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INHIBITORY KINAZ ZALEZNYCH OD CYKLIN -
NOWE GENY PRZECIWNOWOTWOROWE

CYCLIN DEPENDENT KINASES INHIBITORS -
A NEW CLASS OF TUMOR SUPRESSOR GENES

Cezary WOJICIK

Zaktad Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Nasze wiadomosci dotyczace regulacji cyklu komérkowego ulegly ostatnio znacznemu
wzbogaceniu przez odkrycie czynnikéw biatkowych bedacych inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin,
czyli CKI. Najwazniejszym inhibitorem cdk jest p21pic , ktorego ekspresja zalezy bezposrednio od
antyonkogenu p53. Niejasnajest wcigz doktadnarola CKI w mechanizmie regulacji cyklu komérkowego
oraz w procesie onkogenezy.

Stowa kluczowe: inhibitory cdk, CKI, cdk, biatka przeciwnowotworowe, cykl komérkowy.

Summary: The discovery of proteins known as cyclin dependent kinases inhibitors or CKI has enriched
our knowledge of the mechanisms of the cell cycle regulation. The most important CKI is known as
p21picl. It’s expression depends upon the direct action of p53 tumor suppressor protein. The exact role
played by the CKI in the cell cycle regulation and in oncogenesis remains to be elucidated.

Key words: cdk inhibitors, CKI, cdk, tumor suppressor proteins, cell cycle.

WSTEP

Wydawato sig, iz mamy juz dos$¢ jasny obraz na temat czynnikéw kontrolujacych
cykl komérkowy. Szczeg6towo poznano zasady regulacji aktywnos$ci enzymatycznej
kinaz zaleznych od cyklin, zwiaszcza p34cdc . Opisane to zostato szczeg6towo w
innych publikacjach, jakie ukazaty sie natych tamach [9,19,20].
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Wydawalto sie, iz aktywnos$¢ kinaz zaleznych od cyklin (cdk) zalezy wyacznie od
stopnia fosforylacji roznych reszt aminokwasowych tych biatek [10] oraz od ich
asocjacji z podjednostkami regulacyjnymi, jakimi sg cykliny [1]. Hipoteze te potwier-
dzalo to, iz z zarodkow i stransformowanych linii komérkowych izolowano najcze-
Sciej kompleksy zawierajgce jedynie cdk w powigzaniu z cyklinami. Ostatni rok
przynidstjednak lawine doniesien o wystepowaniu w komorkach somatycznych cdk
i cyklin w potréjnych i poczwérnych kompleksach z dodatkowymi czynnikami
biatkowymi, ktérych istnienia wczesniej nawet nie podejrzewano. Co wiecej ponie-
waz okazato sie, ze niektdre z nich wywierajg wptyw hamujacy na aktywnos¢
enzymatyczng komplekséw cdk/cykliny, zyskaty sobie miano CKI, czyli inhibitoréw
kinaz zaleznych od cyklin (cyclin dependent kinases inhibitors).

Pierwszymi sygnatami o mozliwosci wystepowania tego typu czynnikow byto
wykrycieu drozdzy biatkap13sucl"CSK14 ktére wykazuje bardzo silne powinowactwo
do komplekséw p34cdc2 z cyklinami, wykorzystywane do Je®o oczyszczania na
kolumnach sefarozowych. Sugerowano nawet, iz pI3sucl'C  ~moze petnié role
inhibitora kompleksu zawierajgcego cdc2 i wyizolowano jego ludzkie odpowiedniki,
zwane Ckshs 1i 2 [2, 8].

Innym sygnatem byt fakt, iz w komorkach starzejgcych sie nadekspresja cdc2 i
réznych cyklin z wprowadzonych do nich plazmidéw nie doprowadzata do podjecia
przez nie cyklu komdrkowego. Nie pasowato to zupetnie do hipotezy uniwersalnego
dziatania MPF, w zwigzku z czym zaproponowano wystepowanie w komorkach
starzejacych sie jakiego$ inhibitora dziatania kinaz zaleznych od cyklin [17].

Wreszcie blokowanie przez transformujgcy czynnik wzrostu 8 (TGFR) komérek
w péznej fazie Gi, pomimo wystepowania w nich w normalnej ilosci komplekséw
cdk2 z cykling E, nasuwat podejrzenie, iz TGFR indukuje ekspresjejakiego$ inhibitora
SPF [4].

BIALKO p21picl

Ro6zne grupy badaczy zupetnie niezaleznie wykryty w komaérkach ludzkich biatko
p21 o aktywnosci inhibitora cdk i nadaty mu odmienne nazwy. Znane jest wiec ono
jako inhibitor p21, biatko oddziatujace z cdk cipl (cdk interacting protein), inhibitor
pochodzacy z komérek starzejacych sie sdil (senescent cell derived inhibitor) lub
fragment aktywowany przez dzikiego typu antyonkogen p53 wafl (wild, type p53
activated fragment) [3, 7, 13, 21]. Ponadto homologiczne biatko wyizolowane z
komérek myszy nazwano biatkiem zwigzanym z cdk o masie 20 kDa, czyli CAP20
(icdk associated protein - 20) [5]. Ostatnio w celu ujednolicenia nomenklatury zapro-
ponowano dla p21 nazwe regulowanego przez p53 inhibitora kinaz zaleznych od
cyklin (p53 regulated inhibitor ofcdks), w zwigzku z czym jego gen nazwano picl, a
samo biatko p21picl [8]. Nazwa ta bedzie stosowana w niniejszej pracy w celu
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uniknieciajakichkolwiek niescistosci. Gen pic 1 zostat zlokalizowany u cztowieka w
chromosomie 6p21.2 [3].

W niestransformowanych komérkach ssakéw przynajmniej cze$é cdk zdaje sie
wystepowaé w ztozonych kompleksach. Z diploidalnych fibroblastow ludzkich wy-
izolowano kompleksy réznych cdk z cyklinami, p21lpicl i antygenem jadrowym
komorek proliferujacych PCNA* {proliferating cell nuclear antigen). Biatko p21picl
hamuje aktywno$¢ enzymatyczng cdk w kompleksach, takich jak: cdk4/cyklina D,
cdk2/cyklina E, cdk2/cyklina A i cdc2/cyklina B. Hamowanie jest najsilniejsze w
przypadku kompleksu cykliny A z cdk2, a bardzo stabe w przypadku kompleksu
cykliny B z cdc2. Poniewaz nadekspresja pici zapobiega proliferacji komérek,
sugeruje to, iz petni ono funkcje antyonkogenu, czyli genu przeciwnowotworowego
[7,21].

Okazato sie, iz w fibroblastach stransformowanych za pomocg wirusa SV 40 nie
wystepuja te makromolekularne kompleksy. PCNA* i p21picl nie taczg sie juz z
kompleksem cykliny B iz cdc2, ani z kompleksami zawierajacymi cdk4 lub cykline
A. Co wiecej, cdk4 wigze sie z biatkiem pl 6, akompleksy zawierajagce cykline Atgcza
sie z biatkiem p19 o nieznanych funkcjach.

Ekspresje p21picl mozna indukowa¢ za pomocg p53, gdyz w regionie promotora
pic1znajduje sie miejsce wigzgce produkt tego antyonkogenu. Poziom biatka p21picl
jest 50 razy nizszy w komarkach, w ktorych sg niefunkcjonalne obydwa allele p53,
co wskazuje, iz uczestniczy ono jako efektor p53 w regulacji cyklu komoérkowego. Z
kolei w komaérkach o nadmiernej ekspresji p53 nastepuje blok w G i,prawdopodobnie
zalezny od produktupic 1 Podobnie zalezne od p53 zahamowanie cyklu w Gi wskutek
zadziatania czynnikéw uszkadzajacych DNA, takichjak swiatto ultrafioletowe, moz-
na w petni wyttumaczyé dziataniem inhibitora cdk p21picl. Ekspresja tego biatka w
komaérkach nowotworowych blokuje ich proliferacje [3,21]

Antyproliferacyjne dziatanie pic1l mozna znie$¢ przez koekspresje antygenu T
wirusa SV40 (Ag T). Ag T wigze sie z regulatorami cyklu komérkowego, takimi jak
pRb, znoszac potrzebe ich fosforylacji zaleznych od cdk, potrzebnych do przejscia
punktu R. AgT wigze sie takze z p53, hamujac tym samym ekspresje pic 1, co takze
ma znaczenie w jego zdolnosci transformowania komdrek [3,8].

Poziom mRNA picl oraz samego biatka p21picl jest 10-20-krotnie wyzszy w
komorkach starzejgcych sie i w komérkach zahamowanych w Go. Dzieje sie tak,
pomimo tego iz w tych komérkach wystepuje niski poziom p53, co znaczy, iz w
indukcji ekspresji genu pici uczestnicza takze inne czynniki transkrypcyjne [8,13].

W przypadku komérek stymulowanych surowica, w komorkach starzejgcych sie
nie zmienia sie ekspresja pic 1, natomiast w komérkach zahamowanych w Go, przy

*PCNAjestkofaktorempolimerazy Il DNA i ze wzgledu nacykliczne zmianyjego rozmieszczenia
w komorce byto niegdys nazywane cykling, cho¢ nie wykazuje podobieristwa do wiasciwych cyklin.
Dla unikniecia pomytek zarzucono nazywanie PCNA cykling, tymczasem okazato sie, ze wchodzi
ono w $cistg interakcje z wiasciwymi cyklinami i z cdk [21].
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przechodzeniu do cyklu nastepuje przejsciowy wzrost mRNA dla pic 1 przed faza S,
anastepnie dtugotrwaty spadek. Prawdopodobnie odpowiada mu takze spadek pozio-
mu samego biatka [13]. Regulacja poziomu p21picl i innych inhibitoréw cdk zalezy
nie tylko od indukcji jego ekspresji, lecz takze prawdopodobnie od zwigzania sie z
ubikwityng i zaleznej od proteasomow degradacji tak powstatych koniugatéw [12].

BIALKO p24cip2 (cdil)

Innym dos$¢ dobrze poznanym biatkiem o charakterze CKI jest biatko o masie 24
kDa bedace produktem genu okres$lonego jako biatko oddziatujace z cdk cip2 lub
interaktor cdk cdii {cdk interactor). p24cip2 w odréznieniu od p21picl praktycznie nie
wigze sie z kompleksami zawierajacymi cdk4, wigze sie natomiast z kompleksami
zawierajacymi cdc2, cdk2 i cdk3. Sekwencja cip2 upodabnia to biatko do poznanych
fosfataz tyrozynowych, jednak p24cip2 nie defosforyluje ani cdk, ani cyklin, jak
réwniez nie jest przez nie fosforylowane. Poziom mRNA cipl oraz samego biatka
p24cip2 zmienia sie w przebiegu cyklu komérkowego, osiggajac szczyt w okolicach
punktu R. Nadekspresja pici opdznia przejscie przez faze Gi i wymaga aktywnosci
fosfatazowej p24cip2 [6].

BIALKO pl6INK4

W diploidalnych fibroblastach ludzkich kompleksy cdk4 z cykling D zawieraja
takze PCNA i biatko p21picl [21]. W komdrkach pozbawionych pRb, czyli produktu
antyonkogenu Rb (retinoblastoma) dochodzi natomiast do asocjacji cdk4 z biatkiem
0 masie 16 kDa majgcym wiasciwosci CKI. Biatko to nazwano INK4 {inhibitor of
cdk4) i wykryto, ze zawiera cztery powtorzenia sekwencji ankiryny. Wigzecie
jedynie z cdk4, a takze by¢ moze z PSLIRE a nie z innymi cdk. Biatko p16INK
zapobiega zaleznej od kompleksu cdk4 z cykling DI lub D3 fosforylacji pRb, pl07 i
pl30.

Prawdopodobnie w niestransformowanych komérkach p16INK4 wytgcza aktyw-
no$é cdk4, gdy pRb i pokrewne mu biatka ulegng inaktywacji przez fosforylacje. W
komorkach o zmutowanym pRb wzrasta ekspresja p 16 NK4 i nastepuje inaktywacja
cdk4, jednak nie wptywa to na progresje cyklu, gdyz pRb znajduje sie przez caty czas
w formie sprzyjajacej proliferacji [18].

BIALKO p27Kipl

Biatko o masie 27 kDa bedace produktem genu Kipi {kinase inhibitorprotein) jest
réwniez inhibitorem cdk. Prawdopodobnie posredniczy ono w transdukcji sygnatu
blokujagcego komdrki w pdznej fazie Gi pochodzacego od TGFR. Biatko p27Kipl
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wigze sie Scisle z kompleksami cdk2 i cykliny E zwiekszajgc znaczgco prog stezenia
cykliny E potrzebny do aktywacji cdk2. Z kolei wigzanie sie p27Kip z kompleksami
cdk4 i cykliny D2 umozliwia aktywacje kompleksu cdk2/cyklina E. W komoérkach
proliferujacych, nie poddanych dziataniu TGFR p27Kjpl jest obecne, lecz jest zwig-
zane w kompleksy z innymi biatkami, co zapobiega jego interakcji z cdk [16].

INNE BIALKA ODDZIALUJACE Z CDK

Omaébwione powyzej trzy biatka zapewne nie zamykajg listy inhibitoréw cdk, lub
tez w szerszym ujeciu, biatek oddziatujacych z cdk. Innym biatkiem o nieznanej roli
jest pl19, taczace sie z kompleksami cdk i cykliny A po transformacji fibroblastéw
ludzkich [21]. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae wyizolowano biatko Farl, ktore
hamuje kompleks CDC28 (odpowiednika cdc2) z cykling CLN2, niezbedny do
przejScia punktu Start. Biatko to stanowi kofcowy efektor skomplikowanej kaskady
wtdrnych przekaznikéw wiodacej od receptora dla feromonu koniugacyjnego, po-
przez kinazy MAP do biatka Fus3, ktére aktywuje Farl przez fosforylacje. Innym
biatkiem drozdzy nalezacym takze prawdopodobnie do rodziny CKI jest p40, o
niepoznanej wciaz sekwencji [12,15]. Wreszcie ostatnio zbadano strukture Ckshs2 i
wykazano, iz biatko to moze tworzy¢ heksamer wigzacy szes¢ cdk, co zapewne
moduluje aktywnos$¢ kinaz zaleznych od cyklin [14].

Odkrycie CKI radykalnie zmienito nasz poglad na mechanizmy regulacji cyklu
komorkowego, wprowadzajac do nich zupetnie nowe elementy. Najblizsze lataprzy-
niosgzapewne doktadniejsze poznanie r6znych CKI oraz zrozumienie ichroli w cyklu
komorkowym [8].

Nasmyth i Hunter wysuneli atrakcyjny model cyklu komérkowego, przez jego
analogie z systemem tam i zbiornikéw retencyjnych. Produkcja cyklin w fazie Gi
powoduje podnoszenie sie ich poziomu na podobiefAstwo podnoszenia sie poziomu
wody w zalewie. Naporowi temu przeciwstawia sie tama ustanowiona przez odpo-
wiednie CKI. Wreszcie tama nie wytrzymuje naporu, dochodzi do jej przerwania i
komorka przechodzi punkt R, po czym nastepuje synteza DNA. Zaczynajg sie teraz
zbiera¢ cykliny mitotyczne, a na ich drodze stoi nowa tama zbudowana z odpowied-
nich CKI. Jej przerwanie odpowiada aktywacji MPF i komdrka wchodzi w mitoze.
Po ukorniczeniu mitozy cata sytuacja powtarza sie od nowa. Czas pokaze, czy to
poréwnanie oddaje zjawiska zachodzace w cyklu komérkowym [12].
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OSCYLACYJNY CHARAKTER ZMIAN PODSTAWOWYCH
WEASCIWOSCI KOMOREK ROSLINNYCH

OSCILLATORY CHANGES IN THE BASIC PROPERTIES
OF PLANT CELLS

Edward Jerzy SPIEWLA
Zespot Biofizyki Katedry Fizyki Politechniki Lubelskiej

Streszczenie: Udziat proceséw oscylacyjnych w generowaniu czasowej i przestrzennej organizacji
uktadéw zywych, stanowi w ostatnich latach przedmiot intensywnych badani. W niniejszej pracy podjeto
prébe dokonania przegladu uzyskanych dotad wynikéw dotyczacych stopniarozpoznaniaoscylacyjnych
zmian podstawowych wasciwosci komdrek, ze szczeg6lnym uwzglednieniem rezultatow otrzymanych
dla komorek i ztgczy miedzykomérkowych roslin Characeae.

Stowa kluczowe-. Characeae, oscylacje, potencjaty, opor, plazmodesmy, elektryczne sprzezenia.

Summary. In recent years, participation of oscillatory processes in the generation of time and spatial
organization of living systems has been a topic of intensive studies. In the present work an attempt is
made to review the results, obtained so far, dealing with our understanding of oscillatory changes in the
basic properties of cells, with particular consideration of the results obtained for cells and intercell nodes
of plants.

Key words: Characeae, oscillations, potentials, resistance, plasmodesmata, electrical couplings.

WSTEP

Udziat niestabilnoSci, fluktuacji i nie gasngcych oscylacji w generowaniu czasowej
iprzestrzennej organizacji uktadéw ozywionych, stanowijeden zbardziej intensywnie
rozwijanych kierunkéw badan biologicznych. Mozna wyrézni¢ cztery zasadnicze
aspekty tych badan:
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- koordynacja i optymalizacja dziatania szlakéw metabolicznych, mechanizméw
regulacyjnych oraz uktadéw zwigzanych z transdukcja sygnatow i energii [7, 10,25,
40, 50, 95 i inne J;

-mechanizmy "zegaréw biologicznych" [14,16 i inne];

- procesy roznicowania przestrzennego i morfogenezy [1,24 i inne].

Wazng przestankg intensyfikacji badan nad czasowa i przestrzenng organizacja
uktadéw zywych, w szczeg6lnosci periodycznos$cig proceséw i struktur, staty sie
dokonania w zakresie termodynamiki nieréwnowagowej; opracowanie fenomeno-
logicznej teorii procesow nieodwracalnych (prace Onsagera, Meixnera, Prigogine’a),
teoretyczne wykrycie i doswiadczalne potwierdzenie wystepowania proceséw samo-
organizacji przestrzenno-czasowej, tzw. struktur dyssypatywnych w reakcyjno-dyfu-
zyjnych uktadach chemicznych, znajdujacych sie w stanach odlegtych od rownowagi
-ty pu reakcji Bietousowa-Zabotyriskiego itp. Rozwijaniu teorii struktur dyssypatyw-
nych w zakresie fizyki i chemii towarzyszyty biologiczne badania proceséw kontroli
i regulacji, w ktérych wykazano m.in., ze typowe mechanizmy regulacji dziatajgce na
zasadzie sprzezenia zwrotnego (np. autokataliza, autoinhibicja, kataliza krzyzowa),
stanowig przyktady reakcji "nieliniowych™ (tzn. ze rownania opisujgce ich kinetyke
chemiczng sg nieliniowe), w ktérych wyniku w okreslonych warunkach powstaja
specyficzne formy samoorganizacji. Tak powstajace struktury, podobnie jak organi-
czne elementy organizméw zywych, wykazuja rytmiczne oscylacje biochemiczne,
morfologiczne i fizjologiczne.

Nagromadzono w ostatnich latach sporo faktéw doswiadczalnych wskazujacych,
ze wystepowanie niestabilnosci i oscylacji jest w uktadach ozywionych bardziej
reguta anizeli wyjatkiem. Petne zrozumienie fizjologicznej roli oscylacyjnych zacho-
wan, jak rowniez fizykochemicznych mechanizmoéw ich generowania wydaje sie by¢
jednak ciggle dos¢ odlegte i wymaga wielu badan. Zupetnie niedawno zdano sobie
np. sprawe, iz oscylacyjny charakter zachowan nie jest prostym odzwierciedleniem i
bezposrednim skutkiem periodycznych zmian wiasciwos$ci Srodowiska, ale bardzo
waznym elementem adaptacji i minimalizacji zaktdcen homeostazy - zakidcen wy-
wotywanych zwykle cyklicznymi, fazowymi zmianami fizyko-chemicznych czynni-
kéw otoczenia. Wbudowanie programu zmian srodowiska do biologicznej organizacji
zachowan ustroju sprawia, ze staje sie on "przygotowany" do tych zmian ito zaréwno
0 charakterze cyklicznym, jak i pojawiajacych sie przypadkowo.

Ten kontekst ekologiczny oraz dokonany postep w wyjasnianiu integracji struktur
lich funkcji biologicznych nar6znych poziomach organizacji uktadéw zywych nadaje
badaniom oscylacyjnych zmian wasciwosci i zachowan szczegdlne znaczenie. Pod-
stawowe mechanizmy generowania oscylacji na poziomie komdrkowym lokalizuje
sie w funkcjonowaniu szlakéw metabolicznych oraz w procesach transportowych
przez btony komorkowe [14,85 iinne].Teoretycznie i eksperymentalnie dowiedziono
wystepowanie in vivo i in vitro szlakéw metabolicznych, ktérych funkcjonowaniu
towarzyszg oscylacyjne zmiany stezenia metabolitow. Fotosynteza, oddychanie oraz
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glikoliza, to reakcje o charakterze oscylacyjnym, zwigzane z wytwarzaniem energii
metabolicznej i najprawdopodobniej stanowigce podstawe szeregu oscylacyjnych
zmian zachodzacych w komoérkach [49,73 i inne],

Z kolei badania proceséw transportu transmembranowego dowodzg stusznosci
tezy o "oscylatorze btonowym"; rytmiczne zmiany strukturalnych i funkcjonalnych
wiasnosci bton korelujg z ekspresja szeregu rytmoéw [14, 85 i inne]. Koncepcja, iz
btony stanowig wazny element oscylatoréw fizjologicznych, znajduje réwniez po-
twierdzenie w wielu pracach wykonanych na uktadach modelowych - sztucznych
btonach lipidowych oraz roztworach biatek - jako obiektach do$¢ dobrze zdefinio-
wanych i podlegajacych kontroli eksperymentatora.

Celem niniejszego opracowania jest dokonanie - chociaz wybiérczego przegladu
badan oscylacyjnych zmian wiasciwosci komorek, przyblizenie charakterystyk tych
zmian i odniesienie ich do uktadéw modelowych. Szczeg6towiej przedstawione
zostang wyniki otrzymane dla komorek i ztacz miedzykomaérkowych roslin z rodziny
Characeae, traktowanych jako materiat modelowy i bardzo dogodny dla badania
oscylacyjnych zachowan komaérek roslinnych.

ZMIENNOSC WYBRANYCH WELASCIWOSCI POJEDYNCZEJ
KOMORKI

Dos¢ powszechny jest poglad, ze rytmiczny charakter r6znorodnych proceséw
komaérkowych stanowi wazny element sprzezenia tworzgcych komorke substruktur i
organelli, a takze ich kontroli i stabilizacji. Wprowadzone wcze$niej dwie grupy
mechanizmow odpowiedzialnych za generowanie oscylacji w pojedynczej komdrce
nazywane sg odpowiednio: "oscylatorem metabolicznym™ oraz "oscylatorem btono-
wym". Wystepujg one niezaleznie lub réwnoczesnie z dominacjg jednego mechani-
zmu, zaleznie od rodzaju komdrki. Komarki drozdzy (Saccharomyces) stanowig
typowy przyktad funkcjonowania oscylatora metabolicznego zwigzanego z cyklem
glikolitycznym, natomiast w komaorkach wydzielniczych i nerwowych zwierzat ob-
serwuje sie gtdwnie oscylacje typu btonowego. Wydaje sie jednak, iz funkcjonowanie
obu oscylatoréw nie odbywa sie niezaleznie, gdyz sprzezenia proceséw metabo-
licznych komorki realizowane sg za posrednictwem bton; zmiany ich przepuszczal-
nosci dla jonéw i metabolitéw limitujg zachodzenie i szybkos¢ reakcji biochemi-
cznych. Z kolei stan energetyczny komorki, zalezny wprost od metabolizmu, warun-
kuje procesy transportu btonowego przesadzajgc o wartosci potencjatu spoczynkowe-
go i gestosci tadunku powierzchniowego, a tym samym o konformacji i aktywnosci
biatek btonowych.

Nie wdajac sie w rozwazania 0 mechanizmach generowania oscylacji, zgodnie z
gtébwnym celem niniejszego opracowania przedstawione zostang nizej dane o rézno-
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TABELA 1. Wybrane przykfady proceséw oscylacyjnych zachodzacych w komorkach

Proces Okres
Oscylacje aktywnosci enzymoéw
ATPaza 1-2,5 min
dehydrogenaza mleczanowa 1-3 min
lucyferaza 24 h
Oscylacyjne reakcje biochemiczne
glikoliza 2s-3h
fotosynteza 465

24 h
oddychanie 1h
Oscylacje ksztattu komorek 24 h
Oscylacje objetosci i ksztattu organelli
mitochondria 1-30 min
chloroplasty 24 h
Oscylacje poziomu metabolitéw i podstawowych jonéw
Ca2+ 100-200 s
ATP 100-200 s
K+ Na+ 24 h
polisacharydy w chloroplastach 24 h
Oscylacje syntezy biatek 1h

24 h

Oscylacje strumienia jonéw przez blony tylakoidéw 24 h

Oscylacje metabolizmu kwaséw nukleinowych, 24 h
zawartos¢ RNA, DNA

Oscylacje bioelektryczne

potencjat elektryczny 0,1-20 S
1s-5 min

generowanie spontanicznych pot. czynnosciowych 4 -25 min

Oscylacyjne ruchy komoérkowe

ruch cytoplazmy 100-200 S

migracja chloroplastow 24 h

Oscylacje towarzyszace procesom wzrostu i rozwoju komorek

ruchy podczas grupowania 5-10 min
mitoza 8-12 h
uwalnianie i wzrost spor 6-16 h
Oscylacje bioluininescencji 24 h

Rodzaj komorek lub organizm

mikrosomy nerki i mézgu
Acetabularia
Gonyaulax polyedra

Saccharomyces
Chlorella
Gonyaulaxpolyedra
Acanthamoeba castellani

Euglena gracilis

komorki watroby szczura
Acetabularia

Physarum polycephalum
Physarum polycephalum
Neurospora crassa
Acetabularia

Acanthamoeba castellani
Acetabularia

Gonyaulax polyedra

Neurospora crassa

neurony $limaka
komérki wydzielnicze
gruczotéw Slinowych
Acetabularia

Physarum polycephalum
Acetabularia.

Dictyostelium discoideum
Physarum polycephalum
Ascomycetes

Gonyaulax polyedra

Tabele sporzadzono na podstawie prac Rappa [70] oraz Edmundsa [14]
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rodnych procesach rytmicznych, w roznych rodzajach komorek, a zwkaszcza w
jednokomdrkowych glonach (Acetabularia, Chlamydomonas, Euglena, Gonyaulax),
grzybach (Neurospora) i drozdzach (Saccharomyces), jako ukiadach szczegolnie
uzytecznych w omawianych tu badaniach [3, 5, 14 i inne], W tabeli 1 zestawiono
wybrane przyktady oscylacji dokumentujgce prawidtowos$é, iz wystepuja one po-
wszechnie w komadrkach, dotyczg réznych procesdw i parametrow (elektrycznych,
biochemicznych i strukturalnych) charakteryzujgcych stan komérki, majg szerokie
widmo czestotliwosci (w przytoczonych przyktadach okresy oscylacji wynosza od 0,1
sekundy do 24 godzin).

Miedzyweztowe komaérki roslin Characeae (ich dtugos¢ zawiera sie w przedziale
od kilku do kilkunastu cm, a $rednica siega 0,5 mm) stanowig obiekt powszechnie
badany przez biofizykow i elektrofizjologow. Komorki te sq dobrze poznane pod
wzgledem morfologiczno-funkcjonalnym i okazaty sie byé szczegdlnie dogodnym i
interesujgcym materiatem dlabadan periodycznych struktur przestrzenno-czasowych
na poziomie komdrkowym oraz oscylatoréw membranowych. Co prawda, dotad dla
komorek tych roslin nie prowadzono systematycznych badan oscylacji typu metabo-
licznego, ale o mozliwosci ich wystepowania $wiadczg wyniki badan ultrastabej
luminescencji prowadzone w naszym Zespole (A. Jaskowska i P. Segit) oraz fluore-
scencji chlorofilu (P. Kuenecke - nie publikowane wyniki cytowane za Fisahnem i
wsp. [19]). Badania parametréw charakteryzujacych stan btony komérkowej roslin
Characeae ograniczaty sie gtéwnie do oscylacji potencjatu membranowego [19,27,
57 i inne].

Nishizaki [56], jako pierwszy wykryt u Chara brauni lokalne oscylacje potencjatu
spoczynkowego btony w okresie kilku do kilkunastu minut i amplitudzie wynoszacej
okoto 10 mV, prowadzac dtugotrwatg rejestracje wartosci réznicy potencjatow po-
miedzy mikroelektrodg wprowadzong do wakuoli komorki i elektrodg odniesienia
umieszczong w roztworze, w ktérym znajdowata sie komorka. Podobne okresowe
zmiany potencjatu otrzymal rejestrujgc réznice potencjatow przy powierzchni dwaéch
kontaktujagcych sie przez roztwor zewnetrzny obszarow btony. Wykryte w tych
warunkach zmiany réznicy potencjatow w réznych obszarach autor interpretowat jako
wynik naktadania sie periodycznych zmian potencjatéw tych obszar6w. Lokalne
oscylacje potencjatu, a takze przewodnictwa i pH w komdrkach Characeae zostaty
potwierdzone w wielu pracach [80, 84-87, 94 i innych].

Rejestrowane w r6znych obszarach (kilkumilimetrowej szerokosci) komérek mie-
dzyweztowych oscylacje potencjatu, ze wzgledu na okres ich zmian, atakze postulo-
wane funkcje fizjologiczne, Fisahn i wsp. [19] oraz Hansen [27] podzielili na trzy
gtowne typy o okresach odpowiednio: T=45s, T= 15 mini T = 1h (dalej bedg one
oznaczane jako typy: "45 s", "15 min" oraz "1 h"). Umowne wartosci T stanowia
wielkosci usrednione dla grupy oscylacji, ktérych rzeczywiste okresy moga réznic sie
o0 czynnik wynoszacy w przyblizeniu 2. W przypadku badania oscylacji oporu btony
komadrkowej, np. technika mikroelektrodowag lub elektrod zewnetrznych (opis metod
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znajduje sie w pracach wczesniejszych [75, 76]), najczesciej rejestrowano oscylacje
typu "15 min", rzadziej "3 min" i najrzadziej"1h". Srednie amplitudy zmian oporu w
oscylacjach typu "15 min" i "1 h" wynosity ok. 20% $redniej wartosci oporu btony.

U czesci badanych komérek oscylacje nie wystepowaty, aw komérkach, w ktérych
wykrywano oscylacje potencjatu lub oporu, niekiedy oscylacje te zanikaty bez wy-
raznej przyczyny. Oscylacje"1h" pojawiaja sie spontanicznie, mogatez by¢ induko-
wane np. sinusoidalng modulacjg natezenia oSwietlenia, przeptywem pradu czy zmia-
ng pH wewnatrz komorki [19, 27, 87 i inne]. Oscylacje "15 min" obserwowano
wytacznie jako generowane spontanicznie - w literaturze ciggle brak jakichkolwiek
danych o ich generacji wywotywanej przez czynniki zewnetrzne.

