktad w przypadku ekspresji genu antygenu
powierzchniowego hepatitis B u transgenicznej myszy, wystepuje powstawanie trwatego
imprintu pod postacig zmiany wzoru metylacji po przejsciu transgenu przez samice [34].

Natomiast w przypadku transgenu TK 2751, wykryto kumulacyjny efekt epigenetycznych
modyfikacji w zaleznosci od sukcesywnej transmisji przez linie zeniskg lub meska, podobnie
jak ma to miejsce w dziedziczeniu plasawicy Huntingtona. Zaczyna sie ona we wczesnym
wieku przy transmisji od dziadka do ojca w odréznieniu od transmisji od dziadka do matki
[94],

Zjawiska imprintingu odgrywaja takze role w wystepowaniu dziedzicznych form guza
Wilmsa i miesaka kostniakowego [7, 18, 87, 100] oraz zespotu uposledzenia umystowego
FraX, czyli kruchego chromosomu C [47],

Mimo doktadnego opisania sekwencji ulegajacych metylacji w przypadku imprintowanych
transgen6w, wciagz nie zidentyfikowano bezbtednie endogennych gendw imprintowanych w
ten sposéb. Odpowiednimi kandydatami wydajg sie m.in. geny dla czynnikéw wzrostu i ich
receptoréw [94],

ROLA METYLACII W ROZWOJU

W czasie rozwoju ontogenetycznego i réznicowania sie poszczegdlnych komorek zacho-
dzg drastyczne zmiany w poziomie metylacji ich genomu.
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Jak juz wspomniatem, DNA zygoty pochodzace od ojcajest generalnie hypermetylowane,
podczas gdy pochodzace od matki hypometylowane. Zaraz po zaptodnieniu nastepuje krétki
rzut metylacji de novo, obejmujacej przede wszystkim genom matczyny. Genom ojcowsKki jest
nan o wiele mniej podatny, ze wzgledu na wysoki stopien kondensacji chromatyny [94].

Do stadium blastocysty nastepuje globalny spadek metylacji DNA, co wykazano zaréwno
u krolika [59], jak i u myszy [66]. W czasie gastrulacji nastepuje duza fala metylacji de novo
w epiblascie, nie dotyczy ona jednak tkanek pozazarodkowych, gdzie proces ten zachodzi
wolniej i wedtug innego wzoru.

Pierwotne komérki ptciowe wykazuja bardzo niski stopien metylacji, prawdopodobnie
dlatego, iz wyodrebniajg sie z epiblastu przed tg falg metylacyjng [68, 94],

Podczas dalszego réznicowania sie pierwotnych komorek piciowych ulega wymazaniu
wiekszo$¢ imprintdw rodzicielskich [19], w odréznieniu od tkanek somatycznych, ktore
pomimo wahan w poziomie metylacji zachowujg informacje epigenetyczng [66], Ustalenie
sie ostatecznego wzoru metylacji DNA gamet zachodzi prawdopodobnie w czasie profazy |
podziatu mejotycznego [102].

Podczas dalszego rozwoju w pewnych grupach komaérek i zespotach tkankowych czesto
zdarzaja sie masywne zmiany wzoru metylacji [18], ktéry ustala sie ostatecznie w tkankach
terminalnie zr6znicowanych [27]. Zmiany poziomu metylacji DNA zachodzg wcigz w okresie
dojrzewania u myszy, a poziom 5-mC jest wéwczas wysoki w grasicy, $ledzionie i mézgu,
$redni w ptucu, a niski w watrobie [97].

W przypadku cztowieka wzor metylacji charakterystyczny dla dorostych ustala sie poprzez
demetylacje juz w okresie 6-14 tygodnia zycia ptodowego [63].

Stabilno$¢ tego wzoru badano dla genéw TNF a i B w DNA pochodzacycm z limfocytow,
granulocytow i plemnikéw pobranych od réznych ludzi. Wykazano, iz byt on taki sam w
przypadku tych samych komorek od réznych ludzi, a odmienny w przypadku réznych
rodzajow komorek od tego samego cztowieka [51].

Podczas starzenia sie organizmu lub izolowanych linii komdrkowych nastepuje powolny
spadek globalnego poziomu metylacji [31, 111, 112], choé w przypadku poszczeg6lnych
genow metylacja moze spada¢, rosna¢ lub pozostawac bez zmian [16].

Poziom globalnej metylacji pozostaje w wyraznej korelacji z liczba przebytych mitoz, gdyz
np. ludzkie diploidalne fibroblasty zahamowane w hodowli przez 52 tygodnie tracg 8% 5-mC
w kontrascie do tego, ze te same komorki szybko dzielgce sie tracg w ciggu 20 tygodni az 50%
5-mC w genomie [16].

Szybkos¢, z jaka nastepuje utrata 5-mC i obnizenie sie stopnia metylacji genomu, zalezy
od dtugosci zycia danego gatunku ijest mniejsza np. u cztowieka niz u myszy [71],

Demetylujace dziatanie 5-azaC powoduje skrécenie okresu zycia linii komoérkowych [40],
cho¢ nie hamuje ich zdolnosci do proliferacji, mimo tego iz poziom 5-mC w tych komorkach
moze by¢ wyjsciowo nizszy niz jest osiggany pod koniec normalnego zycia hodowli [33].

Mozna to ttumaczy¢ tym, iz w genomie istniejg miejsca catkowicie oporne na dziatanie
5-azaC, poniewaz ich demetylacja moze by¢ letalna [62]. W tych loci sg prawdopodobnie
zlokalizowane geny odpowiedzialne za starzenie sie komorek [49].

W odréznieniu od diploidalnych, starzejacych sie linii komérkowych linie transformowane
lub pochodzace z guzéw nowotworowych wykazuja staty poziom 5-mC nie ulegajacy zmianie
mimo wielokrotnych podziatdw. Nabycie przez komérke zdolnosci do utrzymywania statego
poziomu 5-mC prowadzi do powstania linii nieSmiertelnej [16].
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METYLACJA A ONKOGENEZA

Odkrycie tego ostatniego faktu zwrécito uwage na zmiany wzoru oraz stopnia globalnej
metylacji w komaérkach nowotworowych. | tak, okazato sie, ze potwomiakoraki charakteryzu-
ja sie uogolniong hipermetylacjag DNA, podczas gdy nasieniaki sg hypometylowane, przy
czym stopien utraty 5-mC idzie w parze ze wzrostem ztosliwosci nowotworu [76]. Podobng
zalezno$¢ zaobserwowano réwniez w przypadku innych nowotworéw ztodliwych, gdyz
stopien metylacji jest z reguty nizszy w przerzutach [43]. Zaburzenia metylacji obserwowano
takze w biataczkach [50] oraz w przypadku indukowanych guzéw watroby u myszy, gdzie
zwraca uwage demetylacja promotora i wzmozona ekspresja genu c-myc [70].

Obecnie zwraca sie uwage na to, iz w przypadku wielu nowotworéw uogélnionej demety-
lacji towarzyszy lokalne hipermetylacja wysp CpG. To ostatnie zjawisko odpowiada¢ by
mogto za zaburzenia ekspresji genéw tkankowo specyficznych, prowadzace do anaplazji.
Wyspy ulegajace hipermetylacji nie sg przypadkowe, w przypadku raka ptuc ijelita grubego
sg najczesciej zlokalizowane na krotkich ramionach chromosoméw 11 i 17, podczas gdy na
krotkim ramieniu chromosomu 3 jedynie w przypadku raka ptuc [3].

Zaburzeniom metylacji w tkance nowotworowej towarzyszy tez czesto wzrost aktywnosci
metylotransferazy. W stosunku do pacjentéw bez zmian nowotworowych poziom jej aktyw-
nosci w $luzéwce jelita grubego u pacjentéw z tagodnymi polipami okreznicy zwiekszony jest
o 15 razy, u pacjentow z gruczolakami o 60 razy, a u pacjentéw z rakiem okreznicy o ponad
200 razy [21].

ZAKONCZENIE

Na przyktadzie badan nad metylacja DNA mozna zaobserwowaé, jak przeoczano przez
dtugi okres znaczenie tego zjawiska, uwazajac je za swego rodzaju ciekawostke biologiczna.
Obecnie wiadomo juz, ze odgrywa ono kluczowg role w funkcjonowaniu organizméw
eukariotycznych, przede wszystkim poprzez regulacje ekspresji genéw. Z tego powodu
badania nad metylacjg stanowig nierozerwalny sktadnik wielu gatezi nauk biomedycznych,
od biologii komorki, poprzez genetyke, wirusologie i embriologie po nauki kliniczne.

Poznano juz role, jaka odgrywa 5-mC w genomie, lecz daleko jeszcze jesteSmy od petnego
wyjasnienia mechanizméw regulujacych i odczytujagcych metylacje DNA. Laboratoria i
instytuty naukowe na catym Swiecie prowadzg w tej dziedzinie intensywne badania i ro$nie
literatura dotyczaca tego zagadnienia. Nalezy przypuszczad, iz najbizsze lata przyniosg wiele
ciekawych odkry¢, ktére przyczynia sie do petniejszego zrozumienia tego problemu.
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Streszczenie. W artykule przedstawiono przebieg procesu oogenezy w réznych typach jajnikéw owadéw oraz jego
hormonalng kontrole. W okresie prewitelogenezy w jajnikach panoistycznych zr6diem RNA jest aktywno$¢ syntety-
cznajadra oocytu zwigzana z pojawieniem sie chromosomoéw szczoteczkowych oraz z amplifikacjg rDNA. Z kolei,
w jajnikach meroistycznych funkcje syntezy RNA przejmuja komorki odzywcze ulegajace poliploidyzacji. Proces
witelogenezy u owad6w przebiega podobnie; u wigkszo$ci gatunkéw biatka z6ttka - witelogeniny sg syntetyzowane
w ciele tluszczowym i pobierane z hemolimfy przez oocyt w drodze pinocytozy. Somatyczne komoérki folikulame,
otaczajace wzrastajace oocyty, zaangazowane sg przede wszystkim w wytwarzanie oston jajowych: btony z6ttkowej
i chorionu. Hormonalna kontrola procesu oogenezy przebiega u owadéw rozmaicie. Proces syntezy witelogeniny w
ciele thuszczowym reguluje hormon juwenilny lub ekdyson.

Stowa kluczowe: prewitelogeneza, witelogeneza, tworzenie oston, hormonalna kontrola.

Summary. The process of oogenesis in various types of insect ovaries and its hormonal control is discussed. During
previtellogenesis, in the panoistic type of ovary, the oocyte nucleus is active in rRNA synthesis and this process is
connected with the amplification of rDNA. The synthesis of other forms of RNA is carried out on the lampbrush
chromosomes. In contrast to this, in the meroistic type of ovaries, the RNA synthetic activity is taken over by the nurse
cells which become polyploid. The process of vitellogenesis is similar in insects, and in most species the oocytes
incorporate, by way of the receptor mediated-endocytosis, substances synthesized in the fat body cells. The somatic
follicular cells surrounding the growing oocytes are mainly engaged in the egg envelopes formation i.e. the vitelline
envelope and the chorion. The hormonal control of the process of oogenesis is differentiated among insect species
and juvenile hormone or ecdyson are involved in the regulation of vitellogenin synthesis in the fat body cells.

Key words: previtellogenesis, vitellogenesis, egg envelopes formation, hormonal control.

Oogeneza jest procesem prowadzacym do powstania dojrzatych komdrek jajowych. W
obrebie organizméw wielokomdrkowych, z pewnymi tylko wyjatkami, komorki rozrodcze
proces ten przechodza w gonadach zenskich - jajnikach, w ktérych z macierzystych (pierwot-
nych) komorek ptciowych, droga podziatéw mitotycznych, powstajg oogonia (rys. 1). Komor-
ki te przez pewien okres namnazajg sie, a nastepnie wzrastajg i stajg sie oocytami | rzedu. W
jadrach oocytéw w interfazie, przed rozpoczeciem podziatu mejotycznego (charakterystycz-
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nego jedynie dla komorek linii plciowej w czasie wytwarzania gamet) zachodzi podwojenie
ilosci DNA z diploidalnej (2C DNA) do tetraploidalnej zawartosci (4C DNA) (rys. 1). Profaza
pierwszego podziatu mejotycznego jest najdtuzej trwajgcym okresem oogenezy, w ktérym
zaréwno wjadrze oocytu, jak iw cytoplazmie zachodzg liczne, fundamentalne dla rozwijajacej
sie komérki jajowej, procesy. Ze wzgledu na morfologie i zachowanie sie chromosoméw w
okresie profazy wyrdznia sie pie¢ stadidw: leptoten, zygoten, pachyten, diploten i diakineza.
W stadium zygotenu, homologiczne chromosomy (tzn. takie, z ktérych jeden pochodzi od
matki, a drugi od ojca) tgczg sie w pary, a w stadium pachytenu zachodzi wymiana odcinkéw
chromatyd pomiedzy homologicznymi chromosomami. Jest to zjawisko crossing-over, ktore

Rys. 1. Schemat przebiegu podziatu mejotycznego
podczas oogenezy: m - mitotyczne podziaty komérek
oogonialnych, p - profaza pierwszej fazy podziatu me-
jotycznego, M [- pierwsza faza podziatu mejotyczne-
go, M?- druga faza podziatu mejotycznego, | - oocyt
pierwszego rzedu, o liczbie 2n chromosoméw i zawar-
tosci 4C DNA, Il - oocyt drugiego rzedu , o liczbie n
chromosoméw i zawartos$ci 2C DNA, J- komérka ja-
jowa o liczbie n chromosomoéw i zawartosci 1C DNA,

gwiazdki - pierwsze i drugie ciatko kierunkowe

stanowi, obok losowego rozchodzenia sie chro-
mosomOw w czasie tworzenia gamet, podstawe
rekombinacji genetycznej, czyli mieszania sie
genow pochodzacych od ojca i od matki.

Nastepnie, w okresie diplotenu postep proce-

su mejozy ulega zatrzymaniu, a oocyt podlega
wzrostowi i w cytoplazmie magazynowana jest
informacja rozwojowa w postaci RNA (okres
prewitelogenezy) oraz materiaty zapasowe (o-
kres witelogenezy) zuzywane w okresie roz-
woju embionalnego. Podczas prewitelogenezy
syntetyzowany jest gtéwnie rRNA. Proces ten
umozliwia wytworzenie i zmagazynowanie w
cytoplazmie oocytu duzej ilosci rybosoméw, co
umozliwia w poczatkowej fazie embriogenezy
szybka synteze biatek, dopdki zarodek nie o-
siggnie stadium rozwojowego, w ktérym pode-
jmowane sg syntezy wiasnego rRNA. U
niektérych bezkregowcéw specjalne komorki
pomocnicze - komorki odzywcze (trofocyty)
wspomagajg wzrastajacy oocyt w procesie syn-
tezy kwasow rybonukleinowych [3, 11]. Z pew-
nymi tylko wyjatkami, komérki te pochodza z
linii ptciowej i sg siostrzane w stosunku do
oocytu, tzn. pochodzg z podziatu tej samej ko-
morki oogonalnej [3, 11, 16].

Oprdcz gromadzenia réznych rodzajow
RNA, u wiekszosci zwierzat, z wyjatkiem form
zyworodnych (gtéwnie ssaki), cytoplazma oo-
cytu zostaje wyposazona w substancje zapaso-
we w postaci otoczonych btong plazmatyczng
kul zotka, kropel lipidow oraz glikogenu. Pro-
cesy te zachodzg w fazie tzw. witelogenezy.
Materiaty zapasowe w oocycie mogg powsta-
wac w drodze syntetyzowania z6ttka przez sam
oocyt (autosyntetyczna witelogeneza), i tak jest
u wielu nizszych bezkregowcow lub materiat
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przeznaczony na zétko jest syntetyzowany poza jajnikiem (egzogenna, heterosyntetyczna
witelogeneza) [1, 15] (np. ciato thuszczowe u owaddw, watroba u kregowcdow). U niektorych
gatunkoéw cze$¢ materiatéw zapasowych jest gromadzona w oocycie w wyniku autosyntezy,
a cze$¢ w wyniku heterosyntezy. Taki typ witelogenezy nazywamy mieszanym [1].

Pod koniec procesu witelogenezy wzrastajgca komoérka jajowa zostaje otoczona przez
ostony, w ktérych wytwarzaniu, u wielu gatunkéw zwierzat, uczestnicza somatyczne komorki
folikularne. Po zakoAczeniu tych proceséw, jadro oocytu podejmuje dalsze etapy pierwszej
fazy podziatu mejotycznego; liczba chromosomoéw zostaje zredukowana do potowy (homo-
logiczne zreplikowane chromosomy rozchodzg sie do przeciwlegtych biegunéw), a zawarto$¢
DNA zmniejszona z 4C DNA do 2C DNA (rys. 1). Podziat cytoplazmy jest nierbwnomierny
i powstaje jedna duza komorka - oocyt Il rzedu o liczbie n chromosomow i ilosci 2C DNA
oraz komérka o niewielkiej ilosci cytoplazmy - pierwsze ciatko kierunkowe (rys. 1). Przed
druga faza podziatu mejotycznego nie ma podwojenia ilosci DNA i w anafazie chromatydy
rozdzielajg sie do przeciwlegtych biegundw, liczba chromosoméw nie ulega zmianie, a
zawartos¢ DNA spada do 1C DNA. Powstaje jedna duza komoérka jajowa i drugie ciatko
kierunkowe (czesto pierwsze ciatko kierunkowe dzieli sie rowniez) (rys. 1). Tak wiec w
wyniku podziatu mejotycznego, powstaje jedna funkcjonalna komérka jajowa i trzy lub dwa
ciatka kierunkowe szybko degenerujace.

Jako materiat ilustrujgcy proces oogenezy zostaty wybrane owady, gdyz w tej, najliczniej-

szej grupie Swiata zwierzat, proces prowadzacy do
powstania jaj przebiega niezwykle réznorodnie.
Czytelnik zostanie zapoznany z typami jajnikow u
owadoéw, ze sposobami syntezy RNA (bez i z u-
dziatem komorek odzywczych) w okresie prewi-
telogenezy, z heterosyntetyczng witelogenezg
wystepujaca u wiekszosci owadow, formowaniem
oston jajowych oraz hormonalng kontrolg procesu
oogenezy w tej grupie stawonogow.

Owady sg rozdzielnopiciowe, a gatunki herma-
frodytyczne naleza do wyjatkow. Zadaniem zen-
skiego uktadu rozrodczego jest przede wszystkim
produkcja jaj, ale ukiad ten przystosowany jest
réwniez do przechowywania plemnikéw, gdyz u
owadow zaplemnienie bardzo czesto wyprzedza
proces zaptodnienia. Budowa uktadu rozrodczego
jestréznorodna, ale ogélny plan jest podobny (rys.

2). Jajniki sa parzyste, zbudowane z rurek jajniko-
wych, zwanych owariolami, ktérych liczba waha
sie od Kkilku do kilku tysiecy. Zasadnicze czesci,
ktére mozna wyrdzni¢ w owarioli to: ni¢ koricowa,
germarium zawierajgce komarki piciowe, witela-
rium, w ktérym wzrastajg oocyty rozmieszczone
pojedynczo wzdtuz dtugiej osi owarioli, oraz n6zka Rys-2-Schemat zefiskiego uktadu rozrodczego: J -

owarialna, ktéra uchodzi do bocznego jajowodu. Pyfystejajniki.o»-owanole, bj -bocznyjajo-
i _ wod, sj - $rodkowy jajowod, gwiazdka- zbiornik
Owanole Otacza niekomodrkowa blaszka podstawna nasienny (spermateka), gs —gruczot spermatekal-

(tunica propria). Na zewnatrz od niej znajduje sie ny, gd - gruczot dodatkowy, p - pochwa
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zewnetrzna ostona owarialna zawierajgca miesnie i tchawki. Jajowody boczne sg parzyste i
tacza sie w nieparzysty jajowod $rodkowy, otwierajacy sie do komory piciowej tworzacej
pochwe. Zbiornik nasienny (spermateka), z ktorym czesto zwigzane sa gruczoty spermatekal-
ne, uchodzi do komory ptciowej. Czesto do pochwy otwierajg sie takze gruczoty dodatkowe,
zwigzane najczesciej z produkcjg wydzieliny umozliwiajgcej przymocowanie sktadanych jaj
do podtoza (rys. 2).

Owariole owaddéw majg zréznicowang strukture i ze wzgledu na brak lub obecnos¢
komérek odzywczych, wyrdznia sie owariole panoistyczne i meroistyczne. W owarioli panoi-
stycznej germarium zawiera oogonia réznicujgce sie w oocyty (rys. 3A). U podstawy ger-
marium w tym typie jajnika rozmieszczone sg komarki somatyczne (mezodermalne), tzw.
komorki prefolikulame. Ponizej strefy germarialnej lezy witelarium, do ktérego przechodza
oocyty, bedace w stadium diplotenu. Wzrastajace oocyty sg rozmieszczone pojedynczo
wzdtuz dtugiej osi owarioli i otoczone catkowicie przez jedna warstwe komoérek nabtonka

Rys. 3. Typy owariol: A - owariola panoistyczna, B - owariola politroficzna, C - owariola telotroficzna, G - ger-
marium, W - witelarium, ko - komoérki odzywcze, gwiazdki - oocyty w stadium zaawansowanej witelogenezy, ko
- komarki odzywcze, t- sznury odzywcze, nf- nabtonek folikulamy
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folikulamego. Jajniki panoistyczne wystepuja u szczeciogonkéw, jetek, wazek, karaczandw,
prostoskrzydtych, widelnic, patyczakdw, termitéw i pchet.

W owariolach meroistycznych poza oogoniami i mtodymi oocytami w germarium wyste-
puja tez tzw. komorki odzywcze (trofocyty). Powstajg one w drodze niecatkowitych cytokinez
i sg siostrzane w stosunku do oocytu, tzn. pochodzg one z tej samej komérki oogonialnej na
skutekjej niekompletnego podziatu. Podobniejak w poprzednim typiejajnika oprocz komérek
ptciowych w germarium znajdujg sie tez komorki prefolikulame. Jajniki meroistyczne wyste-
puja u przewazajacej wiekszosci owadow (patrz nizej). Ze wzgledu na lokalizacje komorek
odzywczych Gross w 1903 r. [7] wyrdznit odpowiednio u motyli i pluskwiakow jajnik
politroficzny i telotroficzny.

W jajniku politroficznym (rys. 3B) kazda wzrastajgca komorka jajowa ma swoja wiasng
grupe komérek odzywczych, potgczonych miedzy sobg i z nig za pomocg mostkéw cytopla-
zmatycznych. Zespdt taki powstaje droga synchronicznych, niecatkowitych podziatdw oo-
gonialnej komdrki wyjsciowej. W$rdéd komdrek zespotu jedna staje sie oocytem, a reszta
trofocytami. Liczbe komaorek w gronie okre$la wzor N =2n (n oznacza gatunkowo specyficzng
liczbe podziatow mitotycznych). | tak np. w jajniku Drosophila na skutek czterech synchro-
nicznych podziatéw komorki wyjsciowej powstaje grono zawierajace jeden oocyt i 15 ko-
moérek odzywczych. W podstawowej czesci germarium komdrki folikulame otaczajg
rozmieszczone wzdtuz dtugiej osi owarioli zespoty potaczonych ze sobg komaérek piciowych.
Zespoly te przemieszczajg sie nastepnie do witelarium. Jajniki politroficzne wystepujg u
gryzkow, wszotéw, chrzaszczy drapieznych, wojsitek, sieciarek, muchéwek, motyli i btonké-
wek.

W jajniku teletroficznym w czasie rozwoju komorki odzywcze pozostajg na szczycie
owarioli i tworza jedng, wspdlng dla wzrastajacych oocytéw komore odzywcza. Jej tgcznosé
z oocytami utrzymana jest za posrednictwem sznuréw (rys. 3C) troficznych, bedacych
rozciggnietymi mostkami cytoplazmatycznymi, szczeg6lnie dobrze rozwinietymi wjajnikach
pluskwiakow [10, 13, 16]. Jajnik telotroficzny wystepuje w czterech grupach owaddw: u
pluskwiakéw, chrzaszczy wielozemych, wielbtgdek i wielkoskrzydtych.

PREWITELOGENEZA, SYNTEZA RNA

Okres prewitelogenezy charakteryzuje przede wszystkim synteza RNA, ktdra przebiega
odmiennie w jajnikach panoistycznych i meroistycznych. W jajniku panoistycznym zrodiem
RNA jest synteza w jadrze oocytu. Chromosomy przyjmuja posta¢ chromosomow szczotecz-
kowych isyntetyzujg dtugozyjacy, matrycowy mRNA [14], Poza RNA matrycowym, wjgdrze
oocytu powstaje tez duza ilos¢ rRNA umozliwiajgca powstanie rybosomdw, ktére beda
wykorzystane w okresie embriogenezy [14], W jadrze oocytu zawierajacym 4C DNA, wzmo-
zona synteza RNA mozliwa jest dzieki wybiorczej replikacji genow - amplifikacji genéw
rybosomalnych (rDNA) lezacych w obrebie organizatora jaderkowego. Amplifikacja rDNA
zachodzi w oocytach u wiekszosci owaddw o panoistycznym typie jajnika [5] i czesto
morfologicznym obrazem ukoriczenia tego procesu jest obecno$¢ w jadrze oocytu pozachro-
mosomalnego DNA, czyli DNA odtgczonego od chromosomu. Wok6t pozachromosomalne-
go DNA tworzg sie setki jaderek lub powstaje jedno duze jaderko. Amplifikacja rDNA nie
jest zjawiskiem odosobnionym u owaddéw i zachodzi u wielu gatunkéw zwierzat w czasie
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oogenezy. Po raz pierwszy odkryto ja w oocytach ptazéw [4, 5]. Obliczono, ze gdyby oocyty
u Xenopus laevis wzrastaty przy normalnej, somatycznej zawartosci rDNA, proces oogenezy
trwatby ok. 400 lat. Tysigckrotne zwiekszenie liczby genéw kodujacych rDNA powoduje
skrécenie tego procesu do 4-5 miesiecy [4].

W jajnikach meroistycznych funkcje syntezy RNA przejmujg komorki odzywcze [11, 14,
16], tylko u nielicznych gatunkow jadro oocytu réwniez syntetyzuje rRNA (zjawisko to jest
zwiazane z obecnoscig pozachromosomalnego DNA w jadrze oocytu) [3, 5]. Aby podotac
masowej produkcji rRNA, komdrki odzywcze ulegajg poliploidyzacji [11, 16]. Niekiedy
jednak endoreduplikacja (poliploidyzacja) catosci genomu nie jest wystarczajaca, wtedy w
trofocytach zachodzi "dodatkowa" amplifikacja rDNA. Procesy takie opisano w jajniku
politroficznym [5] i telotroficznym [6]. Niezaleznie od typu jajnika, cechy morfologiczne
komérek odzywczych sg bardzo podobne. Charakteryzuje je obecnos¢ poliploidalnego jadra.
Ostonka jadrowa zawiera liczne pory, przez ktére do cytoplazmy przedostajg sie syntetyzo-
wane w jadrze rybonukleoproteidy (RNP). W poblizu ostonki jadrowej od strony cyto-
plazmatycznej, RNP tworzg charakterystyczne skupienia elektronowo gestego, ziarnistego
materiatu, blisko ktérych wystepuja mitochondria. Gtéwnym sktadnikiem cytoplazmy trofo-
cytébw sg wolne rybosomy, ktore nastepnie poprzez mostki cytoplazmatyczne (owariola
politroficzna) lub sznury odzywcze (owariola telotroficzna) przekazywane sg do wzrastaja-
cych oocytéw.

WITELOGENEZA

Z6itko w oocytach wiekszosci owadow pows-

taje w drodze heterosyntetycznej witelogenezy.

Miejscem syntezy biatek zdttka - witelogenin u

wiekszosci owadow jest ciato thuszczowe (wyjat-

kowo tylko komorki nabtonka folikulamego) [1,

17], Gtéwnym bhiatkiem specyficznym dla samic,

syntetyzowanym i uwalnianym przez komérki cia-

fa thuszczowego jest witelogenina pobierana naste-

pnie z hemolimfy przez wzrastajgce oocyty i

akumulowana jako witelina. Réznica pomiedzy

witelogening a witeling jest niewielka i dotyczy

gtéwnie rozpuszczalnosci. Biatka wytworzone w

ciele thuszczowym uwalniane sg do hemolimfy,

nastepnie przenikaja przez blaszke podstawng o-

warioli i poprzez przestrzenie pomiedzy komorka-

mi folikularnymi przedostaja sie do powierzchni

oocytu, gdzie ulegajg zageszczeniu, a nastepnie

Rys. 4. Schemat obrazujacy heterosyntetyczna wi- ~ pobierane s¢ przez oocyt w drodze pinocytozy.
telogeneze: p - optaszczone pinocytotyczne pe-  pecherzyki mikropinocytotyczne zawierajace eg-

cherzyki zawierajace egzogenny materiat - wite-' . Lo Loy )
logenine (kropki) zlewajac sie tworza otoczone  Z09EMMY materiat zlewajg sie ze sobg i dajg otoczo

blona kule z6kka - biata gwiazdka, blona cyto- € btona cytoplazmatyczna kule zottka (rys. 4),
plazmatyczna oocytu - strzatki ktére pod koniec procesu witelogenezy gesto wy-
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petniajacytoplazme oocytu (rys. 3A,B,C). Réwnoczesnie z pobieraniem zéttka w cytoplazmie
pojawiajg sie krople lipiddw i glikogen.

ROLA KOMOREK FOLIKULARNYCH

W witelarium owarioli panoistycznej i telotroficznej komarki folikularne w postaci jedno-
warstwowego nabtonka otaczajg wzrastajace oocyty, a w owarioli politroficznej oocyty wraz
z towarzyszacymi komérkami odzywczymi. W miare postepujacego procesu witelogenezy
komorki folikularne podlegaja wyraznym morfologicznym i fizjologicznym zmianom zwia-
zanym z ich funkcja [2]. W okresie prewitelogenezy komorki folikularne o ksztatcie kubicz-
nym szczelnie do siebie przylegaja; pomiedzy komaérkami wystepuja potgczenia przegrodowe.
Na poczatku witelogenezy potaczenia te zanikajg i pojawiajg sie przestrzenie miedzy komor-
kami folikulamymi, jak i pomiedzy komdérkami folikulamymi a oocytem. Tego typu zmiany
umozliwiajg przenikanie witelogeniny do powierzchni oocytu. Tylko w nielicznych przypad-
kach w okresie witelogenezy komérki folikularne uczestnicza w syntezie biatek. Po ukon-
czeniu procesu witelogenezy potgczenia przegrodowe pomiedzy komérkami nabtonka sg
odtwarzane; w taki sposdb nabtonek folikulamy "decyduje" o zakoriczeniu procesu witeloge-
nezy. W tym czasie komorki nabtonka folikularnego rozpoczynajg synteze oston jajowych:
ostonki z6ttkowej ichorionu. W cytoplazmie komoérek folikulamych obserwuje sie rozbudowe
szorstkiej siateczki Srodplazmatycznej oraz kompleksow Golgiego. Materiat przeznaczony na
ostony syntetyzowany jest przez RER izageszczany w aparacie Golgiego. Odtgczajace sie od
aparatu Golgiego wakuole sekrecyjne wydzielajg swoja zawarto$¢ do przestrzeni pomiedzy
oocytem a nabtonkiem folikularnym w drodze egzocytozy. Najpierw powstaje ostonka z6t-
tkowa, potem chorion o zréznicowanej strukturze, zawierajacy u wielu gatunkéw owadow
specjalny obszar, tzw. mikropyle, przez ktdre do cytoplazmy oocytu dostaje sie plemnik.

HORMONALNA KONTROLA PROCESU WITELOGENEZY

Proces oogenezy u owadow kontrolowany jest w drodze hormonalnej i w réznych grupach
przebiega odmiennie. Endokrynalne funkcje w organizmie owadow petnig komorki neurose-
krecyjne zlokalizowane w mézgu i w zwojach brzusznego faincuszka nerwowego oraz gruczo-
ty wewnetrznego wydzielania w postaci ciat przylegtych (corpora allata) produkujacych
lipidowy hormon juwenilny oraz gruczoty przedtutowia wystepujgce u larw i poczwarek,
syntetyzujace sterydowy hormon ekdyzon. Zrédtem tego hormonu moze by¢ u niektérych
gatunkéw rowniez jajnik [8, 9, 12].

Pierwsze doSwiadczenia dostarczajgce dowodow, ze rozw6j jaj regulowany jest hormo-
nalnie dostarczyty badania prowadzone nad pluskwiakiem Rhodnius prolixus [12], Jezeli
samica zostanie pozbawiona ciat przylegtych, to nie dochodzi do wzrostu jaj wjajniku. Dalsze
badania potwierdzity, ze u niektérych owadéw hormon juwenilny konieczny jest do prawid-
towego przebiegu procesu oogenezy [12, 15], za$ kontrola witelogenezy u innych owadéw
zalezna jest od ekdyzonu wydzielanego przezjajnik [9, 15].
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ROLA HORMONU JUWENILNEGO W OKRESIE WITELOGENEZY

Liczne badania wykazaty, ze hormon juwenilny wydzielany przez ciata przylegte stymu-
luje synteze witelogeniny w ciele tluszczowym i utatwia jej akumulacje przez wzrastajacy
oocyt (rys. 5). Takarole w czasie oogenezy odgrywa u karaczanéw, szaranczakoéw, chrzaszczy
i niektorych gatunkéw sposrod tuskoskrzydtych [15]. Hormon ten w organizmie samicy dziata
bezposrednio na komorki ciata thuszczowego inicjujagc synteze odpowiedniego dla witeloge-
niny mRNA. Komorki ciata thuszczowego na stymulacje hormonem juwenilnym odpowiadajg
rozbudowg RER i kompleksow Golgiego. Wzrasta poziom syntezy DNA, RNA, a zwlaszcza
zwigzanego z syntezg witelogeniny odpowiedniego mRNA (Vg mRNA). Hormon juwenilny
ponadto u wielu gatunkéw owad6éw konieczny jest do regulacji procesu pobierania witeloge-
niny przez wzrastajacy oocyt oddziatujgc na komorki folikulame. Podczas przebiegu tego
procesu hormon juwenilny wptywa na morfologie i procesy biochemiczne zachodzgce w
nabtonku folikulamym. Na stymulacje hormonem komorki odpowiadajg pojawieniem sie
przestworow umozliwiajacych przechodzenie witelogeniny do powierzchni oocytu oraz poli-
ploidyzacjgjader i rozbudowg RER, co zwigzane jest z przygotowaniem do przysziej syntezy
chorionu [12]. Sugeruje sie, ze oprocz zwiekszenia przepuszczalnosci komérek folikulamych,
JH indukuje tez pojawienie sie specyficznych receptorow dla witelogeniny na powierzchni
oocytu [15].

Rys. 5. Rola hormonu juwenilnego w okresie oogenezy: CA - ciata przylegte (corpora allata) wydzielaja hor-
mon juwenilny JH oddziatujacy na ciato tluszczowe (CT), powoduje stymulacje syntezy witelogeniny WT, JH
wplywajac najajniki umozliwia pobieranie witelogeniny przez wzrastajgce oocyty
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ROLA EKDYZONU W OKRESIE WITELOGENEZY

Zupetnie inny typ regulacji hormonalnej procesu oogenezy wystepuje u nizszych muché-
wek. Dogodnym materiatem do badan stat sie komar Aedes aegypti. U tego gatunku doszto
do Scistej korelacji pomiedzy procesem oo-
genezy a pobraniem krwi. W efekcie tylko
odzywione krwig samice zdolne sg do szy-
bkiej produkcjijaj. Synteza witelogeniny w
ciele ttuszczowym zachodzi tylko przy
obecnosci jajnika. Okazato sie, ze gonada
zenska syntetyzuje ekdyzon, ktory po
przej$ciu w 20-HE (20-hydroksyekdyzon)
stymuluje synteze witelogeniny w ciele
thuszczowym, a w konsekwencji wzrostjaj.

Zaproponowany model przedstawia sie na-
stepujaco [8, 12, 15]. Przejscie z postaci
poczwarki do stadium dorostego stanowi
bodziec dla rozwoju oocytéw do pewnego
okresu, w ktérym pozostajg az do momentu
pobrania krwi przez samice. Okres ten

znajduje sie pod kontrolg hormonu juwe- )

. i R . Rys. 6. Rola ekdyzonu w procesie oogenezy - pod wpty-
nilnego, ktéry przygotowuje ciato thusz- wem pobrania krwi komorki neurosekrecyjne mézgu wy-
czowe do odpowiedzi na dziatanie ekdy- dzielaja EDNH oddziatujacy na jajnik, ktéry z kolei
zonu, a oocyty do przysztego pobierania wydziela ekdyzon (E) stymulujacy synteze witelogeni-
materialu egzogennego (powstanie licz- ny (WT) w ciele thuszczowym (CT)
nych pecherzykéw optaszczonych, mikro-
kosmkdw i receptoréw dla witelogenin) [15]. Odzywianie sie krwig jest bodzcem powoduja-
cym wydzielenie przez komorki neurosekrecyjne mozgu (rys. 6) peptydowego neurohormonu
EDNH (egg development neurosecretory hormone), ktéry wptywa z kolei na wydzielanie
ekdyzonu przez jajnik. Hormon ten po przejsciu w 20-HE (hydroksyekdyzon) dziata na
komorki ciata thuszczowego stymulujac je do syntezy i wydzielania witelogeniny.

Nieco odmiennie przedstawia sie kontrola procesu witelogenezy u wyzszych muchowek,
u ktérych czes$¢ zottka pochodzi z aktywnosci syntetycznej komoérek folikulamych. Przypu-
szcza sig, ze u Drosophila w regulacje syntezy witelogeniny w ciele thuszczowym zaangazo-
wany jest ekdyzon, a hormon juwenilny dziata najajnik [15].

DOKONCZENIE PODZIALU MEJOTYCZNEGO

Podzial mejotyczny w czasie oogenezy owaddéw zatrzymany zostat w okresie profazy
pierwszego etapu podziatu mejotycznego, w diplotenie. W tej fazie zaréwno wjadrze oocytu,
jak i w cytoplazmie zachodzg bardzo wazne procesy (prewitelogeneza, witelogeneza, tworze-
nie oston) umozliwiajagce przyszty rozwdj zarodka. Oocyty "przygotowane" do dalszego
rozwoju przechodzac w poblizu zbiornika nasiennego wchodza w kontakt z plemnikami, ktére
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whnikajg do ooplazmy poprzez mikropyle (patrz wyzej). W tym momencie stymulowane jest
zakonczenie podziatlu mejotycznego; w konsekwencji jadro oocytu staje sie haploidalnym
przedjadrzem zeriskim, ktdre z kolei fgczy sie z przedjagdrzem meskim (kariogamia) tworzac
jadro zygotyczne

LITERATURA

[1] BILINSKI S. Powstawanie z6ttka w oogenezie bezkregowcow. Post Biol Kom 1979; 6: 249-266.

[2] BILINSKI S. Réznicowanie nabtonkafolikulamego wjajnikach owadéw. ZeszNauk UJ 1990; 18: 149-161.

[3] BILINSKI S, KSIAZKIEWICZ M. Komérki odzywcze. Ultrastruktura i pochodzenie. Post Biol Kom 1980; 4:
287-304.

[4] CAVE MD. Absence of rDNA amplification in the uninucleolate oocyte of the cockroach Blatella germanica
(Orthoptera; Blattidae). J Cell Biol 1976; 71: 49-58.

[5] CAVE MD. Morphological manifestation of ribosome DNA amplification during insect oogenesis, [w] King RC,
Akai H. [eds.] Insect Ultrastructure. New York, Plenum Press 1982; 1: 86-117.

[6] DITTMANN F, STEIBRUCK G, MUNZ A. Amplification of tropharium rDNA in the telotrophic ovariole of
the bug, Dysdercus intermedius. Invertebr Reprod Develop 1990; 17: 9-18.

[7] GROSS W. Untersuchungen tberdie Histologie des Insectenovariums.Zool Jb Abt Anat Ontog 1903; 18: 71-186.

[8] HAGEDORN HH. Ecdysone, a gonadal hormone in insects, [w] Advances in Invertebrate Reproduction, Clare
jr WH, Adams TS [eds]. Elsevier North Holland. 1980; 97-104.

[9] HOFFMANN JA, LAGUEUX M, HETRU CH, CHARLET M, GOLTZENE F. Ecdysone in reproductively
competent female adults and in embryos of insects, [w] Progress in Ecdysone Research. Hoffmann JA [ed].
Elsevier North-Holland Biomedical Press. 1980: 431-465.

[10] HUEBNER E. The ultrastructure and development of the telotrophic ovary, [w] Insect Ultrastructure. King RC,
Akai H [eds]. New York, Plenum Press 1984; 2: 3-48.

[11] KING RC, BUNING J. The origin and functioning of insect oocytes and nurse cells, [w] Comprehensive Insect
Physiology, Biochemistry and Pharmacology. Kerkut GA, Gilbert LI [eds] 1.: Embryogenesis and Reproduction.
Oxford, Pergamon Press 1985; 37-82.

[12] KSIAZKIEWICZ-KAPRALSKA M, ROSCISZEWSKA E. Hormonalna kontrola oogenezy u owadéw. Przegl
Zool 1982; 26: 345-357.

