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W tym zeszycie • Postępów Biologii Komórki •

Postępy w identyfikacji i izolacji krwiotwórczych komórek macierzystych opi­
sano na stronie 209. Zagadnienia te dyskutowano w świetle ich praktycznego 
wykorzystania w medycynie klinicznej.

Jedną z cech przestrzennej organizacji komórkowego DNA wynikającą z jego 
dwuniciowej struktury oraz charakteru przemian, jakim podlega, jest tworzenie 
form superhelikalnych. Topoizomerazy są enzymami katalizującymi w proce­
sach replikacji, transkrypcji i rekombinacji zmiany struktury przestrzennej 
superhelikalnych form DNA (patrz str. 235).

Fizjologiczne znaczenie apoptozy komórek jest jednym z często dyskutowa­
nych problemów. Uważa się, że śmierć komórek w procesie apoptozy jest 
efektywnym sposobem pozbycia się przez organizm komórek niepotrzebnych 
na pewnych etapach rozwoju bądź komórek niebezpiecznych dla całości. Opis 
tych problemów znajdzie Czytelnik na stronie 247 i dalszych.

Proces poli-ADP-rybozylacji powoduje modyfikację białek jądrowych i DNA, 
podczas gdy proces mono-ADP-rybozylacji modyfikuje pozajądrowe białka 
komórki. Więcej informacji na ten temat można znaleźć na stronach 265 do 
276.

Opis technik izolowania woreczków zalążkowych i komórek gametofitowych 
roślin okrytonasiennych znajdzie Czytelnik w artykule na stronie 277.

Ostatnie lata przyniosły lepsze poznanie pozalizosomowego szlaku degradacji 
białek zlokalizowanego w cytoplazmie, w proteasomach (patrz strona 295). 
Proteasomy są organelami występującymi we wszystkich zbadanych do tej 
pory komórkach eukariotycznych.

W artykule na stronie 317 omówiono proteoglikany: podstawy ich klasyfikacji, 
przykłady reprezentatywnych cząsteczek oraz biosyntetyczne podstawy hete- 
rogenności łańcuchów glikozaminoglikanowych.
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CHARAKTERYSTYKA, METODY IZOLACJI ORAZ 
PRAKTYCZNE WYKORZYSTANIE WCZESNYCH 
LUDZKICH KOMÓREK KRWIOTWÓRCZYCH 

W MEDYCYNIE KLINICZNEJ -  
ASPEKTY TRANSPLANTOLOGICZNE

CHARACTERIZATION, ISOLATION AND PRACTICAL ASPECTS 
OF UTILIZATION OF HUMAN EARLY HEMOPOIETIC CELLS 

IN CLINICAL MEDICINE -  
TRANSPLANTOLOGICAL IMPLICATIONS

Mariusz Z. RATAJCZAK, Wojciech MARLICZ, Janina RATAJCZAK,
Tomasz SKÓRSKI

Zakład Patologii Komórki PAM w Szczecinie 
oraz Zakład Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie

Streszczenie: W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczący biologii oraz postępów w identyfi­
kacji i izolacji krwiotwórczych komórek macierzystych. Zagadnienia te dyskutowano w świetle ich 
praktycznego wykorzystania w medycynie klinicznej, a szczególnie w transplantologii hematologicznej.

Słowa kluczowe: krwiotwórcze komórki macierzyste, krwiotwórcze komórki ukierunkowane, przeszcze­
py krwiotwórcze, krwiotworzenie.

Summary: The advances in research concerning the biology, identification and isolation of human 
haemopoietic stem cells are reviewed. All these data are discussed regarding practical application of 
haemopoietic cells enriched in stem cells in clinical medicine and especially haematological transplan­
tology.

Key words: haemopoietic stem cells, haemopoietic progenitors, haemopoietic transplants, haemopoiesis.

Wykaz skrótów stosowanych w pracy: bFGF R (ang. Basic Fibroblast Growth Factor Receptor) -  
receptor dla zasadowego czynnika wzrostowego fibroblastów; BFU-E (ang. Burst Forming Units of
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Erythrocytes) -  wczesna komórka układu czerwonokrwinkowego tworząca in vitro 14 dnia hodowli duże 
kolonie erytroidalne; CAFC (ang. cobblestone area forming cells) -  bardzo wczesna komórka hemo- 
poetyczna tworząca w hodowlach długoterminowych ogniska proliferacji; CFU-Blast (ang. Colony 
Forming Unit of Blasts) -  bardzo wczesna hemopoetyczna komórka ukierunkowana tworząca kolonie 
składające się z blastów; CFU-G (ang. Colony Forming Unit of Granulocytes) -  komórka ukierunkowana 
granulopoezy; CFU-GM (ang. Colony Forming Units of Granulocytes and Macrophages) -  wczesna 
komórka układu granulocytowo-makrofagowego tworząca in vitro 11 dnia hodowli kolonie granulocy- 
towo-makrofagowe; CFU-Meg (ang. Colony Forming Unit of Megakaryocytes) -  komórka progenito- 
rowa układu megakariocytowego; CFU-Mix (ang. Colony Forming Units of Mixed Lineages) -  jedna z 
wcześniejszych komórek układu krwiotwórczego tworząca 15 dnia hodowli in vitro kolonie składające 
się z krwinek czerwonych, granulocytów, makrofagów i megakariocytów; CSF-1 (ang. Colony Stimu­
lating Factor-1) czynnik wzrostowy układu monocytowo-makrofagowego inaczej M-CSF; CSF-1R -  
receptor dla CSF-1 (makrofagopoetyny), cDNA -  DNA komplementarny do mRNA (uzyskuje się go w 
wyniku przepisania cząsteczek mRNA na komplementarne cząsteczki DNA); EpO -  erytropoetyna; 
FACS (ang. Fluorescence Activated Cell Sorting) -  technika izolacji komórek za pomocą cytofluoro- 
metru przepływowego, który może sortować komórki mające odpowiedni antygen; GATA - wewnątrz- 
jądrowy czynnik transkrypcyjny; GAP -  jedno z białek transdukcji sygnału w komórce; GM-CSF (ang. 
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) -  czynnik wzrostowy stymulujący wzrost kolonii 
granulocytowo-makrofagowych; G-CSF (ang. Granulocyte - Colony Stimulating Factor) -  granulocy- 
topoetyna; IGF-1R (ang. Insulinę Like Growth Factor-1 Receptor) -  receptor dla IGF-1; IL-1 - 
interleukina-1; IL-3 -  interleukina-3; IL-6 -  interleukina-6; Hcpc -  jedna z fosfataz wewnątrzkomórko­
wych; KKM -  Krwiotwórcze Komórki Macierzyste -  najwcześniejsze komórki hemopoetyczne mające 
zdolność samoodnawiania; KKU -  Krwiotwórcze Komórki Ukierunkowane -  bardziej dojrzałe od 
komórek macierzystych; zatracają zdolność do samoodnawiania, w hodowlach in vitro tworzą klony 
komórek potomnych; KL (ang. kit ligand) -  ligand receptora c-kit; c-KIT-R -  receptor c-kit. LTCIC 
(ang. long term culture initiating cell) -  komórka hemopoetyczna inicjująca tzw. hodowle długotermino­
we; NF-E2 -  wewnątrzjądrowy czynnik transkrypcyjny; PDGF-R (ang. Platelet Derived Growth 
Factor Receptor) -  receptor dla PDGF; N-ras -  jedno z wewnątrzkomórkowych białek transdukcji 
sygnału; RT-PCR (ang. Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) -  czuła technika badania 
ekspresji mRNA w komórce, składa się z dwóch etapów: w pierwszym mRNA, którego ekspresję chcemy 
ocenić, “przepisywany” jest za pomocą enzymu tzw. odwrotnej transkryptazy na komplementarny 
odcinek cDNA, w drugim otrzymane cDNA jest amplifikowane za pomocą termocyklicznej reakcji PCR; 
amplifikowany wiele miliardów razy produkt może zostać uwidoczniony np. na żelu agarozowym; 
STK-1 R -  (ang. Stem Cell Tyrosine Kinase-1 Receptor) -  nowoopisany receptor o aktywności kinazy 
tyrozynowej występujący na ludzkich komórkach krwiotwórczych -  inna nazwa FLK-2/FLT-3; STK-1L 
-  ligand receptora STK-1.

WSTĘP

Pula krwiotwórczych komórek macierzystych (KKM) występująca w szpiku kost­
nym zapewnia utrzymanie prawidłowej hemopoezy podczas całego życia osobnicze­
go [37]. Lajtha i McCulloch przed 30 laty zdefiniowali KKM jako komórkę mającą 
zdolność do samoodnowy oraz różnicowania w kierunku komórek progenitorowych 
wszystkich linii hemopoetycznych. Definicja ta podkreślająca z jednej strony zdol­
ność do samoodnowy, a z drugiej nieograniczony potencjał do różnicowania obowią­
zuje do dnia dzisiejszego. Ze względu na fakt, że pula komórek macierzystych musi
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zostać zachowana, dzieląca się KKM odtwarza z powrotem conajmniej jedną komór­
kę macierzystą. Druga z komórek potomnych może się natomiast różnicować w 
kierunku krwiotwórczej komórki ukierunkowanej (KKU) [1, 3, 30, 64].

Krwiotwórcze komórki ukierunkowane (KKU) stopniowo tracą zdolność do 
samoodnowy. Nabywają za to możliwość proliferowania i tworzenia klonów komó­
rek potomnych składających się z elementów komórkowych kilku lub jednej linii 
krwiotwórczej. Ponieważ różnicowanie się KKM w kierunku KKU ma charakter 
stopniowy, to ze względu na ciągłość tego procesu niezwykle trudne jest oddzielenie 
KKM od najwcześniejszych KKU.

We wstępie do pracy należy podkreślić, że w chwili obecnej nie potrafimy jeszcze 
zidentyfikować i wyizolować czystej frakcji ludzkich KKM. Transplantologia hema­
tologiczna nie ma również bezpośredniej metody oznaczania tych komórek w zawie­
sinie komórkowej uzyskanej z narządów krwiotwórczych [37]. Dowodem 
czynnościowym istnienia KKM jest występowanie pełnej repopulacji hemopoezy u 
pacjentów poddanych allogenicznym przeszczepom krwiotwórczym [30, 37]. Stoso­
wane z kolei testy pośrednie polegające na ocenie ich zdolności proliferowania w 
heterologicznych modelach doświadczalnych u myszy SCID [10] oraz owczych 
płodach [74] są czasochłonne i na obecnym etapie jeszcze trudno powtarzalne.

Opisano natomiast zarówno wiele testów czynnościowych, jak i markerów komór­
kowych pozwalających na ocenę oraz izolację ludzkich KKU. Najwcześniejsze KKU 
można badać w testach proliferacyjnych in vitro polegających na ocenie: tzw. komó­
rek inicjujących hodowle długoterminowe szpiku (ang. long term cultures initiating 
cells), komórek tworzących w hodowlach długoterminowych ogniska proliferacji 
(ang. cobblestone area forming cells) oraz za pomocą testu oceniającego wzrost 
kolonii blastycznych tworzonych przez tzw. CFU-Blast [37]. Bardziej zróżnicowane 
KKU oceniamy w testach klonogennych polegających na wzroście komórek ukierun­
kowanych tworzących tzw. klony wieloliniowe (CFU-Mix) bądź jednoliniowe (CFU- 
G, BFU-E, CFU-Meg) [37, 64].

Z punktu widzenia transplantologii KKM odpowiadają za ostateczną, pełną i 
długotrwałą rekonsty tucję hematologiczną po zabiegu, KKU natomiast za tzw. wczes­
ną fazę rekonstytucji biorcy przeszczepu w okresie, zanim KKM nie zaczną jeszcze 
proliferować. Dążąc więc do zapewnienia ciągłości odnowy hematologicznej po 
transplantacji -  przeszczepiane komórki powinny zawierać wystarczającą liczbę 
zarówno KKM i KKU [21, 30].

Potrzeba opracowania wydajnej metody izolowania wymaga poznania biologii 
ludzkich KKM, co poza aspektem czysto poznawczym motywowane jest różnymi 
wskazaniami klinicznymi. Wynikają one z potrzeb:

>- transplantologii hematologicznej, dążącej do wykonywania allogenicznych 
przeszczepień krwiotwórczych frakcją komórek wzbogaconą w KKM,
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>- nowoczesnej onkologii klinicznej polegającej na leczeniu nowotworów wyso­
kimi dawkami radio-chemioterapii i wspomaganiu odnowy hematologicznej prze- 
szczepieniami autologicznych KKM,

>• próbami stymulowania proliferacji KKM w różnych stanach cytopenii pocho­
dzenia szpikowego,

>■ próbami izolowania KKM od komórek macierzystych np. przewlekłej białaczki 
szpikowej,

postępami terapii genowej, gdzie frakcja KKM jest bezpośrednim celem doko­
nania korekty materiału genetycznego komórek we wrodzonych chorobach układu 
krwiotwórczego.

Duży wysiłek wkłada się w poznanie biologii ludzkich KKM. Najważniejsze 
zagadnienia dotyczą poznania oraz praktycznego wykorzystania:

mechanizmów molekularnych odpowiedzialnych za utrzymanie KKM w fazie 
spoczynkowej cyklu komórkowego (G0),

>■ zidentyfikowania pozytywnych i negatywnych mechanizmów oddziaływania 
mikrośrodowiska krwiotwórczego na KKM,

białek biorących udział w transdukcji sygnału w KKM,
>- mechanizmów molekularnych kontrolujących różnicowanie najwcześniejszych 

komórek krwiotwórczych.
Zadaniem prezentowanej pracy jest przedstawienie współczesnej wiedzy dotyczą­

cej najwcześniejszych komórek hemopoetycznych człowieka w świetle potencjalnych 
możliwości jej praktycznego wykorzystania w transplantologii hematologicznej.

METODY W ZBOGACANIA KOMÓREK 
HEMOPOETYCZNYCH CZŁOWIEKA W KKM

Na wstępie należy podkreślić, że do tej pory nie opisano w pełni zadowalającej 
metody ani swoistego markera umożliwiającego izolowanie czystej frakcji ludzkich 
KKM [37]. Stosowane obecnie techniki pozwalają jedynie na znaczne wzbogacenie 
zawiesiny komórek szpiku kostnego, krwi obwodowej lub pępowinowej w frakcje 
KKM [1,3, 13, 19]. Do najważniejszych metod wzbogacania komórek hemopoety­
cznych w KKM zaliczamy:

>• metody immunologiczne oparte na stosowaniu przeciwciał monoklonalnych 
rozpoznających pewne markery wczesnych komórek hemopoetycznych i następo­
wym izolowaniu ich za pomocą: cytofluorometrii przepływowej, immunoabsorbcji 
bądź separacji magnetycznej,

>- techniki elutriacji izolujące komórki w zależności od ich gęstości i wielkości, 
>■ selekcja farmakologiczna eliminująca komórki proliferujące za pomocą cyto- 

statyków -  oszczędzająca natomiast komórki znajdujące się w fazie spoczynkowej 
cyklu komórkowego.
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Techniki cytofluorometrii przepływowej pozwalają na izolowanie wczesnych ko­
mórek hemopoetycznych wzbogaconych w dużym stopniu w KKM. Metody te służą 
w chwili obecnej jedynie do izolowania komórek do celów doświadczalnych [1, 18, 
19]. Zaawansowane są jednak prace nad rozwojem technik takiej separacji na 
makroskalę -  z myślą o uzyskiwaniu wystarczającej liczby komórek dla potrzeb 
transplantologii hematologicznej. Techniki cytofluorometrii przepływowej polegają 
na znakowaniu komórek za pomocą przeciwciał monoklonalnych skierowanych 
przeciwko pewnym powierzchniowym antygenom komórkowym [1, 18, 19, 64]. 
Przeciwciała te znakowane są fluorochromami. Najbardziej przydatnym antygenem 
powierzchniowym występującym na najwcześniejszych ludzkich komórkach hemo­
poetycznych jest glikoproteina CD34. Na komórkach tych występuje również recep­
tor C-KIT. W cytofluorometrii przepływowej wykorzystuje się również pewne 
barwniki, których gromadzenie odzwierciedla zarówno stan proliferacji komórek, jak 
i ich aktywność metaboliczną. Fluorochromem służącym do oceny stanu proliferacji 
komórek jest wiążący się z DNA barwnik Hoechst 33342 (Ho 33342) [37, 64]. Stan 
metaboliczny komórki można z kolei oceniać za pomocą rhodaminy-123 (Rh 123), 
która ma zdolność gromadzenia się w energetycznie aktywnych mitochondriach. 
Zgodnie z obowiązującą definicją KKM nie powinny więc gromadzić barwników 
swoistych dla komórek proliferujących (Ho33342) oraz aktywnych metabolicznie (Rh 
123). Ostatnio pojawiły się doniesienia, że niskie gromadzenie Rh 123 w ludzkich 
najwcześniejszych komórkach hemopoetycznych może być również częściowo wy­
nikiem wysokiej aktywności białka -  pompy oporności wielolekowej obecnej w tych 
komórkach, która usuwa wnikający do cytoplazmy barwnik [64]. Korzystając z 
postępów cytofluorometrii przepływowej Weissman i wsp. określili fenotyp antyge­
nowy ludzkich KKM jako: CD34+, Thy-llow, lin- [1]. Terstappen [19] z kolei uważa, 
że ludzkie KKM mają fenotyp: CD34+, CD38- , CD33- , HLA-DR- , lin-  . Ostatni z 
badaczy sprostował jednak ostatnio swoje wyniki przyznając, iż komórka o podanym 
przez niego fenotypie jest wprawdzie bardzo wczesną komórką hemopoetyczną, lecz 
nie ma zdolności różnicowania się w kierunku komórki macierzystej mikrośrodowi- 
ska hemopoetycznego [18].

Powszechnie przymuje się, że fenotyp ludzkiej KKM jest zbliżony do wzoru 
antygenowego: CD34+, CD38- , CD33- , Thy-llow, CD71", HLA-DR- , CD45RAlow, 
lin , Rh 123 ow, Ho33342low [1, 18, 19, 37, 64]. Zastosowanie do izolowania KKM 
mogą mieć również przeciwciało skierowane przeciwko receptorowi C-KIT. Z ostat­
nio opublikowanych badań wynika, że ekspresja tego receptora na powierzchni 
najwcześniejszych komórek hemopoetycznych jest wysoka [63]. Nie można również 
wykluczyć, że inne markery umożliwiające wydajniejszą izolację KKM czekają 
jeszcze na odkrycie.

Na rysunku 1 przedstawiliśmy przykład znakowania za pomocą przeciwciał mo­
noklonalnych skoniugowanych z fluorochromami wczesnych komórek hemopoety­
cznych człowieka i ich izolowania za pomocą cytofluorometrii przepływowej
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(badania własne). Komórki jednojądrowe szpiku kostnego człowieka pozbawione 
komórek adherentnych i limfocytów T znajdujące się w tzw. regionie zawierającym 
małe limfocyty (rys. 1A - region R2) znakowano za pomocą przeciwciał monoklonal- 
nych skierowanych przeciwko antygenowi CD34 i receptorowi c-kit. Za pomocą 
FACS izolowano następnie komórki najsilniej wybarwione (rys. 1C - region Rl). 
Czystość wyizolowanej populacji wynosiła 99% (rys. ID).

Jak wspomniano, prowadzone są obecnie intensywne prace nad opracowaniem 
wydajnej metody izolowania na makroskalę najwcześniejszych komórek hemopoety- 
cznych człowieka za pomocą cy tofluorometrii przepływowej. W ty m celu próbuje się 
skonstruować nową generację sorterów przepływowych.

W chwili obecnej dla potrzeb transplantologii hematologicznej stosuje się jednak 
i rozwija inne strategie wzbogacania zawiesiny komórek szpiku kostnego i krwi 
obwodowej w KKM. Metody te polegają na izolowaniu komórek mających antygen 
CD34. Jak wspomniano, antygen ten występuje na powierzchni najwcześniejszych 
komórek hemopoetycznych człowieka [65], a przeszczepy frakcji komórek CD34+ 
umożliwiają pełną i długotrwałą rekonstytucję hematologiczną biorców poddanych 
takim zabiegom [65]. W celu izolacji komórki hemopoetyczne znakuje się za pomocą 
przeciwciał monoklonalnych skierowanych przeciwko różnym epitopom antygenu 
CD34 [8]. Przeciwciała anty-CD34+ w zależności od metody mogą być znakowane 
biotyną lub koniugowane z mikrosferami wykonanymi z materiału będącego “super- 
paramagnety kiem”.

Wykorzystując przeciwciała anty-CD34 można izolować frakcję wzbogaconą w 
KKM za pomocą:

>- kolumn awidynowych zatrzymujących komórki znakowane biotynylowanym 
przeciwciałem anty-CD34,

>■ technik absorbcji komórek CD34+ do powierzchni naczyń hodowlanych pokry­
tych przeciwciałem anty-CD34,

>- pola magnetycznego umożliwiającego separację komórek opłaszczonych prze­
ciwciałem anty-CD34 skoniugowanym z mikrosferami wykonanymi z “superpara- 
magnetyku”. Wydajność stosowanych technik jest zbliżona. Z danych literaturowych 
wynika, że odzyskiwanie izolowanych komórek CD34+ z zawiesiny komórek szpiku 
wynosi od 40 do 90%. Czystość frakcji izolowanych komórek CD34+ mieści się z 
kolei pomiędzy 50-90% [8, 64, 65].

Inną strategią wzbogacania zawiesiny ludzkich komórek hemopoetycznych w 
KKM i KKU jest technika elutriacji [64]. Zakładając, że najwcześniejsze komórki 
hemopoetyczne są wielkością zbliżone do frakcji tzw. małych limfocytów stosując 
technikę elutriacji można z zawiesiny komórek szpiku kostnego lub krwi obwodowej 
wyizolować frakcję zawierającą takie komórki. Odsetek KKM i KKU pośród uzyska­
nej metoda elutriacji frakcji małych limfocytów jest oczywiście ciągle niski. Dlatego 
wydaje się, że o ile metodą elutriacji znajdzie szersze zastosowanie kliniczne to 
głównie jako metoda tzw. wstępnej preselekcji komórek dla innych bardziej subtel-
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Rys. 1. Cytogram komórek szpiku kostnego barwionych na obecność antygenu CD 34 i receptora C-KIT 
(badania własne): A -  ocena ugięcia światła na brzegach komórki (FSC) oraz rozproszenia na ziamisto- 
ściach (SSC) umożliwiła zidentyfikowanie regionu R2 zawierającego tzw. małe komórki limfoidalne, 
komórki tego regionu poddano następnie ocenie; B -  komórki z regionu R2 podwójnie wybarwione na 
obecność antygenu CD 34 (przeciwciało znakowane fluoresceiną) oraz receptora C-KIT (przeciwciało 
znakowane fikoerytryną); C -  zaznaczony region R1 zawierający najjaśniejsze podwójnie znakowane 
komórki CD34+, C-KIT-R+, komórki takie sortowano i analizowano za pomocą techniki RT-PCR

nych metod izolacji, np. za pomocą cytofluorometrii przepływowej. Odmienną stra­
tegię doświadczalną izolowania KKM zastosowali z kolei ostatnio Berardi i wsp. [3]. 
Wychodząc z założenia, że komórki te utrzymywane są w fazie G0 cyklu komórko­
wego, do zawiesiny komórek szpiku kostnego dodali 5- fluorouracyl i zastymulowali 
je za pomocą ligandu receptora c-kit (KL) oraz interleukiny-3 (IL-3). Komórki, które 
odpowiedziały na stymulację powyższymi cytokinami, zostały zniszczone cytostaty- 
kiem. Po tygodniu prowadzonej tak inkubacji okazało się, że tylko jedna komórka na
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105 przeżyła selekcję. Komórki te miały morfologię zbliżoną do małego limfocytu. 
Były małe, miały gęstą chromatynę i delikatną otoczkę cytoplazmy wokół jądra. 
Wszystkie znajdowały się w fazie G0 cyklu komórkowego [3]. Za pomocą tzw. 
zmodyfikowanej reakcji RT-PCR stwierdzono, że wykazują one ekspresję genów 
kodujących receptory: C-KIT, IL-1R, IL-6R. Silnej ekspresji ulegał również gen 
kodujący białko gpl30, będące podjednostką przewodzącą sygnał z receptorów dla: 
IL-6, IL-11, LIF i onkostatyny M. W komórkach tych nie stwierdzono natomiast 
ekspresji receptorów dla: EpO i GM-CSF. Ekspresji innych receptorów hemopoety- 
cznych, jak np. receptora dla STK-1L, nie oceniano w cytowanej pracy. Wyselekcjo­
nowane komórki były znacznie wzbogacone w komórki: inicujące hodowle 
długoterminowe (LTCIC) oraz tworzące ogniska proliferacji w hodowlach długoter­
minowych (CAFC). Autorzy nie oceniali jednak potencjału proliferacyjnego wyizo­
lowanych komórek w heterologicznych testach transplantacyjnych u myszy SCID 
bądź płodach owcy.

216 M. Z. RATAJCZAK, W. MARLICZ, J. RATAJCZAK, T. SKÓRSK1

ZDOLNOŚĆ SAMOODNOWY LUDZKICH KKM

Jak wspomniano, jedną z najważniejszych właściwości KKM jest zdolność pozo­
stawania w fazie G0 cyklu komórkowego. KKM po samoodnowieniu wraca prawdo­
podobnie z powrotem do fazy G0 [64, 37], Pomimo że KKM posiadają znaczną 
zdolność samoodnawiania, uważa się jednak, że może być ona ograniczona. Wg 
niektórych badaczy liczba “samoodnowień” KKM nie przekracza prawdopodobnie 
50 podziałów [29,30]. Danych, że potencjał proliferacyjny KKM może się stopniowo 
wyczerpywać w miarę podziałów, dostarczyły badania wykonane na zwierzętach 
doświadczalnych. W modelach z wykorzystaniem przeszczepów krwiotwórczych 
bądź uszkadzeniem układu krwiotwórczego za pomocą powtarzanych cyklów che­
mioterapii wykazano, że KKM mają znaczną, lecz ograniczoną zdolność samoodna­
wiania [26, 29].

Dowodem, że taka sytuacja może mieć miejsce również u człowieka, są badania, 
w których oceniano długość telomerów w ludzkich komórkach hemopoetycznych 
[68]. Telomery są strukturami znajdującymi się na końcu chromosomów. Zbudowane 
są z długich odcinków powtarzających się sekwencji nukleotydów i rola ich polega 
na stabilizowaniu struktury chromosomów. Od dawna wiadomo było, że w wielu 
komórkach somatycznych, np. komórkach nabłonka jelitowego, po każdym z podzia­
łów dochodzi do skrócenia długości telomerów. Obliczono, że każdy podział skraca 
długość telomeru średnio o 50-100 par zasad. Wysunięto hipotezę, że skrócenie 
telomerów poniżej pewnej minimalnej, wymaganej długości destabilizuje strukturę 
chromosomów do tego stopnia, że komórka przestaje się dzielić i rozpoczyna proces 
starzenia. Oceniając długość telomerów w ludzkich wczesnych komórkach hemopoe­
tycznych mających wzór antygenowy CD34+, CD38low, a więc wzbogaconych w
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KKM i KKU stwierdzono, że długość ich faktycznie zmniejsza się z wiekiem. 
Najdłuższe telomery stwierdzono w płodowych komórkach hemopoetycznych uzy­
skanych z wątroby płodowej lub krwi pępowinowej. Podobnie telomery we wczes­
nych komórkach hemopoetycznych ludzi młodych okazały się znacznie dłuższe niż 
u starszych. Zakładając, że proporcjonalne do odbytych podziałów skracanie telome- 
rów ma miejsce również we frakcji KKM -  to w celu utrzymania zapotrzebowania na 
produkcję komórek krwi obwodowej wynoszącą 4 x 1 0  komórek dziennie -  obli­
czono, że jedna ludzka KKM dzieli się średnio raz na 3-4 lata [30, 68]. Mechanizm 
utrzymujący KKM przez tak długi okres w fazie G0 pozostaje ciągle jeszcze pasjonu­
jącą zagadką.

Jak wspomniano, jedna z komórek macierzystych powstała w wyniku podziału 
“rodzicielskiej” KKM może różnicować się w kierunku KKU. Warto nadmienić, że 
obowiązujący model tzw. stochastycznego podziału i różnicowania KKM został 
ostatnio nieco zmodyfikowany przez Ogawe [36]. W modyfikacji tej ograniczono w 
dużym stopniu pośredni udział wielopotencjalnych KKU. Zgodnie z powyższym 
KKM różnicuje się wprawdzie nadal przypadkowo, lecz za to bezpośrednio do jedno- 
lub oligo-liniowej KKU [36].

REGULACJA PROLIFERACJI KKM I KKU 
NA POZIOMIE SUB-KOMÓRKOWYM

Wiedza dotycząca regulacji proliferacji najwcześniejszych komórek hemopoety­
cznych na poziomie subkomórkowym stopniowo się zwiększa. Weryfikacja tych 
danych i uzyskanie dowodów bezpośrednich ciągle są jeszcze utrudnione faktem 
trudności wyizolowania do badań molekularnych czystej frakcji KKM. Stąd nasza 
wiedza jest głównie wynikiem badania ustalonych linii komórkowych lub frakcji 
komórek hemopoetycznych mniej lub bardziej wzbogaconych w KKM.

Identyfikacja genów i ich produktów białkowych biorących udział w regulacji 
proliferacji i różnicowania najwcześniejszych komórek hemopoetycznych ma nie 
tylko znaczenie czysto naukowe, lecz posiada przede wszystkim również ważny 
aspekt praktyczny. Zidentyfikowanie genów^pełniących kluczową rolę w proliferacji 
KKM umożliwi w przyszłości opracowanie nowych strategii terapeutycznych umo­
żliwiających ingerencję w procesy regulujące hemopoezę. Dzięki postępom biotech­
nologii pojawiają się nowe metody oddziaływania na proliferację komórek. Do 
najważniejszych należą: rekombinowane czynniki stymulujące i hamujące, muteiny, 
syntekiny, immunoadhezyny, rekombinowane cząsteczki antagonistów receptoro­
wych, przeciwciała monoklonalne skierowane przeciwko czynnikom wzrostowym i 
ich receptorom oraz oligomery anty sensowe [41, 51, 52],

Spośród różnych strategii identyfikowania i badania genów odpowiedzialnych za 
proliferację komórek hemopoetycznych do najważniejszych zaliczamy:
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>■ identyfikację genów odpowiedzialnych za występujące spontanicznie w przy­
rodzie mutacje powodujące zaburzenia proliferacji komórek hemopoetycznych,

>- efekty biologiczne wywołane nadmierną ekspresją genów w modelu myszy 
transgenicznych,

>- badania oceniające wpływ delecji funkcji poszczególnych genów w wyniku tzw. 
homologicznej rekombinacji,

>• identyfikowanie nowych genów w wyniku konstrukcji tzw. bibliotek substra- 
kcyjnych uzyskanych z komórek hemopoetycznych w różnych fazach cyklu lub 
poddanych stymulacji za pomocą np. czynników wzrostowych.

Ważnym problemem badawczym pozostaje nadal dokładne poznanie mechani­
zmów odpowiedzialnych za utrzymywanie KKM w fazie spoczynkowej G0 cyklu 
komórkowego. Stan ten może być wynikiem:

>~braku stymulacji KKM,
^obecności aktywnego hamowania KKM,
>*wypadkową obydwu wymienionych powyżej procesów.
Autorzy uważają, że najbardziej słuszną wydaje się ostatnia z wymienionych 

możliwości. KKM i KKU odbierają sygnały z mikrośrodowiska. Docierają one 
poprzez receptory powierzchniowe [34]. Receptory pobudzające proliferację można 
podzielić na takie, które mają wewnętrzną aktywność kinazy tyrozynowej (C-KIT, 
STK-1R, CSF-1R itd.) [14, 42] oraz takie, które po pobudzeniu ulegają przejściowej 
interakcji z tzw. cytoplazmatycznymi kinazami tyrozynowymi (EpO R, GM-CSF R, 
IL-3 R, G-CSF R, IL-6 R itd.) [34]. Do najważniejszych kinaz tyrozynowych cyto- 
plazmatycznych należąkinazy: src, fyn, lyn, yes, tec, abl, Jak i Tyk. Należy podkreślić, 
że wyizolowano szereg nowych sekwencji cDNA kodujących receptory powierzch­
niowe mające aktywność kinaz tyrozynowych lub fosfataz. Czekają one na znalezienie 
swoistych ligandów i zbadanie roli, jaką pełnią w hemopoezie.