Podstawowe dane dotyczace zjawisk "periodycznos$ci czasowej" w komdarkach
roslin Characeae przedstawiono w tabeli 2. W tabeli 3 podano natomiast uzyskane
dotad dane dotyczace "periodycznosci przestrzennej"; jak widaé najwiecej prac
poswiecono tworzeniu sie wokdt komorek miedzyweztowych - przemiennie - pasm
zasadowych i kwasowych, ktérym towarzyszy powstawanie obszaréw odpowiadaja-
cych depolaryzacji i hiperpolaryzacji btony.

Za formowanie sie wzdtuz komorek periodycznych struktur czasowo-przestrzen-
nych, czyni sie odpowiedzialng pompe protonowg. Lokalne, zsynchronizowane na
sporych obszarach komarki (w pasmach o szerokos$ci kilku mm) zmiany aktywnosci
pompy protonowej moznattumaczy¢ wystepowaniem wewnatrz i nazewngatrz komor-
ki statych fluktuacji stezeniajonéw OH-, ktére w pewnych warunkach moga rozros-

TABELA 2. Periodyczno$¢ czasowa u Characeae

Parametr Okres Rodzaj Prace
Potencjat btony kilka do kilku-  Nitella [69,96, 97]
dziesieciu s
45s Nitella [6,19, 56]
2-4 min Nitella, Chara [20, 29,31,37]
15 min Nitella, Chara [6, 19, 26, 38, 57, 94]
1h Nitella [6, 19,26]
45 s, 15 min, 1 h Nitellopsis obtusa [84]
Przewodnictwo btony 45 s Nitella [19]
2 min Chara [20, 78 ]
15 min Nitella [19]
1h Nitellopsis, Nitella [19, 20, 80]
3i15min, 1h Nitellopsis obtusa [91]
pH przy zewnetrznej . 2-4 min Nitella, Chara [20]

powierzchni Sciany korfiorkowej

Gestos¢ pradow 2-4 min Nitella [20]
jonowych przy zewnetrznej
powierzchni sciany komdrkowej
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TABELA 3. Periodycznos$¢ przestrzenna u Characeae

Parametr Okres Rodzaj Prace
Potencjat btony 3-8 mm Chara [20, 58, 59, 77, 94]
2-8 mm Nitellopsis, [84]

Nitella

Przewodnictwo btony 4 mm Chara [8,58]
kilka mm Nitellopsis, [91]

Nitella
Pojemnosc btony [8]
pH przy zewnetrznej powierzchni kilka mm Chara, Nitella [4, 15, 17, 18, 20, 21, 30,
Sciany komorkowej 41-47, 54,

61,78,79,80,98]

Gestos¢ pradéw jonowych przy 4-8 mm Chara, Nitella [13, 16, 20]

zewnetrznej powierzchni Sciany komorkowej

Depozyty wapnia (inkrustacja kilka mm Chara [47, 52]
weglanem wapnia)

Depozyty mikrofibryli celulozowych kilka mm Nitella [71]
Organizacja mikrotubul kilka mm Chara [99]

na¢ sie do poziomu makroskopowego. Jesli w konsekwencji takiego procesu wjakims$
obszarze przy zewnetrznej powierzchni btony koncentracjajonéw OH- wzrosnie, to
nastepuje tam ostabienie dziataniapompy protonowej i wystapi lokalnie depolaryzacja
btony, a co zatym idzie intensywniejsze niz w obszarach sasiednich gromadzenie sie
jonéw OH-.Rowniez wewnatrz komorki zwieksza sie stezenie jondw OH- , co z kolei
prowadzi do do ich wyptywu na zewnatrz. Tam za$, gdzie koncentracjajonéw OH-
utrzymuje sie na statym poziomie, nastepuje wzmozona aktywacja pompy protono-
wej, rodnie hiperpolaryzacja btony i formujg sie obszary kwasowe [4,48, 94].

Wiele danych eksperymentalnych wskazuje, ze tworzace sie wokot komoérek
miedzyweztowych pasma o zmieniajagcych sie okresowo wilasciwosciach mozna
uznaé za struktury dyssypatywne [93], Stwierdzono m.in., ze pasma pojawiajg sie,
gdy dostarczona uktadowi energia przekracza pewng warto$¢ krytyczng, przeprowa-
dzajaca uktad w stan daleki od réwnowagi. Wykazano ponadto, ze na formowanie
sie pasm oraz ich stabilizacje ma wptyw jakos$¢ srodowiska wewnetrznego i zewne-
trznego komarki (objetosé, sktadjonowy, mieszanie roztworu, zaburzeniachemiczne,
elektryczne, mechaniczne).
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OSCYLACYJNE ZMIANY WLASCIWOSCI
ZLACZ KOMORKOWYCH

Integracja funkcji biologicznych w obrebie wielokomdrkowego organizmu zywe-
go, wymaga komunikacji takze pomiedzy komoérkami. Stosunkowo szeroko udoku-
mentowano fizjologiczna role oscylacji w systemie komunikacji wewnatrzkomor-
kowej i miedzykomdrkowej posredniej. W komorce np. poziom szeregu hormonow i
poziom wewnatrzkomdérkowych przekaznikéw (takichjak cAMP - cykliczny adeno-
zyno-3’, 5’-monofosforan i Ca2+) wykazujg oscylacyjne zmiany w czasie [3,11]. W
chemicznej komunikacji miedzykomdrkowej, czyli posredniej, przyktadem sygnali-
zacji za pomoca kodu czestotliwosciowego jest wysytanie okresowych sygnatdéw
przez sluzéwce {Dictyostelium discoideum) w formie cAMP [23,40]. W cytowanych
pracach wykazano, ze fizjologiczny efekt wielu sygnatow moze by¢ powigzany z ich
czasowg zmiennos$cig. Otrzymuje sie coraz wiecej danych wskazujacych, iz kodowa-
nie informacji "czestotliwosciowe" jest dos¢ powszechne i wystepuje na wszystkich
poziomach organizacji [22].

Wykrycie oscylacyjnych zmian oporu elektrycznego przegrody miedzykomarko-
wej u Characeae (wezta) po uszkodzeniu [81, 82] sugerowato, ze réwniez dziataniu
symplastycznych mechanizmoéw regulacyjnych mogatowarzyszyé oscylacyjne zmia-
ny wiasciwosci ztagcz miedzykomorkowych. Wiadomo bowiem, ze bezposrednie
sprzezeniamiedzykomorkowe u roslin realizowane sg za posrednictwem tubularnych,
wyscielonych plazmalemma struktur, zwanych plazmodesmami. O ile zagadnienia
dotyczace formowania sie struktury plazmodesm sg do$é szeroko udokumentowane
w literaturze [53,72, 91 i inne], o tyle dane dotyczace ich funkcjonowania sg bardzo
skape; a o cyklicznosci zmian ich wiasciwosci brak jakichkolwiek danych.

Na podstawie pracy [91] wiadomo, ze ok. 80% badanych weztéw u Nitellopsis
obtusa wykazujejeden lub wiecej typéw oscylacji. Sredniawielko$¢ amplitudy zmian
oporu weztdw wyniosta dla Nitellopsis obtusa 29% $redniej wartosci ich oporu.
Podobnie jak dla oscylacji oporu bton komérkowych, wyrézniono trzy typy oscyla-
cyjnych zmian oporu ztgcz: "3 min", "15 min" oraz "1 h". NajczeSciej wystepuja
zmiany typu "15 min", rzadziej "3 min" i najrzadziej"1h". Pomiary prowadzone byty
technikg elektrod zewnetrznych, a dla weryfikacji ich poprawnos$ci czesé badan
realizowano guasirownolegle réwniez mikroelektrodami [83].

OSCYLACYJINE ZMIANY WLASCIWOSCI

UKLADOW MODELOWYCH

Ze wzgledu na ztozonos$¢ proceséw biologicznych, uzytecznym podejsciem jest
badanie uktadéw modelowych i w szczeg6lnosci sztucznych bton lipidowych. Bada-
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nie mechanizmow generowaniaoscylacji w modelowychuktadach bioczasteczekprzy
braku organizacji komorkowej, a w szczegdlnosci roztworow biatek, réwniez jest
wielce obiecujgce i moze stanowi¢ wazny przyczynek dla wyjasnienia fizyko-chemi-
cznych aspektéw funkcjonowania oscylatordw fizjologicznych. Postepowanie takie
wymaga jednak sporej ostroznosci i wielorakich weryfikacji.

W miare postepu w rozpoznawaniu roli biatek w procesach zyciowych, coraz
czesciej analizuje sie ich znaczenie i funkcje, uwzgledniajac ich specyficzne wiasci-
wosci dynamiczne [2,12, 60]. Stwierdzono doswiadczalnie, ze aktywnos$¢ enzymow
w kom@rce, okre$lanazaréwno invivo, jak tez invitro, wykazuje rytmiczng zmiennos¢
w czasie. Obserwowane zmiany przypisywane sg dziataniu kilku mechanizméw [66,
68]):

- zmianom liczebnosci populacji czgsteczek enzymu, bedgcych konsekwencja
rytmicznosci ich syntezy,

- rytmicznym posttranslacyjnym modyfikacjom enzymu, zwigzanym m.in. z cy-
klem fosforylacji (defosforylacji) czgsteczek enzymu oraz

- dziataniu strumieni metabolicznych danego szlaku lub szlakéw sprzezonych, co
moze prowadzi¢ do zmiany stezenia substratow, efektorow, pH itp.

TABELA 4. Rytmiczne zmiany wasciwosci enzymow in vitro - w roztworach

Enzym Pochodzenie Rytmicznie zmienia- Okres Prace

jacy sie parametr
Kinaza kreatynowa  migsnie aktywnos¢ 45-60 s [9]
Aktomiozyna migsnie konformacja 45-60 s [74]
Hydroksylaza tyrozyny mézg szczura 10-40 min [51]
Karboksylaza fosfo-  liscie Kalanchoe aktywnosé 16-27 h + [62, 63, 65, 67]
enolopirogronianowa blossfeldiana zmiany szybkie
Dehydrogenaza liscie Kalanchoe wiasnosci katalityczne: 20-25 h [39, 63, 64, 67]
jabtczanowa blossfeldiana  aktywnos$¢, stata Michaelisa-

Menten, krzywa nasycenia

dla substratu (ksztatt),

charakter kinetyki reakcji (ksztatt),
wrazliwo$¢ na dziatanie efektoréw

Peroksydaza chrzanowa 10-39 h [85, 88]
+ zmiany szybkie
Peroksydaza bakterii Pseudomonas 10-39 h [89, 90]

fluorescens
oddziatywanie z rozpuszczalnikiem
(NMR): czasy relaksacji protonu
agregatow wodnych, parametr
porzadku agregatéw wodnych, czasy
korelacji wymiany protonu,
przesuniecie chemiczne widma
NMR (informacje
nie publikowane)
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W tabeli 4 zestawiono przyktady rytmicznych zmian wiasciwosci enzyméw in vitro
- w roztworach.

Przechodzac do problematyki oscylacji obserwowanych na btonach sztucznych,
nalezy przypomnieé, iz zgodnie z wynikami badar mikroskopowych i innych, zasad-
niczym elementem strukturalnym btony jest podwdjna warstwa fosfolipidowa. Fun-
kcje btony zalezg silnie od wiasciwosci tworzacych jg lipidow, a wiec ich upo-
rzagdkowania i dynamiki tancuchéw, ich gietkosci i ruchliwosci, stanow konformacyj-
nychitd. Oscylacyjne zmiany parametrow elektrycznych (potencjatu transmembrano-
wego, przewodnictwa, pojemnosci) obserwowano w réznych typach bton lipidowych
oraz w modyfikowanych btonach lipidowych - z rekonstytuowanymi biatkami kana-
towymi. W przypadku bton sktadajacych sie wytgcznie z lipidow oscylacje wiasnosci
elektrycznych obserwowano jedynie w warunkach nieréwnowagowych, wywotywa-
nych np. przeptywem pradu przez btone, wystepowaniem gradientu chemicznego lub
elektrycznego w poprzek btony, réznicy cisnied osmotycznych badz hydrostatycz-
nych itd. [32,100 i inne].

W tabeli 5 przytoczono przykitadowe wyniki obserwacji oscylacyjnych zmian
parametrow elektrycznych, zachodzacych w btonach sztucznych. Z zestawionych

TABELA 5. Przykfady oscylacyjnych zmian parametréw elektrycznych bton sztucznych

Rodzaj btony Parametr Okres Prace
lipid/warunki

Btony zbudowane wytgcznie z lipidu

DOPH nafiltrze miliporowym potencjat 1h [35]

- gradient stezenia jonow kilka minut [32]

- przeptyw pradu elektr.

- roznica cisnien kilka sekund  [32, 33, 92, 93]
DOPC - BLM na otworku natezenie kilka sekund ~ [100]
- gradient potencjatu pradu

DOPC otrzymana technika natezenie kilka sekund  [100]
'bipette-clamp** pradu

- gradient potencjatu

DOPC wielowarstwa natezenie kilka sekund  [100]
na podtozu porowatego pradu

papieru filtracyjnego
- gradient potencjatu

DOPC/diolychylofosforan BLM pojemno$¢ kilkadziesigt  [34]

- napiecie zewnetrzne sekund

Modyfikowane btony lipidowe

BLM zawierajgca biatka potencjat kilkadziesigt ~ [55]
sekund

BLM z rekonstytuowanymi kanatami przewodnictwo kilka sekund  [28]
sodowymi z m6zgu szczura

BLM lecytynowa potencjat ok.40 s [36]
modyfikowanapolipirolem natezenie pradu
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danych wynika, ze przedziat czestosci oscylacji rejestrowanych w réznych uktadach
modelowych jest do$¢ szeroki i w duzym zakresie pokrywa sie z czestotliwos$ciami
oscylatorow fizjologicznych. Dla bton lipidowych o okreslonym skladzie okresy
zmian ich wiasciwosci zalezg od intensywnosci oddziatywania zastosowanego czyn-
nika nieréwnowagowego (badz kombinacji kilku czynnikéw). Na podstawie przed-
stawionych wyzej oraz nie cytowanych tutaj danych, sformutowano do$¢ prawdo-
podobne hipotezy wyjasniajace mechanizm generowania omawianych oscylacji [32,
92, 95,100 i inne].
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TRANSPOZONY
I ICH EWOLUCYJNE ZNACZENIE

TRANSPOSONS AND THEIR EVOLUTIONAL FUNCTION

Elzbieta WIRTH-DZIECIOLOWSKA
Katedra Genetyki i Ogdlnej Hodowli Zwierzat SGGW w Warszawie

Streszczenie: W przedstawionym artykule dokonano krétkiego przegladu wspétczesnych pogladéw na
temat transpozonéw - ruchomych elementéw genetycznych. Poglady te dotycza pochodzenia, rodzajow
transpozonéw oraz mozliwej roli w powstawaniu organizméw eukariotycznych. Przytoczono przyktady
insercji transpozonéw w sasiedztwie genu i ich skutkéw w postaci mutacji, zmiany ekspresji czy zmiany
specyfiki tkankowej genu. Opisane przyktady moga stanowic jedng z mozliwych drég, ktorymi odbywa
sie ewolucja organizmoéw.

Summary: In this article some recent theories about transposons which are transposable genetic elements
have been summarised. These theories concern the origin of transposons, their types and their possible
role in evolution of eukaryotes. Some examples of insertion of transposable elements near the
endogenous genes and their effects on mutation, on altering of gene expression (like Sip gen in mice)
or on changing the tissue specific (like human genes for salivary amylase expression) which was
previously for this gene presented. These last two cases can determined one of possible ways of molecular
evolution of organisms.

Obecnos$¢ ruchomych elementéw genetycznych w genomie kukurydzy wykazata
po raz pierwszy jeszcze w latach czterdziestych Barbara MacClintock, jednak nie
wzbudzity one duzego zainteresowania, a przede wszystkim zrozumienia u jej wspot-
czesnych. W czasach gdy jeszcze nie byta znana natura chemiczna materiatu dziedzi-
cznego, trudno byto rozumiec role elementéw genetycznych, ktére zmieniajac swe
potozenie wptywatyby na zmiane zachowania sie genu, jego ekspresje czy funkcje.
Barbara MacClintock interpretowata ich ruchliwos¢ jako manifestacje programo-
wych, genetycznych zmian w procesie rozwoju. Przez dtugie lata uwazano, ze jest to
jedynie "dziwna" cecha kukurydzy. Dopiero w koncu lat siedemdziesiatych nastapit
wzrost zainteresowan ruchomymi elementami genetycznymi u innych organizméw
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zarowno prokariotycznych [16, 19], jak rowniez licznych eukariontow [4, 7, 34].
Badania te przyniosty nowe spojrzenie narole ruchomych elementéw genetycznych
u bakterii (kodowanie opornosci na antybiotyki i wzrost przezywalno$ci komorek
przenoszacych je), jaki u organizmdw wyzszych (np. wytwarzanie opornosci nowo-
tworéw na chemioterapie, powstawanie intronéw i inne).

WS$rdd badaczy zajmujacych sie ruchomymi elementami DNA wystapity réznice
pogladéw wyjasniajgcych pochodzenie transpozondw. Jedni uwazali elementy te za
integralng cze$¢é genomu, inni zas jak Doolitle i Sapienza [13] czy Orgel i Crick [31]
sugerowali, ze ruchome elementy DNA reprezentujg "molekularne pasozyty" lub
"samolubne DNA", ktére nie odgrywajg zadnej istotnej roli w organizmie.

Hipoteza pasozytniczego DNA spotkata sie z licznymi gtosami krytyki, w ktorych
podkreslano, ze nie wykryte jeszcze funkcje roznych transpozondw nie sg dowodem
catkowitego ich braku [5]. Podkreslano réwniez, ze wystepowanie i rozpowszechnie-
nie transpozondéw w populacji musi by¢ zwigzane z naturalng selekcja, ktora dziata
zaréwno napoziomie organizmu gospodarza (komorki), jaki napoziomie molekular-
nym [23]. Ten drugi poziom selekcji realizowany jest przez zdolnosci transpozonow
do samopowielania sie i dotyczy gtéwnie eukariontéw. Selekcja napoziomie komor-
kowym odnosi sie przede wszystkim do bakterii rozmnazajacych sie droga klonowa-
nia.

Tempo procesu ewolucji transpozonéw prokariotycznych zwigzane jest z ich
przezywalnoscig, ktéra jest wypadkowa zachodzacych proceséw samoreplikacji
transpozonOw oraz czestosci przenoszenia ich przez plazmidy do nowych komorek
gospodarza [11]. Jednak w naturalnych populacjach bakterii procesy te zachodza
raczej z niskg czestoScig, stad szansa ewoluowania transpozonéw w kierunku paso-
zytéw molekularnychjestraczej niewielka. Przezywalno$¢ i ewolucjatych elementow
genetycznych wynika raczej z korzysci, jakie z ich obecnosci odnoszg komorki
gospodarza [2].

Rozpowszechnienie w populacji transpozonow eukariotycznych zwigzane jest z
cyklami tgczenia sie gamet w zygote i procesami mejozy. Procesy te stwarzajg szanse
przenoszenia wewngtrzgenomowych zmian, jakie zachodza w jednym osobniku, do
osobnikéw potomnych i tg drogg do populacji. W zwigzku z ptciowym rozmnazaniem
gatunkdw eukariotycznych rozprzestrzenianie wystepujacych wich genomie transpo-
zondw jest szybsze niz u prokariontdw. Nawet przy braku pozytywnej selekcji na
poziomie komorkowym elementy te maja duzo wieksze mozliwosci ewolucji w
kierunku pasozytéw genomu. Bezposrednie dowody potwierdzajace te rozumowanie
uzyskano w trakcie prowadzenia badan nad elementem P wystepujgcym u Drosophila
melanogaster. Element ten wywotuje objawy dysgenezy u posiadajgcych je owadow.
Dotyczy to przede wszystkim mieszancdw powstatych z krzyzowania samcow z
elementem P z samicami z linii nie posiadajacych tego elementu i objawia sie
niedorozwojem osobniczym [26], Badania przezywalnosci naturalnych i doswiad-
czalnych populacji owadow wykazaty, ze element ten byt w stanie dokona¢ inwazji
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gatunku w bardzo krotkim czasie. Wedtug Kiyasu i Kidwell [28] oraz Good i wsp.
[18] czestos¢ genomdw przenoszacych elementy P moze ulec podwojeniu z pokolenia
na pokolenie. Z prac Houck i Kidwell (cyt. za [32]) wynika, ze element ten moze
przenosi¢ sie nie tylko w trakcie cyklu reprodukcyjnego pionowo w populacji, ale
takze moze rozprzestrzenia¢ sie poziomo dzieki roztoczom pasozytujagcym na owa-
dach i przenoszacym element P w swym przewodzie pokarmowym.

Badania, dotyczace rownowagi miedzy namnazaniem sie transpozon6w a sele-
ktywnga eliminacjg powodowang przez ich negatywne oddziatywanie, potwierdzity
zgodno$¢ z modelem transpozonu jako pasozyta genomu [8, 9, 30]. Prace te prowa-
dzone gtéwnie na Drosophila potwierdzity réwniez, ze powielanie transpozycji jest
dominujaca sitg w ewolucji tej grupy zwierzat.

Oczywiscie nie wszystkie transpozony tak doktadnie odpowiadajg omawianemu
modelowi pasozytniczego DNA. W wielu przypadkach szczegdlnie tych, w ktérych
nie ma petnej losowosci kojarzen, selekcja transpozonéw moze odbywac sie na obu
poziomach (molekularnym i kom6rkowym).

Czesto$¢, z jaka transpozony rozprowadzane sg w populacji organizmow eukario-
tycznych, jest zwigzana z frekwencjg potagczen miedzy gametami, ktére majg trans-
pozon, a tymi, ktore sg wolne od niego. Hickey [23] sugeruje, ze transpozony mogty
odegra¢ pewngrole w rozwoju rozmnazania ptciowego u prymitywnych eukariontow
i ze ewolucja pici odbywata sie drogg selekcji na geny transpozonowe. Posrednich
dowoddw popierajgcych ten tok rozumowania dopatruje sie w mechanizmie koniuga-
cji zaleznej od plazmidu F u Escherichia coli.

TRANSPOZONY JAKO ELEMENT SSACZEGO GENOMU

Sekwencje kodujgce rozne biatka organizmu stanowig 10-15% haploidalnego
genomu ssakéw zawierajgcego 3 miliardy par zasad. Pozostatg cze$¢ genomu, szcze-
g6Inie w czesci heterochromatynowej stanowig proste, powtarzalne tandemowo se-
kwencje. W cze$ci euchromatynowej bedacej siedliskiem gendéw znajduja sie rowniez
repetytywne sekwencje, ktére w wiekszosci wchodzg w sktad introndw. Istniejgce
korelacje miedzy czesto$cig wystepowania intronow i transpozonéw mogtyby Swiad-
czy¢ o ewolucyjnym zwigzku miedzy nimi. Pewne spekulacje na temat intronow
sugeruja, ze byty one obecne juz w genomie praeukariontow [12] i odegraty istotng
role w ewolucji genéw strukturalnych [17]. Alternatywng sugestig wysuwang przez
Cavalier-Smith [5, 6] i Hickey [20, 21, 22] jest traktowanie introndéw jako wstawek
do istniejacych juz gendw podczas trwania ewolucji. Konsekwencja tego rozumowa-
niajest hipoteza, ze introny sa pozostatoscig ewolucyjng pewnych typow transpozo-
now.

Istnieje szereg prob klasyfikacji wspotczesnych transpozonéw. W jednej z nich
przedstawionej przez Finnegana [14] zostaty wyrdznione dwie grupy transpozondw



266 E. WIRTH-DZIECIOLOWSKA

w zaleznos$ci od mechanizmu ich transpozycji. Elementy ruchome zaliczane do klasy
I korzystajg z wiasnej odwrotnej transkryptazy przy przenoszeniu sie z jednego
miejsca w DNA nainne. Nie jest to jednorodna grupa pod wzgledem budowy. Cze$¢
z zaliczanych tu transpozondw, np. copia-like u Drosophila melanogaster, Ty u
drozdzy, IAP oraz VL30ugryzoni, THE u cztowieka, BS1u kukurydzy, przypominaja
swg budowag retrowirusy. Posiadajg bowiem dtugie sekwencje zasad powtarzajgcych
sie terminalnie (LTR), dtugie, otwarte ramki odczytu i korzystajg z poSrednictwa RNA
w swym cyklu zyciowym.

Inne elementy ruchome klasy | majg catkowicie odmienng budowe. Nie wystepuja
u nich dtugie, terminalne powtdérzenia sekwencji zasad, majg natomiast w koncu 3’
sekwencje bogate w adenine. Majg zwykle dwie otwarte ramki odczytu, z ktérych
jedna koduje informacje o odwrotnej transkryptazie. Budowa taka cechuje elementy:
LI ssakéw, I, G, T u Drosophila melanogaster, Cin4 u kukurydzy i sekwencje
wstawione wewnatrz genu 28SrRNA u jedwabnika morwowego czy muszki owoco-
wej.

Druga klase ruchomych elementdéw stanowig transpozony, ktore oflankowane sg
przez krotkie, powtarzalne sekwencje o przeciwstawnej orientacji. Doktadny mecha-
nizm transpozycji niejest catkowicie poznany, chociaz wiadomo, ze transpozazamoze
bra¢ udziat przy przenoszeniu ich zjednego miejscaw DNA nainne. Podjej wptywem
moga ulec przetamaniu konce elementu ruchomego oraz sekwencje docelowe w
miejscu, do ktérego ma nastgpic transpozycja. Przenoszony element moze by¢ wyci-
nany i integrowany w cato$ci w miejscu docelowym jak w przypadku transpozonu
Ac/Ds u kukurydzy. Czesciej jednak transpozycja elementéw nalezacych do klasy 11
odbywa sie przez nacinanie tylko jednej z nici DNA w miejscu docelowym oraz przy
koncu transpozonu, nastepnie taczenie obu koricdw przy udziale nukleaz ipolimerazy
DNA, pod wptywem ktorej nastepuje replikacja elementu ruchomego i duplikacja
sekwencji docelowych.

Innymi kryteriami przy klasyfikacji transpozonéw kierowali sie Wichman i wsp.
[35]. Autorzy ci uwzgledniajgc rozng dtugosc i czesto$é wystepowaniatranspozonow,
podzielili je na trzy klasy, miedzy ktérymi granice nie sg Scisle okres$lone.

Pierwszg grupe SINE (short interspersed element) stanowig krotkie elementy
rozproszone w genomie i okre$lane mianem retropozon6w. Druga grupa to LINE
(long interspersed element), dtugie, powtarzalne elementy rozproszone w genomie
okreslane jako retrotranspozony. Ostatnig grupa sa elementy podobne do retrowiru-
séw (RLE - retrovirus like element) zaliczane réwniez do retrotranspozondw.

Najwiecej elementow powtarzalnych, spotykanych gtéwnie w genomach ssakow,
a czasem takze innych kregowcdw, nalezy do grupy pierwszej. Sg one dtugosci
75-500 par zasad i wystepujg w dziesigtkach, a nawet tysigcach kopii (104-1086).
Poszczeg6lne gatunki organizméw mogg mie¢ w swym genomie kilka rodzin SINE,
z ktérych najlepiej poznany jest Alu wystepujacy u cztowieka. Element ten moze
stanowi¢ 5% genomu cztowieka [27]. Pochodzenie jego wigzane jest z czasteczka
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7sRNA. Inne rodziny retropozonéw pochodza od réznych, matych RNA jadrowych,
takich jak np. tRNA. Rodziny SINE ztozone sg zatem z powt6rzeh pierwotnych
struktur RNA, ktore pod wptywem odwrotnej transkryptazy tworzg nowe klasy
krotkich elementéw nie podlegajacych translacji, o roznym pochodzeniu, ale o podo-
bnej strukturze drugorzedowej, zmiennosci i sposobie regulacji. Elementy SINE
zachowujg sie raczej pasywnie, a w ich aktywowaniu bierze udziat polimeraza IlI,
ktdra wykorzystuje sekwencje starterowe potozone wewnatrz genomu. SINE czesto
integrujg sie w miejscach bogatych w adenine (nie koniecznie o specyficznych
sekwencjach), ktére wykorzystywane sgjako startery przez odwrotng transkryptaze.
Istnieja sugestie, ze retropozony mogty rozwijac sie wielokrotnie w trakcie ewolucji
ssakow. Wskazujg na to zbieznosci w zmianach zachodzacych w rodzinie Alu z
okresami radiacji ssak6w, naczelnych i matp cztekoksztattnych.

Druga klasa elementéw powtarzajacych sie we wszystkich genomach ssaczych, a
takze wsrdd innych eukariontow sg retrotranspozony. U ssakéw wystepuja w ilosci
103—205 kopii, co np. u myszy stanowi 10% DNA. Nalezy tu rodzina L1, ktéra jak
inne LINE charakteryzuje sie dtugoscig wiekszg niz 5 kb (LIMd u gryzoni - 7 kb,
LIHs u naczelnych - 6,5 kb). W obrebie rodziny L1 istnieje bardzo duza homologia,
tym wieksza, im wieksze jest pokrewienstwo ewolucyjne miedzy grupami systematy-
cznymi, w ktérych ta klasa transpozonéw wystepuje. LINE zawierajg geny kodujace
wiasng odwrotng transkryptaze, charakteryzuje je takze brak diugich terminalnie
powtarzajacych sie sekwencji DNA (LTRs). Filogenetycznie sg blizsze ruchomym
elementom wystepujacym u Drosophila niz retrowirusom.

Trzecig klasg ruchomego DNA u ssakéw sg elementy podobne do retrowiruséw.
Elementy te mozna uszeregowac uwzgledniajgc czestos¢ ich powtdrzen w genomie,
a takze stopieri pokrewienstwa ze znanymi retrowirusami. Te z nich, ktére nie majg
sekwencji podobnych do znanych retrowiruséw, muszg wykazywac pewne ich cechy,
takie jak: obecnos¢ diugich, terminalnych powtorzen (LTR), wykorzystywanie przy
replikacji DNA starterowego tRNA oraz syntetyzowanie przy pomocy odwrotnej
transkryptazy komplementarnego do RNA #faficucha DNA. Liczne rodziny retrowi-
rusdéw zostaty scharakteryzowane u naczelnych i gryzoni, lecz nie ma pewnosci, czy
sg rownie powszechne w genomach innych ssakéw [35],

Jak wynika z badan dotyczacych wystepowania transpozondw, rozmieszczenie ich
w genomie ssakow nie jest losowe. Wykazano, ze w genomie myszy dtugie sekwencje
powtarzalne sg zlokalizowane gtéwnie w odcinkach DNA bogatych w pary AT,
podczas gdy retropozony (Bl u myszy i Alul u cztowieka) wystepujg przede wszy-
stkim w miejscach bogatych w pary GC. Wyniki takie otrzymano zaréwno przy
zastosowaniu techniki wirowania fragmentéw DNA w gradiencie gestosci, jak i przy
zastosowaniu wibracyjnego pola elektroforetycznego (pulse field electrophoresis) i
analizy blothingu Southerna [10].

Rozk#ad transpozondw przebadano takze metoda hybrydyzacji in situ na chromo-
somach metafazowych. Uzyskane wyniki z badan chromosoméw cztowieka [4] i
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myszy [1] pozwalajg wnioskowaé, ze diugie elementy ruchome DNA (LINE) i
elementy podobne do retrowirusow (RLE) byty gtéwnie zlokalizowane w regionach
prazkéw G, co odpowiada odcinkom DNA bogatym w pary AT. Krétkie elementy
ruchome genomu (SINE) w podanych przyktadach wystepowaly w przewazajgcej
ilosci w obrebie prazkéw R, ktore odpowiadajg regionom bogatym w pary GC.
Stwierdzono ponadto duza akumulacje tych elementéw w obrebie chromosomoéw X
iY [1,4].