[13] KSIAZKIEWICZ-KAPRALSKA M. Sznury odzywcze w telotroficznych jajnikach. Przegl Zool 1991; 35:
199-208.

[14] MAHOWALD AP. Oogenesis, [w] Developmental Systems: Insects. Counce SJ, Waddington CH [eds] New
York, Academic Press 1972; 1-47.

[15] POSTLETHWAIT JH, GIORGI F. Vitellogenesis in insects, [w] Developmental Biology, A Comprehensive
Synthesis. Browder LW [ed]. Plenum Publ 1985; 1: Oogenesis: 85-126.

[16] TELFER WH. Development and physiology of the nurse-cell syncytium. Adv Insect Physiol 1975; 11:223-319.

[17] TELFER WH, HUEBNER E, SMITH DS. The cell biology of vitellogenic follicles in Hyalophora and Rhodnius.
[w] Insect Ultrastructure. King RC, Akai H [eds]. New York, Plenum Press 1982; 1: 118-149.

Otrzymano:10.09.1992 r.
Przyjeto: 27.10.1992 r.
Adres autora: Instytut Zoologii UJ, Krakéw



POSTEPY B IOLOGII KOMORKI TOM 20, NR 1, 1993 (35-44)

BUDOWA | ROLA HISTONU HI

STRUCTURE AND FUNCTION OF HI HISTONE

Elzbieta HRABEC, Andrzej PLUCIENNICZAK

Zaktad Biochemii Instytutu Fizjologii i Biochemii AM t£6dz, Centrum Mikrobiologii
i Wirusologii PAN, +6dz

Streszczenie. W przeciwienstwie do konserwatywnego sekwencyjnie histonu H4, czasteczki H 1wykazuja zmienno$¢
strukturalna, nawet w obrebie organizméw czy tkanek, z ktérych zostaty wyizolowane. Biatka te zbudowane s3 z
trzech odrebnych strukturalnie domen ("nos", "gtowa", "ogon"), ktére spetniaja rézne funkcje w strukturze chroma-
tyny. Histony HI zlokalizowane sa poza czastka rdzeniowg i sa niezbedne w formowaniu wyzszego rzedu struktury
chromatyny. Wiele danych wskazuje na obecnos$¢ czasteczek HI zardwno w aktywnej transkrypcyjnie, jak i
nieaktywnej chromatynie. Wyniki prowadzonych badan sugeruja udziat histonu HI w blokowaniu ekspresji genéw
poprzez kondensowanie widkien chromatynowych, a takze poprzez bezposrednie lub posrednie blokowanie wigzania
czynnikoéw transkrypcyjnych. Czasteczki HI wykazujg znaczne podobiefistwo strukturalne do GTPaz i wedtug
Oikarinena moga posredniczy¢ w dziataniu jadrowych receptoréw.

Stowa kluczowe: Histon HI, domeny HI, nukleosom, chromatyna, wigzanie z DNA, transkrypcja.

Summary. In contrast to sequentially conservative H4 histone the HI molecules have been reported to vary
considerably in their stucture even within the organisms and tissues from which they were isolated. These proteins
consist of three structural domains (nose, head and tail) that play different roles in the structure of chromatin fibre.
H 1 histones are located externally to the nucleosome core and are essential for higher-order chromatin organization.
At present, there is evidence pointing to the presence of HI in both transcriptionally active and inactive genes.
Numerous studies have shown that HI proteins are proposed to serve as general repressors of gene expression by
inducing the formation of a compact chromatin structure and by directly or indirectly preventing the binding of
transcription factors. H 1molecular structure displays considerable similarity to thatof GTPases and Oikarinen suggest
that these proteins may be involved in mediating the action of nuclear receptors.

Key words: histone H 1, HI domains, nucleosome, chromatin, DNA binding, transcription.

WSTEP

Histony stanowig grupe biatek powszechnie wystepujacych wjadrach komorek eukarioty-
cznych, charakteryzujaca sie znaczng stabilnoscig ewolucyjna. Sposrod wszystkich histonéw
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najmniej zmienny jest histon H4 [51], natomiast HI wykazuje najwiekszg heterogennos$¢
zaréwno gatunkowa, jak i tkankowg [4, 29, 30, 51].

Koncowym efektem interakcji histonéw rdzeniowych (H2A, H2B, H3, H4) jest utworzenie
kompleksu oktamerycznego, zawierajacego po dwie czasteczki kazdego z czterech rodzajow
histonéw, na ktéry nawiniety jest taricuch DNA [48]. Taka podstawowajednostka strukturalna
nosi nazwe nukleosomu. Histon HI nie bierze udziatu w tworzeniu struktury nukleosomalne;j.
Uwaza sie, ze jest on odpowiedzialny za tworzenie i stabilizacje struktur wyzszego rzedu.
Prawdopodobnie najwazniejsza cechg histonow bogatych w lizyne jest ich zdolno$¢ do
indukowania kondensacji wtékien polinukleosomowych. Z funkcjonalnego punktu widzenia
kondensacja zalezna od histonu HI moze wptywac na regulacje ekspresji genéw i pojawit sie
juz szereg dowodow podtrzymujacych te hipoteze [7, 13, 16, 28, 52],

Zwazywszy, ze czasteczki H 1petnig tak wazng funkcje w genomie komérkowym, wydaje
sie zaskakujace, jak niewiele do tej pory wiadomo na temat mechanizmu hamowania trans-
krypcji przez te biatka. Nie w peni jasny jest takze mechanizm, dzieki ktéremu czasteczki H 1
indukujg konformacyjne zmiany chromatyny, konieczne do utworzenia struktur wyzszego
rzedu.

UDZIAL HISTONOW HI W STRUKTURZE | FUNKCJI CHROMATYNY

BUDOWA HISTONOW HI SSAKOW

Typowy somatyczny histon HI ssakdw, sposrod ktorych najlepiej do tej pory zostat
zbadany histon HI z grasicy cielecia, jest biatkiem o masie czasteczkowej wynoszacej Srednio
20 500 daltonéw i zawiera ok. 27 mol% lizyny, 24 mol% alaniny, 9 mol% proliny ijedynie
ok. 2 mol% argininy. Aminokwasem N-koncowym jest acetyloseryna [4, 30], natomiast
C-koncowym lizyna [29,30]. Jest biatkiem ubogim w aminokwasy aromatyczne i praktycznie
nie ma w jego skladzie aminokwasow zawierajacych siarke. Aminokwasy aromatyczne
wystepuja w konserwatywnych pozycjach odpowiadajgcych sekwencyjnie 72 reszcie tyrozy-
ny oraz 106 reszcie fenyloalaniny subfrakcji RTL-3 z grasicy krolika. Mimo ze u réznych
gatunkéw mozna zaobserwowaé spore réznice w skiadzie aminokwasowym oraz masie
czasteczkowej, wszystkie histony HI maja wspolny plan budowy. Mozna w nich wyr6zni¢
trzy odrebne domeny [33]; silnie zasadowy, nie majacy uporzadkowanej struktury drugorze-
dowej odcinek N-koncowy, obejmujacy ok. 36 reszt aminokwasowych, domene globularna,
obejmujacg ok. 80 reszt aminokwasowych, skupiajaca wiekszo$¢ aminokwaséw hydrofobo-
wych i wykazujaca typowy dla biatek globularnych sktad aminokwasowy oraz dtugg silnie
zasadowg domeneg C-koncowa bogatg w lizyne, alanine i proline. Domena C-kofAcowa skupia
az 80% wymienionych aminokwasow.

Uszeregowanie sekwencji réznych histonédw HI na podstawie maksimum zgodnosci
powtarzajacych sie reszt prolilowych wskazuje, ze w domenie N-koncowej mozna wyodrebnié
dwie subdomeny [4]. Hydrofobowy, prolilowo-alanylowy segment rézni sie strukturalnie od
dodatnio natadowanego regionu skupiajgcego 90% zasadowych reszt tej domeny. W subfra-
kcji CTL-1 z grasicy cielecia zasadowa subdomena obejmuje reszty 20-33 i w tym odcinku
mozna wyrdznic trzy bloki reszt zasadowych, znajdujace sie w pozycjach: 20-22, 25-26 oraz
31-33. Srodkowy blok jest mniej stabilny ewolucyjnie od blokéw skrajnych [4].
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Domena globulama jest najbardziej konserwatywnym elementem struktury histonéw HI
[1, 10], natomiast powszechnie przyjmuje sie, ze obszary N- i C-koricowe wykazujg znaczna
zmienno$¢ strukturalng [35]. Zgodnie jednak z wynikami uzyskanymi po uporzadkowaniu
domen N-koricowych réznych histonéw HI na podstawie maksimum zgodnosci reszt proliny,
opisywana wysoka zmiennos$¢ sekwencyjna tej domeny moze by¢ jednak powaznym uprosz-
czeniem. Uporzadkowanie takie wskazuje w gruncie rzeczy na znaczny stopien konserwaty w-
nosci tego regionu [4],

Najdtuzsza ze wszystkich, domena C-koricowa, u ssakéw obejmuje ok. 100 aminokwaséw,
aczkolwiek dtugosc¢ tego regionu jest bardzo zmienna u Eukaryota. Dominujagcymi aminokwa-
sami sg: lizyna (40 mol%), alanina (30 mol%) i prolina (12 mol%). Stosunkowo duzy jest tez
udziat seryny i treoniny (gcznie 3-5 mol%). Aminokwasy aromatyczne nie wystepuja w tej
domenie. Jest to najbardziej zasadowy fragment, zawierajacy ok. 66% wszystkich reszt lizyny
czasteczki HI. Pod wzgledem skitadu aminokwasowego domena C-koncowa do pewnego
stopnia przypomina domene N-koricowa, ale rozmieszczenie dominujacych reszt aminokwa-
sowych jest zupetnie inne. Podczas gdy w domenie N-koficowej mozna odnalez¢ bloki reszt
zasadowych iregion bogaty w proline i alaning, taka segregacja aminokwaséw nie wystepuje
w domenie C-koincowej. Wyniki badan Maedera i B6hma [22] oraz Subirany [45] wskazujg
jednak, ze rozmieszczenie trzech dominujagcych w tym regionie aminokwaséw nie jest
przypadkowe. Analiza komputerowa dostepnych sekwencji wykazata, ze reszty alanylowe
wystepuja czesto po dwie obok siebie lub w odlegtosci 3-5 aminokwasow. Takie rozmiesz-
czenie reszt alanylowych jest niezgodne ze statystycznym rozktadem tych reszt dla peptydu
0 identycznym sktadzie aminokwasowym. Z kolei reszty lizyny znacznie rzadziej wystepuja
w dubletach, niz wynikatoby z rozkladu statystycznego. Odstepy miedzy nimi wynosza
najczesciej 1-6 aminokwaséw irozktad tadunkéw w tej domenie jest stosunkowo rownomier-
ny [22, 45]. Prolina zawsze wystepuje pojedynczo, w odstepach co 3-6 i 11-14 reszt
aminokwasowych.

W roztworze domena C-koAcowajest niezestrukturalizowana. Ze wzgledu na brak oddzia-
tywan wewnetrznych ta czes¢ faincucha jest niezwykle elastyczna i mobilna. W chromatynie
natomiast, kiedy zostang zneutralizowane odpychajgce oddziatywania miedzy dodatnio nata-
dowanymi resztami lizyny bardzo prawdopodobne jest tworzenie krotkich odcinkéw a-heli-
kalnych pomiedzy resztami prolilowymi [22]]. Tak wiec pomimo znacznych r6znic w dtugosci
1sekwencji aminokwasowej domeny C-koncowej histonéw HI u Eukaryota, jest to w istocie
region konserwatywny strukturalnie. Jego konserwatywno$¢ wynika z podobnego u wszy-
stkich organizmoéw sktadu aminokwasowego oraz z pewnej regularnosci w rozmieszczeniu
reszt aminokwasowych, co ma znaczenie w tworzeniu struktury a-helikalnej. Domeny C-kon-
cowe histonéw HI po zwigzaniu sie z DNA wystepujg w formie rozwinietej i zawierajg
hydrofobowe, powtarzajace sie odcinki helikalne, przy czym ich liczba i dlugos¢ moze by¢
rézna w roznych histonach HI [22],

Jakg funkcje spetniajg poszczegdélne domeny? Eksperymenty rekonstrukcyjne z zastoso-
waniem fragmentdéw H 1wskazujg, ze domena globulama praktycznie nie wykazuje zdolnosci
do kondensowania DNA, a przypuszczalnie odpowiedzialna jest za prawidtowe osadzenie
czasteczek HI na nukleosomie i zajmuje centralne miejsce w tej strukturze, spinajgc wcho-
dzacy ischodzacy z nukleosomu tancuch DNA [1,2]. Chromatyna zrekonstruowana zdomeng
C-koncowa zdolnajest do kondensacji, ale w znacznie mniejszym stopniu niz zrekonstruowa-
naz HI. Stosujac natomiast w eksperymentach rekonstrukcyjnych fragmenty HI zawierajace
domene globulamg i C-koricowg (GC-H1), obserwowano peten efekt kondensacyjny. Suge-
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ruje to, ze w istocie do indukowania struktur wyzszego rzedu niezbedna jest domena C-kon-
cowa, ale ujawnienie jej skutecznego dziatania wymaga, aby zostata osadzona na nukleosomie
przez domene globularng [1,2]. Szczeg6towe badania wykazaty, ze w prawidtowym uloko-
waniu czasteczek HI uczestniczy takze domena N-koricowa, a $ci$lej, jej zasadowa subdome-
na [1, 2], Funkcja bloku prolinowo-alaninowego nadal pozostaje niejasna.

W ocenie wynikow tego rodzaju eksperymentéw nalezy jednak wzig¢ pod uwage fakt, ze
chromatyna rekonstruowana nie odpowiada w petni natywnej chromatynie. Wykazano, ze
histon tgcznikowy moze zmienia¢ uktad oktamerdw histonéw rdzeniowych lub odstepy
miedzy nukleosomami (ang. nucleosomepositioning) [18,44], Przy braku histonu HI odstepy
miedzy nukleosomami zrekonstruowanymi in vitro sg regularne, a nukleosomy sa zdolne do
"$lizgania sie" wzdtuz nici DNA [43], natomiast histon HI powoduje ustalanie nukleosoméw
w okreslonych pozycjach oraz zanik regularnosci w odstepach miedzynukleosomowych [39].
Moze to by¢ wynikiem wigzania sie czasteczek H1 ze specyficznymi sekwencjami DNA. Taka
mozliwosc¢ jest rozwazana przez wielu autoréw [11, 13, 23, 37, 38,42,46]; zwtaszcza dobrze
udokumentowana jest zdolnos$¢ czasteczek HI do wigzania sie w regionie DNA bogatym w
pary AT [11, 13, 46]. Przypuszczalnie w rozpoznawaniu tego regionu uczestniczy domena
C-konicowa, a Scislej fragmenty o sekwencji SPKK. Fosforylacja reszt serylowych w tych
motywach sekwencyjnych ostabia wigzanie HI z DNA, co moze mie¢ znaczenie regulacyjne,

UDZIAL HISTONOW HI W REGULACIJI TRANSKRYPCJI

Caron i Thomas [5] stosujac fragmenty uzyskane w wyniku trawienia chromatyny nukleaza
ze Staphylococcus aureus stwierdzili, ze w obecnosci 70 mM NaCl nastepowato bardzo
szybkie i catkowite zrownowazenie czasteczek HI pomiedzy fragmentami chromatyny.
Sugerowato to, ze w warunkach fizjologicznej sity jonowej (w 150 mM NaCl) réwniez bedzie
miata miejsce catkowita i szybka wymiana histonéw HI w chromatynie.

Przemieszczanie sie czasteczek H 1w obrebie chromatyny byto takze obserwowane pod-
czas eksperymentow Wu i wsp. [50], ktdrzy przeprowadzili fuzje komdrek HeLa z fibro-
blastami myszy. Wymiana czasteczek HI miedzy jadrami w heterokarionie zachodzita w
niewielkim stopniu, ale po fuzji jader i mitozie nastepowato zrownowazenie HI miedzy
chromatyng ludzka i mysig. (W podobnych badaniach fuzyjnych wykazano, Ze histony
rdzeniowe H3 i H4 nie przemieszczajg sie pomiedzy jadrami w obrebie heterokarionu, ani tez
nie przechodzg z ludzkich do mysich chromosoméw w obrebie nowo utworzonych hybrydo-
wych jader komdrkowych [25]). Stwierdzono takze, ze w przeciwienstwie do histonéw H3 i
H4, ktdre sa odktadane na DNA w spos6b konserwatywny, nowo syntetyzowane czasteczki
HI mozna odnalez¢ zaréwno na uprzednio istniejgcej, jak i na potomnej nici DNA. Sugeruje
to, ze nowo powstate histony Hl wymieniaja sie ze "starymi*czasteczkami. Zjawisko to moze
zachodzi¢ spontanicznie lub moze by¢ utatwione np. destabilizacjg interakcji DNA-histon w
wyniku przemieszczania si¢ polimerazy RNA wzdtuz tancucha DNA. Jednakze fakt, iz wielu
autoréw uwaza, ze sposodb rozmieszczenia H1w réznych regionach chromatyny moze mieé
znaczenie funkcjonalne [8, 10, 14, 20, 40, 41, 49], jest trudny do pogodzenia z koncepcja
swobodnego przemieszczania si¢ czgsteczek H1

Jeden z kontrowersyjnych problemoéw, skupiajacych ostatnio wiele uwagi, dotyczyt obe-
cnosci histonow HI w obszarach chromatyny aktywnej transkrypcyjnie. Cechg charaktery-
styczng chromatyny aktywnej transkrypcyjnie poza zmniejszeniem gestosci nukleosomow
przypadajacych najednostke dtugosci DNA jest brak struktury solenoidowej i wydaje sie, ze
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rozwiniecie zwartej struktury 30 nm widkna grubego jest prawdopodobnie warunkiem wste-
pnym, umozliwiajgcym transkrypcje [9, 36]. Skoro gtéwng funkcja histonu H 1jest kondensa-
cja chromatyny, mozna zatozy¢, ze r6znice w stopniu skondensowania zwigzane sg z
regionalnymi réznicami (jako$ciowymi i ilosciowymi) w zawartosci histonu HI. Wykazano,
ze obecno$¢ stabilnego, aktywnego kompleksu transkrypcyjnego chroni geny 55 RNA u
Xenopus laevis przed wigzaniem posredniczacych w represji czgsteczek HI [41]. Z kolei,
frakcjonowanie chromatyny erytrocytow ptasich daje w wyniku odrebne supramolekularne
czastki bogate w nieaktywne geny i sugeruje sie, ze strukture tych czastek utrzymuja histony
H 1[49]. Stawiajac wiec hipoteze, w mysl ktorej struktura chromatyny wraz z sekwencjg DNA
bytaby odpowiedzialna za determinacje komérek, nalezatoby przyjac, ze histony H 1sg zdolne
do utrzymania stopnia skondensowania poszczeg6lnych regionéw chromatyny podczas kolej-
nych podziatbw komérkowych. Badajac rozmieszczenie tego biatka w réznych regionach
chromatyny wykazano, ze histon HI jest odnajdywany w stechiometrycznych ilosciach w
nukleosomach zawierajgcych 5-metylocytozyne - zmodyfikowang zasade, o ktérej wiadomo,
ze wystepuje w nieczynnych fragmentach genomu [3]. Jednakze wiele danych wskazuje na
obecno$¢ czasteczek HI takze w regionach aktywnych transkrypcyjnie. Rozdziat elektrofore-
tyczny fragmentéw chromatyny tagodnie trawionych nukleaza ujawnit, ze histon HI wigze
sie ztancuchami polinukleosomowymi pochodzacymi z regionédw aktywnych transkrypcyjnie.
Wykazano jednak, ze zwigzany on byt w sposéb, ktéry nie prowadzit do powstawania struktur
wyzszego rzedu [49]. Potwierdzajg to réwniez ostatnio przeprowadzone eksperymenty z
zastosowaniem zwigzkow sprzegajacych. Wskazuja one na obecnos$¢ czasteczek HI w obsza-
rach chromatyny zaréwno nieaktywnej, jak i aktywnej transkrypcyjnie, ale w tej ostatniej maja
one by¢ zwigzane w inny spos6b [28], Takze prace prowadzone przez Kamakake i Thomasa
[16] dostarczajg przekonujacych dowod6éw na obecno$¢ histondw HI we frakcji chromatyny
aktywnej transkrypcyjnie, aczkolwiek w zmniejszonej o 20 do 40% ilosci. Autorzy sugeruja,
ze brak pojedynczej czasteczki HI w dowolnym punkcie taficucha polinukleosomowego moze
by¢ powodem zaniku kooperatywnych oddziatywan stabilizujacych in vivo formowanie 30
nm widkna, co prowadzi do utworzenia bardziej otwartej konformacji chromatyny.

Poza tym, w kontek$cie udziatu HI w regulacji transkrypcji nie bez znaczenia jest duza
heterogennos$¢ charakterystyczna dla tej klasy biatek. Daneholt i Grossbach [7], podobnie jak
i Zlatanova [52] stwierdzili, ze warianty HI nie sa rozmieszczone w chromatynie w sposéb
przypadkowy. U Chironomus thummi specyficzny wariant HI zwigzany jest z obszarami
skondensowanej chromatyny, ktére obejmujg powtarzajace sie sekwencje, pézno replikujace-
go DNA. Struktura tego wariantu znacznie rozni sie¢ od struktury innych wariantéw HI w tej
samej komdrce. Przyjmujac zatem dynamiczny model, zgodnie z ktérym dochodzitoby do
wymiany czasteczek HI w chromatynie, wymiana taka mogtaby mie¢ miejsce jedynie miedzy
takimi samymi subfrakcjami.

Wydaje sig, ze nowo syntetyzowany histon HI jest odktadany na DNA w spos6b niekon-
serwatywny, ale czasteczki HI nie wigzg sie z DNA w sposob przypadkowy i utozenie to
utrzymuje sie podczas wielu podziatéw komérkowych [20]. Badania prowadzone przez
Huanga i Cole’a [10] réwniez wykazaly stabilne, nieréwnomierne rozmieszczenie histonéw
HI w chromatynie. Klasa chromatyny rozpuszczalnej byta uboga w czasteczki HI w przeci-
wienstwie do klasy chromatyny nierozpuszczalnej. Ponadto, jak wykazano [10], histon HI nie
wymieniat sie miedzy tymi dwoma klasami chromatyny.

Podstawa odrebnos$ci miedzy klasami chromatyny nie jest w peini wyjasniona i réznice w
wigzaniu histonéw HI moga stanowié¢ wiasciwg podstawe regulacji ekspresji gendéw. W
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Swietle przytoczonych pogladéw rola histonu HI w stabilizacji chromatyny i utrzymywaniu
stopnia skondensowania poszczegdlnych jej regionéw przez nastepujace po sobie podziaty
komdrkowe moze by¢ poréwnana do roli mostkéw dwusiarczkowych w stabilizacji struktury
biatek [10].

Ciekawy model opisujacy udziat histonu HI w regulacji ekspresji genéw zaproponowat
Oikarinen [31]. Autor podejmuje probe potgczenia w logiczng catos¢ kilku elementéw
wptywajacych na transkrypcje, takich jak: histony HI, biatkowe aktywatory transkrypcji
(CTF/NF-1i AP-1)iwreszcie receptory jadrowe. Nim przejdziemy do omawiania zatozen tego
modelu, Czytelnikowi nalezy sie pare stdw wprowadzenia, charakteryzujacych poszczegolne
jego elementy. Ot6z koncepcja ta mogta powsta¢ dopiero po odkryciu faktu, ze histony HI sg
biatkami wigzacymi nukleotydy [24, 37]. Przypuszczenie takie wysunieto badajgc homologie
sekwencyjna pomiedzy domeng wigzaca nukleotydy w podjednostce katalitycznej kinazy A
oraz czasteczkami HI [37]. W S$wietle ostatnich danych wydaje sie, ze domeny wigzgce
nukleotydy w czasteczkach H 1preferencyjnie oddziatuja z GDP/GTP i ADP/ATP [24,31, 32]
i ze nukleotydy te wptywaja na wigzanie czasteczek HI z DNA [24, 31]. Przypuszczalnie
dwufosforany nukleozyddw stabilizujg stan, w ktdrym HI wykazuje wigksze powinowactwo
do DNA, podczas gdy tréjfosforany nukleozyddw ostabiaja to wigzanie [32]. Wedtug Oikari-
nena histony HI wykazujg réwniez zdolno$¢ do hydrolizowania tréjfosforanow nukleozydéw
do dwufosforanéw, a takze wbudowywania reszty fosforanowej do egzogennych biatek [24,
31]. Zatem czasteczki HI ujawniajg podobienstwo funkcjonalne do GTPaz i mogg zdaniem
autora posredniczy¢ w dziataniu receptoréw jadrowych [24, 31].

CTF/NF-Ijest eukariotycznym biatkiem wigzacym sie z DNA, ktére uczestniczy zaréwno
w procesie replikacji DNA, jak i w transkrypcji gendéw [15, 26]. Biatko to rozpoznaje
preferencyjnie sekwencje 5’-TTGGCAnNnnTGCCAA-3’ (consensus) i wydaje sie, ze ten sam
motyw sekwencyjny lub jego cze$¢ moze byé rozpoznawana przez czasteczki HI [23],
Mechanizm dziatania CTF/NF-I jest jak dotad nieznany, wiadomo jednak, ze biatko to
przeciwdziata kondensacji DNA. Z funkcjonalnego punktu widzenia doniostg role odgrywa
domena N-koncowa, wigzaca sie z DNA iodpowiedzialna za aktywacje replikacji oraz bogata
w proline domena C-koncowa uczestniczaca w procesie transkrypcji [26],

AP-1 - heterodimeryczny kompleks produktow ekspresji gendw c-fos i c-jun jest biatko-
wym aktywatorem transkrypcji posredniczagcym w dziataniu takich efektorow, jak estry
forbolu i TGF-R (przeptyw informacji zalezny od aktywacji kinazy C) [17, 27]. Niezwykle
homologiczne domeny réznych form Fos/Jun wigzgc sie z DNA, rozpoznajg sekwencje: 5’
-TGA(C/G)TCA-3’ (consensus). AP-1 bierze udziat w regulacji ekspresji genéw zwigzanych
z proliferacja komaérek, takich jak geny dla niektérych wewngtrzkomérkowych proteinaz. W
chorobach nowotworowych wzrasta poziom syntezy kolagenaz i Fos oraz Jun sg zdolne do
indukcji syntezy tych enzymow itransformacji komérek, w sytuacji, kiedy sg syntetyzowane
w nadmiarze. Zwiekszony poziom ekspresji genéw kolagenazy w transformowanych komor-
kach, a takze indukcja tych genéw podczas normalnych podziatow komérkowych blokowana
jest za posrednictwem hormondw sterydowych, aczkolwiek mechanizm inhibicji pozostaje
nadal niewyjasniony [17].

W jaki sposob dziatajg receptory jadrowe? Mechanizm molekularny pozostaje nadal
nieznany, aczkolwiek przyjmuje sie, ze powoduja stabilizacje kompleksu inicjujgcego trans-
krypcje. Interakcja z DNA moze nastapi¢ dopiero po zwigzaniu z receptorem takich ligandow,
jak hormony sterydowe, kwas retinowy czy 1,25-dihydroksycholekalcyferol. Wymienione
ligandy powodujg uwolnienie receptora z kompleksu z biatkiem Hsp90 ijego dimeryzacje
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[21]. Biatko Hsp90 nalezace do rodziny biatek szoku cieplnego zapobiega oddziatywaniu
pomiedzy receptorem aDNA w nieobecnosci sygnatu - hormonu [21]. Wydaje sig, ze jadrowe
receptory oddziatujg takze z innymi biatkami szoku cieplnego, nalezagcymi do rodziny Hsp70
[31]. Znaczenie tych interakcji jest niewyjasnione, aczkolwiek Oikarinen [31] uwaza, ze moze
to by¢ zwigzane z wymiang nukleotydow (proponowany przez autora mechanizm bedzie
dyskutowany w dalszej czesci rozdziatu).

Po zwigzaniu sie z DNA receptory jadrowe powodujg zmiany w strukturze chromatyny,
ktérych wynikiem jest indukcja lub represja pewnych genéw [6, 34]. Sugerowano ostatnio,
ze mechanizm dziatania receptoréw jadrowych i receptoréw zlokalizowanych w btonie
komérkowej moze by¢ podobny [47]. Zaobserwowano znaczng homologie sekwencyjna oraz
konserwatywnos¢ regionéw odpowiedzialnych za interakcje obu typéw receptoréw z GTPa-
zami (podjednostka a biatek z rodziny G, bedacych facznikiem w transmisji sygnatéw z
receptoréw btonowych na ich efektory [19]), co moze wskazywac¢ na analogiczny mechanizm
dziatania i wspdlne ewolucyjne pochodzenie tych dwu rodzin receptoréw [31].

Sprébujmy teraz i$¢ dalej tokiem rozumowania Oikarinena [31] i znalez¢ w tym ukladzie
miejsce dla funkcjonowania histonow H 1. W stanie represji histon H 1potgczony z GDP bytby
skompleksowany z DNA. Wymiana GDP na czasteczke GTP nastepowataby za posrednic-
twem receptorow jadrowych, a $cislej, jak juz wspomniano powyzej, uczestniczytyby w tym
procesie zwigzane z nimi biatka szoku cieplnego. Po zwigzaniu z GTP histon H 1traci zdolno$¢
do interakcji z DNA i moze taczy¢ sie z innymi biatkami efektorowymi (by¢ moze dyskuto-
wanymi aktywatorami transkrypcji). Bioragc pod uwage fakt, ze czasteczki HI wykazuja
aktywnos$¢ GTPazowa, istnieje mozliwo$¢ przerwania sygnatu zapoczatkowanego potacze-
niem receptora jadrowego z hormonem i powr6t czasteczek HI do stanu wyjsciowego, w
ktorym wykazujg wysokie powinowactwo do DNA (w potaczeniu z GDP). Zaproponowany
powyzej mechanizm obrazuje rysunek 1.

Wykazano, ze obecno$¢ miejsca wiazacego CTF/NF-I jest warunkiem koniecznym dla
dziatania hormonéw sterydowych w przypadku niektérych genéw indukowanych za posred-
nictwem receptoréw jadrowych [6,34], Miejsce tojest zlokalizowane wtacznikowym regionie
nukleosomu i odpowiada miejscu wigzania czasteczek HI. Jakie znaczenie moze miec ten
fakt? Oikarinen [31] postuluje, ze aktywatory transkrypcji (CTF/NF-1 i Fos/Jun) wigzg sie po
przeciwnej stronie podwadjnej helisy DNA niz HI (oddziatujg z wiekszg bruzda). Pozwala to
na jednoczesne wigzanie H1 ijednego z tych aktywatorow. Mogtoby zatem dochodzi¢ do
oddziatywan miedzy nimi, prowadzacych na przyktad do aktywacji CTF/NF-I przez HI [31].
Z drugiej strony, wiadomo, ze jadrowe receptory w wielu przypadkach przeciwdziatajg
aktywujgcemu wptywowi AP-1 na transkrypcje, mimo ze wigzg sie w innym regionie DNA.
Mechanizm tego zjawiska pozostaje niewyjasniony, tym niemniej Oikarinen wysunat konce-
pcje, zgodnie z ktorg fosforylacja seryny w AP-1 wystepujgcej w uktadzie aminokwasow
SPKK mogtaby ostabia¢ jego zdolnos¢ do interakcji z DNA, podobnie jak ma to miejsce w
przypadku histonéw HI1. Modyfikacja taka mogtaby by¢ przeprowadzona za posrednictwem
HI, gdyz jak wspomniano wczes$niej, wedtug Oikarinena [31] czasteczki tego histonu ~dolne
sg do hydrolizy ATP iprzeniesienia reszty fosforanowej na inne biatko. Ponadto, jesli istotnie
Hl rozpoznaje te samg sekwencje DNA co CTF/NF-1 (lub jej fragment) [38], wymiana
nukleotydéw za pos$rednictwem receptoréw jagdrowych prowadzaca do ostabienia powino-
wactwa histonu HI do DNA pozwolitaby aktywatorom transkrypcji zaja¢ jego miejsce. W tej
chwili trudno oceni¢, jak dalece spekulatywna jest hipoteza Oikarinena, poniewaz wiele prac
oryginalnych, na ktére powotuje sie autor, jest w druku.
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Rys. 1. Schemat obrazujacy dziatanie histonu HI jako GTPazy (wg Oikarinena [31], zmieniony): w stanie represji
histon HI zwiazany z GDP wykazuje wysokie powinowactwo do DNA; receptory jadrowe utatwiajag wymiane
GDP na GTP, co prowadzi do obnizenia powinowactwa H 1do DNA; uwolnione czasteczki HI moga oddziatywac
z biatkami efektorowymi; przerwanie sygnatu nastepuje w wyniku hydrolizy GTP do GDP przebiegajacej przy
udziale histonu H I, co ponownie prowadzi do stanu represji

Konkurencje o miejsce wigzania z DNA pomiedzy histonem HI a czynnikami transkry-
pcyjnymi mozna wyobrazi¢ sobie bez udziatu posredniczacych receptoréw jagdrowych. Fosfo-
rylacja czasteczek HI bez watpienia przyczynia sie do ostabienia jego oddziatywan z DNA i
by¢ moze w takich przypadkach aktywatory transkrypcji "wygrywajg" konkurencje o miejsce
wigzania z DNA [12, 41].

Zaprezentowany przeglad informacji o histonach HI moze wydawa¢ sie¢ Czytelnikom
niedostatecznie spojny, mimo to jest odzwierciedleniem obecnego stanu wiedzy na ten temat.
Oczywiscie nie wszystkie problemy zwigzane ze strukturg i funkcjg HI zostaty omowione w
wyczerpujacy sposéb. Heterogennos$¢ oraz modyfikacje postsyntetyczne histondw HI beda
przedmiotem odrebnego opracowania
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MOLEKULARNY MECHANIZM FOTOINHIBICJI

MOLECULAR MECHANISM OF PHOTOINHIBITION

Violetta SACZYNSKA

Zaktad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie. Silne Swiatto powoduje obnizenie aktywnosci fotosyntetycznej tlenowych organizméw fotosyntetyzu-
jacych, czyli fotoinhibicje. Przyczyng tego zjawiska jest specyficzne uszkodzenie centréw reakcji Il uktadu fotosyn-
tezy (rozdz. 2). W pierwszej fazie fotoinhibicji obserwuje sie hamowanie transportu elektronéw po akceptorowej
stronie PSU (rozdz. 3.1 i 3.2). Kontrowersje budzi to, ktéry z akceptoréw chinonowych bierze udziat w tym procesie
(rozdz 3.3). Fotoinhibicja tylakoidéw z uszkodzonym kompleksem utleniajgcym H20 polega na hamowaniu reakcji
po donorowej stronie PSU (rozdz. 3.4). Przypuszczalnie przebieg inaktywacji PS1l moze r6zni¢ sie w zaleznosci od
warunkéw wywotywania fotoinhibicji (rozdz. 3.5). Zaktéceniom reakcji fotochemicznych towarzyszy uszkodzenie
biatka wchodzacego w sktad centrum reakcji, tzw. biatka D1. Zmodyfikowane biatko jest nastepnie degradowane
przez podjednostke kompleksu rdzeniowego PSU (rozdz. 4). Sugeruje sie, ze rozpad biatka DI moze by¢ procesem
autoproteolitycznym. Degradacja/synteza de novo biatka D 1oraz przemieszczanie sie kompleksu rdzeniowego ijego
podjednostek miedzy réznymi regionami bton tylakoidéw sg elementami cyklu naprawiajacego uszkodzenia PSU.
Procesy biorgce udziat w rozpraszaniu energii wzbudzenia i adaptacji aparatu fotosyntezy do $wiatta o zwiekszonej
intensywnosci, a takze reaktywacja PSU spetniaja wazng role w utrzymaniu aktywnosci fotosyntetycznej roslin w
warunkach nadmiernego o$wietlenia (rozdz. 5). Podatno$¢ roslin na fotoinhibicje jest zdeterminowana genetycznie,
a ponadto zalezy od przystosowania roslin do wzrostu w okre$lonych warunkach $wietlnych (rozdz. 6). Swiatto i
stresy srodowiskowe wywieraja synergistyczny wptyw na proces fotoinhibicji.

Summary. Strong illumination of oxygenic photosynthetic organisms results in the decrease of their photosynthetic
activity, i.e. photoinhibition. This phenomenon is due to specific damage to the PSII reaction centers (Section 2).
Inhibition of electron transport at the acceptor side of PSII is the first stage of photoinhibition (Sections 3.1 and 3.2).
The controversial issue is which quinone acceptor is involved in this process (Section 3.3). In thylakoid membranes
impaired in H20 oxidation strong light causes the inhibition of reactions at PSII donor side (Section 3.4). Presumably
the course of PSII inactivation may vary according to conditions of photoinhibition induction (Section 3.5). The
disturbances of photochemical reactions are accompanied by damage to reaction center protein - D 1protein. Modified
protein is subsequently degradated by the PSII core subunit (Section 4). Possibly the breakdown of D 1 protein is an
autoproteolytic process. Degradation/de novo synthesis of D1 protein as well as migration of the core complex and
its subunits between the two thylakoid regions are the parts of PSII repair cycle following photoinhibition. Processes
involved in dissipation of excitation energy and light acclimation to enhanced light intensities as well as reactivation
of PSII play an important role in sustaining photosynthetic activity in plants illuminated excessively (Section 5).
Susceptibility of plants to photoinhibition is determined by genetic factors and depends on their acclimation to definite
light conditions (Section 6). Light and environmental stresses have a synergistic effect on the process of photoihibition.
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Wykaz stosowanych skrétéw: PSI (PSU) - | (I1) uktad fotosyntezy; Péso (Péso+) - zredukowana (utleniona) forma
chlorofilu centrum reakcji PSIlI, pierwotnego donora elektronéw w PSU; Tyrz (Tyrz+) - zredukowana (utleniona)
forma reszty tyrozyny-161 biatka D 1, bezpo$redniego donora elektronéw dla Pdso, dawniej oznaczanego jako Z (Z+),
Yz (Yzox); Pheo (Pheo-) - utleniona (zredukowana) forma feofityny, pierwotnego akceptora elektrondw w PSII; Qa
(QaT - utleniona (zredukowana) forma pierwszego chinonowego akceptora elektronéw w PSII; Qb (Qb , Qb2T ~
utleniona (zredukowana, podwojnie zredukowana) forma drugiego chinonowego akceptora elektronéw w PSIl; PQ
- plastochinon; PQH2 - plastochinol; CP 43 - zbierajacy $wiatto kompleks chlorofil a - biatko wystepujacy w
kompleksie rdzeniowym PSII; LHCII - zbierajacy $wiatto kompleks chlorofil a/b-biatko zwigzany z PSII; ATP -
adenozynotrifosforan; ADP - adenozynodifosforan; NADP+(NADPH) - utleniona (zredukowana) forma dinukleo-
tydu nikotynamido-adeninowego; DPC - 1,5-difenylokarbazyd; DCIP - 2,6-dichlorofenoloindofenol; DCMU -
3-(3,4-dichlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik; DBMIB - 2,5-dibromo-3-metylo-6-izopropylo-p-benzochinon; EPR -
elektronowy rezonans paramagnetyczny.

WPROWADZENIE

Niekorzystny wptyw silnego $wiatta na aktywnos$¢ fotosyntetyczng zaobserwowano naj-
pierw w kulturach komoérkowych glonéw, nieco pozniej uroslin wyzszych [37]. Obserwowano
ponadto, ze wyizolowane btony tylakoidow tracg zdolno$¢ do transportu elektronéw pod
wptywem S$wiatta, co stanowito powazny problem w badaniach aktywnosci fotochemicznej
in vitro. Pierwsze systematyczne doswiadczenia dotyczace szkodliwego wplywu Swiatta na
rosliny zielone przeprowadzono w latach siedemdziesigtych [37], Poczatkowo zajmowano sie
gtdwnie fizjologicznymi aspektami tego zjawiska [48]. Natomiast obecnie trwajg intensywne
prace majace na celu wyjasnienie molekularnego mechanizmu fotoinhibicji [3].

Juz pionierskie eksperymenty przeprowadzone przez Myersa i Burra [41] na glonie
Chlorella, przez Trebsta [62] oraz Jonesa i Koka [28] na wyizolowanych chloroplastach
wykazaty, ze uszkodzenie aparatu fotosyntetycznego przez $wiatto przebiega w 2 etapach. W
pierwszym z nich obserwuje sie hamowanie aktywnosci fotosyntetycznej, ktéremu nie towa-
rzyszy degradacja barwnikéw fotosyntetycznych. Z kolei dominujgcym procesem drugiego
etapu jest destrukcja pigmentéw. W celu opisania pierwszego etapu przyjeto termin "fotoin-
hibicja", natomiast zjawiska nastepujace po diugotrwatym dziataniu Swiatta okresla sie
mianem "fotooksydacja". Badania ujawnity, ze wrazliwos$¢ na Swiatto o wysokim natezeniu
dotyczy sinic, glonéw i roslin wyzszych [3, 38, 48].

