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CONTRIBUTION OF THE ASTROCYTES TO THE REGULATION
OF THE NEURONAL MICROENVIRONMENT
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Streszczenie. Na podstawie literatury opisano wspdtczesne poglady dotyczace udziatu astrocytéw w regulacji
neuronalnego mikrosrodowiska. Omowiono role astrocytéw w utrzymaniu homeostazy potasu i wapnia, wiaczenie w
metabolizm glutaminianu i GABA oraz wystepowanie receptoréw dla niektdrych neurotransmiteréw lub neuromodu-
latoréw. Wskazano na znaczenie wzajemnego oddziatywania pomiedzy neuronami i astrocytami oraz na regulujacy
wptyw astrogleju na czynnos$¢ neuronalna.

Stowa kluczowe: astrocyty, funkcja regulatorowa, receptory

Summary. On the basis of literature the current views on the contribution of the astrocytes to the regulation of the
neuronal microenvironment have been described. The role of astrocytes in the homeostasis of potassium and calcium,
their involvement into the metabolism of glutamate and GABA, and the presence of receptors for some neurotrans-
mitters or neuromodulatores have been discussed. There has been pointedt o " * * ' ' itrocytes and
neurones, and the regulative effect of astroglia on the neuronal function.
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WPROWADZENIE

Pierwsze wiadomosci o astrocytach datujg sie od badah Ramon y Cajala, ktéry w 1913 .
zaobserwowat je w mézgu cztowieka. Opisatjako komorki gwiazdziste wyposazone w liczne
wypustki czesto kornczace sie na naczyniach oraz zawierajgce granule w cytoplazmie zwane
gliosomami. P6zniej wyodrebnione zostaty dwa typy astrocytow: protoplazmatyczne, chara-
kterystyczne dla substancji szarej i wiokniste dla substancji biatej osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). Badania te daty podstawe do pierwszych prob identyfikacji astrocytow
w mikroskopie elektronowym (ME). Obydwa te typy scharakteryzowano poczatkowo jako
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komorki ojasnej cytoplazmie i duzym kulistym jadrze, wyposazone w filamenty, ciatka geste
i glikogen rozmieszczone w ciatach komérek i wypustkach. Dalsze badania w ME potwier-
dzity wczesniejsze obserwacje sugerujgce jednak, ze filamenty sg raczej cechg astrocytow
wioknistych anizeli protoplazmatycznych. Poglad ten potwierdzity niektore obserwacje na
poziomie ME astrocytow pochodzacych z pierwotnej hodowli komoérek glejowych. Wiecej
danych dostarczyty badania in vitro z uzyciem przeciwciat monoklonalnych. Pozwolity one
na wyodrebnienie astrocytow typu-1 i typu-2. Obydwa typy zawierajg filamenty glejowe
zbudowane z glejowego, wiokienkowego, kwasnego biatka (GFAP). Typ-1 rozwija sie u
ssakOw przed urodzeniem, podczas gdy typ-2 po uptywie pierwszego tygodnia zycia postna-
talnego. Obydwa typy wywodzg sie z roznych komérek ukierunkowanych i nie s zdolne do
przeksztatcania sie z jednego typu w drugi. Uwaza sieg, ze typ-1 astrocytow koresponduje z
astrocytami protoplazmatycznymi substancji szarej, a typ-2 odpowiada astrocytom witokni-
stym substancji biatej OUN in vivo. Astrocyty przewyzszajg liczebnie neurony, stanowig ok.
1/4 objetosci OUN ssakow, bedac jednoczesnie Srodowiskiem dla neuronéw [9, 21].

Doswiadczenia ostatnich 30 lat prowadzone gtéwnie na pierwotnych hodowlach komérek
glejowych pozwolity na gtebszy wglad w ich role fizjologiczng. Datujg sie one od badan
Hydena (1959), ktéry pierwszy poczynit proby izolacji komorek glejowych i neuronéw,
mogacych by¢ uzyte jako zywe do badania ich funkcji. Dalsze badania pierwotnych hodowli
astrocytow, jak tez hodowli wspdlnie z izolowanymi neuronami pozwolity zgromadzi¢ wiecej
wiadomosci o wzajemnym oddziatywaniu miedzy tymi dwoma typami komdrek. Neurony
metabolicznie wyspecjalizowane sa w pewnych reakcjach, ktérych ostatnim etapem jest
synteza transmiter6w. Astrocyty sg komdrkami metabolicznie bardzo aktywnymi, wigczony-
mi w rdzne drogi metaboliczne. Najlepiej udokumentowanym wydaje sie by¢ udziat astrocy-
tow w regulacji pozakomorkowego stezenia jondw potasu i wapnia odgrywajacych wazng
funkcje w neuronalnej pobudliwosci, a takze wiaczenie tych komérek w metabolizm takich
neurotransmiteréw, jak glutaminian i GABA (kwas y-aminomastowy). Wykazano réwniez,
ze astrocyty majg receptory dla roznych neurotransmiter6w i neuromodulatoréw, ktorych
aktywacja wptywa na metabolizm astrocytéw [8,9].

ROLA ASTROCYTOW
W UTRZYMANIU HOMEOSTAZY POTASU W MOZGU

Jest 0ogolnie akceptowane, ze astrocyty odgrywaja kluczowa role w homeostazie potasu na
poziomie komérkowym w OUN. Podczas fizjologicznego pobudzenia neuronu stezenie
potasu w przestrzeni pozakomoérkowej wzrasta (z 3 do ok. 4 mM), a podczas apopleksji lub
bezposredniego pobudzenia drdg aferentywnych wzrasta jeszcze bardziej (z 3 do 12 mM) i
osigga niezmiernie duze stezenie podczas niedotlenienia (80-100 mM). Wykazano, ze po
pobudzeniu, apopleksji i krdtkotrwatym niedotlenieniu stezenie potasu powraca gwattownie
do poziomu spoczynkowego 3 mM [26]. Uwaza sie, ze muszg istnie¢ mechanizmy dla
usuniecia zwiekszonego stezenia potasu z przestrzeni pozakomoérkowej do naczyn krwionos-
nych lub ptynu mézgowo-rdzeniowego albo tez redestrybucja potasu odbywa sie w obrebie
OUN. Proces ten moze odbywac sie droga dyfuzji w obrebie przestrzeni pozakomorkowej lub
moze obejmowac przylegte komorki - neurony lub astrocyty. Proponowane sg dwie rézne
hipotezy ttumaczace te procesy. Pierwsza z nich zaklada, ze pozakomoérkowy potas jest
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gromadzony w astrocytach w drodze aktywnego wychwytu. Taki transport neuronalno-glejo-
wy potasu wykazano u bezkregowcow. Jony potasu gromadzone w astrocytach przez aktywny
wychwyt moga byé nastepnie reakumulowane w neuronach przez wychwyt wymagajacy
energii. Druga hipoteza sugeruje, ze miejscowy wzrost stezenia pozakomaérkowego potasu jest
usuwany poprzez astrocyty (potgczone ze sobg) do innych regionéw OUN. Proces ten
okreslono jako bierny i nazwano przestrzennym mechanizmem buforowym (spacial buffer
mechanism), w ktorym astrocyty dziatajg jako elektrody potasowe. Utworzenie tej hipotezy
zasugerowano napodstawie badan z izolowanymi astrocytami oraz badar immunohistochemi-
cznych na skrawkach moézgu szczura, w ktorych zaobserwowano specyficzne potgczenia
pomiedzy astrocytami w postaci ztgcz szczelinowych [7, 8, 28]. W OUN moga odbywac sie
zaréwno procesy aktywnego wychwytu nadmiaru jondw potasu, jak i poprzez przestrzenny
mechanizm buforowy [26]. Dotychczas kwestig nie rozstrzygnietgjest, czy jony potasu mogg
by¢ transportowane przez astrocyty do réznych miejsc OUN i czy sg one nastepnie uwalniane
do przestrzeni pozakomdrkowej, czy tezmoga by¢ bezposrednio transportowane z astrocytow
do neuronéw [7, 8].

ROLA ASTROCYTOW W PRZEPLYWIE JONOW WAPNIA

Wapn odgrywa wazngrole w regulacji czynno$ci komérkowej OUN. Zwiekszone stezenie
pozakomdrkowego potasu stymuluje wychwyt jonéw wapnia do astrocytow i zwieksza ich
poziom wewnatrzkomérkowy. Wolny wewnatrzkomdérkowy waph jest wigczony w kontrole
takich procesow, jak: przepuszczalno$é¢ btony, aktywacja drugich przekaznikéw i kinaz
biatkowych (np. kinazy C) oraz uwalnianie neurotransmiteréw z neuronéw [17]. Badania in
vitro z uzyciem hodowli komérek glejaka cztowieka, izolowanych astrocytéw i izolowanych
neuronow, ktdre umieszczano w medium o podwyzszonym stezeniu potasu, pozwolity wyka-
zaé, ze wychwyt znakowanego wapnia przez komorki glejowe byt wyzszy anizeli przez
neurony. Sugeruje sie, ze podczas wzrostu neuronalnej aktywnosci duza ilo$¢ wapnia wchodzi
do astrocytdw, aneuronalnie uwolniony potas moze zapoczatkowac ten proces. Podwyzszone
stezenie potasu moze takze sprzyjac transportowi wapnia z komorek glejowych do przestrzeni
pozakomorkowej. W badaniach pierwotnych hodowli astrocytdw wykazano, ze agonisci Lj i
L2receptoréw adrenergicznych przyczyniaja sie do wzrostu stezenia wewnatrzkomaérkowego
wapnia w astrocytach. Dodanie do hodowli astrocytow glutaminianu powoduje podobny
efekt, ktory moze rozprzestrzeniac sie na potgczone ze sobg astrocyty. Dane te wskazujg, ze
proces gromadzenia wolnego wewnatrzkomérkowego wapnia w astrocytach moze by¢ regu-
lowany przez niektore neurotransmitery. Glej w ten spos6b moze by¢ rezerwuarem wapnia
zapobiegajac nadmiernemu pobudzeniu neuronéw [10, 20].

UDZIAL ASTROCYTOW W METABOLIZMIE GLUTAMINIANU | GABA

Glutaminian jest waznym, pobudzajgcym neurotransmiterem uwalnianym w duzych ilo-
$ciach z neurondw glutamatergicznych, jak wykazano to in vivo, jak tez in vitro w skrawkach
mozgu i hodowlach pierwotnych komorek ziarnistych mézdzku [7, 8, 10]. Neuronalnie
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uwolniony glutaminian wychwytywany jest bardziej intensywnie do astrocytéw anizeli do
neuronow. Wychwyt glejowy badano w tych komoérkach otrzymanych gradientem wirowania
i hodowlach pierwotnych astrocytéw. Glutaminian jest przy udziale syntetazy glutaminowej
(GS) przeksztatcany w glutaming, ktéra nie ma znaczenia transmitera, jest uwalniana do
przestrzeni pozakomdrkowej i powraca do neuronéw glutamatergicznych. W obrebie neuro-
now jest metabolizowana do glutaminianu [7]. Neurony glutamatergiczne nie wykazujg
zdolnosci do przeksztatcania glutaminianu w glutamine, gdyz syntetaza glutaminowa w
mozgu nie wystepuje w neuronach, natomiast znajdowana byta gtéwnie w astrocytach i
ostatnio w oligodendrocytach niektdrych obszarow mézgu. Enzym zlokalizowany jest w
cytoplazmie oligodendrocytéw bezposrednio otaczajacych neurony. W astrocytach natomiast
wystepuje w wypustkach otaczajgcych glutamatergiczne synapsy, co sugeruje, ze astrocyty
ograniczajg mozliwos¢ dziatania glutaminianu jako transmitera [4]. Odmienna lokalizacja
syntetazy glutaminowej w oligodendrocytach anizeli w astrocytach jest tgczona przez nie-
ktérych autoréw z mozliwosciag wihaczenia oligodendrogleju w metabolizm glutaminianu w
odmienny sposob niz astrocytow [3,18, 25].

Glutamina tworzona w astrocytach jest nie tylko zuzyta jako prekursor glutaminianu w
neuronach, poniewaz duza cze$¢ glutaminianu gromadzonego w astrocytach moze by¢ zuzyta
jako metaboliczny substrat, a jego grupa aminowa moze by¢ transaminowana do innych
aminokwasow [7]. Uwaza sie, ze przy nieuszkodzonej barierze krew-mdzg zaréwno glutami-
nian, jak i glutamina nie przenikajg przez te bariere i neurony musza réwniez by¢ zdolne do
wytwarzania glutaminianu z komponentéw fatwo przenikajacych te barierg, np. z glukozy.
Tylko astrocyty (a nie neurony glutamatergiczne i GABA-ergiczne) maja aktywnos$¢ karbo-
ksylazy pirogronianowej, enzymu pozwalajacego na synteze z glukozy szczawiooctanu i
innych sktadnikéw cyklu kwasow trojkarboksylowych m.in. a-ketoglutaranu ijabtczanu. Te
dwa ostatnie moga by¢ uwalniane z astrocytow, gromadzone w neuronach i uzyte do tworzenia
szkieletu weglowego dla glutaminianu. Wskazuje to na interakcje neuron - astrocyt - neuron
regulujaca zaopatrzenie, uwalnianie, wychwyt i metabolizm glutaminianu. Zalezno$¢ neuro-
now glutamatergicznych od prekursoréw glutaminianu pochodzacych z astrocytdw sugeruje,
ze te komorki glejowe moga wywiera¢ duzy wpltyw regulatorowy na transmisje glutamater-
giczna. Z drugiej strony, neuronalnie uwolniony glutaminian jest wazny metabolicznie dla
astrocytow [7, 8,9, 10] (rys. 1.).

Innym waznym neurotransmiterem jest kwas y-aminomastowy (GABA), ktdry powstaje w
neuronach GABA-ergicznych przez dekarboksylacje glutaminianu. Uwalniany z tych neuro-
néw GABA jest wychwytywany zaréwno do neurondw, jak i astrocytéw. Neuronalnie
wychwycony GABA jest powtornie zuzyty jako transmiter. GABA wychwycony do astrocy-
tow jest w obrebie tych komdrek degradowany do sktadnikow cyklu kwaséw tréjkarboksylo-
wych i stamtad przez a-ketoglutaran do glutaminianu i glutaminy. Wytworzona tg drogg
glutamina moze stuzy¢ do neuronalnej syntezy GABA. Uwaza sie, ze neurony te nie sg zdolne
do normalnego funkcjonowania, jezeli funkcja i metabolizm astrocytéw sg uszkodzone [7,8].

RECEPTORY ASTROCYTOW

W hodowlach astrocytow oraz w hodowlach neuronéw i astrocytow z réznych obszarow
OUN za pomocg badan elektrofizjologicznych i autoradiograficznych wykazano obecnos¢
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licznych receptoréw. Migdzy innymi opisano receptory: adrenergiczne, dopaminowe, seroto-
ninowe, histaminowe, adenozynowe, somatostatynowe, muskarynowe i endotelinowe na
astrocytach. Wsrod receptoréw adrenergicznych wyr6zniono a i B-adrenoceptory zar6wno na
neuronach, jak i na astrocytach. Receptory a-adrenergiczne sg zlokalizowane na niekt6rych
astrocytach, R-adrenergiczne za$ na nieomal wszystkich astrocytach [5, 6, 14, 22, 24],
Wykazano, ze zaréwno a, jak i B-adrenoceptory moga wystepowac na btonach tych samych
astrocytéw [1,14]. Aktywacja R-adrenoceptordw powoduje wzrost poziomu cAMP w astro-
cytach, a aktywacja a-adrenoceptoréw nie daje wzrostu poziomu cAMP, lecz moze stuzy¢ do
modulowania akumulacji cAMP w odpowiedzi na neurohumoralne substancje. Okazuje sig,
ze rézne podtypy a-receptorow wiaczone sa w rézne procesy metaboliczne.  -adrenoceptor
wigczony jest w metabolizm mleczanu, natomiast a r i a2-adrenoceptory odgrywajg wazng
role w metabolizmie tlenowym. Wydaje sie to by¢ cecha tych receptoréw, bowiem stymulacja
receptora R-adrenergicznego nie daje takiego efektu [22, 24]. Receptory adrenergiczne sg
wigczone réwniez w metabolizm
glikogenu, ktory jest prawie wyla-
cznie zlokalizowany w astrocytach.
Aktywacja receptora a”™ przez ago-
niste (klonidyne) i aktywacja R-re-
ceptora przez noradrenaling i
izoproterenol wywotuje stymulacje
glikogenolizy. Sadzi sie, ze ar re-
ceptor nie jest wigczony w ten pro-
ces, bowiem uzycie agonisty
(fenylefryny) nie wywierato wpty-
wu na glikogenolize [23]. Aktywa-
cja a( i o2 adrenoceptorow
przyczynia sie do wzrostu stezenia
wewnatrzkomorkowego wolnego

wapnia w astrocytach [20],
W hodowlach neurondéw i astro- Rysunek. Schemat udziatu astrocytéw w metabolizmie glutaminianu:
, ) L. . A - astrocyt, N - neuron glutamatergiczny, Nw - naczynie wtosowa-
CytOW pra,zk0W|a i rdzenia krego' te; glutaminian (gin) uwalniany z neuronéw glutamatergicznych jest
wego szczura wykazano obecnosé wychwytywany do astrocytéw, gdzie przy udziale syntetazy glutami-
receptoréw dla dopaminy (DA). nowej (GS) jest przeksztatcany do glutaminy (glu); glutamina powra-

Wyréiniono dwa typy tych recepto- ca _do neurondw, gdng przeks.ztaicana.Jest do glutaminianu;
, N h 14 powstajacy w astrocytach i uwalniany z nich a-ketoglutaran (a-KG)
row (DJ 1D ) na astrocytac [ ] moze by¢ gromadzony w neuronach i uzyty do tworzenia szkieletu we-

Sugeruje sie, ze astrocyty z ré6znych glowego glutaminianu

obszarow OUN moga roéznie odpo-

wiadac¢ na dziatanie dopaminy. W hodowli pierwotnej astrocytéw pochodzacych z prazkowia
szczura (gdzie DA jest dominujacym neurotransmiterem), DA powoduje zwiekszenie pozio-
mu cAMP, podczas gdy w astrogleju z pnia i kory m6zgu nie przyczynia sie do tworzenia
cAMP [1].

Badaniami autoradiograficznymi w hodowlach astrocytow pochodzacych z rdzenia krego-
wego i pnia mézgu wykazano na tych komorkach podobnie jak i na neuronach obecnos$¢
receptoréw Sj (5-HT]j) i S2 (5-HT2) dla serotoniny. Jednakze w poréwnaniu do neuronéw z
tych obszardw OUN astrocyty majg mniejsza liczbe miejsc wigzacych dla serotoniny. Wigza-
nie serotoniny do miejsc receptorowych bton astrogleju powoduje wzrost poziomu cAMP, jak
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rowniez glikogenolize w astrocytach otaczajgcych perikariony neuronéw, co moze regulowac
dostarczanie glukozy do neurondw [11]. Wykazano przy uzyciu hodowli astrogleju, ze
stymulacjareceptora Sr agonista (ipzaperonem) przyczynia sie do uwalniania z tych komérek
specyficznego astroglejowego biatka S-100, ktére dodane do hodowli neurondw ptodu szczura
powoduje ich wzrost. Sugeruje sie na tej podstawie istnienie funkcjonalnej interakcji pomiedzy
astrocytami i neuronami podczas rozwoju jako swoistej autoregulacji wtasnego wzrostu [27].

Astrocyty z mézdzku, pnia moézgu i rdzenia kregowego maja miejsca wigzace w postaci
receptordw Hj i H2 dla histaminy. Porownawcze badania autoradiograficzne z uzyciem
odpowiednich radioligandéw ((3H) histaminy ijej antagonistow) wykazaty, ze astrocyty majg
znacznie mniejsza ilos¢ receptoréw dlahistaminy anizeli odpowiednie neurony. Tylko pewien
typ populacji astrocytéw ma receptory dla tej aminy. Uwaza sie, ze obydwa typy receptoréw
dla histaminy wystepuja na Wonie tych samych astrocytéw w obszarach OUN, w ktérych ta
amina jest neurotransmiterem lub neuromodelatorem. Histamina powoduje wzrost CAMP w
komérkach astrogleju, a spadek lipidéw inozytolu. Nie wiadomo jeszcze, ktdry z typow
receptoréw jest wigczony w te procesy. Niektére badania na skrawkach mézgu szczura
sugerujg mozliwos¢ wigczenia receptora Ht [14].

Adenozyna purynergiczny neurotransmiter lub neuromodulator w pewnych obszarach
OUN ssakéw wchodzi w interakcje z co najmniej dwoma typami receptoréw Aj i A2, ktére
wykazano na neuronach i hodowlanych astrocytach z mézdzku i rdzenia kregowego szczura
[12]. Stymulacja receptora Aj przez adenozyne hamuje aktywnos$¢ cyklazy adenylowej oraz
hamuje wzrost poziomu cAMP. Stymulacja receptora A2przez adenozyne przyczynia sie do
aktywacji cyklazy adenylowej dajac wzrost poziomu cAMP. Tylko pewien typ astrocytow ma
receptory dla adenozyny. Nie jestjednak rozstrzygnieta kwestia, jak duza ilos¢ tych komorek
nie daje odpowiedzi na adenozyne ijej analogi [15].

Badania ostatnich 10 lat wskazujg obecnos$¢ na astrocytach réwniez receptoréw dla
somatostatyny. Wyodrebniono dwa typy receptoréw: A (SSA) i B (SSB). Sadzi sie, ze
receptory te sg roznie zwigzane z cyklazg adenylowa, mianowicie stymulacja receptora A
hamuje aktywno$¢ tego enzymu, receptora B za$ aktywuje cyklaze adenylowa, a tym samym
wzrost poziomu wewnatrzkomdrkowego cAMP. Takie obserwacje poczyniono w badaniach
z uzyciem hodowli astrocytow z kory mézgu i moézdzku szczura. Somatostatynanie wywierata
podobnego wptywu na astrocyty rdzenia kregowego, co sugeruje, ze receptory tego typu sg
charakterystyczne dla niektdrych obszaréw OUN [2, 16].

Podczas gdy obecnos$¢ na astrocytach receptoréw dla biogennych amin jest dobrze udoku-
mentowana, to stosunkowo niewiele informacji zgromadzono na temat muskarynowych
receptoréw dlaacetylocholiny. Badania ostatnich lat wydaja sie wskazywac na istnienie takich
receptoréw na astrogleju obszaru neostriatum [19].

Wykryta w 1988 roku przez Yanagisawa i wsp. endotelina, peptyd produkowany przez
komérki srodbtonka naczyn, wywierajacy silne dziatanie obkurczajace, ma miejsce recepto-
rowe zaréwno na neuronach, jak i na astrocytach. Ponadto astrocyty same produkujg i
wydzielajg endoteling, co faczone jest przez niektérych autorow z regionalng regulacja
przeptywu krwi w mozgu [13, 29].

Przedstawione dane wskazujg na interakcje neuron-astrocyt-neuron oraz na pewng hetero-
gennosc¢ astrocytow pod wzgledem typu i gestosci miejsc receptorowych zlokalizowanych w
btonie tych komorek. Astrocyty z poszczeg6lnych obszarow OUN, w ktérych dominuje jaki$
neurotransmiter, majg wiecej receptorow dla danego transmitera anizeli w obszarach, w
ktérych danego transmitera jest mato. Regionalne roznice gesto$ci miejsc receptorowych
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moga wskazywac na specjalizacje aslrocylow, ktérych udziat w réznych procesach metabo-
licznych wywiera wazny wptyw regulatorowy na czynno$¢ neuronalna.
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Streszczenie. Zrédiem informacji genetycznej zywych organizméw sa kwasy nukleinowe (DN A lub RNA). Zawieraja
one zespoty genéw, warunkujace czynnosci zyciowe roslin i zwierzat. Stosujac technike hybrydyzacji in situ, taczaca
elementy biologii molekularnej i cytogenetyki, mozna wykry¢ specyficzne sekwencje kwaséw nukleinowych na
poziomie chromosomowym, komoérkowym lub tkankowym. Metoda ISH jest obecnie szeroko stosowana zaréwno w
nauce eksperymentalnej (mapowanie i ekspresja genéw, ewolucja genomu, uktad przestrzenny jadra, mitoza i
mejoza), jak réwniez w badaniach klinicznych (cytogenetyka kliniczna, diagnostyka prenatalna, diagnostyka nowo-
tworéw).

Summary. Nucleic acids contain genetic information for structure and function of cell organism. The information-
bearing sequences of DN A, known as genes, are spread along DN A molecule. ISH is one of the best and the most-direct
techniques available for studies on gene localization, structure and expression. It combines technical achievements of
molecular biology and cytogenetics. Application of ISH provides an opportunity to visualize specific DNA or RNA
sequences in preparations of chromosomes, cells or tissue sections. It has been used widely both in research (genes
mapping and expression, genome evolution, nuclear topography, mitosis, meiosis) as well as in clinical studies (clinical
cytogenetics, prenatal diagnostics, cancer diagnostics).

Wykaz skrotow. AMCA -7-amino-4-methylcoumarin-3-acetic acid-N-hydroxy-succinimide ester, BrdU - 5-bromo-
dezoksyurydyna, analog tymidyny, cDNA - komplementarny DNA, CISS hybrydyzacja (ang. chromosomal in situ
suppression hybridization) - hybrydyzacja przy uzyciu ztozonych sond hybrydyzacyjnych, komplementarnych do
danego fragmentu chromosomu lub do catego chromosomu, DAB - 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
dihydrate, FISH (ang.fluorescence in situ hybridization) - hybrydyzacja in situ, w ktérej miejsce zwigzania sondy
uwidocznione jest przez zastosowanie fluorochromu, FITC - izotiocyjanian fluoresceiny, FPG - technika fluorescen-
cyjna potaczona z barwieniem barwnikiem Giemsy, GTG - wz6r prazkowy G uzyskany poprzez trawienie chromo-
somow trypsyna i barwienie barwnikiem Giemsy, ISH (ang. insitu hybridization) - metoda oparta na hybrydyzacji
molekularnej umozliwiajaca wykrywanie specyficznych sekwencji kwaséw nukleinowych w materiale biologicz-
nym, nick translation - metoda znakowania sond molekularnych nukleotydami modyfikowanymi chemicznie lub
radioizotopem z zastosowaniem DNazy | i polimerazy DNA I, PCR (ang. polymerase chain reaction) - synteza
tancuchowa fragmentéw DNA z uzyciem polimerazy i specyficznych primeréw, ptyn Denhardta - fikol + poliwiny-
lopyrolidon +surowica bydleca, QFH - fluorescyjny wzdr prazkowy Q uzyskany przez zastosowanie zwigzku
Bisbenzimide (Hoechst 33258), randompriming technique - metoda znakowania sond molekularnych nukleotydami
modyfikowanymi chemicznie lub radioizotopem z zastosowaniem fragmentu Klenowa polimerazy DN A |, sekwencja
*single copy" - sekwencja wystepujaca w genomie w pojedynczej kopii, SSC- NaCl+ cytrynian sodu, SSCP - NaCl+
cytrynian sodu + Na2HPO04, TRITC - izotiocyjanian tetrametylrodaminy
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Jedng z technik umozliwiajacych badanie molekularnej organizacji genomu Prokaryota i
Eukaryota stata sie hybrydyzacja in situ (ISH). Po raz pierwszy hybrydyzacje molekularng
DNA/RNA przeprowadzono w péznych latach szes¢dziesigtych na oocytach ptazéw. Uzyto
wowczas sond - 18S i 25S rRNA znakowanych trytem. Dzieki przeprowadzeniu badan u
réznych przedstawicieli $wiata zwierzat, w tym réwniez roélin, hybrydyzacja in situ stata sie
niezwykle waznym narzedziem badawczym w cytogenetyce, cytologii i ewolucjonizmie.

Hybrydyzacja in situ pozwala na lokalizowanie specyficznych sekwencji DNA lub RNA
bezposrednio w materiale biologicznym (preparat cytogenetyczny, komorki, skrawki tkanki)
znajdujacym sie na szkietku podstawowym lub, rzadziej, w zawiesinie. Czesto jest ona
stosowana do badania ekspresji genéw przez wykrywanie informacyjnego RNA (mRNA)
[41A,45A], ISH stuzy rowniez do identyfikacji wirusowych kwaséw nukleinowych zintegro-
wanych z genomem komorki [41A]. W cytogenetyce hybrydyzacja sondy molekularnej
nastepuje do DNA chromosomow mitotycznych lub mejotycznych, uzyskanych standardowg
metoda, niekiedy takze bezposrednio do DNA jader interfazowych. ISH jest procesem
wieloetapowym, na ktdry sktadaja sie:

« przygotowanie sondy molekularnej,

* przygotowanie preparatow cytogenetycznych,

* hybrydyzacja,

* usuniecie niespecyficznie zwigzanej sondy,

« detekcja sondy.

1. PRZYGOTOWANIE SONDY MOLEKULARNEJ

Sondami molekularnymi stosowanymi w ISH jest cDNA, fragmenty genomowego DNA,
a takze syntetyczne oligonukleotydy. Opisano metode tworzenia repetytywnych sond DNA
zapomocg PCR (polymerase chain reaction) [11]. W tzw. CISS hybrydyzacji (chromosomal
in situ suppression) stosuje sie ztozone sondy hybrydyzacyjne, stanowigce heterogenng
mieszanine sekwencji komplementarnych dla danego fragmentu chromosomu lub nawet dla
catego chromosomu.

Sonda molekularna powinna by¢ odpowiednio przygotowana, aby mogta by¢ nastepnie
wykryta w miejscu hybrydyzacji.Osigga sie to przez wprowadzenie do niej zwykle w drodze
nick translation [37], random priming technique [12] lub PCR [30] nukleotyd6w radioaktyw-
nych lub modyfikowanych chemicznie.

a. SONDY RADIOAKTYWNE

Og0lIng zaletg sond radioaktywnych jest wysoka czuto$¢, umozliwiajgca stosowanie do
hybrydyzacji samego insertu. Radioizotopem najczesciej stosowanym w ISH jest H, ktory
daje najlepszg rozdzielczo$¢ i mate tto, jego wadg natomiast jest dtugi okres ekspozycji
podczas autoradiografii (1-4 tygodnie). Z tych wzgledéw do znakowania sond molekularnych
stosuje sie niekiedy 125J, wéwczas autoradiografia trwa krdcej, jednak powstaje silniejsze tho,
a takze wieksze sygnaty, na czym traci rozdzielczo$¢ metody. Innym radi nzotopem stoso-
wanym do znakowania sond molekularnych do ISH jest 35S.
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Rozdzielczos¢ ISH z zastosowaniem sond radioaktywnych jest jednak ograniczona dtu-
goscig emitowanego promieniowania oraz wielkoscig ziaren emulsji fotograficznej. W celu
zwiekszenia rozdzielczosci metody niektérzy autorzy zastosowali do obserwacji sygnatow
mikroskop elektronowy [27].

b. SONDY MODYFIKOWANE CHEMICZNIE

W ostatnich latach obserwuje sie szerokie zastosowanie sond molekularnych modyfiko-
wanych chemicznie. Ich popularnos¢ stale wzrasta i wypierajg one stopniowo sondy radioak-
tywne. W przeciwienstwie do sond radioaktywnych, ulegajacych radiolizie, sondy modyfiko-
wane chemicznie sg trwale (ok. 1 roku w -20°C). Zaletg sond modyfikowanych chemicznie
jest takze, oprocz wyeliminowania izotopdw radioaktywnych, wysoka rozdzielczo$¢ metody,
a przez to mozliwosé precyzyjnego okreslenia miejsca hybrydyzacji sondy. Ocenia sie, ze
lokalizacja sekwencji z zastosowaniem sond nieizotopowych jest 20-krotnie doktadniejsza w
poréwnaniu z ISH z uzyciem sond izotopowych [26]. Nastepng zaletg sond modyfikowanych
chemiczniejest mozliwos¢ bardzo szybkiej detekcji sondy (2-3 godziny) po przeprowadzonej
hybrydyzacji. Ma to szczegdlne znaczenie w sytuacjach, gdy wynik musi byé wydany szybko
(diagnostyka prenatalna). Ponadto, mozna na tym samym preparacie cytogenetycznym pro-
wadzi¢ hybrydyzacje in situ réwnocze$nie z kilkoma sondami, zktérych kazdajest znakowana
w inny spos6b [35,41A]. ISH z uzyciem sond modyfikowanych chemicznie byta stosowana
poczatkowo do wykrywania sekwencji powtarzalnych. Uwazano, ze nie jest wystarczajgco
czufa dla detekcji sekwencji single copy. Ostatnio dzieki wprowadzeniu wieloetapowych
reakcji immunocytochemicznych, sondy modyfikowane chemicznie stosuje sie z powodze-
niem do wykrywania sekwencji wystepujacych nawet w jednej kopii w genomie.

Substancjami stosowanymi do przygotowania sond modyfikowanych chemicznie sg bio-
tyna[6,24,36,41 A], fotobiotynabedgca fotoaktywnym analogiem biotyny [45], digoksygenina
[19, 41A,46], acetylaminofluoren [23,41,41A], Brdu [13], rte¢ [35, 41A] i inne. Do tej pory
najczesciej stosowana byfa biotyna, jednak obecnie coraz wiekszg popularno$¢ zdobywa
digoksygenina.

Sondy zawiesza sie w mieszaninie hybrydyzacyjnej, zawierajacej nosnikowy DNA (i/lub
RNA), SSCP, siarczan dekstranu, formamid, ew. ptyn Denhardta. Stezenie sondy w miesza-
ninie hybrydyzacyjnej i sktad mieszaniny hybrydyzacyjnej mozna modyfikowaé w szerokim
zakresie. Zwykle stosuje sie 1-20 ng sondy w 20-50 pi mieszaniny hybrydyzacyjnej na
preparat. Formamid i sole zawarte w mieszaninie hybrydyzacyjnej obnizajg temperature
topnienia DNA. Nosnikowy DNA (RNA) i ptyn Denhardta zapobiegajg nieswoistej hybrydy-
zacji. Siarczan dekstranu zwieksza efektywno$¢ hybrydyzacji [18] poprzez ufatwienie two-
rzenia konglomeratow (sieci - network) sondy w miejscu hybrydyzacji, co wzmacnia sygnat.
Bezposrednio przed natozeniem na preparat sonde denaturuje sie poprzez ogrzanie w temp.
80-100°C i nastepnie gwattownie ozigbia.

W CISS hybrydyzacji, w ktérej stosuje sie ztozone sondy zawierajace heterogenng
mieszaning sekwencji single copy oraz sekwencji srednio i wysoko powtarzalnych, konieczna
jest nieco odmienna strategia, majaca na celu zapobiezenie nieswoistemu wigzaniu sie sondy
do wielu chromosomow, cojest spowodowane wystepowaniem sekwencji wysoko powtarzal-
nych w wielu miejscach w genomie. Do sondy dodaje sie catkowity ludzki DNA i po
denaturacji sondy pozwala na hybrydyzacje sekwencji wysoko powtarzalnych jeszcze w
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probéwce. Dopiero po tym wstepnym etapie naktada sie sonde hybrydyzacyjng na preparat
[28].

2. PRZYGOTOWANIE PREPARATOW

Hybrydyzacje in situ mozna prowadzi¢ zaréwno do DNA chromosoméw mitotycznych lub
mejotycznych, jak réwniez do jader interfazowych. Jedli ISH nastepuje do chromosoméw
metafazowych, preparaty sg sporzadzane zasadniczo w sposob standardowy, nalezy jednak
podkresli¢, ze muszg one by¢ bardzo dobrej jakosci. Z tych wzgleddw do uzyskania preparatéw
dla ISH najczesciej stosuje sie hodowle limfocytéw. Korzystnie jest hodowle limfocytéw
zsynchronizowaé dla uzyskania wysokiego indeksu mitotycznego.

Sposob przygotowania szkietek podstawowych ma wptyw na stopieri niespecyficznego
wigzania sondy. Niektorzy autorzy powlekajg szkietka podstawowe substancjami majacymi
wyeliminowaé nieswoiste wigzanie sondy [14], zasadniczo jednak wystarcza wytrawienie
szkietek podstawowych w chromiance.

Przed ISH [18] preparaty trawi sie RNazg, ktéra usuwa RNA mogacy konkurowac¢ z sonda
0 miejsce na chromosomie i hybrydyzowac z sondg zwiekszajac tto. Po trawieniu RNazg
preparaty cytogenetyczne ptucze sie w 2xSSC i przeprowadza przez wzrastajacy szereg
alkoholi. Niektorzy autorzy trawig preparaty takze proteinazg K [17, 36], Przed natozeniem
sondy hybrydyzacyjnej nalezy zdenaturowa¢ chromosomowy DNA. Do denaturacji stosuje
sie 70% formamid (temp. 70°C) [38] lub 0,07 N NaOH (temp. pokojowa). Dla sekwencji
powtarzalnych zaleca sie 0,2 N HC1, ktéry wprawdzie denaturuje chromosomowy DNA w
mniejszym stopniu, jednak pozwala zachowa¢ bardzo dobrg strukture chromosoméw. Po
denaturacji, ptukaniu w 2xSSC i przeprowadzeniu przez szereg alkoholi, preparaty sg gotowe
do hybrydyzaciji.

Niektorzy autorzy denaturujg rownoczesnie sonde i chromosomowy DNA przez ogrzanie
szkietka podstawowego juz po natozeniu sondy na preparat.

3. HYBRYDYZACJA

Hybrydyzacje przeprowadza sie pod szkietkiem nakrywkowym w komorze wilgotnej lub
po uszczelnieniu brzegéw szkietka nakrywkowego (np. guma arabska lub olej parafinowy).
Warunki hybrydyzacji powinny by¢ tak dobrane, aby umozliwi¢ precyzyjne formowanie
dupleksu. Temperatura ISH wynosi 37-45°C, zwykle ok. 42°C, czas - 2-24 godzin, w
zaleznosci od rodzaju i stezenia sondy.

4. USUNIECIE NIESPECYFICZNIE ZWIAZANEJ SONDY

Nadmiar niezhybrydyzowanej sondy i niespecyficznie zwigzang sonde usuwa sie po
hybrydyzacji poprzez wieloetapowe ptukania preparatéw w roztworze formamidu oraz w



HYBRYDYZACJA IN SITU W CYTOGENETYCE 367

SSC, modyfikujac stezenie soli, liczbe kapieli ptuczacych i temperature w zaleznosci od
rodzaju sondy.

5. DETEKCJA SONDY ZWIAZANEJ Z PREPARATEM

Sondy radioaktywne wykrywa sie autoradiograficznie stosujac ptynne emulsje fotografi-
czne. Po autoradiografii chromosomy barwi sie barwnikiem Giemsy [3,5] i stosuje rozmaite-
techniki pragzkowe, odpowiednio zmodyfikowane, np.: FPG [3,5,25], G z barwnikiem Wrighta
[21]. Sondy modyfikowane chemicznie wykrywa sie reakcjg immunocytochemiczng lub
reakcjg powinowactwa, stosujac przeciwciata lub biatka wykazujgce duze powinowactwo do
modyfikowanych chemicznie nukleotyddw [41A]. Bardzo rzadko mikroskopowo wykrywal-
ne znakowanie jest kowalencyjnie zwigzane z sondg molekularng, np. opisano RNA znako-
wane fluorochromem [1]. Sondy dla sekwencji powtarzalnych mozna wykry¢ w
jednoetapowej reakcji, np. w przypadku sondy biotynowanej mogtaby to by¢ awidyna sprze-
zona z fluorochromem [26].

Do wykrycia sond dla sekwencji single copy nalezy stosowaé wieloetapowg reakcje
immunocytochemiczng. Dobranie warunkéw reakcji immunocytochemicznej zmierza do
maksymalnego wzmocnienia sygnatu, jednak bez zwiekszenia tfa. Przyjmuje sie, ze kazdy
kolejny etap reakcji immunocytochemicznej wzmacnia 6-krotnie sygnat [36]. Ostatnie prze-
ciwciato jest sprzezone z substancjg, ktéra powoduje reakcje mozliwg do zaobserwowania w
zwyktym mikroskopie Swiednym, fluorescencyjnym lub w mikroskopie ze Swiattem spolary-
zowanym. Substancjami tymi sg zazwyczaj enzymy (peroksydaza, alkaliczna fosfataza) lub
fluorochromy (izotiocyjanian fluoresceiny i in.). Dla sondy biotynowanej mozna zastosowaé
np. nastepujaca reakcje immunocytochemiczna:

- przeciwciato krélicze przeciwko biotynie - przeciwciato $wini przeciwko kréliczej Ig
sprzezone z biotyng - kompleks streptawidyna-peroksydaza - reakcja z DAB.

W przypadku, gdy przeciwciata sg sprzezone z fluorochromem, otrzymujemy fluorescen-
cyjng hybrydyzacje in situ (FISH). Stosujgc odpowiednie fluorochromy lub ich kombinacje
mozna uzyskaé: barwe zielong (FITC - izotiocyjanian fluoresceiny), czerwong (TRITC -
izotiocyjanian tetrametylrodaminy), pomaranczowg (FITC+TRITC) lub niebieskg (AMCA -
7-amino-methyl-coumarin-3-acetic acid-N-hydroxysuccinimide ester) [41A,43].

W mikroskopii fluorescencyjnej obraz moze by¢ poddany analizie komputerowej (digital
imaging microscopy) [42]. Mikroskopia ta pozwala na wzmocnienie sygnatu w miejscu
zwigzania sondy hybrydyzacyjnej oraz podnosi rozdzielczo$¢ metody, umozliwiajac precy-
zyjng lokalizacje nawet pojedynczych sekwencji single copy,

Rozpoznanie chromosomu i doktadne okreslenie miejsca, do ktérego nastapito przytacze-
nie sondy w hybrydyzacji nieizotopowej, mozna przeprowadzi¢ w nastepujacy sposob:

* Przed hybrydyzacja preparat nalezy podda¢ trawieniu trypsyng i wybarwié bar-
wnikiem Giemsy, a nastepnie wybrane mitozy ze wzorem pragzkowym GTG sfo-
tografowac.