Pobudzenie receptorów hemopoetycznych powoduje aktywację swoistych białek 
biorących udział w transdukcji sygnału z powierzchni błony komórkowej do jądra. 
Pobudzenie receptorów prowadzi najczęściej do aktywacji szeregu kinaz tyrozyno­
wych, treoninowych i serynowych fosforylujących białka wewnątrzkomórkowe. Po­
budzenie niektórych z receptorów powierzchniowych komórki może również 
wywoływać poprzez aktywację specyficznych fosfataz defosforylację białek [59], 
Repertuar drugich przekaźników wykorzystywanych przez poszczególne receptory w 
transdukcji sygnału często w dużym stopniu się pokrywa [14, 34, 42], Wiadomo, że 
na powierzchni najwcześniejszych komórek hemopoetycznych obok ekspresji recep­
torów dla czynników stymulujących stwierdza się również obecność receptorów 
hamujących hemopoezę. Należy tu wymienić receptory dla: TNF a  i ß, IFN a, ß, y 
czy TGF-ß. Ekspresję powyższych receptorów stwierdziliśmy za pomocą techniki 
RT-PCR w komórkach CD34+ szpiku kostnego człowieka. Na komórkach hemopoe­
tycznych stwierdza się również obecność receptorów o tzw. siedmiu domenach 
przezbłonowych. Przez receptory takie działają chemokiny, np. IL-8 [34].
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Ostatnio zidentyfikowano wiele genów odpowiedzialnych za “aktywne” utrzymy­
wanie komórek eukariotycznych w fazie spoczynkowej G0 [53]. Do najważniejszych 
z nich należą: p53, Rb, pló, p21 oraz p27. Zgromadzono już sporo danych dotyczą­
cych molekularnych podstaw tej inhibicji. Jak wiadomo, aktywacja cyklu komórko­
wego w najwcześniejszych komórkach hemopoetycznych jest kontrolowana przez 
pojawiające się cyklicznie białka, zwane cyklinami. Każda faza cyklu komórkowego 
jest kontrolowana przez inny zestaw cyklin i aktywujących je kinaz. Zgodnie z 
powyższym białko p53 aktywuje np. ekspresję innego białka inhibitorowego p21, 
które jest inhibitorem tzw. kinazy zależnej od cyklin, aktywującej cyklinę D. Cyklina 
D jest odpowiedzialna za wkroczenie komórki w fazę Gj cyklu komórkowego. 
Białko pló hamuje z kolei aktywność innej z kinaz zależnych od cyklin, co pociąga 
za sobą upośledzenie fosforylacji białka Rb. Brak fosforylacji białka Rb powoduje, 
że pozostaje ono w kompleksie inaktywującym czynnik transkrypcyjny E2F [23]. 
Białko E2F jest z kolei niezbędne do aktywacji ekspresji genu c-myc. Uważa się, że 
TGF-ß -  autokrynny inhibitor proliferacji KKM -  oddziałuje hamująco na proliferację 
komórek hemopoetycznych poprzez aktywowanie w komórkach hemopoetycznych 
ekspresji białek p21 i pló [40, 75].

W proliferacji komórek hemopoetycznych i w regulowaniu przejścia fazy Gj/S 
ważną rolę odgrywa białko c-myb i c-myc. Białko c-myb reguluje ponadto ekspresję 
zarówno antygenu CD34, jak i receptora C-KIT we wczesnych komórkach hemopoe­
tycznych [27, 47]. Białko c-myb jest również niezbędne do aktywacji polimerazy a  
-  enzymu odpowiedzialnego za replikację DNA podczas podziałów komórkowych. 
Aktywuje poza tym ekspresję genu cdc-2 -  jednej z kinaz zależnej od cyklin -  która 
kontroluje fazę G2/M cyklu komórkowego [15].

Poznając rolę genów odpowiedzialnych za prawidłową proliferację ludzkich ko­
mórek hemopoetycznych istotnych informacji dostarczają badania identyfikujące 
uwarunkowane genetycznie mutacje -  szczególnie te, które powodują zaburzenia w 
układzie krwiotwórczym. Podobnie ważnych informacji dostarcza analiza zaburzeń 
ekspresji genów wywołanych u zwierząt doświadczalnych za pomocą tzw. homolo­
gicznej rekombinacji lub strategii oligomerów antysensowych. Najważniejsze z nich 
przedstawiono w Tabeli 1.

Powoli zaczynamy poznawać mechanizmy molekularne warunkujące różnicowa­
nie ludzkich wczesnych komórek hemopoetycznych w kierunku poszczególnych linii 
krwiotwórczych. Według Voso i wsp. duża rola przypada tutaj tzw. czynnikom 
transkrypcyjnym, czyli białkom regulującym na poziomie DNA ekspresję innych -  
liniowo specyficznych genów [70]. W tym ujęciu odpowiednie czynniki wzrostowe 
działające na najwcześniejsze komórki hemopoetyczne regulują zmiany w ekspresji 
genów pełniących rolę wewnątrzjądrowych czynników regulujących transkrypcje 
innych genów.

Zgodnie z powyższym uważa się, że indukcja genów kodujących czynniki trans- 
krypcyjne GATA-1 i SCL warunkuje różnicowanie KKU w kierunku erytropoetycz-
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TABELA 1. Ważniejsze przykłady defektów hemopoetycznych będących wynikiem wrodzonych lub 
indukowanych mutacji genetycznych -  dotyczące zaburzeń funkcjonowania KKM i KKU [23, 46, 59,

60,61]

Mutacje wrodzone Mutacje indukowane
C-KIT R, KL, Hcpc, EpOR, NF-E2 c-myb, Rb, vav, src, GATA, STK-1R, N-ras, GAP, 

tal-l/SCL

nym i megakariocytowym [70], Czynnik transkrypcyjny z rodziny c-ets zwany PU.l 
jest z kolei ważnym elementem indukującym różnicowanie w kierunku mielo-mono- 
cytoidalnym. Wykazano, że podczas indukowanego za pomocą GM-CSF różnicowa­
nia komórek CD34+ ekspresja GATA-1 i PU.l jest odwrotnie regulowana. Okazało 
się, że wysoka ekspresja PU.l przy zmniejszeniu ekspresji GATA-1 jest niezbędna 
do zapewnienia wzrostu kolonii tworzonych przez GM-CFU. Podobnie nadmierna 
ekspresja PU.l w erytroblastach blokuje różnicowanie w kierunku erytroidalnym, a 
nadmierna ekspresja GATA-1 w liniach mieloidalnych blokuje różnicowanie w 
kierunku mielo-monocytowym. Dokładne zgłębienie mechanizmów regulujących 
namnażanie najwcześniejszych komórek hemopoetycznych wymaga wiele pracy i 
ciągle jeszcze kryje dużo zagadek.

ZEWNĄTRZKOMÓRKOWA REGULACJA PROLIFERACJI -  
KKM I ICH MIKROŚRODOWISKO

Powstawanie i różnicowanie się komórek hemopoetycznych często przyrównywa­
ne jest do dojrzewania owoców winogron w kiściach krzaku winorośli. Komórki te 
-  podobnie jak trzymane przez pędy na krzaku owoce -  utrzymywane są przez 
molekuły adhezyjne w mikrośrodowisku szpiku kostnego [24, 55]. Z chwilą, gdy 
komórki dojrzewają, uwalniają się i opuszczają szpik kostny wypłukiwane przez 
przepływającą krew. Wiemy, że z prądem krwi opuszcza szpik również pewna pula 
KKU. Liczba KKM przedostająca się ze szpiku do strumienia krwi jest z kolei w 
warunkach prawidłowych niezwykle niska.

Podczas ontogenezy obecność pierwszych KKM można zidentyfikować w wysep­
kach krwiotwórczych pęcherzyka żółtkowego [64]. Następnie w drugim miesiącu 
ciąży głównym narządem hemopoetycznym staje się wątroba płodowa. Począwszy 
od trzeciego trymestru ciąży KKM przemieszczają się z prądem krwi z wątroby do 
kości. Rozpoczyna się hemopoeza szpikowa. Wynika z tego, że przynajmniej w tym 
okresie podczas przemieszczania KKM z wątroby do szpiku krew obwodowa jest 
bogatym źródłem najwcześniejszych komórek hemopoetycznych [22].

W ostatnim trymestrze ciąży, jak i podczas całego życia osobniczego KKM i KKU 
znajdują się w niszach hemopoetycznych w mikrośrodowisku szpiku kostnego. Mi-

http://rcin.org.pl



W CZESNE LUDZKIE KOMÓRKI KRWIOTWÓRCZE W M EDYCYNIE 221

krośrodowisko to składa się z elementów komórkowych, jak i pozakomórkowych. 
Elementy komórkowe to komórki fibroblastoidalne, makrofagi, śródbłonek naczyń, 
osteocyty beleczek kostnych oraz komórki tłuszczowe. Pomiędzy komórkami wystę­
puje substancja międzykomórkowa wypełniona różnymi glikoproteinami. Glikopro- 
teiny te mają epitopy dla niektórych molekuł adhezyjnych występujących na 
powierzchni najwcześniejszych komórek hemopoetycznych oraz mają zdolność wią­
zania i “zagęszczania” w postaci gradientu cząsteczek niektórych czynników wzro­
stowych. Do ważniejszych glikoprotein należy fibronektyna.

W procesach adhezji KKM i KKU do elementów podścieliska istotną rolę odgry­
wają: molekuły adhezyjne z grupy intergryn, receptory dla niektórych czynników 
wzrostowych oraz cząsteczki pewnych antygenów. Opisano, że integryny VLA-4 
(oc4ßl) oraz VLA-5 (a5ßl) odpowiadają za adhezję najwcześniejszych komórek 
hemopoetycznych do cząsteczek fibronektyny oraz molekuł obecnych na komórkach 
śródbłonka naczyniowego [24, 38]. Ważną rolę w procesach adhezji odgrywają 
receptory C-KIT i STK-1R wiążące ligandy występujące m.in. na powierzchni błony 
komórkowej komórek stromalnych. Zgromadzono również dane, że sam antygen 
CD34 odgrywa istotną rolę w procesach adhezji komórek hemopoetycznych do 
sjalogligoprotein podścieliska [2]. Interakcja komórek hemopoetycznych poprzez 
molekuły adhezyjne z elementami podścieliska, jak się obecnie przypuszcza indukuje 
w KKM i KKU aktywność [55]:

>■ kinaz tyrozynowych zależnych od ognisk adhezji (ang.focal adhesion protein- 
tyrosine kinases, tzw. FAK) oraz 

>- kinazy C.
Sygnały indukowane interakcją molekuł adhezyjnych z podścieliskiem prowadzą­

ce do aktywacji kinazy C oraz kinaz FAK mają hamować proces apoptozy w KKM i 
KKU [55]. KKM i KKU znajdujące się w mikrośrodowisku krwiotwórczym znajdują 
się pod wpływem czynników oddziałujących zarówno dodatnio, jak i ujemnie na ich 
proliferację i różnicowanie. Udział czynników wywierających wpływ ujemny był 
często do tej pory niedoceniany [28].

Do tej pory nie poznaliśmy jeszcze wszystkich czynników regulujących wczesne 
etapy hemopoezy. Produkowane są one lokalnie przez komórki podścieliska lub w 
odległych narządach (nerki, wątroba) i z prądem krwi docierają do szpiku. Do 
najważniejszych należą: KL, STK-1L, IL-1, IL-3 oraz IL-6. Z badań Berardi i wsp., 
jak i obserwacji własnych (rys. 2) wynika, że ekspresja tych receptorów jest wykry­
walna faktycznie za pomocą techniki RT-PCR w najwcześniejszych ludzkich komór­
kach hemopoetycznych [3].

Szczególną uwagę warto poświęcić czynnikom hemopoetycznym działającym 
poprzez receptory obdarzone wewnętrzną aktywnością kinazy tyrozynowej. Do grupy 
tej należą: KL, STK-1L, IGF-I, insulina, bFGF oraz CSF-1 [16, 25, 42, 45, 47].

KL jest z jednym z najważniejszych, poznanych do tej pory czynników hemopoe­
tycznych regulujących proliferację KKM i KKU [42, 27]. Jak wspomniano, uważa
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Rys. 2. Analiza za pomocą techniki RT-PCR ekspresji wybranych receptorów mających wewnętrzną 
aktywność kinazy tyrozynowej w ludzkich komórkach CD34+ C-K1T-R+ -  sortowanych za pomocą 
cytofluorometru przepływowego z regionu R1 (rys. 1) (badania własne); pozycja 1 -  mRNA uzyskane 
z komórek CD34+ C-KIT-R+’ pozycja 2 -  kontrola pozytywna reakcji RT-PCR, pozycja 3 -  kontrola 
negatywna reakcji RT-PCR, <}> -  marker DNA; produkty reakcji RT-PCR po przeniesieniu z żelu 

agarozowego na membranę nylonową hybrydyzowały ze swoistymi sondami

się, że występuje on na powierzchni najwcześniejszych ludzkich KKM. U myszy 
wrodzone mutacje receptora (locus w), jak i jego ligandu (locus sl) powodują zabu­
rzenia w proliferacji najwcześniejszych komórek hemopoetycznych manifestujące się 
fenotypowo anemią makrocytową, basofilopenią oraz niedoborem eozynofilów. Z 
badań własnych wynika również, że zaburzenie ekspresji receptora STK-1 w ludzkich 
komórkach CD34+ prowadzi do upośledzenia proliferacji komórek inicjujących ho­
dowle długoterminowe szpiku kostnego [42, 62],

http://rcin.org.pl



W CZESNE LUDZKIE KOMÓRKI KRWIOTWÓRCZE W  M EDYCYNIE 223

Udział insuliny, insulinopodobnych czynników wzrostowych (IGF-I, IGF-II) oraz 
bFGF w regulacji najwcześniejszych etapów hemopoezy był wg autorów prezento­
wanej pracy do tej pory przeceniany [42,45]. Myszy z indukowanym doświadczalnie 
wrodzonym defektem receptora IGF-I oraz ligandów IGF-I i IGF-II nie wykazują 
bowiem zaburzeń hemopoetycznych. Jak przedstawiono na rysunkach 2 i 3, z badań 
własnych wynika, że ekspresja receptorów dla IGF-I oraz bFGF na ludzkich komór­
kach CD34+ c-KIT-R+ jest bardzo niska -  poniżej czułości stosowanych metod 
detekcji lub receptory te nie ulegają wogóle ekspresji w najwcześniejszych ludzkich 
komórkach hemopoetycznych. Biorąc pod uwagę pierwszą z możliwości zaburzono 
ekspresję receptorów IGF-I oraz bFGF w najwcześniejszych komórkach hemopoety­
cznych za pomocą oligomerów antysensowych. Okazało się, że oligomery antysen- 
sowe skierowane przeciwko mRNA receptorów dla IGF-I i bFGF nie wpływały na 
proliferację komórek CD34+. Ostatnio udowodniliśmy jednak, że insulina, IGF-I oraz 
IGF-II odgrywają pewną rolę w końcowym dojrzewaniu krwinek układu czerwono- 
krwinkowego, wpływając głównie na proces ich dojrzewania czynnościowego i 
hemoglobinizację.

W ciągu ostatnich dwóch lat pojawiły się doniesienia, że geny kodujące niektóre z 
tzw. wczesnych cytokin (IL-1, STK-1L, KL, IL-3, GM-CSF, TGF-ß) ulegają ekspresji 
w ludzkich najwcześniejszych komórkach hemopoetycznych. Za pomocą techniki 
RT-PCR wykryto bowiem ekspresję: IL-3 i GM-CSF w ludzkich komórkach CD34+ 
krwi pępowinowej [57], ekspresję IL-lß [71] i TGF-ß [6, 75] w komórkach CD34+ 
CD38-  krwi pępowinowej i szpiku kostnego oraz ekspresję KL i STK-1L w komór­
kach CD34+, c-KIT-R+, STK-1R+ szpiku kostnego uzyskanych od dorosłych dawców 
[43,44]. Przemawiałoby to za możliwością istnienia w najwcześniejszych komórkach 
hemopoetycznych autokrynnych pętli o charakterze stymulującym (IL-1, KL, STK- 
1L, IL-3, GM-CSF) bądź hamującym (TGF-ß) pewne etapy proliferacji i różnicowa­
nia [6, 43, 44, 57, 71, 75]. Zaburzenie ekspresji KL w komórkach CD34+ szpiku 
kostnego za pomocą oligomerów antysensowych prowadziło do zmniejszenia ich 
przeżywalności w warunkach tzw. hodowli bezsurowiczych [43, 44]. Udział tzw. 
hemopoetycznych oligopeptydów (tetra i pentamerów) w regulacji ludzkiej hemopoe­
zy wymaga dalszych badań [28]. Wyjaśnienia wymagają szczególnie podstawy 
molekularne ich interakcji z KKM i KKU.

ŹRÓDŁA KOMÓREK HEMOPOETYCZNYCH DO PRZESZCZEPIEŃ

Przeszczepiana zawiesina komórek hemopoetycznych powinna zawierać taką 
liczbę KKM i KKU, która zapewni pełną rekonstytucję hematologiczną biorcy [21, 
30]. Jak wspomniano, odnowę hematologiczną po przeszczepieniu możemy podzielić 
na dwie fazy:

>■ fazę wczesną -  będącą wyrazem proliferacji zawartych w przeszczepie mono- 
i wielopotencjalnych KKU,

>• fazę późną -  za której ustanowienie odpowiedzialne są przeszczepiane KKM.
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Rys. 3. Podwójne barwienie ludzkich komórek jednojądrowych szpiku kostnego na obecność antygenu 
CD34 (FL-1) oraz obecność receptorów o wewnętrznej aktywności kinazy tyrozynowej (FL-2): A -  
przeciwciała: anty-CD34-fluoresceina, anty-C-KIT-R fikoerytryna, B -  przeciwciała: anty-CD34-fluo- 
resceina, anty-receptor insulinowy-fikoerytryna, C -  przeciwciała: anty-CD34-fluoresceina, anty-bFGF- 
R fikoerytryna, D -  przeciwciała: anty-CD34-fluoresceina, anty-IGF-I-R fikoerytryna; jak 
przedstawiono na rysunku na komórkach mających antygen CD34 nie stwierdzono obecności receptorów

dla bFGF oraz IGF-1

Faza wczesna odpowiedzialna jest za złagodzenie objawów klinicznych cytopenii 
występującej w pierwszym okresie po zabiegu. Faza późna jest z kolei wyrazem pełnej 
i długotrwałej rekonstytucji pacjenta po wykonanej transplantacji. Przeszczep powi­
nien zawierać więc wystarczającą liczbę zarówno KKU, jak i KKM. Dowodem 
powodzenia zabiegu obok uzyskania pełnej rekonstytucji hematologicznej przez 
biorcę jest udowodnienie, że dojrzałe elementy morfotyczne krwi występujące w 
szpiku kostnym i krwi obwodowej powstały rzeczywiście z przeszczepionych KKM. 
Dowód taki trudny jest do przedstawienia w przypadku przeszczepień autologicz- 
nych.

W chwili obecnej źródłami komórek hemopoetycznych do przeszczepień są: szpik 
kostny, krew obwodowa oraz krew pępowinowa [21, 20, 35]. Przeszczepy komórek
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krwiotwórczych wątroby płodowej jak do tej pory nie znalazły natomiast szerszego 
zastosowania.

Najszerzej wykorzystywane w transplantologii hematologicznej są oczywiście 
komórki szpiku kostnego. Szpik kostny pobiera się od dawcy drogą wielokrotnych 
aspiracji jam szpikowych. Pobranie komórek szpiku wiąże się więc z reguły z 
koniecznością ich pobrania w warunkach stresu operacyjnego. Dlatego od pewnego 
czasu próbuje się wykorzystać do przeszczepień komórki uzyskane z krwi obwodowej 
[4, 12, 20, 22, 54, 66]. Pobiera się je drogą kilkakrotnie powtarzanych leukoforez -  
czyli separacji komórek jednojądrowych ze strumienia krwi za pomocą specjalnego 
urządzenia. Komórki krwi obwodowej wykorzystywane są coraz częściej w prze- 
szczepieniach autologicznych. Uważa się, że po dopracowaniu technik mobilizacji 
KKM ze szpiku kostnego do krwi obwodowej, jak i ich ekspansji ex vivo krew 
obwodowa może stać się konkurencyjnym wobec szpiku kostnego źródłem komórek 
do przeszczepień.

Coraz poważniejszą rolę jako źródło komórek do przeszczepów u dzieci odgrywa 
krew pępowinowa [35]. Zawiera ona sporo KKM i KKU. Należy pamiętać, że poród 
jest jednym z największych stresów, jakiemu poddawany jest podczas życia organizm 
żywy. Występujące w krwi pępowinowej wczesne komórki hemopoetyczne są pra­
wdopodobnie następstwem stresu porodowego -  powodującego mobilizację wczes­
nych komórek hemopoetycznych ze szpiku do krwi.

Z chwilą opracowania optymalnych protokołów ekspansji krew pępowinowa bę­
dzie mogła znaleźć zastosowanie jako źródło komórek do przeszczepów również u 
dorosłych. Nad zagadnieniem tym pracujemy obecnie.

Ogólnie ujmując w transplantologii hematologicznej niezależnie od źródła pocho­
dzenia komórek hemopoetycznych (szpik, krew) wykorzystuje się coraz szerzej do 
przeszczepień frakcję komórek mających antygen CD34 [65], Selekcja tych komórek:

umożliwia wykonanie zabiegu mniejszą objętością przeszczepianej zawiesiny 
(mniejsze obciążenie pacjenta używanym do krioprezerwacji dwumetylosulfotlen- 
kiem),

prowadzi do usunięcia limfocytów T z przeszczepu i tym samym jest sposobem 
profilaktyki choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi w zabiegach allogenicz- 
nych (wpływ usunięcia limfocytów T na efektywność przyjęcia przeszczepu oraz 
reakcję przeszczep przeciwko nowotworowi wymaga dalszych badań),

>- umożliwia oddzielenie komórek nowotworowych tych guzów, które nie mają 
antygenu CD34 na powierzchni od przeszczepianych komórek hemopoetycznych, 

^umożliwia poddanie ekspansji komórek CD34 oraz wykorzystanie ich w 
zabiegach terapii genowej.
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KREW OBWODOWA JAKO ŹRÓDŁO KKM DO PRZESZCZEPIEŃ

Porównując model hemopoezy do dojrzewania winogron na krzaku wspomnieli­
śmy, że dojrzałe komórki wypłukiwane są do krwi obwodowej przez przepływający 
przez jamy szpikowe strumień krwi. Wraz z komórkami dojrzałymi do krwi obwodo­
wej wnika również pewna liczba KKU.

Jak wspomniano, odsetek KKM przedostający się do krwi obwodowej jest w 
warunkach prawidłowych bardzo niski. Jak wspomniano, trudno jest ocenić liczbę 
KKM występujących w krwi obwodowej [20, 22]. Dowodem czynnościowym, że 
występują tam rzeczywiście, są wyniki pomyślnych allotransplantacji u zwierząt 
doświadczalnych. W przypadku człowieka krew obwodowa stosowana była głównie 
w przeszczepieniach autologicznych. Pojawiają się jednak już pierwsze wyniki zabie­
gów w układzie allogenicznym. Dane dotyczące występowania chimeryzmu hema­
tologicznego u biorców allogenicznych komórek krwi obwodowej są jednak jak do 
tej pory jeszcze zbyt skąpe.

Znacznie łatwiej można natomiast ocenić w krwi obwodowej przedział KKU. 
Oceniając ich zawartość stwierdzono, że komórki jednojądrowe krwi obwodowej 
zawierają od 1/10 do 1/100 CFU-GM i BFU-E obecnych pośród komórek jednoją- 
drowych szpiku kostnego. Z drugiej strony antygen CD34 będący markerem wczes­
nych komórek hemopoetycznych, występujący na powierzchni l^ ł%  komórek 
jednojądrowych szpiku kostnego jest obecny jedynie na 0,01-0,4% komórek jedno- 
jądrowych krwi obwodowej [20, 22].

Jak wynika z przytoczonych danych, stężenie najwcześniejszych komórek hemo­
poetycznych pośród komórek krwi obwodowej jest niskie. Z tego względu stosuje się 
dwie strategie pozwalające na zwiększenie liczby wczesnych komórek hemopoetycz­
nych w krwi obwodowej. Są to:

>- techniki polegające na mobilizacji KKM i KKU ze szpiku kostnego do krwi, 
>■ metody ekspansji ex vivo pobranych z krwi komórek CD34+.
Za pomocą technik mobilizacji można zwiększyć liczbę KKM i KKU w krwi 

obwodowej 100-500-krotnie. Przed 20 laty Chervenick stwierdził, że liczba komórek 
progenitorowych we krwi zwiększa się w okresie wystąpienia odnowy hematologicz­
nej po podaniu cyklofosfamidu [7]. Cyklofosfamid jest obecnie najczęściej stosowa­
nym cytostatykiem służącym do mobilizacji KKM i KKU. Pacjent otrzymuje 
powyższy lek i w okresie odnowy hematologicznej wykonuje się w odstępach czaso­
wych kilkakrotnie zabiegi leukoferezy krwi obwodowej.

Drugim ze sposobów mobilizacji -  szczególnie wtedy, gdy myśli się o pobraniu 
komórek od zdrowego dawcy do przeszczepień allogenicznych, są cytokiny. W 
1988 r. Sociński stwierdził, że liczba KKU zwiększa się we krwi obwodowej u 
pacjentów po podaniu GM-CSF [63]. Obecnie udoskonala się protokoły mobilizacji. 
Stosowane są również różne kombinacje cytostatyków i cytokin [39]. Cytokiny 
próbuje się stosować sekwencyjnie: najpierw wczesne (KL lub GM-CSF), a następnie
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tzw. późne (G-CSF). Udowodniono, że KL mobilizuje wczesne komórki hemopoety- 
czne zmniejszając prawdopodobnie na ich powierzchni ekspresję molekuł adhezyj- 
nych z grupy integryn. Na uwagę zasługują również próby mobilizacji wczesnych 
komórek szpiku u małp wykonane przez Papayannopoulou & Nakamoto. Badacze ci 
mobilizowali z dobrym skutkiem KKM i KKU szpiku do krwi obwodowej za pomocą 
przeciwciał mnoklonalnych skierowanych przeciwko integrynie VLA4 [38]. W 
zmniejszeniu ekspresji integryn na powierzchni wczesnych komórek hemopoetycz­
nych mogą znaleźć zastosowanie również oligomery antysensowe skierowane prze­
ciwko mRNA kodującemu odpowiednie białka molekuł adhezyjnych. Ostatnio 
pojawiły się jednak dane, że wczesne komórki hemopoetyczne mobilizowane za 
pomocą zablokowania czynności integryn mogą posiadać utrudnione możliwości 
wszczepienia, co powoduje, że krążą one “bezdomnie” we krwi [73].

W tabeli 2 podsumowano najważniejsze sposoby mobilizacji wczesnych komórek 
hemopoetycznych ze szpiku kostnego do krwi obwodowej.

Z opublikowanych ostatnio danych wynika, że mobilizowane komórki CD34+ 
krwi obwodowej różnią się od komórek CD34+, które występują we krwi w warun­
kach prawidłowych tym, że mają mniejszą ekspresję receptora c-kit, antygenu CD71 
(receptor transferynowy) oraz gromadzą mniej rodaminy 123. Mniejsza ekspresja 
dwóch ostatnich może świadczyć o znacznym odsetku komórek bardzo wczesnych 
[67]. Z drugiej strony Murray i wsp. donieśli, że komórki CD34+ Thy-1+ lin-  krwi 
obwodowej mobilizowane ze szpiku kostnego za pomocą GM-CSF i G-CSF zawie­
rają komórki mogące ustanowić długotrwałą hemopoezę i limfopoezę po przeszcze­
pieniu myszom SCID [32].

Inna strategia pozwalająca na zwiększenie liczby wczesnych komórek hemopoe­
tycznych w uzyskanej zawiesinie komórek krwi obwodowej jest ich ekspansja ex vivo 
w warunkach hodowli.

TABELA 2. Różne metody mobilizacji wczesnych komórek hemopoetycznych ze szpiku kostnego do
krwi obwodowej

1. Cytostatyki cyklofosfamid
etopozyd
cisplatyna
kombinacje cytostatyków

2. Cytokiny G-CSF, GM-CSF, IL-3, KL 
IL-11 ?, IL-8?
kombinacje cytokin: G-CSF+ KL

3. Kombinacja cytostatyku + cytokina

4. Oddziaływanie na przeciwciała monoklonalne
molekuły adhezyjne oligomery antysensowe?
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METODY EKSPANSJI KKM

Technika ekspansji polega na próbie namnożenia poza organizmem w warunkach 
hodowli in vitro frakcji najwcześniejszych komórek hemopoetycznych. Opracowano 
różne modyfikację tej techniki [5, 6, 17, 56, 58, 69]. Najczęściej poddawane są 
ekspansji wyizolowane komórki mające antygen CD34. Niektórzy badacze uważają, 
że dodatek komórek terminalnie zróżnicowanych może niekorzystnie wpływać na 
namnażanie komórek CD34+. Pożywka hodowlana zmieniana jest okresowo lub w 
sposób ciągły za pomocą specjalnych biogeneratorów. W niektórych modelach dno 
naczyń hodowlanych pokryte jest napromienionymi ludzkimi lub heterologicznymi 
komórkami pochodzącymi z różnych linii stromalnych podścieliska szpiku kostnego. 
Do pożywki dodawane są odpowiednie kombinacje czynników wzrostowych mają­
cych za zadanie stymulować proliferację. Zadaniem ekspansji jest namnożenie jak 
największej liczby wczesnych komórek hemopoetycznych przy założeniu, że postę­
pując w ten sposób nie zwiększamy puli komórek dojrzałych oraz KKU kosztem 
wyczerpania potencjału proliferacyjnego KKM i zmniejszenia ich liczby.

Dlatego tak ważne znaczenie ma odpowiedni dobór czynników wzrostowych. 
Czynniki te powinny zachować zdolność do samoodnawiania KKM oraz nie prowa­
dzić do terminalnego różnicowania KKU [72]. Kombinacja czynników wzrostowych 
nie powinna również powodować różnicowania KKU w kierunku jednej z linii 
hemopoetycznych kosztem innych [9]. Ze względu na powyższe na szczególną uwagę 
zasługują badania Muench i wsp., którzy udowodnili w modelu mysim, że dodanie do 
komórek szpiku poddawanych ekspansji mieszaniny: KL +IL-lß + IL-3 zwiększało 
liczbę KKU nie prowadząc jednocześnie do upośledzenia potencjału proliferacyjnego 
KKM [31].

Jak wspomniano, różne grupy autorów stosują jednak różne kombinacje czynni­
ków wzrostowych. Brugger i wsp. zalecają np. mieszaninę: KL + IL-1 ß + IL-3 + EpO 
+ IFN-y [5]. Wydaje się jednak, że wprowadzenie EpO może powodować różnico­
wanie KKU w kierunku erytropoetycznym [9]. Z drugiej strony IFN-y z kolei jest 
inhibitorem wzrostu klonalnego in vitro KKU. Dlatego też Henschler i wsp. stosują 
podobny zestaw czynników wzrostowych, lecz pozbawiony IFN-y [17]. Sato i wsp. 
zalecają z kolei do ekspansji mieszaninę: KL + GM-CSF + IL-6 + G-CSF [56]. 
Wprowadzenie G-CSF może jednak powodować wybiórcze różnicowanie KKU w 
kierunku granulopoezy [9].

Udoskonalając techniki ekspansji musimy pamiętać o tym, że niezwykle trudno 
jest odtworzyć warunki mikrośrodowiska krwiotwórczego, jakie panują w żywym 
organizmie in vivo. Nie ulega jednak wątpliwości, że protokoły ekspansji będą ulegały 
optymalizacji. Praktyczne zastosowanie znajduje powoli sklonowany niedawno 
wczesny hemopoetyczny czynnik wzrostowy, jakim jest STK-1L [11].

Oryginalną strategię zwiększenia ekspansji ludzkich komórek CD34+ CD38-  
zaproponował ostatnio Hatzfeld i wsp. [6]. Badacze ci w warunkach eksperymenta!-
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nych zablokowali wewnętrzną, autokrynną pętle hamującą proliferację -  jaką jest os 
TGF-ß - TGF-ß receptor -  za pomocą swoistych oligomerów antysensowych skiero­
wanych przeciwko mRNA TGF-ß. Równie efektywne okazały się przeciwciała 
monoklonalne wiążące wydzielany do medium hodowlanego TGF-ß. Strategia ta 
będąca przykładem odblokowywania mechanizmów hamujących proliferację może 
obok prób stymulacji znaleźć praktyczne zastosowanie w próbach ekspansji ex vivo 
ludzkich KKM.

Na uwagę zasługują również próby krótkotrwałej stymulacji przeszczepianych 
KKM i KKU w okresie poprzedzającym zabieg. Stwierdzono bowiem, że trzydniowa 
stymulacja komórek szpiku in vitro za pomocą IL-3 i GM-CSF przyspieszała rekon­
stytuuję hematologiczną po zabiegu [33]. Podobnie kilkudziesięciogodzinna stymu­
lacja komórek CD34+ przed zamrożeniem za pomocą mieszaniny: KL + IL-1 ß + IL-3 
zwiększała potencjał proliferacyjny komórek po rozmrożeniu [49, 50].

Podsumowując, stymulacja komórek szpiku in vitro przed przeszczepieniem jest 
znacznie tańsza i bezpieczniejsza niż ogólnoustrojowe podawanie cytokin po zabiegu. 
Strategia taka mogłaby umożliwić zredukowanie dawek cytokin podawanych pacjen­
tom po przeszczepieniu w celu uzyskania przyspieszenia odnowy hematologicznej. 
Zespół nasz pracuje obecnie nad opracowaniem optymalnych protokołów takiego 
postępowania.

PODSUMOWANIE

Celem pracy było przybliżenie czytelnikowi postępów dotyczących biologii naj­
wcześniejszych komórek hemopoetycznych, metod ich izolacji, jak i praktycznego 
wykorzystania w medycynie klinicznej. Wiele wskazuje na to, że przeszczepy uzy­
skanych ze szpiku, krwi obwodowej lub krwi pępowinowej KKM w połączeniu z 
ekspansją in vitro staną się rutynowym postępowaniem w transplantologii hematolo­
gicznej XXI wieku.