DOSWIADCZALNE WYWOLYWANIE FOTOINHIBICII

W laboratoriach stosuje sie 2 zasadnicze sposoby wywotywania fotoinhibicji, tj. w warun-
kach in vivo lub in vitro [17,38]. Silne oSwietlanie catych lisci prowadzi do ostabienia $wiatta
przez kolejne warstwy komdrek, stad chloroplasty komérek lezacych blizej powierzchni
oswietlanej beda ulegaty wiekszemu uszkodzeniu niz chloroplasty komérek lezacych dalej od
powierzchni oswietlanej [13, 17, 33, 38]. Natomiast o$wietlanie mieszajacej sie zawiesiny
komarek glonéw lub preparatéw uzyskanych z lisci, tj. protoplastéw, chloroplastow czy
tylakoidéw umozliwiajednolitg inaktywacje bton fotosyntetycznych [17,38], a takze pozwala
na Scistg kontrole stezenia C02 i 02 [38]. Ponadto indukowanie fotoinhibicji w mniej
ztozonych uktadach eliminuje procesy reaktywacji, ktére w innym wypadku maskuja pierwot-
ne zjawiska fotoinhibicji, a przez to utrudniajg ich badanie [17]. Tak wiec interpretacja
wynikéw badan w warunkach in vitro jest fatwiejsza, jednakze wymaga uwzglednienia
sztucznego charakteru izolowanych uktadéw [17, 38].
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Do wywotywania fotoinhibicji w warunkach laboratoryjnych stosuje sie $wiatto biate o
natezeniu od 750 do 7500 (imoli fotonéw x uf2xs-1 [4, 8, 9, 13, 15, 16, 18, 19, 27, 29, 33,
35,36,42, 55,57, 58, 60, 61, 63, 65, 67, 68, 71]. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na to, ze efekt
dziatania $wiatta o okreslonym natezeniu zalezy od warunkdw $wietlnych wzrostu roslin, czy
hodowli glonéw [45], jak réwniez od sposobu wywotywania fotoinhibicji. Wyizolowane
chloroplasty lub btony tylakoidéw sa bardziej podatne na fotoinhibicje niz nienaruszone liscie
[38],

2. INAKTYWACJA PSU JAKO PIERWOTNY EFEKT DZIALANIA
SILNEGO SWIATLA

Pomiary fluorescencji chlorofilu sg czutym wskaZznikiem zaburzeh w btonach chloropla-
stéw [17, 38]. Badania z zastosowaniem tego typu pomiaréw ujawnity, ze nadmiernemu
o$wietlaniu lisci, komorek glonéw, wyizolowanych nienaruszonych chloroplastéw oraz bton
tylakoidow towarzyszg charakterystyczne zmiany parametréw emisji fluorescencji. Podobien-
stwo reakcji na Swiatto w tak réznych ukladach doswiadczalnych wskazuje, ze proces
fotoinhibicji jest bezposrednio zwigzany z btonami tylakoidéw, w ktorych wystepuja I i Il
uktad fotosyntezy (PSI i PSU). Dalsze badania nad fotoinhibicjg pozwolity stwierdzié¢, ze
gtownym obiektem szkodliwego oddziatywania Swiatta jest PSU [17, 24, 38, 45, 46, 48,70].

Wplyw nadmiernego os$wietlenia na | i Il uktad fotosyntezy mozna bada¢ dokonujac
pomiaréw fluorescencji w temperaturze ciektego azotu [17, 38, 48]. Fluorescencja rejestro-
wana w temperaturze pokojowej pochodzi gtéwnie z PSU. Dopiero schtodzenie lisci, zawie-
siny chloroplastéw, czy bton tylakoidéw do temperatury 77 K pozwala na uzyskanie widm
emisji fluorescencji obu fotouktadéw z maksimum o dtugosci fali 735 nm w przypadku PSI
oraz 685 i 695 nm w przypadku PSU. Inng metodg pozwalajaca na lokalizacje uszkodzenia
przez Swiatto sg pomiary aktywnosci transportu elektronéw PSI lub PSU wyizolowanych bton
tylakoidéw w obecnosci sztucznych donoréw i akceptoréw elektronéw [17, 38, 48], Nato-
miast okreslenie wzglednych zmian aktywnosci PSI i PSU w nienaruszonych lisciach stato sie
mozliwe dzieki zastosowaniu technik fotoakustycznych [24].

Rysunek 1 przedstawia model struktury PSU uwzgledniajacy reakcje przenoszenia ele-
ktronéw. Czasteczki barwnikéw zewnetrznych i wewnetrznych komplekséw antenowych
PSU absorbujg $wiatto, a nastepnie kierujg energie wzbudzenia do centrum reakcji, co inicjuje
transport elektronéw. W warunkach silnego oswietlenia szybko$¢ przenoszenia energii z
komplekséw chlorofilowo-biatkowych do centrum reakcji przekracza szybko$¢ jej wykorzy-
stywania w reakcjach transportu elektronéw ze wzgledu na ograniczong aktywno$¢ proceséw
regenerujagcych NADP+ i ADP [31, 45, 48]. W ten spos6b powstaje w centrum reakcji
destrukcyjny stan "nadmiaru energii wzbudzenia”. Uszkodzenie centrum reakcjijako pierwot-
ny efekt nadmiernego o$wietleniajest dobrze udokumentowane [6, 15, 17, 45, 46, 48].

Pula Il uktadu fotosyntezy nie jest jednorodna (rys. 2). Gtdwng jej cze$¢ stanowig tzw.
a-centra, ktdre wystepuja wytacznie w Scie$nionych (ang. appressed) regionach bton tyla-
sed) regionach bton. Badania wykazaty, ze podczas fotoinhibicji uszkodzeniu ulegajg gtéwnie
a-centra, ktore zwigzane sg z bardziej rozbudowanymi kompleksami antenowymi niz B-cen-
tra [33, 46].
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Rys. 1. Model Il uktadu fotosyntezy (PSU) [3]: schemat przedstawia podjednostki biatkowe z ich masami czaste-
czkowymi w kDa (NM - biatko o niskiej masie czgsteczkowej) albo nazwami: LHCII - kompleks chlorofil a/b-biat-
ko zbierajacy energie; cytb - cytochrom b-559; centrum reakcji PSII tworzy heterodimer biatek D1 i D2 oraz
zwigzane z nim przenos$niki eleKtrondw: P - chlorofil centrum reakcji, pierwotny donor elektronéw; Pheo - feofi-
tyna, pierwotny akceptor elektrondw; QA (QR) - pierwszy (drugi) chinonowy akceptor elektronéw; Tyrz (TyrD)- re-
szta tyrozyny-161 biatka DI (D2); Tyr” - bezposredni donor elektronéw dla P&); biorace udziat w utlenianiu wody:
kompleks manganowy (Mn4) oraz kofaktory (Ca“+ Cl-) zwiagzane sa z biatkiem D I|; potozenie Tyr , Tyr QA QRi
Fe (niehemowy jon Fe~+) na schemacie odpowiada w przyblizeniu ich lokalizacji w heterodimerze biatkowym
D j/D ~- symbolizuje reakcje rozdziatu tadunku miedzy P&0i Pheo, f! - symbolizuje wtérne reakcje transportu ele-
ktronu biorace udziat w stabilizacji tadunkéw

Wplyw warunkéw stresowych na Il uktad fotosyntezy moze by¢ badany przy uzyciu
technik spektroskopii fluorescencyjnej [7, 11, 17, 32, 33, 54]. Pomiary sygnatu indukowanej
fluorescencji ujawnity, ze nadmiernie o$wietlane liscie [11, 32, 33], protoplasty czy nienaru-
szone chloroplasty [7, 33] emitujg fluorescencje o nizszej intensywnosci w poréwnaniu z
probami kontrolnymi. Prawidtowos¢ ta dotyczy fluorescencji maksymalnej (FM), zmiennej
(Fv=Fm-F0) [7, 11, 32-34, 54], jak rowniez poziomu fluorescencji piku (Fp) i stanu stacjo-
narnego (FT) [7], Natomiast charakter zmian poziomu minimalnej fluorescencji (FQ) przypu-
szczalnie zalezy od gatunku i warunkéw wzrostu roslin, a takze od sposobu wywotywania
fotoinhibicji [11]. Tak wiec silne Swiatto moze powodowac wyrazny wzrost, spadek albo tylko
niewielkie zmiany natezenia minimalnej fluorescencji [7, 11, 32-34], Wielko$¢ fotoinhibicji
najlepiej odzwierciedla stosunek fluorescencji zmiennej do maksymalnej (FV/FM) [7, 11, 34],
Parametr ten jest miarg potencjalnej wydajnosci pierwotnych reakcji fotochemicznych PSI|,
a jego warto$¢ wyznaczona dla réznych gatunkéw roslin okazata sie by¢ w nieznacznym
stopniu zréznicowana [7,11,32,34], Badania ujawnity, ze fotoinhibicji towarzyszy obnizenie
wartosci Fy/FM [7, 11, 32, 33]. Ponadto okazato sie, ze zmiany wartosci Fy/FM sg zwykle
liniowo skorelowane ze zmianami wartosci innych parametréw charakteryzujacych stan
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Rys. 2. Model organizacji tylakoidéw [3]: btony gran przylegajace do innych bton, tj. lamele gran, tworza regiony

schemat ilustruje lateralng heterogenno$¢ rozmieszczenia komplekséw biatkowych w btonach tylakoidéw; PSlla
(PSIIB) - a-centra (R-centra) Il uktadu fotosyntezy; PSI - luktad fotosyntezy

aparatu fotosyntetycznego, takich jak maksymalna wydajno$¢ kwantowa fotosyntezy [11, 32,
34] czy aktywno$¢ transportu elektronéw wyizolowanych tylakoidow [33, 34].

Pomiary indukowanej fluorescencji poszerzone o analizy jej wygaszania wykazaly, ze
procesy odpowiedzialne za obnizanie (wygaszanie) fluorescencji nadmiernie oswietlanych
lisci reprezentuja specyficzny dla fotoinhibicji mechanizm niefotochemicznego wygaszania
fluorescencji [7, 34,54], Wygaszanie fluorescencji zwigzane z fotoinhibicjg oraz dominujacy
w warunkach fizjologicznych mechanizm niefotochemicznego wygaszania fluorescencji
zwigzany ze stanem wysokoenergetycznym bion tylakoidéw rdéznig sie kinetyka tworzenia
podczas indukcji fluorescencji [34], atakze kinetyka i wielkoscig relaksacji w ciemnosci [34,
54]. Zaproponowano wiele koncepcji wyjasniajagcych mechanizm wygaszania fluorescencji
towarzyszacy fotoinhibicji [7, 11, 17, 33, 34]. Obecnie rozpatrywane sg dwie hipotezy
dotyczace tego zagadnienia [34]. Jedna z nich zaktada, ze przyczyna obnizenia intensywnosci
fluorescencji jest zwiekszenie termicznego rozpraszania energii wzbudzenia w kompleksach
antenowych PSU spowodowane tworzeniem zeaksantyny z wiolaksantyny w cyklu ksantofi-
lowym. Druga hipoteza zaktada, ze w warunkach silnego oswietlenia cze$¢ centréw reakcji
traci aktywno$¢ fotochemiczng, ale jednocze$nie ma zdolno$é wytapywania energii wzbudze-
nia i przeksztatcania jej w ciepto (tzw. wygaszacze fluorescencji), czes¢ centrow ulega
catkowitej inaktywacji wskutek rozpadu biatka DI, natomiast pozostata frakcja centrow
reakcji zachowuje niezmieniong aktywno$¢ fotochemiczng. Przypuszcza sie, ze obydwa
przedstawione mechanizmy moga by¢ odpowiedzialne za wzrost termicznego rozpraszania
energii wzbudzenia w nadmiernie o$wietlanych lisciach.
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3. MECHANIZM HAMOWANIA AKTYWNOSCI FOTOCHEMICZNEJ PSU
| MODYFIKACJI BIALKA DI POD WPLYWEM SWIATLA

Wyniki badan nad fotoinhibicjg wskazuja, ze dziataniu silnego $wiatta towarzyszy utrata
aktywnosci fotochemicznej PS Il oraz degradacja biatka DI [3, 8, 15, 38, 67, 68]. Natomiast
wskaznikiem wystepowania fotoinhibicji in vivo moze by¢ wzrost szybkosci procesu obejmu-
jacego zaréwno degradacje, jak i synteze biatka, a okreslanego jako wymiana (ang. turnover)
biatka DI [3, 17, 29, 38,44, 55, 66, 70],

Poczatkowo sugerowano, ze degradacja biatka DI jest przyczyng fotoinhibicji i ze usunie-
cie tego biatka z PS 1l poprzedza utrate aktywnosci fotouktadu [17, 38]. O ile taka koncepcja
przebiegu fotoinhibicji mogta by¢ przyjeta w kontekscie dwczesnych pogladéw na budowe
PS 11, o tyle nie moze by¢ uznana w $wietle aktualnej wiedzy o strukturze centrum reakcji oraz
licznych danych doswiadczalnych [3, 5, 8, 15, 17, 42, 44, 49, 55, 58, 60, 67, 68]. Obecnie
powszechnie akceptuje sie poglad, ze hamowanie aktywnosci transportu elektronéw w PS I
jest pierwszym zjawiskiem podczas fotoinhibicji, natomiast degradacja biatka jest konse-
kwencja a nie pierwotng przyczyna utraty aktywnosci fotochemicznej.

3.1. HAMOWANIE AKTYWNOSCI FOTOCHEMICZNEJ NA POZIOMIE QB

Poglad, ze pierwszym efektem dziatania silnego Swiatta jest hamowanie aktywnosci
transportu elektronéw na poziomie QR, wywodzi sie gtdwnie z badan przeprowadzonych na
glonie Chlamydomonas reinhardtii [17, 36], ale takze na wyizolowanych tylakoidach roslin
wyzszych [38, 49].

W badaniach poréwnywano wielkos¢ zmian aktywnosci transportu zaleznego od QA QR
w PS Il pod wptywem nadmiernego oswietlenia, stosujac przy tym rézne specyficzne akcep-
tory elektronéw dla QB’ oraz SiMojako akceptor elektronéw dla QA" [17,36,38,49]. Wyniki
eksperymentéw z zastosowaniem SiMo nie sg w petni wiarygodne w $wietle doniesien o
niskiej specyficznosci SiMo jako akceptora elektronéw na poziomie QA [12, 22], Jednakze
whioski, jakie wyciaggnieto na ich podstawie, potwierdzity badania z uzyciem technik fluore-
scencyjnych [36, 49], a ponadto wyniki oznaczen liczby miejsc wigzacych atrazyne, ktore sg
wskaznikiem funkcjonalnej integralnosci miejsca wigzacego QR w biatku DI (tzw. miejsca
Qb) [36]. Zastosowanie atrazyny, czy diuronu [35, 36, 38] - inhibitoréw przeptywu elektro-
néw w PSU wigzacych sie z biatkiem D 1oraz DBMIB [36] - inhibitora przeptywu elektronéw
przez kompleks cytochroméw b/f, przyczynito sie do wyjasnienia mechanizmu uszkodzenia
biatka DI a jednoczes$nie hamowania aktywnosci fotochemicznej PS 1l na poziomie QR.
Wykazano mianowicie, ze diuron lub atrazyna obecne podczas wywotywania fotoinhibicji u
Chlamydomonas reinhardtii [36] oraz we fragmentach bton PSU [35] wyizolowanych z
Chenopodium album cze$ciowo chronig btony chloroplastéw przed fotoinhibicjg, co wyraza
sie zmniejszeniem stopnia inaktywacji PSU w komadrkach glonu i hamowaniem degradacji
biatka DI w preparatach bton tylakoidéw. Ponadto badania przeprowadzone na Chlamydo-
monas reinhardtii [36] i biotypie Chenopodium [35] odpornych na atrazyne wykazaty, ze
zdolno$¢ wigzania tego herbicydu jest niezbedna dla ochrony przed fotoinhibicjg. Natomiast
u Chlamydomonas zaobserwowano przyspieszong utrate aktywnosci fotochemicznej w obe-
cnosci DBMIB [36].
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Przypuszcza sie, ze nadmierne o$wietlenie powoduje znaczna redukcje puli PQ [36], a
przez to akumulacje rodnikéw chinonowych, tj. QR* [3, 35, 38] lub Q2 [36] w miejscu QR
biatka D1. Aniony QR~[35, 38] lub QR2 [36] mogtyby kowalencyjnie modyfikowaé biatko
[35,36,38], ale bardziej prawdopodobne jest, ze aniony semichinonowe [3,38] lub chinonowe
[36] ulegaja autooksydacji w obecnosci 0 9z wytworzeniem anionu ponadtlenkowego (CE).
Przypuszczasie, ze lokalny wzrost stezenia0 9 indukuje reakcje wtérne, w ktérych powstajg
rodniki hydroksylowe [6, 38], Przedstawiona koncepcja zaktada, ze rodniki tlenu [3, 35, 36]
lub rodniki hydroksylowe [3, 35, 38] sgq odpowiedzialne za uszkodzenie biatka DI, a w
konsekwencji za jego degradacje.

Mozliwos$¢ takiego przebiegu zjawisk podczas fotoinhibicji potwierdzajg badania, w
ktérych powstawanie rodnikéw chinonowych w btonach tylakoidéw indukowano $wiattem
UV [3] albo przedtuzano obecno$¢ semichinonu w centrach reakcji PSU Chlamydomonas
reinhardtii przez zastosowanie btyskow Swiatta zamiast ciggltego oswietlenia [38]. Wplyw
rodnikdw semichinonowych na biatko DI objawiat sie zwiekszong degradacjg [3] albo
wymiang [38] biatka D L

Z kolei udziat aktywnych form tlenu podczas fotoinhibicji potwierdzajg badania, w ktérych
uktady usuwajace rodniki tlenowe w znacznym stopniu chronity wyizolowane btony tylakoi-
déw przed fotoinhibicjg, natomiast rodniki hydroksylowe wytwarzane przez sztuczne uklady
w preparatach bton tylakoidéw inkubowanych w ciemnosci wywotywaty efekt podobny do
fotoinhibicji [50].

Badania in vitro ujawnity, ze catkowite wyeliminowanie O., z zawiesiny bton tylakoidéw
znacznie przyspiesza utrate aktywnosci PSU, a obecno$¢ O-, nawet w $ladowych ilosciach
zmniejsza efekt dziatania Swiatta [4], Ponadto tzw. szybkga inaktywacje uzyskano podczas
oswietlania czgstek PSII w $rodowisku redukujgcym pozbawionym O., [3, 42], Wplyw
obecnosci O0 na przebieg fotoinhibicji w wyizolowanych btonach tylakoidow nalezy jednak
uzna¢ za kwestie nierozstrzygnietg, bowiem oprécz doniesien wskazujacych na przyspieszenie
fotoinhibicji w warunkach anaerobowych [8, 17, 31] istniejg prace nie potwierdzajace tej
zaleznodci [17, 35], Obecnie przyjmuje sie, ze mechanizmy fotoinhibicji w warunkach
tlenowych ibeztlenowych sgrézne [4, 8,31 ], a zatem nie mozna wykluczy¢ udziatu rodnikéw
tlenowych i hydroksylowych w procesie uszkodzenia biatka DI podczas fotoinhibicji indu-
kowanej w obecnosci 0 2.

Inny mechanizm utraty aktywnos$ci PSII zaproponowali Ohad i wsp. [44].

Dane przedstawione przez Ohada i wsp. [44] wskazujg na dwufazowy przebieg fotoinhi-
bicji u Chlamydomonas reinhardtii. Pierwszg faze charakteryzuje ujawniona w pomiarach
termoluminescencji destabilizacja miejsca wigzacego QR_ w biatku DI, ktéra moze by¢
odpowiedzialna za hamowanie aktywnosci transportu elektronéw w PSIl na poziomie QR.
Obnizenie natezenia $wiatta po indukcji pierwszej fazy fotoinhibicji pozwala na przywrécenie
pierwotnego stanu miejsca QR w biatku DI, natomiast wydtuzenie czasu nadmiernego
oswietlania komarek glonu prowadzi do nieodwracalnej modyfikacji biatka D1, co przejawia
sie wystepowaniem fragmentu polipeptydowego odpornego na trawienie trypsyna.

Wyniki badan nad fotoinhibicjg u Chlamydomonas reinhardtii staty sie podstawg koncepcji
(rys. 3), wg ktdrej Swiatto powoduje odwracalne zmiany konformacyjne centrow reakcji PSII
wplywajgce na miejsce wigzania QRB_ w biatku DI. Przypuszcza sie, ze przedtuzone o$wiet-
lanie prowadzi do dalszych konformacyjnych zmian centréw reakcji i tworzenia rodnikéw
(QR-, P680+ lub Z+), ktére bezposrednio modyfikujg biatko albo przyczyniaja sie do jego
modyfikacji przez udziat w wytwarzaniu rodnikéw tlenowych czy hydroksylowych. Te
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Rys. 3. Schemat przebiegu fotoinhibicji in vivo wg Ohada i wsp. [44]

nieodwracalne zmiany w biatku DI prawdopodobnie indukuja jego degradacje, natomiast
reaktywacja kompleksu PSII wymaga wigczenia nowo zsyntetyzowanej czasteczki biatka. W
przypadku dtugotrwatego oddziatywania silnego $Swiatta na aparat fotosyntetyczny roslin
moze takze dochodzi¢ do degradacji biatka D2.

3.2 HAMOWANIE AKTYWNOSCI TRANSPORTU ELEKTRONOW NA POZIOMIE QA

Ostatnie prace dotyczace fotoinhibicji wywotywanej w warunkach in vitro wskazuja, ze
silne $wiatto powoduje rowniez zaburzenie aktywnosci fotochemicznej PSII na poziomie QA
[3, 16, 19,42, 60, 67,68],

Badania fotoinhibicji wyizolowanych bton tylakoidéw ujawnity istnienie korelacji miedzy
zmniejszeniem ilosci redukowanych w warunkach pomiaru spektroskopowego QA a hamo-
waniem aktywnosci wytwarzania 0 2, co wskazuje, ze pod wptywem Swiatta centra reakcji
tracg zdolno$¢ do stabilnego rozdziatu tadunku [60, 67, 68], czyli osiggania stanu sktadnikow
redoks opisanegojako P680+xPheo xQA .Whniosek ten potwierdzity rGwniez spektroskopowe
pomiary utleniania P680 w inaktywowanych przez $wiatto preparatach PSIl [19]. Ponadto
wykazano, ze zmniejszenie ilosci Pheo ulagajacej redukcji w warunkach pomiaru spektrosko-
pii EPR jest o wiele wolniejsze niz hamowanie aktywnosci wytwarzania 0 2, czy zdolnosci do
redukcji QA [60].
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Przedstawiono dane $wiadczace o tym, ze pierwotnym zjawiskiem w procesie fotoinhibicji
jest blokowanie przeptywu elektrondw miedzy Pheo i QA, co z kolei moze by¢ spowodowane
utratg zdolnosci QA do przenoszenia elektronéw w centrum reakcji PSIl. Mechanizm obser-
wowanego zjawiska nie jest doktadnie poznany. Przez analogie do mechanizmu hamowania
aktywnosci na poziomie QR sugeruje sie, ze akumulacja rodnikow semichinonowych (QA~)
mogtaby by¢ odpowiedzialna za uszkodzenie miejsca wigzania QA w biatku D2 [65], Z kolei
na podstawie doswiadczen nad fotoinhibicjg w btonach tylakoidéw i czastkach PSII przypu-
szcza sie, ze dziataniu $wiatta towarzyszy modyfikacja QA bedaca efektem reakcji chinonu z
rodnikami hydroksylowymi lub z grupa tiolowa polipeptydu [16].

W zaleznosci od kinetyki zmian wtasciwosci PSI1 wyrdzniono 3 typy proceséw inaktywacji
pod wptywem Swiatta [42], czy tez 3 Kkinetyczne fazy fotoinhibicji [43, 56], przy czym
wystepowanie tzw. powolnej fazy prébowano wyjasni¢ tworzeniem anormalnie stabilnej
formy QA-. Natomiast Styring i wsp. [60] doszli do wniosku, Zze w warunkach stresu
Swietlnego mogtoby dochodzi¢ do podwajnej redukcji QA. Sugeruje sie ponadto, ze podwadjnie
zredukowany QA (QA2 ) mdgtby odpowiadac temu, co inni okreslili jako anormalnie stabilna
forma QA~[3]. Z kolei badania in vitro udowodnity, ze w warunkach silnie redukujgcych moze
tworzy¢ sie QA2 [30, 51, 64].

Uwzgledniajac reakcje podwdjnej redukcji QA, Styring i wsp. [60] zaproponowali kolej-
no$¢ zjawisk prowadzacych do hamowania przeptywu elektronéw na poziomie QA, a naste-
pnie do uszkodzenia i degradacji biatka DI (rys. 4). Koncepcja ta zaktada, ze podczas
nadmiernego o$wietlenia, kiedy szybko$¢ redukcji puli PQ jest wieksza niz szybkosc¢ jej
reoksydacji, zredukowany QR przemieszcza sie sie do puli PQ, a jego miejsce z braku
dostepnego plastochinonu pozostaje "niezajete" (rys. 4A). Oswietlanie takich centrow reakcji
w dalszym ciggu indukuje reakcje pierwotnego rozdziatu tadunku, tj. tworzenie pary rodniko-
wej P680+Pheo-, ktéra w obecnosci QA~moze rekombinowacé. Przyjmuje sie jednak, ze reakcja
przeniesienia elektronu z Z (Tyrz) do P680+jest wystarczajaco szybka, aby zredukowaé P68+
pozostawiajgc tym samym zredukowang Pheo (Pheo-) (rys. 4B). Pheo- jest silnym reduktorem
(Em~ -610 mV), stad istnieje prawdopodobienstwo, ze zredukuje QA~ (rys. 4C). Los QA2
nie jest wyjasniony. Gdyby obnizyto sie natezenie Swiatta, QA2 mogtby by¢ czeSciowo
reoksydowany przez plastochinon. Jednakze w wypadku dalszego o$wietlania w ten sposéb
zmodyfikowanych centréw reakcji, prawdopodobnym jest, ze QA2 Ilub QAH2 opuszcza
centrum reakcji (rys. 4D). Zaktada sie ponadto, ze uszkodzenie biatka DI prowadzace dojego
degradacji (rys. 4E) jest wynikiem zak}dcenia reakcji pierwotnego rozdziatu fadunku lub
reakcji po stronie donorowej PSII w centrach pozbawionych akceptoréw chinonowych.
Ostatnio rozwaza sie mozliwo$¢ udziatu singletowego tlenu w reakcjach prowadzacych do
rozpadu biatka DI [10].

Nalezy przypuszczaé, ze w centrach reakcji niezawierajagcych akceptorow chinonowych
dochodzi do rekombinacji pary rodnikowej P680+Pheo- z wytworzeniem tripletowego stanu
chlorofilu P680, ktéry jest nastepnie wygaszany w interakcji z 02 [10]. Sugeruje sie, ze
powstajacy w ten sposdb singletowy tlen bierze udziat we wtérnych procesach fotoinhibicji.
Wykazano bowiem, ze destrukcja czasteczek chlorofilu P68Qspowodowana przez singletowy
tlen poprzedza degradacje biatka DI w nadmiernie o$wietlanych wyizolowanych centrach
reakcji.

Badania Styringa i wsp. [60] ujawnity, ze fotoinhibicji towarzysza konformacyjne zmiany
centrum reakcji PSII, a dowodem na to jest przeksztatcanie formy cytochromu b-559 o
wysokim potencjale do formy o niskim potencjale (rys. 4C). Zmiany potencjatu cytochromu
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Rys. 4. Schemat przebiegu fotoinhibicji wg Styringa i wsp. [60]: Z, P6g0, Q , QB - przenosniki elektronéw w PSU;
Mn, Mn+, Mn2+- réwnowazniki utleniajgce kompleksu manganowego; Chi - monomeryczny chlorofil centrum re-
akcji PSU; cyt b559 wp (cyt bJ59 Np) - forma cytochromu b-559 o wysokim potencjale (niskim potencjale)

b-559 w poczatkowej fazie fotoinhibicji moga ponadto $wiadczy¢ o tym, ze cykliczny
transport elektronéw w PSII ma ograniczong zdolnos¢ ochrony centrum reakcji przed szkod-
liwym dziataniem $wiatta.

3.3. UDZIAL Qa 1Qb W HAMOWANIU AKTYWNOSCI FOTOCHEMICZNEJ PSII

Koncepcja, wg ktorej QR jest pierwotnym miejscem hamowania aktywnosci transportu
elektrondw, jest atrakcyjna, poniewaz fagczy hamowanie aktywnosci z uszkodzeniem biatka
DI, ktore jak wiadomo ulega szybkiej wymianie na $wietle. Z drugiej strony trudno jest
wyjasni¢ mechanizm fotoinhibicji z udziatem rodnikéw semichinonowych i chinonowych ze
wzgledu na krotki czas trwania podwojnie zredukowanego QR w biatku DI [66] a takze ze
wzgledu na to, ze znaczna cze$¢ centréw reakcji roslin zaadaptowanych do ciemnosci zawiera
QR~+[3,66], co nie pocigga za sobg uszkodzenia PSII. Nie moznajednak zlekcewazy¢ danych
potwierdzajacych te koncepcje [38, 49].

Wyniki pomiaréw termoluminescencji (analogicznie do uprzednio przeprowadzonych w
badaniach fotoinhibicji u Chlamydomonas [4, 44]) oraz op6Znionej luminescencji w inakty-
wowanych przez Swiatto wyizolowanych btonach tylakoidow wykazaty rownolegte obnizenie
sie zdolnosci do redukcji QA i QR w trakcie fotoinhibicji, co moze by¢ interpretowane albo
jako zaktocenie reakcji przeniesienia elektronu na Q ., albo tez jako jednoczesne hamowanie
aktywnosci na poziomie QA i QR [65]. Ponadto badania przeprowadzone na btonach tylakoi-
doéw wykazaly, ze fotoinhibicji wywotanej w temp. 20°C towarzyszy zmniejszenie zarGwno
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zaleznej, jak i niezaleznej od QR aktywnosci transportu elektronéw, natomiast w przypadku
fotoinhibicji indukowanej w temp. 0°C znaczne zmiany aktywnosci dotyczyty tylko transportu
elektronéw z udziatem QR [49]. Z kolei wyniki kinetycznych badan uszkodzenia aktywnosci
PSII w nienaruszonych komdrkach glonéw i tylakoidach roslin wyzszych, zestawione przez
Kyle [38], wskazuja, ze niezaleznie od sposobu indukowania fotoinhibicji (in vivo/in vitro)
utrata zaleznej od QR aktywnosci transportu elektronéw poprzedza utrate aktywnosci zaleznej
°dQA.

Rozbieznos$ci wynikéw badan nad miejscem hamowania aktywnosci fotochemicznej moga
byé przynajmniej czeSciowo rezultatem sposobu wywotywania fotoinhibicji. Wiadomo bo-
wiem, ze poddawane dziataniu $wiatta wyizolowane btony tylakoidéw pozbawione sg fun-
kcjonujacych in vivo akceptoréw elektronéw [38, 44, 65] oraz uktaddw usuwajacych wolne
rodniki [44], W zwiazku z tym sugeruje sie, ze mechanizm fotoinhibicji izolowanych bton
chloroplastow moze by¢ rézny od tego, jaki wystepuje in vivo.

3.4. FOTOINHIBICJA W BLONACH TYLAKOIDOW Z NARUSZONYM
KOMPLEKSEM UTLENIAJACYM H20

Badania wykazaly, ze preparaty bton tylakoidéw z selektywie uszkodzonym kompleksem
rozszczepiajgcym H?0 sg o wiele bardziej podatne na fotoinhibicje niz tylakoidy zdolne do
utleniania wody [3, 19,61,71 ]. Okazato sie ponadto, ze modyfikacja kompleksu utleniajgcego
H-,0 implikuje specyficzny przebieg fotoinhibicji [3, 17, 19, 61, 71].

Wplyw Swiatta na tylakoidy z uszkodzonym kompleksem rozszczepiajagcym HOO przeja-
wia sie tym, ze w poréwnaniu do préb kontrolnych, tj. inkubowanych w ciemnosci, oSwietlane
preparaty wykazujg obnizong aktywno$¢ transportu elektronédw w obecnosci sztucznych
akceptoréw elektronéw oraz donoréw elektronéw, takich jak DPC czy MnCl-, [61, 71].
Ponadto wykazano, ze fotoinhibicji zmodyfikowanych fragmentéw bton PSII towarzysza
zmiany kinetyki utleniania P63) w obecnosci DPC $wiadczace o znacznym hamowaniu
redukcji P680+ [19]. Na tej podstawie postuluje sie, ze fotoinhibicja tylakoidow z inaktywo-
wanym kompleksem utleniajgcym H20 polega na blokowaniu transportu elektronéw miedzy
Tyr?(Z, Yz) a P63 [17, 19, 61]. Przypuszcza sie, ze zjawisko to jest zwigzane z akumulacjg
silnie utleniajgcych rodnikéw, takich jak P68+ i/lub Tyrz+ [3, 19, 58, 66,71].

Sugestie dotyczace mechanizmu hamowania transportu elektronéw po stronie donorowej
PSII pochodza z badan, w ktérych stosowano inhibitory transportu elektronéw [61], sztuczne
akceptory [19] lub donory [19,71 ] elektronéw podczas indukowania fotoinhibicji w zmodyfi-
kowanych btonach tylakoidéw. Stwierdzono, ze DCIP (akceptor elektronéw z PSII) nie chroni
PSII przed fotoinhibicjg [19], natomiast DCMU (inhibitor reakcji przeniesienia elektronu z
Qa~do PQ) [61], jak réwniez DPC lub MnCI0 [19] zmniejszajg stopien uszkodzenia PSII.
Ponadto wykazano, ze ditionit - reduktor P680+ pozwala na reaktywacje fluorescencji zmniej-
szonej wskutek wywotanego $wiattem zablokowania transportu elektronéw miedzy Z (Tyr )
a 680

Poczgtkowo sugerowano, ze wywotana przez Swiatto inaktywacja bton tylakoidow z
naruszonym kompleksem utleniajgcym HOO oraz fotoinhibicja sg tym samym procesem [61].
Obecnie podkresla sig, ze hamowanie aktywnosci fotochemicznej po stronie donorowej PSII
jestjednym z mozliwych mechanizméw fotoinhibicji [3]. Poglad ten popierajg wyniki badan
przeprowadzonych na fragmentach bton PSII z aktywnym i selektywnie inaktywowanym
kompleksem utleniajagcym H-,0 [19]. Wykazano mianowicie wystepowanie dwdch miejsc w
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PSU ulegajacych uszkodzeniu pod wptywem Swiatta: | - miedzy P680a QAoraz Il - miedzy
Yz (Tyrz) a P680- Przedstawiono réwniez dane wskazujace na to, ze w procesie fotoinhibicji
preparatéw zdolnych do wytwarzania 0 9dominujaca role odgrywa uszkodzenie miedzy P6y()
a Qa, natomiast w przypadku preparatow z uszkodzonym kompleksem utleniajacym H-,0
miedzy Yza P680.

3.5. CZYNNIKI WPLYWAJACE NA PRZEBIEG FOTOINHIBICII

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan ujawnity, ze zjawisko fotoinhibicji nie moze
by¢ scharakteryzowane przez wskazanie jednego, okreslonego miejsca w centrum reakcji
PSU, od ktérego rozpoczyna sie proces hamowania aktywnos$ci fotochemicznej, ani tez
opisane jako jeden mechanizm [3, 19].

Przebieg fotoinhibicji w wyizolowanych btonach tylakoidéw moze by¢ inny niz w niena-
ruszonych lisciach czy komérkach glonéw [38, 44, 65]. Ponadto udziat poszczeg6lnych
mechanizméw w procesie inaktywacji Il uktadu fotosyntezy moze zaleze¢ od intensywnosci
i czasu oswietlenia [19], a takze od stezenia 0-, [17, 31, 45]. Uwzgledniajagc dane dotyczace
tzw. aerobowej i anaerobowej fotoinhibicji nalezy oczekiwac, ze sposéb oddziatywania 0 2 na
przebieg fotoinhibicji moze zaleze¢ zar6wno od rodzaju badanego materiatu (liscie, nienaru-
szone chloroplasty, btony tylakoidéw), jak i od réwnoczesnej obecnosci C02.

Kolejnos¢ zjawisk podczas fotoinhibicji jest rowniez uwarunkowana stanem funkcjonal-
nym PSU, co w wypadku badan in vitro oznacza, ze jako$¢ preparatu moze mie¢ wptyw na
uzyskane wyniki [19]. Natomiast rozpatrujac fotoinhibicje w warunkach naturalnych naleza-
toby uwzgledni¢ dodatkowo heterogenno$é kompleksu PSU [3, 33, 46] oraz warunkéw
Swietlnych [13, 19, 33, 38] w komdrce i lisciu. Poza tym inne niz $wiatto czynniki Srodowi-
skowe moga determinowac przebieg fotoinhibicji. 1tak w warunkach stresu niskiej czy
wysokiej temperatury, ktére powodujg uszkodzenie kompleksu utleniajgcego H90, przebieg
fotoinhibicji moze by¢ zdominowany przez mechanizm opisany dla bton tylakoidéw pozba-
wionych zdolnosci utleniania H90 [61],

4. DEGRADACJA BIALKA DI

Dotychczas uzyskane wyniki sugerujg wystepowanie dwéch mechanizméw uszkodzenia
biatka a zarazem wywotywania jego degradacji [3]. Jeden z nich zwigzany jest z nadmierng
redukcjg akceptorowej strony PSU oraz reakcjami z udziatem rodnikéw tlenowych lub
hydroksylowych, drugi natomiast z obecnoécig rodnikéw utleniajacych, takich jak Tyrz+ lub
P68o+ po donorowej stronie PSU. Badania nad fotoinhibicja wywotywang in vivo [29, 44]
potwierdzity wczesniejsze przypuszczenia, ze modyfikacja biatka D1 poprzedzajego rozpad,
jednakze problemem otwartym pozostaje nadal to, wjaki sposob uszkodzenie biatka indukuje
procesy degradacji [3, 66].

Degradacja biatka D1 jest procesem zaleznym od temperatury [3,5, 15,46,49], Wskazujg
na to m.in. wyniki badan in vitro nad mechanizmem fotoinhibicji indukowanej w 20°C oraz
0°C lub 2°C [5, 49]. Swiatto wywotywato degradacje biatka DI tylko wtedy, gdy preparaty
oswietlano w 20°C. Okazato sie jednak, ze podwyzszenie temperatury inkubacji bton tylakoi-
déw uprzednio poddawanych nadmiernemu o$wietleniu w temp. 2°C stymuluje degradacje



MOLEKULARNY MECHANIZM FOTOINHIBICJI 57

biatka i to w spos6b niezalezny od $wiatta [5]. Dane te Swiadczg o0 enzymatycznym charakterze
degradacji biatka DI [3, 5].

Biatko D1 ulega degradacji zaréwno podczas fotoinhibicji wywotywanej w warunkach in
vivo [3, 17, 29, 38, 44, 55, 66, 70], jak i w warunkach in vitro. Obecno$¢ aktywnosci
proteolitycznej w wyizolowanych btonach tylakoidow [3, 5, 8, 27, 49, 50, 67, 68], w btonach
wzbogaconych w PSU [3, 35], czastkach PSU [42], odwrdconych pecherzykach bton [27], a
takze w czastkach rdzeniowego kompleksu PSU [52, 69] przemawia za tym, ze jedno z biatek
kompleksu rdzeniowego PSU, byé moze CP 43 [52], bierze udziat w degradacji biatka.
Okazato sie ponadto, ze podczas silnego oswietlania wyizolowanych centréw reakcji PSU w
warunkach pozwalajgcych na akumulacje P680+powstaja charakterystyczne produkty rozpadu
biatka D 1, co sugeruje, ze degradacja biatka D 1moze by¢ procesem autoproteolitycznym [58].

Identyfikacja produktow rozpadu biatka DI nie jest fatwym zadaniem, gdyz powstate
pierwotnie fragmenty ulegajg szybkiej i wydajnej degradacji [3]. Udato sie jednak wykry¢
pierwszy produkt proteolizy w warunkach in vivo, tj. polipeptyd o m.cz. 23,5 kDa [3]. Z kolei
w preparatach kompleksu rdzeniowego PSU zidentyfikowano fragmenty polipeptydowe 23 i
16 kDa [52], a w preparatach centréw reakcji PSII polipeptydy 24 i 10 kDa [9].

Na podstawie badan nad degradacjg biatka DI in vivo [3] oraz do$wiadczen przeprowa-
dzonych na preparatach kompleksu rdzeniowego PSII [52] ustalono, ze miejsce pierwotnego
ciecia proteolitycznego znajduje sie w petli fgczacej transbtonowe segmenty D i E biatka DI
od zewnetrznej strony btony tylakoidu (rys. 5). Koncepcja ta jest atrakcyjna, poniewaz
wskazuje, ze ciecie proteolityczne znajduje sie w poblizu sekwencji PEST [3, 9], ktéra
charakteryzuje inne biatka eukariontéw ulegajace szybkiej wymianie [3, 9, 58, 66]. Z kolei z
badan przeprowadzonych na preparatach centréw reakcji PSII [9] wynika, ze miejsce pierwot-
nego ciecia wystepuje w hydrofilowej petli taczacej transbtonowe segmenty A i B od strony
przestrzeni tylakoidu (rys. 5). Przypuszcza sie, ze przebieg degradacji biatka DI moze zaleze¢
od tego, czy proces ten jest wywotany przez zjawiska po akceptorowej czy tez po donorowej
stronie PSII [10, 52], Rozbiezno$ci wynikéw badarn mogtyby by¢ rowniez wyjasnione przyj-
mujac, ze dwie proteazy biorg udziat w degradacji biatka [52].

