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W tym zeszycie • Postępów Biologii Komórki •

I  W artykule na str. 35 przedstawione są nowe dane dotyczące budowy najmniej 
konserwatywnego, pozanukleosomowego histonu H1 oraz jego roli w regulacji 
transkrypcji.

I  W artykule na str. 45 przedstawiono molekularne mechanizmy fotoinhibicji -  
zjawiska obniżenia aktywności fotosyntetycznej spowodowanego silnym świa­
tłem.

■  Artykuł na str. 67 zawiera przegląd najnowszej literatury dotyczącej meta­
bolizmu cukrów w roślinach, ze szczególnym uwzględnieniem fruktozo2,6- 
bisfosforanu -  niedawno odkrytego nowego efektora metabolizmu cukrów i 
pirofosforanu.

H  Na stronie 87 przypomniano niektóre zasługi Edwina G. Krebsa i Edmonda H. 
Fischera laureatów z 1992 r. nagrody Nobla z zakresu medycyny.

I  Zmiany w błonie komórkowej towarzyszące osobniczemu starzeniu się or­
ganizmu zajmują uwagę wielu badaczy. Zmiany takie mogą mieć poważny 
wpływ na fizjologiczną wydolność komórki. Problem ten jest omówiony przez 
jednego z ekspertów w tej dziedzinie -  dra hab. J. Witkowskiego w artykule na 
stronie 111.
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Z KRONIKI

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytochemików i Polskiego To­
warzystwa Anatomicznego oraz Redakcja Postępów Biologii Komórki zorganizowały 
doroczną XXII konferencję szkoleniową z zakresu biologii komórki na temat: ZA­
STOSOWANIA METOD BIOLOGII KOMÓRKOWEJ I MOLEKULARNEJ w dniu 14 
listopada (sobota) 1992 r. w Warszawie. Obrady odbyły się w sali wykładowej im. L. 
Paszkiewicza w Anatomicum Akademii Medycznej przy ul. Chałubińskiego 5.

Program Konferencji:
prof, dr hab. Winicjusz DOMAGAŁA: Metody cytochemiczne w diagnostyce no­

wotworów
dr Stanisław ZAJĄCZEK i dr Jacek PODOLSKI: Badania molekularnogenetyczne 

w diagnostyce nowotworów
dr Paweł POMORSKI: Mikroskop konfokałny -  zastosowania w biologii komórki
przerwa
prof, dr hab. Aleksandra STIOJAŁOWSKA: Cytofotometria przepływowa w diagno­

styce
prof, dr hab. Jerzy KAWIAK: Cytofotometria przepływowa -  problemy metodyczne 

w diagnostyce białaczek
Organizatorzy
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ZNACZENIE METYLACJI DNA U EUKARYONTÓW

THE SIGNIFICANCE OF DNA METHYLATION IN EUKARYOTES

Cezary WÓJCIK 

Zakład Histologii i Embriologii AM w Warszawie

Streszczenie. Niegdyś uznawana za ciekawostkę biologiczną metylacja DNA zajmuje obecnie kluczowe miejsce w 
wielu działach badań biomedycznych. Badano jej rolę w regulacji ekspresji genów oraz wpływ na strukturę 
chromatyny dzięki odkryciu odpowiednich enzymów restrykcyjnych oraz blokerów metylotransferazy, takich jak 
5-azacytydyna. Poznano wpływ metylacji DNA na oddziaływanie białka-DNA, inaktywację chromosomu X, imprin­
ting genowy, rozwój zarodkowy i powstawanie nowotworów.

Słowa kluczowe: metylacja DNA, metylotransferaza DNA, ekspresja genów, struktura chromatyny, 5-azacytydyna, 
inaktywacja X, imprinting genowy, rozwój zarodkowy, powstanie nowotworów.

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.

WSTĘP

Od ponad czterdziestu lat wiadomo, iż poza czterema podstawowymi zasadami w DNA 
mogą znajdować się zasady nietypowe, zwłaszcza w DNA pochodzącym od organizmów 
prokariotycznych. Zasady takie spotyka się jednak także i u eukaryontów, przy czym jest to 
prawie wyłącznie 5-metylocytozyna (5-mC), choć stwierdzono również występowanie 4-me- 
tylcytozyny i 6-metyladeniny [1].

Odmiennie rzecz się ma co do 5-mC, stanowiącej u kręgowców od 3 do 6% wszystkiej 
cytozyny genomu. U niższych zwierząt procent ten jest o wiele niższy, nie wykryto na przykład 
w ogóle 5-mC w DNA pochodzącym od Drosophila melanogaster lub od drożdży. Z tego
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4 C. WÓJCIK

powodu swego czasu twierdzono, iż metylacja DNA nie może odgrywać żadnej kluczowej 
roli w życiu komórek eukariotycznych i, że jest swego rodzaju ciekawostką biologiczną. 
Jednakże brak metylacji u niektórych organizmów nie oznacza, iż nie jest ona ważna u tych, 
u których występuje [90]. Dla porównania, u wyższych roślin do 30% cytozyn w DNA może 
występować w stanie zmetylowanym [1],

Obecnie przyjmuje się, iż metylacja jest rzadkim zjawiskiem wśród organizmów o genomie 
mniejszym niż 108 bp, a bardzo powszechnym u organizmów o genomie większym.

Występowanie 5-mC jako piątej zasady w nici DNA wydatnie zwiększa zawartość infor­
macji na odcinku o tej samej długości, co daje ewidentne korzyści w przypadku złożonych 
organizmów eukariotycznych. Metylacja DNA jest ponadto mutageniczna, gdyż z dużą 
frekwencją zachodzi spontaniczna deaminacja 5-mC do T, mogąca zresztą zachodzić również 
enzymatycznie. Jeżeli tak powstałe tyminy nie ulegną wycięciu i wymianie na cytozyny, to 
po replikacji powstanie punktowa mutacja. W związku z powyższym, prawdopodobieństwo 
wytrzymania presji ewolucyjnej przez metylację byłoby znikome, gdyby nie służyła ona 
pożytecznym celom, przewyższającym niekorzystne efekty mutacji [90].

Co się tyczy wpływu na strukturę DNA, to podczas gdy 6-metyloadenina destabilizuje 
podwójną helisę, to 5-mC przyczynia się do jej stabilizacji. Efektem metylacji cytozyny jest 
również większe prawdopodobieństwo lokalnego przejścia DNA w formę Z, czyli w helisę 
lewoskrętną [1]. Grupa metylowa 5-mC leży w dużej bruździe DNA, co może służyć do 
osłabienia lub wzmacniania wiązania się białek jądrowych [5, 64],

Obecnie kładzie się nacisk na występowanie zależności pomiędzy stanem metylacji genów 
a ich ekspresją, zwłaszcza podczas rozwoju ontogenetycznego i różnicowania. Zaraz po 
replikacji DNA, 5-mC znajduje się wyłącznie w starej nici, co pozwala rozpoznać ją  jako 
właściwą w procesie naprawy DNA. Metylacja wydaje się być również odpowiedzialna za 
występowanie zjawiska imprintingu genowego, umożliwiającego różnicową identyfikację 
materiału genetycznego pochodzącego od ojca lub od matki, a także dziedziczenie defektów 
epigenetycznych (epimutacje, funkcjonalna hemizygotyczność) [110]. Zaburzenia prawidło­
wego wzoru metylacji genomu prawdopodobnie leżą u podstaw rozwoju nowotworów lub 
przynajmniej są z tym zjawiskiem w ścisłej współzależności [3, 87], Postuluje się także rolę 
metylacji DNA w inaktywacji chromosomu X u kręgowców [65, 67]. Również proces 
starzenia się komórek in vivo i in vitro wykazuje zależność od poziomu 5-mC w genomie [33], 
Wreszcie metylacja DNA stanowić może podstawę szeroko pojętej pamięci komórkowej, 
pozwalającej zróżnicowanej komórce odtworzyć po podziale wzór aktywnych i nieaktywnych 
domen genomu, związanych z wyższego rzędu strukturą chromatyny, fałdowaniem chromo­
somów i koordynacją czasową replikacji [81].

Wszystkie te role metylacji sprowadzają się do wspomagania transmisji wolnej od błędów 
informacji do komórek potomnych, co nie miałoby większej roli np. u D. melanogaster, w 
ciągu rozwoju której zachodzi jedynie ok. 20 mitoz, a komórki dorosłego osobnika, poza linią 
płciową, nie dzielą się. Dla porównania, u człowieka zachodzi na sekundę 106 mitoz, co daje 
przeciętnie 1016 mitoz w ciągu życia osobniczego. Przy takiej ilości podziałów, łatwo może 
dojść do zakłócenia wierności przekazywanej informacji, co jest zjawiskiem bardzo niebez­
piecznym u wyższych organizmów [81].

Enzymy restrykcyjne rozpoznające specyficzne sekwencje w zależności od ich stanu 
metylacji stały się pierwszym i wciąż bardzo użytecznym narzędziem umożliwiającym 
badanie metylacji genomu eukariotycznego. Określanie stanu metylacji za ich pomocą jest 
jednak tylko przybliżeniem, gdyż zaledwie od 5 do 15% dubletów CpG znajduje się w obrębie
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ZNACZENIE METYLACJI DNA U EUKARYONTÓW 5

sekwencji rozpoznawanych przez takie enzymy restrykcyjne, jak Xho I, Msp I, Hha I, Sal I 
czy Hpa II. Wnioskowanie o stanie metylacji genomu jedynie z danych uzyskanych za ich 
pomocą może okazać się bardzo złudne [85]. Aby poznać stan metylacji wszystkich CpG w 
danym odcinku DNA, należy uciec się do techniki sekwencjonowania genomicznego [110].

W badaniach używa się najczęściej pary izoschizomerów Hpa II / Msp I, rozpoznających 
sekwencję CCGG. Enzymy te różnią się jednak tym, że podczas gdy Msp I rozpoznaje tę 
sekwencję bez względu na stan metylacji wewnętrznej cytozyny, to Hsp II jedynie wtedy, gdy 
jest ona niezmetylowana [37, 103].

W YSTĘPOWANIE ZMETYLOWANYCH ZASAD

Zmetylowane zasady nie występują przypadkowo w genomie eukariontów, lecz zwykle w 
krótkich palindromowych sekwencjach [1], takich jak:

Cm CGG G A m A TTC mC Gj mCN G
GG m C C ’ CTTm A A G ’ GmC GNmC

Ponad 90% 5-mC występuje u zwierząt w sekwencji CpG, podczas gdy u roślin również 
w sekwencji CpNpG.

W komórkach somatycznych kręgowców zwykle ok. 70% wszystkich dinukleotydów CpG 
zawiera cytozynę w formie zmetylowanej [44], Dinukleotydy CpG można znaleźć w całym 
genomie, jednak charakterystyczne jest ich wysokie zagęszczenie co ok. 100 kb. Regiony te 
nazywa się wyspami CpG i w wielu przypadkach znajdują się one w kierunku 5’ od początku 
genów, w regionie szeroko pojętego promotora [81, 110].

Sekwencje CpG mogą znajdować się w trzech różnych stanach: niezmetylowanym, zme- 
tylowanym na obydwu niciach DNA oraz zmetylowanym tylko na jednej nici, czyli hemi- 
metylowanym. Ten ostatni stan wydaje się być in vivo niestabilny i może występować tylko 
przejściowo po replikacji (z powodu działania tzw. metylazy utrzymującej) lub w czasie 
aktywacji uprzednio nieczynnych genów. Niestabilność hemimetylowanego DNA jest pod­
stawą dziedziczenia wzorów metylacji DNA w sposób semikonserwatywny z pokolenia na 
pokolenie, gdyż metylaza utrzymująca odtwarza na nowo powstałej nici DNA wzór obecny 
na starej nici, podążając za widełkami replikacyjnymi w czasie trwania fazy S. Okres, przez 
który DNA pozostaje hemimetylowane, wydaje się jednak niezbędny dla ekspresji niektórych 
genów, naprawy DNA i segregacji chromosomów. Jeżeli w jakiś sposób uniemożliwi się 
zadziałanie metylazy utrzymującej, to nastąpi pasywna demetylacja ulegająca następnie 
dziedziczeniu. Niekiedy zachodzi proces odwrotny, a mianowicie metylacjade novo [1, 103].

Pewne regiony genomu są zawsze wolne od metylacji, inne zawsze zmetylowane, wreszcie 
jeszcze inne tylko w pewnych tkankach lub w pewnych warunkach środowiska. Wydaje się 
jednak, że metylacja koreluje z "nadmiarem" DNA w genomie. W komórkach somatycznych 
kręgowców w stanie zmetylowanym występuje np. polirepetytywny oraz satelitarny DNA 
[90]. Regiony o zwiększonej metylacji wybarwiają się zwykle w chromosomach mitotycznych 
jako prążki G [74] lub R [78]. Również wysoko zmetylowany jest nieaktywny X w komórkach 
pochodzących od organizmów ssaków płci żeńskiej.

W celu odpowiedzenia na pytanie, co determinuje, które dinukleotydy CpG ulegają przede 
wszystkim metylacji, wykonano następujące doświadczenie naNeurospora crassa. Jej genom 
zawiera jedynie od 1 do 2% zmetylowanych cytozyn.
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6 C. WÓJCIK

Z biblioteki cDNA wyizolowano region tandemowy składający się z licznych powtó­
rzeń segmentu o długości ok. 0,8 kb, który, jak można się było spodziewać, występuje u N. 
crassa w stanie silnie zmetylowanym. Region ten pasażowano wielokrotnie na£. coli, wobec 
czego utracił on całkowicie 5-mC. Następnie wprowadzono go ponownie do komórek pleśni, 
gdzie został zmetylowany według tego samego wzoru co oryginalnie, pomimo różnorodności 
miejsc, w których nastąpiła jego integracja z genomem. Wynika z tego, iż region £,-r| sam 
kieruje swoją metylacją poprzez jakąś specyficzną sekwencję albo nie zawiera sekwencji 
zapobiegającej metylacji. Wydaje się trafniejsze to drugie rozwiązanie, gdyż po pierwsze, 
podzielone przypadkowo endonukleazami fragmenty regionu ^-rj również ulegały metylacji, 
a po drugie obcy DNA wprowadzony do komórki grzyba jest bardziej podatny na metylację 
niż sekwencje natywne [90].

Skomplikowany proces genetyczny wykryty ostatnio u N. crassa, tzw. RIP (repeated 
induced point mutation), metylujący dotychczas niezmetylowane domeny chromosomowe 
również wskazuje na stałą gotowość metylacyjną mikrośrodowiska jądrowego. Sekwencje 
DNA niezmetylowane muszą się przed nią jakoś ochraniać [15].

Najwięcej tego typu sekwencji w komórkach somatycznych stanowią wyspy CpG wolne 
od metylacji, tzw. MFI (methylation free islands), długości od 0,5 do 3,0 kb. Występują one 
stosunkowo często w regionie 5’ promotora genów funkcyjnych (housekeeping genes), 
natomiast są z reguły nieobecne lub o wiele uboższe w dublety CpG w regionach promotora 
genów tkankowo specyficznych [3].

Dla przykładu, spośród trzech izozymów anhydrazy węglanowej u człowieka (CA), CA II 
jest rozpowszechniony, CA III specyficzny dla włókien mięśniowych, a CA I dla erytrocytów. 
Gen CA II ma wyspę bogatszą w CpG niż wyspa genu CA III, podczas gdy gen CA I w ogóle 
nie ma tego typu sekwencji [25],

Rozproszone w genomie, niezgrupowane dublety CpG są w komórkach somatycznych z 
reguły wysoko zmetylowane w odróżnieniu od wysp MFI [3],

EUKARIOTYCZNA METYLOTRANSFERAZA

Znamy już obecnie całą sekwencję eukariotycznej metylotransferazy DNA pochodzącej z 
komórek ssaków [EC 2.1.1.37], dzięki sklonowaniu jej z biblioteki cDNA przy użyciu jako 
sondy jednej z bakteryjnych metylaz. U człowieka gen tego enzymu zlokalizowany jest na 
chromosomie 19.

Uderza wysoka homologia sekwencji między restrykcyjnymi metylazami bakteryjnymi a 
regionem C-terminalnym 570 aminokwasów ssaczej metylotrasferazy. Pozostałych 1000 
N-terminalnych aminokwasów nie wykazuje homologii do znanych genów i wydaje się 
spełniać funkcję regulacyjną. Występuje tam region bogaty w cysteinę, podobny do palca 
cynkowego.

Taka budowa genu metylotransferazy sugeruje, iż powstał on prawdopodobnie wskutek 
fuzji genu prokariotycznej restrykcyjnej metylotransferazy z innym genem o nieznanej fun­
kcji. Na podstawie tego wysunięto hipotezę, iż system metylacji DNA u wyższych eukaryon- 
tów może pochodzić od bakterii poprzez pośrednika, który selektywnie metylowa! de novo 
egzogenny DNA i przekazywał zmetylowane sekwencje przyłączone do swojego genomu 
potomstwu [3, 10],
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ZNACZENIE METYLACH DNA U EUKARYONTÓW 7

Metylotransferaza DNA ssaków selektywnie metyluje cytozynę w dublecie CpG występu­
jącym zwykle w parze z komplementarnym, przeciwrównoległym GpC. Enzym ten rozpozna­
je jednak mającą ulec metylacji cytozynę także w przypadku występowania w tym podwójnym 
duplecie innych zasad. I tak, pierwszym nukleotydem dubletu może być guanozyna lub 
inozyna, jego komplementarną zasadą cytozyna lub 5-mC, natomiast miejsce guanozyny 
komplementarnej do mającej ulec metylacji cytozyny może zająć inozyna, O -metyloguano- 
zyna, cytozyna, adenozyna, miejsce puste lub koniec 3’OH łańcucha. We wszystkich tych 
przypadkach, metylotransferaza wykazuje większe powinowactwo niż w przypadku typowej 
sekwencji [93].

Ponieważ 5-mC jest w genomie o wiele częstsza niż inne nietypowe zasady, wynika z tego 
praktyczny wniosek, iż metylotransferaza lepiej i szybciej wiąże się z hemimetylowanym 
DNA niż z niezmetylowanym. In vivo potwierdza się to tym, że metylacja de novo odbywa 
się 10 do 30 razy wolniej niz metylacja utrzymująca. In vitro enzym ten metyluje prawie każdą 
sekwencję DNA zawierającą CpG, nie ma natomiast w ogóle powinowactwa do RNA. 
Najszybciej ulega metylacji sztuczny polidezoksyrybonukleotyd poli [dIdC]*poli [dldC] przy 
użyciu metylotransferazy uzyskanej z komórek HeLa lub mysiej linii MEL (erytroleukemicz- 
nych). Szybkość reakcji w tym przypadku jest prawie stukrotnie większa w porównaniu z 
natywnym, niezmetylowanym DNA [110].

Na podstawie badań nad obecnością metylotransferazy oraz jej mRNA w komórkach 
BALB/c 3T3 wykazano, iż ich poziomy wzrastają w czasie wejścia w fazę S, przy czym 
poziom mRNA wraca do poziomu spoczynkowego jeszcze przed końcem fazy S, podczas gdy 
wygaśnięcie aktywności enzymu przeciąga się do przejścia G2/M. Poza tym obserwuje się 
mały pik aktywności metylotransferazy we wczesnej fazie G l, o niewyjaśnionej roli. Być 
może odpowiada on za metylację DNA centromerowego. Transkrypcja genu metylotransfera­
zy zachodzi nawet w komórkach zahamowanych we wzroście, wobec czego jego ekspresja 
ulega prawdopodobnie regulacji posttranskrypcyjnej. Metylotransferaza lokuje się w czasie 
fazy S in vivo tuż za widełkami replikacyjnymi oraz w odcinkach, gdzie zachodzi naprawa 
[1,96].

Metylotransferaza prawdopodobnie rozpoczyna swoje działanie od ataku nukleofilowego 
na C-6 pierścienia cytozyny z wytworzeniem pośredniego związku, jakim jest 5,6-dihydropi- 
rymidyna. Powoduje to wysycenie podwójnego wiązania C-5-C-6 i aktywację C-5, do którego 
następnie przyłącza się grupa metylowa pochodząca zwykle z S-adenozylometioniny. Wyso­
koenergetyczny związek pośredni daje ostatecznie 5-mC, gdy odłącza się enzym i znika 
podwójne wiązanie C-5-C-6. Taki scenariusz działania metylotransferazy implikuje czasowe 
rozerwanie podwójnej helisy DNA w miejscu katalizy, gdyż wprowadzenie czterech różno- 
kierunkowych wiązań węgłów 5 i 6 powoduje odkształcenie pierścienia cytozyny i utratę jego 
aromatyczności, przez co nie pasuje on do przestrzennej struktury helisy DNA. Atak nukleo- 
filowy metylotransferazy na C-6 cytozyny jest ułatwiony, gdy rośnie ładunek cząstkowy 
zlokalizowany na tym węglu, co ma miejsce w przypadku osobliwych, tj. niezgodnych z 
modelem Watsona-Cricka struktur DNA, takich jak potrójna czy poczwórna helisa. Struktury 
takie mogą in vivo występować w sytuacjach, takich jak: inicjacja replikacji, naprawa i 
rekombinacja DNA [93].

Normalnym donorem reszt metylowych niezbędnych w procesie metylacji jest S-adeno- 
zylometionina, istnieje jednak możliwość, iż donorem tym może też być metylokobalamina 
[77],

http://rcin.org.pl



8 C. WÓJCIK

5-AZACYTYDYNA

Aktywność metylotransferazy można zablokować lub obniżyć poprzez użycie rozmaitych 
środków, takich jak: tworzący potrójne nici poli [rA] * poli [rU] [110], różne karcynogeny w 
rodzaju benzopirenu czy musztardy azotowej [44], alkohol etylowy [29], prokainamid [88], 
L-asparaginaza czy metanosulfonat etylowy [ 114], jednak najbardziej efektywnym związkiem 
jest analog cytozyny -  5-azacytydyna (5-azaC).

Ulega ona wbudowaniu do DNA podczas replikacji i ponieważ w pozycji C-5 zawiera 
grupę azową, nie może ulec metylacji, co po następnej replikacji prowadzi do powstania miejsc 
niezmetylowanych. Ponieważ jednak 5-azaC ulega wbudowaniu tylko w dość nielicznych 
miejscach w DNA, których ilość nie koreluje z rozległością wywołanej przez nią demetylacji, 
nie jest to główny mechanizm odpowiedzialny za jej efekt. 5-azaC zachowuje się jak nie- 
kompetencyjny inhibitor metylotransferazy, powodując jej trwałe unieczynnienie poprzez 
związanie się z nią wiązaniem kowalencyjnym. W ten sposób aktywność metylazowa komórki 
ulega znacznemu obniżeniu do czasu, gdy zostaną zsyntetyzowane nowe cząsteczki enzymu 
[44],

Dodana do hodowli ustalonych linii komórkowych (np. GH12C1, C3H, 10T1, 3T3 itd.) 
5-azaC wywołuje dramatyczne zmiany w fenotypie komórek, przy czym zmiany te są 
utrwalone przez wiele pasaży po usunięciu 5-azaC z pożywki. Nisko zróżnicowane komórki 
fibroblastyczne różnicują się po zadziałaniu 5-azaC w kierunku komórek chrzęstnych, tłusz­
czowych czy też mioblastów [44, 74]. Komórki nowotworowe, zwłaszcza nowotworów 
zarodkowych, hamują swoją proliferację i przyjmują formy bardziej dojrzałe pod wpływem 
5azaC. W wielu przypadkach następuje utrata ich zdolności do tworzenia guzów in vivo [ 105]. 
Zmianom fenotypowym towarzyszy ekspresja większej liczby genów i co jest najciekawsze, 
zjawisko to występuje także u organizmów pozbawionych całkowicie 5-mC [17, 18].

Z drugiej strony, w niektórych modelach doświadczalnych, związek ten okazywał się 
karcynogenny, powodował transformację nowotworową zarówno in vivo, jak i in vitro, a 
nawet indukował wzrost złośliwości nowotworów już istniejących [43].

Pomimo takich dwuznacznych właściwości, użyto jednak 5-azaC w klinicznych próbach 
leczenia pacjentów chorujących na P-talasemię [55] lub na anemię sierpowatokomórkową [24] 
z dość dobrymi wynikami.

Ostatnio wykryto, iż podanie tego związku komórkom linii V79A03 24 h przed ekspozycją 
na promieniowanie y, zwiększa prawie dwukrotnie ich tolerancję i przeżycie [46].

Poza wykrywalną biochemicznie demetylacją DNA 5-azaC wywołuje też szereg zmian 
morfologicznych w jądrze komórkowym. Następują zjawiska, takie jak: dekondensacja ob­
szarów odpowiadających prążkom G, wymiana siostrzanych chromatyd, endoreduplikacja i 
asocjacja "koniec do końca" pomiędzy chromosomami. Zwiększa się występowanie włókien 
łączących pola skondensowanej chromatyny, następuje wydłużenie centromerów i telomerów, 
a także zmiana w czasie replikacji heterochromatyny konstytutywnej z późnej do wczesnej 
fazy S. Jeszcze w 5 tygodni po zadziałaniu 24 h pulsem 5-azaC obraz chromosomów nie był 
w pełni porównywalny z kontrolą, choć poziom metylacji DNA po osiągnięciu minimum w 
1 tydzień po pulsie wracał już do normy.

W ciągu 2-3 tygodni po zadziałaniu 5-azaC zwiększył się stosunek syntezy DNA do 
syntezy białek, po czym również powoli wrócił do poziomu kontrolnego. Jedynie nowe 
fenotypy komórek okazują się trwałą konsekwencją zadziałania 5-azaC.
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Optymalnym stężeniem 5-azaC używanym w doświadczeniach na hodowlach komórko­
wych jest poziom 2,5-3,0 |iM. Stężenia wyższe są coraz to bardziej toksyczne, a stężenia 
powyżej 15 pM nie przeżywa już żadna komórka [74],

METYLACJA A EKSPRESJA GENÓW

Wyniki wielu badań doświadczalnych wskazują na to, iż istnieje ścisły związek pomiędzy 
stanem metylacji DNA a ekspresją genów u eukariontów. W przytłaczającej większości 
przypadków wzrost metylacji koreluje z inaktywacją danego genu, podczas gdy demetylacja 
koreluje z jego aktywacją. Wymienić tu można dla przykładu: syntetazę asparaginianową 
[114], mysią albuminę [91], szczurzą y-krystallinę [75], szczurze CYP2D3 i CYP2D5 [60], 
szczurzą hydroksylazę tyrozynową [48], ludzkie pepsynogeny A i C [41], ludzką kinazę 
tymidynową [22], ludzką proenkefalinę [20], szczurzą y-glutamylotranspeptydazę [2], pro 
a -l-[I] kolagen [99], pro-a-l-[IV ] kolagen [14] itd.

Podobną zależność obserwuje się w przypadku szeregu genów wyizolowanych z różnych 
wirusów, wykorzystujących maszynerię genetyczną komórek eukariotycznych, np. lentiwiru- 
sów [92], HIV-1 [89], SV-40 [32], HSV [6] czy adenowirusów [23, 72, 104].

Nie jest to jednak regułą wszechobowiązującą, gdyż np. nie stwierdzono żadnej korelacji 
pomiędzy stanem metylacji poszczególnych dinukleotydów CpG w regionie promotora genu 
kurzego lizozymu a jego ekspresją [113], a w przypadku genu ludzkiej prolaktyny, stwierdzo­
no, iż hipermetylacja jednego z miejsc Msp I w obrębie drugiego egzonu, wywołana za 
pomocą 1 -D-arabinofuranozylcytozyny wywołuje jego wysoką ekspresję w liniach komórek 
B-limfoblastoidalnych IM-9-P [30].

Na unieczynnienie drogą metylacji zdają się być najwrażliwsze geny, których transkrypcja 
odbywa się za pomocą RNA polimerazy II, choć opisano także inaktywację dla genów 
transkrybowanych przez RNA polimerazę III [9, 45], a także prawdopodobnie przez RNA 
polimerazę I [58],

Krytyczne miejsca, których metylacja ma bezpośredni wpływ na ekspresję danego genu, 
zlokalizowane są w regionie 5’ bądź też rzadziej w pierwszych egzonach lub intronach. 
Metylacja w obrębie sekwencji transkrybowanych wywiera jednak z reguły o wiele mniejszy 
efekt, co sugeruje, iż metylacja blokuje inicjację transkrypcji, a nie elongację [64],

Z aktywacją wyciszonych genów związana jest natomiast demetylacja, którą w warunkach 
doświadczalnych można wywołać za pomocą 5-azaC, natomiast w przyrodzie stanowi ona 
prawdopodobnie efekt końcowy kaskady reakcji. I tak, aktywację genu dla prokolagenu 
a - l-[IV ] w komórkach linii F9 potwomiakoraka wywołać można po zadziałaniu cAMP lub 
kwasem retinowym, przy czym stwierdza się wówczas demetylację w regionie 5’ flankującym 
tego genu. Taki sam efekt uzyskuje się po zadziałaniu 5-azaC, jednak demetylacji w tym 
regionie towarzyszy demetylacja innych sekwencji w całym genomie [14].

Wydaje się jednak, że demetylacja nie jest procesem warunkującym aktywację, lecz jej 
konsekwencją lub zjawiskiem towarzyszącym, podobnie jak metylacja nie jest warunkiem 
sine qua non inaktywacji genów. Na przykład działanie LPS na komórki limfoidalne pre-B 
powoduje ekspresję genu k , lecz stosowny promotor ulega demetylacji dopiero w jakiś czas 
po rozpoczęciu produkcji tego łańcucha polipeptydowego przez aktywne limfoblasty [18].
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Aktywacja genów tkankowo specyficznych ze stanu uogólnionej represji musi najpierw 
obejmować rozpoznanie genów w stanie wciąż zmetylowanym, co zapoczątkowuje transkry­
pcję i demetylację. Gdy geny te są już zdemetylowane, wówczas są stale dostępne dla 
maszynerii transkrypcyjnej komórki [17]. Poznaną rolę procesów metylacji/demetylacji w 
ekspresji genów najlepiej jest przedstawić na klasycznych przykładach genu kurzej witelloge- 
niny II i mysiej ß-globiny (maj) [109, 110].

Gen witellogeniny II zawiera w regionie 5’ flankującym cztery dinukleotydy CpG ozna­
czone kolejno: A w pozycji -525 (licząc od początku transkrypcji), B w pozycji -587, C w 
pozycji -612 i D w pozycji -618. W regionie tym znajduje się sekwencja wiążąca glukokorty- 
koidy oraz sekwencja wiążąca 17ß-estradiol, przy czym ta ostatnia obejmuje miejsca C i D. 
Wraz z miejscem B tworzą one wyspę o długości 32 nukleotydów (od -587 do -616).

W DNA pochodzącym z erytrocytów kurczęcia wszystkie te miejsca CpG są w pełni 
zmetylowane, podczas gdy w DNA z jego hepatocytów miejsce B występuje w stanie 
hemimetylowanym. Po podaniu estradiolu, w ciągu 24 h wszystkie cztery miejsca CpG w 
DNA wątrobowym stają się hemimetylowane, co zbiega się w czasie z pojawieniem się mRNA 
witellogeniny II. Dopiero w ciągu następnych 24 h następuje demetylacja cytozyn na komple­
mentarnej nici DNA [85, 86].

Pierwotnie przypuszczano, że demetylacja jest procesem pasywnym i wymagającym 
replikacji przy zablokowanej aktywności metylotransferazy na danym odcinku. Szybka de­
metylacja genów dla witellogeniny II czy też dla 5-krystalliny, zachodząca bez replikacji w 
czasie rozwoju osobniczego, podobnie jak demetylacja wprowadzonego sztucznie do mio- 
blastów genu dla a-aktyny, sugerują jednak istnienie procesu enzymatycznego, choć nie udało 
się jeszcze wyizolować tej hipotetycznej demetylazy. Innego dowodu na jej istnienie dostarcza 
masywna demetylacja całego genomu komórek erytroleukemii mysiej, zachodząca po indu­
kcji HMB A w czasie zbyt krótkim, aby to wytłumaczyć mechanizmem pasywnym. Co więcej 
pomimo braku replikacji zachodzi wówczas inkorporacja radioaktywnej dezoksycytydyny do 
DNA, co sugeruje wycięcie i wymianę 5-mC na cytozynę przez nieznany enzym lub enzymy 
[18].

Najbardziej przekonywujące jest jednak doświadczenie, w którym pasażowano na E. coli 
kilkanaście razy plazmid zawierający gen APRT (fosforybozylotransferazy adeninowej), aż 
zawierał on we wszystkich miejscach GATC zmetylowaną adeninę. Następnie plazmid ten 
zmetylowano również na wszystkich miejscach CpG, wprowadzono do komórek eukarioty­
cznych, po czym zabito je i stwierdzono występowanie zdemetylowanych CpG na tych 
samych łańcuchach, gdzie była zmetylowana adenina, co dowodzi, iż demetylacja zaszła bez 
syntezy DNA [28].

Niezależnie od mechanizmu demetylacji in vivo doświadczenia wskazują, iż jest to proces 
o wysokiej specyficzności zarówno w stosunku do sekwencji, jak i do nici DNA, podobnie 
jak to się ma z metylacją. Każdy rodzaj komórek somatycznych ma właściwość demetylowa- 
nia tylko tych genów, które ulegają w nich ekspresji, a więc genów funkcyjnych i tkankowo 
dla nich specyficznych.

Mysi gen dla ß-globiny zawiera w regionie 5’ flankującym o długości 364 bp TATA box, 
CCAATbox oraz promotorowe sekwencje CACCC i TTATTTGCAT. Występują w nim trzy 
dinukleotydy CpG, jeden odosobniony w pozycji -88 i dwa zblokowane w pozycjach -225 i 
-238, tuż przed CCAAT box. W komórkach wykazujących ekspresję genu ß-globiny żaden z 
tych dubletów nie jest zmetylowany. Wyizolowane z nich DNA można poddać działaniu 
eukariotycznej metylotransferazy, w wyniku czego cytozyna w pozycji -88 nie ulega metyla-
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cji, w pozycji -225_^>4aje całkowicie zmetylowana, a w pozycji -238 hemimetylowana. Stan 
taki wiąże się z brakiem aktywności tego genu.

Natomiast w nieindukowanych komórkach erytroleukemii mysiej miejsce -238 jest hemi- 
metylowane, podczas gdy pozostałe dwa miejsca są niezmetylowane, co mogło by się wiązać 
z potencją ekspresji tego genu w razie dotarcia specyficznego bodźca powodującego demety- 
lację [110].

Na tych dwóch przykładach wyraźnie widać specyficzność procesu metylacji i demetylacji 
w zależności od sekwencji i od nici DNA, co wiązać się musi z istnieniem w komórkach 
rozbudowanych systemów czynników trans-działających i wiążących się z odpowiednimi 
sekwencjami zasad w DNA w zależności od stanu ich zmetylowania. Czynniki te odpowiednio 
aktywowałyby lub blokowały transkrypcję.

WPŁYW METYLACJI NA ODDZIAŁYWANIA BIAŁKA-DNA

Inhibicja transkrypcji poprzez metylację może odbywać się w sposób pośredni przez 
upakowanie zmetylowanych regionów DNA w nieaktywną chromatynę niedostępną dla 
większości czynników transkrypcyjnych lub w sposób bezpośredni poprzez uniemożliwienie 
wiązania odpowiednich czynników transkrypcyjnych rozpoznających zmetylowane zasady. 
Niekiedy ten sam gen można inaktywować przez metylację na obydwa sposoby, jak ma to 
miejsce dla kinazy tymidynowej u chomika [22].

Zbadano wpływ metylacji w obrębie sekwencji rozpoznawczej na wiązanie się z nią 
szeregu białek jądrowych (tab. 1). W badaniach tych oprócz techniki sekwencj ono wania 
genomowego wykorzystano tzw . footprinting genomowy, wykrywający "odciski" białek na 
nici DNA, np. poprzez próbę dwumetylosiarczanową na chronioną przed trawieniem nukle- 
azami guanozynę genomowego DNA [108].

TABELA 1. Wpływ metylacji DNA na wiązanie się czynników białkowych z odpowiednimi sekwencjami DNA

Białko Sekwencja wiążąca Wpływ metylacji Źródło

E2F TTTCGCGC hamuje wiązanie [52]
MLTF CCACGTGA hamuje wiązanie [107]
Spl GGGCGG brak efektu [6, 36, 39]
Czynnik TAT ..GCG C. hamuje wiązanie [4]
Czynnik RF AAGCGATA wymagana do wiązania [84]
MDBP ..CGRCG.. wymagana do wiązania [ 106]
Myn/myc GACCACGTGGTC hamuje wiązanie [79]
MIB-1 TGACGTCA hamuje wiązanie [42]

Wyizolowany z komórek HeLa czynnik MLTF wiąże się z promotorami szeregu różnych 
genów, np. mysiej metalotioneiny I, szczurzego y-fibrynogenu, hGH, N -ras oraz z późnym, 
dużym promotorem adenowirusa AdMLP (Adenovirus Major Late Promoter). Zawierają one 
podobną sekwencję wiążącą, charakteryzującą się występowaniem w jej obrębie dubletu CpG. 
Metylacja tej cytozyny występuje w pozycji -58 w przypadku AdMLP. Powoduje to zahamo­
wanie wiązania MLTF oraz transkrypcji in vitro fragmentu AdMLP. Metylacja sąsiadującego 
dubletu w pozycji -52 nie wywiera natomiast żadnego efektu. Hemimetylacja w pozycji -58
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wywiera efekt pośredni, gdyż DNA wciąż wiąże MLTF, jednak z mniejszym powinowactwem 
[101, 107],

Metylacja oddziałuje na wiązanie się czynnika MLTF oraz podobnych czynników białko­
wych albo poprzez interferencję z sekwencjami rozpoznawczymi w dużej bruździe helisy albo 
poprzez zakłócenie lokalnej geometrii DNA. Jak by nie było, efektem końcowym jest 
osłabienie wiązania białko-DNA [64],

Podobnie umożliwiająca przyłączenie się demetylacja miejsca wiązania białka TAT, 
zlokalizowanego ok. 1000 bp w górę od miejsca inicjacji transkrypcji genu szczurzej amino- 
transferazy tyrozynowej koreluje z początkiem jego transkrypcji [4], Tymczasem, tzw. czyn­
nik koguci RF (rooster factor), wiąże się zaraz za miejscem inicjacji transkrypcji genu 
witellogeniny w przypadku, gdy znajdujący się tam dinukleotyd CpG jest zmetylowany, co 
koreluje z nieaktywną postacią genu, podczas gdy białko NHP 4 wiąże się z tym samym 
miejscem niezależnie od stanu metylacji. Co więcej RF występuje w wątrobie wyłącznie u 
kogutów, pozbawionych ekspresji witellogeniny, natomiast brak go u kur, co wskazuje na 
kolejny poziom regulacji ekspresji genów [84],

W świetle tych badań łatwo zrozumieć specyficzność demetylacji DNA, np. w przypadku 
genu witellogeniny II w pobliżu receptorów dla glikokortykoidów i estradiolu. Zależy ona 
prawdopodobnie od działania białek wiążących się ze specyficznymi sekwencjami niezależnie 
od tego, czy demetylacja zachodzi jako proces pasywny czy też za pomocą demetylazy.

Model interakcji tego typu można przedstawić na przykładzie MLTF. Miejsce wiążące ten 
czynnik w stanie zmetylowanym ma do niego małe powinowactwo, ale w jakiś czas po 
replikacji, nim zadziała metylaza utrzymująca lub niezależnie -  wskutek działania demetylazy 
miejsce to może być hemimetylowane, a więc o pośrednim powinowactwie. Jeżeli w komórce 
MLTF występuje w dużym stężeniu, wiąże się ze swoją sekwencją rozpoznawczą i osłaniają 
przed działaniem metylotransferazy. Po następnej rundzie replikacji powstaje demetylacja 
całkowita, a więc miejsce o wysokim powinowactwie.

W przypadku czynników transkrypcyjnych nieczułych na stan metylacji sekwencji rozpo­
znawczej, np. Sp 1, determinacja tego, czy promotor danego genu będzie aktywny i/lub 
zdemetylowany, może zależeć wyłącznie od współzawodnictwa między wiązaniem tego 
białka a zmianą konformacji chromatyny w nieaktywną [53, 64].

Efekt ten może zależeć także od wiązania się ze zmetylowanymi sekwencjami białek 
blokujących transkrypcję, takich jak MDBP, MeCP-1 lub niedawno odkrytego MeCP-2.

Wyizolowane z ludzkiego łożyska białko MDBP (methylated DNA binding protein) 
rozpoznaje wiele sekwencji, przy czym niektóre z nich muszą być zmetylowane, a inne nie. 
Na przykład, MDBP wiąże się niezależnie od stopnia metylacji z dwoma miejscami w 
sekwencji wzmacniającej mysiego wirusa z grupy polyoma i po jednym miejscu w sekwencji 
wzmacniającej HBV i w LTR (Long Terminal Repeat) prowirusa końskiej niedokrwistości 
zakaźnej. Natomiast większe powinowactwo do sekwencji zmetylowanych wykazuje MDBP 
w przypadku promotorów następujących genów ludzkich: fosforybozylotransferazy hypo- 
ksantynowej, a-galaktozydazy A, HLA-A2, HLA-A3 i HLA-25 [106, 115].

W odróżnieniu od MDBP, białko MeCP-1 (methyl-CpG binding protein) wiąże się prakty­
cznie z każdą sekwencją zawierającą zmetylowane dublety CpG, jednak dla pełnego wiązania 
musi być ich co najmniej 12 zlokalizowanych blisko siebie [11,13], Natomiast białko MeCP-2 
o masie 84 kd ściśle wiąże się z sekwencjami zawierającymi nawet pojedyncze zmetylowane 
dublety CpG [11].
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Obecność tych białek stwierdzono w wielu różnych liniach komórkowych i tkankach 
pochodzących od różnych gatunków. Komórki ubogie w MeCP wykazują tylko niewielką 
zależność ekspresji genów od stopnia metylacji promotorów, co sugeruje, iż białka te, a 
zwłaszcza MeCP-2, mogłyby być odpowiedzialne za efekty metylacji DNA, takie jak zaha­
mowanie transkrypcji i zmiana struktury chromatyny [12, 54, 61].

Za pomocą znakowanych fluorochromem przeciwciał anty-MeCP-2 barwią się silniej 
regiony chromosomów bogate w 5-mC, takie jak centromery i satelitarny DNA. Potwierdza 
to, iż białko to uczestniczy w oddziaływaniach ze zmetylowanym DNA również in vivo [11].

METYLACJA DNA A STRUKTURA CHROMATYNY

Wykrycie wpływu metylacji reszt cytozynowych w dubletach CpG na oddziaływania 
białka-DNA pozwala przenieść rozważania nad metylacją z kategorii biochemicznych na 
kategorie morfologiczne. Modyfikacja DNA służy jako swego rodzaju marker umożliwiający 
upakowy wanie nieaktywnych transkrypcyjnie genów w nieaktywną konformację chromatyny 
bez potrzeby specyficznych czynników trans- lub cis- działających [28].

Wykazano, że po połączeniu in vitro zmetylowanego odcinka DNA z histonem HI część 
miejsc uprzednio wrażliwych na działanie Mspl ulega zamaskowaniu i nie podlega przecięciu 
pod wpływem tego enzymu [37].

W celu ustalenia zależności struktury nukleosomalnej od stanu metylacji badano gen 
aminotransferazy tyrozynowej (TAT) myszy. W komórkach wykazujących ekspresję TAT 
region promotora zawiera "odciski" (footprints) różnych czynników białkowych, podczas gdy 
nie wykryto ich w przypadkach promotorów pochodzących z komórek nie wykazujących 
ekspresji tego genu, mimo iż zawierają one wszystkie niezbędne białka. W tej ostatniej klasie 
komórek omawiany region jest niewrażliwy na działanie DNAazy I, a jego CpG znajdują się 
w stanie zmetylowanym.

Szczegółowo zbadano miejsce wiązania białka CREB (cAMP Responsive Element Binding 
Protein) do miejsca CRE położonego 3,6 kb w górę od miejsca inicjacji transkrypcji genu 
TAT, które zawiera dublet CpG. In vitro, CREB wiąże się silnie do niezmetylowanego CRE, 
słabiej do hemimetylowanego, a nie wiąże się wcale do zmetylowanego CRE. In vivo, w 
niektórych przypadkach po zadziałaniu 5-azaC badany region ulega demetylacji, a jednak nie 
wiąże CREB. Wykonano trawienie nukleazą mikrokokalną, tnącą jedynie odcinki DNA 
położone pomiędzy nukleosomami, a następnie odpowiednie blottings. Okazało się, że regio­
ny wiązania białek w promotorze TAT są nawinięte wokół nukleosomów i w ten sposób 
chronione in vivo przed przyłączeniem czynników białkowych w komórkach nie wykazują­
cych ekspresji. Sugeruje to, iż metylacja może uczestniczyć w ustanawianiu pewnej niedostę­
pnej, "zamkniętej" konfiguracji chromatyny, lecz nie jest niezbędna do jej utrzymania [108].