Zanim to nastąpi, należy dopracować optymalne techniki identyfikowania i izolacji 
ludzkich KKM. Poznanie mechanizmów regulujących ich samoodnawianie i różnico­
wanie pozwoli z kolei na optymalizację protokołów ekspansji KKM w warunkach 
hodowli in vitro. Dalszych badań wymaga indukowanie w przeszczepianych komór­
kach efektu: przeszczep przeciwko nowotworowi. W tym kontekście na szczególną 
uwagę zasługują próby ekspansji w komórkach CD34+ krwi obwodowej prezentują­
cych antygen komórek dendrytycznych [13]. Komórki takie po uczuleniu “m vitro” 
antygenami nowotworowymi i podaniu z powrotem pacjentowi mogłyby skuteczniej 
indukować antynowotworową odpowiedź immunologiczną. Jak widać na podanym 
przykładzie, frakcja KKM będzie coraz częściej poddawana różnym procedurom 
terapii genowej. Przed hematologią eksperymentalną, biologią molekularną, immu­
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nologią oraz transplantologią kliniczną stanęło wiele pasjonujących do rozwiązania 
zagadnień.
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TOPOIZOMERAZY DNA -  ROLA BIOLOGICZNA 
I MOŻLIWOŚĆ WYKORZYSTANIA 

W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ

DNA TOPOISOMERASES -  ITS BIOLOGICAL ROLE 
AND POTENTIAL USE IN ANTITUMOR TERAPY

Jolanta FERTAŁA

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Thomas Jefferson University,
Philadelphia, USA

Streszczenie.Topoizomerazy DNA są enzymami katalizującymi zmiany w strukturze przestrzennej DNA 
poprzez powstawanie pęknięcia, a następnie odtworzenie wiązania dwuestrowego w łańcuchu DNA. 
Enzymy te występują powszechnie i odgrywają ważną rolę w procesach replikacji, transkrypcji i 
rekombinacji DNA. We wszystkich reakcjach katalizowanych przez topoizomerazy DNA pęknięcie 
łańcucha DNA wiąże się z powstaniem przejściowego kompleksu enzym-DNA, w którym oba kompo­
nenty połączone są kowalencyjnie. W oparciu o liczbę przecinanych łańcuchów DNA wyróżnia się dwie 
grupy topoizomeraz: topoizomerazy typu I przecinające jeden łańcuch i topoizomerazy typu II przeci­
nające dwa łańcuchy DNA. Przez wiele lat topoizomerazy DNA były przedmiotem badań biologów 
molekularnych. Od czasu, kiedy stwierdzono udział tych enzymów w mechanizmie działania niektórych 
leków przeciwnowotworowych, stały się one również obiektem zainteresowań farmakologów i klinicy­
stów. Poniższa praca omawia wyniki dotychczasowych badań nad topoizomerazami DNA i możliwo­
ściami ich wykorzystania w terapii przeciwnowotworowej.

Summary. DNA topoisomerases are enzymes which alter the topology of the DNA trough a mechanism 
involving the transient breakage and rejoining of a phosphodiester bond in the DNA backbone. These 
enzymes are ubiquitous, having been found in all organisms examined to date, and are important in 
cellular processes, including replication, transcription and recombination. In all DNA topoisomerases 
reactions, cleavage of the DNA is accompanied by the formation of a covalent enzyme-DNA interme­
diate. A DNA strand or duplex is then passed through the break, followed by the reformation of the 
original phosphodiester bond. Two classes of DNA topoisomerases are distinguished on the basis of 
how many DNA strands they transiently cleave; type I enzymes break one strand of a DNA duplex while 
type II enzymes cleave both DNA strands. For many years DNA topoisomerases attracted the attention 
of biochemists and molecular biologists due to the important roles they play in cellular processes
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involving DNA. Since they were recognized as a cellular targets for anticancer drugs they are now viewed 
with increasing interest by pharmacologists and clinicians as well. This review focuses on the exciting 
studies of the DNA topoisomerases and the mechanism of antitumor-drug-induced cytotoxity.

Badania nad topoizomerazami zostały zainspirowane stwierdzeniem konieczności 
zmiany struktury przestrzennej DNA podczas replikacji. W 1969 r. wykazano, że 
ekstrakty komórkowe z Escherichia coli dodane do superhelikalnego DNA powodo­
wały jego relaksację. Początkowo przypuszczano, że enzymami odpowiedzialnymi 
za relaksację superhelikalnego DNA są endonukleazy i ligazy DNA. Jednakże po 
izolacji i oczyszczeniu białka stwierdzono, że pojedynczy enzym jest w stanie prze­
prowadzić całą reakcję.

Początkowo enzym ten nazwano białkiem co, a nastpnie bakteryjną topoizomerazą 
DNA.

SUPERHELIKALNE DNA

Jedną z cech przestrzennej organizacji komórkowego DNA wynikającą z jego 
dwuniciowej struktury oraz charakteru przemian, jakim podlega, jest tworzenie form 
superhelikalnych. Występowanie tych struktur jest typowe dla stosunkowo niewiel­
kich kolistych cząsteczek DNA wirusowego, bakteryjnego, mitochondrialnego oraz 
DNA występującego w chloroplastach. DNA zawarte w jądrach komórek eukarioty­
cznych również zawiera odcinki o strukturze superhelikalnej.

Pojmowanie przestrzennej organizacji superheliksu DNA często jest intuicyjne, 
toteż wprowadzenie podstawowych pojęć opisujących jego strukturę ułatwi poznanie 
przemian, jakim podlega.

Na podstawie badań fizyko-chemicznych oraz przy udziale mikroskopii elektro­
nowej stwierdzono występowanie form superhelikalnych o różnej geometrii [1, 40]. 
W celu scharakteryzowania parametrów określających organizację superheliksu, to 
jest stopnia oraz kierunku skrócenia, wprowadzono pojęcie liczby opleceń (ang. 
linking number) LkQ. Wielkość ta spełnia równanie: LkQ= A/10,5, gdzie N  jest 
długością łańcucha DNA wyrażoną liczbą nukleotydów, podzieloną przez ilość nu- 
kleotydów przypadających na jeden skrót łańcucha DNA w warunkach stan­
dardowych.

W celu lepszego zrozumienia omawianych zależności należy prześledzić poniższy 
przykład. Jeżeli odcinek liniowego DNA zostanie połączony w zamknięty obwód, to 
liczba opleceń obu łańcuchów DNA względem siebie będzie odpowiadać liczbie 
opleceń obu łańcuchów w wyjściowej, liniowej formie. Jeżeli natomiast przed połą­
czeniem końców liniowe DNA ulegnie skróceniu o dowolną liczbę pełnych obrotów, 
to liczba opleceń obu łańcuchów w powstałym superheliksie ulegnie zwiększeniu lub 
zmniejszeniu w zależności od tego, w którą stronę heliks DNA uległ skróceniu. 
Zmienioną liczbę opleceń nazywamy Lk. Jeżeli ALk -  Lk -  Lk0 jest dodatnia,
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superheliksjest prawoskrętny, jeżeli jest ujemna-lewoskrętny. Gdy ALk = Lk0, DNA 
znajduje się w formie zrelaksowanej (ang. relaxed DNA).

TOPOIZOMERAZY DNA

Występowanie superhelikalnego DNA stwarza konieczność zmiany jego struktury 
w procesach replikacji, transkrypcji oraz rekombinacji. Enzymami katalizującymi 
zmiany struktury przestrzennej superhelikalnych form DNA są topoizomerazy. Me­
chanizm działania tych enzymów polega na przecięciu jednego lub dwóch łańcuchów 
heliksu, przemieszczeniu przeciętych łańcuchów, a następnie odtworzeniu wiązań 
fosfodwuestrowych. Efektem działania topoizomeraz jest powstawanie topoizome- 
rów DNA różniących się liczbą opleceń. W zależności od liczby przecinanych 
łańcuchów DNA wyróżniono dwie grupy topoizomeraz: topoizomerazy typu I prze­
cinające jeden łańcuch DNA i topoizomerazy typu II, przecinające dwa łańcuchy DNA 
[1,20,41].

Pierwszy enzym należący do grupy topoizomeraz został odkryty w komórkach 
Escherichia coli przez J. Wanga w 1971 r. [44]. Od tego czasu scharakteryzowano 
wiele topoizomeraz zarówno w organizmach prokariotycznych, jak i eukariotycz­
nych. Topoizomerazy różnią się między sobą zarówno pod względem fizycznym 
(wielkość, ilość podjednostek), jak i biochemicznym (wymagana obecność ATP lub 
jonów dwudodatnich). Charakterystykę prokariotycznych i eukariotycznych topoi­
zomeraz przedstawiono w tabeli I.

Topoizomeraza I występuje w komórkach proliferujących i znajdujących się w 
fazie stacjonarnej, jej zawartość jest jednakowa we wszystkich fazach cyklu komór­
kowego [14, 19]. Topoizomerazy typu I w organizmach eukariotycznych są mono­
merami o masie molekularnej około 100 kD: ludzka -  100 kD, drożdżowa 90 kD, 
Drosophila melanogaster -  135 kD [41].

Ciąg reakcji katalizowanych przez topoizomerazę I rozpoczyna przecięcie jednego 
łańcucha DNA. Przecięcie DNA katalizowane przez topoizomerazę I jest wynikiem 
odwracalnej reakcji transestryfikacji, w której kowalencyjne wiązanie dwuestrowe w 
DNA jest przeniesione na tyrozynę (tzw. aktywna tyrozyna) [4, 24, 33], w wyniku 
czego powstaje tzw. kompleks przecinalny DNA-enzym (ang. cleavable complex) 
[23,26, 36]. Przez miejsce przecięcia przechodzi komplementarna nić DNA, po czym 
dzięki wykorzystaniu energii wiązania dwuestrowego tyrozyny następuje połączenie 
końców przeciętego łańcucha DNA. W wyniku tego procesu powstaje nowa forma 
topologiczna superhelikalnego fragmentu DNA różniąca się liczbą opleceń o jeden w 
porównaniu z formą wyjściową. Mechanizm działania topoizomerazy I przedstawio­
no na rysunku 1.

Eukariotyczna topoizomeraza II składa się z dwóch jednakowych podjednostek, 
których masa molekularna w zależności od organizmu wynosi od 166 kD do 175 kD
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TABELA I. Charakterystyka prokariotycznych i eukariotycznych topoizomeraz DNA

Topoizomeraza

Bakteryjna Eukariotyczna

Typ I Typ II Typ I Typ II

Relaksowanie superheliksów prawoskrętnych a + + +
Relaksowanie superheliksów lewoskrętnych + b + +
Tworzenie superheliksów negatywnych - + - -
Wymaganie ATP - +C j +
Wymaganie jonów dwudodatnich (np. Mg) + + U +
Koniec DNA łączący się z aktywną tyrozyną 5’-P 5’-P 3’-P 5’-P
Podjednostki6 M A2B2 M D

aBakteryjna topoizomeraza I relaksuje pozytywnie skręcone DNA tylko w rejonach niesparowanych 
(np. w miejscu występowaniaheterodupleksów DNA);b-bakteryjna topoizomeraza II (gyraza) relaksuje 
negatywnie skręcone DNA tylko w nieobecności ATP, c -  negatywnie skręcone DNA może być 
relaksowane przy braku ATP, jednak proces przebiega znacznie wolniej; d -  jony Mg2+ stymulują 
działanie eukariotycznej topoizomerazy I;e -  M-monomer; A, B -  różne podjednostki, D -  homodimer

[40]. W przeciwieństwie do topoizomerazy I ilość topoizomerazy II zmienia się w 
zależności od fazy cyklu komórkowego i jest jej najwięcej w fazie S. Występuje w

Rys. 1. Mechanizm działania topoizomerazy I (wg Batesa i Maxwella [1])
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Rys. 2. Mechanizm działania topoizomerazy II, model “klamry” zaproponowany przez Rocę i Wanga
[35]

dużych ilościach w komórkach proliferujących, natomiast w komórkach stacjonar­
nych jest prawie niewykrywalna [13,14,19]. Topoizomeraza II katalizuje przecięcie 
obu nici DNA i łączy się kowalencyjnie z końcami 5’ komplementarnych nici tworząc 
przejściowy kompleks przecinalny. Przy udziale ATP przez powstałe przecięcie DNA 
przemieszcza się drugi dwuniciowy łańcuch DNA, po czym następuje odtworzenie 
wiązań fosfodwuestrowych, co jak w przypadku topoizomerazy I zachodzi kosztem 
wiązań DNA-enzym. W wyniku tego procesu powstaje topoizomer DNA o zmienio­
nej o 2 liczbie opleceń. Działanie topoizomerazy II starają się wyjaśnić Roca i Wang

[34, 35] wnioskując na podstawie da-

Rys. 3. Zmiany w strukturze przestrzennej DNA 
katalizowane przez topoizomerazę II (wg Maxwel- 

la i Gellerta [28])

nych z mikroskopu elektronowego, że 
dwie podjednostki enzymu tworzą stru­
kturę podobną do klamry (ang. protein 
clamp). Model ten (rys. 2) zakłada, że 
dwie podjednostki enzymu przyłączają 
się do dwuniciowego heliksu G i przeci­
nają go. Cały kompleks przecinalny 
DNA-enzym tworzy rodzaj otwartej 
klamry, do której dostaje się drugi dwu­
niciowy heliks T. Przyłączenie się ATP 
do enzymu powoduje, że klamra zamy­
ka się i w jej wnętrzu następuje przemie­
szczenie heliksu T przez miejsce 
pęknięcia w heliksie G. Model ten w 
dużym stopniu wyjaśnia mechanizm 
działania topoizomerazy II, jednak nie 
wiadomo, w jaki sposób enzym wyko­
rzystuje ATP do transportu jednego łań­
cucha DNA przez pęknięcie drugiego 
[35]. Topoizomeraza II poprzez swój 
mechanizm przecinania obu nici DNAhttp://rcin.org.pl
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umożliwia zachodzenie następujących procesów prowadzących do zmiany w prze­
strzennej strukturze DNA:

-  relaksację prawoskrętnych i lewoskrętnych superheliksów,
-  łączenie superheliksów w formy przypominające połączone ogniwa łańcucha 

oraz przeprowadzanie odwrotnego procesu (catenation, decatenation),
-powstawanie węzłów oraz ich “rozsupływanie” (knotting, unknotting) [1, 20,28, 

40, 41].
Schematyczny przebieg wymienionych procesów przedstawiono na rysunku 3.

UDZIAŁ TOPOIZOMERAZ W PROCESACH TRANSKRYPCJI, 
REPLIKACJI I REKOMBINACJI

Wang uważa, że topoizomerazy są jedynymi czynnikami mającymi zdolność 
relaksowania superhelikalnego DNA w komórkach podczas procesów transkrypcji, 
replikacji i rekombinacji [42]. Podczas transkrypcji, w czasie przesuwania się kom­
pleksu transkrypcyjnego wzdłuż heliksu DNA powstają dwie superhelikalne dome­
ny: prawoskrętna przed i lewoskrętna za przesuwającą się polimerazą RNA (rys. 4). 
Uważa się, że topoizomeraza I powoduje usuwanie powstających w tym procesie 
skrótów DNA [42]. Zaobserwowano wzmożone przyłączanie się tego enzymu do 
DNA w obrębie genów podczas ich transkrypcji. Ostatnie doniesienia [29] wskazują 
również na rolę topoizomerazy I w aktywacji i represji transkrypcji.

Topoizomerazy I i II biorą również udział w replikacji DNA [11, 45]. Podczas 
przesuwania się widełek replikacyjnych następuje nagromadzenie prawoskrętnych 
opleceń łańcuchów matrycowego DNA (rys. 5 A, B). Przy udziale topoizomeraz 
nagromadzone skróty DNA są relaksowane. Powstałe w wyniku replikacji nowe 
heliksy DNA skręcone są wokół siebie w sposób pokazany na rysunku 5 C. Separacja 
powstałych heliksów DNA odbywa się dzięki działaniu topoizomerazy II. Obecność 
tego enzymu jest także niezbędna podczas rozchodzenia się chromatyd siostrzanych 
w mitozie. Brak aktywności topoizomerazy II w czasie mitozy prowadzi do uszkodzeń 
chromosomów i śmierci komórki [5, 6, 15, 16].

Przecinanie łańcuchów DNA i zdolność ich ponownego łączenia sprawia, że 
działanie topoizomeraz jest pod tym względem podobne do reakcji katalizowanych 
przez integrazy -  enzymy charakterystyczne dla faga X. Integrazy biorą udział w 
procesach rekombinacji zachodzących w specyficznych miejscach DNA [21, 43] 
Sposób działania topoizomeraz różni się tym, że w procesie, który katalizują, dochodzi 
do rozszczepienia wiązania fosfodwuestrowego, a następnie jego odtworzenia w 
obrębie tego samego łańcucha DNA. Integrazy zaś łączą koniec 3’ przeciętego 
łańcucha z końcem 5’ innego przeciętego łańcucha DNA. W związku z tym rekom- 
binazy te zostały zaklasyfikowane do grupy transferaz łańcuchów DNA. W pewnych 
warunkach transferazy te mogą działać podobnie do topoizomeraz i vice versa [43].
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Rys. 4. Powstawanie dwóch domen superhelikal- 
nych podczas transkrypcji odcinka DNA “zakotwi­
czonego” w dwóch miejscach w jądrowym matrix 
(wg Wanga [42]): (A) przesuwająca się wzdłuż 
DNA polimeraza RNA (RNAP) nie może obracać 
się wokół osi heliksu, ponieważ tworzy zbyt duży 
kompleks z mRNA; podczas transkrypcji heliks 
DNA obraca się wokół własnej osi (B), w wyniku 
czego dochodzi do powstania prawoskrętnego su- 
perheliksu przed i lewoskrętnego superheliksu za 
przesuwającą się RNAP (C), powstające podczas 
tego procesu naprężenia DNA usuwane są w wyniku 
działania topoizomerazy I

Rys. 5. Schemat powstawania struktur superheli- 
kalnych podczas replikacji DNA (wg Wanga
[42]), podczas replikacji powstają prawoskrętne 
superheliksy w macierzystym łańcuchu DNA 
(A), podczas gdy nowo powstałe heliksy formują 
lewoskrętne formy superhelikalne oplatające się 
wokół siebie (B), w końcowym etapie replikacji 
powstaje kompleks złożony z dwóch oplecio­
nych wokół siebie heliksów (C), topoizomerazy
I i II uczestniczą w usuwaniu naprężeń powstają­
cych w łańcuchu macierzystym, topoizomeraza
II bierze udział w rozplątywaniu nowo powsta­
łych heliksów DNA

Panuje pogląd, że udział topoizomeraz w procesach rekombinacji polega głównie na 
działaniu ich jako transferaz łańcuchów DNA. Wykazano również udział eukarioty­
cznej topoizomerazy II oraz bakteryjnych topoizomeraz (gyraz) w procesach rekom­
binacji, zachodzących pomiędzy niehomologicznymi i niespecyficznymi odcinkami 
DNA. Zaobserwowano, że współdziałanie topoizomerazy I i II wpływa hamująco na 
procesy rekombinacji w komórkach drożdży. Powyższe obserwacje skłaniają do 
wniosku, że topoizomerazy uczestniczą w zachodzeniu rekombinacji, z drugiej jednak 
strony mogąc hamować ten proces, przyczyniają się do stabilizacji genomu [8,43].
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TOPOIZOMERAZY JAKO CELE DZIAŁANIA LEKÓW

Zakres badań nad topoizomerazami, początkowo dotyczący ich aktywności kata­
litycznej, od kilku lat skupia się na wykorzystaniu wiedzy o tych enzymach do terapii 
anty nowotworowej. Poznane do tej pory środki farmakologiczne zaburzające działa­
nie topoizomeraz różnią się pod względem chemicznym, jak i mechanizmem działa­
nia. Do pierwszej grupy należą związki stabilizujące kompleks przecinalny 
DNA-topoizomeraza. Stwierdzono, że stabilizacja kompleksu przecinalnego zacho­
dzi poprzez przyłączanie leku do DNA w miejscu przecięcia, co uniemożliwia ligację 
łańcucha DNA w końcowym etapie działania topoizomerazy. W wyniku tego docho­
dzi do zahamowania syntezy RNA i fragmentacji DNA podczas replikacji [7, 12,17, 
18,22,47]. Uszkodzenie DNA może być przyczyną zatrzymania cyklu komórkowego 
w fazie G 2 lub być sygnałem do apoptozy [1,9 , 10].

Pierwszym poznanym związkiem blokującym kompleks przecinalny DNA-topoi­
zomeraza I (rys. 6) była kamptotecyna (ang. camptothecin) -  alkaloid wyizolowany 
z Camptothecaaccuminata, drzewa rosnącego w południowych Chinach. Początkowe 
próby kliniczne wykazały silne działanie przeciwnowotworowe tego alkaloidu, zosta­
ły jednak zaniechane po stwierdzeniu skutków ubocznych. Obecnie w badaniach 
klinicznych znajdują się pochodne kamptotecyny o zmniejszonym działaniu ubocz­
nym np. topotekan (10-hydroksy-9-dimetyloaminometylo-kamptotecyna), 9-amino- 
kam ptotecyna oraz CPT-11 (7-etylo-10-(4-[l-piperydyno]-l-piperydyno) 
karbonyloksy-kamptotecyna) [7, 23, 31, 37,46]. Podobny do działania kampotecyny 
mechanizm, wykazują leki stabilizujące kompleks przecinalny DNA-topoizomeraza 
II. Należą do nich szeroko stosowane w terapii przeciwnowotworowej epipodofyloto- 
ksyny: VP-16 (etylideno-ß-D-glukopiranozylo-4’-demetyloepipodofylotoksyna) i 
VM-26 (tienylideno-ß-D-glukopiranozylo-4’-demetyloepipodofylotoksyna)[3, 26, 
32, 38].

Drugą grupę czynników przeci wnowotworowych mogących wpływać na działanie 
topoizomeraz tworzą interkalatory DNA [2,7,25,27]. Należą do nich między innymi 
anilinoakrydyny oraz antracykliny. Związki te specyficznie wbudowy wują się pomię­
dzy łańcuchy heliksu DNA. Nie stwierdzono jednoznacznie zależności pomiędzy siłą 
wiązania z DNA czy inhibicją jego syntezy a cytotoksycznością lub działaniem 
przeciwnowotworowym interkalatorów. Nie wszystkie interkalatory wykazują dzia­
łanie przeciwnowotworowe. Izomery pochodnych akrydyny: o-AMSA (4’-(9-akry- 
dynyloamino)metanosulfono-o-anizydyd) i m-AMSA jednakowo wbudowują się 
pomiędzy łańcuchy DNA, jednak tylko m-AMSA wykazuje działanie przeciwno­
wotworowe. Na tej podstawie zakłada się istnienie mediatora w oddziaływaniu 
interkalatorów z DNA, którym może być receptor jądrowy [26]. Łączenie się inter­
kalatorów z chromosomalnym DNA często prowadzi do jego fragmentacji. Pęknięcia 
DNA powstałe pod wpływem interkalatorów mogą być miejscem wiązania białek.
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Podobieństwo pomiędzy fragmenta- 
cją DNA w obecności m-AMSA a pęk­
nięciami powstałymi przy udziale 
topoizomerazy II zwróciło uwagę na 
możliwość oddziaływania interkalato- 
rów na ten enzym [26]. Wykazano, że 
m-AMSA aktywuje przecinanie DNA 
przy udziale topoizomerazy II. Aktywa­
cji topoizomerazy II nie stwierdzono 
stosując o-AMSA. Jednym z propono­
wanych mechanizmów antynowo- 
tworowego działania interkalatorów 
jest uniemożliwianie procesu ligacji 
przeciętych przez topoizomerazę łańcu­
chów DNA, prawdopodobnie poprzez 
stabilizację kompleksu przecinalnego.
Wysokie stężenia interkalatorów hamu­
ją proces przecinania DNA przy udziale 
topoizomerazy II [26]. Hamowanie to 
jest prawdopodobnie wynikiem bloko­
wania DNA przez te związki. Blokowa­
nie DNA wpływa również hamująco na 
aktywność topoizomerazy związaną z 
przemieszczaniem przeciętego w proce­
sie relaksacji łańcucha DNA [26].

Trzecią grupą leków wpływających 
na działanie topoizomeraz są związki 
przyłączające się do bruzdy mniejszej 
DNA (ang.  minor-groove binding 
agents -  MGB A). Pierwsze badania nad wpływem MGBA na aktywność topoizome­
raz przeprowadzono przy użyciu distamycyny. Przy niskich stężeniach tego związku 
(< 5,0 pM) obserwowano wzrost aktywności topoizomeraz. Powyżej 10 pM aktyw­
ność obu enzymów była zredukowana o 90% [2]. Analogiczną zależność wykazano 
stosując Hoechst 33258 (barwnik &w-benzimidowy) i DAPI (4, 6-diamidyno-2-feny- 
lenoindol). Prawdopodobnie aktywacja topoizomeraz przy niskich stężeniach MGB A 
jest wynikiem zmian w strukturze DNA, powodujących odsłanianie miejsc przyłącza­
nia enzymu. Wyższe stężenia MGBA powodują blokowanie rejonów przyłączania 
topoizomeraz, co prowadzi do hamowania aktywności tych enzymów [2, 30].

MGBA wpływają także na działanie związków powodujących stabilizację kom­
pleksu przecinalnego DNA-topoizomeraza. W badaniach z zastosowaniem VM-26, 
m-AMS A-działających poprzez topoizomerazę II oraz kamptotecyny, której działanie

Rys. 6. Mechanizm uszkadzania DNA przy udziale 
kamptotecyny w procesie replikacji (wg Liu [25]); 
kamptotecyna łączy się z łańcuchem DNA przecię­
tym przez topoizomerazę I uniemożliwiając jego 
ligację, przesuwające się widełki replikacyjne do­
chodzą do miejsca przecięcia matrycowego łańcu­
cha i replikacja zostaje przerwana, powstający 

nowy heliks ulega oderwaniu
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skierowane jest na topoizomerazę I, stwierdzono, że MGBA ograniczają zdolność 
działania wymienionych związków jako stabilizatorów kompleksu przecinalnego 
oraz zmniejszają ilość pęknięć DNA [2]. Zmniejszanie stabilizacji kompleksu prze­
cinalnego jest zależne od wielkości fragmentu DNA, z którym łączą się MGBA. 
Distamycyna łącząca się z DNA poprzez 5 par zasad wykazuje większy efekt działania 
w porównaniu z Hoechst 33258 (4 pary zasad) czy DAPI (3 pary zasad) [39]. 
Zależność ta wskazuje na specyficzne oddziaływania wymienionych związków w 
obrębie bruzdy mniejszej.

UWAGI KOŃCOWE

Przez szereg lat organizacja oraz przemiany struktury przestrzennej DNA były 
przedmiotem fascynacji wielu badaczy. Od czasu odkrycia topoizomeraz -  enzymów 
biorących udział w tych przemianach, rośnie zainteresowanie wykorzystaniem ich w 
oddziaływaniu na procesy replikacji, transkrypcji i rekombinacjii zachodzące w 
komórkach normalnych i nowotworowych. Do tej pory wyizolowano wiele topoizo­
meraz oraz poznano ich sekwencje. Jednakże mechanizm ich działania oraz sposób 
odziały wania z lekami przeciwnowotworowymi nie zostały jeszcze dokładnie pozna­
ne. Obecne badania nad topoizomerazami skupiają się na próbach krystalizacji i 
analizie mutantów w celu zdefiniowania domen tych enzymów bezpośrednio biorą­
cych udział w katalizowanych przemianach.
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FIZJOLOGICZNA ROLA APOPTOZY

APOPTOSIS AND ITS PHYSIOLOGICAL ROLE

Ewa RADZISZEWSKA

Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego
w Warszawie

Streszczenie: Apoptoza jest procesem genetycznie kontrolowanym, charakteryzującym się szeregiem 
biochemicznych i morfologicznych zmian. W pracy w szczególności skupiono się na fizjologicznej roli 
apoptozy. Apoptozę obserwuje się w organizmie na wielu etapach jego rozwoju -  delecja klonalna 
tymocytów w grasicy, śmierć neuronów w trakcie rozwoju mózgu, atrofia etc. Uważa się, że śmierć 
komórek przez apoptozę jest powszechnym, prostym i efektywnym sposobem pozbycia się przez 
organizm komórek, które na pewnych etapach rozwoju stały się niepotrzebne badź też są wręcz 
niebezpieczne.

Słowa kluczowe: apoptoza, programowana śmierć komórki, bel-2, p53, endonukleazy.

Summary: Apoptosis is genetically controled process, with characteristic biochemical and morfological 
changes. In this rewiev we focused on physiological aspect of apoptosis. This phenomenon is observed 
on the different stages of development such as clonal deletion of thymocytes, neuron death during brain 
development, atrophy etc. It is believed that cell death is common, simply and efective way to remove 
unnecessary and dangerous cells.

Key words: apoptosis, programmed cell death, bcl-2, p53, endonucleases.

I. WPROWADZENIE

Śmierć komórek jest naturalnym procesem fizjologicznym, podobnie jak prolife­
racja czy różnicowanie, zachodzącym w każdym żywym organizmie. Jednakże jesz­
cze do niedawna śmierci komórek badacze poświęcali znacznie mniej uwagi niż 
innym zjawiskom fizjologicznym [44]. Na początku lat dziewięćdziesiątych okazało
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się, że śmierć komórki jest procesem daleko bardziej skomplikowanym niż można 
było oczekiwać. Zaczęto wyróżniać śmierć komórki (nekroza, programowana śmierć 
komórki, apoptoza) w zależności od morfologicznych i biochemicznych zjawisk jej 
towarzyszących [38, 44, 50].

II. NEKROZA

Nekroza (łac. martwica) przez długi czas uważana była za jedyny sposób umierania 
komórek. Śmierć przez nekrozę następuje prawdopodobnie z powodu utraty równo­
wagi osmotycznej komórki [71]. Komórka nekrotyczna zwiększa swoją objętość na 
skutek biernego transportu jonów (przede wszystkim wapnia) do jej wnętrza, co 
pociąga za sobą zwiększony napływ wody. Wzrost stężenia wewnątrzkomórkowego 
wapnia wpływa hamująco na syntezę ATP i zwiększa aktywność enzymów proteoli­
tycznych. Chromatyna tworzy agregaty rozproszone na terenie całego jądra, które 
podobnie jak organella komórkowe ulegają zniszczeniu po rozerwaniu błony jądro­
wej i komórkowej. Zawartość komórki wypływa na zewnątrz wywołując reakcję 
zapalną. W trakcie procesu nekrozy nie zaobserwowano syntezy de novo mRNA i 
białek.

III. PROGRAMOWANA ŚMIERĆ KOMÓRKI I APOPTOZA

Termin apoptoza pochodzi z języka greckiego i oznacza opadanie płatków z 
kwiatów lub liści z drzew. Do współczesnej biologii termin ten wprowadził Kerr na 
początku lat siedemdziesiątych, w celu scharakteryzowania pewnych zjawisk mor­
fologicznych i biochemicznych, towarzyszących procesowi znanej wcześniej progra­
mowanej śmierci komórki (PCD)[26, 71, 96]. Użycie tych dwóch terminów: PCD i 
apoptozy jako synonimów było dość niefortunne i wywołało dużo zamieszania wśród 
badaczy. Wielu z nich zaczęło używać tych terminów zamiennie.

Pierwotnie, termin: programowana śmierć komórki stosowano przy opisywaniu 
śmierci komórek zachodzącej w trakcie procesów rozwojowych (embriogeneza, 
morfogeneza) i wywołanej przez bodźce fizjologiczne będące częścią normalnego 
rozwoju [13, 71]. Wtórnie zaś wielu badaczy, zwłaszcza immunologów, zaczęło 
używać terminu PCD do opisu śmierci komórkowej, w której trakcie dochodziło do 
uruchomienia programu genetycznego, czyli ekspresji pewnych genów, niezależnie 
od natury bodźca wywołującego śmierć [71].

Ostatnio większość badaczy zaczęła stosować termin: apoptoza wyłącznie w celu 
opisania szeregu zmian morfologicznych i biochemicznych zachodzących w umiera­
jącej komórce. Często zjawisko apoptozy obserwujemy w trakcie programowanej
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śmierci komórek występującej podczas rozwoju organizmu. Nie można jednak po­
wiedzieć, że w przypadku każdej PCD mamy do czynienia z apoptozą. Na przykład, 
utratę mięśni między segmentami podczas metamorfozy owada Manduca sexta można 
opisać jako programowaną śmierć komórki, zachodzącą bez zauważalnych zmian 
charakteryzujących apoptozę [71]. Śmierć komórki wywołana przez wiele leków 
cytotoksycznych charakteryzuje się zmianami właściwymi dla apoptozy, ale jest 
oczywiste, że nie jest to śmierć programowana [39,77]. Z tych właśnie powodów nie 
należałoby tych terminów traktować jako synonimów. Sądzi się, że najwłaściwsze jest 
używanie terminu PCD do opisu zjawiska śmierci komórek zachodzącej wyłącznie w 
czasie procesów rozwojowych. Natomiast termin apoptoza należałoby zarezerwować 
do opisu zmian morfologicznych i biochemicznych, a także genetycznych, zachodzą­
cych w umierającej komórce pod wpływem bardzo różnorodnych czynników endo- i 
egzogennych.

IV. APOPTOZA

Apoptozie towarzyszą takie zmiany, jak: obkurczenie komórki na skutek utraty 
wody oraz kondensacja chromatyny z jednoczesnym jej przemieszczeniem pod błonę 
jądrową. Pory jądrowe widoczne są w miejscach, w których nadal istnieje euchroma- 
tyna [91, 95], W komórce apoptotycznej DNA jest cięte przez endonukleazy na 
fragmenty o wielkości ok. 200 par zasad. Występuje także reorganizacja cytoszkieletu 
oraz utrata struktur mikrotubulamych [19, 52]. Należy jednak podkreślić, że samo 
zniszczenie sieci mikrotubulamej prawdopodobnie nie jest konieczne do rozpoczęcia 
apoptozy. Komórki, którym podano cytochalazynę B hamującą polimeryzację aktyny, 
nie tworzyły ciałek apoptotycznych (patrz poniżej), ale proces apoptozy nie był w nich 
zahamowany [66].

Wraz ze zmianami cytoszkieletu, obserwuje się zmiany w cytoplazmie; następuje 
jej kondensacja, a błona komórkowa tworzy uwypuklenia, w których zamykane są 
nienaruszone organella komórkowe, powstają tzw. ciałka apoptotyczne. Ciałka te 
odłączają się od komórki, a następnie są fagocytowane przez otaczające komórki [70, 
95].