Przy zastosowaniu techniki hybrydyzacji in situ, sondg oznaczong trytem, badano
rozktad wzdtuz chromosomoéw sekwencji endogennych elementéw wirusopodobnych
umyszy - IAP (intracistemal A particie) oraz innych RLE. Wykazano, ze wigkszos$¢
tych sekwencji wystepowata w heterochromatynie, z wyrazng przewaga w dugim
ramieniu chromosomu X i w catym chromosomie Y. Wyniki te sugeruja, ze istnieje
preferencja pewnych sekwencji w genomie do przyjmowania specyficznych insercji
DNA. Korelacje, jakie istniejg miedzy uktadem prazkéw chromosomow a typem
insercji, moga mieé podtoze funkcjonalne lub strukturalne. Regiony chromosomu
bogate w pary GC sg miejscami skupieri gendéw transkrybowanych we wszystkich
typach komorek i replikujgcych we wczesnej fazie S (prazki R).Pdzniej replikujgcymi
sg regiony bogate w pary AT (prazki G), w ktérych z pewng preferencjg wystepujg
geny tkankowo specyficzne [29]. W tych tez regionach stwierdzono wyzszy stopien
transpozycji dtugich elementéw ruchomych DNA.

ROLA TRANSPOZONOW W EWOLUCIJI

Wspomnianyjuz wczesniej element P u Drosophilapowoduje genetyczngniezgod-
nos$¢ miedzy dzikimi i laboratoryjnymi populacjami owadow. Niezgodnos$¢ ta przy-
czynia sie do braku potomstwa z krzyzéwek miedzy tymi grupami owadoéw lub
powoduje nienormalnosci u osobnikdw mieszancowego pokolenia. King [27] suge-
ruje, ze dysgeneza osobnikéw FI moze wynikaé ze wzrostu czestosci transpozycji
zwigzanej np. z mejoza, co w ostateczno$ci prowadzitoby do istotnych zmian w
organizacji genomu. Zatem elementowi P mozna przypisac¢ role w tworzeniu izolacji
reprodukcyjnej [3]. Gardner i wsp. [15] wspominajg o innej roli transpozondéw.
Autorzy ci sugeruja, ze obecno$é pewnego prowirusa produkujgcego biatka ostonowe
w dzikich populacjach myszy ochrania swego gospodarza przed infekcjg mysig
leukemig (MuLV).

Obecnie u ssakéw znanych jest wiele ruchomych, wirusopodobnych elementéw,
ktore zostaty pogrupowane w odrebne rodziny réznigce sie miedzy sobg dtugoscia
sekwencji LTR i wykorzystywanymi starterami tRNA (cechy klasyfikacyjne). Mysie
IAP (intracistemal A particles) sa aktywnie transkrybowane i charakteryzujg sie w
wiekszos$ci brakiem sekwencji odpowiadajgcych genom env u wiruséw. Brak sekwen-
cji genu env stwierdzono takze u retrowirusopodobnego elementu copia u Drosophila
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oraz w elemencie Ty u drozdzy. Takie duze podobienstwo miedzy tymi elementami
u ewolucyjnie obcych gatunkéw moze swiadczyé o tym, ze elementy te sgewolucyjnie
bardzo stare lub majag zdolnos$¢ przechodzenia miedzy gatunkami. W licznych bada-
niach znaleziono przyktady potwierdzajace obie alternatywy [32, 35].

Powszechne wystepowanie elementéw wirusopodobnych w genomach réznych
organizméw moze przyczyniac sie do mutacji genow gospodarza. Takim przyktadem
organizmu, u ktdrego pewne spontaniczne mutacje wywotywane sg przez insercje
wewnatrz lub blisko genu, jest Drosophila melanogaster. Takze u myszy mutacje d -
rozjasnienie barwy futra [24] czy h - bezwtosos¢ thumaczy sie tym samym mechani-
zmem [Stoye i in. 1988 cyt. za [33]). Interesujacy jest fakt, ze ostateczny efekt
fenotypowy takich insercji zalezy nie tylko od miejsca wystepowania, ale i od
specyficznych sekwencji transpozonéw. Bowiem rozne elementy wstawione w tym
samym miejscu mogg dawaé rézne efekty fenotypowe [25], Przyktadem moze by¢
zmiana w ekspresji genu yellow u Drosophila pod wptywem insercji transpozonu
podobnego do copia powyzej promotora tego genu powodujacatylko w czesci tkanek
owada wiasciwg ekspresje koloru zéttego (Corses i Geyer 1991 cyt. za [33]).

Istnieje wiele przyktadow wskazujacych, ze insercjatranspozonu w genom gospo-
darza moze wptywac na ekspresje genu przez:

zmiane w transkrypcji miejsc startowych,

ingerencje w proces obrobki RNA (splicing, poliadenilacje),

dostarczenie nowych sygnatéw regulatorowych [33].

Wiekszo$¢ tych sytuacji ma miejsce w komdrce w trakcie zmian nowotworowych,
chociaz znaleziono przyktady, w ktérych wigczenie elementu transpozonowego w
obreb regulatora genu w jednym przypadku wptyneto na ekspresje hormonu sterydo-
wego, w innym wywotato zmiane specyficznosci tkankowej [33],

WPLYW TRANSPOZONU NA EKSPRESJE HORMONU
STERYDOWEGO

W gtéwnym kompleksie zgodnosci tkankowej (MHC) u myszy w lokus S sasiadujg
ze sobg dwa geny: C4 i Slp, ktére kodujg biatka o podobnej budowie, lecz odmiennej
funkcji iregulacji. Produkt genu C4jest waznym skfadnikiem komplementu bioragcego
udziat w humoralno-immunologicznej odpowiedzi komérki. Gen Slp nie wspotdziata
w komplemencie, ale uaktywnia swa dziatalno$¢ jedynie u dojrzatych ptciowo sam-
cow. Jest zatem genem, ktérego dziatanie ograniczone jest do konkretnej pici.

Analiza fragmentdw DNA zawierajgcych oba geny wykazata, ze gen Slp jest
wynikiem duplikacji genu C4. Duplikacja dtugosci 55 kb obejmuje rowniez sgsiedni
gen 21-hydroksylazy (rys. 1a). Podobieristwo gendéw C4 i Slp wynika z wigkszej niz
w 95% identycznosci sekwencji w regionach zaréwno kodujacych, jak i flankujacych.
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Rys. 1. Uproszczony schemat regulacji genu Slp umyszy na podstawie [33]: a- schemat rozmieszcze-
nia kompleksu H-2 (MHC) u myszy na chromosomie 17; ponizej rozpisano lokus S z uwzglednieniem
genéw komplementu C2 i C4oraz genéw 21-hydroksylazy AiB (wg Jackson Laboratory 1986);
klamrami oznaczono fegion genu C4, ktéry ulegt duplikacji; IMP - to przeciwnie zorientowany insert
prowirusa w odlegtosci 2 kb od genu Slp; zaciemniony obszar w prowirusie zwigzany z odpowiedzig
hormonalng obejmuje region promotora i miejsca wigzania specyficznej dla samcéw DNAzy | oraz5’
LTR; strzatki oznaczajg orientacje od 5’ do 3’; b-poréwnanie budowy wirusopodobnego elementu
IMP z wirusem Maloneya mysiej leukemii z zaznaczeniem funkcjonalnych regionéw (1 - miejsca pri-
merowe, ATG - miejsca rozpoczecia translacji, 2- RNAza H); regiony wyodrebnione na obu schema-
tach wykazujg homologie wiekszg niz 50%; linie przerywane oznaczajg delecje | - genu env, Il -
genu poi

Przy tak duzej homologii w budowie obu genéw réznice istniejagce w ich dziataniu
zostaty wywotane insercjg wirusopodobnego elementu w sgsiedztwie genu Slp. Inser-
cja ta dtugosci 2 kb ma miejsce w obrebie wzmacniacza (enhancer) genu Slp i jest
przeciwnie zorientowana wzgledem sasiednich genéw (rys. la). Elementem warun-
kujacym odpowiedzZ androgenowg sagprowirusowe sekwencje LTR wzmacniacza. Ta
cecha transpozon6éw, a w szczegdlnosci retrowirus6w nie jest cecha niezwykia.
Stwierdzono bowiem, ze sekwencje LTR wirusa raka piersi mogg takze odpowiada¢
na hormony sterydowe, takie jak: glukokortykoidy, progesteron i androgeny [37].
Sekwencje wirusopodobnego elementu genu Slp oznaczong skrotem IMP poréw-
nano z wirusem Maloneya mysiej biataczki (MuLV) i wykazano miedzy nimi ogrom-
ne podobieAstwo (rys. Ib). Jedyna réznicg miedzy IMP i MuLV byta delecja czesci
genu poi oraz genu env w elemencie wirusopodobnym. Poréwnanie to dostarczyto
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réwniez informacji o wysokim stopniu homologii miedzy LTR obu elementéw. Typ
delecji dotyczacy genow poi i env jest bardzo podobny do delecji spotykanych w
rodzinie MUuRRS (murine retroviral-related sequences). Poréwnania tego typu moga
by¢ pomocne przy ustalaniu filogenezy tych elementow, szczegdlnie przy uwzgled-
nieniu dzikich populacji myszy.

Dotychczasowe dane oparte na podobienstwie LTR pozwalajg sadzié, ze element
IMP mogt by¢ wstawiony w genom myszy przed 5 milionami lat [36].

REGULACJA EKSPRESJI AMYLAZY SLINIANKOWE]
U CZLOWIEKA PRZEZ RETROPOZONY

U czlowieka wystepujg dwie grupy gendw amylazy roznigce sie miedzy sobg
specyfikg tkankowg. Pierwsza grupe stanowig dwa geny AMY2 dziatajgce w trzustce,
drugg - trzy geny AMY1 uaktywniajgce sie w $liniankach przyusznych (rys. 2a).
Wykazano prawie 100% homologii miedzy cDNA amylazy Sliniankowej i trzustko-
wej, atakze 92% podobienstwa na obszarze 750 par zasad otaczajacych promotory
obu typow genéw, co moze Swiadczy¢ o ich ewolucyjnie bliskim pokrewienstwie.
Zasadnicza roznica, jakg stwierdzono miedzy genami amylazy trzustki i $linianek,
dotyczy ich promotorow.

Analiza genéw amylazy u cztowieka wykazata, ze w regionach promotora wszy-
stkich gendw znajduje sie pseudogen y-aktyny, ktéry poprzedza o 200 par zasad
pierwszy egzon kodujacy biatko. Pseudogen ten pozbawiony intronéw i bogaty w
adenine w koncu 3’ musiat powsta¢ w drodze odwrotnej transkrypcji z mRNA. W
przypadku genu AMY2B wykazuje on w prawie 90% identyczno$¢ z mRNA y-aktyny,
aw pozostatych genach wystepuje w wersjach skréconych. Sliniankowe geny AM Y|
réznigsie od trzustkowych obecnoscig insercji (ERV A1) o dtugosci ok. 8 kb w obrebie
pseudogenu (rys. 2b). Insert ten bedacy w odwrotnej orientacji wzgledem genu jest
oddalony o 235 par zasad od miejsca rozpoczeciatranskrypcji AMYI. Poniewaz tylko
w genach amylazy gruczotéw S$liniankowych dziatajg inserty ERVAL, mozna przy-
puszczacé, ze to one petniag funkcje w okreslaniu aktywnosci tkankowej genu. Sugestie
te potwierdzono u myszy transgenicznych, ktdrym przeniesiono gen AM Y| cztowieka
wraz z transpozonem. Okazato sie, ze nie tylko caty transpozon, ale nawet jego
Ifagment wystarczat do kierowania ekspresjg genu w $liniance przyusznej myszy
[33]. Warto tu moze nadmienié, ze w genach amylazy Sliniankowej u myszy nie
stwierdzono zadnych insercji transpozonow czy y-aktyny. Takze nie poznano jeszcze
sekwencji niezbednych dla ekspresji tego genu u myszy (Jones i in. 1989 cyt. za [33]).

Obecno$¢ amylazy w Sliniankach stwierdzono tylko u przedstawicieli nielicznych
rzedéw ssakow, podczas gdy wydzielanie jej w trzustce okazato sie cechg wszystkich
kregowcow. Amylaze sliniankowg wytwarzajg naczelne, gryzonie i kréliki, chociaz
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Rys. 2. Uproszczony schemat regulacji genéw amylazy $liniankowej u cztowieka na podstawie [33]:
a- diagram obrazujacy rozmieszczenie kompleksu genéw amylazy na chrosomie Ip21 obejmujacy ge-
ny amylazy $liniankowej AMY1A, AMY1B, AMY1C oraz amylazy trzustkowej AMY2A i AMY2B; za-
kratkowane obszary oznaczaja wirusopodobny element ERVA1A, ERVA1B, ERVALC wystepujacy
przed odpowiednimi genami; strzatki okre$laja orientacje genéw od 5’ do 3; b- w regionie promoto-
réw genéw amylazy zaréwno trzustkowej, jaki $liniankowej wstawiony jest pseudogen y-aktyny (oz-
naczony biatym polem) o tej samej orientacji co geny; geny amylazy $liniankowej réznig sie od genéw
amylazy trzustkowej insertem pseudowirusa ERVA (zakratkowany prostokat) o orientacji przeciwnej
niz pseudogen y-aktyny; czarne obszary oznaczaja regiony LTR prowirusa

brak jej u seimiri - matej matpki z Nowego Swiata oraz u chomika chifiskiego.
Powyzsze dane dotyczace braku insercji w genach amylazy u myszy i niewystepowa-
nia amylazy S$liniankowej np. u chomika chiriskiego moze $wiadczy¢ o nabywaniu
specyficznosci tkankowej w wydzielaniu amylazy przez S$linianki niezaleznie w
réznych grupach ssakéw i mozliwie réznymi sposobami.

Opisane za Robins i Samuelson [33] przypadki regulacji gendéw Slp u myszy i
amylazy sliniankowej u cztowieka sg ciekawymi przyktadami wyjasniajacymi muta-
cyjng role transpozondw i potwierdzajagcymi ewolucje na poziomie molekularnym.
Interesujace jest wystepowanie w obu opisanych przypadkach duplikacji genu, ktora
historycznie zapewne poprzedza insercje elementow ruchomych. Powyzsze przykta-
dy funkcyjnej tgcznosci transpozondw z genami gospodarza naleza narazie do nieli-
cznych. Jest to raczej zadziwiajagce, gdy uwzglednimy fakt duzej akumulacji trans-
pozonow w genomach ssakow.
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Streszczenie: W artykule prdcz danych historycznych, dotyczacych ochronnego dziatania wybranych
prostaglandyn, zebrano wyniki doswiadczen wykonywanych napoziomie organu oraz komorek, a nawet
organeli komoérkowych w uktadzie in vitro. Przedstawiono rézne postulowane mechanizmy oddziaty-
wania tych zwiazkéw, jak réwniez mozliwosé zastosowania ich w farmakologii i w medycynie.
Szczegblng uwage zwrdcono na oddziatywania prostaglandyn w cukrzycy.

Stowa kluczowe: Prostaglandyny, cytoprotekcja, oddziatywania na poziomie organu, komoérki, in vitro.
Summary: In this paper, historical aspects concerning protection by some prostaglandins and results of
experiments carried on the organ, cell, and cells organelle in vitro were presented. Different suggestions
on the mechanisms of these compounds action, as well as they applicationin pharmacology and medicine

were presented. Special attention was put on the effect of response to prostaglandins in diabetes.

Key words: Prostaglandins, cytoprotection, influence on the organ, cell and in vitro.

1. WPROWADZENIE

Posréd eikozanoidéw, pochodnych kwasu arachidonowego (procz tromboksanow
i leukotrien6w), szczegblne miejsce zajmujg prostaglandyny (PGs). Sg one produkta-
mi dziatania cyklooksygenazy i wykazujg bardzo r6znorodne dziatanie biologiczne,
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ktére oprocz rodzaju prostaglandyny zalezy réwniez od rodzaju tkanki, a nawet
rodzaju komérek, na ktdre ta pochodna dziata. PGs przypisuje sie wazng role w
regulacji normalnego funkcjonowania organizmu, atakze w warunkach patologicz-
nych [50,74]. Trudno jest obecnie znalez¢jednostke chorobowa, w ktérej pozytywnie
lub negatywnie nie bratyby udziatu eikozanoidy [15,22-24,31,44, 50,56,71, 79].

Jedng z bardzo ciekawych i waznych wiasnosci biologicznych PGs sg tzw. zdol-
nosci cytoprotekcyjne wykazywane szczegOlnie przez PGEi, PGEZ2, jej dimetylowa
pochodna, tj. 16,16°dimetyloprostaglandyne E2 (16,16° dmPGE 2 ) oraz PGF2alfa,
PGAIi iPGU.Termin "cytoprotekcja" zawdzieczamy gastroenterologom, ktorzy pier-
wsi stwierdzili zdolno$¢ PGs do zapobiegania tworzeniu wrzodéw i uszkodzen btony
$luzowej zotagdka i jelit. Stopniowo pojecie to ulegto rozszerzeniu na zjawiska zwig-
zane z mobilizacjg mechanizmdw obronnych réznych tkanek narazonych narozmaite
uszkodzenia, w celu zapewnienia im prawidtowego funkcjonowania. Co wiecej,
analogiczne wiasnosci przejawiajg PGs wobec komérek w hodowlach, a nawet
organeli komérkowych o wzglednej autonomii. Oddziatywanie tego typujest mozliwe
w warunkach in vivo oraz in vitro [40].

11. MECHANIZMY CYTOPROTEKCIJI

Mechanizmow cytoprotekcji nie moznaprosto zdefiniowaé. Proponowane sagrézne
czynniki, ktérych oddziatywanie przewaza w danej tkance lub komdérce, na przykiad:

1) zwiekszenie przeptywu krwi w uszkodzonym rejonie [53,86] wraz ze zwiekszo-
na podazatlenu [35];

2) wzmozone wydzielanie $luzu i wydzieliny ochronnej, np. soku zotgdkowego
[8,35,53,67];

3) wzmozone wydzielanie dwuweglanéw [52,53];

4) stabilizacja bton komdérkowych i wzrost odpornosci komérki [53, 68];

5) wptyw na krazenie jondw iich stezenie w komérce [8,15,18,35,42,46,47,53,
56, 78,81,86];

6) wptyw na procesy syntezy w komdarce przez stymulacje enzymow, np. cyklazy
adenylowej [15, 22, 40] i poziomu cAMP w komérce [13, 34], czy fosfolipazy A2
[15];

7) zmiany skfadu i proporcji fosfolipidow bton komdrkowych [37,38] lub ptynow
ustrojowych [11, 26];

8) zmiany aktywnosci enzymow uczestniczacych w syntezie swoistych eikozanoi-
déw [50];

9) wplyw na receptory PGs (zwane tez czasem miejscami wigzagcymi PGs) na
powierzchni btony plazmatycznej komorki. Receptorom tym poswieca sie ostatnio
wiele uwagi [13,44, 72, 82, 85].

Wydaje sig, ze wptyw PGs w danej tkance czy komdrce docelowej zalezy zaréwno
od rodzaju pochodnej PGs, jak od rodzaju tej tkanki czy komorki, a takze jej stanu
fizjologicznego. Nalezy podkresli¢, ze oddziatywania te nie sg zwykle jednostronne,
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lecz sg wypadkowg oddziatywan kilku pochodnych (np. PGs i leukotrienéw czy
tromboksanow), a efekt konicowy zalezy od ustalenia sie dynamicznej rownowagi
biologicznego oddziatywania (czesto przeciwstawnego) tych zwigzkéw [15].

2. DZIALANIE CYTOPROTEKCYJNE
NA POZIOMIE NARZADU

Przeglad klasycznych pogladéw na temat mechanizmow cytoprotekcji PGs w
zotadku i jelitach podsumowuje jeden z artykutow odkrywcy tego zjawiska Andre
Roberta [53]. Praca ta sprzed blisko 10 lat podkresla przede wszystkim farmakologi-
czno-patologiczny aspekt dziatania PGs, ale réwniez zwraca uwage na wptyw aktyw-
nosci enzymow uczestniczacych w biosyntezie i przemianach eikozanoidéw. Autor
jestw petni Swiadomy, zejego podsumowanie jest niepetne, a dalsze badaniapozwolag
nalepsze zrozumienie odkrytego przezer procesu biologicznego. W istocie pioniers-
kie badania Roberta sg kontynuowane nadal z powodzeniem. Stwierdzono, ze
16,16’dmPGE2 stymuluje wydzielanie dwuweglandw i chroni zotagdek szczura przed
nekrotycznymi zmianami powodowanymi przez absolutny etanol [19, 50]. W cyto-
protekcyjnym dziataniu PGs w zotgdku przypisuje sie ostatnio coraz wieksza role ich
zdolnosci hamowania neutrofili [77].

Georg i wsp. [17] odwotujac sie do badan Roberta dotyczacych nagromadzania
sie ptynéw w jelicie cienkim, ktore jest hamowane przez PGI12i PGD?2, wskazuje, ze
wynika ono z oddziatywania PGD2na neurony sekretomotoryczne, natomiast PGE2
stymuluje aktywno$¢ cyklazy adenylowej nabtonka. Sterowane przez neurony wy-
dzielanie wjelicie grubym szczurajesthamowane przez PGD2,jak potwierdzit Diener
i wsp. [11]. Hamowanie wydzielania zachodzi przez oddziatywanie ze swoistymi
receptorami w btonie plazmatycznej.

PGE2 zmniejsza proces utraty komorek i poprawia proces kostnienia u samic
szczuréw pozbawionych jajnikdw. Moze to mie¢ znaczenie w leczeniu osteoporozy
u kobiet po menopauzie [29]. Ta sama prostaglandyna oraz 16,16’PGE2 maja wtas-
no$¢ hamowania wydzielania kwasu w zotgdku [70], Oddziatuje ona réwniez ochron-
nie na $Sluzéwke zotgdka nowo narodzonych szczuréw przed dziataniem kwasu i
etanolu [68]. Pochodna ta dziata rowniez obnizajgco na przyswajanie etanolu przez
zwierzeta doswiadczalne [55].

Prostaglandyny E i, E 2i F2alfaobecne w mleku i osoczu ludzkim odgrywajg wazng
role w funkcjonowaniu uktadu zotgdkowo-jelitowego u niemowlat [60], Syntetyczna
pochodna 15(R)-15-metyloprostaglandyna E2 (tzw. arbaprostil) jest skutecznym
czynnikiem przeciw owrzodzeniom [69]. W zotadku PGs dziatajg zapobiegawczo
przeciw owrzodzeniom indukowanym zar6éwno przez stress, jak i etanol [8] mimo
réznic w mechanizmach powstawania tych uszkodzen. Rabek szczoteczkowy dwu-
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nastnicy PGs (gtéwnie PGE?2) ostaniajg przed szkodliwym wptywem zbyt wysokich
stezen kwasow zotciowych poprzez wzrost przepuszczalnos$ci protonow [86].

Lichtenberger i wsp.  [37] juz w 1983 r. postulowali, ze wzrost stezenia
16,16’dmPGE?2, ktore ostania zotgdek przed owrzodzeniami i krwawieniem u zwie-
rzat doswiadczalnychiludzi, dziatapoprzez lokalny wzrost stezenia lipidéw w btonie.
Wptywa to na podniesienie hydrofobowosci $luzéwki i dziatajako bariera ochronna.

16,16’dmPGE2 wywiera rowniez dziatanie ochronne na watrobe, co wykazaty
badania Stachury i wsp. [66] juz w latach osiemdziesigtych. Pochodna ta chronita
przed uszkodzeniami wywotanymi galaktozoaming czy czterochlorkiem wegla. Ru-
warti wsp. [58] wykazali, ze pochodnata dziata hepatoprotekcyjnie przedtworzeniem
kolagenu wywotanym u szczuréw dietg wysokottuszczowg. Rowniez badania wiasne
wskazujg na zdolno$¢ tego zwigzku do zapobiegania drastycznym zmianom morfo-
logii i funkcji biochemicznej watroby szczuréw poddanych dziataniu streptozotocyny
[31]. Podanie 16,16°’dmPGE2 zapobiega réwniez nekrozie w watrobie, ktdra zostaje
indukowana przez dozylng iniekcje monoklonalnych przeciwciat. Podobne dziatanie
wykazuje réwniez podanie dozylne dibutyrylo-cAMP [34], Wedtug sugestii autorow
obydwa zwigzki dziatajg przez wzrost ilosci komdrkowego cAMP w watrobie oraz
stabilizacje btony plazmatycznej. Inna pochodna PGEi chroni watrobe przed miej-
scowymi niedokrwieniami i.w tym procesie przypisuje sie role makrofagom watro-
bowym [9].

16,16’dmPGE2 (podobnie jak WR-2721) chroni myszki doswiadczalne przed

utratg uwtosienia wywotang napromieniowaniem [16], jak rowniez uszkodzeniami
wioséw, utatwiajagc ponowne ich porastanie.

3. DZIALANIE CYTOPROTEKCYJNE NA POZIOMIE KOMORKI

3.1. KOMORKI TKANKI PLUCNEJ

Komorki tkanki ptuc 15-20-tygodniowych ptodéw ludzkich wykazywaty w
hodowli ogromng reaktywnos$¢ na PGE2. Dziatanie PGF2jest mniejsze [25]. WyniKki
badan wskazujg na kluczowarole tych pochodnych w procesie samor6znicowania sie
tych komérek w hodowli, gdyz zachodzi ono bez obecnosci surowicy czy dodatko-
wych hormonéw lub czynnikéw wzrostu. Komorki nabtonkowe tchawicy krélika w
kulturze sg chronione przez PGE2 przed uszkodzeniami spowodowanymi przez
atmosfere zawierajacg nadmiar tlenu lub ozon [10].

3.2. KOMORKI ZOLADKA

PGEZ2 chronig btony plazmatyczne komoérek powierzchni zotgdka przed dziata-
niem soli zétciowych [20]. Jak stwierdzajg Preclik i wsp. [48,49] aktywnos$¢ cyklo-
oksygenazy jest czynnikiem ograniczajagcym wydzielanie PGE2, a nie uwalniania



CYTOPROTEKCJA PROSTAGLANDYN

TABELA 1. Cytoprotekcyjne dziatanie PGs na narzady

Rodzaj Tkanka
PG docelowa

16,16’dmPGE2  Zzotgdek
szczura

Syntetyczna umiodych
pochodna PGE2, o0sobnikéw
tzw. Arbaprostil

pge2 dwunastnica
PGI2 jelito cienkie
pgd2 neurony sekre-
pge2 tomotoryczne
16,16°dm watroba
PGE2

PGEi
pge2 ukfad kostny
PGEi obecne
pge2 w mleku
PGFalfa i osoczu
16,16°dm uwtosienie
pge2

Efekt biologiczny

ochrona przed nekroza wywotang przez absolutny
etanol

hamowanie neutrofili [70]
obnizenie wydzielania kwasu

ostona przed owrzodzeniami i krwawieniem

przez lokalny wzrost stezenia fosfolipidow w btonie

komorkowej; wzrost hydrofobowosci §luzéwki

obnizenie przyswajania etanolu
ostona przed dziataniem kwasu i etanolu

lek przeciw owrzodzeniom indukowanym etanolem

lub stresem

ostona rabka szczoteczkowego przed zbyt
wysokim stezeniem kwas6w zotciowych
wzrost przepuszczalnosci protondw

hamowanie nagromadzania ptynéw
wzrost aktywnosci cyklazy
adenylowej nabtonka

ochrona przed dziataniem galaktozoaminy i CCl4
zapobieganie tworzeniu nadmiaru kolagenu

w diecie wysokottuszczowej

normalizacj amorfologii komorki watrobowej

i aktywnosci biochemicznej aparatu Golgiego
zapobieganie nekrozie watroby po podaniu
monoklonalnych przeciwciat

wzrost stezenia CAMP w komorce,

stabilizacja btony plazmatycznej

ochrona przed lokalnymi niedokrwieniami

poprawa procesu kostnienia u samic
po wycieciu jajnikow

prawidtowe dziatanie uktadu
zotgdkowo-jelitowego u niemowlat

ochrona przed utratg oraz uszkodzeniami woséw,
bedacymi skutkiem napromieniowania
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[19,52,53,77]

[37]

[55,68]
[8, 69]

[s6]

[11, 17]
[66]

(8]
[31]
[34]

[34]
[

[29]
[60]

[16]

kwasu arachidonowego przez fosfolipaze A2. PGE2 dziata supresyjnie na aktywnos¢
komorek migsni gtadkich zotagdka [43]. 1zolowane komérki zotgdka szczura wykazujg
zmniejszone wydzielanie kwasu przy zastosowaniu diety mlecznej zawierajgcej zna-
czneiloSci PGE2.Po zastosowaniu tej diety stwierdzasie wzrostprodukcji endogennej

PGE2 [12].
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3.3. KOMORKI WATROBY | NEREK

Rouwart i wsp. [57] wykazali ochronne dziatanie dmPGE2 na hodowle pierwotng
hepatocytow poddang dziataniu CCU, wykazujac, ze dziatanie to nie wynika ze
zwiekszeniaprzeptywu krwi, czego whodowli po prostu brak. Dimer 16,16’-dmPGB 1
jest zwigzkiem chronigcym hepatocyty w hodowli przed dziataniem KCN. Substancja
ta nie oddziatuje na utrate ATP ani z puli mitochondrialnej, ani catej komorki [44],
ochrania jednak przed zawijaniem i zaokraglaniem. Skouteris i Kaser [63] sugeruja
zdolno$é PGE2 i PGF2alfa do modulacji ekspresji genu c-myc w hodowli pierwotnej
hepatocytow. W linii komdrek nabtonkowych nerki psaPGEi stymuluje wydzielanie
chlorkéw [62],

3.4. KOMORKI SLEDZIONY, LIMFOCYTY, MAKROFAGI

Komdrki $ledziony (w 72 godzinie hodowli) w obecno$ci interleukiny 2(1L-2) oraz
lipopolisacharydu (LPS) wykazujg spadek aktywnosci cytotoksycznej, co wg autorow
jest zwigzane ze spadkiem produkcji endogennych PGE2i interferondw alfa/beta [75].
Limfocyty $ledziony ulegajg immunomodyfikacji pod wptywem PGEi [6]. Ludzkie
makrofagi alveolarne (w hodowli 3-24 godz. z dwutlenkiem krzemu) wykazuja
wzrost uwalniania leukotrienéw gtdwnie B4 oraz C4/D4/E4, natomiast spadek produ-
kcji PGE2i tromboksanu D2 [30].

Ludzkie makrofagi z ptynu synowialnego z nerki w hodowli hamowane przez
PGEi i PGE2przy syntezie witaminy D3 [21].

3.5. KOMORKI PODZUCHWOWYCH GRUCZOLOW SLINOWYCH,
KOMORKI NEURONALNE | KOMORKI MIESNI GLADKICH

W badaniach fragmentow podzuchwowych gruczotéw $linowych szczura wyka-
zano, ze etanol ponizej 1% nie oddziatuje nareceptor PGE2, natomiast wigzanie PGE2
wzrasta do 30 lub 50% przy stezeniach etanolu odpowiednio 2,5 i 5% [82]. Autorzy
sugeruja, ze jest to mechanizm regulujacy wzrost zdolnosci wigzania receptora PGE2
w odpowiedzi na duze stezenia etanolu, wywotujgce zmniejszenie syntezy PGE2 w
tkankach.