* Po hybrydyzacji enzymatycznej lub fluorescencyjnej nalezy wykona¢ zdjecia tych
samych mitoz i poréwna¢ z wczesniej otrzymanymi [39]. Po hybrydyzacji mozna
réwniez zastosowac inne typy prazkdw np. QFH [40].
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6. WYKORZYSTANIE HYBRYDYZACJI IN SITU

Hybrydyzacja in situ znalazta szerokie zastosowanie zarowno w cytogenetyce klinicznej,
jak i eksperymentalnej [27,28,29]. ISH stosuje sie w pre- i postnatalnej diagnostyce aberracji
chromosomowych do identyfikacji materiatu genetycznego niemozliwego do identyfikacji
tradycyjnymi technikami cytogenetycznymi. Na przyktad w zespole Pallister-Killian izochro-
mosom 12p jest przy zastosowaniu wytgcznie klasycznych metod cytogenetycznych czesto
btednie okreslany jako duplikacja 21q i dopiero ISH umozliwia wiasciwe rozpoznanie cyto-
genetyczne [2]. Za pomoca ISH mozna okres$li¢ punkty peknie¢ chromosoméw i wykry¢
submikroskopowe aberracje chromosomowe. Drogg tg wykryto m.in. niewielkg translokacje
t (4;10), ktéra w nastepnym pokoleniu przyczynita sie do powstania monosomii 4pl6-pter,
zwigzanej z zespotem Wolf-Hirschhoma [16]. Wymienione zastosowania hybrydyzacji doty-
czg réwniez cytogenetyki onkologicznej, w ktérej ISH moze by¢ wykorzystywana takze do
wykrywania amplifikacji onkogenéw, np. ERBB2 w nowotworach piersi i jajnika lub tez
N-myc w neuroblastoma [22,27]. ISH mozna réwniez stosowaé do wykrywania delecji geno-
wych.

Rosnace zainteresowanie budzi obecnie CISS hybrydyzacja, zwana takze chromosome
painting technique. Z powodzeniem zostata onajuz zastosowana w wielu przypadkach i coraz
chetniej badacze siegaja po nig w zakresie: identyfikacji ludzkich chromosoméw w r6znych
hybrydach komérkowych oraz detekcji indukowanych uszkodzeh chromosomowych. Dzieki
badaniom z uzyciem CISS hybrydyzacji pogtebiono wiedze na temat przebiegu meskiej
mejozy. Za jej posrednictwem przesledzono losy chromosoméw Y w zdekondensowanym
meskim materiale genetycznym, a takze przeprowadzono analize czestos$ci chiazm i pierwszej
mejotycznej segregacji u nosicieli translokacji [15].

Metoda ta okazata sie réwniez niezwykle przydatna w identyfikacji chromosomoéw
markerowych, a takze w wykrywaniu ztozonych aberracji struktury chromosoméw. Umozli-
wita ona m.in. scharakteryzowanie 10 markerow chromosomowych w raku prostaty [4].

Inng modyfikacja ISH jest prowadzenie hybrydyzacji z réznie wyznakowanymi sondami
rownoczesnie. Opisano zastosowanie ISH z trzema sondami hybrydyzacyjnymi do wykrycia
liczbowych aberracji chromosomowych w komorkach guzajajnika [35].

ISH stanowi niezastgpiong metode mapowania chromosoméw cztowieka. Pierwszym
genem, ktéry ta metoda zostat zmapowany, byt gen tancuchéw lekkich kappa immunoglobuli-
ny w krdtkim ramieniu chromosomu 2 [31]. Ostatnio coraz czesciej stosowane sg w tym celu
sondy nieizotopowe, co wybitnie podnosi rozdzielczo$¢ metody.

Hybrydyzacja in situ znalazta takze zastosowanie w badaniach w dziedzinie ewolucjoni-
zmu poréwnawczego. Badania dotyczace podobiefistw morfologii chromosoméw cztowieka,
naczelnych i innych ssakéw sg obecnie uzupetniane przez ISH [20,44]. Doskonatym przykfa-
dem jest zastosowanie FISH do analizy sekwencji telomerowej u cztowieka i innych ssakéw,
a takze u przedstawicieli ryb, ptazéw, gadow i ptakéw. Na podstawie badan obejmujgcych
ponad 100 gatunkéw wysunieto wniosek o silnej stabilnosci ewolucyjnej DNA w regionie
telomerdéw [34].

W ostatnich latach intensywnie rozwineta sie cytogenetyka interfazowa [9]. Stwierdzono,
ze DNA poszczegdlnego chromosomu zajmuje w jadrze interfazowym ograniczone teryto-
rium [8,32]. Wykorzystujac to zjawisko mozna drogg hybrydyzacji sondy bezposrednio do
jader interfazowych szybko wykry¢ aberracje liczby, np. trisomie 18 w amniocytach [7] i
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struktury chromosomow, jak wspomniany juz izochromosom 12p w leukocytach krwi obwo-
dowej [33]. Metode te zastosowano w diagnostyce prenatalnej, a takze do cytogenetycznej
diagnostyki onkologicznej [10]. ISH stosowano takze do badania przestrzennej organizacji
sprzezonych gendw [28].
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SKELADANIE KOMPLEKSU PREINICJUJACEGO
TRANSKRYPCJE GENOW EUKARIOTYCZNYCH

FORMING PREINITIATION TRANSCRIPTION COMPLEX
OF EUKARYOTIC GENES

Anna GOZDZICKA-JOZEFIAK

Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM w Poznaniu

Streszczenie. Inicjacja transkrypcji genéw eukariotycznych jest procesem ztozonym, w ktérym biorg udziat specyfi-
czne polimerazy RNA ( pol I, pol I, pol I1), jak réwniez liczne wspomagajace je czynnniki transkrypcyjne. Znany
jest szereg czynnikéw biatkowych specyficznie wspétdziatajacych z jadrowymi polimerazami RNA. W inicjacji
transkrypcji przy udziale polimerazy RNA Il biorg udziat dwie grupy czynnikéw transkrypcyjnych. Do grupy I nalezg
czynniki zwane generalnymi lub podstawowymi, ktérych obecnos¢ jest niezbedna do transkrypcji wszystkich genéw
transkrybowanych przy udziale polimerazy RNA Il, natomiast do grupy drugiej zaliczane sg czynnniki specyficzne
dla poszczeg6lnych genéw. Podstawowe czynniki transkrypcyjne tworza kompleks z polimerazg RNA 1l w poblizu
miejsca startu transkrypcji. Oddziatujg one z gtéwnymi elementami promotora stannowigcymi jego rdzen. Jednym z
takich element6éw jest TATA box zlokalizowany w odlegtosci 25-30 par zasad (pz) od miejsca startu transkrypcji.
Liczne z promotoréw maja takze element inicjatorowy. Oddziatywanie czynnikéw podstawowych z promotorem
doprowadza do formowania kompleksu transkrypcyjnego zdolnego do prowadzenia podstawowego procesu transkry-
pcji, przy braku specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych. W komoérkach ssakdéw w procesie transkrypcji bierze
udziat co najmniej sze$¢ czynnikéw podstawowych (TFU, A, B, D, E, F, I, H). Najwazniejsza role w tym procesie
odgrywa TBP wigzacy sie z elementem promotorowym TATA box i czynnik TF Il D. Wszystkie czynniki
transkrypcyjne wiaza sie z promotorem w okreslonej kolejnosci tworzac stabilny kompleks preinicjujacy (PIC).
Transkrypcja przy udziale polimerazy RNA jest regulowana przez specyficzne biatka aktywnie oddziatujagce z
podstawowymi czynnikami transkrypcyjnymi. Czynnik biatkowy wigzacy si¢ TATA box bierze réwniez udziat w
transkrypcji genéw rybosomalnego RNA przy udziale polimerazy RNA I. Liczne geny eukariotyczne sg transkry-
bowane przy udziale polimerazy RNA Ill. Niektére z tych genéw (tRNA i 55 RNA) majg wewnatrzgenowy rejon
kontrolny, inne natomiast zawieraja elementy regulatorowe podobne do tych, jakie znajdowano w promotorach genéw
transkrybowanych przy udziale polimerazy RNA I1. W transkrypcji gendw przy udziale polimerazy RNA Il waznag
role odgrywaja czynniki: TF 111 B, TF 11 C, TF Il A, jak réwniez moze bra¢ w niej udziat czynnik TF 11D. Wiekszos$¢
czynnikdéw transkrypcyjnych to biatka zawierajace specyficzne sekwencje wigzace sie z DNA typu: palcéw cynko-
wych, zamka leucynowego oraz heliks-skret-heliks.

Summary. Initiation of transcription of eucaryotic genes is a complex process which requires 3 types spec.ific RNA
pol (pol I, pol Il and pol 111) as well as a number of other auxiliary transcription factors. Multiple transcription factors
specific for each form of nuclear RNA polymerase were identified. Transcription initiation by RNA pol Il involves
two distinct classes of transcriptions factors: the general factors that are required for transcription of all genes specific
for RNA pol |1, and sequence specific (or promotor selective) factors, that are required for optimal transcription - the
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general transcription factors are thought to form a complex with RNA pol Il near the transcription start site by
interaction with core promotor elements. The most common core element is TATA box which is typically located 25
to 30 base pairs (bp) upstream of the start site or initiator element in many, but not all RNA pol Il promoters. Interaction
of general factors with a promotor lead to the formation of a complex capable of the basal level transcription in the
absence of promoter specific stimulation factors. At least 6 general factors (TFIlI A,B,D,E,F,I,H) are required for an
accurate in vivo transcription in mammalian system. The TATA binding proteins (TBP) and TF Il D play a central
role in it. These factors, along with RNA pol Il, are associated with the promoter in a specific order to form a stable
preinitiation complex (PIC). The TATA binding protein is also part of a factor that is critical for transcription of the
ribosomal RNA genes by RNA pol I. Many eucaryotic genes are transcribed by RNA Pol I1l. The tRNA, and 5S RNA
genes have intragenic control region. However transcription of some classes of these genes arecontrolled by regulatory
elements that lie upstream of the structural gene and that are similar to those found in class Il gene transcribed by
RNA pol Il. Factors TF HI1IB, TF IIIC, and TF Il1A play the central role in transcription by RNA pol Ill. The factor
TF 1ID is also involved in transcription by RNA polymerase Il. Most of transcription factors are sequence specific
DNA binding protein with the special binding motifs: termend the "zinc finger™, leucine zipper, or helix turn helix.

. WPROWADZENIE

Procesy réznicowania warunkujace rozw6j organizmoéw eukariotycznych sg kontrolowane
w duzym stopniu na poziomie transkrypcji. Od jej przebiegu czesto uzaleznione sg liczne
zmiany fenotypowe, zachodzace w komdrkach lub organizmach. Nic tez dziwnego, ze
rozszyfrowaniu molekularnych mechanizmoéw rzadzacych tymi zjawiskami poswiecono juz
wiele prac. Szczegoélne zainteresowanie budza odgrywajgce istotng role w regulacji transkry-
pcji liczne czynniki biatkowe, ktorych identyfikacja, strukturg i funkcjg zajmuje sie wiele
pracowni na $wiecie. W komdrkach prokariotycznych, jak wiadomo, wszystkie geny sg
transkrybowane przy udziale jednej polimerazy RNA. W przeciwienstwie do tego transkryp-
cja gendw eukariotycznych jest bardziej skomplikowana i uczestnicza w niej trzy polimerazy
RNA oraz polimerazy organellowe transkrybujace geny kodowane przez organellowe DNA.
Jadrowe polimerazy RNA sg odpowiedzialne selektywnie za transkrypcje: genéw rRNA -
polimeraza RNA |, mRNA - polimeraza RNA Il oraz tRNA, matych jadrowych czasteczek
RNA i niektorych wiruséw - polimeraza RNA 1Il. Chociaz polimerazy te sa zbudowane z
podjednostek o sekwencjach bardzo podobnych, to kazda z nich zawiera wtasne podjednostki,
tzw. unikatowe, wykazuje r6zng wrazliwos¢ na inhibitory i wchodzi w reakcje z innymi
sktadnikami transkrypcji, jak réwniez czynnikami aktywujacymi transkrypcje.

Eukariotyczne polimerazy RNA oddziatujg z promotorami, ktére réznig sie znacznie
sekwencja nukleotydowg oraz zawierajg sekwencje specyficzne, szczeg6lnie wazne dla fun-
kcji kazdego z nich [2-9, 18-20, 44, 49]. R6zne promotory wymagaja takze odmiennych
promotorowo, specyficznych czynnikéw biatkowych [5, 32, 63, 65]. Wykazano jednak, ze
niektére z czynnikdw mimo duzej specyficznosci promotorowej moga bra¢ udziat w rozpo-
znawaniu réznych promotorow, jak na przyktad czynnik TF 11D [10,36,69,73].

Istotng r6znicg pomiedzy prokariotyczng polimerazg RNA a polimerazami eukariotyczny-
mi jest sposéb ich oddziatywania z promotorem. Polimeraza prokariotyczna moze wigzac¢ sie
wprost z sekwencja promotorowa, natomiast polimerazy eukariotyczne wymagaja dodatko-
wych, promotorowo specyficznych czynnikéw biatkowych. Czynniki te tworza przypuszcza-
Inie odpowiednie struktury przestrzenne, utatwiajgce taczenie sie okreslonej, jadrowej
polimerazy RNA do odpowiedniego promotora. Mozemy podzieli¢je nadwie grupy. Do grupy
pierwszej nalezg czynniki podstawowe, zwane takze generalnymi (ang. general transcription
factors - GTFs), oddziatujace ze statymi strukturami promotora stanowigcymi jego rdzen,
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takimi jak np. element zwany TATA box zlokalizowany w pozycji ok. -30 promotora od
miejsca startu transkrypcji i element inicjatorowy, zwany INR w miejscu +1 transkrypcji.
Czynniki te zwane sg odpowiednio TFI dla polimerazy RNA I, TFII dla polimerazy RNA 11
i TF 111 dla polimerazy RNA I11. Do grupy drugiej nalezg czynniki, kt6re sg ich aktywatorami.
Poszczegdlne czynniki wigzg sie z réznymi elementami promotora zlokalizowanymi w
blizszej lub dalszej odlegtosci od miejsca startu transkrypcji. Zaréwno polimeraza RNA |, jak
i 11 wigzg sie w rejonach promotora przylegajacych do korica 5’ genu, natomiast polimeraza
RNA 111 moze tworzy¢ réwniez kompleksy biatkowe z sekwencjami regulatorowymi DNA
zlokalizowanymi wewnatrz genu

Wiegkszos$¢ promotoréw dla polimerazy RNA Il zawiera element TATA box, z ktérym
wigze sie biatko TBP (ang. TATA binding protein) stanowigce cze$¢ czynnika TFU D [20].
Biatko tojest niezbedne do inicjacji transkrypcji przy udziale wszystkich trzech klas polimeraz
eukariotycznych bez wzgledu na to, czy w rejonie promotora znajduje sie sekwencja TATA
box, czy tez nie. TBP jest podstawowym czynnikiem transkrypcyjnym wiazacym sie bezpo-
$rednio z sekwencjg promotora, jak réwniez oddziatujagcym z roznymi biatkami uczestnicza-
cymi w transkrypcji.

W prezentowanej pracy opisane jest tworzenie kompleksu preinicjujgcego transkrypcje
(PIC) dla trzech jadrowych polimeraz eukariotycznych. Tworzenie sie tego kompleksu jest
jednym z etapow regulacji inicjacji transkrypcji [60].

n. TWORZENIE KOMPLEKSU PREINICJUJACEGO
TRANSKRYPCJE (PIC) PRZY UDZIALE POLIMERAZY RNA I

Poprawne sktadanie kompleksu preinicjujacego umozliwiajace rozpoczecie transkrypcji
przy udziale polimerazy RNA Il wymaga wspétdziatania szeregu czynnikéw oddziatujagcych
z rejonem promotorowym. Sekwencje promotorowe biorgce udziat w wigzaniu tych czynni-
kéw sg stosunkowo dobrze poznane. W strukturze promotora dla pol Il mozemy wyréznié
kilka miejsc wigzacych specyficzne czynniki biatkowe, ktére wymagane sg dla poprawnej
inicjacji transkrypcji wiekszosci, a moze nawet wszystkich genoéw transkrybowanych przez
polimeraze RNA II. Jak juz wspomniano, czynniki te zwane sg podstawowymi i utrzymuja
zasadniczy poziom inicjacji transkrypcji w nieobecnosci czynnikéw dodatkowych wigzgcych
sie z sekwencjami regulatorowymi promotora (znajdujacymi sie w poblizu genu lub w duzej
od niego odlegtosci dochodzacej do przeszto 50 000 par zasad od miejsca startu).

Wiegkszo$¢ promotoréw dla polimerazy RNA Il zawiera sekwencje TATA (tzw. TATA
box) w rejonie ok. -30 nukleotyddw od miejsca startu transkrypcji oraz mniej znany element
inicjatorowy INR (ang. initiator elements at the start site) w miejscu startu, jak réwniez
sekwencje UAS (ang. upstream activating sequence elements) zlokalizowane w ro6znej odle-
gtosci od genu, petnigce role sekwencji zwiekszajacych aktywnos¢ transkrypcji (tzw. sekwen-
cje wzmacniajace lub enhancerowe) [56, 57]. Schematy najczesciej spotykanych promotoréw
gendw transkrybowanych przy udziale polimerazy RNA Il sa przedstawione na rysunku 1.
Generalnie mozemy podzieli¢je na trzy grupy: promotory zawierajgce wszystkie wymienione
elementy promotorowe oraz takie, ktore sg pozbawione TATA box lub elementu INR. W
komérkach eukariotycznych co najmniej 6 czynnikéw podstawowych jest niezbednych do
rozpoczecia inicjacji transkrypcji. Czynniki te sa dotaczane do promotora w okre$lonym
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porzadku tworzac stabilny kompleks preinicjujgcy (PIC). Jako pierwszy wigze sie z sekwencjg
TATA box TF 11 D, co umozliwia kolejne dotgczanie do promotora nastepnych czynnikéw
transkrypcyjnych oraz polimerazy RNA 11 [38,39,53,55 57].

Znane sg sekwencje aminokwasowe
czynnika TF Il D z komérek cztowieka,
Drosophila, Arabidopsis oraz drozdzy
(Saccharomyces pombe i S. cerevisiae)
okreslone napodstawie analizy sekwencji
ich genéw [14,23]. Czynniki te majg bar-
dzo zachowawczg sekwencje aminokwa-
sowg na odcinku obejmujacym 180 reszt
w rejonie C korica czasteczki (rys. 2).
Homologia sekwencji wynosi przeszto
80%. W obrebie tego fragmentu czastecz-
ki znajdujg sie odcinki: krétki odcinek
powtérzony, odcinek o sekwencji homo-
Rys. 1. Schemat organizacji najczesciej spotykanych promo- I(_)glcznej do _bakteryjnej pOd!eanStkl
toréw eukariotycznych dla polimerazy RNA 11 [53]; narysun- Sigma oraz rejon bogaty w aminokwasy
ku zaznaczono specyficzne sekwencje promotorowe: TATA zasadowe (rys, 2)_ Taka struktura czyn-
qu, ?Ie,ment inicjla}torowy INR oraz element UAS mogacy nika umozliwiamu zaréwno wiqzanie Sie
zmienia¢ aktywnos$¢ pozostatych elementéw promotorowych z promotorowg sekwencjg DNA, jak
réwniez oddziatywanie z szeregiem akty-

watoréw.

W przeciwienstwie do korica C koniec N czasteczki TF Il D jest bardzo zréznicowany i
niejednorodny i tak np. u Drosophila jest zbudowany ze 173 aminokwaséw, a u Arabidopsis
z 19. Sekwencja aminokwasowa czynnika TF 11D pochodzacego z drozdzy rézni sie tym od
sekwencji u wspomnianych organizméw, ze zawiera dodatkowy odcinek zbudowany z 34
reszt glutaminy, otoczony fragmentami bogatymi w seryne i treonine.

W genomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano 2 geny kodujace 2r6zne TF IID. Biatka
te majg 93,5% homologii sekwencji aminokwasowej i mogg tworzy¢ dimery w wyniku
oddziatywania ich amfipatycznych helikséw [24,28]. Dimery takie inaczej wigza sie z DNA
jak ich monomery, co jak sie przypuszcza, moze by¢ jednym z mozliwych sposobdéw mecha-
nizmu regulacji transkrypcji [37,38]. Te dwa czynniki wykazujg przypuszczalnie takze inne
powinowactwo i oddziatywanie z promotorem.

Z czynnikiem TF Il D faczy sie szereg innych biatek blizej nieokreslonych, generalnie
zwanych TBP i TAF (ang. TATA binding protein - TBP i transcription associatedfactors -
TAFs) [4,16,45,51,70]. W komorkach Drosophila zidentyfikowano 6 takich czynnikéw o
masie 150,110, 80, 60, 40 i 31 kDa, natomiast 10 o masie od 10 do 200 kDa w komérkach
ssakow [48]. Rola ich nie jest poznana. Przypuszcza sie, ze moga sie one przytacza¢ do DNA
na odcinku od -10 do -45 po jednej stronie heliksy tworzgc specyficzne ptaszczyzny utatwia-
jace wigzanie polimerazy i innych czynnikéw transkrypcyjnych po drugiej jego stronie [54].
Odpowiedzialne sg one takze za rozpoznanie okreslonej sekwencji promotorowej przez
polimeraze.

Wykazano, ze wigzanie TF 11D z promotorem utatwia réwniez czynnik TF Il A, natomiast
TF 1l B tworzy pomost pomiedzy TF Il D i pol RNA Il. Reakcje te moduluje TF Il E.
Wiasciwosci tych czynnikéw sa zebrane w tabeli 1.
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Skfadanie zatem kompleksu preinicjujgcego odbywa sie w wyniku szeregu interakcji
prowadzacych do okreslonego utozenia czynnikéw wzgledem polimerazy (rys. 3). Takie
oddziatywania licznych czynnikdw umozliwia tworzenie kompleksdw posrednich réznigcych
sie kinetykg asocjowania z matrycg DNA lub inhibitorem transkrypcji. Niewiele wiadomo o
innych biatkach bioracych udziat na poszczegdlnych etapach tworzenia sie¢ kompleksu prei-
nicjujgcego. Na pewno proces ten wymaga hydrolizy ATP, co sugeruje udziat w nim ATP-azy
lub kinazy. Aktywno$¢ ATP-azy i helikazy przypisywano odpowiednio czynnikom TFIIE i
TF Il F. Ostatnio stwierdzono, ze czynnik TF Il H z komérek cztowieka ma aktywnos¢
kinazowa zdolng do fosforylacji duzej podjednostki polimerazy RNA 11 [37]. Nie wiadomo
takze, ktéry z czynnikoéwjest zasocjo-
wany z polimeraza, a ktéry oddyso-
cjowuje podczas jej przesuwania sie
wzdtuz matrycy. Stwierdzono, ze
wiekszos$¢ sktadnikéw peptydowych
czynnikéw podstawowych, takich
jak: TFII B, TFIID, TFIIE oraz mata
podjednostkaczynnika TF I1F wyizo-
lowanego z komdrek ludzkich wyka-
zujg niewielkg homologie sekwencji
do bakteryjnej podjednostki sigma,
ktéra bierze udziat w specyficznym
rozpoznawaniu promotora bakteryj-
nego. Sugeruje to ich powigzania
ewolucyjne oraz wskazuje na mozli-
wos¢ zastgpienia funkcji bakteryjnej
podjednostki sigma w uktadzie euka-
rIOtyCFnym przez kl.lka biatek [77]. Rys.2. Schemat struktury I-rzedowej czynnika TE Il D z drozdzy,

Wigzanie czynnika TF 11 D z ele- Arabidopsis i cztowieka [23]; na rysunku zaznaczono rejony C
mentem promotorowym TATA o0d- korica czasteczek réznych czynnikéw wykazujace wysoki stopieri
grywa k|UCZOW61 r0|e w skiadaniu homologii sekwencji: oznaczono: VvVvVv - fragmenty homo-

. . logi do biatka M - t ieraj
kompleksu preinicjujacego ijest naj- ogiczne do biatka Myc, +++++ ragmenty zawierajace

o A aminokwasy zasadowe, -» - odcinki powtérzone, o - frag-
|epIEJ poznane. Promotory |ICZﬂyCh menty homologiczne do bakteryjnej jednostki sigma; czynniki te
gendéw nie majgjednak tego elemen- zbudowane sa z 200-335 aminokwas6w

tu. W promotorach takich element ini-

cjatorowy INR moze odgrywaé

istotng role w wigzaniu polimerazy z promotorem, jak rowniez okres$la¢ miejsce inicjacji
transkrypcji [54,66,78]. Wsrdd roznych promotorow identyfikowano czynnik, ktdry wigze sie
specyficznie z elementem INR. Znajdowano go zaréwno w promotorze adenowirusa Ad Ml
zawierajagcym sekwencje TATA, jak rowniez w promotorze jej pozbawionym, np. w termi-
nalnej transferazie deoksynukleotydylowej. Czynnik ten jest okreslany jako TF 1I-1 i mozna
go zastapi¢ TF Il A w transkrypcji adenowirusa Ad MI, w obecnosci czynnikéw podstawo-
wych. Wskazuje to na mozliwo$¢ alternatywnego sposobu tworzenia PIC. W obecnosci TF 1l
D moga tworzy sie kompleksy: TFIID : TF lI-I, TF IID : TF 1A :TF -loraz TFIID : TF
IHHAIPTFIID :TFIIB:TF Il A, tempo tworzenia tych komplekséw iich stabilno$éjest rézna.
Czynnik TF 1l-1 moze odgrywa¢ dominujgca role w tworzeniu PIC. Oddziatuje on zelementem
INR promotora, jak réwniez TATA box, stabilizujac wigzanie TF Il D. TF II-I przedstawia
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nowy typ czynnika transkrypcyjnego wspotdziatajgcego z innymi czynnikami transkrypcyj-
nymi oraz oddziatujgcego z r6znymi elementami promotorowymi utatwiajgc wzajemny kon-
takt poszczegolnych skfadnikdw w kompleksie PIC.

TF 11-1 ma mase czasteczkowg 120 kDa i strukture wykazujacg homologie do struktury
biatek typu heliks-petla-heliks [54]. Innym biatkiem wigzacym sie z INR jest CBF (ang. cap
bindingfactor). Przypuszczasie, ze biatko to o masie 90 kDamoze by¢ produktem powstatym
w wyniku proteolizy TF I1-1 [13].

Mechanizm inicjacji transkrypcji w promotorach pozbawionych elementu TATA jest stabo
poznany. Na pewno role dominujgcg odgrywa w nim element INR, z ktorym wigzg sie
odpowiednie biatka, co w rezultacie utatwia dotgczenie do tego kompleksu biatek TBP, TBF
oraz czynnikdw transkrypcyjnych [71].

Proces transkrypcji wielu gendw jest kontrolowany przez komdrkowo specyficzne akty-
watory lub represory [20, 39, 52, 58, 72], ktére pojawiajg sie najczesciej w komorce w
odpowiedzi na specyficzne sygnaty przez nig odbierane [20, 39, 72]. Wiekszo$¢ poznanych
aktywatoroéw zawiera w swojej strukturze zaréwno miejsca wigzania sie z DNA, tzw. domene

wigzacy, jak réwniez domeneg
aktywujaca, ktéra wprost lub jak
sie przypuszcza za posrednictwem
specyficznych koaktywatoréw od-
dziatuje z kompleksem inicjuja-
cym transkrypcije. Znane
aktywatory majg rézne domeny
aktywujace. Najczesciej spotyka-
ne to: aktywatory zawierajgce do-
mene kwasna, jak np. w biatku
GAL 4 drozdzy, bogatg w proling
(jak CTF) oraz glutamine (biatko
Spl) [2, 25, 27, 32, 34, 35, 38-45,
47-49, 61-63, 67, 68, 72, 74).
Analiza struktury i funkcji ludz-
kiego czynnika transkrypcyjnego
Spl wykazata, ze biatko to oprécz
domeny bogatej w glutamine za-
wiera takze inne domeny, np. o

Rys.3. Struktura kompleksu preinicjujacego transkrypcje przy udziale  charakterze stabo zasadowym czy
RNA polimerazy Il [53]; w gorze rysunku oznaczono kolejnos¢ dota-  gtrykturze palcéw cynkowych

czania poszczeg6lnych czynnikéw do promotora . . ;
zaangazowanych W Wwigzanie z

DNA [44, 50, 61].

Wystepowanie roznych domen sugeruje mozliwo$¢ oddziatywania z r6znymi rejonami
promotora, jak réwniez wspoétdziatanie z szeregiem dodatkowych czynnikéw komplesu
transkrypcyjnego [64]. Jednym z aktywatoréw transkrypcji sg biatka wirusowe [8,22,31,33,
42]. Biatko adenowirusa El1 A moze aktywowac transkrypcje w licznych promotorach wyko-
rzystujac rézny mechanizm, np. przez aktywacje czynnikéw podstawowych, jak réwniez
oddysocjowujac czynniki transkrypcyjne z nieaktywnych transkrypcyjnie heterodimerycz-
nych komplekséw. In vitro EI A wigze si¢ wprost do TF Il D, jak réwniez do biatka
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zwigzanego z sekwencjg oktamerowg promotora, petnigc role czynnika tgczacego odlegle
miejsca promotorowe [31,66 ].

Z czynnikami TF 1l D i TF Il B moze oddziatywa¢ takze biatko wirusa Herpes V16
zawierajgce kwasng domene aktywujaca. Oba czynniki majg w strukturze rejony helikalne
mogace oddziatywac¢ z domeng kwasng innych czynnikéw. W aktywacje transkrypcji wiacza
sie takze szereg biatek, ktorych wiasciwosci nie sa blizej poznane. Nie wiadomo réwniez, czy
wszystkie biatka wchodzace w skiad tych kompleksdéw sg istotne dla aktywacji procesu
transkrypcji, czy poszczegolne sktadniki sg specyficzne dla roznych typéw aktywatora oraz
nie jest znany spos6b ich funkcjonowania. Jedng z mozliwosci jest petnienie przez nie roli
posrednikdw w przenoszeniu sygnatow z aktywatora do innych sktadnikéw kompleksu
transkrypcyjnego. Moga takze wptywac na wigzanie TF I1A do promotora.

TABELA 1. Charakterystyka podstawowych czynnikdw transkrypcyjnych bioracych udziat w transkrypcji przy
udziale polimerazy RNA 11 [20]

Czynnik Skfadniki polipeptydowe czynnika Funkcje

TFU A drozdzy: zbudowany z 2 podjednostek: 32 i 13,5 kDa; stabilizuje wigzanie TBP z TATA box, nie
ludzki zawierajacy trzy podjednostki: 34,19 i 14 kDa; wigze sie z wszystkimi promotorami

TFUB drozdzy - 38 kDa, wigzanie poi RNA Il z promotorem, u-
ludzki -33 kDa dziat w selekcji miejsca startu

TF U D wielosktadnikowy kompleks biatek 100 kDa TBP wiaze si¢ z TATA box
zawierajacy czynniki TAF oraz biatka TBP

TF IIE ludzki: zbudowany z 4 podjednostek - dwéch  czynniki asocjujagce z RNA polimerazg
podjednostek o masie 57 kDa i dw6ch o masie 34 kDa  (zwane RAP)
kazda

TFIIF ludzki: zbudowany z 4 podjednostek - dwodch integracja z RNA polimerazg
podjednostek o masie 74 kDa i dw6ch o masie 30 kDa
kazda

TF I ludzki: 120 kDa wigze sie¢ z elementem INR, utatwia wig-

zanie biatek TBP

Istotng role w oddziatywaniu z aktywatorami transkrypcji odgrywa N koniec czynnika TF
11D [23]. Delecja N koricowej domeny TF Il D cztowieka eliminuje aktywacje transkrypcji
w odpowiedzi na kwasny aktywator Spl. Podobnie drozdzowy TF 11D moze bra¢ udziat tylko
w podstawowej, lecz nie GAL aktywowanej transkrypcji w uktadzie HeLa. Ostatnio wyka-
zano jednak, ze N koniec czynnika TF 11D z komérki cztowieka oraz drozdzy wystarczajg do
utrzymania tempa transkrypcji podstawowej, jak rdwniez aktywowanej przy udziale kwasne-
go aktywatora. Taka funkcjonalna zdolno$¢ do wymiany obu czynnikéw przeczy wczesniej
opisywanej specyficznosci gatunkowej [26]. Stwierdzono réwniez, ze inne biatka izolowane
z komdérek cztowieka i drozdzy, ktére posredniczg w oddziatywaniach pomiedzy TF Il D i
kwasnymi aktywatorami majg w swojej strukturze sekwencje konserwatywne [26].

Biatka aktywujace oraz czynniki podstawowe moga stymulowac proces transkrypcji, jak
réwniez go limitowac czy wrecz hamowac. Transkrypcja tym samym moze by¢ kontrolowana
przez pozytywny lub negatywny mechanizm regulatorowy, a wspétdziatanie obu jest czesto
odpowiedzialne za prawidtowy przebieg tego procesu [52, 58]. Jednym z czynnikdw ograni-
czajacych transkrypcje sa histony. Potgczenie DNA z histonami, jak rowniez rozmieszczenie
nukleosoméw decyduje o odpowiedniej strukturze przestrzennej chromatyny umozliwiajacej
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oddziatywanie DNA z czynnikami transkrypcyjnymi [1,11, 21]. Scista asocjacja elementéw
regulatorowych w DNA promotora z histonami utrudnia ich rozpoznanie przez odpowiednie
czynniki transkrypcyjne. Z drugiej strony stwierdzono, ze szereg receptoréw dla glukokorty-
koidow moze aktywowac transkrypcje przez bezposrednie oddziatywanie z chromatyna.
Receptory te sg biatkami zawierajgcymi w domenie wigzania DNA dwa moduty o strukturze
palcéw cynkowych. Jeden z palcdw cynkowych wigze sie z krotkim odcinkiem DNA (zawie-
rajgcym 6 par zasad) zlokalizowanym w duzej bruZzdzie czasteczki DNA, drugi natomiastjest
zaangazowany w oddziatywanie z inng czasteczka biatka. Receptory hormonéw glukokorty-
koidowych wigzg sie z DNA jako dimery. Wigzanie to powoduje zmiane struktury DNA
umozliwiajaca oddziatywanie czynnikéw transkrypcyjnych z elementem TATA box odpo-
wiedniego promotora [46].

Stwierdzono takze, ze czynniki transkrypcyjne moga wigzac¢ sie z DNA pomiedzy dwoma
nukleosomami (jak np. czynnik PHO5 drozdzy biorgcy udziat w regulacji transkrypcji genu
kwasnej fosfatazy). Prowadzi to do zmiany pozycji nukleosomu i zahamowania procesu
transkrypcji [21].

Aktywacja transkrypcji moze by¢ takze ograniczona przez wystepowanie niejednoznacz-
nych miejsc wigzania dla poszczeg6lnych czynnikdw, kompetycyjne ich dziatanie pomiedzy
poszczegblnymi genami, czy ograniczong ich liczbe wkomorce [17]. W komdrkach cztowieka
zidentyfikowano czynnik biatkowy odgrywajacy waznarole nie tylko w transkrypcji zaleznej
od aktywatora, lecz takze od poziomu w komoérce czynnikéw specyficznych promotorowo
[54]. Biatko to nazywa sie USA i petni inng funkcje niz biatka $cisle zasocjowane z TF 11D.
USA w obecnosci aktywatoréw znacznie zwieksza ich aktywno$é (nawet 100 x) w stosunku
do promotora, natomiast podczas ich nieobecnosci powoduje represje podstawowej aktywno-
§ci transkrypcyjnej. Czynnik ten jest zbudowany z dwdch sktadnikéw, ktore rozdzielone
wywierajg przeciwny efekt na tempo transkrypcji podstawowej. Jeden ze sktadnikéw, zwany
negatywnym N el, powoduje represje transkrypcji podstawowej przez kompetycyjne wigzanie
sie do miejsca czynnika TF 1l A w DNA kompleksu PIC. Pozytywny skiadnik Pel razem z
aktywatorem moze znie$¢ dziatanie Nel i spowodowac wzrost aktywnosci transkrypcyjnej.
Mechanizm tego dziatania nie jest jednak poznany. Na pewno czynnik ten moze stabilizowac
lub destabilizowac¢ sktadanie kompleksu PIC, chociaz nie mozna wykluczyé¢, ze jest on
koaktywatorem utatwiajagcym oddziatywanie aktywatora z podstawowym kompleksem trans-
krypcyjnym. Mechanizm oddziatywania biatko : biatko w uktadzie koaktywator : aktywator
nie jest poznany, nie wiadomo réwniez, czy dla kazdej inicjacji transkrypcji jest to konieczne
oraz jakie sg funkcjonalne réznice pomiedzy aktywnym PIC wytworzonym w obecnosci i
nieobecnosci USA [40].

Znane sg dwa modele opisujgce mechanizm dziatania koaktywatoréw oraz ich role w
sktadaniu kompleksu preinicjujacego transkrypcje [16].

Model | zaktada, ze koaktywator stanowi pomost taczacy aktywator z pozostatymi skiad-
nikami kompleksu transkrypcyjnego (rys. 4).

Drugi natomiast z proponowanych modeli uwaza, ze koaktywator nie oddziatuje wprost z
aktywatorem, lecz powoduje zmiany konformacyjne w podstawowym kompleksie transkry-
pcyjnym, ktére wptywajg na pozostaty ukfad transkrypcyjny. Biatkami mogacymi oddziaty-
wac wprost z czynnikami kompleksu PIC sg biatka wirusowe, takie jak VP16 i EI A. Uwaza
sig, ze biatka te moga by¢ swoiscie wyspecjalizowanymi koaktywatorami. Warto zaznaczy¢,
ze nie sg znane czynniki komdrkowe, ktére oddziatywatyby wprost z jakim$ czynnikiem
podstawowym.
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DI. TWORZENIE KOMPLEKSU PREINICJUJACEGO
TRANSKRYPCJE PRZY UDZIALE POLIMERAZY RNA |

Tworzenie kompleksu preinicjujacego transkrypcje przy udziale polimerazy RNA | jest
stosunkowo stabo poznane [16, 30, 75, 76]. Kompleks TBP-TAF | rézny od TF Il D
kompleksu dla polimerazy Il identyfikowano jako integralny sktadnik kompleksu transkry-
pcyjnego dla pol RNA | [56]. Trzy rézne czynniki TAF o masie: 110, 63 i 48 kDa sg jego
skfadnikami.

Wykazano, ze transkrypcja gendw rRNA cztowieka wymaga obecnosci promotorowo
selektywnego biatka SL1 (ang. selectivity factor) oraz biatka stymulujgcego UBF (ang.
upstream binding factor). SL1 bierze udziat w rozpoznawaniu promotora i jest jednym z
czynnikéw odrozniajgcych promotor genu rRNA cztowieka i myszy. Stosujgc specyficzne
przeciwciata dla biatka TBP wykazano, ze SL1 skfada sie z czynnika TBP i trzech czynnikow
TAF [8]. Czynnik TBP maaktywnos¢ SL1 tylko w kompleksie TBP:TAF. Czynniki TAF maja
rowniez wptyw na wigzanie czynnika TBP ze specyficzng sekwencjg promotorowa. Dlatego
uwaza sie czynniki TAF moga petni¢ role koaktywatoréw oddziatujacych ze specyficzng
sekwencjg promotorowa (SSE), czynnikami transkrycyjnymi, biatkiem stymulujgcym trans-
krypcje (UBF) oraz polimerazg RNA 1.

Schemat kompleksu PIC dla polimerazy RNA | jest przedstawiony na rysunku 5. Szereg
promotorow genow transkrybowanych przy udziale polimerazy RNA | w rejonie przylegaja-
cym do konca 5 genu na odcinku od -10 do -150 par zasad zawiera rejony bogate w
sekwencje G-C, brak jest natomiast elementu TATA box.

(AVA TWORZENIE KOMPLEKSU PREINICJUJACEGO
TRANSKRYPCJE PRZY UDZIALE POLIMERAZY RNA Il

Polimeraza RNA |1l bierze udziat w transkrypcji okreslonej grupy genéw matych jadro-
wych RNA, 55 RNA, tRNA oraz RNA niektdrych wiruséw.

Obserwuje sie ogromna réznorodno$¢ organizacji promotoréw genéw transkrybowanych
przez polimeraze RNA I11. Wystepuja w nich zardwno elementy promotorowe zewnatrzgeno-
we, jak réwniez wewnatrzgenowe [12,15].

Promotory te generalnie mozemy podzieli¢ na cztery grupy: zewnatrzgenowe, wewnatrz-
genowe, mieszane oraz tzw. minimalne [9].

Promotor wewnatrzgenowy znajdowano gtownie w genach kodujgcych tRNA. Geny
tRNA sg pod kontrola wewnatrzgenowych elementéw promotorowych zwanych box A i box
B. (rys. 6A). Sekwencja box A moze znajdowac sie w r6znej odlegtosci od sekwencji box B.
Sekwencje przylegajace do korica 5’ genu moga wptywaé na tempo transkrypcji zaréwno w
spos6b negatywny, jak i pozytywny. Promotor zewnatrzgenowy ma wszystkie elementy
promotorowe zlokalizowane w rejonie przylegajacym do korica 5° genu, np. gen U6 RNA
cztowieka (rys. 6B). W rejonie 5’ genéw zidentyfikowano trzy wazne dla transkrypcji
elementy promotorowe: TATA box umieszczony w pozycji podobnej, jak w genach koduja-
cych mRNA (o sekwencji CTTATAAG w rejonie -31 -24), element PSE (ang. proximal
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Rys. 4. Dwa modele przedstawiajace interakcje czynnikow
biatkowych ze sktadnikami kompleksu preinicjujacego dla
polimerazy RNA 11 [16]: model | zaktada, ze koaktywator
stanowi pomost pomiedzy aktywatorem a pozostatymi sktad-
nikami kompleksu; model Il - koaktywator nie oddziatuje
wprost z aktywatorem, lecz z innymi sktadnikami kompleksu
PIC powodujac zmiany konformacyjne, ktdre sg przenoszo-
ne przezcaty uktad transkrypcyjny

sequence element), w pozycji ok. -6 0 oraz
DSE (ang. distal sequence element) w
pozycji ok. -250 od genu.

Gen tRNA selenocysteinowego ma
promotor mieszany. Zawiera on zarGwno
zewnatrzgenowe, jak i wewnatrzgenowe
elementy promotorowe. W rejonie 5’ ge-
nu jest zlokalizowany element TATA,
PSE i nie poznany blizej element DSE.
Wymienione elementy promotorowe
dziatajg synergistycznie zwiekszajgc wy-
dajnos$¢ transkrypcji.