Kwestig nierozstrzygnietg pozostaje rola 0 2w procesie degradacji biatka D |. Badania nad
fotoinhibicjg wywotywang w czastkach PSII [35] oraz w wyizolowanych btonach tylakoidow
[8] w srodowisku aerobowym lub anaerobowym wskazuja, ze obecnos¢ tlenu czasteczkowego
jest niezbedna [35] albo sprzyja [8] procesowi degradacji biatka. Z kolei z doswiadczen, w
ktérych wprowadzono do preparatdw bton tylakoidéw systemy usuwajgce rodniki tlenowe lub
wytwarzajace rodniki hydroksylowe wynika, ze aktywne formy tlenu biorg udziat w rozpadzie
biatka D 1[50]. Odmienne wnioski pochodzg z badan degradacji biatka D 1w inakty wowanych
przez $wiatto preparatach centréw reakcji PSII [58]. W tym wypadku wykazano, ze obecno$¢
0 9 nie ma wptywu na rodzaj powstajagcych produktow degradacji. Natomiast w pracy doty-
czacej C-koncowych produktéw degradacji biatka przedstawiono dane wskazujace, ze pier-
wszy etap procesu degradacji jest niezalezny, natomiast drugi zalezny od obecnosci 0 2 [8].
Ponadto wykazano, ze rodniki tlenowe sg odpowiedzialne za petny rozpad biatka D 1. Sugeruje
sie, ze wywotana przez rodniki tlenowe degradacja biatka DI moze petnic¢ funkcje "bezpiecz-
nika", poniewaz proces ten zapobiegatby dalszemu wytwarzaniu aktywnych form tlenu a przez
to rozprzestrzenianiu sie uszkodzenia w btonie tylakoidu [50],

Biatko D2 tworzace razem z biatkiem D1 apoproteine centrum reakcji PSII réwniez ulega
wymianie (in vivo) i degradacji (in vitro) pod wplywem S$wiatta, jednakze przemiany tego
biatka sg o wiele wolniejsze niz w przypadku biatka DI [3, 58, 66-68]. Badania nad
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Rys. 5. Model struktury biatka DI [3]: reszty aminokwasowe reprezentowane sg przez "o" lub przez symbole 1-lite-

rowe; zakre$lone fragmenty polipeptydowe, oznaczone: A, B, C, D, E, CD maja strukture a-heliks, przy czym od-

cinki A-E tworza segmenty transbtonowe biatka, a odcinek helikalny CD przebiega w przyblizeniu réwnolegle do
ptaszczyzny btony oraz znajduje sie w petli taczacej helisy C i D

fotoinhibicjg w wyizolowanych centrach reakcji PSII wskazujg, ze proces degradacji biatka
D2, podobnie jak biatka DI, moze mie¢ charakter autoproteolityczny [58].

Majac na uwadze strukturalng i funkcjonalng role biatka DI w PSII nalezy oczekiwaé, ze
jego degradacja nie pozostaje bez wptywu na organizacje catego kompleksu. Badania fotoin-
hibicji indukowanej w wyizolowanych btonach tylakoidéw wykazaly, ze degradacja biatka
DI jest skorelowana z uwalnianiem jonéw Mn z blon tylakoidow (4 jony Mn/l czasteczke
zdegradowanego biatka DI) [27, 67, 68]. Procesowi temu towarzyszy takze uwalnianie
peryferycznych biatek PSII - 33, 23 i 16 kDa do wewnetrznej przestrzeni tylakoidu [27]. Z
kolei subfrakcjonowanie bton tylakoidéw poddawanych uprzednio dziataniu $wiatta ujawnito
obnizenie poziomu biatka DI w regionach $cie$nionych oraz wzrost ilosci niektérych biatek
kompleksu rdzeniowego PSII w lamelach stromy, przy czym okazato sie, ze zmiany poziomu
stawie tych danych zaproponowano [3, 27], ze degradacja biatka DI w a-centrach PSII
powoduje czesciowy rozpad rdzeniowego kompleksu PSII, anastepnie indywidualng migracje
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silne Swiatto

region Sciesniony region niesciesniony

Rys. 6. Rozpad PSII i lateralna migracja polipeptydéw po degradacji biatka DI [27]: liczby odpowiadajg masom
czasteczkowym poszczeg6lnych podjednostek biatkowych (w kDa); b-559 - cytochrom b-559

podstawie badan nad fotoinhibicjg wywotywang w komérkach Chlamydomonas reinhardtii
[1] oraz lisciach dyni [29] rowniez sugeruje sie wystepowanie migracji miedzy regionami bton
tylakoidow, tym razem jednak zjawisko to miatoby dotyczy¢ kompleksu rdzeniowego PSII ze
zmienionym pod wpltywem Swiatta biatkiem DI. Tak wiec obie przedstawione koncepcje
uznajg odmienne regiony bton tylakoiddw za miejsca, w ktorych dochodzi do degradacji
biatka. Natomiast badania nad lokalizacjg C-koncowych produktow degradacji biatka DI
wskazuja, ze biatko to jest czesciowo degradowane w $ciesnionych regionach gran, po czym

regionow bton tylakoidéw jest elementem cyklu naprawiajacego uszkodzenia PSII wywotane
dziataniem silnego $wiatta [3, 27], Wiadomo bowiem, ze prekursor biatka DI o m.cz. 33,5
kDa - produkt chloroplastowego genu psbA - jest wigczany w biony lameli, gdzie ulega
przeksztatceniu w forme dojrzatg [3,38], Sugeruje sie ponadto, ze w chloroplastach wystepuje
szybszy mechanizm wymiany uszkodzonych przez Swiatto centrow reakcji PSII [3, 27].
Polegatby on na przemieszczaniu sie nieuszkodzonych R-centrow PSII do $cieSnionych
regiondw bton i przejmowaniu przez nie funkcji nieaktywnych a-centréow.

5. MECHANIZMY OBRONY ROSLIN PRZED FOTOINHIBICJA

Przy natezeniu $wiatta nie duzo wyzszym od nasycajgcego fotosynteze wydajno$¢ kwan-
towa wigzania C 02jest niska, a mimo tego nie obserwuje sie u roslin objawéw fotoinhibicji
[31]. Mozna wiec przypuszczaé, ze istniejg mechanizmy zapobiegajace powstawaniu w
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centrach reakcji stanu "nadmiernego wzbudzenia" (s. 45). Obecnie wiadomo, ze ochrone
centrow reakcji przed uszkodzeniem zapewniaja procesy, dzieki ktérym energia wzbudzenia
ulega rozproszeniu [17, 31, 45, 48, 70]. Naleza do nich procesy zuzywajagce ATP, NADPH,
tj. fotosyntetyczne wigzanie C02 oraz fotooddychanie [17, 31, 45, 48]. Okazato sie, ze
minimalna aktywnos$¢ przemian metabolicznych, tj. na poziomie punktu kompensacyjnego,
jest niezbedna, ale i wystarczajaca, aby chroni¢ aparat fotosyntetyczny przed fotoinhibicjg [31,
45, 48]. Wiadomo jednak, ze przy nasycajacych fotosynteze natezeniach $wiatta zuzycie
energii fotochemicznej w procesach metabolicznych jest zbyt niskie, aby zapewni¢ catkowitg
ochrone przed szkodliwym dziataniem $wiatta [31,45].

Redukcja OO0 przez PSI (reakcja Mehlera) przy sprawnie dziatajagcych mechanizmach
usuwajacych rodniki tlenowe jest korzystnym sposobem rozpraszania energii wzbudzenia [6,
31, 48, 70], poniewaz stymuluje niecykliczny transport elektronéw i prawdopodobnie takze
cykliczny transport elektronéw wokét PSI [31,45]. Ostatnio sugeruje sig, ze ochronng funkcje
magtby spetniac rowniez cykliczny transportelektronéw w PSI1I z udziatem cytochromu b-559
[38, 58], jednakze niektére badania wskazujg na ograniczong zdolno$¢ tego przeptywu
elektronéw do ochrony centrum reakcji przed uszkodzeniem [60, 68, s. 51]. Obecnie uznaje
sie, ze najwieksza ilo$¢ energii Swietlnej zaabsorbowanej w nadmiarze ulega niedestrukcyj-
nemu rozproszeniu w kompleksach antenowych gtdwnie w postaci ciepta, ale takze fluore-
scencji [31, 70]. Wzrost termicznego rozpraszania energii w antenach pod wpltywem
nadmiernego oswietlenia jest zwigzany z ultrastrukturalnymi zmianami w btonach tylakoi-
dow, ktére towarzyszg budowaniu gradientu H+ w poprzek btony tylakoidéw [31, 70].

Intensywne o$wietlenie sprzyja tworzeniu aktywnych form tlenu (O~-, 10 2,OH', H0O-,),
ktore biorg udziat w reakcjach oksydacyjnych [6, 45], a by¢ moze takze w procesie fotoinhi-
bicji (s. 49 i 55). Jednakze chloroplasty zawierajg przeciwutleniacze (karotenoidy, glutation,
askorbinian) oraz ukiady enzymatyczne (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza) usuwajgce
szkodliwe rodniki [48], a posrednie dowody wskazujg na duza sprawno$¢ dziatania tych
mechanizmoéw [31].

Rosliny reagujg na wzrost natezenia $wiatta zmniejszeniem oswietlanej powierzchni,
czemu stuzg ruchy lisci i chloroplastow [6,48]. Zdolno$¢ przystosowania roslin do zmiennego
natezenia Swiatta jest takze zwiagzana z dynamicznymi wiasciwosciami bton tylakoidéw [2, 3,
20, 31]. Szybkie zmiany intensywnosci $wiatlta uruchamiaja mechanizm regulacji rozdziatu
energii wzbudzenia miedzy PSI i PSII, w ktérym biorg udziat reakcje fosforylacji/defosfory-
lacji zewnetrznej puli LHCII i jej migracja miedzy uktadami fotosyntezy [3, 20, 31]. W
przypadku silnego oswietlenia fosforylacja LHCII powoduje wzrost przekazywania energii
wzbudzenia na korzy$¢ | uktadu fotosyntezy, ktory jest mniej wrazliwy na nadmierne o$wiet-
lenie niz PSII. Z kolei dtugotrwate zmiany warunkéw Swietlnych wyzwalajg u roslin procesy
adaptacyjne polegajace na zmianie sktadu, organizacji i struktury bton tylakoidéw [3].

Mechanizmy chronigce rosliny przed fotoinhibicja nie sg w petni efektywne, dlatego tez
aktywnos$¢ uktadu wymieniajgcego uszkodzone na nowo zsyntetyzowane biatko DI odgrywa
wazng role w utrzymaniu aktywnos$ci fotosyntetycznej roélin [2, 3]. Wymiana biatka DI
zachodzi z szybko$cig proporcjonalng do natezenia $wiatta, natomiast zjawisko poprzedzajace
proces wymiany, tj. inaktywacja PSIl, moze by¢ obserwowane dopiero przy intensywnosciach
Swiatta przekraczajgcych pewng graniczng wartos¢ [44]. Odmienna zalezno$é tych dwdch
Scisle ze sobg sprzezonych zjawisk od intensywnosci $wiatta jest prawdopodobnie pozorna i
wynika z ograniczonej zdolnosci wykrywania pierwotnych zjawisk fotoinhibicji w niewielkiej
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frakcji centrow reakcji ulegajacych uszkodzeniu i reaktywacji przy nizszych od progowego
natezeniach Swiatta.

Biorgc pod uwage zdolnos¢ roslin do obrony przed szkodliwym dziataniem Swiatta mozna
przypuszczaé, ze fizjologiczny objaw fotoinhibicji, tj. obnizenie aktywnosci fotosyntetycznej
wystapi wtedy, gdy spetnione bedg nastepujace warunki:

1 Szybkos$¢ zmian natezenia Swiatta przekracza szybko$¢ aklimatyzacji [2].

2. Nadmiar energii wzbudzenia w stosunku do tej, ktéra moze by¢ wykorzystana w
procesach biochemicznych [31, 37, 38, 45] i "bezpiecznie rozproszona™ [31, 48].

3. Szybkos$¢ inaktywowania PSIl (uszkodzenia biatka DI) przekracza szybkos$¢ jego
reaktywacji (wymiany biatka D1) [31, 37, 38].

6. PODATNOSC ROSLIN NA FOTOINHIBICIJE

W warunkach naturalnych wystepujg dzienne i sezonowe zmiany natezenia $wiatta [2], a
pojawiajgce sie wysokie jego poziomy moga powodowac¢ fotoinhibicje roslin [48]. Wiadomo,
ze podatno$¢ na dziatanie silnego Swiatla jest zdeterminowana genetycznie, a ponadto zalezy
od przystosowania roslin do wzrostu w okreslonych warunkach $wietlnych [2, 3, 45, 48].
Rosliny rosngce przy stabym oswietleniu ulegajg silniejszej fotoinhibicji pod wptywem
nagtego wzrostu natezenia Swiatta niz rosliny rosngce w petnym oswietleniu stonecznym [2,
3, 45, 48]. Rosliny te wyposazone sg bowiem w bardziej rozbudowane uktady zbierajgce
Swiatto [2, 3, 45], a przy tym czesto wykazujg nizsza aktywnos$¢ ciemniowych procesow
tylakoidéw roslin zaadaptowanych do warunkéw cienia moze utrudnia¢ proces reaktywacji
angazujacy przemieszczanie sie biatek miedzy r6znymi regionami bton [29], Wiadomo, ze
gatunki cieniolubne sg bardziej wrazliwe na dziatanie silnego o$wietlenia w poréwnaniu ze
Swiattolubnymi, co zwigzane jest zardwno ze strukturg aparatu fotosyntetycznego [2, 3], jak
i ograniczong zdolnoscig adaptacji tych roslin do warunkéw petnego oswietlenia [48].

Rosliny czesto sa narazone naréwnoczesne dziatanie stresu Swietlnego oraz innych streséw
srodowiskowych [14, 40, 46, 48, 57], Wykazano, ze Swiatto i takie czynniki, jak: chtéd [17,
21,25,45—48,63], mroz [45,46], wysoka temperatura [40,48], susza [14,48], zasolenie gleby
[57] czy niedobdr C02 (O,,) w atmosferze [31, 45, 48], dziatajg synergistycznie w procesie
fotoinhibicji. Tak wiec w obecnosci dodatkowanego czynnika stresowego intensywno$é
Swiatta potrzebna do wywotania fotoinhibicji jest nizsza niz w jego nieobecnosci [17, 38], a
pojawienie sie niekorzystnych warunkéw srodowiskowych przy danej intensywnosci $wiatta
zwigksza jego szkodliwe dziatanie [40].

Oswietlaniu rodlin w niskiej temperaturze towarzyszy hamowanie transportu elektronow
miedzy | i Il uktadem fotosyntezy [63], zaburzenie mechanizméw aktywacji fruktozo-1,6-
bifosfatazy [53]. W warunkach niskiej [38,46] lub wysokiej [40] temperatury mozna spodzie-
wacé sie obnizenia aktywnosci enzymow lub ich inaktywacji. Z kolei stres suszy powoduje
konformacyjne zmiany kompleksu syntetazy ATP [14, 38] oraz zamkniecie aparatow szpar-
kowych [14, 38, 40, 48]. Przedstawione zjawiska prowadza do hamowania proceséw wyko-
rzystujacych energie wzbudzenia, tj. asymilacji C02 i fotooddychania, a przez to stwarzajg
warunki do wystgpienia fotoinhibicji [14, 40, 45, 46]. Ponadto czynniki stresowe moga
sprzyjac fotoinhibicji wywierajgc wptyw na dziatanie mechanizméw zapobiegajacych temu
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procesowi. Wiadomo np., ze niska temperatura powoduje obnizenie aktywno$ci dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy [46], jak rowniez zmniejsza ptynnos$¢ btony, przez co ogranicza
szybkos$¢ migracji ufosforylowanego LHCII [3].

Warunki stresowe obnizajg szybko$¢ procesu naprawy uszkodzeri wywotanych przez
Swiatto, co w przypadku niskiej temperatury moze byé wynikiem zaréwno hamowania
degradacji i usuwania uszkodzonego biatka D1 [5, 46], jak i syntezy [17, 46] oraz witgczania
nowo zsyntetyzowanego biatka do lameli stromy [46]. Ograniczenie szybko$ci procesu
reaktywacji w niskiej temperaturze moze by¢ rowniez efektem zmniejszenia ptynnosci btony
[5, 38, 46],

Rosliny réznia sie pod wzgledem podatnosci na fotoinhibicje w warunkach stresowych [14,
25, 46]. Wykazano, ze gatunki chtodoodpome lub rosliny poddawane hartowaniu sg mniej
wrazliwe na dziatanie $wiatta w niskiej temperaturze niz gatunki chtodowrazliwe czy rosliny
niehartowane [25, 39, 46, 59]. Stwierdzono jednak, ze podatno$¢ na fotoinhibicje w niskiej
temperaturze nie jest bezposrednio zwigzana z wrazliwos$cig na chtéd [25],

Przyjmuje sie, ze gtdbwnym miejscem szkodliwego oddziatywania $wiatta w warunkach
stresowych jest Il uktad fotosyntezy [25,45,46,48,57,59,63], co potwierdzajg wyniki badan
nad dziataniem S$wiatta w niskiej temperaturze [25, 46, 59, 63]. Nie jest to jednak reguta,
bowiem niektore badania wykluczajg uszkodzenie PSll jako przyczyne obnizenia aktywnosci
fotosyntetycznej roslin chtodowrazliwych pod wpltywem dziatania Swiatta o umiarkowanym
natezeniu w niskiej temperaturze [26].

Wzrost intensywnosci Swiatta w warunkach polowych, szczeg6lnie kiedy towarzysza mu
niekorzystne czynniki Srodowiskowe, takie jak niska temperatura, moze powodowac zmniej-
szenie szybkosci fotosyntezy, aw konsekwencji obnizenie plonow [38,48]. Ze wzgledu jednak
nato, ze dodatkowe czynniki stresowe majg rowniez bezposredni wptyw na fotosynteze trudno
jest oceni¢, w jakim stopniu fotoinhibicja przyczynia sie do obnizenia produktywnosci [38,
48],
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FRUKTOZO 2,6-BISFOSFORAN - EFEKTOR INTEGRUJACY
METABOLIZM CUKROW | PIROFOSFORANU
W PRZEDZIA:ACH SUBKOMORKOWYCH ROSLIN

FRUCTOSE 2,6-BISPHOSPHATE - EFFECTOR INTEGRATING
CARBOHYDRATES AND PYROPHOSPHATE METABOLISM
IN SUBCELLULAR COMPARTMENTS OF PLANTS

Stanistaw KOWALCZYK
Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika, Torun

Streszczenie. Nasza wiedza na temat metabolizmu cukréw w ro$linach zostata w ostatnim dziesiecioleciu wzbogacona
o trzy wazne odkrycia. Po pierwsze, w tkankach rodlinnych zidentyfikowano fruktozo 2,6-bisfosforan - nowy efektor
metabolizmu cukréw i pirofosforanu oraz czesciowo scharakteryzowano enzym syntetyzujacy i degradujacy ten
metabolit. Po wtére, odkryto i opisano podstawowe witasciwosci zaleznej od pirofosforanu fosfofruktokinazy —
enzymu katalizujagcego odwracalng reakcje fosforylacji fruktozo 6-fosforanu z udziatem pirofosforanu jako dawcy
reszty fosforanowej. Po trzecie, potwierdzono role pirofosforanu jako nosnika energii w tkankach roslinnych. Celem
tej pracy jest podsumowanie wynikéw badan dotyczacych tego nowego uktadu regulacyjnego i przedyskutowanie
jego roli w kontekscie dotychczasowych pogladéw na temat ro$linnego metabolizmu cukréw. W artykule przedsta-
wiono krotka charakterystyke enzyméw odpowiedzialnych za kontrole stezenia fruktozo 2,6-bisfosforanu. W kolej-
nych rozdziatach opisano aktualny stan badan na temat enzymoéw, ktérych aktywno$¢ jest modyfikowana przez
fruktozo 2,6-bisfosforan. Dyskutowanajest réwniez rola Fru-2,6-P2 w regulacji podziatu metabolitéw tréjweglowych
stuzacych do syntezy skrobi lub sacharozy oraz udziat PPj-fosfofruktokinazy w cytoplazmatycznej glikolizie,
glukoneogenezie i metabolizmie pirofosforanu.

Stowa kluczowe: fruktozo 2,6-bisfosforan, metabolizm weglowodanéw, PPi-fosfofruktokinaza,pirofosforan.

Summary. Within the past ten years, three major discoveries have been made which modify our knowledge of plant
carbohydrate metabolism. In the first place, fructose 2,6-bisphosphate has been identified in plant tissues. Secondly,
a novel enzyme, called pyrophosphate-dependent phosphofructokinase catalysing a reversible phosphorylation of
fructose 6-phosphate using pyrophosphate as phosphoryl donor has been discovered and characterized. Thirdly, the
unusual role of pyrophosphate as an energy donor in the cytosol of plant has been recognized. The aim of this review
is to outline how the study of this new regulatory system resolved a series of basic problems in plant metabolism. In
the first section, | summarize the in vitro properties of the enzymes responsible for the control of fructose
2,6-bisphosphate concentration. Next, | describe how this effector acts on its target enzymes, namely PPi-phospho-
fructokinase and fructose 1,6-bisphosphatase. In the last section I discuss how fructose 2,6-bisphosphate regulates
sucrose synthesis and controls carbon partitioning between sucrose and starch. In addition, the evidence supporting
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that PPj-phosphofructokinase could be involved in glycolysis, gluconeogenesis or in regulation of the cytosolic
pyrophosphate concentration are discussed.

Key words: fructose 2,6-bisphosphate, carbohydrate metabolism, PPi-phosphofructokinase, pyrophosphate.

Wykaz stosowanych skrétéw. ATP-PFK - 1-fosfotransferaza ATP-fruktozo 6-fosforan, E.C.2.7.1.11; DHAP -
fosfodihydroksyaceton; FBPaza - fruktozobisfosfataza, E.C.3.1.3.11; Fru-6-P - fruktozo 6-fosforan; Fru-1,6-P2 -
fruktozo 1,6-bisfosforan; Fru-2,6-P2 - fruktozo 2,6-bisfosforan; PFK-2 - 2-fosfotransferaza ATP-fruktozo 6-fosforan,
E.C.2.7.1.; 3-PGA - 3-fosfoglicerynian; PPi - pirofosforan nieorganiczny; PPj-PFK - 1-fosfotransferaza pirofosfo-
ran- fruktozo 6-fosforan, E.C.2.7.1.90; SPS - syntaza sacharozofosforanowa, E.C.2.4.1.14

1 WSTEP

W procesie fotosyntezy redukcja dwutlenku wegla w chloroplastach prowadzi w pier-
wszym etapie do utworzenia 3-fosfoglicerynianu (3-PGA), ktéry nastepnie zostaje zreduko-
wany do fosfotrioz. W warunkach $wietlnych 3-PGA i fosfotriozy cze$ciowo usuwane sg do
cytoplazmy, w przewazajacej za$ ilosci w szlaku glukoneogenezy zostajg przeksztatcone w
fosfoheksozy i magazynowane w chloroplastach w formie skrobi. W ciemnosci skrobia
rozktadana jest do heksoz i fosfotrioz, ktére sg transportowane do cytoplazmy przez odpo-
wiednie translokazy [38]. Transport glukozy odbywa sie z udziatem specyficznej translokazy
glukozy [77], natomiast fosfotriozy transportowane sg przez translokaze fosforanowg na
zasadzie kotransportu z fosforanem [30]. Obecnie wiadomo, ze podstawowym intermediatem
usuwanym z chloroplastéw w warunkach $wietlnych jest fosfodihydrosyaceton (DHAP). W
ciemnosci, na skutek obnizenia sie pH stromy w wiekszym stopniu moze by¢ transportowany
réwniez 3-PGA [29]. Transport metabolitow z udziatem translokazy fosforanowej charakte-
ryzuje sie kinetyka typu wysyceniowego. Fosfotriozy usuwane do cytoplazmy wykorzysty-
wane sg czesciowo w procesach glikolizy, gtéwnie jednak w szlaku glukoneogenezy stuza do
syntezy sacharozy (rys. 1). U wiekszosci roélin sacharoza jest podstawowg forma transporto-
wa, rzadziej zapasowa cukrow. Niektore rosliny zwiaszcza z rodziny Compositae i Graminae
oprécz sacharozy syntetyzujg i magazynujg w wakuolach fruktany, np. inuline. Transport
sacharozy do wnetrza wakuoli odbywa sie w drodze antyportu dzieki gradientowi protonowe-
mu, generowanemu przez tonoplastowg H+-ATPaze i H+-pirofosfataze lub w wyniku trans-
lokacji zaleznej od UDP-glukozy  [37, 74, 98]. Sacharoza syntetyzowana w lisciach
transportowana jest do innych tkanek systemem symplastu i apoplastu. Aktywny transport
sacharozy do floemu, okreslany jako "tadowanie floemu", prowadzi do duzego zageszczenia
sacharozy w tej tkance i umozliwia jej transport do tkanek niefotosyntetyzujacych [58].

Problem regulacji metabolizmu cukréw oraz jego integracja w przedziatach subkomér-
kowych jest jednym z bardziej ztozonych probleméw z zakresu regulacji szlakéw meta-
bolicznych. Od pewnego czasu wiadomo juz, ze podstawowym czynnikiem regulujgcym
metabolizm cukréw w chloroplastach jest Swiatto [13]. Reakcje Swietlne nie tylko dostarczajg
ATP i NADPH zuzywane w cyklu Calvina, ale poprzez uktad ferredoksyna/tioredoksyna,
Swiatto wptywa na aktywno$¢ wielu enzymow. W ten sposéb aktywowane sa enzymy szlaku
glukoneogenezy (fruktozobisfosfataza) i regeneracji rybulozo 1,5-bisfosforanu (fosfataza
sedoheptulozo 1,7-bisfosforanowa, dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego i fosfo-
rybulokinaza). Enzymem chloroplastowym hamowanym przez $wiatto jest dehydrogenaza
glukozo 6- fosforanowa uczestniczgca w degradacji cukrow [13]. Oprdcz Swiatta i czynnikow
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bedacych efektem reakcji Swietlnej, takich jak zmiany pH i stezeniajonéw magnezowych w
stromie, w regulacji syntezy skrobi uczestniczg niektore metabolity. Kluczowym miejscem
regulacji metabolicznej jest pirofosforylaza ADP-glukozy - aktywowana przez 3-PGA i
hamowana przez fosforan [72].

Hydrolityczna degradacja skrobi z udziatem amylaz oraz reakcje fosforolizy skrobi i
maltozy prowadza do powstawania heksoz i fosfoheksoz, ktére w ograniczonym zakresie
transportowane sg do cytoplazmy. Zasadnicza pula fosfoheksoz jest w chloroplastach prze-
ksztatcana w fosfotriozy, ktére po przetransportowaniu do cytoplazmy stuza do syntezy
sacharozy.

Rys. 1. Schemat wigzania COr transportu metabolitéw przez btony chloroplastu, syntezy i transportu sacharozy

Do niedawna uwazano, ze kluczowym enzymem regulujgcym cigg reakcji prowadzacych
do syntezy sacharozy jest cytoplazmatyczna fruktozobisfosfataza (FBPaza). Przeciwstawna
reakcja fosforylacji fruktozo 6-fosforanu (Fru-6-P) przez fosfofruktokinaze (ATP-PFK) uwa-
zana jest za jedno z kluczowych miejsc regulacji szlaku glikolizy. W wyniku odkrycia PPj -
fosfofruktokinazy (PP-PFK), nowego enzymu katalizujgcego odwracalng reakcje fosforylacji
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Fru-6-P z udziatem pirofosforanu (PR) zamiast ATP, poglady na temat regulacji przemiany
fosfoheksoz sg obecnie rewidowane [14, 50]. Odkrycie alternatywnego szlaku przemiany
Fru-6-P/Fru-1,6-P~ zbiegto sie w czasie z odkryciem fruktozo 2,6-bisfosforanu (Fru-2,6-P2)
- nowego efektora metabolizmu cukrow.

Rola Fru-2,6-P~, w regulacji glikolizy i glukoneogenezy w tkankach zwierzecych zostata
juz stosunkowo dobrze poznan [27,43]. W piSmiennictwie polskim przeglagdowe prace na ten
temat ukazaty sie w "Postepach Biochemii" i "Postepach Biologii Komarki" [54, 57], Analo-
giczna rola Fru-2,6-P? w regulacji glikolizy i glukoneogenezy w tkankach roslinnych nie
zostata potwierdzona. Wynika to z odmienno$ci metabolizmu cukréw w roslinach, ktora
uwarunkowana jest gtéwnie mozliwoscig fotosyntetycznej asymilacji CCE oraz odmienng
przedziatowos$cig przemian. W roslinnym metabolizmie cukréw wazng, chociaz nie w petni
wyjasniong funkcje petni PR-fosfofruktokinaza podlegajgca allosterycznej regulacji przez
Fru-2,6-P-,. Odwracalno$¢ przemiany Fru-6-P/Fru-1,6-P_, katalizowanej przez PP-PFK wigze
sie Scisle z metabolizmem pirofosforanu. Badania roli Fru-2,6-P9 wymagaja zatem skoordy-
nowanych badan metabolizmu pirofosforanu, szczeg6lnie zas jego roli w przemianach ener-
getycznych. Taki cel majg obecne badania roli blonowych pirofosfataz transportujgcych
protony [49] oraz badania przemian, w ktdrych ATP moze by¢ zastepowany przez PP. [64,
71, 108].

2. WYSTEPOWANIE | REGULACJA STEZENIA
FRUKTOZO 2,6-BISFOSFORANU W TKANKACH ROSLINNYCH

2.1. IDENTYFIKACJA FRU-2,6-P2

Stwierdzona po raz pierwszy w 1981 r. niezwykle wysoka wrazliwo$¢ PP-fosfofruktoki-
nazy na aktywacje przez Fru-2,6-P-> pozwolita wykorzystac¢ ten enzym do iloSciowej analizy
Fru-2,6-PT w ekstraktach tkankowych [76]. Uzywanajest do tego celu czeSciowo oczyszczona
PPj-PFK, ktdéra w poréwnaniu z watrobowg ATP-fosfofruktokinaza [43] wykazuje znacznie
mniejszg wrazliwo$¢ na hamujacy wptyw sktadnikéw zawartych w ekstraktach tkankowych
[44, 45, 101]. Enzym ten pozwala oznacza¢ Fru-2,6-PO w stezeniach nanomolowych bez
koniecznos$ci jego wyodrebniania z ekstraktu. Oznaczane tg metoda stezenie Fru-2,6-P-, w
tkankach roslinnych na ogét miesci sie w zakresie od 1do 10|iM [40, 82,95] i moze podlegac
duzym wahaniom pod wptywem réznych czynnikéw. | tak, ponad 250-krotny wzrost jego
stezenia obserwowano w bulwach karczocha w wyniku przerwania stanu spoczynku zimowe-
go [100]. Podobne badania prowadzone w naszej pracowni na korzeniach marchwi wykazaty,
ze zmiany poziomu Fru-2,6-P~, analizowane w krétkich odcinkach czasowych maja charakter
szybkich zmian oscylacyjnych [47]. Etylen, znany hormon roslinny wptywajacy intensyfikuja-
co na szybkos$¢ oddychania, powoduje réowniez kilkakrotny wzrost stezenia Fru-2,6-P-, w
korzeniach marchwi i owocach banana [5, 67, 87].

W dotychczasowych badaniach najwiecej uwagi poswiecono $ledzeniu zmian poziomu
Fru-2,6-P-, w zielonych lisciach w réznych warunkach asymilacji COO0. Wyniki te, omawiane
szerzej w nastepnych rozdziatach, dostarczyty wielu informacji na temat roli Fru-2,6- P-, w
integracji przemian wegla w komarkach roslinnych.
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Badania lokalizacji Fru-2,6-P2 metodg frakcjonowania struktur subkomaérkowych w $ro-
dowisku bezwodnym oraz frakcjonowanie homogenatéw protoplastéw metoda kolejnych
sgczen przez membrany o zr6znicowanej $rednicy por wykazaly jednoznacznie, ze Fru-2,6-P~,
zawarty jest w cytoplazmie [82, 88], Stwierdzone doswiadczalnie bardzo wolne przenikanie
Fru-2,6-P9przez btony chloroplastow nie wptywato istotnie na szybko$¢ wigzania CCE [78].

2.2. REGULACJA SYNTEZY | DEGRADACIJI FRU-2,6-P2

W reakcji syntezy i hydrolizy Fru-2,6-P0 w tkankach zwierzecych uczestniczy dwufun-
kcyjny enzym - 6-fosfofrukto 2-kinaza/ fruktozo-2,6-bisfosfataza podlegajagcy skomplikowa-
nej regulacji hormonalnej [27, 43, 54, 57].

Obecnie wiadomo juz, ze podobnie jak u zwierzat réwniez w komarkach roslinnych
synteza i hydroliza Fru-2,6-P2 katalizowana jest przez 6-fosfofrukto 2-kinaze i fosfataze
fruktozo 2,6-bisfosforanowg zgodnie z rGwnaniami:

1. ATP + Fru-6-P -4 Fru-2,6-P2+ ADP
2. Fru-2,6-P2+ H20 -a Fru-6-P + R

6-Fosfofrukto 2-kinaza (PFK-2), zidentyfikowana po raz pierwszy w liSciach szpinaku, jest
enzymem wysoce specyficznym wzgledem Fru-6-P i ATP zlokalizowanym w cytoplazmie
[17]. Synteza Fru-2,6-P2 jest silnie aktywowana przez ortofosforan powodujacy prawie
10-krotny wzrost powinowactwa enzymu do Fru-6-P i 5-krotny wzrost wzgledem ATP.
Ortofosforan ponadto zmienia kinetyke reakcji z sigmoidalnej na hiperboliczng w odniesieniu
do Fru-6-P [3,52, 80]. Préby oczyszczania PFK-2 napotykaja na powazne trudnosci zwigzane
z wyjatkowo wysokg labilnoscig enzymu. Problemy zwigzane z preparatyka utrudniajg
uzyskanie jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy enzym ten, podobnie jak u zwierzat, jest
enzymem dwufunkcyjnym, czy tez PFK-2 i fosfataza fruktozo 2,6-bisfosforanowa sg dwoma
réznymi biatkami. Wysokooczyszczone dwie formy PFK-2 z lisci szpinaku o masie czastecz-
kowej 390 i 132 kDa wykazujg aktywnosc¢ kinazy i fosfatazy w stosunku 8:1 i 1:1 [55]. WyniKki
wskazujgce na dwufunkcyjnos$¢é enzymu uzyskali tez inni autorzy sugerujac jednoczes$nie, ze
jedna z form podlega aktywacji w drodze fosforylacji [4, 102, 103]. Odmienne wyniki
przedstawiono w ostatnim czasie w zespole MacDonalda, ktére stwierdzajg, ze PFK-2 i
fosfataza fruktozo 2,6-bisfosforanowa sg dwoma réznymi biatkami [59, 61].

PFK-2, niezaleznie od tego czy wykazywata whasciwosci enzymu dwufunkcyjnego, czy
jednofunkcyjnego, jest silnie hamowana przez tréjweglowe intermediaty, takie jak 3-fosfogli-
cerynian, 2-fosfoglicerynian, 3-fosfoenolopirogronian i fosfodihydroksyaceton. Z wyjatkiem
fosfodihydroksyacetonu wszystkie pozostate metabolity dziatajg antagonistycznie w stosunku
do fosforanu. Mimo ze wartosci K wzgledem tych metabolitow sg do siebie zblizone, to
przewaga stezenia 3-PGA w komérce pozwala przypuszczaé, ze jest on najbardziej efektyw-
nym inhibitorem in vivo [17, 55, 67, 85, 86]. Drugim obok 3-PGA silnym inhibitorem, ktéry
hamuje aktywnos$¢ PFK-2 tylko w obecnosci fosforanu, jest DHAP [85, 86]. PFK-2 jest
réwniez silnie hamowana przez PPj, ktory dziata kompetycyjnie wzgledem ATP i indukuje
kinetyke sigmoidalng [55, 61].

Reakcja hydroliz fruktozo-2,6-bisfosforanu katalizowana przez wysokooczyszczony dwu-
funkcyjny enzym z lisci szpinaku jest silnie hamowana przez ortofosforan i w mniejszym
stopniu przez fruktozo 6-fosforan [18]. Dwufunkcyjny enzym wykazuje wyzsze powinowac-
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two wzgledem Fru-2,6-P2 i jest wrazliwy na hamowanie przez Fru-6-P. Jednofunkcyjna
fosfatazajest natomiast silnie hamowana przez fosforan i tylko nieznacznie przez Fru-6-P [60].

Narysunku 2 przedstawiono reakcje syntezy i hydrolizy Fru-2,6-P9oraz wptyw niektérych
metabolitow na aktywno$¢ enzymdw regulujacych jego stezenie.

Zrbznicowanie molekularne PFK-2 i fosfatazy fruktozo 2,6-bisfosforanowej sugeruje, ze
enzymy te moga by¢ w pewnych warunkach zasocjowane tworzac dwufunkcyjne kompleksy
lub moga funkcjonowac¢ oddzielnie [56]. Jak dotad, warunki ich asocjacji lub dysocjacji nie
Sgjeszcze poznane.

Rys.2. Regulacja aktywnosci 6-fosfofrukto,2-kinazy i fosfatazy fruktozo 2,6-bisfosforanowej przez metabolity

3. ENZYMY PODLEGAJACE REGULACIJI PRZEZ FRU-2,6-P2

W komorkach roslinnych Fru-2,6-P2 reguluje aktywnos$¢ co najmniej dwdch enzymow.
Pierwszym z nich jest 1-fosfotransferaza PR-fruktozo 6-fosforanowa (PR-PFK) - podlega-
jaca zroznicowanej aktywacji przez ten efektor. Drugim enzymem, ktérego aktywnosc jest
hamowana przez Fru-2,6-P2,jest fosfataza fruktozo 1,6-bisfosforanowa (FBPaza) analogicz-
na do hamowanego réwniez przez Fru-2,6-P-> enzymu zwierzecego. Niektdre wihasciwosci
fizykochemiczne tych dwoch enzymdw sg przedstawione szerzej w nastepnych dwéch pod-
rozdziatach.

W ostatnich latach doniesiono, ze oprocz regulowania aktywnosci wymienionych dwoch
enzymow, Fru-2,6-PO0moze aktywowac fosforylaze UDPG, pirofosforylaze ATP, fosfogluko-
mutaze [40], cytoplazmatyczng reduktaze fosfodihydroksyacetonu [33] i utleniong forme
chloroplastowej fruktozo 1,6-bisfosfatazy [81]. Pojawity sie rowniez doniesienia o hamuja-
cym dziataniu Fru-2,6-P0 na aktywno$¢ dehydrogenazy fosfoglukonianowej i fosforylazy



INTEGRACJA METABOLIZMU CUKROW | PIROFOSFORANU 73

trehalozy [40]. Sa to obecnie pojedyncze, niepotwierdzone jeszcze doniesienia, ktére jednakze
moga sugerowac, ze rola Fru-2,6-P0jest znacznie szersza, niz to sie obecnie uwaza.

3.1. 1-FOSFOTRANSFERAZA PPr FRUKTOZO 6-FOSFORANOWA

Zalezng od PP( fosfofruktokinaze odkryto u ameby Entamoeba histolytica i niektorych
bakterii [65, 108]. Z czasem okazato sig, ze PR-PFK wystepuje powszechnie w tkankach
roslinnych [14, 50]. Enzym ten w obecnosci jonéw Mg+2 katalizuje odwracalng reakcje
ufosforylowania Fru-6-P zgodnie z réwnaniem;

PP+ Fru-6-P Fru-1,6-P5 +P.

Juz wstepne badania roslinnej PPj-fosfofruktokinazy wykazaty, ze enzym ten w odroznie-
niu od enzymu prokariontéw jest aktywowany przez Fru-2,6-P0 [76]. Nieallosteryczny enzym
z bakterii i pierwotniakbw o masie czasteczkowej 95 kDa charakteryzuje sie wysokim
powinowactwem wzgledem Fru-6-P, Fru-1,6-P-, i PPj. Warto$ci Kmwzgledem tych substra-
tow mieszczg sie w zakresie stezen 10~5M, a wzgledem ortofosforanu 10" M [108]. Nizsze
o rzad wielko$ci powinowactwo wzgledem Fru-6-P, allosterycznej PPj-fosfofruktokinazy z
roslin wzrasta 10-20-krotnie w obecnosci Fru-2,6-P2. Mikromolowe stezenie Fru-2,6-P0
powoduje réwniez 2-6-krotny wzrost powinowactwa wzgledem PPj i znosi hamowanie
enzymu przez wyzsze stezenie tego substratu [6, 10, 11, 12, 28, 46, 48, 62, 110], Oprécz
wzrostu powinowactwa enzymu wzgledem substratow, Fru-2,6-P? powoduje wzrost szybko-
sci maksymalnej reakcji w prawg strone. Wielko$¢ tego efektu zalezy od stezenia Fru-6-P [6,
10, 11, 12, 44, 46, 48, 62, 76, 101], Fru-2,6-P? aktywuje PP-PFK réwniez w reakcji
defosforylacji Fru-1,6-P0. Efekt ten jest nieznaczny w warunkach, gdy stezenie Fru-1,6-P-, w
Srodowisku reakcyjnym jest wysokie [6, 11, 12, 46, 48, 50, 75, 96, 101]. Tak wiec pozorny
brak aktywacji enzymu w reakcji defosforylacji Fru-1,6-P-, in vitro jest wynikiem niespecyfi-
cznej aktywacji enzymu przez wysokie stezenie Fru-1,6-P0 [75]. Zastgpienie Fru-2,6-P., przez
jego fosfonianowe analogi pozwolito stwierdzi¢, ze enzym ma jedno miejsce wigzace akty-
wator, co dodatkowo potwierdza symetryczng aktywacje enzymu [96].