Pierwsze badania Stachury i Katuzy [65] nad tkankg nerwowg embriondw kurzych
sg nadal kontynuowane [13]. Potwierdzajg one poprzednie doniesienia dotyczgce
dawki PGE2 dziatajgcej cytoprotekcyjnie jako 3x10-5 do 5x10~5 M. Dyamond i
Kalmus [13] sugeruja zmiane btony plazmatycznej przezjej stabilizacje po zwigzaniu
prostaglandyny z jej receptorem. W nerwach sensorycznych ptakéw PGE2 wzmaga
krazenie wapnia [42],

Proliferacje komaérek miesni gtadkich w hodowli, hamuje podawanie PGA i PGI.
Proces ten zachodzi przez hamowanie cyklu komérkowego nagranicy Gi/S, ktére-
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TABELA 2. Wpltyw PGs na komorki
Komoérka Efekt biologiczny Cytowane
docelowa piSmiennictwo
komérki tkanki ogromna reaktywnos¢ zwigzana z rolg PGE2 [25]
ptuc embrionéw w samoroznicowaniu sig; znacznie stabsze
ludzkich oddziatywanie PGF2aifa
komérki nabtonkowe ochronne dziatanie przed wptywem atmosfery
tchawicy krolika 0 nadmiernej zawartosci tlenu lub ozonu [10]
komérki powierzchni  ostona przed dziataniem soli zétciowych
zotadka (podobnie jak na poziomie organu w dwunastnicy)  [20]
komorki miesni dziatanie supresyjne, zmniejszenie wydzielania [12,43,48,49]
gtadkich zotagdka kwasu; aktywno$¢ cyklooksygenazy jest
czynnikiem ograniczajacym wydzielanie PGE2
hodowla pierwotna ochrona przed CClg [57]
hepatocytow
hodowla pierwotna ochrona przed dziataniem KCN [46]
hepatocytow
hodowla pierwotna modulacja ekspresji genu c-myc [63]
hepatocytow
linie komorek stymulacja wydzielania chlorkow [62]
epitelialnych nerki
komorki $ledziony wspotdziatanie z IL-2 oraz LPS, [75]
obnizenie aktywnosci cytotoksycznej
limfocyty $ledziony  immunomodyfikacja [6]
ludzkie makrofagi wzrost uwalniania leukotriendw B4 [30]
alveolame (3-24 oraz w mniejszym stopniu C4 D4 i E4;
godz.) hodowla z Si02 obnizenie produkcji PGE2i TBD2
ludzkie makrofagi hamowanie komdrek przy syntezie wit. D3 [21]
nerki
komorki gruczotow  stez. etanolu <1% bez oddziatywan na receptor [82]

podzuchwowych
szczura

tkanka nerwowa
embrionéw kurzych

komorki migsni
gtadkich
komorki linii T
komérki erytro-
leukemii ludzkiej

phytki krwi ludzkiej

PGE2 ; stez. etanolu 2,5% wzrost wigzania PGE2 30%;
stez. etanolu 5% wzrost wigzania PGE2 50%

dawka cytoprotekcyjna3xl0~5-5x10~5 M
zmiana btony plazmatycznej, stabilizacja
po zwigzaniu PG z receptorem; wzrost krgzenia wapnia

[13,42,65]

hamowanie proliferacji poprzez oddziatywanie [59]

na cykl komorkowy w fazie Gi / S

obnizenie produkcji TNF-alfa i limfotoksyny [14]
mobilizacja wewnatrzkomérkowego Ca2+, [47, 81]

wspotdziatanie z biatkami G i receptorami

wzrost oporno$ci na deformacje [78]
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mu nie towarzyszy redukcja ekspresji genu c-myc, w przeciwienstwie do innych
komdrek guzowych, ktérym podawano PGs [59].

3.6. KOMORKI LINII T, ERYTROLEUKEMII, PLYTKI KRWI

W komoérkach linii T PGE2 hamuje produkcje limfotoksyny [14]. Wu i wsp. [81]
proponujg bardzo ciekawy mechanizm dziatania prostaglandyn serii E oparty na
schemacie dziatania na wewnatrzkomaérkowga mobilizacje wolnego wapnia i aktywa-
cje fosfolipazy D. Poddanie ludzkich komdrek erytroleukemicznych wstepnemu
dziataniu toksyny btoniczej, ktérahamuje wzrost stezenia wapnia stymulowany przez
PGE, wskazuje, ze biatka G uczestniczg w procesie sygnatu przekazywanego przez
receptor PGE. Perusquia i Kubli-Garfias [47] preferujg drugi model sposrdd trzech
drog, ktérymi moze zachodzi¢ wzrost stezeniawolnychjondw wapniaw cytoplazmie,
tj.:

a) poprzez wzmozone przechodzenie przez zalezne od napiecia kanaty wapniowe,

b) przez ich wptyw na kanaty wspotpracujace z receptorami PGs,

c) przez zwalnianie wewnatrzkomérkowego wapnia.

Sugeruja oni Scisty zwigzek pomiedzy receptorami PGs a kanatami wapniowymi.
Dotyczy to gtownie dwu pochodnych PGE2 i PGF, ktére w przeciwienstwie do
pochodnych progesteronu miatyby otwiera¢ kanaly wapniowe wspdétdziatajace z
receptorami tych pochodnych.

Dzialanie cytoprotekcyjne PGEi, podobne do wptywu dibutyrylo cAMP jest
widoczne na ludzkich ptytkach krwi, poddanych deformacji w tescie aspiracji mikro-
pipetg. Ptytki w obecnos$ci obu wymienionych zwigzkéw wykazujg wiekszg opornosé
na deformacje. Autorzy podkre$lajg rowniez w tym przypadku zwigzek z poziomem
wapnia ijego wptywem na cytoszkielet [78].

4. DZIALANIE CYTOPROTEKCYJINE
NA POZIOMIE ORGANELI KOMORKOWYCH

Oprocz doswiadczen nad ochronnym dziataniem PGs na tkanki, organy oraz
komorki w hodowli coraz wiecej danych wskazuje na ich oddziatywanie réwniez na
poziomie organeli wewnatrzkomaorkowych [80]. W btonach ptytek krwi [72] stwier-
dzono nowy receptor dla tromboksanu A2PGH2. Transport oraz aktywne miejsca
wigzace zalezg od ptynnosci blony, a ta z kolei jest pod wptywem biologicznego
dziatania PGs, gtéwnie PGEi i PGF2alfa [41]. Nawet oczyszczone preparaty bion
plazmatycznych komaérek miesniowych macicy wotowej wigza PGEi i PGE2 wyka-
zujac wysokie powinowactwo do tych pochodnych w przeciwieristwie do PGF2alfa
oraz PGD2.PGE2hamuje cyklaze adenylowa, co wskazuje na fizjologiczne znaczenie
cAMP we wspdtdziataniu z PGE2 w komdrkach miometrium [36].
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TABELA 3. Wptyw PGs na organele komoérkowe

Organela
komdrkowa

btona ptytek krwi
btona ptytek krwi

preparat bton plazma-
tycznych komdrek
miesniowych macicy
wotu

btona plazmatyczna

hepatocytéw ludzkich,
szczurzych i $winskich

btona izolowanych
komorek zotgdka

cytozol komérek
$luzéwki zotadka

Efekt biologiczny

nowy receptor dla TBA2PGH2

oddziatywanie na transport oraz miejsca
wigzace, uzaleznienie od ptynnosci btony

wysokie powinowactwo wigzania PGEi i PGE2
niskie powinowactwo do PGF2ai PGD2;
PGE2 obniza aktywnos$¢ cyklazy adenylowej

oddziatywanie z receptorem LDL sugerujace
obnizenie poziomu lipidéw przez PGEi.

ochrona przed dziataniem soli zétciowych

obydwie pochodne oddziatuja
z histaming, cyklazg adenylowg i wolnym
wapniem; rola w przenoszeniu sygnatu

btona komorek paren- stabilizacja mikrolepkosci btony

chymalnych watroby

mitochondria
hepatocytow

ochrona przed dziataniem KCN

mitochondria komdrek ochrona przed dziataniem etanolu;

powierzchniowych
zotadka

jadra komorek
naskorka

aparat Golgiego (AG)
komérek watroby

frakcja wzboga-
cona w btony AG

jadra tych komérek sa morfologicznie
niezmienione

miejsce nagromadzania PGs;
kierowanie do jadra zachodzi poprzez swoiste
przeno$niki w btonie plazmatycznej

ochrona przed uszkodzeniami
powodowanymi przez streptozotocyne;
morfologia AG oraz aktywno$¢
biochemiczna (aktywnos$¢ transferazy
galaktozylowej, wydajnos¢ izolowania,
skiad fosfolipidéw) takie jak w kontroli

stymulacja aktywnosci transferazy galaktozylowej
przez obydwie PGs in vitro po izolacji frakcji
wzbogaconej w btony AG; pomiary do 8 godz.
(dla PGEiI) lub do 20 godz. (dla 16,16’ PGE2)
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Rowniez elektryczne whasciwosci bton, takze inne fizykochemiczne ich wiasciwo-
$ci moga by¢ regulowane przez PGs [45, 67]. Prostaglandyny (PGEi) oddziatuja na
receptor LDL w komdrkach watroby ludzkiej, szczurzej i $winskiej [76]. Sugeruje to
potencjalne mozliwo$ci obnizenia poziomu lipidéw przez PGEi. Wspotdziatanie
PGEZ2i PGF2alfa z histaming, cyklazg adenylowa oraz wolnym wapniem w cytozolu
komorek $luzowki zotgdka odgrywa wazng role w przenoszeniu sygnatu [4]. Cyto-
protekcyjne dziatanie PGEi i PGE2 w komdrkach parenchymalnych watroby [39]
polega na stabilizacji mikrolepkosci btony.

Inne organele komdrkowe takze oddziatujg z btonami, np. mitochondria hepatocy-
tow sg chronione przez PGE2 przed uszkodzeniami cyjankiem potasu [44], Réwniez
mitochondria komérek powierzchniowych nabtonka zotgdka sg gtdwnym miejscem
docelowym, na ktore dziata etanol i ktére sg chronione przez 16,16’dmPGE2 [2].
Jadratych komorek sg morfologicznie niezmienione.

Jadra komérek naskdrka sg natomiast miejscem, gdzie w komdrce sg kierowane i
nagromadzane PGs (np. PGJ2i PGA). Proces ten zachodzi przez swoiste przenos$niki
w btonie komorki [27].

Aktywno$¢ biochemiczna aparatu Golgiego (wyrazonawydajnoscigizolowaniatej
frakcji, aktywnosScig galaktozylotransferazy, ktora jest enzymem-znacznikiem tej
organeli, jak réwniez sktadem fosfolipidow) oraz morfologia tej organeli jest zacho-
wanaprzy trzykrotnym podaniu 16,16’dmPGE2wraz ze streptozotocyng (ktéra sama
powoduje drastyczne zmiany aparatu Golgiego hepatocytéw szczurzych) [31]. Co
wiecej w badaniach in vitro aktywnos$é tego enzymu jest stymulowana dodaniem do
wyizolowanej frakcji bton aparatu Golgiego PGEi lub 16,16’dmPGE2 przez 8 lub 20
godz. po izolacji tej frakcji [32, 33].

Krotkie zestawienie pochodnych PGs oraz narzagdéw, komorek lub organeli ko-
maérkowych, na ktore dziatajg, wraz z podsumowaniem biologicznej aktywnosci tych
zwigzkéw podaja tabele 1-3.

5. ZASTOSOWANIE PGs W FARMAKOLOGII | MEDYCYNIE

Istniejg proby zastosowania ukierunkowanej terapii-prostaglandynami, np. Lipo-
PGEi (preparat, gdzie PGEi jest wprowadzona do mikrosfer lipidowych). W Japonii
od 1988 r. prowadzi sie tego typu kuracje w réznych schorzeniach krgzenia [26]. Sa
czynione starania dla ulepszenia preparatu, ktory bytby szybko hydrolizowany we
krwi do PGEI, a lipidowe mikrosfery bytyby stabilne i niezmienione w stosunkowo
dtugim czasie (np. 1 miesigca). Taki preparat hamuje np. agregacje ptytek krwi
ludzkiej, jak réwniez uszkodzenia $cian naczyn, natomiast powoduje mniejsze pod-
raznienia skory niz sama PGEi, co wskazuje na mozliwo$¢ doustnego podawania
takiej pochodnej. Wspomniano juz o cytoprotekcyjnym dziataniu 16,16’dmPGE2
przed utratg wtoséw spowodowang promieniowaniem, co moze by¢ podstawg zasto-
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sowania tego zwigzku w radioterapii, szczeg6lnie u pacjentdw z guzami moézgu,
ktérych poddaje sie temu zabiegowi [16].

Niektorzy autorzy, np. Ferrei i wsp. [14] wraz z poznaniem wspotdziatania cytokin,
np.TNF-alfai LT z PGs wigzg duze nadzieje z profilaktykg pewnych typéw nowo-
tworéw oraz AIDS. Musiatoby to prowadzi¢ do lokalnego uzycia cytotoksycznej
aktywnosci tych zwigzkéw z réwnoczesnym zminimalizowaniem ich dziatania na
tkanki inne niz docelowa.

W zabiegach transplantacyjnych np. watroby u ludzi znalazta zastosowanie PGEi
[71]. Autorzy dziatanie to przypisujg takim wiasciwosciom, jak hamowanie agregacji
ptytek, stabilizacja bton komdrkowych, zachowywanie puli watrobowego ATP oraz
zdolno$ci immunosupresyjne. Witasciwosci te potwierdzajg réwniez badania innych
autorow [24,79].

Rdéwniez w cukrzycy obserwowany jest wyrazny wptyw PGs. Jakkolwiek trudno
jestjednoznacznie podsumowac efekt dziatania metabolitéw kwasu arachidonowego
na trzustke, Robertson [54] podkresla, ze wiekszo$¢ prac do 1986 r. wskazuje, iz
PGEi i PGE2 hamujg funkcje komorek B zarbwno w pierwszej, jak i drugiej fazie
wydzielania insuliny.

Rosen i Hohl [56] rozpatrujg zalezno$¢ pomiedzy PGs a cukrzycg (brakiem
insuliny w cukrzycy insulinozaleznej czy tez brakiem tolerancji na glukoze w cukrzy-
cy insulinoniezaleznej). Z doswiadczehn wynika, ze PGEi, PGE2 oraz PGI2 same
indukuja hiperglikemie zaréwno u zdrowych, jak i chorych osob. Stad dodatkowo
koniecznajest doktadna kontrolapoziomu cukru u chorych z cukrzyca, ktorym podaje
sie preparaty PGs. Tendencje do hiperglikemii indukowanej podaniem PGs wykazujg
réwniez zwierzeta.

Jednym z klinicznych oddziatywan PGs w cukrzycy jest wptyw na zmiany pocho-
dzace z neuropath czy powiktan naczyniowych. Dotyczy to zaréwno PG12,jak PGEi.
Doswiadczenia na szczurach z dtugotrwatg cukrzyca wywotana streptozotocyng (5
mies.) wskazujg bardzo dodatni efekt tgczenia terapii inhibitorem reduktazy aldolazy
(lekiem stosowanym w neuropath cukrzycowej) z analogiem PGEi [84]. Axelrod [3]
podkresla modulujace dziatanie PGI2 i PGE2 na reaktywno$é naczyn zaréwno u
zdrowych, jak i u 0s6b z brakiem insuliny oraz dziatanie obu tych pochodnych w
tkance tluszczowej (i prawdopodobnie w innych tkankach). Przy wzmozonej produ-
kcji wymienionych PGs w kwasicy cukrzycowej zmniejsza sie oporno$é naczyn oraz
ci$nienie krwi. Szczegdélne zainteresowanie wptywem PGs w cukrzycy do$wiadczal-
nej wywotanej podaniem streptozotocyny (SZ) wynika z wiasnych prac doswiad-
czalnych. Przy trzykrotnym podaniu 16,16’dmPGE2 tgcznie z SZ (przed, tgcznie oraz
po SZ) uzyskano doskonate ochronne dziatanie tego zwigzku przed drastycznymi
uszkodzeniami aktywnosci biochemicznej oraz morfologii aparatu Golgiego watroby
szczura [31].

Zupetnie inny mechanizm oddziatywania ma normalizujgce kliniczne objawy
cukrzycy doustne zastosowanie jonéw wanadu (naréznym stopniu wartosciowosci),



286 A. M. KORDOWIAK, R. TRZOS

co zostanie omowione odrebnie [73]. Z przytoczonych wyzej przyktaddéw wynika, ze
jakkolwiek powszechne zastosowanie w medycynie lekéw, opartych na eikozanoi-
dach wymaga jeszcze dalszych badan, to uzyskane do tej pory wyniki wydaja sie
obiecujace.

6. ZAKONCZENIE

Na zakonczenie nalezy podkres$li¢, ze znane sg i inne zwigzki, chronigce podobnie
jak PGs przed uszkodzeniami réznych organdw i tkanek. Jako przyktad mozna podac
dla uktadu zotgdkowo-jelitowego zwigzki hydrochalconu [83], pochodne cynku (np.
L-karnozyna w potgczeniu z cynkiem, tzw. Z-103 [7] czy monoglicerynian cynku,
tzw. ZMG albo Glyzine [51] podobnie jak siarczan cynku). W uktadzie tym ostania-
jaco dziata tez dimetylotiomocznik [64], kwas moczowy [1] oraz lansoprazol, nowy
inhibitor pompy protonowej [5].

W uszkodzeniach wywotanych w watrobie i nerkach czterochlorkiem wegla
skojarzonym z etanolem dziata acetylocysteina stosowana doustnie [61]. W cukrzycy
modelowej, wywotanej podaniem streptozotocyny lub alloksanu, oprécz wspomnia-
nego wanadu dziata cytoprotekcyjnie chlorowodorek diltiazemu ($rodek blokujacy
kanaly wapniowe). Stosowany jest dootrzewnowo lub dozylnie i dziata podobnie do
innych substancji hamujacych aktywnos$¢ kanatéw wapniowych [28]. Wydaje sie
jednak, ze jak dotad najbardziej fizjologicznymi (gdyz sg produkowane w organi-
zmie), najpowszechniej oraz najskuteczniej dziatajagcymi zwigzkami o wiasnosciach
cytoprotekcyjnych sg prostaglandyny.
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POCHODNE WANADU
JAKO CZYNNIK NORMALIZUJACY KLINICZNE
OBJAWY CUKRZYCY

DERIVATIVES OF VANADIUM AS INSULIN-MIMETIC AGENT
IN DIABETES

ROBERT TRZOS, ANNA MARIA KORDOWIAK

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie

Streszczenie. W artykule opisano dziatanie pochodnych wanadu, nasladuj acych dziatanie insuliny invivo
i invitro. Efekty te obserwowano u szczuréw i myszy w modelu cukrzycy insulino-zaleznej i insulino-
niezaleznej. Przedstawiono wpltyw wanadu na poziomie tkanki i komorki, jak réwniez na kinaze
tyrozynowa receptora insuliny i oméwiono alternatywne drogi jego dziatania w komorce.

Stowa kluczowe: wanad, kinaza tyrozynowa, receptora insuliny, fosforylacja, cukrzyca.

Summary. In this paper insulin-mimetic action of vanadium in vivo and in vitro was described. This
effects were observed in rats and mice in insulin-dependent and insulin-independent diabetes mellitus.
The influence of vanadium on tissues, cells, enzymes and on insulin receptor tyrozine kinase were

presented. The alternative ways of action of vanadium were shown.

Key words: vanadium, insulin receptor protein kinase, phosphorylation, diabetes.

1. WANAD | JEGO BIOLOGICZNA AKTYWNOSC

W przeciwienstwie do wielostronnego i powszechnego dziatania prostaglandyn
opisanego poprzednio [28], pochodne wanadu dziatajg 'normalizujgco’ wjednym, jak
dotad poznanym przypadku, tzn. w cukrzycy.
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Intensywne badania nad wanadem ijego pochodnymi rozpoczety sie z koficem lat
siedemdziesiagtych, kiedy zauwazono hamujacy wptyw tego pierwiastka na ATP-aze
Na+ K+ [9,10]. Byly to jedne z pierwszych doniesiefr, w pewnym sensie przypadko-
we, sugerujgce pewng aktywnos¢ wanadu napoziomie molekularnym. Dalsze badania
potwierdzity to, iz wanad jest pierwiastkiem sladowym koniecznym do wzrostu
szczuréw [10] i utrzymania hodowli komérkowych ssakéw [55]. Jego stezenie w
organizmie waha sie od 0,1 do 1,0 |iM w zalezno$ci od tkanki [10,58].

W ostatnich latach najbardziej intensywnie badana jest zdolno$¢ wanadu do
nasladowania dziatania insuliny in vivo, jak réwniez in vitro. Kliniczne objawy
cukrzycy wywotanej streptozotocyng (STZ) [3,8,15] lub alloksanem [51,52] sg nor-
malizowane po 3-4 dniach podawania roztworow soli tego metalu. Niektdre efekty,
jak np. wzrost syntezy pewnych enzymdw, zachodza po 10-15 dniach. Stwierdzono
to w:

a) watrobie [2,5,22,34,41714],

b) miesniu serca [45,46,59],

¢) nerkach [8,30,38,51],

d) miesniach szkieletowych [48, 60],

c) trzustce [17,40].

Doswiadczenia obejmujg przede wszystkim hepatocyty szczurze, adipocyty i
komorki miesniowe. W doswiadczeniach przeprowadzanych nazwierzetach roztwory
soli tego metalu najczesciej podaje sie do picia. Jest to duzym udogodnieniem i zaletg
w stosunku do insuliny, ktora musi by¢ dostarczana w formie zastrzykéw. Podawanie
wanadu zwierzetom kontrolnym nie powoduje zadnych zmian w ich metabolizmie
[22,33].

W wielu pracach sg uzywane te same pochodne wanadu, gtéwnie sg to orto- i
metawanadany (Na3V04, NaV03), wanad na pigtym stopniu utlenienia (V5+) lub
siarczan wanadylu VOSO4 (wanad V4+) [3,8,15,40,46,50,51,56]. Nauwage zastuguje
praca, w ktdrej uzyto obojetnego jonu wanadu (V4+), koordynacyjnie zwigzanego z
pochodng maltolu, ktory wedtug tych autoréw ulegat o wiele lepszemu wchianianiu
w organizmie szczura [33]. Maltolowe pochodne wanadu byty, jak podkreslaja
autorzy, nietoksyczne w przeciwienstwie do meta- i orto-wanadanow, ktére moga
wywiera¢ réwniez efekt toksyczny obok korzystnego, tj. obnizeniapoziomu cukru we
krwi. Wedtug sugestii autoréw struktura tej podawanej pochodnej wanadu, a szcze-
golnie inne atomy wigzace ten metal, moga mie¢ wptyw najego biologiczne dziatanie.
Wydaje sie rowniez, ze niezbedne jest doustne wprowadzenie pochodnych wanadu,
gdyz podanie siarczanu wanadylu przez zgtebnik nie normalizuje objawow cukrzycy
doswiadczalnej u zwierzat [14]. Atom wanadu w watrobie jest otoczony 4 atomami
tlenu, moze wystepowac w potgczeniu z biatkami i moze byé redukowany z V5+ do
V4+,co wykazano przy zastosowaniu metody elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR) [49,50]. Podobna redukcja jonéw wanadu zachodzi w krwinkach.
Jony wanadylowe moga taczyé sie z hemoglobing, ale sg znacznie gorszymi inhibito-
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rami ATP-azy niz jony V5+ [9]. Jon V 02+ ma zdolnos¢ tgczenia sie w stosunku 1:1
ze zredukowanym glutationem [57], Wiekszos$¢ autorow uwaza, ze wihasnie jon V4+
jest odpowiedzialny za podobne do insuliny dziatanie w komérce [16,46,48,57, 58 ].
Nalezy podkresli¢ strukturalne podobienstwo tego jonu do jonu fosforanowego, co
umozliwia mu przytgczanie do miejsc wigzacych fosforany [10]. W wiekszosci
przeprowadzonych doswiadczen, po zaprzestaniu podawania wanadu objawy cu-
krzycy powracaty po kilku dniach [ 31,57 ]. Istniejgjednak inne doniesienia $wiad-
czace o przedtuzonym dziataniu wanadu, tzn. do 13 tygodni po zaprzestaniu po-
dawania tego pierwiastka i jego trwatej funkcji ochronnej wzgledem trzustki [8,
40,45],

2. EFEKTY PODAWANIA POCHODNYCH WANADU
NA OBJAWY CUKRZYCY

Jak wspomniano, wanad normalizuje kliniczne objawy cukrzycy. Stosowane
dawki tego metalu w roztworach wahajg sie od 0,2 do 0,8 mg/ml w NaCl dodawanego
w celu zredukowania do minimum efektéw toksycznych [22,31], Wanad normalizuje
zarowno morfologie réznych tkanek, jak réwniez aktywno$¢ enzymdw i procesy
metaboliczne zmienione pod wptywem cukrzycy.

Na przyktad: a) w watrobie:

*normalizuje aktywnos$¢ kluczowych enzymdw metabolizmu glukozy: glukokina-
zy, 6-fosfol'rukto-2-kinazy, heksokinazy, kinazy tyrozynowej, 6-fosfofrukto-fosfata-
zy, kinazy pirogronianu, dehydrogenazy 6-fosfoglukozy [5,22,34,42,52,59] oraz syn-
tetazy glikogenu, co powoduje zwiekszenie ilosci glikogenu do wartos$ci zblizonej do
kontrolnej [3,22,43,48,62];

« zwieksza wigzanie insuliny z receptorem i przedtuza jej dziatanie (tylko przy
podaniu pochodnych wanadu w niskim stezeniu < 200 mM) w adipocytach szczura
[20,42]; wedtug pogladdw czesci autoréw badajacych adipocyty oporne na insuling,
dodatkowe podanie pochodnych wanadu juz w bardzo krétkim czasie, bo po 5 min,
zwieksza wigzanie tego hormonu do receptordéw; sadzg oni, ze wynika to raczej ze
wzrostu ilosci receptorow insuliny niz ze zwiekszenia powinowactwa receptorow do
ligandu [7,11,18,19];

e zwieksza transport heksozy [16,31,58];

e stymuluje utlenianie glukozy [2,4,58];

 obniza poziom glukozy we krwi do wartosci bardzo zblizonej do kontrolnej
[2-8,11,20,31-34,58];

 zwigksza lipogeneze, co powoduje unormowanie gospodarki fosfolipidow, lipi-
déw i lipoprotein [29,33,54,55,62];

e normalizuje metabolizm kwaséw zo6tciowych [39];
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b) w nerkach powoduje [31,33,38,57]:

 obnizenie poziomu biatek w moczu [38];

* obnizenie poziomu mocznika, kreatyniny i transaminazy acetooctowo-glutami-
nowej.

Wprawdzie wiekszos$¢ autorow podaje, ze wptyw wanadu nawymienione powyzej
enzymy jest poréwnywalny z tym, jaki wywiera na nie insulina, lecz czesto jest on
mniejszy lub znacznie wiekszy w stosunku do insuliny [5,17,59]. Stosowanie jedno-
czesnie wanadu i insuliny niejest addytywne, tzn. nie powoduje wiekszej aktywnosci
enzymow niz sama insulina czy wanad [18,21,26,63].

Sugeruje sig, ze napewnym etapie mechanizm odziatywania insuliny i wanadu jest
wspdlny i niezbyt odlegty od siebie. Swiadczyé moze o tym obnizenie poziomu
insuliny immunoreaktywnej we krwi zwierzat kontrolnych pod wpltywem podawania
pochodnych wanadu. Podobne dawki wanadu sg bez wptywu na obnizony poziom
insuliny we krwi zwierzat z cukrzycg doswiadczalng [8,41-43,52]. Opisane efekty
stwierdzono réwniez u myszy z genetycznie uwarunkowang cukrzycg (ob/ob, db/db)
oraz w cukrzycy insulino-niezaleznej. Taki efekt dziataniajest szczeg6lnie interesu-
jacy ze wzgledu na réznice w etiologii powstawania tych trzech odmian choroby
(cukrzyca insulinozalezna, cukrzyca insulinoniezalezna oraz cukrzyca uwarunkowa-
na genetycznie) [2,4,32,41,48].

Jedng z licznych nieprawidtowosci wystepujacych w cukrzycy jest uposledzenie
mechanizméw antyutleniajgcych, co manifestuje sie obnizeniem aktywnosci takich
enzymoéw, jak: peroksydaza glutationu, katalaza, dysmutaza nadtlenkowa Cu-Zn czy
dysmutaza nadtlenkowa Mn i GSH. Po kuracji wanadem aktywno$¢ wiekszosci tych
enzymow wzrasta do wartosci kontrolnej z wyjatkiem katalazy i GSH. Dlatych dwéch
oznaczen rézni autorzy podaja rozne wyniki [53,56].

Interesujace jest pytanie o toksyczno$¢ wanadu, w przypadkach dtugoterminowe-
go stosowania. W wiekszosci przeprowadzonych do tej pory badan, w ktérych wanad
byt podawany do 5 miesiecy, u gryzoni nie stwierdzono toksycznych ani innych
ubocznych skutkéw [6,8,31-33,35,42,57]. Nalezy jednak doda¢, ze istniejg obserwa-
cje Swiadczace o toksycznym dziataniu tego pierwiastka i negatywnych efektach
ubocznych [12,13].

2.1. MOLEKULARNE ASPEKTY STOSOWANIA WANADU

Mimo dobrze poznanej sekwencji aminokwasow w insulinie (a zatem struktury
ligandu) oraz do$¢ dokladnie znanej struktury receptorow tego hormonu w bionie
komoérkowej, oddziatywanie insuliny z komérka nie jest wyjasnione do konca.

Whptywa to zatem na niejasny nadal mechanizm dziatania wanadu, efekt podobny
do dziatania insuliny.W przypadku hormonu niewyjasniony do koricajest problem, w
jaki spos6b zwigzanie insuliny powoduje autofosforylacje domeny wewnatrzkomar-
kowej receptora Prawdopodobnie podjednostki a petnig funkcje supresora fosfo-
rylacji podjednostek 8. Uniemozliwienie fosforylacji przez podanie przeciwciat prze-
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ciwko podjednostkom R uposledzadziatanie insuliny. KahniWhite [27] sugerujg dwa
sposoby dalszego przekazywania informacji, ktére zachodzi po zwigzaniu insuliny z
receptorem i autofosforylacji receptora:

1. Kaskada fosforylacji, w ktorej kinaza tyrozynowa receptora insuliny fosforyluje
kolejne biatko. Bezposrednim substratem dla tego enzymu jest biatko pp 185 (185
kD). Jest to, jak sie wydaje, gtowny, lecz nie jedyny mechanizm dziatania insuliny.

2. System, w ktorego sktad wchodzg kinazy fosfatydyloinozytolu lub/i fosfolipaz,
ktére sg aktywowane w wyniku niekowalencyjnych odziatywan (fosfolipaza C, biatka
G, kinaza C).

Fosforylacji ulegajag rowniez reszty seryny i treoniny receptora insuliny, ktére w
przeciwienstwie do reszt tyrozyn hamujg dziatanie kinazy tyrozynowej. Ten proces
jest stymulowany przez estry forbolu i analogi cAMP, ktére aktywujg kinaze C.
Istnieje rGwniez doniesienie o aktywacji receptora insuliny bez aktywacji i fosforylacji
kinazy tyrozynowej [24,37].

Rysunek 1 przedstawia schematycznie budowe receptora insuliny i prawdopo-
dobne miejsca dziatania wanadu.