Odrebng klase promotoréw stanowig
promotory minimalne. Do transkrypcji
gendéw zawierajacych tego typu promotor
jest wymagany krétki odcinek od 40 do
150 par zasad zlokalizowany w rejonie 5’
genu. Charakterystycznym elementem
promotorowym jest sekwencja podobna
do TATA w rejonie -25 par zasad, przy-
puszczalnie zawieraon rowniez innejesz-
cze nie poznane elementy regulatorowe.

Stwierdzono, ze zmiana pozycji roz-
nych elementéw promotorowych moze
prowadzi¢ do zmiany specyficznosci

promotora rozpoznawania przez polimeraze RNA 11l oraz polimeraze RNA Il. Wykazano
rowniez, ze dla poprawnosci odczytu wazna jest odlegtos¢ pomiedzy TATA box a innymi

elementami promotorowymi.

Stosunkowo dobrze jest poznane tworzenie komple-

ksu transkrypcyjnego dlagenu 5S RNA. Rozpoczynasie
ono od wigzania z rejonem wewngatrzgenowym czynnika
TF 11l A o masie ok. 38 kDa i strukturze palcéw cynko-
wych (rys.7). Czynnik ten wiaze sie tzw. sekwencjg box
C. Powstaty kompleksjest stabilizowany przez wigzanie
innych biatek, jakimi sg: TF I C i TF 11 CI.

Tworzenie kompleksu preinicjujacego przebiega w
okreslonym porzadku ijest podobne jak dla polimerazy
RNA 1I. Klonowanie cDNA czynnikéw transkrypcyj-
nych drozdzy i cztowieka w celu poznania ich struktury
wykazato, ze biatka te majg bardzo zachowawczg stru-
kture I-rzedowa.

Transkrypcja genéw tRNA jest dobrze poznana u
drozdzy. Pierwszy etap skfadania kompleksu preinicju-
jacego polega na wigzaniu czynnika TF 1Il C z we-
wnatrzgenowym elementem promotorowym genu (rys.
6A.). W genach tRNA drozdzy czynnik ten wigze sie z

Rys. 5. Schemat kompleksu preinicjujace-
go transkrypcje przy udziale polimerazy
RNA I [16]: na rysunku zaznaczono czyn-
niki uczestniczace w tworzeniu komple-
ksu, specyficzny element sekwencyjny
(SSE) o sekwencji charakterystycznej dla
promotora okre$lonego genu oraz czynnik
UBF stymulujacy transkrypcje
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box A i box B. Jest to duze biatko o
masie ok. 600 kDa, zbudowane z wie-
lu podjednostek z dwiema domenami
wigzacymi sie z DNA: domeng A i
domeng B po ok. 300 kDa kazda,
odpowiadajg one TF 111 C 1i TF 1l
C cztowieka. Domena B czynnika TF
111 C wigze sie najpierw z box B, co
umozliwia wigzanie domeny A z box
A. Skiadnikiem omawianego kom-
pleksu jest takze czynnik IF 1l B.
Czynnik ten sam nie wigze sie ze spe-
cyficzng sekwencjg promotorowa,
lecz oddziatuje z kompleksem TF 111
C:DNA Iub TF I A:TF Il C5S
DNA kompleksem. Wigzanie TF Ill
B z kompleksem jest niezbedne do
wiasciwego umiejscowienia polime-
razy RNA 11l wzgledem promotora.
Biatko TF I11 B peini zatem role czyn-
nikainicjacyjnego. W drozdzach i ko-
mdrkach ludzkich jego mase
czasteczkowg oceniano na ok. 60
kDa, chociaz ostatnio wykazano, ze
W miejscu inicjacji drozdzy znajdujg
sie biatka o masie 90 i 70 kDa.
Obecnos$¢ elementu TATA wrejo-
nie promotorowym dla polimerazy
RNA Il sugerowata, ze rowniez w
systemie transkrypcyjnym polimera-
zy RNA 111 moga bra¢ udziat biatka
specyficznie oddziatujace z tg se-
kwencja i tak np. wykazano, ze trans-
krypcja genu U6 RNA wymaga
obecnosci czynnika TF Il D [59].
Stwierdzono réwniez, ze dodanie bia-
tek wiazacych sie z TATA box do
uktadu transkrypcyjnego zawierajg-

Rys. 6. Skfadanie kompleksu preinicjujacego dla polimerazy
RNA Il [28]: A - gen transkrybowany przy udziale polimerazy
RNA 11l zawierajacy wewnatrzgenowe elementy promotorowe,
strzatkami oznaczono miejsca interakcji poszczegélnych czynni-
kéw z promotorem oraz kolejnos¢ ich dotgczania do kompleksu
preinicjujacego, na rysunku podane sg masy czasteczkowe w kDa

niektérych z polipeptydéw wchodzacych w sktad kompleksu prei-

nicjujacego, Tn - miejsce terminacji; B - gen zawierajacy zewng-

trzgenowe elementy promotorowe: DSE, PSE i TATA. Oct- 1,

PBP i TF Il D - czynniki oddziatujace z poszczeg6lnymi elemen-

tami tego promotora, strzatkami oznaczono mozliwo$¢ wzajemne-
go oddziatywania poszczegdlnych sktadnikéw kompleksu

cego gen U6 RNA zwieksza tempo jego transkrypcji. Przypuszcza sie jednak, ze inny
kompleks biatek TBP i TAF bierze udziat w transkrypcji przy udziale polimerazy RNA I, jak
i polimerazy RNA Ill. Czynnik TF 1l D wspoétdziata z biatkami i PBP wigzacymi sie ze
specyficznym elementem promotorowym PSE (ang. PSE binding proteins). Stwierdzono, ze
biatka te sa niezbedne w transkrypcji in vitro genu U6 RNA myszy i cztowieka. Aktywno$¢
transkrypcyjna zalezy takze od obecnosci biatek specyficznie wigzacych sie z elementem
promotorowym DSE (rys. 6B). Jednym z takich biatek jest czynnik OBTF (ang. octamer
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binding transcription factor).Biatko to znajdowano
tez w uktadzie transkrypcyjnym gendéw transkrybo-
wanych przy udziale polimerazy RNA IlI.

Bardzo ciekawym czynnikiem transkrypcyjnym
izolowanym z ukfadu transkrypcyjnego genéw tR-
NA i 5S RNA jest czynnik TF Il R odporny na
ogrzewanie, detergenty, proteaze, DN-aze, nato-
miast wrazliwy na alkalia i RN-aze A. Wykazano,
ze czynnik ten zawiera w swoim sktadzie RNA o

Rys 7. Schemat struktury kompleksu preinicju- - agie 54 kDa mogace specyficznie aktywowaé
jacego transkrypcje genu 5S RNA przy udziale .
polimerazy RNA 111, w gérze rysunku zazna- transkrypqe [67]'
czono kolejnos¢ dotaczania poszczegdlnych
czynnikéw do promotora

V. STRUKTURA BIALEK ODDZIALUJACYCH Z DNA

Biatka oddziatujgce z DNA zawierajg odpowiednie moduty strukturalne, umozliwiajace
im wigzanie sie ze specyficznym miejscem w czgsteczce DNA. Najlepiej poznane sg biatka
wigzace sie z DNA, petniace role aktywatoréw lub represoréw transkrypcji genéw bakteryj-
nych. Analiza rentgenowska wykazata, ze modutem wiazacym sie z DNA jest struktura typu
heliks-skret-heliks, charakteryzujaca sie ustawieniem dwoch helikséw pod katem 90°, prze-
dzielonych kilkoma aminokwasami. W aktywnej formie biatka te wystepuja najczesciej w
postaci dimeréw powstatych w wyniku oddziatywania dwdch helikséw odpowiednich
monomer6w. Taka struktura biatka umozliwia mu wigzanie sie z duzg bruzdg DNA nie
powodujac istotnych zmian w jego strukturze przestrzennej (rys. 8A)

Biatka zawierajace w swojej strukturze modut palcow cynkowych sg drugim typem
struktury, znajdowanym wsrdd biatek wigzacych sie z DNA. Strukture takg ma np. TF 11l A
(rys. 8B). Zawieraja one powtarzajacy sie modut bogaty w cysteine i histydyne zdolne do
wigzania jonéw cynku. Jon cynku jest wigzany przez dwie reszty cysteiny i dwie reszty
histydyny. Czasami reszty histydyny moga by¢ zastgpione resztami cysteiny. Pojedyncze
rejony zdolne do chelatowaniajonéw cynku sg oddzielone przez ok. 12 r6znych aminokwa-
sow. W wyniku wigzaniajondw cynku przez 4 aminokwasy tworzg sie charakterystyczne petle
zdolne do wigzania sie z duzg bruzdag w czasteczce DNA.

Trzecig grupg biatek wigzacych sie z DNA sa biatka zawierajgce w swojej strukturze modut
zamka leucynowego (ang. bZIP). Strukture taka zidentyfikowano po raz pierwszy w C
koncowej sekwencji biatka wigzacego sie z sekwencjg CCAATC (EBP) enhancera [29].
Zamki leucynowe sg tworzone w rejonach heliksu zawierajgcego co najmniej 4 leucyny.
Kazda z leucynjestoddzielonaod poprzedniej 6 innymi aminokwasami. Strukture takg mozna
przedstawic: Leu-X6-Leu-X6-Leu-X6-Leu-X6 (X oznacza inny aminokwas). W takich miej-
scach struktury tworzy sie heliks zdolny do oddziatywania z heliksem innej czasteczki biatka
na wzor zamka btyskawicznego (stad BZIP). Taki modut nie oddziatuje wprost z DNA, lecz
utatwia dimeryzacje biatek wigzacych sie z DNA. Mutacje w rejonach zawierajgcych modut
wykazaty, ze biatka takie nie moga tworzy¢ dimerdw, jak réwniez wigzac sie z DNA. Liczne
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biatka zawierajace modut zamka leu-
cynowego sg produktami onkoge-
néw, np. Myc, Jun, Fos. Fos moze
tworzy¢ heterodimer z Jun przez ten
modut, a powstaty dimer wigze sie z
odpowiednim miejscem promotoro-
wym w strukturze DNA. Wsréd bia-
ek wigzacych sie z DNA sg rowniez
takie, ktore nie zawierajg opisanych
modutéw strukturalnych, a moga
tworzy¢ dimery oraz takie, ktore maja
wiecej jak jedng powierzchnie dime-
ryzacji. Powierzchnie te sa miejscami

oddziatywania z réznymi czynnikami
transkrypcyjnymi biorgcymi  udziat
w regulacji takich proceséw komor-
kowych, jak: wzrost, proliferacja,
przekazywanie sygnatdw pomiedzy
komorkami, czy réznicowanie i roz-
woj komorek eukariotycznych. Uwa-
za sie, ze biatka regulatorowe
pojawity sie w ewolucji stosunkowo

Rys. 8. Elementy strukturalne biatek wigzacych sie z DNA weczeénie i odgrywajq Wainq role w

[29,41]: A - str.ul_<tura,typ_u heliks—s_kret—he_liks; heliks_y umiejsco- specjalizacji komorek [191 23]_
wione sg w duzej bruzdzie na powierzchni czasteczki DNA; B -
struktura palcéw cynkowych z zaznaczonymi resztami amino-

kwasoéw: C, H odp. reszty cysteiny i histydyny majace zdolno$é -
pr resly cys ey | S yEVIY mala VI. UWAGI KONCOWE

wigzania jondw cynku, *— zaznaczono przypuszczalne miejsca
wigzania z DNA; C-struktura zamka leucynowego przedsta- B ;
wiajgca dwie czasteczki biatka zawierajace reszty leucynowe s— Proces transkrypcji genéw euka-

umozliwiajace im wzajemne oddziatywania riotycznych jest regulowany przez

biatka wiazace sie ze specyficznymi

elementami regulatorowymi promo-

tora, jak réwniez przez inne biatka z nimi oddziatujace, uczestniczace w formowaniu

kompleksu preinicjujgcego. Czynniki te sg zasocjowane z promotorem w specyficznym

porzadku, tworzg stabilny kompleks preinicjujagcy. One takze decydujg o specyficznosci

rozpoznawania promotoraprzez odpowiednigpolimeraze. Wyjasnienie mechanizmu regulacji

aktywacji tego kompleksu oraz wzajemnego oddziatywania pomiedzy poszczeg6lnymi jego
sktadnikami jest niezbedne dla zrozumienia kontroli tego procesu.
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Streszczenie. Do N-koricowych peptydaz naleza: aminopeptydazy, peptydazy dipeptydylowe, peptydazy tripeptydy-
lowe i omega peptydazy. Aminopeptydazy omdéwiono w czesci | pracy. Czesc¢ Il zawiera przeglad literatury dotyczacej
pozostatych peptydaz z uwzglednieniem ich wtasciwosci fizykochemicznych i biochemicznych orazroli biologicznej.

Stowa kluczowe: peptydazy dipeptydylowe, tripeptydylowe, ""omega peptydazy"

Summary. N-terminal peptidases include aminopeptidases, dipeptidyl peptidases, tripeptidyl peptidases and “omega
peptidases™. Aminopeptidases were described in part | of the article. The review of literature on remaining peptidases:
their subcellular localization, physico-chemical and biochemical properties, and biological significance are discussed
in part Il of this paper.

Key words: dipeptidyl peptidases, tripeptidyl peptidases, *omega peptidases"

1 WSTEP

Peptydazy dipeptydylowe (hydrolazy dipeptydylopeptydowe, EC 3.4.14.-) i peptydazy
tripeptydylowe (hydrolazy tripeptydylopeptydowe, EC 3.4.-) uwalniajg z N-konca peptydow
odpowiednio dipeptydy i tripeptydy. "Omega peptydazy" sa nowg klasg egzopeptydaz [36].
Do N-koricowych "omega peptydaz" nalezg enzymy, ktére odszczepiajg od substratdw ami-
nokwasy nie majace wolnej grupy a-aminowej (peptydaza pyroglutamylowa I i Il, peptydaza

#Praca jest finansowana z budzetu Uczelni.
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acyloaminoacylowa i peptydaza R-aspartylowa) oraz aminokwasy tworzgce wigzanie pepty-
dowe, w ktérym nie uczestniczy grupa a-COOH (transpeptydaza y-glutamylowa).
Przeglad enzymo6w nalezacych do tych klas zamieszcza tabela 1.

TABELA 1. Klasyfikacja peptydaz dipeptydylowych, tripeptydylowych i omega peptydaz wg [36]

Nazwa enzymu

Peptydazy dipeptydylowe
Peptydaza dipeptydylowa I, DPP |

Peptydaza dipeptydylowa II, DPP II

Peptydaza dipeptydylowa Ill, DPP III

Peptydaza dipeptydylowa IV, DPP IV

Peptydaza dipeptydylowa V, DAP V

Peptydazy tripeptydylowe
Peptydaza tripeptydylowa I, TPPI
Peptydaza tripeptydylowa II, TPP 11

Omega peptydazy
Peptydaza pyroglutamylowa I, PGP |

Peptydaza pyroglutamylowa Il, PGP Il

Transpeptydaza y-glutamylowa, y-GTP

Peptydaza acyloaminoacylowa, AcAP

Peptydaza R-aspartylowa, BAP

Inne nazwy

Katepsyna C, aminopeptydaza dipeptydylowa | (DAP
1), arylamidazadipeptydylowa I, transferaza dipeptydy-
lowa,enzym degradujacy glukagon

Arylamidaza dipeptydylowa Il, karboksytripeptydaza,
aminopeptydaza dipeptydylowa Il (DAP 11), aminopep-
tydaza dipeptydylowa A

Aminopeptydaza dipeptydylowa Il (DAP I1I), arylami-
daza dipeptydylowa Ill, angiotensynaza erytrocytow,
obojetna angiotensynaza, enkefalinaza B
Aminopeptydaza dipeptydylowa IV (DAP V), post-
polinowa aminopeptydaza dipeptydylowa IV, amino-
peptydaza X-Pro-dipeptydylowa, naftylamidaza
Gly-Pro

Aminopeptydaza tripeptydylowa
Aminopeptydaza tripeptydylowa

Peptydaza pyrrolidonokarboksylowa (PCA), aminope-
ptydaza pyroglutamylowa, peptydaza pyrrolidonylowa
Peptydaza tyroliberynopyroglutamylowa (TRH), pep-
tydaza pyrrolidonokarboksylowa-TRH, aminopepty-
daza TRH pyroglutamylowa, tyroliberynaza, enzym
degradujacy tyroliberyne

Transferaza y-glutamylowa, hydrolaza y-glutamylowa,
glutaminaza niezalezna od fosforanu, glutaminaza sty-
mulowana maleinianem

Enzym uwalniajacy acyloaminokwasy, enzym uwal-
niajacy N-formylometioning, aminopeptydaza N-for-
mylometioniny (fMet), aminopeptydaza
N-acetyloalaniny (AcAla), N-acetyloaminoacyl-p-ni-
troanilidaza, hydrolaza N-acylopeptydu

dipeptydaza 3-aspartylowa

2. PEPTYDAZY DIPEPTYDYLOWE

Nr klasyfika-
cyjny

EC3.4.141

EC3.4.14.2

EC3.4.14.4

EC3.4.145

EC 3.4.14.-

brak
brak

EC 3.4.19.3

EC 3.4.19.-

EC2.3.2.2

EC3.4.19.1

EC 3.4.13.10
EC 3.4.19.-

Peptydazy dipeptydylowe wystepujg we frakcji lizosomalnej (peptydaza dipeptydylowa I
i 1), cytozolowej (peptydaza dipeptydylowa I11) i blonowej (peptydaza dipeptydylowa V)
roznych tkanek i narzadéw zwierzat i cztowieka. Charakterystyke ich whasciwosci fizykoche-
micznych i biochemicznych przedstawia tabela 2.
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TABELA 2. Poréwnanie wtasciwosci fizykochemicznych i biochemicznych peptydaz dipeptydylowych wg [22] i

[36]

Enzym DPPI DPPII DPP Il DPPIV DAP V
Zré6dto enzymu watroba szczura  przysadka wotu mozg szczura watroba szczura mozg szczura
Substrat do oznaczania ~ Gly-Arg-NA Lys-Ala-NA Arg-Arg-NA Gly-Pro-NA Arg°- enkefalina
Substraty peptydowe ACTH, angioten- Ala-3, Met-3 angiotensyna Il, Gly-Pro-Ala, Arg°-enkefalina,

syna I, gluka- enkefalina. Gly-Pro- proktolina,

gon, sekretyna Ala-4,Lys-4, Gly-Gly neuromedyna

Phe-4

Optimum pH 5,0-6,0 4,5-5,5 8,0-9,0 7,8-8,7 7,0
Miejsce aktywne tiolowe seryna seryna seryna tiolowe
Aktywatory halogenki - tiole - Mn+2
Masa czasteczkowa 200000 130000 80000 260000 64000

2.1. PEPTYDAZA DIPEPTYDYLOWA I

Peptydaza dipeptydylowa | (DPP I, EC 3.4.14.1) wystepuje we frakcji lizosomalnej wielu
tkanek i narzadéw (tab. 3). Gtownym Zzrodtem aktywnosci tego enzymu jest $ledziona
cztowieka i szczura, nerki cztowieka i watroba szczura [29, 34, 36, 39, 45]. Aktywno$¢é tego
enzymu wykazano takze w plucach, przysadce mézgowej, miesniach gtadkich i szkieleto-
wych, w fibroblastach skory, fozysku, jadrach i w ptynie nasiennym [10, 32, 36].

Peptydaza dipeptydylowa I jest syntetyzowana w postaci prekursora [9]. Wystepuje on w
retikulum endoplazmatycznym i aparacie Golgiego w formie zwiazanej z btonami. Czasteczka

TABELA 3. Rozmieszczenie peptydazy dipeptydylowej I, I1i 111 w narzadach szczura i cztowieka wg [38]

Narzad Aktywnos¢ w %

DPPI DPP 11 DPP 111

cztowiek szczur cztowiek szczur szczur
Sledziona 100 100 100 100 52
Nerki 85 28 206 85 37
Pluca 29 54 84 37 42
Watroba 19 130 46 24 10
Dwunastnica 16 - 89 - 41
Jelito - 49 - 44 -
Trzustka 4 35 78 16 100
Tarczyca - 28 - 124 19
Przysadka - 2,6 - 75 39
Serce 2 - 34 - -
Skora 2 - 16 - -
Mézg 0,3 0,3 33 16 22
Gruczottzowy - - - 63 56
Grasica - - - 59 62
Nadnercze - - - 37 19
Slinianka podzuchw. - - - 25 58
Jadra - - - 23 26
Miesien szkieletowy - - - 16 7,5
Gruczot krokowy - - - - 70

Pecherzyk nasienny - R R - 36
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enzymu skiada sie z 462 reszt aminokwasowych [25, 29]. Pod wzgledem sekwencji amino-
kwasowej DPP | wykazuje w ok. 30% identyczno$¢ z katepsyna L, B i papaina.

DPP I wyizolowana zr6znych zrédetjest glikoproteing majaca mase czasteczkowg 197000
-235000 daltonéw i budowe podjednostkowa [29, 34, 36]. Enzym ze $ledziony cztowieka o
masie czasteczkowej 200000 daltonow skiada sie z podjednostek o masie czasteczkowej
24000 daltonéw [39]. Punkt izoelektryczny enzymu z watroby szczura znajduje sie w pH 5,0
[36], a ze $ledziony cztowieka w pH 5,4 [39].

DPP I odszczepia od syntetycznych substratéw oraz naturalnych peptydéw i polipeptydow
N-koncowy dipeptyd [34,36, 39], Specyficzno$¢ substratowg tego enzymu z watroby szczura
przedstawia tabela 4. Substratem hydrolizowanym z najwiekszg szybkoscig i uzywanym do
oznaczania aktywnosci DPP | jest Gly-Arg-NNap. Enzym ten wykazuje rowniez wysokie
powinowactwo do Ala-Arg-NNap, Pro-Arg-NNap i Ser-Met-NNap. Naturalnym substratem

peptydazy dipeptydylowej | jest angiotensyna i

TABELA 4. Specyficzno$¢ substratowa peptydazy jej analogi oraz hormony polipeptydowe, takie
dipeptydylowej 1 watroby szczura wg [38] jak glukagon, sekretyna, gastryna, B-kortykotro-
pina, ACTH oraz tanicuch A i B insuliny wotu.

Substrat Aktywnos¢ . ‘- .

pmol min-1mg-1 % Oproc; aktywnos’cll hydrolazowej _DPP_I wyka-
Gly-Arg-NNap 300 100 zuje tez aktywnos¢ transferazows i polimerazo-
Z-Gly-Arg-NNap 0 0 wa [36, 39], Optimum aktywnosci hydrolazowej
Ala-Arg-NNap 215 72

przypada na pH 4,0-6,0, transferazowej na pH

Pro-Arg-NNap 164 55 . .

Gly-Trp-NNap 150 50 6,8-7_,7, a pollr_nerazowe_J na pH_ 7,7. Aktywao-
Ser-Met-NNap 100 33 trami DPP | sajony CF izwiazki sulfhydrylowe
Ala-Ala-NNap 46 15 [36].

Glu-His-NNap 33 n DPP 1 jest cysteinowa proteinaza, ktorej
ser-Tyr-NNap 28 J aktywnos$¢ hamuje pCMB, jodooctan, maleimid
Phe-Arg-NNap 23 8 Yy .J P '.J L ' '
Gly-Phe-NNap 17 56 leupeptyna orazjony metali ciezkich [25,34,36].
His-Ser-NNap 16 53 Inhibicje dokonywang przez pCMB odwracaja
Leu-Ala-NNap 10 34 zwiazki sulfhydrylowe i glutation. DPP | traci
Lys-Ala-NNap 0 0 Kt 2z . h . iskiei
Arg-Arg-NNap 0 0 aktywnos$¢ w czasie przechowywania w niskiej

Gly-Pro-NNap 0 0 temperaturze [36]. Jedynie przechowywanie w
temperaturze -70°C w obecnosci NaCl, sacharo-
zy i EDTA chroni enzym przed inaktywacja.

Podwyzszona aktywnos¢ DPP | w surowicy wystepuje w schorzeniach watroby, serca i

miesni oraz w nowotworze nabtonkowym [36, 56]. Na aktywno$é enzymu wystepujacego w

fibroblastach [10] i w m6zgu [36] wptywa kortizol, tréjjodotyrozyna i testosteron.

2.2. PEPTYDAZA DIPEPTYDYLOWA 1I

Peptydaza dipeptydylowa Il (DPP II, EC 3.4.14.2) wystepuje w lizosomach wielu tkanek
i narzagdow zwierzat oraz cztowieka [4, 33, 34,36,41]. Zlokalizowanajest ona w komorkach
nabtonkowych [7], nerwowych i glejowych [42]. Najwyzszg aktywnos¢ tego enzymu wyka-
zuja nerki cztowieka i tarczyca szczura oraz $ledziona cztowieka i szczura (por. tab. 3). DPP
Il wystepuje tez w przysadce moézgowej, miesniach szkieletowych, fibroblastach skory,
miazdze zeba, tozysku, jajnikach i w meskich narzadach rozrodczych [32, 36]. Aktywnos¢
tego enzymu wykazuja réwniez makrofagi i ptyn mézgowo-rdzeniowy cztowieka [19, 36].
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DPP Il jest glikoproteing i ma mase czasteczkowg 97000-150000 daltonéw w zaleznos$ci
od pochodzenia enzymu [33, 34, 36, 41]. Czasteczka enzymu z m6zgu szczura nie zawiera
kwasu sjalowego [42]. Punkt izoelektryczny DPP 11 z r6znych zr6det znajduje sie wpH 4,2-5,0
[33, 34, 36, 41]. W makrofagach otrzymanych z jamy otrzewnowej szczura wystepuje 10
izoenzymoéw, a w makrofagach wystepujacych w pecherzykach ptucnych 4 izoenzymy DPP
Il [36]. Z frakcji rozpuszczalnej i btonowej m6zgu szczura wyizolowano dwie formy tego
enzymu [41].

Specyficznos¢ substratowa peptydazy dipeptydylowej Il przysadki mézgowej wotu przed-
stawia tabela 5. Enzym ten hydrolizuje z najwiekszg szybkoscig Lys-Ala-NNap, Phe-Pro-
NNap i Arg-Pro-NNap. Optimum aktywnosci w dziataniu na naftylamidy i nitroanilidy tych
dipeptydéw przypada na pH 5,5, a w degradacji tripeptydéw na pH 4,5 [36, 41]. DPP 1I
hydrolizuje tez tripeptydy zawierajace w N-koricu sekwencje X-Pro [41]. W miare wydtuzania
fancucha peptydowego substratu podatnos$¢ na dziatanie enzymu znacznie sie obniza. DPP Il
hydrolizuje tez fragment 1-3 i 1-5 bradykininy. Enzym z kory nerek szczura wspoétdziata z
tripeptydylowapeptydaza w degradacji polipeptydow bogatych w proline, takich jak fragmen-
ty kolagenu [4]. DPP Il nie wymaga obecnosci aktywatoréw. Aktywnos¢ tego enzymu oznacza
sie najczesciej przy uzyciu Lys-Ala-NNap, Lys-Ala-MCA lub Lys-Pro-NNap w pH 5,0-5,5
[33, 34, 36]. W celu wyeliminowania wptywu innych aminopeptydaz na wynik pomiaru do
mieszaniny inkubacyjnej dodaje sie o-fenantroline.

DPP 1l jest serynowg peptydaza, ktorej aktywno$¢ hamuje DFP i Pms-F [33, 34, 36].
Inhibitorem tego enzymu jest réwniez puromycyna, jony metali ciezkich, Tris oraz detergenty
0 wysokiej masie czasteczkowej. Wysoko-

TABELA 5. Hydroliza syntetycznych substratéw przez

oczyg;czonepreparat}/ tegg enz}lmu moga by9 peptydaze dipeptydylowa Il przysadki mézgowej wotu
przechowywane W temperaturze +4 Cdo 1 i peptydaze dipeptydylowa 1V watroby szczura wg [38]
miesigca.

Aktywno$é DPP Iljest wyzszaw surowicy —Substrat Aktywnos¢ w %

S . . o DPP II DPP IV
k_oblet niz mezczyzn [36_]. U kobiet zmienia Lys-Ala-NNap 100 49
sig ona w czasie cyklu miesiecznego. Podwy-  gly_pro-NNap 45 100
zszona aktywnos$¢ DPP Il w surowicy wyste- Arg-Pro-NNap 62 126
puje u chorych na cukrzyce, nowotwory i u Phe-Pro-NNap 75 167

oz - _ Boc-Arg-Pro-NNap 0 0

alkoholikow [36]. }Nzr_os_t aktywryosu'tegoen Arg-Ala-NNap 30 5.8
zymu wykazano rowniez w ptynie mozgowo-  ja-Ala-NNap 5 55
rdzeniowym, chorobie Parkinsona [19] orazw Leu-Ala-NNap 10 3

ptynie maziéwkowym kolana w chorobie reu-
matycznej [28]. DPP Il jest wykorzystywana
jako marker w badaniach cytochemicznych [36].

2.3. PEPTYDAZA DIPEPTYDYLOWA Il

Peptydaza dipeptydylowa 111 (DPP 111, EC 3.4.14.4) jest zlokalizowana we frakcji cytozo-
lowej wielu tkanek i narzadéw szczura (por. tab. 3). Gtéwnym Zzroédiem aktywnosci tego
enzymu jest trzustka tego zwierzecia [36]. DPP 111 wystepuje tez w $ledzionie [33], nerkach
[34], mézgu, miesniach szkieletowych i soczewce oka [36], tozysku [32, 65], w meskich
narzadach rozrodczych i plazmie nasiennej [70] oraz w komoérkach krwi: erytrocytach,
leukocytach wielojadrzastych, monocytach i limfocytach [1,18].



394 H. OSTROWSKA

Masa czagsteczkowa DPP |1l wyizolowanej z roznych Zrodet wynosi ok. 80000 daltonéw
[1, 34, 70]. Enzym ze $ledziony wieprza ma mase czasteczkowg 66000 daltonéw i jest
glikoproteing [33]. Punkt izoelektryczny enzymu z erytrocytow [1] znajduje sie w pH 4,5—4,6,
ze Sledziony wieprza w pH 4,4, a z przysadki mézgowej w pH 5,5 [36]. W centrum aktywnym
DPP 11l wystepuje seryna [33].

Peptydaza dipeptydylowa Il hydrolizuje wiele arylamidéw oraz oligopeptydy i polipep-
tydy [36, 65, 70]. Optymalna aktywno$¢ w degradacji arylamidéw przypada na pH 9,0, aw
degradacji oligopeptyddw i polipeptydéw na pH 6,8-7,5 [68].

Aktywno$¢ DPP 11l oznacza sie przy uzyciu Arg-Arg-NNap, Arg-Arg-NA oraz Ala-Ala-
Ala-Alaw pH 8,5-9,0 [1, 36, 70]. Enzym z erytrocytow i tozyska aktywujgjony Co+2i Zn+2
[1, 65]. Naturalnymi substratami DPP 11 sg peptydy biologicznie czynne, takie jak angoten-
syna Il oraz Leu- i Met-enkefalina [1, 65]. Enzym z erytrocytdw wykazuje tez wysokie
powinowactwo do angiotensyny Il [1]. R-kortykotropina i glukagon nie sg hydrolizowane
przez DPP lIl. Aktywnos$¢ peptydazy dipeptydylowej 111 hamuje DFP i Pms-F [1,33, 36,70].
pCMB, EDTA i leupeptyna réwniez obnizajgaktywno$¢ tego enzymu. Inhibicja dokonywana
przez EDTA jest odwracana przez jony Zn+ . Na dziatanie tego inhibitora nie jest wrazliwy
enzym ze skory szczura i z erytrocytow cztowieka [36].

2.4. PEPTYDAZA DIPEPTYDYLOWA IV

Peptydaza dipeptydylowa IV (DPP IV, EC 3.4.14.5) wykryta zostata w nerkach szczura i
opisanajako glicyloprolino-p-naftylamidaza [36]. Enzym ten wystepuje we frakcji btonowej
nerek [34, 51, 63, 74], watroby [30,47], jelita cienkiego i grubego [17], tozyska [32], mig$ni
gtadkich $ciany naczyn krwiono$nych [48] ptuc i trzustki [21, 23], mie$ni szkieletowych i w
fibroblastach skory cztowieka i zwierzat [36, 71]. Zlokalizowany jest on w komérkach
nabtonkowych [7]. Aktywno$¢é DPP IV wykazujg ponadto $linianki podzuchwowe cztowieka
[36] oraz leukocyty [20], limfocyty [5, 20,46, 57, 58], makrofagi [36], ptytki krwi [20, 55] i
surowica krwi cztowieka [36],

Wysokooczyszczone preparaty peptydazy dipeptydylowej IV otrzymuje sie metoda chro-
matografii powinowactwa przy uzyciu Gly-Pro-AH-Sepharozy 4B lub Sepharozy zwigzanej
z przeciwciatami [36]. Zastosowanie chromatografii jonowymiennej na QAE-Zeta-Prep-15 i
elucja gradientem skokowym NaCl pozwala na otrzymanie preparatu tego enzymu wolnego
od zanieczyszczen aminopeptydazami i dipeptydazami [63].

W watrobie $wini i szczura wykazano obecno$¢ dwoch form DPP IV: formy rozpuszczal-
nej, ekstrahowanej Tritonem X-100 (sDPP) i formy zwigzanej z btonami, otrzymanej przez
dziatanie papainy (mDPP) [36,47]. Obie formy majg zblizong mase czasteczkowg podobny
sktad aminokwasowy i nie réznig sie wtasciwosciami enzymatycznymi oraz immunologicz-
nymi. Roéznice dotyczg sktadu aminokwasowego N-koricowego fragmentu czasteczki enzy-
mu, sktadu cukrowego i punktu izoelektrycznego [36, 47, 62]. N-koricowy fragment mDPP
bierze udziat w wigzaniu sie tego enzymu z btonami [47]. Dwie formy molekularne DPP IV
réznigce sie masg czasteczkowg i punktem izoelektrycznym wystepujg natomiast w surowicy
krwi cztowieka [36].

Wyizolowano cDNA kodujacy DPP 1V cztowieka [43, 47]. Czasteczka enzymu zawiera
766 reszt aminokwasowych, o 1reszte mniej niz DPP IV szczura.

DPP IV wyizolowana z wielu narzaddw jest glikoproteing, mamase czgsteczkowg 230000-
280000 daltonéw i zbudowana jest z dwdéch identycznych podjednostek [34, 36, 63, 74].
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Powstawanie dimeru DPP IV zachodzi w aparacie Golgiego [26]. Nizsza masg czasteczkowg
charakteryzuje sie enzym z watroby szczura, limfocytow cziowieka i leukocytéw $winki
morskiej. Natomiast DPP IV z fibroblastow skory cztowieka ma mase czgsteczkowg 400000
daltonéw i zbudowana jest z dwoch réznych podjednostek. Pod wzgledem wiasciwosci
enzymatycznych enzym ten wykazuje duze podobieristwo do DPP 1V z nerek $wini. Punkt
izoelektryczny DPP IV znajduje sie w pH 3,9-5,5 w zalezno$ci od pochodzenia enzymu [36].
Poznano réwniez sekwencje aminokwasowsg [43,47,63], sktad cukrowy [7] i centrum aktywne
tego enzymu [36]. Czasteczka enzymu z watroby szczura zawiera 12,4% weglowodandw,
gtéwnie mannoze, galaktoze, fukoze, N-acetyloglukozamine i kwas neuraminowy [30].

DPP IV hydrolizuje syntetyczne substraty i naturalne peptydy zawierajgce w przedostatniej
pozycji od N-korica proling, hydroksyproline lub alanine [48,51,74]. Specyficzno$¢ substra-
towa tego enzymu przedstawia tabela 5. DPP IV watroby szczura wykazuje najwieksze
powinowactwo do naftylamidu dipeptyd6w, takich jak: Phe-Pro, Arg-Pro i Gly-Pro [36].
Aktywno$¢ enzymu z nerek wieprza badano na dipeptydach-NPhN2Ph. Substratem hydrolizo-
wanym z najwiekszg szybkoscig jest Ala-Pro-NPhN2Ph , Pro-Pro-NPhN2Ph i Phe-Pro-
NPhN2Ph. DPP IV hydrolizuje tez Gly-Pro-NNapOMe. Substrat ten jest wykorzystywany do
badania lokalizacji subkomorkowej DPP IV przy uzyciu mikroskopu elektronowego [36].
DPP IV hydrolizuje naturalne peptydy, takie jak substancja P i kazomorfina [3, 20, 36]. W
degradacji bradykininy i substancji P bierze udziat wspdlnie z mikrosomalng aminopeptydazg
prolinowg (mPAP) i alaninowg (tnAAP), a w degradacji polipeptydéw wspdtdziata z DPP |
[3, 36]. Enzym z trzustki uwalnia N-koricowy dipeptyd z trypsynogenu i prokolipazy soku
trzustkowego [21]. DPP IV wykazuje tez aktywno$¢ endopeptydazowsg [36].

Aktywno$¢ DPP IV oznacza sie najczesciej przy uzyciu naftylamidu lub nitroanilidu
Gly-Pro oraz Gly-Pro-MCA [8, 36, 59, 74], Do oznaczania aktywnosci tego enzymu stosuje
sie rowniez Leu-Leu-NNap, Ala-Ala-NPh2Ph i Gly-Pro-NA [36] Aktywno$¢ DPP IV oznacza
sie w pH 7,2-9,0 [36, 74]. Enzym ten nie wymaga obecnosci aktywatoréw. DPP 1V jest
serynowaproteinaza, ktorej aktywnos$¢ hamuje DFP, Pms-F, diprotina A, puromycyna, jony
Pb+2,Hg+ iZn+2oraz cytryniany i fosforany [34,36,48,74]. Enzym jest stabilny w stezonych
roztworach mocznika.

Rola fizjologiczna DPP IV nie jest dokfadnie poznana. Enzym hydrolizuje wigzania
Gly-Pro w kolagenie [36]. Pozwala to wnosi¢ ojego udziale w metabolizmie tego biatka. DPP
IV uwalnia Gly-Pro od N-korica taicucha a monomeréw fibryny, co utrudnia ich polimery-
zacje [36]. Wykazano, ze DPP IV wigze sie z fibronektyng w miejscu innym niz miejsce
wigzace substrat [49]. Fibronektyng moze tez posredniczy¢ w wigzaniu sie tego enzymu z
kolagenem. Interakcja DPP IV z fibronektyng moze mie¢ znaczenie w wigzaniu sie hepato-
cytéw z zewnatrzkomérkowym matriks in vivo [49]. Wystepowanie DPP IV w mig$niach
gtadkich naczyn krwiono$nych sugeruje role tego enzymu w metabolizmie wazoaktywnych
peptyddw [48]. DPP IV petni znaczaca role w indukowaniu i aktywacji cytokinin kontroluja-
cych proliferacje ludzkich limfocytow [20, 46, 57, 58]. Bierze rowniez udziat w degradacji
hormonu GRH w osoczu [15]. Oznaczanie aktywnosci DPP IV we krwi jest przydatne w
diagnostyce wielu schorzen. Zmiany aktywnosci DPP IV w surowicy wykazano w niektérych
schorzeniach miesni [36], watroby [46], nerek [75], w nowotworach tarczycy [6,31], ptuc [60,
61], nabtonka [56], w schorzeniach reumatycznych [28, 66] oraz w limfocytach nosicieli
wirusa HIV [12]. Nie wykazano zaleznosci aktywnosci DPP IV od wieku i ptci. Diagnostyczne
znaczenie ma réwniez oznaczanie aktywnosci tego enzymu w moczu pacjentéw ze schorze-
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niami nerek [75]. Aktywno$¢ DPP 1V oraz innych peptydaz dipeptydylowych, tripeptydylo-
wych i aminopeptydaz nie zmienia si¢ w chorobie Alzheimera [35].

3. INNE PEPTYDAZY DIPEPTYDYLOWE

Frakcja btonowa mézgu szczura zawiera aktywno$¢ peptydazy dipeptydylowej innej od
dotychczas poznanych [22]. Enzym ten nazwano peptydazg dipeptydylowg V (DAP V).
Uwalnia ona dipeptydy aminokwasow zasadowych i wymaga aktywacji jonami Mn+2. DAP
V nie hydrolizuje substratéw innych peptydaz dipeptydylowych. Wiasciwosci fizykochemicz-
ne i biochemiczne tego enzymu przedstawia tabela 2.

Z moézgu szczura wyizolowano peptydaze dipeptydylowa, ktéra w pH 5,5 hydrolizuje
Lys-Ala-NNap (substrat DPP I1) oraz Gly-Pro-MCA (substrat DPP V) [24]. Aktywnos¢ tego
enzymujest hamowana przez DFP, Pms-F i puromycyne. Wrazliwo$¢ enzymu na te inhibitory
oraz kwasne optimum pH wskazuje na duze podobienstwo do DPP II.

4. PEPTYDAZY TRIPEPTYDYLOWE

4.1. PEPTYDAZA TRIPEPTYDYLOWA |

Peptydaza tripeptydylowa 1 (TPPI) wystepuje we frakcji lizosomalnej r6znych narzadéw
zwierzat i cztowieka [36, 37]. Aktywnos$¢ TPP | wystepuje w przysadce mozgowej wotu,
watrobie, $ledzionie, nerkach, trzustce, tarczycy, nadnerczach, ptucach, macicy i jajnikach
$wini i szczura [36].

TPP | wystepujagca w moézgu wotu jest glikoproteing o masie czasteczkowej 57000
daltonéw [36]. Enzym wyizolowany z jajnikéw tworzy agregaty o masie czasteczkowej
powyzej 250000 daltonéw, ktore dysocjujg w 3 M moczniku na aktywne monomery o masie
czasteczkowej 55000 daltonéw [36]. Monomer skiada sie z dwoch nieidentycznych podjed-
nostek.

TPP I hydrolizuje arylamidy tripeptydowe, takie jak: Gly-Pro-Ala, Gly-Pro-Met i Val-Pro-
Arg oraz oligopeptydy i biatka [36]. Naturalnym substratem TPP | jest R-kortykotropina,
glukagon, somatostatyna oraz angiotensyna Il i Ill. Enzym z przysadki mézgowej wotu
dokonuje daleko posunietej degradacji hormonu wzrostu [36]. Substratem stuzacym do
oznaczania aktywnosci TPP | jest Ala-Ala-Phe-NPhNO02, Gly-Pro-Met-NNap (MCA) oraz
Ala-Ala-Phe-MCA [34, 36]. Optimum aktywnosci tego enzymu znajduje sie w pH 4,0-4,5.