Préby oczyszczania oraz badania kinetyczne wykazaly, ze enzym izolowany z r6znych
tkanek roslinnych rézni sie pod wzgledem wtiasciwosci fizykochemicznych. Podstawowe
réznice dotyczg jego podatnosci na aktywacje [2, 44, 109], W badaniach wiasnych wykaza-
lisSmy, ze aktywnos$¢ enzymu w kietkach fasoli we wczesnej fazie wzrostu ro$nie w obecnosci
Fru-2,6-P0 10-24-krotnie, podczas gdy w 3- i 6-dniowych lisciach zaledwie ok. 2-krotnie [44].
Wyjatkowo niska wrazliwo$¢ na aktywacje wykazuje enzym izolowany z lisci niektorych
rodlin gruboszowatych, np. ananasa i Sansevieria trifasciata [14, 48].

Zréznicowanie enzymu pod wzgledem wrazliwosci ne Fru-2,6-P~> sktonito badaczy do
poszukiwan roznic w budowie molekularnej. W badaniach tych stwierdzono, ze enzym
izolowany z réznych gatunkoéw roslin i réznych tkanek rézni sie pod wzgledem budowy
podjednostkowej [6, 15, 28, 106]. Wykazano tez, ze stosunek ilosciowy poszczegdlnych
podjednostek moze ulega¢ zmianom w czasie rozwoju rosliny [7, 8, 107]. Wydaje sie, ze
réznice w skfadzie podjednostkowym enzymu determinujg duze zr6znicowanie powinowac-
twa wzgledem Fru-2,6-P-,. Wartosci K na ogdét mieszczg sie w zakresie stezer od 5 x 10-9 M
do 10~ M [6, 11, 12, 28, 46, 76, 101, 110]. Powinowactwo wzgledem Fru-2,6-P-, zalezy tez
od sktadu $rodowiska reakcyjnego, zwtaszcza od stezenia Fru-6-P i fosforanu [46, 84, 101],
Wyzsze stezenie Fru-6-P powoduje wzrost powinowactwa enzymu wzgledem Fru-2,6-POw
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przeciwienstwie do fosforanu dziatajgcego antagonistycznie. Tak wiec zmiany stezenia Fru-
6-P i fosforanu petnig istotng role w mechanizmie regulacji PPj-PFK in vivo.

3.2. FOSFATAZA FRUKTOZO 1,6-BISFOSFORANOWA

Cytoplazmatyczna FBPaza, odrebna od enzymu chloroplastowego, zostata wyizolowana i
0czyszczona po raz pierwszy przez Zimmermanna [112]. Enzym ten, chociaz podobny pod
wzgledem masy czasteczkowej do badanego wczesniej enzymu chloroplastowego [111],
wykazuje szereg odrebnych wiasciwosci. Enzym cytoplazmatyczny nie jest regulowany przez
zalezny od Swiatta uktad ferredoksyna/tioredoksyna [63], natomiast jest silnie hamowany
przez Fru-2,6-P0. Efektor ten obniza szybko$¢ maksymalng i powinowactwo enzymu wzgle-
dem substratu oraz zmienia krzywa kinetyczng z hiperbolicznej na sigmoidalng [39, 51, 70,
104], Cytoplazmatyczna FBPaza rézni sie od enzymu chloroplastowego réwniez tym, ze
podlega hamowaniu przez AMP, ktory dziata synergistycznie z Fru-2,6-P~, [39, 91, 93].
Hamowanie enzymu przez Fru-2,6-P0 znoszone jest cze$ciowo przez UDP-glukoze, ktéra
pojedynczo nie wptywa na aktywno$¢ enzymu [70].

4. ROLA FRU-2,6-P2 W REGULACIJI PODZIALU METABOLITOW
TROJWEGLOWYCH MIEDZY REAKCJE PROWADZACE
DO SYNTEZY SKROBI LUB SACHAROZY

Ciagte zmiany warunkoéw Srodowiska, jakim poddawane sg rosliny, wymagajg ztozonych
mechanizmow regulacji fotosyntezy i akumulacji wegla. Jednym zelementéw takiego mecha-
nizmu jest synteza skrobi w chloroplastach, ktéra petni funkcje "buforu” metabolitéw tréjwe-
glowych. Asymilacji C 09w chloroplastach towarzyszy wigzanie fosforanu w formie estrow
trioz, z ktérych jest on uwalniany w cytoplazmie w szlaku prowadzacym do syntezy sacharozy.
Z tego wzgledu szybkos$¢ wigzania C 0 2musi by¢ skoordynowana z syntezga skrobi i sacharozy.
Cykl przemian fosforanu musi zapewnia¢ ciggto$¢ fotosyntezy bez obnizania puli fosfotrioz
ponizej poziomu, ktdry umozliwia regeneracje rybulozo 1,5-bisfosforanu. Z drugiej strony,
przemiany prowadzace do syntezy skrobi i sacharozy muszg by¢ regulowane ze wzgledu na
wspolny substrat, jakim jest 3-PGA.

Mechanizm regulacji przemian wegla od 3-PGA do skrobi w chloroplastach badZ sacha-
rozy wcytoplazmie oparty jest na kontroli aktywnos$ci enzyméw metabolizujgcych Fru-2,6-P2.
Na podstawie badan nad regulacjg syntezy ihydrolizy Fru-2,6-P? in vitro mozna byto zatozy¢,
ze Fru-2,6-P0jest sygnatem informujgcym o stezeniu w cytoplazmie DHAP, 3-PGA, Fru-6-P,
ortofosforanu i pirofosforanu. W badaniach in vivo poswieconych analizie zmian stezenia
metabolitdéw w réznych warunkach o$wietlenia stwierdzono, ze przeniesieniu lisci z ciemnosci
do Swiatta towarzyszy natychmiastowy znaczny wzrost poziomu DHAP i 3-PGA w cytopla-
zmie i gwattowny spadek stezenia Fru-2,6-P2jako efekt zahamowania PFK-2. Zmianom tym
towarzyszy wzrost aktywnosci syntazy fosfosacharozy oraz wzrost cytoplazmatycznego i
wakuolarnego poziomu sacharozy [92], Dtuzsze pozostawienie liSci na $wietle powoduje
obnizenie aktywnosci syntazy sacharozofosforanowej (SPS) i wzrost stezenia fosfoheksoz, co
w efekcie prowadzi do aktywacji PFK-2 i wzrostu stezenia Fru-2,6-P-, [85, 94], Tak wiec
wzrost stezenia Fru-2,6-P* hamuje synteze sacharozy i regeneracje fosforanu, co z kolei
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pocigga zahamowanie transportu fosfotrioz z chloroplastéw i otwiera szlak prowadzacy do
syntezy skrobi. Jak juz wspomniano wczes$niej, chloroplastowy szlak glukoneogenezy akty-
wowany jest przez $wiatto, natomiast pirofosforylaza ADP-glukozy - kluczowy enzym w
regulacji syntezy skrobi - kontrolowany jest przez stosunek stezenia 3-PGA-ortofosforan [83,
90]. Wzrost stezenia 3-PGA w chloroplastach w wyniku zahamowania transportu trioz do
cytoplazmy prowadzi zatem do aktywacji pirofosforylazy ADP-glukozy i wzmozonej syntezy
skrobi [72].

Na marginesie tych badan stwierdzono, ze synteza skrobi zachodzi w warunkach, gdy
zewnatrzchloroplastowe stezenie fosforanu jest nizsze od 0,3 mM [90], co wskazywatoby, ze
stezenie fosforanu w cytoplazmie podczas fotosyntezy nie powinno przekraczac tej wartosci.

4.1. REGULACJA SYNTEZY | DEGRADACIJI SACHAROZY

Cytoplazmatyczna FBPaza jest kluczowym enzymem regulatorowym szlaku glukoneo-
genezy prowadzacego do syntezy sacharozy. Aktywnos$é FBPazy jest efektywnie hamowana
przez fizjologiczne stezenia Fru-2,6-P2, a ponadto przez AMP i fosforan. W badaniach nad
syntezg sacharozy eksperymentalnie wykazano, ze jej synteza moze by¢ zapoczatkowana w
warunkach przekroczenia pewnego progowego stezenia metabolitéw trojweglowych w cyto-
plazmie. Ponizej tego krytycznego stezenia aktywnos$¢ FBPazy jest catkowicie zahamowana
przez Fru-2,6-P.,. Minimalny wzrost stezenia fosfotrioz powyzej progowej wartosci powoduje
zahamowanie syntezy Fru-2,6-P0 i w efekcie odblokowanie aktywnosci FBPazy. Aktywnosé
FBPazy ro$nie bardzo gwattownie w wyniku zmiany kinetyki enzymu z sigmoidalnej na
hiperboliczng bedacej efektem obnizenia sie stezenia Fru-2,6-P-, oraz wzrostu stezenia Fru-
1,6-P-, [89, 91, 97, 99]. W warunkach dtugotrwatej lub intensywnie zachodzacej fotosyntezy
do regulacji syntezy sacharozy zostaje wigczony mechanizm sprzezenia zwrotnego. W me-
chanizmie tym istotng role gt$ syntaza sacharozofosforanowa wspdtdziatajgca z fosfatazg
sacharozowga. Enzymy te uczestniczg bezposrednio w syntezie sacharozy zgodnie z rGwnania-
mi:

1 UDP-glu + Fru-6-P <= fosfosacharoza + UDP
2. fosfosacharoza + HQO >sacharoza + Pi

SPS jest regulowana przez glukozo 6-fosforan, fosforan i sacharoze, a ponadto aktywnos$¢
jej podlega modyfikacji kowalencyjnej w drodze fosforylacji i defosforylacji biatka [22, 42].
Zahamowaniu aktywnosci SPS towarzyszy wzrost stezenia Fru-6-P prowadzacy do znoszenia
hamowania aktywnosci PFK-2 przez metabolity trojweglowe i wzrostu stezenia Fru-2,6-P-,.
W tych warunkach synteza sacharozy zostaje zahamowana i wzrasta szybkos$¢ produkcji
skrobi.

Sacharoza magazynowana jest w wakuolach lub jest transportowana z lisci do tkanek
niefotosyntetyzujgcych i tkanek spichrzowych, gdzie jest zrédtem wegla lub energii. Wiacze-
nie sacharozy do metabolizmu komdérkowego polegajace najej degradacji moze sie odbywac
dwiema drogami (rys. 3). Pierwszy szlak (rys. 3A) rozpoczyna sie od hydrolitycznego
roszczepienia sacharozy katalizowanego przez cytoplazmatyczng obojetng inwertaze lub
kwasng inwertaze zlokalizowang w wakuoli i Scianie komdrkowej. Alternatywny szlak
degradacji (rys. 3B) rozpoczyna sie od reakcji katalizowanej przez syntaze sacharozy, ktdrej

produktem obok fruktozy jest UDP-glukoza (sacharoza + UDP <=>fruktoza + UDP-glukoza).
Ten szlak jest energetycznie korzystniejszy, bowiem dostarcza "aktywnej glukozy"” lub w
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wyniku zaleznej od PPj reakcji pirofosforylacji (PP; + UDP-glu <= glu-I-P + UTP)
produkuje glukozo 1-fosforan i UTP.

WHiasciwosci kinetyczne syntazy sacharozy, a zwtaszcza stosunkowo wysokie powinowac-
two do sacharozy nasuwa przypuszczenia, ze ten szlak funkcjonuje w warunkach nizszego
stezenia sacharozy, badz w tkankach, w ktérych zachodzi intensywny metabolizm towarzy-
szacy wczesnym stadiom wzrostu i rozwoju rosliny [41].

Rys.3. Degradacja sacharozy przez inwertaze (A) lub syntaze sacharozy (B) oraz reakcje wiaczenia produktéw de-
gradacji do szlaku metabolizmu fosfoheksoz

5. UDZIAL PPi-FOSFOFRUKTOKINAZY
W METABOLIZMIE CUKROW | PIROFOSFORANU

Wiasciwosci PR-fosfofruktokinazy badane in vitro pozwalaty przypuszczac, ze moze ona
funkcjonowac¢ zaréwno w reakcjach fosforylacji Fru-6-P i defosforylacji Fru-1,6-P2, jak tez
w przemianach typu fosforan <=> pirofosforan, zgodnie z reakcjami przedstawionymi
schematycznie na rysunku 4.

W pierwszym przypadku (rys. 4A) PR-PFK petni funkcje enzymu wspomagajacego lub
zastepujagcego ATP-fosfofruktokinaze w glikolizie bagdz FBPaze w glukoneogenezie.

W drugim przypadku (rys. 4B) PP(-PFK wspotdziatajac z ATP-PFK i FBPazg funkcjonuje
w jatowym cyklu przemiany Fru-6-P/Fru-1,6-P9, ktérego rola jest przemiana

P.i <> PP.i

regulujaca stezenie PP. lub ortofosforanu w cytoplazmie [20, 21, 23, 24, 25, 41, 69, 73,
105],
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Rys.4. Udziat PP.-fosfofruktokinazy w przemianie Fru-6-P <>Fru-1,6-P2 (A) lub w przemianie P. <>PP. (B)

5.1. ALTERNATYWNY SZLAK PRZEMIANY FRU-6-P <»FRU-1,6-P2

Tkanki roslinne zaréwno zielone, jak tez niefotosyntetyzujgce obok PP;-PFK zawierajg
cytoplazmatyczng ATP-fosfofruktokinaze [36] odrebng od izoenzymu chloroplastowego (pla-
stydowego) [21, 31, 32], Obydwa izoenzymy ATP-fosfofruktokinazy nie sg aktywowane
przez Fru-2,6-P9, czym rdznia sie od fosfofruktokinazy z tkanek zwierzecych i z drozdzy.
Cytoplazmatyczna ATP-PFK z roslin jest silnie hamowana przez fosfoenolopirogronian i
3-PGA. Hamowanie znoszone jest przez ortofosforan, wykazujacy dodatkowo w niektdrych
przypadkach silny efekt aktywacji. Godnym podkreslenia jest fakt, ze roslinna ATP-PFK w
odréznieniu od enzymu zwierzecego zasadniczo regulowana jest przez stosunek stezenia
fosfoenolopirogronianu do fosforanu, a nie przez stosunek ATP/ADP [21].

Mimo ze obecno$¢ ATP-PFK stwierdzana jest powszechnie u roslin, to w niektérych
tkankach lub gatunkach aktywnos¢ jej jest od kilku do kilkudziesieciu razy nizsza niz
aktywnos¢ PR-fosfofruktokinazy [14]. Aktywacja PP(-PFK przez Fru-2,6-P0O, a ponadto
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stosunkowo wysokajej aktywno$¢ w niektérych tkankach nasuwa przypuszczenie, ze podsta-
wowym dawcg fosforanu w fosforylacji Fru-6-P jest w tych przypadkach PPt, nie zas ATP.
Stosunek aktywnosci obydwu fosfofruktokinaz zmienia sie w czasie wzrostu i rozwoju rosliny
i na ogot aktywnos$¢ PP-PFK przewaza w kietkujgcych nasionach i w tkankach, w ktorych
zachodzi intensywny metabolizm [2, 10, 44, 53], Glikolityczny kierunek reakcji sugerujg
réwniez badania zmian poziomu Fru-2,6-P-, towarzyszace intensyfikacji reakcji katabolicz-
nych. | tak, wzmozone oddychanie bedace efektem zranienia tkanki, przerwania stanu spo-
czynkowego, czy tez dziatania etylenu indukuje wzrost stezenia Fru-2,6-P0[5,48,67,87,100].
Rowniez znaczacy wzrost powinowactwa enzymu wzgledem Fru-6-P, jaki towarzyszy jego
aktywacji przez Fru-2,6-P2, oraz rosngce powinowactwo enzymu do Fru-2,6-P9 wraz ze
wzrostem stezenia Fru-6-P wskazuje najego role jako enzymu fosforylujgcego Fru-6-P.

Wedtug niektorych autorow Fru-2,6-P0nie tylko aktywuje PP-PFK, ale indukuje powsta-
wanie formy dimerycznej (oligomerycznej) preferujacej glikolityczny kierunek reakcji [109].
Mimo ze dimeryzacja nie jest powszechnie potwierdzanym mechanizmem regulacji PP-PFK,
to zréznicowanie enzymu pod wzgledem stopnia podatnosci na aktywacje jest powszechnie
stwierdzane [10, 14, 48]. Molekularne podstawy zrdéznicowanej wrazliwosci PR-PFK na
Fru-2,6-P9sg obecnie intensywnie badane [7, 8, 15, 107, 110].

Jak dotad bezposrednim potwierdzeniem glikolitycznej roli PP-PFK sg wyniki badan
dotyczacych zmian stezenia PPj i Fru-6-P w cudzozywnych komérkach Chenopodium rubrum.
Stwierdzono w nich, ze na skutek rozprzezenia oddychania nastepuje wzrost poziomu Fru-
2,6-P0, ktéremu towarzyszy rownoczesny spadek stezenia PPj i Fru-6-P [35].

W korzeniach ryzu w warunkach glikolizy beztlenowej stwierdzono wzrost stezenia
Fru-2,6-P0 i wzrost syntezy PPj-PFK przy niezmienionym poziomie ATP-PFK [66], Na tej
podstawie Mertens rozwaza mozliwos¢, ze PPj-PFK bierze udziat w fosforylacji Fru-6-P w
warunkach glikolizy beztlenowej, a wiec w sytuacji gdy zrédtem ATP nie jest fosforylacja
oksydacyjna [65].

Warunkiem udziatu PPj-PFK w fosforylacji Fru-6-P jest obecno$¢ w cytoplazmie odpo-
wiedniego stezenia PP;. Do niedawna przyjmowano powszechnie, ze pirofosforan produko-
wany w wielu reakcjach biosyntez jest natychmiast hydrolizowany przez pirofosfataze, co w
efekcie sprawia, ze reakcje te stajg sie nieodwracalne. Obecnie wiadomo, ze pirofosfataza w
komorkach rodlinnych zlokalizowana jest gtdwnie w chloroplastach (plastydach), gdzie
hydrolizuje PP( powstajagcy w duzych ilosciach w czasie syntezy skrobi [34, 105]. Oprécz
enzymu plastydowego tkanki roslinne zawierajg pirofosfataze zwigzang z btonami plazma-
tycznymi [74] i z wewnetrzng btong mitochondrialng [49]. Subkomdrkowa przedziatowos$¢
metabolizmu PP; umozliwia utrzymywanie stezenia PP; w cytoplazmie na poziomie 1-10 tys.
razy wyzszym od przewidywanego na podstawie warto$ci statej rownowagi reakcji hydrolizy
PPj i miesci sie w zakresie od 70 do 400 |[iM [19, 20, 24, 26, 44, 69, 79, 105]. Poniewaz ok.
90% komdrkowej puli PR zlokalizowane jest w cytoplazmie, zatem stezenie jego znacznie
przewyzsza wyznaczone wartosci Km PP;-fosfofruktokinazy wzgledem tego substratu.

Defosforylacja Fru-1,6-P-, przez PPj-PFK zwigzana z produkcjg PPj aktywowana jest
réwniez przez Fru-2,6-P9, czym rézni sie od hamowanej przez ten efektor hydrolizy katalizo-
wanej przez FBPaze. Biorac pod uwage cytoplazmatyczng lokalizacje obu enzymoéw [10, 50,
53, 112] wydaje sie mato prawdopodobne, aby silnie aktywowana PPj-fosfofruktokinaza
mogta in vivo funkcjonowac w defosforylacji Fru-1,6-P,,. Aczkolwiek mozliwos$¢ taka powin-
na by¢ brana pod uwage, jezeli sie zatozy, ze reakcja ta ma na celu produkowanie PPj.
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5.2. ROLA PPj-PFK W CYTOPLAZMATYCZNYM METABOLIZMIE PIROFOSFORANU

Stosunkowo wysokie i wzglednie state stezenie PP. w cytoplazmie w r6znych warunkach
doswiadczalnych [1, 20, 23] sugeruje, ze PPj-PFK wspoétdziatajac z ATP-PFK i FBPaza
uczestniczy w przemianie P <> PP zgodnie ze schematem zamieszczonym na rysunku 4B
[20, 21, 23, 24, 25, 41, 69, 73, 105].'

W poprzednich rozdziatach podkreslano w wielu miejscach, ze metabolizm fosforanu
przebiega w $cistym zwigzku z metabolizmem cukréw. Fosforan jest ponadto jednym z
kluczowych metabolitdw funkcjonujacych w regulacji aktywnos$ci wielu enzymoéw, chociaz
jego udziat w tych procesach in vivo jest obecnie trudny do okreslenia. Mozna jednakze
zaktada¢, ze nawet niewielkie zmiany stezenia fosforanu lub stosunku fosforanu do pirofosfo-
ranu ma w wielu przemianach wazne znaczenie regulacyjne.

Zrodiem PPj w cytoplazmie obok licznych reakcji biosyntez moga byé reakcje produkujace
PPj w chloroplastach i mitochondriach, skad moze on by¢ transportowany do cytoplazmy za
posrednictwem translokaz nukleotydowych [38,49], W metabolizmie PP;w cytoplazmie obok
PPj-PFK uczestniczy transportujgca protony pirofosfataza (H+-PPaza) zlokalizowana w bto-
nach plazmatycznych oraz pirofosforylazaUDP-glukozy. H+-PPazahydrolizujac PPj generuje
transhtonowy gradient protonowy. Jednakze faktyczna rola tego enzymu in vivo pozostaje
niewyjasniona, poniewaz moze on réwniez syntetyzowac¢ PR na koszt btonowego potencjatu
jonowego [74], Funkcjonowanie PPj-PFK ipirofosforylazy UDP-glukozy pozostaje w $cistym
zwigzku z metabolizmem cukrow. WartosSci statej rownowagi reakcji katalizowanych przez
te enzymy wskazujga, ze reakcje in vivo bedg zblizone do stanu réwnowagi termodynamicznej
[25, 105], Tak wiec w kazdej z tych reakcji moze by¢ produkowany lub zuzywany pirofosfo-
ran, a Kierunek reakcji bedzie zalezat od aktualnego stezenia pozostatych substratow i
produktéw reakcji.

Rola PPj-PFK w przemianie R <= PPj jest przypuszczalnie bezpo$rednio zwigzana z
syntezg lub degradacjg sacharozy i polega na usuwaniu lub produkowaniu PPj. Pirofosforan
uwalniany w reakcji tworzenia UDP-glukozy ogranicza synteze sacharozy. W usuwaniu PPj
moze uczestniczyé PPj-PFK zachowujac czes¢ energii wigzania bezwodnikowego PPj w
formie Fru-1,6-P9 lub H+-PPaza sprzegajaca hydrolize PPj z transportem protonéw przez
btone [16, 73].

Komorki roslinne moga zatem wykorzystywa¢ wiecej mozliwosci energooszczednego
usuwania PPj, a 0 wyborze wiasciwej drogi przypuszczalnie decyduje poziom Fru-2,6-P2-

Obecnie coraz wiecej wynikéw zdaje sie potwierdzac role PPj-PFK polegajaca na produ-
kowaniu PR. Sugestie te opierajg sie na badaniach zmian aktywnos$ci PPj-PFK, ktére w
kietkujacych nasionach grochu, rosngcych bulwach ziemniaka i hodowlach komérkowych
skorelowane sg ze zmianami aktywnos$ci syntazy sacharozy i pirofosforylazy UDP-glukozy
[9,25,68], Tak wiec szlak degradacji sacharozy rozpoczynajacy sie od syntazy sacharozy (rys.
3B) i obejmujacy réwniez przemiane UDP -4 UTP korzysta przypuszczalnie z reakcji
defosforylacji Fru-1,6-POjako zrodta PPj. Powstajagcy w tym szlaku UTP moze by¢ wykorzy-
stywany do fosforylacji fruktozy przez UTP-fruktokinaze (rys. 3B) [21, 41].
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6. UWAGI KONCOWE

Wiasciwosci kinetyczne 6-fosfofrukto 2-kinazy i fosfatazy fruktozo 2,6-bisfosforanowej
sugerowatly, ze Fru-2,6-P? funkcjonuje jako cytoplazmatyczny przekaznik informujacy o
poziomie intermediatow tréjweglowych i fosfoheksoz, jak réwniez o puli metabolicznie
czynnego fosforanu i pirofosforanu. Wyniki dotychczasowych badan potwierdzity zaktadany
mechanizm regulacji stezenia Fru-2,6-P2 in vivo oraz cze$ciowo juz wyjasnity role, jaka ten
efektor gra w komérkach roslinnych. Stosunkowo dobrze zostata poznana rola Fru-2,6-P9 w
mechanizmie integracji przemian wegla prowadzacych do syntezy skrobi i syntezy sacharozy.
W badaniach tych wykazano, ze wzrost stosunku stezenia metabolitow tréjweglowych do
fosforanu w cytoplazmie, jaki ma miejsce np. w pierwszych minutach po o$wietleniu lisci,
powoduje hamowanie aktywnosci PFK-2 i aktywacje fosfatazy fruktozo 2,6-bisfosforanowe;j.
Efektem tych zmian jest spadek stezenia Fru- 2,6-P9 oraz wzmozona synteza sacharozy.

Zmiany stezenia Fru-2,6-P9towarzyszace intensyfikacji oddychania sg przypuszczalnie
wynikiem zmian stezenia 3-PGA bedacych efektem modyfikacji aktywnosci kinazy pirogro-
nianowej lub karboksylazy fosfoenolopirogronianowej.

Regulacja syntezy Fru-2,6-P,, przez 3-PGA i DHAP zalezy od stezenia fosforanu, bowiem
fosforan nie tylko bezposrednio aktywuje PFK-2, ale w zalezno$ci od aktualnego stezenia
wptywa na efektywnos$¢ poszczegolnych metabolitow tréjweglowych w regulacji aktywnosci
enzymu. Mechanizmy regulujace stezenie fosforanu w cytoplazmie nie sg dostatecznie pozna-
ne. Przede wszystkim nadal nie wiadomo, w jakim stopniu na poziom "czynnego" fosforanu
wptywa fosforan zmagazynowany w wakuoli.

Hamowanie aktywnosci PFK-2 przez metabolity tréjweglowe zalezy réwniez od stezenia
Fru-6-P dziatajgcego antagonistycznie w stosunku do DHAP i 3-PGA i znoszgcego hamowa-
nie syntezy Fru-2,6-P2. Synteza Fru-2,6-P9moze by¢ ponadto modyfikowana przez fizjologi-
czne stezenia PPp ktdry hamujac aktywnos¢ PFK-2 dziata przeciwstawnie w stosunku do
ortofosforanu.

Powszechnie potwierdzanymi miejscami efektorowymi dla Fru-2,6-P9jest reakcja hydro-
lizy Fru-1,6-P9 oraz reakcja transfosforylacji katalizowana przez PPj-PFK. O ile funkcja
cytoplazmatycznej FBPazy jest dostatecznie jasna, to rola PP;-PFK jest nadal kontrowersyjna.
Whbrew pierwotnym przypuszczeniom, ktdre wigzaty funkcje tego enzymu wytgcznie z
glikoliza, obecnie zaczyna przewazac poglad, ze PPj-fosfofruktokinaza reguluje w cytopla-
zmie stezenie PR. Przemiany PPj majg z jednej strony Scisty zwigzek z metabolizmem
sacharozy, z drugiej za$ z przemianami energetycznymi zachodzacymi w roslinach. W moim
przekonaniu, dodatkowy szlak przemiany Fru-6-P/Fru-1,6-P9 oraz szersze wykorzystanie PPj
u roslin wiaze sie tu z przewaga aktywnosci anabolicznej, ktéra pocigga konieczno$¢ dostar-
czania wiekszej ilosci metabolitow do syntez niz do metabolizmu energetycznego w mito-
chondriach.

Przedstawione w pracy informacje prowadzg do wniosku, ze zaréwno rola Fru-2,6-P9,jak
tez problem metabolizmu PPj w roslinach sg nadal otwarte i wymagaja dalszych szczegéto-
wych badan.
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NIEKTORE FUNKCJE KINAZ BIALKOWYCH
| FOSFATAZ BIALKOWYCH ZWIAZANE Z REGULACJA
CYKLU KOMORKOWEGO IROZNICOWANIEM KOMOREK*

SOME FUNCTIONS OF PROTEIN KINASES AND PROTEIN
PHOSPHATASES IN REGULATION OF CELL CYCLE
AND DIFFERENTIATION OF CELLS*

Jerzy KAWIAK, Marek JAKOBISIAK

Zaktad Cytologii Klinicznej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego i Zaktad
Immunologii Instytutu Biostruktury AM w Warszawie

Streszczenie. Kinazy biatkowe i fosfatazy biatkowe sg odpowiedzialne za fosforylacje i defosforylacje biatek.
Reguluja one m.in. takie procesy, jak proliferacja i réznicowanie komoérek. tancuch reakcji fosforylacji i defosfory-
lacji moze by¢ uruchomiony przez czynnik wzrostu dziatajacy na odpowiednig komérke lub przez antygen oddziatu-
jacy z wiasciwym limfocytem. Receptory dla czynnikéw wzrostu wykazuja czesto aktywno$¢ kinaz biatkowych lub
sg zwigzane z tymi enzymami. Jednym z koficowych etapéw tych reakcji jest aktywacja czynnika transkrypcyjnego
bezposrednio oddziatujagcego z DNA w okolicy odpowiednich genéw. Wypaczona funkcja kinaz biatkowych moze
prowadzi¢ do transformacji nowotworowej komorki.

Summary. Protein kinases and phosphatases are responsible for phosphorylation and dephosphorylation of proteins.
They are engaged, among others, in regulation of proliferation and differentiation of cells. The chain of reactions of
phosphorylation and dephosphorylation can be initiated by growth factors acting on the target cells or by antigen
acting on the specific lymphocyte. Receptors for growth have intrinsic activity of protein kinase or are associated with
such an enzyme activity. One of the last steps in these reactions is activation of the transcription factor directly
interacting with DNA-region of an appropriate gene. The disturbed function of protein kinase may cause neoplastic
transformation of the cell.

E.G.Krebs i E.H.Fischer wspotpracuja ze sobg od ponad 30 lati zajmujga sie badaniem kinaz
biatkowych i fosfataz biatkowych. Enzymy te biorg udziat w regulacjach wielu procesow
komorkowych. Kinazy biatkowe serynowo-treoninowe katalizujg wprowadzanie grupy fosfo-
ranowej do reszt seryny (Ser) ew. treoniny (Thr) biatek, atyrozynowe do reszt tyrozyny (Tyr).
Opisano roéwniez kinazy biatkowe, ktére wprowadzajg grupy fosforanowe do reszt Ser/Thr

*W zwigzku z nagroda Nobla z 1992 r. z zakresu Medycyny dla Edwina G. Krebsa oraz Edmonda H. Fischera - For
memory of Nobel Prize 1992 in Medicine for Edwin G. Krebs and Edmond H. Fischer
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oraz Tyr [3]. Rowniez fosfatazy biatkowe sg Ser/Thr oraz Tyr zaleznie od reszty aminokwa-
sowej fosforylowanej w biatku, z ktérego grupa fosforanowa jest usuwana przy udziale
enzymu. Opisano jednak fosfatazy biatkowe, ktére majg swoistos¢ do Ser/Thr i Tyr, np.
fosfataza VH1 z wirusa krowianki (vaccinia) [16] czy fosfataza biatkowa 2A [19]. Lista
niektorych kinaz biatkowych i fosfataz biatkowych jest przedstawiona w Tabeli.

Sekwencje substratu (consensus sequence) rozpoznawane przez kinazy biatkowe sg sto-
sunkowo krotkie, zbudowane z kilku reszt aminokwasow [9], Fosfatazy biatkowe rozpoznaja
dtuzsze sekwencje, kilkunastoaminokwasowe [5]. Przypuszczalnie wieksza dtugos¢ rozpo-
znawanej sekwencji w przypadku fosfataz biatkowych wigze sie z tworzeniem struktur
wyzszego rzedu miedzy enzymem a jego substratem. Jezeliby tak byto, to podstawowy
mechanizm fosforylacji bytby odmienny od mechanizmu defosforylacji biatek.

TABELA. Lista niektérych kinaz i fosfataz biatkowych (wg [9,16])

Kinazy biatkowe Fosfatazy biatkowe

Kinaza biatkowa cAMP-zalezna fosfataza biatkowa tyrozynowa CD45
Kinaza biatkowa cGMP-zalezna fosfataza kinazy pyrogronianowej
Kinaza biatkowa C (PKC) fosfataza biatkowa 2A

Kinaza biatkowa AMP-aktywowana kalcineuryna

p34cdc2 biatko cdc25

Kinaza kazeiny Il biatko VH 1wirusa krowianki

Kinaza S6 rybosomowa
Kinazy tancuchdéw (L i H) miozyny
Kinaza biatkowa Il Ca/kalmodulino zalezna

KASKADY KINAZ BIALKOWYCH

Peptydowe czynniki wzrostu wywotujg fale fosforylacji wielu biatek komdérkowych.
Dzieje sie tak dlatego, poniewaz receptory dla tych czynnikéw maja czesto aktywnos¢ kinaz
biatkowych. Kinazy biatkowe czesto dziatajg w uktadach kaskadowych. Ponizej przedstawio-
no takie uktady aktywowane czynnikami wzrostu.

Wzrost aktywnosci kinazy biatkowej kazeinowej Il (CKII) zachodzi w komdrkach pod
wptywem insuliny, insulino-podobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1, Insulin-like Growth
Factor-1), naskérkowego czynnika wzrostu (EGF), surowicy [12]. CKII jest kinazg Ser/Thr
o stabo poznanych funkcjach. Mozna sugerowac, ze enzym bierze udziat w zjawisku prolife-
racji komorek, poniewa”jest substratem kinazy biatkowej p34Ldc2. Oczyszczona zjaj jezowca
kinaza biatkowa p34ctk® in vitro fosforyluje i zwigksza aktywno$¢ CKIl od 1,5 do 5 razy.
Kinaza biatkowa kazeinowa Il, podobnie jak kinaza p34cdc2, jest zlokalizowana w jadrze
komérkowym i cytoplazmie. Potencjalnie CKIl mogtaby przekazywaé sygnaty do jadra
komérkowego. Substratami dla CKII sg niektdre regulatorowe biatkajadrowe, takie jak c-Myc
[14] i c-Myb [13] kodowane przez onkogeny i zlokalizowane w jadrze. W biatku c-Myb jest
fosforylowana Ser/Tre blisko N-konca fancucha, w poblizu miejsca wigzania sie¢ c-Myb z
DNA. Fosforylacja blokuje wigzanie c-Myb z DNA. W komérkach transformowanych nowo-
tworowo biatko c-Myb jest pozbawione fosforylowanego odcinka blisko N-konca. Stad
wigzanie c-Myb z DNA nie podlega regulacji przez CKIIl, a komorki transformowane
proliferujg w sposob niezalezny od regulacji biatkami c-Myb. Antyonkogen - biatko p53 [21]
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jestrowniez substratem kinazy biatkowej kazeinowej Il. Na podstawie tych obserwacji mozna
przypuszczac, ze w komérkach transformowanych nowotworowo przez pozbawienie czesci
regulatorowej ich biatek kodowanych genami one (c-Myb, c-Myc) badz ich biatek antyonko-
genowych (p53) nie uda sie przywréci¢ stanu prawidtowej regulacji podziatéw przez wptyw
na kinazy i fosfatazy biatkowe. Te enzymy bowiem w kaskadzie zdarzen sg usytuowane
wczesniej, przed biatkami kodowanymi przez onkogeny i antyonkogeny. Mozna natomiast
probowaé¢ hamowac proliferacje komérek bezposrednio wptywajac antysensowymi oligo-
deoksynukleotydami na protoonkogen c-myb [17].

Inny przyktad kaskady dotyczy kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (kinazy
MAP, Mitogen Activated Protein Kinases), ktére sg kinazami Ser/Thr kodowanymi przez geny
ERK [3], aktywowanymi w odpowiedzi na mitogeny w réznych typach komérek [19]. Pod
wptywem mitogenéw w wielu komérkach zachodzi fosforylacja rybosomowej podjednostki
40S, co wigze sie ze wzrostem syntezy biatka i proliferacjg komérki. Fosforylacji podlega
reszta Ser w tancuchu polipeptydowym S6 podjednostki 40S rybosomu. Proces fosforylacji
katalizujg in vivo (rys. 1) dwa rodzaje kinaz biatkowych S6 o masach czasteczkowych 70 kDa
i 90 kDa (ich geny oznacza si¢ rsk, stad np. oznaczenie biatka pp90rsk). Kinaza 90 kDa jest
szybciej aktywowana niz kinaza 70 kDa, ale ta ostatnia jest stosunkowo swoista dla podjed-
nostki 40S rybosomu. Natomiast kinaza S611 (90 kDa) moze fosforylowaé wiele substratéw,
miedzy innymi lamine C, powodujac rozpad (demontowanie) otoczki jadrowej we wczesnej
profazie.

Kinazy S6 z kolei sg aktywowane fosforylacja przez kinazy MAP, a inaktywowane
defosforylacjg przy udziale fosfataz biatkowych 1i 2A. Kinazy MAP byly badane w rédznych
uktadach komérkowych i znaleziono dwa podobne biatka: 42 kDa i 44 kDa oznaczane jako
kinaza p42 MAP i kinaza p44 MAP (badz p42mapk i p44mapk). Sg one fosforylowane na Tyr
i Thr. W fibroblastach nastepuje wieksza aktywacja p42mapk niz p44mopk w odpowiedzi na
EGF albo estry forbolu. Bardzo podobnym enzymem do p42nmdpk okazato sie dobrze oczysz-
czone iopisane biatko oznaczone jako ERKI (Extracellular-signal Regulated Kinase) [2]. Ma
ono podobna mase czgsteczkowg i sekwencje aminokwaséw jak p42mapk, a takze jego

p34cdc2 kinaza Il kazeiny -a cMyc, cMyb, p53
cytopiazma i jadro jadro

czynnik wzrostu (mitogen)

produkt c-raf (Raf-1) —» biatko MEK —
—» aktywator kinaz MAP + kinaza MAP —>kinaza S6
cytopiazma PP  rybosom
MAP - biatko aktywowane mitogenem (Mitogen Activated Protein=ERK 1, Extracellular-signal Regulated
Kinase 7); PP - fosfatazy biatkowe 1albo 2A, ktdre moga defosforylowac kinazy S6.
Rysunek. Schemat niektérych kaskad kinaz biatkowych aktywowanych przez czynniki wzrostu wg [3, 10, 18, 19]



90 J. KAWIAK, M. JAKOBISIAK

aktywnos$¢ kinazowa jest catkiem inaktywowana przez fosfataze biatkowg 2A i czeSciowo
przez fosfataze biatkowg CD45.

Kinazy MAP maja aktywno$¢ kinaz biatkowych Ser/Thr, ale same sg aktywowane przez
fosforylacje na Tyr i Thr. Wczesniejszym sktadnikiem tej kaskady jest aktywator kinaz MAP.
Zauwazono [18], ze dobrze oczyszczone preparaty ERKI i ERK2 mogg sie autofosforylowaé
na Tyr i Thr. Proces ten przebiega jednak powoli w poréwnaniu z aktywacjg w obecnosci
aktywatora kinaz MAP. Przypuszczalnie aktywator kinaz MAP wigze sie z kinazami MAP
zwiekszajac ich zdolnos$¢ do autofosforylacji, ale sam nie jest kinaza. Sugerowano tez, ze
wczesniejszymi sktadnikami opisywanej kaskady sg: kinaza kinazy MAP, ktérej przedstawi-
cielem jest biatko MEK (od MAP kinase or ERK kinase) [3] oraz jeszcze wcze$niejszy stopien
tej kaskady reprezentowany przez biatko Raf-1[10].

Wyrazono przekonanie, ze kinazy MAP sg waznymi regulatorami podczas przejscia
komorki z Go do fazy G1 cyklu komérkowego. Kinazy MAP moga jednak réwniez by¢
aktywowane bez zwigzku z proliferacjg np. w komdrkach uktadu nerwowego przez neuro-
transmitery i peptydy, takie jak NGF.

SKUTKI AKTYWACIJI KINAZ BIALKOWYCH W LIMFOCYTACH

Dobrze jest przesledzi¢ wspomniany proces na przyktadzie komérkowym. Podczas akty-
wacji limfocytdw przez antygen poprzedzajacej ich proliferacje i réznicowanie w komorki
efektorowe odpowiedzi immunologicznej obserwuje sie kilka zachodzacych kolejno proce-
sow, w ktdrych bardzo istotng funkcje petnia kinazy i fosfatazy biatkowe. Jednym z najwczes-
niej obserwowanych w limfocytach zjawisk po ich pobudzeniu przez antygen jest aktywacja
kinaz biatkowych tyrozynowych. Zachodzi onajuz w kilka sekund po zwigzaniu antygenu.