Zmetylowane dublety CpG zlokalizowane są głównie w obrębie nukleosomów zawierają­
cych H I, podczas gdy regiony niezmetylowanych wysp CpG są bardzo ubogie w HI w 
porównaniu z resztą chromatyny. Natomiast zawarte w ich obrębie histony H3 i H4 są silnie 
zacetylowane. Za różnicę w strukturze chromatyny być może odpowiadają białka MeCP [98, 
108]. Regiony wysoko zmetylowane ulegają późniejszej replikacji w czasie fazy S niż regiony 
w pełni aktywnej euchromatyny. Opóźniona replikacja w pobliżu zmetylowanych wysp CpG 
koreluje z łatwiejszym łamaniem się i rekombinacją chromosomów w ich pobliżu [3].
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Metylacja początków replikonów może odpowiadać nie tylko za koordynację czasową 
replikacji poszczególnych odcinków DNA, lecz także za wyższego rzędu strukturę chroma- 
tyny. Białka pokrewne strukturalnie bakteryjnym enzymom restrykcyjnym typu I, ale bez 
aktywności endonukleazy wiążą się ze specyficznymi miejscami w DNA (tzw. folding  
elements). Miejsca te rozmieszczone są co 50 do 100 kb i zbliżają się do siebie zapoczątko­
wując tworzenie się pętli, u których podstaw powstaje białkowy szkielet. Przy zetknięciu się 
ok. 1000 takich podstaw pętli szkielet taki osiągnąłby długość 5 |im, odpowiadającą przecięt­
nej długości chromosomu mitotycznego [81].

Uwzględnienie wszystkich zebranych do tej pory danych pozwoliło sformułować model 
wyjaśniający wyniki wielu doświadczeń. Chromatyna występować by miała w dwóch zasad­
niczych formach, oznaczonych I i II. Forma I nie ulegałaby metylacji po replikacji w 
odróżnieniu od formy II. Gdy do DNA wiążą się różne białka niehistonowe, fragment ten 
przybiera konfigurację otwartą, czyli formę I, której prawdopodobnie odpowiada 10 nm 
włókienko chromatynowe. Natomiast brak wiązania białek niehistonowych na odcinku dłu­
gości minimum 1-2 kb powoduje spontaniczną przemianę chromatyny w formę II, o struktu­
rze włókienka 30 nm lub wyższej. Zamiana tak powstałego regionu w formę I jest trudna i 
wymaga udziału specyficznych czynników białkowych. Przed replikacją region ten znajduje 
się w stanie niezmetylowanym, jednak w jej trakcie ulega netylacji de novo. Wyklucza to 
wiązanie się czynników białkowych do ich sekwencji rozpoznawczych, poza niewielką grupą 
czynników mogących się wiązać ze zmetylowaną formą II. Przyłączenie się takiego czynnika 
do specyficznej sekwencji inicjuje przemianę danego regionu w formę I, a następnie jego 
demetylację czynną bądź bierną.

Zgodnie z tym modelem nie jest możliwe bezpośrednie przejście z niezmetylowanej do 
zmetylowanej formy I. Ta ostatnia występuje jedynie jako forma pośrednia w czasie procesu 
aktywacji genów. Natomiast przejście ze zmetylowanej do niezmetylowanej formy II nie 
występuje co prawda w naturze, ale można je wywołać za pomocą 5-azaC.

Model ten pozwala wnioskować, iż metylacja jest raczej zjawiskiem wtórnym do braku 
ekspresji genów, pozwalającym na bardzo dokładną pamięć komórkową co do tego, które 
regiony chromatyny mają ulegać ekspresji, a które nie, oraz zapobiegającym ich przypadkowej 
aktywacji [90].

METYLACJA A IN AKTYW AC J A CHROMOSOMU X

Przykładem masowej inaktywacji genów zlokalizowanych na jednym chromosomie jest 
występująca .we wczesnym okresie zarodkowym ssaków inaktywacja chromosomów X u 
samic lub osobników o nieprawidłowym genotypie, zawierającym dodatkowe X.

U torbaczy inaktywowany jest preferencyjnie X pochodzący od ojca. U łożyskowców taki 
proces zachodzi w trofoblaście, podczas gdy w ciele zarodka tuż przed gastrulacją następuje 
zupełnie przypadkowa inaktywacja jednego z dwóch X obecnych w komórce. Nieaktywny 
stan chromosomu X jest bardzo stabilny, gdyż zaobserwowano tylko bardzo rzadkie przypadki 
derepresji jego niewielkich regionów, pomimo użycia całej plejady różnorodnych środków. 
Wyjątkiem jest 5-azaC, która wywołuje reaktywację wielu genów "niemego" X. Pozwoliło to 
sformułować hipotezę, iż to właśnie metylacja odgrywa znaczącą rolę w procesie inaktywacji 
chromosomu X [82].
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Pierwsza grupa dowodów popierających tę tezę pochodzi z badań nad transformacją 
komórek za pomocą genu fosforybozylotransferazy hypoksantyny (HPRT) zlokalizowanego 
na chromosomie X. DNA izolowane z komórek pochodzących ze zmutowanych myszy 
zawierających dziki allel na nieaktywnym X nie powoduje transformacji komórek HPRT-, w 
odróżnieniu od linii zawierającej dziki allel na aktywnym X. Jednakże gdy zreaktywuje się 
gen dla HPRT za pomocą 5-azaC, DNA z nieaktywnego X zyskuje zdolność transformacji 
komórek HPRT-.Ekspresja tego genu jest u reaktywantów na różnym poziomie, co być może 
wskazuje na wpływ różnych stopni demetylacji [56].

Podobne wyniki otrzymano w badaniach nad ludzkim genem kinazy fosfoglicerynianowej 
(PGK 1). Otrzymano hybrydy pomiędzy komórkami człowieka i chomika, zawierające ludzki 
nieaktywny X, poddano je działaniu 5-azaC, a następnie badano ekspresję PGK 1. Klony 
komórkowe wykazujące ekspresję poddano analizie molekularnej i stwierdzono, że bogaty w 
dublety CpG region długości 400 bp zlokalizowany w górę od miejsca inicjacji transkrypcji 
genu PGK1 występuje w stanie niezmetylowanym, podczas gdy w klonach nie wykazujących 
ekspresji region ten jest albo całkowicie zmetylowany, albo występują w nim naprzemiennie 
odcinki zmetylowane i niezmetylowane. Strefa ta jest prawdopodobnie promotorem niezbęd­
nym dla inicjacji transkrypcji. Analogiczne wyniki otrzymano dla genów HPRT i G6PDH 
[35],

Sprawa inaktywacji X nie jest jednak tak prosta, jak by się mogło wydawać, gdyż gen 
HPRT znajdujący się na preferencyjnie inaktywowanym X w tkankach pozazarodkowych 
myszy zachowuje zdolność transformowania komórek HPRT- podobnie jak pojedynczy X 
izolowany z plemników. Sugeruje to, iż molekularna podstawa procesu inaktywacji w tkan­
kach somatycznych różni się od tego, co zachodzi w tkankach pozazarodkowych i w czasie 
spermatogenezy.

Wzór metylacji wysp CpG w pobliżu genów funkcyjnych na aktywnym X jest podobny 
jak na autosomach, podczas gdy są one wysoko zmetylowane w przypadku nieaktywnego X 
w tkankach somatycznych. Jednakże, pomimo iż te wyspy są nisko zmetylowane w plemniku 
i w nieaktywnych X pochodzącyh z łożyska, są tam nieaktywne, a z drugiej strony inne geny 
na nieaktywnym X są nieaktywne, pomimo iż nie mają one w pobliżu wysp CpG [67].

Wydaje się więc, że metylacja jest zjawiskiem wtórnym, powodującym utrwalenie nie­
aktywnego stanu X i dodatkowe zabezpieczenie przed jego reaktywacją. Udowodniono, że 
np. w przypadku genu HPRT jego metylacja zachodzi dopiero po inaktywacji [57].

Wzór metylacji nieaktywnego X jest wyjątkowo stabilny i nie ulega zmianie wraz z 
wiekiem osobniczym, jak wykazano na przykładzie genów G6PDH i GdX, porównując ich 
stan metylacji w leukocytach pochodzących od grupy młodych (5-20 lat) i starych (85-95 lat) 
kobiet [73].

Wszystkie te dane pozwoliły sformułować pełny model inaktywacji X, mogący mieć 
zastosowanie także do nieaktywnych odcinków autosomów. Składają się na niego cztery 
zjawiska, niekoniecznie zachodzące w opisanej kolejności. Po pierwsze, musi nastąpić wybór 
aktywnego X, mogący polegać na specyficznej lokalizacji tzw. centrum aktywacyjnego lub 
jego powiązaniu z błoną jądrową. Po drugie, następuje metylacja kluczowych miejsc, powo­
dująca inaktywację en block, co odzwierciedla sytuację we wczesnym rozwoju lub w komór­
kach EC. Etap ten może być w całości odwracalny przy użyciu 5-azaC. Po trzecie, następuje 
zmiana konformacji chromatyny, która dzieli inakty wowany chromosom na segmenty inakty- 
wacyjne. Zjawisko to występuje w czasie różnicowania się pluripotencjalnych komórek w 
kierunku linii rozwojowych o mniejszym potencjale i może odpowiadać za wyodrębnianie się
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regionów heterochromatyny. Taka demarkacja segmentów tłumaczy to, iż 5-azaC wywołuje 
tylko ograniczoną reaktywację. Na tym etapie niektóre geny (np. HPRT) są wciąż niezmetylo- 
wane i utrzymują zdolność do transformacji. Stan ten odpowiada stopniu inaktywacji X w 
endodermie pęcherzyka żółtkowego lub trofektodermie łożyska. Wreszcie czwartym, ostat­
nim etapem występującym w komórkach ulegających różnicowaniu terminalnemu (ale z 
pominięciem pierwotnych komórek płciowych) jest ostateczna metylacja genów na nieak­
tywnym X, prawdopodobnie występująca jako integralna część mechanizmów różnicującej 
metylacji genomu, inaktywującej wszystkie wyspecjalizowane geny niepotrzebne w funkcjo­
nowaniu konkretnej komórki [67].

Obecnie wiadomo, że spośród wielu genów nieaktywnego X, pewna niewielka część nie 
ulega inaktywacji. Są to przeważnie geny mające mniej lub bardziej homologiczne odpowied­
niki na chromosomie Y, takie jak MIC2, ZFX czy RPS4X. Pozostaje do sprawdzenia ich 
stopień metylacji [26].

Ostatni z tych genów leży kuriozalnie w pobliżu tajemniczego centrum inaktywacyjnego 
(XIC -  X inactivation center) zlokalizowanego na długim ramieniu X.

Pozostaje do rozstrzygnięcia, jaką naturę ma wyzwalany w pierwszym etapie inaktywacji 
sygnał. Jako jedno z możliwych tłumaczeń tego procesu proponuje się model enhancer-way- 
station, zakładający interakcję specyficznych białek ze zlokalizowanymi co jakiś czas wzdłuż 
X sekwencjami. Być może na większości autosomów istnieją sekwencje zapobiegające temu 
procesowi. Jak na razie jedynym kandydatem na sekwencje cis-regulujące ten proces są wyspy 
CpG chromosomu X [83].

IMPRINTING  GENOWY

Stwierdzenie faktu, że u łożyskowców ulega inaktywacji preferencyjnie X ojcowski w 
tkankach pozazarodkowych, pozwala stwierdzić, iż musi mieć on jakiś wyznacznik, na 
którego podstawie komórka odróżnia, czy jest on pochodzenia ojcowskiego, czy też matczy­
nego. Wyznacznik taki zwie się imprintem genowym. Co więcej, w tkankach zarodka imprint 
taki musi ulec zupełnemu wymazaniu we wczesnych etapach rozwoju, co determinuje przy­
padkową inaktywację X [69].

Można zdefiniować imprinting genowy jako różnicującą modyfikację materiału genetycz­
nego zygoty w zależności od tego, czy pochodzi od ojca czy od matki, która prowadzi do 
zróżnicowanej ekspresji alleli rodzicielskich podczas rozwoju i u dorosłego osobnika [66].

Owa różnicująca modyfikacja jest niezbędna dla prawidłowego rozwoju zarodka, gdyż 
zarówno zarodki gynogenetyczne, jak i androgenetyczne nie rozwijają się prawidłowo. W 
pierwszym przypadku dobrze rozwijają się struktury własne zarodka, natomiast struktury 
pozazarodkowe są niedorozwinięte, podczas gdy w drugim zachodzi odwrotna sytuacja [66, 
95].

Ma to swój odpowiednik w patologii ludzkiej, gdyż w potwomiakach jajników (struktury 
zarodkowe) występuje diploidalny garnitur chromosomów matczynych, natomiast w zaśnia- 
dzie graniastym (struktury pozazarodkowe) występuje dispermia lub duplikacja haploidalne- 
go garnituru chromosomów ojcowskich przy eliminacji chromosomów matczynych [8].

Chromosomy matczyne wydają się ważniejsze w okresie, gdy komórki zarodka są totipo- 
tencjalne lub pluripotencjalne, podczas gdy chromosomy ojcowskie są wybiórczo wymagane
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do proliferacji zróżnicowanych tkanek, zarówno wewnątrz jak i zewnątrzzarodkowych [94], 
Takie komplementarne zachowanie się genomów rodzicielskich w czasie rozwoju wydaje się 
być spowodowane tym, iż w rzeczywistości imprinting genowy powoduje wykluczenie 
jednego z alleli genów regulacyjnych. Takie wykluczanie alleli wywołuje zjawisko funkcjo­
nalnej haploidalności genów [38].

Jako molekularną podstawę imprintingu zaproponowano metylację DNA, opierając się 
początkowo na różnicach w stopniu metylacji pomiędzy gametami. Oocyt u myszy charakte­
ryzuje się niską zawartością 5-mC, DNA plemników zaś jest wysoko zmetylowane [66].

Hipoteza ta została potwierdzona w badaniach nad dziedziczeniem transgenów, gdyż 
stwierdzono, że w ok. 20% przypadków poziom ich ekspresji zależy od tego, od którego z 
rodziców zostały odziedziczone. Ulegające imprintingowi transgeny transmitowane przez 
samce ulegają we wszystkich znanych przypadkach ekspresji, co koreluje z ich hypometylacją 
u potomstwa. Natomiast transgeny transmitowane przez samice wykazują zniesioną lub 
obniżoną ekspresję, czemu towarzyszy ich znaczna hypermetylacja. Wydaje się jednak, że 
przynajmniej w niektórych przypadkach zależność ta powinna ulec odwróceniu.

Wyniki te doskonale zgadzają się z obserwacją, że disomie chromosomów matczynych 
prowadzą do zespołów niedoborowych, podczas gdy disomie chromosomów ojcowskich do 
zespołów nadmiarowych.

Uważa się, że ok. 10% genomu ulega w warunkach normalnych imprintingowi, co 
kontrastuje ze zwiększoną częstością imprintingu wśród transgenów, zważywszy, iż ulegają 
one wbudowaniu do genomu w sposób przypadkowy. Być może, odpowiedź na ten dylemat 
tkwi w tym, że imprinting na poziomie molekularnym obejmuje o wiele większą część genomu 
niż na poziomie fenotypowym [80, 94], Imprint dziadków ulega zwykle wymazaniu przy 
wejściu do następnego pokolenia, jednak na przykład w przypadku ekspresji genu antygenu 
powierzchniowego hepatitis B u transgenicznej myszy, występuje powstawanie trwałego 
imprintu pod postacią zmiany wzoru metylacji po przejściu transgenu przez samicę [34].

Natomiast w przypadku transgenu TK 2751, wykryto kumulacyjny efekt epigenetycznych 
modyfikacji w zależności od sukcesywnej transmisji przez linię żeńską lub męską, podobnie 
jak ma to miejsce w dziedziczeniu pląsawicy Huntingtona. Zaczyna się ona we wczesnym 
wieku przy transmisji od dziadka do ojca w odróżnieniu od transmisji od dziadka do matki 
[94],

Zjawiska imprintingu odgrywają także rolę w występowaniu dziedzicznych form guza 
Wilmsa i mięsaka kostniakowego [7, 18, 87, 100] oraz zespołu upośledzenia umysłowego 
FraX, czyli kruchego chromosomu C [47],

Mimo dokładnego opisania sekwencji ulegających metylacji w przypadku imprintowanych 
transgenów, wciąż nie zidentyfikowano bezbłędnie endogennych genów imprintowanych w 
ten sposób. Odpowiednimi kandydatami wydają się m.in. geny dla czynników wzrostu i ich 
receptorów [94],

ROLA METYLACJI W ROZWOJU

W czasie rozwoju ontogenetycznego i różnicowania się poszczególnych komórek zacho­
dzą drastyczne zmiany w poziomie metylacji ich genomu.
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Jak już wspomniałem, DNA zygoty pochodzące od ojca jest generalnie hypermetylowane, 
podczas gdy pochodzące od matki hypometylowane. Zaraz po zapłodnieniu następuje krótki 
rzut metylacji de novo, obejmującej przede wszystkim genom matczyny. Genom ojcowski jest 
nań o wiele mniej podatny, ze względu na wysoki stopień kondensacji chromatyny [94].

Do stadium blastocysty następuje globalny spadek metylacji DNA, co wykazano zarówno 
u królika [59], jak i u myszy [66]. W czasie gastrulacji następuje duża fala metylacji de novo 
w epiblaście, nie dotyczy ona jednak tkanek pozazarodkowych, gdzie proces ten zachodzi 
wolniej i według innego wzoru.

Pierwotne komórki płciowe wykazują bardzo niski stopień metylacji, prawdopodobnie 
dlatego, iż wyodrębniają się z epiblastu przed tą falą metylacyjną [68, 94],

Podczas dalszego różnicowania się pierwotnych komórek płciowych ulega wymazaniu 
większość imprintów rodzicielskich [19], w odróżnieniu od tkanek somatycznych, które 
pomimo wahań w poziomie metylacji zachowują informację epigenetyczną [66], Ustalenie 
się ostatecznego wzoru metylacji DNA gamet zachodzi prawdopodobnie w czasie profazy I 
podziału mejotycznego [102].

Podczas dalszego rozwoju w pewnych grupach komórek i zespołach tkankowych często 
zdarzają się masywne zmiany wzoru metylacji [18], który ustala się ostatecznie w tkankach 
terminalnie zróżnicowanych [27]. Zmiany poziomu metylacji DNA zachodzą wciąż w okresie 
dojrzewania u myszy, a poziom 5-mC jest wówczas wysoki w grasicy, śledzionie i mózgu, 
średni w płucu, a niski w wątrobie [97].

W przypadku człowieka wzór metylacji charakterystyczny dla dorosłych ustala się poprzez 
demetylację już w okresie 6-14 tygodnia życia płodowego [63].

Stabilność tego wzoru badano dla genów TNF a  i ß w DNA pochodzącycm z limfocytów, 
granulocytów i plemników pobranych od różnych ludzi. Wykazano, iż był on taki sam w 
przypadku tych samych komórek od różnych ludzi, a odmienny w przypadku różnych 
rodzajów komórek od tego samego człowieka [51].

Podczas starzenia się organizmu lub izolowanych linii komórkowych następuje powolny 
spadek globalnego poziomu metylacji [31, 111, 112], choć w przypadku poszczególnych 
genów metylacja może spadać, rosnąć lub pozostawać bez zmian [16].

Poziom globalnej metylacji pozostaje w wyraźnej korelacji z liczbą przebytych mitoz, gdyż 
np. ludzkie diploidalne fibroblasty zahamowane w hodowli przez 52 tygodnie tracą 8% 5-mC 
w kontraście do tego, że te same komórki szybko dzielące się tracą w ciągu 20 tygodni aż 50% 
5-mC w genomie [16].

Szybkość, z jaką następuje utrata 5-mC i obniżenie się stopnia metylacji genomu, zależy 
od długości życia danego gatunku i jest mniejsza np. u człowieka niż u myszy [71],

Demetylujące działanie 5-azaC powoduje skrócenie okresu życia linii komórkowych [40], 
choć nie hamuje ich zdolności do proliferacji, mimo tego iż poziom 5-mC w tych komórkach 
może być wyjściowo niższy niż jest osiągany pod koniec normalnego życia hodowli [33].

Można to tłumaczyć tym, iż w genomie istnieją miejsca całkowicie oporne na działanie 
5-azaC, ponieważ ich demetylacja może być letalna [62]. W tych loci są prawdopodobnie 
zlokalizowane geny odpowiedzialne za starzenie się komórek [49].

W odróżnieniu od diploidalnych, starzejących się linii komórkowych linie transformowane 
lub pochodzące z guzów nowotworowych wykazują stały poziom 5-mC nie ulegający zmianie 
mimo wielokrotnych podziałów. Nabycie przez komórkę zdolności do utrzymywania stałego 
poziomu 5-mC prowadzi do powstania linii nieśmiertelnej [16].
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METYLACJA A ONKOGENEZA

Odkrycie tego ostatniego faktu zwróciło uwagę na zmiany wzoru oraz stopnia globalnej 
metylacji w komórkach nowotworowych. I tak, okazało się, że potwomiakoraki charakteryzu­
ją się uogólnioną hipermetylacją DNA, podczas gdy nasieniaki są hypometylowane, przy 
czym stopień utraty 5-mC idzie w parze ze wzrostem złośliwości nowotworu [76]. Podobną 
zależność zaobserwowano również w przypadku innych nowotworów złośliwych, gdyż 
stopień metylacji jest z reguły niższy w przerzutach [43]. Zaburzenia metylacji obserwowano 
także w białaczkach [50] oraz w przypadku indukowanych guzów wątroby u myszy, gdzie 
zwraca uwagę demetylacja promotora i wzmożona ekspresja genu c-myc [70].

Obecnie zwraca się uwagę na to, iż w przypadku wielu nowotworów uogólnionej demety- 
lacji towarzyszy lokalne hipermetylacja wysp CpG. To ostatnie zjawisko odpowiadać by 
mogło za zaburzenia ekspresji genów tkankowo specyficznych, prowadzące do anaplazji. 
Wyspy ulegające hipermetylacji nie są przypadkowe, w przypadku raka płuc i jelita grubego 
są najczęściej zlokalizowane na krótkich ramionach chromosomów 11 i 17, podczas gdy na 
krótkim ramieniu chromosomu 3 jedynie w przypadku raka płuc [3].

Zaburzeniom metylacji w tkance nowotworowej towarzyszy też często wzrost aktywności 
metylotransferazy. W stosunku do pacjentów bez zmian nowotworowych poziom jej aktyw­
ności w śluzówce jelita grubego u pacjentów z łagodnymi polipami okrężnicy zwiększony jest 
o 15 razy, u pacjentów z gruczolakami o 60 razy, a u pacjentów z rakiem okrężnicy o ponad 
200 razy [21].

ZAKOŃCZENIE

Na przykładzie badań nad metylacją DNA można zaobserwować, jak przeoczano przez 
długi okres znaczenie tego zjawiska, uważając je za swego rodzaju ciekawostkę biologiczną. 
Obecnie wiadomo już, że odgrywa ono kluczową rolę w funkcjonowaniu organizmów 
eukariotycznych, przede wszystkim poprzez regulację ekspresji genów. Z tego powodu 
badania nad metylacją stanowią nierozerwalny składnik wielu gałęzi nauk biomedycznych, 
od biologii komórki, poprzez genetykę, wirusologię i embriologię po nauki kliniczne.

Poznano już rolę, jaką odgrywa 5-mC w genomie, lecz daleko jeszcze jesteśmy od pełnego 
wyjaśnienia mechanizmów regulujących i odczytujących metylację DNA. Laboratoria i 
instytuty naukowe na całym świecie prowadzą w tej dziedzinie intensywne badania i rośnie 
literatura dotycząca tego zagadnienia. Należy przypuszczać, iż najbiższe lata przyniosą wiele 
ciekawych odkryć, które przyczynią się do pełniejszego zrozumienia tego problemu.
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OOGENEZA OWADÓW

INSECT OOGENESIS

Maria KSIĄŻKIEWICZ-KAPRALSKA
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Streszczenie. W artykule przedstawiono przebieg procesu oogenezy w różnych typach jajników owadów oraz jego 
hormonalną kontrolę. W okresie prewitelogenezy w jajnikach panoistycznych źródłem RNA jest aktywność syntety­
czna jądra oocytu związana z pojawieniem się chromosomów szczoteczkowych oraz z amplifikacją rDNA. Z kolei, 
w jajnikach meroistycznych funkcję syntezy RNA przejmują komórki odżywcze ulegające poliploidyzacji. Proces 
witelogenezy u owadów przebiega podobnie; u większości gatunków białka żółtka -  witelogeniny są syntetyzowane 
w ciele tłuszczowym i pobierane z hemolimfy przez oocyt w drodze pinocytozy. Somatyczne komórki folikulame, 
otaczające wzrastające oocyty, zaangażowane są przede wszystkim w wytwarzanie osłon jajowych: błony żółtkowej 
i chorionu. Hormonalna kontrola procesu oogenezy przebiega u owadów rozmaicie. Proces syntezy witelogeniny w 
ciele tłuszczowym reguluje hormon juwenilny lub ekdyson.

Słowa kluczowe: prewitelogeneza, witelogeneza, tworzenie osłon, 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 o f the process of oogenesis is differentiated among insect species 
and juvenile hormone or ecdyson are involved in the regulation o f vitellogenin synthesis in the fat body cells.

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

Oogeneza jest procesem prowadzącym do powstania dojrzałych komórek jajowych. W 
obrębie organizmów wielokomórkowych, z pewnymi tylko wyjątkami, komórki rozrodcze 
proces ten przechodzą w gonadach żeńskich -  jajnikach, w których z macierzystych (pierwot­
nych) komórek płciowych, drogą podziałów mitotycznych, powstają oogonia (rys. 1). Komór­
ki te przez pewien okres namnażają się, a następnie wzrastają i stają się oocytami I rzędu. W 
jądrach oocytów w interfazie, przed rozpoczęciem podziału mejotycznego (charakterystycz-
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nego jedynie dla komórek linii płciowej w czasie wytwarzania gamet) zachodzi podwojenie 
ilości DNA z diploidalnej (2C DNA) do tetraploidalnej zawartości (4C DNA) (rys. 1). Profaza 
pierwszego podziału mejotycznego jest najdłużej trwającym okresem oogenezy, w którym 
zarówno w jądrze oocytu, jak i w cytoplazmie zachodzą liczne, fundamentalne dla rozwijającej 
się komórki jajowej, procesy. Ze względu na morfologię i zachowanie się chromosomów w 
okresie profazy wyróżnia się pięć stadiów: leptoten, zygoten, pachyten, diploten i diakineza. 
W stadium zygotenu, homologiczne chromosomy (tzn. takie, z których jeden pochodzi od 
matki, a drugi od ojca) łączą się w pary, a w stadium pachytenu zachodzi wymiana odcinków 
chromatyd pomiędzy homologicznymi chromosomami. Jest to zjawisko crossing-over, które

stanowi, obok losowego rozchodzenia się chro­
mosomów w czasie tworzenia gamet, podstawę 
rekombinacji genetycznej, czyli mieszania się 
genów pochodzących od ojca i od matki.

Następnie, w okresie diplotenu postęp proce­
su mejozy ulega zatrzymaniu, a oocyt podlega 
wzrostowi i w cytoplazmie magazynowana jest 
informacja rozwojowa w postaci RNA (okres 
prewitelogenezy) oraz materiały zapasowe (o- 
kres witelogenezy) zużywane w okresie roz­
woju embionalnego. Podczas prewitelogenezy 
syntetyzowany jest głównie rRNA. Proces ten 
umożliwia wytworzenie i zmagazynowanie w 
cytoplazmie oocytu dużej ilości rybosomów, co 
umożliwia w początkowej fazie embriogenezy 
szybką syntezę białek, dopóki zarodek nie o- 
siągnie stadium rozwojowego, w którym pode­
jmowane są syntezy własnego rRNA. U 
niektórych bezkręgowców specjalne komórki 
pomocnicze -  komórki odżywcze (trofocyty) 
wspomagają wzrastający oocyt w procesie syn­
tezy kwasów rybonukleinowych [3, 11]. Z pew­
nymi tylko wyjątkami, komórki te pochodzą z 
linii płciowej i są siostrzane w stosunku do 
oocytu, tzn. pochodzą z podziału tej samej ko­
mórki oogonalnej [3, 11, 16].

Oprócz gromadzenia różnych rodzajów 
RNA, u większości zwierząt, z wyjątkiem form 
żyworodnych (głównie ssaki), cytoplazma oo­
cytu zostaje wyposażona w substancje zapaso­
we w postaci otoczonych błoną plazmatyczną 
kul żółtka, kropel lipidów oraz glikogenu. Pro­
cesy te zachodzą w fazie tzw. witelogenezy. 
Materiały zapasowe w oocycie mogą powsta­
wać w drodze syntetyzowania żółtka przez sam 
oocyt (autosyntetyczna witelogeneza), i tak jest 
u wielu niższych bezkręgowców lub materiał

Rys. 1. Schemat przebiegu podziału mejotycznego 
podczas oogenezy: m -  mitotyczne podziały komórek 
oogonialnych, p -  profaza pierwszej fazy podziału me­
jotycznego, M [ -  pierwsza faza podziału mejotyczne­
go, M ? -  druga faza podziału mejotycznego, I -  oocyt 
pierwszego rzędu, o liczbie 2n chromosomów i zawar­
tości 4C DNA, II -  oocyt drugiego rzędu , o liczbie n 

chromosomów i zawartości 2C DNA, J -  komórka ja­
jow a o liczbie n chromosomów i zawartości 1C DNA, 

gwiazdki -  pierwsze i drugie ciałko kierunkowe
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przeznaczony na żółtko jest syntetyzowany poza jajnikiem (egzogenna, heterosyntetyczna 
witelogeneza) [1, 15] (np. ciało tłuszczowe u owadów, wątroba u kręgowców). U niektórych 
gatunków część materiałów zapasowych jest gromadzona w oocycie w wyniku autosyntezy, 
a część w wyniku heterosyntezy. Taki typ witelogenezy nazywamy mieszanym [1].

Pod koniec procesu witelogenezy wzrastająca komórka jajowa zostaje otoczona przez 
osłony, w których wytwarzaniu, u wielu gatunków zwierząt, uczestniczą somatyczne komórki 
folikularne. Po zakończeniu tych procesów, jadro oocytu podejmuje dalsze etapy pierwszej 
fazy podziału mejotycznego; liczba chromosomów zostaje zredukowana do połowy (homo­
logiczne zreplikowane chromosomy rozchodzą się do przeciwległych biegunów), a zawartość 
DNA zmniejszona z 4C DNA do 2C DNA (rys. 1). Podział cytoplazmy jest nierównomierny 
i powstaje jedna duża komórka -  oocyt II rzędu o liczbie n chromosomów i ilości 2C DNA 
oraz komórka o niewielkiej ilości cytoplazmy -  pierwsze ciałko kierunkowe (rys. 1). Przed 
drugą fazą podziału mejotycznego nie ma podwojenia ilości DNA i w anafazie chromatydy 
rozdzielają się do przeciwległych biegunów, liczba chromosomów nie ulega zmianie, a 
zawartość DNA spada do 1C DNA. Powstaje jedna duża komórka jajowa i drugie ciałko 
kierunkowe (często pierwsze ciałko kierunkowe dzieli się również) (rys. 1). Tak więc w 
wyniku podziału mejotycznego, powstaje jedna funkcjonalna komórka jajowa i trzy lub dwa 
ciałka kierunkowe szybko degenerujące.

Jako materiał ilustrujący proces oogenezy zostały wybrane owady, gdyż w tej, najliczniej­
szej grupie świata zwierząt, proces prowadzący do 
powstania jaj przebiega niezwykle różnorodnie.
Czytelnik zostanie zapoznany z typami jajników u 
owadów, ze sposobami syntezy RNA (bez i z u- 
działem komórek odżywczych) w okresie prewi- 
telogenezy, z heterosyntetyczną witelogenezą 
występującą u większości owadów, formowaniem 
osłon jajowych oraz hormonalną kontrolą procesu 
oogenezy w tej grupie stawonogów.

Owady są rozdzielnopłciowe, a gatunki herma- 
frodytyczne należą do wyjątków. Zadaniem żeń­
skiego układu rozrodczego jest przede wszystkim 
produkcja jaj, ale układ ten przystosowany jest 
również do przechowywania plemników, gdyż u 
owadów zaplemnienie bardzo często wyprzedza 
proces zapłodnienia. Budowa układu rozrodczego 
jest różnorodna, ale ogólny plan jest podobny (rys.
2). Jajniki są parzyste, zbudowane z rurek jajniko­
wych, zwanych owariolami, których liczba waha 
się od kilku do kilku tysięcy. Zasadnicze części, 
które można wyróżnić w owarioli to: nić końcowa, 
germarium zawierające komórki płciowe, witela- 
rium, w którym wzrastają oocyty rozmieszczone
pojedynczo wzdłuż długiej osi owarioli, oraz nóżka Rys- 2- Schemat żeńskiego układu rozrodczego: J -
owarialna, która uchodzi do bocznego jajowodu. P y fy s te jajniki .o » - o w a n o le ,  bj -b o czn y ja jo -  

_ wod, sj -  środkowy jajowod, g w iazdka- zbiornik
Owanolę Otacza niekomórkowa blaszka podstawna nasienny (spermateka), gs — gruczoł spermatekal- 
(tunica propria). Na zewnątrz od niej znajduje się ny, gd -  gruczoł dodatkowy, p -  pochwa
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zewnętrzna osłona owarialna zawierająca mięśnie i tchawki. Jajowody boczne są parzyste i 
łączą się w nieparzysty jajowód środkowy, otwierający się do komory płciowej tworzącej 
pochwę. Zbiornik nasienny (spermateka), z którym często związane są gruczoły spermatekal- 
ne, uchodzi do komory płciowej. Często do pochwy otwierają się także gruczoły dodatkowe, 
związane najczęściej z produkcją wydzieliny umożliwiającej przymocowanie składanych jaj 
do podłoża (rys. 2).

Owariole owadów mają zróżnicowaną strukturę i ze względu na brak lub obecność 
komórek odżywczych, wyróżnia się owariole panoistyczne i meroistyczne. W owarioli panoi- 
stycznej germarium zawiera oogonia różnicujące się w oocyty (rys. 3A). U podstawy ger- 
marium w tym typie jajnika rozmieszczone są komórki somatyczne (mezodermalne), tzw. 
komórki prefolikulame. Poniżej strefy germarialnej leży witelarium, do którego przechodzą 
oocyty, będące w stadium diplotenu. Wzrastające oocyty są rozmieszczone pojedynczo 
wzdłuż długiej osi owarioli i otoczone całkowicie przez jedną warstwę komórek nabłonka

Rys. 3. Typy owariol: A -  owariola panoistyczna, B -  owariola politroficzna, C -  owariola telotroficzna, G -  ger­
marium, W -  witelarium, ko -  komórki odżywcze, gwiazdki -  oocyty w stadium zaawansowanej witelogenezy, ko 

-  komórki odżywcze, t -  sznury odżywcze, nf -  nabłonek folikulamy
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folikulamego. Jajniki panoistyczne występują u szczeciogonków, jętek, ważek, karaczanów, 
prostoskrzydłych, widelnic, patyczaków, termitów i pcheł.

W owariolach meroistycznych poza oogoniami i młodymi oocytami w germarium wystę­
pują też tzw. komórki odżywcze (trofocyty). Powstają one w drodze niecałkowitych cytokinez 
i są siostrzane w stosunku do oocytu, tzn. pochodzą one z tej samej komórki oogonialnej na 
skutek jej niekompletnego podziału. Podobnie jak w poprzednim typie jajnika oprócz komórek 
płciowych w germarium znajdują się też komórki prefolikulame. Jajniki meroistyczne wystę­
pują u przeważającej większości owadów (patrz niżej). Ze względu na lokalizację komórek 
odżywczych Gross w 1903 r. [7] wyróżnił odpowiednio u motyli i pluskwiaków jajnik 
politroficzny i telotroficzny.

W jajniku politroficznym (rys. 3B) każda wzrastająca komórka jajowa ma swoją własną 
grupę komórek odżywczych, połączonych między sobą i z nią za pomocą mostków cytopla- 
zmatycznych. Zespół taki powstaje drogą synchronicznych, niecałkowitych podziałów oo­
gonialnej komórki wyjściowej. Wśród komórek zespołu jedna staje się oocytem, a reszta 
trofocytami. Liczbę komórek w gronie określa wzór N  = 2n (n oznacza gatunkowo specyficzną 
liczbę podziałów mitotycznych). I tak np. w jajniku Drosophila na skutek czterech synchro­
nicznych podziałów komórki wyjściowej powstaje grono zawierające jeden oocyt i 15 ko­
mórek odżywczych. W podstawowej części germarium komórki folikulame otaczają 
rozmieszczone wzdłuż długiej osi owarioli zespoły połączonych ze sobą komórek płciowych. 
Zespoły te przemieszczają się następnie do witelarium. Jajniki politroficzne występują u 
gryzków, wszołów, chrząszczy drapieżnych, wojsiłek, sieciarek, muchówek, motyli i błonkó- 
wek.

W jajniku teletroficznym w czasie rozwoju komórki odżywcze pozostają na szczycie 
owarioli i tworzą jedną, wspólną dla wzrastających oocytów komorę odżywczą. Jej łączność 
z oocytami utrzymana jest za pośrednictwem sznurów (rys. 3C) troficznych, będących 
rozciągniętymi mostkami cytoplazmatycznymi, szczególnie dobrze rozwiniętymi w jajnikach 
pluskwiaków [10, 13, 16]. Jajnik telotroficzny występuje w czterech grupach owadów: u 
pluskwiaków, chrząszczy wielożemych, wielbłądek i wielkoskrzydłych.

PREWITELOGENEZA, SYNTEZA RNA

Okres prewitelogenezy charakteryzuje przede wszystkim synteza RNA, która przebiega 
odmiennie w jajnikach panoistycznych i meroistycznych. W jajniku panoistycznym źródłem 
RNA jest synteza w jądrze oocytu. Chromosomy przyjmują postać chromosomów szczotecz­
kowych i syntetyzują długożyjący, matrycowy mRNA [14], Poza RNA matrycowym, w jądrze 
oocytu powstaje też duża ilość rRNA umożliwiająca powstanie rybosomów, które będą 
wykorzystane w okresie embriogenezy [14], W jądrze oocytu zawierającym 4C DNA, wzmo­
żona synteza RNA możliwa jest dzięki wybiórczej replikacji genów -  amplifikacji genów 
rybosomalnych (rDNA) leżących w obrębie organizatora jąderkowego. Amplifikacja rDNA 
zachodzi w oocytach u większości owadów o panoistycznym typie jajnika [5] i często 
morfologicznym obrazem ukończenia tego procesu jest obecność w jądrze oocytu pozachro- 
mosomalnego DNA, czyli rDNA odłączonego od chromosomu. Wokół pozachromosomalne- 
go DNA tworzą się setki jąderek lub powstaje jedno duże jąderko. Amplifikacja rDNA nie 
jest zjawiskiem odosobnionym u owadów i zachodzi u wielu gatunków zwierząt w czasie
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oogenezy. Po raz pierwszy odkryto ją  w oocytach płazów [4, 5]. Obliczono, że gdyby oocyty 
u Xenopus laevis wzrastały przy normalnej, somatycznej zawartości rDNA, proces oogenezy 
trwałby ok. 400 lat. Tysiąckrotne zwiększenie liczby genów kodujących rDNA powoduje 
skrócenie tego procesu do 4-5 miesięcy [4].

W jajnikach meroistycznych funkcję syntezy RNA przejmują komórki odżywcze [11, 14,
16], tylko u nielicznych gatunków jądro oocytu również syntetyzuje rRNA (zjawisko to jest 
związane z obecnością pozachromosomalnego DNA w jądrze oocytu) [3, 5]. Aby podołać 
masowej produkcji rRNA, komórki odżywcze ulegają poliploidyzacji [11, 16]. Niekiedy 
jednak endoreduplikacja (poliploidyzacja) całości genomu nie jest wystarczająca, wtedy w 
trofocytach zachodzi "dodatkowa" amplifikacja rDNA. Procesy takie opisano w jajniku 
politroficznym [5] i telotroficznym [6]. Niezależnie od typu jajnika, cechy morfologiczne 
komórek odżywczych są bardzo podobne. Charakteryzuje je obecność poliploidalnego jądra. 
Osłonka jądrowa zawiera liczne pory, przez które do cytoplazmy przedostają się syntetyzo­
wane w jądrze rybonukleoproteidy (RNP). W pobliżu osłonki jądrowej od strony cyto- 
plazmatycznej, RNP tworzą charakterystyczne skupienia elektronowo gęstego, ziarnistego 
materiału, blisko których występują mitochondria. Głównym składnikiem cytoplazmy trofo- 
cytów są wolne rybosomy, które następnie poprzez mostki cytoplazmatyczne (owariola 
politroficzna) lub sznury odżywcze (owariola telotroficzna) przekazywane są do wzrastają­
cych oocytów.

WITELOGENEZA

Żółtko w oocytach większości owadów pows­
taje w drodze heterosyntetycznej witelogenezy. 
Miejscem syntezy białek żółtka -  witelogęnin u 
większości owadów jest ciało tłuszczowe (wyjąt­
kowo tylko komórki nabłonka folikulamego) [1,
17], Głównym białkiem specyficznym dla samic, 
syntetyzowanym i uwalnianym przez komórki cia­
ła tłuszczowego jest witelogenina pobierana nastę­
pnie z hemolimfy przez wzrastające oocyty i 
akumulowana jako witelina. Różnica pomiędzy 
witelogeniną a witeliną jest niewielka i dotyczy 
głównie rozpuszczalności. Białka wytworzone w 
ciele tłuszczowym uwalniane są do hemolimfy, 
następnie przenikają przez blaszkę podstawną o- 
warioli i poprzez przestrzenie pomiędzy komórka­
mi folikularnymi przedostają się do powierzchni 
oocytu, gdzie ulegają zagęszczeniu, a następnie 
pobierane sę przez oocyt w drodze pinocytozy. 
Pęcherzyki mikropinocytotyczne zawierające eg­
zogenny materiał zlewają się ze sobą i dają otoczo­
ne błoną cytoplazmatyczną kule żółtka (rys. 4), 
które pod koniec procesu witelogenezy gęsto wy-

Rys. 4. Schemat obrazujący heterosyntetyczną wi- 
telogenezę: p -  opłaszczone pinocytotyczne pę­
cherzyki zawierające egzogenny materiał -  w ite-' 
logeninę (kropki) zlewając się tworzą otoczone 
błoną kule żółtka -  biała gwiazdka, błona cyto- 

plazmatyczna oocytu -  strzałki
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pełniającytoplazmę oocytu (rys. 3A,B,C). Równocześnie z pobieraniem żółtka w cytoplazmie 
pojawiają się krople lipidów i glikogen.

ROLA KOMÓREK FOLIKULARNYCH

W witelarium owarioli panoistycznej i telotroficznej komórki folikularne w postaci jedno­
warstwowego nabłonka otaczają wzrastające oocyty, a w owarioli politroficznej oocyty wraz 
z towarzyszącymi komórkami odżywczymi. W miarę postępującego procesu witelogenezy 
komórki folikularne podlegają wyraźnym morfologicznym i fizjologicznym zmianom zwią­
zanym z ich funkcją [2]. W okresie prewitelogenezy komórki folikularne o kształcie kubicz- 
nym szczelnie do siebie przylegają; pomiędzy komórkami występują połączenia przegrodowe. 
Na początku witelogenezy połączenia te zanikają i pojawiają się przestrzenie między komór­
kami folikulamymi, jak i pomiędzy komórkami folikulamymi a oocytem. Tego typu zmiany 
umożliwiają przenikanie witelogeniny do powierzchni oocytu. Tylko w nielicznych przypad­
kach w okresie witelogenezy komórki folikularne uczestniczą w syntezie białek. Po ukoń­
czeniu procesu witelogenezy połączenia przegrodowe pomiędzy komórkami nabłonka są 
odtwarzane; w taki sposób nabłonek folikulamy "decyduje" o zakończeniu procesu witeloge­
nezy. W tym czasie komórki nabłonka folikularnego rozpoczynają syntezę osłon jajowych: 
osłonki żółtkowej i chorionu. W cytoplazmie komórek folikulamych obserwuje się rozbudowę 
szorstkiej siateczki śródplazmatycznej oraz kompleksów Golgiego. Materiał przeznaczony na 
osłony syntetyzowany jest przez RER i zagęszczany w aparacie Golgiego. Odłączające się od 
aparatu Golgiego wakuole sekrecyjne wydzielają swoją zawartość do przestrzeni pomiędzy 
oocytem a nabłonkiem folikularnym w drodze egzocytozy. Najpierw powstaje osłonka żół­
tkowa, potem chorion o zróżnicowanej strukturze, zawierający u wielu gatunków owadów 
specjalny obszar, tzw. mikropyle, przez które do cytoplazmy oocytu dostaje się plemnik.

HORMONALNA KONTROLA PROCESU WITELOGENEZY

Proces oogenezy u owadów kontrolowany jest w drodze hormonalnej i w różnych grupach 
przebiega odmiennie. Endokrynalne funkcje w organizmie owadów pełnią komórki neurose- 
krecyjne zlokalizowane w mózgu i w zwojach brzusznego łańcuszka nerwowego oraz gruczo­
ły wewnętrznego wydzielania w postaci ciał przyległych (corpora allata) produkujących 
lipidowy hormon juwenilny oraz gruczoły przedtułowia występujące u larw i poczwarek, 
syntetyzujące sterydowy hormon ekdyzon. Źródłem tego hormonu może być u niektórych 
gatunków również jajnik [8, 9, 12].