Rys 1. Schemat mozliwego oddziatywania wanadu na komorke przez: aktywacje kinazy tyrozynowej
receptora insuliny (podjednostki ), aktywacje cytozolowej kinazy tyrozynowej, przez stymulacje lub
hamowanie innych efektoréw wewnatrzkomérkowych; typ oddziatywania zalezy od rodzaju tkanki;
schemat opracowano na podstawie cytowanej literatury
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2.2. SPOSOB DZIALANIA WANADU

Ciagle nie jest znany molekularny mechanizm oddziatywania wanadu z komorka.
Nie wiadomo, czy ma on charakter oddziatywania na receptor insuliny (A), czy dziata
niezaleznie od tych receptoréw (B) czy by¢ moze dziata rownolegle obu drogami,
gdyz istniejg fakty potwierdzajace jedna, jak i dmga hipoteze.

A. Fosforylacja 3 podjednostek receptora insuliny

W adipocytach szczura stwierdzono, ze wanad aktywuje fosforylacje R podjedno-
stek receptoréw [11,21,26,62] lub brak tego procesu [36,61,63]. W modelu cukrzycy
insulino-niezaleznej stosowanie wanadu nie zmienia stanu ufosforylowania B podjed-
nostek w watrobie, w przeponie myszy [61] i nie powoduje fosforylacji biatka pp 185,
ktore jest bezposrednim substratem dla kinazy tyrozynowej [2,32,61].

Fosforylacja B podjednostek lub jej brak moze by¢ spowodowana aktywnoscig
fosfataz fosfotyrozyny. Wedtug jednych autoréw [4,21] nadtlenki wanadu, jak i
wanadyle powoduja inaktywacje fosfatazy fosfotyrozyny, natomiast wedtug innych
sg bez wpltywu na aktywnos¢ tego enzymu [2,32,41,61].

B. Pozareceptorowy mechanizm dziatania wanadu

Jest to hipoteza do$¢ czesto sugerowana przez wielu autorow.Przemawia za nig
wplyw wanadu na hepatocyty catkowicie pozbawione receptoréw [23], brak fos-
forylacji substratow kinazy tyrozynowej receptora insuliny i aktywacja kinazy C
[32,42].

Ostatnio sugeruje sie istnienie kinazy tyrozynowej 53 kD niezaleznej od kinazy
receptora insuliny, ktorg moze aktywowaé¢ wanad [47], co w petni potwierdza te
ostatnig hipoteze. Bardzo trudno jestjednoznacznie stwierdzié, jaki uktad efektorowy
jest zaangazowany w oddziatywanie z wanadem, gdyz prawdopodobnie jest ich kilka.

Pewng uwage poswiecono réwniez zaleznosci pomiedzy zwiekszniem aktywnosci
enzymow a poziomem danego mRNA. Taka pozytywng korelacje stwierdzono dla
amylazy [25] komorek trzustki. Podobng proporcje stwierdzono dlajednego z izoen-
zymow cytochromu P-450 w watrobie [15], takze dla 6-fosfofruktozo-2 kinazy
réwniez w watrobie. Zwiekszona aktywnos$¢ kluczowych enzymoéw glikolizy wynika
ze wzrostu ich iloSci, ktorg poprzedza zwiekszenie iloSci odpowiadajgcych mRNA.
Dotyczy to takich enzymdw, jak: glukokinaza, karboksykinazafosfoenolopirogronia-
nu czy kinaza pirogronianu [5,22,33,62]. Podobnie pod wptywem wanadu zachodzi
wzrost ilosci mMRNA dla biatka transportujgcego glukoze (GLUT2) do wnetrza hepa-
tocytéw, co mogtoby ttumaczy¢ wplyw na poziom glukozy we krwi [5,60]. Nalezy
jednak dodaé, ze wg innych autoréw [1] wanad nie wptywa na biatka transportujace
glukoze do adipocytow(GLUT-4).



DZIALANIE WANADU W CUKRZYCY 299

3. ZAKONCZENIE

Z przegladu prac doswiadczalnych, ktore ukazaty sie w ciagu ostatnich 10 lat,
wynika, ze pewne pochodne wanadu po przejsciu przez stadium préb na zwierzetach,
poznaniu zasad ich dziatania oraz wyeliminowaniu lub zredukowaniu do minimum
toksycznosci tych pochodnych mogtyby byé doskonatym "lekiem" w cukrzycy u
ludzi. Sposob podawania wanadu (w formie ptynu do picia) pozwolitby wyelimino-
waé bardzo ktopotliwe, codzienne iniekcje insuliny oraz wykluczy¢ ryzyko reakcji
alergicznych, ktére zawsze mogg wystapi¢ przy stosowaniu polipeptydu na ogét
obcogatunkowego. Dodatkowo mozna oczekiwaé, ze podawanie odpowiedniej po-
chodnej wanadu bytoby skuteczne w obu formach cukrzycy u ludzi tak insulino-za-
leznej, jak i insulino-niezaleznej.

Z opisanych wyzej powodow wiele uwagi poswieca sie w ostatnim piecioleciu
badaniom mechanizméw oddziatywania wanadu na poziomie komérkowym. Mozna
stwierdzi¢ z catg pewnoscia, ze bedg one zdecydowanie rézne od ochronnego dziata-
nia prostaglandyn tak PGE2,jaki 16,16’dmPGE2 [28] Podczas gdy dziatanie prosta-
glandyn ma charakter zapobiegawczy wanad, niezaleznie od stosowanej pochodnej,
dziata juz po wystgpieniu objawow choroby przez podanie streptozotocyny lub
alloksanu zwierzetom lub u zwierzat obarczonych genetycznie cukrzyca. Dlatego jego
dziatanie mozna okresli¢ jako "lecznicze", a niejako "zapobiegajgce”. Niezbedne sg
jednak dalsze intensywne badania wynikajace z toksycznosci pochodnych wanadu
oraz jego oddziatywania na organizm zwierzecy, a tym bardziej ludzki.
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GENETYCZNE REGULACJE APOPTOZY,
PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMOREK*

GENE REGULATION OF APOPTOSIS,
PROGRAMMED CELL DEATH

Danuta ROZYNKOWA
Zaktad Genetyki Medycznej Akademii Medycznej w Lublinie

Streszczenie. W ostatnich latach zaznaczyt sie znaczacy postep w molekularnych badaniach apoptozy,
$mierci programowanej komorek. Przeglad nawigzuje wprawdzie do gendéw $mierci u Caenorhabditis
elegans, jednakze omawia dalej gtéwnie te badania in vitro, w ktérych zaznaczyt sie wptyw regulacyjny
ekspresji protoonkogenéw i genéw przeciwnowotworowych na proces apoptozy w komdrkach somaty-
cznych ssakéw. Podkreslono hamujacy apoptoze wptyw rodziny genu bcl-2, udziat czynnikdéw transkry-
pcji i role p53 w aktywacji apoptozy. Wiekszo$¢ badan dotyczyta komérek linii hemo- i limfopoetycz-
nych. Zrozumiale zainteresowanie budzi posta¢ apoptozy indukowanej w warunkach uszkodzenia
komérek czynnikami chemo- i radioterapii onkologicznej. Dlatego zostaty przedstawione do$wiadcze-
nia, w ktérych strategie genowe, m.in. wymuszajace statg ekspresje jednych genéw (bcl-2) lub powodu-
jace inaktywacje innych (p53) wplywaja decydujgco na regulacje tej postaci apoptozy. Omoéwiono
zwigzle role rodziny biatek przezblonowych APO/FAS.

Stowa kluczowe: apoptoza, $mier¢ programowana, geny $Smierci CED, bcl-2, czynniki transkrypcji, p53,
antygen APO/FAS, protoonkogeny, geny przeciwnowotworowe.

Summary. Last years studies brought new information about molecular biology of apoptosis, the
programmed cell death. Although this review refers to the cell death genes in the nematode Caenorhab-
ditis elegans, its content however centres predominantly on experimental in vitro studies concerning
regulatory influences of proto-oncogenes and tumor supressor genes on apoptosis in mammalian cells
cultivated in vitro. Supressory effect of bcl-2 gene family as well stimulatory effect of p53 gene on
apoptotic cell death and the involvement of transcription factors have been reviewed. Reported
investigations were engaged mainly with haemopoiesis- and immune system-derived cells. Natural
interest was paid to apoptosis in response to cell damage using non-physiological stimuli some of which

*Przeglad dotyczy w duzej mierze problematyki finansowanej przez Komitet Badan Naukowych,
projekt nr4 0700 91 01.
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areionising radiation and cancer chemotherapy agents. Experiments were reported which took advantage
of gene strategies enforcing constant expression of some genes (bcl-2) or leading to inactivation of other
(p53). The importance of these genes in cell survival or apoptosis has been stressed. Reports on cell
surface molecules: APO/FAS antigen and tumor necrosis factor receptor family were included.

Key words: apoptosis, cell death genes, programmed cell death, bcl-2, p-53, transcription factors,
APO/FAS antigen, protooncogenes, tumor suppressor genes.

WSTEP

Mechanizm i wewnatrzkomdrkowe regulacje "programowanej" smierci komorki
sg na 0got jeszcze nie wyjasnione. Smieré programowana zwanatez fizjologiczna lub
przenos$nie apoptoza (z greckiego: opadanie, np. ptatkow, kwiatéw lub lisci) [25]
stanowi aktywng samozagtade nadmiernych liczebnie, bezuzytecznych i niewtasci-
wych komorek ijest kluczowym zjawiskiem w tkankach zwierzat w pewnych okre-
sach ich fizjologicznego ksztattowania w rozwoju embrionalnym w ontogenezie i
organogenezie [48,70]. Program obumieraniakomorek w dorostym ustroju utrzymuje
homeostaze tkankowg przeciwdziatajagc niefortunnym rozrostom hiperplastycznym i
neoplastycznym, a takze zapewniajac selekcje komérek o najwtasciwszym repertu-
arze receptoréw w hemopoezie i uktadzie odpornosciowym [2,63,64]. Apoptozajest
przeciwienstwem mitozy, symbolu proliferacji [69].

Jak podkreslili w swoich opisach apoptozy Kerr, Wyllie i Currie [25,69,70], cechy
cytologiczne $mierci fizjologicznej réznig sie od martwicy, czyli $mierci patologicz-
nej, w ktorej dochodzi do obrzmienia, utraty ciggtosci btony plazmatycznej i przed-
ostawania sie zawartosci komorki do przestrzeni pozakomoérkowej z wyzwoleniem
odpowiedzi zapalnej. W proces martwicy komaérki wciagniete sa wszystkie organele
cytoplazmatyczne, podczas gdy obraz jadra nie wskazuje poczatkowo na uchwytne
odchylenia. Natomiast w fizjologicznej Smierci komérki w pierwszym etapie jadro
obkurczasie, achromatyna zageszcza, dochodzi do jej fragmentacji i degradacji DNA
do fragmentéw nukleosomowych, poréwnywalnych w obrazie elektroforetycznym do
"drabinki" DNA [69]. Obkurczeniu btony plazmatycznej moga towarzyszyé niewiel-
kie uwypuklenia (ang. blebbing) przy jej powierzchni. W drugim etapie ciatka
apoptotyczne, otoczone btong komdrkowsg i zawierajgce fragmenty jadra oraz dobrze
zachowane organele komorkowe ulegajg szybko fagocytozie przez monocyty i ma-
krofagi, rozpoznajace gingce komorki za posrednictwem m.in. receptora vitrone-
ktyny [53].

Nie dochodzi do procesu zapalnego. Ta normalna $Smieré komorek zazwyczaj
uchodzi obserwacji histologicznej, chyba ze jest uwiktana w procesy inwolucji i
zaniku réznych populacji komorkowych tkanek i narzadow.
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Zjawiska apoptozy rozgrywaja sie w obecnosci wewnatrzkomorkowych procesow
biosyntetycznych, co wskazuje, ze w gingcej komorce aktywna jest transkrypcja i
translacja [26,54]. Usitowano wyr6zni¢ wczesne markery apoptozy:

«endonukleaze btony okotojadrowej zalezng od kationéw dwuwartosciowych [52,
61, 69] i uruchamiang przez nieznany regulator;

« swoistg wczesng proteolize polipeptydu pADPR (polimerazy poli ADP rybozy)
[23];

« transglutaminazy, wplywajgce na sieciowanie biatek brzeznej partii cytoplazmy
[37] lub szereg wtérnych przekaznikéw,jak np. C2-ceramid zrozpadu sfingomieliny
[43].

Badania molekularnych podstaw apoptozy, rozpoczete w ostatnich latach, sg
bardzo ciekawe i ogromnie réznorodne.

Co programuje te czynnosci? Aktualne teorie apoptozy sprowadzajg sie do zatoze-
nia, ze komérki z natury swej umieraja, jesli nie sg pobudzane do przezycia lub do
proliferacji przez sygnaty z otaczajgcych komérek [2]. W tym znaczeniu Raff okreslit
kontrole apoptozy i przezycia komdrek jako lokalng kontrole Srodowiskowg (ang.
social control). Przezycie lub $mier¢ mogg zaleze¢ od tych samych kontroli, ktére
rzadza proliferacjg [19,48]. Nie dziwi zatem obserwacja, ze wrazliwo$¢ na apoptoze
indukowang in vitro zmienia sie w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego [14].

U wszystkich badanych tkankowcow (Metazoa) $mier¢ fizjologiczna powtarza sie
w czasie i przestrzeni, co dowodzi, ze geny warunkujace jej program zostaty zacho-
wane w ewolucji [55].

Przedmiotem tego przegladu jest oméwienie udziatu genow, ktérych ekspresja
uczestniczy w grze molekularnych proceséw apoptozy. Samo pojecie genéw $mierci:
ced (z ang. cell death) wywodzi sie zbadan genetycznych prostszych systemoéw, takich
jak: maty nicien Caenorhabditis elegans i niektére owady [16, 55]. Do tych modeli
nawigzaty badania regulacji i modulacji $mierci komérek w hodowlach komérek
ssakéw. Wyniki tych ostatnich wskazuja dobitnie na sie¢ wzajemnych powigzan
miedzy genami rozwoju: proto-onkogenami i antyonkogenami. Podziat artykutu
odpowiada tej kolejnosci.

"GENY SMIERCI" KOMOREK
U CAENORHABDITIS ELEGANS | MANDUCA SEXTA

Od stadium larwy do dorostego organizmu nicien C. elegans bytuje w glebie jako
saprofit. Obiektem badan genetycznych Hengartnera i wsp. [16] byty komorki miesni,
neuroblasty i neurony motoryczne. Genami $mierci ced-3 i ced-4 okreslono te geny
efektorowe, ktérych mutacje, zidentyfikowane wczesniej przez Ellisa i Horvitza [16]
uniemozliwiaty realizacje "samozagtady", bedacej zwyktym losem grupy 131 komo-
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rek na 1090 w przebiegu prawidtowego rozwoju larwy tego nicienia. Byty to mutacje
inaktywujace geny ced-3 i ced-4, ktérych produkty biatkowe sg potencjalnymi
receptorami dla aktywnych kinaz w wewnatrzkomdrkowym torze sygnalizacji i
wigzaniajonéw wapnia. W ubiegtym roku Hengartner i wsp. [16] przedstawili nowy
gen ced-9, jako kandydata regulujagcego aktywnos$¢ poprzednich genéw na terenie
komorek przeznaczonych do utraty drogg apoptozy. Zaobserwowano, ze mutacje
genu ced-9 zapewniajgce jego stalg zwiekszong ekspresje zapobiegajg apoptozie.
Natomiast w razie mutacji unieczynniajacych gen ced-9 komérki ging i w dodatku w
wyniku niekontrolowanej aktywnosci tych genéw $mierci dochodzi do duzej $mier-
telnosci embriondw oraz wad rozwoju. W nastepnych badaniach autorzy udowodnili,
ze funkcja dzikiego allelu genu regulatorowego ced.-9 polega na blokowaniu i
odblokowaniu ekspresji gendéw efektorowych apoptozy w okreslonych fazach roz-
woju nicienia. Przy wigczonej transkrypcji ced-9 geny efektorowe realizujg program
$Smierci. Ced.-9 byltby wiec regulatorem typu podwojnego przetgcznika, ktorego
wigczenie uniemozliwia samolikwidacje komorek, a wytgczenie moze manifestowaé
sie apoptoza.

Zarébwno dominujace, jak recesywne mutacje ced.-9 cechuje efekt matczyny, co
sugeruje, ze produkt ced.-9 znajduje sie w komorcejajowej. Wypadniecie funkcji ced-9
u matki heterozygoty jest widoczne dopiero w drugim pokoleniu w letalnych homo-
zygotycznych komorkach pod wzgledem genu ced-9. Hipotetyczna funkcja genu
ced-9 miataby sie sprowadzac¢ do zastapienia nieobecnego sygnatu miedzykomarko-
wego i do supresji programu $mierci komorki. Skutki mutacji tréjki genéw ced-9,
ced-3 i ced-4 sg tak dalece szkodliwe dla rozwoju embrionalnego i dalszej funkcji
dorostych osobnikéw C. elegans, ze w roli tych gendéw upatruje sie regulacje rozwoju
w wymiarach og6lno-ustrojowych.

Innym modelem do badan inwolucji komérek w drodze programowanej $mierci sg
motyle. U motyla nocnego zawisaka (Mantuea sexta), ktdrego formy larwalne -
gasiennice zerujg na lisciach tytoniu, badano korelacje miedzy wahaniami poziomu
ekdysonu, hormonu przepoczwarzaniaazmianami mRNA w komdrkach miesni larwy
w tych segmentach (pierwsze i ostatnie), ktore znikajag w okreslonych etapach rozwo-
ju. W odréznieniu od transkryptéw statych, typu podstawowych przemian (house
keeping ), Schwartz i wsp. wykryli zmienng ekspresje 4 typowych transkryptow w
toku rozwoju w przemianach tkanki miesniowej [55]. Autorzy zwracajg uwage na
fakt, ze jeden z nich koduje ubikwityne, znajdywang m. in. w sktadzie cytoplazmaty-
cznych inkluzji w mézgu w chorobie Alzheimeraiinnych schorzeniach neurodegene-
racyjnych cztowieka.

Przechodzac do genetyki komorek somatycznych in vitro nalezy zwréci¢ uwage
na jeszcze jedno zjawisko, mianowicie opisy apoptozy indukowanej w warunkach
niefizjologicznych, czyli w wyniku uszkodzenia komoérek. Fizjologiczna indukcja
apoptozy polega nadramatycznej zmianie czynnikéw odzywczych, wzrostowych, np.
cytokin, hormonoéw, surowicy w podtozu itp., podczas gdy w doswiadczeniach z
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uszkodzeniem komorki uzywa sie najczesciej promieniowaniajonizujacego, gluko-
kortykosterydéw, czynnikdéw alkilujgcych i innych substancji chemicznych, stosowa-
nych w terapii onkologicznej. Szerokiego spektrum induktory apoptozy w warunkach
patologicznych sg stosowane w bardzo matych dawkach, podczas gdy ich kilkakrotne
przekroczenie doprowadza komorki do martwicy [67]. W mechanizmie indukcji tego
typu apoptozy kryja sie rearanzacje i czesciowe delecje réznych genéw, jak np. po
promieniowaniu jonizujagcym i etopozydzie, inhibitorze topoizomerazy Il [4]. Tego
typu doswiadczenia dominujg w czesci poswieconej roli genu p53 w doswiadczalnej
apoptozie in vitro.

HAMOWANIE APOPTOZY: WPLYW GENU BCL-2

Ludzki onkogen bcl-2 jest w swym dziataniu intrygujgco podobny do ced.-9 [29],
Jego zwiegkszona ekspresja zapobiega lub opéznia wystapienie Smierci apoptotycznej
zarobwno w limfocytach, jak komdrkach hemopoetycznych [42], Jego produkt jest
wprawdzie znany, ale mechanizm dziatania ciggle zagadkowy [18]. Dlatego przypo-
mne w skrocie badaniatego genu wraz z ostatnimi odkryciami pozostatych cztonkéw
rodziny bcl-2.

Gen bcl-2 zostat odkryty, sklonowany i nazwany przez Tsujimoto i Croce (z ang.
B-cell leukemiciAymphoma) jako czes$¢ genu fuzyjnego w regionie ztamania chromo-
somu 18921, ktérego translokacja do regionu 14g21 stata sie cytogenetycznym
markerem chtoniakéw grudkowych o umiarkowanym stopniu zto$liwosci nowotwo-
ru. OpisaliSmy szczegoty w artykule przegladowym [27].

Produkt p26-Bcl-2 jest biatkiem btonowym, obecnym w wewnetrznej i zewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej, a przy wzmozonej ekspresji takze w siateczce endopla-
zmatycznej oraz otoczce jadrowej [18, 21]. Praca Jacobsona i wsp. udowodnita, ze
p26-Bcl-2 nie spetnia swej roli przez mitochondrialny taficuch oddechowy [21],
poniewaz apoptoza moze zosta¢ zahamowana przez wprowadzony konstrukt bcl-2,
funkcjonujacy w linii zmutowanych komarek libroblastycznych cztowieka, ktorych
defekt polega na braku mtDNA i mitochondriéw.

Pierwszorzedowa struktura aminokwasowaBcl-2 nie mahomologii ani ze znanymi
kinazami biatkowymi, ani ze znanymi czynnikami wzrostowymi lub ich receptorami
czy z biatkami wigzacymi GTP. Ekspresje bcl-2 obserwuje sie w komdrkach stymu-
lowanych do proliferacji, np. pobudzonych limfocytéw krwi obwodowej, migdatkdw
podniebiennych oraz linii komoérkowych gtdwnie limfoblastoidalnych. Poczatek eks-
presji przypada na doswiadczalny przetom GO0/G1 cyklu komorkowego i osigga
znaczne wartosci w pierwszej dobie hodowli [28,50]. Ostatecznie ocenia sie jednak,
ze p26-Bcl-2 nie jest biatkiem cyklu (cykling), lecz ze jego wahania towarzysza
pobudzeniu i proliferacji komérek [49]. Zwiekszona i stata ekspresja bcl-2 jest
typowa dla limfocytdw B u wiekszosci chorych z przewlekta biataczka limfocytowa
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i chtoniakami nieziarniczymi [28], nawet bez rearanzacji tego locus genu. Pozwala to
przypuszczaé, ze mate limfocyty biataczkowe we krwi obwodowej tych chorych
niekoniecznie przedstawiaj g populacje spoczynkowych komoérek nagromadzonych w
wyniku bloku réznicowania. Leczenie moze by¢ utrudnione faktem statej zwiekszonej
ekspresji genu bcl-2 [30, 51].

Wymuszona wprowadzonym konstruktem stata ekspresja genu bcl-2 w limfocy-
tach B w sposéb wybidrczy przedtuza zycie komérek w os$rodkach rozmnazania
weztow invivo [33,34,38], przedtuza odpowiedz immunologiczna [41,60] i umozli-
wia przezycie linii hemopoetycznych in vitro mimo pozbawienia ich doptywu czyn-
nikow wzrostowych [65,66], Nattok tych informacji jest nieustanny. Dane pochodzg
z doSwiadczen, w ktorych indukowano statg nadmierng ekspresje genu bcl-2 przez
wprowadzenie do komorek linii limfoidalnych konstruktu ztozonego z genu bcl-2 i
sekwencji wzmacniajagcych (enhancer) genu IgH imitujgcych tgcznie nadmiernie
aktywny gen fuzyjny w ludzkich chtoniakach nieziarniczych. Odwrotny skutek od-
niést konstrukt oligonukleotydowy, antysensowy do kodonu inicjacji genu bcl-2,
wprowadzony do hodowanych komérek linii B-limfoblastycznej Raji z translokacja
t [14, 18]. Ustat wzrost komorek i dziatanie przeciw apoptozie, jednakze tylko w
warunkach pozywki o niskiej zawartosci surowicy [1].

Transfekcja genu bcl-2 z wektorem wirusowym zwiekszata wzgledng odpornosé
transformowanych komarek limfoidalnych S49,1 i WEHI7,2 na apoptoze mierzona
fragmentacjg DNA, indukowanag glikokortykosterydami [39]. Tym samym sposobem
modyfikowania genomu udato sie znacznie obnizy¢ skutki narazenia komoérek na
metotreksat, winkrystyne, arabino-furanozylo-cytozyne i inne antymetabolity [22,
40]. Nietrudno wyobrazi¢ sobie trudnosci terapii w regresji nowotworéw, jesli zakt6-
cony jest proces apoptozy. Przy odpornosci na apoptoze komérek uktadu immunolo-
gicznego moze rozwingé sie zesp6l autoimmunologiczny, ktérego patogeneze su-
gerujg Strasser i wsp. [60] w pracy na myszach transgenicznych. Konstrukt genowy
E\i-bcl-2/bcl-2 pod kontrolg sekwencji wzmacniajacych (enhancer) locus IgM, wpro-
wadzony do linii zarodkowej powoduje, ze myszy transgeniczne majg staty duzy
nadmiar dtugo zyjacych limfocytéw B, plazmocytéw i wysoki poziom immunoglo-
bulin surowiczych. Immunizowane myszy transgeniczne reagowaty wzmozong i
przedtuzong produkcjg przeciwciat. Jednakze produkowaty one takze przeciwciata
przeciwko antygenom jader komdérkowych, histonom i podwojnie niciowemu DNA.
Zaburzenia w homeostazie tkanki limfoidalnej konczyty sie zespotem letalnego
autoimmunologicznego kiebkowego zapalenia nerek [60],

Levine i wsp. [32] zajmowali sie wptywem bcl-2 na zmiane litycznego potencjatu
wirusow w stosunku do komérek gospodarza. Komorki neuroblastomy myszy z
transgenem pZip-bcl-2 przezywaty diugotrwatg "produkowang" infekcje wirusem
RNA-SV (wirus Sindbis z rodziny wiruséw alfa), podczas gdy kontrolne komorki
ulegaty po zakazeniu lizie [32],
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Podobnie w neuronach postmitotycznych ma miejsce produktywna infekcja SV.
Powstato pytanie, czy komdrkowy onkogen bcl-2 blokuje programowang $mieré
neuronéw [32]. Odpowiada na to czeSciowo praca |. Garcia i wsp. ktérzy skonstruo-
wali jeszcze inny wektor ekspresji: EB-2, sktadajacy sie z sekwencji DNA flankuja-
cych miejsce promotora genu enolazy neurono-specyficznej i potgczonego z nim
DNA kodujgcym ludzki bcl-2 [12]. Drogg mikroiniekcji wprowadzono ten konstrukt
do jader neurondw wspotczulnych szczura hodowanych in vitro. Neurony przezyty
dzieki temu konstruktowi dalszych 10 dni w hodowli bez dodatku czynnika wzrosto-
wego NGF, nie straciwszy nawet receptorow NGF. Nie mozna wykluczy¢, ze bcl-2
moze by¢ znaczacym mediatorem wptywu czynnikéw neurotropowych na przezycie
neuronow.

Dalszy cigg badan dotyczacych bcl-2 nabiera wymiarow rewelacji. Publikacje
tegoroczne w Celi [7, 46] donoszg o odkryciu dalszych cztonkéw rodziny bcl-2 i
proponujg zmiany w umiejscowieniu produktéw genowych w tkankach, ktdre sa
poddane szybkiej fizjologicznej wymianie przez apoptoze (np. limfoidalna) w odréz-
nieniu od tych tkanek, ktorych przezycie po ostatniej mitozie jest bardzo dtugie, np.
mozg i inne komarki neuronalne. Najprawdopodobniej biatka bcl-2 funkcjonujajako
cztony wielosktadowego kompleksu i ta okoliczno$¢ utrudniata dotychczas jednozna-
czng ocene ich roli. Ponizej w skrécie metody i wyniki.

Jedna grupa (Korsmayera w Waszyngtonie) [7] przy pomocy sondy mysiego
cDNA, w duzej mierze homologicznego z ludzkim genem bcl-2, przystapita do
hybrydyzacji molekularnej w warunkach niezbyt rygorystycznych (low stringency
conditions), aby zidentyfikowac¢ spokrewnione struktury genowe w tkance limfoidal-
nej kurczat: grasicy itorebce Fabrycjusza. Znaleziony hybrydyzujagcy DNA nazwano
bcl-X. Koduje on biatko o zgodnosci 44% sekwencji aminokwasowej z bcl-2 czto-
wiekaimyszy. Analizagenomu metodg Southern biot potwierdzita odrebnos¢ genéw
bcl-2 i bel-x. Gen bcel-x kurczecia byt nastepnie uzyty do wyszukania odpowiednika
w bibliotekach genowych cztowieka. Sklonowano homologiczne cDNA i wyodreb-
niono dwa oddzielne typy, mianowicie bcl-XL (large), kodujacy 233 aminokwasy oraz
mniejszy bcl-xs (smali) kodujacy 170 aminokwaséw. Pierwszy odnaleziono tylko w
dojrzatych strukturach tkankowych, gtéwnie tkance nerwowej. Zawiera on domeny
w duzej mierze homologiczne zdomenami w Bcl-2. Drugie biatko Bcl-xS jest mniej
podobne do poprzednich, przy czym transkrypt mDNA cechuje duza delecja obejmu-
jaca odpowiednio 64 aminokwasy. Ten fragment, jak poréwnywali autorzy, jest
ewolucyjnie zachowany w pozostatych cztonkach rodziny bel. Gtéwng lokalizacjq
tego biatka jest grasica.

Drugagrupa (Nunezaw Chicago) [46], postugujac sie metodg immunoprecypitacji
biatka wyznakowanego metioning ~5S i analizy biatek metodg Western blotting
wykryta w ludzkich i mysich komérkach limfoidalnych biatko o masie 21 kDa,
strgcajace sie razem z Bcl-2. Po elektroforezie i elektroblottingu do btony poliwinyli-
dwuchlorkowej okreslono sekwencje aminokwasowe tego biatka, ktére nazwano
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p21-BAX (z ang. Bcl-2 associated protein x). Sklonowano cDNA bax, zwielokrot-
niono je in vitro przy pomocy PCR i znowu po przeszukaniu w ludzkiej bibliotece
genowej znaleziono jego odpowiednik, m.in. w linii komdrkowej Namalva. Otwarta
ramka odczytu ludzkiego i mysiego genu bax ma 5766 par zasad w 90% identycznych.
Biatko BAX ma 7 reszt seryny i treoniny, potencjalnych miejsc fosforylacji. Domena
C terminalna BAX jest czescig przezbtonowg tego biatka. Informacja o nim znajduje
sie na odcinku 4,5 tysiecy par zasad w 6 egzonach genu bax. Bax jest homodimerem
i tworzy heterodimery z Bcl-2. Biatko BAX nie jest ograniczone do tkanki limfoidal-
nej, znajduje sie w mozgu, ptucach, zotgdku, nerce, grasicy, weztach chtonnych,
szpiku, $ledzionie, sercu, miesniach gtadkich i trzustce.

Duze zaskoczenie przyniosty badania wptywu bcl-2 i bax, bcl-2 i bel-x (w wersji
L i S) w liniach komdrkowych. Autorzy uzywali do tych badan hodowli linii komar-
kowych zaleznych od interleukiny 3. Komaérki te umierajg z objawami apoptozy po
przerwaniu dodatku tej cytokiny do hodowli. Wymuszona ekspresja badanych genow
byta spowodowana przez wprowadzenie ich konstruktéw osobno lub razem. Jedna
linia - RL-7 byla wyprowadzona od pacjenta z chioniakiem, a druga z mysiej
biataczki limfoblastycznej FL5,12. Stabilnos$¢ transfekcji zostata potwierdzona bada-
niem mRNA bel metodg Northern blot. Konstrukt bcl-2 zapewnit przezycie komorek
pozbawionych interleukiny-3. Podobng odporno$¢ na samozagtade pomimo braku
interleukiny-3 wykazaty komorki transfekowane bcl-xi. Konstrukt bcl-xs, podobnie
jak bax przyspieszyty program $mierci komoérek pozbawionych 11-3. Stosunek biatka
BAX do Bcl-2 byt decydujacy i krytyczny dla wynikow apoptozy.