Aktywnos¢ TPP | hamuje DFP i Gly-Pro-Met-CH2CI oraz pCMB ijony Hg+2 [36]. Nie
jest natomiast wrazliwa na pepstatyne i leupeptyne. TPP | z przysadki mdzgu wolu w
odrdznieniu od tego enzymu zjajnikow Swini ulega catkowitej inaktywacji podczas zamraza-
nia i odmrazania i w pH powyzej 5,0. Jest natomiast stabilna w 0,1 M kwasie octowym w
temperaturze + 5 C.

4.2. PEPTYDAZA TRIPEPTYDYLOWA 1l

Peptydaza tripeptydylowa Il wykryta zostata we frakcji mikrosomalnej watroby szczura
[36]. Enzym ten ma mase czasteczkowg ok. 1000000 daltonéw. Dializa powoduje dysocjacje



N-KONCOWE PEPTYDAZY KOMORKOWE 397

TPPII namniejsze podjednostki [69]. W wyniku trawienia tych podjednostek chymotrypsyng
otrzymuje sie trzy stabilne fragmenty. Fragment o masie czasteczkowej 70000 daltonéw
zawiera serynowe centrum aktywne. Natomiast fragment o masie czasteczkowej 42000
daltonéw jest odpowiedzialny za wigzanie sie z fibronektyng [69]. Ustalono catkowitg
sekwencje nukleotydowg cDNA kodujacg N-koniec TPP 11 [68],

TPP Il uwalnia tripeptydy od oligopeptydéw majacych wolng grupe N-koncowg. Aktyw-
nos¢ tego enzymu oznacza sie przy uzyciu 32P-fosfopeptyddw, takich jak heksapeptyd
Arg-Arg-Ala-Ser(32P)-Val-Ala.

W nerkach cztowieka wystepuje aminopeptydaza tripeptydylowa o masie czgsteczkowej
ponad 500000 daltonéw [36]. Enzym ten hydrolizuje tripeptyd Ala-Ala-Phe-MCA w pH 7,5
w obecnosci ditiotreitolu. Aktywnos$¢ tej proteazy hamujgjony Cu+2, Cd+2, Hg+2i Zn+2 oraz
fenantrolina, maleimid, puromycyna i bestatyna.

5. N-KONCOWE "OMEGA PEPTYDAZY"

5.1. TRANSPEPTYDAZA y-GLUTAMYLOWA

Transpeptydazay-glutamylowa (GTP, EC 2.3.2.2) zostata szczegétowo scharakteryzowa-
na przez wielu autoréw [2, 13, 36, 38, 52]. Wystepuje ona we frakcji btonowej prawie
wszystkich narzadoéw, ale gtéwnym Zrédtem jej aktywnosci sanerki. GTP z nerek szczurajest
glikoproteing i zawiera 18,5-35% weglowodanéw [36]. Po solubilizacji tkanek proteazami
wyizolowano enzym o masie czasteczkowej 68000-80000 daltonéw (P-y-GTP), a po solubi-
lizacjidetergentami enzym o masie czasteczkowej 169000-200000 daltonéw (D-y-GTP) [13].
Czasteczka GTP zbudowana jest z dwoch podjednostek: taricucha lekkiego (L) i taficucha
ciezkiego (H). Aktywnos$¢ proteolityczng wykazuje tancuch lekki, natomiast taficuch ciezki
zawiera miejsce wigzace substrat. D-y-GTP z nerek szczura zawiera w N-koncu tancucha
ciezkiego hydrofobowy peptyd o masie czasteczkowej 6000 daltonéw, za pomocg ktérego
enzym ten wiaze sie z btonami. Wykazano wiele izoenzyméw P-y-GTP, ktére rdznig sie
zawartos$cig kwasu sjalowego i punktem izoelektrycznym oraz ré6zne formy molekularne tego
enzymu réznigce sie masg czasteczkowa.

y-glutamylotransferaza charakteryzuje sie aktywnoscig transferazowg i hydrolazowg [8,
36]. Katalizuje ona przeniesienie grupy y-glutamylowej z y-glutamylowych peptydow. Ak-
ceptorem tych grup sg aminokwasy (Met, Gin, Arg) i peptyd Gly-Gly [36, 38]. Substratem
stuzacym do oznaczania aktywnosci GTP jest naftylamid lub nitroanilid y-glutaminowy oraz
zredukowany glutation [38]. Aktywno$¢ oznacza sie tez przy uzyciu L-Glu-(7-amido-4-mety-
lokumaryny) metoda fluorymetryczng [8]. Optimum aktywnosci znajduje sie w pH 7,5-9,0.
Aktywnos$¢ GTP jest hamowana przez jodoacetamid oraz seryne w obecnosci boranu [36].

Rola fizjologiczna y-glutamylotransferazy polega na przenoszeniu aminokwaséw i pepty-
doéw z donatoréw na akceptory. Aktywnos¢ hydrolazowa zwigzanajest z uwalnianiem grupy
aminowej z glutaminy [38]. GTP bierze réwniez udziat w procesach detoksykacji poprzez
tworzenie kwasdéw merkaptouronowych [38]. Aktywnos$¢ tego enzymu zwieksza sie w ptynie
maziowym, w surowicy i moczu chorych nareumatyzm [52]. Wzrost aktywnos$ci tego enzymu
w surowicy wystepuje takze w nowotworach watroby, jelita grubego i skéry [36].
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4.2. PEPTYDAZA PYROGLUTAMYLOWA |

Peptydazapyroglutamylowal (PGPI, EC 3.4.19.3) wystepuje we frakcji cytozolowej wielu
tkanek ssakdw, ptakow, ryb, roslin oraz w bakteriach E. coli [11, 16, 36, 53, 67]. Sposrod
narzadow ssakOw najwyzsza aktywnos$¢ tego enzymu wykazuja: watroba, nerki i $ledziona
oraz przedni ptat przysadki mézgowej [36].

Peptydaza pyroglutamylowa | mdzgu $winki morskiej ma mase czgsteczkowg 24000
daltonéw i punkt izoelektryczny w pH 4,6 [36]. PGP I uwalnia N-koAcowg grupe pyroglu-
tamylowg (p-Glu) z wielu arylamidéw aminokwasowych i polipeptydéw [67]. Enzym z
watroby szczura hydrolizuje najszybciej pGlu-Ala i wolniej pGlu-lle oraz pGlu-Phe. Nie
hydrolizuje natomiast Glu-Ala i pGlu-Pro. Peptydaza pyroglutamylowa | mozgu hydrolizuje
wigzanie pGlu-His w tyrotropinie, tyroliberynie i luliberynie, pGlu-Leu w neurotensynie,
pGlu-Ser w faricuchu B relaksyny, pGlu-GIn w bombesynie oraz wigzanie pGlu-Gly w
peptydzie B [11, 14, 40]. Produktami koncowymi w dziataniu tego enzymu na peptydy jest
wolny kwas pyroglutamylowy idespyroglutamylpeptyd. PGP I nie hydrolizuje analogéw TRH
wykazujacych terapeutyczne znaczenie [14], Wykazano jednak, ze analog tyreotropiny, jakim
jest p-Glu-His-amfetamina jest hydrolizowany, w zwigzku z czym moze wywiera¢ efekt
psychotropowy [36]. PGP I uwalnia réwniez grupy pyroglutamylowe z N-konca tancucha B
natywnego fibrynogenu [36].

Do oznaczania aktywnos$ci PGP | uzywa sie pGlu-Ala, pGlu-NNap lub pGlu-NMec [36,
67]. Najwyzsza aktywno$¢ wykazuje ten enzym w buforze fosforanowym o pH 7,5 zawiera-
jacym 2mM ditiotreitol i 2mM EDTA. Aktywno$¢ PGP I hamuje pGlu-CH2CI, jodoacetamid
i 1,10-fenantrolina [36,67]. Natomiast enzym ten nie jest wrazliwy na Pms-F, puromycyne i
bestatyne. Stabilizatorem aktywno$ci PGP ljest EDTA i 2-pyrrolidon. Znaczenie biologiczne
PGP I polega na degradacji hormonéw TRH i LHRH [40]. Aktywno$¢ tego enzymu wzrasta
z wiekiem [11,16]. Petni on prawdopodobnie role w zmianach neurochemicznych zachodza-
cych podczas dojrzewania komorek mézgowych.

5.3. PEPTYDAZA PYROGLUTAMYLOWA I

Peptydaza pyroglutamylowa Il (PGP II, EC 3,4,19.-) wystepuje w btonach synaptosomal-
nych moézgu [36, 72, 73]. Aktywnos¢ PGP Il wykryto réwniez w trzustce szczura [72] iw
surowicy krwi cztowieka [44, 76].

PGP Il ma mase czasteczkowg 230000-260000 daltonéw [36]. Enzym z bton synaptoso-
malnych jest oporny na solubilizacje ultradZzwiekami lub dziatanie Tritonu X-100 i dezoksy-
cholanu. Uwalniany jest natomiast z tych bton pod wptywem dziatania papainy.

PGP Il uwalnia reszty pyroglutamylowe (pGlu-) z tyroliberyny (pGlu-His-Pro-NH2) i
luliberyny (pGlu-His-Trp-) oraz hydrolizuje pGlu-His-Pro i pGlu-His-Gly [50]. Na dziatanie
tego enzymu nie jest wrazliwa neurotensyna, tripeptyd luliberyna (pGlu-His-Trp), bombesyna
i analogi tyreoliberyny. Nie hydrolizuje tez dipeptydéw zawierajgcych N-koricowy kwas
pyroglutarninowy (pGlu) i peptydéw pyroglutamylowych zawierajgcych w swoim skfadzie
wiecej niz 3 reszty aminokwasowe [76].

Aktywnos¢ PGP Il oznacza sie najczesciej przy uzyciu 14C-pyroglutamylotyreoliberyny
w buforze imidazolowym lub Tris o pH 7,5. Do oznaczania aktywnosci tego enzymu wyko-
rzystuje sie wysokoci$nieniowa chromatografie (HPLC) [36]. Inhibitorem PGP Il jest ditio-
treitol, EDTA, 1,10-fenantrolina i jony metali ciezkich, takie jak Hg+2, Cu+2 i Cd+2 [76].
Inhibitory proteaz serynowych (DFP i Pms-F) oraz holowych (jodoacetamid, maleimid) tylko
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w nieznacznym stopniu hamujg aktywnos¢ tego enzymu. Fizjologicznarola PGP Il zwigzana
jest z inaktywacjg TRH oraz z sekrecjg prolaktyny [50, 73].

4.4. PEPTYDAZA ACYLOAMINOACYLOWA

Peptydaza acyloaminoacylowa (AcAP, EC 3.4.19.1) znana jest w literaturze jako enzym
uwalniajacy formylometionine lub aminopeptydaza N-acetyloalaninowa [36]. Gtéwnym Zr6-
diem tego enzymu jest cytozol watroby ijelita szczura, tozyska i erytrocytéw cztowieka [27,
36, 64]. ACAP wystepuje tez w $ledzionie, ptucach, retikulocytach i soczewce oka [36, 54].

Peptydaza acyloaminoacylowa mamase czasteczkowa 290000-390000 daltonéw w zalez-
nosci od pochodzenia narzadowego enzymu i wykazuje budowe podjednostkowg [36, 64].
Wystepujg dwa izoenzymy AcAP roznigce sie punktem izoelektrycznym.

Peptydaza acyloaminoacylowa uwalnia acyloaminokwasy od N-acylowanych peptydéw
[27, 36]. Nie hydrolizuje natomiast N-acylowanych aminokwasow i peptydéw pyroglutamy-
lowych. Najwyzsze powinowactwo wykazuje do Ac-Met-Thr, Ac-Met-Ala, Ac-Ala-Tyr,
Ac-Ser-Tyr, Ac-Ser-Thr i Ac-Leu-Ala-Gly. Inne N-acylowe peptydy hydrolizowane sg z
mniejszg szybkoscia.

Do oznaczania aktywnosci AcAP stosuje sie N-Ac-Met-Thr, N-fMet-Leu, N-Ac-Ala-NPh-
NO02i N-fMet-NNap [27, 36]. Optimum aktywnosci znajduje sie w pH 7,5-8,0.

Aktywnos$¢ peptydazy acyloaminoacylowej hamuje DFP, pCMB i Hg+2 [36]. Nieznaczny
efekt inhibicyjny wywierajg: jodooctan,jodoacetamid i Pms-F. NatomiastEDTA, leupeptyna,
pepstatyna, bestatyna i amastatyna nie hamujg aktywnosci tego enzymu.

Rola fizjologiczna AcAP nie jest dotychczas znana. Z uwagi na to, ze 80-90% rozpusz-
czalnych biatek komérek eukariotycznych jest N-acetylowana prawdopodobny jest udziat
tego enzymu w ich katabolizmie [36]. Wystepowanie tego enzymu w miesnidwce jelita
mogtoby powstrzymywac absorpcje bioaktywnych f-Met peptyddéw produkowanych przez
bakterie zyjace w symbiozie wjelicie [64].

55. PEPTYDAZA R-ASPARTYLOWA

Peptydaza R-aspartylowa (B-AP, EC 3.4.13.10) wykazuje wysoka aktywno$¢ w watrobie
i nerkach szczura [36]. Wystepuje tez w niewielkich ilosciach w mézgu, ptucach, miesniach
szkieletowych i mie$niu sercowym.

R-AP hydrolizuje B-aspartylowe peptydy, takie jak: B-Asp-Gly, B-Asp-Gly-Gly, B-Asp-
-Met, B-Asp-Leu, R-Asp-Ser, B-Asp-Gly-Ala i B-Asp-Ala. Substratem stuzacym do oznacza-
nia aktywnosci tego enzymu jest R-Asp-Gly [36]. B-AP wykazuje najwyzszg aktywno$é w
buforze fosforanowym o pH 7,5-8,0. Zwigzki tiolowe nieznacznie aktywujg ten enzym.
Inhibitorem B-APjest pPCMB. Jodoacetamid i EDTA pozostajg bez wptywu na aktywnos¢ tego
enzymu. R-AP jest stabilna podczas zamrazania i odmrazania w 0,1 M buforze fosforanowym
opH 7,5. Jest natomiast niestabilna w wodzie i buforze Tris-HCI.
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METODA MIKROANALIZY RENTGENOWSKIEJ
W BADANIACH BIOLOGICZNYCH

X-RAY MICROANALYSIS METHODS
IN BIOLOGICAL INVESTIGATION

Rafat BUTOWT, Elzbieta BEDNARSKA

Zak}ad Cytologii i Embriologii Roslin, Instytut Biologii, Uniwersytet im. M. Kopernika,
Torun

Streszczenie. Omoéwiono podstawy teoretyczne i mozliwosci wykorzystania mikroanalizy rentgenowskiej w materiale
biologicznym (gtéwnie na poziomie komdrkowo-tkankowym). Scharakteryzowano dwa systemy mikroanalizy:
system energo-dyspersyjny (EDS) i system falowo-dyspersyjny (WDS). Wskazano napodstawowe zasady prawidto-
wej interpretacji wynikéw. Podano przyktady zastosowania metody.

Stowa kluczowe, promieniowanie rentgenowskie, spektrometria energo-dyspersyjna, spektrometria falowo-dysper-
syjna, mikroanalizajakos$ciowa, mikroanalizailo$ciowa, przygotowanie prébki do mikroanalizy, artefakty widmowe,
zastosowanie mikroanalizy w biologii.

Summary.Theoretical basis and practical use of X-ray microanalysis in biological studies on tissue-cellular level are
discussed. Two microanalysis systems were compared: Energy Dispersive Spectrometry (EDS) and Wavelength
Dispersive Spectrometry (WDS). Fundamental rules of adequate interpretation of the results are described. Examples
of application of this method are given.

Key words. X-ray, Energy Dispersive Spectrometry, Wavelength Dispersive Spectrometry, Qualitative Microanalysis,
Quantitative Microanalysis, Specimen Preparation for Microanalysis, Spectral Artefacts, Application of Micro-
analysis in Biology.

WSTEP

Mikroanaliza rentgenowska (MAR) jest nowoczesng metodg badania sktadu pierwiastko-
wego prébki. Znalazta ona szerokie zastosowanie w takich dziedzinach wiedzy, jak: geologia,
metalurgia, fizyka, a takze biologia [26, 36, 39, 43] i medycyna [17, 33, 26]. Metoda ta
umozliwia identyfikacje pierwiastkéw w prébce materiatu niezaleznie od stopnia ich utlenie-
nia oraz wytwarzanych przez nie potaczen chemicznych. Nie daje tez mozliwosci rozréznie-
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nienia poszczeg6lnych izotopéw danego pierwiastka.

R. BUTOWT, E. BEDNARSKA

W przeciwienstwie do niektorych

innych metod analitycznych stosowanych w biologii, wykorzystujgcych np. spalenie prébki

Rys. 1 Schemat podstawowych interakcji pomiedzy
pierwotng wigzka elektronowg a wybranym obsza-
rem probki: zaznaczono zjawiska fizyczne odpowia-
dajace za powstawanie obrazu w mikroskopie
skaningowym (SEM), transmisyjnym (TEM) i trans-
misyjno-skaningowym (STEM) (wg J. Meck - zmie-
nione [22]): P - probka; PWE - pierwotna wigzka
elektronowa; EN - elektrony nierozproszone; RN -
elektrony rozproszone nieelastycznie; RE - elektro-
ny rozproszone elastycznie; WR - elektrony rozpro-
szone wstecznie; WT - elektrony wtérne; X -
promieniowanie rtg; MAR - mikroanaliza rentgeno-
wska; EELS - analiza strat energii elektronéw (meto-
da analizy sktadu chemicznego proébki alternatywna
w stosunku do MAR)

lub jej homogenizacje, MAR nie wymaga znisz-
czenia struktury badanego materiatu. Dzieki te-
mu pozwala na odniesienie uzyskanego wyniku
do konkretnego obszaru w danej prébce (organie,
tkance, komorce). Bezwzgledna czuto$¢ metody
wynosi co najmniej 10-1 g, natomiast jej prog
wykrywalnosci jest rzedu 10-1000 ppm. Obec-
nie metoda ta mozna analizowa¢ pierwiastki o
liczbie atomowej Z>3 do Z<93 [23]. Oproécz
analizjakosciowych mozliwejest tez, przy zasto-
sowaniu odpowiednich standardéw, wykonywa-
nie pomiaréw ilosciowych.

MAR jest w zasadzie potgczeniem techniki
mikroskopii elektronowej i detekcji promienio-
waniartg, co jako pierwsi zaproponowali Casta-
ing i Guinier [5]. Wykorzystali oni fakt, ze
promieniowanie rtg powstaje w kazdym mikro-
skopie elektronowym jako jeden z wielu efektow
oddziatywania wigzki elektronowej z badang
prébka (rys. 1). Problem polega zatem na zasto-
sowaniu odpowiedniego detektora umozliwia-
jacego rejestracje emitowanego promieniowania
rtg. Obecnie uzywane detektory mogg wspotpra-
cowaé z mikroskopem transmisyjnym (TEM) i
mikroskopem skaningowym (SEM). Moze to
by¢ takze SEM pracujacy w trybie skaningowo-
-transmisyjnym (STEM). Schemat powigzania
MAR z podstawowymi typami mikroskopu ele-
ktronowego przedstawia rysunek 1.

1. FIZYCZNE PODSTAWY METODY

Promieniowanie rtg jest czescig widma elektromagnetycznego o energii zawartej w przy-
blizeniu w przedziale od 0,1 do 100 keV, co odpowiada dtugosci fali od 10do 0,01 nm. Fotony
tego promieniowania sg generowane w trakcie oddziatywania pierwotnej wiazki elektronowej,
tzn. wigzki emitowanej przez katode mikroskopu, z probkg badanego materiatu [6, 32, 47].
Kazda prébka jest mieszaning okres$lonej liczby atoméw réznych pierwiastkéw, ktére z
fizycznego punktu widzenia réznig sie miedzy soba fadunkiem jadra oraz liczbg powtok i
liczbg krazacych po nich elektronéw. Czes$¢ elektronéw wigzki pierwotnej oddziatujac w
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wyniku zderzen z elektronami wewnetrznych WE

powtok atomu prébki, tzn. powtok K, L, wzgled-

nie M, powoduje wyrzucenie ich na zewnatrz

atomu. Prowadzi to do jonizacji atomu. Kazda

powtoka atomu danego pierwiastka ma chara-

kterystyczng dla siebie krytyczngenergigjoniza-

cji. Po wybiciu elektronu z jednej z powlok

wewnetrznych atomu powstaje po nim luka, kté-

ra uzupetniajg elektrony z powtok bardziej zew-

netrznych. Odbywa sie to zwykle w sposob

stopniowy, tzn. luke w powioce K uzupetnia

elektron z powtoki L, a najego miejsce w powto-

ce L wchodzi elektron z powtoki M itd. Atom

uzyskuje w ten sposob korzystniejsza, nizsza

warto$¢ energii potencjalnej. Elektron przeska-  Rys. 2. Schemat generowania promieniowania rtg:

kujac z powtoki zewnetrznej do powtoki blizszej ~WE - pierwotna wiazka elektronowa, W - wybity e-

. L . . .. lektron, 1- jadro atomowe, K,L,M - kolejne powto-

jadru, wypromieniowuje nadmiar energii w po- ki atomu, X - charakterystyczne promieniowanie

staci charakterystycznego promieniowania rent- rtg, C - promieniowanie ciagte

genowskiego (ang. characteristic radiation, rys.

2). Przejscia z powtoki L do powtoki K okresla siejako linie charakterystyczne Koc, z powtoki

M do powtoki K jako linie KR, a np. z powtoki M do powtoki L jako La (rys. 3). Atomy

roznych pierwiastkOw charakteryzuja sie odmiennymi wartosciami energii dla poszczeg6l-

nych powtok. Konsekwencja tego zjawiska jest fakt, ze atomy poszczegdlnych pierwiastkdw

emitujg promieniowanie rtg o réznej energii i odmiennej dtugosci fali. Stanowi to podstawe

analizy poszczegdlnych pierwiastkéw w badanej probce. Ponadto zgodnie z zakazem Paulie-

go, ktdry méwi, ze w atomie nie ma dwadch elektronéw o tej samej wartosci energii, rdwniez

w obrebie powtok istniejg podpoziomy o r6znej wartosci energii znajdujacych sie na nich

elektrondw. Na tej podstawie mozna méwi¢ np. o liniach Kat i Ka2, ktére roznig sie
nieznacznie charakterystycznymi dla siebie
energiami promieniowania rtg. Oznacza to, ze
przejscie elektronu z powtoki L do powtoki K
nastapito z réznych podpozioméw powtoki L
(rys. 3). Obecnie uzywane detektory promie-
niowania rentgenowskiego maja zdolnos¢ roz-
rézniania niektérych z tych linii. Z
przedstawionego powyzej rozumowania wyni-
ka, ze im wiecej dany atom ma elektronéw, tzn.
im cechuje go wieksza liczba Z, tym wiekszg
liczbe linii charakterystycznych moznadlanie-

Rys. 3. Poszczeg6lne linie charakterystycznego pro- go stwierdzié. SpOéI’éd tych Unii najczeéciej

mieniovyania rtg sg ef'ektem przejsé e'Iektr'onowy.ch po Wykorzystywane sq linie Ka, gdy2 powstanie

energ‘gg‘ix;;Zln\i'/r';'tgvrjl":”e}t(rzﬂylr\”ﬂ' F,’\lof"l’(";lae?:]'e oo iChjest najbardziej prawdopodobne. Pojawiaja

whoki atomu sie one jako pierwsze, gdy stezenie badanego

pierwiastka jest bliskie granicy wykrywalno-
4ci.
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Oprécz promieniowania charakterystycznego pojawia sie rowniez tzw. promieniowanie
ciagte, okreslane niekiedy mianem promieniowania hamowania i stanowigce tto widma
rentgenowskiego (ang. continuum, niem. Bremstrahlung). Powstaje ono, gdy pierwotne ele-
ktrony penetrujac probke wolno tracg energie w wyniku opadania w polu magnetycznym jader
atomowych (rys. 2). Intensywnos¢ tego promieniowaniajest odzwierciedleniem $redniej masy
atomowej prébki.

2. PODSTAWOWE SYSTEMY MIKROANALIZY

Istniejg dwa podstawowe systemy MAR [6, 23, 47]: spektrometria energo-dyspersyjna
(ang. Energy Dispersive Spectrometry) oraz spektrometria falowo-dyspersyjna (ang. Wave-
length Dispersive Spectrometry). Obydwa moga wspotpracowaé zaréwno z TEM, jak i SEM.

W systemie falowo-dyspersyjnym mierzy sie
intensywnos$¢ promieniowania rtg o wybranej
dtugosci fali (rys. 4), co pozwala na analizo-
wanie w danej chwili obecnosci jednego pier-
wiastka w badanej prébce.
Mozliwejest to dzieki zastosowaniu odpo-
wiednich krysztatéw analizujacych, znajduja-
cych sie na drodze pomiedzy probka a
detektorem. Odlegto$¢ miedzyptaszczyznowa
w tych krysztatach jest tak dobrana, ze umo-
Rys. 4. Schemat detekcji promieniowania rtg w syste-  zliwia ona interferencje promieniowania rtg
mie falowo-dyspersyjnym (WDS) [6]: WE - pierwot-  tylko 0 okreslonej dtugosci fali (lub catkowi-

na wiazka elektronowa, P - probka, K- krysztah o \rotnodci tej dtugosci). Okreéla to warunek
D - detektor, X - fotony promieniowania rtg, Q - kat

ugiecia Bragga:

2d sin<2,, = nL

gdzie:

L - dtugos¢ fali promieniowania X,

n- liczba catkowita,

d- odlegtos$¢ miedzyptaszczyznowa w krysztale,
Qn kat ugiecia.

Wynika stad, ze zmiana analizowanego pierwiastka wigze sie z konieczno$cig wymiany
krysztatu analizujgcego. W systemie WDS jako detektory stosuje sie m.in. gazowe liczniki
proporcjonalne, w ktérych wykorzystuje sie efekt jonizacji czasteczek gazu pod wptywem
promieniowaniartg. Detektory falowo-dyspersyjne osiggajg energetyczne zdolnosci rozdziel-
czerzedu 10-20 eV.

System energo-dyspersyjny (EDS) umozliwia rejestracje promieniowania rtg o energii od
0 keV do wartosci napiecia przyspieszajgcego stosowanego w danym typie mikroskopu [6,
44]. Stwarza to mozliwo$¢ jednoczesnego analizowania wigkszej liczby réznych pierwia-
stkbw. W Polsce najczesciej stosowane sg systemy EDS analizujace pierwiastki o liczhie
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atomowej Z>10. W systemie energo-dys-
persyjnym fotony promieniowaniartg tra-
fiajg do detektora bez posrednictwa kry-
sztatu. Przechodzg one najpierw przez
cienkie okienko z berylu, a nastepnie pa-
dajg na krzemowo-litowy detektor (rys.
5). Detektor ten jest pdtprzewodnikiem
typu p, stad padajgce fotony powodujg
powstanie w nim par luka-elektron, kté-
rych liczbajest proporcjonalna do energii
tych fotondw. Nastepnie sygnat taki jest
zamieniany na impulsy napieciowe i od-
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Rys. 5. Schemat budowy systemu energo-dyspersyjnego
(EDS): WE - pierwotna wigzka elektronowa, P - prob-
ka, X - fotony promieniowania rtg, Be - okienko berylowe,

R - detektor, N - ciekty azot, T - tranzystor, W - wzmac-
niacz, B - przetwornik analogowo-cyfrowy, M - monitor,

powiednio wzmacniany. Po wyjsciu z de- K- komputer

tektora ulega on w procesorze konwersji

na sygnat cyfrowy, ktéry mozejuz by¢ przestany do komputera i monitorowany. Detektory w
systemie EDS moga by¢ réwniez zbudowane z germanu. Obydwa stosowane systemy majg
swoje wady i zalety (tab. 1). Podstawowg wadg EDS jest mniejsza energetyczna zdolno$¢
rozdzielcza stosowanych detektorow. Wynosi ona ok. 130 eV (n30 eV) i zalezy od dtugosci
fali oraz liczby zliczen rejestrowanych w jednostce czasu. Ponadto zamykajgce detektor od

TABELA 1. Podstawowe wady i zalety systemu EDS i WDS

EDS WDS

Zalety:

* rejestruje caly zakres widma dla pierwiastkéw o liczbie « wysoka energetyczna zdolno$é¢ rozdzielcza (rzedu 0,01
z>10 keV)

* brak czesci mechanicznych w detektorze « rejestruje widmo dla pierwiastkéw od Z>3

» mozliwo$¢ stosowania matych srednic wigzki elektro- « wieksza doktadno$¢ w badaniach ilo$ciowych (wynikajaca
nowej z lepszego stosunku piku do tta)

* mniejsze uszkodzenie prébki biologicznej (gdyz jest « lepsza czutos$é, zwtaszcza dla pierwiastkow lekkich (rzedu
stosowany mniejszy prad wigzki) 0,01% badanej masy)

Wady:

¢ nizsza niz dlaWDS energetyczna zdolno$¢ rozdzielcza « elementy mechaniczne w detektorze mogg by¢ przyczyna
btedow

* mniejsza doktadno$¢ w badaniach ilosciowych « tylko jeden pierwiastek moze by¢ analizowany jednoczes-
nie

« wymaga do pracy temp. ciektego azotu e pik i tto sg mierzone oddzielnie

strony probki okienko berylowe pochtania cze$¢ promieni rtg w zakresie dtugofalowym [6,
23, 48]. Wskazuje to na utrudniong analize pierwiastkéw lekkich. Najnowsze rozwigzania w
tej dziedzinie charakteryzuje obecno$¢ okienka ultracienkiego lub w ogéle go brak (np.
system EDS ISIS firmy Oxford Instruments). Podnosi to czuto$¢ analizy (zwtaszcza w zakresie
pierwiastkow lekkich) i umozliwia wykrywanie pierwiastkow juz od liczby atomowej Z>3.
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3. PRZEBIEG | MOZLIWOSCI ANALIZY

Mozliwosci, jakie stwarza analiza charakterystycznego promieniowaniartg, sa wypadko-
wa takich czynnikéw, jak:

- klasa mikroskopu i rodzaj zastosowanego systemu mikroanalizy (WDS lub EDS),

- klasa analizatora uzyskanych sygnatow,

- metoda przygotowania prébki do analizy (patrz p. 6 7).

W przypadku stosowania systemu EDS energetyczna zdolno$¢ rozdzielcza detektora jest
rzedu 130 eV, a dla detektorow WDS wynosi ok. 10-20 eV. Oznacza to, ze dwa piki lezace
w widmie w odlegtosci np. 30 eV beda w systemie WDS tworzyly dwa oddzielne maksima,
natomiast w systemie EDS beda sie na siebie czeSciowo naktadaé. Niektore urzadzenia (np.
LINK 10000 AN) zaopatrzone sg w program pozwalajacy na unikniecie tej niedogodnosci.
Umozliwia on usuniecie (tzw. "rozwiniecie") nakladajgcego sie piku za pomocg metody

najmniejszych kwadratow.

Korzystajac z typowego systemu energo-dyspersyjnego
mozna przeprowadzi¢ analize generowanego promienio-
wania rtg w dowolnym punkcie, fragmencie prébki lub
wzdtuz dowolnie wybranej linii. Przy stosowaniu detekto-
row z cienkim okienkiem berylowym w obszarze tym wy-
krywane sg pierwiastki o liczbie atomowej Z>10. System
EDS moze byé wyposazony w urzadzenia posrednie (ang.
interface), ktdre sterujac wigzka mikroskopu, przekazuja
obraz mikroskopowy na ekran monitora. Pozwala to na

Rys. 6. Rozdzielczosé MAR w precyzyj_ne wybranie analizowanego rfegioqu.

cienkich skrawkach (RI) i w grud- Analize wybranego obszaru prébki mozna przeprowa-
kach materiatu (R2) jest uzalezniona  dza¢ generujgc promieniowanie rtg przy uzyciu ruchomej
od objetosci prébki, zjakiej generowa-  |yh njeruchomej wiazki elektronowej. Analize z ptaszczy-
nejest promieniowanie rtg: PWE - 11 7 Jinii przeprowadza sie skenujaca wiazka ruchoma,
pierwotna wigzka elektronowa, PP - X ; R ;
powierzchnia prébki, US - ultracienki  Natomiast analize punktowa wigzka nieruchoma. Punkt
skrawek, GM - grudka materiatu obejmuje analizowany obszar o Srednicy zaleznej od $red-
nicy stosowanej wiazki elektronowej. W mikroskopie JEM
1200EX wynosi ona 10, 20 lub 40 nm. Wartosci te odpo-
wiadajg zdolnosci rozdzielczej metody w ultracienkich skrawkach [26]. Rozdzielczosc tajest
wysoka, poniewaz ultracienkie skrawki obejmuja jedynie gorna czes¢ przewidywanego ob-
szaru generowania promieniowania rtg (rys. 6). Dla skrawkdw o grubosci kilku mikrometréw
i dla tzw. grudek materiatu (ang. bulk medium) rozdzielczo$¢ jest stata i wynosi 1-10
mikrometréw. Wynika to z wielkosci obszaru, w jakim jest w tym przypadku generowane
promieniowanie rtg (rys. 6). Srednica tego obszaru, ktéry przyjmuje ksztatt charakterystycznej
"tezki", roénie wraz ze wzrostem napiecia przyspieszajagcego i maleje ze wzrostem gestosci
probki. Odpowiada onarozdzielczosci, ktora okresla sie mianem rozdzielczosci przestrzennej
(ang. spatial resolution). Nie jest ona oczywiscie rownoznacznazrozdzielczoscig obrazu (ang.
image resolution), ktdra to jest cechg danego mikroskopu.

W przypadku zbyt stabego sygnatu od poszukiwanego pierwiastka istnieje mozliwos¢
wydtuzenia czasu trwania analizy. Podobny efekt mozna osiggnaé zblizajac lub oddalajac
detektor od probki. Narysunku 7 przedstawiono przyktadowe widmo rentgenowskie z punktu
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o $rednicy 40 nm lezacego w obrebie

pecherzyka zawierajgcego wapn w

ziarnie pytkowym Chlorophytum

elatum. Czas rejestrowania sygna-

téw sktadajacych sie na to widmo

wynosit 200 s (tyle czasu byt czynny

procesor), jednak realny czas ocze-

kiwania eksperymentatora na za-

kohAczenie pomiaru byt nieco

dluzszy ze wzgledu na tzw. czas

martwy (ang. dead time). W okresie

tym zablokowane jest wejscie do

procesora z uwagi na zbyt duza licz-

be zliczen przypadajaca na jedno-

stke czasu. Czas, w ktérym procesor  Rys. 7. Przykiad punktowej mikroanalizy rtg pecherzykow zawiera-

jest zablokowany nawejéciu,jest do- jacych wapn vv.ystep!.ljacych w ziarr.1ie Ry}kowym Chloroph.ytum

liczany do planowanego czasu anali- ezlg(t)uw, warunki ana_llzy:os.rednlca'wmzk.l - 40 nm; czas pomiaru -

s; czas martwy - 10%; materiatl umieszczono na miedzianych

zy i suma tych czasow stanowi siatkach (dane niepublikowane)

wiasnie realny czas trwaniapomiaru.

Czas martwy wzrasta ze wzrostem

gestosci probki, nie moze on jednak przekroczy¢ 30%, gdyz grozi to uszkodzeniem detektora.
W wigkszosci systemow EDS istnieje rowniez mozliwos¢ badania obecnosci tylkojednego

wybranego pierwiastka wzdtuz dowolnie wybranej linii lub w dowolnym fragmencie komorki.

Taki tryb jest jakby symulacjg pracy systemu WDS. Polega on na analizowaniu kolejnych

punktow sktadajacych sie na linie lub okreslony obszar i zatrzymywaniu w pamieci komputera

tylko wskazanej wczesniej czesci widma. Tego rodzaju pomiary okresla sie mianem mapo-

wania. Wiele udogodnien stwarza rdwniez samo oprogramowanie [12,19,20]. Poszczegdblne

widma mozna przedstawia¢ w dowolnej skali, wycina¢ pewne ich fragmenty, zwezac, posze-

rzac ich zasieg itd. Istnieje mozliwos¢ poréwnywania roznych widm na jednym wykresie.

Opisu otrzymanych widm dokonuje sie automatycznie lub recznie. Wszystkie dane zbiera sie

na dysku komputera lub na dyskietkach.

4. ANALIZA ILOSCIOWA

MARjest wykorzystywana rowniez jako metoda iloSciowego 0znaczania pierwiastkow [6,
15,16]. Pomiary ilosciowe wykonuje sie zazwyczaj porownujac znang zawartos$¢ pierwiastka
w standardzie z jego zawarto$cig w prébce. Sprowadza sie to do poréwnania powierzchni
odpowiednich pikow (najczesciej Kot) i skorzystania z wyrazenia:

Cpx =lpxflsx mCsx

gdzie:
Isx- intensywno$¢ promieniowania dla pierwiastka x w standardzie,
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V - intensywnos$¢ promieniowania dla pierwiastka x w proébce, (wyznacznikiem intensywnosci
promieniowaniajest stosunek powierzchni piku pO do odpowiadajacej mu powierzchni promieniowania
da),

Csx- stezenie pierwiastka x w standardzie,

CPx - stezenie pierwiastkax w probce.

Metode te opracowat i wprowadzit do badan T. Hall [15].

Jezeli obiektem badania sg grudki materiatu lub bardzo grube skrawki, to nieodzowne jest
wprowadzenie dodatkowego wspdiczynnika korygujacego. Wynika to z faktu, ze czesc
promieniowania rtg, przy dostatecznie diugiej drodze biegu promieni w materiale, ulega
absorpcji (efekt A) lub sama powoduje emisje dodatkowych fotonéw X (efekt F). Efekty te
wigzg sie z rodzajem i iloscig atom6w innych pierwiastkéw, ktére razem z badanym tworzg
prébke (efekt Z). Obecnie oprocz klasycznej metody ZAF stosowanych jest kilka innych
metod korygujacych wyniki uzyskane w badaniach ilosciowych [23]. Wynika to z faktu, ze
metoda ZAF obarczona jest zbyt duzym btedem dla pierwiastkéw o liczbie atomowej Z<11.
W odpowiednio cienkich skrawkach (o grubosci nie przekraczajacej 200 nm) efekty ZAF
moga by¢ pominiete. W skrawkach takich nie nastepuje jeszcze rozszerzenie przestrzeni, w
ktorej generowane sg fotony promieniowaniartg (por. rys. 6). W przypadku analizy ilosciowej
istotne jest tez, jesli podstawg obliczer jest pik Kot, azeby warto$¢ energii pierwotnej wigzki
elektronowej byta wystarczajaca do zjonizowania powloki K wiekszosci atoméw badanego
pierwiastka. W tym celu nalezy zastosowa¢ odpowiednio duze napiecie przyspieszajace w
mikroskopie. Szacuje sig, ze musi by¢ ono co najmniej 2,7 raza wieksze od krytycznej energii
jonizacji powtoki K dla danego pierwiastka [6]. Jednym z najwazniejszych problemdw analizy
iloSciowej jest przygotowanie odpowiednich standardow [46]. Wszystkie komponenty stand-
ardéw musza by¢ odpowiednio czyste. Zaréwno przygotowanie, jak i analiza prébki i stan-
dardu powinny odbywac si¢ w tych samych warunkach. Istotne jest rowniez, azeby warstwa
napylonego wegla lub metalu bytajednakowej grubosci dla standardu i prébki [18]. Eliminuje
to btad zwigzany z niejednakowg absorbcjg promieniowania rtg przez warstwy o réznej
grubosci. Do przygotowywania standardéw uzywa sie m.in. prostych soli nieorganicznych lub
ich mieszanin zatapianych w odpowiednio oczyszczonej zelatynie [6], dekstranie, zywicy [46]
lub w spektralnie czystym graficie [20].

5. APARATUROWE ARTEFAKTY METODY

Mozna wyrdznié trzy podstawowe Zrédta powstajgcych artefaktow. Wynikajg one z:

- budowy mikroskopu,

- wiasciwosci detektora i procesora,

- przygotowania probki do analizy (patrz p. 7).

Artefakty zwigzane z zastosowang aparaturg sg w zasadzie niezalezne od eksperymenta-
tora. Powodem ich sg fizyczne wiasciwosci materiatu budujacego detektor, nieprawidtowe
przetwarzanie sygnatu w detektorze oraz detekcja promieniowania dochodzacego spoza
probki. Zrédtem dodatkowego promieniowania rtg (a wiec dodatkowych pikéw) moga by¢
niektdre czesci mikroskopu [6,48]. Odnosi sie to przede wszystkim do mikroskopow starszych
generacji. Promieniowanie takie powstaje np. w trakcie przechodzenia czesci elektronéw
przez materiat apertury w SEM. Kolejne zaktocenia w SEM powodujg niektdre wstecznie
rozproszone elektrony, ktére wchodza przez okienko berylowe do detektora. Okienko
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stanowi skuteczne zabezpieczenie przed nimi jedynie wtedy, gdy napiecie przyspieszajace
wigzki elektronowej nie przekracza 25 keV. Duzy wpltyw na wielko$¢ promieniowania tka ma
miejsce potozenia komérki na siatce [42]. Wskazane jest analizowanie tych komorek, ktére
sg potozone centralnie w oczkach siatki.

Jednym z podstawowych zrédet dodatkowych artefaktowych pikéw w systemie EDS jest
detektor [6]. Szczeg6lnie charakterystycznym zjawiskiem sg tzw. krzemowe piki ucieczki
(ang. escape peak). Powstajg one na skutek tego, ze wchodzace do detektora fotony promie-
niowania rtg moga z pewnym prawdopodobiefistwem przekaza¢ cze$¢ energii atomom budu-
jacym detektor. Dla detektorow pétprzewodnikowych pierwiastkiem tworzacym detektor jest
gtdwnie krzem. Wywotuje to m.in. charakterystyczng dla tego pierwiastka emisje promienio-
wania rtg. W widmie pojawia sie dodatkowy pik dla linii Kot Si w miejscu odpowiadajacym
energii 1,74 keV. Natomiastenergia fotondw, ktore byty przyczyna tej emisji, maleje o warto$¢
1,74 keV. Stad np. pik dla fotondéw o energii 6,40 keV (linia Kot zelaza) pojawi sie dodatkowo
w miejscu odpowiadajacym energii 4,66 keV (rys. 8). Warto$¢ ta odpowiada réznicy energii
pomiedzy linig Ka Fe a linig Koc Si.