Pierwsze doświadczenia dostarczające dowodów, że rozwój jaj regulowany jest hormo­
nalnie dostarczyły badania prowadzone nad pluskwiakiem Rhodnius prolixus [12], Jeżeli 
samica zostanie pozbawiona ciał przyległych, to nie dochodzi do wzrostu jaj w jajniku. Dalsze 
badania potwierdziły, że u niektórych owadów hormon juwenilny konieczny jest do prawid­
łowego przebiegu procesu oogenezy [12, 15], zaś kontrola witelogenezy u innych owadów 
zależna jest od ekdyzonu wydzielanego przez jajnik [9, 15].
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ROLA HORMONU JUWENILNEGO W OKRESIE WITELOGENEZY

Liczne badania wykazały, że hormon juwenilny wydzielany przez ciała przyległe stymu­
luje syntezę witelogeniny w ciele tłuszczowym i ułatwia jej akumulację przez wzrastający 
oocyt (rys. 5). Taką rolę w czasie oogenezy odgrywa u karaczanów, szarańczaków, chrząszczy 
i niektórych gatunków spośród łuskoskrzydłych [15]. Hormon ten w organizmie samicy działa 
bezpośrednio na komórki ciała tłuszczowego inicjując syntezę odpowiedniego dla witeloge­
niny mRNA. Komórki ciała tłuszczowego na stymulację hormonem juwenilnym odpowiadają 
rozbudową RER i kompleksów Golgiego. Wzrasta poziom syntezy DNA, RNA, a zwłaszcza 
związanego z syntezą witelogeniny odpowiedniego mRNA (Vg mRNA). Hormon juwenilny 
ponadto u wielu gatunków owadów konieczny jest do regulacji procesu pobierania witeloge­
niny przez wzrastający oocyt oddziałując na komórki folikulame. Podczas przebiegu tego 
procesu hormon juwenilny wpływa na morfologię i procesy biochemiczne zachodzące w 
nabłonku folikulamym. Na stymulację hormonem komórki odpowiadają pojawieniem się 
przestworów umożliwiających przechodzenie witelogeniny do powierzchni oocytu oraz poli- 
ploidyzacją jąder i rozbudową RER, co związane jest z przygotowaniem do przyszłej syntezy 
chorionu [12]. Sugeruje się, że oprócz zwiększenia przepuszczalności komórek folikulamych, 
JH indukuje też pojawienie się specyficznych receptorów dla witelogeniny na powierzchni 
oocytu [15].

Rys. 5. Rola hormonu juwenilnego w okresie oogenezy: CA -  ciała przyległe (corpora allata) wydzielają hor­
mon juwenilny JH oddziałujący na ciało tłuszczowe (CT), powoduje stymulację syntezy witelogeniny WT, JH 

wpływając na jajniki umożliwia pobieranie witelogeniny przez wzrastające oocyty
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ROLA EKDYZONU W OKRESIE WITELOGENEZY

Zupełnie inny typ regulacji hormonalnej procesu oogenezy występuje u niższych muchó­
wek. Dogodnym materiałem do badań stał się komar Aedes aegypti. U tego gatunku doszło 
do ścisłej korelacji pomiędzy procesem oo­
genezy a pobraniem krwi. W efekcie tylko 
odżywione krwią samice zdolne są do szy­
bkiej produkcji jaj. Synteza witelogeniny w 
ciele tłuszczowym zachodzi tylko przy 
obecności jajnika. Okazało się, że gonada 
żeńska syntetyzuje ekdyzon, który po 
przejściu w 20-HE (20-hydroksyekdyzon) 
stymuluje syntezę witelogeniny w ciele 
tłuszczowym, a w konsekwencji wzrost jaj.
Zaproponowany model przedstawia się na­
stępująco [8, 12, 15]. Przejście z postaci 
poczwarki do stadium dorosłego stanowi 
bodziec dla rozwoju oocytów do pewnego 
okresu, w którym pozostają aż do momentu 
pobrania krwi przez samicę. Okres ten 
znajduje się pod kontrolą hormonu juwe- 
nilnego, który przygotowuje ciało tłusz­
czowe do odpowiedzi na działanie ekdy- 
zonu, a oocyty do przyszłego pobierania 
materiału egzogennego (powstanie licz­
nych pęcherzyków opłaszczonych, mikro- 
kosmków i receptorów dla witelogenin) [15]. Odżywianie się krwią jest bodźcem powodują­
cym wydzielenie przez komórki neurosekrecyjne mózgu (rys. 6) peptydowego neurohormonu 
EDNH (egg development neurosecretory hormone), który wpływa z kolei na wydzielanie 
ekdyzonu przez jajnik. Hormon ten po przejściu w 20-HE (hydroksyekdyzon) działa na 
komórki ciała tłuszczowego stymulując je do syntezy i wydzielania witelogeniny.

Nieco odmiennie przedstawia się kontrola procesu witelogenezy u wyższych muchówek, 
u których część żółtka pochodzi z aktywności syntetycznej komórek folikulamych. Przypu­
szcza się, że u Drosophila w regulację syntezy witelogeniny w ciele tłuszczowym zaangażo­
wany jest ekdyzon, a hormon juwenilny działa na jajnik [15].

DOKOŃCZENIE PODZIAŁU MEJOTYCZNEGO

Podział mejotyczny w czasie oogenezy owadów zatrzymany został w okresie profazy 
pierwszego etapu podziału mejotycznego, w diplotenie. W tej fazie zarówno w jądrze oocytu, 
jak i w cytoplazmie zachodzą bardzo ważne procesy (prewitelogeneza, witelogeneza, tworze­
nie osłon) umożliwiające przyszły rozwój zarodka. Oocyty "przygotowane" do dalszego 
rozwoju przechodząc w pobliżu zbiornika nasiennego wchodzą w kontakt z plemnikami, które

Rys. 6. Rola ekdyzonu w procesie oogenezy -  pod wpły­
wem pobrania krwi komórki neurosekrecyjne mózgu wy­
dzielają EDNH oddziałujący na jajnik, który z kolei 
wydziela ekdyzon (E) stymulujący syntezę witelogeni­

ny (WT) w ciele tłuszczowym (CT)
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wnikają do ooplazmy poprzez mikropyle (patrz wyżej). W tym momencie stymulowane jest 
zakończenie podziału mejotycznego; w konsekwencji jądro oocytu staje się haploidalnym 
przedjądrzem żeńskim, które z kolei łączy się z przedjądrzem męskim (kariogamia) tworząc 
jądro zygotyczne.
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BUDOWA I ROLA HISTONU HI

STRUCTURE AND FUNCTION OF HI HISTONE

Elżbieta HRABEC, Andrzej PŁUCIENNICZAK

Zakład Biochemii Instytutu Fizjologii i Biochemii AM Łódź, Centrum Mikrobiologii
i Wirusologii PAN, Łódź

Streszczenie. W przeciwieństwie do konserwatywnego sekwencyjnie histonu H4, cząsteczki H 1 wykazują zmienność 
strukturalną, nawet w obrębie organizmów czy tkanek, z których zostały wyizolowane. Białka te zbudowane są z 
trzech odrębnych strukturalnie domen ("nos", "głowa", "ogon"), które spełniają różne funkcje w strukturze chroma­
tyny. Histony HI zlokalizowane są poza cząstką rdzeniową i są niezbędne w formowaniu wyższego rzędu struktury 
chromatyny. Wiele danych wskazuje na obecność cząsteczek HI zarówno w aktywnej transkrypcyjnie, jak i 
nieaktywnej chromatynie. Wyniki prowadzonych badań sugerują udział histonu HI w blokowaniu ekspresji genów 
poprzez kondensowanie włókien chromatynowych, a także poprzez bezpośrednie lub pośrednie blokowanie wiązania 
czynników transkrypcyjnych. Cząsteczki HI wykazują znaczne podobieństwo strukturalne do GTPaz i według 
Oikarinena mogą pośredniczyć w działaniu jądrowych receptorów.

Słowa kluczowe: Histon H I, domeny H I, nukleosom, chromatyna, wiązanie 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 1 molecular structure displays considerable similarity to that of GTPases and Oikarinen suggest 
that these proteins may be involved in mediating the action of nuclear receptors.

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

WSTĘP

Histony stanowią grupę białek powszechnie występujących w jądrach komórek eukarioty­
cznych, charakteryzującą się znaczną stabilnością ewolucyjną. Spośród wszystkich histonów
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najmniej zmienny jest histon H4 [51], natomiast HI wykazuje największą heterogenność 
zarówno gatunkową, jak i tkankową [4, 29, 30, 51].

Końcowym efektem interakcji histonów rdzeniowych (H2A, H2B, H3, H4) jest utworzenie 
kompleksu oktamerycznego, zawierającego po dwie cząsteczki każdego z czterech rodzajów 
histonów, na który nawinięty jest łańcuch DNA [48]. Taka podstawowa jednostka strukturalna 
nosi nazwę nukleosomu. Histon HI nie bierze udziału w tworzeniu struktury nukleosomalnej. 
Uważa się, że jest on odpowiedzialny za tworzenie i stabilizację struktur wyższego rzędu. 
Prawdopodobnie najważniejszą cechą histonów bogatych w lizynę jest ich zdolność do 
indukowania kondensacji włókien polinukleosomowych. Z funkcjonalnego punktu widzenia 
kondensacja zależna od histonu HI może wpływać na regulację ekspresji genów i pojawił się 
już szereg dowodów podtrzymujących tę hipotezę [7, 13, 16, 28, 52],

Zważywszy, że cząsteczki H 1 pełnią tak ważną funkcję w genomie komórkowym, wydaje 
się zaskakujące, jak niewiele do tej pory wiadomo na temat mechanizmu hamowania trans­
krypcji przez te białka. Nie w pełni jasny jest także mechanizm, dzięki któremu cząsteczki H 1 
indukują konformacyjne zmiany chromatyny, konieczne do utworzenia struktur wyższego 
rzędu.

UDZIAŁ HISTONÓW HI W STRUKTURZE I FUNKCJI CHROMATYNY

BUDOWA HISTONÓW HI SSAKÓW

Typowy somatyczny histon HI ssaków, spośród których najlepiej do tej pory został 
zbadany histon HI z grasicy cielęcia, jest białkiem o masie cząsteczkowej wynoszącej średnio 
20 500 daltonów i zawiera ok. 27 mol% lizyny, 24 mol% alaniny, 9 mol% proliny i jedynie 
ok. 2 mol% argininy. Aminokwasem N-końcowym jest acetyloseryna [4, 30], natomiast 
C-końcowym lizyna [29,30]. Jest białkiem ubogim w aminokwasy aromatyczne i praktycznie 
nie ma w jego składzie aminokwasów zawierających siarkę. Aminokwasy aromatyczne 
występują w konserwatywnych pozycjach odpowiadających sekwencyjnie 72 reszcie tyrozy­
ny oraz 106 reszcie fenyloalaniny subfrakcji RTL-3 z grasicy królika. Mimo że u różnych 
gatunków można zaobserwować spore różnice w składzie aminokwasowym oraz masie 
cząsteczkowej, wszystkie histony HI mają wspólny plan budowy. Można w nich wyróżnić 
trzy odrębne domeny [33]; silnie zasadowy, nie mający uporządkowanej struktury drugorzę- 
dowej odcinek N-końcowy, obejmujący ok. 36 reszt aminokwasowych, domenę globularną, 
obejmującą ok. 80 reszt aminokwasowych, skupiającą większość aminokwasów hydrofobo­
wych i wykazującą typowy dla białek globularnych skład aminokwasowy oraz długą silnie 
zasadową domenę C-końcową bogatą w lizynę, alaninę i prolinę. Domena C-końcowa skupia 
aż 80% wymienionych aminokwasów.

Uszeregowanie sekwencji różnych histonów HI na podstawie maksimum zgodności 
powtarzających się reszt prolilowych wskazuje, że w domenie N-końcowej można wyodrębnić 
dwie subdomeny [4]. Hydrofobowy, prolilowo-alanylowy segment różni się strukturalnie od 
dodatnio naładowanego regionu skupiającego 90% zasadowych reszt tej domeny. W subfra­
kcji CTL-1 z grasicy cielęcia zasadowa subdomena obejmuje reszty 20-33 i w tym odcinku 
można wyróżnić trzy bloki reszt zasadowych, znajdujące się w pozycjach: 20-22, 25-26 oraz 
31-33. Środkowy blok jest mniej stabilny ewolucyjnie od bloków skrajnych [4].
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Domena globulama jest najbardziej konserwatywnym elementem struktury histonów HI 
[1, 10], natomiast powszechnie przyjmuje się, że obszary N- i C-końcowe wykazują znaczną 
zmienność strukturalną [35]. Zgodnie jednak z wynikami uzyskanymi po uporządkowaniu 
domen N-końcowych różnych histonów HI na podstawie maksimum zgodności reszt proliny, 
opisywana wysoka zmienność sekwencyjna tej domeny może być jednak poważnym uprosz­
czeniem. Uporządkowanie takie wskazuje w gruncie rzeczy na znaczny stopień konserwaty w- 
ności tego regionu [4],

Najdłuższa ze wszystkich, domena C-końcowa, u ssaków obejmuje ok. 100 aminokwasów, 
aczkolwiek długość tego regionu jest bardzo zmienna u Eukaryota. Dominującymi aminokwa­
sami są: lizyna (40 mol%), alanina (30 mol%) i prolina (12 mol%). Stosunkowo duży jest też 
udział seryny i treoniny (łącznie 3-5 mol%). Aminokwasy aromatyczne nie występują w tej 
domenie. Jest to najbardziej zasadowy fragment, zawierający ok. 66% wszystkich reszt lizyny 
cząsteczki H I. Pod względem składu aminokwasowego domena C-końcowa do pewnego 
stopnia przypomina domenę N-końcową, ale rozmieszczenie dominujących reszt aminokwa- 
sowych jest zupełnie inne. Podczas gdy w domenie N-końcowej można odnaleźć bloki reszt 
zasadowych i region bogaty w prolinę i alaninę, taka segregacja aminokwasów nie występuje 
w domenie C-końcowej. Wyniki badań Maedera i Bóhma [22] oraz Subirany [45] wskazują 
jednak, że rozmieszczenie trzech dominujących w tym regionie aminokwasów nie jest 
przypadkowe. Analiza komputerowa dostępnych sekwencji wykazała, że reszty alanylowe 
występują często po dwie obok siebie lub w odległości 3-5 aminokwasów. Takie rozmiesz­
czenie reszt alanylowych jest niezgodne ze statystycznym rozkładem tych reszt dla peptydu
0 identycznym składzie aminokwasowym. Z kolei reszty lizyny znacznie rzadziej występują 
w dubletach, niż wynikałoby z rozkładu statystycznego. Odstępy między nimi wynoszą 
najczęściej 1-6 aminokwasów i rozkład ładunków w tej domenie jest stosunkowo równomier­
ny [22, 45]. Prolina zawsze występuje pojedynczo, w odstępach co 3-6 i 11-14 reszt 
aminokwasowych.

W roztworze domena C-końcowa jest niezestrukturalizowana. Ze względu na brak oddzia­
ływań wewnętrznych ta część łańcucha jest niezwykle elastyczna i mobilna. W chromatynie 
natomiast, kiedy zostaną zneutralizowane odpychające oddziaływania między dodatnio nała­
dowanymi resztami lizyny bardzo prawdopodobne jest tworzenie krótkich odcinków a-heli- 
kalnych pomiędzy resztami prolilowymi [22] ]. Tak więc pomimo znacznych różnic w długości
1 sekwencji aminokwasowej domeny C-końcowej histonów HI u Eukaryota, jest to w istocie 
region konserwatywny strukturalnie. Jego konserwatywność wynika z podobnego u wszy­
stkich organizmów składu aminokwasowego oraz z pewnej regularności w rozmieszczeniu 
reszt aminokwasowych, co ma znaczenie w tworzeniu struktury a-helikalnej. Domeny C-koń­
cowe histonów HI po związaniu się z DNA występują w formie rozwiniętej i zawierają 
hydrofobowe, powtarzające się odcinki helikalne, przy czym ich liczba i długość może być 
różna w różnych histonach HI [22],

Jaką funkcję spełniają poszczególne domeny? Eksperymenty rekonstrukcyjne z zastoso­
waniem fragmentów H 1 wskazują, że domena globulama praktycznie nie wykazuje zdolności 
do kondensowania DNA, a przypuszczalnie odpowiedzialna jest za prawidłowe osadzenie 
cząsteczek HI na nukleosomie i zajmuje centralne miejsce w tej strukturze, spinając wcho­
dzący i schodzący z nukleosomu łańcuch DNA [1,2]. Chromatyna zrekonstruowana z domeną 
C-końcową zdolna jest do kondensacji, ale w znacznie mniejszym stopniu niż zrekonstruowa­
na z H I. Stosując natomiast w eksperymentach rekonstrukcyjnych fragmenty HI zawierające 
domenę globulamą i C-końcową (GC-H1), obserwowano pełen efekt kondensacyjny. Suge­
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ruje to, że w istocie do indukowania struktur wyższego rzędu niezbędna jest domena C-koń- 
cowa, ale ujawnienie jej skutecznego działania wymaga, aby została osadzona na nukleosomie 
przez domenę globularną [1,2]. Szczegółowe badania wykazały, że w prawidłowym uloko­
waniu cząsteczek HI uczestniczy także domena N-końcowa, a ściślej, jej zasadowa subdome- 
na [1, 2], Funkcja bloku prolinowo-alaninowego nadal pozostaje niejasna.

W ocenie wyników tego rodzaju eksperymentów należy jednak wziąć pod uwagę fakt, że 
chromatyna rekonstruowana nie odpowiada w pełni natywnej chromatynie. Wykazano, że 
histon łącznikowy może zmieniać układ oktamerów histonów rdzeniowych lub odstępy 
między nukleosomami (ang. nucleosomepositioning) [18,44], Przy braku histonu HI odstępy 
między nukleosomami zrekonstruowanymi in vitro są regularne, a nukleosomy są zdolne do 
"ślizgania się" wzdłuż nici DNA [43], natomiast histon HI powoduje ustalanie nukleosomów 
w określonych pozycjach oraz zanik regularności w odstępach międzynukleosomowych [39]. 
Może to być wynikiem wiązania się cząsteczek HI ze specyficznymi sekwencjami DNA. Taka 
możliwość jest rozważana przez wielu autorów [11, 13, 23, 37, 38,42,46]; zwłaszcza dobrze 
udokumentowana jest zdolność cząsteczek HI do wiązania się w regionie DNA bogatym w 
pary AT [11, 13, 46]. Przypuszczalnie w rozpoznawaniu tego regionu uczestniczy domena 
C-końcowa, a ściślej fragmenty o sekwencji SPKK. Fosforylacja reszt serylowych w tych 
motywach sekwencyjnych osłabia wiązanie HI z DNA, co może mieć znaczenie regulacyjne,

UDZIAŁ HISTONÓW HI W REGULACJI TRANSKRYPCJI

Caron i Thomas [5] stosując fragmenty uzyskane w wyniku trawienia chromatyny nukleazą 
ze Staphylococcus aureus stwierdzili, że w obecności 70 mM NaCl następowało bardzo 
szybkie i całkowite zrównoważenie cząsteczek HI pomiędzy fragmentami chromatyny. 
Sugerowało to, że w warunkach fizjologicznej siły jonowej (w 150 mM NaCl) również będzie 
miała miejsce całkowita i szybka wymiana histonów HI w chromatynie.

Przemieszczanie się cząsteczek H 1 w obrębie chromatyny było także obserwowane pod­
czas eksperymentów Wu i wsp. [50], którzy przeprowadzili fuzję komórek HeLa z fibro- 
blastami myszy. Wymiana cząsteczek HI między jądrami w heterokarionie zachodziła w 
niewielkim stopniu, ale po fuzji jąder i mitozie następowało zrównoważenie HI między 
chromatyną ludzką i mysią. (W podobnych badaniach fuzyjnych wykazano, że histony 
rdzeniowe H3 i H4 nie przemieszczają się pomiędzy jądrami w obrębie heterokarionu, ani też 
nie przechodzą z ludzkich do mysich chromosomów w obrębie nowo utworzonych hybrydo­
wych jąder komórkowych [25]). Stwierdzono także, że w przeciwieństwie do histonów H3 i 
H4, które są odkładane na DNA w sposób konserwatywny, nowo syntetyzowane cząsteczki 
HI można odnaleźć zarówno na uprzednio istniejącej, jak i na potomnej nici DNA. Sugeruje 
to, że nowo powstałe histony HI wymieniają się ze "starymi"cząsteczkami. Zjawisko to może 
zachodzić spontanicznie lub może być ułatwione np. destabilizacją interakcji DNA-histon w 
wyniku przemieszczania się polimerazy RNA wzdłuż łańcucha DNA. Jednakże fakt, iż wielu 
autorów uważa, że sposób rozmieszczenia H 1 w różnych regionach chromatyny może mieć 
znaczenie funkcjonalne [8, 10, 14, 20, 40, 41, 49], jest trudny do pogodzenia z koncepcją 
swobodnego przemieszczania się cząsteczek H 1.

Jeden z kontrowersyjnych problemów, skupiających ostatnio wiele uwagi, dotyczył obe­
cności histonów HI w obszarach chromatyny aktywnej transkrypcyjnie. Cechą charaktery­
styczną chromatyny aktywnej transkrypcyjnie poza zmniejszeniem gęstości nukleosomów 
przypadających na jednostkę długości DNA jest brak struktury solenoidowej i wydaje się, że
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rozwinięcie zwartej struktury 30 nm włókna grubego jest prawdopodobnie warunkiem wstę­
pnym, umożliwiającym transkrypcję [9, 36]. Skoro główną funkcją histonu H 1 jest kondensa­
cja chromatyny, można założyć, że różnice w stopniu skondensowania związane są z 
regionalnymi różnicami (jakościowymi i ilościowymi) w zawartości histonu HI. Wykazano, 
że obecność stabilnego, aktywnego kompleksu transkrypcyjnego chroni geny 5S RNA u 
Xenopus laevis przed wiązaniem pośredniczących w represji cząsteczek HI [41]. Z kolei, 
frakcjonowanie chromatyny erytrocytów ptasich daje w wyniku odrębne supramolekularne 
cząstki bogate w nieaktywne geny i sugeruje się, że strukturę tych cząstek utrzymują histony 
H 1 [49]. Stawiając więc hipotezę, w myśl której struktura chromatyny wraz z sekwencją DNA 
byłaby odpowiedzialna za determinację komórek, należałoby przyjąć, że histony H 1 są zdolne 
do utrzymania stopnia skondensowania poszczególnych regionów chromatyny podczas kolej­
nych podziałów komórkowych. Badając rozmieszczenie tego białka w różnych regionach 
chromatyny wykazano, że histon HI jest odnajdywany w stechiometrycznych ilościach w 
nukleosomach zawierających 5-metylocytozynę -  zmodyfikowaną zasadę, o której wiadomo, 
że występuje w nieczynnych fragmentach genomu [3]. Jednakże wiele danych wskazuje na 
obecność cząsteczek HI także w regionach aktywnych transkrypcyjnie. Rozdział elektrofore- 
tyczny fragmentów chromatyny łagodnie trawionych nukleazą ujawnił, że histon HI wiąże 
się z łańcuchami polinukleosomowymi pochodzącymi z regionów aktywnych transkrypcyjnie. 
Wykazano jednak, że związany on był w sposób, który nie prowadził do powstawania struktur 
wyższego rzędu [49]. Potwierdzają to również ostatnio przeprowadzone eksperymenty z 
zastosowaniem związków sprzęgających. Wskazują one na obecność cząsteczek HI w obsza­
rach chromatyny zarówno nieaktywnej, jak i aktywnej transkrypcyjnie, ale w tej ostatniej mają 
one być związane w inny sposób [28], Także prace prowadzone przez Kamakakę i Thomasa 
[16] dostarczają przekonujących dowodów na obecność histonów HI we frakcji chromatyny 
aktywnej transkrypcyjnie, aczkolwiek w zmniejszonej o 20 do 40% ilości. Autorzy sugerują, 
że brak pojedynczej cząsteczki HI w dowolnym punkcie łańcucha polinukleosomowego może 
być powodem zaniku kooperatywnych oddziaływań stabilizujących in vivo formowanie 30 
nm włókna, co prowadzi do utworzenia bardziej otwartej konformacji chromatyny.

Poza tym, w kontekście udziału HI w regulacji transkrypcji nie bez znaczenia jest duża 
heterogenność charakterystyczna dla tej klasy białek. Daneholt i Grossbach [7], podobnie jak 
i Zlatanova [52] stwierdzili, że warianty HI nie są rozmieszczone w chromatynie w sposób 
przypadkowy. U Chironomus thummi specyficzny wariant HI związany jest z obszarami 
skondensowanej chromatyny, które obejmują powtarzające się sekwencje, późno replikujące­
go DNA. Struktura tego wariantu znacznie różni się od struktury innych wariantów HI w tej 
samej komórce. Przyjmując zatem dynamiczny model, zgodnie z którym dochodziłoby do 
wymiany cząsteczek HI w chromatynie, wymiana taka mogłaby mieć miejsce jedynie między 
takimi samymi subfrakcjami.

Wydaje się, że nowo syntetyzowany histon HI jest odkładany na DNA w sposób niekon- 
serwatywny, ale cząsteczki HI nie wiążą się z DNA w sposób przypadkowy i ułożenie to 
utrzymuje się podczas wielu podziałów komórkowych [20]. Badania prowadzone przez 
Huanga i Cole’a [10] również wykazały stabilne, nierównomierne rozmieszczenie histonów 
HI w chromatynie. Klasa chromatyny rozpuszczalnej była uboga w cząsteczki HI w przeci­
wieństwie do klasy chromatyny nierozpuszczalnej. Ponadto, jak wykazano [10], histon HI nie 
wymieniał się między tymi dwoma klasami chromatyny.

Podstawa odrębności między klasami chromatyny nie jest w pełni wyjaśniona i różnice w 
wiązaniu histonów HI mogą stanowić właściwą podstawę regulacji ekspresji genów. W
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świetle przytoczonych poglądów rola histonu HI w stabilizacji chromatyny i utrzymywaniu 
stopnia skondensowania poszczególnych jej regionów przez następujące po sobie podziały 
komórkowe może być porównana do roli mostków dwusiarczkowych w stabilizacji struktury 
białek [10].

Ciekawy model opisujący udział histonu HI w regulacji ekspresji genów zaproponował 
Oikarinen [31]. Autor podejmuje próbę połączenia w logiczną całość kilku elementów 
wpływających na transkrypcję, takich jak: histony HI, białkowe aktywatory transkrypcji 
(CTF/NF-I i AP-1) i wreszcie receptory jądrowe. Nim przejdziemy do omawiania założeń tego 
modelu, Czytelnikowi należy się parę słów wprowadzenia, charakteryzujących poszczególne 
jego elementy. Otóż koncepcja ta mogła powstać dopiero po odkryciu faktu, że histony HI są 
białkami wiążącymi nukleotydy [24, 37]. Przypuszczenie takie wysunięto badając homologię 
sekwencyjną pomiędzy domeną wiążącą nukleotydy w podjednostce katalitycznej kinazy A 
oraz cząsteczkami HI [37]. W świetle ostatnich danych wydaje się, że domeny wiążące 
nukleotydy w cząsteczkach H 1 preferencyjnie oddziałują z GDP/GTP i ADP/ATP [24, 31, 32] 
i że nukleotydy te wpływają na wiązanie cząsteczek HI z DNA [24, 31]. Przypuszczalnie 
dwufosforany nukleozydów stabilizują stan, w którym HI wykazuje większe powinowactwo 
do DNA, podczas gdy trójfosforany nukleozydów osłabiają to wiązanie [32]. Według Oikari- 
nena histony HI wykazują również zdolność do hydrolizowania trój fosforanów nukleozydów 
do dwufosforanów, a także wbudowywania reszty fosforanowej do egzogennych białek [24, 
31]. Zatem cząsteczki HI ujawniają podobieństwo funkcjonalne do GTPaz i mogą zdaniem 
autora pośredniczyć w działaniu receptorów jądrowych [24, 31].

CTF/NF-I jest eukariotycznym białkiem wiążącym się z DNA, które uczestniczy zarówno 
w procesie replikacji DNA, jak i w transkrypcji genów [15, 26]. Białko to rozpoznaje 
preferencyjnie sekwencję 5 ’-TTGGCAnnnTGCCAA-3’ (consensus) i wydaje się, że ten sam 
motyw sekwencyjny lub jego część może być rozpoznawana przez cząsteczki HI [23], 
Mechanizm działania CTF/NF-I jest jak dotąd nieznany, wiadomo jednak, że białko to 
przeciwdziała kondensacji DNA. Z funkcjonalnego punktu widzenia doniosłą rolę odgrywa 
domena N-końcowa, wiążąca się z DNA i odpowiedzialna za aktywację replikacji oraz bogata 
w prolinę domena C-końcowa uczestnicząca w procesie transkrypcji [26],

AP-1 - heterodimeryczny kompleks produktów ekspresji genów c-fos i c-jun jest białko­
wym aktywatorem transkrypcji pośredniczącym w działaniu takich efektorów, jak estry 
forbolu i TGF-ß (przepływ informacji zależny od aktywacji kinazy C) [17, 27]. Niezwykle 
homologiczne domeny różnych form Fos/Jun wiążąc się z DNA, rozpoznają sekwencję: 5’ 
-TGA(C/G)TCA-3’ (consensus). AP-1 bierze udział w regulacji ekspresji genów związanych 
z proliferacją komórek, takich jak geny dla niektórych wewnątrzkomórkowych proteinaz. W 
chorobach nowotworowych wzrasta poziom syntezy kolagenaz i Fos oraz Jun są zdolne do 
indukcji syntezy tych enzymów i transformacji komórek, w sytuacji, kiedy są syntetyzowane 
w nadmiarze. Zwiększony poziom ekspresji genów kolagenazy w transformowanych komór­
kach, a także indukcja tych genów podczas normalnych podziałów komórkowych blokowana 
jest za pośrednictwem hormonów sterydowych, aczkolwiek mechanizm inhibicji pozostaje 
nadal niewyjaśniony [17].

W jaki sposób działają receptory jądrowe? Mechanizm molekularny pozostaje nadal 
nieznany, aczkolwiek przyjmuje się, że powodują stabilizację kompleksu inicjującego trans­
krypcję. Interakcja z DNA może nastąpić dopiero po związaniu z receptorem takich ligandów, 
jak hormony sterydowe, kwas retinowy czy 1,25-dihydroksycholekalcyferol. Wymienione 
ligandy powodują uwolnienie receptora z kompleksu z białkiem Hsp90 i jego dimeryzację
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[21]. Białko Hsp90 należące do rodziny białek szoku cieplnego zapobiega oddziaływaniu 
pomiędzy receptorem a DNA w nieobecności sygnału -  hormonu [21]. Wydaje się, że jądrowe 
receptory oddziałują także z innymi białkami szoku cieplnego, należącymi do rodziny Hsp70 
[31]. Znaczenie tych interakcji jest niewyjaśnione, aczkolwiek Oikarinen [31 ] uważa, że może 
to być związane z wymianą nukleotydów (proponowany przez autora mechanizm będzie 
dyskutowany w dalszej części rozdziału).

Po związaniu się z DNA receptory jądrowe powodują zmiany w strukturze chromatyny, 
których wynikiem jest indukcja lub represja pewnych genów [6, 34]. Sugerowano ostatnio, 
że mechanizm działania receptorów jądrowych i receptorów zlokalizowanych w błonie 
komórkowej może być podobny [47]. Zaobserwowano znaczną homologię sekwencyjną oraz 
konserwatywność regionów odpowiedzialnych za interakcję obu typów receptorów z GTPa- 
zami (podjednostka a  białek z rodziny G, będących łącznikiem w transmisji sygnałów z 
receptorów błonowych na ich efektory [19]), co może wskazywać na analogiczny mechanizm 
działania i wspólne ewolucyjne pochodzenie tych dwu rodzin receptorów [31].

Spróbujmy teraz iść dalej tokiem rozumowania Oikarinena [31] i znaleźć w tym układzie 
miejsce dla funkcjonowania histonów H 1. W stanie represji histon H 1 połączony z GDP byłby 
skompleksowany z DNA. Wymiana GDP na cząsteczkę GTP następowałaby za pośrednic­
twem receptorów jądrowych, a ściślej, jak już wspomniano powyżej, uczestniczyłyby w tym 
procesie związane z nimi białka szoku cieplnego. Po związaniu z GTP histon H 1 traci zdolność 
do interakcji z DNA i może łączyć się z innymi białkami efektorowymi (być może dyskuto­
wanymi aktywatorami transkrypcji). Biorąc pod uwagę fakt, że cząsteczki HI wykazują 
aktywność GTPazową, istnieje możliwość przerwania sygnału zapoczątkowanego połącze­
niem receptora jądrowego z hormonem i powrót cząsteczek HI do stanu wyjściowego, w 
którym wykazują wysokie powinowactwo do DNA (w połączeniu z GDP). Zaproponowany 
powyżej mechanizm obrazuje rysunek 1.

Wykazano, że obecność miejsca wiążącego CTF/NF-I jest warunkiem koniecznym dla 
działania hormonów sterydowych w przypadku niektórych genów indukowanych za pośred­
nictwem receptorów jądrowych [6,34], Miejsce to jest zlokalizowane w łącznikowym regionie 
nukleosomu i odpowiada miejscu wiązania cząsteczek HI. Jakie znaczenie może mieć ten 
fakt? Oikarinen [31 ] postuluje, że aktywatory transkrypcji (CTF/NF-I i Fos/Jun) wiążą się po 
przeciwnej stronie podwójnej helisy DNA niż HI (oddziałują z większą bruzdą). Pozwala to 
na jednoczesne wiązanie H 1 i jednego z tych aktywatorów. Mogłoby zatem dochodzić do 
oddziaływań między nimi, prowadzących na przykład do aktywacji CTF/NF-I przez HI [31]. 
Z drugiej strony, wiadomo, że jądrowe receptory w wielu przypadkach przeciwdziałają 
aktywującemu wpływowi AP-1 na transkrypcję, mimo że wiążą się w innym regionie DNA. 
Mechanizm tego zjawiska pozostaje niewyjaśniony, tym niemniej Oikarinen wysunął konce­
pcję, zgodnie z którą fosforylacja seryny w AP-1 występującej w układzie aminokwasów 
SPKK mogłaby osłabiać jego zdolność do interakcji z DNA, podobnie jak ma to miejsce w 
przypadku histonów H I. Modyfikacja taka mogłaby być przeprowadzona za pośrednictwem 
H I, gdyż jak wspomniano wcześniej, według Oikarinena [31] cząsteczki tego histonu ^dolne 
są do hydrolizy ATP i przeniesienia reszty fosforanowej na inne białko. Ponadto, jeśli istotnie 
HI rozpoznaje tę samą sekwencję DNA co CTF/NF-I (lub jej fragment) [38], wymiana 
nukleotydów za pośrednictwem receptorów jądrowych prowadząca do osłabienia powino­
wactwa histonu HI do DNA pozwoliłaby aktywatorom transkrypcji zająć jego miejsce. W tej 
chwili trudno ocenić, jak dalece spekulatywną jest hipoteza Oikarinena, ponieważ wiele prac 
oryginalnych, na które powołuje się autor, jest w druku.
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Rys. 1. Schemat obrazujący działanie histonu HI jako GTPazy (wg Oikarinena [31], zmieniony): w stanie represji 
histon HI związany z GDP wykazuje wysokie powinowactwo do DNA; receptory jądrowe ułatwiają wymianę 

GDP na GTP, co prowadzi do obniżenia powinowactwa H 1 do DNA; uwolnione cząsteczki HI mogą oddziaływać 
z białkami efektorowymi; przerwanie sygnału następuje w wyniku hydrolizy GTP do GDP przebiegającej przy 

udziale histonu H I , co ponownie prowadzi do stanu represji

Konkurencję o miejsce wiązania z DNA pomiędzy histonem HI a czynnikami transkry- 
pcyjnymi można wyobrazić sobie bez udziału pośredniczących receptorów jądrowych. Fosfo­
rylacja cząsteczek HI bez wątpienia przyczynia się do osłabienia jego oddziaływań z DNA i 
być może w takich przypadkach aktywatory transkrypcji "wygrywają" konkurencję o miejsce 
wiązania z DNA [12, 41].

Zaprezentowany przegląd informacji o histonach HI może wydawać się Czytelnikom 
niedostatecznie spójny, mimo to jest odzwierciedleniem obecnego stanu wiedzy na ten temat. 
Oczywiście nie wszystkie problemy związane ze strukturą i funkcją HI zostały omówione w 
wyczerpujący sposób. Heterogenność oraz modyfikacje postsyntetyczne histonów HI będą 
przedmiotem odrębnego opracowania.
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MOLEKULARNY MECHANIZM FOTOINHIBICJI

MOLECULAR MECHANISM OF PHOTOINHIBITION

Violetta SĄCZYŃSKA 

Zakład Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie. Silne światło powoduje obniżenie aktywności fotosyntetycznej tlenowych organizmów fotosyntetyzu- 
jących, czyli fotoinhibicję. Przyczyną tego zjawiska jest specyficzne uszkodzenie centrów reakcji II układu fotosyn­
tezy (rozdz. 2). W pierwszej fazie fotoinhibicji obserwuje się hamowanie transportu elektronów po akceptorowej 
stronie PSU (rozdz. 3.1 i 3.2). Kontrowersje budzi to, który z akceptorów chinonowych bierze udział w tym procesie 
(rozdz 3.3). Fotoinhibicja tylakoidów z uszkodzonym kompleksem utleniającym H2O polega na hamowaniu reakcji 
po donorowej stronie PSU (rozdz. 3.4). Przypuszczalnie przebieg inaktywacji PS1I może różnić się w zależności od 
warunków wywoływania fotoinhibicji (rozdz. 3.5). Zakłóceniom reakcji fotochemicznych towarzyszy uszkodzenie 
białka wchodzącego w skład centrum reakcji, tzw. białka D l. Zmodyfikowane białko jest następnie degradowane 
przez podjednostkę kompleksu rdzeniowego PSU (rozdz. 4). Sugeruje się, że rozpad białka D l może być procesem 
autoproteolitycznym. Degradacja/synteza de novo białka D 1 oraz przemieszczanie się kompleksu rdzeniowego i jego 
podjednostek między różnymi regionami błon tylakoidów są elementami cyklu naprawiającego uszkodzenia PSU. 
Procesy biorące udział w rozpraszaniu energii wzbudzenia i adaptacji aparatu fotosyntezy do światła o zwiększonej 
intensywności, a także reaktywacja PSU spełniają ważną rolę w utrzymaniu aktywności fotosyntetycznej roślin w 
warunkach nadmiernego oświetlenia (rozdz. 5). Podatność roślin na fotoinhibicję jest zdeterminowana genetycznie, 
a ponadto zależy od przystosowania roślin do wzrostu w określonych warunkach świetlnych (rozdz. 6). Światło i 
stresy środowiskowe wywierają synergistyczny wpływ 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 H2O 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 1 protein. 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 
o f 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 skrótów: PSI (PSU) -  I (II) układ fotosyntezy; Pćso (Póso+) -  zredukowana (utleniona) forma 
chlorofilu centrum reakcji PSII, pierwotnego donora elektronów w PSU; Tyrz (Tyrz+) -  zredukowana (utleniona) 
forma reszty tyrozyny-161 białka D 1, bezpośredniego donora elektronów dla Póso, dawniej oznaczanego jako Z (Z+), 
Yz (Yzox); Pheo (Pheo-) -  utleniona (zredukowana) forma feofityny, pierwotnego akceptora elektronów w PSII; Q a 
(Q aT  -  utleniona (zredukowana) forma pierwszego chinonowego akceptora elektronów w PSII; Qb (Qb , Qb2T  ~ 
utleniona (zredukowana, podwójnie zredukowana) forma drugiego chinonowego akceptora elektronów w PSII; PQ 
-  plastochinon; PQH2 -  plastochinol; CP 43 -  zbierający światło kompleks chlorofil a - białko występujący w 
kompleksie rdzeniowym PSII; LHCII -  zbierający światło kompleks chlorofil a/b-białko związany 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 wpływ silnego światła na aktywność fotosyntetyczną zaobserwowano naj­
pierw w kulturach komórkowych glonów, nieco później u roślin wyższych [37]. Obserwowano 
ponadto, że wyizolowane błony tylakoidów tracą zdolność do transportu elektronów pod 
wpływem światła, co stanowiło poważny problem w badaniach aktywności fotochemicznej 
in vitro. Pierwsze systematyczne doświadczenia dotyczące szkodliwego wpływu światła na 
rośliny zielone przeprowadzono w latach siedemdziesiątych [37], Początkowo zajmowano się 
głównie fizjologicznymi aspektami tego zjawiska [48]. Natomiast obecnie trwają intensywne 
prace mające na celu wyjaśnienie molekularnego mechanizmu fotoinhibicji [3].

Już pionierskie eksperymenty przeprowadzone przez Myersa i Burra [41] na glonie 
Chlorella, przez Trebsta [62] oraz Jonesa i Koka [28] na wyizolowanych chloroplastach 
wykazały, że uszkodzenie aparatu fotosyntetycznego przez światło przebiega w 2 etapach. W 
pierwszym z nich obserwuje się hamowanie aktywności fotosyntetycznej, któremu nie towa­
rzyszy degradacja barwników fotosyntetycznych. Z kolei dominującym procesem drugiego 
etapu jest destrukcja pigmentów. W celu opisania pierwszego etapu przyjęto termin "fotoin- 
hibicja", natomiast zjawiska następujące po długotrwałym działaniu światła określa się 
mianem "fotooksydacja". Badania ujawniły, że wrażliwość na światło o wysokim natężeniu 
dotyczy sinic, glonów i roślin wyższych [3, 38, 48].

DOŚWIADCZALNE WYWOŁYWANIE FOTOINHIBICJI

W laboratoriach stosuje się 2 zasadnicze sposoby wywoływania fotoinhibicji, tj. w warun­
kach in vivo lub in vitro [17,38]. Silne oświetlanie całych liści prowadzi do osłabienia światła 
przez kolejne warstwy komórek, stąd chloroplasty komórek leżących bliżej powierzchni 
oświetlanej będą ulegały większemu uszkodzeniu niż chloroplasty komórek leżących dalej od 
powierzchni oświetlanej [13, 17, 33, 38]. Natomiast oświetlanie mieszającej się zawiesiny 
komórek glonów lub preparatów uzyskanych z liści, tj. protoplastów, chloroplastów czy 
tylakoidów umożliwia jednolitą inaktywację błon fotosyntetycznych [17,38], a także pozwala 
na ścisłą kontrolę stężenia C 0 2 i 0 2 [38]. Ponadto indukowanie fotoinhibicji w mniej 
złożonych układach eliminuje procesy reaktywacji, które w innym wypadku maskują pierwot­
ne zjawiska fotoinhibicji, a przez to utrudniają ich badanie [17]. Tak więc interpretacja 
wyników badań w warunkach in vitro jest łatwiejsza, jednakże wymaga uwzględnienia 
sztucznego charakteru izolowanych układów [17, 38].
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Do wywoływania fotoinhibicji w warunkach laboratoryjnych stosuje się światło białe o 
natężeniu od 750 do 7500 (imoli fotonów x u f  2 x s-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]. Należy jednak zwrócić uwagę na to, że efekt 
działania światła o określonym natężeniu zależy od warunków świetlnych wzrostu roślin, czy 
hodowli glonów [45], jak również od sposobu wywoływania fotoinhibicji. Wyizolowane 
chloroplasty lub błony tylakoidów są bardziej podatne na fotoinhibicję niż nienaruszone liście 
[38],

2. IN AKTYW AC JA PSU JAKO PIERWOTNY EFEKT DZIAŁANIA
SILNEGO ŚWIATŁA

Pomiary fluorescencji chlorofilu są czułym wskaźnikiem zaburzeń w błonach chloropla­
stów [17, 38]. Badania z zastosowaniem tego typu pomiarów ujawniły, że nadmiernemu 
oświetlaniu liści, komórek glonów, wyizolowanych nienaruszonych chloroplastów oraz błon 
tylakoidów towarzyszą charakterystyczne zmiany parametrów emisji fluorescencji. Podobień­
stwo reakcji na światło w tak różnych układach doświadczalnych wskazuje, że proces 
fotoinhibicji jest bezpośrednio związany z błonami tylakoidów, w których występują I i II 
układ fotosyntezy (PSI i PSU). Dalsze badania nad fotoinhibicją pozwoliły stwierdzić, że 
głównym obiektem szkodliwego oddziaływania światła jest PSU [17, 24, 38, 45, 46, 48,70].

Wpływ nadmiernego oświetlenia na I i II układ fotosyntezy można badać dokonując 
pomiarów fluorescencji w temperaturze ciekłego azotu [17, 38, 48]. Fluorescencja rejestro­
wana w temperaturze pokojowej pochodzi głównie z PSU. Dopiero schłodzenie liści, zawie­
siny chloroplastów, czy błon tylakoidów do temperatury 77 K pozwala na uzyskanie widm 
emisji fluorescencji obu fotoukładów z maksimum o długości fali 735 nm w przypadku PSI 
oraz 685 i 695 nm w przypadku PSU. Inną metodą pozwalającą na lokalizację uszkodzenia 
przez światło są pomiary aktywności transportu elektronów PSI lub PSU wyizolowanych błon 
tylakoidów w obecności sztucznych donorów i akceptorów elektronów [17, 38, 48], Nato­
miast określenie względnych zmian aktywności PSI i PSU w nienaruszonych liściach stało się 
możliwe dzięki zastosowaniu technik fotoakustycznych [24].