Dynamiczna interakcja cztonkdw rodziny bel przywodzi na mysl interakcje we-
wnatrz rodziny zasadowych biatek Myc, czynnikéw transkrypcyjnych o strukturze
helix-loop-helix. Ostateczna aktywnos¢ transkrypcyjna Myc tez zalezy od kompleksu
Myc/Max [7]. Konkurencyjna dimeryzacja miedzy podobnymi biatkami jest coraz
czesciej spotykanajako mechanizm regulowania funkcji komérkowych. Mysle wiec,
ze identyfikacja biatek, zdolnych do swoistego wigzania sie zbiatkiem Bcl-2, mogtaby
pomdc w wyjasnieniu mechanizmu, przez ktéry bcl-2 reguluje apoptoze.

AKTYWACJA APOPTOZY:
UDZIAL CZYNNIKOW TRANSKRYPCJI | ROLA p53

Produkty protoonkogendéw byty badane dotychczas gtdwnie w procesach polife-
racji i réznicowania [19]. W ostatnim czasie ukazaty sie prace wskazujace na znacze-
nie czynnikdéw transkrypcji w apoptozie. Chodzi przede wszystkim o produkty proto-
onkogenu c-myc, c-fos, c-jun i gendw przeciwnowotworowych rb i p53. Okazalo sie,
ze wszystkie te geny sg aktywnie wyrazone tak w komérkach proliferujacych, jak w
komdrkach ulegajacych apoptozie [56], Sikora i wsp. wykazali ponadto, ze heterodi-
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meryczny czynnik transkrypcji AP-1, skfadajacy sie z produktéw protoonkogenéw
c-fos i c-jun [3] ma aktywno$é¢ wigzania DNA zaréwno w tymocytach szczura
pobudzonych do proliferacji, jak i tych, ktére zostaty "skazane" na apoptoze dziata-
niem deksametazonu [57]. Proces Smierci komdrkowej jest wiec kontrolowany przez
biatkowe produkty genéw, ktére sg wazne takze w nowotworowej transformaciji.

Szczego6lnie pozycja endogennego c-myc znana byta dotychczas gtéwnie z badan
proliferacji, cyklu komérkowego i transformacji nowotworowej [15, 24]. C-myc
uczestniczy takze w apoptozie [70]. Wyjasnienie tej dwoistej roli zdaje sie wynikac z
ponizszych doswiadczen: Bisonette i wsp. [5] postuzyli sie komérkami jajnika cho-
mika chinskiego, ktdre w warunkach szoku termicznego reagujg obnizeniem ekspresji
endogennego c-myc. Jezeli wprowadzono do tej linii komdrkowej konstrukt genowy
ztozony z wielokrotnych kopii c-myc oraz regionu promotorowego gendw biatek
szoku termicznego, to w warunkach 45°C nastgpita znacznie wzmozona ekspresja
c-myc i $mier¢ komorek. Do dwoch podlinii takich komérek wprowadzono dodatko-
wo ludzki gen bcl-2 z wektorem wirusowym i statym promotorem. W klonach
transfekowanych przy statej ekspresji bcl-2 utrzymywata sie dobra zywotnos$é komé-
rek pomimo wzmozonej ekspresji c-myc i realizacji szoku termicznego [5].

Nastepna praca potwierdza, ze c-myc moze by¢ induktorem apoptozy niezaleznie
od roli ustalonej w mitogenezie. Fanidi i wsp. [11] wybrali do tych badan linie
fibroblastow szczura, ktdre cechuja sie statg ekspresjg hybrydowego produktu biatko-
wego C-Myc-ER, ztozonego z polipeptydu C-Myc i receptora estrogenu. Aktywnos$¢
C-Myc zaznaczata sie tylko w obecnosci beta-estradiolu w pozywce, podczas gdy
brak estradiolu w warunkach bezsurowiczego podtoza zatrzymywat komérki w stanie
GO. Dodanie beta estradiolu powodowato nagty wzrost poziomu wewnatrzkomor-
kowego biatka C-Myc i Smierci przez apoptoze. Powstato pytanie, czy konstrukt
genowy bcl-2 zahamuje apoptoze indukowang przez c-myc i czy wptynie jednoczes-
nie na aktywnos$¢ mitotyczng zalezng od c-myc. Autorzy wyjasnili, ze ekspresja bcl-2
uchyla apoptoze indukowang przez ekspresje c-myc w fibroblastach szczura, nie
wywierajednakze wptywu hamujgcego na mitogenng funkcje c-myc [11], Jezeli wiec
te same domeny c-myc wyrazajg sie tak we wptywie na proliferacje, jak we wptywie
na apoptoze, mechanizm dziatania produktow bcl-2 i c-myc jest przyktadem czutego
systemu regulacji. Komdrkowe rozwigzanie jest prawdopodobnie zalezne od innych
sygnatéw, m.in. od dostepnosci czynnikow przezycia. Wptyw c-myc podobnie jak
p53, jest specyficzny dla typu komorki i bodZca apoptozy i jest poréGwnywany do
podwdjnego przetacznika kierunku reakcji.

ZNACZENIE p53

Hamowanie apoptozy przez gen bcl-2 jest realizowane przez wzmozong ekspresje
genu. Odwrotnie sie ma sprawa z genem supresorowym p53, ktérego brak uniemo-
zliwia indukcje apoptozy. Innymi stowy eliminacja genu p53 przez delecje lub jego
inaktywacjaprzez mutacje uniemozliwia przebieg apoptozy. Normalny dziki allel p53
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jest warunkiem realizacji apoptozy w wielu réznych warunkach doswiadczalnych [3,
9, 68,71]. Brak ekspresji genup53 zdarza sie w nowotworach i biataczkach, co moze
przyczyniac sie do zaburzen apoptozy w hemopoetycznych komdrkach nowotworo-
wych [35,47].

W linii komorek mietopoetycznych myszy Ml z mutacja, okreslajacg zwiekszong
wrazliwos¢ na temperature udato sie indukowac apoptoze dopiero po przywréceniu
ekspresji p53. Wptyw hamujacy apoptoze wywierata interleukina 6, promujaca réz-
nicowanie mieloblastow do monocytéw [71]. Podobnie do uruchomienia procesu
apoptozy limfocytéw cztowieka, indukowanej promieniowaniemjonizujgcym uszka-
dzajagcym DNA, wymagana byta obecnos¢ prawidtowego allelu p53 [36], Z licznych
opracowan poswieconych temu zagadnieniu wynika, ze p53 jest nieodzownym sktad-
nikiem w mechanizmie wykonawczym apoptozy jednych komérek, podczas gdy w
innych utrzymuje wzrost, stan spoczynku lub pobudza synteze naprawczg [9,19,31].

Clarke i wsp. badali zalezno$¢ indukcji apoptozy w tymocytach kory grasicy u
myszy od statej ekspresji genup53, wprowadzonego do linii zarodkowej. W tymocy-
tach, pobranych od myszy - homozygot dzikiego allelu p53 - doszto do apoptozy w
wyniku promieniowaniajonizujacego,glukokortykosterydumetyloprednisolonu,eto-
pozydu i estrow forbolu z jonoforem Ca2+. Natomiast w tymocytach pobranych od
homozygot delecji p53 nie byto oznak apoptozy po napromieniowaniu ani po etopo-
zydzie. Apoptoza wystapita jednak w doswiadczeniach z glukokortykosterydami i
zaleznej od Ca2+ aktywacji estrami forbolu. W komadrkach pochodzacych od hetero-
zygot p53 efekt byt posredni. Autorzy doszli do przekonania, ze p53 wywiera
znaczacy i zalezny od dawki (dose dependent) wptyw na apoptoze, lecz tylko wtedy,
gdy czynnik indukcyjny powoduje uszkodzenie nici DNA [9]. Podobne wyniki
uzyskali Lowe i wsp. na mysich fibroblastach embrionalnych (MEFs), poddanych
dziataniu genotoksycznych substancji uzywanychjako chemioterapeutyki:5-tluorou-
racyl, etopozyd adriamycyna i promieniowanie jonizujace. Fibroblasty o homozygo-
tycznym i heterozygotycznym genotypie p53 sprawdzone pod wzgledem braku eks-
presji MRNA-p53 systematycznie badano i udowodniono, ze brak ekspresji p53
dramatycznie zwieksza odporno$¢ komorek na leki i napromieniowanie [35]. W tych
ostatnich dwéch pracach do inaktywacji genu p53 postuzono sie strategig doswiad-
czalng celowanego (targeting) modyfikowania genomu komaérek przez zastgpienie
sekwencji genu p53 od 2.-6. egzonu genem odpornosci neomycynowej (neo). Wyse-
lekcjonowane klony komoérek z nieaktywnym genem p53 byty wstrzykiwane do
blastocysty pokolenia F2. Uzyskano w ten sposéb mieszance w linii zarodkowe;j.
Myszy heterozygotyczne przebyty cykl reprodukcji miedzymieszancowej, a ich po-
tomstwo, sprawdzone na brak lub obecno$¢ dzikiego allelu p53, byto dawcami
tymocytow do doSwiadczen in vitro, podanych tutaj za Clarke i wsp. [9] i Lowe i wsp.
[35], Wskazujg one jeszcze raz na fakt, ze status genu p53 moze by¢ znaczacym
determinantem nieskutecznosci terapii przeciwnowotworowej [35], zwtaszcza w tych
sytuacjach, gdy bodzce toksyczne w dawkach zbyt niskich dla ogdlnej dysfunkcji
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metabolicznej komorki moglyby jednak wzbudzi¢ sygnaly inicjujgce program $mier-
ci.

Nie znalaztam wyjasnienia, jak produkt p53 realizuje apoptoze popromienna.
Podobnie brak jest informaciji, jak realizuje ochrone apoptozy popromiennej bcl-2.
Kamesaki i wsp. [22] udowodnili, ze bcl-2 hamuje proces apoptozy w wyniku
promieniowania jonizujagcego na etapie posrednim pomiedzy ztamaniami jedno- i
dwuniciowymi DNA a wtdérng koricowg fragmentacjg DNA. Zastosowano wymuszo-
ng ekspresje bcl-2 przy pomocy konstruktu genowego do komérek mysich CH31 i
spodziewano sie znalez¢ ten etap apoptozy, w ktérym réznice pomiedzy komdrkami
transfekowanymi konstruktem bcl-2 a komaérkami rodzicielskimi okaza sie znaczace.
Jednakze nie byto réznic w utworzeniu lub naprawie krzyzowego usieciowania
DNA/biatko, w liczbie ztaman pojedynczych nici DNA ani w liczbie ztaman podwdj-
nych nici DNA. Rdznice byly dopiero we fragmentacji DNA i Smierci komorek [22].

Dotychczasowe postepy w wyjasnieniu regulacji apoptozy odnoszg sie gtdwnie do
komorek uktadu krwiotwdrczego. Dla tkanek pochodzenia nabtonkowego - watro-
by, gruczotu sutkowego, gruczotu krokowego, endometrium macicy - TGF-beta 1
(transforming growth factor beta 1) z nadrodziny receptoréw kinaz serynowych
przezbtonowych jest uwazany za negatywny regulator wzrostu. Z badan Burscha
wynika, ze indukuje on apoptoze w czasie eliminacji hepatocytow w hormonalnej
hiperplazji i zmianach preneoplastycznych watroby [8]. Okreslenie peptydow TGF-
beta 1 metodami immunocytochemicznymi pozwala $ledzié¢ ekspresje tego genu w
doswiadczalnych badaniach uszkodzen komoérek watrobowych i apoptozie hiperpla-
stycznej watroby [8].

RODZINA BIALEK PRZEZBLONOWYCH
APO/FAS, TNFR | NGFR

Badania jeszcze innej rodziny gendéw wigzg sie z procesem apoptozy, jednak
szersze opracowaniadotyczg hematologii onkologicznej. Chodzi o antygen APO/FAS
i receptory TNF (tumor necrosis factor) oraz NGF (nerve growth factor), biatka
przezbtonowe o masie ok. 48 kDa.

W latach dziewiecédziesigtych odkryto dwa antygeny powierzchni komérki limfoi-
dalnej, ktérych zwigzanie przez monoklonalne przeciwciato indukuje apoptoze. Pier-
wsze przeciwciato, nazwane anty Apo-1 zostato wytworzone przeciwko antygenowi
ludzkiej linii B-limfoblastycznej SKW6,4. Antygen ten jest wykrywany w aktywo-
wanych limfocytach krwi obwodowej, komdrkach ostrych i przewlektych biataczek
T- i B-limfocytowych szeregu guzdw litych m.in. glioblastoma [30], Dodanie prze-
ciwciata anty-APO-1 powodowato catkowitg blokade proliferacji i indukcje $mierci
przez apoptoze. Trauth i wsp. obserwowali takze regresje ksenogenicznego przeszcze-
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pu ludzkiego chtoniaka u bezwtosej myszy w rezultacie dodania tego przeciwciata
[62]. Drugie przeciwciato zostato wytworzone w odpowiedzi na antygen wielkosci
200 kDa, nazwany FAS. Ten antygen znaleziono na powierzchni aktywowanych
limfocytéw szeregu linii hemopoetycznych, tgcznie z komérkami prekursorowymi
granulopoezy, limfoblastéw T i fibroblastéw [20].

Analiza sekwencji aminokwasowej wskazata na przynaleznos¢ antygenu FAS do
biatkowej rodziny receptoréw, takich jak TNF-R (receptor czynnika martwicy nowo-
tworéw), NGF-R (receptor czynnika wzrostu nerw6w) oraz antygen CD40 limfocy-
tow B. Apoptoza komorek z ekspresjg antygenu FAS jest dodatkowo wzmozona
obecnoscig interferonu gamma [20]. Biatko przezbtonowe FAS wykryto réwniez u
myszy. Na jego udziat w procesie apoptozy komorek watrobowych zwraca uwage
praca Ogasawara. Ekspresje mRNA antygenu FAS zanotowano w grasicy, watrobie,
sercu, ptucach ijajniku [45].

Oehm i wsp. udowodnili, ze te dwa antygeny: FAS i APO-1 sg identyczne [44],
Wykazano to na podstawie peinej dtugosci sekwencji cDNA APO-1 i FAS oraz
kolejnych sekwencji aminokwaséw APO-1 i FAS [44].

Debatin wykazat, ze ekspresja antygenu APO-1 w limfocytach T i B krwi obwo-
dowej cztowieka oraz wrazliwo$é tych komorek na indukcje apoptozy sa zalezne od
stanu aktywacji i roznicowania [10]. Na przyktad odpornos¢ APO-1 na dziatanie
monoklonalnego przeciwciata moze obrdci¢ sie we wrazliwo$é, jesli zostanie zaha-
mowanabiosyntezabiatka. | na odwrét: mozna zapobiec apoptozie przez mechanizmy
aktywacji limfocytéw, np. przez CD3, TCR lub CD40 limfocytow T i B odpowiednio.

Dalszy ciag prac nad regulacjg apoptozy zmierza do mozliwosci zastosowania
indukowanej apoptozy w leczeniu nowotworow.

UWAGA (dodana podczas korekty): W zeszycie Nature z 26 maja br. Hengartner
i Horvitz wyjasnili, ze mutacja genu ced-9 nicienia zapewniajgcajego statg zwiekszo-
ng ekspresje polega naprostej substytucji Gly-na-Glu w kodonie 169. Ten kodon genu
ced.-9 odpowiada kodonowi 145 ludzkiego genu bcl-2 wjego ewolucyjnie zachowa-
nej domenie.

Autorzy ci stwierdzili tez, ze dziki allel ludzkiego genu bcl-2 moze chroni¢ przed
apoptozg komorki nicienia z defektem ced-9. Obydwa te geny nalezg do tej samej
rodziny [Nature 369: 318-320,1994],
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Streszczenie. W komoérkach eukariotycznych funkcjonujg mechanizmy precyzyjnie kontrolujace cyto-
plazmatyczny poziom wolnego wapnia ([Ca2+]c). Towarzyszacy indukcji komoérki wzrost [Ca‘“Hc
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funkcjonujacych w btonach komérek zwierzecych i roslinnych.

Summary. In eukaryotic cells, mechanisms which precisely control the concentration of free cytoplasmic
calcium ([Ca~+]c) have been found. It has been shown that many stimuli induce increases in [Ca2+]c as
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present status of our knowledge concerning the structure, mechanism of action and control of calcium
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WSTEP

Jony wapniowe odgrywajg kluczowa role w reakcjach komorek eukariotycznych
na bodzce zewnetrzne. Wykazano, ze hormony zwierzece [1, 10, 58] i ro$linne [14],
Swiatto [41, 54] oraz inne czynniki Srodowiskowe [14, 581 stymulujg szybki, przej-
Sciowy wzrost wolnego, cytoplazmatycznego wapnia ([Ca +]|c). Po okresie indukcji
komorki obserwuje sie spadek [Ca2+]c do wartosci wyjsciowej i jego stabilizacje.
Podwyzszenie [Ca2+]c spowodowane jest wzrostem przepuszczalnosci btony komor-
kowej dla jonéw wapnia oraz ich uwalniania z wnetrza pewnych przedziatéw cyto-
plazmatycznych. Obydwa wymienione procesy zachodzg w wyniku stymulacji tzw.
kanatow wapniowych. Podwyzszeniu [Ca2+]c towarzyszy aktywacja r6znych proce-
s6w wewnatrzkomérkowych, prowadzacych do powstania odpowiedzi komorkowej.
Narysunku 1przedstawiono struktury uczestniczace w regulacji [Ca2+]c oraz ogdlny
mechanizm dziataniajonow wapnia w komérce eukariotycznej.

U roslin mechanizm kontroli [Ca2+]c jest podobny jak u zwierzat. Jednakze, ze
wzgledu na duze réznice strukturalne i funkcjonalne, w komérkach roslinnych fun-
kcjonowac¢ mogg dodatkowe, w poréwnaniu do zwierzecych, mechanizmy regulacji
poziomu wolnego, cytoplazmatycznego wapnia (patrz opis rys. 1).

1. METODY BADAN KANALOW JONOWYCH

Poznanie budowy molekularnej i mechanizmu dziatania kanatéw jonowych stato
sie mozliwe po wprowadzeniu do badan nad nimi wielu r6znorodnych metod badaw-
czych. Niektore z nich, jak np. technika patch-clamp, zostaty opracowane w celu
badania przewodnos$ci oraz mechanizméw otwierania sie i zamykania indywidual-
nych kanatéw jonowych.

Powszechne uzycie "klasycznych™ metod elektrofizycznych pozwolito badac pod-
stawy procesdw zachodzacych napoziomie bton komérkowych, zwtaszcza dotyczace
mechanizmow utrzymywaniaich statego (spoczynkowego) potencjatu elektrycznego,
jego obnizania (depolaryzacji; np. w czasie generacji tzw. potencjatéw czynnoscio-
wych), jak i wzrostu (hyperpolaryzacji). Po wprowadzeniu metody voltage-clamp,
umozliwiajacej kontrole napiecia na catym obszarze btony, poprzez ktéry przeptywa
prad, badz dokonywaniu dowolnych zmianjego wielko$ci mozliwym stato sie badanie
fizyko-chemicznych parametréw bton, np. transportu jonéw. Bardziej precyzyjna od
niej, metoda patch-clamp (w polskim tlumaczeniu metoda "tgtkowa") umozliwia
badanie zaréwno duzych obszaréw bton, jak i niewielkich jej "latek" zawierajgcych
pojedyncze kanaty jonowe [37].

Duzy postep w badaniach nad molekularng budowa kanatéw wapniowych nastapit
po wykryciu, ze pewna grupa substancji chemicznych wigze sie z duzym powinowac-
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Kompleks Ca2#/Kalmodulina

Pompawapniowa  Kanal wapniowy )
Btona komérkowa

Bodziec

Wakuola

Biatko ) .
(nieaktywne) Fosforylacja (aktywne) Ca Mitochondrion
Chloroplast

Odpowiedz komarki

Cytoplazma

Sciana komérkowa
Rys.l. Ogolny schemat ilustrujgcy mechanizm dziataniajondw wapnia w komdrce eukariotycznej. W
kontroli wolnego cytoplazmatycznego wapnia ([Ca2+]c) uczestniczg zlokalizowane w btonie komorko-
wej (plazmalemie), blonach siateczki Srédplazmatycznej ER (zwierzeta) oraz wakuoli (rosliny) kanaty
wapniowe oraz wystepujgce w plazmalemmie i w btonach ER pompy wapniowe. W usuwaniu Ca2+
z cytoplazmy biorg udziat funkcjonujace w plazmalemie oraz tonoplascie (rosliny) wymieniacze wa-
pniowe. W regulacji [Ca2+]c moga réwniez uczestniczy¢ inne organelle, takie jak: jadro, mitochondria
i chloroplasty (rodliny). W wyniku przytgczenia agonisty do receptora nastepuje bezposrednia (lub po-
$rednia przez biatko G) aktywacja kanatéw wapniowych, co prowadzi do wzrostu [Ca2+]c. Otwarcie
kanatu moze nastgpi¢ réwniez w wyniku zmian potencjatu btonowego. W pewnych przypadkach kom-
pleks agonista-receptor aktywuje biatko G, ktore wptywajgc na fosfolipaze C (PLC) prowadzi do roz-
kfadu fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforanu i uwolnienia dwdch wtérnych przekaznikéw informa-
cji: trisfosfoinozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG). Pierwszy z wymienionych zwigzkow tgczacych
sie z wystepujacymi w blonach ER (zwierzeta) lub w tonoplascie (rosliny) receptorami mobilizu-
je zgromadzone w nich Ca2+ Uwalniany do cytoplazmy wapn #aczy sie z biatkami wigzacymi ten ka-
tion, np. kalmoduling lub kinazami biatkowymi, ktdre katalizujg fosforylacje biatek docelowych.
Kalodulina oddziatywuje na zalezne od niej kinazy, co prowadzi do fosforylacji innych typéw bia-
tek docelowych. Ufosforylowane biatka biorg udziat w powstaniu odpowiedzi komérkowej (na podsta-
wie [51], zmodyfikowane)
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twem z biatkami wchodzacymi w sktad kanatow jonowych, powodujgc zmiany ich
przepuszczalnych wiasciwosci. Wéréd wspomnianych zwigzkow najczesciej stoso-
wane byty pochodne dwuhydropirydynowe (DHP), wykazujace zaréwno antagoni-
styczne (hamujace; np. nifedypina), jak i agonistyczne (stymulacyjne; np. Bay-K
8644) dziatanie na przewodno$¢ kanatow wapniowych. Réwniez pochodne fenyloal-
kiloaminowe (np. verapamil), benzotiozepanowe (np. diltiazem) oraz pewne jony
(La3+, Ni2+) oddziatujgc na kanat powodujag spadek jego droznosci. Uzycie znako-
wanych antagonistow wapnia oraz technik stuzgcych badaniom biochemii biatek
pozwolito naizolacje kanatéw wapniowych oraz na opracowanie metod identyfikacji
ich sktadnikow biatkowych podczas kolejnych etap6w oczyszczania.

Ostatnio do badan nad molekularng budowa kanatéw jonowych wprowadzona
zostata inzynieria genetyczna. 1zolacja i analiza komplementarnych DNA (cDNA),
kodujacych biatkowe sktadniki kanatow pozwolita na okreslanie pierwszorzedowej
struktury ich biatkowych sktadnikéw. Z drugiej strony translacja odpowiednich
MRNA, np. w oocytach ptazéw, umozliwita badanie funkcji poszczegélnych podjed-
nostek kanatow wapniowych (patrz [57]).

2. PLAZMALEMOWE KANALY WAPNIOWE

Badanianad budowgimechanizmem dziataniaplazmalemowych kanatéw wapnio-
wych zapoczgtkowane zostaty juz kilkadziesigt lattemu i poczgtkowo dotyczyty tylko
komorek zwierzecych [56-57], Dopiero w potowie lat osiemdziesigtych stwierdzono
istnienie podobnych struktur w btonach siateczki $rédplazmatycznej/sarkoplazmaty-
cznej (ER/SR)[57]. Pod koniec wspomnianej dekady wykryto réwniez kanaty wa-
pniowe funkcjonujagce w tonoplascie - blonie otaczajgcej wakuole komorek ros-
linnych [2-3, 22, 32-33,40](rys. 1).

2.1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ZWIERZECYCH KANALOW
WAPNIOWYCH

Kanaty wapniowe umozliwiajg bierne poruszanie sie Ca2+w kierunku zgodnym z
gradientem elektrochemicznym dla danego jonu. Cho¢ ich przemieszczanie sig przez
Swiatto kanatu nie wigze sie bezposrednio z konsumpcja energii, utrzymywanie
wspomnianego gradientu mozliwe jest w wyniku podtrzymywania pewnych, zalez-
nych od energii proces6w metabolicznych, uczestniczacych np. w pompowaniujonéw
wapnia na zewnatrz komorki i utrzymywaniu statego potencjatu elektrycznego pla-
zmalemy.

Kanat wapniowy zbudowany jest z biatka, ktorego srednica jest przypuszczalnie
nieco mniejsza od 5 nm, a $wiatto kanatu, w swym najwezszym miejscu, nie przekra-
cza 0,6 nm. Wartos¢ tajest szes¢ razy wieksza od Srednicy nieuwodnionego i zblizona
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do wielkosci uwodnionego kationu wapniowego. W srodowisku pozbawionym Ca2+
najwiekszg czasteczka, ktéra moze przenikaé poprzez Swiatto kanatu, jest trzyetylo-
amina; TEA [57].

Srednica $wiatta kanatu wapniowego jest wieksza od kanatu potasowego i sodo-
wego. W Srodowisku pozbawionym Ca +omawiany kanat charakteryzuje sie matg
selektywnoscia; poprzez jego wnetrze przenika¢é mogg zaréwno drobne zwiazKi
organiczne, jak i pewne kationy [64]. W obecnosci Ca + kanat zyskuje swojg sele-
ktywnos¢ bez wzgledu na wystepowanie innych jonéw w srodowisku zewnatrzko-
mérkowym. Wyniki badan prowadzonych nad przemieszczaniem sie Ca2+ i Na+
poprzez te strukture zaprzeczajg mozliwosci funkcjonowania kanatu wapniowego
jako sita molekularnego. Wykazano, ze przenikanie mniejszego po uwodnieniu katio-
nu sodowego jest znacznie powolniejsze niz uwodnionego kationu wapniowego [64].

W ciggu sekundy przez Swiatto kanatu przemieszcza sie¢ od 106 do 10 jonow
wapniowych [64]. Szybkos¢ przeptywu Ca2+przez Swiatto kanatu ulega modyfikacji
w wyniku dziatania na nie réznych, farmakologicznie aktywnych substancji. Pewne
z nich (tzw. antagonisci wapnia) obnizajg prawdopodobienstwo wystepowania kana-
téw w konfiguracji otwartej. Z drugiej strony tzw. agonisci wapnia podwyzszaja
prawdopodobienistwo przejsScia kanatu z konfiguracji zamknietej do otwartej, przedtu-
zajg czas jego otwarcia lub podwyzszajg ich przewodno$¢ witasciwg. Tempo przepty-
wu jonow wapnia przez kanat jest ok. 1000 razy (trzy rzedy wielko$ci) szybsze w
porownaniu do tempa transportu tego samego jonu przez pompy i no$niki jonowe i
okoto 11 rzedéw wielkosci wyzsze od tempa dyfuzji tych kationéw przez dwuwar-
stwe lipidowg [56]. Poniewaz czas otwarcia kanatu jest rzedu milisekund, do uzyska-
nia znaczgcego wzrostu cytoplazmatycznego [Ca +] niezbedne jest jednoczesne
otwarcie wielu kanatéw lub/i ich wielokrotna aktywacja.

2.1.a. KLASYFIKACJA ZWIERZECYCH KANAL OW WAPNIOWYCH

Ze wzgledu na:

1) sposob aktywaciji,

2) szybkos$¢ aktywacji i deaktywacji,

3) przepuszczalnos¢ dla Ca 2+ (przewodnos¢ wiasciwg),

4) wrazliwosci na pewnego typu zwiazki chemiczne (farmakologicznie czynne)
oraz

5) rozmieszczenie komorkowe i tkankowe

wyrdznia sie kilka typdw zwierzecych kanatow wapniowych. Uwzgledniajac wy-
mienione kryteria mozna je podzieli¢ na:

1) kanaty wrazliwe nazmiany potencjatéw btonowych (voltage-operatedchannels,
VOCs),

2) kanaty receptorowe (receptor operated channels, ROCs),

3) kanaty zalezne od wtérnych przekaznikéw (second messenger-operated chan-
nels, SMOCs),
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4)
MOCs)[6,35,56].

Kanaly wrazliwe na napiecie (VOC). Ten typ kanatéw otwierany jest w wyniku
zmian potencjatu btony komoérkowej, a ich aktywno$é modulowana jest przez anta-
gonistow i agonistow Ca2+, neurotransmitery, biatka wigzace GTP (biatka G) oraz
drugie przekazniki informacji [56].

Ich obecno$¢ stwierdzono w komaérkach wszystkich organizméw zwierzecych i
pierwotniakow [35]. Tabela 1 przedstawia og6lng charakterystyke 3 zasadniczych
subtypow zaleznych od potencjatu zwierzecych kanatéw wapniowych. Kazdy z nich
ma charakterystyczny dla siebie zakres potencjatu btonowego, przy ktérym ulega on

kanaty wrazliwe na bodZce mechaniczne (mechanically operated channels,

aktywacji i deaktywacji.

Pierwszy z wyodrebnionych na tej podstawie rodzaj kanatu, okreslany jako "L"
(od long lasting), ulega aktywacji przy wysokim potencjale btonowym (dlatego

TABELA 1. Ogolna charakterystyka zaleznych od napiecia kanatéw wapniowych (VOC)
wystepujacych w plazmalemie komorek zwierzecych (na podstawie [31, 56], zmodyfikowane, patrz
réwniez opis w tekscie)

Typ Mechanizm Przewod- Modulacja aktywnosci Funkcja Lokalizacja
aktywacji nos¢ wia-
Sciwa

L HVA 20-27 pS  Hamowanie przez pocho- Udziat w regulacji Komorki elektrycz-
dne DHP (nifedypina), fe- i powstawaniu nie pobudliwe i
nyloalkiloami nowe (vera skurczéw komé-  wiele typéw komo-
pamil) i benzotiazepano-  rek miesniowych  rek niepobudli-
we oraz aktywacjaprzez oraz inne wych
Bay-K

T LVA 8-9 pS Mato wrazliwe na po- Regulacja wptywu Wiele typow ko-
chodne DHP, hamowane Ca‘“+przy nega- morek elektrycz-
przez pochodne tywnym potencja- nie po budliwych i
fenyloalkiloaminowe i ni- le btonowym niepobudliwych
skie stezenia Ni2+

N HVA 11-20pS Niewrazliwe napochod-  Udziat w sekrecji ~ Wystepowanie o-
ne DHP, hamowane neurotransmiteréw graniczone jedynie
przez (D-konotoksyne do pewnego typu

komarek nerwo-
wych
P HVA brak danych Brak wrazliwoéci napo- Udziat w uwalnia- Komorki Purkinje-

chodne DHP i to-konoto-
ksyne, hamowane przez
FTX (patrz tekst)

niu neurotransmi-
teréw

go mézdzku pew-
ne typy komérek
nerwowych owa-
doéw, gtowonogow
i kregowcow
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okreslany jest réwniez jako HVA, highvoltage-activated)[56]. Aktywnos¢ kanatu L
modulowana jest (hamowana badZz stymulowana) przez pochodne dwuhydropirydy-
nowe (DHP) oraz obnizana przez pochodne fenyloalkiloaminowe i benzotiozepano-
we. Mierzona technika patch-clamp (patrz powyzej) przewodnos$¢ wiasciwa poje-
dynczego kanatu L w $rodowisku zawierajgcym 100 mM Ba2+wynosi 20-27 pS
(pikosimenséw)[31,56].