Nastepnie aktywowane sg kinazy biatkowe Ser/Thr, a w kolejnym etapie czynniki trans-
krypcyjne uruchamiajace transkrypcje okreslonych genéw, ktérych aktywacja jest niezbedna
do proliferacji limfocytow ido przeksztatcenia sie ich w komorki efektorowe. Niektére kinazy
biatkowe tyrozynowe sg bezposrednio zwigzane z receptorem immunoglobulinowym limfo-
cytuldlg, np. kinaza Lyn, albo z receptorem rozpoz‘g&jqcym antygen limfocytu T, np. kinaza
p56 " kodowana protoonkogenem lek. Kinaza p56 ~ bierze udziat w transdukcji sygnatow w
limfocycie T fosforylujac i aktywujac wspomniane juz (rys. 1) kinazy MAP [4]. Informacyjny
RNA protoonkogenu lek ma na koncu 5’ sekwencje znacznie ograniczajaca wydajno$é
translacji biatka p56ick in vivo. Tej regulatorowej sekwencji-5’ nie majga mRNA biatka p56Ick
komorek pewnego chtoniaka, co powoduje nadmierng ekspresje tej kinazy biatkowej i moze
by¢ jedng z przyczyn podtrzymania aktywnosci podziatowej komoérek chtoniaka [15].

Jakjuz wspomniano, droga wiodaca od aktywacji kinaz biatkowych Tyr do aktywacji kinaz
biatkowych Ser/Thr nie jest do konca poznana. Wiadomo, ze ogniwem pos$rednim jest
aktywacja fosfolipazy Cyl i Cy2. Sugerowano, ze dochodzi do tego w wyniku bezposredniej
fosforylacji reszt tyrozynowych tej fosfolipazy, a wedtug innych przypuszczen kinazy biatko-
we tyrozynowe aktywujgjedno z biatek G przez fosforylacje biatka stymulujacego aktywnos$¢
GTPazowg (GTPase Activating Protein - GAP). Dopiero biatko G uwolnione z hamujacego
jego aktywnos$¢ biatka GAP aktywowatoby fosfolipaze C. Fosfolipaza C katalizuje hydrolize
difosforanu fosfatydyloinozytolu i uwalniajego produkty: diacyloglicerol i trifosforan inozy-
tolu. Diacyloglicerol aktywuje kinaze C (Ser/Thr), ktdra z kolei aktywuje czynniki transkry-
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pcyjne, m.in. czynnik NF-kB. Aktywacja NF-kB zachodzi w wyniku fosforylacji przez kinaze
biatkowa C jego inhibitora I-kB. Fosforylacja ta powoduje odtgczenie sie inhibitora I-kB od
czynnika NF-kB [1].

Wydaje sig, ze w trakcie aktywacji limfocytow istotng funkcje peinig réwniez fosfatazy
biatkowe, np. fosfataza CD45 [5,7], W procesie aktywacji limfocytu T oddziatuje ona na
kinaze biatkowg Lek usuwajgc grupe fosforanowg Tyr w pozycji 505. Ta defosforylacja
zwieksza aktywnos¢ kinazowg kinazy Lek.

KINAZY | FOSFATAZY BIALKOWE W REGULACHCYKLU KOMORKOWEGO

Kinazy i fosfatazy biatkowe prawdopodobnie biorg udziat w regulacji cyklu komérkowego.
W jednej z prac Krebs i Fischer nawigzuja do klasycznych doswiadczen Masui i Markerta, w
ktérych autorzy ci wywotywali dojrzewanie oocytéw zaby (mejoze) wstrzyknieciem cytopla-
zmy pobranej od oocytéw pobudzonych progesteronem. Poczatkowo nieznany czynnik cy-
toplazmatyczny, ktérym mozna byto pobudzi¢ dojrzewanie, nazwano MPF (Maturation
Promoting Factor). Dzisiaj wiadomo, ze czynnikiem tym jest kompleks kinazy biatkowej
p34cde2 i cykliny B [6, 8, 22] oraz ze taki aktywny kompleks pojawia sie podczas kazdego
podziatu (nie tylko mejotycznego) ijest obecny réwniez w komoérkach cztowieka [11].

Krebs i Fischer [20] pobudzali dojrzewanie oocytéw zaby (gat. Xenopus) insuling. Dojrze-
wanie to mozna byto zahamowa¢ na kilka godzin wstrzyknieciem do oocytu fosfatazy
biatkowej tyrozynowej izolowanej i oczyszczonej z tozyska ludzkiego. Obserwacje te mozna
byto interpretowac jako dowdd istotnego znaczenia procesow fosforylacji i defosforylacji
biatek w dojrzewaniu oocytu, co wynika zreszta réwniez z prac innych autoréw. Krebs i
Fischer stwierdzili, ze wstrzyknieta fosfataza biatkowa tyrozynowa byta w oocytach w
stezeniu ok. 10 x wyzszym niz w kontroli i byta stabilna co najmniej przez 18 godz. Jej
rozmieszczenie w komorce byto podobne jak w kontrolnych oocytach, tj. na biegunie animal-
nym. Hamowanie dojrzewania zachodzito rowniez wtedy, gdy fosfataze biatkowg wstrzyk-
nieto do oocytu w 271 godz. po pobudzeniu insuling. Hamowanie wstrzyknieciem fosfatazy
biatkowej mozna byto obserwowac réwniez po pobudzeniu dojrzewania oocytu progestero-
nem badz MPF, ktore nie dziatajg przez receptor insulinowy. Wnioskowano, ze fosfataza
proteinowa tyrozynowa hamuje dojrzewanie oocytu przez wptyw na miejsce lezace daleko za
receptorem insuliny (w btonie komorkowej) w kaskadzie kinaz biatkowych, prawdopodobnie
w zwigzku z MPF (w cytoplazmie ijadrze komdrkowym).

Nagrode Nobla otrzymujg zwykle osoby, ktére pracowaty przez wiele lat nad rozwigza-
niem probleméw naukowych, a ich odkrycia zostaty potwierdzone w wielu laboratoriach.
Badania E.G. Krebsa i E.H. Fischera tworzg solidny pomost gczacy dos¢ dobrze poznane
procesy transdukcji sygnatéw przez btone komorkowa oraz stabiej poznane procesy zacho-
dzace w jadrze komérkowym prowadzace do ekspresji genéw i regulacji wielu proceséw
komérkowych, w tym réwniez proliferacji i roznicowania komdrek.
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SZKIELET BLONY ERYTROCYTU*

ERYTHROCYTE MEMBRANE SKELETON
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Streszczenie. Funkcje szkieletu komérkowego w erytrocycie ssakéw petni sie¢ peryferyjnych biatek btony (gtéwnie
spektryna, aktyna oraz biatko 4.1) okres$lanych szkieletem btonowym. Uzyskanie obrazéw wewnetrznej powierz-
chni btony erytrocytu barwionych negatywowo dato bezposredni wglad w strukture szkieletu. Dominujgcym sktad-
nikiem szkieletu sa tetramery spektryny o dtugosci maksymalnej ok. 200 nm. Spektryna wiaze sie ze zrebem
hydrofobowym btony poprzez ankiryne (miejsce o wysokim powinowactwie), biatko 4.1 oraz poprzez fosfolipidy
btony. Przedstawiono dane dotyczace struktury, izoform, wystepowania oraz funkcji poszczegélnych, niespektryno-
wych elementéw szkieletu btony, takich jak ankiryna, biatko 4.1, adducyna, tropomiozyna oraz dematyna i tropomo-
dulina.

Stowa kluczowe: Szkielet btony erytrocytu, spektryna, aktyna, ankiryna, biatko 4.1, adducyna

Summary. A network of peripheral membrane proteins (mainly spectrin, actin and protein 4.1) plays a role of
cytoskeleton in mammalian erythrocytes. Direct electron microscopic observations of negatively stained preparations
of inner surface of erythrocyte membrane gave detailed information on the structure of membrane skeleton. Major
component of the erythrocyte membrane skeleton is spectrin tetramer of maximal length of 200 nm. Spectrin is linked
to the hydrophobic domain of the membrane via ankyrin (high affinity binding site), via protein 4.1 and/or via
interaction with membrane phospholipids. Data concerning structure, isoforms, occurrence and known and possible
functions of particular nonspectrin membrane skeleton elements as ankyrin, protein 4.1, adducin, tropomyosin,
dematin and tropomodulin are presented.

Key words: Erythrocyte membrane skeleton, spectrin, actin, ankyrin, protein 4.1, adducin

Wykaz stosowanych skrétéw: BPA - biatko przenoszace aniony, kDa - kilodalton, Kd - stata dysocjacji, przegl. -
artykut przegladowy

1. SZKIELET BLONY ERYTROCYTU

11 BIALKA PERYFERYJINE - ELEMENTY SZKIELETU BLONOWEGO

Funkcje szkieletu komdrkowego w erytrocycie petni sie¢ peryferyjnych biatek btony
okre$lanych przez coraz wiekszg liczbe autoréw szkieletem btonowym. W literaturze spotyka
sie jeszcze ciggle okreslenie "szkielet komdrkowy" bedace niezbyt precyzyjnym, gdyz stru-
ktura ta nie odpowiada szkieletowi komoérkowemu innych komérek. Szkielet btony erytrocytu
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TABELA. Biatkowe sktadniki szkieletu btony erytrocytu oraz biatka wigzace szkielet ze zrebem hydrofobowym

Nazwa Pasmo Mr Liczba Stopien Funkcja
biatka elektro- [kDa]  kopii oligome-
foretyczne x10-5 ryzacji
*podjednostka
Spektryna 1(a) 280 2,2 (aR)2 gtowny sktadnik budzetu
2(B) 247 2,2 tetramer btony
Ankiryna 2.1 206 11 monomer taczy spektryne z biatkiem
-2.6 przenoszacym aniony
Biatko 4.2 4.2 72* 2,3 trimer wzmacnia oddziatywanie
ankiryny z BPA
Aktyna 5 43 51 oligomer 12-13 protofilament,
monomeréw 0$ kompleksu weztowego
Biatko 4.1 4.1 66 2,3 monomer aktywuje tworzenie komple-
ksu spektryny z aktyng
(a) 103 (aB) aktywuje tworzenie
Adducyna ~3 4 0,3 hetero- kompleksu spektryny
®) 97 dimer z aktyna
Dematyna 4.9 48* 1,0 trimer nieznana
29* 0,6 hetero- stabilizuje protofila-
Tropomiozyna 7,0 27* 0,6 dimer ment aktynowy
Tropomodulina 5 43* 0,3 monomer stabilizuje oddziatywanie
tropomiozyny z aktyna
Biatko przenoszace 3 93 12 tetramer transport anionéw, wigzanie
aniony kompleksu ankiry-
na-spektryna
Glikonektyna (glikoforyna C) 25 0,5 bd* miejsce wigzania biatka 4.1

*Wyznaczono na podstawie ruchliwosci w elektroforezie w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS, **bd -
brak danych.

jest gesta, widknistg struktura utworzona w gtéwnej mierze przez hiatka peryferyjne btony:
spektryne, aktyne, ankiryne oraz biatko 4.1 [przegl.80]. Potraktowanie bton (cieni) erytrocy-
tow lub erytrocytow roztworem detergentu niejonowego, takiego jak Triton X-100, pozwala
na solubilizacje lipiddw oraz wigkszosci biatek integralnych (zrab hydrofobowy btony [80]),
a szkielet btony w postaci tzw. muszelek (shells) pozostaje nierozpuszczony. Struktury te, o
tych samych rozmiarach i tym samym ksztalcie co erytrocyty, zawierajg bardzo mato lipidéw
(1-2%). Minimalny skiad biatkowy, przy ktérym szkielet zachowuje jeszcze integralnos¢, to:
spektryna, aktyna oraz biatko 4.1. W zaleznos$ci od sity jonowej roztworu ekstrahujgcego
struktury te zawierajg ankiryne, biatko przenoszace aniony oraz biatka pasm 4.2 i 4.9 [78].
Czynniki, ktére wywotujg zmiany ksztattu erytrocytow, takie jak pH lub zmienne stezenia
kationéw, powoduja rowniez zmiany ksztattu "szkieletow".

Do najwazniejszych funkcji szkieletu btony naleza:

(1) utrzymywanie "integralnosci" btony-ekstrakcja cieni roztworem o niskiej sile jonowej
usuwajacym biatka peryferyjne, przede wszystkim spektryne i aktyne powoduje duza podat-
no$¢ btony fragmentacje i odwrdcenie; powstaja pecherzyki o srednicy 50-150 nm;

(2) regulacja ruchliwosci i rozmieszczenia biatek integralnych (kanatéw jonowych i
receptorow powierzchniowych) - szybkos$¢ dyfuzji bocznej biatek integralnych (w komorce:
1019615 m7s) wzrasta stukrotnie po ekstrakcji biatek peryferyjnych z btony [98];

(3) wiasciwosci mechaniczne krwinki - krwinka czerwona ($rednica 8 pm) podlega
znacznym deformacjom w trakcie krazenia przeciskajac sie przez kapilary o $rednicy 2 pm.
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Krwinki anemicznych myszy z defektem genetycznym polegajagcym na braku zdolnosci
syntezy spektryny sa bardzo wrazliwe na hemolize. U osobnikéw homozygotycznych krwinki
czerwone ulegajg hemolizie zaraz po wejsciu do krazenia [przegl. 80]. Echinocyty powstate
z erytrocytow w nieobecno$ci zrddet energii, a takze erytrocyty pacjentéw z z6ttaczka
konstytucyjngl(sferocytozg) uwalniajg pecherzyki btonowe, ktdre nie zawierajg biatek szkie-
letu, ale zawierajg biatka integralne. Najnowsze dane uzyskane przy pomocy mikroskopu
elektronowego [55] dowodzg separacji szkieletu btonowego i zrebu hydrofobowego w "wy-
pustkach™ (kolcach) echinocytu.

(4) Wyizolowane poprzez ekstrakcje erytrocytow lub ich cieni detergentem niejonowym
"szkielety" moga stanowi¢ podpore dla rekonstytucji. Wigzg one mianowicie fosfolipidy
[Sikorski, AF, Zielinski, B. - dane niepublikowane], utrwalone za$ aldehydem glutarowym
rekonstytuujg dwumolekulamg warstwe lipidowg tworzac nieprzepuszczalne, wielkie peche-
rzyki nazwane erytrosomami [42].

(5) udziat w utrzymywaniu asymetrii fosfolipidow btonowych, a w szczegdlnosci catko-
wicie asymetrycznego rozmieszczenia fosfatydyloseryny w cytoplaznatycznej monowarstwie
lipidowej btony. Prace, gtdwnie z laboratorium Deuticke‘go [por. przegl. 80], zdawaty sie
potwierdzaé hipoteze o decydujacej roli oddziatywania aminofosfolipiddw z biatkami szkie-
letu w ksztattowaniu ich asymetrycznego rozmieszczenia. Inne dane [26,32] wskazujg na
istnienie jednokierunkowego, zaleznego od ATP systemu translokacji fosfatydyloseryny do
wewnetrznej monowarstwy. Obecnie uwaza sig, ze asymetryczne rozmieszczenie fosfatydy-
loseryny utrzymywane jest zaréwno dzieki zaleznej od ATP translokacji, jak i od interakcji
tego fosfolipidu z biatkami szkieletu btonowego [65].

1.2. STRUKTURA SZKIELETU BLONOWEGO ERYTROCYTU.

Uzyskanie przez Byersa i Brantona [12] obrazéw wewnetrznej powierzchni btony erytro-
cytu barwionych negatywowo dato bezposredni wglad w strukture szkieletu. Zastosowanie tej
techniki przez innych [25,55] uzupetnia dane uzyskane we wczesniejszych badaniach bioche-
micznych i ultrastrukturalnych [przegl. 80]. Dominujgcym sktadnikiem szkieletu sg tetramery
spektryny o dtugosci maksymalnej ok. 200 nm. Tetramer spektryny zbudowany jest z dwoch
dimerow oddziatujgcych kornicami, utworzonych z nawinietych wokdt wspolnej osi podjedno-
stek a i B, tworzacych podwojna spirale. Analiza fourierowska mikrofotograméw uzyskanych
metoda przedstawiong powyzej stata sie podstawg interesujacej hipotezy zaktadajacej, ze
elastyczna deformacja komarki wigze sie z przejSciowym wydtuzaniem spirali pod wptywem
sit mechanicznych [62]. Obliczenia wskazujg na to, ze $rednia dtugos¢ tetrameru w natywnej
btonie wynosi 70 nm [96]. Wedtug tych autoréw [62] tetramer spektryny zachowuje sie jak
miekka sprezyna zapewniajagc powrot erytrocytu do ksztattu dwuwklestego dysku.

Dziedziczna sferocytozg jest pospolita niedokrwisto$ciag hemolityczna, u ktérej podtoza, jak sie przypuszcza, sa:
czesciowy brak lub dysfunkcja spektryny, ankiryny badz innych biatek btony erytrocytu. CzeSciowe obnizenie
zawartosci spektryny jest najpospolitszym defektem w dziedzicznej sferocytozie. U niektoérych pacjentéw obnizenie
zawartosci spektryny moze by¢ wtérnym w stosunku do braku lub dysfunkcji ankiryny. Innym schorzeniem cha-
rakteryzujacym sie obnizong zawarto$cia spektryny jest dziedziczna pyropoikilocytoza. Krwinki pacjentow z tym
schorzeniem zawieraja “zmutowang" spektryne charakteryzujaca sie obnizong zdolnoscia tworzenia tertramerow.

Podobny defektcharakteryzuje spektryne krwinek oséb zdziedziczngeliptocytoza. Krwinkijednak zawierajag normalne
lub prawie normalne ilosci spektryny.
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Spektryna wigze sie ze zrebem hydrofobowym blony poprzez ankiryne (miejsce o
wysokim powinowactwie), biatko 4.1 oraz poprzez fosfolipidy btony [przegl. 80]. Na mikro-
fotogramach wewnetrznej powierzchni btony erytrocytu lub rozciggnietych szkieletow bto-
nowych ankiryna lub raczej, kompleks ankiryny i biatka przenoszacego aniony (BPA)
widoczny jestjako struktura globulama o $rednicy 9-12 nm [78], Niektdre tetramery spektryny
wigza dwie takie struktury potozone symetrycznie w odlegtosci ok. 25 nm od $rodka tetrameru.
Inne wigzgjedng, a pozostate nie wigzg tych struktur w ogdle [12]. Miejsca wigzania ankiryny,
aktyny oraz biatka 4.1 znajdujg sie w podjednostce B spektryny. Ankiryna wigze tetramery
lub oligomery spektryny z okoto dziesieciokrotnie wigkszym powinowactwem w poréwnaniu

Rys. 1. A - Struktura "rozciagnietego"” szkieletu btony erytrocytu; schematyczny obraz cytoplazmatycznej po-
wierzchni btony erytrocytu na podstawie danych Byersa i Brantona [12]: 1- tetramer spektryny, 2 - krétki filament
aktynowy, 3 - globulamy kompleks biatka przenoszgcego aniony i ankiryny; B - schemat struktury btony erytrocytu

w ptaszczyznie poprzecznej
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do dimeréw tego biatka. Co wiecej, oddziatywanie to aktywuje tworzenie tetrameréw i
wyzszych oligomeréw [15]. Fosforylacja ankiryny obniza znacznie powinowactwo ankiryny
do spektryny otigomerycznej (w tym tetramerycznej), ale nie zmienia zdolno$ci do wigzania
dimerdw spektryny [15]. Fosforylacja ankiryny obniza takze zdolno$¢ wigzania BPA. In vitro,
nawet 7 reszt treoniny lub seryny ulega fosforylacji za pomocg niezaleznej od cAMP,
erytrocytamej kinazy biatkowej I.

Ankiryna wigze spektryne ze zrebem hydrofobowym btony poprzez swoiste oddziatywa-
nie z cytoplazmatycznym odcinkiem BPA. lzolowany, cytoplazmatyczn® fragment tego
biatka tworzy z ankiryng kompleks o stechiometrii 1:1 i KQ ~ 5 x 10196 M [przegl. 80].
Znakowana izotopem jodu ankiryna wigze pozbawione jej pecherzyki btonowe dwufazowo:
faza pierwsza, bedaca wigzaniem ankiryny do miejsc o niskim powinowactwie, zalezna od
pH (Kd~ 130 nM) oraz druga polegajaca na przejsciu miejsc o niskim w miejsca o wysokim
powinowactwie (KD~ 13 nM). Wigzanie tojest niezalezne od pH i przebiega znacznie wolniej
[24,94]. Pomimo poznanej struktury pierwszorzedowej BPA, dane dotyczgce miejsca wigza-
nia ankiryny sg sprzeczne.

BPA wystepuje w btonie erytrocytu w liczbie kopii ponad dziesieciokrotnie wiekszej niz
ankiryna. Jest to duzy nadmiar, nawet jesli wezmie sie pod uwage fakt wystepowania tego
biatka w formie tetrameru. Wyizolowane, niezwigzane BPA, w formie zaréwno rozpuszczal-
nej jak i wbudowanej do liposoméw, ma zdolno$¢ wigzania ankiryny. Pewng role w
stabilizacji kompleksu ankiryny z BPA moze petnié biatko 4.2 0 masie czasteczkowej 72 kDa,
wystepujace w postaci trimeru, o niepoznanej jak dotad funkcji [47,48]. Biatko to wspoétizoluje
sie zkompleksem BPA-ankiryna. Miejsca wigzania biatka 4.2 i ankiryny w cytoplazmatycznej
domenie BPA sarozne [47]. Wrodzony brak biatka 4.2 wigze sie z umiarkowang sferocytozg
[39], Ankiryna takich erytrocytow w przeciwienstwie do krwinek normalnych ekstrahuje sie
z bton roztworem o niskiej sile jonowe;j.

Interesujacy jest fakt, ze niektore tetramery spektryny nie wiazg ankiryny w ogéle. Moze
to wskazywac na to, ze wigzania spektryny i ankiryny wykazujg kooperatywnos$¢. Uprosz-
czone sa zatem modele przedstawiajgce jedng czasteczke ankiryny zwigzang przez kazdy
tetramer spektryny.

Istnieje tez sporo dowodow na to, ze spektryna gtéwny element szkieletu oddziatuje takze
z fosfolipidami btony [por. przegl. 80]. Wczesne badania w tej dziedzinie sugerowaty swoi-
sto$¢ oddziatywan spektryny w stosunku do fosfolipidéw anionowych, takich jak fosfaty-
dyloseryna, fosfatydyloglicerol czy kardiolipina [np. 67]. Powinowactwo spektryny do
pecherzykow fosfolipidowych jest znacznie, bo w przyblizeniu ojeden rzad wielkosci mniej-
sze od powinowactwa do ankiryny. Oddziatywanie spektryny z pecherzykami fosfolipido-
wymi powoduje wygaszanie wewnetrznej, tryptofanowej fluorescencji spektryny [64,86].
Najwiekszy wptyw wykazujg pecherzyki fosfolipidowe sporzgdzone z fosfatydyloetanolo-
aminy ijej mieszanin z innymi fosfolipidami. Swoisto$¢ w stosunku do fosfatydyloseryny
obserwowana przez cytowanych wyzej autorow [67] nie potwierdzita sie w naszych badaniach
[86], jak réwniez w badaniach innych [10]. Liposomy fosfolipidowe wptywaja na strukture
spektryny w roztworze zmieniajac jej podatno$é na proteolize oraz stabilizujgc natezenie
fluorescencji spektryny wobec wzrastajacej sity jonowej oraz temperatury [64, 86]. Oddzia-
tywanie spektryny, gtéwnego elementu szkieletu btony, z fosfolipidami wykazano takze w
erytrocytach. Za hydrofobowa naturg tych oddziatywan przemawia fakt znakowania spektry-
ny w erytrocytach hydrofobowymi aryloizotiocyjanianami [84, 85], oddziatywanie spektryny
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z hydrofobowymi agarozami i fosfolipidami [81, 83], a takze wptyw spektryny na uporzad-
kowanie hydrofobowej strefy dwuwarstwy lipidowej [82].

2. ANKIRYNA

2.1. ANKIRYNA ERYTROCYTARNA

Ankiryny (frakcje elektroforetyczne 2.1-2.6 btony erytrocytu [przegl. 80]) sg rodzing
polipeptyddéw tgczacych spektryne z biatkiem przenoszacym aniony. Sg one fosfoproteidami
o0 podobnej strukturze pierwszorzedowej. Polipeptydy tworzace rodzine ankiryn oprécz poli-
peptydu 2.2, bedacego rezultatem alternatywnej obrobki mRNA, powstaja w wyniku prote-
olizy polipeptydu 2.1 pod wptywem proteaz wewngtrzkomérkowych [11].  Ankiryna
erytrocytow jest biatkiem zbudowanym z 1880 reszt aminokwasowych o poznanejjuz sekwen-
cji. Jej masa czgsteczkowa wynosi 206,144 kDa, pi za$ 5,95 [52,57], Struktura pierwszorze-
dowa ankiryny charakteryzujtf sie wystepowaniem 3 regionéw, z ktérych 2 odpowiadajg
izolowanym wczes$niej domenom chemicznym i funkcjonalnym. Domena "89K" (masa cz.
89,021 kDa, pi 8,0) bedaca wczesniej izolowanym fragmentem chymotrypsynowym o masie
cz. 90 kDa, badz trypsynowym o masie cz. 83 kDa wykazujagcym aktywnos¢ wigzania biatka
przenoszacego aniony rozpoczyna sie resztg 2, a konczy reszta 827. Domena "62K" (masa cz.
61,991-62,505 kDa, pi 6,8-7,0) odpowiadajgca fragmentowi chymotrypsynowemu o masie
cz. 72 kDa lub trypsynowemu o masie cz. 55 kDa zawierajgca miejsce wigzania spektryny
rozpoczyna sie w pozycji 828, a konczy pomiedzy resztg 1367 a 1382. Trzecia domena "55K"
(masa cz. 54,682-55,195 kDa, pi 4,1) zawiera dwie domeny regulatorowe, z ktérych jedna
ma wptyw na powinowactwo ankiryny do spektryny, natomiast druga na wigzanie ankiryny
z biatkiem przenoszacym aniony [23,33]. Domena regulujgca wigzanie ankiryny ze spektryng
(sekwencja o masie cz. 17 kDa), ktéra jest nieobecna w ankirynie 2.2 zlokalizowana jest w
centralnej strefie domeny "55K". Przeciwciata skierowane przeciw temu peptydowi rozpo-
znajg ankiryne 2.1, ale nie rozpoznaja jej skroconej formy 2.2. Ankiryna 2.2 charakteryzuje
sie trzykrotnie wiekszym powinowactwem do spektryny ( KD~ 1.8 nM w poréwnaniu 6.0 nM
dla ankiryny 2.1), wigze takze dwukrotnie wiecej biatka przenoszacego aniony z nieco
wiekszym powinowactwem [33]. Druga domena regulatorowa usuwana jest z ankiryny przez
kalpaine przy resztach 1686 i 1762 [33], Powstajgcy fragment ankiryny o masie cz. 184-192,5
kDa wykazuje znacznie obnizone powinowactwo do biatka przenoszacego aniony (KD~ 10
nM zamiast 1.2 nM dla natywnej ankiryny) przy dwukrotnym wzroscie liczby miejsc wig-

Rys. 2. Schemat struktury ankiryny: 2.2 - domena nieobecna w ankirynie 2.2, KLP - fragment usuwany przez
kalpaine (szczegoty w tekscie)
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zacych (BPA) [33]. Role fosforylacji za pomoca kinazy biatkowej |, niezaleznej od cAMP
przedstawiono powyzej. Takze kinaza Il podobna do kinazy kazeinowej oraz zalezne od
cAMP kinazy obecne w erytrocytach mogg fosforylowac ankiryne.

Ankiryna ulega acylacji przy pomocy reszty kwasu palmitynowego. Szybki "obrét" tej
reszty sugeruje role regulacyjng acylacji [88].

Interesujacg cechg struktury pierwszorzedowej ankiryny jest wystepowanie w domenie
"89K" powtarzajgcego sie motywu. Odcinek pomiedzy resztami 44 i 765 skiada sie z 22
powtarzajacych sie odcinkéw ztozonych z 33 reszt aminokwasowych. Kazdy segment (33
reszty) zawiera 13-15 identyczne reszty aminokwasowe. Wystepowanie podobnych sekwen-
cji stwierdzono w biatkach Drosophila melanogaster (produkt genu Notch), Caenorhabditis
elegans (produkty genéw lin 12iglp 1) oraz biatkach wirusa krowianki. Interesujacy jest fakt,
ze biatka drozdzy i bezkregowcéw zawierajace te domene(y) sa zaangazowane w regulacje
cyklu komérkowego tych organizmoéw [57].

W iekszos¢ przypadkoéw sferocytozy wiaze sie z ubytkiem lub nawet catkowitym brakiem
spektryny erytrocytarnej. U kilku rodzin wykazano takze genetyczny zwigzek pomiedzy
typowa, dominujacag sferocytoza a delecjg krdtkiego ramienia chromosomu 8, w ktérym
zlokalizowano ostatnio gen kodujgcy ankiryne [52,58,70]. Zwigzek pomiedzy typowg, domi-
nujacg sferocytoza a genem kodujgcym ankiryne zostat statystycznie udowodniony [21].
Nienormalng akumulacje ankiryny w blonie erytrocytu spowodowang skréceniem tancucha
polipeptydowego zaobserwowano takze u myszy z recesywng sferocytoza [97].

2.2. ANKIRYNA NIEERYTROCYTARNA

Ankiryna zostata wykryta technikami immunochemicznymi w wielu komdrkach ssakéw,
w tym w komorkach mozgu, nerek i komdrkach endotelialnych. Wykryto jg w wielu liniach
komédrkowych. Réwniez u ptakow biatko podobne do ankiryny (zwane gobling) wykryto w
miesniach szkieletowym i sercowym [przegl. 7,8].

Najlepiej jak dotad, poznana ankiryna mézgowa zostata oczyszczona. W jej sktad wchodzag
dwa prawie identyczne peptydy o masach cz. 210 i 220 kDa, ktére wykazujg wiele cech
podobnych do ankiryny erytrocytarnej, m.in. podobng strukture domenowga oraz zdolnos$¢
wigzania B spektryny erytrocytarnej i mézgowej (preferencyjnie). To monomeryczne biatko
wigze, podobnie jak ankiryna erytrocytarna, cytoplazmatyczng domene biatka przenoszacego
aniony oraz tubuline. Ogolnie rzecz bioragc rozmieszczenie ankiryny nieerytrocytamej jest
podobne do rozmieszczenia spektryny.

Ankiryna, zaréwno erytrocytarna jak i mézgowa, wiaze mikrotubule oraz dimery (aR)
niespolimeryzowanej tubuliny. Miejsce wigzania tubuliny znajduje sie w tym samym frag-
mencie proteolitycznym co miejsce wigzania biatka przenoszacego aniony, co umozliwiaé
moze tworzenie kompleksu spektryna-ankiryna-mikrotubule [przegl. 7,8].

Ankiryny erytrocytarna i moézgowa sa produktami réznych gendw i stanowiag blisko
spokrewnione izoformy [46,51]. Podobnie jak w przypadku spektryny obydwie dajg poczatek
dwu rodzinom ankiryn roznigcych sie lokalizacjg w komorkach [45,46]. AnkirynyR (restric-
ted) lepiej reagujg z przeciwciatami skierowanymi przeciw ankirynie erytrocytarnej, wyste-
puja w ograniczonej liczbie komérek (szczegdlnie duzo w regionie bazolatelamym komorek
tubuli dystalnej oraz komorek interkalowanych przewodu zbierajacego nerki [8,44]). Wyste-
puje ona w duzych ilo$ciach w przewezeniach Ranviera, obecna jest w ciatach neurondw i
dendrytach i aksonach nieostonietych mieling [4,46]. AnkirynaR (broadly distributed) wyste-
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puje w wiekszosci komaorek nerki [4, 23], neuronach i komédrkach glejowych, a tylko w
niewielkich ilo$ciach w przewezeniach Ranviera. Ankiryna oddziatuje z receptorami biatko-
wymi w btonach komérek mozgu oraz mikrokosmkow nerek uprzednio pozbawionych biatek
peryferyjnych (KD~ 50-100 nM [22]). Aktywno$¢ ta jest hamowana przez izolowang cyto-
plazmatyczna domene biatka przenoszacego aniony erytrocytéw. Powszechne w komaérkach
nieerytrocytamych biatko homologiczne z biatkiem przenoszagcym aniony erytrocytow sklo-
nowano i wyznaczono jego sekwencje. Biatko to nie zostato jednak scharakteryzowane [1] i
nie wiadomo, czy oddziatuje z ankiryng. Biatko o wiasciwos$ciach znacznie zblizonych do
biatka przenoszacego aniony erytrocytéw wykryto tylko w niektérych komrkach nerek.
Oprocz tego biatka zdolno$¢ wigzania ankiryny (i kompleksu ankiryna-spektryna) wykazuja
takze podjednostka a ATP-azy zaleznej od jondw Na+ i K+ bton niektérych komdrek nerek
[69] oraz kanat sodowy wrazliwy na zmiany potencjatu (voltage-sensitive)[8]. Powyzsze
biatka wspdtwystepuja z podtypem R ankiryny zaréwno w nerkach (Na+K+-ATP-aza), w
domenie bazolateralnej komérek tubuli dystalnej oraz komérek interkalowanych przewodu
zhierajacego (biatko przenoszace aniony zblizone do erytrocytamego), jak i w mézgu, w
przewezeniach Ranviera (kanat sodowy) [45]. Wspétwystepowanie kanatéw sodowych i
ankiryny obserwuje sie takze w przypadku potaczen nerwowo-miesniowych [28]. Uwaza sig,
ze oddzialywanie ankiryny z ATP-azg oraz spektryng nieerytrocytamg ma znaczenie w
regulacji rozmieszczenia ATP-azy w komorkach charakteryzujagcych sie polamoscig (np.
komérkach nabtonka nerek) [69], a takze w regulacji rozmieszczenia kanatéw sodowych w
ostonietych mieling aksonach [4], Biatkami, ktére jak sie wydaje sg receptorami ankirynyB
sg: glikoproteina o masie czgsteczkowej 205 kDa izolowana z mézgu [95] oraz biatko o masie
czasteczkowej 85 kDa z komérek limfoma [43]. Ankiryny B i R oddziatujg z wielomaréznymi,
ale strukturalnie podobnymi biatkami integralnymi. Swoisto$¢ oddziatywania nie jest abso-
lutna, ale dotyczy 2,5- do 10-krotnych réznic w powinowactwie do okreslonego podtypu
ankiryny [22]. Jak dotad wsréd poznanych biatek wigzacych ankiryne nie wykazano podo-
bieAstw struktury pierwszorzedowej, aczkolwiek homologia konformacyjna jest mozliwa.

3. KOMPLEKS WEZLOWY

Korice 5-6 tetramerow spektryny tkwig w kompleksach weztowych (junctional complexes)
[12], ktorych osig jest krotki (37 nm) filament aktynowy ziozony z 12-13 monomerdw.
Izolowane zardwno z ekstraktow bton erytrocytéw do roztworu o niskiej sile jonowej, jak iz
nierozpuszczalnych w detergencie szkieletow btonowych kompleksy charakteryzowaty sie
statg sedymentacji 26-30 S i nastepujgcym sktadem biatkowym: 1mol dimeru spektryny, 2-3
moli aktyny, 1 mol biatka 4.1 i 0.1-0.5 mola biatka 4.9 [61]. Poza tym w skiad kompleksow
weztowych wchodzg tropomiozyna, tropomodulina oraz adducyna. Nalezy doda¢, ze wiele
danych eksperymentalnych wskazuje na istnienie potgczenia koAcow tetrameréw spektryno-
wych ze zrebem hydrofobowym btony poprzez biatko 4.1 i niezdefiniowany, jak dotad,
receptor.

Badania nad ultrastrukturg "rozciagnietych" szkieletdw czerwonych krwinek pacjentéw z
z6ttaczka konstytucyjng (dziedziczna sferocytoza) charakteryzujacych sie obnizong zawarto-
Scig spektryny wykazaty, ze szkielet krwinek tych pacjentow wykazywat tylko niewielkie
zaburzenia w poréwnaniu do szkieletu krwinek normalnych, z tym ze mniej filamentéw
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spektrynowych przypada na kazdy kompleks weztowy (Srednio: 3.3-5.0, w krwinkach nor-
malnych 5.0-5.5) [55]. Obnizenie liczby filamentéw spektrynowych przypadajacych na
kompleks weztowy miato takze miejsce w przypadkach homozygotycznej eliptocytozy chara-
kteryzujacej sie spektryng z defektem w obrebie domeny al [55], w ktérym to schorzeniu nie
obserwuje sie obnizonej zawartosci spektryny. Catkowitg utrate normalnej struktury szkieletu
btony erytrocytu obserwuje sie w najostrzejszych przypadkach sferocytozy z najwiekszym
ubytkiem spektryny i w przypadkach pyropoikilocytozy charakteryzujacych sie umiarkowa-
nym ubytkiem oraz wystepowaniem wariantow spektryny al ial “ [55].

spektryna

aktyna

biatko 4.1
adducyna

glikoforyna

fosfatydyloseryna
tropomiozyna

Rys. 3. Schemat struktury kompleksu weztowego

3.1. AKTYNA

Aktyna erytrocytéw (400-500 tys. kopii na komérke) zblizona jest swoimi wiasnosciami
do aktyn innych komoérek. W erytrocytach wystepuje tylko izoforma R, podczas gdy w innych
komarkach wystepujg mieszaniny jej izoform. Jak juz wspomniano, aktynajest uorganizowa-
na w krotkie protofilamenty o dtugosci 33-37 nm i $rednicy 7-8 nm, ztozone z 12-13
monomerow [przegl. 80]. Uwaza sie, ze powoli rosngcy (pointed) koniec protofilamentu
aktynowego jest zablokowany. Zdolno$¢ blokowania powoli rosngcego konca (capping)
wykazujg kompleksy spektryny i biatka 4.1 [71]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze DNA-aza |
zastosowanajako sonda dla tego konca aktyny wigze sie z btong erytrocytu w ilosci zblizonej
do liczby filamentow aktynowych, co moze wskazywac na to, ze koniec ten jest wolny [72],
In vitro w kompleksie, w warunkach nasycenia jedna czgsteczka spektryny przypada najeden
monomer aktyny [17]. Miejsce wigzania spektryny w czgsteczce aktyny pozostaje niepoznane.
Dtugos¢ filamentu okres$lana jest, jak sie uwaza, przez tropomiozyne, ktorej wiasciwosci
przedstawiono ponizej. Spektryna nie zmienia krytycznego stezenia polimeryzacji aktyny, nie
oddziatuje tez z monomerami aktyny wptywajac najej polimeryzacje.
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3.2. BIALKO 4.1.

Jak wspomniano wyzej, biatko 4.1 jest waznym elementem kompleksu "weztowego”.
Biatko to wystepujace w liczbie 200 000 kopii w komdrce jest w rozcieiczonych roztworach
monomerem sktadajacym sie w rzeczywisto$ci z kilku tancuchéw polipeptydowych (gtéwne
dwa pasma o masach cz. 80 i 78 kDa) bedacych elementami catej rodziny biatek. U ptakdw
biatko 4.1 réwniez syntetyzowane jest w postaci wielu form o masach siegajacych 175 kDa
zmieniajacych sie w miare réznicowania erytrocytu [przegl. 31]. Odcinek DNA kodujacy
biatko 4.1 jest bardzo dtugi (100 kb), zlokalizowany w chromosomie 1p3.2->pter koduje wiele
réznej dtugosci (ok. 5.6 kb) [93] mRNA, ktore powstajg prawdopobnie na skutek zréz-
nicowanej, regulowanej w rozwoju obrébki. Struktura pierwszorzedowa biatka 4.1 zostata
wydedukowana na podstawie sekwencji cDNA uzyskanej biblioteki genéw retikulocytow [20,
93]. Sekwencja ta jest zgodna z wcze$niej uzyskang na podstawie trawienia chymotrypsyng
w tagodnych warunkach domenowg struktura tego biatka [53], a mianowicie: domene pier-
wszg, wigzacg btone, stanowi N-koricowy, hydrofobowy odcinek (-30 kDa) o charakterze
zasadowym, zawierajgcy 7 reszt cysteiny. Przewidywana struktura drugorzedowa [20] zaktada

Rys. 4. Schemat struktury biatka 4.1: Sp - spektryna, PKC - miejsca fosforylacji przy pomocy kinazy biatkowej C,
cAMP - miejsca fosforylacji przy pomocy zaleznej od cAMP kinazy biatkowej, Sp - miejsce wigzania spektryny,
N - koniec aminowy, C - koniec karboksylowy

wystepowanie amfipatycznych helis oraz odcinkéw struktury B. Domena druga o masie cz.
ok. 16 kDa jest hydrofilna, o duzej zawartosci proliny (9,3%), strukturze w wiekszosci
a-helikalnej i zawierajgcej miejsca (maksymalnie 4) fosforylacji dla kinazy biatkowej C oraz
jedno miejsce fosforylacji za pomocg zaleznej od cAMP kinazy biatkowej [27, 36], Trzecia
domena o masie cz. ok. 10 kDa zawiera ok. 46% aminokwasow obdarzonych fadunkiem.
Charakteryzuje jg duze prawdopodobienstwo struktury diugiej helisy [20]. Zawiera miejsce
fosforylacji dla kinazy biatkowej zaleznej od cAMP [27,36] oraz miejsce wigzania spektryny.
Fragment ten bowiem aktywuje wigzanie spektryny z aktyng z powinowactwem prawie
réwnym natywnemu biatku 4.1 [34]. Domene czwartg stanowi fragment zawierajacy 117 reszt
karboksylowego konca tego biatka. Jego masa czasteczkowa wyliczona z sekwencji [20]
wynosi 12,6 kDa ijest znacznie mniejsza od wyznaczanej w elektroforezie w obecnos$ci SDS
22-24 kDa. Podobnie masa catej czasteczki biatka 4.1 wyznaczona na podstawie sekwencji
(66,3 kDa) jest mniejsza od wyznaczonej poprzednio wartosci 78-80 kDa. Fosforylacja biatka
4.1 przy pomocy zaleznej od cAMP kinazy biatkowej oraz kinazy biatkowej C powoduje
znaczne obnizenie jego powinowactwa do spektryny oraz znaczne, bo 50-80% obnizenie

jego zdolnoSci do aktywacji wigzania spektryny z aktyna [14,54]. Metabolit erytrocytow,
2,3-difosfoglicerynian hamuje fosforylacje biatek szkieletu btonowego, w tym réwniez biatka
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4.1 przez endogenne kinazy, kazeinowg oraz zalezng od cAMP kinaze biatkowg. Natomiast
aktywuje on fosforylacje biatka 4.1 przy udziale kinazy biatkowej C [13]. Biatko 4.1 oddzia-
tuje z kalmoduling (KD~ 5.5.x 101967M ) i oddziatywanie to reguluje interakcje spektryny z
aktyng [92].