Zmiany, jakie zachodzą w błonach komórkowych w trakcie apoptozy, są bardzo 
istotne, ponieważ pozwalają komórkom fagocytującym na natychmiastowe rozpozna­
nie komórki umierającej bądź ciałek apoptotycznych. Zapobiega to powstaniu reakcji 
zapalnej [70].

a. MECHANIZMY USUWANIA KOMÓREK APOPTOTYCZNYCH

Z nielicznych prac dotyczących mechanizmów usuwania komórek apoptotycz­
nych wiadomo, że zmiany w błonie komórkowej komórek apoptotycznych mogą 
dotyczyć:
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1) utraty terminalnych kwasów sialowych z glikoprotein umieszczonych na 
powierzchni błony

W tym przypadku zostają odsłonięte np. łańcuchy N-acetyloglukozoaminy czy też 
N-acetylogalaktozoaminy i galaktozy, które mogą reagować z receptorem lektyno- 
wym znajdującym się na powierzchni makrofagów usuwających komórki apoptoty- 
czne [70].

2) tworzenia się tzw. mostów molekularnych pomiędzy komórką apoptoty- 
czną a fagocytującą

Mosty te powstają na skutek wiązania receptora trombospondynowego znajdują­
cego się na powierzchni komórki apoptotycznej a trombospondyną związaną z recep­
torem vitronektynowym vß3 ( białko z rodziny integryn), połączonym z cząsteczką 
CD36 i znajdującej się na komórce fagocytującej. Trombospondyną jest trimerem 
zawierającym specyficzną sekwencję odpowiadającą za adhezję komórek (Arg-Gly- 
Asp) i wydzielana jest przez wiele typów komórek [70].

3) utraty asymetrii fosfolipidowej, w wyniku której następuje ekspozycja 
fosfatydyloseryny na powierzchni komórki apoptotycznej

Z fosfatydyloseryną wyeksponowaną na powierzchni komórki apoptotycznej 
łączy się receptor makrofagów, dając sygnał do fagocytozy [70].

Ten ostatni sposób sygnalizacji przez komórkę podatności na fagocytozę wydaje 
się (moim zdaniem) najbardziej przekonywujący, ze względu na swoją uniwersalność. 
Wykazano to w doświadczeniu, w którym dodanie liposomów z fosfatydyloseryną do 
pożywki, w której hodowano komórki stymulowane do apoptozy, zapobiegało fago- 
cytozie tych komórek [70]. Jednakże ostateczny wybór jednego z tych mechanizmów 
usuwania komórek apoptycznych może zależeć od rodzaju komórki fagocytującej, 
makrofag czy też komórka sąsiadująca z komórką apoptyczną [70].

b. SYNTEZA BIAŁEK I RN A

Ponieważ apoptoza jest procesem aktywnym, wymagającym realizacji pewnego 
programu genetycznego, nie dziwi fakt, że w trakcie apoptozy dochodzi do syntezy 
RNA i białek de novo [52, 53]. Nie można jednak ignorować szeregu doniesień, w 
których wykazano, że synteza białek i RNA nie zachodziła podczas apoptozy. Wydaje 
się, że zależy to przede wszystkim od typu komórki oraz bodźca wywołującego 
apoptozę. Na przykład, w tymocytach traktowanych deksametazonem (syntetyczny 
glukokortykoid) występuje synteza białek de novo [51], natomiast nie zachodzi w 
splenocytach poddanych szokowi termicznemu (4°C) [51].

c. TRAN S GLUT AMIN AZY

Enzymami, których wzmożoną aktywność obserwuje się w procesie apoptozy, są 
transglutaminazy komórkowe. Enzymy te odpowiedzialne są za syntezę sieci białko­
wej, która może służyć do ograniczania “wyciekania” macierzy komórkowej podczas
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późniejszych etapów apoptozy i mieć udział w procesie tworzenia się ciałek apopto- 
tycznych [49, 67]. Chociaż aktywacji transglutaminaz nie obserwuje się we wszy­
stkich komórkach indukowanych do apoptozy, to jednak proces ten jest na tyle częsty, 
że można traktować go jako jedną z cech charakterystycznych apoptozy.

d. ENDONUKLEAZY

Podczas apoptozy występuje fragmentacja DNA na nukleosomy (180-200 par 
zasad), co można uwidocznić w żelu agarozowym w postaci “drabinki”, tworzącej się 
z migrujących w polu elektrycznym fragmentów DNA. Jest to jedna z powszechniej 
stosowanych metod do wykrywania apoptozy. Jednakże fragmentacja DNA występu­
je nie we wszystkich komórkach umierających apoptotycznie. Przebieg fragmentacji 
DNA można podzielić na dwa etapy. Początkowo DNA cięte jest na fragmenty o 
długości 300-50 tysiąca par zasad, które można wykryć tylko przy zastosowaniu 
elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym. Ta degradacja jest już wystarczająca 
do zniszczenia struktury jądra i śmierci komórki. Prawdopodobnie za proces ten 
odpowiedzialna jest też topoizomeraza II. Dopiero w drugim etapie DNA zostaje 
pocięte na nukleosomy [25, 42, 65, 66].

Fragmentację DNA katalizują endonukleazy, enzymy prowadzące do rozerwania 
wiązań między nukleosomami. Do tej pory nikomu nie udało się oczyścić i wyizolo­
wać specyficznych endonukleaz odpowiedzalnych za fragmentację DNA zachodzącą 
podczas apoptozy, a być może byłby to punkt zwrotny w badaniach dotyczących tego 
procesu. Aktywacja endonukleaz wymaga obecności jonów Ca i Mg, natomiast jony 
Zn silnie hamują ten proces [6, 15, 85]. Sikorska i współpracownicy [86, 87, 88] 
wykazali, że w przypadku pierwszego etapu fragmentacji DNA do aktywacji endo­
nukleazy wystarcza obecność jonów Mg i enzym ten nie jest hamowany przez jony 
Zn. Z tymocytów traktowanych deksametazonem wyizolowano białko NUC-18 prze­
jawiające aktywność DNazy. Białko to jest syntetyzowane de novo w czasie apoptozy, 
ale do jego aktywacji prawdopodobnie potrzebne są jeszcze inne białka regulatorowe, 
które mogą być indukowane przez deksametazon. Sekwencja aminokwasowa NUC- 
18 jest wysoce homologiczna z białkiem wewnątrzkomórkowym z rodziny cyklofilin, 
wiążącym lek immunosupresyjny -  cyklosporynę [66],

Jako potencjalne endonukleazy odpowiedzialne za fragmentację DNA w apopto- 
zie badano również DNazę I i II. Chociaż obydwa typy DNaz są w stanie w pewnych 
warunkach pociąć DNA na nukleosomy, to tylko DNaza I potrzebuje do swej 
aktywacji dwuwartościowych kationów, Ca i Mg. Wiadomo również, że DNazy tną 
DNA raczej w regionach pomiędzy oktamerami niż w miejscach restrykcyjnych, na 
co wskazuje wzór fragmentacji na odcinki o długości 180-200 par zasad. Interesujące 
jest umiejscowienie DNaz na terenie komórki. DNaza I ulokowana jest w przestrzeni 
wewnętrznej siateczki endoplazmatycznej, natomiast DNaza II występuje przede 
wszystkim w lizosomach, choć również odnaleziono ją w samym jądrze [66]. Znanych 
jest kilka hipotez opisujących sposób uwalniania się DNazy I z siateczki endopla-
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zmatycznej, tak aby mogła ona przemieścić się na teren jądra i tam pociąć DNA na 
fragmenty [66].

Jedna z nich zakłada “rozpuszczenie” błon siateczki endoplazmatycznej, pod 
wpływem wzrostu stężenia wewnątrzkomórkowego Ca występującego w trakcie 
apoptozy, a tym samym zniszczenie otoczki jądrowej. Uwolnienie enzymu może 
nastąpić również na skutek rozpuszczenia lamin jądrowych pod wpływem Ca [23,58, 
66]. Inna hipoteza zakłada, że w komórce występuje kompleks DNaza/aktyna. Taki 
kompleks wyizolowano np. z komórek L I210. Ponieważ proces wiązania enzymu 
przez aktynę wymaga energii pochodzącej z ATP, zmniejszenie się puli ATP w 
komórce w trakcie apoptozy, mogłoby powodować odłączenie DNazy od aktyny i w 
konsekwencji degradację DNA [66].

Fragmentacja DNA jest pierwszym nieodwracalnym etapem śmierci komórek [65, 
66]. Uwolnienie dużej ilości DNA z umierającej komórki może być potencjalnie 
bardzo niebezpieczne. Po pierwsze, w obrębie uwolnionego DNA z komórki, może 
znajdować się fragment wirusowego DNA mogącego transfekować inne komórki i 
prowadzić do transformacji nowotworowej [66,67]. Po drugie, uwolnione fragmenty 
chromatyny mogą powodować reakcje autoimmunologiczne [67].

e. MECHANIZMY APOPTOZY

Zarówno apoptoza, jak i nekroza mogą być wywołane przez bardzo wiele różno­
rodnych czynników, często tych samych. O tym czy komórka ulegnie natychmiasto­
wej destrukcji na drodze nekrozy, czy też uruchomi program apoptozy, zadecydować 
może czas ekspozycji nadany czynnik, jego dawka, a także rodzaj komórki [19, 71].

Programowana śmierć komórki występuje w wielu tkankach zwierzęcych na 
różnych poziomach ich rozwoju, zarówno w embriogenezie, jak i w okresie pouro- 
dzeniowym np. w metamorfozie, synaptogenezie, w trakcie delecji klonalnej tymo- 
cytów [29]. Chociaż molekularny mechanizm tego zjawiska nie jest znany, można 
scharakteryzować go morfologicznie jako apoptozę. Bardzo często proces śmierci 
komórki przez apoptozę określa się mianem samobójstwa. Uważa się, że samobójstwo 
jest skutecznym mechanizmem usuwania z ustroju niepotrzebnych komórek. Komór­
ki te mogą być niepotrzebne z wielu różnych powodów:

1) spełniły już swoją funkcję na pewnym etapie rozwoju np.ogon u kijanki nie jest 
potrzebny żabie [82, 84],

2) niektóre komórki potrzebne są tylko jednej płci, a drugiej zbędne jak np. 
przewody Miilerau ssaków zostają zachowane tylko u samic [82],

3) w trakcie formowania się różnych części ciała, np. w rozwoju palców kończyn, 
umierają komórki mezenchymy znajdujące się pomiędzy palcami [71],

4) w ten sposób likwidowane mogą być komórki, które zostały zmutowane bądź 
uszkodzone zarówno przez czynniki zewnętrzne, jak i wewnętrzne np. przypadkowe 
uszkodzenia komórek w trakcie likwidowania stanu zapalnego. Komórki takie mogą
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być potencjalnie niebezpieczne, gdyż na skutek uszkodzeń mogą ulec transformacji 
nowotworowej [9].

Sygnały do rozpoczęcia kaskady zdarzeń, które w rezultacie doprowadzą do 
śmierci komórki, mogą być bardzo różne. Co ciekawe, często są one takie same jak 
te, które prowadzą do proliferacji. Sygnałami tymi mogą być takie substancje, jak 
hormony lub czynniki wzrostowe, których brak powoduje śmierć zależnych od nich 
komórek czy też całych narządów [53,76]. Hipoteza zakładająca, że komórki wyma­
gają sygnału od innych komórek, który zapobiegnie włączeniu się programu śmierci, 
nie jest nowa [20]. Jaka może być zaleta posiadania przez komórki mechanizmu 
zapobiegania ich śmierci przez wysyłanie specyficznych sygnałów od innych komó­
rek? Jedną z nich może być fakt, że w prosty sposób eliminowane są komórki o 
nieprawidłowej lokalizacji, ponieważ nie docierają do nich właściwe sygnały umożli­
wiające im przeżycie np. brak białek kodowanych przez gen SI uniemożliwia przeży­
cie komórek rozrodczych [78, 81]. Taka zależność między komórkami może też być 
użyteczna w przypadku regulacji liczby komórek. Tkanka, czy też narząd, składają 
się z określonej liczby komórek i dlatego musi być zachowana równowaga pomiędzy 
liczbą komórek umierających a proliferujących. Łatwo sobie wyobrazić, do czego 
mógłby doprowadzić niekontrolowany wzrost czy też nadmiar komórek umierają­
cych.

Obecnie znanych jest wiele czynników indukujących śmierć komórki. Niektóre z 
nich to: azydek sodu, UV, H20 2, jonofory, substancje niszczące strukturę mikrotubul, 
inhibitory syntezy białek, kolchicyna, szok cieplny itp. [82]. W zależności od zasto­
sowanej dawki wiele z tych czynników może spowodować albo apoptozę, albo 
nekrozę. Wysokie, tzw. niefizjologiczne stężenia wielu związków, są poprostu bardzo 
toksyczne i substancje te zabijają komórkę natychmiast poprzez nekrozę. Mechanizm 
działania czynników wywołujących apoptozę został szeroko opisany w artykule 
Sikory [77].Utrata delikatnej równowagi pomiędzy liczbą komórek proliferujących i 
umierających może stać się bardzo niebezpieczna dla całego organizmu (hiperplazja, 
nowotwory), toteż podlega bardzo ścisłej regulacji genetycznej. Dotychczas ziden­
tyfikowano wiele genów, które uczestniczą w procesie apoptozy, i co wiecej mają 
również znaczenie w proliferacji. Niewątpliwie przemawia to za ścisłym związkiem 
obydwu tych procesów. Należą do nich geny kodujące między innymi:

-  TRPM-2 (testosterone repressed prostatic message-2),
-  transglutaminazy tkankowe, \
-  polimeraza ( poliADP-rybozy),
-  hsp 27 {heat shock protein),
-  transferaza glutationu,
-  katepsyna D,
-  aktywator plazminogenu [56, 73, 77, 90].
U nicienia Cenorabditis elegans zidentyfikowano szereg genów, które ulegają 

ekspresji w trakcie morfogenezy w komórkach umierających: ced-3, ced-4. Natomiast
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ced-9 jest genem, którego ekspresję obserwujemy w komórkach, które przeżywają 
[79].

Do genów, których ekspresję obserwuje się zarówno w proliferacji, jak i apoptozie, 
należą również protoonkogeny c-fos, c-jun i c-myc [38, 57, 62, 63]. Produktami tych 
genów są czynniki transkrypcyjne, które mogą wpływać na indukcję innych genów 
związanych ze śmiercią komórki. Na przykład ekspresja TRPM-2 w prostacie po 
kastracji pozostaje pod kontrolą czynnika transkrypcyjnego AP-1, który jest dimerem 
złożonym z białek kodowanych przez protoonkogeny c-fos i c-jun [21]. Protoonko- 
genem, którego ekspresja powoduje przeżywanie komórek in vitro, nawet po usunię­
ciu czynników wzrostowych, jest protoonkogen bel-2 wykazujący homologię 
funkcjonalną z genem ced-9 [37, 40]. Proporcja produktu białkowego genu bel-2 do 
innego białka-Bax, decyduje o śmierci bądź życiu komórki [60,97]. Inną, niedawno 
opisaną parą genów działających antagonistycznie, podobnie jak Bcl-2/Bax, jest ICEI 
erm A [8, 97].

P53 jest genem supresorowym nowotworów [16, 28, 61, 87], Jego działanie 
szczególnie dobrze można zaobserwować w przypadku pojawienia się uszkodzeń 
DNA. Ekspresja tego genu powoduje zatrzymanie podziałów komórkowych aż do 
momentu naprawy uszkodzeń. Jeżeli jednak uszkodzenia DNA są zbyt rozległe, 
produkt tego genu indukuje śmierć komórki. Rola p53 w apoptozie jest jednakże 
bardziej złożona i nie można powiedzieć, że do jego ekspresji dochodzi w każdej 
komórce apoptycznej.

Niektóre cytokiny, np. IL-1 (interleukina 1) i TNF-A (tumor necrosis factor) 
hamują apoptozę i są w stanie zapobiec PCD w monocytach podobnie jak GM-CSF 
(granulomacrophage-colonystimulatingfactor) [51]. Spontaniczna apoptozaneutro- 
filów i eozynofilów in vitro może być również modulowana przez mediatory zapale­
nia, tzn. IL-6, IL-3. Z tego powodu wiele cząsteczek, które nazywa się czynnikami 
wzrostowymi, można też nazwać czynnikami zapobiegającymi śmierci [20, 33].

Genetyczną regulację apoptozy szerzej omówiono w artykułach przeglądowych 
Sikory [76, 77] i Rożynkowej [69].

V. ROLA APOPTOZY W FIZJOLOGII I PATOLOGII 
ORGANIZMU

1. SELEKCJA TYMOCYTÓW W GRASICY

Grasica jest narządem układu immunologicznego, w którym następuje proces 
dojrzewania i różnicowania limfocytów T. Prekursory limfocytów T, po opuszczeniu 
szpiku przedostają się do krwi, która transportuje je do grasicy. Dojrzewanie limfo­
cytów, które gdy rezydują w grasicy, nazywane są tymocytami, zachodzi pod wpły­
wem wielu czynników, zarówno takich jak hormony, interleukiny, jak i 
bezpośredniego kontaktu tymocytów z komórkami nabłonka grasicy. Komórki na­
błonkowe grasicy mają na swojej powierzchni antygeny MHC (major histocompa-

http://rcin.org.pl



FIZJOLOGICZNA ROLA APOPTOZY 255

tibility complex) klasy I i II, stanowiące wzorzec dla tymocytów, na którym mogą 
“nauczyć się” rozpoznawać antygeny własnego organizmu [44,74,75]. Dojrzewanie 
tymocytów w grasicy jest procesem dwuetapowym i polega na tzw. selekcji pozytyw­
nej i negatywnej. Selekcji podlegają tylko te ty mocy ty, które mają na swej powierzchni 
receptor TCR (T-cell receptor). TCR jest receptorem, dzięki któremu komórka może 
rozpoznać obcy antygen związany z cząseczką MHC (tzw. rozpoznanie asocjaty wne). 
Selekcja pozytywna jest procesem eliminującym tymocyty, których TCR nie wyka­
zuje powinowactwa do cząsteczki MHC, a więc nie jest w stanie rozpoznawać obcych 
antygenów [18,64, 80]. Selekcja pozytywna pozwala na przeżycie wszystkich tymo­
cytów, które zdolne są do rozpoznania obcego antygenu. Wśród tych tymocytów 
znajdują się też takie, które mają bardzo wysokie powinowactwo do cząsteczki MHC 
i mogą potencjalnie wywołać reakcje autoagresji. Te właśnie tymocyty są eliminowa­
ne w procesie selekcji negatywnej poprzez delecję klonalną badź klonalną anergię 
(unieaktywnienie)[24, 29, 59]. Eliminacja tymocytów nieprawidłowych, tzn. nie- 
rozpoznających obcych antygenów i ze zbyt wysokim powinowactwem do własnego 
MHC zachodzi przez apoptozę. Na obwód przedostaje się jedynie niewielka część 
limfocytów T: 1-5% z całkowitej liczby tymocytów dojrzewających w grasicy. Ta 
niewielka część tymocytów, która zostaje zachowana i dalej proliferuje rozpoznaje 
własne antygeny MHC, ale reaguje z nim tylko w przypadku jednoczesnego rozpo­
znania z obcym antygenem (asocjatywne rozpoznanie antygenu).

W trakcie poszczególnych etapów dojrzewania tymocytów następuje zmiana re­
ceptorów na ich powierzchni. Ostatecznie tymocyty po przejściu z grasicy na obwód 
dzieła się na dwie podstawowe subpopulacje: limfocyty pomocnicze (z receptorem 
CD4+) oraz limfocyty cytotoksyczne i supresorowe (z receptorem CD8+).

W trakcie dojrzewania limfocytów w grasicy powstają nie tylko klony komórek 
wykazujące reaktywność w stosunku do własnych tkanek, ale również takie, które 
mają na swojej powierzchni receptory CD4+ i jednocześnie CD8+ lub przeciwnie nie 
mają żadnego z nich. Nieprawidłowe komórki są usuwane w procesie apoptozy, zanim 
przedostaną się na obwód. Chociaż należy zaznaczyć, że u osób zdrowych jest pewien 
procent limfocytów T podwójnie pozytywnych, tzn. takich, na których powierzchni 
są zarówno receptory CD4+ i CD8+. Indukcja apoptozy może zachodzić poprzez 
stymulację receptora TCR/CD3 [38]. Nie bez znaczenia dla selekcji pozytywnej jest 
również ekspresja genu bel-2 w przeżywających komórkach. Zauważono bowiem, że 
dojrzałe limfocyty T, w których występowała ekspresja bel-2, nie tylko przeżywały 
dłużej w hodowli, ale również odpowiadały intensywniej na antygen [1,4, 5,41,45].

2. APOPTOZA KOMÓREK NERWOWYCH

W układzie nerwowym, podobnie jak w innych narządach, śmierć komórek jest 
ważnym aspektem życia. We wczesnym rozwoju embrionalnym występuje nadmiar 
neuronów, dlatego też znaczna ich część umiera. Na przykład, w procesie tworzenia 
się rzeźby mózgu, 50% neuronów umiera, zanim zakończy się rozwój embrionalny
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[7, 14, 43]. Pięć lat temu wykazano, po raz pierwszy że śmierć neuronów można 
scharakteryzować jako apoptozę. Jednakże, tak naprawdę do dzisiejszego dnia nie 
bardzo wiadomo, dlaczego ta a nie inna komórka umarła i czym różniła się od tej, 
która przeżyła. Być może ma tu pewne znaczenie dostępność do czynników wzrosto­
wych. Wiadomo bowiem, że rozwijające się i rosnące neurony potrzebują czynnika 
wzrostowego zwanego NGF (nerve growth factor), który jest syntetyzowany w 
docelowych tkankach [14,68]. Niektóre neurony te, które w swoim środowisku mają 
wystarczającą ilość NGF -  przeżywają, natomiast te, które mają go za mało lub nie 
są na niego wystarczająco wrażliwe -  umierają [7]. Niedawno wykazano, że ekspresja 
genu bel-2 może zapobiegać śmierci komórek nerwowych indukowanej niedoborem 
NGF. Również w trakcie tworzenia się sieci połączeń synaptycznych część komórek 
nerwowych pozostaje poza jej obrębem i te komórki również ulegają apoptozie [7, 
10].

W przypadku chorób, w których występują objawy demencji, takich jak choroba 
Parkinsona czy Alzheimera, następuje znaczny ubytek tkanki nerwowej, zwłaszcza w 
pewnych strukturach, takich jak hipokamp. Wydaje się, że za ten proces odpowie­
dzialna jest również śmierć komórek poprzez apotozę [9].

3. APOPTOZA KOMÓREK W EMBRIOGENEZIE

Podczas normalnego rozwoju embrionalnego część komórek ulega apoptozie. 
Zjawisko to jest bardzo istotne, ponieważ na bardzo wczesnych etapach embrioge- 
nezy komórki przemieszczają się i różnicują. U zarodków ssaków w trakcie kształto­
wania się dróg płciowych, u obydwu płci wytwarzają się zarówno przewody Miilera 
(późniejsze jajowody), jak i przewody Wolfa (nasieniowody). Na skutek lokalnych 
oddziaływań z odpowiednią gonadą te, które nie są właściwe dla niej (gonady), 
zanikają-ulegają apoptozie. Co ciekawe, jeżeli wytniemy gonady, zawsze zachowają 
się przewody Miilera. Na podstawie takiego doświadczenia możemy wnioskować, że 
rozwój tych przewodów nie wymaga dodatkowego bodźca [81].

Innym spektakularnym przykładem występowania zjawiska apoptozy w embrio- 
genezie jest obumieranie komórek mezenchy my z paletki ręki, w trakcie kształtowania 
się palców [81, 95].

4. APOPTOZA W AIDS

AIDS (acquired immunodeficiency syndrom) jest to zespół wtórnego niedoboru 
odporności wywołany wirusem HIV. Znanych jest wiele hipotez próbujących wyjaś­
nić patogenezę AIDS.

Jedną z nich jest hipoteza zakładająca, że większość immunologicznych i nieim- 
munologicznych zaburzeń występujących u chorych na AIDS, włączając w to atrofię 
mózgu i demencję starczą, może być związana z aktywacją apoptozy komórek CD4+ 
[34,98]. Chociaż nie ma jednoznaczności co do mechanizmu przekazywania sygnału 
do apoptozy limfocytów przez wirusa HIV, bierze sie pod uwagę kilka możliwości:
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1. Uwalnianie się z powierzchni wirionów i komórek, w których wirus ulega 
replikacji, glikoproteiny gpl20, i pojawianie się jej na powierzchni komórek niezaka- 
żonych. Glikoproteina gpl20 może wiązać się z CD4+, a następnie po internalizacji 
i połączeniu się z MHC klasy II jest prezentowana na powierzchni komórek. Limfo­
cyty te stają się obiektem ataku swoistych limfocytów cytotoksycznych lub ulegają 
eliminacji w reakcji ADCC (cytotoksyczność zależna od przeciwciał). Mechanizm 
łączenia gpl20 z CD4+ nie wyjaśnia jednak występowania apoptozy obserwowanej 
w komórkach CD8+, która ma miejsce u osób chorych na AIDS. Niewykluczone, że 
apoptoza tych komórek zachodzi pod wpływem takich cytokin, jak TNF(tumor 
necrosis factor) czy TGF-ß (transforming growth factor -  ß). Zaobserwowano 
bowiem zwiększoną ich produkcję przez makrofagi krwi obwodowej osób zainfeko­
wanych [17, 34, 35].

2. Pewne fragmenty białka gpl20 i gp41 wykazują podobieństwo budowy do 
cząsteczki MHC. Tak więc limfocyty mające epitopy wirusa mogą zostać rozpoznane 
jako komórki obce i zniszczone [3, 54, 55].

3. Białko HIV ma właściwości superantygenu, który po związaniu z łańcuchem ß 
TCR wywołuje aktywację i śmierć komórki [54, 55, 59].

5. APOPTOZA KOMÓREK TKANEK HORMONOZALEŻNYCH

a. METAMORFOZA

Podczas metamorfozy płazów i owadów, zaobserwowano komórki wykazujące 
pewne cechy charakteryzujące komórki apoptotyczne. Ponieważ część tych badań 
prowadzono w latach, kiedy zjawisko apoptozy było jeszcze zupełnie nieznane, 
obserwacje te interpretowano bardzo różnie. W większości przypadków jako nekrozę, 
która była wówczas jedynym znanym sposobem śmierci komórki [47, 71].

Mięśnie larw owadów występujące pomiędzy segmentami brzusznymi wykazują 
funkcję lokomocyjną. Po przeobrażeniu w postać dorosłą mięśnie te w dwóch pier­
wszych i dwóch ostatnich segmentach (brzusznych) umierają, ponieważ nie pełnią już 
żadnej funkcji u osobników dorosłych. Natomiast w pozostałych czterech segmentach 
zostają zachowane [47, 71]. Komórki tych mięśni umierają po 36 godzinach od 
pojawienia się postaci dorosłej na skutek obniżenia się poziomu 20-hydroksyekdyzo- 
nu [71]. Podobne zjawisko masowego umierania komórek obserwujemy w ogonie 
kijanek podczas jej przeobrażania w dorosłą postać żaby, które jest indukowane 
hormonami tyroidowymi [71, 82, 83, 84].

b. ATROFIA

Atrofia w tkankach hormono-zależnych, występująca na skutek obniżenia się 
poziomu hormonów tropowych we krwi, była znana dawniej jako zmniejszenie się 
wielkości komórek [78, 82]. Obecnie uważa się, że komórki nie zmieniają swojej 
wielkości, lecz część ich umiera poprzez apoptozę [82]. I tak, apoptozę komórek 
obserwowano w korze nadnerczy szczura po usunięciu przysadki mózgowej oraz w
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gruczole krokowym szczura po jego kastracji. Śmierć komórek obserwowana w 
gruczole krokowym zachodzi wyłącznie w części nabłonka hormono-zależnego. 
Stanowią one ok. 80% całkowitej liczby komórek obecnych w dolnym płacie prostaty 
i ok.70% z nich umiera w ciągu 7 dni po kastracji [82,83]. W umierających komórkach 
występuje ekspresja specyficznych genów, tj. TRPM-2 (testosterone repressed pro­
static message-2), TGF-ß, kalmoduliny, S-transferazy glutationu. Innymi genami, 
których ekspresja również pojawia się w tym okresie, są c-myc, Ha-ras, ale nie są one 
specyficzne dla procesów apoptozy. Ich ekspresję obserwuje się również w czasie 
proliferacji [2, 12, 82].

Przykład programowanej śmierci indukowanej również brakiem odpowiedniego 
hormonu stanowi regresja gruczołu mlecznego po zakończeniu laktacji (spadek 
poziomu prolaktyny) i zanikanie oocytów (które nie zdołały dojrzeć podczas cyklu 
miesięcznego) rozpoczynające się od apoptozy komórek ziarnistych, które są hormo- 
no-zależne [82].

Dokładne poznanie mechanizmu śmierci komórkowej w tkankach, w których 
powodowane jest to określonym poziomem hormonów, jest istotne z punktu widzenia 
możliwości leczenia drogą hormonalną wielu nowotworów hormono-zależnych gru­
czołów, tj. raka piersi czy raka prostaty [82].

O ile jesteśmy sobie w stanie wyobrazić, że rak prostaty wywołany jest przez 
nadmierną proliferację komórek androgeno-zależnych i wystarczy pozbawić te ko­
mórki dopływu hormonu, aby spowodować ich śmierć, to w przypadku raka komórek 
prostaty hormono-niezależnych sytuacja nie jest już tak prosta. Ostatnio z powodze­
niem udało się wywołać apoptozę w tych komórkach przez zastosowanie miejscowe 
tapsigarginy, która hamuje w siateczce śródplazmatycznej aktywność pompy ATP- 
azowej zależnej od wapnia [82].

Apoptoza może również wystąpić na skutek nadmiernej stymulacji hormonalnej, 
np. nadmiar progesteronu stymuluje u chomika zanik endometrium, podobnie jak 
hormony glukokortykoidowe u wielu gatunków powodują atrofię tkanki limfoidalnej 
[9, 82,51].

6. APOPTOZA KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

Komórki nowotworowe, podobnie jak wiele typów komórek prawidłowych, ule­
gają apoptozie zarówno spontanicznej, jak też indukowanej wieloma czynnikami 
stosowanymi w terapii przeciwnowotworowej [27,31,51,89,92,93,94]. Zauważono 
jednakże, że bardzo często podatność komórek niektórych typów nowotworów na leki 
przeciwnowotworowe zależy od ich podatności na indukcję apoptozy.

Bardzo często o podatności komórek nowotworowych na apoptozę, indukowaną 
czynnikami uszkadzającymi DNA, decyduje obecność w nich niezmutowanej formy 
genu p53 [48]. W komórkach, w których obserwuje się delecje tego genu supresora 
nowotworu bądź też został on eksperymentalnie zablokowany, nie udało się wyindu- 
kować apoptozy promieniowaniem jonizującym [16, 22, 27]. Podatność komórek
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nowotworowych na umieranie przez apoptozę wg Darzynkiewicza może zależeć od 
fazy cyklu komórkowego, w której zastosowano lek. Niektóre leki preferencyjnie 
zabijają komórki w fazie GO, inne, np. UV, w fazie G2 [11, 30, 32, 46, 72], Tak więc 
wiedza dotycząca mechanizmu apoptozy komórek nowotworowych może być rów­
nież przydatna w stosowanej terapii przeciwnowotworowej.

UWAGI KOŃCOWE

W ostatnich latach coraz bardziej staje się widoczne, że szlaki komórkowe prowa­
dzące do apoptozy, proliferacji, jak i różnicowania zawierają wiele elementów 
wspólnych. Niewykluczone, że stanowią część tego samego mechanizmu, pozostaje 
“tylko” znalezienie miejsc na tym szlaku, w których zapada decyzja o być albo nie 
być komórki.

A jednocześnie program śmierci uruchamiany w komórce wydaje sie być specyfi­
czny tkankowo, a niejeden dla wszystkich komórek.

Praca sponsorowana z grantu KBN nr 6 P20703707.
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Streszczenie. ADP-rybozylacja jest jednym z ważniejszych procesów, dzięki któremu żyjący organizm 
może modyfikować swoje struktury białkowe i ich funkcje. Reakcje ADP-rybozylacji polegają na 
przeniesieniu reszty ADP-rybozy, której donorem jest NAD (dinukleotyd nikotynamidoadeninowy) na 
białka akceptorowe, takie jak np. histony, enzymy, białka G. Reakcje te zachodzą przy udziale tej samej 
klasy transferaz: syntazy poli-ADP-rybozy oraz mono-ADP-rybozylotransferazy. Proces poli-ADP-ry- 
bozylacji powoduje modyfikację białek jądrowych i DNA, podczas gdy proces mono-ADP-rybozylacji 
modyfikuje pozajądrowe białka komórki. Proces ADP-rybozylacji reguluje funkcje szeregu białek 
enzymatycznych oraz jest włączony w szereg procesów biologicznych, w tym w procesy uczenia i 
pamięci.

Słowa kluczowe: syntaza poli-ADP-rybozy, mono-ADP-rybozylotransferazy, białka G, tlenek azotu.

Summary. ADP-ribosylation is a one of more important processes due to a living organism can modify 
protein structure and function. ADP-ribosylation is a covalent post-translational protein modification in 
which the ADP-ribose moiety of NAD is transferred to individual substrates (i.e. histones, different 
enzymes or G-proteins). This reaction is catalyzed by enzymes: poly-ADP-ribose synthase and mono- 
ADP-ribosyltransferase. Poli-ADP-ribosylation is responsible for modification of DNA and other 
nuclear proteins. Mono-ADP-ribosylation is involved in many biological processes, i.e. learning and 
memory processes.