Rysunek 1 przedstawia model struktury PSU uwzględniający reakcje przenoszenia ele­
ktronów. Cząsteczki barwników zewnętrznych i wewnętrznych kompleksów antenowych 
PSU absorbują światło, a następnie kierują energię wzbudzenia do centrum reakcji, co inicjuje 
transport elektronów. W warunkach silnego oświetlenia szybkość przenoszenia energii z 
kompleksów chlorofilowo-białkowych do centrum reakcji przekracza szybkość jej wykorzy­
stywania w reakcjach transportu elektronów ze względu na ograniczoną aktywność procesów 
regenerujących NADP+ i ADP [31, 45, 48]. W ten sposób powstaje w centrum reakcji 
destrukcyjny stan "nadmiaru energii wzbudzenia". Uszkodzenie centrum reakcji jako pierwot­
ny efekt nadmiernego oświetlenia jest dobrze udokumentowane [6, 15, 17, 45, 46, 48].

Pula II układu fotosyntezy nie jest jednorodna (rys. 2). Główną jej część stanowią tzw. 
a-centra, które występują wyłącznie w ścieśnionych (ang. appressed) regionach błon tyla­
koidów. Natomiast tzw. ß-centra PSU zlokalizowane są w nieścieśnionych (ang. nonappres- 
sed) regionach błon. Badania wykazały, że podczas fotoinhibicji uszkodzeniu ulegają głównie 
a-centra, które związane są z bardziej rozbudowanymi kompleksami antenowymi niż ß-cen­
tra [33, 46].
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Rys. 1. Model II układu fotosyntezy (PSU) [3]: schemat przedstawia podjednostki białkowe z ich masami cząste­
czkowymi w kDa (NM -  białko o niskiej masie cząsteczkowej) albo nazwami: LHCII -  kompleks chlorofil a/b-biał- 

ko zbierający energię; cyt b -  cytochrom b-559; centrum reakcji PSII tworzy heterodimer białek D l i D2 oraz 
związane z nim przenośniki eleKtronów: P -  chlorofil centrum reakcji, pierwotny donor elektronów; Pheo -  feofi- 
tyna, pierwotny akceptor elektronów; QA (Qß) -  pierwszy (drugi) chinonowy akceptor elektronów; Tyrz (TyrD) -  re­
szta tyrozyny-161 białka D l (D2); Tyr^ -  bezpośredni donor elektronów dla P&8(); biorące udział w utlenianiu wody: 
kompleks manganowy (Mn4) oraz kofaktory (Ca“+, Cl- ) związane są z białkiem D l ; położenie Tyr , Tyr Q A, Qß i 

Fe (niehemowy jon Fe~+) na schemacie odpowiada w przybliżeniu ich lokalizacji w heterodimerze białkowym 
D j / D ^ -  symbolizuje reakcję rozdziału ładunku między P&80 i Pheo, f! -  symbolizuje wtórne reakcje transportu ele­

ktronu biorące udział w stabilizacji ładunków

Wpływ warunków stresowych na II układ fotosyntezy może być badany przy użyciu 
technik spektroskopii fluorescencyjnej [7, 11, 17, 32, 33, 54]. Pomiary sygnału indukowanej 
fluorescencji ujawniły, że nadmiernie oświetlane liście [11, 32, 33], protoplasty czy nienaru­
szone chloroplasty [7, 33] emitują fluorescencję o niższej intensywności w porównaniu z 
próbami kontrolnymi. Prawidłowość ta dotyczy fluorescencji maksymalnej (FM), zmiennej 
(Fv=Fm-F 0 ) [7, 11, 32-34, 54], jak również poziomu fluorescencji piku (Fp) i stanu stacjo­
narnego (FT) [7], Natomiast charakter zmian poziomu minimalnej fluorescencji (FQ) przypu­
szczalnie zależy od gatunku i warunków wzrostu roślin, a także od sposobu wywoływania 
fotoinhibicji [ 11 ]. Tak więc silne światło może powodować wyraźny wzrost, spadek albo tylko 
niewielkie zmiany natężenia minimalnej fluorescencji [7, 11, 32-34], Wielkość fotoinhibicji 
najlepiej odzwierciedla stosunek fluorescencji zmiennej do maksymalnej (FV/FM) [7, 11, 34], 
Parametr ten jest miarą potencjalnej wydajności pierwotnych reakcji fotochemicznych PSII, 
a jego wartość wyznaczona dla różnych gatunków roślin okazała się być w nieznacznym 
stopniu zróżnicowana [7,11,32,34], Badania ujawniły, że fotoinhibicji towarzyszy obniżenie 
wartości Fy/FM [7, 11, 32, 33]. Ponadto okazało się, że zmiany wartości Fy/FM są zwykle 
liniowo skorelowane ze zmianami wartości innych parametrów charakteryzujących stan
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Rys. 2. Model organizacji tylakoidów [3]: błony gran przylegające do innych błon, tj. lamele gran, tworzą regiony 
ścieśnione, natomiast pozostałe błony tylakoidów, czyli tzw. lamele stromy, regiony nieścieśnione tylakoidów; 

schemat ilustruje lateralną heterogenność rozmieszczenia kompleksów białkowych w błonach tylakoidów; PSIIa 
(PSIIß) -  a-centra (ß-centra) II układu fotosyntezy; PSI - 1 układ fotosyntezy

aparatu fotosyntetycznego, takich jak maksymalna wydajność kwantowa fotosyntezy [11, 32, 
34] czy aktywność transportu elektronów wyizolowanych tylakoidów [33, 34].

Pomiary indukowanej fluorescencji poszerzone o analizy jej wygaszania wykazały, że 
procesy odpowiedzialne za obniżanie (wygaszanie) fluorescencji nadmiernie oświetlanych 
liści reprezentują specyficzny dla fotoinhibicji mechanizm niefotochemicznego wygaszania 
fluorescencji [7, 34,54], Wygaszanie fluorescencji związane z fotoinhibicją oraz dominujący 
w warunkach fizjologicznych mechanizm niefotochemicznego wygaszania fluorescencji 
związany ze stanem wysokoenergetycznym błon tylakoidów różnią się kinetyką tworzenia 
podczas indukcji fluorescencji [34], a także kinetyką i wielkością relaksacji w ciemności [34, 
54]. Zaproponowano wiele koncepcji wyjaśniających mechanizm wygaszania fluorescencji 
towarzyszący fotoinhibicji [7, 11, 17, 33, 34]. Obecnie rozpatrywane są dwie hipotezy 
dotyczące tego zagadnienia [34]. Jedna z nich zakłada, że przyczyną obniżenia intensywności 
fluorescencji jest zwiększenie termicznego rozpraszania energii wzbudzenia w kompleksach 
antenowych PSU spowodowane tworzeniem zeaksantyny z wiolaksantyny w cyklu ksantofi- 
lowym. Druga hipoteza zakłada, że w warunkach silnego oświetlenia część centrów reakcji 
traci aktywność fotochemiczną, ale jednocześnie ma zdolność wyłapywania energii wzbudze­
nia i przekształcania jej w ciepło (tzw. wygaszacze fluorescencji), część centrów ulega 
całkowitej inaktywacji wskutek rozpadu białka D l, natomiast pozostała frakcja centrów 
reakcji zachowuje niezmienioną aktywność fotochemiczną. Przypuszcza się, że obydwa 
przedstawione mechanizmy mogą być odpowiedzialne za wzrost termicznego rozpraszania 
energii wzbudzenia w nadmiernie oświetlanych liściach.
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3. MECHANIZM HAMOWANIA AKTYWNOŚCI FOTOCHEMICZNEJ PSU 
I MODYFIKACJI BIAŁKA Dl POD WPŁYWEM ŚWIATŁA

Wyniki badań nad fotoinhibicją wskazują, że działaniu silnego światła towarzyszy utrata 
aktywności fotochemicznej PS II oraz degradacja białka Dl [3, 8, 15, 38, 67, 68]. Natomiast 
wskaźnikiem występowania fotoinhibicji in vivo może być wzrost szybkości procesu obejmu­
jącego zarówno degradację, jak i syntezę białka, a określanego jako wymiana (ang. turnover) 
białka Dl [3, 17, 29, 38,44, 55, 66, 70],

Początkowo sugerowano, że degradacja białka D l jest przyczyną fotoinhibicji i że usunię­
cie tego białka z PS II poprzedza utratę aktywności fotoukładu [17, 38]. O ile taka koncepcja 
przebiegu fotoinhibicji mogła być przyjęta w kontekście ówczesnych poglądów na budowę 
PS II, o tyle nie może być uznana w świetle aktualnej wiedzy o strukturze centrum reakcji oraz 
licznych danych doświadczalnych [3, 5, 8, 15, 17, 42, 44, 49, 55, 58, 60, 67, 68]. Obecnie 
powszechnie akceptuje się pogląd, że hamowanie aktywności transportu elektronów w PS II 
jest pierwszym zjawiskiem podczas fotoinhibicji, natomiast degradacja białka jest konse­
kwencją a nie pierwotną przyczyną utraty aktywności fotochemicznej.

3.1. HAMOWANIE AKTYWNOŚCI FOTOCHEMICZNEJ NA POZIOMIE QB

Pogląd, że pierwszym efektem działania silnego światła jest hamowanie aktywności 
transportu elektronów na poziomie Qß, wywodzi się głównie z badań przeprowadzonych na 
glonie Chlamydomonas reinhardtii [17, 36], ale także na wyizolowanych tylakoidach roślin 
wyższych [38, 49].

W badaniach porównywano wielkość zmian aktywności transportu zależnego od QA i Qß 
w PS II pod wpływem nadmiernego oświetlenia, stosując przy tym różne specyficzne akcep­
tory elektronów dla QB” oraz SiMo jako akceptor elektronów dla QA“ [ 17,36,38,49]. Wyniki 
eksperymentów z zastosowaniem SiMo nie są w pełni wiarygodne w świetle doniesień o 
niskiej specyficzności SiMo jako akceptora elektronów na poziomie QA [12, 22], Jednakże 
wnioski, jakie wyciągnięto na ich podstawie, potwierdziły badania z użyciem technik fluore­
scencyjnych [36, 49], a ponadto wyniki oznaczeń liczby miejsc wiążących atrazynę, które są 
wskaźnikiem funkcjonalnej integralności miejsca wiążącego Qß w białku D l (tzw. miejsca 
Qb) [36]. Zastosowanie atrazyny, czy diuronu [35, 36, 38] -  inhibitorów przepływu elektro­
nów w PSU wiążących się z białkiem D 1 oraz DBMIB [36] -  inhibitora przepływu elektronów 
przez kompleks cytochromów b/f, przyczyniło się do wyjaśnienia mechanizmu uszkodzenia 
białka D l a jednocześnie hamowania aktywności fotochemicznej PS II na poziomie Qß . 
Wykazano mianowicie, że diuron lub atrazyna obecne podczas wywoływania fotoinhibicji u 
Chlamydomonas reinhardtii [36] oraz we fragmentach błon PSU [35] wyizolowanych z 
Chenopodium album częściowo chronią błony chloroplastów przed fotoinhibicją, co wyraża 
się zmniejszeniem stopnia inaktywacji PSU w komórkach glonu i hamowaniem degradacji 
białka Dl w preparatach błon tylakoidów. Ponadto badania przeprowadzone na Chlamydo­
monas reinhardtii [36] i biotypie Chenopodium [35] odpornych na atrazynę wykazały, że 
zdolność wiązania tego herbicydu jest niezbędna dla ochrony przed fotoinhibicją. Natomiast 
u Chlamydomonas zaobserwowano przyspieszoną utratę aktywności fotochemicznej w obe­
cności DBMIB [36].
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Przypuszcza się, że nadmierne oświetlenie powoduje znaczną redukcję puli PQ [36], a 
przez to akumulację rodników chinonowych, tj. Qß“ [3, 35, 38] lub Qß2 [36] w miejscu Qß 
białka D l. Aniony Qß~ [35, 38] lub Qß2 [36] mogłyby kowalencyjnie modyfikować białko 
[35,36,38], ale bardziej prawdopodobne jest, że aniony semichinonowe [3,38] lub chinonowe 
[36] ulegają autooksydacji w obecności 0 9 z wytworzeniem anionu ponadtlenkowego (CĘ). 
Przypuszcza się, że lokalny wzrost stężenia 0 9 indukuje reakcje wtórne, w których powstają 
rodniki hydroksylowe [6, 38], Przedstawiona koncepcja zakłada, że rodniki tlenu [3, 35, 36] 
lub rodniki hydroksylowe [3, 35, 38] są odpowiedzialne za uszkodzenie białka D l, a w 
konsekwencji za jego degradację.

Możliwość takiego przebiegu zjawisk podczas fotoinhibicji potwierdzają badania, w 
których powstawanie rodników chinonowych w błonach tylakoidów indukowano światłem 
UV [3] albo przedłużano obecność semichinonu w centrach reakcji PSU Chlamydomonas 
reinhardtii przez zastosowanie błysków światła zamiast ciągłego oświetlenia [38]. Wpływ 
rodników semichinonowych na białko Dl objawiał się zwiększoną degradacją [3] albo 
wymianą [38] białka D 1.

Z kolei udział aktywnych form tlenu podczas fotoinhibicji potwierdzają badania, w których 
układy usuwające rodniki tlenowe w znacznym stopniu chroniły wyizolowane błony tylakoi­
dów przed fotoinhibicją, natomiast rodniki hydroksylowe wytwarzane przez sztuczne układy 
w preparatach błon tylakoidów inkubowanych w ciemności wywoływały efekt podobny do 
fotoinhibicji [50].

Badania in vitro ujawniły, że całkowite wyeliminowanie O., z zawiesiny błon tylakoidów 
znacznie przyspiesza utratę aktywności PSU, a obecność O-, nawet w śladowych ilościach 
zmniejsza efekt działania światła [4], Ponadto tzw. szybką inaktywację uzyskano podczas 
oświetlania cząstek PSII w środowisku redukującym pozbawionym O., [3, 42], Wpływ 
obecności O0 na przebieg fotoinhibicji w wyizolowanych błonach tylakoidów należy jednak 
uznać za kwestię nierozstrzygniętą, bowiem oprócz doniesień wskazujących na przyspieszenie 
fotoinhibicji w warunkach anaerobowych [8, 17, 31] istnieją prace nie potwierdzające tej 
zależności [17, 35], Obecnie przyjmuje się, że mechanizmy fotoinhibicji w warunkach 
tlenowych i beztlenowych są różne [4, 8,31 ], a zatem nie można wykluczyć udziału rodników 
tlenowych i hydroksylowych w procesie uszkodzenia białka Dl podczas fotoinhibicji indu­
kowanej w obecności 0 2.

Inny mechanizm utraty aktywności PSII zaproponowali Ohad i wsp. [44].
Dane przedstawione przez Ohada i wsp. [44] wskazują na dwufazowy przebieg fotoinhi­

bicji u Chlamydomonas reinhardtii. Pierwszą fazę charakteryzuje ujawniona w pomiarach 
termoluminescencji destabilizacja miejsca wiążącego Qß_ w białku D l, która może być 
odpowiedzialna za hamowanie aktywności transportu elektronów w PSII na poziomie Qß. 
Obniżenie natężenia światła po indukcji pierwszej fazy fotoinhibicji pozwala na przywrócenie 
pierwotnego stanu miejsca Qß w białku D l, natomiast wydłużenie czasu nadmiernego 
oświetlania komórek glonu prowadzi do nieodwracalnej modyfikacji białka D l, co przejawia 
się występowaniem fragmentu polipeptydowego odpornego na trawienie trypsyną.

Wyniki badań nad fotoinhibicją u Chlamydomonas reinhardtii stały się podstawą koncepcji 
(rys. 3), wg której światło powoduje odwracalne zmiany konformacyjne centrów reakcji PSII 
wpływające na miejsce wiązania Qß_ w białku D l. Przypuszcza się, że przedłużone oświet­
lanie prowadzi do dalszych konformacyjnych zmian centrów reakcji i tworzenia rodników 
(Qß- , P680+ lub Z+), które bezpośrednio modyfikują białko albo przyczyniają się do jego 
modyfikacji przez udział w wytwarzaniu rodników tlenowych czy hydroksylowych. Te
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Rys. 3. Schemat przebiegu fotoinhibicji in vivo wg Ohada i wsp. [44]

nieodwracalne zmiany w białku Dl prawdopodobnie indukują jego degradację, natomiast 
reaktywacja kompleksu PSII wymaga włączenia nowo zsyntetyzowanej cząsteczki białka. W 
przypadku długotrwałego oddziaływania silnego światła na aparat fotosyntetyczny roślin 
może także dochodzić do degradacji białka D2.

3.2 HAMOWANIE AKTYWNOŚCI TRANSPORTU ELEKTRONÓW NA POZIOMIE QA

Ostatnie prace dotyczące fotoinhibicji wywoływanej w warunkach in vitro wskazują, że 
silne światło powoduje również zaburzenie aktywności fotochemicznej PSII na poziomie QA 
[3, 16, 19,42, 60, 67,68],

Badania fotoinhibicji wyizolowanych błon tylakoidów ujawniły istnienie korelacji między 
zmniejszeniem ilości redukowanych w warunkach pomiaru spektroskopowego QA a hamo­
waniem aktywności wytwarzania 0 2, co wskazuje, że pod wpływem światła centra reakcji 
tracą zdolność do stabilnego rozdziału ładunku [60, 67, 68], czyli osiągania stanu składników 
redoks opisanego jako P680+ x Pheo x QA_. Wniosek ten potwierdziły również spektroskopowe 
pomiary utleniania P680 w inaktywowanych przez światło preparatach PSII [19]. Ponadto 
wykazano, że zmniejszenie ilości Pheo ulagającej redukcji w warunkach pomiaru spektrosko­
pii EPR jest o wiele wolniejsze niż hamowanie aktywności wytwarzania 0 2, czy zdolności do 
redukcji QA [60].
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Przedstawiono dane świadczące o tym, że pierwotnym zjawiskiem w procesie fotoinhibicji 
jest blokowanie przepływu elektronów między Pheo i QA, co z kolei może być spowodowane 
utratą zdolności QA do przenoszenia elektronów w centrum reakcji PSII. Mechanizm obser­
wowanego zjawiska nie jest dokładnie poznany. Przez analogię do mechanizmu hamowania 
aktywności na poziomie Qß sugeruje się, że akumulacja rodników semichinonowych (QA~) 
mogłaby być odpowiedzialna za uszkodzenie miejsca wiązania QA w białku D2 [65], Z kolei 
na podstawie doświadczeń nad fotoinhibicją w błonach tylakoidów i cząstkach PSII przypu­
szcza się, że działaniu światła towarzyszy modyfikacja QA będąca efektem reakcji chinonu z 
rodnikami hydroksylowymi lub z grupą tiolową polipeptydu [16].

W zależności od kinetyki zmian właściwości PSII wyróżniono 3 typy procesów inaktywacji 
pod wpływem światła [42], czy też 3 kinetyczne fazy fotoinhibicji [43, 56], przy czym 
występowanie tzw. powolnej fazy próbowano wyjaśnić tworzeniem anormalnie stabilnej 
formy QA- . Natomiast Styring i wsp. [60] doszli do wniosku, że w warunkach stresu 
świetlnego mogłoby dochodzić do podwójnej redukcji QA. Sugeruje się ponadto, że podwójnie 
zredukowany QA (QA2 ) mógłby odpowiadać temu, co inni określili jako anormalnie stabilna 
forma QA~[3]. Z kolei badania in vitro udowodniły, że w warunkach silnie redukujących może 
tworzyć się QA2 [30, 51, 64].

Uwzględniając reakcję podwójnej redukcji QA, Styring i wsp. [60] zaproponowali kolej­
ność zjawisk prowadzących do hamowania przepływu elektronów na poziomie QA, a nastę­
pnie do uszkodzenia i degradacji białka Dl (rys. 4). Koncepcja ta zakłada, że podczas 
nadmiernego oświetlenia, kiedy szybkość redukcji puli PQ jest większa niż szybkość jej 
reoksydacji, zredukowany Qß przemieszcza się się do puli PQ, a jego miejsce z braku 
dostępnego plastochinonu pozostaje "niezajęte" (rys. 4A). Oświetlanie takich centrów reakcji 
w dalszym ciągu indukuje reakcje pierwotnego rozdziału ładunku, tj. tworzenie pary rodniko­
wej P680+ Pheo- , która w obecności QA~ może rekombinować. Przyjmuje się jednak, że reakcja 
przeniesienia elektronu z Z (Tyrz) do P680+ jest wystarczająco szybka, aby zredukować P68()+ 
pozostawiając tym samym zredukowaną Pheo (Pheo-) (rys. 4B). Pheo- jest silnym reduktorem 
(Em~ -610 mV), stąd istnieje prawdopodobieństwo, że zredukuje QA~ (rys. 4C). Los QA2 
nie jest wyjaśniony. Gdyby obniżyło się natężenie światła, QA2 mógłby być częściowo 
reoksydowany przez plastochinon. Jednakże w wypadku dalszego oświetlania w ten sposób 
zmodyfikowanych centrów reakcji, prawdopodobnym jest, że QA2 lub QAH2 opuszcza 
centrum reakcji (rys. 4D). Zakłada się ponadto, że uszkodzenie białka Dl prowadzące do jego 
degradacji (rys. 4E) jest wynikiem zakłócenia reakcji pierwotnego rozdziału ładunku lub 
reakcji po stronie donorowej PSII w centrach pozbawionych akceptorów chinonowych. 
Ostatnio rozważa się możliwość udziału singletowego tlenu w reakcjach prowadzących do 
rozpądu białka D l [10].

Należy przypuszczać, że w centrach reakcji niezawierających akceptorów chinonowych 
dochodzi do rekombinacji pary rodnikowej P680+ Pheo-  z wytworzeniem tripletowego stanu 
chlorofilu P680, który jest następnie wygaszany w interakcji z 0 2 [10]. Sugeruje się, że 
powstający w ten sposób singletowy tlen bierze udział we wtórnych procesach fotoinhibicji. 
Wykazano bowiem, że destrukcja cząsteczek chlorofilu P68Q spowodowana przez singletowy 
tlen poprzedza degradację białka D l w nadmiernie oświetlanych wyizolowanych centrach 
reakcji.

Badania Styringa i wsp. [60] ujawniły, że fotoinhibicji towarzyszą konformacyjne zmiany 
centrum reakcji PSII, a dowodem na to jest przekształcanie formy cytochromu b-559 o 
wysokim potencjale do formy o niskim potencjale (rys. 4C). Zmiany potencjału cytochromu
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Rys. 4. Schemat przebiegu fotoinhibicji wg Styringa i wsp. [60]: Z, P6g0, Q , Q ß -  przenośniki elektronów w PSU; 
Mn, Mn+, Mn2+ -  równoważniki utleniające 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 początkowej fazie fotoinhibicji mogą ponadto świadczyć o tym, że cykliczny 
transport elektronów w PSII ma ograniczoną zdolność ochrony centrum reakcji przed szkod­
liwym działaniem światła.

3.3. UDZIAŁ Qa I Qb W HAMOWANIU AKTYWNOŚCI FOTOCHEMICZNEJ PSII

Koncepcja, wg której Qß jest pierwotnym miejscem hamowania aktywności transportu 
elektronów, jest atrakcyjna, ponieważ łączy hamowanie aktywności z uszkodzeniem białka 
D l, które jak wiadomo ulega szybkiej wymianie na świetle. Z drugiej strony trudno jest 
wyjaśnić mechanizm fotoinhibicji z udziałem rodników semichinonowych i chinonowych ze 
względu na krótki czas trwania podwójnie zredukowanego Qß w białku Dl [66] a także ze 
względu na to, że znaczna część centrów reakcji roślin zaadaptowanych do ciemności zawiera 
Qß~" [3,66], co nie pociąga za sobą uszkodzenia PSII. Nie można jednak zlekceważyć danych 
potwierdzających tę koncepcję [38, 49].

Wyniki pomiarów termoluminescencji (analogicznie do uprzednio przeprowadzonych w 
badaniach fotoinhibicji u Chlamydomonas [4, 44]) oraz opóźnionej luminescencji w inakty- 
wowanych przez światło wyizolowanych błonach tylakoidów wykazały równoległe obniżenie 
się zdolności do redukcji QA i Qß w trakcie fotoinhibicji, co może być interpretowane albo 
jako zakłócenie reakcji przeniesienia elektronu na Q .,  albo też jako jednoczesne hamowanie 
aktywności na poziomie QA i Qß [65]. Ponadto badania przeprowadzone na błonach tylakoi­
dów wykazały, że fotoinhibicji wywołanej w temp. 20°C towarzyszy zmniejszenie zarówno
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zależnej, jak i niezależnej od Qß aktywności transportu elektronów, natomiast w przypadku 
fotoinhibicji indukowanej w temp. 0°C znaczne zmiany aktywności dotyczyły tylko transportu 
elektronów z udziałem Qß [49]. Z kolei wyniki kinetycznych badań uszkodzenia aktywności 
PSII w nienaruszonych komórkach glonów i tylakoidach roślin wyższych, zestawione przez 
Kyle [38], wskazują, że niezależnie od sposobu indukowania fotoinhibicji (in vivo/in vitro) 
utrata zależnej od Qß aktywności transportu elektronów poprzedza utratę aktywności zależnej 
° d Q A.

Rozbieżności wyników badań nad miejscem hamowania aktywności fotochemicznej mogą 
być przynajmniej częściowo rezultatem sposobu wywoływania fotoinhibicji. Wiadomo bo­
wiem, że poddawane działaniu światła wyizolowane błony tylakoidów pozbawione są fun­
kcjonujących in vivo akceptorów elektronów [38, 44, 65] oraz układów usuwających wolne 
rodniki [44], W związku z tym sugeruje się, że mechanizm fotoinhibicji izolowanych błon 
chloroplastów może być różny od tego, jaki występuje in vivo.

3.4. FOTOINHIBICJA W BŁONACH TYLAKOIDÓW Z NARUSZONYM 
KOMPLEKSEM UTLENIAJĄCYM H20

Badania wykazały, że preparaty błon tylakoidów z selektywie uszkodzonym kompleksem 
rozszczepiającym H?0  są o wiele bardziej podatne na fotoinhibicję niż tylakoidy zdolne do 
utleniania wody [3, 19,61,71 ]. Okazało się ponadto, że modyfikacja kompleksu utleniającego 
H-,0 implikuje specyficzny przebieg fotoinhibicji [3, 17, 19, 61, 71].

Wpływ światła na tylakoidy z uszkodzonym kompleksem rozszczepiającym H0O przeja­
wia się tym, że w porównaniu do prób kontrolnych, tj. inkubowanych w ciemności, oświetlane 
preparaty wykazują obniżoną aktywność transportu elektronów w obecności sztucznych 
akceptorów elektronów oraz donorów elektronów, takich jak DPC czy MnCl-, [61, 71]. 
Ponadto wykazano, że fotoinhibicji zmodyfikowanych fragmentów błon PSII towarzyszą 
zmiany kinetyki utleniania P68() w obecności DPC świadczące o znacznym hamowaniu 
redukcji P680+ [19]. Na tej podstawie postuluje się, że fotoinhibicja tylakoidów z inaktywo- 
wanym kompleksem utleniającym H20  polega na blokowaniu transportu elektronów między 
Tyr? (Z, Yz) a P68() [17, 19, 61]. Przypuszcza się, że zjawisko to jest związane z akumulacją 
silnie utleniających rodników, takich jak P68()+ i/lub Tyrz+ [3, 19, 58, 66,71].

Sugestie dotyczące mechanizmu hamowania transportu elektronów po stronie donorowej 
PSII pochodzą z badań, w których stosowano inhibitory transportu elektronów [61], sztuczne 
akceptory [19] lub donory [19,71 ] elektronów podczas indukowania fotoinhibicji w zmodyfi­
kowanych błonach tylakoidów. Stwierdzono, że DCIP (akceptor elektronów z PSII) nie chroni 
PSII przed fotoinhibicją [19], natomiast DCMU (inhibitor reakcji przeniesienia elektronu z 
Qa ~ do PQ) [61], jak również DPC lub MnCl0 [19] zmniejszają stopień uszkodzenia PSII. 
Ponadto wykazano, że ditionit - reduktor P680+ pozwala na reaktywację fluorescencji zmniej­
szonej wskutek wywołanego światłem zablokowania transportu elektronów między Z (Tyr )

a ^680
Początkowo sugerowano, że wywołana przez światło inaktywacja błon tylakoidów z 

naruszonym kompleksem utleniającym H0O oraz fotoinhibicja są tym samym procesem [61]. 
Obecnie podkreśla się, że hamowanie aktywności fotochemicznej po stronie donorowej PSII 
jest jednym z możliwych mechanizmów fotoinhibicji [3]. Pogląd ten popierają wyniki badań 
przeprowadzonych na fragmentach błon PSII z aktywnym i selektywnie inaktywowanym 
kompleksem utleniającym H-,0 [19]. Wykazano mianowicie występowanie dwóch miejsc w
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PSU ulegających uszkodzeniu pod wpływem światła: I -  między P680 a QA oraz II -  między 
Yz (Tyrz) a P680- Przedstawiono również dane wskazujące na to, że w procesie fotoinhibicji 
preparatów zdolnych do wytwarzania 0 9 dominującą rolę odgrywa uszkodzenie między P6g() 
a Qa , natomiast w przypadku preparatów z uszkodzonym kompleksem utleniającym H-,0 
między Yz a P680.

3.5. CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE NA PRZEBIEG FOTOINHIBICJI

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badań ujawniły, że zjawisko fotoinhibicji nie może 
być scharakteryzowane przez wskazanie jednego, określonego miejsca w centrum reakcji 
PSU, od którego rozpoczyna się proces hamowania aktywności fotochemicznej, ani też 
opisane jako jeden mechanizm [3, 19].

Przebieg fotoinhibicji w wyizolowanych błonach tylakoidów może być inny niż w niena­
ruszonych liściach czy komórkach glonów [38, 44, 65]. Ponadto udział poszczególnych 
mechanizmów w procesie inaktywacji II układu fotosyntezy może zależeć od intensywności 
i czasu oświetlenia [19], a także od stężenia 0-, [17, 31, 45]. Uwzględniając dane dotyczące 
tzw. aerobowej i anaerobowej fotoinhibicji należy oczekiwać, że sposób oddziaływania 0 2 na 
przebieg fotoinhibicji może zależeć zarówno od rodzaju badanego materiału (liście, nienaru­
szone chloroplasty, błony tylakoidów), jak i od równoczesnej obecności C 0 2.

Kolejność zjawisk podczas fotoinhibicji jest również uwarunkowana stanem funkcjonal­
nym PSU, co w wypadku badań in vitro oznacza, że jakość preparatu może mieć wpływ na 
uzyskane wyniki [19]. Natomiast rozpatrując fotoinhibicję w warunkach naturalnych należa­
łoby uwzględnić dodatkowo heterogenność kompleksu PSU [3, 33, 46] oraz warunków 
świetlnych [13, 19, 33, 38] w komórce i liściu. Poza tym inne niż światło czynniki środowi­
skowe mogą determinować przebieg fotoinhibicji. 1 tak w warunkach stresu niskiej czy 
wysokiej temperatury, które powodują uszkodzenie kompleksu utleniającego H90 , przebieg 
fotoinhibicji może być zdominowany przez mechanizm opisany dla błon tylakoidów pozba­
wionych zdolności utleniania H90  [61],

4. DEGRADACJA BIAŁKA D l

Dotychczas uzyskane wyniki sugerują występowanie dwóch mechanizmów uszkodzenia 
białka a zarazem wy woły wania jego degradacji [3]. Jeden z nich związany jest z nadmierną 
redukcją akceptorowej strony PSU oraz reakcjami z udziałem rodników tlenowych lub 
hydroksylowych, drugi natomiast z obecnością rodników utleniających, takich jak Tyrz+ lub 
P68o+ po donorowej stronie PSU. Badania nad fotoinhibicją wywoływaną in vivo [29, 44] 
potwierdziły wcześniejsze przypuszczenia, że modyfikacja białka D l poprzedza jego rozpad, 
jednakże problemem otwartym pozostaje nadal to, w jaki sposób uszkodzenie białka indukuje 
procesy degradacji [3, 66].

Degradacja białka D l jest procesem zależnym od temperatury [3,5, 15,46,49], Wskazują 
na to m.in. wyniki badań in vitro nad mechanizmem fotoinhibicji indukowanej w 20°C oraz 
0°C lub 2°C [5, 49]. Światło wywoływało degradację białka D l tylko wtedy, gdy preparaty 
oświetlano w 20°C. Okazało się jednak, że podwyższenie temperatury inkubacji błon tylakoi­
dów uprzednio poddawanych nadmiernemu oświetleniu w temp. 2°C stymuluje degradację
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białka i to w sposób niezależny od światła [5]. Dane te świadczą o enzymatycznym charakterze 
degradacji białka Dl [3, 5].

Białko Dl ulega degradacji zarówno podczas fotoinhibicji wywoływanej w warunkach in 
vivo [3, 17, 29, 38, 44, 55, 66, 70], jak i w warunkach in vitro. Obecność aktywności 
proteolitycznej w wyizolowanych błonach tylakoidów [3, 5, 8, 27, 49, 50, 67, 68], w błonach 
wzbogaconych w PSU [3, 35], cząstkach PSU [42], odwróconych pęcherzykach błon [27], a 
także w cząstkach rdzeniowego kompleksu PSU [52, 69] przemawia za tym, że jedno z białek 
kompleksu rdzeniowego PSU, być może CP 43 [52], bierze udział w degradacji białka. 
Okazało się ponadto, że podczas silnego oświetlania wyizolowanych centrów reakcji PSU w 
warunkach pozwalających na akumulację P680+ powstają charakterystyczne produkty rozpadu 
białka D 1, co sugeruje, że degradacja białka D 1 może być procesem autoproteolitycznym [58].

Identyfikacja produktów rozpadu białka Dl nie jest łatwym zadaniem, gdyż powstałe 
pierwotnie fragmenty ulegają szybkiej i wydajnej degradacji [3]. Udało się jednak wykryć 
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 centrów reakcji PSII polipeptydy 24 i 10 kDa [9].

Na podstawie badań nad degradacją białka Dl in vivo [3] oraz doświadczeń przeprowa­
dzonych na preparatach kompleksu rdzeniowego PSII [52] ustalono, że miejsce pierwotnego 
cięcia proteolitycznego znajduje się w pętli łączącej transbłonowe segmenty D i E białka Dl 
od zewnętrznej strony błony tylakoidu (rys. 5). Koncepcja ta jest atrakcyjna, ponieważ 
wskazuje, że cięcie proteolityczne znajduje się w pobliżu sekwencji PEST [3, 9], która 
charakteryzuje inne białka eukariontów ulegające szybkiej wymianie [3, 9, 58, 66]. Z kolei z 
badań przeprowadzonych na preparatach centrów reakcji PSII [9] wynika, że miejsce pierwot­
nego cięcia występuje w hydrofilowej pętli łączącej transbłonowe segmenty A i B od strony 
przestrzeni tylakoidu (rys. 5). Przypuszcza się, że przebieg degradacji białka D l może zależeć 
od tego, czy proces ten jest wywołany przez zjawiska po akceptorowej czy też po donorowej 
stronie PSII [10, 52], Rozbieżności wyników badań mogłyby być również wyjaśnione przyj­
mując, że dwie proteazy biorą udział w degradacji białka [52].

Kwestią nierozstrzygniętą pozostaje rola 0 2 w procesie degradacji białka D l . Badania nad 
fotoinhibicją wywoływaną w cząstkach PSII [35] oraz w wyizolowanych błonach tylakoidów 
[8] w środowisku aerobowym lub anaerobowym wskazują, że obecność tlenu cząsteczkowego 
jest niezbędna [35] albo sprzyja [8] procesowi degradacji białka. Z kolei z doświadczeń, w 
których wprowadzono do preparatów błon tylakoidów systemy usuwające rodniki tlenowe lub 
wytwarzające rodniki hydroksylowe wynika, że aktywne formy tlenu biorą udział w rozpadzie 
białka D 1 [50]. Odmienne wnioski pochodzą z badań degradacji białka D 1 w inakty wowanych 
przez światło preparatach centrów reakcji PSII [58]. W tym wypadku wykazano, że obecność 
0 9 nie ma wpływu na rodzaj powstających produktów degradacji. Natomiast w pracy doty­
czącej C-końcowych produktów degradacji białka przedstawiono dane wskazujące, że pier­
wszy etap procesu degradacji jest niezależny, natomiast drugi zależny od obecności 0 2 [8]. 
Ponadto wykazano, że rodniki tlenowe są odpowiedzialne za pełny rozpad białka D 1. Sugeruje 
się, że wywołana przez rodniki tlenowe degradacja białka D l może pełnić funkcję "bezpiecz­
nika", ponieważ proces ten zapobiegałby dalszemu wytwarzaniu aktywnych form tlenu a przez 
to rozprzestrzenianiu się uszkodzenia w błonie tylakoidu [50],

Białko D2 tworzące razem z białkiem D l apoproteinę centrum reakcji PSII również ulega 
wymianie (in vivo) i degradacji (in vitro) pod wpływem światła, jednakże przemiany tego 
białka są o wiele wolniejsze niż w przypadku białka Dl [3, 58, 66-68]. Badania nad
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Rys. 5. Model struktury białka D l [3]: reszty aminokwasowe reprezentowane są przez "o" lub przez symbole 1-lite­
rowe; zakreślone fragmenty polipeptydowe, oznaczone: A, B, C, D, E, CD mają strukturę a-heliks, przy czym od­
cinki A -E  tworzą segmenty transbłonowe białka, a odcinek helikalny CD przebiega w przybliżeniu równolegle do 

płaszczyzny błony oraz znajduje się w pętli łączącej helisy C i D

fotoinhibicją w wyizolowanych centrach reakcji PSII wskazują, że proces degradacji białka 
D2, podobnie jak białka D l, może mieć charakter autoproteolityczny [58].

Mając na uwadze strukturalną i funkcjonalną rolę białka D l w PSII należy oczekiwać, że 
jego degradacja nie pozostaje bez wpływu na organizację całego kompleksu. Badania fotoin­
hibicji indukowanej w wyizolowanych błonach tylakoidów wykazały, że degradacja białka 
D l jest skorelowana z uwalnianiem jonów Mn z błon tylakoidów (4 jony Mn/l cząsteczkę 
zdegradowanego białka D l) [27, 67, 68]. Procesowi temu towarzyszy także uwalnianie 
peryferycznych białek PSII -  33, 23 i 16 kDa do wewnętrznej przestrzeni tylakoidu [27]. Z 
kolei subfrakcjonowanie błon tylakoidów poddawanych uprzednio działaniu światła ujawniło 
obniżenie poziomu białka Dl w regionach ścieśnionych oraz wzrost ilości niektórych białek 
kompleksu rdzeniowego PSII w lamelach stromy, przy czym okazało się, że zmiany poziomu 
poszczególnych podjednostek w regionach nieścieśnionych nie są jednakowe [27]. Na pod­
stawie tych danych zaproponowano [3, 27], że degradacja białka D l w a-centrach PSII 
powoduje częściowy rozpad rdzeniowego kompleksu PSII, a następnie indywidualną migrację 
niektórych podjednostek kompleksu do nieścieśnionego regionu błon tylakoidów (rys. 6). Na
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silne światło

region ścieśniony region nieścieśniony
Rys. 6. Rozpad PSII i lateralna migracja polipeptydów po degradacji białka D l [27]: liczby odpowiadają masom 

cząsteczkowym poszczególnych podjednostek białkowych (w kDa); b-559 -  cytochrom b-559

podstawie badań nad fotoinhibicją wywoływaną w komórkach Chlamydomonas reinhardtii 
[ 1 ] oraz liściach dyni [29] również sugeruje się występowanie migracji między regionami błon 
tylakoidów, tym razem jednak zjawisko to miałoby dotyczyć kompleksu rdzeniowego PSII ze 
zmienionym pod wpływem światła białkiem D l. Tak więc obie przedstawione koncepcje 
uznają odmienne regiony błon tylakoidów za miejsca, w których dochodzi do degradacji 
białka. Natomiast badania nad lokalizacją C-końcowych produktów degradacji białka Dl 
wskazują, że białko to jest częściowo degradowane w ścieśnionych regionach gran, po czym 
powstałe polipeptydy przemieszczają się do nieścieśnionych regionów, gdzie są dalej meta­
bolizowane [8].

Przypuszcza się, że lateralny ruch podjednostek PSII ze ścieśnionych do nieścieśnionych 
regionów błon tylakoidów jest elementem cyklu naprawiającego uszkodzenia PSII wywołane 
działaniem silnego światła [3, 27], Wiadomo bowiem, że prekursor białka Dl o m.cz. 33,5 
kDa -  produkt chloroplastowego genu psbA -  jest włączany w błony lameli, gdzie ulega 
przekształceniu w formę dojrzałą [3,38], Sugeruje się ponadto, że w chloroplastach występuje 
szybszy mechanizm wymiany uszkodzonych przez światło centrów reakcji PSII [3, 27]. 
Polegałby on na przemieszczaniu się nieuszkodzonych ß-centrow PSII do ścieśnionych 
regionów błon i przejmowaniu przez nie funkcji nieaktywnych a-centrów.

5. MECHANIZMY OBRONY ROŚLIN PRZED FOTOINHIBICJĄ

Przy natężeniu światła nie dużo wyższym od nasycającego fotosyntezę wydajność kwan­
towa wiązania C 0 2 jest niska, a mimo tego nie obserwuje się u roślin objawów fotoinhibicji 
[31]. Można więc przypuszczać, że istnieją mechanizmy zapobiegające powstawaniu w
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centrach reakcji stanu "nadmiernego wzbudzenia" (s. 45). Obecnie wiadomo, że ochronę 
centrów reakcji przed uszkodzeniem zapewniają procesy, dzięki którym energia wzbudzenia 
ulega rozproszeniu [17, 31, 45, 48, 70]. Należą do nich procesy zużywające ATP, NADPH, 
tj. fotosyntetyczne wiązanie C 0 2 oraz fotooddychanie [17, 31, 45, 48]. Okazało się, że 
minimalna aktywność przemian metabolicznych, tj. na poziomie punktu kompensacyjnego, 
jest niezbędna, ale i wystarczająca, aby chronić aparat fotosyntetyczny przed fotoinhibicją [31, 
45, 48]. Wiadomo jednak, że przy nasycających fotosyntezę natężeniach światła zużycie 
energii fotochemicznej w procesach metabolicznych jest zbyt niskie, aby zapewnić całkowitą 
ochronę przed szkodliwym działaniem światła [31,45].

Redukcja O0 przez PSI (reakcja Mehlera) przy sprawnie działających mechanizmach 
usuwających rodniki tlenowe jest korzystnym sposobem rozpraszania energii wzbudzenia [6, 
31, 48, 70], ponieważ stymuluje niecykliczny transport elektronów i prawdopodobnie także 
cykliczny transport elektronów wokół PSI [31,45]. Ostatnio sugeruje się, że ochronną funkcję 
mógłby spełniać również cykliczny transport elektronów w PSII z udziałem cytochromu b-559 
[38, 58], jednakże niektóre badania wskazują na ograniczoną zdolność tego przepływu 
elektronów do ochrony centrum reakcji przed uszkodzeniem [60, 68, s. 51]. Obecnie uznaje 
się, że największa ilość energii świetlnej zaabsorbowanej w nadmiarze ulega niedestrukcyj- 
nemu rozproszeniu w kompleksach antenowych głównie w postaci ciepła, ale także fluore- 
scencji [31, 70]. Wzrost termicznego rozpraszania energii w antenach pod wpływem 
nadmiernego oświetlenia jest związany z ultrastrukturalnymi zmianami w błonach tylakoi- 
dów, które towarzyszą budowaniu gradientu H+ w poprzek błony tylakoidów [31, 70].

Intensywne oświetlenie sprzyja tworzeniu aktywnych form tlenu (O^ -  , 10 2, OH', H0O-,), 
które biorą udział w reakcjach oksydacyjnych [6, 45], a być może także w procesie fotoinhi­
bicji (s. 49 i 55). Jednakże chloroplasty zawierają przeciwutleniacze (karotenoidy, glutation, 
askorbinian) oraz układy enzymatyczne (dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza) usuwające 
szkodliwe rodniki [48], a pośrednie dowody wskazują na dużą sprawność działania tych 
mechanizmów [31].

Rośliny reagują na wzrost natężenia światła zmniejszeniem oświetlanej powierzchni, 
czemu służą ruchy liści i chloroplastów [6,48]. Zdolność przystosowania roślin do zmiennego 
natężenia światła jest także związana z dynamicznymi właściwościami błon tylakoidów [2, 3, 
20, 31]. Szybkie zmiany intensywności światła uruchamiają mechanizm regulacji rozdziału 
energii wzbudzenia między PSI i PSII, w którym biorą udział reakcje fosforylacji/defosfory- 
lacji zewnętrznej puli LHCII i jej migracja między układami fotosyntezy [3, 20, 31]. W 
przypadku silnego oświetlenia fosforylacja LHCII powoduje wzrost przekazywania energii 
wzbudzenia na korzyść I układu fotosyntezy, który jest mniej wrażliwy na nadmierne oświet­
lenie niż PSII. Z kolei długotrwałe zmiany warunków świetlnych wyzwalają u roślin procesy 
adaptacyjne polegające na zmianie składu, organizacji i struktury błon tylakoidów [3].