Retikulocyty ludzkie zawierajg transkrypty genu biatka 4.1 kodujace cztery tancuchy
polipeptydowe o sekwencjach réznigcych sie obecnoscig badZ nieobecnoscig 21 reszt w
domenie wigzacej spektryne i aktyne oraz wystepowaniem odcinka 43 lub 34 reszt aminokwa-
sowych w poblizu konca karboksylowego [19]. Wykazano takze, ze ten sam gen moze
kodowac biatko 4.1 limfocytow ludzkich (zawierajagce zmieniong, nieaktywna domene o
masie cz. 10 kDa powstajace rowniez na skutek alternatywnej, swoistej tkankowo, obrobki
mRNA [93]).

Dane z badan biochemicznych igenetycznych wskazujg na zwigzek biatka 4.1 z etiologia
niektérych przypadkéw dziedzicznej eliptocytozy [np. 60,63]. Ostatnio zostaty doktadnie
opisane dwa strukturalne warianty tego biatka [18,60]. Erytrocyty zawierajace biatko 4.1 o
masie cz. 95 kDa wykazywaly stabilno$¢ mechaniczng podobng do erytrocytow osobnikéw
normalnych, podczas gdy erytrocyty zawierajgce biatko 4.1 (o masach czasteczkowych 68 i
65 kDa) byty znacznie mniej oporne mechanicznie. Analiza tych mutacji wykazata, ze dot*cz”
one duplikacji badZ delecji w obrebie domeny wigzacej spektryne: mRNA biatka 4.1
charakteryzuje sie delecjg odcinka kodujacego 80 reszt aminokwasowych pomiedzy Lys a
Gly486 (stanowigcego prawie doktadnie domene wigzgcg spektryne). Biatko 4.1 ~ zawiera
dodatkowo 123 reszty aminokwasowe - zduplikowang domene wigzacg spektryne [18].

Izoformy reaktywne z przeciwciatami skierowanymi przeciw biatku 4.1 wystepujg w wielu
rodzajach komérek nieerytrocytamych, jak np. fibroblastach, ptytkach krwi i granulocytach,
komérkach nabtonka, soczewce oka, neuronach [przegl. 31]. Te ostatnie komorki zawierajg
dwa biatka uwazane za analogi biatka 4.1 - ameline [50] oraz synapsyne | [5]. Amelina jest
biatkiem o masie cz. 93 kDa, reagujagcym z przeciwciatami skierowanymi przeciw biatku 4.1,
wykazujagcym ok. 50% homologii z biatkiem 4.1. Ameline zlokalizowano w ciele neuronu
oraz dendrytach, a takze w niektérych komérkach glejowych. Biatko to wykazuje zdolno$¢
wigzania izolowanej spektryny mozgowej [50],

Synapsyna | - dobrze scharakteryzowane ufosforylowane biatko wystepujace na cytopla-
zmatycznej powierzchni matych (Srednica 40-60 nm) pecherzykéw synaptycznych zawiera-
jacych neurotransmiter [89]. Synapsynajest mieszaning czterech polipeptydéw (synapsyna la
i Ib oraz lla i Ilb) o masach czasteczkowych 76, 70, 55 i 50 kDa (706, 670, 586 i 479 reszt
aminokwasowych) bedacych izoformami obrébki mRNA [89]. Szczegdtowe badania wyka-
zaly, ze strukturalnie synapsyna jest r6zna od biatka 4.1. Defosforylowana synapsyna wigze
spektryne mdzgowa, cechy za$ tego kompleksu zblizone sg do cech kompleksu biatka 4.1 ze
spektryng (KD, stechiometria, lokalizacja miejsc wigzania w tetramerze spektryny). Wykazano
tez, ze synapsyna aktywuje wigzanie spektryny z f-aktyng podobnie jak biatko 4.1 [49]. Mozna
zatem przyjac, ze synapsyna jest funkcjonalnym analogiem biatka 4.1.

Miejsce wigzania biatka 4.1 z blong erytrocytu nie zostato w petni zidentyfikowane.
Wiekszo$¢ biatka 4.1 pozostaje zasocjowana z btong erytrocytu po ekstrakcji spektryny i
aktyny. Zwigzane z btona biatko 4.1 zachowuje zdolno$¢ aktywacji tworzenia kompleksu
spektryny z aktyng - stanowi¢ moze zatem miejsce przyczepu kompleksu spektryny z aktyng
do zrebu hydrofobowego btony erytrocytu. Trzeba doda¢, ze pecherzyki selektywnie pozba-
wione biatka 4.1, ale majace normalng ilo$¢ ankiryny wigza spektryne z takim samym
powinowactwem i w takiej samej maksymalnej ilosci jak majace biatko 4.1. Liczba miejsc
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wigzacych biatko 4.1 odpowiada ilosci kopii biatka 4.1 w pojedynczym erytrocycie, to jest
200 000, a stata dysocjacji kompleksu 4.1 z btong erytrocytu wynosi 42-50 nM [31]. Role
receptora tego biatka przypisywano juz: glikoforynie A [2], kompleksom glikoforyny A z
polifosfoinozytydami [3], glikoforynie C (lub R), zwanej tez glikonektyna [68], glikoforynie-
y 0 masie cz. 30 000, a takze biatku przenoszgcemu aniony oraz fosfatydyloserynie, lipidowi
charakterystycznemu dla wewnetrznej monowarstwy lipidowej btony erytrocytu [przegl. 6],
Glikoforyna A oraz biatko przenoszace aniony raczej nie spetniajg tej roli, gdyz ludzie nie
majacy glikoforyny A i spokrewnionej z nig glikoforyny B majg erytrocyty normalne, nie
wykazujagc zmian w mechanicznej stabilnosci. Biatko 4.1 wcigz wigze btony erytrocytéw
pozbawione na skutek potraktowania proteazami cytoplazmatycznej domeny biatka przeno-
szacego aniony, ktéra in vitro wigze biatko 4.1. Glikoforyna C i spokrewniona z nig
glikoforyna y sg jak wykazano miejscami asocjacji biatka 4.1 z btong erytrocytu. Pozostajg
one zwigzane ze szkieletem po ekstrakcji btony detergentem niejonowym [68], podczas gdy
pozostate glikoforyny ulegaja catkowitej ekstrakcji. Pacjenci zwrodzonym brakiem biatka 4.1
wykazujg takze 70% obnizenie zawarto$ci glikonektyny. Erytrocyty nie zawierajace glikofo-
ryny C iy wykazujg obnizong odporno$¢ mechaniczng, a takze obnizong zawarto$¢ biatka 4.1
[74], Nalezy pamieta¢, ze glikonektyng obecnajest w btonie erytrocytu tylko w liczbie 50 000
kopii, stad istnienie innego receptora biatkowego, a w szczeg6lnosci lipidowego, jest wielce
prawdopodobne. Izolowane biatko 4.1 oddziatuje z liposomami lub monowarstwami lipido-
wymi wykazujac najwieksze powinowactwo do bton zawierajgcych fosfatydyloseryne (KD
-3.3 x 10196 M) [16,75,77,79]. Wiazanie biatka 4.1 przez odwrécone pecherzyki bton
erytrocytéw uprzednio pozbawione tego biatka zmniejsza sie po potraktowaniu bton dekar-
boksylazg fosfatydyloseryny, a takze w obecno$ci jondw Ca2+[76]. Wigzanie biatka 4.1 do
pecherzykéw lipidowych powodowato uwalnianie zamknietych w nich substancji, a takze
zmniejszenie ruchliwosci weglowodorowych tanicuchéw acylowych fosfolipidéw [76,79].
Erytrocyty pacjentéw z dziedziczng eliptocytozg (HE[4.1°]), ktdre nie zawieraja biatka 4.1
maja zaburzong asymetrie fosfatydyloseryny, tzn. ok. 10% tego fosfolipidu jest dostepne dla
fosfolipazy dziatajgcej na zewnatrz komorki [75]. Hydrofobowa, zasadowa domena o masie
30 kDa zostata zidentyfikowana jako miejsce wigzace fosfatydyloseryne [16]. Ostatnio
wykazano, ze odlegtos¢ pomiedzy biatkiem 4.1 a dwumolekulamg warstwg lipidowg w
pecherzykach btonowych pochodzacych z erytrocytéw wynosita 7,5, a w liposomach ok. 5,0
nm [77]. Nie wiadomo, czy réznicata wynika z obecno$ci réznych receptoréw w obu uktadach.

Erytrocytarne biatko 4.1 wykazuje zdolno$¢ wigzania miozyny [73], ktorajak wiadomo,
wystepuje w erytrocycie [przegl. 80] w 6000 kopii zaréwno w formie rozpuszczalnej, jak i
zwigzanej z btong. Lancuch ciezki o masie 210 kDa przypomina ciezki taficuch miozyny plytek
krwi, a dwa faincuchy lekkie o masach 25 i 19,5 kDa przypominajg tancuchy lekkie miozyn
miesni szkieletowych lub miesnia sercowego. lzolowane biatko 4.1 wigze sie z immobi-
lizowang miozyng miesnia szkieletowego (KB -140 x 101969 M). Ciezka meromiozyna
hamuje konkurencyjnie tworzenie tego kompleksu, podczas gdy fragmenty sl hamujg to
oddziatywanie mniej efektywnie. Biatko 4.1 hamuje takze aktywowang za pomocg aktyny
aktywnos$¢ ATP-azy zaleznej od jonéw Mg+2. Interakcja biatka 4.1 z miozyng moze mie¢
zwigzek z zaleznymi od ATP ijonéw Mg+" zmianami ksztattu krwinek.

3.3. ADDUCYNA
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Istotnym elementem kompleksu weztowego jest adducyna, heterodimeryczne biatko o
masie czasteczkowej 200 kDa (103 kDa, podjednostka a i 97 kDa, podjednostka B), wyste-
pujace w liczbie 30 000 kopii w komdrce, oddziatujgce z aktyng i kompleksem aktyny ze
spektryna [30, 66], powodujace "dodawanie" nowych tetrameréw spektryny, ktdrego aktyw-
nos¢ jest hamowana przez jony Ca2+ i kalmoduline. Kalmodulina wigze si¢ z podjednostka i
w obecnosci jonéw wapnia (KD~2 x 101967 M [66]. Oddziatywanie adducyny z aktyng w
nieobecnosci spektryny zachodzi ze stechiometrig 1 czasteczka adducyny na 7 podjednostek
aktynowych i ma charakter kooperatywny: KD = 2-4 x 101966 M w obecnosci 100 nM
adducyny i 0.3 x 101966 M w obecnosci 800 nM adducyny [66]. Adducyna w niskich
stezeniach wykazuje ok. dziesieciokrotnie wieksze powinowactwo do kompleksu spektryny
z aktyng niz do samej f-aktyny [30]. Nalezy pamieta¢, ze adducyna wiaze spektryne bardzo
stabo. Stosunek ilosciowy spektryny i adducyny w kompleksie spektryna-adducyna-aktyna (2
mole spektryny: 1 mol adducyny) wskazuje na mozliwo$¢ wigzania dwdch tetrameréw
spektrynowych w tym samym miejscu filamentu aktynowego [9]. Zostata opisana takze
mézgowa izoforma adducyny [9] o wihasnosciach zblizonych do erytrocytamej. Obydwie
izoformy sg substratami kinazy biatkowej C oraz zaleznej od cAMP kinazy biatkowej [30,40].
Nieznanajest, jak dotad, funkcja fosforylacji. Ostatnio oznaczono strukture pierwszorzedowa
adducyny [41]. Obydwie podjednostki (a - 737 i3 - 726 reszt aminokwasowych) wykazuja
wysoki poziom identycznosci sekwencji (49%), co wskazuje na ewolucje tych biatek poprzez
duplikacje genu pierwotnego. Charakteryzujg sie one wystepowaniem 3 domen: globularnej,
N-koncowej "gtowki" o masie czasteczkowej 39 kDa, opornej na proteazy, domeny "tgczni-
kowej" o0 masie 9 kDa oraz wrazliwego na proteazy wysoce hydrofilowego "ogona" (33 kDa)
[40,41]. Globularna "gtéwka" obydwu podjednostek wykazuje ograniczone podobienstwo
sekwencji do domen wigzacych aktyne obecnych w biatkach nadrodziny spektryny-a-akty-
niny-dystrofiny oraz innych biatek wigzacych aktyne.

Zaréwno adducyna, jak ibiatko 4.1 aktywuja formowanie kompleksdw spektryny i aktyny
wchodzac w ich sktad. R6znig sie jednak tym, ze biatko 4.1 oddziatuje z izolowang spektryna,
ale nie wigze sie z f-aktyng, adducyna natomiast oddziatuje ze spektryng stabo, ale wigze sie
z f-aktyng. Oba biatka prawdopodobnie zajmujg to samo miejsce w kompleksie, gdyz biatko
4.1 hamuje wigzanie adducyny do szkieletéw btonowych [6], Funkcjonalna wspdtzalezno$é
obu biatek pozostaje przedmiotem dalszych badan i dyskusji.

3.4. DEMATYNA (BIALKO 4.9)

Trimeryczne biatko o masie 145 kDa jest substratem dla zwigzanej z btong, zaleznej od
cAMP kinazy biatkowej, kinazy zaleznej od Ca2+ oraz kinazy biatkowej C [35]. Biatko to
tworzg dwa polipeptydy o masach 48-52 kDa [37], Dematyna nie oddziatuje ze spektryna, ale
wigze i tworzy wigzki filamentéw aktynowych [37]; z tg aktywnoscig wigze sie jej nazwa.
Fosforylacja za pomocg zaleznej od cAMP kinazy biatkowej eliminuje zdolno$¢ tego biatka
do tworzenia wigzek filamentéw aktynowych [38]. Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze rola tego
biatka pozostaje niepoznana, gdyz jak dotad nie stwierdzono wystepowania wigzek filamen-
téw aktynowych w btonie erytrocytow .

3.5. TROPOMIOZYNA | TROPOMODULINA

Erytrocyt zawiera 70-80 tys. kopii tropomiozyny, biatka o masie czgsteczkowej -60 kDa
ztozonego z dwoch podjednostek o masach 29 i 27 kDa [29]. Mapy peptydowe tropomiozyny
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erytrocytamej sg prawie identyczne z mapami tropomiozyny migeénia sercowego krélika [59].
Oddziatuje ona wysoce kooperatywnie z f-aktyng przy stechiometrii jeden dimer na 6-7
monomeréw aktyny. Tropomiozyna erytrocytéw rdzni sie od innych tropomiozyn tym, ze
oddziatuje z aktyna, ale nie tworzy dtugich, liniowych polimeréw (gtowa-ogon) [59], Mies-
niowa wykazuje obydwie cechy: oddziatuje z aktyng i tworzy dtugie, liniowe polimery,
podczas gdy tropomiozyny niemiesniowe, w tym tropomiozyna phytek krwi, wigzg aktyne
stabo i nie polimeryzuja. Erytrocytamatropomiozynajest prawdopodobnie hybryda sekwencji
miesniowej i niemiesniowej powstajgca w wyniku alternatywnej obrébki mRNA. Uwaza sie,
ze tropomiozyna erytrocytama oddziatuje z f-aktyna podobnie jak w uktadzie migsniowym:
wzdtuz filamentu, w obu szczelinach helisy filamentu aktynowego. Poniewaz tropomiozyna
erytrocytama nie tworzy liniowych polimeréw, uwaza sie, ze stabilizuje ona dtugos$¢ filamentu
aktynowego w krwince czerwonej [7]. Oprécz tego, tropomiozyna moze regulowac oddzia-
tywania spektryny z aktyng, poniewaz filamenty aktynowe w kompleksie z tym biatkiem wiagzg
spektryne z obnizonym powinowactwem [59].

Btony erytrocytow zawierajg biatko o masie czgsteczkowej 43 kDa (30 000 kopii na
komorke) wiazace tropomiozyne, zwane takze tropomoduling. Biatko to w roztworze jest
monomerem o promieniu Stokesa 3.9 nm i wspétczynniku sedymentacji 2.8 S. Oddziatuje ono
z tropomiozyng (KD~ 5 x 10 1967 M) na obu jej koncach [90, 91]. Prawdopodobng funkcjg
tropomodulinyjest stabilizacja lub regulacja oddziatywania tropomiozyny z aktyng. Wykazuje
ona wiasciwosci podobne do troponiny T z mies$ni poprzecznie prazkowanych i miesnia
sercowego. Nalezy zauwazy¢, ze erytrocyty zawierajg komplet biatek podobnych do troponin
a mianowicie: kalmodulina - analog troponiny C, biatko podobne do troponiny | oraz
omowiona powyzej tropomoduling - biatko podobne do troponiny T. Sugeruje to mozliwos$¢
udziatu jondw Ca2+w regulacji oddziatywania spektryny z fdamentami aktynowymi zasocjo-
wanymi z tropomiozyng [8].

Pomimo znacznego postepu w badaniach nad strukturg biatek szkieletu btony erytrocytu
oraz komorek nieerytrocytarnych, wiele jeszcze pytan dotyczacych ich funkcji pozostaje bez
odpowiedzi.
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ZMIANY W BLONIE KOMORKOWEJ
JAKO SKEADNIK PROCESU STARZENIA SIE

AGING-RELATED PLASMA MEMBRANE CHANGES

Jacek M. WITKOWSKI
Katedra i Zaktad Histologii Akademii Medycznej w Gdarisku

Streszczenie. W pracy dokonano przegladu nagromadzonej w ciggu ostatnich latinformacji dotyczacej zmian w btonie
komorkowej towarzyszacych osobniczemu starzeniu sie, na tle ogélnej wiedzy o whasciwosciach starzejacych sie
komoérek. W szczeg6lnosci uwzgledniono fizyko-chemiczne zmiany w lipidach btony (wzrost "lepkosci"), réznokie-
runkowe zmiany wiasciwosci i ekspresji receptoréw powierzchniowych oraz aktywnosci enzyméw zwigzanych z
btong i wreszcie zmiany wiasciwosci btonowych mechanizméw transportowych, takich jak pompy jonowe, nosniki
oraz kanaty btonowe. Uwage poswiecono zwtaszcza przebiegowi i roli towarzyszacych starzeniu sie zmian dotycza-
cych mechanizméw transdukcji sygnatéw przez btone komérkowa. Wykazano, ze iloSciowe ijakosciowe zmiany w
zakresie wszystkich sktadnikéw btony komérkowej towarzysza zaréwno osobniczemu starzeniu sie, jak tez starzeniu
sie poszczeg6lnych komoérek. Duza cze$¢ pracy poswiecono na wykazanie, ze zmiany w zakresie jednego z
powyzszych zjawisk moga by¢ przyczyna lub skutkiem zaburzen innego typu, a takze, ze towarzyszace starzeniu
zmiany w btonie komdérkowej sg na tyle gtebokie iz mozna oczekiwaé ich powaznego wptywu na fizjologiczna
wydolno$¢ komorki.

Summary. The paper concentrates on the review of relatively recent materials concerning cellular ageing, especially
in its part related to age-associated changes in the cell membrane. Physicochemical changes in membrane lipids,
changes in surface receptor density and affinity, changes of the activities of membrane-bound enzymes and different
types of transmembrane transporters are described in detail. The paper attempts to highlight some interrelations
between different types of age-related changes of cell membrane properties as well as importance of these for
impaired functions of cells in old individuals.

I. STARZENIE SIE KOMOREK POPRZEDZA STARZENIE SIE ORGANIZMU

Procesowi starzenia sie ulegaja wszystkie] organizmy wielokomdrkowe, co prowadzi do
ich postepujacej deterioracji nasilajgcej sie zwtaszcza po zakonczeniu okresu rozrodczego.
Przed wystgpieniem zauwazalnych zmian w funkcjonowaniu starzejgcego sie organizmu jako
catosci mozna zaobserwowac zaburzenia dotyczace zwykle najpierw czynnos$ci, a pdzniej
takze morfologii poszczegélnych komorek, a nawet ich wyspecjalizowanych organelli. Nie
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jest wyjasnione, czy zaburzenia w dziataniu komérek, a w konsekwencji zbudowanych z nich
tkanek, narzadéw i uktadow, zachodzg réwnolegle we wszystkich ich rodzajach, czy tez
istnieje typ komorek (tkanka? narzad?), ktory starzeje sie "najpierw". W zwigzku z tg
watpliwoscia, w niniejszej pracy przyjeto popularng w literaturze gerontologicznej konwe-
ncje, okreslejacg jako "stare komorki" komérki pochodzace ze starzejgcego sie organizmu.
Weczesne starzenie sie takich "wrazliwych" komérek mogtoby by¢ przyczyng zaburzen, a w
konsekwencji objawow starzenia w innych strukturach organizmu. W charakterze hipotety-
cznych inicjatoréw starzenia wymieniane sa: uktad nerwowy i dokrewny [33, 41], watroba
[106] i wreszcie uktad odpornosciowy [84, 125, 144], Szczegblnie ten ostatni jest zaréwno
dobrym "kandydatem" na ewentualny inicjator starzenia, jak tez wygodnym modelem do
Sledzenia jego przebiegu. Sktada sie na to szereg przyczyn:

» Po pierwsze, system odpornosciowy wykorzystuje w swoim dziataniu uniwersalne
mechanizmy komorkowe (np. rozbudowany system receptoréw i mechanizmoéw transdukcji
sygnatow pochodzacych zaréwno z wiasnej aktywnosci komérki, jak tez z interakcji z innymi
komorkami).

* Po drugie, jego dziatanie u osobnikéw starzejacych sie jest zaburzone, co moze prowadzi¢
do okre$lonych konsekwencji klinicznych.

» Po trzecie wreszcie, jest on klasycznym wielosktadnikowym uktadem homeostatycz-
nym, ktoérego postepujaca dysfunkcja ma liczne analogie z procesami starzenia zachodzacymi
w innych systemach komérkowych [84]. Limfocyty sg przy tym szczegélng, wysoce hetero-
genng populacjg komorkowa o zréznicowanej dynamice wzrostu, zawierajgcg zaréwno duzg
(siegajaca ponad 3/4) pule komoérek intensywnie dzielacych sie - o $rednim czasie przezycia
nie przekraczajagcym tygodnia [70], jak tez odpowiednio mniejsza grupe komérek nie
dzielgcych sie przez znacznie diuzsze okresy lub nawet przez cate zycie osobnicze -
zahamowanych w fazie GQcyklu komdérkowego [125]. Dodatkowa, korzystng z punktu
widzeniabadaczacechg limfocytéw jest tatwos¢ ich uzyskania w stosunkowo duzych ilo$ciach
tak od zwierzat doswiadczalnych, jak tez od ludzi. W zwigzku z tym stosunkowo duza czes$¢
przedstawionych ponizej informacji, dotyczacych starzenia sie komdrek pochodzi wiasnie z
badan wykonanych na limfocytach.

Il. ZMIEJSZENIE ZDOLNOSCI DO PODZIALU NIE JEST UNIWERSALNA
CECHA WSZYSTKICH STARZEJACYCH SIE KOMOREK

Wiekszos¢ komorek pochodzacych ze starzejacego sie organizmu charakteryzuje obnize-
nie zdolnosci do proliferacji w odpowiedzi na fizjologiczne czynniki pobudzajgce. Szczeg6l-
nie dobrze jest to udokumentowane w przypadku fibroblastéw, ktére zdolne sg in vitro tylko
do okreslonej liczby podziatéw, zmniejszajacej sie z wiekiem dawcy komérek [przeglad w:
93]. Interesujaca jest obserwacja, ze proces ten wydaje sie dotyczyé takze obecnych w
heterogennej populacji fibroblastow komérek pnia dla tej linii komorkowej [9]. Do niedawna
uwazano, ze tendencja do redukcji zdolnosci do proliferacji dotyczy takze innych prekurso-
rowych komérek, w szczeg6lnosci hemopoetycznych komorek pnia i komérek bezposrednio
potomnych w szpiku kostnym. Wykazano m.in., ze proporcja komérek w fazie S nalezacych
do populacji GM-CFC zmniejsza sie z 25-35% u myszy ponizej 6 miesiecy do ok. 10% u
dwuletnich zwierzat [129], Réwniez u ludzi Hirota i wsp. wykazali zalezne od starzenia
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zmniejszenie czestosci BFU-E a takze CFU-GM [52], W $wietle innych badan wydaje sie
jednak, ze zmiany zachodzace w szpiku kostnym starzejacych sie zwierzat i ludzi nie sg
jednokierunkowe. Na przykfad stwierdzono, ze pierwotne komorki pnia wystepujagce w
szpiku kostnym majg praktycznie nieograniczony potencjat podziatowy niezaleznie od wieku
ich dawcy [125].

Proliferacja szpikowych komorek pnia starych myszy i ich zdolno$¢ do wytwarzania
réznicujacych sie linii CFU-S, BFU-E, GM-CFC i CFU-F jest, wedtug Sharp i wsp. [121],
rébwna lub nawet wieksza niz u miodych zwierzat. Williams i wsp. [147] wykazali, ze
powyzsze stwierdzenie jest stuszne nawet, jesli badany jest szpik bardzo starych myszy
(42-miesiecznych) pod warunkiem, ze byty one hodowane pojedynczo, a nie poddane stresowi
zycia w klatce z innymi osobnikami. Podobnie, Harrison i wsp. [47] zauwazyli, ze liczba i
zdolno$¢ do proliferacji pierwotnych, immuno-hemopoetycznych komérek pniajest dwukrot-
nie wigksza u starych myszy niz u mtodych osobnikow; ci sami autorzy wyliczyli takze, ze
rzeczywista liczha pierwotnych prekursoréw szpikowych bedacych zrodtem krazacych komé-
rek krwi jest znacznie mniejsza, niz przyjmowano do tej pory i wynosi tylko ok. 1do 2 na 100
tysiecy wszystkich niezrebowych komérek szpiku. Zwiekszong (w poréwnaniu do miodych
osobnikéw) zdolnos¢ proliferacyjng szpikowych prekursoréw mielopoezy obserwowali takze
Sharp iwsp. [121] u starych myszy; towarzyszyta temu jednak proporcjonalna utata zdolnosci
do proliferacji i repopulacji grasicy przez prekursory komorek T. Z kolei Van Zant i wsp.
wykryli, ze réznice wielkosci potencjatu proliferacyjnego moga by¢ nie tyle zalezne od wieku,
ile od genetycznego tta danego osobnika. Wytworzyli oni allofeniczne chimery myszy
szczepow DBA/2 i C57BL/6, z ktdrych pierwszy charakteryzuje sie wysoka, a drugi niska
czestotliwoscig wystepowania komoérek CFU-S w fazie S cyklu. CFU-S pochodzace ze
szczepu o niskiej czestotliwosci proliferacji (C57BL/6) zdominowaty, a pod koniec zycia
prawie catkowicie wyparty komorki DBA/2 ze szpiku chimer, co przemawia za istnieniem
odwrotnej korelacji miedzy dtugowiecznoscia komérek pnia a ich zdolnoscia proliferacyjna
[136], Rowniez wyniki badan granulopoezy u starych ludzi wskazujg na tendencje do wzrostu
proliferacji pierwotnych (CFU-S) i wstepnie zréznicowanych (GM-CFU) komérek szpiko-
wych [109]. Cytowani wyzej Hirota i wsp., stwierdzili, ze niezaleznie od zmniejszonych
ilosci prekursoréw szpikowych u starych ludzi, ich komérki prekursorowe BFU-E byty zdolne
do proliferacyjnej odpowiedzi na stymulacje erytropoetyng w stopniu rownym odpowiedzi
mtodych komérek [52], Hemopoetyczne komdrki pnia pochodzace ze szpiku kostnego myszy
mozna hodowac in vitro, obserwujac wytwarzanie przez nie zroznicowanych komorek krwi
w czasie dtuzszym od przecietnego okresu zycia tych zwierzat, przy czym czas ten nie zmienia
sie w zaleznosci od wieku dawcy szpiku [67].

DI. KOMORKI O ROZNEJ DYNAMICE WZROSTU
MOGA SIE STARZEC W ROZNYM TEMPIE

W analizie zjawisk towarzyszacych starzeniu sie komoérek] nalezy wzigé pod uwage
istnienie populacji o krancowo réznej dynamice wzrostu. Z jednej strony mamy tu do
czynienia z intensywnie proliferujgcymi komdrkami o krotkich (w poréwnaniu do czasu zycia
organizmu) okresach miedzypodziatowych, odpowiadajacych indywidualnemu zyciu komor-
ki (np. nabtonki, komérki macierzyste (pnia) i ukierunkowane w szpiku). Populacjg korpdrek



114 J. M. WITKOWSKI

uwazanych za krétko zyjace sa takze "naiwne" limfocyty T, ktore nie spotkaly jeszcze
antygenu rozpoznawanego przez ich swoiste receptory. Komorki te po uzyskaniu kompetencji
immunologicznej nie dzielg sie i pozostajg "zawieszone" w fazie GQcyklu do momentu
spotkania wiasciwego antygenu. Do niedawna uwazano, ze "naiwne" komoérki T musza
spotka¢ "swoj" antygen i ulec klonalnemu rozplemowi oraz przeksztatceniu w komérki
pamieci) w ciggu kilku, a najwyzej kilkunastu dni od powstania. Wyniki nowych badan,
wykorzystujacych model repopulacji myszy SCID (ktére nie majg wiasnych, zréznicowanych
limfocytow T) oczyszczonymi komdrkami o znanym fenotypie odpowiadajacym "naiwnym"”
lub "pamieciowym" limfocytom T wskazujgjednak na mozliwos¢ przezycia takze "naiwnych"
komorek T przez wiele miesiecy (praktycznie przez cate zycie biorcy) bez proliferacji [126].
Na drugim koncu skali znajdujg sie populacje komdrek postmitotycznych, ktérych podziaty
a takze roéznicowanie zakonczyly sie we wczesnych okresach zycia osobniczego, a ktére
nastepnie przez wiegksza jego cze$¢ funkcjonuja nie dzielagc sie (np. komorki nerwowe,
hepatocyty), czyli przezywajg czas pordwnywalny z czasem trwania zycia osobniczego [12].
Do tego typu populacji mozna zaliczy¢ takze limfocyty T tworzgce pule komérek pamieci
immunologicznej, z tym jednak zastrzezeniem, ze kontakt z wiasciwym antygenem zmusza
je do proliferacji). Mozna by przypuszczaé, ze starzenie sie tych dwéch skrajnych odmian
populacji komérkowych przebiega odmiennie, gdyz komérki dzielgce sie ulegajg "odmtodze-
niu" przy kazdym podziale. Okazuje sie jednak, ze wiele, a prawdopodobnie wiekszo$é
objawow towarzyszacych starzeniu sie pojedynczej komorki wystepuje u osobnikéw w
podesztym wieku zarowno w komoérkach nalezacych do dynamicznie odnawiajgcych sie
populacji, jak tez w tych, ktore nalezg do nie dzielgcych sie populacji statycznych (postmito-
tycznych) i- oczywiscie - w komdrkach o "przejSciowym" charakterze, do ktérych mozna
zaliczy¢ wspomniane wyzej limfocyty pamieci immunologicznej. Dotyczy to w szczeg6lnosci
towarzyszacych komdrkowemu starzeniu sie zmian wiasciwosci btony komdrkowej, beda-
cych przedmiotem niniejszego opracowania.

IV. STARZENIU TOWARZYSZA CHARAKTERYSTYCZNE
ZMIANY WEASCIWOSCI LIPIDOW BLONY KOMORKOWEJ

Jedng z najwczesniej opisanych, towarzyszacych starzeniu sie zmian jest wzrost stezenia
cholesterolu z rownoczesnym wzglednym spadkiem zawartosci fosfolipidow w dwuwarstwie
lipidéw btony komorkowej. Zmiana ta prowadzi do wzrostu sztywnosci (lepkosci) bton i w
konsekwencji do zmniejszenia szybkosci dyfuzji lateralnej sktadnikéw btony komérkowej, a
to z kolei do mozliwych zaburzeh przezbtonowej transdukcji sygnatu. Zmiany sktadu i
proporcji lipidow btonowych wystepujg w rownym stopniu w pochodzacych od starzejacych
sie osobnikow, proliferujacych enterocytach nabtonkajelitowego i nabtonka gruczotu kroko-
wego, jak tez w btonach neuronéw, hepatocytéw i komorek miesni szkieletowych [141, 143,
157, 164] czy wreszcie w btonach tak specyficznych twordw, jak lipocyty [161] i ptytki krwi
[145]. W btonach komdrkowych limfocytdw T starych ludzi i myszy stwierdzono réwniez
zmiany polegajace na zwiekszonej lepkosci biony, zaleznej od podwyzszonej zawartosci
cholesterolu [48, 53, 112]. Zmiany te sg Scisle skorelowane z obnizong zdolnoscig komdrek
pochodzacych od starych osobnikéw do odpowiedzi na stymulacje Con A [53], Sa one takze
podatne, podobnie jak wzrost sztywnosci btony komaérkowej "starych™ hepatocytéw i neuro-
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néw, na modulacje dieta. Komarki szczuréw, u ktérych od potowy czwartego miesigca zycia
stosowano diete polegajaca na gtodzeniu co drugi dzieh, wykazywaly poprawe wiasciwosci
lipidow bton, tj. obnizenie lepkosci btony, czemu w limfocytach T towarzyszyto polepszenie
odpowiedzi proliferacyjnej [103, 105]. Ciekawe, ze w btonach limfocytow T pochodzacych
od pacjentdw z chorobg Alzheimera dochodzi do przeciwstawnej zmiany - zwiekszonej
ptynnosci [20]. Ze zmianami skfadu i ptynnosci warstwy lipidowej btony komdrkowej wigze
sie prawdopodobnie réwniez obserwowane w limfocytach T starych ludzi i zwierzat zaburze-
nie ruchliwosci receptoréw powierzchniowych (tworzenia "czapeczek" przez receptory zwig-
zane z ligandem) [19,40]. Inng przyczyna tego ostatniego zjawiska moze by¢ zmiana proporcji
sktadnikow biatkowych i lipidowych bton. Stwierdzono m.in., ze btony komérkowe limfocy-
téw T starych myszy zawierajg znacznie wiecej skfadnikéw biatkowych i sg bardziej podatne
na uszkodzenie przez wolne rodniki niz btony pochodzace z komdérek mtodych zwierzat [48],

Wyniki nowych badar wskazujg, ze podwyzszenie stosunku ilosci cholesterolu do fosfo-
lipidow moze nie by¢ jedyna przyczyng wzrostu lepkosci bton starych komdrek. W lipocytach
starych szczuréw stwierdzono wzrost stezenia nasyconych kwaséw ttuszczowych i ich sto-
sunku do form nienasyconych, a takze wzgledny wzrost ilosci fosfatydyloetanolaminy - bez
zmiany stosunku ilosci cholesterolu do fosfolipidéw [161]. Niedawno Venkatraman i Fernan-
dez wykazali, ze takze w btonach komérkowych limfocytdw starych szczuréw dochodzi do
obnizenia zawartosci kwasu arachidonowego z réwnoczesnym istotnym wzrostem zawartosci
kwasu linolenowego w fosfatydylocholinie i fosfatydyloetanolaminie; wedtug tych autoréw,
zmiany sktadu lipidéw bton korelowaty z obnizong produkcjg interleukiny 2 (IL-2) i podwy-
zszong - prostaglandyny E2 [140]. W sarkolemmie kardiomiocytéw starychszczuréw stwier-
dzono z kolei obnizenie zawarto$ci nienasyconych kwasow ttuszczowych z réwnoczesnym
wzrostem lizofosfatydylocholiny; to ostatnie zjawisko ma by¢ bezposrednio odpowiedzialne
za "usztywnienie" btony tych komdrek [81]. W tym samym materiale pochodzacym odpowie-
dnio od 7- i 24-miesiecznych szczurdéw stwierdzono jednak takze znamienny wzrost zawar-
tosci kwasu arachidonowego u starych zwierzat [44]. Wreszcie, w hepatocytach starych
szczuréw, oprocz wspomnianego wyzej wzrostu stosunku cholesterolu do fosfolipidow btony
wykryto takze podwyzszong zawarto$¢ sfingomieliny i redukcje stezenia fosfatydylocholiny
[101].

V. NIEKTORE OBSERWOWANE W CZASIE STARZENIA
ZMIANY AKTYWNOSCI ENZYMOW BLONOWYCH MOGA BYC
KONSEKWENCJA ZABURZEN STANU FIZYKOCHEMICZNEGO

LIPIDOW BLONY KOMORKOWE]J]

Ze zmianami dotyczacymi sktadu i stanu fizycznego lipidow btony komérkowej wigzane
sg przynajmniej niektére obserwowane w trakcie starzenia zmiany aktywnosci enzymow
btonowych. Na przyktad Pieri stwierdzit niedawno obnizenie aktywnosci 5’-nukleotydazy w
btonach hepatocytow starych szczuréw skorelowane ze wzrostem sztywnosci bton idajgce sie
"wyleczy¢" wspomniang wyzej naprzemienng dietq [104, 105], Réwniez w hepatocytach
szczurzych stwierdzono obnizenie aktywnosci obojetnej sfingomielinazy, silnie skorelowane
z obnizong zawartoscig fosfatydylocholiny w btonach starych komorek [101].
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W przypadku innych btonowych enzymow, ktérych aktywnos$¢ ulega zmianom w rakcie
starzenia, nie wykryto zaleznosci miedzy tymi zmianami a stanem lipidow btonowych. Na
przyktad, wzrost aktywnosci zwiazanej z btong frakcji kinazy biatkowej C z rGwnoczesnym
spadkiem aktywnosci frakcji cytoplazmatycznej stwierdzono w starych erytrocytach, izolo-
wanych na podstawie ich podwyzszonej gestosci [107]. Réwniez aktywno$¢ endogennej
proteinazy ulega redukcji w starych ludzkich erytrocytach w poréwnaniu z komérkami "w
Srednim wieku" [38]. Aktywnos¢ proteolityczna ulega takze redukcji w btonach komorek
nabtonka cewek proksymalnych kory nerek u starych szczuréw; w szczeg6lnosci dotyczy to
metaloproteaz, a zwtaszcza endopeptydazy 24.11 [108]. Znamiennemu obnizeniu ulega tez
aktywno$¢ cyklazy adenylowej (CA) w komérkach nabtonka gruczotowego $linianek podzu-
chwowych starych szczuréow [1] a takze w neuronach korowych [98], W tym ostatnim
przypadku réznice zaobserwowano juz, gdy poréwnywano aktywno$¢ enzymu w preparatach
pochodzacych od 2- i 12-miesiecznych zwierzat. Natomiast w splenocytach starych szczuréw
aktywnos$¢ CA zaréwno spoczynkowa, jak tez stymulowana forskoling lub izoproterenolem
nie réznita sie od obserwowanej w komoérkach miodych zwierzat [135], Powyzsza réznica
moze wynikac¢ z sugerowanej przez Ahmada i wsp. interpretacji ich wynikéw; otéz stwierdzili
oni, ze prawdopodobng przyczyng zmniejszonej aktywnosci cyklazy adenylowej w $linian-
kach jest zmniejszona zawarto$¢ niezbednych dla dziatania enzymu biatek Gs w btonach tych
komoérek [1],

SzczegOlng uwage zaczeto od niedawna poswiecaé¢ zmianom aktywnosci kinaz biatkowych
(gtéwnie tyrozynowych) zwigzanych z receptorami btonowymi, w zwigzku z ich stwierdzo-
nym i potencjalnym udziatem w transdukcji sygnatu. | tak, w lipocytach starych szczuréw
stwierdzono spadek aktywnosci tyrozynowej kinazy biatkowej zwigzanej z receptorem dla
insuliny i zwiazane z tym obnizenie fosforylacji substratu tej kinazy o masie czasteczkowej
60 kDa [14]. Roéwniez zwigzane z btong komorkowg procesy fosforylacji w limfocytach T
pochodzacych od starych myszy ulegajg zaburzeniu. Wykazano na przyktad znamienne
obnizenie stopnia fosforylacji wszystkich 16 fosfoprotein, ktore reagujg fosforylacja na
stymulacje komorek T przecwciatem anty-CD3, konkanawaling A lub estrami forbolu [100],
Redukcja ta byta widoczna juz u myszy w wieku 10-13 miesiecy i nasilata sie w trakcie
starzenia. Co ciekawe, w tych samych omorkach wykryto takze efekt odwrotny, tj. proporcjo-
nalny do wieku wzrost stopnia indukowanej przeciwciatem anty-CD3 fosforylacji trzech
fosfoprotein [100]. Warunkiem aktywnosci niektorych sktadnikéw CD3 (np. CD3 y)jest ich
uprzednia fosforylacja przez kinaze biatkowg C, ktérej aktywnos¢ zalezy od dziatania fosfo-
lipazy Cy 1, a ta z kolei jest uruchomiana przez sygnat pochodzacy z pobudzonego receptora
dlaantygenu (TcR) [przeglad: 146]. Juz wcze$niej Fong i Makinodan wykazali, ze translokacja
kinazy C z cytoplazmy do btony komérkowej jest zaburzona w komérkach u starych myszy
[34]; zaburzenie to moze wiec rzutowac na szereg wspdtzaleznych reakcji. Zupetnie niedawno
(wrzesien 1992) pojawita sie takze praca, ktorej autorzy wykazali zwigzang ze starzeniem
redukcje ilosci produktow fosforylacji zaleznej od aktywacji zwigzanej z antygenem CD4
kinazy tyrozylowej p56Ick w mysich limfocytach CD4+ [122]. Poniewaz dziatanie kompleksu
CD4-p56lck jest kluczowe dla prawidtowej aktywacji pomocniczych limfocytow T [138], a
sama kinaza p56Ick ulega prawdopodobnie fosforylacji pod dziataniem kinazy biatkowej C
[139], wykazanie zaburzeniajej enzymatycznej aktywnos$ci w starych komaérkach T implikuje
powazne konsekwencje dla funkcji uktadu odpornosciowego u starych osobnikow.