Key words: poli-ADP-ribose synthase, mono-ADP-ribosyltransferase, G protein, nitric oxide.
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Reakcje ADP-rybozylacji polegają na przeniesieniu reszty ADP-rybozy z dinu- 
kleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD) na specyficzne białka akceptorowe ko­
mórki (rys. 1). Łatwość tego procesu wynika z charakteru wiązania N-głikozydowego 
w NAD, które jest wiązaniem o wysokim potencjale transferu o wartości energetycz­
nej porównywalnej z wiązaniem bezwodnikowym ATP. Reakcje ADP-rybozylacji 
dzielimy ogólnie na reakcje poli- i mono-ADP-rybozylacji, w zależności od ilości 
reszt ADP-rybozy przyłączanych do białka oraz chemicznej natury wiązania ADP- 
ryboza-białko, a także na rekcje enzymatyczne i nieenzymatyczne.

Rys. 1. Schemat ogólny reakcji ADP-rybozylacji, przeniesienie reszty ADP-rybozy na białko, katalizo­
wane przez odpowiednią ADP-rybozylotransferazę, zachodzi z rozerwaniem wiązania N-glikozydowego 
w NAD, które umownie zaznaczono linią przerywaną; w wyniku reakcji powstaje ADP-rybozylowane

POLI-ADP-R YB OZ YLAC J A

Ponad 95% reakcji poli-ADP-rybozylacji zachodzi w jądrze komórkowym [24], 
Reakcje te są katalizowane przez enzym, zwany syntazą lub inaczej polimerazą 
poli-ADP-rybozy (tab. 1). Jego masa cząsteczkowa wynosi 110-130 kDa, pl 9-10, a 
jego aktywność zależy całkowicie od obecności DNA, wielowartościowych kationów 
(np. Mg2+, histonów i poliamin), związków mających właściwości redukujące wią­
zanie siarczkowe oraz od obecności glikohydrolaz NAD. Syntaza poli-ADP-rybozy 
posiada trzy funkcjonalne domeny: dla wiązania substratu, auto-ADP-rybozylacji 
oraz wiązania z DNA. Znanymi inhibitorami tej syntazy są amid kwasu nikotynowego, 
amid kwasu benzoesowego oraz ich pochodne. Mechanizm przyłączenia ADP-rybozy 
w reakcji poli-ADP-rybozylacji przebiega z wytworzeniem wiązania estrowego, 
O-glikozydowego (rys. 2). Do białka przyłączane może być około 100 jednostek 
ADP-rybozy, między innymi również do samego enzymu [24]. Stwierdzono, że 
syntaza poli-ADP-rybozy może być auto-ADP-rybozylowana w procesie zależnym 
od tlenku azotu [27]. Etanol stosowany przewlekle powoduje wzrost aktywności
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TABELA 1. Reakcja poli-ADP-rybozylacji

Enzymy Substraty

białko aminokwas

Enzymy jądrowe
Syntaza poli-ADP-rybozy histon H1 glutaminian

Mg2+, Ca2+-zależne nieznany
endonukleazy
syntaza poli-ADP-rybozy nieznany
polimerazy RNA nieznany

procesu poli-ADP-rybozy lacj i [ 17]. Nadmierny wzrost aktywności tego procesu może 
odgrywać istotną rolę w degeneracji i obumieraniu neuronów w ośrodkowym ukła­
dzie nerwowym.

MONO-ADP-RYBOZYLACJA

Mono-ADP-rybozylacja jest procesem przebiegającym poza jądrem komórko­
wym. Reakcje mono-ADP-rybozylacji dzielimy na: nieenzymatyczne i enzymaty­
czne. Procesy mono-ADP-rybozylacji zachodzą z utworzeniem wiązania 
N-glikozydowego na bocznym łańcuchu niektórych aminokwasów (rys. 2) [24] i w 
zależności od rodzaju aminokwasu można je podzielić na:

1) specyficzne dla diftamidu (pochodna histydyny),
2) specyficzne dla lizyny,
3) specyficzne dla asparaginy,
4) specyficzne dla argininy (tab. 2).
Proces mono-ADP-rybozylacji jest kontrolowany przez specyficzne enzymy zwa­

ne mono-ADP-rybozylotransferazami. Wiele z nich zostało wyizolowanych i oczy­
szczonych z tkanek zwierzęcych i pomimo przynależności do jednej rodziny 
enzymów, różnią się one między sobą własnościami kinetycznymi, fizycznymi i 
regulacyjnymi, a także lokalizacją wewnątrzkomórkową.

W schorzeniach wywołanych przez mono-ADP-rybozylotransferazy, takie jak 
egzotoksyny dyfterytu, krztuśćca i cholery, obserwowany jest nadmierny wzrost 
aktywności procesu ADP-rybozylacji.

MONO-ADP-RYBOZYLACJA NIEENZYMATYCZNA  

Mono-ADP-rybozylacja specyficzna dla lizyny
Reakcje mono-ADP-rybozylacji wykorzystujące lizynę jako substrat mają chara­

kter nieenzymatyczny, zaś produktami są addukty ADP-ryboza-białko (tzw. zasady 
Shiffa). W warunkach wzmożonej aktywności glikohydrolazy NAD, która produkuje

http://rcin.org.pl



268 I. KOŁADKIEW ICZ, J.STROSZNAJDER

Rys. 2. Substraty wykorzystywane w reakcjach poli- i mono-ADP-rybozylacji, pozycje w których na­
stępuje przyłączenie cząsteczki ADP-rybozy do odpowiedniej reszty aminokwasowej białka

zaznaczono strzałką

ADP-rybozę w błonach mitochondrialnych i trwale modyfikuje lub ogranicza aktyw­
ność mitochondrialnej polimerazy DNA, tworzenie się tych adduktów może odgry­
wać istotną rolę w modyfikacji białek mitochondrialnych [24].
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TABELA 2. Reakcje mono-ADP-rybozylacji

Enzymy Substraty

białko aminokwas

Egzogenne
Toksyna dyfterytu Czynnik elongacyjny EF-2 Diftamid
Pseudomonas aeruginosa (Toksyna A) Czynnik elongacyjny EF-2 Diftamid
Toksyna cholery Białko Gt Arginina

Białko Gs Arginina
Toksyna krztuśca Białko Gi Asparagina

Białko G0 Asparagina
Białko Gt Asparagina

Endogenne (u ssaków)
Cytozolowa ADP-rybozylotransferaza Białko Gt Diftamid
Komórkowa ADP-rybozylotransferaza Czynnik elongacyjny EF2 Diftamid
Cytozolowa ADP-rybozylotransferaza rho Asparagina
Błonowa ADP-rybozylotransferaza Białko Gs i inne białka Arginina
Mitochondrialna Białka wewnętrznej błony mitochondrium Arginina
ADP-rybozylotransferaza

Mono-ADP-rybozylacja enzymatyczna 

Mono-ADP-rybozylacja specyficzna dla diftamidu
Reakcje mono-ADP-rybozylacji specyficzne dla diftamidu są katalizowane toksy­

ną dyfterytu, egzotoksyną A oraz endogenną ADP-rybozylotransferazą występującą 
głównie w cytozolu. Powyższe enzymy katalizują reakcje rybozylacji czynnika elon- 
gacji EF-2 (ang. elongation factor 2), odpowiedzialnego za wydłużanie łańcucha 
polipeptydowego w rybosomach komórek eukariotycznych [24].

Mono ADP-rybozylacja specyficzna dla asparaginy
Toksyna krztuśca posiadająca aktywność ADP-rybozylotransferazy specyficzną 

dla asparaginy jest białkiem składającym się z kilku podjednostek, z których najwię­
ksza SI ma aktywność enzymatyczną, a pozostałe podjednostki pełnią funkcję łącz­
nika toksyny z błoną komórkową [19]. Reakcje mono-ADP-rybozylacji, katalizowane 
przez toksynę krztuśca zachodzą na podjednostce białka G, w wyniku czego następuje 
dysocjacja białka G od receptora, a dalszą tego konsekwencją jest inhibicja układu 
efektorowego. W rezultacie reakcja tego typu może być odpowiedzialna za wyłącza­
nie sygnału receptorowego związanego z aktywacją cyklazy adenyłanowej [6,11,19]. 
Dzięki temu toksyna krztuśca jest bardzo dobrym narzędziem badawczym służącym
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do identyfikacji białek G, biorących udział w procesach transdukcji sygnału. Katali­
zuje ona reakcje mono-ADP-rybozylacji takich białek G, jak:

-  białko Gt (tzw. transducyna), które jest związane z degradacją cyklicznego GMP 
wskutek aktywacji fosfodiesterazy cGMP sprzężonej z fotoreceptorami [21,25];

-  białko Gj, które jest związane z inhibicją aktywności cyklazy adenylanowej i 
hamuje syntezę cyklicznego AMP w błonie, endosomach, ciałkach Golgiego i w 
jądrze [20, 21,22];

-  białko G0, które jest związane z receptorowo-załeżną regulacją niektórych 
kanałów jonowych [6,20,21] ;

-  białko Gp (dotychczas niezidentyfikowane), które jest związane z aktywacją 
fosfolipazy C i produkcją inozytolotrisfosforanu, uwalniającego wapń z retikulum 
endoplazmatycznego komórki, oraz produkcją diacyloglicerolu, będącego endogen­
nym aktywatorem kinazy białkowej C [6].

Mono ADP-rybozylacja specyficzna dla argininy
Znane enzymy katalizujące reakcje mono-ADP-rybozylacji specyficzne dla argi­

niny, to: białka kodowane fagowo (phage-encoded proteins), toksyna cholery i 
niektóre endogenne ADP-rybozylotransferazy [19,23,24]. Podobnie jak toksyna 
krztuśca, toksyna cholery znajduje zastosowanie do badania funkcji białek G. Toksyna 
cholery, posiadająca własności mono-ADP-rybozylotransferazy, zbudowana jest z 
dwóch fragmentów łańcuchowych, A i B, połączonych ze sobą wiązaniem siarczko­
wym. Najpierw fragment B wiąże się do specyficznych glikoproteinowych recepto­
rów w błonie komórki, a następnie fragment A, który posiada aktywność 
enzymatyczną, przechodzi do jej wnętrza [11]. Toksyna cholery katalizuje reakcje 
mono-ADP-rybozylacji podjednostki a  białka Gs związanego z aktywacją, np. 
cyklazy adenylanowej (reakcja ta wymaga obecności GTP i Mg2+) [23,24] oraz 
podjednostki białka Gt, związanego z aktywacją fosfodiesterazy cGMP [6]. W 
wyniku przeniesienia ADP-rybozy z NAD na podjednostkę a  białek Gs, następuje 
permanentna stymulacja zależnych od białek Gs układów efektorowych. Taka mody­
fikacja białka Gs występuje w przypadku aktywacji cyklazy adenylanowej [24].

Wszystkie powyższe reakcje mono-ADP-rybozylacji, katalizowane przez omó­
wione toksyny, mogą być odpowiedzialne za zmianę specyficznych reakcji bioche­
micznych.

Reakcje ADP-rybozylacji mogą być katalizowane nie tylko egzogennymi czynni­
kami, takimi jak: toksyny dyfterytu, krztuśca czy cholery, lecz również endogennymi 
mono-ADP-rybozylotransferazami, które są szeroko rozpowszechnione w większości 
komórek, a szczególnie w komórkach nerwowych. Proces mono-ADP-rybozylacji 
odgrywa fundamentalną rolę w utrzymywaniu prawidłowej struktury błon neuronal- 
nych. Białka cytoszkieletu, jak tubulina, mająca znaczenie we wzroście aksonów i 
dendrytów, czy aktyna, związana z budową receptorów, jak również białko GAP-43, 
błonowa fosfoproteina ściśle związana z aktyną w błonie neuronalnej, są substratami
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dla endogennych ADP-rybozy lotransferaz [18]. Mono- ADP-rybozy lacja jest ważnym 
czynnikiem modyfikującym proces przekaźnictwa informacji w ośrodkowym ukła­
dzie nerwowym, poprzez regulację funkcji białek G oraz sugerowanego udziału tych 
enzymów w uwalnianiu neurotransmiterów [7].

Wykryto, że proces endogennej mono-ADP-rybozylacji zachodzi zarówno w 
błonach, jak i cytozolu. Różnice w rozpowszechnieniu tych procesów w różnych 
częściach mózgu mogą być wynikiem zróżnicowanego poziomu występowania bia­
łek, które są substratami w reakcjach ADP-rybozylacji lub różnej ilości ADP-rybo- 
zylotransferaz i wymaganych kofaktorów do ich aktywacji [8,27]. Najwyższą 
aktywność procesów mono-ADP-rybozylacji stwierdzono w hipokampie, podwzgó­
rzu i korze mózgu, mniejszą w śródmózgowiu i neostriatum, a najniższą w móżdżku 
[8].

Enzymy endogenne są wrażliwe na obecność jonów niektórych metali ciężkich, 
takich jak np. rtęć [18]. W zależności od specyficzności substratowej enzymu wyróż­
niamy endogenne mono-ADP-rybozylotransferazy, specyficzne dla diftamidu, argi­
niny, asparaginy i cysteiny [24].

ZNACZENIE BIOLOGICZNE PROCESU ADP-RYBOZYLACJI 
W KOMÓRKACH EUKARIOTYCZNYCH

Znaczenie biologiczne procesu poli-ADP-rybozylacji jest mało poznane. Stwier­
dzono natomiast, że reakcje poli-ADP-rybozylacji biorą udział w kontroli syntezy 
białek na poziomie chromosomów. Odgrywają one istotną rolę w metabolizmie NAD, 
w procesie podziału mitotycznego i różnicowania komórek, w regulacji fosforylacji 
białek histonowych oraz w kondensacji i dekondensacji chromatyny w cyklu komór­
kowym [24]. Jednym z metabolitów NAD, ostatnio odkrytym, jest cykliczna ADP- 
ryboza, która jest endogennym czynnikiem uwalniaj ący m wapń z mikrosomów i może 
być brana pod uwagę jako nowy przekaźnik drugiego rzędu [11]. Uważa się, że szereg 
uszkodzeń łańcucha DNA wraz ze spadkiem poziomu komórkowego NAD następuje 
w wyniku aktywacji procesów poli-ADP-rybozylacji.

Proces mono-ADP-rybozylacji jest odpowiedzialny za modyfikację szeregu pro­
cesów biologicznych zachodzących w komórkach. ADP-rybozy lacja białek wewnę­
trznej błony mitochondrialnej może powodować nieodwracalne utlenienie 
nukleotydów pirymidynowych oraz ich hydrolizę. W konsekwencji tych procesów 
może dochodzić do zaburzenia funkcji mitochondriów, w tym także funkcji “buforo­
wej” polegającej na wychwytywaniu jonów wapnia z cytozolu komórki [24]. Mono- 
ADP-rybozylacja reszty diftamidowej białka EF-2 powoduje inhibicję syntezy białek. 
Synteza białek jest podstawowym procesem w fizjologii komórki i z tego powodu 
kontrola aktywności procesu ADP-rybozylacji przez endogenne inhibitory, takie jak 
np. histamina, jest jednym z mechanizmów regulacji syntezy białek poprzez czynnik
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EF-2 [14,23]. ADP-rybozylacja tubuliny czy aktyny powoduje zahamowanie polime­
ryzacji mikrotubul i mikrofilamentów oraz zwiększa proces depolimeryzacji tych 
białek. Zmiany metabolizmu powyższych białek mogą być przyczyną zwłóknienia 
neurofibrylamego w mózgu, procesu charakterystycznego dla choroby Alzheimera 
[18]. Endogenna mono-ADP-rybozy lacja białek G może regulować przekazywanie 
sygnału receptorowego związanego z aktywacją cyklazy adenylanowej, fosfolipaz 
oraz kanałów jonowych. Przykładowo mono-ADP-rybozy lacja białek Gj, przez spe­
cyficzną dla cysteiny rybozy lotransferazę, zmniej sza wywołaną działaniem norepine- 
fryny inhibicję aktywności cyklazy adenylanowej w błonach płytek krwi [6,11,19,24]. 
Na podstawie badań nad wpływem korty kosteronu na proces ADP-rybozylacji stwier­
dzono, że ten endogennie zachodzący proces może być modyfikowany przez hormony 
sterydowe [8].

Stwierdzono, że czynnikiem endogennie aktywującym reakcje ADP-rybozylacji w 
neuronach jest tlenek azotu (NO) [1,2,3,4,5,9]. Jak wiadomo, NO uwalnia się w 
warunkach fizjologicznych z argininy, wskutek działania syntazy tlenku azotu, enzy­
mu stymulowanego przez wapń, jak również aktywowanego w wyniku pobudzenia 
niektórych receptorów, między innymi z układu glutamatergicznego, typu NMDA [4]. 
Syntaza tlenku azotu występuje w neuronach i komórkach glejowych oraz w komór­
kach śródbłonka naczyń. Tlenek azotu, uwolniony wskutek stymulacji receptorów 
NMDA, może aktywować szereg dalszych procesów, takich jak np. procesy wolno- 
rodnikowe, wzrost aktywności cyklazy guanylowej, procesy S-nitrozylacji oraz jak 
już wspomniano aktywację procesu endogennej mono-ADP-rybozylacji. Mono- 
ADP-rybozylacj a stymulowana przez NO jest niezależna od cGMP [ 1,4,8]. Wykazano 
istnienie trzech różnych form mono-ADP-rybozy lotransferaz, pobudzanych przez NO 
w cytozolu. Wydaje się, że mechanizm aktywacji tych rybozylotransferaz przez NO 
wymaga interakcji z grupami tiolowymi enzymu [3,5].

Tlenek azotu jako wolny rodnik, aktywując syntazę poli-ADP-rybozy, obniża 
zapasy energetyczne komórki. Proces ten wymaga wysokoenergetycznego ATP, co 
może doprowadzać do zaburzeń energetycznych oraz istotnych zmian w materiale 
jądrowym komórki. W neuronach hipokampa wykazano, że uszkodzenie DNA, 
wywołane działaniem NO, może być w wystarczającym stopniu eliminowane po­
przez zastosowanie inhibitorów poli-ADP-rybozylacji [25]. Na podstawie badań z 
użyciem inhibitorów zarówno syntazy tlenku azotu, jak i procesu poli-ADP-rybozy­
lacji stwierdzono, że reakcje poli-ADP-rybozylacji, zależne od NO, odgrywają rolę 
w procesie ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronów. W wyniku pobudzenia tych 
reakcji następują również inne uszkodzenia, jak np. immunologiczne uszkodzenia 
komórek ß trzustki [25].

Tlenek azotu pobudza selektywną ADP-rybozylację szeregu białek, a najlepiej 
poznano następujące z nich:

-  białko cytozolowe o masie 39 kDa, które jest dehydrogenazą aldehydu 3-fosfo- 
glicerynowego (GAPDH), enzymu cyklu glikolitycznego, który katalizuje reakcje
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przemiany aldehydu 3-fosfoglicerynowego w 1,3-difosfoglicerynian. W wyniku ry- 
bozylacji tego enzymu, następuje inhibicja jego aktywności [1,2,5,9,13] oraz zmiana 
stanu energetycznego komórki, co może upośledzać np. prawidłową pracę serca i 
mózgu, dla których proces glikolizy ma szczególne znaczenie. Poza tym sugeruje się, 
że w wyniku ADP-rybozylacji tego enzymu zaburzona jest jego rola w procesach 
odpowiedzialnych za naprawę uszkodzeń DNA.

-  białko o masie 47 kDa, które jest podjednostką białka Gs. W konsekwencji 
procesu ADP-rybozylacji tego białka ma miejsce inhibicja aktywności GTP-azy i 
hydrolizy GTP [27].

-  białko o masie 50 kDa, które jest białkiem charakterystycznym dla procesu 
wzrostu komórki (GAP-43/B50), zwane także neuromoduliną, które bierze udział w 
regulacji uwalniania neurotransmiterów oraz występuje w dużym stężeniu podczas 
procesu wzrostu i regeneracji komórek nerwowych. Ufosforylowana forma tego 
białka gromadzi się w neurytach [8,9,18].

-  białko o masie 110 kDa, którego proces ADP-rybozylacji jest obserwowany we 
wczesnym stadium rozwoju układu nerwowego, a które nie zostało jeszcze dokładnie 
zidentyfikowane. Istnieją jednak przypuszczenia, że ze względu na podobieństwo w 
masie, może to być czynnik EF-2 lub jego ADP-rybozylowana forma lub też wapnio- 
wo-zależna ATP-aza [27].

Wiadomo, że długotrwałe wzmocnienie synaptyczne (LTP) związane jest z akty­
wacją receptora NMDA i uwalnianiem tlenku azotu. Ostatnio wykazano, że w rejonie 
CA1 hipokampa proces długotrwałego wzmocnienia synaptycznego powoduje mo­
dyfikację aktywności zależnej od NO ADP-rybozylacji takich białek, jak: GAPDH, 
Gs i GAP-43/B50. Istnieją dwie hipotezy dotyczące wpływu LTP na proces ADP-ry­
bozylacji zależnej od NO:

-  LTP zmniejsza aktywność niektórych NO-zależnych ADP-rybozylotransferaz,
-  LTP zmniejsza dostępność specyficznych białek substratowych dla procesu 

ADP-rybozylacji.
Przyjmuje się, że LTP indukuje proces endogennej ADP-rybozylacji w części 

presynaptycznej neuronu. Zaobserwowano, że stymulacja elektryczna komórek hipo­
kampa związana z aktywacją receptora NMDA utrzymuje podwyższoną aktywność 
procesu ADP-rybozylacji nawet w ciągu kilku dni od zaprzestania stymulacji [9].
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IZOLOWANIE GAMETOFITÓW I GAMET ŻEŃSKICH 
U ROŚLIN OKRYTONASIENNYCH (ANGIOSPERMAE)

ISOLATION OF MEGAGAMETOPHYTES 
AND FEMALE GAMETES IN ANGIOSPERMS

Marta LIBIK, Lesław PRZYWARA

Zakład Cytologii i Embriologii Roślin Instytutu Botaniki Uniwersytetu 
Jagiellońskiego, Kraków

Streszczenie. Ze względu na rolę, jaką odgrywa gametofit żeński w procesie podwójnego zapłodnienia, 
izolowanie żywych woreczków zalążkowych oraz komórek gametofitowych stało się ważnym celem 
embriologii eksperymentalnej. Możliwość prowadzenia eksperymentów na wyizolowanych gametofi- 
tach i/lub gametach żeńskich spowodowała rozwój nowych kierunków badań embriologicznych zwią­
zanych zwłaszcza ze zjawiskiem zapłodnienia, badaniem mechanizmu rozpoznawania się gamet 
przeciwnej płci czy też analizą biochemiczną i genetyczną gametofitu i gamet żeńskich. W pracy zebrano 
najważniejsze informacje dotyczące stosowanych współcześnie technik izolowania woreczków zaląż­
kowych i komórek gametofitowych oraz dokonano krótkiego podsumowania uzyskanych wyników. 
Dyskutowane są również perspektywy, jakie pojawiły się dzięki opracowaniu techniki izolowania 
żywych gametofitów i gamet żeńskich.

Słowa kluczowe: Angiospermae, izolowanie woreczków zalążkowych i gamet żeńskich, zapłodnienie.

Summary. The isolation of female gametophytes and gametes in higher plants provides a new approach 
for better understanding fertilization and embryological development allowing detailed investigations to 
be carried out from a cellular, biochemical and molecular perspective. Isolated embryo sacs provide a 
unique material suitable for studying various aspects of megagametophyte behaviour , including 
cytoskeletal elements and organelles during fertilization and developmental events, and for studies of the 
relationships of subcellular components. Over the past few years, techniques to isolate gametophytes and 
gametes from the paternal and maternal structures have been developed and in vitro fusion of gametes 
have been achieved; these techniques are becoming increasingly more important in modern experimental 
plant embryology. In the paper the methods of isolation of female gametophytes and gametes are 
described. Some results and prospects are also discussed.

Key words: Angiospermae, embryo sac, megagametophyte, egg cell (isolation), double fertilization
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WSTĘP

Gametofitem żeńskim u roślin okrytonasiennych jest woreczek zalążkowy, który 
u większości przebadanych do tej pory przedstawicieli Angiospermae składa się z 
siedmiu komórek. Oprócz komórki centralnej, dwóch synergid i trzech komórek 
an ty pod woreczek zalążkowy zawiera komórkę jajową -  gametę żeńską, która 
posiada haploidalny genom oraz zdolność do łączenia się z gametą męską i formowa­
nia nowego organizmu. Ze względu na wymienione wyżej cechy, gametofit żeński od 
dawna stanowił obiekt dużego zainteresownia biologów próbujących zapoznać się z 
organizacją i funkcjonowaniem tej struktury. W wyniku licznych badań dysponujemy 
obecnie stosunkowo dużą liczbą danych na temat struktury i ultrastruktury woreczka 
zalążkowego (podsumowanie [16, 37]). Znacznie mniej natomiast jest informacji 
dotyczących procesów, jakie mają miejsce podczas zapłodnienia i wczesnych etapów 
embriogenezy. Niewiele również wiemy na temat fizjologii zróżnicowanych funkcjo­
nalnie komórek gametofitu żeńskiego. Główną przyczyną takiego stanu wiedzy jest 
lokalizacja gametofitu żeńskiego, który jest głęboko ukryty wśród tkanek zalążka, co 
bardzo utrudnia jego badanie. Opracowanie w ostatnich latach szeregu technik 
izolowania woreczków zalążkowych i komórek gametofitowych umożliwiło prowa­
dzenie różnorodnych badań eksperymentalnych i przyczyniło się do rozwiązania 
niektórych ważnych kwestii embriologicznych. Dostęp do materiału roślinnego w 
postaci wyizolowanych gametofitów czy też gamet żeńskich otworzył bowiem mo­
żliwości:

-  szczegółowych obserwacji procesu zapłodnienia in vitro,
-  badania mechanizmu rozpoznawania się gamet przeciwnej płci, ich adhezji oraz 

fuzji,
-  analizy materiału genetycznego gamet,
-  zastosowania inżynierii genetycznej w połączeniu z procesem zapłodnienia in 

vitro.
Dane pochodzące z tego typu doświadczeń pozwoliłyby lepiej poznać budowę i 

funkcjonowanie jednej z najważniejszych struktur roślin kwiatowych, jaką jest wore­
czek zalążkowy.

TECHNIKI IZOLOWANIA WORECZKÓW ZALĄŻKOWYCH

Pierwsze metody izolacji woreczków zalążkowych dotyczyły materiału utrwalo­
nego i zostały opracowane dla rodzajów Nicotiana i Petunia przez Bradley a [3]. 
Woreczki zalążkowe uzyskiwano poprzez delikatne naciskanie pod szkiełkiem nakry­
wkowym utrwalonych, hydrolizowanych w HC1 zalążków. Następne próby podejmo­
wano przy zastosowaniu techniki maceracji enzymatycznej zalążków. Z 
nadtrawionych zalążków wyłuskiwano woreczki zalążkowe przy użyciu lupy i igieł 
preparacyjnych [8, 11].
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Na początku lat siedemdziesiątych grupa badaczy rosyjskich rozpoczęła doświad­
czenia nad możliwością zastosowania enzymów do izolowania woreczków zalążko­
wych utrwalonych i żywych. Z powodzeniem używali oni pektynazy i celulazy [7], a 
także enzymów z soku żołądkowego ślimaka Helix pomatia do wyizolowania game- 
tofitów żeńskich u ponad 10 gatunków Angiospermae [41, 42]. Od tego czasu 
powszechnie stosuje się techniki maceracji enzymatycznej. W latach osiemdziesią­
tych wiele sukcesów w izolowaniu nie tylko całych gametofitów żeńskich, ale 
również komórek gametofitowych, w tym komórki jajowej, odnieśli badacze chińscy 
[13, 56-64] . Ostatnio metoda maceracji enzymatycznej jest także z powodzeniem 
stosowana w wielu ośrodkach naukowych w Europie, Kanadzie i USA [14-19,24-26, 
31,48-52].

METODY WSPÓŁCZEŚNIE STOSOWANE

Mimo iż metody izolowania żywych gametofitów i gamet żeńskich są coraz szerzej 
stosowane, u niewielu gatunków roślin udało się uzyskać pozytywne rezultaty. Do tej 
pory nie opracowano jeszcze uniwersalnej metody, którą można wykorzystać do 
uzyskiwania gametofitów żeńskich u większości gatunków należących do Angiosper­
mae. Obecnie znanych jest około 46 gatunków roślin, dla których opracowano 
techniki izolowania woreczków zalążkowych (tab. 1).

Wybór rośliny do eksperymentu jest jednym z czynników decydujących o powo­
dzeniu doświadczenia. Takie cechy embriologiczne, jak wielkość zalążków, ich duża 
liczba w zalążni, czy stosunkowo niewielka ilość tkanki sporofitowej otaczającej 
woreczek zalążkowy, bardzo ułatwiają przeprowadzenie doświadczenia.

Ogólnie techniki izolowania gametofitów i gamet żeńskich można podzielić na 
trzy grupy:

1) techniki mikromanipulacyjne,
2) techniki maceracji enzymatycznej,
3) techniki maceracji enzymatycznej w połączeniu z mikromanipulacją.
Metody z grupy pierwszej polegają na wyłuskiwaniu woreczków zalążkowych

bezpośrednio z zalążków. Znajdują one zastosowanie głównie do materiału utrwalo­
nego, chociaż niektórzy badacze uzyskiwali tą metodą izolowane woreczki zalążkowe 
również z materiału świeżego [1,12]. Technika mikromanipulacji umożliwia uzyska­
nie izolowanych gametofitów, których struktura i kształt pozostają niezmienione na 
skutek działania czynników chemicznych. Jest to jednak metoda bardzo czasochłonna 
oraz wymagająca od eksperymentatora dużej sprawności manualnej. Z tych wzglę­
dów techniki mikromanipulacyjne nie są stosowane zbyt często. Należy pamiętać, że 
izolowanie gametofitów czy gamet żeńskich, to z reguły dopiero pierwszy, wstępny 
etap badań eksperymentalnych.

http://rcin.org.pl



TA
BE

LA
 

I. 
Ze

st
aw

ie
ni

e 
do

ty
ch

cz
as

ow
yc

h 
os

ią
gn

ięć
 

w 
dz

ie
dz

in
ie

 
iz

ol
ow

an
ia

 
wo

re
cz

kó
w 

za
lą

żk
ow

yc
h 

or
az

 
ob

se
rw

ac
ji 

pr
ze

pr
ow

ad
zo

ny
ch

 
na

 
uz

ys
ka

ny
m

 
m

at
er

ia
le 

(o
bj

aś
ni

en
ia

 
sk

ró
tów

 
zn

aj
du

ją
 

się
 

po
d 

ta
be

lą
).

280 M. L1BIK, L. PRZYWARA

G
at

un
ek

 
Iz

ol
ow

an
y 

m
at

er
ia

ł 
M

at
er

ia
ł 

i m
eto

da
 

W
yb

ra
ne

 
da

ne
 

do
ty

cz
ąc

e 
tec

hn
ik

 
i p

ro
w

ad
zo

ny
ch

 
ob

se
rw

ac
j 

Po
zy

cj
a 

w 
sp

i-
 

W
Z

 
PK

G
 

sie
 

lit
er

at
ur

y
Ad

en
op

ho
ra

 
ax

ill
ifl

or
a 

+ 
- 

M
E;

 W
T;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

pr
oc

es
u 

za
pł

od
ni

en
ia

, 
zy

go
ty

 
i e

nd
os

pe
rm

y 
[5

6
Al

op
ec

ur
us

 
al

pi
nu

s 
+ 

- 
M

E;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
[4

1,
42

]
An

tir
rh

in
um

 
m

aj
us

 
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł ś

wi
eż

y 
i u

tr
wa

lo
ny

 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
[6

0-
63

]
A

ra
bi

do
ps

is
 

th
al

ia
na

 
+ 

- 
M

E;
 Z

G;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
ba

da
ni

e 
cy

to
sz

ki
el

et
u 

w 
ró

żn
yc

h 
sta

di
ac

h 
ro

zw
oj

u 
W

Z:
y 

[5
3,

 5
4,

 5
5]

m
eg

as
po

ro
ge

ne
zy

, 
m

eg
ag

am
et

of
 i

to
ge

ne
zo

ra
z 

po 
za

pł
od

ni
en

iu
 

w  
sta

diu
m 

zy
go

ty
 

lub
 

pr
az

ar
od

ka
Ar

ct
ag

ro
st

is
 

ar
un

di
na

ce
a 

+ 
- 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

[4
1,

 
42

]
At

ro
pa

 
be

lla
do

nn
a 

+ 
- 

M
E;

 Z
G

; 
m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
w 

ró
żn

yc
h 

sta
di

ac
h 

ro
zw

oj
u 

[2
7]

na 
po

zi
om

ie
 

M
Ś

Be
la

m
ca

nd
a 

ch
in

en
sis

 
+ 

- 
M

E;
 Z

G;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
w 

ró
żn

yc
h 

sta
di

ac
h 

ro
zw

oj
u 

n 
[2

7]
na 

po
zi

om
ie

 
M

Ś
Br

as
sic

a 
ca

m
pe

st
ris

 
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł u

tr
wa

lo
ny

 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
[5

9]
Ca

ric
a 

pa
pa

ya
 

+ 
- 

M
E;

 W
T;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

w 
ró

żn
yc

h 
sta

di
ac

h 
ro

zw
oj

u 
[3

6]
na 

po
zi

om
ie

 
M

Ś
D

es
ch

am
ps

ia
 

gl
au

ca
 

+ 
- 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

[4
1,

42
]

D
up

on
tia

fis
he

ri
 

+ 
- 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

[4
1,

42
]

Fe
stu

ca
 

sp
. 