Mechanizmy chroniące rośliny przed fotoinhibicją nie są w pełni efektywne, dlatego też 
aktywność układu wymieniającego uszkodzone na nowo zsyntetyzowane białko D l odgrywa 
ważną rolę w utrzymaniu aktywności fotosyntetycznej roślin [2, 3]. Wymiana białka Dl 
zachodzi z szybkością proporcjonalną do natężenia światła, natomiast zjawisko poprzedzające 
proces wymiany, tj. inaktywacja PSII, może być obserwowane dopiero przy intensywnościach 
światła przekraczających pewną graniczną wartość [44]. Odmienna zależność tych dwóch 
ściśle ze sobą sprzężonych zjawisk od intensywności światła jest prawdopodobnie pozorna i 
wynika z ograniczonej zdolności wykrywania pierwotnych zjawisk fotoinhibicji w niewielkiej
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frakcji centrów reakcji ulegających uszkodzeniu i reaktywacji przy niższych od progowego 
natężeniach światła.

Biorąc pod uwagę zdolność roślin do obrony przed szkodliwym działaniem światła można 
przypuszczać, że fizjologiczny objaw fotoinhibicji, tj. obniżenie aktywności fotosyntetycznej 
wystąpi wtedy, gdy spełnione będą następujące warunki:

1. Szybkość zmian natężenia światła przekracza szybkość aklimatyzacji [2].
2. Nadmiar energii wzbudzenia w stosunku do tej, która może być wykorzystana w 

procesach biochemicznych [31, 37, 38, 45] i "bezpiecznie rozproszona" [31, 48].
3. Szybkość inaktywowania PSII (uszkodzenia białka D l) przekracza szybkość jego 

reaktywacji (wymiany białka D l) [31, 37, 38].

6. PODATNOŚĆ ROŚLIN NA FOTOINHIBICJĘ

W warunkach naturalnych występują dzienne i sezonowe zmiany natężenia światła [2], a 
pojawiające się wysokie jego poziomy mogą powodować fotoinhibicję roślin [48]. Wiadomo, 
że podatność na działanie silnego światła jest zdeterminowana genetycznie, a ponadto zależy 
od przystosowania roślin do wzrostu w określonych warunkach świetlnych [2, 3, 45, 48]. 
Rośliny rosnące przy słabym oświetleniu ulegają silniejszej fotoinhibicji pod wpływem 
nagłego wzrostu natężenia światła niż rośliny rosnące w pełnym oświetleniu słonecznym [2, 
3, 45, 48]. Rośliny te wyposażone są bowiem w bardziej rozbudowane układy zbierające 
światło [2, 3, 45], a przy tym często wykazują niższą aktywność ciemniowych procesów 
fotosyntezy [45, 70]. Ponadto niewielki udział regionów nieścieśnionych w budowie błon 
tylakoidów roślin zaadaptowanych do warunków cienia może utrudniać proces reaktywacji 
angażujący przemieszczanie się białek między różnymi regionami błon [29], Wiadomo, że 
gatunki cieniolubne są bardziej wrażliwe na działanie silnego oświetlenia w porównaniu ze 
światłolubnymi, co związane jest zarówno ze strukturą aparatu fotosyntetycznego [2, 3], jak 
i ograniczoną zdolnością adaptacji tych roślin do warunków pełnego oświetlenia [48].

Rośliny często są narażone na równoczesne działanie stresu świetlnego oraz innych stresów 
środowiskowych [14, 40, 46, 48, 57], Wykazano, że światło i takie czynniki, jak: chłód [17, 
21,25,45—48,63], mróz [45,46], wysoka temperatura [40,48], susza [14,48], zasolenie gleby 
[57] czy niedobór C 0 2 (O,,) w atmosferze [31, 45, 48], działają synergistycznie w procesie 
fotoinhibicji. Tak więc w obecności dodatkowanego czynnika stresowego intensywność 
światła potrzebna do wywołania fotoinhibicji jest niższa niż w jego nieobecności [17, 38], a 
pojawienie się niekorzystnych warunków środowiskowych przy danej intensywności światła 
zwiększa jego szkodliwe działanie [40].

Oświetlaniu roślin w niskiej temperaturze towarzyszy hamowanie transportu elektronów 
między I i II układem fotosyntezy [63], zaburzenie mechanizmów aktywacji fruktozo-1,6- 
bifosfatazy [53]. W warunkach niskiej [38,46] lub wysokiej [40] temperatury można spodzie­
wać się obniżenia aktywności enzymów lub ich inaktywacji. Z kolei stres suszy powoduje 
konformacyjne zmiany kompleksu syntetazy ATP [14, 38] oraz zamknięcie aparatów szpar­
kowych [14, 38, 40, 48]. Przedstawione zjawiska prowadzą do hamowania procesów wyko­
rzystujących energię wzbudzenia, tj. asymilacji C 0 2 i fotooddychania, a przez to stwarzają 
warunki do wystąpienia fotoinhibicji [14, 40, 45, 46]. Ponadto czynniki stresowe mogą 
sprzyjać fotoinhibicji wywierając wpływ na działanie mechanizmów zapobiegających temu
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procesowi. Wiadomo np., że niska temperatura powoduje obniżenie aktywności dysmutazy 
ponadtlenkowej i katalazy [46], jak również zmniejsza płynność błony, przez co ogranicza 
szybkość migracji ufosforylowanego LHCII [3].

Warunki stresowe obniżają szybkość procesu naprawy uszkodzeń wywołanych przez 
światło, co w przypadku niskiej temperatury może być wynikiem zarówno hamowania 
degradacji i usuwania uszkodzonego białka D l [5, 46], jak i syntezy [17, 46] oraz włączania 
nowo zsyntetyzowanego białka do lameli stromy [46]. Ograniczenie szybkości procesu 
reaktywacji w niskiej temperaturze może być również efektem zmniejszenia płynności błony 
[5, 38, 46],

Rośliny różnią się pod względem podatności na fotoinhibicję w warunkach stresowych [14, 
25, 46]. Wykazano, że gatunki chłodoodpome lub rośliny poddawane hartowaniu są mniej 
wrażliwe na działanie światła w niskiej temperaturze niż gatunki chłodowrażliwe czy rośliny 
niehartowane [25, 39, 46, 59]. Stwierdzono jednak, że podatność na fotoinhibicję w niskiej 
temperaturze nie jest bezpośrednio związana z wrażliwością na chłód [25],

Przyjmuje się, że głównym miejscem szkodliwego oddziaływania światła w warunkach 
stresowych jest II układ fotosyntezy [25,45 ,46 ,48 ,57 ,59 ,63], co potwierdzają wyniki badań 
nad działaniem światła w niskiej temperaturze [25, 46, 59, 63]. Nie jest to jednak regułą, 
bowiem niektóre badania wykluczają uszkodzenie PSII jako przyczynę obniżenia aktywności 
fotosyntetycznej roślin chłodowrażliwych pod wpływem działania światła o umiarkowanym 
natężeniu w niskiej temperaturze [26].

Wzrost intensywności światła w warunkach polowych, szczególnie kiedy towarzyszą mu 
niekorzystne czynniki środowiskowe, takie jak niska temperatura, może powodować zmniej­
szenie szybkości fotosyntezy, a w konsekwencji obniżenie plonów [38,48]. Ze względu jednak 
na to, że dodatkowe czynniki stresowe mają również bezpośredni wpływ na fotosyntezę trudno 
jest ocenić, w jakim stopniu fotoinhibicja przyczynia się do obniżenia produktywności [38, 
48],
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FRUKTOZO 2,6-BISFOSFORAN -  EFEKTOR INTEGRUJĄCY 
METABOLIZM CUKRÓW I PIROFOSFORANU 

W PRZEDZIAŁACH SUBKOMÓRKOWYCH ROŚLIN

FRUCTOSE 2,6-BISPHOSPHATE -  EFFECTOR INTEGRATING 
CARBOHYDRATES AND PYROPHOSPHATE METABOLISM 

IN SUBCELLULAR COMPARTMENTS OF PLANTS

Stanisław KOWALCZYK 

Zakład Biochemii, Instytut Biologii Uniwersytetu Mikołaja Kopernika, Toruń

Streszczenie. Nasza wiedza na temat metabolizmu cukrów w roślinach została w ostatnim dziesięcioleciu wzbogacona 
o trzy ważne odkrycia. Po pierwsze, w tkankach roślinnych zidentyfikowano fruktozo 2,6-bisfosforan -  nowy efektor 
metabolizmu cukrów i pirofosforanu oraz częściowo scharakteryzowano enzym syntetyzujący i degradujący ten 
metabolit. Po wtóre, odkryto i opisano podstawowe właściwości zależnej od pirofosforanu fosfofruktokinazy — 
enzymu katalizującego odwracalną reakcję fosforylacji fruktozo 6-fosforanu z udziałem pirofosforanu jako dawcy 
reszty fosforanowej. Po trzecie, potwierdzono rolę pirofosforanu jako nośnika energii w tkankach roślinnych. Celem 
tej pracy jest podsumowanie wyników badań dotyczących tego nowego układu regulacyjnego i przedyskutowanie 
jego roli w kontekście dotychczasowych poglądów na temat roślinnego metabolizmu cukrów. W artykule przedsta­
wiono krótką charakterystykę enzymów odpowiedzialnych za kontrolę stężenia fruktozo 2,6-bisfosforanu. W kolej­
nych rozdziałach opisano aktualny stan badań na temat enzymów, których aktywność jest modyfikowana przez 
fruktozo 2,6-bisfosforan. Dyskutowana jest również rola Fru-2,6-P2 w regulacji podziału metabolitów trój węglowych 
służących do syntezy skrobi lub sacharozy oraz udział PPj-fosfofruktokinazy w cytoplazmatycznej glikolizie, 
glukoneogenezie i metabolizmie pirofosforanu.

Słowa kluczowe: fruktozo 2,6-bisfosforan, metabolizm węglowodanów, 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, I summarize the in vitro properties of the enzymes responsible for the control of fructose
2,6-bisphosphate concentration. Next, I 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 skrótów. 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.I.; 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. WSTĘP

W procesie fotosyntezy redukcja dwutlenku węgla w chloroplastach prowadzi w pier­
wszym etapie do utworzenia 3-fosfoglicerynianu (3-PGA), który następnie zostaje zreduko­
wany do fosfotrioz. W warunkach świetlnych 3-PGA i fosfotriozy częściowo usuwane są do 
cytoplazmy, w przeważającej zaś ilości w szlaku glukoneogenezy zostają przekształcone w 
fosfoheksozy i magazynowane w chloroplastach w formie skrobi. W ciemności skrobia 
rozkładana jest do heksoz i fosfotrioz, które są transportowane do cytoplazmy przez odpo­
wiednie translokazy [38]. Transport glukozy odbywa się z udziałem specyficznej translokazy 
glukozy [77], natomiast fosfotriozy transportowane są przez translokazę fosforanową na 
zasadzie kotransportu z fosforanem [30]. Obecnie wiadomo, że podstawowym intermediatem 
usuwanym z chloroplastów w warunkach świetlnych jest fosfodihydrosyaceton (DHAP). W 
ciemności, na skutek obniżenia się pH stromy w większym stopniu może być transportowany 
również 3-PGA [29]. Transport metabolitów z udziałem translokazy fosforanowej charakte­
ryzuje się kinetyką typu wysyceniowego. Fosfotriozy usuwane do cytoplazmy wykorzysty­
wane są częściowo w procesach glikolizy, głównie jednak w szlaku glukoneogenezy służą do 
syntezy sacharozy (rys. 1). U większości roślin sacharoza jest podstawową formą transporto­
wą, rzadziej zapasową cukrów. Niektóre rośliny zwłaszcza z rodziny Compositae i Graminae 
oprócz sacharozy syntetyzują i magazynują w wakuolach fruktany, np. inulinę. Transport 
sacharozy do wnętrza wakuoli odbywa się w drodze antyportu dzięki gradientowi protonowe­
mu, generowanemu przez tonoplastową H+-ATPazę i H+-pirofosfatazę lub w wyniku trans- 
lokacji zależnej od UDP-glukozy [37, 74, 98]. Sacharoza syntetyzowana w liściach 
transportowana jest do innych tkanek systemem symplastu i apoplastu. Aktywny transport 
sacharozy do floemu, określany jako "ładowanie floemu", prowadzi do dużego zagęszczenia 
sacharozy w tej tkance i umożliwia jej transport do tkanek niefotosyntetyżujących [58].

Problem regulacji metabolizmu cukrów oraz jego integracja w przedziałach subkomór- 
kowych jest jednym z bardziej złożonych problemów z zakresu regulacji szlaków meta­
bolicznych. Od pewnego czasu wiadomo już, że podstawowym czynnikiem regulującym 
metabolizm cukrów w chloroplastach jest światło [13]. Reakcje świetlne nie tylko dostarczają 
ATP i NADPH zużywane w cyklu Calvina, ale poprzez układ ferredoksyna/tioredoksyna, 
światło wpływa na aktywność wielu enzymów. W ten sposób aktywowane są 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 światło jest dehydrogenaza 
glukozo 6- fosforanowa uczestnicząca w degradacji cukrów [13]. Oprócz światła i czynników
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będących efektem reakcji świetlnej, takich jak zmiany pH i stężenia jonów magnezowych w 
stromie, w regulacji syntezy skrobi uczestniczą niektóre metabolity. Kluczowym miejscem 
regulacji metabolicznej jest pirofosforylaza ADP-glukozy -  aktywowana przez 3-PGA i 
hamowana przez fosforan [72].

Hydrolityczna degradacja skrobi z udziałem amylaz oraz reakcje fosforolizy skrobi i 
maltozy prowadzą do powstawania heksoz i fosfoheksoz, które w ograniczonym zakresie 
transportowane są do cytoplazmy. Zasadnicza pula fosfoheksoz jest w chloroplastach prze­
kształcana w fosfotriozy, które po przetransportowaniu do cytoplazmy służą do syntezy 
sacharozy.

Rys. 1. Schemat wiązania C O r  transportu metabolitów przez błony chloroplastu, syntezy i transportu sacharozy

Do niedawna uważano, że kluczowym enzymem regulującym ciąg reakcji prowadzących 
do syntezy sacharozy jest cytoplazmatyczna fruktozobisfosfataza (FBPaza). Przeciwstawna 
reakcja fosforylacji fruktozo 6-fosforanu (Fru-6-P) przez fosfofruktokinazę (ATP-PFK) uwa­
żana jest za jedno z kluczowych miejsc regulacji szlaku glikolizy. W wyniku odkrycia PPj - 
fosfofruktokinazy (PP-PFK), nowego enzymu katalizującego odwracalną reakcję fosforylacji
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Fru-6-P z udziałem pirofosforanu (PR) zamiast ATP, poglądy na temat regulacji przemiany 
fosfoheksoz są obecnie rewidowane [14, 50]. Odkrycie alternatywnego szlaku przemiany 
Fru-6-P/Fru-l,6-P^ zbiegło się w czasie z odkryciem fruktozo 2,6-bisfosforanu (Fru-2,6-P2) 
-  nowego efektora metabolizmu cukrów.

Rola Fru-2,6-P~, w regulacji glikolizy i glukoneogenezy w tkankach zwierzęcych została 
już stosunkowo dobrze poznan [27,43]. W piśmiennictwie polskim przeglądowe prace na ten 
temat ukazały się w "Postępach Biochemii" i "Postępach Biologii Komórki" [54, 57], Analo­
giczna rola Fru-2,6-P? w regulacji glikolizy i glukoneogenezy w tkankach roślinnych nie 
została potwierdzona. Wynika to z odmienności metabolizmu cukrów w roślinach, która 
uwarunkowana jest głównie możliwością fotosyntetycznej asymilacji CCĘ oraz odmienną 
przedziałowością przemian. W roślinnym metabolizmie cukrów ważną, chociaż nie w pełni 
wyjaśnioną funkcję pełni PR-fosfofruktokinaza podlegająca allosterycznej regulacji przez 
Fru-2,6-P-,. Odwracalność przemiany Fru-6-P/Fru-1,6-P_, katalizowanej przez PP-PFK wiąże 
się ściśle z metabolizmem pirofosforanu. Badania roli Fru-2,6-P9 wymagają zatem skoordy­
nowanych badań metabolizmu pirofosforanu, szczególnie zaś jego roli w przemianach ener­
getycznych. Taki cel mają obecne badania roli błonowych pirofosfataz transportujących 
protony [49] oraz badania przemian, w których ATP może być zastępowany przez PP. [64, 
71, 108].

2. WYSTĘPOWANIE I REGULACJA STĘŻENIA 
FRUKTOZO 2,6-BISFOSFORANU W TKANKACH ROŚLINNYCH

2.1. IDENTYFIKACJA FRU-2,6-P2

Stwierdzona po raz pierwszy w 1981 r. niezwykle wysoka wrażliwość PP-fosfofruktoki- 
nazy na aktywację przez Fru-2,6-P-> pozwoliła wykorzystać ten enzym do ilościowej analizy 
Fru-2,6-PT w ekstraktach tkankowych [76]. Używana jest do tego celu częściowo oczyszczona 
PPj-PFK, która w porównaniu z wątrobową ATP-fosfofruktokinazą [43] wykazuje znacznie 
mniejszą wrażliwość na hamujący wpływ składników zawartych w ekstraktach tkankowych 
[44, 45, 101]. Enzym ten pozwala oznaczać Fru-2,6-P0 w stężeniach nanomolowych bez 
konieczności jego wyodrębniania z ekstraktu. Oznaczane tą metodą stężenie Fru-2,6-P-, w 
tkankach roślinnych na ogół mieści się w zakresie od 1 do 10 |iM [40, 82,95] i może podlegać 
dużym wahaniom pod wpływem różnych czynników. I tak, ponad 250-krotny wzrost jego 
stężenia obserwowano w bulwach karczocha w wyniku przerwania stanu spoczynku zimowe­
go [100]. Podobne badania prowadzone w naszej pracowni na korzeniach marchwi wykazały, 
że zmiany poziomu Fru-2,6-P~, analizowane w krótkich odcinkach czasowych mają charakter 
szybkich zmian oscylacyjnych [47 ]. Etylen, znany hormon roślinny wpływający intensyfikują- 
co na szybkość oddychania, powoduje również kilkakrotny wzrost stężenia Fru-2,6-P-, w 
korzeniach marchwi i owocach banana [5, 67, 87].

W dotychczasowych badaniach najwięcej uwagi poświęcono śledzeniu zmian poziomu 
Fru-2,6-P-, w zielonych liściach w różnych warunkach asymilacji CO0. Wyniki te, omawiane 
szerzej w następnych rozdziałach, dostarczyły wielu informacji na temat roli Fru-2,6- P-, w 
integracji przemian węgla w komórkach roślinnych.
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Badania lokalizacji Fru-2,6-P2 metodą frakcjonowania struktur subkomórkowych w śro­
dowisku bezwodnym oraz frakcjonowanie homogenatów protoplastów metodą kolejnych 
sączeń przez membrany o zróżnicowanej średnicy por wykazały jednoznacznie, że Fru-2,6-P~, 
zawarty jest w cytoplazmie [82, 88], Stwierdzone doświadczalnie bardzo wolne przenikanie 
Fru-2,6-P9 przez błony chloroplastów nie wpływało istotnie na szybkość wiązania CCĘ [78].

2.2. REGULACJA SYNTEZY I DEGRADACJI FRU-2,6-P2

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

Obecnie wiadomo już, że podobnie jak u zwierząt również w komórkach roślinnych 
synteza i hydroliza Fru-2,6-P2 katalizowana jest przez 6-fosfofrukto 2-kinazę i fosfatazę 
fruktozo 2,6-bisfosforanową zgodnie z równaniami:

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 liściach szpinaku, jest 
enzymem wysoce specyficznym względem Fru-6-P i ATP zlokalizowanym w cytoplazmie 
[17]. Synteza Fru-2,6-P2 jest silnie aktywowana przez ortofosforan powodujący prawie 
10-krotny wzrost powinowactwa enzymu do Fru-6-P i 5-krotny wzrost względem ATP. 
Ortofosforan ponadto zmienia kinetykę reakcji z sigmoidalnej na hiperboliczną w odniesieniu 
do Fru-6-P [3,52, 80]. Próby oczyszczania PFK-2 napotykają na poważne trudności związane 
z wyjątkowo wysoką labilnością enzymu. Problemy związane z preparatyką utrudniają 
uzyskanie jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy enzym ten, podobnie jak u zwierząt, jest 
enzymem dwufunkcyjnym, czy też PFK-2 i fosfataza fruktozo 2,6-bisfosforanowa są dwoma 
różnymi białkami. Wysokooczyszczone dwie formy PFK-2 z liści szpinaku o masie cząstecz­
kowej 390 i 132 kDa wykazują aktywność kinazy i fosfatazy w stosunku 8:1 i 1:1 [55]. Wyniki 
wskazujące na dwufunkcyjność enzymu uzyskali też inni autorzy sugerując jednocześnie, że 
jedna z form podlega aktywacji w drodze fosforylacji [4, 102, 103]. Odmienne wyniki 
przedstawiono w ostatnim czasie w zespole MacDonalda, które stwierdzają, że PFK-2 i 
fosfataza fruktozo 2,6-bisfosforanowa są dwoma różnymi białkami [59, 61].

PFK-2, niezależnie od tego czy wykazywała właściwości enzymu dwufunkcyjnego, czy 
jednofunkcyjnego, jest silnie hamowana przez trój węglowe intermediaty, takie jak 3-fosfogli- 
cerynian, 2-fosfoglicerynian, 3-fosfoenolopirogronian i fosfodihydroksyaceton. Z wyjątkiem 
fosfodihydroksyacetonu wszystkie pozostałe metabolity działają antagonistycznie w stosunku 
do fosforanu. Mimo że wartości K  względem tych metabolitów są do siebie zbliżone, to 
przewaga stężenia 3-PGA w komórce pozwala przypuszczać, że jest on najbardziej efektyw­
nym inhibitorem in vivo [17, 55, 67, 85, 86]. Drugim obok 3-PGA silnym inhibitorem, który 
hamuje aktywność PFK-2 tylko w obecności fosforanu, jest DHAP [85, 86]. PFK-2 jest 
również silnie hamowana przez PPj, który działa kompetycyjnie względem ATP i indukuje 
kinetykę sigmoidalną [55, 61].

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

Na rysunku 2 przedstawiono reakcje syntezy i hydrolizy Fru-2,6-P9 oraz wpływ niektórych 
metabolitów na aktywność enzymów regulujących jego stężenie.

Zróżnicowanie molekularne PFK-2 i fosfatazy fruktozo 2,6-bisfosforanowej sugeruje, że 
enzymy te mogą być w pewnych warunkach zasocjowane tworząc dwufunkcyjne kompleksy 
lub mogą funkcjonować oddzielnie [56]. Jak dotąd, warunki ich asocjacji lub dysocjacji nie 
są jeszcze poznane.

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

3. ENZYMY PODLEGAJĄCE REGULACJI PRZEZ FRU-2,6-P2

W komórkach roślinnych Fru-2,6-P2 reguluje aktywność co najmniej dwóch enzymów. 
Pierwszym z nich jest 1-fosfotransferaza PR-fruktozo 6-fosforanowa (PR-PFK) -  podlega­
jąca zróżnicowanej aktywacji przez ten efektor. Drugim enzymem, którego aktywność jest 
hamowana przez Fru-2,6-P2 , jest fosfataza fruktozo 1,6-bisfosforanowa (FBPaza) analogicz­
na do hamowanego również przez Fru-2,6-P-> enzymu zwierzęcego. Niektóre właściwości 
fizykochemiczne tych dwóch enzymów są przedstawione szerzej w następnych dwóch pod­
rozdziałach.

W ostatnich latach doniesiono, że oprócz regulowania aktywności wymienionych dwóch 
enzymów, Fru-2,6-P0 może aktywować fosforylazę UDPG, pirofosforylazę ATP, fosfogluko- 
mutazę [40], cytoplazmatyczną reduktazę fosfodihydroksyacetonu [33] i utlenioną formę 
chloroplastowej fruktozo 1,6-bisfosfatazy [81]. Pojawiły się również doniesienia o hamują­
cym działaniu Fru-2,6-P0 na aktywność dehydrogenazy fosfoglukonianowej i fosforylazy
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trehalozy [40]. Są to obecnie pojedyncze, niepotwierdzone jeszcze doniesienia, które jednakże 
mogą sugerować, że rola Fru-2,6-P0 jest znacznie szersza, niż to się obecnie uważa.

3.1. 1 -FOSFOTRANSFERAZA PPr FRUKTOZO 6-FOSFORANOWA

Zależną od PP( fosfofruktokinazę odkryto u ameby Entamoeba histolytica i niektórych 
bakterii [65, 108]. Z czasem okazało się, że PR-PFK występuje powszechnie w tkankach 
roślinnych [14, 50]. Enzym ten w obecności jonów Mg+2 katalizuje odwracalną reakcję 
ufosforylowania Fru-6-P zgodnie z równaniem;

PP + Fru-6-P  Fru-1,6-P~ + P
i ’ 2  i

Już wstępne badania roślinnej PPj-fosfofruktokinazy wykazały, że enzym ten w odróżnie­
niu od enzymu prokariontów jest aktywowany przez Fru-2,6-P0 [76]. Nieallosteryczny enzym 
z bakterii i pierwotniaków o masie cząsteczkowej 95 kDa charakteryzuje się wysokim 
powinowactwem względem Fru-6-P, Fru-1,6-P-, i PPj. Wartości Km względem tych substra­
tów mieszczą się w zakresie stężeń 10~5 M, a względem ortofosforanu 10^  M [108]. Niższe 
o rząd wielkości powinowactwo względem Fru-6-P, allosterycznej PPj-fosfofruktokinazy z 
roślin wzrasta 10-20-krotnie w obecności Fru-2,6-P2. Mikromolowe stężenie Fru-2,6-P0 
powoduje również 2-6-krotny wzrost powinowactwa względem PPj i znosi hamowanie 
enzymu przez wyższe stężenie tego substratu [6, 10, 11, 12, 28, 46, 48, 62, 110], Oprócz 
wzrostu powinowactwa enzymu względem substratów, Fru-2,6-P? powoduje wzrost szybko­
ści maksymalnej reakcji w prawą stronę. Wielkość tego efektu zależy od stężenia Fru-6-P [6, 
10, 11, 12, 44, 46, 48, 62, 76, 101], Fru-2,6-P? aktywuje PP-PFK również w reakcji 
defosforylacji Fru-1,6-P0. Efekt ten jest nieznaczny w warunkach, gdy stężenie Fru-1,6-P-, w 
środowisku reakcyjnym jest wysokie [6, 11, 12, 46, 48, 50, 75, 96, 101]. Tak więc pozorny 
brak aktywacji enzymu w reakcji defosforylacji Fru-1,6-P-, in vitro jest wynikiem niespecyfi­
cznej aktywacji enzymu przez wysokie stężenie Fru-1,6-P0 [75]. Zastąpienie Fru-2,6-P., przez 
jego fosfonianowe analogi pozwoliło stwierdzić, że enzym ma jedno miejsce wiążące akty­
wator, co dodatkowo potwierdza symetryczną aktywację enzymu [96].

Próby oczyszczania oraz badania kinetyczne wykazały, że enzym izolowany z różnych 
tkanek roślinnych różni się pod względem właściwości fizykochemicznych. Podstawowe 
różnice dotyczą jego podatności na aktywację [2, 44, 109], W badaniach własnych wykaza­
liśmy, że aktywność enzymu w kiełkach fasoli we wczesnej fazie wzrostu rośnie w obecności 
Fru-2,6-P0 10-24-krotnie, podczas gdy w 3- i 6-dniowych liściach zaledwie ok. 2-krotnie [44]. 
Wyjątkowo niską wrażliwość na aktywację wykazuje enzym izolowany z liści niektórych 
roślin gruboszowatych, np. ananasa i Sansevieria trifasciata [14, 48].

Zróżnicowanie enzymu pod względem wrażliwości ne Fru-2,6-P~> skłoniło badaczy do 
poszukiwań różnic w budowie molekularnej. W badaniach tych stwierdzono, że enzym 
izolowany z różnych gatunków roślin i różnych tkanek różni się pod względem budowy 
podjednostkowej [6, 15, 28, 106]. Wykazano też, że stosunek ilościowy poszczególnych 
podjednostek może ulegać zmianom w czasie rozwoju rośliny [7, 8, 107]. Wydaje się, że 
różnice w składzie podjednostkowym enzymu determinują duże zróżnicowanie powinowac­
twa względem Fru-2,6-P-,. Wartości K na ogół mieszczą się w zakresie stężeń od 5 x 10-9 M 
do 10~ M [6, 11, 12, 28, 46, 76, 101, 110]. Powinowactwo względem Fru-2,6-P-, zależy też 
od składu środowiska reakcyjnego, zwłaszcza od stężenia Fru-6-P i fosforanu [46, 84, 101], 
Wyższe stężenie Fru-6-P powoduje wzrost powinowactwa enzymu względem Fru-2,6-P0 w
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przeciwieństwie do fosforanu działającego antagonistycznie. Tak więc zmiany stężenia Fru- 
6-P i fosforanu pełnią istotną rolę w mechanizmie regulacji PPj-PFK in vivo.

3.2. FOSFATAZA FRUKTOZO 1,6-BISFOSFORANOWA

Cytoplazmatyczna FBPaza, odrębna od enzymu chloroplastowego, została wyizolowana i 
oczyszczona po raz pierwszy przez Zimmermanna [112]. Enzym ten, chociaż podobny pod 
względem masy cząsteczkowej do badanego wcześniej enzymu chloroplastowego [111], 
wykazuje szereg odrębnych właściwości. Enzym cytoplazmatyczny nie jest regulowany przez 
zależny od światła układ ferredoksyna/tioredoksyna [63], natomiast jest silnie hamowany 
przez Fru-2,6-P0. Efektor ten obniża szybkość maksymalną i powinowactwo enzymu wzglę­
dem substratu oraz zmienia krzywą kinetyczną z hiperbolicznej na sigmoidalną [39, 51, 70,
104], Cytoplazmatyczna FBPaza różni się od enzymu chloroplastowego również tym, że 
podlega hamowaniu przez AMP, który działa synergistycznie z Fru-2,6-P~, [39, 91, 93]. 
Hamowanie enzymu przez Fru-2,6-P0 znoszone jest częściowo przez UDP-glukozę, która 
pojedynczo nie wpływa na aktywność enzymu [70].

4. ROLA FRU-2,6-P2 W REGULACJI PODZIAŁU METABOLITÓW 
TRÓJWĘGLOWYCH MIĘDZY REAKCJE PROWADZĄCE 

DO SYNTEZY SKROBI LUB SACHAROZY

Ciągłe zmiany warunków środowiska, jakim poddawane są rośliny, wymagają złożonych 
mechanizmów regulacji fotosyntezy i akumulacji węgla. Jednym z elementów takiego mecha­
nizmu jest synteza skrobi w chloroplastach, która pełni funkcję "buforu" metabolitów trój wę­
glowych. Asymilacji C 0 9 w chloroplastach towarzyszy wiązanie fosforanu w formie estrów 
trioz, z których jest on uwalniany w cytoplazmie w szlaku prowadzącym do syntezy sacharozy. 
Z tego względu szybkość wiązania C 0 2 musi być skoordynowana z syntezą skrobi i sacharozy. 
Cykl przemian fosforanu musi zapewniać ciągłość fotosyntezy bez obniżania puli fosfotrioz 
poniżej poziomu, który umożliwia regenerację rybulozo 1,5-bisfosforanu. Z drugiej strony, 
przemiany prowadzące do syntezy skrobi i sacharozy muszą być regulowane ze względu na 
wspólny substrat, jakim jest 3-PGA.

Mechanizm regulacji przemian węgla od 3-PGA do skrobi w chloroplastach bądź sacha­
rozy w cytoplazmie oparty jest na kontroli aktywności enzymów metabolizujących Fru-2,6-P2. 
Na podstawie badań nad regulacją syntezy i hydrolizy Fru-2,6-P? in vitro można było założyć, 
że Fru-2,6-P0 jest sygnałem informującym o stężeniu w cytoplazmie DHAP, 3-PGA, Fru-6-P, 
ortofosforanu i pirofosforanu. W badaniach in vivo poświęconych analizie zmian stężenia 
metabolitów w różnych warunkach oświetlenia stwierdzono, że przeniesieniu liści z ciemności 
do światła towarzyszy natychmiastowy znaczny wzrost poziomu DHAP i 3-PGA w cytopla­
zmie i gwałtowny spadek stężenia Fru-2,6-P2 jako efekt zahamowania PFK-2. Zmianom tym 
towarzyszy wzrost aktywności syntazy fosfosacharozy oraz wzrost cytoplazmatycznego i 
wakuolarnego poziomu sacharozy [92], Dłuższe pozostawienie liści na świetle powoduje 
obniżenie aktywności syntazy sacharozofosforanowej (SPS) i wzrost stężenia fosfoheksoz, co 
w efekcie prowadzi do aktywacji PFK-2 i wzrostu stężenia Fru-2,6-P-, [85, 94], Tak więc 
wzrost stężenia Fru-2,6-P^ hamuje syntezę sacharozy i regenerację fosforanu, co z kolei
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pociąga zahamowanie transportu fosfotrioz z chloroplastów i otwiera szlak prowadzący do 
syntezy skrobi. Jak już wspomniano wcześniej, chloroplastowy szlak glukoneogenezy akty­
wowany jest przez światło, natomiast pirofosforylaza ADP-glukozy -  kluczowy enzym w 
regulacji syntezy skrobi -  kontrolowany jest przez stosunek stężenia 3-PGA-ortofosforan [83, 
90]. Wzrost stężenia 3-PGA w chloroplastach w wyniku zahamowania transportu trioz do 
cytoplazmy prowadzi zatem do aktywacji pirofosforylazy ADP-glukozy i wzmożonej syntezy 
skrobi [72].

Na marginesie tych badań stwierdzono, że synteza skrobi zachodzi w warunkach, gdy 
zewnątrzchloroplastowe stężenie fosforanu jest niższe od 0,3 mM [90], co wskazywałoby, że 
stężenie fosforanu w cytoplazmie podczas fotosyntezy nie powinno przekraczać tej wartości.

4.1. REGULACJA SYNTEZY I DEGRADACJI SACHAROZY

Cytoplazmatyczna FBPaza jest kluczowym enzymem regulatorowym szlaku glukoneo­
genezy prowadzącego do syntezy sacharozy. Aktywność FBPazy jest efektywnie hamowana 
przez fizjologiczne stężenia Fru-2,6-P2, a ponadto przez AMP i fosforan. W badaniach nad 
syntezą sacharozy eksperymentalnie wykazano, że jej synteza może być zapoczątkowana w 
warunkach przekroczenia pewnego progowego stężenia metabolitów trójwęglowych w cyto­
plazmie. Poniżej tego krytycznego stężenia aktywność FBPazy jest całkowicie zahamowana 
przez Fru-2,6-P.,. Minimalny wzrost stężenia fosfotrioz powyżej progowej wartości powoduje 
zahamowanie syntezy Fru-2,6-P0 i w efekcie odblokowanie aktywności FBPazy. Aktywność 
FBPazy rośnie bardzo gwałtownie w wyniku zmiany kinetyki enzymu z sigmoidalnej na 
hiperboliczną będącej efektem obniżenia się stężenia Fru-2,6-P-, oraz wzrostu stężenia Fru-
1,6-P-, [89, 91, 97, 99]. W warunkach długotrwałej lub intensywnie zachodzącej fotosyntezy 
do regulacji syntezy sacharozy zostaje włączony mechanizm sprzężenia zwrotnego. W me­
chanizmie tym istotną rolę gt$ syntaza sacharozofosforanowa współdziałająca z fosfatazą 
sacharozową. Enzymy te uczestniczą bezpośrednio w syntezie sacharozy zgodnie z równania­
mi:

1. UDP-glu + Fru-6-P <=> fosfosacharoza + UDP
2. fosfosacharoza + Ho0  > sacharoza + P.2 i
SPS jest regulowana przez glukozo 6-fosforan, fosforan i sacharozę, a ponadto aktywność 

jej podlega modyfikacji kowalencyjnej w drodze fosforylacji i defosforylacji białka [22, 42]. 
Zahamowaniu aktywności SPS towarzyszy wzrost stężenia Fru-6-P prowadzący do znoszenia 
hamowania aktywności PFK-2 przez metabolity trójwęglowe i wzrostu stężenia Fru-2,6-P-,. 
W tych warunkach synteza sacharozy zostaje zahamowana i wzrasta szybkość produkcji 
skrobi.

Sacharoza magazynowana jest w wakuolach lub jest transportowana z liści do tkanek 
niefotosyntetyzujących i tkanek spichrzowych, gdzie jest źródłem węgla lub energii. Włącze­
nie sacharozy do metabolizmu komórkowego polegające na jej degradacji może się odbywać 
dwiema drogami (rys. 3). Pierwszy szlak (rys. 3A) rozpoczyna się od hydrolitycznego 
roszczepienia sacharozy katalizowanego przez cytoplazmatyczną obojętną inwertazę lub 
kwaśną inwertazę zlokalizowaną w wakuoli i ścianie komórkowej. Alternatywny szlak 
degradacji (rys. 3B) rozpoczyna się od reakcji katalizowanej przez syntazę sacharozy, której 
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 zależnej od PPj reakcji pirofosforylacji (PP; + UDP-glu <=> glu-l-P  + UTP) 
produkuje glukozo 1-fosforan i UTP.

Właściwości kinetyczne syntazy sacharozy, a zwłaszcza stosunkowo wysokie powinowac­
two do sacharozy nasuwa przypuszczenia, że ten szlak funkcjonuje w warunkach niższego 
stężenia sacharozy, bądź w tkankach, w których zachodzi intensywny metabolizm towarzy­
szący wczesnym stadiom wzrostu i rozwoju rośliny [41].

Rys.3. Degradacja sacharozy przez inwertazę (A) lub syntazę sacharozy (B) oraz reakcje włączenia produktów de­
gradacji do szlaku metabolizmu fosfoheksoz

5. UDZIAŁ PPi-FOSFOFRUKTOKINAZY 
W METABOLIZMIE CUKRÓW I PIROFOSFORANU

Właściwości PR-fosfofruktokinazy badane in vitro pozwalały przypuszczać, że może ona 
funkcjonować zarówno w reakcjach fosforylacji Fru-6-P i defosforylacji Fru-1,6-P2, jak też 
w przemianach typu fosforan <=> pirofosforan, zgodnie z reakcjami przedstawionymi 
schematycznie na rysunku 4.

W pierwszym przypadku (rys. 4A) PR-PFK pełni funkcję enzymu wspomagającego lub 
zastępującego ATP-fosfofruktokinazę w glikolizie bądź FBPazę w glukoneogenezie.

W drugim przypadku (rys. 4B) PP(-PFK współdziałając z ATP-PFK i FBPazą funkcjonuje 
w jałowym cyklu przemiany Fru-6-P/Fru-l,6-P9, którego rolą jest przemiana

P. <=> PP.
i i

regulująca stężenie PP. lub ortofosforanu w cytoplazmie [20, 21, 23, 24, 25, 41, 69, 73,
105],
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Rys.4. Udział PP.-fosfofruktokinazy w przemianie Fru-6-P <=> F ru-1,6-P2 (A) lub w przemianie P. <=> PP. (B)

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

Tkanki roślinne zarówno zielone, jak też niefotosyntetyzujące obok PP;-PFK zawierają 
cytoplazmatyczną ATP-fosfofruktokinazę [36] odrębną od izoenzymu chloroplastowego (pla- 
stydowego) [21, 31, 32], Obydwa izoenzymy ATP-fosfofruktokinazy nie są aktywowane 
przez Fru-2,6-P9, czym różnią się od fosfofruktokinazy z tkanek zwierzęcych i z drożdży. 
Cytoplazmatyczna ATP-PFK z roślin jest silnie hamowana przez fosfoenolopirogronian i 
3-PGA. Hamowanie znoszone jest przez ortofosforan, wykazujący dodatkowo w niektórych 
przypadkach silny efekt aktywacji. Godnym podkreślenia jest fakt, że roślinna ATP-PFK w 
odróżnieniu od enzymu zwierzęcego zasadniczo regulowana jest przez stosunek stężenia 
fosfoenolopirogronianu do fosforanu, a nie przez stosunek ATP/ADP [21].

Mimo że obecność ATP-PFK stwierdzana jest powszechnie u roślin, to w niektórych 
tkankach lub gatunkach aktywność jej jest od kilku do kilkudziesięciu razy niższa niż 
aktywność PR-fosfofruktokinazy [14]. Aktywacja PP(-PFK przez Fru-2,6-P0, a ponadto
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stosunkowo wysoka jej aktywność w niektórych tkankach nasuwa przypuszczenie, że podsta­
wowym dawcą fosforanu w fosforylacji Fru-6-P jest w tych przypadkach PPt, nie zaś ATP. 
Stosunek aktywności obydwu fosfofruktokinaz zmienia się w czasie wzrostu i rozwoju rośliny 
i na ogół aktywność PP-PFK przeważa w kiełkujących nasionach i w tkankach, w których 
zachodzi intensywny metabolizm [2, 10, 44, 53], Glikolityczny kierunek reakcji sugerują 
również badania zmian poziomu Fru-2,6-P-, towarzyszące intensyfikacji reakcji katabolicz- 
nych. I tak, wzmożone oddychanie będące efektem zranienia tkanki, przerwania stanu spo­
czynkowego, czy też działania etylenu indukuje wzrost stężenia Fru-2,6-P0 [5,48,67,87,100]. 
Również znaczący wzrost powinowactwa enzymu względem Fru-6-P, jaki towarzyszy jego 
aktywacji przez Fru-2,6-P2, oraz rosnące powinowactwo enzymu do Fru-2,6-P9 wraz ze 
wzrostem stężenia Fru-6-P wskazuje na jego rolę jako enzymu fosforylującego Fru-6-P.

Według niektórych autorów Fru-2,6-P0 nie tylko aktywuje PP-PFK, ale indukuje powsta­
wanie formy dimerycznej (oligomerycznej) preferującej glikolityczny kierunek reakcji [109]. 
Mimo że dimeryzacja nie jest powszechnie potwierdzanym mechanizmem regulacji PP-PFK, 
to zróżnicowanie enzymu pod względem stopnia podatności na aktywację jest powszechnie 
stwierdzane [10, 14, 48]. Molekularne podstawy zróżnicowanej wrażliwości PR-PFK na 
Fru-2,6-P9 są obecnie intensywnie badane [7, 8, 15, 107, 110].

Jak dotąd bezpośrednim potwierdzeniem glikolitycznej roli PP-PFK są wyniki badań 
dotyczących zmian stężenia PPj i Fru-6-P w cudzoży wnych komórkach Chenopodium rubrum. 
Stwierdzono w nich, że na skutek rozprzężenia oddychania następuje wzrost poziomu Fru-
2,6-P0, któremu towarzyszy równoczesny spadek stężenia PPj i Fru-6-P [35].

W korzeniach ryżu w warunkach glikolizy beztlenowej stwierdzono wzrost stężenia 
Fru-2,6-P0 i wzrost syntezy PPj-PFK przy niezmienionym poziomie ATP-PFK [66], Na tej 
podstawie Mertens rozważa możliwość, że PPj-PFK bierze udział w fosforylacji Fru-6-P w 
warunkach glikolizy beztlenowej, a więc w sytuacji gdy źródłem ATP nie jest fosforylacja 
oksydacyjna [65].

Warunkiem udziału PPj-PFK w fosforylacji Fru-6-P jest obecność w cytoplazmie odpo­
wiedniego stężenia PP;. Do niedawna przyjmowano powszechnie, że pirofosforan produko­
wany w wielu reakcjach biosyntez jest natychmiast hydrolizowany przez pirofosfatazę, co w 
efekcie sprawia, że reakcje te stają się nieodwracalne. Obecnie wiadomo, że pirofosfataza w 
komórkach roślinnych zlokalizowana jest głównie w chloroplastach (plastydach), gdzie 
hydrolizuje PP( powstający w dużych ilościach w czasie syntezy skrobi [34, 105]. Oprócz 
enzymu plastydowego tkanki roślinne zawierają pirofosfatazę związaną z błonami plazma- 
tycznymi [74] i z wewnętrzną błoną mitochondrialną [49]. Subkomórkowa przedziałowość 
metabolizmu PP; umożliwia utrzymywanie stężenia PP; w cytoplazmie na poziomie 1-10 tys. 
razy wyższym od przewidywanego na podstawie wartości stałej równowagi reakcji hydrolizy 
PPj i mieści się w zakresie od 70 do 400 |iM [19, 20, 24, 26, 44, 69, 79, 105]. Ponieważ ok. 
90% komórkowej puli PR zlokalizowane jest w cytoplazmie, zatem stężenie jego znacznie 
przewyższa wyznaczone wartości Km PP;-fosfofruktokinazy względem tego substratu.

Defosforylacja Fru-1,6-P-, przez PPj-PFK związana z produkcją PPj aktywowana jest 
również przez Fru-2,6-P9, czym różni się od hamowanej przez ten efektor hydrolizy katalizo­
wanej przez FBPazę. Biorąc pod uwagę cytoplazmatyczną lokalizację obu enzymów [10, 50, 
53, 112] wydaje się mało prawdopodobne, aby silnie aktywowana PPj-fosfofruktokinaza 
mogła in vivo funkcjonować w defosforylacji Fru-1,6-P,,. Aczkolwiek możliwość taka powin­
na być brana pod uwagę, jeżeli się założy, że reakcja ta ma na celu produkowanie PPj.
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5.2. ROLA PPj-PFK W CYTOPLAZMATYCZNYM METABOLIZMIE PIROFOSFORANU

Stosunkowo wysokie i względnie stałe stężenie PP. w cytoplazmie w różnych warunkach 
doświadczalnych [1, 20, 23] sugeruje, że PPj-PFK współdziałając z ATP-PFK i FBPazą 
uczestniczy w przemianie P <=> PP zgodnie ze schematem zamieszczonym na rysunku 4B 
[20, 21, 23, 24, 25, 41, 69, 73, 105].'