Kanat wapniowy typu T (od transient), aktywowany jest poprzez stabg depolary-
zacje btony (stad czesto okre$lany jest jako low-voltage activated; LVA). Jego
inaktywacjajest szybkai zalezna od napiecia. Ten typ kanatu VOC jest mato wrazliwy
na pochodne DHP i stosunkowo selektywnie blokowany przez Ni2+, Co2+oraz po-
chodne fenyloalkiloaminowe i benzotiozepanowe. Przewodno$¢ wiasciwa opisywa-
nego kanatu wynosi 8-9 pS (dla 100 mM Ba2+)[31, 56, 57].

KanattypuN (od neuronal) aktywowany jest w wyniku silnej depolaryzacji btony.
Zmiana potencjatu elektrycznego znacznie wolniej powoduje inaktywacje kanatu N,
w porownaniu do kanatu typu T. Podobnie jak kanat typu T wykazuje on malg
wrazliwo$¢ na dziatanie pochodnych DHP, ulega natomiast selektywnemu blokowa-
niu przez konotoksyne (co-CgTX, izolowang z Conusgeographus) i kationy lantanowe
(La +) oraz w mniejszym stopniu przez Ca2+, Ni +, Co +i Mn2+ [31, 56, 57].
Przewodnos$¢ wiasciwa kanatu typu N (13 pS [31] jest o potowe nizsza w poréwnaniu
do typu L i 0o podobng warto$¢ wieksza w odniesieniu do kanatu wapniowego typu T
[31].

Ostatni, najmniej poznany, zalezny od napiecia zwierzecy kanat wapniowy okre-
$lany jest jako P. Jest on niewrazliwy na dziatanie pochodnych DHP i konotoksyne,
natomiastjego aktywno$¢ ulega zablokowaniu przez FTX (niskoczasteczkowa toksy-
ne wystepujacag w jadzie jednego ze skorpionéw)[56],

Kanaty receptorowe (ROC). W zaleznosci od wrazliwos$ci na zmiany potencjatu
btonowego kanaty receptorowe dzieli sie na dwie kategorie:

NMDAR (od ang. N-metyl-D-asparate receptor). Na stymulowane przez glutami-
nian otwieranie sie pierwszego z nich maroéwniez posredni wptyw potencjat btonowy.
Przepuszczalnos$¢ tego kanatu dlajonéw wapnia wzrasta w wyniku jej depolaryzacji
[56], Ten typ kanatu blokowany jest przez Mg2+.

W przeciwienstwie do niego zalezne od receptoréow kanaty typu ATPR s3 niewra-
zliwe na dziatanie jonéw magnezowych i ulegajg aktywacji przez ATP nawet przy
bardzo negatywnym potencjale btonowym. Kanaty typu ROC charakteryzujg sie ok.
1000 razy mniejszg przepuszczalnoscia dla Ca2+ w porownaniu do VOC [56]. Poza
glutaminianem i ATP réwniez inne zwigzki chemiczne, takie jak: histamina, wazo-
presyna, acetylocholinai adrenalina, aktywujg roznego typu kanaty receptorowe [35,
56].

Kanaty zalezne od drugich przekaznikéw informacji (SMOCs). Aktywacja tej
grupy kanatow wapniowych zachodzi w wyniku oddziatywania na nie niskoczgstecz-
kowych zwigzkéw chemicznych okreslanych mianem drugich (lub wtérnych) prze-
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kaznikéw informacji. Substancje te, jak np. trisfosfoinozytol (IP3), powstajag w
wyniku tgczenia sie okreslonych ligandéw (agonistow) z receptorami btonowymi.
Otwieranie sie SMOCs indukowane jest w wyniku hyperpolaryzacji btony komorko-
wej [56]. Tentyp kanatow powszechnie wystepuje w komorkach watroby, krwinkach,
leukocytach i ptytkach krwi oraz pewnych typach komoérek nerwowych.

Kanaty wrazliwe na bodzce mechaniczne (MOCs). W komérkach nabtonko-
wych, miesni gtadkich naczyn krwiono$nych i miesniu sercowym oraz w komorkach
miesni szkieletowych stwierdzono wystepowanie kanatow wrazliwych na naprezenie
i tonus. Ich aktywacja prowadzi do wzrostu cytoplazmatycznego poziomu jonow
wapnia [56], Ten typ kanatéw nie ma struktury typowego kanatu jonowego [35].

Poza omowionym, istniejg jeszcze inne kryteria podziatu zwierzecych kanatow
wapniowych [35,56]. Miedzy innymi ze wzgledu na tempo otwierania i inaktywacji
mozna je podzieli¢ na szybkie i powolne (fast- i slow-operated). Do pierwszej z
wymienionych klas mozna zaliczy¢ kanaty typu VOC, do drugiej natomiast - typu
ROC.

2. l.b. MOLEKULARNA BUDOWA ZWIERZECYCH KANALOW WAPNIOWYCH

Na podstawie badan biochemicznych oraz analizy bibliotek odpowiednich cDNA
(komplementarnych DNA) stosunkowo dobrze poznano molekularng budowe rézne-
go typu kanatéw wapniowych.

Wykazano, ze kanaty typu ROC majg na powierzchni btony duzg domene N-kon-
cowg przechodzacg w trzy blisko siebie potozone itworzace jego Swiatto fragmenty
transbtonowe, ktore przy udziale duzej petli cytoplazmatycznej tagczg sie z czwarta,
hydrofobowg domeng C-kornicowa [6,36],

Napieciowo zalezne kanaty jonowe (VOC) majgpodobnie zbudowane N- i C-kon-
cowe odcinki polipeptydu oraz petle tgczgce jego transbtonowe segmenty. Przypusz-
czalnie pierwotny wzgledem innych typéw kanat potasowy zbudowany jest z poje-
dynczego tancucha polipeptydu, w skfad ktérego wchodzi 6 domen transbtonowych.
Kanaty wapniowe i sodowe zbudowane sg natomiast z 4 tego typu domen [36],

Ze wszystkich znanych, najlepiej opisanym od strony molekularnej jest kanat typu
L. Analizujac biblioteki cDNA otrzymane z mies$ni szkieletowych ssakéw oraz
réznych typow komaorek zwierzecych (np. miesni szkieletowych karpia, serca krélika
i mézgu szczura) okreslono pierwszorzedowag strukture biatek wchodzacych w skiad
poszczegdlnych podjednostek kanatu. Z drugiej strony ekspresja odpowiednich mR-
NA w oocytach Xenopus doprowadzita do okres$lenia ich funkcji. Obecnie wiadomo,
ze wystepujacy w komorkach miesni szkieletowych kanat wapniowy typu L zbudo-
wany jest z dwu duzych: ai (175 kDa) i o2 (143 kDa) oraz trzech matych: B (54
kDa), y (30 kDa) i 8 (27 kDa) podjednostek [36]. Posiadajgce hydrofobowy charakter
podjednostki ai, 0@ i y wbudowane sa w btone komdérkowa (rys. 2). Od strony
cytoplazmatycznej podjednostka a\ wigze sie z 3, natomiast wystepujgca po stronie
zewnetrznej btony podjednostka 8 zwiazanajest z (R (rys. 2) [36]. Podjednostka ai
zbudowana jest z czterech powtarzajacych sie domen, w ktérych wystepuje sze$é
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Rys. 2. Podjednostkowa budowa zwierzecego kanatu wapniowego typu L; opis w tek$cie (na podsta-
wie [36], zmodyfikowane): P - oznacza miejsca fosforylacji, podczas gdy i - glikolizacji poszczeg6l-
nych podjednostek kanatu, podjednostka otz potaczona jest z podjednostka 5 kanatu za pomoca
mostkéw dwusiarczkowych (-S-S-)

transbtonowych segmentéw, oznaczanych jako S1-S6. We wszystkich czterech
wspomnianych domenach kazdy segment S4 zawiera 5 lub 6 reszt argininowych i
lizynowych, ktére uczestniczaw koordynacyjnym wigzaniu Ca2+ [56]. Swiatto kanatu
tworzg segmenty S4 wszystkich czterech domen wspomnianego polipeptydu [36]. Na
podjednostce ai zlokalizowano miejsca receptorowe dla wszystkich klas antagoni-
stow wapniowych majgcych wptyw na aktywnos$¢ kanatu L [31]. Podjednostka 0Qjest
glikoproteing o unikalnym skfadzie aminokwasowym. Prawdopodobnie uczestniczy
ona w regulacji aktywnosci podjednostki a i . Podobng funkcje moze spetnia¢ réwniez
niehomologicznaw stosunku do innych znanych biatek podjednostka 3 [56]. Najmniej
dotad poznang jest podjednostka y. W jej sktad wchodzi tworzacy 4 transhtonowe
segmenty, 222-aminokwasowy polipeptyd. Jak sie wydaje, wystepowanie wspomnia-
nej podjednostki moze by¢jedynie ograniczone do miesni szkieletowych, ajej funkcja
moze by¢ zwigzana z mechanizmem powstawania ich skurczy [56].

Ekspresja ai mRNA w oocytach Xenopus indukuje pojawienie sie w ich btonie
komorkowej aktywnosci kanatu wapniowego. Pozostate podjednostki kodowane sg
przez odmienne geny, a ich koekspresja z ai mRNA prowadzi do modulacji przepu-
szczalnych wiasciwosci ai [56],

2.1.c. MECHANIZM DZIALANIA ZWIERZECYCH KANAELOW WAPNIOWYCH

Ostatnio poczyniono znaczacy postep w poznaniu mechanizmu dziatania kanatéw
wapniowych, zwiaszcza zaleznego od potencjatu kanatu wapniowego typu L (patrz
powyzej) [63,64].
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Pierwotnie zaktadano, ze Swiatlo kanatu zawiera dwa miejsca wigzace Ca2+: o
wysokim i niskim powinowactwie, oddalone od siebie o ok. 1,1 nm, tj. na taka
odlegtos¢, w ktorej zachodzi wzajemne odpychanie sie kationow wapniowych [57].
Przypuszczano, ze wzrost sity elektrostatycznego odpychania oraz odpowiednio
wysoki gradient elektrochemiczny powodujg "przesuwanie" jonéw wapniowych po-
przez $wiatto kanatu [57].

Duzaselektywnos¢ kanatu wzgledem Ca2+wskazuje, ze w skfad miejsc wigzacych
ten kation wchodzg reszty aminokwaséw zawierajgce grupy karboksylowe, tworzace
z nim wigzania o wysokiej liczbie koordynacyjnej. Wyniki badan przeprowadzonych
nad mechanizmem dziatania kanatéw wapniowych typu L [63] wskazuja, ze wspo-
mniane grupy pochodzg z reszt glutaminianowych (pozycje 393, 736, 1145 i 1446)
zlokalizowanych w kazdej z czterech, wchodzgcych w skiad kanatu, transbtonowych
domen (region SS1-SS2) podjednostki on (patrz rys. 2). Zamiana reszt glutaminiano-
wych na lizynowe prowadzi do spadku selektywnosci kanatu dlajonéw wapniowych
[63]. Wszystkie cztery reszty glutaminianowe uczestnicza w tworzeniu charaktery-
zujacego sie duzym powinowactwem miejsca wigzacego pojedynczy, dwuwartoscio-
wy kation, np. wapniowy (rys. 3A). Takie rozmieszczenie pochodzgcych od reszt
glutaminianowych grup karboksylowych powoduje, ze w warunkach fizjologicznych
kanatjest bardziej selektywny dla Ca +niz kationéw jednowarto$ciowych, takich jak
K+i Na+(rys. 3B)[64]. Wspomniane grupy moga réwniez jednoczes$nie oddziatywac
z dwoma kationami wapniowymi (rys. 3C). Jednakze w tym przypadku powinowac-
two do obu jondw ulega znacznemu obnizeniu (do ok. Ku=14 mM), co prowadzi do
szybszego ich oddysocjowania z miejsc wigzacych i podwyzszenia tempa przeptywu
przez Swiatto kanatu [63].

Transportowi Ca2+ poprzez kanat nie towarzysza zmiany konformacyjne wcho-
dzacych w jego skiad podjednostek [57, 63,64]. Kation ten dostaje sie do wnetrza
kanatu w drodze dyfuzji i ta samg droga opuszcza miejsca wigzace wystepujace w
jego wnetrzu [63-64], Podwyzszenie selektywnosci kanatu i tempa przeptywu Ca2+
przez jego Swiatto moze nastepowac poprzez zgromadzenie w jego poblizu ujemnie
natadowanych grup funkcyjnych biatka samego kanatu, jak i otaczajacych go fosfo-
lipidow [57]. Czas otwarcia kanatu skraca sie wraz ze wzrostem Ca +w Srodowisku
zewnatrzkomaérkowym [56,57].

2.1.d. REGULACJA KANALOW WAPNIOWYCH

Kanat wapniowy moze by¢ otwierany poprzez odpowiednich jego agonistéw
(ROC), jak i przy okreslonych zmianach potencjatu btonowego (VOC) [1,10,56].

Aktywno$¢ kanatéw zaleznych od receptoréw (ROC) regulowana jest poprzez
biatko wiazace GTP (biatko G) [13, 36, 56, 59]. W wyniku pobudzenia receptoréow
przez odpowiednie hormony nastepuje aktywacja biatka G, ktére wplywajgc na
okres$lone enzymy indukuje wewnatrzkomorkowy metabolizm drugich przekaznikow
informacji [10], powstajacych w wyniku aktywacji cyklazy adenylanowej (CAMP),
cyklazy guanylanowej (cGMP), fosfolipazy C (diacyloglicerol) lub A2 [10, 13].
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Rys.3. Schemat ilustrujacy budowe i mechanizm dziatania kanatu wapniowego typu L. Jon wapniowy
dostaje sie do $wiatta kanatu, gdzie wigzany jest przez grupy karboksylowe reszt glutaminianowych
(A). Wspomniane grupy moga tworzyc¢ z pojedynczym jonem wapniowym wigzanie o wysokim (B)
lub jednocze$nie z dwoma jonami wigzanie o niskim powinowactwie (C). Dalszy opis w tekscie (na

podstawie [63], zmodyfikowane)

Zalezne od cAMP lub cGMP kinazy biatkowe poprzez fosforylacje biatka kanatu
powodujg jego aktywacje [25]. W pewnych okolicznosciach aktywacja kanatu typu
ROC moze zaj$¢ z pominieciem drugich przekaznikéw informacji, w wyniku bezpo-
Sredniego oddziatywania kompleksu agonista-receptor-biatko G z samym kanatem.
Podobny do opisanego mechanizm aktywacji dotyczy réwniez zaleznego od poten-
cjatu kanatu wapniowego typu L.

W przypadku kanatéw zaleznych od potencjatéw (VOC) zaréwno ich otwieranie,
jak i inaktywacja uzaleznione sg od potencjatu btonowego. Jak juz wspomniano
powyzej, wszystkie typy znanych obecnie napigciowo-zaleznych kanatéw wapnio-
wych ulegajg aktywacji i deaktywacji w zakresie charakterystycznych dla nich poten-
cjatow btonowych.

Poza potencjatem elektrycznym i stanem fosforylacji/defosforylacji biatka kanatu
réwniez inne czynniki moga kontrolowac jego aktywnos¢. Glikolizacja zewnatrzko-
morkowej czesci kanatu moze podwyzszaé gesto$é ujemnego tadunku przy wejsciu
do kanatu, a tym samym zwiekszenie tempa dyfuzji jonéw wapniowych w kierunku
obecnych w $wietle kanatu miejsc wigzacych. W przypadku zwierzecych kanatow
wapniowych typu L regulacja ich aktywnosci moze odbywac sie zarébwno w wyniku
glikolizaciji, jak i fosforylacji jego poszczegdlnych podjednostek (odpowiednio 8 oraz
ai iR) (patrzrys. 2) [25,36].
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2.2 ROSLINNE KANALY WAPNIOWE

W komorkach roslinnych wystepuje wiele typéw kanatéw jonowych - przepusz-
czalnych zaréwno dla kationéw, jak i anionow [14, 28-29, 31, 33-34, 37, 43, 44,
46-47]. Najlepiej poznanymi wsrod nich sg kanaty potasowe [47] oraz w mniejszym
stopniu wapniowe [31-33,44,46].

Pierwsze dowody wskazujgce na mozliwo$¢ funkcjonowania kanatéw wapnio-
wych w plazmalemie roslin pochodzg z doswiadczen prowadzonych nad mechaniz-
mami generacji indukowanych przez bodzce zewnatrzkomorkowe potencjatéw czyn-
nosciowych. Jak zauwazono, ich powstawanie zachodzijedynie w Srodowisku zawie-
rajacym odpowiednie stezenie jondw wapnia [61-62]. Przyktadowo, w komorkach
zielenicy Chara corallina jony wapniowe transportowane sg do cytoplazmy z szyb-
koscig wynoszacg 0,3 nM ¢ m-2 ¢s-1 (w Srodowisku zawierajgcym 0,5 mM tego
jonu), podczas gdy tempo akumulacji tego kationu w komérkach tego glonu wzrasta
ok. 1000-krotnie w czasie trwania potencjatu czynnosciowego [42], Na tej podstawie
whioskowano, ze powstawaniu potencjatow czynnoSciowych towarzyszy szybki,
dokomorkowy przeptyw jondw wapnia. Predko$é, zjaka zachodzi ten proces, suge-
rowata, ze przenikanie Ca2+do cytoplazmy odbywa sie poprzez odpowiednie kanaty
jonowe [42, 47]. R6éwniez wyniki badan prowadzonych nad wpltywem agonistow i
antagonistow zwierzecych kanatdw wapniowych na pobieranie radioaktywnego wa-
pnia[7,31,38,42,49,52,60,65] dostarczyty posrednich dowodéw potwierdzajgcych
mozliwos¢ istnienia ich odpowiednikéw u roslin. Wspomniane substancje zostaty
réwniez uzyte w celu izolacji biatek roslinnych majacych witasciwosci kanatow
wapniowych [5,17-19,23,26,40-50]. Stosujac te metode wykazano miedzy innymi,
ze frakcja mikrosomalna uzyskana z komdrek dyni w sposéb odwracalny wigze
[3H]verapamil (Kd = 130 nM), a proces ten hamowany jest przez nifedypineg i
diltiazem. Biatkawigzace inhibitory zwierzecych kanatdw wapniowych wyizolowano
z koleoptyli kukurydzy [26] oraz z zawiesin komdrkowych marchwi [49]. W pier-
wszym przypadku byt to 169-, natomiast w drugim 75-kilodaltonowy polipeptyd
wchodzgcy w sktad bton komoérkowych wspomnianych gatunkéw roélin [26,49].

Poza ro$linami wyzszymi kanaty wapniowe mogg funkcjonowac¢ w btonach nie-
ktorych glonéw. W surowym ekstrakcie otrzymanym z komérek Chlamydomonas
reinhardtii odkryto istnienie miejsc wigzacych [3H]-nimodipine [17]. Zwigzek ten
taczyt sie z biatkami plazmalemy (Kd = 9 nM) i bton wewnatrzkomoérkowych (Kd =
36 nM). Wigzanie [3H]nimodipiny przez obie frakcje btonowe hamowane byty przez
verapamil i stymulowane przez D-cL-diltiazem. Specyficzny chelatorjonéw wapnia,
EGTA hamowat wigzanie sie omawianej substancji jedynie z frakcjg wzbogacong w
btony komérkowe [17]. We frakcji btonowej izolowanej z komoérek omawianego
glonu stwierdzono rowniez wystepowanie miejsc specyficznie wigzacych inny bloker
kanatow wapniowych - [3H]verapamil [18-19].

Jak dotad opublikowano niewielkg ilos¢ prac opisujacych elektrofizjologiczne i
molekularne witasciwosci plazmalemowych kanatdw wapniowych roslin (patrz [31,
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44, 47]). Pionierskie prace z tego zakresu przeprowadzone zostalty w pracowni
Berestowskiego [4, 8-9, 24, 65]. W 1978 roku Aleksandrov i inni [4] z komdrek
Nitellopsis obtusa wyizolowali biatko kanatu przewodzacego jony wapniowe i sodo-
we, ktére nastepnie zostato wbudowane w sztuczng btone lipidowa [8-9]. Uzyskany
kanat byt lepiej przepuszczalny dlajonéw wapnia niz magnezu, jednakze, podobnie
do zwierzecych kanatow wapniowych typu L, najwyzsza selektywnos$¢ wykazywat
wzgledem Ba2+ [8, 24]. W srodowisku zawierajgcym niskie stezenia dwuwartoscio-
wych kation6w przez kanat ten mogty rowniez przenikac¢ kationy jednowarto$ciowe.
Autorzy omowionych prac przypuszczali, ze analizowany przez nich kanat zbudowa-
ny jest z kilku niskoczasteczkowych (20 kDa) biatek [8]. Wyniki opisanych badan nie
zostaty powszechnie zauwazone i zaakceptowane.

Z koleoptyli kukurydzy wyizolowano biatko wigzgce verapamil [26], Zwigzek ten
prawdopodobnie wigzat sie z 169 kDa glikoproteing, ktdra masg swa zblizonajest do
podjednostki wigzacej ten zwigzek wystepujacej w zwierzecym kanale wapniowym
typu L. Otrzymany kanat okazat sie bardziej przepuszczalny dla Ba2+ niz Ca2+
(podobne wiasciwosci wykazuje zwierzecy kanat typu L) [26].

Thuleau i inni [49] wykazali, ze pochodna fenyloalkiloaminowa, [3H]LU 49888
wigze sie z frakcjg bton komérkowych protoplastéw marchwi oraz z wyizolowang i
oczyszczongz nich 75-kilodaltonowag glikoproteing. Biatko to zostato wbudowane do
liposomdw, ajego "transportujace” wiasciwosci przeanalizowano przy uzyciu tech-
niki patch-clamp (patrz powyzej). Natej podstawie ustalono, ze oczyszczone biatko,
w sposob podobny do zwierzecych kanatdbw wapniowych reguluje przemieszczanie
sie Ca2+ przez sztuczng btone lipidowg [50]. Aktywno$é selektywnego dla Ca2+
kanatu zanikatapo 2-10 minutach i wjego miejsce rejestrowano pojawienie sie kanatu
charakteryzujgcego sie znacznie nizszg przepuszczalnoscig dla tych jonéw [50].
Bloker kanatéw wapniowych - bepridil powodowat obnizenie prawdopodobieristwa
wystepowania kanatu w konfiguracji otwartej. Autorzy przedstawionych prac suge-
rujg, ze wyizolowane przez nich biatko moze by¢ skladnikiem plazmalemowego
kanatu wapniowego [50].

Dostepne dotad informacje natematroslinnych kanatéw wapniowych sg fragmen-
taryczne, budzace wiele kontrowersji, a ponadto na ich podstawie trudno wyciggac
0go0lniejsze wnioski. Jak sie wydaje, w plazmalemie komorek roslinnych funkcjono-
wac¢ moga co najmniej dwa typy kanatow wapniowych. Pierwszy z nich wykazuje
podwyzszong wrazliwo$¢ na dziatanie pochodnych dihydropirydynowych [53], drugi
natomiast moze by¢ hamowany przez verapamil [52] i diltiazem [38, 48], Ponadto
ustalono, ze pierwszy z wymienionych typow kanaléw stymulowany jest przez
bepridil [38], drugi natomiast hamowany przez te substancje [48,50].

Roslinne kanaty wapniowe swg budowa molekularng, przepuszczalnoscig dla
jondw oraz wrazliwos$cig na zwigzki farmakologiczne réznig sie w poréwnaniu do ich
odpowiednikow wystepujacych w komarkach zwierzecych. We wszystkich dotad
przeprowadzonych doswiadczeniach stwierdzono, ze r6znorodne blokery zwierze-
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cych kanatéw wapniowych wigza sie ze stosunkowo niska statg powinowactwa z
biatkami wystepujacymi w plazmalemie roslin [31]. Ponadto wykazano, ze przeciw-
ciata skierowane przeciw zwierzecym kanatom wapniowym nie reagujg z biatkami
frakcji btonowych roslin [23],

3. WEWNATRZKOMORKOWE KANALY WAPNIOWE

Poza plazmalema, w ktérej funkcjonuje wiele typéw kanatéw jonowych [1, 6,13,
28, 35-37, 43,47], w tym réwniez wapniowe [1, 10, 14, 25, 31, 35-37, 44,46-48],
podobne struktury wykryto w btonach otaczajgcych rézne przedziaty komadrkowe. Jak
dotgd najlepiej poznanymi sg kanaty wapniowe dziatajgce w ER/SR komorek zwie-
rzecych [10,39,45,56] i w tonoplascie u roslin [2-3,11-12,22,32-33,40].

3.1. ZWIERZECE KANALY WAPNIOWE
SIATECZKI SRODPLAZMATYCZNEJ]

W btonach SR/ER miesni gtadkich i poprzecznie pragzkowanych oraz innych typow
komoérek zwierzecych stwierdzono wystepowanie kanatéw uwalniajgcych Ca + z
wnetrza ich cystern. Ze wzgledu nawrazliwo$¢ nar6zne endo- i egzogenne substancje
wyroznia sie dwa typy kanatdw:

* aktywowane przez Ca2+ (nazywane réwniez rianodinowymi) oraz

» wrazliwe na dziatanie IP3 [39,45].

Pierwszy z wyzej wymienionych typéw kanatéw wykryto w btonach SR komérek
miesni szkieletowych i gladkich, mieénia serca oraz komorek mézgu i watroby. Ten
typ kanatu podlega na przyktad szybkiej aktywacji podczas skurczu miesni poprzecz-
nie prazkowanych i gtadkich. Poniewaz podczas depolaryzacji bton komorek mies-
niowych do ich cytoplazmy przedostaje sie niewystarczajgca do indukcji skurczu ilosé
Ca2+, kation ten jest rowniez uwalniany z wnetrza cystern SR. To tzw. indukowane
Ca2+uwalnianie jondw wapnia (CICR, od ang. calcium-mduced calcium release [10,
56, 58]) zachodzi w wyniku aktywowania wystepujacych w btonach SR kanatdéw
mobilizujgcych Ca2+. Jak wyliczono, progowe stezenie Ca2+ niezbedne do indukcji
wspomnianego procesu wynosi 3 (iM. W obecnosci kofeiny uwalnianie jondw wapnia
zachodzi przy bardzo niskim poziomie cytoplazmatycznego [Ca2+], Ponadto wyka-
zano, ze prokaina hamuje stymulowane Ca +uwalnianie jonéw wapnia z SR, nato-
miast CAMP poteguje ten proces [45,59]. Omawiany rodzaj kanatu wapniowego jest
bardzo wrazliwy na dziatanie roslinnego alkaloidu, rianodiny [36, 39, 45, 56], Przy
uzyciu tego zwigzku z bton ER komorek zwierzecych wyizolowano biatko recepto-
rowe wigzace ten zwigzek. To homotetramerowe biatko (MM monomeru wynosi ok.
565 kDa [45]), tworzace kanat dlajonéw wapnia, ma4 miejsca wigzace rianodine, po
jednym na monomer [56],
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Poza kanatami aktywowanymi przez rianodine w btonach siateczki srddplazmaty-
cznej wielu typéw komorek zwierzecych stwierdzono istnienie kanatéw wrazliwych
na dziatanie trisfosfoinozytolu (IP3).

Receptor IP3 izolowany z ER komérek Purkinjego jest tetramerem skfadajagcym
sie z podjednostek o masie czasteczkowej wynoszacej ok. 313 kDa [45]. Kazdy z
monomerdw zbudowany jest z bardzo duzej, liczacej ok. 650 reszt aminokwasowych
domeny N-koricowej,krdtkich, podlegajacych glikolizacji fragmentéw C-koricowych
oraz kilku petli tancucha poliptydowego penetrujgcego btone ER [39] (rys. 3). Cztery,
tak zbudowane podjednostki, majgce po jednym miejscu wigzacym IP3, otaczajg
wnetrze kanatu. Domeny wigzgce IP3 wzbogacone sg w majgce dodatni tadunek
reszty argininowe i lizynowe [39], Przytaczanie trisfosfoinozytolu do odpowiednich
miejsc wigzacych receptora powoduje zmiane konformacji tetrameru i otwieranie sie
kanatu wapniowego. Domeny wigzace IP3 mogg by¢ blokowane przez heparyne,
znoszacyg dziatanie tego polifosfoinozytolu [39],

W wyniku uzycia permeabilizowanych miesni gtadkich stwierdzono, ze uwalnia-
nie Ca2+z SR stymulowane jest submikromolowymi stezeniami IP3.Przypuszcza sie,
ze do aktywacji omawianego receptora i otwarcia sprzezonego z nim kanatu wapnio-
wego niezbedne jest przytgczenie conajmniej trzech czgsteczek 1P3. Wydaje sie, ze w
regulacji stymulowanego trisfosfoinozytolem uwalniania Ca2+ uczestniczy biatko G
[59]. Na aktywnos¢ receptorow IP3 wptywa takze fosforylacja jego biatka przez
kinaze zalezng od cAMP (PKA) (rys. 4). Ufosforylowanie receptora powoduje zmiane
jego konformacji, przeciwdziatajgc tym samym indukowanemu przez IP3uwalnianiu
Ca2+ z wnetrza cystern ER. Aktywnos$¢ omawianych kanatéw, w sposob posredni,
regutowanajest przez kinaze biatkowg C (PKC) oraz kinaze biatkowg zalezng od Ca2+
(CDKP)(rys. 3i4),jak rowniez przez ATP (tab. 2) [39]. Réwniez czynniki blokujgce
wigzanie sie IP3z receptorem: Mg2+ H+iheparynahamujguwalnianie jon6w wapnia
z wnetrza cystern ER [36].