Oprécz powstawania krzemowych pikéw ucieczki w detektorach p6tprzewodnikowych
zachodzi wiele innych niepozadanych procesdw. Prowadza one m.in. do znieksztatcenia i
sumowania pikdw (zwiaszcza w warunkach duzej ilosci zliczen wjednostce czasu [30]) oraz
absorpcji czesci promieniowania rtg przez tzw. martwg czes¢ detektora [6]. Doktadniejsza
analiza tych zjawisk wykracza poza ramy niniejszego opracowania.

6. WYBOR METODY | PRZEBIEG PRZYGOTOWANIA
PROBKI DO ANALIZY

WYybdr metody i procedura przygotowania prébki biologicznej do analizy zalezg od celu
badawczego, ktory nalezy zrealizowac (rys. 9). Jezeli celem jest analiza obecnosci jednego
wybranego pierwiastka w duzych grudkach materiatu, to korzystniejsze jest zastosowanie
systemu WDS. W innych przypadkach stosuje sie system EDS. Poniewaz MAR wspotpracuje
zar6wno ze (S)TEM, jak i z SEM, analize sktadu pierwiastkowego prébki mozna wykona¢ na
poziomie subkomoérkowym oraz na poziomie tkanki lub organu. W pierwszym przypadku
wykonuje sie ultracienkie skrawki, ktore przygotowuje sie podobnie jak w konwencjonalnej
metodzie TEM. Badania fragmentéw tkanki lub organu wymagaja natomiast postepowania
zgodnego z procedurg przygotowania materiatu do SEM.

Badany materiat wymaga przede wszystkim utrwalenia i odwodnienia w taki sposéb, aby
przy mozliwie wiernym zachowaniu struktury i sktadu chemicznego prébki wprowadzi¢ do
niej jak najmniej dodatkowych, egzogennych pierwiastkow. Utrwalanie i odwadnianie prébki
przeprowadza sie metodami chemicznymi, fizycznymi i fizyko-chemicznymi [31], Materiatu
przeznaczonego do TEM nie poddaje sie, jesli nie jest to konieczne, osmowaniu i kontrasto-
waniu. Techniki, ktdrych celem jest podniesienie jako$ci obrazu w TEM, sg bowiem Zrédiem
chemicznych zanieczyszczen probki [43].

Ogolny tok postepowania z prébka biologicznag ulega wielu modyfikacjom w zaleznosci
od rodzaju analizowanych pierwiastkow (rys. 9) [39, 43, 55]. W przypadku, gdy obiektem
analizy sg metale ciezkie lub pierwiastki zwigzane w postaci nierozpuszczalnych stratéw,
stosuje sie zazwyczaj standardowe chemiczne metody utrwalania i odwadniania (np. aldehyd
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glutarowy + seria alkoholi etylo-

wych). Jezeli celem badan jest analiza

wewnatrzkomoérkowa, materiat zata-

pia sie w zywicy (np. Epon, Spurr),

kroi na ultracienkie skrawki i umiesz-

czana siateczkach. Grubos¢ stosowa-

nych skrawkoéw miesSci sie w

granicach 150-200 nm. Istotny jest

tez wybor materiatu, z ktérego zbudo-

wane sg siateczki do zbierania skra-

wkoéw [31]. W zasadzie mozna

stosowac wszystkie rodzaje siateczek

metalowych. Jezeli jednak analizuje

Rys. 8. Schemat piku ucieczki dla linii K a zelazajako przyktad ~ SI€ Np. s6d, to niewskazane jest uzy-

jednego z artefaktow widmowych powstajacych w systemie EDS:  wanie siatek miedzianych, poniewaZ

(Si Ka- 173 keV, Fe Ka- 6,40 keV, pik ucieczki - 4,66 keV) |inja K a sodu (1,04 keV) znajduje sie

zbyt blisko linii La dla miedzi (0,94

keV), co utrudnia interpretacje uzy-

skanych wynikéw. Najlepszym rozwigzaniem jest stosowanie siatek berylowych lub weglo-

wo-nylonowych, gdyz nie sg one zréddtem sygnatu w najczesciej spotykanych EDS [31]. Przed

umieszczeniem w (S)TEM siatki napyla sie cienka warstwa wegla o grubosci do kilkudziesie-

ciu nm [50], Ta dodatkowa powtoka ochronna ma na celu odprowadzanie tadunkoéw, ktore

gromadzg sie na powierzchni prébki w trakcie analizy. Probke mozna réwniez napylac

warstwg metalu (np. glinu), lecz wéwczas warstwa ta musi by¢ znacznie cierisza od warstwy
wegla [18].

W przypadku, gdy obiektem analizy pierwiastkdw stabo dyfundujgcych jest fragment
tkanki lub organu, badanie przeprowadza si¢ w SEM. Do mikroskopu wprowadza sie badz
skrawki o grubosci rzedu kilku mikrometréw zatopione w zywicy, badz grudki materiatu
przygotowane wedtug klasycznej metody stosowanej w mikroskopii skaningowej. Po chemi-
cznym utrwaleniu i odwodnieniu materiat suszy sie w tzw. punkcie krytycznym [26]. Polega
to na umieszczeniu proébki w takich warunkach cisnienia i temperatury, w ktérych ciecz
przechodzi z fazy ptynnej w gazowa. Z uwagi na to, ze cisnienie i temperatura w punkcie
krytycznym dla wody sg niekorzystne dla prébek biologicznych i wynoszg odpowiednio 225,6
atm i 374°C, materiat nalezy odwodni¢ w sposéb standardowy, a nastepnie przesycic¢ ptynnym
C02. Temperatura krytyczna dla C02 wynosi tylko 31°C. Niewielkie jej podwyzszenie
powoduje sublimacje C02. Po jego usunieciu materiat umieszcza sie na weglowych lub
metalowych stolikach, napyla warstwa wegla i poddaje mikroanalizie w SEM.

Chemiczne metody utrwalania i odwadniania prébek biologicznych czesto prowadzg do
zmian w lokalizacji pierwiastkow czy wrecz wyptywu z tkanek pierwiastkéw wystepujacych
w postaci jonow lub zwigzkow tatwo rozpuszczalnych [6,31,39,43,52]. BadaniajakoSciowe
i iloSciowe tego typu pierwiastkbw wymagajg zastosowania fizycznych metod przygotowania
materiatu (rys. 10). W tym przypadku prébki utrwala sie za pomocg bardzo szybkiego
zamrozenia i nastepnie odwadnia metodg sublimacji w niskiej temperaturze [31, 45]. Takie
postepowanie zatrzymujgc w utamku sekundy procesy zyciowe zapobiega w duzym stopniu
przemieszczaniu pierwiastkow w komdrce. Zamrozenia prébek dokonuje sie w temperaturze
zblizonej do temperatury wrzenia ciektego azotu (-195,8°C) w tak dobranych warunkach, aby
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szybko$¢ zamrazania wynosita
104-106 Ks"1 [24]. Zastosowa-
nie takich warunkéw utrwalania
jest najnowszym osiggnieciem
w zakresie preparatyki stosowa-
nej w mikroskopii elektronowe;j.
Szybko$¢ dziatania niskiej tem-
peratury zabezpiecza przed po-
wstaniem wody w postaci
krystalicznej, dzieki czemu nie
dochodzi do uszkodzenia komo-
rek.

Zamrozone prébki moga by¢
przeznaczone do analizy skiadu
pierwiastkowego na poziomie
tkankowym w SEM lub na po-
ziomie subkomérkowym w
(S)TEM. W przypadku wie-
kszych fragmentow materiatu
zamrozong probke poddaje sie
procesowi freez-drying, ktéry
prowadzi do odwodnienia mate-
riatu na skutek sublimacji wody

Rys.9. Wyboér ogélnej metody przygotowania prébki w zaleznosci od ro-
dzaju pierwiastka i wielkosci analizowanego obszaru

w warunkach prozni. Probki przytwierdza sie nastepnie do metalowych lub weglowych
stolikéw, napyla warstwa wegla i analizuje w SEM. W celu uzyskania skrawkéw pozwalaja-
cych na subkomorkowsg analize prébki stosuje sie rowniez metode freeze-substitution. Proces

Rys. 10. Schemat réznych drég fizycznego przygotowania
probek do MAR (wg Zierold i Steinbrecht [51])

ten polega na zastgpieniu sublimujgcej
wody przez okreslony rozpuszczalnik or-
ganiczny, w ktérym rozpuszcza sie stoso-
wana do zatapiania zywica [16].
Zatapianie mozna przeprowadza¢ w pod-
wyzszonych temperaturach (zywice epo-
ksydowe) lub w niskich temperaturach
(ang. cryo-embedding), stosujac zywice
typu Lowikryl [52]. Zatopiony materiat
kroi sie nastepnie na odpowiednie skra-
wki i umieszcza na siateczkach. Ultra-
cienkie skrawki moznaréwniez otrzymac
krojagc zamrozony materiat na krioul-
tramikrotomie. Skrawki takie badZz osu-
sza sie metodafreeze-drying i analizuje w
pokojowej temperaturze w (S)TEM, badz
bezposrednio wprowadza do kolumny
mikroskopu pracujagcego w temperatu-
rze ponizej punktu rekrystalizacji wody
(T -125 °C; ang. cryo-transfer) [31, 10].
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Wprowadzane do kriomikroskopu skrawki sa odwadniane (skrawki typufreeze-dried) lub nie
sg odwadniane (skrawki typufrozen-hydrated) [54]. Metody otrzymywania krioskrawkdw w
najmniejszym stopniu zmieniaja sktad chemiczny mikroobszaréw prébki, dlatego stosowanie
ich jest pozadane w przypadku przeprowadzania MAR (patrz p. 7).

7. INTERPRETACJA WYNIKOW | ARTEFAKTY ZWIAZANE
Z WYBOREM OKRESLONEJ METODY PRZYGOTOWANIA
PROBKI

W przypadku stosowania MAR niezwykle istotnajest prawidtowa interpretacja otrzyma-
nych wynikéw. Wiele pierwiastkow posiada tak blisko lezace linie charakterystyczne, ze sa
one trudne lub niemozliwe do rozdzielenia. Azeby potwierdzi¢ lub wykluczy¢ obecnos¢
danego pierwiastka, nalezy wowczas sprawdzié, czy istniejg w widmie inne jego linie oraz
skorzysta¢ z mozliwos$ci automatycznego "rozwijania™ pikéw, jakie zwykle stwarza oprogra-
mowanie. Ponadto pomiedzy réznymi pikami danego atomu (dla danej powtoki) powinna by¢
zachowana okres$lona proporcja. Na przykfad pik dla linii Ka danego pierwiastka powinien
by¢ ok. pieciokrotnie wyzszy od piku KRB. Jesli tak nie jest, moze oznacza¢ to, ze interferuje
on z pikiem innego pierwiastka. Jednym ze zrodet artefaktéw moze by¢ procedura przygoto-
wania prébki (patrz p. 6). Dotyczy to szczegdlnie metod chemicznych, ktore zawsze wprowa-
dzajg dodatkowo pewng ilo$¢ pierwiastkow. Istnieje zatem realna mozliwos$¢ niezamierzonego
podania z zewnatrz szukanego w komérce pierwiastka. Z tego powodu wszystkie stosowane
odczynniki powinny by¢ analitycznie czyste. Procedura chemiczna powoduje réwniez dyfuzje
w obrebie komérki, a nawet wyptukanie tatwiej dyfundujgcych pierwiastkdw, co ma istotne
znaczenie zarowno dla analizy jakosciowej, jak i ilosciowej [21,39,51]. Zdolno$¢ do szybkiej
dyfuzji dotyczy przede wszystkim jondw i wzrasta wraz ze wzrostem promieniajonowego i
spadkiem fadunku jonu. Miarg zdolnosci do dyfuzji jest charakterystyczny dla danego pier-
wiastka wspotczynnik dyfuzji. Na przyktad w szeregu K+>Ca2+ >Mg2+ najlepiej dyfunduje
K+, a najstabiej Mg2+. Niemniej pierwiastki te maja zblizony wspoétczynnik dyfuzji wynoszacy
okoto 2 mL(T9m2/s. Znacznie mniejszg zdolnos¢ dyfuzji wykazujg natomiast pierwiastki metali
ciezkich, poniewaz wystepujg one w komoérce w formie skompleksowanej. Dlatego tez
chemiczne metody przygotowania materiatu sg zwykle wystarczajgce w celu analizowania
tych pierwiastkow. Jesli jednak metody chemiczne stosuje sie do analizy pierwiastkéw tatwo
dyfundujacych, wskazane jest ich unieruchomienie w postaci stratéw. Jedng z tego rodzaju
metod jest stragcanie Ca2+za pomocg piroantymonianu potasu [40, 49].

Najskuteczniejszym przeciwdziataniem dyfuzji sgjednakze metody fizyczne [21, 31,43,
55]. Zastosowanie mrozeniowej metody utrwalania materiatu nie zmienia oczywiscie chara-
kterystycznego dla danego pierwiastka wspotczynnika dyfuzji, lecz zmniejsza czas trwania
tego procesu. W efekcie zmniejsza to droge dyfuzji pierwiastka w preparacie. Dugos¢ tej
drogi mozna w przyblizeniu oszacowac stosujac wyrazenie [58]:

5= V2Dt

gdzie:
D - wspétczynnik dyfuzji [m™/s]
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t- czas dyfuzji [s]
S - dtugos$¢ drogi dyfuzji [m]

Na znaczenie metod fizycznych wskazywato juz wiele wczesniejszych prac. Miedzy
innymi w 1969 roku Hall i Hohling wykazali, ze w trakcie chemicznego utrwalania dochodzi
nawet do 75% ubytku fosforu w dentynie w stosunku do ilosci tego pierwiastka w materiale
utrwalonym fizycznie [14]. Rowniez metody fizyko-chemiczne (aldehyd glutarowy i naste-
pniefreeze-drying) w odniesieniu do takich pierwiastkow, jak K+i Ca +, okazujg sie niewy-
starczajace [21]. Obecnie prowadzone prace pozwalajg stwierdzi¢, ktore sposrdd stosowanych
metod mrozeniowych sg korzystniejsze z punktu widzenia mikroanalizy rtg [56, 57]. OgélInie
rzecz biorgc metodyfreeze-substitution ifreeze-drying prowadzace do zatopienia materiatu w
zywicy dajg gorsze wyniki anizeli metody otrzymywania krioskrawkow. Optymalnym roz-
wigzaniem jest stosowanie kriotransferu do kolumny kriomikroskopu. W skrawkach erytro-
cytoéw ludzkich otrzymanych tag metodg i nastepnie analizowanych przy uzyciu systemu EDS,
uzyskano potwierdzony innymi metodami stosunek K+Na+wynoszacy ok. 10/1 [57]. Rdzne
odmiany metody freeze-substitution dawaty nawet kilkukrotnie mniejsze wartosci. Badania te
wskazujg zatem, ze metoda dobrze zachowujaca ultrastrukture prébki nie musi jednoczes$nie
zabezpieczac przed dyfuzjg niektorych jej sktadnikdow.

Korzystne jest takze stosowanie wysokich cisniert w czasie utrwalania materiatu, zwlaszcza
w przypadku preparowania grubych skrawkdw (ang. high-pressurefreezing). Warunki takie
umozliwiajg powstawanie wody w postaci amorficznej w obszarze az do 200 pm od powie-
rzchni badanej probki [24]. Przy stosowaniu normalnych cisnien woda w takiej postaci
powstaje jedynie do gtebokosci ok. 100 nm od powierzchni probki. W gtebszych warstwach
powstaje krystaliczna posta¢ wody, ktora jest przyczyng nie tylko zaburzen struktury, ale
powoduje réwniez przemieszczanie pierwiastkéw [55]. W przypadku cienkich skrawkéw
metoda wysokoci$nieniowa daje wyniki zblizone do metody otrzymywania krioskrawkdéw w
warunkach normalnego lub obnizonego cisnienia [56].

8. PRZYKLADY ZASTOSOWANIA MAR W BADANIACH
BIOLOGICZNYCH

MAR w badaniach biologicznych jest najczesciej wykorzystywana w celu:

1) analizowania pierwiastkéw endogennych

- w takiej postaci, w jakiej naturalnie wystepujg w komorce,

- zwigzanych do postaci stratu przez wprowadzenie odpowiedniej substancji chemicznej;

2) analizowania pierwiastkdw egzogennych

- wprowadzonych eksperymentalnie do komorki,

- bedacych skutkiem zanieczyszczenia srodowiska;

3) kontroli niektoérych reakcji cytochemicznych.

Przyktadem zastosowania MAR do badania endogennych silnie zwigzanych pierwiastkdw,
jest analiza obecnosci zelaza w niektérych komdrkach nerwowych. Wzrost iloSci tego pier-
wiastka w neuronach istoty czarnej sSrodmdzgowia towarzyszy rozwojowi choroby Parkinso-
na. Obserwacje takie znane byty na podstawie badar histo- i biochemicznych [38]. Uzywajgc
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MAR w systemie EDS stwierdzono, ze wiekszo$¢ gromadzonego w warunkach patologicz-
nych zelaza znajduje sie w osmofilnych ztogach neuromelaniny na terenie cytoplazmy
neurondéw [34].

Analiza pierwiastkéw wystepujacych w komérce gtéwnie w postaci jondw (np. K+, Na+,
Mg2+, Ca2+) wykonywana jest po ich uprzednim wytrgceniu w postaci nierozpuszczalnych
precypitatéw lub przy uzyciu technik mrozeniowych. Jedng z metod unieruchomiania Ca2+
jest wytracenie go za pomocg piroantymonianu potasu (KSb[OH]6). Powstajace elektronowo-
geste straty ujawniajg miejsce wystepowania tego pierwiastka w komorce [49]. Podobne
precypitaty mogg jednakze powstawa¢ w sposOb niespecyficzny na skutek wigzania sie
piroantymonianu z niektérymi innymi kationami (gtéwnie z Na+). Ostatecznym dowodem na
obecno$¢ Ca2+ jest w tym przypadku mikroanaliza precypitatéw [40]. Jednakze pewnym
utrudnieniem powyzszej metody jest blisko$¢ niektdrych pikéw wapnia i antymonu (Sb La -
3,60 keV, Ca Ka - 3,69 keV), co daje sie jednak usuna¢ przez zastosowanie odpowiedniej
obrobki otrzymanego widma. Metodyka ta zostata uzyta m.in. w badaniach lokalizacji Ca2+
w réznicujacych sie ziarnach pytkowych Chlorophytum elatum. Uzyskane wyniki wskazuja
na gromadzenie sie tego pierwiastka w strefie granicznej miedzy komoérka generatywng a
komorka wegetatywng [13]. Metode piroantymonianowg wykorzystano réwniez w celu
ujawnienia miejsc wysokiej koncentracji wapnia w woreczkach zalgzkowych Pennisetum
glaucum L. Uzywajac systemu EDS udowodniono, ze nagromadzenie elektronowo-gestycli
precypitatéw w synergidach i komérkach ostonek w okolicy mikropyle jest wynikiem wyso-
kiego poziomu Ca2+ w tych rejonach zalgzka [7, 8]. Podobne rezultaty uzyskano wykonujac
mapowanie catych zalgzkéw przygotowanych technika freeze-substitution [9], Mapowanie
woreczka zalagzkowego i jego okolic pozwolito ponadto ujawni¢ przemieszczanie sie puli
wapnia z synergidy do mikropyle po uwolnieniu w niej zawartosci fagiewki pytkowej [7, 8].
Zamrozone w temperaturze ciektego azotu probki zostaty takze uzyte do analizy wapnia w
systemie WDS. Wysoki poziom tego pierwiastka stwierdzono w warstwie aleuronowej
ziarniaka owsa [41] oraz w strukturach powierzchniowych znamienia Ruscus aculeatus [2].

Powigzanie MAR z metodami mrozeniowego przygotowania prébek umozliwia badanie
ilosciowych zmian rozmieszczenia jondw na poziomie subkomdrkowym w odpowiedzi na
stymulacje receptoréw. Przy uzyciu izoproterenolu wykazano na przykiad, ze stymulacja
receptoréw R-adrenergicznych komérek miesni gtadkich powoduje obnizenie cytoplazmaty-
cznej i mitochondrialnej puli Na+i Cl-. W cytoplazmie maleje réwniez zawarto$¢ Ca2+ rosnie
natomiast zawarto§¢ Mg2+. Efekty te zwigzane sa przede wszystkim z aktywacjg pompy
sodowo-potasowej i aktywacjg antyportu sodowo-magnezowego [53].

Mikroanaliza pierwiastkdw egzogennych wprowadzonych do komoérki droga ekspery-
mentalng lub z gleby czy powietrza, odgrywa istotng role w badaniach toksycznego ich
wptywu na organizmy zywe [1]. Do pierwiastkéw tego typu zalicza sie¢ m.in. otéw, kadm,
miedZ i cynk. Mikroanaliza rtg pozwala na ujawnienie miejsc lokalizacji tych metali w
komdrce, co posrednio przyczynia sie do zrozumienia mechanizmdw ich toksycznego dziata-
nia. W roku 1981 stwierdzono, ze podanie Cd do komdrki Acanthamoeba castellanii powoduje
powstanie gestych elektronowo ztogdéw w miejscach subplazmalemmalnych komérki, rozmie-
szczonych analogicznie do miejsc wigzacych Ca [25,35]. Dalsze prace wykazaty, ze po
jednoczesnym podaniu Cd i Ca powstaje dodatkowo wieksza ilos¢ ztogdw wewnatrz komorki
[27]. Nalezato zatem rozstrzygna¢, czy powstajace ztogi sktadaja sie z obydwu pierwiastkow
orazjesli tak, tojaki jest stosunek Cd/Ca w ztogach znajdujacych sie w réznych kompartmen-
tach komérki. Stosujagc mikroanalize w systemie EDS wykazano obecno$¢ obydwu pierwia-
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stkéw w stosunku od 70/30 do 88/12 na korzys¢ Cd [28]. W kolejnych badaniach przy uzyciu
EDS stwierdzono, ze Cd nie tylko zastepuje Ca, ale moze nawet wypiera¢ go zjuz istniejacych
ztogéw Ca [29]. Wyniki te wskazuja, ze podobiefstwa fizyko-chemiczne niektorych pierwia-
stkbw moga wigzac sie z wzajemnym ich zastepowaniem w komorce.

Metodg MAR postuzono sie rowniez w celu okreslenia wptywu pytdow hutniczych na
rozwdj komorek korzeni dwéch odmian topoli [51]. Podstawowymi toksycznymi sktadnikami
tych pytow satakie metale, jak Pb, Zn iCu. Wcze$niejsze prace wskazywaty, zejednaz odmian
jest bardziej tolerancyjna na skazenie tymi metalami. MAR wykazata, ze odmiana ta wyste-
pujac w srodowisku skazonym charakteryzuje sie prawie dwukrotnie wiekszg zawarto$cig Zn
i Pb, natomiast znacznie mniejszg zawartoscig Cu w stosunku do odmiany bardziej wrazliwej.
Uzycie tej metody umozliwia identyfikacje odmian bardziej tolerancyjnych na niektére z
powszechnie wystepujacych pierwiastkoéw toksycznych.

MAR jest ponadto dobrym testem weryfikujgcym dla niektérych metod cytochemicznych
[33], obarczonych zwykle duzym marginesem biedu. Przyktadem tego typu zastosowania byta
omowionajuz metoda lokalizacji wapnia przy uzyciu piroantymonianu potasu. W podobny
spos6b MAR moze zosta¢ wykorzystana w reakcji Gomoriego, majacej na celu lokalizacje
aktywnosci trifosfatazowej w komorce. Reakcja ta polega na inkubowaniu komérek z
Pb(N03)2i ATPjako substratem. Powstajacy w wyniku reakcji enzymatycznej P 043- reaguje
z Pb, dajac nierozpuszczalny, elektronowo-gesty strat. Czes¢ ciemnych stratéw stanowig
zawsze niespecyficzne ztogi otowiu, pojawiajace sie w Scianie komorkowej i w innych
regionach komorki. Ztogi takie mozna odrdzni¢ od powstatych w wyniku reakcji enzymaty-
cznej, poniewaz nie zawierajg fosforu [11, 44].

Interesujacyn zastosowaniem MAR jest testowanie wyniku transformacji genetycznej u
roslin. Jednym z markeréw transformacji jest test aktywnosci R-glukuronidazowej [3]. Odci-
nek DNA kodujacy R-glukuronidaze przytacza sie do transformowanego genu i wraz z nim
wprowadza sie go do hodowanych in vitro komorek roélinnych [19]. Ujawnienie sie w
transformowanych komérkach aktywnosci R-glukuronidazowej oznaczajednoczesnie ekspre-
sje drugiego wprowadzonego genu, poniewaz obydwa geny majg wspdlne miejsce promo-
torowe. Aktywno$¢ RB-glukuronidazy bada sie metodg cytochemiczng uzywajac
bromoindoksylowych pochodnych kwasu B-glukuronidowego. W miejscach aktywnosci en-
zymu powstajg precypitaty bromoindyga, ktdre mozna odrdézni¢ od innych stratow dzieki
obecnosci w nich bromu [4], W przypadku kontroli reakcji cytochemicznych MAR nie jest
testem rozstrzygajacym. Konieczne jest rownolegle przeprowadzenie innych, standardowo
stosowanych reakcji kontrolnych.

Przedstawione przykfady $wiadczg zdecydowanie o znacznych mozliwosciach wykorzy-
stania MAR we wspdtczesnych naukach biologicznych. Wskazuje na to rowniez rosnaca ilos¢
prac wykorzystujacych te metode, jak i czeste organizowanie poswieconych jej kongreséw
miedzynarodowych.
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WSPOLZALEZNOSCI POMIEDZY FOTOSYNTETYCZNYM
| OKSYDACYJINYM TRANSPORTEM ELEKTRONOW
U PRO-1 EUKARIONTOW*

RELATIONSHIP BETWEEN PHOTOSYNTHETIC
AND OXIDATIVE ELECTRON TRANSPORT
IN PRO- AND EUKARYOTES

Andrzej WALOSZEK

Zaktad Fizjologii i Biochemii Roslin, Instytut Biologii Molekularnej im. Jana Zurzyckiego,
Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie

Streszczenie. Wspo6lne ogniwa dla dwéch uktadéw transportu elektronéw (zwiazane z fotosynteza i oddychaniem)

wykryto w niektérych grupach pro- i eukariotycznych fotoautotroféw. U purpurowych bakterii niesiarkowych
(dawniej Rhodospirillaceae) oddechowy i fotosyntetyczny, cykliczny transport elektronéw zachodza w tych samych
fragmentach bton. Elementami wspélnymi tych dwoch taricuchéw jest pula ubichinonu, cytochromy hic i ¢ W
btonach tylakoidéw sinic obok fotosyntetycznego transportu elektronéw wykryto tancuch oddechowy. Wspélnymi
ogniwami tych systeméw sag zazwyczaj: pula plastochinonu, kompleks cytochroméw bé/f i cytochrom c. Zjawisko
oksydacyjnego transportu elektronéw wykryto réwniez w chloroplastach zielenic i roslin wyzszych, gdzie ogniwem
wspolnym tancucha oksydacyjnego (zwanego chlororespiracja) i fotosyntetycznego jest pula plastochinonu. Chlo-
rorespiracja jest maskowana przez oddychanie mitochondrialne; ulegta uwstecznieniu w procesie ewolucji.

Stowa kluczowe: Fotosynteza, oddychanie, plastochinon, purpurowe bakterie niesiarkowe, sinice, Chlamydomonas,
plastocyjanina, transport elektronéw.

Summary. In some photoautotrophic pro- and eukaryotes common links of photosynthetic and respiratory electron
transport have been discovered. Respiratory and photosynthetic electron transport systems are localized in the same
membranes in the cells of purple nonsulfur bacteria (former Rhodospirillaceae). Ubiquinone pool as well as
cytochrome b/Cj complex and cytochrome c2 are common components both of these systems. Both respiratory and
photosynthetic electron transport chains have been found in thylakoid membranes of cyanobacteria. Plastoquinone
pool, cytochrome b jf complex and cytochrome c are usually the common links. Oxidative electron transport chains
has been discovered in green algae and higher plants and was called chlororespiration. Plastoquinone pool is active
in this process as well as in photosynthetic electron transport chain. Chlororespiration is considered to be an
evolutionary relic.

*Praca finansowana przez KBN (projekt badawczy nr 41660.91.01)
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Keywords: Photosynthesis, respiration, plastoquinone, purple nonsulfur bacteria, cyanobacteria, Chlamydomonas,
plastocyanin, electron transport.

Stosowane skréty:CCCP- karbonylocyjano-p-trifluorometoksyfenylohydrazon, DB MIB - 2,5-dibromo-3-metylo-p-
benzochinon, DCCD- 1, 3-dicykloheksylkarbodiimid, DCM U-3-(3",4’-dichlorofenyl)-l,r-dimetylomocznik, AJ)
-protonowy gradient elektrochemiczny, Fd - ferredoksyna, FNR - oksydoreduktaza ferredoksyna:NADP+, HPLC -
wysokosprawna chromatografia cieczowa, PET - fotosyntetyczny transport elektronéw, PQ - plastochinon, RET -
oddechowy transport elektronéw, SHAM - kwas salicylohydroksyamowy, TLC - chromatografiacienkowarstwowa,
UQ - ubichinon,

l. WSTEP

Niezbednym warunkiem fosforylacji fotosyntetycznej, jak i oksydacyjnej jest istnienie
dwach przestrzeni rozdzielonych btong, w ktérej znajduja sie uktady powodujace powstawa-
nie gradientu elektrochemicznego oraz enzymy odpowiedzialne za produkcje ATP przy
wyréwnywaniu tego gradientu. W komorkach fotosyntetyzujacych prokariontow, w ktorych
nie wystepujg organelle, oddechowy i fotosyntetyczny transport elektronéw jest zwigzany z
tymi samymi btonami. Podobienstwo struktury i funkcji niektérych przenosnikdéw pozwala
wnioskowaé, ze moga one uczestniczy¢ w obydwu procesach. U eukariontéw fotosynteza i
oddychanie sa przestrzennie rozdzielone, ale hipoteza o pochodzeniu chloroplastéw od wolno
zyjacych, prokariotycznych glonéw daje podstawy do poszukiwania w chloroplastach oksy-
dacyjnego transportu elektronéw.

H. PROKARIONTY

a. BAKTERIE PURPUROWE - Rhodospirillaceae

Najprymitywniejszymi organizmami majacymi wspélne ogniwa w fotosyntetycznym i
oddechowym tancuchu transportu elektrondw jest grupa niesiarkowych bakterii purpurowych
(Rhodospirillaceae). Od konca lat trzydziestych znane sg doniesienia 0 hamujacym wptywie
Swiatta na zuzycie tlenu przez purpurowe bakterie niesiarkowe. Zjawisko to byto ttumaczone
w roézny sposob, zaleznie od pogladu na przebieg fotosyntezy [17]. Wprowadzenie hipotezy
chemiosmotycznej utatwito wyjasnienie tego zjawiska.

Cotton i wsp. [8] stwierdzili sprzezenie zjawiska $wietlnej inhibicji oddychania u Rhodo-
bacter capsulatus z protonowym gradientem elektrochemicznym (Ag> obserwujac zmiany
natezenia oddychania i efektu elektrochromowego pod wptywem Swiatta i zwigzku rozprze-
gajacego fosforylacje od Aj>(rozprzegacza) CCCP (karbonylocyjano-p-trifluorometoksyfeny-
lohydrazonu). Zaburzenie potencjatu btonowego przez CCCP powodowato zwigkszenie
natezenia oddychania bakterii oSwietlanych do poziomu poréwnywalnego z natezeniem
oddychania w ciemnosci. Ponadto stwierdzili synergistyczne dziatanie bardzo niskich stezen
CCCP i antymycyny A na obnizanie potencjatu btonowego i $wietlng inhibicje oddychania.
Na tej podstawie doszli do wniosku, ze za fotoinhibicje oddychania odpowiedzialny jest
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przede wszystkim potencjat btonowy zwigzany z fotosyntetycznym transportem elektronéw,
ale takze drugi proces, dziatajacy przy niskiej wartosci Af> ktory by¢ moze jest zwigzany z
dziataniem CCCP jako inhibitora oddychania.

Richaud i wsp. [39] badali wptyw oswietlania ciggtego i btyskowego na procesy oddecho-
we mutantéw Rhodobactercapsulatus: M6- pozbawionego oksydazy alternatywnej* oraz M7
- nie majacego oksydazy cytochromu c2. Stwierdzili, ze btyski o czestotliwosci 1 Hz powo-
dowaty krétkotrwala inhibicje zuzycia tlenu w szczepie dzikim i mutancie M6, natomiast nie
wywotywaty tego efektu w mutancie M7. Inhibicje we wszystkich szczepach obserwowano
przy czestotliwosci btyskéw 20 Hz, jak réwniez w $wietle ciggtym. W obecnosci CCCP nie
wystepowata inhibicja w Swietle ciggtym; przy czestotliwosci btyskow 20 Hz obserwowano
inhibicje jedynie w szczepie M6, przy czestotliwosci za$ 1 Hz - w szczepie M6 i dzikim.
Antymycyna A i CCCP dziataly synergistycznie w szczepie M7i dzikim, natomiast nie miaty
wptywu na fotoinhibicje oddychania w szczepie M6 Na tej podstawie wyciggnieto wniosek,
ze poza inhibicja oddychania zwigzang z potencjatem btonowym indukowanym przez foto-
syntetyczny transport elektronéw zachodzi réwniez inhibicja zwigzana z konkurencjg o
elektrony miedzy cytochromem  a "otwartym" (wzbudzonym) centrum reakcji fotochemi-
cznej. Pierwszy proces dotyczy oddychania zwigzanego z oksydaza alternatywng, a drugi -
oddychania zwigzanego z oksydazg cytochromowa.

Na podstawie badar spektroskopowych i potencjometrycznych Venturoli i wsp. [49]
opisali szczeg6towo tancuch przenosnikéw elektronéw w btonach Rhodospirillum rubrum.
Opis ten pasuje rowniez do danych uzyskanych dla Rhodobacter capsulatus. Ogniwa foto-
syntetycznego, cyklicznego transpo-
rtu elektronéw tworza: centrum re-
akcji fotochemicznej, pula ubichino-
nu (UQ), kompleks cytochroméw
b/ct i cytochrom c2. Elektrony wia-
czane do tancucha oddechowego po-
chodza gtéwnie z NADH (cf. [46]) i
sg przekazywane przy udziale dehy-
drogenazy NADH na pule UQ. Stad
transport elektronéw moze przebie-
ga¢ dwiema drogami: wjednej z nich
uczestniczy kompleks cytochroméw
b/ch cytochrom c2 i oksydaza cyto-
chromu c2(cytochrom b o potencjale

. Rys. 1. Fotosyntetyczny i oddechowy system transportu elektro-
+
OksydoredUKCanym (Em) 380 mv, néw u purpurowej bakterii niesiarkowej Rhodospirillum rubrum

WraZIiwy naKCN WSteieniU IOIGM); (wg [42], zmienione): P 870- centrum reakcji fotochemicznej,
w drugiej za$ - "alternatywna" oksy- dnh- dehydrogenaza, UQ - ubichinon, cyt b/cf- kompleks cyto-

daza. Oksydaza "alternatywna" wy- chromowy b/c[, cyt ¢ - cytochrom c, alt. ox. - oksydaza alterna-

. . . tywna (cytochrom b o potencjale oksydoredukcyjnym +250
stepUcha u bakterii purpurOWyCh JeSt mV), ox. cyt. ¢ - oksydaza cytochromu c (cytochrom b o poten-

niewrazliwa na KCN w niskim steze- cjale oksydoredukcyjnym +380 mV)
niu (10-6 M) i antymycyne A, a jej

‘Oksydazy alternatywne sg to enzymy utleniajace plastochinon lub ubichinon bez udziatu cytochromu c i oksydazy
cytochromu c. Sg one niewrazliwe na KCN w stezeniu 10-6 M. Inhibitorem najbardziej znanej oksydazy alternatywnej
jest kwas salicylohydroksyamowy (SHAM). U bakterii stwierdzono réwniez inne oksydazy alternatywne (patrz nizej
oraz np. [25]).
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inhibitorami sg CO i KCN w stezeniu ok. 10‘4 M. Badania potencjometryczne i spektrosko-
powe wykazaty, ze jest to cytochrom b o Em= +250 mV.

Omoéwione wyniki Swiadcza o tym, ze taricuch oddechowy i taficuch fotosyntetyczny maja
wspolny odcinek, w ktérego skfad wchodzg pula UQ, cytochrom b/Cj i cytochrom c2. W
komérkach purpurowych bakterii redukujacych NO (Rhodobacter sphaeroides f.s. denitri-
ficans) bezposrednim donorem elektronéw jest cytochrom ¢/ ktéry w innych warunkach
Srodowiskowychjest ogniwem fotosyntetycznego i oddechowego taicucha transportu elektro-
noéw [15].

Oksydaza "alternatywna" uczestniczy w transporcie elektronéw pochodzacych z tej samej
puli UQ (rys. 1). Brak hamowania "alternatywnego" oddechowego transportu elektronéw
przez PET moznatlumaczy¢ tym, ze pula UQ, ktérajestjedynym ogniwem wsp6inym obydwu
tych proceséw, jest na tyle duza, ze nie zachodzi wspoétzawodnictwo o réwnowazniki redu-
kcyjne.

b. SINICE (CYJANOBAKTERIE)

U sinic (cyjanobakterii) zachodzi typowy proces fotosyntezy z wydzielaniem czasteczko-
wego tlenu. Organizmy te majg wewnatrzkomorkowy uktad membran (tylakoidow), w ktorych
zlokalizowany jest chlorofil i wszystkie ogniwa taincucha fotosyntetycznego transportu elek-
trondw i protondw. W wyniku frakcjonowania bton sinic otrzymano rowniez frakcje wzboga-
cong w plazmolemme, w ktérej m.in. wykryto chlorofil [30].

Peschek i wsp. [36, 37] wykryli w plazmolemmie Anacystis nidulans protochlorofilid,
chlorofilid ainiezalezng od $wiatta oksydoreduktaze NADPH-protochlorofilid, natomiast nie
udato si¢ im stwierdzi¢ obecnosci chlorofilu. Scherer [42] ttumaczy te fakty ciagtoscig systemu
bton w prokariotycznej komorce, a wiec istnieniem obszaréw btony o whasciwosciach przej-
Sciowych oraz trudnosciami uzyskania dobrze oczyszczonych preparatéw plazmolemmy.
Hipoteza postulujgca istnienie ciggtosci plazmolemmy i bton tylakoidéw w komérce proka-
riotycznej nie zostata do tej pory potwierdzona jednoznacznie wynikami badan elektrono-
mikroskopowych.

Lokalizacja RET u sinic jest dyskusyjna. Scherer, Almon i Boger [43] w swej pracy
przegladowej przedstawili trzy teorie dotyczace tego problemu. Pierwsza z nich zakfada, ze
RET jest zlokalizowany w btonach tylakoidéw, druga - ze wystepuje zaréwno w btonach
tylakoidow, jak i w plazmolemmie, natomiast wedtug trzeciej w btonach tylakoidéw majg
funkcjonowac poczatkowe etapy tancucha oddechowego, natomiast oksydaza cytochromu c
mawystepowac w plazmolemmie; w przenoszeniu elektronéw nania zwczesniejszych etapow
RET uczestniczy nieokreslony blizej posrednik.

Poréwnujac wyniki badan przeprowadzonych na réznych gatunkach sinic stwierdza sie
miedzygatunkowe zrdéznicowanie udziatu btony cytoplazmatycznej w oddechowym transpor-
cieelektronow. We frakcji plazmolemmy Anabaena variabilis nie stwierdzono wykrywalnych
ilosci cytochromow b i ¢ [19] ani reakcji z przeciwciatami przeciw czynnikowi sprzegajacemu
[18]. Obydwa te fakty wskazujg na brak procesdw energetycznych zwigzanych z transportem
elektronéw w plazmalemmie tej sinicy.

Omata i Murata [31] analizowali obecno$¢ przenosnikow elektronéw w plazmolemmie i
btonach tylakoidéw Anacystis nidulans. Stosujagc HPLC i TLC wykryli w obydwu typach bton
te same prenylochinony - PQ-9, fyllochinon i 5’-monohydroksyfyllochinon, ale w r6znych
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stosunkach iloSciowych. Analiza absorpcyjnych widm réznicowych umozliwita wykrycie w
btonie cytoplazmatycznej dwdch réznych cytochroméw, réznigcych sie od czterech innych,
wykrytych w btonach tylakoidéw.

Autorzy stwierdzili jedynie, ze nie sg to cytochromy typu a.

Zaréwno w blonie cytoplazmatycznej, jak i w btonach tylakoidéw Anacystis nidulans i
Plectonema ATCC 29407 stwierdzono, na podstawie pomiarow spektrofotometrycznych,
utlenianie egzogennego cytochromu c wrazliwe na KCN, N3-, S2,CO lub salicylaldoksym,
natomiast nie wykazano takiej aktywnosci w preparatach plazmolemmy uzyskanych z Ana-
baena variabilis ATCC 29413 [23]. Posrednio potwierdza to przytoczone wyzej wyniki
Lockaua i Pfeffer [19]. Ponadto w preparacie bLon cytoplazmatycznych Anacystis nidulans
obserwowano, po zablokowaniu aktywnosci oksydazy cytochromu c, redukcje egzogennego
cytochromu ¢ w obecnosci NAD(P)H. Wskazuje to na obecno$é w plazmolemmie tej sinicy
nie tylko oksydazy cytochromowej, ale rowniez enzyméw uczestniczacych we wczesniej-
szych etapach oddechowego transportu elektrondw.

Nicholls i wsp. [28] przeprowadzili doktadng analize zawarto$ci cytochroméw w btonach
Anacystis nidulans, wykrywajac w btonach tylakoidéw wszystkie typy cytochromoéw, ktére
biorg udziat w transporcie elektronéw, tzn. cytochrom c, cytochrom b i oksydaze cytochromu
¢ (cytochrom aa3). We frakcjach plazmolemmy wystepowata natomiast znaczna przewaga
cytochromu c i oksydazy cytochromu c. Réwniez Moser i wsp. [24] stwierdzili aktywno$¢
oksydazy cytochromu ¢ zaréwno w plazmolemmie, jak i w btonach tylakoidéw Anacystis
nidulans i Synechocystis PCC 6803. Scherer i wsp. [43] donie$li o wykryciu oksydazy
cytochromu ¢ w blonie komoérkowej w linearnej fazie namnazania komorek Anacystis
nidulans, podczas gdy w fazie logarytmicznej enzym ten byt wykrywany tylko w btonach
tylakoiddéw.