W poprzednich rozdziałach podkreślano w wielu miejscach, że metabolizm fosforanu 
przebiega w ścisłym związku z metabolizmem cukrów. Fosforan jest ponadto jednym z 
kluczowych metabolitów funkcjonujących w regulacji aktywności wielu enzymów, chociaż 
jego udział w tych procesach in vivo jest obecnie trudny do określenia. Można jednakże 
zakładać, że nawet niewielkie zmiany stężenia fosforanu lub stosunku fosforanu do pirofosfo- 
ranu ma w wielu przemianach ważne znaczenie regulacyjne.

Źródłem PPj w cytoplazmie obok licznych reakcji biosyntez mogą być reakcje produkujące 
PPj w chloroplastach i mitochondriach, skąd może on być transportowany do cytoplazmy za 
pośrednictwem translokaz nukleotydowych [38,49], W metabolizmie PP; w cytoplazmie obok 
PPj-PFK uczestniczy transportująca protony pirofosfataza (H+-PPaza) zlokalizowana w bło­
nach plazmatycznych oraz pirofosforylazaUDP-glukozy. H+-PPazahydrolizując PPj generuje 
transbłonowy gradient protonowy. Jednakże faktyczna rola tego enzymu in vivo pozostaje 
niewyjaśniona, ponieważ może on również syntetyzować PR na koszt błonowego potencjału 
jonowego [74], Funkcjonowanie PPj-PFK i pirofosforylazy UDP-glukozy pozostaje w ścisłym 
związku z metabolizmem cukrów. Wartości stałej równowagi reakcji katalizowanych przez 
te enzymy wskazują, że reakcje in vivo będą zbliżone do stanu równowagi termodynamicznej 
[25, 105], Tak więc w każdej z tych reakcji może być produkowany lub zużywany pirofosfo- 
ran, a kierunek reakcji będzie zależał od aktualnego stężenia pozostałych substratów i 
produktów reakcji.

Rola PPj-PFK w przemianie R <=> PPj jest przypuszczalnie bezpośrednio związana z 
syntezą lub degradacją sacharozy i polega na usuwaniu lub produkowaniu PPj. Pirofosforan 
uwalniany w reakcji tworzenia UDP-glukozy ogranicza syntezę sacharozy. W usuwaniu PPj 
może uczestniczyć PPj-PFK zachowując część energii wiązania bezwodnikowego PPj w 
formie Fru-1,6-P9 lub H+-PPaza sprzęgająca hydrolizę PPj z transportem protonów przez 
błonę [16, 73].

Komórki roślinne mogą zatem wykorzystywać więcej możliwości energooszczędnego 
usuwania PPj, a o wyborze właściwej drogi przypuszczalnie decyduje poziom Fru-2,6-P2-

Obecnie coraz więcej wyników zdaje się potwierdzać rolę PPj-PFK polegającą na produ­
kowaniu PR. Sugestie te opierają się na badaniach zmian aktywności PPj-PFK, które w 
kiełkujących nasionach grochu, rosnących bulwach ziemniaka i hodowlach komórkowych 
skorelowane są ze zmianami aktywności syntazy sacharozy i pirofosforylazy UDP-glukozy 
[9,25,68], Tak więc szlak degradacji sacharozy rozpoczynający się od syntazy sacharozy (rys. 
3B) i obejmujący również przemianę UDP -4  UTP korzysta przypuszczalnie z reakcji 
defosforylacji Fru-1,6-P0 jako źródła PPj. Powstający w tym szlaku UTP może być wykorzy­
stywany do fosforylacji fruktozy przez UTP-fruktokinazę (rys. 3B) [21, 41].
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6. UWAGI KOŃCOWE

Właściwości kinetyczne 6-fosfofrukto 2-kinazy i fosfatazy fruktozo 2,6-bisfosforanowej 
sugerowały, że Fru-2,6-P? funkcjonuje jako cytoplazmatyczny przekaźnik informujący o 
poziomie intermediatów trójwęglowych i fosfoheksoz, jak również o puli metabolicznie 
czynnego fosforanu i pirofosforanu. Wyniki dotychczasowych badań potwierdziły zakładany 
mechanizm regulacji stężenia Fru-2,6-P2 in vivo oraz częściowo już wyjaśniły rolę, jaką ten 
efektor gra w komórkach roślinnych. Stosunkowo dobrze została poznana rola Fru-2,6-P9 w 
mechanizmie integracji przemian węgla prowadzących do syntezy skrobi i syntezy sacharozy. 
W badaniach tych wykazano, że wzrost stosunku stężenia metabolitów trójwęglowych do 
fosforanu w cytoplazmie, jaki ma miejsce np. w pierwszych minutach po oświetleniu liści, 
powoduje hamowanie aktywności PFK-2 i aktywację fosfatazy fruktozo 2,6-bisfosforanowej. 
Efektem tych zmian jest spadek stężenia Fru- 2,6-P9 oraz wzmożona synteza sacharozy.

Zmiany stężenia Fru-2,6-P9 towarzyszące intensyfikacji oddychania są przypuszczalnie 
wynikiem zmian stężenia 3-PGA będących efektem modyfikacji aktywności kinazy pirogro- 
nianowej lub karboksylazy fosfoenolopirogronianowej.

Regulacja syntezy Fru-2,6-P,, przez 3-PGA i DHAP zależy od stężenia fosforanu, bowiem 
fosforan nie tylko bezpośrednio aktywuje PFK-2, ale w zależności od aktualnego stężenia 
wpływa na efektywność poszczególnych metabolitów trójwęglowych w regulacji aktywności 
enzymu. Mechanizmy regulujące stężenie fosforanu w cytoplazmie nie są dostatecznie pozna­
ne. Przede wszystkim nadal nie wiadomo, w jakim stopniu na poziom "czynnego" fosforanu 
wpływa fosforan zmagazynowany w wakuoli.

Hamowanie aktywności PFK-2 przez metabolity trójwęglowe zależy również od stężenia 
Fru-6-P działającego antagonistycznie w stosunku do DHAP i 3-PGA i znoszącego hamowa­
nie syntezy Fru-2,6-P2. Synteza Fru-2,6-P9 może być ponadto modyfikowana przez fizjologi­
czne stężenia PPj5 który hamując aktywność PFK-2 działa przeciwstawnie w stosunku do 
ortofosforanu.

Powszechnie potwierdzanymi miejscami efektorowymi dla Fru-2,6-P9 jest 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. 
Wbrew pierwotnym przypuszczeniom, które wiązały funkcję tego enzymu wyłącznie z 
glikolizą, obecnie zaczyna przeważać pogląd, że PPj-fosfofruktokinaza reguluje w cytopla­
zmie stężenie PR. Przemiany PPj mają z jednej strony ścisły związek z metabolizmem 
sacharozy, z drugiej zaś z przemianami energetycznymi zachodzącymi w roślinach. W moim 
przekonaniu, dodatkowy szlak przemiany Fru-6-P/Fru-1,6-P9 oraz szersze wykorzystanie PPj 
u roślin wiąże się tu z przewagą aktywności anabolicznej, która pociąga konieczność dostar­
czania większej ilości metabolitów do syntez niż do metabolizmu energetycznego w mito- 
chondriach.

Przedstawione w pracy informacje prowadzą do wniosku, że zarówno rola Fru-2,6-P9, jak 
też problem metabolizmu PPj w roślinach są nadal otwarte i wymagają dalszych szczegóło­
wych badań.
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NIEKTÓRE FUNKCJE KINAZ BIAŁKOWYCH 
I FOSFATAZ BIAŁKOWYCH ZWIĄZANE Z REGULACJĄ 
CYKLU KOMÓRKOWEGO I RÓŻNICOWANIEM KOMÓREK*

SOME FUNCTIONS OF PROTEIN KINASES AND PROTEIN 
PHOSPHATASES IN REGULATION OF CELL CYCLE 

AND DIFFERENTIATION OF CELLS*

Jerzy KAWIAK, Marek JAKÓBISIAK

Zakład Cytologii Klinicznej Centrum Medycznego Kształcenia Podyplomowego i Zakład 
Immunologii Instytutu Biostruktury AM w Warszawie

Streszczenie. Kinazy białkowe i fosfatazy białkowe są odpowiedzialne za fosforylację i defosforylację białek. 
Regulują one m.in. takie procesy, jak proliferacja i różnicowanie komórek. Łańcuch reakcji fosforylacji i defosfory- 
lacji może być uruchomiony przez czynnik wzrostu działający na odpowiednią komórkę lub przez antygen oddziału­
jący z właściwym limfocytem. Receptory dla czynników wzrostu wykazują często aktywność kinaz białkowych lub 
są związane z tymi enzymami. Jednym z końcowych etapów tych reakcji jest aktywacja czynnika transkrypcyjnego 
bezpośrednio oddziałującego z DNA w okolicy odpowiednich genów. W ypaczona funkcja kinaz białkowych może 
prowadzić do transformacji nowotworowej komórki.

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 współpracują ze sobą od ponad 30 lat i zajmują się badaniem kinaz 
białkowych i fosfataz białkowych. Enzymy te biorą udział w regulacjach wielu procesów 
komórkowych. Kinazy białkowe serynowo-treoninowe katalizują wprowadzanie grupy fosfo­
ranowej do reszt seryny (Ser) ew. treoniny (Thr) białek, a tyrozynowe do reszt tyrozyny (Tyr). 
Opisano również kinazy białkowe, które wprowadzają grupy fosforanowe do reszt Ser/Thr
*W związku z nagrodą 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]. Również fosfatazy białkowe są Ser/Thr oraz Tyr zależnie od reszty aminokwa- 
sowej fosforylowanej w białku, z którego grupa fosforanowa jest usuwana przy udziale 
enzymu. Opisano jednak fosfatazy białkowe, które mają swoistość do Ser/Thr i Tyr, np. 
fosfataza VH1 z wirusa kro wianki (vaccinia) [16] czy fosfataza białkowa 2 A [19]. Lista 
niektórych kinaz białkowych i fosfataz białkowych jest przedstawiona w Tabeli.

Sekwencje substratu (consensus sequence) rozpoznawane przez kinazy białkowe są sto­
sunkowo krótkie, zbudowane z kilku reszt aminokwasów [9], Fosfatazy białkowe rozpoznają 
dłuższe sekwencje, kilkunastoaminokwasowe [5]. Przypuszczalnie większa długość rozpo­
znawanej sekwencji w przypadku fosfataz białkowych wiąże się z tworzeniem struktur 
wyższego rzędu między enzymem a jego substratem. Jeżeliby tak było, to podstawowy 
mechanizm fosforylacji byłby odmienny od mechanizmu defosforylacji białek.

TABELA. Lista niektórych kinaz i fosfataz białkowych (wg [9,16])

Kinazy białkowe Fosfatazy białkowe

Kinaza białkowa cAMP-zależna fosfataza białkowa tyrozynowa CD45
Kinaza białkowa cGMP-zależna fosfataza kinazy pyrogronianowej
Kinaza białkowa C (PKC) fosfataza białkowa 2A
Kinaza białkowa AMP-aktywowana kalcineuryna
p34cdc2 białko cdc25
Kinaza kazeiny II białko VH 1 wirusa krowianki
Kinaza S6 rybosomowa
Kinazy łańcuchów (L i H) miozyny
Kinaza białkowa II Ca/kalmodulino zależna

KASKADY KINAZ BIAŁKOWYCH

Peptydowe czynniki wzrostu wywołują falę fosforylacji wielu białek komórkowych. 
Dzieje się tak dlatego, ponieważ receptory dla tych czynników mają często aktywność kinaz 
białkowych. Kinazy białkowe często działają w układach kaskadowych. Poniżej przedstawio­
no takie układy aktywowane czynnikami wzrostu.

Wzrost aktywności kinazy białkowej kazeinowej II (CKII) zachodzi w komórkach pod 
wpływem insuliny, insulino-podobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1, Insulin-like Growth 
Factor-1), naskórkowego czynnika wzrostu (EGF), surowicy [12]. CKII jest kinazą Ser/Thr 
o słabo poznanych funkcjach. Można sugerować, że enzym bierze udział w zjawisku prolife­
racji komórek, poniewa^jest substratem kinazy białkowej p34Ldc2. Oczyszczona z jaj jeżowca 
kinaza białkowa p34ctk“ in vitro fosforyluje i zwiększa aktywność CKII od 1,5 do 5 razy. 
Kinaza białkowa kazeinowa II, podobnie jak kinaza p34cdc2, jest zlokalizowana w jądrze 
komórkowym i cytoplazmie. Potencjalnie CKII mogłaby przekazywać sygnały do jądra 
komórkowego. Substratami dla CKII są niektóre regulatorowe białka jądrowe, takie jak c-Myc 
[14] i c-Myb [13] kodowane przez onkogeny i zlokalizowane w jądrze. W białku c-Myb jest 
fosforylowana Ser/Tre blisko N-końca łańcucha, w pobliżu miejsca wiązania się c-Myb z 
DNA. Fosforylacja blokuje wiązanie c-Myb z DNA. W komórkach transformowanych nowo- 
tworowo białko c-Myb jest pozbawione fosforylowanego odcinka blisko N-końca. Stąd 
wiązanie c-Myb z DNA nie podlega regulacji przez CKII, a komórki transformowane 
proliferują w sposób niezależny od regulacji białkami c-Myb. Antyonkogen -  białko p53 [21]
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jest również substratem kinazy białkowej kazeinowej II. Na podstawie tych obserwacji można 
przypuszczać, że w komórkach transformowanych nowotworowo przez pozbawienie części 
regulatorowej ich białek kodowanych genami one (c-Myb, c-Myc) bądź ich białek antyonko- 
genowych (p53) nie uda się przywrócić stanu prawidłowej regulacji podziałów przez wpływ 
na kinazy i fosfatazy białkowe. Te enzymy bowiem w kaskadzie zdarzeń są usytuowane 
wcześniej, przed białkami kodowanymi przez onkogeny i antyonkogeny. Można natomiast 
próbować hamować proliferację komórek bezpośrednio wpływając antysensowymi oligo- 
deoksynukleotydami na protoonkogen c-myb [17].

Inny przykład kaskady dotyczy kinaz białkowych aktywowanych mitogenami (kinazy 
MAP, Mitogen Activated Protein Kinases), które są kinazami Ser/Thr kodowanymi przez geny 
ERK [3], aktywowanymi w odpowiedzi na mitogeny w różnych typach komórek [19]. Pod 
wpływem mitogenów w wielu komórkach zachodzi fosforylacja rybosomowej podjednostki 
40S, co wiąże się ze wzrostem syntezy białka i proliferacją komórki. Fosforylacji podlega 
reszta Ser w łańcuchu polipeptydowym S6 podjednostki 40S rybosomu. Proces fosforylacji 
katalizują in vivo (rys. 1) dwa rodzaje kinaz białkowych S6 o masach cząsteczkowych 70 kDa 
i 90 kDa (ich geny oznacza się rsk, stąd np. oznaczenie białka pp90rsk). Kinaza 90 kDa jest 
szybciej aktywowana niż kinaza 70 kDa, ale ta ostatnia jest stosunkowo swoista dla podjed­
nostki 40S rybosomu. Natomiast kinaza S6II (90 kDa) może fosforylować wiele substratów, 
między innymi laminę C, powodując rozpad (demontowanie) otoczki jądrowej we wczesnej 
profazie.

Kinazy S6 z kolei są aktywowane fosforylacją przez kinazy MAP, a inaktywowane 
defosforylacją przy udziale fosfataz białkowych 1 i 2A. Kinazy MAP były badane w różnych 
układach komórkowych i znaleziono dwa podobne białka: 42 kDa i 44 kDa oznaczane jako 
kinaza p42 MAP i kinaza p44 MAP (bądź p42mapk i p44mapk). Są one fosforylowane na Tyr 
i Thr. W fibroblastach następuje większa aktywacja p42mapk niż p44mdpk w odpowiedzi na 
EGF albo estry forbolu. Bardzo podobnym enzymem do p42mdpk okazało się dobrze oczysz­
czone i opisane białko oznaczone jako ERKI (Extracellular-signal Regulated Kinase) [2]. Ma 
ono podobną masę cząsteczkową i sekwencję aminokwasów jak p42mapk, a także jego

p34cdc2 kinaza II kazeiny - a cMyc, cMyb, p53 
cytopiazma i jądro jądro

czynnik wzrostu (mitogen)

produkt c-raf (Raf-1) —» białko MEK —>
—» aktywator kinaz MAP + kinaza MAP —> kinaza S6

cytopiazma PP rybosom

MAP -  białko aktywowane mitogenem (Mitogen Activated Protein=ERK 1, Extracellular-signal Regulated 
Kinase 7); PP -  fosfatazy białkowe 1 albo 2A, które mogą defosforylować kinazy S6.

Rysunek. Schemat niektórych kaskad kinaz białkowych aktywowanych przez czynniki wzrostu wg [3, 10, 18, 19]
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aktywność kinazowa jest całkiem inaktywowana przez fosfatazę białkową 2A i częściowo 
przez fosfatazę białkową CD45.

Kinazy MAP mają aktywność kinaz białkowych Ser/Thr, ale same są aktywowane przez 
fosforylację na Tyr i Thr. Wcześniejszym składnikiem tej kaskady jest aktywator kinaz MAP. 
Zauważono [18], że dobrze oczyszczone preparaty ERKI i ERK2 mogą się autofosforylować 
na Tyr i Thr. Proces ten przebiega jednak powoli w porównaniu z aktywacją w obecności 
aktywatora kinaz MAP. Przypuszczalnie aktywator kinaz MAP wiąże się z kinazami MAP 
zwiększając ich zdolność do autofosforylacji, ale sam nie jest kinazą. Sugerowano też, że 
wcześniejszymi składnikami opisywanej kaskady są: kinaza kinazy MAP, której przedstawi­
cielem jest białko MEK (od MAP kinase or ERK kinase) [3] oraz jeszcze wcześniejszy stopień 
tej kaskady reprezentowany przez białko Raf-l[l0].

Wyrażono przekonanie, że kinazy MAP są ważnymi regulatorami podczas przejścia 
komórki z Go do fazy G1 cyklu komórkowego. Kinazy MAP mogą jednak również być 
aktywowane bez związku z proliferacją np. w komórkach układu nerwowego przez neuro- 
transmitery i peptydy, takie jak NGF.

SKUTKI AKTYWACJI KINAZ BIAŁKOWYCH W LIMFOCYTACH

Dobrze jest prześledzić wspomniany proces na przykładzie komórkowym. Podczas akty­
wacji limfocytów przez antygen poprzedzającej ich proliferację i różnicowanie w komórki 
efektorowe odpowiedzi immunologicznej obserwuje się kilka zachodzących kolejno proce­
sów, w których bardzo istotną funkcję pełnią kinazy i fosfatazy białkowe. Jednym z najwcześ­
niej obserwowanych w limfocytach zjawisk po ich pobudzeniu przez antygen jest aktywacja 
kinaz białkowych tyrozynowych. Zachodzi ona już w kilka sekund po związaniu antygenu.

Następnie aktywowane są kinazy białkowe Ser/Thr, a w kolejnym etapie czynniki trans- 
krypcyjne uruchamiające transkrypcję określonych genów, których aktywacja jest niezbędna 
do proliferacji limfocytów i do przekształcenia się ich w komórki efektorowe. Niektóre kinazy 
białkowe tyrozynowe są bezpośrednio związane z receptorem immunoglobulinowym limfo­
cytu B, np. kinaza Lyn, albo z receptorem rozpoznającym antygen limfocytu T, np. kinaza 

lclc lekp56 kodowana protoonkogenem lek. Kinaza p56 bierze udział w transdukcji sygnałów w
limfocycie T fosforylując i aktywując wspomniane już (rys. 1) kinazy MAP [4]. Informacyjny 
RN A protoonkogenu lek ma na końcu 5’ sekwencję znacznie ograniczającą wydajność 
translacji białka p56lck in vivo. Tej regulatorowej sekwencji-5’ nie mają mRNA białka p56lck 
komórek pewnego chłoniaka, co powoduje nadmierną ekspresję tej kinazy białkowej i może 
być jedną z przyczyn podtrzymania aktywności podziałowej komórek chłoniaka [15].

Jak już wspomniano, droga wiodąca od aktywacji kinaz białkowych Tyr do aktywacji kinaz 
białkowych Ser/Thr nie jest do końca poznana. Wiadomo, że ogniwem pośrednim jest 
aktywacja fosfolipazy Cyl i Cy2. Sugerowano, że dochodzi do tego w wyniku bezpośredniej 
fosforylacji reszt tyrozynowych tej fosfolipazy, a według innych przypuszczeń kinazy białko­
we tyrozynowe aktywują jedno z białek G przez fosforylację białka stymulującego aktywność 
GTPazową (GTPase Activating Protein -  GAP). Dopiero białko G uwolnione z hamującego 
jego aktywność białka GAP aktywowałoby fosfolipazę C. Fosfolipaza C katalizuje hydrolizę 
difosforanu fosfatydyloinozytolu i uwalnia jego produkty: diacyloglicerol i trifosforan inozy­
tolu. Diacyloglicerol aktywuje kinazę C (Ser/Thr), która z kolei aktywuje czynniki transkry-
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pcyjne, m.in. czynnik NF-kB. Aktywacja NF-kB zachodzi w wyniku fosforylacji przez kinazę 
białkową C jego inhibitora I-kB. Fosforylacja ta powoduje odłączenie się inhibitora I-kB od 
czynnika NF-kB [1].

Wydaje się, że w trakcie aktywacji limfocytów istotną funkcję pełnią również fosfatazy 
białkowe, np. fosfataza CD45 [5,7], W procesie aktywacji limfocytu T oddziałuje ona na 
kinazę białkową Lek usuwając grupę fosforanową Tyr w pozycji 505. Ta defosforylacja 
zwiększa aktywność kinazową kinazy Lek.

KINAZY I FOSFATAZY BIAŁKOWE W REGUŁACH CYKLU KOMÓRKOWEGO

Kinazy i fosfatazy białkowe prawdopodobnie biorą udział w regulacji cyklu komórkowego. 
W jednej z prac Krebs i Fischer nawiązują do klasycznych doświadczeń Masui i Markerta, w 
których autorzy ci wywoływali dojrzewanie oocytów żaby (mejozę) wstrzyknięciem cytopla­
zmy pobranej od oocytów pobudzonych progesteronem. Początkowo nieznany czynnik cy- 
toplazmatyczny, którym można było pobudzić dojrzewanie, nazwano MPF (Maturation 
Promoting Factor). Dzisiaj wiadomo, że czynnikiem tym jest kompleks kinazy białkowej 
p34cdc2 i cykliny B [6, 8, 22] oraz że taki aktywny kompleks pojawia się podczas każdego 
podziału (nie tylko mejotycznego) i jest obecny również w komórkach człowieka [11].

Krebs i Fischer [20] pobudzali dojrzewanie oocytów żaby (gat. Xenopus) insuliną. Dojrze­
wanie to można było zahamować na kilka godzin wstrzyknięciem do oocytu fosfatazy 
białkowej tyrozynowej izolowanej i oczyszczonej z łożyska ludzkiego. Obserwację tę można 
było interpretować jako dowód istotnego znaczenia procesów fosforylacji i defosforylacji 
białek w dojrzewaniu oocytu, co wynika zresztą również z prac innych autorów. Krebs i 
Fischer stwierdzili, że wstrzyknięta fosfataza białkowa tyrozynowa była w oocytach w 
stężeniu ok. 10 x wyższym niż w kontroli i była stabilna co najmniej przez 18 godz. Jej 
rozmieszczenie w komórce było podobne jak w kontrolnych oocytach, tj. na biegunie animal- 
nym. Hamowanie dojrzewania zachodziło również wtedy, gdy fosfatazę białkową wstrzyk­
nięto do oocytu w 2^1 godz. po pobudzeniu insuliną. Hamowanie wstrzyknięciem fosfatazy 
białkowej można było obserwować również po pobudzeniu dojrzewania oocytu progestero­
nem bądź MPF, które nie działają przez receptor insulinowy. Wnioskowano, że fosfataza 
proteinowa tyrozynowa hamuje dojrzewanie oocytu przez wpływ na miejsce leżące daleko za 
receptorem insuliny (w błonie komórkowej) w kaskadzie kinaz białkowych, prawdopodobnie 
w związku z MPF (w cytoplazmie i jądrze komórkowym).

Nagrodę Nobla otrzymują zwykle osoby, które pracowały przez wiele lat nad rozwiąza­
niem problemów naukowych, a ich odkrycia zostały potwierdzone w wielu laboratoriach. 
Badania E.G. Krebsa i E.H. Fischera tworzą solidny pomost łączący dość dobrze poznane 
procesy transdukcji sygnałów przez błonę komórkową oraz słabiej poznane procesy zacho­
dzące w jądrze komórkowym prowadzące do ekspresji genów i regulacji wielu procesów 
komórkowych, w tym również proliferacji i różnicowania komórek.
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SZKIELET BŁONY ERYTROCYTU*

ERYTHROCYTE MEMBRANE SKELETON
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Streszczenie. Funkcje szkieletu komórkowego w erytrocycie ssaków pełni sieć peryferyjnych białek błony (głównie 
spektryna, aktyna oraz białko 4.1) określanych szkieletem błonowym. Uzyskanie obrazów wewnętrznej powierz­
chni błony erytrocytu barwionych negatywowo dało bezpośredni wgląd w strukturę szkieletu. Dominującym skład­
nikiem szkieletu są tetramery spektryny o długości maksymalnej ok. 200 nm. Spektryna wiąże się ze zrębem 
hydrofobowym błony poprzez ankirynę (miejsce o wysokim powinowactwie), białko 4.1 oraz poprzez fosfolipidy 
błony. Przedstawiono dane dotyczące struktury, izoform, występowania oraz funkcji poszczególnych, niespektryno- 
wych elementów szkieletu błony, takich jak  ankiryna, białko 4.1, adducyna, tropomiozyna oraz dematyna i tropomo- 
dulina.

Słowa kluczowe: Szkielet błony erytrocytu, spektryna, aktyna, ankiryna, białko 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 skrótów: BPA -  białko przenoszące aniony, kDa -  kilodalton, Kd -  stała dysocjacji, przegl. -  
artykuł przeglądowy

1. SZKIELET BŁONY ERYTROCYTU

1.1 BIAŁKA PERYFERYJNE -  ELEMENTY SZKIELETU BŁONOWEGO

Funkcje szkieletu komórkowego w erytrocycie pełni sieć peryferyjnych białek błony 
określanych przez coraz większą liczbę autorów szkieletem błonowym. W literaturze spotyka 
się jeszcze ciągle określenie "szkielet komórkowy" będące niezbyt precyzyjnym, gdyż stru­
ktura ta nie odpowiada szkieletowi komórkowemu innych komórek. Szkielet błony erytrocytu
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TABELA. Białkowe składniki szkieletu błony erytrocytu oraz białka wiążące szkielet ze zrębem hydrofobowym

Nazwa
białka

Pasmo
elektro-
foretyczne
*podjednostka

M r
[kDa]

Liczba
kopii
x l 0 - 5

Stopień 
oligome­
ry zacj i

Funkcja

Spektryna 1 (a ) 280 2,2 (aß)2 główny składnik budżetu
2(ß) 247 2,2 tetramer błony

Ankiryna 2.1 206 1,1 monomer łączy spektrynę z białkiem
-2 .6 przenoszącym aniony

Białko 4.2 4.2 72* 2,3 trimer wzmacnia oddziaływanie
ankiryny z BPA

Aktyna 5 43 5,1 oligomer 12-13 protofilament,
monomerów oś kompleksu węzłowego

Białko 4.1 4.1 66 2,3 monomer aktywuje tworzenie komple­
ksu spektryny z aktyną

(a) 103 (aß ) aktywuje tworzenie
Adducyna ~3 4 0,3 hetero­ kompleksu spektryny

(ß) 97 dimer z aktyną
Dematyna 4.9 48* 1,0 trimer nieznana

29* 0,6 hetero­ stabilizuje protofila­
Tropomiozyna 7,0 27* 0,6 dimer ment aktynow y
Tropomodulina 5 43* 0,3 monomer stabilizuje oddziaływanie

tropomiozyny z aktyną
Białko przenoszące 3 93 12 tetramer transport anionów, wiązanie
aniony kompleksu ankiry-

na-spektryna
Glikonektyna (glikoforyna C) 25 0,5 bd* miejsce wiązania białka 4.1

*Wyznaczono na podstawie ruchliwości w elektroforezie w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS, **bd -  
brak danych.

jest gęstą, włóknistą strukturą utworzoną w głównej mierze przez białka peryferyjne błony: 
spektrynę, aktynę, ankirynę oraz białko 4.1 [przegl.80]. Potraktowanie błon (cieni) erytrocy­
tów lub erytrocytów roztworem detergentu niejonowego, takiego jak Triton X-100, pozwala 
na solubilizację lipidów oraz większości białek integralnych (zrąb hydrofobowy błony [80]), 
a szkielet błony w postaci tzw. muszelek (shells) pozostaje nierozpuszczony. Struktury te, o 
tych samych rozmiarach i tym samym kształcie co erytrocyty, zawierają bardzo mało lipidów 
(1-2%). Minimalny skład białkowy, przy którym szkielet zachowuje jeszcze integralność, to: 
spektryna, aktyna oraz białko 4.1. W zależności od siły jonowej roztworu ekstrahującego 
struktury te zawierają ankirynę, białko przenoszące aniony oraz białka pasm 4.2 i 4.9 [78]. 
Czynniki, które wywołują zmiany kształtu erytrocytów, takie jak pH lub zmienne stężenia 
kationów, powodują również zmiany kształtu "szkieletów".

Do najważniejszych funkcji szkieletu błony należą:
(1) utrzymywanie "integralności" błony-ekstrakcja cieni roztworem o niskiej sile jonowej 

usuwającym białka peryferyjne, przede wszystkim spektrynę i aktynę powoduje dużą podat­
ność błony fragmentację i odwrócenie; powstają pęcherzyki o średnicy 50-150 nm;

(2) regulacja ruchliwości i rozmieszczenia białek integralnych (kanałów jonowych i 
receptorów powierzchniowych) -  szybkość dyfuzji bocznej białek integralnych (w komórce: 
1019615 m7s) wzrasta stukrotnie po ekstrakcji białek peryferyjnych z błony [98];

(3) właściwości mechaniczne krwinki -  krwinka czerwona (średnica 8 pm) podlega 
znacznym deformacjom w trakcie krążenia przeciskając się przez kapilary o średnicy 2 pm.
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Krwinki anemicznych myszy z defektem genetycznym polegającym na braku zdolności 
syntezy spektryny są bardzo wrażliwe na hemolizę. U osobników homozygotycznych krwinki 
czerwone ulegają hemolizie zaraz po wejściu do krążenia [przegl. 80]. Echinocyty powstałe 
z erytrocytów w nieobecności źródeł energii, a także erytrocyty pacjentów z żółtaczką 
konstytucyjną1 (sferocytozą) uwalniają pęcherzyki błonowe, które nie zawierają białek szkie­
letu, ale zawierają białka integralne. Najnowsze dane uzyskane przy pomocy mikroskopu 
elektronowego [55] dowodzą separacji szkieletu błonowego i zrębu hydrofobowego w "wy­
pustkach" (kolcach) echinocytu.

(4) Wyizolowane poprzez ekstrakcję erytrocytów lub ich cieni detergentem niejonowym 
"szkielety" mogą stanowić podporę dla rekonstytucji. Wiążą one mianowicie fosfolipidy 
[Sikorski, AF, Zieliński, B. -  dane niepublikowane], utrwalone zaś aldehydem glutarowym 
rekonstytuują dwumolekulamą warstwę lipidową tworząc nieprzepuszczalne, wielkie pęche­
rzyki nazwane erytrosomami [42].

(5) udział w utrzymywaniu asymetrii fosfolipidów błonowych, a w szczególności całko­
wicie asymetrycznego rozmieszczenia fosfatydyloseryny w cytoplaznatycznej monowarstwie 
lipidowej błony. Prace, głównie z laboratorium Deuticke‘go [por. przegl. 80], zdawały się 
potwierdzać hipotezę o decydującej roli oddziaływania aminofosfolipidów z białkami szkie­
letu w kształtowaniu ich asymetrycznego rozmieszczenia. Inne dane [26,32] wskazują na 
istnienie jednokierunkowego, zależnego od ATP systemu translokacji fosfatydyloseryny do 
wewnętrznej monowarstwy. Obecnie uważa się, że asymetryczne rozmieszczenie fosfatydy­
loseryny utrzymywane jest zarówno dzięki zależnej od ATP translokacji, jak i od interakcji 
tego fosfolipidu z białkami szkieletu błonowego [65].

1.2. STRUKTURA SZKIELETU BŁONOWEGO ERYTROCYTU.

Uzyskanie przez Byersa i Brantona [12] obrazów wewnętrznej powierzchni błony erytro­
cytu barwionych negatywowo dało bezpośredni wgląd w strukturę szkieletu. Zastosowanie tej 
techniki przez innych [25,55] uzupełnia dane uzyskane we wcześniejszych badaniach bioche­
micznych i ultrastrukturalnych [przegl. 80]. Dominującym składnikiem szkieletu są tetramery 
spektryny o długości maksymalnej ok. 200 nm. Tetramer spektryny zbudowany jest z dwóch 
dimerów oddziałujących końcami, utworzonych z nawiniętych wokół wspólnej osi podjedno- 
stek a  i ß, tworzących podwójną spiralę. Analiza fourierowska mikrofotogramów uzyskanych 
metodą przedstawioną powyżej stała się podstawą interesującej hipotezy zakładającej, że 
elastyczna deformacja komórki wiąże się z przejściowym wydłużaniem spirali pod wpływem 
sił mechanicznych [62]. Obliczenia wskazują na to, że średnia długość tetrameru w natywnej 
błonie wynosi 70 nm [96]. Według tych autorów [62] tetramer spektryny zachowuje się jak 
miękka sprężyna zapewniając powrót erytrocytu do kształtu dwu wklęsłego dysku.
Dziedziczna sferocytozą jest pospolitą niedokrwistością hemolityczną, u której podłoża, jak się przypuszcza, są: 

częściowy brak lub dysfunkcja spektryny, ankiryny bądź innych białek błony erytrocytu. Częściowe obniżenie 
zawartości spektryny jest najpospolitszym defektem w dziedzicznej sferocytozie. U niektórych pacjentów obniżenie 
zawartości spektryny może być wtórnym w stosunku do braku lub dysfunkcji ankiryny. Innym schorzeniem cha­
rakteryzującym się obniżoną zawartością spektryny jest dziedziczna pyropoikilocytoza. Krwinki pacjentów z tym 
schorzeniem zawierają "zmutowaną" spektrynę charakteryzującą się obniżoną zdolnością tworzenia tertramerów. 
Podobny defekt charakteryzuje spektrynę krwinek osób z dziedziczną eliptocytozą. Krwinki jednak zawierają normalne 
lub prawie normalne ilości spektryny.
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Spektryna wiąże się ze zrębem hydrofobowym błony poprzez ankirynę (miejsce o 
wysokim powinowactwie), białko 4.1 oraz poprzez fosfolipidy błony [przegl. 80]. Na mikro- 
fotogramach wewnętrznej powierzchni błony erytrocytu lub rozciągniętych szkieletów bło­
nowych ankiryna lub raczej, kompleks ankiryny i białka przenoszącego aniony (BPA) 
widoczny jest jako struktura globulama o średnicy 9-12 nm [78], Niektóre tetramery spektryny 
wiążą dwie takie struktury położone symetrycznie w odległości ok. 25 nm od środka tetrameru. 
Inne wiążą jedną, a pozostałe nie wiążą tych struktur w ogóle [12]. Miejsca wiązania ankiryny, 
aktyny oraz białka 4.1 znajdują się w podjednostce ß spektryny. Ankiryna wiąże tetramery 
lub oligomery spektryny z około dziesięciokrotnie większym powinowactwem w porównaniu

Rys. 1. A -  Struktura "rozciągniętego" szkieletu błony erytrocytu; schematyczny obraz cytoplazmatycznej po­
wierzchni błony erytrocytu na podstawie danych Byersa i Brantona [12]: 1 -  tetramer spektryny, 2 -  krótki filament 

aktynowy, 3 -  globulamy kompleks białka przenoszącego aniony i ankiryny; B -  schemat struktury błony erytrocytu
w płaszczyźnie poprzecznej
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do dimerów tego białka. Co więcej, oddziaływanie to aktywuje tworzenie tetramerów i 
wyższych oligomerów [15]. Fosforylacja ankiryny obniża znacznie powinowactwo ankiryny 
do spektryny ołigomerycznej (w tym tetramerycznej), ale nie zmienia zdolności do wiązania 
dimerów spektryny [15]. Fosforylacja ankiryny obniża także zdolność wiązania BPA. In vitro, 
nawet 7 reszt treoniny lub seryny ulega fosforylacji za pomocą niezależnej od cAMP, 
erytrocytamej kinazy białkowej I.

Ankiryna wiąże spektrynę ze zrębem hydrofobowym błony poprzez swoiste oddziaływa­
nie z cytoplazmatycznym odcinkiem BPA. Izolowany, cytoplazmatyczn^ fragment tego 
białka tworzy z ankiryną kompleks o stechiometrii 1:1 i KQ ~ 5 x 10196 M [przegl. 80]. 
Znakowana izotopem jodu ankiryna wiąże pozbawione jej pęcherzyki błonowe dwufazowo: 
faza pierwsza, będąca wiązaniem ankiryny do miejsc o niskim powinowactwie, zależna od 
pH (Kd ~ 130 nM) oraz druga polegająca na przejściu miejsc o niskim w miejsca o wysokim 
powinowactwie (KD~ 13 nM). Wiązanie to jest niezależne od pH i przebiega znacznie wolniej 
[24,94]. Pomimo poznanej struktury pierwszorzędowej BPA, dane dotyczące miejsca wiąza­
nia ankiryny są sprzeczne.

BPA występuje w błonie erytrocytu w liczbie kopii ponad dziesięciokrotnie większej niż 
ankiryna. Jest to duży nadmiar, nawet jeśli weźmie się pod uwagę fakt występowania tego 
białka w formie tetrameru. Wyizolowane, niezwiązane BPA, w formie zarówno rozpuszczal­
nej jak i wbudowanej do liposomów, ma zdolność wiązania ankiryny. Pewną rolę w 
stabilizacji kompleksu ankiryny z BPA może pełnić białko 4.2 o masie cząsteczkowej 72 kDa, 
występujące w postaci trimeru, o niepoznanej jak dotąd funkcji [47,48]. Białko to współizoluje 
się z kompleksem BPA-ankiryna. Miejsca wiązania białka 4.2 i ankiryny w cytoplazmatycznej 
domenie BPA są różne [47]. Wrodzony brak białka 4.2 wiąże się z umiarkowaną sferocytozą 
[39], Ankiryna takich erytrocytów w przeciwieństwie do krwinek normalnych ekstrahuje się 
z błon roztworem o niskiej sile jonowej.

Interesujący jest fakt, że niektóre tetramery spektryny nie wiążą ankiryny w ogóle. Może 
to wskazywać na to, że wiązania spektryny i ankiryny wykazują kooperatywność. Uprosz­
czone są zatem modele przedstawiające jedną cząsteczkę ankiryny związaną przez każdy 
tetramer spektryny.

Istnieje też sporo dowodów na to, że spektryna główny element szkieletu oddziałuje także 
z fosfolipidami błony [por. przegl. 80]. Wczesne badania w tej dziedzinie sugerowały swoi­
stość oddziaływań spektryny w stosunku do fosfolipidów anionowych, takich jak fosfaty- 
dyloseryna, fosfatydyloglicerol czy kardiolipina [np. 67]. Powinowactwo spektryny do 
pęcherzyków fosfolipidowych jest znacznie, bo w przybliżeniu o jeden rząd wielkości mniej­
sze od powinowactwa do ankiryny. Oddziaływanie spektryny z pęcherzykami fosfolipido- 
wymi powoduje wygaszanie wewnętrznej, tryptofanowej fluorescencji spektryny [64,86]. 
Największy wpływ wykazują pęcherzyki fosfolipidowe sporządzone z fosfatydyloetanolo- 
aminy i jej mieszanin z innymi fosfolipidami. Swoistość w stosunku do fosfatydyloseryny 
obserwowana przez cytowanych wyżej autorów [67] nie potwierdziła się w naszych badaniach 
[86], jak również w badaniach innych [10]. Liposomy fosfolipidowe wpływają na strukturę 
spektryny w roztworze zmieniając jej podatność na proteolizę oraz stabilizując natężenie 
fluorescencji spektryny wobec wzrastającej siły jonowej oraz temperatury [64, 86]. Oddzia­
ływanie spektryny, głównego elementu szkieletu błony, z fosfolipidami wykazano także w 
erytrocytach. Za hydrofobową naturą tych oddziaływań przemawia fakt znakowania spektry­
ny w erytrocytach hydrofobowymi aryloizotiocyjanianami [84, 85], oddziaływanie spektryny
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z hydrofobowymi agarozami i fosfolipidami [81, 83], a także wpływ spektryny na uporząd­
kowanie hydrofobowej strefy dwu warstwy lipidowej [82].

2. ANKIRYNA

2.1. ANKIRYNA ERYTROCYT ARNA

Ankiryny (frakcje elektroforetyczne 2.1-2.6 błony erytrocytu [przegl. 80]) są rodziną 
polipeptydów łączących spektrynę z białkiem przenoszącym aniony. Są one fosfoproteidami 
o podobnej strukturze pierwszorzędowej. Polipeptydy tworzące rodzinę ankiryn oprócz poli- 
peptydu 2.2, będącego rezultatem alternatywnej obróbki mRNA, powstają w wyniku prote- 
olizy polipeptydu 2.1 pod wpływem proteaz wewnątrzkomórkowych [11]. Ankiryna 
erytrocytów jest białkiem zbudowanym z 1880 reszt aminokwasowych o poznanej już sekwen­
cji. Jej masa cząsteczkowa wynosi 206,144 kDa, pi zaś 5,95 [52,57], Struktura pierwszorzę- 
dowa ankiryny charakteryzujtf się występowaniem 3 regionów, z których 2 odpowiadają 
izolowanym wcześniej domenom chemicznym i funkcjonalnym. Domena "89K" (masa cz. 
89,021 kDa, pi 8,0) będąca wcześniej izolowanym fragmentem chymotrypsynowym o masie 
cz. 90 kDa, bądź trypsynowym o masie cz. 83 kDa wykazującym aktywność wiązania białka 
przenoszącego aniony rozpoczyna się resztą 2, a kończy resztą 827. Domena "62K" (masa cz. 
61,991-62,505 kDa, pi 6,8-7,0) odpowiadająca fragmentowi chymotrypsynowemu o masie 
cz. 72 kDa lub trypsynowemu o masie cz. 55 kDa zawierająca miejsce wiązania spektryny 
rozpoczyna się w pozycji 828, a kończy pomiędzy resztą 1367 a 1382. Trzecia domena "55K" 
(masa cz. 54,682-55,195 kDa, pi 4,1) zawiera dwie domeny regulatorowe, z których jedna 
ma wpływ na powinowactwo ankiryny do spektryny, natomiast druga na wiązanie ankiryny 
z białkiem przenoszącym aniony [23,33]. Domena regulująca wiązanie ankiryny ze spektryną 
(sekwencja o masie cz. 17 kDa), która jest nieobecna w ankirynie 2.2 zlokalizowana jest w 
centralnej strefie domeny "55K". Przeciwciała skierowane przeciw temu peptydowi rozpo­
znają ankirynę 2.1, ale nie rozpoznają jej skróconej formy 2.2. Ankiryna 2.2 charakteryzuje 
się trzykrotnie większym powinowactwem do spektryny ( KD~ 1.8 nM w porównaniu 6.0 nM 
dla ankiryny 2.1), wiąże także dwukrotnie więcej białka przenoszącego aniony z nieco 
większym powinowactwem [33]. Druga domena regulatorowa usuwana jest z ankiryny przez 
kalpainę przy resztach 1686 i 1762 [33], Powstający fragment ankiryny o masie cz. 184-192,5 
kDa wykazuje znacznie obniżone powinowactwo do białka przenoszącego aniony (KD~ 10 
nM zamiast 1.2 nM dla natywnej ankiryny) przy dwukrotnym wzroście liczby miejsc wią-

Rys. 2. Schemat struktury ankiryny: 2.2 -  domena nieobecna w ankirynie 2.2, KLP -  fragment usuwany przez 
kalpainę (szczegóły w tekście)
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żących (BPA) [33]. Rolę fosforylacji za pomocą kinazy białkowej I, niezależnej od cAMP 
przedstawiono powyżej. Także kinaza II podobna do kinazy kazeinowej oraz zależne od 
cAMP kinazy obecne w erytrocytach mogą fosforylować ankirynę.

Ankiryna ulega acylacji przy pomocy reszty kwasu palmitynowego. Szybki "obrót" tej 
reszty sugeruje rolę regulacyjną acylacji [88].

Interesującą cechą struktury pierwszorzędowej ankiryny jest występowanie w domenie 
"89K" powtarzającego się motywu. Odcinek pomiędzy resztami 44 i 765 składa się z 22 
powtarzających się odcinków złożonych z 33 reszt aminokwasowych. Każdy segment (33 
reszty) zawiera 13-15 identyczne reszty aminokwasowe. Występowanie podobnych sekwen­
cji stwierdzono w białkach Drosophila melanogaster (produkt genu Notch), Caenorhabditis 
elegans (produkty genów lin 12 i glp 1) oraz białkach wirusa krowianki. Interesujący jest fakt, 
że białka drożdży i bezkręgowców zawierające tę domenę(y) są zaangażowane w regulację 
cyklu komórkowego tych organizmów [57].