+ 
- 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

[4
1,

42
]

G
al

an
th

us
 

ni
va

lis
 + 

- 
M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

sz
cz

eg
ół

ow
e 

ob
se

rw
ac

je
 

pr
oc

es
u 

za
pł

od
ni

en
ia

 
[8

]
G

as
te

ria
 

ve
rr

uc
os

a + 
- 

ZG
; 

m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

cy
to

sz
ki

el
et

u 
ak

ty
no

w
eg

o 
po

dc
za

s 
m

eg
as

po
ro

ge
ne

zy
 

[2
]

Gl
yc

in
e 

ma
x + 

- 
M

M
; 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

us
ta

la
ni

e 
po

zio
m

u 
pl

oi
da

ln
oś

ci
 i 

za
w

ar
to

śc
i 

DN
A 

w 
ją

dr
ac

h 
[6

]
za

ro
dk

a 
i e

nd
os

pe
rm

y
H

el
ia

nt
hu

s 
an

nu
s + 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ob

se
rw

ac
je

 
po

sz
cz

eg
ól

ny
ch

 
eta

pó
w 

pr
oc

es
u 

za
pł

od
ni

en
ia

 
[6

1]
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
i u

tr
wa

lo
ny

 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
[5

8,
62

]
H

ev
ea

 
br

as
ili

en
sis

 
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
[3

6]
H

ie
ro

ch
lo

e 
sp

. 
+ 

- 
M

E;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
[4

1,
42

]
H

or
de

um
 

vu
lg

ar
e 

+ 
- 

M
M

; 
m

at
er

ia
l 

św
ież

y 
[1

,2
0]

- 
+ 

M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ho

do
wl

a 
in 

vit
ro

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
m

ec
ha

ni
cz

ni
e

pr
ot

op
la

stó
w 

ko
m

ór
ki

 j 
aj 

ow
ej 

or
az

 
zy

go
t 

[ 1
2]

Ja
sio

ne
 

m
on

ta
na

 + 
- 

M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
sz

cz
eg

ół
ow

e 
ob

se
rw

ac
je

 
pr

oc
es

u 
za

pł
od

ni
en

ia
 

[8
]

Li
liu

m 
lo

ng
ifl

or
um

 
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie 

MŚ
 

[5
1]

Lo
liu

m 
pe

re
nn

e 
- 

+ 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
ga

m
et

 n
a 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
[4

7,
48

]
Ly

co
pe

rs
ic

on
 

es
cu

len
tu

m
 

+ 
- 

M
E;

 W
T;

 m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

i u
tr

wa
lo

ny
 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

na 
po

zi
om

ie
 

MŚ
 

[2
8]

M
al

us
 

sp
. 

+ 
- 

M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
i u

tr
wa

lo
ny

 
zm

ian
y 

cy
to

lo
gi

cz
ne

 
w 

ją
dr

ac
h 

en
do

sp
er

m
y 

po 
na

św
iet

la
ni

u 
[3

4]
 

 
pr

om
ie

ni
 am

 
ga

m
m

a
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
_

http://rcin.org.pl



IZOLOWANIE GAMETOFITÓW 281
cd 

tab
 

I

Ga
tu

ne
k 

Iz
ol

ow
an

y 
m

at
er

ia
ł 

M
at

er
ia

ł 
i m

et
od

a 
W

yb
ra

ne
 

da
ne

 
do

ty
cz

ąc
e 

tec
hn

ik
 

i p
ro

w
ad

zo
ny

ch
 

ob
se

rw
ac

ji 
Po

zy
cj

a 
w 

sp
i-

 
W

Z
 

PK
G

 
sie

 
lit

er
at

ur
y

M
al

us
 

sp
. 

+ 
- 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
 

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie

 
MS

 
[7

]
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
MS

 
na 

po
zi

om
ie

 
MS

 
[5

9]
+ 

+ 
M

E;
 Z

G
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

i u
tr

wa
lo

ny
 

PK
G 

na 
po

zi
om

ie
 

MŚ
 

[1
3]

+ 
- 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

na 
po

zi
om

ie
 

M
Ś[

40
]

+ 
- 

M
E;

 W
T;

 m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

i u
tr

wa
lo

ny
 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

na 
po

zi
om

ie
 

MŚ
 

[6
1, 

63
]

+ 
+ 

M
E;

 M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
i P

KG
 

na 
po

zi
om

ie
 

MŚ
 

[1
7]

+ 
+ 

M
E;

 M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
i u

tr
wa

lo
ny

 
ob

se
rw

ac
je

 
pr

oc
es

u 
de

ge
ne

ra
cj

i 
sy

ne
rg

id
 

[1
8]

+ 
+ 

M
E;

 S
O;

 m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

op
ra

co
wa

ni
e 

no
we

j 
te

ch
ni

ki
 s

zo
ku

 
os

m
ot

yc
zn

eg
o 

do 
iz

ol
ow

an
ia

 
WZ

 
i

PK
G 

or
az

 
ob

se
rw

ac
je

 
fu

zj
i 

pr
ot

op
la

stó
w 

ko
m

ór
ki

 j
aj

ow
ej

i 
sy

ne
rg

id
[4

3]
+ 

+ 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ob

se
rw

ac
ja

 
ró

żn
yc

h 
sta

di
ów

 
ro

zw
oj

ow
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
[5

7]
+ 

- 
M

E;
 M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

zm
ian

 
w 

cy
to

sz
ki

el
ec

ie
 

w 
za

pł
od

ni
on

yc
h 

W
Z

w 
cz

as
ie 

de
ge

ne
ra

cj
i 

sy
ne

rg
id

 
[1

9]
O

en
ot

he
ra

 
od

or
at

a 
+ 

- 
M

E;
 Z

G
; 

m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

w 
ró

żn
yc

h 
sta

di
ac

h 
ro

zw
oj

u 
[2

7]
na 

po
zi

om
ie

 
M

Ś
Pa

sp
al

um
 

sp
. 

+ 
- 

M
E;

 M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
[1

1]
Pa

ul
ow

ni
a 

sp
. 

+ 
- 

M
E;

 W
T;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

[6
0,

63
]

Pe
tu

ni
a 

hy
br

id
a 

+ 
- 

M
M

; 
ZG

; 
m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
[3

]
+ 

+ 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ba

da
ni

e 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
i P

KG
 

na 
po

zi
om

ie
 

MŚ
 

[4
9]

+ 
- 

M
E;

 W
T;

 m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

wz
ór

 r
oz

m
ie

sz
cz

en
ia

 j
on

ów
 

C
a2

+o
ra

z 
ich

 
re

ce
pt

or
a-

ka
lm

od
ul

in
y

w 
ko

m
ór

ka
ch

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
[4

6]
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ob

se
rw

ac
ja

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
w 

ró
żn

yc
h 

sta
di

ac
h 

ro
zw

oj
u

or
az

pr
ób

y 
ho

do
w

li 
in 

vit
ro

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
str

uk
tu

r 
[4

5]
Ph

ip
ss

ia
 

gr
an

di
flo

ru
m

 
+ 

- 
M

E;
 Z

G
; 

m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

[4
1,

42
]

Pl
at

yc
od

on
 

gr
an

di
flo

ru
m

 
+ 

- 
M

E;
 Z

G
; 

m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

w 
ró

żn
yc

h 
sta

di
ac

h 
ro

zw
oj

u 
n]

na 
po

zi
om

ie
 

MŚ
 

[27
 

]
Pl

um
ba

go
 

ze
yl

an
ic

a 
+ 

+ 
M

E;
 M

M 
m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
i ś

wi
eż

y 
ba

da
ni

e 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
i P

KG
 

pr
zy

 
uż

yc
iu

 MŚ
 

i M
E 

[1
4]

+ 
+ 

M
E;

 M
M

; 
ZG

; 
m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
ba

da
ni

e 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
i p

ro
to

pl
as

tó
w 

ko
m

ór
ek

 
ja

jo
w

yc
h

na 
po

zi
om

ie
 

ME
 

[3
9]

+ 
+ 

M
E;

 M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
or

ga
ni

za
cj

a 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
i k

om
ór

ki
 j

aj
ow

ej
 p

rz
ed

 
[1

5]
i p

o 
za

pł
od

ni
en

ui
Po

a 
sp

. 
+ 

- 
M

E;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
[4

1,
42

]
Pr

im
ul

a 
sp 

. 
+ 

- 
M

E;
 M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

pr
ze

d 
i p

o 
za

pł
od

ni
en

iu
 

[3
0]

na 
po

zo
rn

ie 
M

Ś
Ru

db
ec

ki
a 

la
ci

ni
at

a_
__

__
+_

__
__

__
_

-_
__

__
__

__
M

E;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y_
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
__

__
_

[4
1,

 4
2]

__
__

__
__

http://rcin.org.pl



282 M. LIBIK, L. PRZYWARA
cd 

ta
b.

 I

G
at

un
ek

 
Iz

ol
ow

an
y 

m
at

er
ia

ł 
M

at
er

ia
ł 

i m
et

od
a 

W
yb

ra
ne

 
da

ne
 

do
ty

cz
ąc

e 
tec

hn
ik

 
i p

ro
w

ad
zo

ny
ch

 
ob

se
rw

ac
ji 

Po
zy

cj
a 

w 
sp

i-
 

W
Z

 
PK

G
 

sie
 

lit
er

at
ur

y
Sa

nt
al

um
 

alb
um

 
+ 

- 
M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
 y 

ob
se

rw
ac

ja
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

pr
ze

d 
i p

o 
za

pł
od

ni
en

iu
 

na 
po

zi
om

ie
 

MŚ
 

[3
5]

Se
ca

le
 

ce
re

al
e 

+ 
- 

M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
[1

]
Se

sa
m

um
 

in
dic

um
 

+ 
- 

M
E;

 W
T;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

na 
po

zi
om

ie
 

MŚ
 

[6
4]

So
lan

um
 

tu
be

ro
su

m
 

x 
S. 

ph
ur

ej
a 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

ob
se

rw
ac

je
 

m
ej

oz
y 

w 
za

ląż
ku

 
w 

pr
ep

ar
at

ac
h 

[2
1]

ro
zg

ni
ot

ow
yc

h 
ba

rw
io

ny
ch

 
ac

et
ok

ar
m

in
em

 
To

re
ni

a 
fo

ur
ni

er
i 

+ 
- 

M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ob

se
rw

ac
je

 
pr

oc
es

u 
za

pł
od

ni
en

ia
 

[8
]

+ 
+ 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

ob
se

rw
ac

je
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

i P
KG

 
na 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
[3

1]
+ 

- 
M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

m
ik

ro
in

je
kc

ja
 

ko
m

ór
ek

 
pl

em
ni

ko
w

yc
h 

do 
WZ

 
[2

2]
Tr

ise
tu

m 
sp

ica
tu

m
 

+ 
- 

M
E;

 m
at

er
ia

ł 
ut

rw
al

on
y 

[4
1,

42
]

Tr
iti

co
se

ca
le

 
+ 

- 
M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

[1
]

Tr
iti

cu
m 

ae
sti

vu
m

 
+ 

- 
M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

[1
]

- 
+ 

M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ho

do
wl

a 
i n 

vit
ro

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
m

ec
ha

ni
cz

ni
e 

[1
2]

pr
ot

op
la

stó
w 

ko
m

ór
ki

 j
aj

ow
ej

 o
ra

z 
zy

go
- 

+ 
M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

ba
da

ni
e 

ży
w

ot
no

śc
i 

i m
or

fo
lo

gi
i 

iz
ol

ow
an

yc
h 

m
ec

ha
ni

cz
ni

e 
[2

3]
ko

m
ór

ek
 

ja
jo

w
yc

h
Va

ni
lla

 
fr

ag
ra

ns
 

+ 
- 

M
E;

 Z
G

; 
m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
ob

se
rw

ac
je

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
w 

ró
żn

yc
h 

sta
di

ac
h 

ro
zw

oj
u 

[2
7]

na 
po

zi
om

ie
 

M
Ś

Vi
cia

 f
ab

a 
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y 
ob

se
rw

ac
ja

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie 

MŚ
 

[5
9,

63
]

Ze 
a 

m
ay

s 
+ 

- 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
i u

tr
wa

lo
ny

 
ba

da
ni

e 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
i M

E 
[4

0,
52

]
+ 

- 
M

E;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ba

da
ni

e 
iz

ol
ow

an
yc

h 
WZ

 
na 

po
zi

om
ie

 
MŚ

 
i M

E 
or

az
 

[4
]

ich
 

fiz
jo

lo
gi

i 
i b

io
ch

em
ii

+ 
M

E;
 W

T;
 m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
za

pł
od

ni
en

ie
 

in 
vit

ro
 

or
az

 
pr

ze
no

sz
en

ie
 

or
ga

ne
lli

 c
yt

op
la

zm
at

yc
zn

yc
h

pr
zy

 
w

yk
or

zy
st

an
iu

 
pr

oc
es

u 
el

ek
tr

of
uz

ji 
iz

ol
ow

an
yc

h 
ga

m
et

 
[2

4,
 2

5]
+ 

+ 
M

E;
 M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

za
pł

od
ni

en
ie

 
i n 

vit
ro

 
i h

od
ow

la
 

ro
zw

ija
ją

ce
j 

się
 

zy
go

ty
 

aż 
do

uz
ys

ka
ni

a 
do

jr
za

łej
 

ro
śli

ny
 

[2
6]

+ 
- 

M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

św
ież

y 
ho

do
wl

a 
in 

vit
ro

 
iz

ol
ow

an
yc

h,
 z

ap
ło

dn
io

ny
ch

 
WZ

 
w 

sta
diu

m 
zy

go
ty

i d
w

uk
om

ór
ko

w
eg

o 
pr

az
ar

od
ka

 
[3

2]
+ 

+ 
M

E;
 M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

ob
se

rw
ac

je
 

pr
oc

es
u 

ka
ri

og
am

ii 
po 

el
ek

tr
of

uz
ji 

iz
ol

ow
an

yc
h 

ga
m

et
 [

9]
- 

+ 
M

E;
 M

M
; 

m
at

er
ia

l 
św

ież
y 

op
ra

co
w

an
ie

 
sy

ste
m

u 
za

pł
od

ni
en

ia
 

i n 
vit

ro
 

po
zw

al
aj

ąc
eg

on
 

a 
ad

he
zj

ę 
i

fu
zję

 
iz

ol
ow

an
yc

h 
ga

m
et

 b
ez 

dz
ia

ła
ni

a 
cz

yn
ni

kó
w 

ze
w

nę
tr

zn
yc

h 
[1

0]
+ 

- 
M

E;
 M

M
; 

m
at

er
ia

ł 
św

ież
y 

m
ik

ro
in

je
kc

ja
 

ją
de

r 
pl

em
ni

ko
w

yc
h 

do 
ko

m
ór

ki
 j

aj
ow

ej
 

iz
ol

ow
an

yc
h 

WZ
 

[2
9]

 
+_

__
__

__
-_

__
__

__
__

_M
M

; 
m

at
er

ia
ł 

ut
rw

al
on

y_
__

__
__

__
__

__
sz

cz
eg

ół
ow

y 
op

is 
po

sz
cz

eg
ól

ny
ch

 
eta

pó
w 

pr
oc

es
u 

za
pł

od
ni

en
ia

 
[3

3]
__

__
__

__
__

_

W
yk

az
 

st
os

ow
an

yc
h 

sk
ró

tó
w

; 
PK

G 
- 

pr
ot

op
la

st
y 

ko
m

ór
ek

 
ga

m
et

of
ito

w
yc

h;
 M

E 
- 

m
ac

er
ac

ja
 

en
zy

m
at

yc
zn

a;
 M

M 
- 

m
ik

ro
m

an
ip

ul
ac

ja
; 

SO 
- 

sz
ok

 
os

m
ot

yc
zn

y;
 W

T
 

- 
w

yt
rz

ąs
an

ie
; 

WZ
 

- 
w

or
ec

zk
i 

za
lą

żk
ow

e;
 Z

G 
- 

zg
ni

at
an

ie
.

http://rcin.org.pl



IZOLOW ANIE GAM ETOFITÓW 283

Technika maceracji enzymatycznej jest łatwiejszym sposobem izolowania wore­
czków zalążkowych i/lub komórek gametofitowych. Podstawą tej metody jest zasto­
sowanie kombinacji enzymów, które powodują delikatne trawienie ścian komórek 
otaczających woreczek zalążkowy, a w konsekwencji uwalnianie woreczka. Stoso­
wane procedury maceracji enzymatycznej różnią się w doborze parametrów (tab. 2), 
z których najważniejsze są:

-  skład i stężenie enzymów,
-  temperatura i czas inkubacji zalążków,
-  pH i potencjał osmotyczny roztworu izolującego i stabilizującego.

Spośród enzymów, które używano do maceracji tkanek zalążka, najbardziej 
skuteczne są celulaza i pektynaza (47, 51, 52, 56, 59, 61-63]. Niektórzy badacze 
stosowali z równym powodzeniem mieszaniny zawierające hemicelulazę [14], pekto- 
liazę [31], p-glukuronidazę [39], ksylozydazę [40], snailazę [41,42], celulizynę [43], 
dricelazę [49] oraz cytohelikazę [50],

Uwolnione na drodze maceracji enzymatycznej woreczki zalążkowe oddziela się 
od komórek tkanki sporofitowej stosując filtrowanie przez filtry nylonowe [52], 
wirowanie [58] lub techniki mikromanipulacyjne, np. “odławianie” wyizolowanych 
gametofitów żeńskich przy pomocy mikropipet. Wyizolowane woreczki zalążkowe 
lub komórki gametofitowe są następnie przenoszone do roztworu stabilizującego, 
który różni się od roztworu izolującego jedynie brakiem enzymów.

Żywotność uzyskanego drogą izolacji enzymatycznej materiału wydaje się być 
uzależniona przede wszystkim od czasu traktowania zalążków enzymami. Im krótszy 
czas inkubacji, tym większy procent żywych, wyizolowanych woreczków zalążko­
wych.

Odczyn roztworów izolujących waha się zawsze w granicach pH 5-6. Wartości 
takie z jednej strony zapewniają optimum aktywności enzymów; z drugiej strony 
mogą jednak powodować zaburzenia w fizjologii komórek. Dlatego też niektórzy 
badacze stosują techniki maceracji enzymatycznej w połączeniu z mikromanipulacją, 
co pozwala na maksymalne skrócenie czasu trawienia, a tym samym pozwala uzyskać 
większy procent żywych gametofitów i/lub komórek gametofitowych [9, 10, 14, 17, 
18, 26, 29].

Potencjał osmotyczny roztworu izolującego, a także roztworu stabilizującego, w 
którym przechowywane są wyizolowane struktury również odgrywa istotną rolę w 
utrzymywaniu żywotności. Do najczęściej stosowanych stabilizatorów osmotycznych 
należą: mannitol, sorbitol i sacharoza. Optymalne wartości potencjału osmotycznego 
muszą być dobierane dla poszczególnych gatunków roślin.

Żywotność wyizolowanych gametofitów czy też komórek gametofitowych ocenia 
się najczęściej przy zastosowaniu barwników fluorescencyjnych, np. FDA (dwuoctan 
fluoresceiny). Obserwacje ruchów cytoplazmy czy też reakcje osmotyczne są również 
dobrymi wskaźnikami żywotności badanego materiału. Jak dotychczas najdłuższy 
okres żywotności izolowanych woreczków zalążkowych zanotowano dla gatunku
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Nicotiana tabacum [57]. Ruchy cytoplazmy w komórkach wyizolowanych, nienaru­
szonych gametofitów żeńskich obserwowano przez okres 1 tygodnia od czasu izolacji. 
Wydłużenie żywotności izolowanych struktur wydaje się być w tym przypadku 
spowodowane odpowiednim doborem pożywki stabilizującej. Użyto tutaj stosunko­
wo bogatej pożywki MS, podczas gdy w innych eksperymentach pożywki stabilizu­
jące były z reguły znacznie uboższe.

Problemem w stosowaniu techniki izolowania woreczków zalążkowych jest nie 
tylko brak jednej, uniwersalnej metody, dzięki której możnaby izolować gametofity 
żeńskie u większości roślin należących do Angiospermae, ale również niemożność 
zastosowaniajednej techniki w stosunku do osobników tego samego gatunku. Niestety 
stwierdzenie, że dla danego gatunku opracowano technikę izolowania żywych wore­
czków zalążkowych nie oznacza jeszcze pełnego sukcesu. Jak wynika z powyższych 
rozważań, powodzenie metody może zależeć od bardzo wielu czynników. Wydaje 
się, że decydującym krokiem do otrzymania wyizolowanych, żywych woreczków 
zalążkowych jest odpowiedni dobór rośliny. Przy doborze materiału roślinnego 
należy zwracać uwagę nie tylko na cechy embriologiczne (liczba i wielkość zalążków, 
ilość tkanki sporofitowej), ale również na stan fizjologiczny rośliny uzależniony od 
warunków uprawy oraz na jej genotyp.

CHARAKTERYSTYKA IZOLOWANYCH WORECZKÓW  
ZALĄŻKOWYCH I KOMÓREK GAMETOFITOWYCH

CHARAKTERYSTYKA CYTOLOGICZNA

Struktura izolowanych woreczków zalążkowych została opisana dla większości 
badanych gatunków roślin. Z uzyskanych obserwacji wynika, że organizacja wyizo­
lowanego gametofitu żeńskiego pozostaje niezmieniona. Gruszkowaty, wydłużony 
kształt megagametofitu nie ulega zmianie, a komórki gametofitowe pozostają na 
właściwych im pozycjach, takich samych jak w warunkach in vivo. W doniesieniach 
na temat struktury izolowanych woreczków zalążkowych u Lilium longiflorum [51] 
oraz Plumbago zeylanica [14] podkreślany jest fakt braku komórek antypod i/lub 
zmiany charakterystycznego kształtu komórek gametofitowych, które pod wpływem 
działania enzymów stają się bardziej zaokrąglone.

Na poziomie mikroskopu świetlnego technika maceracji enzymatycznej zalążków 
w różnych stadiach rozwoju i uzyskany tą drogą materiał roślinny w postaci izolo­
wanych struktur znalazł zastosowanie głównie do badań megasporogenezy i różnych 
etapów rozwoju gametofitu żeńskiego [27,53,64], podwójnego zapłodnienia [15,58] 
oraz wczesnych stadiów embriogenezy [15, 54]. Niewątpliwą korzyścią płynącą z
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dostępu do izolowanych gametofitów żeńskich jest możliwość badania cytoszkieletu, 
rozmieszczenia DNA cytoplazmatycznego i jądrowego, struktury ściany komórko­
wej oraz rozkładu cytoplazmy wewnątrz woreczka zalążkowego.

Organizacja cytoszkieletu mikrotubulamego podczas megasporogenezy została 
opisana na podstawie badań prowadzonych na izolowanych woreczkach zalążkowych 
gatunków: Arabidopsis thaliana [53], Gasteria verrucosa [2] oraz Plumbago zeyla- 
nica [15].

Na poziomie mikroskopu elektronowego przeprowadzono dotychczas niewiele 
wnikliwych badań na izolowanych woreczkach zalążkowych. Z rezultatów obserwa­
cji nad Plumbago zeylanica [14, 39] i Zea mays [50] wynika, że również pod 
względem ultrastruktury izolowane megagametofity nie wykazują zmian w porówna­
niu z gametofitami in vivo.

CHARAKTERYSTYKA CYTOCHEMICZNA

Badania cytochemiczne, jakie dotychczas prowadzono na izolowanych żywych i 
utrwalonych woreczkach zalążkowych, ograniczone są do oznaczania DNA jądrowe­
go i DNA chloroplastowego przy użyciu barwników fluorescencyjnych, takich jak 
DAPI oraz Hoechst 33258. Przy ich wykorzystaniu śledzono poszczególne fazy 
zapłodnienia w fazie kariogamii u Helianthus annuus [58] oraz badano rozmieszcze­
nie cytoplazmatycznego DNA podczas formowania się woreczka zalążkowego u 
Plumbago zeylanica [15]. Badania nad Plumbago wykazały, że plastydy najczęściej 
gromadzą się wokół jądra położonego najbliżej bieguna mikropylamego, co wskazuje, 
iż plastydy mogą determinować różnicowanie się danej komórki megagametofitu w 
komórkę jajową.

Inne z dotychczas przeprowadzonych badań cytochemicznych dotyczą obecności 
i składu ściany woreczków zalążkowych. Przy użyciu barwnika fluorescencyjnego 
Calcafluor White wykazano, że u większości izolowanych gametofitów żeńskich nie 
obserwuje się pozytywnej reakcji na obecność polisacharydów w ścianie woreczka 
zalążkowego [15, 18, 61, 62]. Szczególną budowę ściany woreczka zalążkowego 
zaobserwowano u Antirrhinum majus [60, 63]. U tego gatunku ściana woreczka 
zalążkowego wykazuje bardzo intensywne zabarwienie po zastosowaniu barwnika 
Auramina O oraz jest bardzo odporna na działanie enzymów, silnych utleniaczy, a 
nawet acetolizę. Dane te mogą oznaczać, że ściana woreczka zalążkowego u Antir­
rhinum majus zawiera kutynę lub sporopolleninę.

CHARAKTERYSTYKA IMMUNOLOGICZNA

Metody immunologiczne wykorzystano jak dotychczas jedynie do oznaczania 
białek cytoszkieletu izolowanych woreczków zalążkowych [53, 54, 55]. Nie podej­
mowano dotychczas prób immunodetekcji specyficznych dla gamety żeńskiej białek, 
co niewątpliwie przyczyniłoby się do lepszego zrozumienia mechanizmów rozpozna­
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wania się, adhezji oraz fuzji gamet przeciwnej płci. Należy podkreślić, że ograniczenia 
w zastosowaniu metod immunologicznych do badania wyizolowanych gametofitów 
lub gamet żeńskich wynikają z trudności w uzyskaniu odpowiednio dużej ilości 
izolowanego materiału.

BADANIA PROCESU ZAPŁODNIENIA I WCZESNYCH  
STADIÓW EMBRIOGENEZY ORAZ FUZJI GAMET IN VITRO

U roślin okrytonasiennych występuje charakterystyczne zjawisko podwójnego 
zapłodnienia. Podczas tego procesu dwie komórki plemnikowe, każda bez ściany 
komórkowej, są uwalniane z łagiewki pyłkowej do jednej zkomórek gametofitowych, 
synergidy. Następnie obydwie komórki plemnikowe przesuwają się poprzez zdegene- 
rowaną synergidę, dostają się do przestrzeni międzykomórkowej pomiędzy dwiema 
sąsiadującymi ze sobą komórkami gametofitu -  komórką jajową i komórką centralną 
-  i łączą z nimi tworząc zygotę i pierwotne jądro endospermy. Wszystkie etapy 
zapłodnienia u roślin okrytonasiennych przebiegają głęboko ukryte w tkankach żeń­
skich. Komórka jajowa umieszczona jest w woreczku zalążkowym, który z kolei 
otoczony jest tkankami zalążka i zalążni, stąd dostęp do niej jest nieporównanie 
trudniejszy niż do komórki jajowej zwierząt. Większość danych na temat podwójnego 
zapłodnienia u Angiospermae pochodzi z obserwacji mikroskopowych materiału 
utrwalonego. Dane te są jednak nadal fragmentaryczne (podsumowanie dotychcza­
sowych danych [38]).

W celu poznania i zrozumienia mechanizmów rozmnażania seksualnego u roślin 
konieczne było opracowanie nowych technik eksperymentalnych, które umożliwia­
łyby bezpośredni dostęp do wyizolowanych żywych gametofitów i gamet oraz możli­
wość manipulowania gametami. Metody takie zostały już częściowo opracowane. W 
niniejszym opracowaniu podano opis technik izolowania gametofitów i gamet żeń­
skich. Dane na ten temat można również znaleźć w opracowaniach przeglądowych 
[16,44]. Metody izolowania gamet męskich szczegółowo omawiają Chaboud i Perez
[5].

W badaniach procesu zapłodnienia i zmian, jakie zachodzą w woreczku zalążko­
wym po zapłodnieniu, wykorzystuje się techniki eksperymentalne, takie jak:

-  hodowlę in vitro izolowanych woreczków zalążkowych [32] i zapłodnionych 
komórek jajowych [12],

-  mikroiniekcję izolowanych gamet męskich do wyizolowanych woreczków za­
lążkowych i komórek gametofitowych [29],

-  fuzję in vitro gamet przeciwnej płci [9, 10, 24, 25],
-  fuzję in vitro gamet przeciwnej płci i kulturę in vitro produktów fuzji aż do 

uzyskania dojrzałych roślin [26].
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Spośród wymienionych metod technika fuzji in vitro wydaje się być najbardziej 
efektywna w przeprowadzaniu doświadczeń nad zapłodnieniem, gdyż pozwala na 
dowolne manipulowanie materiałem w postaci izolowanych gamet oraz na bardzo 
dokładne śledzenie poszczególnych etapów łączenia się komórki jajowej z plemni­
kiem. Techniki zapłodnienia in vitro wydają się również łatwiejsze w porównaniu z 
techniką mikroiniekcji, która jest znacznie bardziej skomplikowana i wymaga od 
eksperymentatora dużego doświadczenia oraz zdolności manualnych.

Po raz pierwszy fuzję gamet in vitro przeprowadzono u gatunku Zea mays [24, 
25]. Protoplasty komórki jajowej i plemnika łączyły się ze sobą po umieszczeniu w 
odpowiedniej pożywce w zmiennym polu elektrycznym. Wydajność tej metody 
wynosiła 79%, a produkty elektrofuzji dzieliły się i ostatecznie otrzymano płodne 
rośliny [26].

W roku 1994 opracowano nową metodę fuzji in vitro gamet przeciwnej płci [10], 
w której dochodziło do połączenie gamet bez działania czynników zewnętrznych. 
Zatem warunki eksperymentalne zbliżone były bardziej do warunków panujących in 
vivo. Protoplasty komórki jajowej i plemnika umieszczone w prostej pożywce zawie­
rającej 1 mM mannitol i 1 mM, 5 mM lub 10 mM CaCl2 łączyły się po upływie 
zaledwie kilku sekund. Stosując tę metodę autorzy zauważyli, że fuzja gamety 
żeńskiej z gametą męską jest procesem specyficznym w przeciwieństwie do metody 
elektrofuzji, gdzie z równą częstością dochodziło do fuzji protoplastów plemników z 
protoplastami innych komórek gametofitowych niż komórka jajowa, a nawet z pro­
toplastami komórek sporofitowych. W toku opisywanych eksperymentów stwierdzo­
no również, że zapłodniona komórka jajowa nie ulega fuzji z dodatkowymi 
plemnikami, co wskazywałoby na istnienie również u roślin, podobnie jak u zwierząt, 
mechanizmów blokujących polispermię.

Przedstawione systemy eksperymentalne badania zjawiska zapłodnienia otwierają 
nowe perspektywy i kierunki badań w dziedzinie embriologii eksperymentalnej. 
Opracowane systemy fuzji in vitro powinny pozwolić na badanie mechanizmów 
rozpoznawania się gamet i ich adhezji, a także na badanie zupełnie nieznanych 
jeszcze u Angiospermae mechanizmów molekularnych związanych z procesem za­
płodnienia.

Konsekwencją rozwoju nowych technik są interesujące prace eksperymentalne, 
jakie ukazały się w ostatnich latach. Prace te w znacznym stopniu poszerzają naszą 
wiedzę na temat rozmnażania seksualnego u roślin. Należy jednak pamiętać, że szereg 
fundamentalnych kwestii, zwłaszcza dotyczących mechanizmów molekularnych pro­
cesu zapłodnienia u roślin nadal czeka na wyjaśnienie.

WNIOSKI I PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAŃ

Izolowanie gametofitów i gamet żeńskich jest nowym krokiem w kierunku lepsze­
go poznania procesu podwójnego zapłodnienia oraz rozwoju embrionalnego. Możli­
wość izolowania woreczków zalążkowych czy też komórek gametofitowych pozwala
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na przeprowadzenie bardzo szczegółowych badań strukturalnych, biochemicznych i 
molekularnych. Nienaruszona trójwymiarowa organizacja woreczka zalążkowego 
stwarza możliwość badania interakcji międzykomórkowych. Techniki izolowania 
gametofitów żeńskich pozwalają również na badanie zmian zachodzących w cytosz- 
kielecie oraz zmian w rozmieszczeniu organelli cytoplazmatycznych podczas zapłod­
nienia. Jeżeli przełamane zostaną techniczne problemy związane z uzyskaniem dużej 
ilości izolowanych woreczków zalążkowych oraz opracowane odpowiednio czułe 
techniki, możliwe stanie się zbadanie zmian zachodzących podczas rozwoju na 
poziomie biochemicznym i molekularnym, zwłaszcza zaś zbadanie ekspresji specy­
ficznych białek oraz produkcji glikoprotein charakterystycznych dla woreczków 
zalążkowych lub gamety żeńskiej.

Badania takie niewątpliwie mogłyby przyczynić się do lepszego zrozumienia 
mechanizmów rozpoznawania się gamet przeciwnej płci oraz ich fuzji, a także 
rozwiązania problemów regulacji megasporogenezy, megagametofitogenezy, zapłod­
nienia, inicjacji embriogenezy czy też indukcji rozwoju apomiktycznego.
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PROTEASOMY I SZLAK DEGRADACJI BIAŁEK 
ZALEŻNY OD UBIKWITYNY

PROTEASOMES AND THE UBIQUITIN-DEPENDENT PROTEIN 
DEGRADATION PATHWAY

Cezary WÓJCIK 

Zakład Histologii i Embriologii AM w Warszawie

Streszczenie: Ostatnie lata przyniosły lepsze poznanie głównego pozalizosomalnego szlaku degradacji 
białek zlokalizowanego w cytoplazmie. Ukierunkowanie białek na ten szlak degradacji następuje 
wskutek ich związania się z powszechnie występującym w komórkach drobnocząsteczkowym białkiem 
zwanym ubikwityną. Rozpad proteolityczny dokonywa się następnie przy udziale wielokatalitycznych 
kompleksów proteinaz MPC (multicatalytic proteinase complex), czyli proteasomów. Te ostatnie są 
organelami występującymi we wszystkich zbadanych do tej pory komórkach eukariotycznych.