Wyniki te wskazujg na mozliwo$¢ zachodzenia zmian w rozmieszczeniu aktywnosci
enzymatycznych podczas rozwoju organizmow.

Doswiadczenia prowadzone z uzyciem znanych inhibitoréw dehydrogenaz oddechowych
- rotenonu i antymycyny A [21] wykazaty, ze w komorkach Plectonema boryanum 594
Gomont wystepujag dwie rozne dehydrogenazy, przy czym dehydrogenaza specyficzna dla
NADH byta wrazliwa na obydwa inhibitory, natomiast dehydrogenaza zalezna od NADPH -
tylko na rotenon. Obecnos$¢ dehydrogenazy NADH wrazliwej na rotenon wykazali réwniez
Berger i wsp. [6] we frakcjach bton tylakoidéw i plazmolemmy uzyskanych z Synechocystis
sp. PCC 6803. Ci sami badacze przeprowadzajac reakcje z przeciwciatami skierowanymi
przeciwko dehydrogenazie NADH:UQ z mitochondriéw wykryli podobienstwo pomiedzy
badanymi dehydrogenazami. Opierajac sie na stosunkowo stabym dziataniu rotenonu (33-
50% inhibicji) na aktywno$¢ dehydrogenazy NADH w btonie tylakoidéw zasugerowali
wystepowanie innej dehydrogenazy NADH odpornej na rotenon lub ostabienie dziatania
inhibitora wskutek tego, ze akceptorem wodoru nie jest UQ (jak w mitochondriach), lecz PQ.
Podobne zastrzezenie mozna postawi¢ w stosunku do wynikow badah Matthijsa i wsp. [21]
przedstawionych powyzej. W preparatach uzyskanych przez te grupe autoréw rotenon hamo-
wat szybkos¢ utleniania NADPH w 28-42%, antymycyna A za$ hamowata szybko$¢ utlenia-
niaNADH $rednio w 47%. Autorzy badali mozliwo$¢ utlenianiaNAD(P)H przez FNR dodajac
do mieszaniny reakcyjnej ferredoksyne, jednakze ferredoksyna nie bierze udziatu w przeno-
szeniu elektronéw z NADPH na RET [14].
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Houchins i Hind [14] oraz Stirzl i wsp. [47] na podstawie badan z uzyciem inhibitoréw
zasugerowali, ze FNR moze petni¢ role dehydrogenazy oddechowej u Anabaena variabilis.
Do podobnych wnioskéw doszli Scherer i wsp. [44] stwierdzajac, ze przeciwciata wytworzone
przeciwko temu enzymowi hamowaly catkowicie aktywno$¢ dehydrogenazy NADPH w
roztworze oczyszczonego enzymu. W preparacie bton tylakoidéw nie udato sie jednak
stwierdzi¢ inhibicji przez przeciwciata. Poniewaz w preparatach biatek otrzymanych z bton
tylakoidow nie obserwowano innej aktywnosci dehydrogenazy, uznano, ze FNR petnigca
funkcje dehydrogenazy znajduje sie w "kieszeni" niedostepnej dla przeciwciat. Fotoredukcja
NADP+ byta przez te same przeciwciata hamowana w 60-70%.

Jak wynika z przytoczonych danych, u réznych gatunkéw sinic utlenianie rbwnowaznikéw
redukcyjnych moze by¢ przeprowadzane przez dehydrogenazy specyficzne dla oddychania
lub/i przez FNR. Odcinek od puli PQ do cytochromu c553 (jezeli ten ostatni wystepuje) jest
uwazany przez wielu autoréw za wspdlny dla PET i RET. U sinic akceptorem elektronéw z
dehydrogenaz oddechowych i PSUjest plastochinon i inne chinony wykrywane w mniejszych
ilosciach. Szczegdtowa analize chinonéw wystepujacych we fragmentach bton wykazujacych
aktywno$¢ oddechowa Anacystis nidulans przedstawit Peschek [34]. Obok plastochinonu
wykryt co najmniej 2 inne chinony - fyllochinon i "polarny naftochinon", wystepujace jednak
w duzo mniejszych (10-100 x) ilosciach. Najaktywniejszy w transporcie rownowaznikéw
redukcyjnych okazat sie by¢ fyllochinon, plastochinon wykazywat mniejsza aktywnos¢,
ubichinon za$ (ktérego w badanych btonach stwierdzono jedynie $ladowe ilosci) - najmniej-
sza. Biorac jednak pod uwage ilosci réznych chinondéw, nalezy przypuszczac, ze fyllochinon
jest przenos$nikiem dodatkowym. Wedtug innych badaczy gtdwnym chinonem zwigzanym z
faricuchem oddechowym u sinic jest plastochinon, petnigcy réwnoczesnie funkcje akceptora
elektrondéw z PSII. Aoki i Katoh [2] badali zmiany indukcji fluorescencji PSU po zablokowa-
niu przeptywu elektronéw przed pulg PQ i za nig stwierdzajac, ze w komérkach Synechocystis
sp. PSII uczestniczy w redukcji PQ, a KCN przyspiesza te reakcje. Natomiast w ciemnosci
nastepowata reoksydacja PQ, ktéra byta silnie hamowana przez KCN. Obserwowano rowniez
silne przyspieszenie redukcji PQ w warunkach zahamowania utleniania cytochromu ¢ (wa-
runki beztlenowe, zablokowanie aktywnosci oksydazy cytochromu c przez KCN) lub w
obecnosci substratow oddechowych (glukoza, fruktoza).

Natlenianie zawiesiny komoérek w obecnosci glukozy powodowato utrzymywanie sie
stopnia utlenienia puli PQ na tym samym poziomie. Wptyw przeptywu elektronéw przez pule
PQ na stopien redukcji cytochromu c¢ sugeruje, ze rowniez kompleks cytochroméw b&/f
(oksydoreduktaza PQxytochrom c¢) i sam cytochrom ¢ mogg by¢ wspélnymi ogniwami w
taricuchu fotosyntetycznym i oddechowym. Potwierdzajg to badania przeprowadzone z uzy-
ciem specyficznie dziatajagcych inhibitoréw. Na przykiad stwierdzono, ze w sferoplastach
Aphanocapsa 6714 przekazywanie elektronéw z NAD(P)H do PSI i dalej na0 2za posrednic-
twem metylwiologenu zachodzi jedynie na Swietle ijest wrazliwe na 2-jodo-6-izopropylo-3-
metylo-2,4,4’-trinitrodifenyloeter (DNP-INT), inhibitor kompleksu cytochroméw bé/f [41].
Zablokowanie przeptywu elektronéw na poziomie miejsca akceptorowego kompleksu cyto-
chroméw bg/fprzez 2,5-dibromo-3-metylo-/>benzochinon (DBMIB) powodowato zmiany w
kinetyce redukcji P700+ i cytochromu ¢ w catych komdérkach Synechococcus [27].

Matthijs i wsp. [21,22] zaproponowali schemat wsp6lnego fotosyntetycznego i oddecho-
wego przeptywu elektronéw od puli PQ do kompleksu cytochromdw b6/f w preparatach bton
wyizolowanych z komdrek Plectonema boryanum. W komoérkach tej sinicy akceptorem
elektronéw z kompleksu cytochroméw b~ fjest plastocyjanina, ktéra nie moze by¢ utleniana
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przez oksydaze cytockromu c. Powoduje to rozgatezienie wspdélnego tancucha transportu
elektronéw na poziomie kompleksu cytochroméw bé/f. Nalezy jednak zauwazy¢, ze stwier-
dzono u sinic mozliwo$é funkcjonalnego zastepowania plastocyjaniny przez cytochrom ¢ w
warunkach niedoboru miedzi [51]. Peschek [35] obserwowat zmiany absorbancji cytochromu
bses i cytochromu f zwigzane z ich aktywnoscig oksydoredukcyjng w preparatach bton z
Anacystis nidulans. Zmiany te byty podobne niezaleznie od tego, czy utlenianie przeprowa-
dzano w obecnosci tlenu przy udziale oksydazy cytochromu c, czy w obecnosci metylwio-
logenu ina$wietle przy udziale PSI. O udziale kompleksu cytochroméw b6/fw obu taiicuchach
transportu elektronéw moze $wiadczy¢ rowniez stwierdzenie tylko jednej kopii genéw kodu-
jacych polipeptydy cytochromu ficentrum Fe-S wgenomie Nostoc PCC 7906 [16]. W btonach
sferoplastow termofilnego gatunku Mastigocladus laminosus wykazano zwiekszenie zuzycia
0 2 po oswietleniu. Zablokowanie aktywnosci PSU powodowato znaczne zmniejszenie tego
efektu. Zjawisko to mozna thtumaczy¢ pewnego rodzaju konkurencjg o elektrony miedzy RET
aPET. Dodanie KCN hamowato zuzycie tlenu (inhibicja oksydazy cytochromu c) indukowane
dodaniem NADH, a o$wietlenie bton usuwato ten efekt [7] (przekazywanie elektronéw z PSI
natlen - reakcjaMehlera). Alpes i wsp. [1] stwierdzili poréwnywalny stopier inhibicji zuzycia
tlenu w btonach tylakoidéw Nostoc muscorum ATCC 29151 w ciemnosci i na Swietle po
dodaniu przeciwciat przeciw cytochromowi csss.

Wszystkie przytoczone tu fakty $wiadczg o tym, ze przy nieobecnosci plastocyjaniny
istnieje wspdlny odcinek PET i RET miedzy PQ a cytochromem c. Po pojawieniu sie
plastocyjaniny rozgatezienie nastepuje prawdopodobnie na poziomie kompleksu cytochromo-
wego bg/f, przy czym zapewne
cze$é cytochromu c jest row-
niez wigczana w PET.

Stwierdzono, ze oksydaza
cytochromu c, przekazujgca e-
lektrony z cytochromu c553 na
0 2 z Anabaena variabilis jest
cytochromem typu aa3 [12], W
komdrkach Anacystis nidulans
powinowactwo cytochromu c
do oksydazy cytochromu c lub
PSI zalezy od sity jonowej [28].

Przy niskiej sile jonowej ele-
ktrony sa przenoszone gtéwnie
do PSI, natomiast przy wyso-
kiej - do oksydazy cytochromu
c. Poniewaz sita jonowa we-
wnatrz tylakoidow — wzrasta  Rys. 2. Oddechowy i fotosyntetyczny taricuch transportu elektronéw w

podczas aktywnosci fotoche-  btonach tylakoidéw sinic (opracowano na podstawie publikacji [10, 21,
micznej, autorzy sugerujaregu- 42]): PS - fotosystem, PQ_- plastochinon, cyt. b ff- kompleks cytochro-
lacvine znaczenie teqo ziawi- mowy bo/f, PC - plastocyjanina, Fd - ferredoksyna, FNR -oksydoredu-
Yl Y J ktaza ferredoksyna:NADP+, ORF - uktad redukujacy tlen w reakcji
ska. E Iektrony z PSI S8  Mehlera, pozostate oznaczenia jak narys. 1; plastocyjanina i cytochrom ¢
przekazywane na ferredoksyne moga wystepowa¢ wymiennie lub obok siebie; nalezy zauwazy¢, ze oksy-
iz niej na tlen czasteczkowy doreduktazaferredoksyna:NADP+ moze petni¢ réwniez funkcje dehydro-

N NADPH
przez stabo zbadane czynniki genazy
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redukujace (reakcja Mehlera) [10], badZ tez na NADP+ przez oksydoreduktaze ferredoksy-
na:NADP+albo na kompleks cytochromow b~ f do cyklicznego fotosyntetycznego transportu
elektrondw (rys. 2). Zredukowana ferredoksyna moze tez by¢ donorem elektronéw w réznych
innych procesach.

M. EUKARIONTY

a. ZIELENICE

U eukariontéw uktad fotosyntetycznych przenosnikdw elektronéw jest zlokalizowany w
chloroplastach a uktad oddechowy - w mitochondriach. Wzajemne oddziatywanie tych dwu
uktaddéw nie jest zwigzane bezposrednio z procesami transportu elektronéw, lecz opierasie na
procesach regulacji, ktérych oméwienie wykracza poza temat niniejszej pracy. Uzyskano
jednakze dane, z ktérych wynika, ze zaréwno w chloroplastach glonéw, jak i roslin wyzszych
funkcjonuje oksydacyjny transport elektronow.

Bennoun [5] badat zmiany stopnia utlenienia puli plastochinonu na podstawie zmian
kinetyki fluorescencji PSIl w btonach tylakoidéw Chlamydomonas reinhardtii i Chlorella
pyrenoidosa. U Chlamydomonas dodanie CO, NO, KCN, DCCD, NaN3 (inhibitory oksydazy
cytochromowej) lub warunki beztlenowe wywotywaty znaczny wzrost redukcji puli PQ,
natomiast SHAM nie powodowat dostrzegalnych zmian w kinetyce fluorescencji. U Chlorella
wykazano wzrost redukcji puli PQ po dodaniu SHAM lub NaN3, a dodanie KCN lub CO nie
powodowato zmian. Wykazano réwniez wzrost stopnia redukcji puli PQ po dodaniu NADH
lub NADPH. Fakty te Bennoun uznat za $wiadectwo obecnosci w chloroplastach tych zielenic
oksydacyjnego tancucha przeno$nikdw elektronéw, ktéry nazwat chlororespiracjg (ang.
chlororespiration).Proces ten ma co najmniej jedno ogniwo wspolne z PET - pule plastochi-
nonu.

Peltier i wsp. [32] stwierdzili w przetrzymywanych w ciemnosci komérkach Chlamydo-
monas zjawisko inhibicji pobierania tlenu po dwdch pierwszych btyskach (2 ps) Swiatta. Jak
wykazaty badania zzastosowaniem 180 2, inhibicja ta nie jest zwigzana z obnizeniem aktyw-
nosci uktadu rozktadajacego wode. Zahamowanie niecyklicznego fotosyntetycznego trans-
portu elektronéw przez DCMU nie wptywato na obnizenie pobierania tlenu. Wzrost stezenia
tlenu w $rodowisku stymulowat opisywany proces. Poniewaz nie byt on zaburzany przez
inhibitory oddychania mitochondrialnego (SHAM, 1jiM antymycyna A), a takze z powodu
bardzo krétkiego czasu, jaki uptywat pomiedzy btyskiem a obserwowanym zmniejszeniem
pobierania tlenu, autorzy okreslili to zjawisko jako efekt chlororespiracji. Dalsze badania
pozwolity ustali¢, ze wsp6lnym ogniwem PET i chlororespiracji jest pula plastochinonu [38].
Poniewaz nie stwierdzono wptywu okreslonych inhibitoréw (myksotiazolu, antymycyny A w
stezeniu 5 |iM) na aktywno$¢ PET w warunkach powodujgcych inhibicje chlororespiracii,
wykluczono mozliwos$¢ redukcji tlenu w reakcji Mehlera.

Zasugerowano réwniez udziat w procesie chlororespiracji jednego lub dwéch cytochro-
mow, ktérych obecno$¢ stwierdzili Rolfe i wsp. [40] w btonach tylakoidéw mutanta FI18
Chlamydomonas (pozbawionego kompleksu cytochroméw bé/f). Zostato to potwierdzone
przez Peltiera i Schmidta [33]. W preparatach uzyskiwanych z bton tylakoidéw Chlamydo-
monas hodowanego w warunkach niedoboru azotu stwierdzili oni duze iloci oksydoreduktazy



INTERAKCJE £ ANCUCHA ODDECHOWEGO Z FOTOSYNTETYCZNYM 429

NAD(P)H:PQ i wymienionych wyzej cytochroméw. Jednoczes$nie komérki glonu hodowane
w tych warunkach wykazywaty ok. 10-krotne zwiekszenie hamowania zuzycia tlenu po
pierwszych btyskach Swiatta.

Obserwowano tez degradacje 14C-glukozy do 14C 02w izolowanych chloroplastach Chla-
mydomonas reinhardtii. Proces ten byt hamowany przez znane inhibitory oddychania -
rotenon, SHAM, DBMIB, antymycyne A, NaN3i inne [45]. Potwierdza to udziat chlororespi-
racji w oksydacyjnym procesie rozpadu glukozy, poniewaz inne mozliwe procesy przeksztat-
cajagce ja w C02nie zawierajg ogniw wrazliwych na stosowane inhibitory.

Z danych przedstawionych wyzej wynikajednoznacznie, ze w chloroplastach Chlamydo-

monas funkcjonuje fotosyntetyczny i chlororespiracyjny transport elektronéw z pulg PQ jako
miejscem “skrzyzowania" obydwu tych szlakdw. Ogniwa chlororespiracji utleniajgce PQ
przez 0 2sgstabo poznane. Mozna zaproponowac schemat obejmujacy dwie rownolegte drogi
utleniania PQ z oksydazg cytochromowg wrazliwg na KCN i "alternatywng" wrazliwg na
SHAM, jak rowniez schemat, w ktérym opisane przez Rolfe i wsp. [40] cytochromy tworza
jedng sekwencje, przekazujaca elektrony z PQ na tlen [45]. Poza PET i postulowanym
oksydacyjnym transportem elektronéw, w chloroplastach Chlamydomonas stwierdzono réw-
niez obecnos$é dwu innych szlakdw transportu elektrondw zaleznych od obecnosci wolnego
wodoru w $rodowisku [20]. Pierwszy z nich, okreslany jako fotoredukcja, polega na redukcji
NADP kosztem H2 przy udziale hydrogenazy, po czym elektrony z powstatego NADPH sg
przekazywane na ferredoksyne i dalej wedtug schematu cyklicznego PET na PQ i PS 1, skad
przekazywane sg poprzez Fd i FNR na NADP+. Drugi proces, zwany reakcja tlenowodorowg
(ang. oxyhydrogen reaction) przebiega w ciemnosci i polega na przeptywie elektronéw z H2
do PQ w drodze opisanej dla fotoredukcji albo z hydrogenazy bezposrednio na kompleks
dehydrogenazy NADPH. Plastochinon jest nastepnie utleniany przez opisane wyzej oksydazy
przekazujgce elektrony na 02
Poniewaz zjawisko to prowadzi
réwniez do wigzaniaC 02,mozna
je uwaza¢ za chemosynteze.
Obydwa opisane procesy zacho-
dzg w obecnosci 0 2 i H2. Nato-
miast w warunkach
beztlenowych i na Swietle obser-
wuje sie wydzielanie przez Chla-
mydomonas wolnego wodoru;
powstaje on w wyniku "odwro-
tnego" przekazywania elek-
tronéw z ferredoksyny na
H+przy udziale hydrogenazy.

Na podstawie analizy wymia-
ny 160 2na 180 2przez Chlamydo-

monas Siltemeyer i wsp. [48] Rys. 3. Systemy transportu elektronéw w chloroplastach Chlamydo-
doszli do wniosku, ze w $rodo- monas reinhardtii (opracowano na podstawie publikacji [13, 20, 42]):
wisku alkalicznym (pH 8), gdy H2-aza - hydrogenaza, _QX' P_Q:OO- u!dad prze%n_oszqcy elektrony z
. plastochinonu na 0 2 (blizsze informacje w tekscie), pozostate ozna-
wymagany jest aktywny trans- czeniajak narys. 1i 2; nalezy podkresli¢, ze cytochrom c zastepuje
port HCO03~do komorki, dodat- plastocyjanine tylko w specyficznych warunkach, np. przy niedoborze

kowym procesem miedzi w srodowisku
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zaangazowanym w produkcje ATP jest fotosyntetyczny transport pseudocykliczny: elektrony
zPS | sgprzekazywane na 0 2, apowstajgce rodniki ponadtlenkowe ulegajg dysmutacji. Szlaki
transportu elektronéw w chloroplastach Chlamydomonas przedstawiono na rysunku 3.

Oksydacyjny transport elektronéw u zielenic i innych glonéw eukariotycznych poza
Chlamydomonas i Chlorella byt badany u prymitywnej zielenicy Mantoniella squamata
(Prasinophyceae) [50]. Przypadek ten jest ciekawy ze wzgledu na wystepowanie w PET obok
plastocyjaniny réwniez cytochromu c, ktérego obecnos¢ powoduje, ze wspdlnymi ogniwami
fotosyntetycznego i oksydacyjnego transportu elektronéw sg takze kompleks cytochromow
bejt i cytochrom c, podobnie jak u sinic. Stwierdzono, ze cytochrom ¢ moze wystepowac w
warunkach silnego niedoboru miedzi obok lub zamiast plastocyjaniny réwniez w chloropla-
stach innych zielenic - Chlamydomonas reinhardtii [13] i Pediastrum boryanum [26].

Rola fizjologiczna chlororespiracji u zielenic byta badana przez Gfellera i Gibbsa [11].
Stwierdzili oni, ze jest to proces zaangazowany m.in. w utlenianie rownowaznikéw redukcyj-
nych, powstajacych przy procesach przenoszenia weglowodanéw z chloroplastéw do cyto-
plazmy.

b. ROSLINY WYZSZE

U roslin wyzszych zjawisko oksydacyjnego transportu elektronéw w chloroplastach ijego
powigzania z transportem fotosyntetycznym jest stabo poznane. W izolowanych chloropla-
stach szpinaku Singh i wsp. [45] wykazali obecno$¢ procesu powodujacego rozktad fruktozy
do C 02, wrazliwego na inhibitory, takie jak: rotenon, SHAM, DBMIB, antymycyne A, NaN3.
Wskazuje to na obecnos$é w chloroplastach przeno$nikow elektrondéw zwigzanych z oksydacjg
NAD(P)H - dehydrogenaz NAD(P)H:PQ, oksydaz koricowych (wrazliwych na SHAM i
NaN3) oraz na udziat w tym procesie PQ i cytochromow wrazliwych na antymycyne A. Asada
i wsp. badajac wielko$é puli elektrondw uczestniczacych w cyklicznym transporcie elektro-
néw wykazali, ze u roélin C3 pula ta wynosi 12-28 elektronéw na P700 [3], natomiast w
roslinach C4 ocenili jg na ok. 225 [4]. lloSci te znacznie przekraczajg ilosci elektronow
czynnych w "klasycznym" modelu cyklicznego transportu elektronéw. Na tej podstawie
autorzy ci sugeruja, ze w cyklicznym transporcie elektronéw uczestniczy NADP(H) i de-
hydrogenaza NADPH, a u roélin C4 dodatkowo réwniez pula fosforanéw tiioz. Wskazuje to
na obecnos¢ enzymow utleniajacych rownowazniki redukcyjne w uktadzie fotosyntetycznym.

Garab i wsp. [9] badali interakcje miedzy fotosyntetycznym i oksydacyjnym transportem
elektrondw u roslin dwulisciennych obserwujac efekt elektrochromowy, zmiany spektralne
kompleksu cytochromoéw b6/f oraz stopien redukcji puli plastochinonu. Obecnos$¢ w srodowi-
sku reakcji 0,5-5 mM KCN powodowata zwiekszenie zaréwno efektu elektrochromowego,
jak i aktywnosci kompleksu cytochromdw b6/f, niezaleznie od aktywnosci PSU. Obserwowa-
no réwniez zwiekszenie stopnia redukcji puli PQ pod wptywem SHAM. W izolowanych
chloroplastach po dodaniu inhibitora PSIlI (DCMU) i donora elektronéw (HS03- lub askor-
binian) obserwowano wzrost aktywnosci PSI o ok. 40% po dodaniu KCN. Wykazano réwniez
zwiekszenie ilosci aktywnych centréw reakcji PS1 w protoplastach poddanych dziataniu KCN,
niezaleznie od stanu funkcjonalnego PSII.

Na podstawie przedstawionych faktdw mozna wiec zaproponowaé wystepowanie w
chloroplastach roslin wyzszych oksydacyjnego uktadu przenos$nikéw elektronéw, ktéry przy-
pominatby uktad funkcjonujgcy w chloroplastach zielenic: dehydrogenazy NAD(P)H przeka-
zuja elektrony na PQ, ktéry jest ogniwem wspdlnym z transportem fotosyntetycznym. Z puli
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PQ elektrony sg przenoszone, zapewne przez nieznane jeszcze przenosniki, na koncowe
oksydazy wrazliwe na inhibitory oksydaz mitochondrialnych i w koncu na tlen. Nie jest znana
rola fizjologiczna tego procesu. Garab i wsp. [9] stwierdzili w rozwijajacych sie lisciach
intensywne pobieranie tlenu w ciemnosci, ktdre w czesci przypisujg procesom oksydacyjnym
w chloroplastach. Moze to sugerowac udziat tego procesu w transporcie rownowaznikow
redukcyjnych przez btony chloroplastéw, podobnie jak u zielenic.

IV. PODSUMOWANIE

U sinic i niesiarkowych bakterii purpurowych wykryto ogniwa wspdlne dla fotosyntetycz-
nego i oddechowego systemu transportu elektronéw. W chloroplastach zielenic i roslin
wyzszych stwierdzono zjawisko oksydacyjnego transportu elektronéw, nazwane chloro-
respiracja, wykazujace réwniez wspélne ogniwa z fotosyntetycznym transportem elektronéw.
We wszystkich badanych przypadkach wspdlnym ogniwem jest pula chinonu, u bakterii -
ubichinon, u pozostatych - plastochinon.

W komdrkach purpurowych bakterii niesiarkowych (Rhodospirillaceae) zachodzi cykli-
czny transport elektronéw wokot centrum reakcji fotochemicznej przy udziale ubichinonu,
kompleksu cytochroméw b/cj i cytochromu c2 Ta sama pula ubichinonu moze tez byé
redukowana elektronami z dehydrogenazy NADH oraz utleniana albo przez uktad: cytochrom
b/Cj, cytochrom c2, oksydaza cytochromu c, albo przez oksydaze alternatywng (oksydaze
ubichinonu - cytochrom b250).

U sinic i w chloroplastach eukariontdéw pula plastochinonu, zredukowana uprzednio przez
PSU lub dehydrogenazy NAD(P)H, jest utleniana przez kompleks cytochromoéw b6/f lub przez
"alternatywna" oksydaze koricowa niewrazliwg na KCN. Jezeli kompleks cytochromowy bé/f
jest utleniany przez plastocyjanine, to dalej zachodzi fotosyntetyczny transport elektronéw.
Jezeli natomiast w miejscu plastocyjaniny wystepuje cytochrom c, jak ma to miejsce u
niektérych sinic i prymitywnych zielenic, a takze przy niedoborre miedzi, to elektrony moga
by¢ przekazywane albo na PSI, albo do koincowej oksydazy cytochromu c. By¢ moze jest to
powodem zastgpienia w uktadach fotosyntetycznych cytochromu c przez plastocyjanine.

U niektorych sinic stwierdzono dziatanie oksydoreduktazy ferredoksyna:NADPjako dehy-
drogenazy oddechowej. Moze to potwierdzac hipoteze o pochodzeniu tancucha oddechowego
z fotosyntetycznego systemu transportu elektrondw [29]. Zjawisko chlororespiracji w chloro-
plastach wydaje sie by¢ pozostatoscig szlaku oddechowego przodkéw sinic, z ktérych przez
endosymbioze powstaty chloroplasty. Szlak ten ulegt prawdopodobnie uwstecznieniu w
procesie ewolucji.
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MUTANTY FITOCHROMOWE W BADANIACH MECHA-
NIZMOW FOTOMORFOGENEZY ROSLIN

PHYTOCHROME MUTANTS IN PLANT
PHOTOMORPHOGENESIS MECHANISMS INVESTIGATIONS

Andrzej TRETYN, Jan KOPCEWICZ

Zaktad Fizjologii i Morfogenezy Roslin, Instytut Biologii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika, Torun

Streszczenie. Fitochrom jest chromoproteing wystepujaca w dwdch spektralnie odmiennych formach: Pr - absorbu-
jacej $wiatto czerwone i Pfr- pochtaniajacej swiatto dalekiej czerwieni. U roslin wyzszych fitochrom kodowany jest
przez matg rodzine genéw. Wystepujacy w tkankach etiolowanych roslin fitochrom labilny (phyA) kodowany jest
przezgenphyA. Ciggle matojest wiadomo natemat produktu transkrypcji genuphyB, kodujacego czasteczki barwnika
funkcjonujacego w tkankach roslin zielonych (tzw. fitochrom stabilhy, phyB). Bardzo uzytecznym *narzedziem"
pomocnym w badaniach biologicznej funkcji kazdej z form fitochromu sg fitochromowe mutanty oraz rosliny
transgeniczne. Mutanty fitochromowe mozna zakwalifikowa¢ do dwdch podstawowych grup: 1) mutanty pozbawione
fitochromu lub majace fitochrom o zmienionej budowie, 2) rosliny, u ktérych r6zne mutacje prowadza do zaktdcen
w funkcjonowaniu tancucha transdukcji sygnatu $wietlnego. Badania prowadzone z uzyciem mutantéw fitochromo-
wych i fitochromowych roslin transgenicznych wskazuja, ze phyA petni gtéwna role w procesie deetiolacji roslin,
podczas gdy phyB reguluje procesy wzrostowe u roslin zielonych.

Stowa kluczowe: fitochrom,mutanty fitochromowe, fitochromowe rosliny transgeniczne

Summary. Phytochrome is a chromoprotein that exists in two spectrally distinct, photoreversible forms: Pr, the red
absorbing form, and Pfr, the far-red absorbing form. In higher plants phytochrome is encoded by a small multigene
family. PhyA encodes the well-characterized etiolated-tissue labile phytochrome (phyA). The product of the phyB,
which has properties resembling those of green tissue (stable phytochrome; phyB) is as yet poorly characterized. To
assign biological function of each of the molecular species of phytochrome, phytochrome mutants and transgenic
plants would be of great help. There are two basic classes of phytochrome mutants: 1) phytochrome mutant either
lacking or having a modified photoreceptor, and 2) phytochrome transduction chain mutants modified in some part
of transduction chain leading to the array of physiological responses under its control. On the basis of studies with
phytochrome mutants and transgenic plants, it is most likely that phyA plays a major role in the greening process
whereas phyB regulates growth and developmental responses of green plants.

Key words: phytochrome, phytochrome mutants, phytochrome transgenic plants.

Wykaz stosowanych skrotéw: P - fitochrom; Pr - forma fitochromu pochtaniajgca $wiatto czerwone; Pfr - forma
fitochromu pochtaniajaca Swiatto dalekiej czerwieni; R - $wiatto czerwone; FR - $wiatto dalekiej czerwieni; phyA
- fitochrom labilny; phyB —fitochrom stabilny; EOD-FR (ang. End-Of-Day-FR) —koricowodniowe naswietlanie
daleka czerwienia.
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1. FITOCHROM W KONTROLI WZROSTU | ROZWOJU ROSLIN

Whplyw energii $wietlnej na organizmy roslinne jest bardzo zréznicowany. Ogdlnie jest
znane wykorzystanie energii stonecznej przez system chlorofilowy w celu syntezy zwigzkow
organicznych. Swiatto odgrywa jednak réwniez decydujaca role w procesach wzrostu i
rozwoju roslin. Pod terminem fotomorfogeneza przyjmuje sie niezalezny od fotosyntezy
wplyw Swiatta na wzrost, rozwdj i réznicowanie sie roslin. Procesy fotomorfogenetyczne
zachodzg podczas catego cyklu zyciowego rosliny i obejmujg dojrzewanie i kietkowanie
nasion, wzrost todygi, powiekszanie sie lisci, rozwoj chloroplastéw, synteze chlorofilu oraz
wielu waznych zwigzkéw organicznych, jak réwniez kwitnienie, owocowanie i starzenie sie
roslin [25]. Swiatto modyfikuje normalny, wynikajacy z realizacji programu genetycznego
wzrost i rozwo6j roélin. Rosliny reaguja na szeroki zakres $wiatta, od bliskiego ultrafioletu
poczynajac, a na dalekiej czerwieni konczac. Procesy indukowane u roélin przez Swiatto
czerwone i daleka czerwien kontrolowane sg przez fitochrom. Obecno$¢ tego fotoreceptora
stwierdzono u przedstawicieli wszystkich dotad przebadanych roslin nizszych i wyzszych.
Poniewaz fitochrom, poza czerwienig i dalekg czerwienig, absorbuje rowniez w zakresie
Swiatfa niebieskiego i bliskiego ultrafioletu, w pewnych typach reakcji barwnik ten moze
petni¢ rowniez funkcje receptora promieniowania krétkofalowego. Oprécz fitochromu u
roslin stwierdzono obecnos¢ fotoreceptorow absorbujacych Swiatto niebieskie i bliski ultra-
fiolet. Najlepiej poznanym z nich jest kryptochrom, ktdry wystepuje w komoérkach grzybéw,
roslin nizszych i wyzszych [45].

Fitochrom wystepuje w dwoch, réznigcych sie wiasciwosciami spektralnymi, lecz wza-
jemnie fotoodwracalnych formach molekularnych: Pr i Pfr. Pierwsza z tych form absorbujac
Swiatto czerwone przeksztatca sie w drugg i odwrotnie, Pfr pod wptywem dalekiej czerwieni
ulega konwersji do Pr. Tylko forma Pfr fitochromu jest fizjologicznie aktywna [44].

Fitochrom jest chromoproteing zbudowang z otwartej, tetrapirolowej grupy chromoforo-
wej i w zaleznosci od gatunku rosliny 116-128-kilodaltonowego polipeptydu. W przypadku
najlepiej dotad poznanej czasteczki fitochromu owsa w sktad jego domeny biatkowej wchodzi
1128 aminokwaséw. Grupa chromoforowa potgczona jest z biatkiem fitochromu poprzez
wigzanie tioeterowe przy 321 aminokwasie tancuchapolipeptydowego [44]. Natywna czaste-
czka fitochromu jest homodimerem, ktérego podjednostki wigza si¢ ze soba poprzez wigzania
jonowe i sity elektrostatyczne [44].

Fitochrom jest syntetyzowany w ciemnosci w formie Pr, ktéra akumulowana jest w
tkankach roslin etiolowanych. Ta forma barwnika jest jedynie trwata w ciemnosci. Naswiet-
laniu rosliny R towarzyszy fotokonwersja Pr do Pfr i szybko postepujaca destrukcja fitochro-
mu. Niemniej jednak nawet u roslin rosnacych na ciaggtym Swietle obserwuje sie obecno$é
statego, niskiego poziomu P (ok. 5% w pordwnaniu do ilosci fitochromu wystepujacego w
tkankach etiolowanych roslin). Bioragc za podstawe tempo degradacji fitochromu wyrédzniono
dwiejego fizjologiczne formy: labilng- oznaczongjako phyA i stabilng - okreslangjako phyB
[42]. Analiza komplementarnych do mRNA odcinkéw DNA (tzw. cDNA) potwierdzita
mozliwo$¢ istnienia u kilku przebadanych gatunkéw roslin odmiennych transkryptéw kodu-
jacych biatkowe sktadniki (oznaczane jako PHYA i PHYB) obu wymienionych typéw
fitochromu. Wykazano ponadto, ze u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) mogg
funkcjonowaé co najmniej trzy rézne geny: phyC, phyD iphyE kodujace odmienne fitochromy
[40]. W genomie owsa stwierdzono natomiast wystepowanie wielu kopii genu phyA koduja-
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cego izoformy phyA [16]. Obecnie uwaza sig, ze uroslin funkcjonuje niejeden a kilka typéw
fitochromow.

Swiatto wywiera znaczacy wptyw na rozwoéj rosliny ijej wewnatrzkomérkowy metabo-
lizm. Siewki etiolowanych (wyrostych w ciemnosci) roslin dwulisciennych charakteryzuja sie
wydtuzonym hypokotylem, matymi, zwinigetymi lisémi, obecnoscig etioplastéw oraz niskim
lub zerowym poziomem ekspresji gendw jadrowych kodujacych biatka chloroplastowe: biatko
wiazace chlorofil a-b (LHCP) i matg podjednostke karboksylazy rybulozobisfosforanowej
(RBCS) [48]. Z drugiej strony rosliny rosnace na $wietle maja krétkie hypokotyle oraz w petni
rozwiniete liscie. Ponadto ekspresja genéw kodujacych dwa wyzej wymienione biatka (LHCP
i RBCS) ulega u roslin rosngcych na Swietle ponad 100-krotnej stymulacji w pordwnaniu do
rodlin etiolowanych [46]. Przestawienie sie rosliny z rozwoju w ciemnosci (skotomorfogene-
za) do przebiegajacego na Swietle (fotomorfogeneza) jest szybkie, lecz proces ten moze ulec
zahamowaniu, a nawet czesciowemu odwréceniu w wyniku przeniesienia siewki ponownie
ze Swiatta do ciemnosci (reetiolacja lub ciemniowa adaptacja).

Oprocz procesu deetiolacji (zielenienia) fitochrom reguluje catoksztatt procesow wzrostu
i rozwoju w trakcie ontogenezy roslin. Biorgc pod uwage, ze u roslin wyzszych P wystepuje
w dwoch formach molekularnych, a kazda z nich moze by¢ reprezentowana przez kilkajego
odmiennych typéw, poznanie mechanizmu dziatania fitochromu jest zadaniem niezwykle
skomplikowanym.

Wiaczenie do badan nad procesami fotomorfogenezy naturalnie pojawiajacych sie i
sztucznie uzyskiwanych mutantéw fitochromowych oraz fitochromowych roslin transgenicz-
nych daje nadzieje na dalszy postep w zrozumieniu roli i mechanizmu dziataniaréznych form
fitochromu.

2. MUTANTY FITOCHROMOWE

Pierwszy potencjalny mutant fitochromowy zostat wykryty ponad 10 lat temu w pracowni
C.J.P. Spruitaprzez M. Koomneefai innych [23]. U czesci siewek, wyrostych z naswietlanych
promieniowaniem X nasion Arabidopsis thaliana nie stwierdzono hamujacego wptywu $wiat-
tabiatego nawydtuzanie sie ich hypokotyli. Mutanty te, oznaczone jako hy (od ang. hypocotyl),
swym pokrojem przypominaly etiolowane siewki Arabidopsis.

Mutanty fitochromowe podzieli¢ moznana dwie zasadnicze grupy: 1) mutanty charaktery-
zujace sie zmieniong budowa czasteczek fotoreceptora oraz 2) mutacje dotyczace réznych
elementéw indukowanego przez $wiatto i regulowanego przez P faficucha transdukcji sygnatu
[20]. Ponadto w pierwszym przypadku mozna rozgraniczy¢ mutacje dotyczace phyA lub

phyB.

2.1. MUTACJE DOTYCZACE FITOCHROMU LABILNEGO (phy-A)

Do tej grupy nalezg mutanty hyl, hy2, hy6 i hy8 Arabidopsis [9, 20, 37] oraz au (aurea)
pomidora [3, 4] (tab. 1). Rosngce w ciemnosci siewki tych mutantéw nie odbiegajg w
wygladzie od siewek form dzikich. Jednakze ich przeniesieniu na $wiatto nie towarzyszy
zahamowanie wzrostu hypokotyli, synteza chlorofilu i akumulacja antocyjanin (u au). Doj-
rzate okazy omawianych mutantéw sg wyzsze od form dzikich (np. au), ponadto w stosunku
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do nich charakteryzuja sie wzmozong dominacjg wierzchotkowa wytwarzaniem mniejszej
ilosci z6to-zielonych lisci oraz przedwczesnym zakwitaniem [7]. Obnizona zawarto$¢ chlo-
rofilu u hy i au wynika z ograniczonej ekspresji genéw kodujacych biatko wigzace chlorofil
(LHCP).

Spektrofotometrycznie wykazano, ze w etiolowanych siewkach au nastepuje ok. 95-
procentowe obnizenie zawartosci fitochromu w pordwnaniu do siewek pomidora dzikiego
[24]. Doswiadczenia przeprowadzone z uzyciem przeciwciat skierowanych przeciw phyA
potwierdzity wyniki badan spektrofotometrycznych [41]. Parks i Quail [32] wykryli, ze u
dwadch, sposrdd trzech badanych linii mutanta hy8 Arabidopsis nie wystepuje phyA, podczas
gdy poziom phyB i phyC jest podobnyjak u form dzikich. W przeciwienstwie do hy8 mutanty
Arabidopsis typu hyl i hy2 charakteryzujg sie normalnym poziomem biatkowego sktadnika
phyA [32].

Jak dotad, nie znany jest molekularny mechanizm obnizenia poziomu phyA (hy6, hy8 i
au) lub utraty biologicznej aktywnosci (hyl, hy2) umutantéw Arabidopsis i pomidora. Wydaje
sie, ze omawiane mutacje sg wynikiem btedow powstajacych badz to podczas syntezy grupy
chromoforowej, badz na etapie przytgczania chromoforu do apoproteiny. Parks i Quail [31]
wykazali, ze egzogenne podawanie biliwerdyny 1Xg prekursora grupy chromoforowej P,
powodowalo, iz u mutantéw hyl i hy2 pojawiat sie spektrofotometrycznie i immunochemicz-
nie wykrywalny phyA. Tak traktowane mutanty charakteryzowaty sie podobnym poziomem
fitochromu labilnego jak roéliny dzikie. Fitochrom ten wykazywat normalne fotochemiczne
wiasciwosci (ulegat fotokonwersjom), jak réwniez podlegat stymulowanej przez Swiatto
destrukcji. Sugeruje sie, ze mutacje typu long hypocotyl powstajg w wyniku zahamowania,
przed etapem powstawania biliwerdyny IXa, biosyntezy grupy chromoforowej [31]. Oczywi-
Scie, brak obecnosci grupy chromoforowej hamujgco rowniez wptywa na poziom syntezy
phy-B i przebieg proceséw regulowanych przez stabilng pule fitochromu. Okazato sie, ze
jedynie mutanty hyl i hy3 Arabidopsis nie wykazuja wrazliwosci na EOD-FR, proces regulo-
wany przez phy-B. Z drugiej strony zardwno u mutanta a« pomidora [3], jak i hy8Arabidopsis
[32] EOD-FR powodowato stymulacje wzrostu elongacyjnego hypokotyli w poréwnaniu do
siewek tych mutantéw nie traktowanych dalekga czerwienia.