Większość przypadków sferocytozy wiąże się z ubytkiem lub nawet całkowitym brakiem 
spektryny erytrocytarnej. U kilku rodzin wykazano także genetyczny związek pomiędzy 
typową, dominującą sferocytozą a delecją krótkiego ramienia chromosomu 8, w którym 
zlokalizowano ostatnio gen kodujący ankirynę [52,58,70]. Związek pomiędzy typową, domi­
nującą sferocytozą a genem kodującym ankirynę został statystycznie udowodniony [21]. 
Nienormalną akumulację ankiryny w błonie erytrocytu spowodowaną skróceniem łańcucha 
polipeptydowego zaobserwowano także u myszy z recesywną sferocytozą [97].

2.2. ANKIRYNA NIEERYTROCYTARNA

Ankiryna została wykryta technikami immunochemicznymi w wielu komórkach ssaków, 
w tym w komórkach mózgu, nerek i komórkach endotelialnych. Wykryto ją w wielu liniach 
komórkowych. Również u ptaków białko podobne do ankiryny (zwane gobliną) wykryto w 
mięśniach szkieletowym i sercowym [przegl. 7,8].

Najlepiej jak dotąd, poznana ankiryna mózgowa została oczyszczona. W jej skład wchodzą 
dwa prawie identyczne peptydy o masach cz. 210 i 220 kDa, które wykazują wiele cech 
podobnych do ankiryny erytrocytarnej, m.in. podobną strukturę domenową oraz zdolność 
wiązania ß spektryny erytrocytarnej i mózgowej (preferencyjnie). To monomeryczne białko 
wiąże, podobnie jak ankiryna erytrocytarna, cytoplazmatyczną domenę białka przenoszącego 
aniony oraz tubulinę. Ogólnie rzecz biorąc rozmieszczenie ankiryny nieerytrocytamej jest 
podobne do rozmieszczenia spektryny.

Ankiryna, zarówno erytrocytarna jak i mózgowa, wiąże mikrotubule oraz dimery (aß) 
niespolimeryzowanej tubuliny. Miejsce wiązania tubuliny znajduje się w tym samym frag­
mencie proteolitycznym co miejsce wiązania białka przenoszącego aniony, co umożliwiać 
może tworzenie kompleksu spektryna-ankiryna-mikrotubule [przegl. 7,8].

Ankiryny erytrocytarna i mózgowa są produktami różnych genów i stanowią blisko 
spokrewnione izoformy [46,51 ]. Podobnie jak w przypadku spektryny obydwie dają początek 
dwu rodzinom ankiryn różniących się lokalizacją w komórkach [45,46]. AnkirynyR (restric­
ted) lepiej reagują z przeciwciałami skierowanymi przeciw ankirynie erytrocytarnej, wystę­
pują w ograniczonej liczbie komórek (szczególnie dużo w regionie bazolatelamym komórek 
tubuli dystalnej oraz komórek interkalowanych przewodu zbierającego nerki [8,44]). Wystę­
puje ona w dużych ilościach w przewężeniach Ranviera, obecna jest w ciałach neuronów i 
dendrytach i aksonach nieosłoniętych mieliną [4,46]. Ankirynaß (broadly distributed) wystę­
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puje w większości komórek nerki [4, 23], neuronach i komórkach glejowych, a tylko w 
niewielkich ilościach w przewężeniach Ranviera. Ankiryna oddziałuje z receptorami białko­
wymi w błonach komórek mózgu oraz mikrokosmków nerek uprzednio pozbawionych białek 
peryferyjnych (KD~ 50-100 nM [22]). Aktywność ta jest hamowana przez izolowaną cyto- 
plazmatyczną domenę białka przenoszącego aniony erytrocytów. Powszechne w komórkach 
nieerytrocytamych białko homologiczne z białkiem przenoszącym aniony erytrocytów sklo- 
nowano i wyznaczono jego sekwencję. Białko to nie zostało jednak scharakteryzowane [1] i 
nie wiadomo, czy oddziałuje z ankiryną. Białko o właściwościach znacznie zbliżonych do 
białka przenoszącego aniony erytrocytów wykryto tylko w niektórych komrkach nerek. 
Oprócz tego białka zdolność wiązania ankiryny (i kompleksu ankiryna-spektryna) wykazują 
także podjednostka a  ATP-azy zależnej od jonów Na+ i K+ błon niektórych komórek nerek 
[69] oraz kanał sodowy wrażliwy na zmiany potencjału (voltage-sensitive)[8]. Powyższe 
białka współwystępują z podtypem R ankiryny zarówno w nerkach (Na+,K+-ATP-aza), w 
domenie bazolateralnej komórek tubuli dystalnej oraz komórek interkalowanych przewodu 
zbierającego (białko przenoszące aniony zbliżone do erytrocytamego), jak i w mózgu, w 
przewężeniach Ranviera (kanał sodowy) [45]. Współwystępowanie kanałów sodowych i 
ankiryny obserwuje się także w przypadku połączeń nerwowo-mięśniowych [28]. Uważa się, 
że oddziaływanie ankiryny z ATP-azą oraz spektryną nieerytrocytamą ma znaczenie w 
regulacji rozmieszczenia ATP-azy w komórkach charakteryzujących się polamością (np. 
komórkach nabłonka nerek) [69], a także w regulacji rozmieszczenia kanałów sodowych w 
osłoniętych mieliną aksonach [4], Białkami, które jak się wydaje są receptorami ankirynyB 
są: glikoproteina o masie cząsteczkowej 205 kDa izolowana z mózgu [95] oraz białko o masie 
cząsteczkowej 85 kDa z komórek limfoma [43]. Ankiryny B i R oddziałują z wieloma różnymi, 
ale strukturalnie podobnymi białkami integralnymi. Swoistość oddziaływania nie jest abso­
lutna, ale dotyczy 2,5- do 10-krotnych różnic w powinowactwie do określonego podtypu 
ankiryny [22]. Jak dotąd wśród poznanych białek wiążących ankirynę nie wykazano podo­
bieństw struktury pierwszorzędowej, aczkolwiek homologia konformacyjna jest możliwa.

3. KOMPLEKS WĘZŁOWY

Końce 5-6 tetramerów spektryny tkwią w kompleksach węzłowych (junctional complexes) 
[12], których osią jest krótki (37 nm) filament aktynowy złożony z 12-13 monomerów. 
Izolowane zarówno z ekstraktów błon erytrocytów do roztworu o niskiej sile jonowej, jak i z 
nierozpuszczalnych w detergencie szkieletów błonowych kompleksy charakteryzowały się 
stałą sedymentacji 26-30 S i następującym składem białkowym: 1 mol dimeru spektryny, 2-3 
moli aktyny, 1 mol białka 4.1 i 0.1-0.5 mola białka 4.9 [61]. Poza tym w skład kompleksów 
węzłowych wchodzą tropomiozyna, tropomodulina oraz adducyna. Należy dodać, że wiele 
danych eksperymentalnych wskazuje na istnienie połączenia końców tetramerów spektryno- 
wych ze zrębem hydrofobowym błony poprzez białko 4.1 i niezdefiniowany, jak dotąd, 
receptor.

Badania nad ultrastrukturą "rozciągniętych" szkieletów czerwonych krwinek pacjentów z 
żółtaczką konstytucyjną (dziedziczna sferocytoza) charakteryzujących się obniżoną zawarto­
ścią spektryny wykazały, że szkielet krwinek tych pacjentów wykazywał tylko niewielkie 
zaburzenia w porównaniu do szkieletu krwinek normalnych, z tym że mniej filamentów
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spektrynowych przypada na każdy kompleks węzłowy (średnio: 3.3-5.0, w krwinkach nor­
malnych 5.0-5.5) [55]. Obniżenie liczby filamentów spektrynowych przypadających na 
kompleks węzłowy miało także miejsce w przypadkach homozygotycznej eliptocytozy chara­
kteryzującej się spektryną z defektem w obrębie domeny a l  [55], w którym to schorzeniu nie 
obserwuje się obniżonej zawartości spektryny. Całkowitą utratę normalnej struktury szkieletu 
błony erytrocytu obserwuje się w najostrzejszych przypadkach sferocytozy z największym 
ubytkiem spektryny i w przypadkach pyropoikilocytozy charakteryzujących się umiarkowa-

“  [55].

spektryna

aktyna

białko 4.1 
adducyna

glikoforyna

fosfatydyloseryna
tropomiozyna

3.1. AKTYNA

Aktyna erytrocytów (400-500 tys. kopii na komórkę) zbliżona jest swoimi własnościami 
do aktyn innych komórek. W erytrocytach występuje tylko izoforma ß, podczas gdy w innych 
komórkach występują mieszaniny jej izoform. Jak już wspomniano, aktyna jest uorganizowa- 
na w krótkie protofilamenty o długości 33-37 nm i średnicy 7-8 nm, złożone z 12-13 
monomerów [przegl. 80]. Uważa się, że powoli rosnący (pointed) koniec protofilamentu 
aktynowego jest zablokowany. Zdolność blokowania powoli rosnącego końca (capping) 
wykazują kompleksy spektryny i białka 4.1 [71]. Należy jednak zaznaczyć, że DNA-aza I 
zastosowana jako sonda dla tego końca aktyny wiąże się z błoną erytrocytu w ilości zbliżonej 
do liczby filamentów aktynowych, co może wskazywać na to, że koniec ten jest wolny [72], 
In vitro w kompleksie, w warunkach nasycenia jedna cząsteczka spektryny przypada na jeden 
monomer aktyny [17]. Miejsce wiązania spektryny w cząsteczce aktyny pozostaje niepoznane. 
Długość filamentu określana jest, jak się uważa, przez tropomiozynę, której właściwości 
przedstawiono poniżej. Spektryna nie zmienia krytycznego stężenia polimeryzacji aktyny, nie 
oddziałuje też z monomerami aktyny wpływając na jej polimeryzację.

nym ubytkiem oraz występowaniem wariantów spektryny a l  i a l

Rys. 3. Schemat struktury kompleksu węzłowego
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3.2. BIAŁKO 4.1.

Jak wspomniano wyżej, białko 4.1 jest ważnym elementem kompleksu "węzłowego”. 
Białko to występujące w liczbie 200 000 kopii w komórce jest w rozcieńczonych roztworach 
monomerem składającym się w rzeczywistości z kilku łańcuchów polipeptydowych (główne 
dwa pasma o masach cz. 80 i 78 kDa) będących elementami całej rodziny białek. U ptaków 
białko 4.1 również syntetyzowane jest w postaci wielu form o masach sięgających 175 kDa 
zmieniających się w miarę różnicowania erytrocytu [przegl. 31]. Odcinek DNA kodujący 
białko 4.1 jest bardzo długi (100 kb), zlokalizowany w chromosomie 1 p3.2->pter koduje wiele 
różnej długości (ok. 5.6 kb) [93] mRNA, które powstają prawdopobnie na skutek zróż­
nicowanej, regulowanej w rozwoju obróbki. Struktura pierwszorzędowa białka 4.1 została 
wydedukowana na podstawie sekwencji cDNA uzyskanej biblioteki genów retikulocytów [20, 
93]. Sekwencja ta jest zgodna z wcześniej uzyskaną na podstawie trawienia chymotrypsyną 
w łagodnych warunkach domenową strukturą tego białka [53], a mianowicie: domenę pier­
wszą, wiążącą błonę, stanowi N-końcowy, hydrofobowy odcinek (-30 kDa) o charakterze 
zasadowym, zawierający 7 reszt cysteiny. Przewidywana struktura drugorzędowa [20] zakłada

Rys. 4. Schemat struktury białka 4.1: Sp -  spektryna, PKC -  miejsca fosforylacji przy pomocy kinazy białkowej C, 
cAMP -  miejsca fosforylacji przy pomocy zależnej od cAMP kinazy białkowej, Sp -  miejsce wiązania spektryny, 

N -  koniec aminowy, C -  koniec karboksylowy

występowanie amfipatycznych helis oraz odcinków struktury ß. Domena druga o masie cz. 
ok. 16 kDa jest hydrofilna, o dużej zawartości proliny (9,3%), strukturze w większości 
a-helikalnej i zawierającej miejsca (maksymalnie 4) fosforylacji dla kinazy białkowej C oraz 
jedno miejsce fosforylacji za pomocą zależnej od cAMP kinazy białkowej [27, 36], Trzecia 
domena o masie cz. ok. 10 kDa zawiera ok. 46% aminokwasów obdarzonych ładunkiem. 
Charakteryzuje ją  duże prawdopodobieństwo struktury długiej helisy [20]. Zawiera miejsce 
fosforylacji dla kinazy białkowej zależnej od cAMP [27,36] oraz miejsce wiązania spektryny. 
Fragment ten bowiem aktywuje wiązanie spektryny z aktyną z powinowactwem prawie 
równym natywnemu białku 4.1 [34]. Domenę czwartą stanowi fragment zawierający 117 reszt 
karboksylowego końca tego białka. Jego masa cząsteczkowa wyliczona z sekwencji [20] 
wynosi 12,6 kDa i jest znacznie mniejsza od wyznaczanej w elektroforezie w obecności SDS 
22-24 kDa. Podobnie masa całej cząsteczki białka 4.1 wyznaczona na podstawie sekwencji 
(66,3 kDa) jest mniejsza od wyznaczonej poprzednio wartości 78-80 kDa. Fosforylacja białka
4.1 przy pomocy zależnej od cAMP kinazy białkowej oraz kinazy białkowej C powoduje 
znaczne obniżenie jego powinowactwa do spektryny oraz znaczne, bo 50-80% obniżenie 
jego zdolności do aktywacji wiązania spektryny z aktyną [14,54]. Metabolit erytrocytów, 
2,3-difosfoglicerynian hamuje fosforylację białek szkieletu błonowego, w tym również białka
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4.1 przez endogenne kinazy, kazeinową oraz zależną od cAMP kinazę białkową. Natomiast 
aktywuje on fosforylację białka 4.1 przy udziale kinazy białkowej C [13]. Białko 4.1 oddzia­
łuje z kalmoduliną (KD~ 5.5.x 101967M ) i oddziaływanie to reguluje interakcję spektryny z 
aktyną [92].

Retikulocyty ludzkie zawierają transkrypty genu białka 4.1 kodujące cztery łańcuchy 
polipeptydowe o sekwencjach różniących się obecnością bądź nieobecnością 21 reszt w 
domenie wiążącej spektrynę i aktynę oraz występowaniem odcinka 43 lub 34 reszt aminokwa­
sowych w pobliżu końca karboksylowego [19]. Wykazano także, że ten sam gen może 
kodować białko 4.1 limfocytów ludzkich (zawierające zmienioną, nieaktywną domenę o 
masie cz. 10 kDa powstające również na skutek alternatywnej, swoistej tkankowo, obróbki 
mRNA [93]).

Dane z badań biochemicznych i genetycznych wskazują na związek białka 4.1 z etiologią 
niektórych przypadków dziedzicznej eliptocytozy [np. 60,63]. Ostatnio zostały dokładnie 
opisane dwa strukturalne warianty tego białka [18,60]. Erytrocyty zawierające białko 4.1 o 
masie cz. 95 kDa wykazywały stabilność mechaniczną podobną do erytrocytów osobników 
normalnych, podczas gdy erytrocyty zawierające białko 4.1 (o masach cząsteczkowych 68 i 
65 kDa) były znacznie mniej oporne mechanicznie. Analiza tych mutacji wykazała, że dot^cz^ 
one duplikacji bądź delecji w obrębie domeny wiążącej spektrynę: mRNA białka 4.1 
charakteryzuje się delecją odcinka kodującego 80 reszt aminokwasowych pomiędzy Lys a 
Gly486 (stanowiącego prawie dokładnie domenę wiążącą spektrynę). Białko 4.1 ~ zawiera 
dodatkowo 123 reszty aminokwasowe -  zduplikowaną domenę wiążącą spektrynę [18].

Izoformy reaktywne z przeciwciałami skierowanymi przeciw białku 4.1 występują w wielu 
rodzajach komórek nieerytrocytamych, jak np. fibroblastach, płytkach krwi i granulocytach, 
komórkach nabłonka, soczewce oka, neuronach [przegl. 31]. Te ostatnie komórki zawierają 
dwa białka uważane za analogi białka 4.1 -  amelinę [50] oraz synapsynę I [5]. Amelina jest 
białkiem o masie cz. 93 kDa, reagującym z przeciwciałami skierowanymi przeciw białku 4.1, 
wykazującym ok. 50% homologii z białkiem 4.1. Amelinę zlokalizowano w ciele neuronu 
oraz dendrytach, a także w niektórych komórkach glejowych. Białko to wykazuje zdolność 
wiązania izolowanej spektryny mózgowej [50],

Synapsyna I -  dobrze scharakteryzowane ufosforylowane białko występujące na cytopla- 
zmatycznej powierzchni małych (średnica 40-60 nm) pęcherzyków synaptycznych zawiera­
jących neurotransmiter [89]. Synapsyna jest mieszaniną czterech polipeptydów (synapsyna la 
i Ib oraz Ila i Ilb) o masach cząsteczkowych 76, 70, 55 i 50 kDa (706, 670, 586 i 479 reszt 
aminokwasowych) będących izoformami obróbki mRNA [89]. Szczegółowe badania wyka­
zały, że strukturalnie synapsyna jest różna od białka 4.1. Defosforylowana synapsyna wiąże 
spektrynę mózgową, cechy zaś tego kompleksu zbliżone są do cech kompleksu białka 4.1 ze 
spektryną (KD, stechiometria, lokalizacja miejsc wiązania w tetramerze spektryny). Wykazano 
też, że synapsyna aktywuje wiązanie spektryny z f-aktyną podobnie jak białko 4.1 [49]. Można 
zatem przyjąć, że synapsyna jest funkcjonalnym analogiem białka 4.1.

Miejsce wiązania białka 4.1 z błoną erytrocytu nie zostało w pełni zidentyfikowane. 
Większość białka 4.1 pozostaje zasocjowana z błoną erytrocytu po ekstrakcji spektryny i 
aktyny. Związane z błoną białko 4.1 zachowuje zdolność aktywacji tworzenia kompleksu 
spektryny z aktyną -  stanowić może zatem miejsce przyczepu kompleksu spektryny z aktyną 
do zrębu hydrofobowego błony erytrocytu. Trzeba dodać, że pęcherzyki selektywnie pozba­
wione białka 4.1, ale mające normalną ilość ankiryny wiążą spektrynę z takim samym 
powinowactwem i w takiej samej maksymalnej ilości jak mające białko 4.1. Liczba miejsc
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wiążących białko 4.1 odpowiada ilości kopii białka 4.1 w pojedynczym erytrocycie, to jest 
200 000, a stała dysocjacji kompleksu 4.1 z błoną erytrocytu wynosi 42-50 nM [31]. Rolę 
receptora tego białka przypisywano już: glikoforynie A [2], kompleksom glikoforyny A z 
polifosfoinozytydami [3], glikoforynie C (lub ß), zwanej też glikonektyną [68], glikoforynie- 
y o masie cz. 30 000, a także białku przenoszącemu aniony oraz fosfatydyloserynie, lipidowi 
charakterystycznemu dla wewnętrznej monowarstwy lipidowej błony erytrocytu [przegl. 6], 
Glikoforyna A oraz białko przenoszące aniony raczej nie spełniają tej roli, gdyż ludzie nie 
mający glikoforyny A i spokrewnionej z nią glikoforyny B mają erytrocyty normalne, nie 
wykazując zmian w mechanicznej stabilności. Białko 4.1 wciąż wiąże błony erytrocytów 
pozbawione na skutek potraktowania proteazami cytoplazmatycznej domeny białka przeno­
szącego aniony, która in vitro wiąże białko 4.1. Glikoforyna C i spokrewniona z nią 
glikoforyna y są jak wykazano miejscami asocjacji białka 4.1 z błoną erytrocytu. Pozostają 
one związane ze szkieletem po ekstrakcji błony detergentem niejonowym [68], podczas gdy 
pozostałe glikoforyny ulegają całkowitej ekstrakcji. Pacjenci z wrodzonym brakiem białka 4.1 
wykazują także 70% obniżenie zawartości glikonektyny. Erytrocyty nie zawierające glikofo­
ryny C i y wykazują obniżoną odporność mechaniczną, a także obniżoną zawartość białka 4.1 
[74], Należy pamiętać, że glikonektyną obecna jest w błonie erytrocytu tylko w liczbie 50 000 
kopii, stąd istnienie innego receptora białkowego, a w szczególności lipidowego, jest wielce 
prawdopodobne. Izolowane białko 4.1 oddziałuje z liposomami lub monowarstwami lipido­
wymi wykazując największe powinowactwo do błon zawierających fosfatydyloserynę (KD 
-3.3 x 10196 M) [16,75,77,79]. Wiązanie białka 4.1 przez odwrócone pęcherzyki błon 
erytrocytów uprzednio pozbawione tego białka zmniejsza się po potraktowaniu błon dekar- 
boksylazą fosfatydyloseryny, a także w obecności jonów Ca2+[76]. Wiązanie białka 4.1 do 
pęcherzyków lipidowych powodowało uwalnianie zamkniętych w nich substancji, a także 
zmniejszenie ruchliwości węglowodorowych łańcuchów acylowych fosfolipidów [76,79]. 
Erytrocyty pacjentów z dziedziczną eliptocytozą (HE[4.1°]), które nie zawierają białka 4.1 
mają zaburzoną asymetrię fosfatydyloseryny, tzn. ok. 10% tego fosfolipidu jest dostępne dla 
fosfolipazy działającej na zewnątrz komórki [75]. Hydrofobowa, zasadowa domena o masie 
30 kDa została zidentyfikowana jako miejsce wiążące fosfatydyloserynę [16]. Ostatnio 
wykazano, że odległość pomiędzy białkiem 4.1 a dwumolekulamą warstwą lipidową w 
pęcherzykach błonowych pochodzących z erytrocytów wynosiła 7,5, a w liposomach ok. 5,0 
nm [77]. Nie wiadomo, czy różnica ta wynika z obecności różnych receptorów w obu układach.

Erytrocytarne białko 4.1 wykazuje zdolność wiązania miozyny [73], która jak wiadomo, 
występuje w erytrocycie [przegl. 80] w 6000 kopii zarówno w formie rozpuszczalnej, jak i 
związanej z błoną. Łańcuch ciężki o masie 210 kDa przypomina ciężki łańcuch miozyny płytek 
krwi, a dwa łańcuchy lekkie o masach 25 i 19,5 kDa przypominają łańcuchy lekkie miozyn 
mięśni szkieletowych lub mięśnia sercowego. Izolowane białko 4.1 wiąże się z immobi- 
lizowaną miozyną mięśnia szkieletowego (Kß -140 x 101969 M). Ciężka meromiozyna 
hamuje konkurencyjnie tworzenie tego kompleksu, podczas gdy fragmenty sl hamują to 
oddziaływanie mniej efektywnie. Białko 4.1 hamuje także aktywowaną za pomocą aktyny 
aktywność ATP-azy zależnej od jonów Mg+2. Interakcja białka 4.1 z miozyną może mieć 
związek z zależnymi od ATP i jonów Mg+" zmianami kształtu krwinek.

3.3. ADDUCYNA
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Istotnym elementem kompleksu węzłowego jest adducyna, heterodimeryczne białko o 
masie cząsteczkowej 200 kDa (103 kDa, podjednostka a  i 97 kDa, podjednostka ß), wystę­
pujące w liczbie 30 000 kopii w komórce, oddziałujące z aktyną i kompleksem aktyny ze 
spektryną [30, 66], powodujące "dodawanie" nowych tetramerów spektryny, którego aktyw­
ność jest hamowana przez jony Ca2+ i kalmodulinę. Kalmodulina wiąże się z podjednostką ß 
w obecności jonów wapnia (KD~2 x 101967 M [66]. Oddziaływanie adducyny z aktyną w 
nieobecności spektryny zachodzi ze stechiometrią 1 cząsteczka adducyny na 7 podjednostek 
aktynowych i ma charakter kooperatywny: KD = 2-4  x 101966 M w obecności 100 nM 
adducyny i 0.3 x 101966 M w obecności 800 nM adducyny [66]. Adducyna w niskich 
stężeniach wykazuje ok. dziesięciokrotnie większe powinowactwo do kompleksu spektryny 
z aktyną niż do samej f-aktyny [30]. Należy pamiętać, że adducyna wiąże spektrynę bardzo 
słabo. Stosunek ilościowy spektryny i adducyny w kompleksie spektryna-adducyna-aktyna (2 
mole spektryny: 1 mol adducyny) wskazuje na możliwość wiązania dwóch tetramerów 
spektrynowych w tym samym miejscu filamentu aktynowego [9]. Została opisana także 
mózgowa izoforma adducyny [9] o własnościach zbliżonych do erytrocytamej. Obydwie 
izoformy są substratami kinazy białkowej C oraz zależnej od cAMP kinazy białkowej [30,40]. 
Nieznana jest, jak dotąd, funkcja fosforylacji. Ostatnio oznaczono strukturę pierwszorzędową 
adducyny [41]. Obydwie podjednostki ( a  -  737 i ß -  726 reszt aminokwasowych) wykazują 
wysoki poziom identyczności sekwencji (49%), co wskazuje na ewolucję tych białek poprzez 
duplikację genu pierwotnego. Charakteryzują się one występowaniem 3 domen: globularnej, 
N-końcowej "główki" o masie cząsteczkowej 39 kDa, opornej na proteazy, domeny "łączni­
kowej" o masie 9 kDa oraz wrażliwego na proteazy wysoce hydrofilowego "ogona" (33 kDa) 
[40,41]. Globularna "główka" obydwu podjednostek wykazuje ograniczone podobieństwo 
sekwencji do domen wiążących aktynę obecnych w białkach nadrodziny spektryny-a-akty- 
niny-dystrofiny oraz innych białek wiążących aktynę.

Zarówno adducyna, jak i białko 4.1 aktywują formowanie kompleksów spektryny i aktyny 
wchodząc w ich skład. Różnią się jednak tym, że białko 4.1 oddziałuje z izolowaną spektryną, 
ale nie wiąże się z f-aktyną, adducyna natomiast oddziałuje ze spektryną słabo, ale wiąże się 
z f-aktyną. Oba białka prawdopodobnie zajmują to samo miejsce w kompleksie, gdyż białko
4.1 hamuje wiązanie adducyny do szkieletów błonowych [6], Funkcjonalna współzależność 
obu białek pozostaje przedmiotem dalszych badań i dyskusji.

3.4. DEMATYNA (BIAŁKO 4.9)

Trimeryczne białko o masie 145 kDa jest substratem dla związanej z błoną, zależnej od 
cAMP kinazy białkowej, kinazy zależnej od Ca2+ oraz kinazy białkowej C [35]. Białko to 
tworzą dwa polipeptydy o masach 48-52 kDa [37], Dematyna nie oddziałuje ze spektryną, ale 
wiąże i tworzy wiązki filamentów aktynowych [37]; z tą aktywnością wiąże się jej nazwa. 
Fosforylacja za pomocą zależnej od cAMP kinazy białkowej eliminuje zdolność tego białka 
do tworzenia wiązek filamentów aktynowych [38]. Należy zaznaczyć jednak, że rola tego 
białka pozostaje niepoznana, gdyż jak dotąd nie stwierdzono występowania wiązek filamen­
tów aktynowych w błonie erytrocytów .

3.5. TROPOMIOZYNA I TROPOMODULINA

Erytrocyt zawiera 70-80 tys. kopii tropomiozyny, białka o masie cząsteczkowej -60  kDa 
złożonego z dwóch podjednostek o masach 29 i 27 kDa [29]. Mapy peptydowe tropomiozyny
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erytrocytamej są prawie identyczne z mapami tropomiozyny mięśnia sercowego królika [59]. 
Oddziałuje ona wysoce kooperatywnie z f-aktyną przy stechiometrii jeden dimer na 6-7 
monomerów aktyny. Tropomiozyna erytrocytów różni się od innych tropomiozyn tym, że 
oddziałuje z aktyną, ale nie tworzy długich, liniowych polimerów (głowa-ogon) [59], Mięś­
niowa wykazuje obydwie cechy: oddziałuje z aktyną i tworzy długie, liniowe polimery, 
podczas gdy tropomiozyny niemięśniowe, w tym tropomiozyna płytek krwi, wiążą aktynę 
słabo i nie polimeryzują. Erytrocytama tropomiozyna jest prawdopodobnie hybrydą sekwencji 
mięśniowej i niemięśniowej powstającą w wyniku alternatywnej obróbki mRNA. Uważa się, 
że tropomiozyna erytrocytama oddziałuje z f-aktyną podobnie jak w układzie mięśniowym: 
wzdłuż filamentu, w obu szczelinach helisy filamentu aktynowego. Ponieważ tropomiozyna 
erytrocytama nie tworzy liniowych polimerów, uważa się, że stabilizuje ona długość filamentu 
aktynowego w krwince czerwonej [7]. Oprócz tego, tropomiozyna może regulować oddzia­
ływania spektryny z aktyną, ponieważ filamenty aktynowe w kompleksie z tym białkiem wiążą 
spektrynę z obniżonym powinowactwem [59].

Błony erytrocytów zawierają białko o masie cząsteczkowej 43 kDa (30 000 kopii na 
komórkę) wiążące tropomiozynę, zwane także tropomoduliną. Białko to w roztworze jest 
monomerem o promieniu Stokesa 3.9 nm i współczynniku sedymentacji 2.8 S. Oddziałuje ono 
z tropomiozyną (KD~ 5 x 10 1967 M) na obu jej końcach [90, 91]. Prawdopodobną funkcją 
tropomoduliny jest stabilizacja lub regulacja oddziaływania tropomiozyny z aktyną. Wykazuje 
ona właściwości podobne do troponiny T z mięśni poprzecznie prążkowanych i mięśnia 
sercowego. Należy zauważyć, że erytrocyty zawierają komplet białek podobnych do troponin 
a mianowicie: kalmodulina -  analog troponiny C, białko podobne do troponiny I oraz 
omówiona powyżej tropomoduliną -  białko podobne do troponiny T. Sugeruje to możliwość 
udziału jonów Ca2+ w regulacji oddziaływania spektryny z fdamentami aktynowymi zasocjo- 
wanymi z tropomiozyną [8].

Pomimo znacznego postępu w badaniach nad strukturą białek szkieletu błony erytrocytu 
oraz komórek nieerytrocytarnych, wiele jeszcze pytań dotyczących ich funkcji pozostaje bez 
odpowiedzi.
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ZMIANY W BŁONIE KOMÓRKOWEJ 
JAKO SKŁADNIK PROCESU STARZENIA SIĘ

AGING-RELATED PLASMA MEMBRANE CHANGES

Jacek M. WITKOWSKI 

Katedra i Zakład Histologii Akademii Medycznej w Gdańsku

Streszczenie. W pracy dokonano przeglądu nagromadzonej w ciągu ostatnich lat informacji dotyczącej zmian w błonie 
komórkowej towarzyszących osobniczemu starzeniu się, na tle ogólnej wiedzy o właściwościach starzejących się 
komórek. W szczególności uwzględniono fizyko-chemiczne zmiany w lipidach błony (wzrost "lepkości"), różnokie- 
runkowe zmiany właściwości i ekspresji receptorów powierzchniowych oraz aktywności enzymów związanych z 
błoną i wreszcie zmiany właściwości błonowych mechanizmów transportowych, takich jak pompy jonowe, nośniki 
oraz kanały błonowe. Uwagę poświęcono zwłaszcza przebiegowi i roli towarzyszących starzeniu się zmian dotyczą­
cych mechanizmów transdukcji sygnałów przez błonę komórkową. Wykazano, że ilościowe i jakościowe zmiany w 
zakresie wszystkich składników błony komórkowej towarzyszą zarówno osobniczemu starzeniu się, jak też starzeniu 
się poszczególnych komórek. Dużą część pracy poświęcono na wykazanie, że zmiany w zakresie jednego z 
powyższych zjawisk mogą być przyczyną lub skutkiem zaburzeń innego typu, a także, że towarzyszące starzeniu 
zmiany w błonie komórkowej są na tyle głębokie iż można oczekiwać ich poważnego wpływu na fizjologiczną 
wydolność komórki.

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 SIĘ KOMÓREK POPRZEDZA STARZENIE SIĘ ORGANIZMU

Procesowi starzenia się ulegają wszystkie] organizmy wielokomórkowe, co prowadzi do 
ich postępującej deterioracji nasilającej się zwłaszcza po zakończeniu okresu rozrodczego. 
Przed wystąpieniem zauważalnych zmian w funkcjonowaniu starzejącego się organizmu jako 
całości można zaobserwować zaburzenia dotyczące zwykle najpierw czynności, a później 
także morfologii poszczególnych komórek, a nawet ich wyspecjalizowanych organelli. Nie
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jest wyjaśnione, czy zaburzenia w działaniu komórek, a w konsekwencji zbudowanych z nich 
tkanek, narządów i układów, zachodzą równolegle we wszystkich ich rodzajach, czy też 
istnieje typ komórek (tkanka? narząd?), który starzeje się "najpierw". W związku z tą 
wątpliwością, w niniejszej pracy przyjęto popularną w literaturze gerontologicznej konwe­
ncję, określejącą jako "stare komórki" komórki pochodzące ze starzejącego się organizmu. 
Wczesne starzenie się takich "wrażliwych" komórek mogłoby być przyczyną zaburzeń, a w 
konsekwencji objawów starzenia w innych strukturach organizmu. W charakterze hipotety­
cznych inicjatorów starzenia wymieniane są: układ nerwowy i dokrewny [33, 41], wątroba 
[106] i wreszcie układ odpornościowy [84, 125, 144], Szczególnie ten ostatni jest zarówno 
dobrym "kandydatem" na ewentualny inicjator starzenia, jak też wygodnym modelem do 
śledzenia jego przebiegu. Składa się na to szereg przyczyn:

• Po pierwsze, system odpornościowy wykorzystuje w swoim działaniu uniwersalne 
mechanizmy komórkowe (np. rozbudowany system receptorów i mechanizmów transdukcji 
sygnałów pochodzących zarówno z własnej aktywności komórki, jak też z interakcji z innymi 
komórkami).

• Po drugie, jego działanie u osobników starzejących się jest zaburzone, co może prowadzić 
do określonych konsekwencji klinicznych.

• Po trzecie wreszcie, jest on klasycznym wieloskładnikowym układem homeostatycz- 
nym, którego postępująca dysfunkcja ma liczne analogie z procesami starzenia zachodzącymi 
w innych systemach komórkowych [84]. Limfocyty są przy tym szczególną, wysoce hetero- 
genną populacją komórkową o zróżnicowanej dynamice wzrostu, zawierającą zarówno dużą 
(sięgającą ponad 3/4) pulę komórek intensywnie dzielących się -  o średnim czasie przeżycia 
nie przekraczającym tygodnia [70], jak też odpowiednio mniejszą grupę komórek nie 
dzielących się przez znacznie dłuższe okresy lub nawet przez całe życie osobnicze -  
zahamowanych w fazie GQ cyklu komórkowego [125]. Dodatkową, korzystną z punktu 
widzenia badacza cechą limfocytów jest łatwość ich uzyskania w stosunkowo dużych ilościach 
tak od zwierząt doświadczalnych, jak też od ludzi. W związku z tym stosunkowo duża część 
przedstawionych poniżej informacji, dotyczących starzenia się komórek pochodzi właśnie z 
badań wykonanych na limfocytach.

II. ZMIEJSZENIE ZDOLNOŚCI DO PODZIAŁU NIE JEST UNIWERSALNĄ 
CECHĄ WSZYSTKICH STARZEJĄCYCH SIĘ KOMÓREK

Większość komórek pochodzących ze starzejącego się organizmu charakteryzuje obniże­
nie zdolności do proliferacji w odpowiedzi na fizjologiczne czynniki pobudzające. Szczegól­
nie dobrze jest to udokumentowane w przypadku fibroblastów, które zdolne są in vitro tylko 
do określonej liczby podziałów, zmniejszającej się z wiekiem dawcy komórek [przegląd w: 
93]. Interesująca jest obserwacja, że proces ten wydaje się dotyczyć także obecnych w 
heterogennej populacji fibroblastów komórek pnia dla tej linii komórkowej [9]. Do niedawna 
uważano, że tendencja do redukcji zdolności do proliferacji dotyczy także innych prekurso- 
rowych komórek, w szczególności hemopoetycznych komórek pnia i komórek bezpośrednio 
potomnych w szpiku kostnym. Wykazano m.in., że proporcja komórek w fazie S należących 
do populacji GM-CFC zmniejsza się z 25-35% u myszy poniżej 6 miesięcy do ok. 10% u 
dwuletnich zwierząt [129], Również u ludzi Hirota i wsp. wykazali zależne od starzenia
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zmniejszenie częstości BFU-E a także CFU-GM [52], W świetle innych badań wydaje się 
jednak, że zmiany zachodzące w szpiku kostnym starzejących się zwierząt i ludzi nie są 
jednokierunkowe. Na przykład stwierdzono, że pierwotne komórki pnia występujące w 
szpiku kostnym mają praktycznie nieograniczony potencjał podziałowy niezależnie od wieku 
ich dawcy [125].

Proliferacja szpikowych komórek pnia starych myszy i ich zdolność do wytwarzania 
różnicujących się linii CFU-S, BFU-E, GM-CFC i CFU-F jest, według Sharp i wsp. [121], 
równa lub nawet większa niż u młodych zwierząt. Williams i wsp. [147] wykazali, że 
powyższe stwierdzenie jest słuszne nawet, jeśli badany jest szpik bardzo starych myszy 
(42-miesięcznych) pod warunkiem, że były one hodowane pojedyńczo, a nie poddane stresowi 
życia w klatce z innymi osobnikami. Podobnie, Harrison i wsp. [47] zauważyli, że liczba i 
zdolność do proliferacji pierwotnych, immuno-hemopoetycznych komórek pnia jest dwukrot­
nie większa u starych myszy niż u młodych osobników; ci sami autorzy wyliczyli także, że 
rzeczywista liczba pierwotnych prekursorów szpikowych będących źródłem krążących komó­
rek krwi jest znacznie mniejsza, niż przyjmowano do tej pory i wynosi tylko ok. 1 do 2 na 100 
tysięcy wszystkich niezrębowych komórek szpiku. Zwiększoną (w porównaniu do młodych 
osobników) zdolność proliferacyjną szpikowych prekursorów mielopoezy obserwowali także 
Sharp i wsp. [121] u starych myszy; towarzyszyła temu jednak proporcjonalna utata zdolności 
do proliferacji i repopulacji grasicy przez prekursory komórek T. Z kolei Van Zant i wsp. 
wykryli, że różnice wielkości potencjału proliferacyjnego mogą być nie tyle zależne od wieku, 
ile od genetycznego tła danego osobnika. Wytworzyli oni allofeniczne chimery myszy 
szczepów DBA/2 i C57BL/6, z których pierwszy charakteryzuje się wysoką, a drugi niską 
częstotliwością występowania komórek CFU-S w fazie S cyklu. CFU-S pochodzące ze 
szczepu o niskiej częstotliwości proliferacji (C57BL/6) zdominowały, a pod koniec życia 
prawie całkowicie wyparły komórki DBA/2 ze szpiku chimer, co przemawia za istnieniem 
odwrotnej korelacji między długowiecznością komórek pnia a ich zdolnością proliferacyjną 
[136], Również wyniki badań granulopoezy u starych ludzi wskazują na tendencję do wzrostu 
proliferacji pierwotnych (CFU-S) i wstępnie zróżnicowanych (GM-CFU) komórek szpiko­
wych [109]. Cytowani wyżej Hirota i wsp., stwierdzili, że niezależnie od zmniejszonych 
ilości prekursorów szpikowych u starych ludzi, ich komórki prekursorowe BFU-E były zdolne 
do proliferacyjnej odpowiedzi na stymulację erytropoetyną w stopniu równym odpowiedzi 
młodych komórek [52], Hemopoetyczne komórki pnia pochodzące ze szpiku kostnego myszy 
można hodować in vitro, obserwując wytwarzanie przez nie zróżnicowanych komórek krwi 
w czasie dłuższym od przeciętnego okresu życia tych zwierząt, przy czym czas ten nie zmienia 
się w zależności od wieku dawcy szpiku [67].

DI. KOMÓRKI O RÓŻNEJ DYNAMICE WZROSTU 
MOGĄ SIĘ STARZEĆ W RÓŻNYM TEMPIE

W analizie zjawisk towarzyszących starzeniu się komórek] należy wziąć pod uwagę 
istnienie populacji o krańcowo różnej dynamice wzrostu. Z jednej strony mamy tu do 
czynienia z intensywnie proliferującymi komórkami o krótkich (w porównaniu do czasu życia 
organizmu) okresach międzypodziałowych, odpowiadających indywidualnemu życiu komór­
ki (np. nabłonki, komórki macierzyste (pnia) i ukierunkowane w szpiku). Populacją korpórek
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uważanych za krótko żyjące są także "naiwne" limfocyty T, które nie spotkały jeszcze 
antygenu rozpoznawanego przez ich swoiste receptory. Komórki te po uzyskaniu kompetencji 
immunologicznej nie dzielą się i pozostają "zawieszone" w fazie GQ cyklu do momentu 
spotkania właściwego antygenu. Do niedawna uważano, że "naiwne" komórki T muszą 
spotkać "swój" antygen i ulec klonalnemu rozplemowi oraz przekształceniu w komórki 
pamięci) w ciągu kilku, a najwyżej kilkunastu dni od powstania. Wyniki nowych badań, 
wykorzystujących model repopulacji myszy SCID (które nie mają własnych, zróżnicowanych 
limfocytów T) oczyszczonymi komórkami o znanym fenotypie odpowiadającym "naiwnym" 
lub "pamięciowym" limfocytom T wskazują jednak na możliwość przeżycia także "naiwnych" 
komórek T przez wiele miesięcy (praktycznie przez całe życie biorcy) bez proliferacji [126]. 
Na drugim końcu skali znajdują się populacje komórek postmitotycznych, których podziały 
a także różnicowanie zakończyły się we wczesnych okresach życia osobniczego, a które 
następnie przez większą jego część funkcjonują nie dzieląc się (np. komórki nerwowe, 
hepatocyty), czyli przeżywają czas porównywalny z czasem trwania życia osobniczego [12]. 
Do tego typu populacji można zaliczyć także limfocyty T tworzące pulę komórek pamięci 
immunologicznej, z tym jednak zastrzeżeniem, że kontakt z właściwym antygenem zmusza 
je do proliferacji). Można by przypuszczać, że starzenie się tych dwóch skrajnych odmian 
populacji komórkowych przebiega odmiennie, gdyż komórki dzielące się ulegają "odmłodze­
niu" przy każdym podziale. Okazuje się jednak, że wiele, a prawdopodobnie większość 
objawów towarzyszących starzeniu się pojedynczej komórki występuje u osobników w 
podeszłym wieku zarówno w komórkach należących do dynamicznie odnawiających się 
populacji, jak też w tych, które należą do nie dzielących się populacji statycznych (postmito­
tycznych) i -  oczywiście -  w komórkach o "przejściowym" charakterze, do których można 
zaliczyć wspomniane wyżej limfocyty pamięci immunologicznej. Dotyczy to w szczególności 
towarzyszących komórkowemu starzeniu się zmian właściwości błony komórkowej, będą­
cych przedmiotem niniejszego opracowania.