Aktywnos$¢ wystepujacych w btonach ER/SR kanatow wapniowych moze by¢
regulowana przez wystepujace w Swietle ich cystern biatko wigzace Ca2+ aneksyne
VI. Wzrostowi poziomu wolnego wapnia wewnatrz ER towarzyszy¢ moze aktywacja
aneksyny VI, ktora poprzez wptyw na kanaty wapniowe powoduje uwalnianie do
cytoplazmy podstawowej nadmiaru zgromadzonych w cysternach tej struktury Ca2+.
Aneksyna VI podwyzsza prawdopodobienstwo otwarcia sie kanatu i $redni czas jego
otwarcia [27],

Receptory wigzace rianodine oraz IP3 izolowane z bton siateczki sarkoplazmaty-
cznej miesnia sercowego lub miesni szkieletowych wykazujg znaczace réznice mo-
lekularne oraz odmienng wrazliwo$¢ na zwigzki farmakologicznie czynne, jak i rozny
sposdb regulacji ich aktywnosci in vivo [45]. Pierwszy typ receptoréw reaguje na
dziatanie kofeiny (stymulacja), czerwieni rutenowej i prokainy (hamowanie aktyw-
nosci), natomiast jest zupetnie niewrazliwy na IP3i heparyne (tab. 2). Receptory IP3
wykazujg doktadnie odwrotng wrazliwo$¢ na wymienione substancje [45].
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Rys. 4. Budowa receptora trisfosfoinozytolowego (przedstawiono jedynie dwie z czterech jego podjed-

nostek): ATP—>- oznacza miejsca przytaczajgce ATP, P - domeny podlegajace fosforylacji, natomiast

IP3 - fragmenty polipeptydu przytaczajace czasteczki trisfosfoinozytolu, ER - btona siateczki $rédpla-
zmatycznej (na podstawie [39], zmodyfikowane)

TABELA 2. Poréwnanie wtasciwosci receptoréw rianodinowych i trisfoinozytolowych (IP3), symbole
"+'ioraz oznaczaja odpowiednio stymulacje, hamowanie lub efekt posredni danego
zwigzku na aktywnos$¢ receptora, natomiast PKA to kinaza biatkowa zalezna od cyklicznego AMP (na
podstawie [45], zmodyfikowane)

Wiasciwosci Receptor rianodinowy Receptor IP3
Struktura 4x566 kDa 4x313 kDa
Przewodnos¢ wtasciwa 80-100 pS 20-80 pS
Regulatory:

IP3 brak wptywu +
CcADP-ryboza + brak wptywu
Cytozolowy Mg2+ . .
Cytozolowy Ca2+ + +/-
Laminalny Ca2+ + +
Nukleotydy adeninowe + +/-
Kalmodulina - brak wpltywu
pka?2 ? +/-
Wrazliwos¢ na:

Rianoding +/- brak wpltywu
Czerwien rutenowag - brak wptywu
Prokaine - brak wptywu
Kofeing + +/-
Heparyne grak wptywu -

Aniony wanadanowe
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Kanaty zwigzane z obydwoma omawianymi typami receptoréw znacznie réznig
sie pod wzgledem przepuszczalnosci dlajonéw wapniowych. Przemieszczanie Ca2+
przez pojedynczy kanat receptora stymulowanego przez IP3jest ok. 10 razy wolniej-
szy w porownaniu do kanatu aktywowanego przez rianodine [56]. Wynika to z faktu,
ze kanaly wapniowe zwigzane z receptorami rianodinowymi wykazujg znacznie
wyzszg przewodno$¢ wihasciwg dla Ca2+ w poréwnaniu do aktywowanych przez
trisfosfoinozytol (tab. 2) [45].

3.2. WEWNATRZKOMORKOWE ROSLINNE KANALY WAPNIOWE

Wewnatrz cystern siateczki Srodplazmatycznej [15] oraz wakuoli [20] stwierdzono
obecnos¢ wysokich stezeri wolnego wapnia (odpowiednio 5-10 [iM i ok. 5 mM) [15,
20], Istnienie wysokiego gradientu elektrochemicznego Ca2+ (200-300 mV) w po-
przek bion otaczajacych te struktury [14] faworyzuje wyptyw jondw wapnia z ich
wnetrza do cytoplazmy. Na tej podstawie mozna przypuszczaé, ze w btonach ER i
tonoplascie (btonie wakuolarnej) funkcjonujg mechanizmy precyzyjnie kontrolujgce
transport Ca +,jak réwniez iz obie te struktury komdrkowe mogg by¢ potencjalnymi
magazynami tego kationu.

Rola ER wregulacji [Ca2+]c nie jest dostatecznie poznana. Jak dotgd nie uzyskano
bezposrednich biochemicznych i elektrofizjologicznych dowodéw wskazujacych na
istnienie podobnych, jak u zwierzat, mechanizmoéw regulujgcych uwalnianie Ca2+ z
cystern ER u roslin. Traktowanie izolowanych z komorek aleuronowych jeczmienia
pecherzykéw ER zwigzkami indukujgcymi uwalnianie Ca2+z cystern ER/SR komé-
rek zwierzecych (np. rianodina, IP3 lub kofeina) nie prowadzito do mobilizowania z
ich wnetrza zakumulowanego tam wapnia [14,16].

Cho¢ jak dotad brak jest dowoddw wskazujacych na obecnos$¢ kanatéw wapnio-
wych w bionach ER, szereg autoréw [30, 55] nie wyklucza udziatu tych struktur w
homeostazie komorkowego poziomu Ca2+u roslin. Moga one by¢ szczegdlnie aktyw-
ne w niewyrdznicowanych, pozbawionych centralnej wakuoli komérkach oraz w
komarkach charakteryzujgcych sie szczytowym wzrostem. Hepler i inni [30] zwrocili
uwage na istnienie w komérkach roslinnych cystern ER o utozeniu réwnolegtym do
btony komérkowej. Natomiast Tretyn i inni [55] wykazali, ze cysterny te moga
bezposrednio zlewaé sie zplazmalema i usuwac na zewnatrz komérki zakumulowane
w ich Swietle jony wapniowe. Zrozumienie znaczenia siateczki srodplazmatycznej w
regulacji cytoplazmatycznego stezenia wolnego wapnia u roslin wymaga dalszych,
bardziej intensywnych badan.

3.2.a. KANALY WAPNIOWE TONOPLASTU

Wakuolazajmuje 90-95% objetosci w petni zréznicowanej komarki roslinnej [32],
a w soku komdrkowym wypetniajagcym te strukture, stezenie Ca2+ moze dochodzié¢
nawet do 5 mM [20]. Uwzgledniajgc fakt, iz cytoplazmatyczny poziom wolnego
wapnia wynosi ok. 200 nM réznica stezen tego kationu po obu stronach tonoplastu
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Rys. 5. Wspétdziatanie receptora trisfosfoinozytolowego (IP3) z innymi systemami sygnatowymi, opis

w tekscie, DG - diacyloglicerol, PKC - kinaza biatkowa C, PKA - kinaza biatkowa A, CaM - kalmo-

dulina, CDPK - zalezna od jonéw wapnia kinaza biatkowa, pozostate skréty jak na rys. 1 (na podsta-
wie [35], zmodyfikowane)

jest rzedu 25000 razy. Aby przeciwdziata¢ niekontrolowanemu przeptywowi Ca2+
przez btone wakuolarng, w jej obrebie musza funkcjonowaé mechanizmy regulujace
ten proces. W tonoplascie stwierdzono wystepowanie pomp i wymieniaczy wapnio-
wych, biorgcych udziat w akumulacji Ca2+ wewnatrz wakuoli [21], jak i kanatéw
wapniowych, uczestniczacych wjego uwalnianiu do cytoplazmy podstawowej [14].

Obecnos¢ zaleznych od potencjatu i stymulowanych przez IP3 kanatéw wapnio-
wych stwierdzono w btonach wakuolarnych buraka cukrowego [32-33]. Na podsta-
wie danych uzyskanych technikgpatch-clamp (patrz powyzej) wydedukowano, ze w
Sredniej wielkosci wakuoli (o $rednicy ok. 45 pm) moze wystepowac¢ ok. 1200
aktywowanych przez IP3 kanatéw wapniowych [11]. Bioragc pod uwage wielko$é
wakuoli taka ich liczbaumozliwiauwalnianie przez trisfosfoinozytol jedynie niewiel-
kiej czesci (ok. 20%) zakumulowanego w jej wnetrzu wolnego Ca2+ [11-12],

Obok stymulowanych przez IP3, w wakuolach izolowanych z buraka cukrowego
zidentyfikowano drugg klase kanatow wapniowych. Ich otwieranie sie zachodzi w
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wyniku depolaryzacji tonoplastu (tj. wzrostu pozytywnego tadunku elektrycznego we
wnetrzu wakuoli)[32-33], Wykazano, ze przedostawaniu sie do wakuoli lipofilnego
kationu trzymetylofosfoniowego (TPMP+) towarzyszy uwalnianie znacznej czesci
zawartego w niej Ca2+. Ponadto ustalono, ze TPMP+uzyty po uprzednim podaniu IP3
powodowat uwalnianie dodatkowych ilosci Ca2+z tej struktury. Stymulacyjny wpt*w
TPMP+namobilizacje wapnia z wnetrza wakuol hamowany byt przez gadolin (Gd +)
i cynk (Zn2+) [32]. Do hamowania kanatu prowadzito rowniez podwyzszenie stezenia
Ca2+ (> 1 [IM) po cytoplazmatycznej stronie tonoplastu [22], Heparyna i TMB-8,
inhibitory zaleznych od IP3 zwierzecych kanatéw wapniowych [45,56] nie wptywaly
W znaczacy sposdb na aktywnos$¢ badanych kanatdéw tonoplastowych [32], Z drugiej
strony agonista zwierzecych kanatébw wapniowych typu L, zwigzek Bay K-8644,
podwyzszat czestotliwos$é otwierania sie, podczas gdy antagonisci: nifedypina, vera-
pamil i La3+obnizaty prawdopodobiernistwo ich aktywacji [22]. Wszystkie wymienio-
ne zwiazki dziataty jedynie w przypadku, gdy stosowano je po wakuolarnej stronie
tonoplastu [22].

Obecnos¢ w btonie wakuolarnej dwoch odrebnych typéw kanatéw wapniowych
zostato potwierdzone metodg patch-clamp [2-3, 29,32-33]. Przy jej uzyciu wykryto,
ze niskie stezenia IP3 stymulujg przeptyw Ca2+przez pojedynicze kanaty wapniowe
tonoplastu buraka czerwonego [2]. Wptyw innych polifosforanéw inozytolu na otwie-
ranie sie badanego kanatu byt mato skuteczny.

Zalezne od potencjatu tonoplastowe kanaty wapniowe charakteryzuja sie znacznie
nizszgprzewodnoscig wiasciwg (12,5 pS) [32] w poréwnaniu do kanatéw aktywowa-
nych przez 1P3 (30,0 pS) (przy stezeniu 5 mM Ca +od strony wakuolarnej i 1 mM od
strony cytoplazmatycznej) [2], Ponadto ich aktywacje obserwuje sie w wyniku wzro-
stu poziomu [Ca2+] po wakuolarnej stronie tonoplastu. Opisywane kanaty sg nierow-
nomiernie rozmieszczone w btonie wakuolarnej i najprawdopodobniej wystepujg w
postaci pakietow (ok. 10 kanatdbw w jednym pakiecie) [11], Poza odpowiednimi
zmianami w réznicy potencjatu tonoplastu i zawartoscig Ca2+w soku komdrkowym
moga one by¢ rowniez kontrolowane przez odczyn roztworu wypetniajgcego wnetrze
wakuoli. Bioragc pod uwage wiasciwosci kinetyczne oraz wrazliwos¢ na zwigzki
farmakologicznie czynne omawiany kanat wykazuje duze podobieristwo do rianodi-
nowych IP3 kanatéw wapniowych (patrz powyzej) funkcjonujacych w btonach siate-
czki srodplazmatycznej komorek zwierzecych [32-33].
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SPRAWOZDANIE Z DZIALALNOSCI ZARZADU
FUNDACJI BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ*
ZA OKRES GRUDZIEN 1990 — MAJ 1994

1 ZALOZENIE FUNDACIJI | JEJ STATUT

Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej (dalej nazywana Fundacja)
powstata w grudniu 1990 r. na podstawie aktu notarialnego z dn. 20 marca 1990 r.
sporzgdzonego w Koscianie pod Poznaniem. Profesorowie: Tadeusz Cichocki, Jerzy
Kawiak, Andrzej tukaszyk, Andrzej Mysliwski, Maciej Zabel postanowili zatozy¢
fundacje o nazwie "Fundacja Postepdw Nauki o Biologii Komérki" z funduszem
zatozycielskim 1min ztotych. Do funduszu zatozycielskiego dotgczytaréwniez udziat
prof, dr Maria Olszewska, ktora formalnie nie figuruje jako fundator, ale faktycznie
jest fundatorem. Fundacja zostata zarejestrowana w Sadzie Rejonowym dla Warsza-
wy-Pragi 30 pazdziernika 1990 r., gdzie powtdrzono wole tych samych fundatorow,
zatwierdzono Statut Fundacji, okreslono cele Fundacji, przyjeto decyzje Min. Zdrowia
i Opieki Spotecznej wydang w porozumieniu z Min. Finanséw o mozliwosci prowa-
dzenia przez Fundacje dziatalnosci gospodarczej. Zatwierdzono sktad Zarzadu: Jerzy
Kawiak - prezes, Maciej Zabel - sekretarz generalny, Maciej Kawalec - skarbnik;
zatwierdzono sktad Rady Fundacji: Zofia Osuchowska - przewodniczaca, cztonko-
wie: Tadeusz Cichocki, Antoni Horst, J6zef Katuza, Aleksander Koj, Wtodzimierz
Korohoda, Andrzej tukaszyk, Andrzej Mysliwski, Maria Olszewska, Aleksandra
Stojatowska, Jan Steffen.

Podczas sporzadzania Statutu nieocenionej pomocy udzielita pani mecenas Irena
Pawlak z Poznania, ktdrej Zarzad serdecznie dziekuje.

W czerwcu 1992 r. podczas zebrania Fundatoréw, Zarzadu i Rady Fundacji
postanowiono zmieni¢ nazwe Fundacji na "Fundacja Biologii Komorki i Biologii
Molekularnej”. Umieszczono tez w Statucie zdanie o wspélnym dziataniu Fundacji z
Polska Siecig Biologii Komdérkowej i Molekularnej UNESCO/PAN (dalej nazywang
Sieciag UNESCO/PAN) oraz przyjeto, ze wiceprezesem Fundacji bedzie aktualny
Dyrektor Sieci UNESCO/PAN. Zmiany te zostaly odpowiednio zarejestrowane w
Sadowym rejestrze Fundacji.

2. PRACA CZLONKOW ZARZADU

Zarzad we wspomnianym skfadzie i po dotgczeniu do niego w 1992r. doc. Macieja
Natecza jako wiceprezesa pracowat spotecznie. ROwniez spotecznie pomagaty w
pracy Zarzadu Fundacji przy prowadzeniu wielu prac, a szczegélnie przy rozliczaniu
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konferencji naukowych wspélnie z Siecig UNESCO/PAN, panie: doc. dr Matgorzata
Balinska, panie Jolanta Puzio i Malgorzata Michalik z Instytutu Biologii Doswiad-
czalnej PAN im. M. Nenckiego oraz p. Matgorzata Siarnecka z Zaktadu Cytologii
Klinicznej CMKP przy rozprowadzaniu zeszytéw czasopisma "Postepy Biologii
Komorki". Zarzad sktada tym osobom serdeczne podziekowania.

Zarzad skfadat roczne sprawozdania Fundatorom.

3. DZIALALNOSC WYDAWNICZA

Postepy Biologii Komorki

Poczatkowo gtéwng troskg Zarzadu Fundacji byto utrzymanie wydawania czaso-
pisma "Postepy Biologii Komorki" (PBK). Do roku 1990 czasopismo byto wydawane
przez Panstwowe Wydawnictwo Naukowe (PWN) z dotacji otrzymywanych z Pol-
skiej Akademii Nauk dla Polskiego Towarzystwa Anatomicznego (PTA). Naktad
czasopisma byt przekazywany RSW "Prasa-Ruch" do rozprowadzenia, a fundusze z
dziatalnosci wydawniczej po odliczeniu naleznosci za opracowanie, druk i kolportaz
nie wracaty do wydawnictwa ani do PTA. Wobec zmian ekonomicznych zachodza-
cych w kraju PWN na wniosek Redakcji zrezygnowato z druku PBK od stycznia
1991 r. ZawarliSmy umowe z Wydawnictwem SGGW w Warszawie o dalszym
drukowaniu czasopisma. Rowniez wycofaliSmy sie z kolportazu czasopisma przez
"Ruch" wobec duzych kosztéw, ktére probowata nam narzucié ta instytucja i posta-
nowiliSmy rozprowadza¢ PBK przez Fundacje.

Fundacja pod koniec 1990 r. wystgpita bezposrednio do wiceprezesa Polskiej
Akademii Nauk, prof, dr hab. Leszka Kuznickiego o pomoc w dalszym wydawaniu
czasopisma i pomoc te otrzymata (60 min z) z Wydziatu 1l PAN jako przedptate dla
Wydawnictwa SGGW na druk PBK w 1991 r. To umozliwito systematyczne wyda-
wanie czasopisma w 1991 r., a Wydawnictwo SGGW uczciwie wywigzato sie ze
zobowigzan. Zarzad Fundacji i Redakcja "Postepéw" pragna serdecznie podziekowaé
prof. L.Kuznickiemu i Wydziatowi Il PAN za tg bardzo istotng pomoc, jak réwniez
Wydawnictwu SGGW za dobrg wspdtprace.

Wydawanie PBK w 1991 r. z wczesniej przekazanych funduszy PAN umozliwito
Fundacji w tym okresie gromadzenie funduszy za prenumerate czasopisma na jej
koncie. Ten fundusz stat sie rezerwowym "buforem", dzieki ktéremu mozliwe byto
regularne wydawanie PBK w 1992 r., bowiem dotacje na druk czasopisma w tym
okresie otrzymaliSmy z Komitetu Badan Naukowych (dalej w skrécie KBN) w
grudniu 1992 r. do rozliczenia w ciggu.... 14 dni, do korfica 1992 r. Rozliczenie tej
dotacji byto mozliwe tylko dzieki temu, ze Fundacja miata gotowe rachunki zakolejno
wydawane zeszyty PBK/1992, zaptacone z pieniedzy Fundacji zebranych za ubiegto-
roczng prenumerate.
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Od 1993 r. czasopismo ukazuje sie w nowej, lepszej szacie graficznej. Zaczeto tez
wydawaé suplementy redagowane badz pisane przez osoby spoza Redakcji, ale w
porozumieniu z nig. Pierwsze dwa suplementy:

Suplement nr 1, autor: A. Klein - "Peptydowe czynniki wzrostowe";

Suplement nr 2, red. Halina Gabry$ - "Postep w badaniach ruchéw komérko-
wych™.

Folia Histochemica et Cytobiologica

Fundacja od poczatku istnienia proponowata Redakcji czasopisma "Folia Histo-
chemica et Cytobiologica" (FHC) wspotprace, ktéra rozpoczeta sie dopiero w
1993 r.,po przejeciu Redakcji przez doc. dr hab. Jana Litwina i doc. dr hab. Barbare
Bilinska. Pod koniec 1992 r. okazato sie, ze czasopismo ma diugi w PWN za
niezaptacony zeszyt 4/91, na ktory to cel Polskie Towarzystwo Histochemikow i
Cytochemikow otrzymato fundusze, ale nie wykorzystato ich w terminie z powodu
opOznienia wydania zeszytu. Nie mozna byto otrzymac na ten cel funduszy z KBN,
dlatego Fundacja uregulowata ten dtug. Umowita sie z Zarzadem PTHIC i Redakcja,
ze pienigdze za prenumerate FHC bedg przekazywane na konto Fundacji dla wspo-
magania dalszego wydawania "Folia" oraz zwrdcenia naleznos$ci za zeszyt 4/91. Ten
dtug zostat Fundacji zwrdcony, aréwniez wspieraliSmy wydawanie zeszytow "Folia"
w 1993 r. w okresie, gdy jeszcze Polskie Towarzystwo Histochemikéw i Cytochemi-
kow nie otrzymato dotacji z KBN nawydawanie czasopisma. Fundacja, aniejak dotad
PTHIC, wystgpitado KBN o dotacje nawydawanie "Folia™ w 1994r. zazgodg Zarzadu
PTHIC i Redakcji FHC. Powinno to uproscié¢ operacje finansowe oraz rozliczenia
podatkowe, bowiem sprzedaz czasopisma jest dziatalnos$cig gospodarczg, z ktorej
nalezy sie rozlicza¢ co miesigc oraz rocznie w Urzedzie Skarbowym.

Wykaz linii komoérek ludzkich i zwierzecych
w polskich osrodkach naukowych

Fundacja wspdlnie z Siecig UNESCO/PAN inicjowata wydanie pierwszego kata-
logu linii komoérkowych dostepnych w kraju (70 min zt). Wykaz zostat opracowany
w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda we
Wroctawiu pod kierunkiem doc. dr hab. Danuty Du$. Zarzadowi wydaje sie, ze
opracowanie to moze przyczynic¢ sie do integracji srodowiska naukowego. Zabiegi
Zarzadu Fundacji w tym kierunku bedg szczeg6towo przedstawione w dalszej czesci
sprawozdania. Zdaniem Zarzadu, powinien by¢ wydany podobny katalog sond mole-
kularnych dostepnych w kraju.

Biuletyn Informacyjny Sieci UNESCO/PAN 1994

Biuletyn w roku 1994 zostat opracowany w Instytucie Biologii DoSwiadczalnej
PAN im.M.Nenckiego.Koszty wydania(50mInzt)pokrytaFundacjazdotacjiK BN.
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Czasopismo Polskiego Towarzystwa Przyrodnikéw im. M. Kopernika
"Wszechs$wiat"

Fundacja przyczynita sie do unowoczes$nienia procesu wydawniczego jednego z
najstarszych polskich czasopism naukowych "Wszechswiat" przez zakupienie dla
Redakcji komputera i drukarki w 1992 r. (30 min z}).

4. WYROZNIENIA DLA MLODYCH PRACOWNIKOW NAUKOWYCH

Fundacja przyznawata skromne wyr6znienia mtodym pracownikom naukowym
(do 30 lat) w formie optacenia uczestnictwa w zjazdach naukowych. Wyrdznienia
oraz dyplomy otrzymali:
w 1992 r. podczas Europejskiej Konferencji Anatoméw w Krakowie:
Janitz Michat z Zaktadu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu,
Jurgowiak Marek z Akademii Medycznej w Bydgoszczy,
Krasowska Barbara z Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie,
Olenderek Beata z Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie,
Paszkiewicz Ewa z Akademii Medycznej w Warszawie,
Wilczynski Grzegorz z Akademii Medycznej w Warszawie,

w 1993 r. podczas Konferencji Biologii Komérki we Wroctawiu:
Bukszewicz Wiestawa z Uniwersytetu Warszawskiego,
Czyz Jarostaw z Uniwersytetu Jagiellonskiego,
Domaradzka-Lech Anna z Uniwersytetu Warszawskiego,
Pierzchalska Matgorzata z Uniwersytetu Jagiellonskiego,
Witoga Dorota z Uniwersytetu Warszawskiego,
Zeuschner Ewa z Akademii Medycznej w Poznaniu,
Zimna Katarzyna z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Osoby wyro6znione przedstawity podczas konferencji doniesienia bgdz plakaty.

W czerwcu 1994 r. zostata powotana stata Komisja Fundacji, ktdra pod przewod-
nictwem prof, dr Zofii Osuchowskiej opracowata regulamin przyznawania nagréd
oraz bedzie rozpatrywac wnioski, przyznawa¢ wyroznienia i dopilnuje ukazywania
sie komunikatéw w tej sprawie w PBK.

5. POMOC W ORGANIZOWANIU KONFERENCJI NAUKOWYCH
W KRAJU

Wspolnie z Siecig UNESCO/PAN Fundacja wystgpitaw 1992 i 1993 r. do KBN o
dofinansowanie poprzez nig wielu krajowych konferencji naukowych. Wynikato to z
porozumienia o wsp6lnym dziataniu Fundacji z Siecig UNESCO/PAN, jak o tym
wspomniano w punkcie 1. Gldwnym celem Zarzgdu Fundacji w tych dziataniach byto
przetarcie nowych drdg i przekonanie odpowiedzialnych oséb o koniecznosci dofi-
nansowywania konferencji naukowych, co wczes$niej nie byto mozliwe. Wymagato
to wielu zabiegdw i trudu. Obecnie organizatorzy konferencji naukowych mogajuz



SPRAWOZDANIE Z DZIALALNOSCI... 345

bezposrednio wystepowaé¢ do KBN o dofinansowanie ich dziatalnosci, a Fundacja
zrezygnowata z tej aktywnosci.

Na organizacje konferencji naukowych Fundacja otrzymata 300 min zt w 1992 r.
i 260 min zt w 1993 r. z Komitetu Badan Naukowych. Z tych funduszy Fundacja
wspierata organizacje nastepujacych konferencji naukowych:

w 1992 r.:

XXII seminarium naukowe Instytutu Biologii Molekularnej UJ nt. "Biologia
komorki, ze szczeg6Inym uwzglednieniem ruchéw komaérkowych iroli cytoszkieletu™
w dniach 6-14.02.1993 r. organizowane przez prof, dr hab. W. Korohode oraz dr hab.
Haline Gabry$ (pierwsza rata - 15 min zi);

konferencja nt."Badania molekularno-genetyczne w diagnostyce nowotworow"
w dn. 19.02.1993 r. i kurs nt. "Badania molekularne w diagnostyce" w lutym 1993 r.
w Zaktadzie Genetyki i Patomorfologii PAM w Szczecinie organizowane przez dr
hab. Jana Lubinskiego (40 min z});

konferencje naukowe Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu:

a) Ogdlnopolska Sesja Sprawozdawcza Programéw Badawczych PONT z zakresu
biologii molekularnej i komdrkowej w Poznaniu, marzec 1993 r. oraz

b) kurs "Sondy molekularne w biologii, medycynie i rolnictwie” w Poznaniu w
marcu 1993 r. Konferencja i kurs byty organizowane przez prof, dr hab. A. Legockie-
go. Na obie konferencje tgcznie przekazano 130 min zi;

konferencja naukowo-szkoleniowa Zaktadu Amin Biogennych PAN w todzi nt.
"Mechanizmy receptorowe i przeptyw sygnatu w komérce" w marcu 1993 r. zorgani-
zowana przez prof. dr hab. J. Nowaka (15 min z});

V Ogélnopolska Konferencja Biologii Komorki w dn. 2-4.07.1993 r. we Wrocta-
wiu organizowana przez prof. dr hab. St. Przestalskiego (pierwszarata - 40 min zi);

miedzynarodowa konferencja naukowa pt."Membrane physiology” w dniach
13-16.09.1993 r. w Toruniu organizowana w ramach XIX Zjazdu Polskiego Towa-
rzystwa Fizjologicznego przez prof. dr hab. L. Janiszewskiego (pierwsza rata - 30
min z});

ponadto przekazano 30 min zt na unowocze$nienie wydawania czasopisma
"Wszechswiat", jak o tym wspomniano wyzej w punkcie 3;

w 1993 r.:

XXII seminarium naukowe Instytutu Biologii Molekularnej UJ nt."Biologia
komorki, ze szczeg6lnym uwzglednieniem ruchow komérkowych iroli cytoszkieletu"
w dniach 6-14.02.1993 r. organizowane przez prof, drhab. W. Korohode oraz dr hab.
Haline Gabry$ (druga rata - 15 min z});

V Ogo6lnopolska Konferencja Biologii Komérki w dn. 274.07. 1993 r. we Wroc-
fawiu organizowana przez prof. dr hab. St. Przestalskiego (drugarata- 90 min z});

miedzynarodowa konferencja naukowa nt."Membrane physiology” w dniach
13-16.09.1993 r. w Toruniu organizowana w ramach XI1X Zjazdu Polskiego Towa-
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rzystwa Fizjologicznego przez prof. dr hab. L. Janiszewskiego (druga rata - 30 min
zh);

konferencja nt."Molekularne i fizjologiczne aspekty regulacji ustrojowej" w dn.
28.09.1993r. wWYyzszej Szkole Pedagogicznej w Krakowie organizowanaprzez prof,
prof. H. Lacha i J.Vetulaniego (30 min z});

konferencja z zakresu ochrony wiasnosci intelektualnej nt. "Biotechnologia - inne
oblicze" wdn. 10-12.10.1993 r. w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN wPoznaniu
organizowana przez prof. dr hab. T. Twardowskiego (40 min z});

kurs technik molekularnych nt. "Wybrane techniki molekularne - przygotowanie
i wykorzystanie sond molekularnych™ w dniach 13-15 grudnia 1993 r., organizowany
w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu przez prof, dr hab. A. Legoc-
kiego i prof. dr hab. W.T. Markiewicza (30 min z});

tygodniowy kurs szkoleniowy pt. "Wybrane techniki in vitro w hodowli roslin" w
maju 1994 r. w Zakladzie Botaniki Ogélnej Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w
Poznaniu, organizowany przez doc. dr hab. Macieja Zenktelera (25 min z}).

6. ORGANIZACJA BANKU LINII KOMOREK LUDZKICH
I ZWIERZECYCH ORAZ BANKU SOND MOLEKULARNYCH

W Warszawie w dn. 15 kwietnia 1993 r. odbyto sie wspdlne zebranie Sieci
UNESCO/PAN i Fundacji BKiBM w sprawie zorganizowania w kraju kolekcji linii
komorkowych. Udziat w tych staraniach zadeklarowali:

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda we Wroc-
tawiu (IITD-PAN; doc. dr D. Dus), Instytut Biologii Molekularnej UJ w Krakowie
(doc. dr H. Rokita), Zaktad Histologii AM w Gdansku (prof. A. Mysliwski), Zaktad
Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie (J. Kawiak). Zaproponowano, aby insty-
tucja centralngbyt istniejacy Bank Linii Komérkowych w IITD-PAN. Pozostate banki
bedafiliami scisle wspétpracujacymi. Zaplanowano wspétprace ze znanymi kolekcja-
mi linii komdrkowych, takimi jak: amerykanska ATCC i europejska ECACC. Z tg
ostatnig instytucjg nawigzano kontakt iprzeszkolono tam jedng osobe (doc. dr Danute
Dus). Celem organizacji, tutaj skrétowo nazywanej "Bank", jest rejestracja posiada-
nych wkraju zbioréw, polepszenie ichjakosci, ujednolicenie i weryfikacjauzywanego
do badan materiatu komérkowego oraz dostosowanie go do wymagan miedzynaro-
dowych. Uznano, ze podniesie to jako$¢ badan wykonanych na tych liniach oraz
pozwoli naobnizenie kosztow weryfikacji linii komorkowych. Dobrze scharakteryzo-
wane linie komorkowe stanowig podstawe do produkcji szczepionek, w biotechnolo-
gii oraz w diagnostyce medycznej i weterynaryjnej. Przewidywano tez skutki wsp6t-
pracy w zakresie organizacji i prowadzenia bankow integrujgce srodowisko naukowe.

Czyniono proby uzyskania dofinansowania instytucji bioracych udziat w planach
Bank przez KBN, ale otrzymano odmowe. Zwrocono sie w tej sprawie do Fundacji
na rzecz Nauki Polskiej, ale i tam otrzymano odmowe i réwnoczesng propozycje
zatozenia wspoélnie z Fundacjg na rzecz Nauki Polskiej spétki z 0.0. W tym etapie
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rozmow dodatkowo zaplanowano utworzenie Banku Sond Molekularnych, ktéry
maogtby powstac w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (prof, dr hab.
A. Legocki). W tym Banku uczestniczytyby filie w Zaktadzie Genetyki Cztowieka
PAN w Poznaniu (prof. dr hab. J. Nowak) i Instytucie Biologii Doswiadczalnej PAN
im. M. Nenckiego (doc. dr hab. L. Kaczmarek). Po kilkukrotnych spotkaniach z
przedstawicielami Fundacji narzecz Nauki Polskiej zatozenie wspélnej spétki z o.0.
przynoszacej dochody, co byto warunkiem Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, uznano
zanierealne. Planowane sg dalsze starania zorganizowania obu wyzej wspomnianych
bankdéw.

Prezes Fundacji Wiceprezes Fundacji
Prof. dr hab. Jerzy Kawiak Prof. dr hab. Maciej Natecz

Sekretarz Generalny
Prof. dr hab. Maciej Zabel

Sprawozdanie zostato przyjete w dniu 20.05.1994 r. przez Fundatoréw prof.prof.
T. Cichockiego, A. Lukaszyka i A. Mysliwskiego sprawujacych kontrole nad dziatal-
nosciag Zarzadu Fundacji.
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