2.2. MUTACJE DOTYCZACE FITOCHROMU STABILNEGO (phy-B)

Jednym ze zjawisk kontrolowanych przez stabilng pule fitochromu (phyB) jest tzw. efekt
koncowego naswietlania daleka czerwienig (EOD-FR). Jezeli siewki rosngce na normalnym
fotoperiodzie (Swiatto-ciemno$¢ lub dzieri-noc), tuz przed przeniesieniem do ciemnosci na-
Swietla sie FR, to po kilku takich cyklach traktowane FR rosliny sg znacznie wyzsze niz
kontrolne. Spowodowane jest to tym, ze na $wietle (w trakcie dnia) funkcjonuje tylko phyB,
w hamujacej wzrost elongacyjny formie Pfr. Jezeli przed okresem ciemnosci (noca) rosliny
naswietli sie FR, nastepuje fotokonwersja Pfr do Pr. Rosliny wchodzac w okres nocy nie maja
wiec hamujacej wzrost formy Pfr phyB, co w konsekwencji powoduje réwniez przyspieszenie
akumulacji Pr phyA (phyB Pfr poprzez sprzezenie zwrotne hamuje transkrypcje phyA).
Wszystko to prowadzi do podwyzszenia tempa wzrostu rosliny [25]. W warunkach natural-
nych sytuacja taka moze wystepowaé podczas zacienienia jednych roslin przez inne (tzw.
reakcja baldachimowania) [11], poniewaz filtracja Swiatta poprzez liscie (pochianianie czer-
wieni) roslin wysokich prowadzi do relatywnego zwiekszenia ilosci dalekiej czerwieni (w
stosunku do czerwieni) docierajacej do roslin rosngcych nizej.
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Stosowanie EOD-FR stuzy m.in. do selekcjonowania mutacji dotyczacych stabilnej puli
fitochromu.

Do tej pory poznano kilka mutantéw phy-B. W$rdd nich najlepiej scharakteryzowanymi
jest mutant hy3 u Arabidopsis [23, 37, 42] i Ih u ogorka [1, 22, 26-28] (tab. 1). Wykryta u
ogorkamutacja (Ih- od ang. long hypocotyl) prowadzita do nadmiernego wzrostu hypokotyla
siewek rosnacych na biatym $wietle [22,39]. Zaréwno mutanty Ih, jak i rosliny typu dzikiego
sg podobne do siebie pod wzgledem szybkosci kietkowania, tempa wzrostu hypokotyli w
ciemnosci i fotoodwracalnego wptywu R/FR na ten proces oraz zawartosci fitochromu w
nasionach i etiolowanych siewkach [1,33]. R6znice miedzy omawianym mutantem a ro$lina-
mi typu dzikiego daja sie dopiero zauwazy¢ podczas procesu deetiolacji i w czasie wzrostu
siewek na Swietle. W przeciwienstwie do form dzikich mutanty Ih nie wykazuja wrazliwosci
(hamowania wzrostu) na $wiatto biate czy czerwone i brak jest fotoodwracalnego wptywu
R/FR na kontrole wzrostu hypokotyli [1]. Ponadto nie reagujg na EOD-FR oraz zawierajg
zmniejszong ilos¢ chlorofilu [2, 26]. Na podstawie szeregu obserwacji Peters i inni [35]
zaproponowali, ze u ogérka mutacja lh dotyczy stabilnego fitochromu. Sugestie te zostaty
bezposrednio potwierdzone przez Lopez-Jueza i in. [28]. Z biblioteki cDNA tytoniu wyizolo-
wano sekwencje DNA homologiczng do phyB. Na jej podstawie w komorkach Escherichia
coli uzyskano C-koricowy, 677 aminokwasowy fragment PHYB, ktory postuzyt do wypro-
dukowania przeciwciat monoklonalnych. Stosujac jedno z takich przeciwciat (mATI) wyka-
zano, ze w przeciwienstwie do form dzikich mutant lh nie produkuje biatkowego skfadnika
phyB [28]. Jednoczes$nie stosujac przeciwciata specyficzne wzgledem PHYA wykazano, ze
w etiolowanych siewkach form dzikich i zmutowanych wystepuje podobna zawartos$¢ biatko-
wego sktadnika fitochromu labilnego, ktéry ulega zaleznej od $wiatta destrukcji [28].

Mutacje wloci/ podobne do Ihogorka wykryto u grochu [29]. Etiolowane lub traktowane
FR siewki mutanta byty podobne do roslin typu dzikiego, lecz charakteryzowatly sie znacznie
dtuzszymi miedzywezlami w przypadku, gdy ich wzrost odbywat sie na biatym, czerwonym
lub niebieskim $wietle. Liscie /v zawieraty mniej chlorofilu, a chloroplasty mniejsza ilo$¢ gran
i podwyzszong zawarto$¢ ziam skrobiowych w poréwnaniu do roélin typu dzikiego. Przy
uzyciu metod spektrofotometrycznych i immunochemicznych wykazano, ze mutanty maja
podobng ilos¢ phyA, phyB oraz biatkowego skfadnika obu form fitochromu jak odmiany
dzikie. Siewki Iv nie reagowaty na EOD-FR [29].

Mutacja w loci hy3 prowadzi do wielu zaburzeh rozwojowych u Arabidopsis. U tego
mutanta w pordwnaniu do roslin typu dzikiego zaobserwowano obnizenie sity kietkowania
[10], znacznie dtuzsze pedy i komdrki wtosnikowe korzeni [37], obnizong zawarto$¢ chloro-
filu [9], wczesniejsze wytwarzanie zawigzkdw kwiatowych [15], jak réwniez brak reakcji na
EOD-FR.

Przy pomocy wektora pET-3c Somers i inni [42] wprowadzili do komoérek E. coli cDNA
zawierajace sekwencje phyA, phyB i phyC wyizolowane z siewek Arabidopsis thaliana.
Uzyskane tg drogg biatka (PHYA, PHYB i PHYC) postuzyly do produkcji odpowiednich
przeciwciat monoklonalnych. Przy ich uzyciu wykazano, ze naswiedaniu etiolowanych roslin
typu dzikiego towarzyszy 200-krotny spadek ilosci zawartego w nich fitochromu labilnego
(phyA). W etiolowanych siewkach Arabidopsis stwierdzono réwniez obecnos$¢ fitochromu
typu phyB i phyC (stabilne formy barwnika), lecz ich zawarto$¢ nie ulegta zmianie w wyniku
naswietlania siewek R. W tkankach etiolowanych siewek mutanta hy3 stwierdzono podobng
zawarto$¢ odpowiedniego mRNA i biatka PHY A jak u ro$lin typu dzikiego. W obu przypad-
kach odnotowano réwniez zblizong zawarto$¢ PHYC. W przeciwieAstwie do wymienionych
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TABELA 1. Charakterystyka mutantéw fitochromowych; symbolami "+" i okreslano obecnosé¢
immunochemicznie wykrywalnego biatkowego sktadnika fitochromu (PHY-A i PHY-B); w nawiasach w podobny
sposéb zaznaczono obecno$¢ w badanych mutantach fizjologicznie aktywnej labilnej (phy-A) i stabilnej (phy-B)
formy fitochromu; skrét nb - nie badano (na podstawie [1, 3, 6, 7, 13, 20-24, 26-28, 31-35, 41, 42])

Roslina M*  Fenotyp PHY-A PHY-B

(phy-A) (phy-B)
Rzodkiewnik (Arabi- hyl  dtugi hypokotyl u siewek rosnacych na $wietle, + (-) + (nb)
dopsis thaliana L.) biatym, siewki o zétto-zielonym zabarwieniu, pod-

wyzszona dominacja wierzchotkowa, wczesniejsze
zakwitanie; brak wrazliwosci na EOD-FR

hy2  jak hyl, bardziej zielone +(-) + (nb)
hy3  jak hyl, stabe kietkowanie nasion, dtugie komorki + (+) -(nb)
wiosnikowe korzeni
hy6  jak hyl, wrazliwy naEOD-FR +(-) + (nb)
hy8  diugi hypokotyl u siewek rosnacych w Swietle da- - (-) +(+)
lekiej czerwieni
Groch (Pisum sativum v wydtuzone migdzywezla u rodlin rosngcych na bia-  + (+) +(-?)
L.) tym, czerwonym i niebieskim S$wietle, obnizona

zawarto$¢ chlorofilu

Kapusta (Brassica ra-  ein wydtuzone migdzywezla, podwyzszona zawarto$¢ + (+) +(-?)
palL.) kwasu giberelowego

Ogorek (Cucumis sati-  |h dtugi hypokotyl u siewek rosnacych nabiatym swie-  + (+) - ()
vus L.) tle

Sorgo (Sorghum bico- ~ ma3R wydtuzony ped, stabo rozwinigte blaszki lisciowe, + (+) -? (nb)
lor L. Moench) podwyzszona zawarto$¢ giberelin, zakwitanie nie-

zalezne od fotoperiodu

Pomidor (Lycopersi- au dtugi hypokotyl u roslin rosnacych na biatym swie- _(-) + (+)
con esculentum L.) tle, obnizona zawarto$¢ antocyjanin i chlorofilu,
z6tto-zielony kolor siewek

* M - nazwa mutanta

typow fitochromu zaréwno poziom mRNA kodujacego biatko fitochromu B, jak i zawartos¢
biatkowego sktadnika phyB byty zdecydowanie nizsze (0 95-98%) u mutanta hy3 niz u roslin
typu dzikiego. Na podstawie przedstawionych wynikéw Somers i in. [42] sugeruja, ze mutacja
w loci hy3 dotyczy genu kodujgcego jedng ze stabilnych form fitochromu - phyB.

Przypuszczenie to zostato potwierdzone przez Reeda i in. [37], ktérzy dokonali porow-
nania zsekwencjonowanych przez nich phyB (zbudowanego z 3 egzonéw i 2 introndw) i
cDNA kilku odmiennych mutantéw hy3. Okazato sig, ze cztery sposrdd pieciu badanych
mutacji dotyczyto pojedynczych substytucji zachodzgcych w pierwszym egzonie phyB. W
trzech przypadkach punktowe mutacje prowadzity do powstaniakodonéw typu STOP. Czwar-
ty rodzaj mutacji polegat na zamianie kodonu histydynowego na tyrozynowy. Wszystkie
cztery wymienione mutacje uzyskano w wyniku traktowania nasion Arabidopsis roztworem
metanosulfonianu etylowego (EMS). Piatg z opisanych mutacji otrzymano w wyniku wpro-
wadzenia T-DNA pomiedzy sekwencje wchodzace w sktad trzeciego egzonu i odcinek lezacy
poza genem phyB [37]. Omawiane wyniki badan sg pierwszymi bezpos$rednimi dowodami
wskazujacymi, ze mutanty fitochromowe mogg powstawa¢ w wyniku zmian na poziomie
genéw kodujacych odpowiednie typy fitochroméw (w tym przypadku phyB).
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Poza ogdrkiem i Arabidopsis mutacje dotyczace stabilnej formy fitochromu wykryto u
Brassica rapa [13] i sorgo [6] (tab. 1).

Pierwsza z wymienionych mutacji (ein od ang. elongated internode) prowadzita m.in. do
utraty wrazliwosci siewek na EOD-FR oraz zaniku immunologicznie wykrywalnego PHYB
[13]. Mutanty sorgo (ma3R) charakteryzowaty sie wydtuzonymi pedami, podwyzszong za-
wartoscig kwasu giberelowego oraz niezaleznym od fotoperiodu zakwitaniem [6].

2.3. MUTACJE DOTYCZACE tANCUCHA TRANSDUKCJI SYGNALU

Poznano szereg mutacji, ktore bezposrednio nie wptywajac na poziom fitochromu labilne-
go i stabilnego maja jednak zasadniczy wptyw na przebieg indukowanych przez fitochrom
proceséw fotomorfogenezy (tab. 2). Niektore z tych mutacji, jak np. hp (od ang. highpigment)
[4, 33] ujawniajg sie w obecnosci Swiatta, inne natomiast dajg o sobie zna¢ w etiolowanych
siewkach. Wiele mutacji typu det (od ang. deetiolated) [7-9] i cop (od ang. constitutively
photomorphogenie) [12, 17, 48] u Arabidopsis oraz mutacja lip (od ang. light-independent
photomorphogenesis) u grochu [14] prowadzg do unikalnej inicjacji proceséw morfogenezy
bez udziatu Swiatta. Wyroste w ciemnosci siewki charakteryzujg sie krotkim hypokotylem i
rozwinietymi liscieniami (u Arabidopsis) oraz obecnoscig antocyjanin badz krétkim epikoty-
lem i rozwinietymi lis¢émi (u grochu). Ponadto w ich tkankach obserwuje sie podwyzszong
ekspresje jadrowych gendw cab, rbcS, chs ifedA kodujacych odpowiednio biatko wigzace
chlorofil (LHCP), matg podjednostke karboksylazy rybulozobisfosforanowej (SSU) oraz
czasteczki syntazy chalkonowej (CHS) i ferredoksyny typu A [7-9, 14]. U wymienionych
mutantéw nie obserwuje sie obecnosci chlorofilu (ostatni etap syntezy tego barwnika jest
reakcjq fotochemiczng wymagajaca udziatu Swiatta), stad maja z6tte zabarwienie. Po przenie-
sieniu lipl na Swiatto rejestruje sie w jego tkankach znacznie szybsze tempo akumulacji
chlorofilu niz u form niezmutowanych grochu [14]. Jedynie u mutantéw copl [12], cop9 [48],
detl [8, 9] i lipl [14] dochodzi w ciemnosci do réznicowania sie plastydéw, co uwidacznia
sie w postaci rozwoju systemu bton tylakoidalnych. U innych roélin rozw¢j tych struktur
komdrkowych zatrzymany jest na etapie proplastydéw [7,17].

Spontaniczna mutacja prowadzaca do wzmozonej syntezy chlorofilu i antocyjanin u
pomidora znanajestjuz od kilkudziesieciu lat [33]. Etiolowane siewki tego mutanta, okresla-
nego jako hp (od ang. high pigment), nie réznig sie od wyrostych w ciemnosci roslin typu
dzikiego. Po ich przeniesieniu na $wiatto obserwuje sie zahamowanie wzrostu elongacyjnego
hypokotyli, podwyzszong w nich zawarto$¢ antocyjanin [4, 33], wzrost zawartosci chlorofilu
w lisciach i niedojrzatych owocach. Z drugiej strony dojrzate owoce hp sa bardziej czerwone
od owocow roslin typu dzikiego [33]. Jest to spowodowane wyzszg w nich zawartoscia
likopenow i karotenoidéw. Zaréwno w etiolowanych, jak i zielonych siewkach hp obserwuje
sie podobng zawartos¢ fitochromu jak u form niezmutowanych pomidora [20]. Uwaza sig, ze
mutacja w loci hy prowadzi do wzrostu wrazliwosci roslin na dziatanie Swiatta oraz stymuluje
procesy regulowane przez fitochrom stabilny [33].

Pozasiewkami lipl, wktorych stwierdzasie kilkudziesiecioprocentowy spadek zawartosci
fitochromu w pordwnaniu z formami dzikimi [14], u innych typéw omawianej grupy mutan-
tow nie obserwuje sie zmian w zawartosci P [7]. Tak wiec sg to mutanty regulowanego przez
fitochrom szlaku transdukcji sygnatu.
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U niektdrych z nich obserwuje sie réwniez pewne anomalia rozwojowe. Na przykiad
mutacja w loci cop9 prowadzi do kartowacenia siewek Arabidopsis i hamowania jego
kwitnienia [48]. Mutanty cop4 nie wykazuja reakcji grawitropicznych [17].

TABELA 2. Mutanty fitochromowe z zaburzeniami fancucha transdukcji sygnatu (na podstawie [7-9, 12, 14, 17,

34,36,48])
Roslina Nazwa mu- Fenotyp i nowe whasciwosci
tanta
Rzodkiewnik (Arabi-  detl réznicowanie sie liscieni i chloroplastéw etiolowanych roslin
dopsis thaliana L.) aktywacja gendéw jagdrowych wciemnosci regulowanych normalnie przez
Swiatto
obnizenie dominacji wierzchotkowej i tempa wzrostu pedéw
chloroplasty w komérkach korzeni
det2 opdznione starzenie si¢ lisci i chloroplastow;
inne cechy jak u detl z wyjatkiem ostatniej
det3 niezalezny od $wiatta rozwéj lisci
obnizenie dominacji wierzchotkowej i tempa wzrostu pedéw
detd réznicowanie sie liscieni i chloroplastow etiolowanych roslin
obnizenie dominacji wierzchotkowej i tempa wzrostu pedéw
copl cechy jak u detl
krétki hypokotyl
cop2 réznicowanie sig liscieni u etiolowanych roslin
zahamowanie wzrostu hypokotyli przez $wiatto
cop3 cechy jak u cop2
kartowacenie siewek
cop4 aktywacja genéw jadrowych w ciemnosci regulowanych normalnie

przez $wiatto
brak reakcji geotropicznych
inne cechy jak u cop2

cop9 cechy jak u detl,
kartowacenie siewek,
hamowanie kwitnienia

Groch (Pisum sativum lip cechy 1-3 jak u detl
L.) krotki epikotyl
spadek zawartosci fitochromu
Pomidor  (Lycopersi- hp podwyzszona zawarto$¢ antocyjanin
eon esculentumlL.) obnizone tempo wzrostu hypokotyla na $wietle

owoce intensywnie czerwone

3. FITOCHROMOWE ROSLINY TRANSGENICZNE

Do tej pory przeprowadzono transformacje trzech gatunkéw roslin dwulisciennych, do
ktérych wprowadzono geny fitochromowe izolowane z ro$lin jedno- i dwuliSciennych (tab.
3). I tak do tytoniu wprowadzono phyA owsa [19] i ryzu [18,30], do pomidoraphyA owsa [5],
a do Arabidopsis phyB ryzu lub dodatkowy gen phyB rzodkiewnika [47]. Transformaciji
wymienionych roslin dokonano podobng metodg. Wpierw otrzymano komplementarne DNA
(cDNA) kodujace PHYA owsa [5, 19], ryzu [18, 30] lub PHYB owsa i Arabidopsis [47].
Wspomniane DNA klonowano do roslinnych plazmidow transformacyjnych, ktére wprowa-
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TABELA 3. Charakterystyka fitochromowych roélin transgenicznych (na podstawie [5, 18, 19,47])

Roélina transfor- Nazwa genu Fenotyp rosliny transgenicznej Nowe wiasciwosci rodliny transgenicznej
mowana uzytego do
transformacji

Tytorn (Nicotiana phyA owsa roéliny czesciowo kartowate, o ob- podwyzszenie zawartosci spektralnie wy-
tabacum L.) nizonej dominacji wierzchotkowej krywalnego fitochromu w roslinach etio-

i ciemno-zielonych lisciach lowanych wplywa na przyspieszenie

procesu deetiolacji

Tyton (Nicotiana phyA ryzu rosliny kartowate, ciemnozielone, 2,5-krotne podwyzszenie poziomu fito-
tabacum L.) o krétkich miedzywezlach chromu w roslinach etiolowanych powo-

duje zwiekszenie wrazliwosci siewek na
dziatanie $wiatta, a u roélin zielonych po-
woduje op6Znienie procesu starzenia

Pomidor  (Lyco- phyA owsa rodliny kartowate, ciemnozielone podwyzszenie poziomu fitochromu w ro-
persicon esculen- liScie i owoce, podwyzszona za- $linach etiolowanych wptywa naprzyspie-
tum L.) warto$¢ antocyjanin szenie procesu deetiolacji, op6znienie

dojrzewania owocow i starzenie sie roslin
Rzodkiewnik phyB ryzu u miodych siewek krotkie hypo- 6-krotne podwyzszenie poziomu phyB
(Arabidopsis phyB kotyle i ciemnozielone liscienie  powoduje zahamowanie wzrostu siewek
thaliana L.) rzodkiewnika na$wietle

dzano do komorek Escherichia coli. W celu wigczenia plazmiddw do komorek Agrobacterium
tumifaciens stosowano uktady kointegracyjne w potgczeniu z koniugacjg trojrodzicielska [43].
Przy pomocy A. tumifaciens transfekowano krazki lisciowe tytoniu [18, 30], liscienie pomi-
doréw [5] lub korzenie Arabidopsis [47].

We wszystkich dotad uzyskanych rodlinach transgenicznych wprowadzony obcy gen
fitochromowy wigczany byt do genomu gospodarza i ulegat transkrypcji. Syntetyzowane w
tkankach roslin transgenicznych biatkowe sktadniki (PHYA lub PHYB) obcych czasteczek
fitochromu identyfikowano za pomoca specyficznych wzgledem nich przeciwciat monoklo-
nalnych [5,18, 30,47]. Metodami spektrofotometrycznymi wykazano, ze do wspomnianych
biatek wiaczana byta grupa chromoforowa. Powstajace tg drogg czasteczki fitochromowe
wykazywaty charakterystyczne dla omawianego barwnika wiasciwosci spektralne (widmo
absorbcyjne) i ulegaty stymulowanym przez R i FR procesom fotokonwersji. W komdrkach
roslin transgenicznych czasteczki fitochromu obcego pochodzenia podlegaty podobnym prze-
mianom metabolicznym jak rodzime, tj. ulegaly akumulacji w roélinach etiolowanych i
podlegaty indukowanej $wiattem destrukcji [5,18, 30,47].

Rosliny transgeniczne, do ktérych wprowadzono phyA , charakteryzowaty sie podobnym
fenotypem (tab. 3). Byty znacznie nizsze od form dzikich. W wyniku obnizonej dominacji
wierzchotkowej intensywnie krzewity sie oraz miaty ciemnozielone liscie [5,18,19]. Trans-
geniczne pomidory, poza wspomnianymi cechami, zawieraty podwyzszong zawarto$¢ anto-
cyjanin. Ich niedojrzate owoce byty koloru ciemnozielonego [5],

Rosngce na Swietle transgeniczne siewki Arabidopsis wykazujace nadekspresje phyB
miaty znacznie krétsze hypokotyle oraz w poréwnaniu do siewek typu dzikiego bardziej
zielone liscienie [47].

Podwyzszenie poziomu phyA w rodlinach transgenicznych prowadzito do przyspieszenia
w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego procesu deetiolacji co m.in. wigzato sie z podwy-
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zszong ekspresja gendw jadrowych kodujacych niektére biatka chloroplastowe [2,3]. Rosliny
te wykazywaty nadwrazliwos$¢ na dziatanie Swiatta [47]. U roslin zielonych charakteryzuja-
cych sie nadekspresjg phyA obserwowano opdznienie procesu dojrzewania owocow [5] oraz
starzenie sie lisci i owocow [5,18, 19, 30] (tab. 3).

4. UWAGI KONCOWE

Uzycie fitochromowych mutantow oraz roslin transgenicznych jest przetomowym mo-
mentem w badaniach roli i mechanizmu dziatania fitochromu w kontroli wzrostu i rozwoju
roélin. Badania te prowadza do blizszego poznania mechanizmdw regulacji fotomorfogenezy
roslin. Aczkolwiek daleko jeszcze do catkowitego wyjasnienia tych zagadnien, to jednak juz
obecnie sadzi¢ mozna, ze phyA petni gtéwna role w procesie deetiolacji roslin, podczas gdy
phyB reguluje rézne procesy wzrostowo-rozwojowe w ro$linach zielonych.

Tak daleko idgce uogdlnienie wydaje sie jednak duzym uproszczeniem [20, 21]. Dla
przyktadu nadekspresja phyA w roélinach transgenicznych ma rowniez duzy wplyw na
procesy zachodzace w ro$linach zielonych [5, 19]. Z drugiej strony u transgenicznego
rzodkiewnika majacego podwyzszong zawarto$¢ phyB obserwowano przyspieszenie procesu
deetiolacji [47]. Natej podstawie moznawnioskowac, ze miedzy r6znymi formami fitochromu
istniejg skomplikowane wsp6tzaleznosci w regulacji morfogenezy roslin. Podejmowane ostat-
nio badania nad podwojnymi mutantami (np. au-hp, cop-det) przyniosa prawdopodobnie
nowe w tym wzgledzie propozycje [21].

Badania mechanizméw fotomorfogenezy roslin oprécz fitochromu dotycza réwniez w
duzej mierze roli hormondéw roslinnych. Miedzy fitochromem a hormonami istniejg wielorakie
wspotzaleznosci w regulacji morfogenezy roélin [25]. Intensywnie rozwijajg sie badania nad
mutantami auksyn, giberelin, cytokinin, etylenu oraz kwasu abscysynowego [38]. Badania te
w spos6b naturalny tgczg sie z badaniami fitochromowymi, poniewaz w wielu przypadkach
zaburzenie biosyntezy badz funkcji fitohormondw lezy u podstaw wyselekcjonowania okre-
$lonych mutantow fitochromowych.

Praca wykonana w ramach Grantu KBN numer 6-6068-92-03.
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AKUMULACJA CZYNNIKOW WZROSTU
W JADRACH KOMOREK DOCELOWYCH?*

ACCUMULATION OF GROWTH FACTORS
IN NUCLEI OF TARGET CELLS

Pawet P. JAGODZINSKI, Wiestaw H. TRZECIAK
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Streszczenie. Wazna role w procesie proliferacji oraz réznicowania sie fenotypu odgrywaja czynniki wzrostu. Wiaza
sie one ze specyficznymi receptorami powierzchniowymi, sg internalizowane w kompleksie z receptorem i przeno-
szone do jader komorek docelowych, gdzie wiaza sie z biatkami niehistonowymi chromatyny. Powoduje to pobudze-
nie szeregu proceséw m.in. replikacji DNA, a takze selektywnej ekspresji genéw. W pracy przedstawiono i
usystematyzowano dane z piSmiennictwa dotyczace transportu czynnikdéw wzrostu do jader komoérek docelowych,
wigzanie sie tych czynnikéw z biatkami chromatyny oraz oddziatywanie czynnikéw wzrostu na proces replikacji
DNA i proliferacji komérek. Wykazano, ze niektére z efektdw czynnikéw wzrostu maja charakter oddziatywan
intrakrynowych [25].

Summary. An important role in the process of proliferation as well as differentiation of cell phenotype is executed by
growth factors. They bind specifically to cell surface receptors, are internalized in complexes with receptors and
transfered into nuclei of target cells, where they bind to nonhistone chromatin proteins. This causes stimulation of a
number of processes incl. DNA replication and selective expression of genes. In this paper are reviewed data from
literature regarding transport of growth factors to nuclei of target cells, binding to chromatin proteins and influence
of growth factors on processes of DNA replication and cell proliferation. It has been pointed out that some of growth
factor effects are of intracrine nature.

Stosowane skroty. ATP - adenozyno-5-trifosforan, DG - diacyloglicerol, DNAaza - egzonukleaza, AGF (ang.
epidermal growthfactor) - czynnik wzrostu naskérka, aFGF (ang. acidicfibroblast growthfactor) - kwasny czynnik
wzrostu fibroblastéw; bFGF (ang. basicfibroblastgrowthfactor) - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, G (ang.
gap 1)- fazacyklu komoérkowego, IP3 - trifosfoinozytol, K - stala dysocjacji kompleksu receptor czynnik wzrostu,
kDa-miedzy narodowajednostka masy atomowej i czagsteczkowej, NGF (ang. nerve growthfactor) - czynnik wzrostu
nerwu, PIP2 - fosfatydyloinozytylobisfosforan, PDGF (ang. platelet derived growth factor) - czynnik wzrostu
wyizolowany z ptytek, S - faza cyklu komérkowego, w ktorej nastepuje synteza DNA, SW 948 - linia komdrkowa
raka okreznicy, Triton X -100 - detergent niejonowy uzywany do frakcjonowania komdrek.

#Praca finansowana z projektu badawczego nr 6 6323 92 03.



448 P. P. JAGODZINSKI, W. H. TRZECIAK

WPROWADZENIE

Czynniki wzrostu sg to substancje, ktére poprzez oddziatywanie na metabolizm komorek
docelowych pobudzajg ich wzrost lub réznicowanie sie ich fenotypu. Ponadto oddziatujg one
na wiele innych proceséw fizjologicznych i patologicznych, m.in. gojenie sig ran, nowotwo-
rzenie i in. [18]. Odkrywcami czynnikéw wzrostu byta Levi-Montalcini i Cohen [8], ktory
oczyscit i scharakteryzowat czynnik wzrostu nerwu (NGF) i czynnik wzrostu naskérka (EGF),
a takze wykazat, ze wewnatrzkomérkowa domena receptora EGF ma aktywno$¢ tyrozyno-
swoistej kinazy biatkowej [9].

Przytgczenie czynnikow wzrostu do receptoréw powierzchniowych zapoczatkowuje tan-
cuch reakcji prowadzacych do odpowiedzi komérkowej, m.in. stymulacji przeptywu jonéw,
selektywnej ekspresji genow, a takze replikacji DNA i proliferacji komorek [18].

Obecnie znanych jest ok. 100 czynnikdw wzrostu, ktore grupuje sie w kilka rodzin.
Oddziatywanie czynnikéw wzrostu z komdrkami docelowymi oraz efekty biologiczne tych
czynnikéw byly przedmiotem szeregu prac przegladowych [22]. Dotad jednak nie oméwiono
wyczerpujgco zagadnieniainternalizacji kompleksow czynnika wzrostu-receptor oraz akumu-
lacji czynnikow wzrostu w chromatynie komérek docelowych.

Celem pracy jest usystematyzowanie i przedstawienie doniesief z piSmiennictwa dotycza-
cych akumulacji czynnikdw wzrostu w jadrach komdérek docelowych oraz wskazanie na jej
role w procesie proliferacji komorek.

MECHANIZM DZIALANIA CZYNNIKOW WZROSTU

Pierwszym etapem oddziatywania z komoérkami docelowymi jest wigzanie czynnikéw
wzrostu ze specyficznymi receptorami. Towarzyszy temu stymulacja aktywnosci tyrozyno-
swoistej kinazy biatkowej, prowadzac do autofosforylacji receptora oraz do wybidrczej
fosforylacji biatek cytoplazmatycznych [7, 21, 32]. Substratem tej tyrozyno-swoistej kinazy
jest takze podjednostka 3 biatek wigzacych nukleotydy guanylowe (biatka G) [46]. Biatka G
oprécz modulacji aktywnosci cyklazy adenylowej podwyzszaja aktywno$é fosfodiesterazy i
fosfolipazy C [7]. W latach 1983-1984 wykazano udziat inozytofosfatydéw i bisacyloglice-
rolu w wewnatrzkomoérkowym przenoszeniu sygnatéw [4, 27,44], Dowiedziono, ze przyts-
czenie czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego (PDGF) do receptoréw powierzchniowych
powoduje przejsciowe podwyzszenie wewngtrzkomadrkowego stezenia 1,2-bisacyloglicerolu
(DG) i 1,4,5-trisfosfoinozytolu (IP3), w wyniku hydrolizy fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosfo-
ranu (PIP2) przez fosfolipaze C [4,7,31]. Powstaty bisacyloglicerol aktywuje kinaze biatkowg
C [31], ktora stymuluje m.in. wystepujacy w btonie komorkowej uktad transportowy odpo-
wiedzialny za wymiane jondw Na+na H+[31]. Prowadzi to do przejsciowego podwyzszenia
pH w cytoplazmie o 0,2-0,3 jednostki [3]. Przytaczenie czynnikéw wzrostu do receptoréw
zwieksza takze wewnatrzkomdrkowe stezenie jondw Ca2+ [4]. Tak wiec w procesie transdu-
kcji sygnatow do wzrostu i proliferacji komorek wazng role odgrywajg kinazy biatkowe
powodujace kowalencyjng modyfikacje struktury biatek regulatorowych. Mechanizm dziata-
nia czynnik6w wzrostu przedstawiono na rysunku 1
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Dziatanie czynnikéw wzrostu poprzez re-
ceptor powierzchniowy nie ttumaczy jednak,
w jaki spos6b sygnat dotyczacy pobudzenia
replikacji badz transkrypcji DNA jest prze-
noszony do jader komérkowych i dlaczego
dochodzi do selektywnego pobudzenia eks-
presji gendw. Nie wyjasniono tez, w jaki
sposéb ten sam czynnik wzrostu, przytgcza-
jac sie do receptora powierzchniowego, in-
dukuje proliferacje niektérych kombrek,
natomiast hamuje proliferacje w innych li-
niach komaérkowych [42].

Przypuszcza sie, ze obok receptorow
powierzchniowych istniejg réwniez recepto-
ry chromatynowe czynnikéw wzrostu [36,
37], ktére moga dziata¢ odmiennie niz recep-
tory powierzchniowe. Stad w ostatnich 10
latach zwr6cono uwage na mozliwos¢ trans-
portu czynnikéw wzrostu do jader komorek

Rys. 1. Mechanizm przekazywania sygnatu mitogenne-
go przez czynniki wzrostowe do wnetrza komérki: BC -
biatka cytoplazmatyczne; BG - biatka G; CW - czyn-
niki wzrostowe; DG - bisacyloglicerol; Kin.C - kinaza

docelowych jako alternatywe ich transportu
do lizosoméw [5].

TRANSPORT CZYNNIKOW WZROSTU DO JADER KOMOREK
DOCELOWYCH

Do potowy lat siedemdziesigtych uwazano, ze czynniki wzrostu wigzg sie nieodwracalnie
z receptorami na powierzchni btony cytoplazmatycznej i nie mogg czynnie lub biernie
przenika¢ do wnetrza komorki. Przetom w tej dziedzinie stworzyly badania [6], ktére wyka-
zaly, ze EGF, znakowany izotopem [1251], jest aktywnie intemalizowany. Zostato to wkrotce
potwierdzone przy uzyciu metod morfologicznych [14, 43]. Obecnie wiadomo, ze czynniki
wzrostu sg pobierane przez komorki w drodze endocytozy. Internalizacja rozpoczyna sie od
tworzenia optaszczonych klatryngpecherzykéw endocytamych zawierajacych czynniki wzro-
stu i ich receptory. Kompleksy te sg nastepnie przenoszone do wnetrza komérki w postaci
nieoptaszczonych pecherzykow okreslanych mianem receptosoméw i degradowane w wyniku
fuzji z lizosomami [45].

Wykazano ponadto, ze wjadrach nabtonka rogéwki i komdrek ziarnistych jajnika znajduje
sie odpowiednio ok. 18% i 15% EGF pobieranego przez te komorki. Z tego 5% EGF (ok. 0,6%
catkowitej akumulacji) byto nieodwracalnie zwigzane z biatkiem o masie czasteczkowej 185
kDa [41]. Akumulacje EGF stwierdzono takze w jadrach komérek przysadki mézgowej
szczura [19]. Wyizolowane jadra komorkowe oczyszczono za pomocg wirowania przez
warstwe 2,2 M sacharozy. W celu wykluczenia zanieczyszczen oznaczono poziom aktywnosci
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enzymow markerowych bton cytoplazmatycznych oraz wykonano analize Scatcharda wska-
zujaca na specyficzno$¢ wigzania EGF w tych komdrkach [19]. Wykazano takze akumulacje
EGF w jadrach hepatocytow regenerujacej watroby szczura. Akumulacja EGF poprzedzata
faze S cyklu komoérkowego. EGF identyfikowano technikg frakcjonowanego wirowania i
metodg mikroskopii elektronowej [39], a ok. 70% EGF, ekstrahowanego z jader komorko-
wych, mozna byto wytraci¢ zapomoca specyficznych przeciwciat [5]. Obecnos¢ niezdegrado-
wanego EGF zwigzanego silnie z biatkami chromatyny [35] stwierdzono takze w chromatynie
komorek raka okreznicy (linii SW 948). Za dowdd specyficznosci akumulacji czynnikéw
wzrostu w jadrach komorek docelowych uwaza sie wykazanie obecnosci ich receptoréw w
chromatynie (tab. 1).

Miejscami wigzania EGF, NGF i PDGF na terenie jadra komérkowego sg fragmenty
chromatyny oporne na trawienie DNAzg Il [35]. W wyniku inkubacji komérek ze znakowa-
nymi czynnikami wzrostu wykazano, ze peptydy te znajdowane w jgdrach komdrkowych lub
chromatynie byty niezdegradowane. Na przyktad 95% insuliny intemalizowanej przez limfo-
cyty znajdowano we frakcji jagdrowej [10, 11], podobnie 70% EGF byto akumulowane w
jadrach komdrek regenerujacej watroby szczura [40]. Stwierdzono takze akumulacje zasado-
wego czynnika wzrostu fibroblastdw (bFGF) w jadrach komorek nabtonka aorty wotu, przy
czym najwyzszg akumulacje zaobserwowano w fazie Gj cyklu komoérkowego [2]. Wykazano
takze obecno$¢ niezdegradowanego EGF, NGF i PDGF w chromatynie jader komorek
nowotworowych [35]. Badania te dowodzg, ze czynniki wzrostu sg intemalizowane w kom-
pleksach ze specyficznymi receptorami i sa przenoszone do jader komoérkowych, gdzie wigzg
sie z chromatyna. Przeptyw substancji pomiedzy cytoplazmg a jadrem komorkowym zostat
obszernie oméwiony w pracy Horsta [15]. Lokalizacje czynnikow wzrostu w strukturach jader
komorek docelowych przedstawiono w tabeli 2.

WIAZANIE CZYNNIKOW WZROSTU Z JADRAMI KOMOREK
DOCELOWYCH

Wigzanie czynnikéw wzrostu badano na izolowanych jadrach komoérkowych [39], a
pobieranie czynnikéw wzrostu przez jadra komorkowe i chromatyne - stosujagc metody
frakcjonowania komorek i autoradiografii [35, 40, 41] oraz metody cytochemiczne [29].
Wykazano, ze ocena wigzania czynnikdéw wzrostu z izolowanymi jadrami komérek docelo-
wych wymaga usuniecia zanieczyszczen preparatdw btonami cytoplazmatycznymi. Czysto$é
preparatéw jader komoérkowych oceniano przy uzyciu mikroskopu fazowo-kontrastowego
oraz elektronowego [1, 23, 26, 43]. W celu wykazania czystosci frakcji jadrowej oznaczono
takze poziom aktywno$ci enzyméw markerowych: 5-nukleotydazy [12, 40, 48], ATPazy
transportujgcej Na+K+[12,47], ATPazy zaleznej od Mg2+ [39] i alkalicznej fosfodiesterazy
[26]. O niskim poziomie kontaminacji jader komérkowych btonami cytoplazmatycznymi
$wiadczy znacznie wyzszy stosunek ilosci ligandu zwigzanego z jadrami komdrkowymi do
zwigzanego z btong cytoplazmatyczng niz iloraz aktywnosci enzymdw markerowych w obu
preparatach [12, 39].

Czystosci frakcji jader komérkowych dowodzg takze rdzne state dysocjacji uktadu ligand
receptor (Kd) wyznaczone dla jader komdrkowych i bton cytoplazmatycznych metodg Scat-
charda [1, 12, 33]. Zauwazono, ze przemywanie zawiesiny jader komérkowych buforem
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TABELA 1. Receptory peptydowych czynnikéw wzrostu w jadrach i chromatynie komdrek docelowych

Rodzaj komérek Czynnik Metoda identyfikacji* Masa Pozycje literaturowe
wzrostu czasteczkowa

Watroba szczura EGF w 180 kDa 5

Czerniak ludzki HS 294 NGF | 230 kDa 34

*1 - immunoprecypitacja przeciwciatem przeciwko receptorowi btony cytoplazmatycznej, W - metoda immuno-
blotting (western blotting) z wykorzystaniem przeciwciata przeciwko domenie cytoplazmatycznej receptora bto-
nowego

zawierajagcym 0,12% Triton X-100 redukuje o ponad 85% kontaminacje btonami cytopla-
zmatycznymi [1, 39, 47]. Dziatanie na nieuszkodzone jadra komérkowe 2% roztworem
Tritonu X-100 w buforze powoduje catkowitg dezintegracje obu blaszek otoczki jgdrowej, co
umozliwito m.in. wykrycie gonadotropiny kosméwkowej w chromatynie komarek ziarnistych
jajnika szczura [33]. Bufor zawierajacy 1% Triton X-100 usuwa tylko zewnetrzng blaszke
otoczki jgdra komdérkowego, co pozwolito wykaza¢ obecno$¢ receptoréw dla insuliny i NGF
w wewnetrznej blaszce otoczki jader komdrkowych [12, 47]. Wyniki oméwionych wyzej
badan wskazuja, ze intemalizowane czynniki wzrostu sg transportowane do jagder komérko-
wych i wigza sie silnie z chromatyna.

TABELA 2. Lokalizacja czynnikéw wzrostu w strukturach jader komérkowych

Zrédto komérek Czynnik Lokalizacja Technika Pozycje
wzrostu wykrywania* literaturowe
Watroba szczura insulina otoczka jadrowa ME, FW 13
EGF nieustalona FW, ME, IP 5
Przysadka mézgowa szczura EGF nieustalona FW.,FM 19
Rak okreznicy (linia SW 948) EGF chromatyna FW 35
Neurony grzbietowe embrionéw kurzych ~ NGF chromatyna FW, ME 1
Guz chromochtonny (linia PC 12) NGF otoczka jadrowa MW, FW, A 29
Czerniak ludzki (linia Hs 294) NGF chromatyna FW 35
Fibroblasty ludzkie (linia W 1-38) PDGF chromatyna FW 35
Tarczyca wotu insulina otoczka jadrowa FW 13
Btona wewnetrzna bFGF nieustalona FW, IF 2

RECEPTORY CHROMATYNOWE CZYNNIKA WZROSTU NERWU
I CZYNNIKA WZROSTU NASKORKA

Wykazano, ze EGF i NGF wigzg sie silnie "receptorem chromatynowym" z biatkiem
niehistonowym chromatyny [35]. Receptor chromatynowy NGF, wyizolowany z melanocy-
tow i komorek czerniaka ztosliwego za pomoca immunoprecypitacji przeciwciatem przeciwko
receptorowi powierzchniowemu, jest biatkiem o masie czasteczkowej 230 kDa, natomiast
receptor powierzchniowy ma mase czasteczkowg 75 kDa [34]. Technika immunofluorescencji
wykazano, ze NGF, gromadzacy sie gtéwnie w jaderku, hamuje synteze rRNA [36, 37].
Natomiast w komorkach, w ktérych akumulacji NGF nie stwierdza sie i komorki posiadajg
tylko receptor powierzchniowy, syntetaza rRNA nie jest hamowana [36, 37]. Analiza porow-
nawcza sktadu aminokwasowego receptora chromatynowego wykazata, ze zawiera on 28 reszt
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metioniny i matg zawarto$¢ cysteiny [38]. Natomiast receptor powierzchniowy jest bardzo
bogaty w reszty cysteiny, co sugeruje r6zng strukture obu biatek [38]. Immunoprecypitacja
receptora chromatynowego przeciwciatem skierowanym przeciwko receptorowi powierzch-
niowemu sugeruje, ze oba biatka majg podobne determinanty antygenowe [38]. Pierwszym
doniesieniem wskazujacym na istnienie receptora EGF na obszarze jgdra komdrkowego byto
wykrycie trwatych potaczer [1251]-EGF z biatkiem o masie czasteczkowej 185 kDa wjadrach
komorek $rddbtonka aorty wotu [41]. Technikg Western blotting wykorzystujaca przeciwciato
przeciwko domenie cytoplazmatycznej receptora komoérkowego, wjadrach komaérek watroby
szczura stwierdzono obecnos$¢ biatka immunologicznie identycznego z receptorem powie-
rzchniowym oraz o tej samej masie czasteczkowej [5]. Bardzo interesujgce jest spostrzezenie
grupy Cohena wykazujgce [30], ze kompleks receptor-EGF wigzacy sie z chromatyng ma
wiasciwosci topoizomerazy zaleznej od ATP, ktéra powoduje rozplatanie nici DNA, co moze
prowadzi¢ do selektywnej ekspresji gendw [30].