Towarzyszace starzeniu zmiany aktywnos$ci enzymoéw z grupy ATPaz btonowych beda-
cych efektorami aktywnego transportu zostang omoéwione ponizej.
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VI. W STARZEJACYCH SIE KOMORKACH ZACHODZA ZMIANY
GESTOSCI RECEPTOROW POWIERZCHNIOWYCH

Typowym objawem starzenia sie komdrek réznych typow, jest zmniejszanie sie gestosci
receptordw powierzchniowych i wewnatrzkomérkowych i/lub ich powinowactwa do ligan-
déw. Udokumentowano to m.in. na przyktadzie receptoréw beta-adrenergicznych na powie-
rzchni komorek miesnia sercowego, neuronéw i innych [przeglad : 113]. Obnizenie liczby
odpowiadajacych receptorom beta-adrenergicznym miejsc wigzacych propranolol na powie-
rzchni limfocytéw pochodzacych od ludzi w podesztym wieku stwierdzili Schocken i Roth
juz ponad 15 lat temu [118] i potwierdzili Padovani i wsp. w 10 lat p6zniej [99]. Ostatnio
jednak istnienie zmian iloSciowych, a takze jakosciowych (powinowactwa) dotyczgcych
receptoréw beta-adrenergicznych w limfocytach ludzi w podesztym wieku jest kwestionowa-
ne. Cze$¢ autorow nie obserwuje zmniejszenia z wiekiem liczby receptoréw [76], inni
natomiast stwierdzajg wrecz, ze w zaawansowanym wieku mamy do czynienia ze wzrostem
liczby receptoréw beta-adrenergicznych w ludzkich limfocytach [95, 162]. Wreszcie, elegan-
cka praca Gietzen i wsp. wykonana przy uzyciu dwdch wysoce specyficznych agonistow
beta-receptoréw: 3H-dihydroalprenololu i 1251-cyanopindololu wykazata takze statystycznie
istotny wzrost liczby receptoréw na limfocytach ludzi w wieku 51-90 lat w poréwnaniu z
komédrkami ludzi 19-30-letnich; badacze ci nie stwierdzili natomiast zmian powinowactwa
stosowanych ligandéw do receptoréw [39].

Kontrowersja odnos$nie kierunku zmian, jakim ulegaja receptory adrenergiczne w trakcie
starzenia moze dotyczy¢ nie tylko limfocytéw. Na przyktad, w pracy zespotu Kobatake i wsp.
zawarte sg informacje na temat receptoréw adrenergicznych w komoérkach ttuszczowych
mtodych i starych szczuréw. Autorzy ci wykazali, ze liczba receptoréw beta i alfa2 ulega
redukcji, podczas gdy zawarto$¢ receptoréw alfal wzrasta w tych komdrkach u starych
zwierzat [61] .

Takze inne receptory powierzchniowe, obecne w btonach komérkowych limfocytéw T,
zmieniajg gestos¢ lub powinowactwo do liganda w trakcie osobniczego starzenia sie. Analiza
tych zmian jest szczeg6lnie wazna, jesli wezmiemy pod uwage role i wielostronne interakcje
receptoréw obecnych na powierzchni komérek T. Dotyczy to m.in. receptoréw CD2, zwigza-
nych z "alternatywna" droga stymulacji tych limfocytow, a rozpoznawalnych dzieki zdolno$ci
do wigzania erytrocytéw owcy (SRBC)*; stwierdzono, ze tzw. wczesne ("aktywne") rozetki
pomiedzy ludzkimi limfocytami T a SRBC wytwarzane sg w wiekszym odsetku przez
limfocyty starych ludzi [13, 87]. Czynnikiem odpowiedzialnym za obserwowany efekt jest
prawdopodobnie wzrost powinowactwa receptoréow do SRBC; w przypadku "aktywnych"
rozetek mozliwajest takze korelacja z obserwowanym w podesztym wieku wzrostem czestosci
komorek pamigci (CD45R0+) - patrz nizej.

Ekspresja receptora dla antygenu TcR (CD3) na powierzchni nie stymulowanych limfocy-
tow T pochodzacych od starych myszy, szczuréw i ludzi jest w istotny sposob obnizona [4,
40, 46, 66, 96]. Nie stwierdzono natomiast réznic w bezwzglednych ilosciach limfocytéw T,
atakze komorek CD4+ i CD8+ pomiedzy miodymi i starymi ludzmi [78, 80], chociaz ci sami
autorzy zaobserwowali istotne zmniejszenie odsetka komorek CD8+ kosztem CD4+ u ludzi
powyzej siedemdziesiatego roku zycia [78]. Czes$¢ badaczy zwraca uwage na pojawienie sie
lub ekspansje u ludzi w podesztym wieku populacji limfocytéw T nie majacych antygenu

*SRBC - erytrocyty owcy.
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CD3, ktére moga by¢ odpowiedzialne za towarzyszgce starzeniu zaburzenia immunologiczne
[46]. Analiza zmian ekspresji antygenow CD4 i CD8 w wyniku stymulacji mitogenami
wykazata statystycznie istotne zmniejszenie bezwzglednej liczby komérek CD8+, korelujace
u ludzi w podesztym wieku z obnizeniem ekspresji receptora dla transferyny [78].

Jedng z uznanych przyczyn obnizonej odpowiedzi limfocytéw T starych ludzi i zwierzat
na stymulacje mitogenami jest zmniejszona produkcja i sekrecja interleukin, zwtaszcza IL-2
[25, 35, 72] i IL-3 [15, 72], Wedtug niektorych badaczy towarzyszy temu proporcjonalnie
zmniejszona ekspresja receptorow dla IL-2 na powierzchni "starych™ limfocytéw T [35, 124],
Stwierdzono, ze u myszy obnizenie ekspresji IL-2R dotyczy w wiekszym stopniu komérek
CD8+niz CD4+ [49]. Natomiast limfocyty CD4+ starych myszy charakteryzujg sie wiekszym
niz CD8+ iobnizeniem zdolnosci do produkcji i sekrecji IL-2 pod wptywem alloantygendw,
anty-CD3 atakze PMA ijonomycyny [49, 142], Orson i wspotautorzy nie stwierdzajajednak
na powierzchni limfocytéw T pochodzacych od starych ludzi istotnego ubytku ekspresji ani
tez powinowactwa do liganda receptorow dla IL-2; wedtug tych badaczy zmniejsza sie
natomiast liczba komorek, ktére zdolne sg do ekspresji IL-2R [97]. Warto tu takze wspomnie¢
0 doniesieniach, w ktorych nie tylko nie obserwowano obnizenia produkcji interleukin przez
limfocyty T pochodzace od starych myszy, ale nawet (w przypadku IL-3 i IL-4) donoszono o
istotnym wzroscie ich produkcji [63,64]. Wykazano takze istnienie roznic w ekspresji samych
antygenéw powierzchniowych CD4+ i CD8+ w komoérkach miodych i starych myszy;
wieksze zmiany, polegajace na znamiennym obnizeniu gestosci receptora na powierzchni
"starych" komérek majg dotyczy¢ antygenu CD8 [133]. Ekspresja zwigzanych z rozrdznie-
niem komorek pamieci immunologicznej i "naiwnych" limfocytow T antygenéw CD45RB
(odpowiednika CD45RA obecnego na powierzchni ludzkich limfocytow T) i 3G11 ulega
obnizeniu, antygenu Pgp-1 (CD44) za$ - podwyzszeniu u starych zwierzat [29, 69].

Btony komérkowe limfocytow pochodzacych od starzejacych sie osobnikéw staja sie
zwykle ubozsze takze w niektore receptory zwigzane z interakcjg z uktadem nerwowym. Na
przyktad wyniki badan Normana i wsp. sugerujg, ze obnizony efekt immunomodulacyjny
beta-endorfiny w stosunku do limfocytéw T starych myszy zalezy od zmniejszonej gestosci
receptoréw dla endogennych opiatéw w btonie tych komérek [92], Na powierzchni limfocy-
tébw pochodzacych od starych ludzi pojawia sie natomiast, podobnie jak na powierzchni
starych erytrocytow, specyficzny "antygen starzenia", ktéry jest najprawdopodobniej zmo-
dyfikowang formg biatka transportujgcego aniony przez btone komérkowa (patrz nizej) [58].
Innym przyktadem wzrostu ekspresji receptora powierzchniowego w btonach limfocytéw T
pochodzacych od ludzi w podesztym wieku moze by¢ podwyzszona gesto$¢ cholinergicznych
receptorow muskarynowych [32].

Lista receptoréw powierzchniowych, ktorych ilos¢ lub powinowactwo do liganda zmniej-
sza sie w zaawansowanym wieku w réznych typach komorek jest oczywiscie znacznie wieksza
[przeglad w: 26]. Dla ilustracji nalezy tu wymienié redukcje liczby receptoréw dla czynnika
wzrostowego EGF w keratynocytach naskorka [12,111] i m6zgu [51], receptoréw dla insuliny
lkonkanawaliny A na powierzchni fibroblastow [2], czy receptoréw dla estrogendw w macicy
[33]. Sposrod dwoch typdw receptorow dla TSH na btonach komérek nabtonka gruczotowego
tarczycy szczura, liczba receptoréw o wysokim powinowactwie jest o potowe mniejsza u
starych zwierzat niz u mtodych osobnikéw; natomiast liczba receptoréw o niskim powinowac-
twie nie zmienia si¢ [110]. W mdzgach starych szczuréw (zwiaszcza w obszarze neostriatum)
stwierdzono z kolei obnizenie liczby i powinowactwa do liganda receptorow o wysokim i
niskim powinowactwie dla czynnika wzrostowego NGF [3] i obnizenie liczby receptoréw dla
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dopaminy [123] oraz GABA [21]; w innych regionach moézgu redukcja dotyczyta tylko
receptorow NGF o wysokim powinowactwie lub nie wystepowata [3],

Ciekawe, ze szczur moze nie by¢ najlepszym modelem dla proceséw starzenia sie ludzkie-
go moézgu. Yamaguchi i Yamagata stwierdzili niedawno, ze ilo$¢ receptoréw serotoninergi-
cznych w korze mézgu starych szczuréw szczepu Fisher nie zmieniata sie w poréwnaniu do
miodych zwierzat [159], Natomiast u starych osobnikoéw ryjoéwki pizmowej Suncus murinus
ci sami autorzy stwierdzili istotng redukcje powinowactwa tych receptorow do ligandéw a
takze ich ilosci; utrzymuja oni, ze ryjowka ta jest ewolucyjnie blizsza ssakom naczelnym i
cztowiekowi niz szczur [159].

Wydaje sie, ze towarzyszace starzeniu zmiany gestosci powierzchniowych receptoréw
moga, przynajmniej w komdrkach nerwowych, wystepowac nie tylko u ssakéw; przyktadem
moze by¢ stwierdzenie redukcji liczby receptorow dla benzodiazepiny w mdzgach starych
wegorzy (Anguilla Anguilla ) w poréwnaniu z liczbg tych receptoréw w moézgach miodych,
dojrzatych osobnikow tego samego gatunku [22].

Vil.  ZMIANY POWINOWACTWA LIGAND-RECEPTOR MOGA
ZALEZEC OD ZABURZEN LADUNKU POWIERZCHNIOWEGO
I/LUB POTENCJALU BLONOWEGO W STARYCH KOMORKACH

Zmiany wiasciwosci elektrycznych powierzchni starzejgcych sie komoérek badane sg od
prawie 10 lat, jednak zajmujacy sie tym zagadnieniem badacze nie stworzyli jeszcze spdjnego
modelu tych zaburzen. Zwigzane jest to z jednej strony z trudno$ciami metodycznymi oceny
tak tadunku powierzchniowego (LP), jak tez przezbtonowego potencjatu elektrycznego (PPE)
w zywych komoérkach, z drugiej za$ ze stosunkowo péznym uswiadomieniem sobie istotnej
roli dynamicznych zmian £P, a zwlaszcza PPE w czynnosci komorek innych niz nerwowe i
miesniowe. W ostatnim dziesiecioleciu rozwiniete zostaty techniki badawcze, umozliwiajgce
nieinwazyjne badanie potencjatu btonowego (bez uzycia mikroelektrod, ktére zastgpione
zostaty przez barwniki fluorescencyjne o odpowiednich wasciwosciach), co umozliwito jego
wiarygodng ocene takze w matych komorkach, takich jak komérki gruczotowe czy komorki
krwi.

Od dawna wiadomo, ze zmiana wielkosci tadunku powierzchniowego btony powoduje
zmiane aktywnosci niektérych enzymow btonowych [11], a takze zmiane temperatury przej-
Scia fazowego lipidow btonowych [55]. Zmiana potencjatu PPE moze wptywaé na meta-
bolizm, a przez to ostateczny stan lipidow blonowych, przynajmniej w komorkach
bez kregowcéw; wykazano, ze komérki Acholeplasma laidlawii hiperpolaryzowane dziata-
niem jonoforu potasowego walinomycyny syntetyzujg i wbudowujag w swoje btony po-
wierzchniowe wiecej dwugliceryddw zawierajacych reszty diglukozylowe kosztem form
zawierajgcych reszty monoglukozylowe [18]. W komdérkach limfatycznych z kolei stwierdzo-
no istnienie korelacji pomiedzy PPE a sztywnoS$cig btony [65]. Bardzo dobrze udokume-
ntowana jest obserwacja, ze zmiana potencjatu elektrycznego wptywa na aktywno$é
(prawdopodobienstwo otwarcia) sterowanych potencjatem btonowych kanatéw jonowych,
wykrywanych (w bardzo szerokim zakresie wtasciwosci takich jak selektywnos$é, konduktan-
cja i wiasnie wrazliwos$¢ na zmiany PPE) we wszystkich badanych komérkach [przeglad w:
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71,91], Podobnie, zmiany pola elektrycznego generowanego (w uproszczeniu) przez tadunek
i potencjat btony moga wptywaé na aktywnos$¢ transportowg nosnikéw bronowych [7],
Woreszcie, zmiany tadunku powierzchniowego btony moga zmienia¢ reaktywno$¢ komaérek
na (elektrycznie natadowane) ligandy. Na przykitad, dojrzate mysie limfocyty T jnajg stosun-
kowo duzy ujemny tadunek powierzchniowy i nie reagujg mitogeneza na dziatanie kwasu
poliakrylowego, ktéry jest mitogenny dla komoérek B i niedojrzatych tymocytow; redukcja £P
dojrzatych komoérek T powoduje, ze stajg sie one podatne na mitogenne dziatanie tej substancji
[8].

tadunek, jaki w warunkach fizjologicznych ma czasteczka biatka, moze decydowac ojej
przestrzennym stosunku do otaczajacych lipidéw btonowych [10, 23]. Efekt ten zalezy od
interakcji miedzy tadunkiem elektrycznym czasteczki biatka i polem elektrycznym komorki,
ktore z kolei jest funkcjg sumarycznego tadunku i potencjatu btonowego. | tak na przyktad
depolaryzacja, tj. obnizenie PPE, wplywa stymulujgco na ekspresje integralnych biatek
btonowych w neuronach [74].

Zmiany potencjatu btonowego (szybsze) i tadunku powierzchniowego (wolniejsze) zacho-
dza w trakcie normalnych czynnosci zyciowych wiekszosci, a by¢ moze wszystkich komérek.
Oprocz oczywistych zmian potencjatu  (potencjatow czynnosciowych) w "pobudliwych”
komarkach nerwowych i mieSniowych, fluktuacje PPE zachodzg takze, pod wptywem wia-
$ciwego dla danego typu komorek czynnika pobudzajgcego, np. w egzokrynowych komérkach
gruczotowych Slinianek przyusznych [130] czy gruczotéw potowych [56], komdrkach chro-
mafinowych nadnerczy [90], monocytach i makrofagach [79], neutrofilach z ludzkiej krwi
obwodowej [przeglad w; 62] i limfocytach T [przeglad w: 153]. W tych ostatnich komaérkach
wykazano takze zmiany tadunku powierzchniowego bedace wynikiem odpowiedzi na stymu-
lacje mitogenem [54].

Powyzsze fakty stanowig podstawe dla préby odpowiedzi na pytanie, czy wiasciwosci
elektryczne powierzchni komdrek zmieniajg sie w trakcie starzenia i czy zmiany te koreluja
z opisywanymi w starzejgcych sie komorkach zaburzeniami czynno$ciowymi. OdpowiedZ na
pierwsze z powyzszych pytan jest, jak zostanie wykazane nizej, twierdzaca; odpowiedz na
drugie wymaga, jak sie wydaje, dalszych badan. | tak, dos¢ typowg zmiang potencjatu
btonowego zachodzacg w komdrkach starych osobnikéw jest spoczynkowa depolaryzacja
(zmniejszenie ujemnego potencjatu elektrycznego wnetrza nie pobudzonej komérki). W
komoérkach nerwowych opisali ten efekt Tanaka i Ando; w synapsach korowych u myszy
27-mies. dochodzito do redukcji PPE od -65.4 mV typowego dla mtodych zwierzat do -58.1
mV, z réwnoczesng obnizkg stezenia K + w cytoplazmie o ok. 13% i redukcjg aktywnosci
pompy sodowej o ok. 20%, ktéra dodatnio korelowata z redukcjg zawartosci fosfatydylocho-
liny w btonach synaptosomoéw [128]. Wzgledng spoczynkowg depolaryzacje limfocytéw T
pochodzgcych z krwi obwodowej ludzi w podesztym wieku, zaobserwowali Witkowski,
Mysliwski i Mysliwska [150], Damjanovich i Pieri [24] oraz Witkowski i Mysliwski [152],
Depolaryzacji ulegajg takze nie stymulowane limfocyty T z weztéw chtonnych, krwi obwo-
dowej i $ledziony starych myszy [149, 151]. Limfocyty T starych myszy i ludzi w mniejszym
stopniu niz komaérki mtodych osobnikéw reaguja zmiang potencjatu spoczynkowego btony na
zmiany zewnatrzkomoérkowego stezenia kationow potasowych [137, 154]. Zaburzenia spo-
czynkowego potencjatu elektrycznego btony w komorkach starych osobnikéw obserwowali
takze Frolkis i wsp. [36]. Autorzy ci wigzg zmiany PPE z obnizong wydolno$cig energetyczng
(produkcjg ATP) starych komorek; zwracajg takze uwage na stan podwyzszonej oksydacji
biatek btonowych jako na mozliwg przyczyne zaburzen funkcji transportowych, a w konse-
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kwencji potencjatu btonowego [36]. Nadmierng oksydacje biatek btonowych obserwowali
takze Seppi i wsp. w btonach starych erytrocytéw uzyskanych metoda wirowania w gradiencie
gestosci. W szczegdlnosci oksydacja miata dotyczy¢ przezbtonowego transportera anionéw
(biatka 3 pasma) [120]; poréwnaj cytowane prace M.M.B. Kay i wsp.[58, 59].

Rowniez potencjat czynnosciowy ulega zmianom w starzejacych sie komérkach. Takze w
tym przypadku, obserwacje dotycza gtdwnie komoérek pobudliwych. | tak, we widknach
mies$ni szkieletowych starych szczuréw zaobserwowano m.in. wydtuzenie czasu trwania
potencjatu czynnosciowego [27], Podobnie, redukcje wielkosci potencjatu spoczynkowego,
a takze wydtuzenie i zmiane ksztattu potencjatu czynnosciowego zaobserwowano w neuro-
nach i kardiomiocytach pochodzacych od ludzi w podesztym wieku [30,31,119]. Jesli chodzi
0 komarki proliferujace, to informacje na temat zwigzanych ze starzeniem zmian ich czynno-
Sciowych potencjatéw elektrycznych sg jeszcze bardziej skape. Nieco informacji udato sie
nagromadzi¢ na temat zmian potencjatu czynno$ciowego w starych limfocytach T ludzi i
zwierzat. Badania autora, wykonane za pomocg metody cytofotometrii przeptywowej oraz
anionowej sondy potencjatowo-wrazliwej DiBAC4 (3) wykazaly istnienie gtebokiej roznicy
w przebiegu potencjatu czynno$ciowego w ciggu pierwszej godziny stymulacji konkanawali-
ng A limfocytow T mtodych i starych myszy; podczas gdy dominujacym zjawiskiem elektry-
cznym w stymulowanych komorkach miodych zwierzat byta depolaryzacja, typowa dla
limfocytéw pochodzacych od starych myszy byta hiperpolaryzacja [149, 154], Te sama
tendencje obserwowat Gupta w przypadku stymulowanych PHA limfocytéw T pochodzacych
od mtodych i starych ludzi [45]. Ciekawe, ze o ile hiperpolaryzacja btony indukowana byta
selektywnie dziataniem jonoforéw wapniowych jonomycyny lub A23187, wykazujgcych
dziatanie mitogenne w stosunku do mysich i ludzkich limfocytéw T, zachodzita ona z
op6znieniem w komoérkach T starych zwierzat [154],

Towarzyszace starzeniu zmiany wielkosci tadunku powierzchniowego dotyczg rowniez
komérek réznych typéw. Badane sg one z zastosowaniem kilku gtéwnych metod: obserwacji
wigzania "duzych, trwatych jonéw" (np. kationizowanej ferrytyny, a takze sprzezonych z
barwnikami fluorescencyjnymi polikationdw, takich jak wysokoczgsteczkowa polilizyna
lub poliomityna, czy wreszcie czgsteczek immunoglobulin), oraz obserwacji szybkosci
przemieszczania sie komorek w zewnetrznym, sztucznym polu elektrycznym (“ruchliwosci
elektroforetycznej™). Wedtug obserwacji Yamamoto i Yamamoto [160] tadunek powierzch-
niowy fibroblastow ludzkich hodowanych in vitro obnizat sie z wiekiem w istotnym stopniu
w kazdej z 13 badanych przez nich linii komoérkowych. Ze zmianami tadunku powierzchni
korelujg wedtug Mann i wsp. [77] zmiany w sktadzie oligosacharydéw w fibroblastach
starzejacych sie in vitro, polegajgce m.in. na obnizonej zawarto$ci kwasu sialowego w
glikoproteidach. Podobne zjawisko obserwowat Aminoff w starych erytrocytach ludzkich [6];
w tych komérkach desialylacja ma dotyczy¢ gtownie glikoforyny i prowadzié¢ do wyekspono-
wania na powierzchni starych krwinek reszt galaktozylo-N-acetylo-galaktozaminy, ktore
rozpoznawane sg przez 1gG i IgM powstajace w wyniku autoimmunizacji. Wzrost wigzania
immunoglobulin na powierzchni starych ludzkich erytrocytéw obserwowali takze Mohandas
1Groner [86]; rowniez ci autorzy przypisujg obserwowane zjawisko zmniejszeniu tadunku
powierzchniowego starych komérek. Zmiany tadunku powierzchniowego w starych erytro-
cytach powoduja takze nabycie przez nie zdolnosci do wigzania lektyn roslinnych WGA i
PNA [114], Z kolei wsrod limfocytow T pochodzacych od ludzi w podesztym wieku wzrasta
ilos¢ komdrek obdarzonych wiekszym tadunkiem powierzchniowym [152]. £adunek powie-
rzchniowy wzrasta takze w komorkach kiebkéw nerkowych 24-miesiecznych szczuréw, co
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wigzane jest ze zwiekszong sulfatacjg proteoglikanow i wiekszg iloscig grup karboksylowych
w tychze [127].

VL. ZABURZENIA POTENCJALU BLONOWEGO W STARYCH
KOMORKACH WIAZA SIE ZE ZMIANAMI WEASCIWOSCI AKTYWNYCH
| PASYWNYCH MECHANIZMOW TRANSPORTUPRZEZ BLONE

Utrzymanie spoczynkowego potencjatu elektrycznego btony zalezy od wybidrczego
przeptywu przez te btone niektdrych jonow, szczeg6lnie kationéw K +, Na + i Ca 2+ oraz
aniondw chlorkowych Cl+ [94], Podobnie, powstanie potencjatu czynnosciowego, anastepnie
szybki powrot Srodowiska wewnatrzkomorkowego do stanu sprzed jego powstania uwarun-
kowane jest szybkim, kontrolowanym przeptywem jonéw przez btone. W btonach wszystkich
komaérek Eucaryota, a prawdopodobnie takze Procaryota zawarte sg mechanizmy aktywnego
i pasywnego transportu jonéw, takie jak zuzywajace energie hydrolizy ATP pompy jonowe,
a takze korzystajace gtownie z potencjalnej energii zwigzanej z istnieniem przezbtonowego
gradientu stezen jonéw btonowe kanaty jonowe i nosniki. Oprécz uczestniczenia w tworzeniu
potencjatu btonowego, jony metali petnig wazng dla czynnosci komérki funkcje w procesie
transdukcji sygnatow do jej wnetrza. Szczegdlnie wazne sg tu jony Ca2+; gwattowny, krétko-
trwaty wzrost ich stezenia ("sygnat wapniowy") wykrywany jest w cytoplazmie praktycznie
wszystkich stymulowanych komérek. Z transportem jondw przez btony komérkowe zwigzany
jest takze transport substratéw organicznych niezbednych dla zycia komérki, takichjak cukry,
aminokwasy i nukleozydy. Wreszcie, transportowi jon6w przez btone komérkowa towarzyszy
ruch czasteczek wody przez te btone, co prowadzi do zmian objeto$ci komérki; wykazano, ze
objetos¢ ta jest w pewnym stopniu kontrolowana przez aktywacje btonowych systemow
transportu kationéw i anionéw [117]. Ponizej zostanie krétko wykazane, ze wiekszo$¢ z
wyzej wspomnianych aktywnych i pasywnych transportow przez btone ulega zaburzeniom w
starzejacych sie komorkach.

Zwiazane ze starzeniem zaburzenia wewngatrzkomorkowych stezen jondw metali zostaty
szczegdblnie dobrze udokumentowane w przypadku Ca2+. Zmiany wielkosci naptywu wapnia
do cytoplazmy w odpowiedzi na stymulacje obserwowali m.in. Frolkis i wsp. w neuronach
starych osobnikéw Lymnea stagnalis [37]. Stwierdzili oni wzrost lub spadek wielkosci
"sygnatu wapniowego" w zaleznosci od rodzaju badanych komérek nerwowych; zauwazyli
takze, ze pewne typy kanatow wapniowych zanikaty, a inne, majgce zmienione wiasciwosci,
pojawiaty sie w btonach starych neuronéw. Obnizenie liczby kanatéw wapniowych i zwiagzang
z tym redukcje sygnatu wapniowego stwierdzili takze Gudmundsdottir i wsp. [44] w kardio-
miocytach starych szczuréw. Z kolei wedtug Dillon, Gu i Nayler gestos¢ receptoréw dla
antagonistow wapnia (odpowiadajacych kanatom Ca2+) zwieksza sie na powierzchni kardio-
miocytéw starych szczurow [28].

Ostatnio ze szczeg6lng uwaga badane sa zaburzenia transdukcji zwiazanych z przezbtono-
wym transportem jondw sygnatow stymulujacych w limfocytach T starych ludzi i zwierzat.
Jeszcze w roku 1986 Tollefsbol w swoim wyczerpujagcym na 6wczesne czasy zagadnienie
przegladzie zaprzeczat istnieniu zwigzanych z wiekiem zmian transportu jonow Ca2+, K+,
Na+ i Zn ~+ przez blone komérkowsy limfocytéw T ulegajacych aktywacji, rdwnocze$nie
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wskazujac na zalezne od wieku obnizenie poziomu cyklicznego AMP i wzrost poziomu
cyklicznego GMP w tych komdrkach [131]. Juz w tym samym roku Miller wykazat, ze
limfocyty T pochodzace od starych myszy wymagajg (w poréwnaniu do komoérek mtodych
zwierzat) wyzszych dawek jonomycyny w celu uzyskania maksymalnej proliferacji, co
wigzat z zaburzeniem transdukcji "sygnatu wapniowego" przez btone komdrkowa starych
limfocytow [82]. Bezposrednie badania wielkosci zmiany stezenia wapnia w cytoplazmie
stymulowanych limfocytéw T w zalezno$ci od wieku pochodzg gtdwnie z tej samej pracowni.
Wykazano w nich, ze w stymulowanych Con A limfocytach T starych myszy dochodzi
zaréwno do zmniejszenia wielkosci "sygnatu wapniowego", jak tez do obnizenia szybkosci
jego narastania; ponadto zmniejsza sie takze liczba komdrek zdolnych do generowania
"sygnatu wapniowego" w odpowiedzi na Con A [83]. Moze to by¢ zwigzane z udokumen-
towanym wzrostem u starych zwierzat proporcji komdrek pamieci immunologicznej, w
ktérych "sygnat wapniowy" w odpowiedzi na Con A ianty-CD3 jest wydatnie obnizony [102].
Wydaje sie, ze zmniejszony naptyw Ca2+do cytoplazmy stymulowanych mitogenem limfo-
cytéw T jest niezalezny od szybko$ci przemian fosfatydyloinozytolu (tworzenia aktywnych
biologicznie polifosforanéw inozytolu —P 3i IP 4), ktora nie ulega zmniejszeniu w limfocy-
tach T starych zwierzat [68]. Obnizenie zdolnosci do generowania sygnatu wapniowego przez
stymulowane PHA limfocyty T starych ludzi obserwowali Lustyik i O’Leary [75], a takze
Gupta [45]. To samo zjawisko stwierdzili takze Grossman, Ledbetter i Rabinovitch w przy-
padku limfocytéw T starych ludzi stymulowanych mitogenem PHA lub przeciwciatem mo-
noklonalnym anty-CD3. Autorzy ci stwierdzili jednak, ze efekt ten dotyczy wylgcznie
"starzejacych sie" limfocytéw CD4+, podczas gdy "sygnat wapniowy" w limfocytach CD8 +
od tych samych starych osé6b nie tylko nie zmniejszat sie, ale nawet ulegat wzmozeniu [42],
Ci sami autorzy, badajac reakcje mysich limfocytow T na stymulacje konkanawaling A lub
anty-CD3 stwierdzili, ze wzrost cytoplazmatycznego stezenia Ca2+ byt zredukowany w
rébwnym stopniu w komérkach CD4+,jak i CD8+ pochodzacych od starych zwierzat [43]. Z
kolei Nagelkerken wykazal, ze odsetek limfocytow CD4+ , ktére odpowiadajg wzrostem
cytoplazmatycznego stezenia Ca2+ na stymulacje anty-CD3 malat z 70% u miodych myszy
do 35% u starych zwierzat; podobnie obnizat sie odsetek komaérek odpowiadajgcych "sygna-
tem wapniowym" na dziatanie jonomycyny, wynoszac odpowiednio 95% u mtodych i55% u
starych myszy [89]. Obnizona odpowiedz limfocytdw T pochodzacych od starych zwierzat na
stymulacje jonoforami wapniowymi A23187 ijonomycyng, zaréwno bez-jak i z dodatkiem
estrow forbolu [82, 158] wydaje sie nie zaleze¢ od zaburzonego transportu kompleksu Ca ~+
-jonofor przez btone komorkowa; Miller sugeruje, ze moze byé za nie odpowiedzialna
"nadczynnos$¢" mechanizmoéw eliminujgcych Ca2+ z cytoplazmy starych komaérek, takich jak
btonowa Ca 2+ - zalezna ATP-aza ("pompa wapniowa") [85], Wzrost aktywnosci pompy
wapniowej obserwowali Samaja i wsp. w starych erytrocytach; autorzy ci sugeruja, ze efekt
ten moze zaleze¢ od zmiany poziomu kalmoduliny lub eliminacji nie sprecyzowanego inhibi-
tora pompy wapniowej w starych komorkach [116]. Podobne sg takze obserwacje i sugestie
Rubinacci i wsp. [115]. Obserwowano jednak takze obnizenie aktywnosci ATP-azy aktywnie
transportujgcej Ca2+ w starych erytrocytach [50], Takze w innych typach komérek moze
zachodzi¢ zalezna od wieku redukcja aktywnosci ATP-azy wapniowej. Na przyktad Ambud-
kar i wsp. stwierdzili redukcje aktywnego uwalniania wapnia z komorek nabtonka gruczoto-
wego przyusznic (podstawno-boczny obszar btony) u starych szczuréw [5], acytowany wyzej
Heyliger wykazat zmniejszong aktywno$¢ pompy wapniowej takze w starych kardiomiocy-
tach [50].
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W trakcie starzenia dochodzi takze do obnizenia transportowej aktywnosci (Na + K +)
ATP-azy ("pompy sodowej") w wielu typach komérek. Redukcje aktywnosci pompy sodowe;j
obserwowano we wtdknach miesnia szkieletowego [17], erytrocytach [163] jak tez komorkach
nabtonkéw gruczotowych [33]. Viani i wsp. stwierdzili niedawno, ze w synaptosomach
starych szczuréw zachodzi redukcja aktywnosci (Na+, K+) ATP-azy skorelowana ze wzro-
stem peroksydacji lipidéw bton [141]. Aktywny, wrazliwy na ouabaine transport kationéw K+
ulega istotnemu zmniejszeniu takze w limfocytach krwi obwodowej starych ludzi [148],
Obserwacja ta nie zgadza sie w petni z wynikami wcze$niejszych badan Kennes i wsp., ktérzy
wykazali, ze aktywacja (Na+, K+) ATP-azy btonowej w stymulowanych PHA limfocytach
T starych ludzi zachodzi prawidtowo; autorzy ci zwracali jednak gtownie uwage na wielko$¢
i szybko$¢ wzrostu aktywnos$ci enzymu w stymulowanych komérkach, a nie najego spoczyn-
kowag aktywnos$¢ w komarkach nie poddanych dziataniu mitogenu [60].

Rowniez pasywny transport jonéw przez blone komoérkowa, zwigzany z aktywnoscig
kanatéw btonowych, ulega towarzyszacym starzeniu zmianom. Damjanovich i Pieri stwier-
dzili niedawno (1991), ze w starych ludzkich limfocytach T zmienia sie dynamika i obniza
prawdopodobienstwo otwarcia kanatow sodowych [24]. Autor niniejszego opracowania wy-
kazat natomiast, ze w ludzkich, a takze mysich limfocytach T dochodzi w podesztym wieku
do gtebokiego uposledzenia transportu K + przez kanaly potasowe zalezne od Ca 2+ [150,
156], a takze, ze. stymulowane Con A komorki T starych ludzi wykazujg podwyzszong
wrazliwos¢ na ko-stymulacyjne dziatanie blokera kanatu sodowego- saksytoksyny, co po-
$rednio sugeruje istnienie towarzyszacych starzeniu zmian ekspresji lub wasciwosci kanatu
sodowego w tych komdrkach [88].

Ciekawe obserwacje dotyczg takze zmian wielkoSci przeptywu anionéw Cl+ przez btony
starych komdrek. Obnizenie indukowanego GABA przeptywu Cl+ przez btony neuronéw w
mozgach starych szczuréw obserwowali Concas i wsp. [21], a we widknach mies$ni szkieleto-
wych De Luca i wsp. [27].

Zmiany towarzyszace starzeniu dotyczg takze innych btonowych biatek transportowych.
Mozna tu wymieni¢ zmniejszenie aktywno$ci wymiennika Na+/Ca2+ w erytrocytach [50],
no$nik aniondw, ktérego aktywnos¢ wzrasta w erytrocytach, nabtonkach i neuronach [163], a
takze transporter glukozy, ktérego zdolnos¢ do przenoszenia cukru przez btone komdrkowa
w enterocytach [132] oraz komérkach ttuszczowych i miesniach szkieletowych szczuréw [73]
i erytrocytach [58] ulega znamiennemu zmniejszeniu. Wedtug Kay [59], zmiana w strukturze
transportera anionéw w starych RBC jest stosunkowo niewielka i zachodzi w okreslonych
miejscach czasteczki odpowiadajgcych dwum zewnatrzkomérkowym, wigzacym aniony re-
gionom zawierajgcym lizyne.

Ostatnim jak dotychczas "dodatkiem™ do listy transportowych biatek btonowych, ktérych
aktywno$¢ wydaje sie ulega¢ zmianie w trakcie starzenia, jest glikoproteina P (gpl 70). Biatko
to znane jest jako efektor wielolekowej opornosci (multidrug resistance ) komérek nowo-
tworowych, w ktdrych tez jest najczesciej i w najwiekszych iloSciach wykrywane [przeglad
w: 57]. Glikoproteina P jest ATP-zaleznym, stosunkowo nieselektywnym transporterem -
pompa, eliminujagcym z cytoplazmy tak rézne substancje jak leki cytostatyczne, barwniki,
hormony sterydowe itp. Oprocz komérek nowotworowych k gpl 70 znajdowana jest takze w
nabtonkach gruczotowych (nadnercza), enterocytach, hepatocytach, komaérkach kanalikéw
nerkowych, hematopoetycznych komdrkach pnia w szpiku kostnym i $rodbtonkach [16, 57].
Ostatnio autorowi tej pracy udato sie wykazaé, ze gpl70 pojawia sie na powierzchni duzego
(zwykle przekraczajagcego 60%) odsetka limfocytow T starych myszy, odpowiadajacego
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iloSciowo, ale nie w petni identycznego fenotypowo z komérkami T pamieci immunologicznej
[155]. Nie jest jeszcze wiadome, jaka funkcje petni to biatko w limfocytach; z badan innych
komorek wiadomo natomiast, ze moze ono mie¢ m.in. zwigzek z regulacjg stezenia Cl+ w
cytoplazmie [134], co wskazuje na mozliwg bardziej uniwersalng role zmian wewnatrzkomor-
kowych stezeri Cl+w procesach starzenia sie¢ komorek.

Rys. Zasadnicze zmiany w btonach starzejacych sie komérek: I - wzrost stezenia cholesterolu, u - fizykochemiczne

zmiany stanu fosfolipidéw (1), y - zmiany wiasciwosci biatek btonowych, w tym: ekspresji i/lub aktywno$ci pomp

jonowych (2), kanatéw btonowych (3), enzyméw (5), nosnikéw (6), ekspresji, interakcji i/lub powinowactwa recep-

toréw (4); wzrost gestosci biatek (7), zmiany tadunku powierzchniowego i potencjatu przezbtonowego (8); z- li-
gand, x - zaburzenia ilosci, struktury lub czynnosci sktadnikéw bton

IX. WNIOSKI

Zadaniem powyzszego przegladu byto zilustrowanie tezy, méwiacej,] ze btona komérko-
wa w praktycznie wszystkich komoérkach Eucaryota ulega charakterystycznym zmianom
towarzyszacym zaréwno "starzeniu si¢" komorki jak tez starzeniu sie osobnika. Zmiany te
dotyczg wszystkich podstawowych sktadnikéw btony: lipidéw, biatek i cukréw i majg zarow-
no ilosciowy, jak tez jakosciowy charakter (patrz ilustracja). Szczegdlnie wazne wydajg sie
by¢ zmiany dotyczace receptoréw powierzchniowych, a takze - zwigzanych z nimi - mecha-
nizméw bezposrednio i posrednio zwigzanych z transdukcjg sygnatu do wnetrza komaérki,
takichjak kinazy biatkowe, a takze aktywne ipasywne mechanizmy regulacji przeptywu przez
btone jonéw Ca2+ , Na+ , K+ i Cl+, (a wiec kontroli spoczynkowego i czynno$ciowego
potencjatu elektrycznego btony) i jej fadunku. Oczywiscie, niezbedne sg dalsze badania
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majace na celu zrozumienie konkretnych skutkéw, jakie zaburzenia btonowe moga mie¢ dla
czynnosci starzejgcych sie komérek.
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