Słowa kluczowe: proteasomy, prosomy, ubikwityną, proteoliza, MPC, prezentacja antygenów

Summary: The last years brought a deeper understanding of the main lysosome independent protein 
degradation pathway localized in the cytoplasm. The targeting of proteins to this pathway is due to their 
covalent binding with a small ubiquitous polypeptide known as ubiquitin. The ubiquitin conjugates are 
degraded by the proteasomes or multicatalytic proteinase complexes (MPCs). The proteasomes are 
present in all known eukaryotic cells.

Key words: proteasomes, prosomes, ubiquitin, proteolysis, multicatalytic proteinase complexes (MPC), 
antigen presentation

Wykaz skrótów: CENP (centromere protein) -  białko centromerowe; CF (conjugate breakdown factor) 
-  czynniki powstające z rozpadu koniugatów; CSK (cytostatic factor) -  czynnik cytostatyczny; DFP 
(diisopropylfluorphosphate) -  diizopropylofluorofosforan ; INCENPs (inner centromere proteins) -  
wewnętrzne białka centromeru; LMP (low molecular mass protein) -  białko o niskiej masie cząstecz­
kowej; MHC (major histocompatibility complex) -  główny kopleks zgodności tkankowej; MPC 
(multicatalyticproteinase complex) -  wielokatalityczny kompleks proteinaz; MPF (maturation promo­
ting factor) -  czynnik wywołujący dojrzewanie; NTS (nuclear transfer signal) -  sygnał przenoszenia 
do jądra komórkowego; pRNA -  prosomalny RNA; SDS (sodium dodecylsulphate) -  dodecylosiarczan
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sodu; TAP (transporter asociated with antigen presentation) -  białko transportujące związane z 
prezentacją antygenów; UBA (ubiquitin activating enzyme) -  enzym aktywujący ubikwitynę; UBC 
(ubiquitin conjugating enzyme) -  enzym koniugujący ubikwitynę; UCDEN (ubiquitin conjugate degra­
ding enzyme) -  enzym degradujący koniugaty ubikwityny; YTA (yeast ATPases) -  ATPazy drożdży.

MECHANIZMY POZALIZOSOMALNEJ DEGRADACJI 
BIAŁEK

Najlepiej poznany jest system proteolizy występujący w obrębie lizosomów. 
Spełnia on swe zadania wobec białek pochodzących z otoczenia komórki drogą 
różnych form endocytozy lub białek wewnątrzkomórkowych dostających się do niego 
drogą autofagii bądź przepływu struktur błoniastych. W ostatnich czasach zaczęto 
zwracać uwagę na istnienie innych układów proteolizy [13]. Wiążą się one z usuwa­
niem z jednej strony zniszczonych lub nienormalnych białek cytoplazmy, a z drugiej 
strony normalnych białek o charakterze regulacyjnym i krótkim okresie półtrwania, 
takich jakimi np. są cykliny [27], onkoproteiny, takie jak mos [38] czy antyonkopro- 
teina p53 [78] oraz hormony, takie jak gonadoliberyna [50] i kluczowe dla metabo­
lizmu enzymy, takie jak fruktozo-1,6-bifosfataza [81]. Ostatnio wykazano, że 
proteasomy spełniają główną rolę także w degradacji stabilnych białek funkcjonal­
nych i strukturalnych, o długim okresie półtrwania (choć szlak ten może być nieza­
leżny od ubikwityny) [74].

Biochemiczne podłoże głównego pozalizosomalnego szlaku degradacji białek 
polega na ich wiązaniu z drobnocząsteczkowym polipeptydem, zwanym ubikwityną 
i ukierunkowaniu tak powstałych kompleksów do agregatów enzymów proteolitycz­
nych, zwanymi proteasomami 26 S [8,28,68]. Cząstki te są bardzo podobne i/lub mają 
wspólne składniki z opisanymi wcześniej kompleksami RNA i białek, zwanymi 
prosomami [79].

O wiele mniej poznana jest rola innych układów proteolitycznych, opartych na 
samodzielnych proteasomach 20 S, niezależnych od ubikwityny systemach znakują­
cych substraty, lub też enzymach cytoplazmatycznych w rodzaju kalpainy.

Niedawno wykazano, że proteasomy 26 S mogą rozkładać pewne białka bez 
uprzedniej ubikwitynacji, na przykładzie kluczowego enzymu w biosyntezie polia- 
min, jakim jest u ssaków dekarboksylaza omityny. Jest on enzymem o jednym z 
najkrótszych okresów półtrwania, a jego degradacja jest przyspieszana działaniem 
tzw. antyzymu, białka indukowanego przez poliaminy. Antyzym spełnia prawdopo­
dobnie rolę ubikwityny w ukierunkowaniu nowo powstałych kompleksów na szlak 
degradacji [57,89].

BUDOWA UBIKWITYNY

Ubikwityną jest małym białkiem powszechnie występującym wśród wszystkich 
eukariontów, cechującym się znacznym konserwatyzmem ewolucyjnym. Ubikwityną 
drożdży różni się od ubikwityny ludzkiej zaledwie trzema spośród siedemdziesięciu
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sześciu tworzących ją aminokwasów. Zlokalizowano ją we wszystkich przedziałach 
komórkowych, a więc w obszarze jądra, w cytoplazmie, jak i w powiązaniu z błoną 
komórkową. Wykryto homologi ubikwityny w genomach wielu wirusów, co może 
mieć znaczenie w determinowaniu ich ziadliwości wobec komórek eukariotycznych 
[40,55].

Ubikwityna charakteryzuje się wyjątkową termostabilnością, odpornością na pro- 
teolizę i zmiany pH, co uwarunkowane jest jej szczególną strukturą. Trzon białka ma 
charakter hydrofobowy i globulamy, składa się z trzech skupionych zwojów a-helisy 
oraz z części o charakterze struktury ß. Z tego zbitego jądra wystaje krótki C-termi- 
nalny łańcuch hydrofilowy, służący do wiązania się poprzez końcową resztę glicylową 
z grupą e-aminową Lys innych polipeptydów [55].

W genomie ludzkim nie wykryto dotychczas pojedynczego genu dla ubikwityny, 
stwierdzono natomiast występowanie charakterystycznej dla niej sekwencji w dwóch 
postaciach:

l/jako poliubikwityna 3- i 5-cząsteczkowa lub jako
2/ białko fuzyjne.
To ostatnie pojęcie oznacza, że wskutek translacji odpowiedniego genu powstaje 

polipeptyd składający się z połączonych koniec do końca kilku białek. Znane białka 
fuzyjne zawierające ubikwitynę mają jako drugi składnik niektóre z białkowych 
komponentów obydwu podjednostek rybosomów. Wolna ubikwityna powstaje wsku­
tek działania specyficznej C-terminalnej hydrolazy ubikwityny na białka fuzyjne lub 
na poliubikwitynę [55].

ZNACZENIE UBIKWITYNY W METABOLIZMIE KOMÓRKI

Ograniczona proteoliza koniugatów ubikwityny z białkami służy prawdopodobnie 
do obróbki posttranslacyjnej różnych białek, np. podjednostki p50 czynnika transkry- 
pcyjnego NF-kB [55].

Zależna od ubikwityny proteoliza wydaje się być niezbędnym elementem odpo­
wiedzi komorki eukariotycznej na stres cieplny bądź uszkadzający DNA. Funkcja ta 
prawdopodobnie wiąże się ze wzmożoną degradacją białek o zaburzonej konforma­
cji. Wykazano, że u drożdży gen dla polibikwityny UBI4 oraz gen dla enzymu 
koniugującego UBC2 ulegają aktywacji transkrypcyjnej w obecności czynników 
uszkadzających DNA [13,40,82].

Zależnej od ubikwityny proteolizie podlega cyklina B w momencie inaktywacji 
MPF-u [27], jak również prawdopodobnie cyklina A, a także cykliny Gj/S (np. CLN3 
u drożdży). Także produkt antyonkogenu p53 [78] oraz onkogenów/as, myc i mos 
[14,38] ulegają eliminacji drogą zależną od ubikwityny.

Obecność wielkocząsteczkowego (ca. 500 kDa), transbłonowego enzymu koniu­
gującego UBCM1 w obrębie błon aparatu Golgiego i siateczki śródplazmatycznej,

http://rcin.org.pl



298 C. WÓJCIK

sugeruje uczestnictwo proteolizy zależnej od ubikwityny w szlaku proteolitycznym 
siateczki śródplazmatycznej (ER degradation) mającej na celu usuwanie wadliwych 
białek błonowych i źle zmontowanych kompleksów transbłonowych [55].

Poza dobrze poznaną rolą ubikwityny, polegającą na ukierunkowaniu pewnych 
białek na drogę proteolizy, wydaje się że ma ona także inne funkcje. Występując w 
składzie białek fuzyjnych ubikwityna spełnia rolę molekularnej chaperoniny w prze­
strzennym konstruowaniu rybosomów. Ubikwityna występuje również w wyjątkowo 
stabilnych monokompleksach z receptorami dla PDGF i hGH odgrywając prawdopo­
dobnie rolę w regulacji ich ekspresji na powierzchni komórki [55]. Działanie rozpusz­
czalnego czynnika Steel stymuluje z kolei szybką poliubikwitynację i następczą 
degradację receptora c-kit [56].

U ssaków do 15% histonu H2A i do 5% H2B występuje w powiązaniu z ubikwityną, 
przy czym znikają one zupełnie z komórki w czasie metafazy, aby pojawić się znowu 
pod koniec anafazy. Wydaje się, że zubikwitynowane histony występują głównie w 
aktywnych transkrypcyjnie regionach chromatyny i mogą modyfikować jej strukturę. 
W okresie poprzedzającym metafazę histony ulegają deubikwitynacji, a ponowne 
przyłączanie ubikwityny rozpoczyna się w późnej anafazie. W czasie mitozy enzym 
aktywujący ubikwitynę El (patrz następny podrozdział) wiąże się z chromosomami, 
co może warunkować powyższe procesy [15].

Koniugacja białek z ubikwityną może też warunkować ich translokację do mito- 
chondriów, gdyż wykazano zablokowanie transportu monoaminooksydazy B pod 
wpływem przeciwciał antyubikwitynowych [13],

Wysoki poziom ubikwitynacji białek występuje w przebiegu apoptozy. Ubikwity- 
nacja białek stanowi być może sygnał do sekwestracji części cytoplazmy w wakuole 
autofagalne. Zaobserwowano masową ubikwitynację białek cytoszkieletu w przebie­
gu różnych procesów degeneracyjnych komórek, wykrywając jej obecność m.in. w 
pęczkach neurofibrylamych w przebiegu choroby Alzheimera, ciałkach Lewy’ego w 
chorobie Parkinsona lub w ciałkach Mallory’ego w przebiegu alkoholowego zapalenia 
wątroby [55].

CYKL PRZEMIAN UBIKWITYNY W KOMÓRCE

Ubikwitynacja białek jest procesem wieloetapowym i wymaga udziału różnych 
enzymów oraz dostarczenia energii. Najpierw, cząsteczka ubikwityny ulega adenyla- 
cji przy udziale ATP (rys. 1). Kompleks ADP-ubikwityna przyłącza się do grupy 
tiolowej reszty cysty dylowej wchodzącej w skład enzymu aktywującego ubikwitynę 
UBA (ubiquitin-activating enzyme), czyli tzw. El. Tak zaktywowana ubikwityna 
ulega przekazaniu na resztę cystydylową jednego z licznych enzymów koniugujących 
UBC (ubiquitin-coniugating enzyme), czyli tzw. E2. Te ostatnie przekazują ubikwi­
tynę już bezpośrednio na substraty białkowe, choć niektóre z reakcji koniugacji
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wymagają obecności dodatkowych enzymów określanych jako ligazy ubikwityny, 
czyli E3. Do tej pory poznano trzy takie enzymy: E3a, E3ß i E3 zwany białkiem 
związanym z E6 wirusa brodawczaka E6AP (E6 associated protein) [13,41,40,55].

Cząsteczki ubikwityny przyłączone do substratu białkowego z reguły ulegają dalej 
same ubikwitynacji na jednej z dwóch dostępnych reszt lizylowych (Lys 48 i Lys 63). 
Prowadzi to do powstania prostych lub rozgałęzionych łańcuchów poliubikwityno- 
wych. One to prawdopodobnie ukierunkowują tak powstały kompleks na drogę 
proteolizy, podczas gdy kompleksy monoubikwitynowane są o wiele bardziej trwałe 
i pełnią w komórce specyficzne funkcje [55].

Wybór białka mającego ulec ubikwitynacji może odbywać się na podstawie 
rozpoznania specyficznej sekwencji aminokwasów destabilizujących (jak np. Arg, 
His, Lys itd.) na jego końcu aminowym (N-end rule), lecz ze względu na to, że 
większość białek cytoplazmy występuje w postaci N-acetylowanej bardziej po­
wszechne jest rozpoznawanie substratu przez enzymy E2 lub E3 poprzez jakąś 
odmienną sekwencję aminokwasową wewnątrz cząsteczki białka. Takiej sekwencji 
konsensusu dotychczas nie zidentyfikowano porównując sekwencje różnych białek 
ulegających degradacji zależnej od ubikwityny [40]. Nie jest nią charakterystyczna 
dla białek niestabilnych metabolicznie sekwencja PEST (region bogaty w reszty 
proliny, kwasu glutaminowego, seryny i treoniny). Kandydatem na taką sekwencję 
jest natomiast tzw. box destrukcji cyklin, występujący w obrębie cyklin A i B 
(RXALGXIXN) lub podobna sekwencja zidentyfikowana w obrębie CENP-E (cen- 
tromere associatedprotein E), które prawdopodobnie także ulega proteolizie zależnej 
od ubikwityny [11]. Delecja tej sekwencji powoduje brak degradacji cyklin i co za 
tym idzie blok cyklu w mitozie. Reguła końca aminowego wydaje się uczestniczyć w 
degradacji źle skompartmentalizowanych białek, które omyłkowo dostały się do 
cytoplazmy [13].

Zupełnie odmienną sekwencję wykryto w obrębie regionu 5 produktu onkogenu 
c-jun, w pozycjach od 31 do 57 łańcucha polipeptydowego. Obecność tej sekwencji 
warunkuje poliubikwitynację białka i jego następczą degradację. Białko będące 
produktem \-jun nie ma tej sekwencji i w związku z tym ma przedłużony okres 
półtrwania, co zapewne jest przyczyną transformacji nowotworowej zależnej od \-jun 
[90].

W przypadku kalmoduliny, przyłączenie ubikwityny do tego białka jest regulowa­
ne przez wtórny przekaźnik, jakim są jony Ca2+. Uczestniczy w tym procesie specjal­
ny enzym UBC zwany syntetazą ubikwitylowanej kalmoduliny, obecny zarówno u 
drożdży jak i u ssaków. Enzym ten specyficznie rozpoznaje jedną z reszt lizylowych 
kalmoduliny [39,48,51].

Ubikwityna połączona ze szczątkowymi peptydarni pozostającymi po proteolizie 
jej koniugatów z białkami ulega odzyskaniu wskutek działania swoistych C-terminal- 
nych hydroksylaz, stanowiących być może jedne z podjednostek proteasomów [41].
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Rys.l. Schemat przedstawiający kaskadę reakcji enzymatycznych prowadzących do poliubikwitynacji 

i degradacji przykładowego substratu białkowego: U -  ubikwityną
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Poznano do tej pory cztery takie enzymy i wydają się one być ważne w metabolizmie 
komórki, gdyż pula wolnej ubikwityny szybko się wyczerpuje, a jej brak uniemożliwia 
proteolizę. Jeden z tych enzymów kodowany jest przez ludzki onkogen c-tre-2 [13].

PROTEASOMY

Proteasom zwany też wielokatalitycznym kompleksem proteinaz (MPC -multica- 
talytic proteinase complex) jest dużą cząstką o stałej sedymentacji 20 S i masie 
cząsteczkowej rzędu 650-700 kDa. Wyizolowany został po raz pierwszy z przysadki 
bydlęcej przez Wilk i Orłowskiego w 1980 roku [95]. Ma on kształt pustego w środku 
cylindra bądź beczki, składającej się z czterech pierścieni. Każdy z tych pierścieni 
zbudowany jest z kolei z sześciu do ośmiu (najprawdopodobniej siedmiu) różnych 
podjednostek polipeptydowych. W skład jednego proteasomu może wchodzić 10-20 
różnych rodzajów podjednostek o masie cząsteczkowej wahającej się od 20 do 35 kDa 
[28,45,46,62,63,68,69,86,93],

W obserwacjach z mikroskopu elektronowego proteasomy 20 S widziane z góry 
wyglądają jak pusty w środku pierścień o średnicy 11 nm, natomiast z boku przedsta­
wiają się jako prostokąty o wymiarach 11 na 15 nm. Centralny otwór ma średnicę 
wahającą się w różnych doniesieniach od 1 do 4 nm [28,45,63,87,88].

Proteasomy zlokalizowano zarówno w cytoplazmie, jak i w jądrze komórkowym 
wszystkich badanych do tej pory komórek eukariotycznych, przy czym w organi­
zmach wielokomórkowych wykazują one tkankowo specyficzny skład podjednostko- 
wy. Białka podjednostek proteasomów tworzą od 0,5 do 1% całkowitego białka 
komórkowego. O znaczeniu proteasomów w metabolizmie komórki wybitnie świad­
czy fakt, że większość genów kodujących podjednostki proteasomów jest niezbędna 
dla żywotności komórek [62,63].

Budowę proteasomu eukariotycznego poznano w dużej mierze dzięki analizie o 
wiele prostszych proteasomów występujących u archeabakterii Thermobacterium 
acidophillum, które udało się uzyskać w postaci krystalicznej, rozłożyć na podjedno­
stki i z powrotem odtworzyć w aktywnej postaci [31]. Składają się one tylko z dwóch 
rodzajów podjednostek, a  i ß, przy czym siedem podjednostek a  tworzy dwa pier­
ścienie zewnętrzne, a siedem podjednostek ß dwa wewnętrzne (rys. 2). Okazało się, 
że wszystkie znane podjednostki proteasomów eukariotycznych pod względem se­
kwencji upodabniają się albo do podjednostek a, albo do podjednostek ß proteasomów 
T. acidophillum. Nie wykazują natomiast homologii do żadnej ze znanych proteaz 
eukariotycznych. Homologi a  tworzą pierścienie zewnętrzne, a homologi ß wewnę­
trzne [71]. Ułożone są one w ten sposób, że nadają proteasomowi 20S symetrię typu 
C2 (twofoldrotational) [68]. Na podstawie analizy występowania pewnych epitopów
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Rys. 2. Schemat przedstawiający dwie główne występujące w komórkach formy proteasomów, 20S i 
26S, znajdujące się w stanie dynamicznej równowagi (greckie litery oznaczają każdy z czterech 

pierścieni wchodzących w skład proteasomu 20S)

antygenowych podjednostek proteasomów wydaje się, iż są one rozmieszczone sy­
metrycznie w przeciwległych pierścieniach, co sugeruje, iż proteasom eukariotyczny 
ma charakter złożonego dimeru [45],

W dwupierścieniowym monomerze każda podjednostka jest inna i kodowana przez 
oddzielny gen [34]. Podjednostki typu ß odpowiadają prawdopodobnie za właściwo­
ści enzymatyczne, a typu a  -  za przemieszczanie się pomiędzy jądrem i cytoplazmą 
(gdyż zawierają często NTS -  sygnał transferu jądrowego) oraz inne funkcje regula­
cyjne. Za tym ostatnim przemawia fakt, iż zawierają one często miejsce konsensusu 
dla fosforylacji zależnej od kinaz tyrozynowych oraz motyw kilku kwasowych reszt 
aminoacylowych przy końcu karboksylowym [3].

In vitro proteasom 20 S ma trzy główne aktywności proteolityczne: trypsynopo- 
dobną, chymotrypsynopodobną i hydrolizuj ącą wiązania peptydy loglutamy lowe, oraz 
co najmniej dwie dodatkowe, hydrolizującą wiązania pomiędzy aminokwasem roz­
gałęzionym (np. leucyną) a innym oraz wiązania pomiędzy aminokwasem małym i 
obojętnym elektrycznie (np. glicyną) a innym. Ponieważ każda z tych akty wności jest 
wrażliwa na inne aktywatory i inhibitory, wywnioskowano, że zależą one od różnych 
centrów aktywnych. Skoordynowane działanie tych aktywności enzymatycznych 
prowadzi do szybkiego rozpadu większości wiązań peptydowych w każdym białku 
[62,63,87]. Kinetyka degradacji dekapeptydu, jakim jest gonadoliberyna, ujawnia 
pojawianie się najpierw heksa- i pentapeptydów, które stają się dostępne dla innych 
miejsc katalitycznych proteasomu 20S i mogą ulegać dalszej degradacji do tri- i 
tetrapeptydów [50]. Badając produkty rozkładu insuliny i hemoglobiny przez prote-
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asomy T. acidophilum wysnuto wniosek o obecności swoistej “molekularnej linijki” 
w proteasomach. Determinuje ona powstawanie peptydów mieszczących się głównie 
w zakresie długości od ok. 5 do 12 aminokwasów [94].

Aktywność proteolityczną proteasomów można zahamować różnymi inhibitorami 
proteaz, zwłaszcza proteaz sery nowych, które mają różne powinowactwo w stosunku 
do różnych aktywności enzymatycznych proteasomu. Ostatnio odkryto jednak związ­
ki specyficznie i odwracalnie blokujące in vivo proteasomy. Są to aldehydy peptydów, 
takie jak LLnL (N-acetyl-L-leucyl-L-leucyl-L-norleucynal), MG115 (N-karboben- 
zoksyl-L-leucyl-L-leucyl-L-norwalinal) i Z-IE(OtBu)AL-CHO (/V-benzyloksykarbo- 
nyl-izoleucyl-glutamyl-(O-r-butyl)-alanyl-leucynal) [20,74,91]. Działanie tych 
związków powoduje gromadzenie w komórce licznych koniugatów poliubikwityno- 
wanych białek [20].

Podjednostki proteasomów 20S można rozdzielić działając na nie roztworem 
mocznika, niskim pH bądź wysokim stężeniem SDS (dodecylosiarczanu sodu). Nie 
wykazują one oddzielnie żadnej aktywności enzymatycznej. Agregację podjednostek 
i aktywację proteasomów można wywołać natomiast w obecności niewielkiej ilości 
wolnych kwasów tłuszczowych, polilizyny, małych stężeń SDS i jonów Mg2+ [42].

Proteasom 20 S nie potrafi samodzielnie degradować koniugatów białek z ubikwi- 
tyną. Te ostatnie ulegają degradacji dopiero przez proteasomy 26 S o masie 1500 kDa, 
zwane z tego powodu UCDEN (ubiquitin-conjugate degrading enzyme), czyli enzy­
mami degradującymi koniugaty ubikwityny [85,92]. Właściwość tę nadają dodatkowe 
podjednostki. Proteasomy 26S zawierają mianowicie poza proteasomami 20 S dwie 
inne frakcje białkowe, oznaczone jako CF1 (conjugate breakdown factors) o masie 
500 kDa i CF2 o masie 250 kDa (proteasomy 20 S stanowią frakcję CF3). CF1 i CF2 
stanowi grupa 13-15 białek o masie cząsteczkowej wahającej się od 35 do 110 kDa 
[43]. Proteasomy 20 S są postacią nieaktywną MPC, gdyż aktywność proteolityczną 
po ich izolacji wyzwalają dopiero odpowiednie aktywatory, podczas gdy proteasom 
26 S jest postacią aktywną [28,68].

W obrazach izolowanych proteasomów z mikroskopu elektronowego można ob­
serwować oprócz proteasomów 20S, także proteasomy 26S. Te ostatnie mają kształt 
ciężarka gimnastycznego (hantli). Jego “rączka” utworzona jest przez widziany z 
boku, czteropierścieniowy proteasom 20S. Końce tej struktury utworzone są nato­
miast przez dwie przeciwsymetryczne masy w kształcie litery V przyczepionej 
bokiem do brzeżnego pierścienia proteasomu 20S, ustawione w pozycjach, które 
nazywa się cis i trans (rys. 2). Takie ich ustawienie odzwierciedla usytuowanie 
podjednostek w obydwu dyskach a  proteasomu 20S. Obserwuje się dodatkowo 
obecność nieregularnej masy wewnątrz struktury o kształcie litery V. Boczne masy 
proteasomu 26S można izolować również oddzielnie. W zależności od odkrywców 
nazwano je cząstkami fi, elementami bądź kompleksami czapkującymi (cap elements) 
lub PA700. Odpowiadają one prawdopodobnie frakcji CF1 lub CF1 + CF2. Mają stałą 
sedymentacji 19S i zawierają zbiór polipeptydów o masach 35-110 kDa występujący
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w proteasomach 26S poza podstawowymi podjednostkami proteasomu 20S. Odpo­
wiadają one prawdopodobnie za rozpoznawanie substratu, właściwości ATPazowe i 
zmianę jego konfiguracji przestrzennej (unfolding) umożliwiającą proteolizę przez 
jądro proteolityczne proteasomu 26S, czyli proteasom 20S [16,68,69,70]. Jedna z 
podjednostek tego kompleksu odpowiada za rozpoznawanie białek związanych z 
łańcuchami poliubikwityny [17]. U drożdży Saccharomyces cerevisiae zidentyfi­
kowano natomiast 12 genów dla ATPaz YTA fyeast ATPases), z których co najmniej 
cztery wchodzą w skład kompleksu czapkującego proteasom 20S i są homologiczne 
do zsekwencjonowanych podjednostek ludzkiego proteasomu 26S [80]. Proteasom 
26S może niekiedy występować w odmiennych formach, różniących się nieco skła­
dem podjednostkowym [92],

Element czapkujący 19S przyłącza się do proteasomu 20S z obydwu stron dając 
wtedy obraz typowego proteasomu 26S w kształcie hantli. Taki proteasom nazywany 
jest formą D proteasomu 26S, a stosunek stochiometryczny proteasomu 20S do 
kompleksu czapkującego 19S wynosi w nim jak 1:2. Kompleks czapkujący może się 
jednak z jednej strony nie przyłączyć i proteasom 26S ma wówczas kształt opisywany 
jako korek od szampana. Stosunek stochiometryczny proteasomu 20S do kompleksu 
czapkującego 19S ma się wówczas jak 1:1 [76].

Proteasom 20S może asocjować z różnymi innymi czynnikami regulującymi. I tak, 
w lizatach retikulocytów królika znaleziono trzy formy proteasomów 20S, różniące 
się szybkością migracji na żelu, aktywnością proteolityczną oraz obecnością specyfi­
cznych białek p30 i pl60 [35]. Frakcja CF2 jest prawdopodobnie identyczna z 
wyizolowanym inhibitorem p240. Stwierdzono obecność jeszcze innych inhibitorów 
i aktywatorów proteasomów. Warto spośród nich wymienić aktywator PA28 o masie 
lOkDa. Tworzy on pierścieniowate oligomery, które następnie łączą się z obydwoma 
końcami proteasomu 20S, zakrywając je i prawdopodobnie w ten sposób uniemożli­
wiając interakcję z elementami czapkującymi 19S [68].

Panuje dość duże zamieszanie w nazewnictwie podjednostek proteasomów. Różni 
autorzy oznaczali je najczęściej w zależności od pozycji osiągniętej w czasie elektro­
forezy na dwuwymiarowym żelu poliakrylamidowym lub według kolejności elucji. 
Numery poprzedzane są skrótem oznaczającym gatunek, z którego pochodzą prote- 
asomy, np. szczurze RC od 1 do 10 (rat -  szczur i column -  kolumna elucyjna). 
Niektóre z podjednostek, zwłaszcza związane z regionem genów głównego komple­
ksu zgodności tkankowej, mają swoje własne nazwy, np. LMP 2 [3]

ZMIANY LOKALIZACJI PROTEASOMÓW 
W PRZEBIEGU CYKLU KOMÓRKOWEGO

Ograniczona proteoliza specyficznych białek ma kluczowe znaczenie dla procesów 
zachodzących w przebiegu cyklu komórkowego. Powyżej wspomniano już o proteo-
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lizie białek regulacyjnych, takich jak cykliny i produkty onkogenów [96]. Wydaje się, 
że znaczenie ma także proteoliza kluczowych białek strukturalnych. Rozłączenie się 
siostrzanych chromatyd w przejściu pomiędzy metafazą i anafazą zależy prawdopo­
dobnie od proteolizy wewnętrznych białek centromeru INCENPs (inner centromere 
proteins) oraz białka CENP-E (centromereprotein E) [18,36]. Aktywacja proteolizy 
pewnych białek może zależeć od aktywacji odpowiednich enzymów z grupy E3, np. 
poprzez fosforylację zależną od cdc2 [13].

Na podstawie obserwacji transformowanych komórek folikularnych in vitro 
stwierdzono zmiany położenia proteasomów w przebiegu mitozy. W interfazie pro­
teasomy występowały rozproszone w małych grupach zarówno na obszarze jądra, jak 
i cytoplazmy. Począwszy od profazy wzrastała ich ilość w okolicy chromosomów, 
gdzie koncentrowały się jeszcze bardziej w metafazie i anafazie. W późnej anafazie 
antygeny proteasomów były wykrywalne także w pobliżu włókien wrzeciona podzia­
łowego, chociaż w trakcie interfazy nie wykazywały związku z mikrotubulami. 
Podczas telofazy większość proteasomów pozostawała w pobliżu chromatyny, zaś na 
początku interfazy ich większość znajdowała się w jądrze, skąd powoli przemieszcza­
ły się do cytoplazmy. Indukcja różnicowania się tych komórek za pomocą forskoliny, 
zwiększającej poziom cAMP, powodowała zmniejszenie się ilości proteasomów w 
komórkach [6],

W komórkach interfazowych proteasomy występują zarówno na terenie jądra, jak 
i cytoplazmy. Ich zawartość w jądrze waha się od 17% w hepatocytach szczura do 
51% całkowitej ilości proteasomów w komórkach L-132. W hepatocytach do 14% 
proteasomów wiąże się ze strukturami ziarnistej siateczki śródplazmatycznej. Pozo­
stałe są rozproszone w cytoplazmie lub związane z polisomami. Na terenie jądra, 
proteasomy lokalizują się w euchromatynie oraz na obwodzie heterochromatyny i 
jąderek [73].

Wykazano w badaniach przeprowadzonych metodą immunofluorescencji z uży­
ciem surowic poliklonalnych na komórkach HeLa i PtK2 hodowanych in vitro 
fluktuację rozmieszczenia antygenów proteasomalnych w komórce w zależności od 
różnych faz cyklu komórkowego. Jądro komórkowe wybarwiało się w fazach Gl i S 
raczej słabo i wykazywało dyskretne skupienia proteasomów. W miarę progresji przez 
fazę G2 barwienie robiło się coraz to intensywniejsze i rozmyte. W cytoplazmie 
proteasomy lokalizowały się wokół jądra w postaci bardziej rozproszonej w fazie G1 
i bardziej zebranej w dyskretne skupienia w fazie S, po czym przesuwały się na obwód 
w miarę progresji przez fazę G2. W czasie tej ostatniej wykazywały kolokalizację z 
filamentami cytokeratynowymi. Zmianom lokalizacji proteasomów w przebiegu cy­
klu komórkowego nie towarzyszyły zmiany całkowitej zawartości proteasomów w 
komórce lub ich składu podjednostkowego [66].

Badania przeprowadzone na komórkach HeLa metodą immunofluorescencji za 
pomocą przeciwciał monoklonalnych w przypadku komórek interfazowych wykazały 
jednorodne wybarwienie jądra i cytoplazmy bez zmian zależnych od cyklu komórko-
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wego. Dopiero ekstrakcja większości proteasomów za pomocą Tritonu X-100 ujaw­
niła, iż obecność wewnątrzjądrowej frakcji proteasomów opornej na ekstrakcję cha­
rakteryzuje komórki w fazie G2 cyklu komórkowego [97,98]. W przypadku komórek 
mitotycznych, ekstrakcja Tritonem X-100 ujawniła powiązanie proteasomów z bie­
gunami wrzeciona podziałowego w prometafazie i metafazie, z regionem wrzeciona 
pomiędzy oddalającymi się grupami chromosomów w anafazie i z ciałkiem pośrod- 
kowym (midbody) w telofazie [97, 98].

W przebiegu cyklu komórkowego u żachwy Halocynthia roretzi stwierdzono 
natomiast, że poza zmianą położenia, również aktywność chymotrypsynowa prote­
asomów 20S ulega oscylacji. Jest ona największa w profazie i w metafazie [44], W 
odróżnieniu od powyższych doniesień, nie stwierdzono żadnych zmian w dystrybucji 
proteasomów w przebiegu cyklu komórkowego u Dictyostelium discoideum [77].

U drożdży Saccharomyces cerevisiae wykryto 14 genów kodujących podjednostki 
proteasomów, z czego co najmniej 7 jest niezbędnych do wzrostu komórek. Delecja 
takich genów, jak PRS1, 2 czy 3, jest letalna [34,49]. Z kolei zmutowany gen PRG1 
powoduje defekt aktywności chymotrypsynowej proteasomów oraz upośledzony 
podział jądra komórko wego z częstszą utratą chromosomów. Delecja genu dla cykliny 
mitotycznej CLB2 powoduje supresję tego fenotypu, co można wytłumaczyć, przyj­
mując iż proteasomy są odpowiedzialne za degradację białka CLB2 [21,72].

Działanie na komórki HeLa specyficznym inhibitorem aktywności chymotrypsy­
nowej proteasomów /V-benzyloksykarbonyl-izoleucyl-glutamyl-(0-f-butyl)-alanyl- 
leucynalem [20] wywołuje blok cyklu komórkowego w fazie G2 oraz w metafazie 
[98,99].