IV. STARZENIU TOWARZYSZĄ CHARAKTERYSTYCZNE 
ZMIANY WŁAŚCIWOŚCI LIPIDÓW BŁONY KOMÓRKOWEJ

Jedną z najwcześniej opisanych, towarzyszących starzeniu się zmian jest wzrost stężenia 
cholesterolu z równoczesnym względnym spadkiem zawartości fosfolipidów w dwuwarstwie 
lipidów błony komórkowej. Zmiana ta prowadzi do wzrostu sztywności (lepkości) błon i w 
konsekwencji do zmniejszenia szybkości dyfuzji lateralnej składników błony komórkowej, a 
to z kolei do możliwych zaburzeń przezbłonowej transdukcji sygnału. Zmiany składu i 
proporcji lipidów błonowych występują w równym stopniu w pochodzących od starzejących 
się osobników, proliferujących enterocytach nabłonka jelitowego i nabłonka gruczołu kroko­
wego, jak też w błonach neuronów, hepatocytów i komórek mięśni szkieletowych [141, 143, 
157, 164] czy wreszcie w błonach tak specyficznych tworów, jak lipocyty [161] i płytki krwi 
[145]. W błonach komórkowych limfocytów T starych ludzi i myszy stwierdzono również 
zmiany polegające na zwiększonej lepkości błony, zależnej od podwyższonej zawartości 
cholesterolu [48, 53, 112]. Zmiany te są ściśle skorelowane z obniżoną zdolnością komórek 
pochodzących od starych osobników do odpowiedzi na stymulację Con A [53], Są one także 
podatne, podobnie jak wzrost sztywności błony komórkowej "starych" hepatocytów i neuro­
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nów, na modulację dietą. Komórki szczurów, u których od połowy czwartego miesiąca życia 
stosowano dietę polegającą na głodzeniu co drugi dzień, wykazywały poprawę właściwości 
lipidów błon, tj. obniżenie lepkości błony, czemu w limfocytach T towarzyszyło polepszenie 
odpowiedzi proliferacyjnej [103, 105]. Ciekawe, że w błonach limfocytów T pochodzących 
od pacjentów z chorobą Alzheimera dochodzi do przeciwstawnej zmiany -  zwiększonej 
płynności [20]. Ze zmianami składu i płynności warstwy lipidowej błony komórkowej wiąże 
się prawdopodobnie również obserwowane w limfocytach T starych ludzi i zwierząt zaburze­
nie ruchliwości receptorów powierzchniowych (tworzenia "czapeczek" przez receptory zwią­
zane z ligandem) [ 19,40]. Inną przyczyną tego ostatniego zjawiska może być zmiana proporcji 
składników białkowych i lipidowych błon. Stwierdzono m.in., że błony komórkowe limfocy­
tów T starych myszy zawierają znacznie więcej składników białkowych i są bardziej podatne 
na uszkodzenie przez wolne rodniki niż błony pochodzące z komórek młodych zwierząt [48], 

Wyniki nowych badań wskazują, że podwyższenie stosunku ilości cholesterolu do fosfo­
lipidów może nie być jedyną przyczyną wzrostu lepkości błon starych komórek. W lipocytach 
starych szczurów stwierdzono wzrost stężenia nasyconych kwasów tłuszczowych i ich sto­
sunku do form nienasyconych, a także względny wzrost ilości fosfatydyloetanolaminy -  bez 
zmiany stosunku ilości cholesterolu do fosfolipidów [161]. Niedawno Venkatraman i Fernan­
dez wykazali, że także w błonach komórkowych limfocytów starych szczurów dochodzi do 
obniżenia zawartości kwasu arachidonowego z równoczesnym istotnym wzrostem zawartości 
kwasu linolenowego w fosfatydylocholinie i fosfatydyloetanolaminie; według tych autorów, 
zmiany składu lipidów błon korelowały z obniżoną produkcją interleukiny 2 (IL-2) i podwy­
ższoną -  prostaglandyny E2 [140]. W sarkolemmie kardiomiocytów starychszczurów stwier­
dzono z kolei obniżenie zawartości nienasyconych kwasów tłuszczowych z równoczesnym 
wzrostem lizofosfatydylocholiny; to ostatnie zjawisko ma być bezpośrednio odpowiedzialne 
za "usztywnienie" błony tych komórek [81]. W tym samym materiale pochodzącym odpowie­
dnio od 7- i 24-miesięcznych szczurów stwierdzono jednak także znamienny wzrost zawar­
tości kwasu arachidonowego u starych zwierząt [44]. Wreszcie, w hepatocytach starych 
szczurów, oprócz wspomnianego wyżej wzrostu stosunku cholesterolu do fosfolipidów błony 
wykryto także podwyższoną zawartość sfingomieliny i redukcję stężenia fosfatydylocholiny 
[101].

V. NIEKTÓRE OBSERWOWANE W CZASIE STARZENIA 
ZMIANY AKTYWNOŚCI ENZYMÓW BŁONOWYCH MOGĄ BYĆ 
KONSEKWENCJĄ ZABURZEŃ STANU FIZYKOCHEMICZNEGO 

LIPIDÓW BŁONY KOMÓRKOWEJ

Ze zmianami dotyczącymi składu i stanu fizycznego lipidów błony komórkowej wiązane 
są przynajmniej niektóre obserwowane w trakcie starzenia zmiany aktywności enzymów 
błonowych. Na przykład Pieri stwierdził niedawno obniżenie aktywności 5 ’-nukleotydazy w 
błonach hepatocytów starych szczurów skorelowane ze wzrostem sztywności błon i dające się 
"wyleczyć" wspomnianą wyżej naprzemienną dietą [104, 105], Również w hepatocytach 
szczurzych stwierdzono obniżenie aktywności obojętnej sfingomielinazy, silnie skorelowane 
z obniżoną zawartością fosfatydylocholiny w błonach starych komórek [101].
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W przypadku innych błonowych enzymów, których aktywność ulega zmianom w rakcie 
starzenia, nie wykryto zależności między tymi zmianami a stanem lipidów błonowych. Na 
przykład, wzrost aktywności związanej z błoną frakcji kinazy białkowej C z równoczesnym 
spadkiem aktywności frakcji cytoplazmatycznej stwierdzono w starych erytrocytach, izolo­
wanych na podstawie ich podwyższonej gęstości [107]. Również aktywność endogennej 
proteinazy ulega redukcji w starych ludzkich erytrocytach w porównaniu z komórkami "w 
średnim wieku" [38]. Aktywność proteolityczna ulega także redukcji w błonach komórek 
nabłonka cewek proksymalnych kory nerek u starych szczurów; w szczególności dotyczy to 
metaloproteaz, a zwłaszcza endopeptydazy 24.11 [108]. Znamiennemu obniżeniu ulega też 
aktywność cyklazy adenylowej (CA) w komórkach nabłonka gruczołowego ślinianek podżu- 
chwowych starych szczurów [1] a także w neuronach korowych [98], W tym ostatnim 
przypadku różnicę zaobserwowano już, gdy porównywano aktywność enzymu w preparatach 
pochodzących od 2- i 12-miesięcznych zwierząt. Natomiast w splenocytach starych szczurów 
aktywność CA zarówno spoczynkowa, jak też stymulowana forskoliną lub izoproterenolem 
nie różniła się od obserwowanej w komórkach młodych zwierząt [135], Powyższa różnica 
może wynikać z sugerowanej przez Ahmada i wsp. interpretacji ich wyników; otóż stwierdzili 
oni, że prawdopodobną przyczyną zmniejszonej aktywności cyklazy adenylowej w ślinian­
kach jest zmniejszona zawartość niezbędnych dla działania enzymu białek Gs w błonach tych 
komórek [1],

Szczególną uwagę zaczęto od niedawna poświęcać zmianom aktywności kinaz białkowych 
(głównie tyrozynowych) związanych z receptorami błonowymi, w związku z ich stwierdzo­
nym i potencjalnym udziałem w transdukcji sygnału. I tak, w lipocytach starych szczurów 
stwierdzono spadek aktywności tyrozynowej kinazy białkowej związanej z receptorem dla 
insuliny i związane z tym obniżenie fosforylacji substratu tej kinazy o masie cząsteczkowej 
60 kDa [14]. Również związane z błoną komórkową procesy fosforylacji w limfocytach T 
pochodzących od starych myszy ulegają zaburzeniu. Wykazano na przykład znamienne 
obniżenie stopnia fosforylacji wszystkich 16 fosfoprotein, które reagują fosforylacją na 
stymulację komórek T przecwciałem anty-CD3, konkanawaliną A lub estrami forbolu [100], 
Redukcja ta była widoczna już u myszy w wieku 10-13 miesięcy i nasilała się w trakcie 
starzenia. Co ciekawe, w tych samych omórkach wykryto także efekt odwrotny, tj. proporcjo­
nalny do wieku wzrost stopnia indukowanej przeciwciałem anty-CD3 fosforylacji trzech 
fosfoprotein [100]. Warunkiem aktywności niektórych składników CD3 (np. CD3 y ) jest ich 
uprzednia fosforylacja przez kinazę białkową C, której aktywność zależy od działania fosfo- 
lipazy Cy 1, a ta z kolei jest uruchomiana przez sygnał pochodzący z pobudzonego receptora 
dla antygenu (TcR) [przegląd: 146]. Już wcześniej Fong i Makinodan wykazali, że translokacja 
kinazy C z cytoplazmy do błony komórkowej jest zaburzona w komórkach u starych myszy 
[34]; zaburzenie to może więc rzutować na szereg współzależnych reakcji. Zupełnie niedawno 
(wrzesień 1992) pojawiła się także praca, której autorzy wykazali związaną ze starzeniem 
redukcję ilości produktów fosforylacji zależnej od aktywacji związanej z antygenem CD4 
kinazy tyrozylowej p5 6 lck w mysich limfocytach CD4+ [ 122]. Ponieważ działanie kompleksu 
CD4-p56lck jest kluczowe dla prawidłowej aktywacji pomocniczych limfocytów T [138], a 
sama kinaza p56lck ulega prawdopodobnie fosforylacji pod działaniem kinazy białkowej C 
[139], wykazanie zaburzenia jej enzymatycznej aktywności w starych komórkach T implikuje 
poważne konsekwencje dla funkcji układu odpornościowego u starych osobników.

Towarzyszące starzeniu zmiany aktywności enzymów z grupy ATPaz błonowych będą­
cych efektorami aktywnego transportu zostaną omówione poniżej.
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VI. W STARZEJĄCYCH SIĘ KOMÓRKACH ZACHODZĄ ZMIANY 
GĘSTOŚCI RECEPTORÓW POWIERZCHNIOWYCH

Typowym objawem starzenia się komórek różnych typów, jest zmniejszanie się gęstości 
receptorów powierzchniowych i wewnątrzkomórkowych i/lub ich powinowactwa do ligan- 
dów. Udokumentowano to m.in. na przykładzie receptorów beta-adrenergicznych na powie­
rzchni komórek mięśnia sercowego, neuronów i innych [przegląd : 113]. Obniżenie liczby 
odpowiadających receptorom beta-adrenergicznym miejsc wiążących propranolol na powie­
rzchni limfocytów pochodzących od ludzi w podeszłym wieku stwierdzili Schocken i Roth 
już ponad 15 lat temu [118] i potwierdzili Padovani i wsp. w 10 lat później [99]. Ostatnio 
jednak istnienie zmian ilościowych, a także jakościowych (powinowactwa) dotyczących 
receptorów beta-adrenergicznych w limfocytach ludzi w podeszłym wieku jest kwestionowa­
ne. Część autorów nie obserwuje zmniejszenia z wiekiem liczby receptorów [76], inni 
natomiast stwierdzają wręcz, że w zaawansowanym wieku mamy do czynienia ze wzrostem 
liczby receptorów beta-adrenergicznych w ludzkich limfocytach [95, 162]. Wreszcie, elegan­
cka praca Gietzen i wsp. wykonana przy użyciu dwóch wysoce specyficznych agonistów 
beta-receptorów: 3H-dihydroalprenololu i 1251-cyanopindololu wykazała także statystycznie 
istotny wzrost liczby receptorów na limfocytach ludzi w wieku 51-90 lat w porównaniu z 
komórkami ludzi 19-30-letnich; badacze ci nie stwierdzili natomiast zmian powinowactwa 
stosowanych ligandów do receptorów [39].

Kontrowersja odnośnie kierunku zmian, jakim ulegają receptory adrenergiczne w trakcie 
starzenia może dotyczyć nie tylko limfocytów. Na przykład, w pracy zespołu Kobatake i wsp. 
zawarte są informacje na temat receptorów adrenergicznych w komórkach tłuszczowych 
młodych i starych szczurów. Autorzy ci wykazali, że liczba receptorów beta i alfa2 ulega 
redukcji, podczas gdy zawartość receptorów alfal wzrasta w tych komórkach u starych 
zwierząt [61] .

Także inne receptory powierzchniowe, obecne w błonach komórkowych limfocytów T, 
zmieniają gęstość lub powinowactwo do liganda w trakcie osobniczego starzenia się. Analiza 
tych zmian jest szczególnie ważna, jeśli weźmiemy pod uwagę rolę i wielostronne interakcje 
receptorów obecnych na powierzchni komórek T. Dotyczy to m.in. receptorów CD2, związa­
nych z "alternatywną" drogą stymulacji tych limfocytów, a rozpoznawalnych dzięki zdolności 
do wiązania erytrocytów owcy (SRBC)*; stwierdzono, że tzw. wczesne ("aktywne") rozetki 
pomiędzy ludzkimi limfocytami T a SRBC wytwarzane są w większym odsetku przez 
limfocyty starych ludzi [13, 87]. Czynnikiem odpowiedzialnym za obserwowany efekt jest 
prawdopodobnie wzrost powinowactwa receptorów do SRBC; w przypadku "aktywnych" 
rozetek możliwa jest także korelacja z obserwowanym w podeszłym wieku wzrostem częstości 
komórek pamięci (CD45R0+ ) -  patrz niżej.

Ekspresja receptora dla antygenu TcR (CD3) na powierzchni nie stymulowanych limfocy­
tów T pochodzących od starych myszy, szczurów i ludzi jest w istotny sposób obniżona [4, 
40, 46, 66, 96]. Nie stwierdzono natomiast różnic w bezwzględnych ilościach limfocytów T, 
a także komórek CD4+ i CD8+ pomiędzy młodymi i starymi ludźmi [78, 80], chociaż ci sami 
autorzy zaobserwowali istotne zmniejszenie odsetka komórek CD8+ kosztem CD4+ u ludzi 
powyżej siedemdziesiątego roku życia [78]. Część badaczy zwraca uwagę na pojawienie się 
lub ekspansję u ludzi w podeszłym wieku populacji limfocytów T nie mających antygenu
*SRBC -  erytrocyty owcy.
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CD3, które mogą być odpowiedzialne za towarzyszące starzeniu zaburzenia immunologiczne 
[46]. Analiza zmian ekspresji antygenów CD4 i CD8 w wyniku stymulacji mitogenami 
wykazała statystycznie istotne zmniejszenie bezwzględnej liczby komórek CD8+, korelujące 
u ludzi w podeszłym wieku z obniżeniem ekspresji receptora dla transferyny [78].

Jedną z uznanych przyczyn obniżonej odpowiedzi limfocytów T starych ludzi i zwierząt 
na stymulację mitogenami jest zmniejszona produkcja i sekrecja interleukin, zwłaszcza IL-2 
[25, 35, 72] i IL-3 [15, 72], Według niektórych badaczy towarzyszy temu proporcjonalnie 
zmniejszona ekspresja receptorów dla IL-2 na powierzchni "starych" limfocytów T [35, 124], 
Stwierdzono, że u myszy obniżenie ekspresji IL-2R dotyczy w większym stopniu komórek 
CD8+ niż CD4+ [49]. Natomiast limfocyty CD4+ starych myszy charakteryzują się większym 
niż CD8+ i obniżeniem zdolności do produkcji i sekrecji IL-2 pod wpływem alloantygenów, 
anty-CD3 a także PMA i jonomycyny [49, 142], Orson i współautorzy nie stwierdzają jednak 
na powierzchni limfocytów T pochodzących od starych ludzi istotnego ubytku ekspresji ani 
też powinowactwa do liganda receptorów dla IL-2; według tych badaczy zmniejsza się 
natomiast liczba komórek, które zdolne są do ekspresji IL-2R [97]. Warto tu także wspomnieć
0 doniesieniach, w których nie tylko nie obserwowano obniżenia produkcji interleukin przez 
limfocyty T pochodzące od starych myszy, ale nawet (w przypadku IL-3 i IL-4) donoszono o 
istotnym wzroście ich produkcji [63,64]. Wykazano także istnienie różnic w ekspresji samych 
antygenów powierzchniowych CD4+ i CD8+ w komórkach młodych i starych myszy; 
większe zmiany, polegające na znamiennym obniżeniu gęstości receptora na powierzchni 
"starych" komórek mają dotyczyć antygenu CD8 [133]. Ekspresja związanych z rozróżnie­
niem komórek pamięci immunologicznej i "naiwnych" limfocytów T antygenów CD45RB 
(odpowiednika CD45RA obecnego na powierzchni ludzkich limfocytów T) i 3G11 ulega 
obniżeniu, antygenu Pgp-1 (CD44) zaś -  podwyższeniu u starych zwierząt [29, 69].

Błony komórkowe limfocytów pochodzących od starzejących się osobników stają się 
zwykle uboższe także w niektóre receptory związane z interakcją z układem nerwowym. Na 
przykład wyniki badań Normana i wsp. sugerują, że obniżony efekt immunomodulacyjny 
beta-endorfiny w stosunku do limfocytów T starych myszy zależy od zmniejszonej gęstości 
receptorów dla endogennych opiatów w błonie tych komórek [92], Na powierzchni limfocy­
tów pochodzących od starych ludzi pojawia się natomiast, podobnie jak na powierzchni 
starych erytrocytów, specyficzny "antygen starzenia", który jest najprawdopodobniej zmo­
dyfikowaną formą białka transportującego aniony przez błonę komórkową (patrz niżej) [58]. 
Innym przykładem wzrostu ekspresji receptora powierzchniowego w błonach limfocytów T 
pochodzących od ludzi w podeszłym wieku może być podwyższona gęstość cholinergicznych 
receptorów muskarynowych [32].

Lista receptorów powierzchniowych, których ilość lub powinowactwo do liganda zmniej­
sza się w zaawansowanym wieku w różnych typach komórek jest oczywiście znacznie większa 
[przegląd w: 26]. Dla ilustracji należy tu wymienić redukcję liczby receptorów dla czynnika 
wzrostowego EGF w keratynocytach naskórka [12,111] i mózgu [51 ], receptorów dla insuliny
1 konkanawaliny A na powierzchni fibroblastów [2], czy receptorów dla estrogenów w macicy 
[33]. Spośród dwóch typów receptorów dla TSH na błonach komórek nabłonka gruczołowego 
tarczycy szczura, liczba receptorów o wysokim powinowactwie jest o połowę mniejsza u 
starych zwierząt niż u młodych osobników; natomiast liczba receptorów o niskim powinowac­
twie nie zmienia się [110]. W mózgach starych szczurów (zwłaszcza w obszarze neostriatum) 
stwierdzono z kolei obniżenie liczby i powinowactwa do liganda receptorów o wysokim i 
niskim powinowactwie dla czynnika wzrostowego NGF [3] i obniżenie liczby receptorów dla
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dopaminy [123] oraz GAB A [21]; w innych regionach mózgu redukcja dotyczyła tylko 
receptorów NGF o wysokim powinowactwie lub nie występowała [3],

Ciekawe, że szczur może nie być najlepszym modelem dla procesów starzenia się ludzkie­
go mózgu. Yamaguchi i Yamagata stwierdzili niedawno, że ilość receptorów serotoninergi- 
cznych w korze mózgu starych szczurów szczepu Fisher nie zmieniała się w porównaniu do 
młodych zwierząt [159], Natomiast u starych osobników ryjówki piżmowej Suncus murinus 
ci sami autorzy stwierdzili istotną redukcję powinowactwa tych receptorów do ligandów a 
także ich ilości; utrzymują oni, że ryjówka ta jest ewolucyjnie bliższa ssakom naczelnym i 
człowiekowi niż szczur [159].

Wydaje się, że towarzyszące starzeniu zmiany gęstości powierzchniowych receptorów 
mogą, przynajmniej w komórkach nerwowych, występować nie tylko u ssaków; przykładem 
może być stwierdzenie redukcji liczby receptorów dla benzodiazepiny w mózgach starych 
węgorzy (Anguilla Anguilla ) w porównaniu z liczbą tych receptorów w mózgach młodych, 
dojrzałych osobników tego samego gatunku [22].

VII. ZMIANY POWINOWACTWA LIGAND-RECEPTOR MOGĄ 
ZALEŻEĆ OD ZABURZEŃ ŁADUNKU POWIERZCHNIOWEGO 

I/LUB POTENCJAŁU BŁONOWEGO W STARYCH KOMÓRKACH

Zmiany właściwości elektrycznych powierzchni starzejących się komórek badane są od 
prawie 10 lat, jednak zajmujący się tym zagadnieniem badacze nie stworzyli jeszcze spójnego 
modelu tych zaburzeń. Związane jest to z jednej strony z trudnościami metodycznymi oceny 
tak ładunku powierzchniowego (ŁP), jak też przezbłonowego potencjału elektrycznego (PPE) 
w żywych komórkach, z drugiej zaś ze stosunkowo późnym uświadomieniem sobie istotnej 
roli dynamicznych zmian ŁP, a zwłaszcza PPE w czynności komórek innych niż nerwowe i 
mięśniowe. W ostatnim dziesięcioleciu rozwinięte zostały techniki badawcze, umożliwiające 
nieinwazyjne badanie potencjału błonowego (bez użycia mikroelektrod, które zastąpione 
zostały przez barwniki fluorescencyjne o odpowiednich właściwościach), co umożliwiło jego 
wiarygodną ocenę także w małych komórkach, takich jak komórki gruczołowe czy komórki 
krwi.

Od dawna wiadomo, że zmiana wielkości ładunku powierzchniowego błony powoduje 
zmianę aktywności niektórych enzymów błonowych [11], a także zmianę temperatury przej­
ścia fazowego lipidów błonowych [55]. Zmiana potencjału PPE może wpływać na meta­
bolizm, a przez to ostateczny stan lipidów błonowych, przynajmniej w komórkach 
bez kręgowców; wykazano, że komórki Acholeplasma laidlawii hiperpolaryzowane działa­
niem jonoforu potasowego walinomycyny syntetyzują i wbudowują w swoje błony po­
wierzchniowe więcej dwuglicerydów zawierających reszty diglukozylowe kosztem form 
zawierających reszty monoglukozylowe [ 18]. W komórkach limfatycznych z kolei stwierdzo­
no istnienie korelacji pomiędzy PPE a sztywnością błony [65]. Bardzo dobrze udokume­
ntowana jest obserwacja, że zmiana potencjału elektrycznego wpływa na aktywność 
(prawdopodobieństwo otwarcia) sterowanych potencjałem błonowych kanałów jonowych, 
wykrywanych (w bardzo szerokim zakresie właściwości takich jak selektywność, konduktan- 
cja i właśnie wrażliwość na zmiany PPE) we wszystkich badanych komórkach [przegląd w:
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71,91], Podobnie, zmiany pola elektrycznego generowanego (w uproszczeniu) przez ładunek 
i potencjał błony mogą wpływać na aktywność transportową nośników błonowych [7], 
Wreszcie, zmiany ładunku powierzchniowego błony mogą zmieniać reaktywność komórek 
na (elektrycznie naładowane) ligandy. Na przykład, dojrzałe mysie limfocyty T jnają stosun­
kowo duży ujemny ładunek powierzchniowy i nie reagują mitogenezą na działanie kwasu 
poliakrylowego, który jest mitogenny dla komórek B i niedojrzałych tymocytów; redukcja ŁP 
dojrzałych komórek T powoduje, że stają się one podatne na mitogenne działanie tej substancji 
[8].

Ładunek, jaki w warunkach fizjologicznych ma cząsteczka białka, może decydować ojej 
przestrzennym stosunku do otaczających lipidów błonowych [10, 23]. Efekt ten zależy od 
interakcji między ładunkiem elektrycznym cząsteczki białka i polem elektrycznym komórki, 
które z kolei jest funkcją sumarycznego ładunku i potencjału błonowego. I tak na przykład 
depolaryzacja, tj. obniżenie PPE, wpływa stymulująco na ekspresję integralnych białek 
błonowych w neuronach [74].

Zmiany potencjału błonowego (szybsze) i ładunku powierzchniowego (wolniejsze) zacho­
dzą w trakcie normalnych czynności życiowych większości, a być może wszystkich komórek. 
Oprócz oczywistych zmian potencjału (potencjałów czynnościowych) w "pobudliwych" 
komórkach nerwowych i mięśniowych, fluktuacje PPE zachodzą także, pod wpływem wła­
ściwego dla danego typu komórek czynnika pobudzającego, np. w egzokrynowych komórkach 
gruczołowych ślinianek przyusznych [130] czy gruczołów potowych [56], komórkach chro- 
mafinowych nadnerczy [90], monocytach i makrofagach [79], neutrofilach z ludzkiej krwi 
obwodowej [przegląd w; 62] i limfocytach T [przegląd w: 153]. W tych ostatnich komórkach 
wykazano także zmiany ładunku powierzchniowego będące wynikiem odpowiedzi na stymu­
lację mitogenem [54].

Powyższe fakty stanowią podstawę dla próby odpowiedzi na pytanie, czy właściwości 
elektryczne powierzchni komórek zmieniają się w trakcie starzenia i czy zmiany te korelują 
z opisywanymi w starzejących się komórkach zaburzeniami czynnościowymi. Odpowiedź na 
pierwsze z powyższych pytań jest, jak zostanie wykazane niżej, twierdząca; odpowiedź na 
drugie wymaga, jak się wydaje, dalszych badań. I tak, dość typową zmianą potencjału 
błonowego zachodzącą w komórkach starych osobników jest spoczynkowa depolaryzacja 
(zmniejszenie ujemnego potencjału elektrycznego wnętrza nie pobudzonej komórki). W 
komórkach nerwowych opisali ten efekt Tanaka i Ando; w synapsach korowych u myszy 
27-mies. dochodziło do redukcji PPE od -65.4 mV typowego dla młodych zwierząt do -58.1 
mV, z równoczesną obniżką stężenia K + w cytoplazmie o ok. 13% i redukcją aktywności 
pompy sodowej o ok. 20%, która dodatnio korelowała z redukcją zawartości fosfatydylocho- 
liny w błonach synaptosomów [128]. Względną spoczynkową depolaryzację limfocytów T 
pochodzących z krwi obwodowej ludzi w podeszłym wieku, zaobserwowali Witkowski, 
Myśliwski i Myśliwska [150], Damjanovich i Pieri [24] oraz Witkowski i Myśliwski [152], 
Depolaryzacji ulegają także nie stymulowane limfocyty T z węzłów chłonnych, krwi obwo­
dowej i śledziony starych myszy [149, 151]. Limfocyty T starych myszy i ludzi w mniejszym 
stopniu niż komórki młodych osobników reagują zmianą potencjału spoczynkowego błony na 
zmiany zewnątrzkomórkowego stężenia kationów potasowych [137, 154]. Zaburzenia spo­
czynkowego potencjału elektrycznego błony w komórkach starych osobników obserwowali 
także Frolkis i wsp. [36]. Autorzy ci wiążą zmiany PPE z obniżoną wydolnością energetyczną 
(produkcją ATP) starych komórek; zwracają także uwagę na stan podwyższonej oksydacji 
białek błonowych jako na możliwą przyczynę zaburzeń funkcji transportowych, a w konse­
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kwencji potencjału błonowego [36]. Nadmierną oksydację białek błonowych obserwowali 
także Seppi i wsp. w błonach starych erytrocytów uzyskanych metodą wirowania w gradiencie 
gęstości. W szczególności oksydacja miała dotyczyć przezbłonowego transportera anionów 
(białka 3 pasma) [120]; porównaj cytowane prace M.M.B. Kay i wsp.[58, 59].

Również potencjał czynnościowy ulega zmianom w starzejących się komórkach. Także w 
tym przypadku, obserwacje dotyczą głównie komórek pobudliwych. I tak, we włóknach 
mięśni szkieletowych starych szczurów zaobserwowano m.in. wydłużenie czasu trwania 
potencjału czynnościowego [27], Podobnie, redukcję wielkości potencjału spoczynkowego, 
a także wydłużenie i zmianę kształtu potencjału czynnościowego zaobserwowano w neuro­
nach i kardiomiocytach pochodzących od ludzi w podeszłym wieku [30,31,119]. Jeśli chodzi
0 komórki proliferujące, to informacje na temat związanych ze starzeniem zmian ich czynno­
ściowych potencjałów elektrycznych są jeszcze bardziej skąpe. Nieco informacji udało się 
nagromadzić na temat zmian potencjału czynnościowego w starych limfocytach T ludzi i 
zwierząt. Badania autora, wykonane za pomocą metody cytofotometrii przepływowej oraz 
anionowej sondy potencjałowo-wrażliwej DiBAC4 (3) wykazały istnienie głębokiej różnicy 
w przebiegu potencjału czynnościowego w ciągu pierwszej godziny stymulacji konkanawali- 
ną A limfocytów T młodych i starych myszy; podczas gdy dominującym zjawiskiem elektry­
cznym w stymulowanych komórkach młodych zwierząt była depolaryzacja, typowa dla 
limfocytów pochodzących od starych myszy była hiperpolaryzacja [149, 154], Tę samą 
tendencję obserwował Gupta w przypadku stymulowanych PHA limfocytów T pochodzących 
od młodych i starych ludzi [45]. Ciekawe, że o ile hiperpolaryzacja błony indukowana była 
selektywnie działaniem jonoforów wapniowych jonomycyny lub A23187, wykazujących 
działanie mitogenne w stosunku do mysich i ludzkich limfocytów T, zachodziła ona z 
opóźnieniem w komórkach T starych zwierząt [154],

Towarzyszące starzeniu zmiany wielkości ładunku powierzchniowego dotyczą również 
komórek różnych typów. Badane są one z zastosowaniem kilku głównych metod: obserwacji 
wiązania "dużych, trwałych jonów" (np. kationizowanej ferrytyny, a także sprzężonych z 
barwnikami fluorescencyjnymi polikationów, takich jak wysokocząsteczkowa polilizyna 
lub poliomityna, czy wreszcie cząsteczek immunoglobulin), oraz obserwacji szybkości 
przemieszczania się komórek w zewnętrznym, sztucznym polu elektrycznym ("ruchliwości 
elektroforetycznej"). Według obserwacji Yamamoto i Yamamoto [160] ładunek powierzch­
niowy fibroblastów ludzkich hodowanych in vitro obniżał się z wiekiem w istotnym stopniu 
w każdej z 13 badanych przez nich linii komórkowych. Ze zmianami ładunku powierzchni 
korelują według Mann i wsp. [77] zmiany w składzie oligosacharydów w fibroblastach 
starzejących się in vitro, polegające m.in. na obniżonej zawartości kwasu sialowego w 
glikoproteidach. Podobne zjawisko obserwował Aminoff w starych erytrocytach ludzkich [6]; 
w tych komórkach desialylacja ma dotyczyć głównie glikoforyny i prowadzić do wyekspono­
wania na powierzchni starych krwinek reszt galaktozylo-N-acetylo-galaktozaminy, które 
rozpoznawane są przez IgG i IgM powstające w wyniku autoimmunizacji. Wzrost wiązania 
immunoglobulin na powierzchni starych ludzkich erytrocytów obserwowali także Mohandas
1 Groner [86]; również ci autorzy przypisują obserwowane zjawisko zmniejszeniu ładunku 
powierzchniowego starych komórek. Zmiany ładunku powierzchniowego w starych erytro­
cytach powodują także nabycie przez nie zdolności do wiązania lektyn roślinnych WGA i 
PN A [114], Z kolei wśród limfocytów T pochodzących od ludzi w podeszłym wieku wzrasta 
ilość komórek obdarzonych większym ładunkiem powierzchniowym [152]. Ładunek powie­
rzchniowy wzrasta także w komórkach kłębków nerkowych 24-miesięcznych szczurów, co
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wiązane jest ze zwiększoną sulfatacją proteoglikanów i większą ilością grup karboksylowych 
w tychże [127].

VIII. ZABURZENIA POTENCJAŁU BŁONOWEGO W STARYCH 
KOMÓRKACH WIĄŻĄ SIĘ ZE ZMIANAMI WŁAŚCIWOŚCI AKTYWNYCH 

I PASYWNYCH MECHANIZMÓW TRANSPORTU PRZEZ BŁONĘ

Utrzymanie spoczynkowego potencjału elektrycznego błony zależy od wybiórczego 
przepływu przez tę błonę niektórych jonów, szczególnie kationów K + , Na + i Ca 2+ oraz 
anionów chlorkowych Cl+ [94], Podobnie, powstanie potencjału czynnościowego, a następnie 
szybki powrót środowiska wewnątrzkomórkowego do stanu sprzed jego powstania uwarun­
kowane jest szybkim, kontrolowanym przepływem jonów przez błonę. W błonach wszystkich 
komórek Eucaryota, a prawdopodobnie także Procaryota zawarte są mechanizmy aktywnego 
i pasywnego transportu jonów, takie jak zużywające energię hydrolizy ATP pompy jonowe, 
a także korzystające głównie z potencjalnej energii związanej z istnieniem przezbłonowego 
gradientu stężeń jonów błonowe kanały jonowe i nośniki. Oprócz uczestniczenia w tworzeniu 
potencjału błonowego, jony metali pełnią ważną dla czynności komórki funkcję w procesie 
transdukcji sygnałów do jej wnętrza. Szczególnie ważne są tu jony Ca2+; gwałtowny, krótko­
trwały wzrost ich stężenia ("sygnał wapniowy") wykrywany jest w cytoplazmie praktycznie 
wszystkich stymulowanych komórek. Z transportem jonów przez błony komórkowe związany 
jest także transport substratów organicznych niezbędnych dla życia komórki, takich jak cukry, 
aminokwasy i nukleozydy. Wreszcie, transportowi jonów przez błonę komórkową towarzyszy 
ruch cząsteczek wody przez tę błonę, co prowadzi do zmian objętości komórki; wykazano, że 
objętość ta jest w pewnym stopniu kontrolowana przez aktywację błonowych systemów 
transportu kationów i anionów [117]. Poniżej zostanie krótko wykazane, że większość z 
wyżej wspomnianych aktywnych i pasywnych transportów przez błonę ulega zaburzeniom w 
starzejących się komórkach.

Związane ze starzeniem zaburzenia wewnątrzkomórkowych stężeń jonów metali zostały 
szczególnie dobrze udokumentowane w przypadku Ca2+. Zmiany wielkości napływu wapnia 
do cytoplazmy w odpowiedzi na stymulację obserwowali m.in. Frolkis i wsp. w neuronach 
starych osobników Lymnea stagnalis [37]. Stwierdzili oni wzrost lub spadek wielkości 
"sygnału wapniowego" w zależności od rodzaju badanych komórek nerwowych; zauważyli 
także, że pewne typy kanałów wapniowych zanikały, a inne, mające zmienione właściwości, 
pojawiały się w błonach starych neuronów. Obniżenie liczby kanałów wapniowych i związaną 
z tym redukcję sygnału wapniowego stwierdzili także Gudmundsdottir i wsp. [44] w kardio- 
miocytach starych szczurów. Z kolei według Dillon, Gu i Nayler gęstość receptorów dla 
antagonistów wapnia (odpowiadających kanałom Ca2+) zwiększa się na powierzchni kardio­
miocytów starych szczurów [28].

Ostatnio ze szczególną uwagą badane są zaburzenia transdukcji związanych z przezbłono- 
wym transportem jonów sygnałów stymulujących w limfocytach T starych ludzi i zwierząt. 
Jeszcze w roku 1986 Tollefsbol w swoim wyczerpującym na ówczesne czasy zagadnienie 
przeglądzie zaprzeczał istnieniu związanych z wiekiem zmian transportu jonów Ca2+, K+ , 
Na+ i Zn ~+ przez błonę komórkową limfocytów T ulegających aktywacji, równocześnie
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wskazując na zależne od wieku obniżenie poziomu cyklicznego AMP i wzrost poziomu 
cyklicznego GMP w tych komórkach [131]. Już w tym samym roku Miller wykazał, że 
limfocyty T pochodzące od starych myszy wymagają (w porównaniu do komórek młodych 
zwierząt) wyższych dawek jonomycyny w celu uzyskania maksymalnej proliferacji, co 
wiązał z zaburzeniem transdukcji "sygnału wapniowego" przez błonę komórkową starych 
limfocytów [82]. Bezpośrednie badania wielkości zmiany stężenia wapnia w cytoplazmie 
stymulowanych limfocytów T w zależności od wieku pochodzą głównie z tej samej pracowni. 
Wykazano w nich, że w stymulowanych Con A limfocytach T starych myszy dochodzi 
zarówno do zmniejszenia wielkości "sygnału wapniowego", jak też do obniżenia szybkości 
jego narastania; ponadto zmniejsza się także liczba komórek zdolnych do generowania 
"sygnału wapniowego" w odpowiedzi na Con A [83]. Może to być związane z udokumen­
towanym wzrostem u starych zwierząt proporcji komórek pamięci immunologicznej, w 
których "sygnał wapniowy" w odpowiedzi na Con A i anty-CD3 jest wydatnie obniżony [102]. 
Wydaje się, że zmniejszony napływ Ca2+ do cytoplazmy stymulowanych mitogenem limfo­
cytów T jest niezależny od szybkości przemian fosfatydyloinozytolu (tworzenia aktywnych 
biologicznie polifosforanów inozytolu — IP 3 i IP 4), która nie ulega zmniejszeniu w limfocy­
tach T starych zwierząt [68]. Obniżenie zdolności do generowania sygnału wapniowego przez 
stymulowane PHA limfocyty T starych ludzi obserwowali Lustyik i O ’Leary [75], a także 
Gupta [45]. To samo zjawisko stwierdzili także Grossman, Ledbetter i Rabinovitch w przy­
padku limfocytów T starych ludzi stymulowanych mitogenem PHA lub przeciwciałem mo- 
noklonalnym anty-CD3. Autorzy ci stwierdzili jednak, że efekt ten dotyczy wyłącznie 
"starzejących się" limfocytów CD4+, podczas gdy "sygnał wapniowy" w limfocytach CD8 + 
od tych samych starych osób nie tylko nie zmniejszał się, ale nawet ulegał wzmożeniu [42], 
Ci sami autorzy, badając reakcję mysich limfocytów T na stymulację konkanawaliną A lub 
anty-CD3 stwierdzili, że wzrost cytoplazmatycznego stężenia Ca2+ był zredukowany w 
równym stopniu w komórkach CD4+, jak i CD8+ pochodzących od starych zwierząt [43]. Z 
kolei Nagelkerken wykazał, że odsetek limfocytów CD4+ , które odpowiadają wzrostem 
cytoplazmatycznego stężenia Ca2+ na stymulację anty-CD3 malał z 70% u młodych myszy 
do 35% u starych zwierząt; podobnie obniżał się odsetek komórek odpowiadających "sygna­
łem wapniowym" na działanie jonomycyny, wynosząc odpowiednio 95% u młodych i 55% u 
starych myszy [89]. Obniżona odpowiedź limfocytów T pochodzących od starych zwierząt na 
stymulację jonoforami wapniowymi A23187 i jonomycyną, zarówno bez-jak i z dodatkiem 
estrów forbolu [82, 158] wydaje się nie zależeć od zaburzonego transportu kompleksu Ca ~+ 
-jonofor przez błonę komórkową; Miller sugeruje, że może być za nie odpowiedzialna 
"nadczynność" mechanizmów eliminujących Ca2+ z cytoplazmy starych komórek, takich jak 
błonowa Ca 2+ - zależna ATP-aza ("pompa wapniowa") [85], Wzrost aktywności pompy 
wapniowej obserwowali Samaja i wsp. w starych erytrocytach; autorzy ci sugerują, że efekt 
ten może zależeć od zmiany poziomu kalmoduliny lub eliminacji nie sprecyzowanego inhibi­
tora pompy wapniowej w starych komórkach [116]. Podobne są także obserwacje i sugestie 
Rubinacci i wsp. [115]. Obserwowano jednak także obniżenie aktywności ATP-azy aktywnie 
transportującej Ca2+ w starych erytrocytach [50], Także w innych typach komórek może 
zachodzić zależna od wieku redukcja aktywności ATP-azy wapniowej. Na przykład Ambud- 
kar i wsp. stwierdzili redukcję aktywnego uwalniania wapnia z komórek nabłonka gruczoło­
wego przyusznic (podstawno-boczny obszar błony) u starych szczurów [5], a cytowany wyżej 
Heyliger wykazał zmniejszoną aktywność pompy wapniowej także w starych kardiomiocy- 
tach [50].
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W trakcie starzenia dochodzi także do obniżenia transportowej aktywności (Na + ,K +) 
ATP-azy ("pompy sodowej") w wielu typach komórek. Redukcję aktywności pompy sodowej 
obserwowano we włóknach mięśnia szkieletowego [ 17], erytrocytach [ 163] jak też komórkach 
nabłonków gruczołowych [33]. Viani i wsp. stwierdzili niedawno, że w synaptosomach 
starych szczurów zachodzi redukcja aktywności (Na+, K+ ) ATP-azy skorelowana ze wzro­
stem peroksydacji lipidów błon [141 ]. Aktywny, wrażliwy na ouabainę transport kationów K+ 
ulega istotnemu zmniejszeniu także w limfocytach krwi obwodowej starych ludzi [148], 
Obserwacja ta nie zgadza się w pełni z wynikami wcześniejszych badań Kennes i wsp., którzy 
wykazali, że aktywacja (Na+ , K+ ) ATP-azy błonowej w stymulowanych PHA limfocytach 
T starych ludzi zachodzi prawidłowo; autorzy ci zwracali jednak głównie uwagę na wielkość 
i szybkość wzrostu aktywności enzymu w stymulowanych komórkach, a nie na jego spoczyn­
kową aktywność w komórkach nie poddanych działaniu mitogenu [60].

Również pasywny transport jonów przez błonę komórkową, związany z aktywnością 
kanałów błonowych, ulega towarzyszącym starzeniu zmianom. Damjanovich i Pieri stwier­
dzili niedawno (1991), że w starych ludzkich limfocytach T zmienia się dynamika i obniża 
prawdopodobieństwo otwarcia kanałów sodowych [24]. Autor niniejszego opracowania wy­
kazał natomiast, że w ludzkich, a także mysich limfocytach T dochodzi w podeszłym wieku 
do głębokiego upośledzenia transportu K + przez kanały potasowe zależne od Ca 2+ [150, 
156], a także, że. stymulowane Con A komórki T starych ludzi wykazują podwyższoną 
wrażliwość na ko-stymulacyjne działanie blokera kanału sodowego- saksytoksyny, co po­
średnio sugeruje istnienie towarzyszących starzeniu zmian ekspresji lub właściwości kanału 
sodowego w tych komórkach [88].

Ciekawe obserwacje dotyczą także zmian wielkości przepływu anionów Cl+ przez błony 
starych komórek. Obniżenie indukowanego GABA przepływu Cl+ przez błony neuronów w 
mózgach starych szczurów obserwowali Concas i wsp. [21], a we włóknach mięśni szkieleto­
wych De Luca i wsp. [27].

Zmiany towarzyszące starzeniu dotyczą także innych błonowych białek transportowych. 
Można tu wymienić zmniejszenie aktywności wymiennika Na+ /Ca2+ w erytrocytach [50], 
nośnik anionów, którego aktywność wzrasta w erytrocytach, nabłonkach i neuronach [163], a 
także transporter glukozy, którego zdolność do przenoszenia cukru przez błonę komórkową 
w enterocytach [132] oraz komórkach tłuszczowych i mięśniach szkieletowych szczurów [73] 
i erytrocytach [58] ulega znamiennemu zmniejszeniu. Według Kay [59], zmiana w strukturze 
transportera anionów w starych RBC jest stosunkowo niewielka i zachodzi w określonych 
miejscach cząsteczki odpowiadających dwum zewnątrzkomórkowym, wiążącym aniony re­
gionom zawierającym lizynę.

Ostatnim jak dotychczas "dodatkiem" do listy transportowych białek błonowych, których 
aktywność wydaje się ulegać zmianie w trakcie starzenia, jest glikoproteina P ( gpl  70 ). Białko 
to znane jest jako efektor wielolekowej oporności (multidrug resistance ) komórek nowo­
tworowych, w których też jest najczęściej i w największych ilościach wykrywane [przegląd 
w: 57]. Glikoproteina P jest ATP-zależnym, stosunkowo nieselektywnym transporterem -  
pompą, eliminującym z cytoplazmy tak różne substancje jak leki cytostatyczne, barwniki, 
hormony sterydowe itp. Oprócz komórek nowotworowych k gp l 70 znajdowana jest także w 
nabłonkach gruczołowych (nadnercza), enterocytach, hepatocytach, komórkach kanalików 
nerkowych, hematopoetycznych komórkach pnia w szpiku kostnym i śródbłonkach [16, 57]. 
Ostatnio autorowi tej pracy udało się wykazać, że gpl70  pojawia się na powierzchni dużego 
(zwykle przekraczającego 60%) odsetka limfocytów T starych myszy, odpowiadającego
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ilościowo, ale nie w pełni identycznego fenotypowo z komórkami T pamięci immunologicznej 
[155]. Nie jest jeszcze wiadome, jaką funkcję pełni to białko w limfocytach; z badań innych 
komórek wiadomo natomiast, że może ono mieć m.in. związek z regulacją stężenia Cl+ w 
cytoplazmie [134], co wskazuje na możliwą bardziej uniwersalną rolę zmian wewnątrzkomór­
kowych stężeń Cl+ w procesach starzenia się komórek.

Rys. Zasadnicze zmiany w błonach starzejących się komórek: I -  wzrost stężenia cholesterolu, u -  fizykochemiczne 
zmiany stanu fosfolipidów (1), y -  zmiany właściwości białek błonowych, w tym: ekspresji i/lub aktywności pomp 
jonowych (2), kanałów błonowych (3), enzymów (5), nośników (6), ekspresji, interakcji i/lub powinowactwa recep­
torów (4); wzrost gęstości białek (7), zmiany ładunku powierzchniowego i potencjału przezbłonowego (8); z -  li­

gand, x -  zaburzenia ilości, struktury lub czynności składników błon

IX. WNIOSKI

Zadaniem powyższego przeglądu było zilustrowanie tezy, mówiącej,] że błona komórko­
wa w praktycznie wszystkich komórkach Eucaryota ulega charakterystycznym zmianom 
towarzyszącym zarówno "starzeniu się" komórki jak też starzeniu się osobnika. Zmiany te 
dotyczą wszystkich podstawowych składników błony: lipidów, białek i cukrów i mają zarów­
no ilościowy, jak też jakościowy charakter (patrz ilustracja). Szczególnie ważne wydają się 
być zmiany dotyczące receptorów powierzchniowych, a także -  związanych z nimi -  mecha­
nizmów bezpośrednio i pośrednio związanych z transdukcją sygnału do wnętrza komórki, 
takich jak kinazy białkowe, a także aktywne i pasywne mechanizmy regulacji przepływu przez 
błonę jonów Ca2+ , Na+ , K+ i Cl+, (a więc kontroli spoczynkowego i czynnościowego 
potencjału elektrycznego błony) i jej ładunku. Oczywiście, niezbędne są dalsze badania
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mające na celu zrozumienie konkretnych skutków, jakie zaburzenia błonowe mogą mieć dla 
czynności starzejących się komórek.
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