PRZYPUSZCZALNY MECHANIZM DZIALANIA CZYNNIKOW
WZROSTU W JADRACH KOMORKOWYCH

Przypuszcza sie, ze interakcja czynnikdw wzrostu z chromatyng komoérek docelowych
powoduje fosforylacje histondw i biatek matriks jagdrowej [5]. Receptory jadrowe czynnikéw
wzrostu moga mie¢ wiasciwosci kinaz biatkowych, ktérych obecno$¢ stwierdzono w otoczce
jadrowej [24]. Wykazano ponadto, ze w wyniku ekspozycji hepatocytéw watroby szczura na
insuline nastepuje inhibicja fosforylacji biatek i stymulacja aktywnosci fosfatazy nukleozydo-
trifosforanéw w wyizolowanych jadrach komérkowych [13, 5]. Natomiast EGF hamowat
aktywnosc fosfatazy nukleozydotrifosforanow i zwiekszat fosforylacje biatek jagdrowych [13].
Nie wiadomo jednak, jakie biatka byty fosforylowane i wjaki sposéb fosforylacja tych biatek
wptywata na pobudzenie transkrypcji genow.

HIPOTEZA INTRAKRYNOWEJ STYMULACJI KOMOREK

Przekazywanie informacji dotyczacej wzrostu i réznicowania komdrek moze odbywac sie
na drodze endokrynowej, parakrynowej i autokrynowej [18]. W drodze endokrynowej - gdy
czynnik wzrostu jest syntetyzowany przez wyspecjalizowane komorki, wydzielany do krwio-
biegu i przenoszony z krwig do komérek docelowych [18]. W drodze parakrynowej - gdy
czynniki wzrostu sg syntetyzowane w wyspecjalizowanych komoérkach i przenoszone przez
dyfuzje do ptynu miedzykomdrkowego [18], a stamtad do sasiadujgcych komdrek. W stymu-
lacji autokrynowej komdrkami docelowymi sg te same komdrki, ktore syntetyzujg i jed-
noczesnie reagujg na syntetyzowany przez nie peptyd. Na podstawie badan akumulacji
czynnikéw wzrostu w jadrach komorek docelowych Logan [25] sugeruje istnienie mechani-
zmu intrakrynowego przekazywania informacji. Intrakrynowa stymulacja komérekjest szcze-
gblnym przypadkiem regulacji autokrynowej, w ktorej peptydowy czynnik wzrostu nie
wydostajac sie na zewnatrz komorki dziata wewnatrzkomdrkowo, przypuszczalnie na obsza-
rze jadra komorkowego. Istnienie regulacji intrakrynowej umozliwito wykrycie czynnikéw



AKUMULACJA CZYNNIKOW WZROSTU W JADRACH KOMOREK 453

wzrostu nie majacych sekwencji sygnatowych, ktére warunkuja przejécie przez btony komor-
kowe. Do czynnikéw wzrostu pozbawionych sygnatowych sekwencji sekrecyjnych naleza
prekursory interleukiny-la, interleukiny-IR [25], rzeskowy czynnik neurotroficzny, PDGF
[16, 20], a takze kwasny (aFGF) i zasadowy (bFGF) czynnik wzrostu fibroblastow (cyt. wg
[25]). Tak wiec jest bardzo prawdopodobne, ze oddziatywanie niektérych czynnikéw wzrostu
ma charakter intrakrynowy.

UWAGI KONCOWE

W S$wietle danych z piSmiennictwa nalezy sadzi¢, ze mechanizm dziatania czynnikéw
wzrostu w komérkach docelowych nie zostat dotad wyczerpujaco poznany i wymaga dalszych
intensywnych badan. Dotyczy to zwiaszcza transportu czynnikéw wzrostu do jader docelo-
wych, wigzania z chromatyng, a takze efektow pobudzania replikacji DNA i selektywnej
ekspresji genéw. Nie wyjasniono dotad, jaka role w pobudzeniu obu tych proceséw odgrywa
fosforylacja biatek jadrowych, nie zidentyfikowano substratow kinaz biatkowych oraz nie
wykazano, na czym polega oddziatywanie komplekséw receptoréw jadrowych czynnikéw
wzrostu z chromatyng. Wyniki dotychczasowych badan wskazujg ponadto, ze obok oddzia-
tywan parakrynowych i autokrynowych oddziatywanie czynnikdw wzrostu na procesy repli-
kacji oraz transkrypcji DNA moze mie¢ charakter intrakrynowy, a wiec w pewnym sensie
niezalezny od czynnikdw zewnetrznych bezposrednio. Oddziatywania te odgrywajg wazng
role w wielu procesach fizjologicznych i patologicznych.
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THE NOBEL PRIZES FOR 1993 DOMINATED BY GENETICISTS

Regina OSIECKA
Katedra Cytologii i Cytochemii Roslin Uniwersytetu £.6dzkiego

Tegoroczne nagrody Nobla zaréwno w dziedzinie chemii jak i fizjologii i medycyny
zostaty przyznane za fundamentalne odkrycia z biologii molekularne;j.

49-letni Dr Kary B. Mullis wynalazt technike prostego namnazania wybranego odcinka
DNA w liczbie wielu milionéw kopii. W tej metodzie, znanej jako taricuchowa reakcja
polimerazy (polimerase chain reaction, PCR), do zainicjowania reakcji wystarcza tylkojedna
czasteczka DNA. Metoda PCR ulatwita praktyczne prace w biologii molekularnej, znalazta
rowniez zastosowanie np. w medycynie sadowej; nawet znikome ilosci tkanki, nasienia czy
krwi umozliwiajg rozpoznanie ich pochodzenia (tzw. genetyczne odciski palcdw - genetic
fingerprinting). Reakcje tancuchowa polimerazy stosuje sie réwniez m.in. w diagnostyce
nowotworow, do wykrywania chorob dziedzicznych oraz zakazen bakteryjnych i wirusowych.
Dzieki metodzie PAR mozliwe jest np. wykrycie kwaséw nukleinowych wirusa HIV u
nosicieli, u ktérych rutynowe testy diagnostyczne dajg ujemne lub niejednoznaczne wyniki.

Drugim noblista wdziedzinie chemii jest 61-letni obywatel kanadyjski urodzony w Anglii,
Michael Smith. Opracowat on metode przeredagowywania informacji genetycznej zwartej w
DNA poprzez tzw. ukierunkowang mutageneze (site directed mutagenesis). Metoda ta przy-
czynifa sie do postepu w inzynierii genetycznej dajagc mozliwo$¢ dokonywania metodami
chemicznymi wymiany nukleotydéw w DNA, a w efekcie - precyzyjng modyfikacje sktadu
i struktury biatek. Dzieki ukierunkowanej mutagenezie mozna wyprodukowaé np. bardziej
stabilne formy hemoglobiny do produkcji sztucznych substytutéw krwi czy enzymy o wiekszej
wydajnosci i odpornosci np. na wysoka temperature. Duze nadzieje wigze sie rowniez z
zastosowaniem ukierunkowanej mutageriezy w medycynie: w terapii genowej i produkcji
przeciwciat.

Obie techniki zrewolucjonizowaty metody w pracowniach naukowych i znalazty juz
szerokie zastosowanie w przemysle biofarmaceutycznym.
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Nagrodg Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny uhonorowano 50-letniego Richarda J.
Robertsa i 49-letniego Philipa A. Sharpa za wykazanie, ze pojedyncza czasteczka mMRNA
adenowirusa odpowiada 4 r6znym obszarom kodujacego go DNA.

Roberts i Sharp pracowali niezaleznie od siebie, a wyniki swoich badar opublikowali w
odstepie zaledwie tygodnia, wiosng 1977 roku. Richard J. Roberts jest Anglikiem; w 1969 r.
wyjechat do USA, aby pracowac¢ w Cold Spring Harbor Laboratory w Nowym Jorku. Obecnie
jest dyrektorem naukowym w New England Biolabs w Beverly, Massachusetts. Philip A.
Sharp, Amerykanin, jest kierownikiem Department of Biology, Institute of Technology w
Massachusetts. Na spotkaniu w Cold Spring Harbor w czerwcu 1977 r. obaj przedstawili
oddzielnie wyniki swych badan, co wywotato prawdziwg sensacje oraz rewolucje w dotych-
czasowych pogladach na strukture genéw. Az do tego spotkania niepodzielnie panowat
poglad, ze geny stanowig ciggtg czasteczke DNA stuzacg jako wzorzec dla mRNA, a z kolei
ta czasteczka jest matrycg podczas syntezy biatka. Taki poglad byt zrozumiaty, poniewaz
wszystkie badania na modelowych organizmach prokariotycznych popieraty te teorie. Biolo-
gowie molekutami oczekiwali wiec, ze analogiczny system odnajdg w organizmach wy-
zszych. Nikt nawet nie przypuszczat, ze zamiast istnienia ciggtej sekwencji DNA, geny
eukariotyczne moga sktadac sie zkilku czesci oddzielonych od siebie dtugimi odcinkami DNA
nie zawierajgcego informacji genetycznej.

Roberts i Sharp wykazali jednak, ze przynajmniej w odniesieniu do adenowirusow,
dotychczasowy model budowy genéw jest nieprawdziwy; mRNA skiada sie z oddzielnych
obszaréw wirusowego DNA. W DNA sekwencje kodujace (eksony) sa oddzielone sekwen-
cjami nie odnajdywanymi w mRNA (introny). Ujawnienie ich wynikéw spowodowato do-
stownie lawine badan, a nastepnie publikacji, ktére dowodzity istnienia podobnej budowy
niemal wszystkich genéw Eukaryota. Philip A. Sharp wspomina, ze nie miat nawet czasu, aby
nacieszy¢ sie swoim odkryciem, nad ktérym pracowat przez 10 lat, poniewaz w ciggu dwdch
miesiecy od ogtoszenia wynikéw jego i Robertsa wszyscy dookota mowili, jakby to byto
oczywiste, ze takg sama strukture zobaczyli w wielu genach Eukaryota. Sekwencje intronowe
wykryto nie tylko w genach struktury, lecz réwniez w genach dla rRNA i tRNA zaréwno w
genomie jgdrowym, jak i mitochondrialnym oraz plastydowym.

Mozna powiedzie¢, ze Roberts i Sharp mieli szczescie odkrywajac podzielong strukture
gendw jako pierwsi. Szybkie udoskonalanie technik badawczych w tym czasie, m.in. sekwen-
cjonowania nukleotydow, wykazatoby z pewnoscig wkrétce takg budowe gendw. Jednak to
oni wiasnie uswiadomili sobie ten fakt, zanim zrobit to ktokolwiek inny "widzac" sktadanie
mRNA w mikroskopie elektronowym. Inni naukowcy patrzac na takie same obrazy po prostu
ich nie rozumieli.

Wiekszos$¢ gendw zawiera zaledwie Kilka eksonow, ale niektore z nich majg ich ponad 50.
Najdtuzszym poznanym u cztowieka genem jest zlokalizowany w chromosomie X gen DMD
wywotujacy dystrofie miesniowg Duchenna. Zawiera on 2,5 miliona par zasad, co stanowi
ponad 1% DNA chromosomu X. Gen DMD zbudowany jest z ponad 75 eksonéw przedzielo-
nych intronami o $redniej wielkosci 35 kb. Strukture ciagta maja tylko nieliczne geny
Eukaryota, jak np. geny dla histonéw czy niektérych interferonéw.

Introny podlegajg transkrypcji razem z sekwencjami kodujgcymi genu, a wszystkie typy
transkryptow (pre-mRNA, pre-rRNA lub pre-tRNA w zaleznosci od rodzaju genu) przepisy-
wanych z DNA przez odpowiednie polimerazy ulegajg w jadrze modyfikacjom. Zespot
zdarzen zachodzacych w jadrze po transkrypcji i prowadzacych do przetworzenia pre-RNA
w cytoplazmatyczne formy RNA okreslany jest terminem "dojrzewanie" (processing). W tym
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czasie nastepuje "sktadanie™ (splicing) RNA, podczas ktdrego introny sa precyzyjnie wycina-
ne, a sekwencje kodujace taczone razem. Innym mechanizmem zmiany struktury pierwszo-
rzedowej pierwotnego transkryptu jest "redagowanie" (editing) RNA, podczas ktérego
zachodzg inne niz wycinanie intronéw modyfikacje, jak np. przytaczenie sekwencji CCA do
konca 3’transkryptéw tRNA lub tzw. czapeczki (cap) do korica 5 wiekszosci eukariotycznych
MRNA.

Odkrycie dokonane przez Robertsa i Sharpa byto fundamentalne w dziedzinie biologii
molekularnej i stanowito podstawe, bez ktérej przyznanie kilku ostatnich nagréd Nobla nie
bytoby mozliwe. David Baltimore, ktéry otrzymat nagrode Nobla za odkrycie odwrotnej
transkryptazy, tamiac w ten sposdb réwniez zasadnicze dogmaty na temat zwigzku pomiedzy
DNA, RNA ibiatkami, powiedziat, ze "...wszystko co sie stato w biologii molekularnej od tego
czasu byto zalezne od odkrycia procesu sktadania RNA i stato sie motorem do podjecia badan
na tym polu przez wielu naukowcow'".

Wptyw odkrycia tegorocznych noblistdw dokonanego 16 lat temu byt ogromny; nastgpit
bowiem przetom w badaniach w zakresie biologii komorki, zaréwno na poziomie podstawo-
wym w sensie zrozumienia zasadniczych mechanizméw molekularnych, jak i pewnych
dziedzin medycyny, takich jak choroby dziedziczne i nowotwory. Okoto 1/4 z 5000 badanych
chordb dziedzicznych wynika z mutacji, ktére powstajg podczas procesu skiadania RNA.
Klasycznym juz dzisiaj przyktadem sg niektore rodzaje 3-talasemii spowodowane defektami
w sktadaniu genéw globinowych. Btedy podczas sktadania RNA moga réwniez prowadzi¢ do
powstania pewnych form nowotworéw oraz przypadkowo transformowaé normalne geny w
onkogeny.

Z drugiej jednak strony istnienie gendéw podzielonych pozwala na bardziej elastyczne i
tworcze wykorzystanie materiatu genetycznego. Przede wszystkim proces sktadania RNA
moze zachodzi¢ kilkoma r6znymi drogami i w ten sposéb gen zbudowany z Kilku eksonéw
moze by¢ skfadany na kilka ré6znych sposobéw, a wiec kodowaé odmienne biatka, jak np. ma
to miejsce przy formowaniu dwdch form tropomiozyny, z ktérych jedna wystepuje w fibro-
blastach, a druga w komoérkach miesniowych. Istniejg rowniez dane wskazujgce, ze w
obszarach intronéw zlokalizowane sg sekwencje petnigce role modulatoréw transkrypcji.
Mozliwe réwniez, ze sam proces ewolucji mogt by¢ przyspieszony w wyniku istnienia genéw
podzielonych i proceséw zwigzanych z ich skiadaniem. Walter Gilbert z Uniwersytetu
Harwarda w ciggu roku od odkrycia Robertsa i Sharpa zaproponowat ewolucyjny model znany
jako "sktadanie gendw o réznych kombinacjach" (exon shuffing) oparty na wspomnianym
powyzej alternatywnym mechanizmie skfadania RNA. Wedtug tego modelu potgczenie w
nowa konstrukcje kilku eksonéw pochodzacych z réznych zrodet moze wytworzy¢ natych-
miast nowy gen kodujacy nowg funkcje. Potencjalnie jest to znacznie szybsza droga niz
stopniowa akumulacja dtugich serii mutacji wjuz istniejacym genie.

Powstanie intronéw jest wcigz zagadka. Czy byly one obecne na samym poczatku
tworzenia sie zycia, lecz zostaty usuniete z prostych szybko replikujacych DNA organizmow
jako akt molekularnej ekonomii, czy tez sg forma "molekularnego pasozyta", ktory "zainfe-
kowal" tylko komorki eukariotyczne? Zwolennicy obu idei majg pewne dowody na ich
poparcie, lecz wcigz jeszcze nie dos¢ przekonywujace.

Z pewnoscig przyznanie tegorocznej nagrody Nobla za odkrycie sprzed 16 lat byto
opOznione. Nie po raz pierwszy zresztg; wystarczy przypomniec chociazby Barbare McClin-
tock uhonorowang tym wyréznieniem w 1984 roku, po 33 latach od przedstawienia w 1951
roku w Cold Harbor wynikdw jej 6-letnich badan nad ruchomymi elementami genetycznymi
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ukukurydzy. Pierre Chambon bedacy jednym z naukowcow, ktéry odkrytpodzielong strukture
innego genu - owoalbuminy kurzej, powiedzial, ze nie miat watpliwosci, ze ktérego$ dnia
P.A. Sharp zdobedzie nagrode Nobla; nie tylko za odkrycie z 1977 r., lecz takze za pdZzniejsze
prace bedace jego kontynuacja, dotyczace w szczegélnosci badah nad mechanizmami procesu
skfadania RNA, regulacji i przebiegu procesu transkrypcji. Zaréwno Roberts, jak i Sharp
pracowali oczywiscie w grupie badawczej i kazdy z cztonkdw ich zespotow miat znaczny
udziat w dokonaniu tego przetomowego dla biologii odkrycia, jednak tradycyjnie w nagrodzie
Nobla nie uwzglednia sie tego faktu.

W pismiennictwie polskim ukazalo sie szereg artykutéw przegladowych na temat budowy
genow eukariotycznych i proceséw zwigzanych z dojrzewaniem RNA, miedzy innymi:

Boguta M, Putrament A: Geny globinowe cztowieka: ich budowa i uktad w chromosomach.
Postepy Biochemii 1984; 30: 27-52,

Filipowicz W.: Geny podzielone i skfadanie RNA. Kosmos 1985; 34:41-66,

Fronk J.: Geny mozaikowe - struktura, ekspresja, ewolucja. Postepy Biochemii 1982; 28:
3-245,

Hibner H., Dzwonkowska A., Osiecka R.: Postepy w poznaniu struktury materiatu gene-
tycznego u Eukariota. Il. Struktura genéw. Postepy Biologii Komorki 1982; 9: 149-176,

Krzanowska H.: Ewolucja genéw. Kosmos 1987; 36: 297-313,

Sieliwanowicz B.: Sktadanie jadrowych prekursorbw mRNA. Postepy Biochemii 1988;
34: 351-360,

SwatW., Bulaj G., SzopaJ.: Ekspresjaeukariotycznych genéw rDNA. Postepy Biochemii
1990; 1-2:4-13.

Szala S.: Ekspresja i budowa genu u Eukaryota. Postepy Biologii Komorki 1990; 15:
4137430,

Szymanski M., Barciszewski J.: Redagowanie RNA - nowoodkryty mechanizm zmian
informacji genetycznej. Postepy Biochemii 1990; 1-2: 1-4.
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V OGOLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMORKI -
Wroctaw 2-4 lipiec 1993

W dniach od 2 do 4 lipca 1993 r. odbyla sie we Wroctawiu V Ogélnopolska Konferencja
Biologii Komorki. Zostata ona zorganizowana przez Katedre Fizyki i Biofizyki Akademii
Rolniczej we Wroctawiu wraz z Komitetem Cytobiologii PAN (i dziekijego inspiracji), Polskg
Sie¢ Biologii Komdrkowej i Molekularnej UNESCO i Fundacje Biologii Komorki i Biologii
Molekularnej. Gtdwna pomoc finansowa pochodzita z Polskiej Sieci Biologii Komérkowej i
Molekularnej UNESCO oraz Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej, a gtdwna
pomoc rzeczowa - z Akademii Rolniczej we Wroctawiu. Pewna pomoc zostata réwniez
udzielona przez Polskie Towarzystwo Biofizyczne, Wroctawski Oddziat PAN i, w ogélnosci,
Wroctawskie Srodowisko Naukowe.

Cztonkami Komitetu Honorowego byli: prof, dr Zdzistaw Bubnicki (Przewodniczacy
Wroctawskiego Oddziatu PAN), prof, dr Zbigniew Knapik (Rektor Akademii Medycznej we
Wroctawiu), prof, dr Aleksander Koj (Dyrektor Wydziatu Nauk Przyrodniczych PAU), prof,
dr Jerzy Kowalski (Rektor Akademii Rolniczej we Wroctawiu), prof, dr Leszek Kuznicki
(Prezes Polskiej Akademii Nauk), prof, dr Stanistaw Migkisz (Przewodniczacy Miejskiej Rady
m. Wroctawia), prof, dr Marian Nordarski (Dyrektor Instytutu Immunologii i Terapii Do-
Swiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN), prof, dr Wojciech Wrzesiniski (Rektor Uniwersytetu
Wroctawskiego).

Do Komitetu Naukowego nalezeli: prof, dr Jan Doroszewski, prof, dr Jerzy Fabiszewski,
prof, dr Janina Kaczanowska, prof, dr Wtodzimierz Korohoda, prof, dr Janina Kuczera, prof,
dr Andrzej Legocki, prof, dr Maciej Natecz, prof, dr Maria Olszewska, prof, dr Stanistaw
Przestalski, prof, dr Czestaw Radzikowski.

Komitet Organizacyjny stanowili: Andrzej Fogt, Janina Gabrielska, Jerzy Htadyszowski,
Mieczystaw Kilian, Halina Kleszczynska, Teresa Kral, Krystian Kubica, Janina Kuczera
(zastepca przewodniczacego), Stanistaw Przestalski (przewodniczacy), Bozenna Rézycka-
Roszak, Janusz Sarapuk (zastepca przewodniczgcego), Zenon Trela, Bogdan Tomicki.

W Konferencji uczestniczyto ponad 400 os6b, w tym 50 zaproszonych wyktadowcow.
Prof. Leszek Kuznicki, Prezes PAN, wygtosit wyktad inauguracyjny pt.: "Ewolucja pierwot-
niakéw jako swoista droga rozwoju komarki eukariotycznej”. Pozostate wyktady zostaty
zaprezentowane na 7 sympozjach:

1) Biomatematyka (Przewodniczacy prof, dr Jan Doroszewski),

2) Btony biologiczne (Przewodniczaca prof, dr Janina Kuczera),

3) Cytoszkielet i ruchy komérkowe (Przewodniczacy prof. Andrzej Grebecki),



462 Z KRONIKI

4) Komorka w srodowisku skazonym (Przewodniczacy prof, dr Jerzy Fabiszewski),

5) Patologia komorki (Przewodniczacy Prof. dr Czestaw Radzikowski),

6) Procesy roznicowania komorki (Przewodniczaca Prof. dr Janina Kaczanowska),

7) Regulacja i proliferacja cyklu komérkowego (Przewodniczaca Prof. dr Maria Olsze-
wska).

Wyktady sympozjalne zostaty przedstawione przez nastepujacych wyktadowcow: prof,
prof.: L. Badura, M. Bartoszkiewicz, S.M. Bilinski, Z. Btach-Olszewska, J. Chmielowski, J.
Bogustawska-Jaworska, J. Doroszewski, S. Fabczak, M. Fikus, L. Grebecka, A. Grebecki, B.
Grzelakowska-Sztabert, E.A. Gwozdz, J. Hiadyszowski, A. Horst, A.D. Inglot, P. Janik, Z.
Jozwiak, P. Karolewski, J. Kawiak, W. Korohoda, W.M. Krajewska, J.L. Kulikowski, A.
Lipinska, G. Lorenc-Plucinska, J. Matuszyriska, L.E. Mejnartowicz, J. Michejda, M.J. Natecz,
W. Prus-Glowacki, C. Radzikowski, M.Z. Ratajczak, J. Skierski, T. Skorski, H. Strzelecka-
Gotaszewska, J. Sielewiesiuk, W. Swat, K. Tumau, T. Tyrakowski, M. Ugorski, Z. Walter, A.
Wozny, L. Zamorska, T. Zawadzki.

Poza wykfadami zaprezentowano ok. 250 plakatéw i krétkich doniesied ustnych oraz
przeprowadzono dyskusje okragtego stotu. Streszczenia wyktadéw, komunikatéw i plakatéw
zostaty ujete w tomie o 358 stronach.

Poruszona temetyka byta bardzo r6znorodna. Jednakze pewne problemy byty dominujace.
Wedtug opinii przewodniczacych Sympozjéw nalezaty do nich nastepujace problemy:

Sympozjum 1. Komputerowe przetwarzanie obrazow i analiza obrazow w biologii
komorki.

Sympozj urn 2: Mechanizmy transportu substancji przez btony biologiczne imodelowe oraz
wplywy réznych substancji biologicznie czynnych (leki, pestycydy, zanieczyszczenia) na
strukture i funkcje bton.

Sympozjum 3: Wptyw czynnikéw skazonych (a zwiaszcze metali ciezkich, dwutlenku
siarki i ozonu) na zycie komorki i osobnika; zwracano szczeg6lng uwage ne wrazliwos¢
struktur komoérkowych, na mozliwos¢ wytwarzania mechanizméw tolerancji na czynniki
skazajace i namozliwos¢ wykorzystania wynikéw w praktycznych poczynaniach wdziedzinie
ochrony srodowiska.

Sympozjum 4: Dynamika filamentéw aktynowych (rola ortofosforanu w polimeryzacji
aktyny oraz biatek regulujacych jej polimeryzacje), zachowanie sie podbtonowego cytoszkie-
letu aktynowego w miesniowych komérkach ruchliwych (jego wsteczny transport w trakcie
ruchu komorki i cykliczne rozszczepianie kompleksu cytoszkielet - btona) i krytyczne
oméwienie tradycyjnych metod ilosciowej analizy ruchéw komérkowych.

Sympozjum 5: Patologia limfocyta i znaczenie badah podstawowych dla postepu w
diagnostyce i leczeniu choréb nowotworowych - mechanizmy indukcji tolerancji immunolo-
gicznej w grasicy oraz zaburzenia w rozpoznawaniu antygenu i odpowiedzi limfocytow w
immunopatologiach ludzkich, procesy rozrostowe ukiadu limfatycznego oraz mozliwosci
ingerencji terapeutycznych, zaburzenia cyklu komérkowego i rola receptoréw, w tym enzy-
matycznych, antygenowych oraz struktur cukrowych w ekspresji i utrzymaniu fenotypu
nowotworowego komorki, znaczenie prognostyczne oznaczania markerow cyklu komorko-
wego, plodii i wskaznikéw proliferacji oraz zaburzenia ekspresji i mutacja genu supresorowe-
go p 53 w procesie nowotworowym.

Sympozjum 6: Genetyczna kontrola procesu réznicowania w trakcie rozwoju wraz z
mechanizmami molekularnymi determinacji przestrzennej mitogenezy.

Sympozjum 7: Réznicowanie komorek na wybranych modelach zwierzecych i roslinnych.
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W trakcie Konferencji odbyty sie, pomimo ogromnie napietego programu, rézne inne
spotkania naukowe i naukowo-organizacyjne. Przede wszystkim nalezy podkresli¢ pierwsze
Walne Zgromadzenie Polskiego Towarzystwa Biologii Komérki, powstatego przede wszy-
stkim dzieki energii prof. W. Kilarskiego, ktory zostat wybrany pierwszym prezesem tego
Towarzystwa.

Koszta Konferencji byty dos¢ niskie. Wptywy pochodzity gtdwnie z dotacji Sieci Biologii
Komérkowej i Molekularnej UNESCO oraz Fundacji Biologii Komorki i Biologii Moleku-
larnej (ok. 130 milionéw z¥), z wpisowego uczestnikéw (150 tysiecy zt od osoby) oraz z
drobnych kwot pochodzacych z Zarzadu Gtdwnego Polskiego Towarzystwa Biofizycznego i
z dotacji firm prezentujacych swoje wyroby. Gtéwne wydatki dotyczyly optacenia pobytu
zaproszonych wyktadowcéw, ustug poligraficznych i ogélnych (pocztowe, ustugi techniczne
itp.). Organizatorzy sadza, ze korzysci wynikajgce z odbycia sie Konferencji z nawigzka
kompensuja naktady poniesione na jej organizacje. Wydaje sie, ze spotkanie biologéw
komorki ze stosunkowo licznymi przedstawicielami biochemikéw, biofizykéw, lekarzy, rol-
nikéw, biotechnologéw zaowocujg nowymi wspotpracami. Sadzac po liczbie uczestnikéw V
Konferencji zainteresowanie biologig komorki wzrasta. Zwrdcit na to uwage prof, dr Wtodzi-
mierz Korohoda (Przewodniczacy Komitetu Cytobiologii PAN), ktéry zamykajac Konferen-
cje wyrazit nadzieje, ze zainteresowanie to znajdzie swoj wyraz réwniez w organizacji VI
Konferencji Biologii Komérki w 1996 r.

Ja ze swej strony pragne ztozy¢ podziekowanie wszystkim, ktorzy przyczynili sie do
zorganizowania Konferencji, a w szczeg6lnosci pracownikom Katedry Fizyki i Biofizyki
Akademii Rolniczej we Wroctawiu.

Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
prof, dr hab. Stanistaw Przestalski

XXl KONFERENCJA SZKOLENIOWA -
REGULACJA SPERMATOGENEZY

Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Anatomicznego i Polskiego Towarzystwa Histo-
i Cytochemikdw oraz Redakcja "Postepow Biologii Komorki" zorganizowaty doroczngX X111
konferencje szkoleniowa z zakresu biologii komérki na temat: REGULACJA SPERMATO-
GENEZY w dniu 20 listopada 1993 r. w Warszawie. Obrady odbyty sie w sali wyktadowej
im. L. Paszkiewiczaw Anatomicum Akademii Medycznej przy ul. Chatubiiskiego 5. Program
konferencji przedstawiat sie nastepujaco:

Otwarcie konferencji i wprowadzenie - doc. dr hab. Pawet SYSA

Spermatogeneza u bezkregowcow - dr Jacek GODULA

Lokalne mechanizmy regulujace funkcje gonady meskiej w $wietle badari in vitro nad
efektami modulacji receptora LH w komdrkach Leydiga - dr Marek NIEDZIELA, prof, dr
hab. Andrzej LUKASZYK

Immunologiczne aspekty spermatogenezy u ssakéw - doc. dr hab. Marek KURPISZ

Rola komoérek Leydiga w lokalnej kontroli gonady meskiej - doc. dr hab. Barbara
BILINSKA

Mechanizmy regulacyjne w najadrzach ssakéw - prof, dr hab. Lidia ROZEWICKA

Organizatorzy
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RECENZJA

Recenzja ksiazki dr hab. biol. med. Krystyny Czyzewskiej pt.: "Funkcje mezotelium
otrzewnej - studium problemu w medycynie eksperymentalnej” PWN, Warszawa-Poznan
1992,131s.347poz.bibL

Recenzowana ksigzka dotyczy czynnosci otrzewnej i gtownie omawia warstwe mezote-
lialng. Monografia stanowi ciekawe poznawczo ujecie problematyki funkcji tak waznej btony
biologicznej. Zwraca ponadto uwage aktualno$¢ tematyki w praktyce lekarskiej. Dzieto liczy
131 stron druku i podzielone jest na 4 rozdziaty, poprzedzone wprowadzeniem. Autorka
uzasadnia w nim sens podjecia analiz, podaje syntetyczne dane dotyczgce morfologicznych,
czynnosciowych i leczniczych aspektow badan btony otrzewnowej. Tego rodzaju wstepne
zorientowanie czytelnika o istocie i metodyce pracy uwazam za stuszne i pozyteczne.

W rozdziale I opisano budowe i czynnosci mezotelium ssakéw, ktdre mozna zgrupowac w
ramach trzech gtéwnych funkcji tej tkanki: ochronnej, syntetyzujaco-sekrecyjnej oraz trans-
portowej. Tym ostatnim funkcjom mezotelium przede wszystkim jest poswigcona oceniana
praca.

W rozdziale Il przedstawiono role btony otrzewnowej w procesie wydalania i absorpcji
czasteczek i to gtéwnie w warunkach in vivo. To szczeg6towe i kompetentne opisanie
struktury i funkcji otrzewnej ze szczegélnym uwzglednieniem mezotelium w warunkach
fizjologicznych, a takze podczas dializy otrzewnowej i zapalenia otrzewnej oraz wptywu
Srodkéw farmakologicznych na wydajno$¢ tego zabiegu leczniczego (1i 1l rodz.) jest dobrym
przegladem aktualnej wiedzy w tym zakresie. Mozna je uwazaé za wprowadzenie do badan
doswiadczalnych zawartych w nastepnym rozdziale, ale opracowanie to samo w sobie stanowi
takze znakomitg lakture dla kazdego nefrologa, a szczegdlnie dla kogo$, kto rozpoczyna
badaniaw zakresie morfologii lub funkcji otrzewnej. Rozdziat Il zawiera opis badan wasnych
przeprowadzonych in vitro, dotyczacych funkcji transportowej mezotelium otrzewnej zwie-
rzecej oraz cztowieka. Badania te sg dobrze udokumentowane 10 tabelami oraz 20 rycinami.

Poréwnanie funkcji transportowych btony otrzewnowej w badaniach in vivo oraz in vitro
Autorka zamiescita w rozdziale 1V. Omoéwienie dynamiki i kierunkéw transferu oraz czynni-
kow modyfikujacych ten proces jest bardzo obszerne na tle wspoétczesnego pismiennictwa
przedmiotu. Podsumowanie zawiera 20 akapitéw zawierajacych syntetyczny opis badan
wykonanych przez Autorke oraz dotychczasowych osiggniec teorii i praktyki medycznej w
zakresie funkcjimezotelium otrzewnej. Przy catoSciowej ocenie ksigzki uwazam za konieczne
stwierdzi¢, ze kazdego czytelnika dobrze zorientowanego w omawianych zagadnieniach
uderza erudycjaautorki i wszechstronne wykorzystanie wynikéw badan whasnych dla uzyska-
nia danych, waznych dlaklinicysty. Poza wiec oryginalnoscig wielu wymienionych spostrze-
zen jest to dodatkowy walor tej pracy, wnoszacej duzo nowych informacji dla lecznictwa
nefrologicznego.

prof, dr hab. Kazimierz Baczyk



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 20,1993 (1-468)

TRESC
Zeszyt 1
W tym zeszycie Postepoéw Biologii Komorki 1
Z kroniki 2
WOJICIK C.: Znaczenie metylacji DNA u eukariontow 3
KSIAZKIEWICZ-KAPRALSKAOogeneza owadow 25
HRABIEC E., PLUCIENNICZAK A.: Budowa i rola histonu HI 35
SACZYNSKA V.: Molekularny mechanizm fotoinhibicji 45
KOWALCZYK S.: Fruktozo-2,6-bisfosforan, efektor integrujgcy metabolizm cukréw
i pirofosforanu w przedziatach subkomérkowych roslin 67
KAWIAK J., JAKOBISIAK M.: Niektére funkcije kinaz biatkowych i fosfotaz
biatkowych zwigzanych z regulacja cyklu komérkowego 87
SIKORSKI A.F., DIAKOWSKI W., KUCZEK M.: Szkielet btony erytrocytu 93
WITKOWSKI JM.: Zmiany w btonie jako sktadnik procesu starzenia sie 111
Zeszyt 2
W tym zeszycie Postepow Biologii Komarki 133
PIENKOWSKA A.,SWITONSKI M.: Obszary jaderkotwércze (NOR) u ssakow.
Wystepowanie i polimorfizm 135
HUBNER H., MORDALSKA A., BLASZCZYK A.: Genomowy impriting 143
PORANKIEWICZ J., GWOZDZ E.A.: Biatka szoku termicznego i ich rola
w kom@arkach roslinnych 155
WOICICKA-BARTEOMIEJCZYK B.l., WOJCIEROWSKIJ.: Struktura i funkcja
fibronektyny 171
HRYNIEWIECKA L.: Mitochondria ameby (Acanthamoeba castellanii) tacza
energetyczne cechy mitochondriéw ro$lin i zwierzat 181
OSTROWSKA H.: N-koncowe peptydazy komérkowe. I. Aminopeptydazy 201
HETMAN M.: Celowane modyfikownie genomu ssakow 217
Statut Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki 239
Z kroniki 244

Recenzja 244



Zeszyt 3

KOPIECZNA-GRZEBIENIAK E., GRABOWSKA-BOCHENEK R.: Funkcje
biologiczne a2-makroglobuliny ijej receptora

SZWECH P,: Czynnik pobudzajacy kolonie granulocytamo-makrofagalne (GM-CSF)
i jego kliniczne zastosowanie

RATAIJCZAK M., GEWIRTZ A.M.: Rola receptorow obdarzonych wewntrzng
aktywnoscig kinazy tyrozynowej w regulacji krwiotworzenia u cztowieka

JACKOWSKI G.: Organizacja strukturalna anten energetycznych fotosystemu Il

HORST A.: Dziatanie produktéw gendéw przeciwnowotworowych w aspekcie cyklu
komarkowego

WOJCIK C.; Mechanizmy regulacji cyklu komérkowego

Zeszyt 4

W tym Zeszycie Postepéw Biologii Komorki

JAWORSKA-ADAMU J., CYBULSKA R., WAWRZYNIAK-GACEK A.: Rola
astrocytow w osrodkowym uktadzie nerwowym

ZAWADA M., LATOS-BIELENSKA A.: Hybrydyzacja in situ (ISH) w cytogenetyce

GOZDZICKA-JOZEFIAK A.: Sktadanie kompleksu preinicjujacego transkryopcje
gendw eukariotycznych

OSTROWSKA H.: N-konAcowe peptydazy komorkowe. Il. Peptydazy dipeptydylowe,
tripeptydylowe i omega peptydazy

BUTOWT R., BEDNARSKA E.; Metoda mikroanalizy rentgenowskiej w badaniach
biologicznych

WALOSZEK A.: Wspotzaleznosci pomiedzy fotosyntetycznym i oksydacyjnym
transportem elektronéw u pro- i eukariontéw

TRETYN A., KOPCEWICZJ.: Mutanty fitochromowe w badaniach mechanizméw
fotosyntezy roslin

JAGODZINSKI P.P., TRZECIAK W.H.: Akumulacja czynnikéw wzrostu w jadrach
komérek docelowych

OSIECKA R.: Nagrody Nabla 1993 zdominowane przez genetykow

Z kroniki

Recenzja

245

257

279
297

311
331

353

355
363

373

389

403

421

435

447

457

461
464





http://rcin.org.pl




	W tym Zeszycie  Postępów Biologii Komórki
	UDZIAŁ ASTROCYTÓW W REGULACJI NEURONALNEGO MIKROŚRODOWISKA -- CONTRIBUTION OF THE ASTROCYTES TO THE REGULATION OF THE NEURONAL MICROENVIRONMENT  Jadwiga JAWORSKA-ADAMU, Regina CYBULSKA, Agata WAWRZYNIAK-GACEK
	HYBRYDYZACJA IN SITU (ISH) W CYTOGENETYCE -- IN SITU HYBRIDIZATION (ISH) IN A CYTOGENETICS M. Zawada , A. Latos-Bieleńska
	SKŁADANIE KOMPLEKSU PREINICJUJĄCEGO TRANSKRYPCJĘ GENÓW EUKARIOTYCZNYCH -- FORMING PREINITIATION TRANSCRIPTION COMPLEX OF EUKARYOTIC GENES  Anna GOŹDZICKA-JÓZEFIAK
	N-KOŃCOWE PEPTYDAZY KOMÓRKOWE. H. PEPTYDAZY DIPEPTYDYLOWE, TRIPEPTYDYLOWE I OMEGA PEPTYDAZY -- N-TERMINAL PEPTIDASES OF CELLS.II. DIPEPTIDYL PEPTIDASES, TRIPEPTIDYL PEPTIDASES AND OMEGA PEPTIDASES  Halina OSTROWSKA
	METODA MIKROANALIZY RENTGENOWSKIEJ W BADANIACH BIOLOGICZNYCH -- X-RAY MICROANALYSIS METHODS IN BIOLOGICAL INVESTIGATION  Rafał BUTOWT, Elżbieta BEDNARSKA
	WSPÓŁZALEŻNOŚCI POMIĘDZY FOTOSYNTETYCZNYM I OKSYDACYJNYM TRANSPORTEM ELEKTRONÓW U PRO-1 EUKARIONTÓW  --  RELATIONSHIP BETWEEN PHOTOSYNTHETIC AND OXIDATIVE ELECTRON TRANSPORT IN PRO- AND EUKARYOTES  Andrzej WALOSZEK
	MUTANTY FITOCHROMOWE W BADANIACH MECHANIZMÓW FOTOMORFOGENEZY ROŚLIN -- PHYTOCHROME MUTANTS IN PLANT PHOTOMORPHOGENESIS MECHANISMS INVESTIGATIONS  Andrzej TRETYN, Jan KOPCEWICZ
	AKUMULACJA CZYNNIKÓW WZROSTU W JĄDRACH KOMÓREK DOCELOWYCH -- ACCUMULATION OF GROWTH FACTORS IN NUCLEI OF TARGET CELLS  Paweł P. JAGODZIŃSKI, Wiesław H. TRZECIAK
	NAGRODY NOBLA 1993 ZDOMINOWANE PRZEZ GENETYKÓW -- THE NOBEL PRIZES FOR 1993 DOMINATED BY GENETICISTS  Regina OSIECKA
	Z KRONIKI
	RECENZJA
	TREŚĆ ROCZNIKA 1993
	INFORMACJE DLA AUTORÓW
	TREŚĆ