W proliferujących komórkach białaczkowych pobranych od pacjentów stwierdza 
się wyższy poziom proteasomów oraz mRNA dla ich podjednostek w porównaniu z 
prawidłowymi komórkami jednojądrzastymi uzyskanymi z krwi obwodowej. Gdy 
jednak na te ostatnie zadziałać mitogenami, takimi jak np. fitohemaglutynina, nastę­
puje szybki wzrost obydwu tych parametrów. Świadczy to o udziale proteasomów w 
procesach komórkowych związanych z proliferacją [47,83]. Zwiększenie poziomu 
mRNA die podjednostek typu a  i ß proteasomów stwierdzono także w przypadku 
pobudzonych do proliferacji komórek roślinnych. Zwiększenie to następowało wcześ­
nie w fazie Gj, jeszcze przed wzrostem zawartości mRNA dla histonów [26].

Badania nad oogenezą i wczesnym cyklem zarodkowym myszy sugerują powią­
zanie układu degradującego cykliny -  a więc najprawdopodobniej proteasomów -  z 
wrzecionem podziałowym i możliwość jego czasowego unieczynnienia poprzez 
działanie czynnika cytostatycznego (CSF). Ten ostatni odpowiedzialny jest za utrzy­
manie wysokiego poziomu MPF-u podczas zablokowania cyklu w metafazie II 
podziału mejotycznego [52]. Również proces dojrzewania oocytów wydaje się być 
zależny od proteasomów, gdyż działanie typowym inhibitorem proteaz serynowych, 
jakim jest diizopropylfluorofosforan (DFP), na oocyty ropuchy Bufo japonicus 
zapobiega aktywacji MPF i co za tym idzie rozpadowi otoczki jądrowej pomimo 
stymulacji progesteronem. Aktywność proteolityczna w oocytach nie poddanych
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działaniu DFP wzrasta w dwóch momentach: bezpośrednio przed i bezpośrednio po 
rozpadzie otoczki jądrowej pęcherzyka zarodkowego. Stwierdza się również zmianę 
ruchliwości elektroforetycznej podjednostek proteasomów w miarę dojrzewania oo- 
cytów, co świadczy o ich modyfikacjach potranslacyjnych [84],

ROLA PROTEASOMÓW 
W ROZWOJU I RÓŻNICOWANIU TKANKOWYM

Zawartość proteasomów różni się w komórkach pochodzących z różnych tkanek. 
Liczba proteasomów jest duża w komórkach o intensywnym metabolizmie, takich jak 
np. hepatocyty, jak również w tkankach nowotworowych i zarodkowych. W zróżni­
cowanych tkankach proteasomy mogą pełnić swoiste tkankowo funkcje, np. w ple­
mnikach stwierdzono obecność proteasomów, które lokalizują się wzdłuż witki. 
Wydaje się to mieć znaczenie dla właściwej ruchliwości plemników, gdyż jest ona 
upośledzona po działaniu inhibitorów proteolizy [37].

Stwierdzono zmianę aktywności proteolitycznej proteasomów 20S w stosunku do 
różnych substratów w czasie miogenezy u kurcząt. Malała aktywność chymotrypsy- 
nowa i trypsynowa, natomiast rosła zdolność do degradacji kazeiny. Analogiczne 
zmiany występowały także w przypadku proteasomów izolowanych z rozwijającej 
się wątroby, lecz nie stwierdzono ich w przypadku próbek tkanki nerwowej. Na 
podstawie analizy dwuwymiarowej elektroforezy na żelu poliakrylamidowym, 
stwierdzono również zmiany w składzie podjednostkowym proteasomów 20S, zwła­
szcza dotyczących mniej obficie występujących podjednostek. Zmiany te najpra­
wdopodobniej wiążą się nie ze zmianą ekspresji odpowiednich genów, lecz z 
modyfikacjami posttranslacyjnymi i zapewne wykazują korelację ze zmianą aktyw­
ności proteolitycznej [1]. Podobne wnioski wysnuto na podstawie badań składu 
proteasomów w trakcie rozwoju zarodkowego Drosophila melanogaster [32].

Wolne proteasomy występują normalnie w osoczu krwi ludzkiej a wzrost ich 
zawartości jest charakterystyczny dla chorób wątroby i chorób rozrostowych układu 
krwionośnego. Wiąże się to prawdopodobnie z wzmożonym rozpadem komórek 
zawierających duże ilości proteasomów, takich jak hepatocyty lub blasty białaczkowe. 
Stwierdzono występowanie w surowicy przeciwciał przeciwko podjednostkom pro­
teasomów u niektórych pacjentów z liszajem rumieniowatym układowym (SLE) [63].

ROLA PROTEASOMÓW 
W UKŁADZIE IMMUNOLOGICZNYM

Dwa geny dla ludzkich podjednostek proteasomów lokują się w obrębie regionu 
kodującego MHC klasy II (LMP2, LMP7), co pośrednio świadczy o ich znaczeniu dla 
układu immunologicznego. LMP2 wykazuje silny polimorfizm, a ekspresja LMP2 i 
LMP7 ulega indukcji przez interferon y [4,100]. Są to cechy charakterystyczne dla 
genów ważnych w funkcjonowaniu genów związanych z MHC [23,28].
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Pod wpływem działania interferonu y nie zmienia się całkowita ilość proteasomów 
w komórkach, lecz ulega zmianie ich skład podjednostkowy. Dotyczy to jednak 
wyłącznie nowosyntetyzowanych proteasomów [3]. LMP2 jest wbudowywane za­
miast podjednostki 2 (zwanej też X lub MB1), a LMP7 zamiast podjednostki 10 
(zwanej też Y lub Delta), ludzkich proteasomów [5,9,22]. LMP2 występować może 
w proteasomach w dwóch różnych formach, LMP2a i LMP2b, pozbawione dwudzie­
stu N-terminalnych aminokwasów [67]. Wbudowanie się LMP2 do proteasomów 
osłabia aktywność peptydylglutamylpeptydową, wzmaga trypsynową i nie zmienia 
chymotrypsynowej, zaś wbudowanie LMP7 wzmaga aktywność chymotrypsynową i 
trypsynową, nie zmieniając peptydylglutamylpeptydowej. Faworyzuje to powstawa­
nie peptydów z resztami zasadowymi i hydrofobowymi na końcach karboksylowych, 
a więc takich, które wiążą się z MHC klasy I [24].

Interferon y wywiera również działanie na izolowane proteasomy 20 S. Stymuluje 
on wytwarzanie przez nie in vitro okta- i nonapeptydów z substratów białkowych, a 
wiadomo, że właśnie peptydy tej wielkości łączą się najczęściej z MHC klasy I. 
Interferon y sty muluje aktywności chymotrypsynową i trypsynową proteasomów 20S, 
obniża aktywność peptydylglutamylpeptydową, a nie zmienia aktywności proteolizy 
zależnej od ATP i ubikwityny proteasomów 26S [3,74]. Przypuszcza się, że interferon 
y oddziałuje na zasadzie regulatora allosterycznego, powodując odpowiednią zmianę 
odległości pomiędzy centrami aktywnymi w proteasomie, bezpośrednio lub poprzez 
czynnik regulujący.

Powstające w pewnych regionach cytoplazmy peptydy antygenowe ulegają prze­
kazaniu w obręb szorstkiej siateczki śródplazmatycznej zapomocą specjalnych białek 
transporterowych TAP, a następnie w jej obrębie powstają ich kompleksy z MHC 
klasy I [75]. Wykryto jednak również populację proteasomów bezpośrednio związa­
nych z szorstką siateczką śródplazmatyczną. Różnią się one składem od proteasomów 
cytoplazmatycznych [23,28,73].

Ostateczna rola proteasomów w prezentacji antygenów związanych z MHC klasy 
I nie jest jednak do końca ustalona. Myszy ze znokautowanym genem LMP7 mają 
obniżoną ekspresję MHC klasy I na powierzchni splenocytów i nieefektywnie pre­
zentują antygen HY. Dostarczenie splenocytom gotowych peptydów przywraca nor­
malny poziom ekspresji MHC klasy I [19]. Z drugiej jednak strony, komórki 
pozbawione zarówno LMP2 jak i LMP7 oraz innych genów z regionu MHC klasy II 
poza TAPI i TAP2 były w pełni zdolne do prezentacji różnych antygenów wiruso­
wych w kontekście MHC klasy I [101]. Być może ma to związek z ekspresją 
homologicznych do LMP2 i 7 podjednostek MB1 i Delta proteasomów [9].

PROSOMY CZY PROTEASOMY?

Do dnia dzisiejszego brak jest zgody, czy proteasomy są de novo odkrytymi 
prosomami, czy też całkowicie odmiennymi organelami. Prosomy są to występujące 
powszechnie w komórkach eukariotycznych kompleksy rybonukleoprotein (RNP),
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wykryte już pod koniec lat sześćdziesiątych w obrazach z mikroskopu elektronowego 
[33,42,59,79,85]. Mają na nich charakterystyczny kształt, porównywany do owoców 
maliny bądź morwy, który przypomina wygląd proteasomów. Prosomy mają średnicę 
12 nm, względną masę cząsteczkową 650 kDa i stałą sedymentacji 19S. Ich skład jest 
dość zmienny. Zbudowane są w ok. 85% z białek (ok. 25 podjednostek o masach 
pomiędzy 21 a 35 kDa, z których najpowszechniejsze jest białko p27) oraz w 15% z 
RNA [53,79]. Opisano także szczególny prosom, będący homooligomerem białka o 
masie 21 kDa [2]. O tym jak trudno wyrobić sobie opinię o naturze tych organeli, 
świadczy fakt, że podczas gdy część badaczy twierdzi, iż prosomy są bardzo stabil­
nymi kompleksami RNP [29,60], to inna uważa, iż obecność RNA wynika tylko z 
zanieczyszczń spowodowanych niedokładną preparatyką i że prosomy są artefaktem 
powstałym z proteasomów zmieszanych z innymi frakcjami [8].

Prosomalny RNA (pRNA) składa się z krótkich (80-150 par zasad) odcinków, 
które łatwo ulegają dysocjacji bądź zniszczeniu w procesie oczyszczania prosomów 
z lizatów komórkowych. Wyjątkową cechą pRNA jest jego powinowactwo do mR- 
NA, które powoduje, iż w systemach in vitro obecność pRNA blokuje translację. 
Fakt ten sugeruje tworzenie przez prosomy większych kompleksów RNP mających 
znaczenie w regulacji posttranslacyjnej ekspresji różnych białek. Opisano również 
cząstkę o wyglądzie prosomu związaną z obróbką pre-tRNA [12], a ostatnio wykaza­
no, że większość RNA związanego z prosomami nie stanowi pRNA, lecz tRNA dla 
lizyny - tRNALys’3 [58].

Na korzyść hipotezy uczestnictwa prosomów w regulacji posttranslacyjnej ekspre­
sji białek przemawia fakt, że w przebiegu oogenezy kręgowców prosomy akumulują 
się w cytoplazmie, jednak w miarę dojrzewania oocytu przemieszczają się do pęche­
rzyka zarodkowego. Ponieważ oocyty nie wytwarzają prosomów, pochodzą one 
prawdopodobnie z komórek ziarnistych [25]. Po zapłodnieniu bruzdkujące zarodki 
traszki Pleurodeles walti nie wytwarzają prosomów aż do gastrulacji. W czasie 
bruzdkowania aż do stadium średniozaawansowanej blastuli antygeny prosomalne 
lokalizują się w cytoplazmie i przy błonie komórkowej, podczas gdy w późniejszych 
stadiach przemieszczają się do jąder komórkowych. Jeden z antygenów prosomal- 
nych, p31, w stadium blastuli gromadzi się w komórkach prospektywnej ektodermy 
na biegunie animalnym, zaś w stadium neuruli jest nieobecny w komórkach neuroe- 
ktodermalnych. W miarę dalszego rozwoju i różnicowania się zarodka antygeny 
prosomalne ponownie gromadzą się w cytoplazmie. Widać to wyraźnie w przypadku 
naskórka, gdzie niezróżnicowane komórki warstwy podstawnej mają antygeny pro­
somalne zlokalizowane w jądrze komórkowym, zaś w miarę różnicowania się prze­
chodzą one w obręb cytoplazmy [64]. Podobna zmiana lokalizacji prosomów 
występuje również w przebiegu terminalnego różnicowania się erytroblastów [31]. 
Natomiast w przebiegu organogenezy wątroby u płodów szczurzych obserwuje się 
specyficzną lokalizację prosomalnego antygenu p31 w okolicy cytoplazmy hepatocy- 
tów otaczającej pierwotne przewodziki żółciowe, podczas gdy we wcześniejszych
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stadiach rozwojowych antygen ten obecny był w całej cytoplazmie [10]. Analogiczne 
do zmian u P. walti zmiany wykazano w przebiegu wczesnej embriogenezy kurczęcia 
[65].

Prosomy występują zarówno na obszarze cytoplazmy, jak i w jądrze komórkowym, 
gdzie jest ich jednak znacznie mniej. Koncentrują się tam głównie w nukleoplazmie, 
słabiej się wiążą natomiast z chromatyną. [30]. W cytoplazmie prosomy wiążą się 
natomiast z siecią filamentów cytokeratynowych i w mniejszym stopniu wimentyno- 
wych [29], podobnie jak to wykazano dla proteasomów [66]. Różne antygeny proso- 
malne wiążą się z różnymi obszarami sieci filamentów pośrednich, tworząc swoiste 
“podsieci”. Może to mieć znaczenie w lokalizacji odpowiednich mRNA w różnych 
obszarach komórki [7,29,30,61]. Niejasne jest znaczenie występowania prosomów 
we wspólnych kompleksach z niektórymi białkami szoku cieplnego, stwierdzone w 
hodowanych in vitro komórkach muszki owocowej [54].
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PROTEOGLIKANY: STRUKTURA I BIOSYNTEZA

PROTEOGLYCANS: STRUCTURES AND BIOSYNTHESIS

Iwona ŻAK

Katedra i Zakład Biochemii i Chemii Śląskiej Akademii Medycznej, Katowice

Streszczenie. W przeglądzie omówiono podstawy klasyfikacji oraz przykłady reprezentatywnych pro- 
teoglikanów. Ponadto, praca eksponuje model biosyntezy proteoglikanów w formie prekursorowych 
glikoprotein, rolę inhibitorów glikozylacji i środkomórkowego transportu pęcherzykowego oraz biosyn- 
tetyczne podstawy heterogenności łańcuchów glikozoaminoglikanowych.

Stówa kluczowe: glukozoaminoglikany, galaktozoaminoglikany, białka mozaikowe, N -, O-glikozylacja, 
sulfonowanie, inhibitory glikozylacji, brefeldyna A, aparat Golgiego.

Summary. The basis of classification and the examples of representative proteoglycans were discussed 
in the review. Moreover, the review exposes the model of proteoglycans biosynthesis in the form of 
precursor glycoproteins, the role of glycosylation inhibitors and intracellular vesicle transport inhibitors 
and the biosynthetic bases of glycosaminoglycan chains heterogenousity.

Key words: glucosaminoglycans, galactosaminoglycans, mosaic proteins, N- , O-glycosylation, sulfa­
tion, glycosylation inhibitors, brefeldin A, Golgi apparatus.

Wykaz głównych skrótów: PG -  proteoglikany, GAG -  glikozoaminoglikany, KS -  siarczan keratanu, 
CS -  siarczan chondroityny, HS -  siarczan heparanu, DS -  siarczan dermatanu, CCP (complement 
controling protein) -  białko kontrolujące dopełniacz, HSPG -  proteoglikan siarczanu heparanu, CSPG 
-  proteoglikan siarczanu chondroityny, DSPG -  proteoglikan siarczanu dermatanu, KSPG -  proteoglikan 
siarczanu keratanu.

Proteoglikany (PG) należą do glikoprotein, najpowszechniejszych białek zwierzę­
cych, wśród których wyróżniają się specyficznością jednostek polisacharydowych 
zwanych glikozoaminoglikanami (GAG), które są podstawowymi nośnikami grup 
siarczanowych. Siarczanowane węglowodany, poza PG, występują w nielicznej gru­
pie glikoprotein, do których należą glikohormony przysadkowe [91]. PG występują 
pozakomórkowo we wszystkich tkankach, szczególnie obficie w tkance łącznej. Wraz
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z innymi glikoproteinami [19], współtworzą wyspecjalizowane formy substancji 
międzykomórkowej, jakimi są błony podstawne [27]. Ponadto, pozakomórkowe 
domeny PG błonowych wraz z innymi glikoproteinami tworzą glikokaliks na zewnę­
trznej powierzchni różnorodnych komórek [74].

PG spełniają dwojaką rolę biologiczną. Z jednej strony bezpośrednio uczestniczą 
w powstawaniu “złączy” warunkujących tworzenie ponadmolekulamej organizacji 
substancji międzykomórkowej, w ten sposób realizują swe stosunkowo proste funkcje 
mechaniczno-strukturalne. Z drugiej strony, pośrednio lub bezpośrednio, oddziałują 
z komórkami, promując i regulując swoiste funkcje komórkowe, w takich procesach 
jak: adhezja, migracja, proliferacja, wzrost, różnicowanie oraz morfogeneza 
[2,13,14,24,30,27-29,62,63,74,76].

W niniejszym opracowaniu pominięto zagadnienia dotyczące PG omówione szcze­
gółowo we wcześniejszych polskojęzycznych artykułach [38,70,89], do których od­
syłam zainteresowanych.

1. STRUKTURA PROTEOGLIKANÓW: 
GLIKOZOAMINOGLIKANY

Siarczanowane GAG połączone są kowalencyjnym wiązaniem O-glikozydowym 
z serynąlub treoninąpolipeptydu za pośrednictwem ß -D-ksylozy wchodzącej w skład 
tetrasacharydu, jednakowego dla większości PG (rys. 1 A), z wyjątkiem siarczanów 
keratanu (KS). KS typu II z chrząstki połączone są z białkiem rdzennym podobnie jak 
oligosacharydy w mucynach, mianowicie poprzez resztę a-N-acetylogalaktozo- 
aminową (GalNAc) (rys. IB), natomiast KS typ I rogówkowy, wiązaniem N-gliko- 
zydowym z asparaginą poprzez pentasacharydową sekwencję (rys. 1C) 
charakterystyczną dla wszystkich N-glikanów glikoprotein [89]. Proteoglikany siar­
czanów keratanu o strukturze KS podobnej do typu rogówkowego występują 
również w wielu innych tkankach, między innymi na terenie ściany aorty [22,23]. 
Poza GAG, proteoglikany mogą zawierać również N-glikany typowe dla innych 
glikoprotein [34,36]. Kwas hialuronowy jedynie nie jest związany kowalencyjnie w 
PG.

GAG, w których występują jedynie cztery różne monocukry i dwie pochodne 
cukrowe (mianowicie, kwasy uronowe)(rys. 2) są długimi nierozgałęzionymi polime­
rami powtarzających się jednostek disacharydowych. Jednostki te utworzone są z reszt 
kwasu heksuronowego (kwasu D-glukuronowego [GlcU] lub L-iduronowego [IdU]) 
oraz heksozoaminy (rys. 2). Rodzaj występującej reszty heksozoaminowej pozwala 
sklasyfikować GAG na dwie grupy, mianowicie: glukozoaminoglikany (gdy wystę­
puje D-glukozoamina [GlcN]) i galaktozoaminoglikany (gdy występuje D-N-acety- 
logalaktozoamina [GalNAc]), natomiast rodzaj kwasu heksuronowego może być 
podstawą dalszej klasyfikacji GAG w obrębie każdej z grup [21,34]. Galaktozoamino-
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Rys. 1. Oligosacharydowe sekwencje rdzenne pośredniczące w wiązaniu glikozoaminoglikanów
z łańcuchem polipeptydowym

glikanami są 4- i -6-siarczany chondroityny (CS), będące polimerami podstawowego 
disacharydu: [-4GlcUßl- 3GalNAcßl-]n oraz 4-siarczany dermatanu (DS),polimery 
powtarzającego się disacharydu: [-4IdUal-3GalNAcßl]n. Disacharyd DS jest pod­
stawowym elementem heksasacharydowej sekwencji oddziałującej specyficznie z 
heparynowym kofaktorem II (rys. 2A) [45].

Glukozoaminoglikanami są siarczany heparanu (HS) i heparyna (rys. 2B), siar­
czany keratanów (KS) i kwas hialuronowy. Ten ostatni jako niesiarczanowany oraz 
nie związany kowalencyjnie z białkami nie będzie przedmiotem tego opracowaniu. 
Również pominięto szczegółowe omówienie KS, zarówno typu rogówkowego o 
strukturze polilaktozoaminoglikanowej [-3Galßl-4GlcNAcßl-]n jak i typu chrzęst- 
nego o strukturze glikanów podobnych do obecnych w mucynach, ponieważ te 
składniki węglowodanowe, z wyjątkiem siarczanowania są typowe dla glikoprotein 
ssaków i zostały omówione we wcześniejszym opracowaniu [89].

Długie polimery DS, HS i heparyny nie są strukturalnie jednolite, mogą zawierać 
zarówno GlcU, jak i IdU (rys. 2B), natomiast CS zawierają jedynie GlcU.

Wszystkie GAG proteoglikanów (z wyjątkiem kwasu hialuronowego) zawierają 
grupy siarczanowe przyłączone w różnych pozycjach, zarówno przy resztach hekso- 
zoamin jak i kwasów heksuronowych. Reszty siarczanowe mogą być związane 
O-estrowo w następujących pozycjach, mianowicie: przy drugim węglu (C-2) GlcU 
i IdU; przy węglach C-4 i C-6 GalNAc lub przy węglu C-6 GlcNAc oraz przy węglach 
C-3 i C-6 GlcN. Reszty siarczanowe mogą być również związane N-estrowo, w 
pozycji przy drugim węglu C-2 jedynie GlcN [34].

GAG charakteryzuje znaczna heterogenność, która wynika:
1) z różnego stopnia epimeryzacji GlcU do IdU;
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Rys. 2. Podstawowe monocukry i pochodne cukrowe występujące w obrębie łańcuchów glikozoaminogli- 
kanowych; galaktozoaminoglikan (A) i glukozoaminoglikan (B) -  przykładowe fragmenty sekwencji 

rozpoznawalnych przez (A) heparynowy kofaktor II i (B) przez antytrombinę III

2) z różnej pozycji podstawienia grup siarczanowych przy określonych resztach 
monosachary do wych;

3) z niejednorodnej gęstości rozmieszczenia grup siarczanowych na całej długości 
łańcucha glikozoaminoglikanowego, a tym samym niejednorodnej gęstości ładunku;
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4) z obecności różnej długości “bloków” utworzonych z disacharydów zawierają­
cych reszty GlcNAc, które są poprzedzielane sekwencjami różnej długości, zawie­
rającymi reszty N-siarczanowanej GlcN w powtarzających się disacharydach.

Szczególnym znakiem identyfikacyjnym dla rodziny heparyna-HS [34] jest hete- 
rogenność wynikająca z nieregulamości występowania “bloków” sekwencji zawiera­
jących GlcNAc i “bloków” zawierających N-siarczanowaną GlcN w powtarzających 
się disacharydach tych GAG [2,24,41]. Na przykład, HSPG z błon podstawnych 
kłębków nerkowych ma w swych GAG niejednolicie rozmieszczone grupy N- siar­
czanowe i reszty GlcNAc. Sprawia to, że pojedynczy łańcuch polisacharydowy 
zawiera co najmniej dwa odmienne regiony, zewnętrzne i wewnętrzne [18]. W 
peryferycznych regionach tego GAG, obejmujących około 10 jednostek disacharydo- 
wych bogatych w IdU, zlokalizowane są nośniki ujemnych ładunków, zarówno grupy 
N- jak i O-siarczanowe. Struktura glikanowa tego peryferycznego regionu zbliżona 
jest raczej do heparyny. Natomiast bardziej wewnętrzny region łańcucha HS składa 
się z około 20 jednostek disacharydowych -GlcUßl.4GlcNAc-, które całkowicie 
pozbawione są modyfikacji i można je przyjąć jako bardziej typowe dla HS [18].

Heterogenność łańcuchów galaktozoaminoglikanowych w porównaniu z hetero- 
gennością glukozoaminoglikanów jest mniej zaznaczona, między innymi przez fakt, 
że reszty GalNAc pozostają zawsze acetylowane, dlatego też nie są N-siarczanowane.

Heterogenność GAG wynika z ich biosyntezy, szczególnie reakcji modyfikacyj- 
nych, których postępowanie nie jest powtarzalne wzdłuż całego polisacharydu. Spra­
wia to, że pierwotnie jednolity polimer jednostek disacharydowych staje się 
urozmaicony w swej strukturze.

2. STRUKTURA PROTEOGLIKANÓW: BIAŁKA RDZENNE

Białka rdzenne PG mają domenę wiążącą kowalencyjnie GAG. W niektórych PG, 
mianowicie w tzw. part-time PG (po części PG) domeny te mogą być pozbawione 
GAG [21]. Oznacza to, że mogą one być syntetyzowane zarównojakoPG, ale również 
jako białka pozbawione GAGów. Fakt występowania niektórych PG w tych posta­
ciach zwiększa ich różnorodność. Liczne PG są białkami wielodomenowymi, gdyż 
poza domenami wiążącymi GAG mogą zawierać inne, mianowicie: domeny lekty- 
nopodobne, domeny lamininopodobne, domeny z modułami podobnymi do EGF, 
domeny z modułami immunoglobulinopodobnymi, domeny z modułami CCP, czyli 
podobnymi do białek dopełniacza i inne.

Wielodomenowe PG należą do grupy białek mozaikowych, których filogeneza 
zdeterminowana jest takimi procesami, jak przetasowanie eksonowe (exon shuffling) 
i duplikacja [1]. Białka mozaikowe zbudowane są z niewielu, funkcjonalnie różnych 
modułów peptydowych, które mogą powtarzać się wielokrotnie [90]. Modułową 
strukturę mają również kolageny, niektóre z nich np. kolagen IX mają domeny
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“dźwigające” glikozoaminoglikany [3]. Wiele PG należy do białek mozaikowych, 
wśród nich proteoglikan siarczanu heparyny -  perlekan (rys. 3) [31,54] oraz proteo- 
glikan siarczanu chondroityny -  wersikan (rys. 4) [63,78]. W perlekanie domenę I 
stanowi N-końcowa sekwencja sygnałowa, po której następuje 172 aminokwasowy 
segment dźwigający trzy łańcuchy siarczanów heparanu. Domenę II stanowią powtó­
rzenia bogate w cysteinę i kwaśne aminokwasy, które są podobne do obecnych w 
receptorze LDL. W domenie III występują regiony bogate w cysteinę i regiony 
globulame, które wykazują podobieństwo do obecnych w krótkim ramie- niu łańcucha 
A lamininy. Domenę IV tworzy 14 powtórzeń immunoglobulinopodobnych. Domena 
V zawiera trzy powtórzenia, podobne do globulamych domen G łańcucha A lamininy, 
poprzedzielane modułami podobnymi do EGF, których brak w tej części łańcucha A 
lamininy. W wersikanie (rys. 4) [63,78] rejon N-końcowy polipeptydu stanowi 
domenę lektynopodobną oddziałującą z hialuronianem, która jest homologiczna do 
białek wiążących (ang. link protein), szczególnie białka wiążącego hialuronian po­
chodzącego z neurogleju. Domenę II stanowi pośrodkowy fragment polipeptydu 
dźwigający łańcuchy GAG, głównie CS. Domenę III stanowią dwa moduły podobne 
do EGF. Domena IV to druga domena lektynopodobną w tym białku, o strukturze 
podobnej do lektyn kręgowców, rozpoznających terminalne reszty monocukrowe, 
mianowicie: Gal, GlcNAc lub Man, której ligandem mogą być przypuszczalnie 
asjaloglikoproteiny. Domenę V stanowi rejon zawierający moduły CCP charaktery­
styczne dla białek dopełniacza, podobne do występujących w składniku H dopełnia­
cza. Domeny podobne do obecnych w wersikanie, który pochodzi z fibroblastów, 
występują również w lepiej poznanym agrekanie.

Błonowe PG mogą być w różny sposób zakotwiczone w błonie plazmatycznej 
[2,13,14,21,24,30,85-87] (rys. 5). Integralne PG błonowe połączone są za pośrednic­
twem hydrofobowej przezbłonowej domeny kotwiczącej, która może znajdować się

Rys. 3. Organizacja modułowa i domenowa perlekanu (objaśnienia w tekście) [54]
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Rys. 4. Schematyczna struktura domenowa wersikanu (objaśnienia w tekście) [78, zmienione]

zarówno w obrębie N-końcowego fragmentu polipeptydu, jak np. w receptorze 
transferyny lub w obrębie C-końca polipeptydu, jak np. w trombomodulinie czy 
syndekanie [2,13,30]. Reprezentatywnym PG błonowym jest trombomodulina z ko­
mórek śródbłonkowych (rys. 6) [58,61]. Funkcjonalnie trombomodulina jest odpo­
wiedzialna za antykrzepliwą aktywność śródbłonków. Pod względem strukturalnym 
trombomodulina należy do białek mozaikowych i składa się z pięciu domen. Domenę 
I stanowi N-końcowy fragment polipeptydu homologiczny z receptorem asjalogli- 
koprotein, domenę II rejon zawierający sześć modułów podobnych do EGF, domenę 
III stanowi rejon “dźwigający” związane kowalencyjnie GAG, zwykle pojedynczy 
łańcuch CS. Domenę IV stanowi hydrofobowy, przezbłonowy fragment polipeptydu, 
po którym następuje C-końcowa domena polipeptydu znajdująca się w cytoplazmie.

Niektóre PG mogą być kowalencyjnie związane z błoną poprzez kotwiczący 
fosfatydyloinozytol (rys. 5) [16,21,86,87]. Skutkiem działania zewnątrzpochodnej 
swoistej fosfolipazy C, PG może być uwolniony z tego połączenia i powierzchni 
komórki. Uwolniony PG może zostać na powrót związany przez resztę fosforanową 
inozytolu ze swoistym receptorem błonowym obecnym na powierzchni kompeten-

Rys. 5. Proteoglikany powierzchni komórki -  sposoby zakotwiczenia w błonie plazmatycznej [21]
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Rys. 6. Struktura wielodomenowa trombomoduliny, przezbłonowego proteoglikanu komórki
śródbłonka(objaśnienia w tekście) [58,68]

tnych komórek. Może również po endocytozie receptorowej ulegać wewnątrzkomór­
kowej degradacji lub po modyfikacji ponownie wrócić na powierzchnię komórki 
[13,14].

Innym możliwym połączeniem PG z błoną jest oddziaływanie ich GAG z błono­
wym receptorem lektynowym (rys. 5). Receptory lektynowe mogą uczestniczyć w 
endocytozie pozakomórkowych PG oraz w rozpoznawaniu biologicznym 
[21,24,29,63,74,89],

3. KLASYFIKACJA PROTEOGLIKANÓW

Proponowane są różne kryteria klasyfikacji PG [2,21,34]. Najprostszy sposób 
klasyfikacji, opiera się na strukturze GAG przytwierdzonych do białka rdzennego. Na 
tej podstawie można sklasyfikować PG na trzy typy główne, mianowicie:

typ 1- to proteogalaktozoaminoglikany;
typ 2 -  to proteoglukozoaminoglikany i
typ 3 -  to proteopolilaktozoaminoglikany.
Do proteogalaktozoaminoglikanów należą PG siarczanów chondroityny (CSPG) 

oraz PG siarczanów dermatanu (DSPG) [6]. Proteoglukozoaminoglikanami są PG 
siarczanów heparanu (HSPG) oraz heparyna. Natomiast do proteopolilaktozoamino- 
glikanów należą PG siarczanów keratanu (KSPG). Klasyfikację tę uzupełnia grupa 
hybrydowych PG, czyli PG z różnymi typami GAG, które przytwierdzone są kowa­
lencyjnie do pojedynczego białka rdzennego.

Klasyfikacja na podstawie topograficznego rozmieszczenia PG pozwala pogrupo­
wać je na:

1) wewnątrzkomórkowe PG (z ziarnistości wydzielniczych),
2) PG związane z powierzchnią błon komórkowych,
3) PG substancji międzykomórkowej [2,13,14,24,30,85].
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Klasyfikacja PG na podstawie struktury I rzędowej białek rdzennych może być 
brana pod uwagę, ponieważ sekwencja aminokwasowa niektórych PG jest już pozna­
na. Klasyfikacja zaproponowana przez Kjellena i Lindhala [34] grupuje PG w pięć 
rodzin. Rysunek 7 przedstawia reprezentantów poszczególnych rodzin PG.

Rodzina 1 -  to wielkocząsteczkowe, pozakomórkowe CSPG, które mają zdolność 
do interakcji z kwasem hialuronowym, mianowicie typu agrekan z chrząstki oraz typu 
wersikan z fibroblastów [78].

Rodzina 2 -  obejmuje małe PG z jednym lub dwoma łańcuchami GAG (CS,DS), 
typu dekoryny lub biglikanu [46,65,68].

Rodzina 3 -  to HSPG z błon podstawnych typu perlekan [31,54].
Rodzina 4 -  to PG przezbłonowe powierzchni komórki spokrewnione z hybrydo­

wym proteoglikanem CS i HS, typu syndekan [2,30,85-87]. Należą tu również takie 
PG jak betaglikan, trombomodulina, receptor naprowadzający limfocytów (homing 
receptor,; CD44), receptor dla transferyny, łańcuch niezmienny (invariant) antygenów 
zgodności tkankowej typu II [21,41,44,58,61,82],

Rys. 7. Schematyczne struktury reprezentatywnych proteoglikanów poszczególnych rodzin [wg 63,
zmienione]
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Rodzina 5 -  to PG wewnątrzkomórkowe typu serglicyna. Białka rdzenne tych PG 
zawierają długie sekwencje na przemian występujących reszt Gly i Ser, które glikozy- 
lowane są w znacznym stopniu łańcuchami CS i HS [13,21,62,63].

Choć podobieństwa i różnice strukturalne polipeptydów pozwoliły na wstępne 
usystematyzowanie znanych PG, to jednak dotychczas nie znaleziono wyraźnej 
wspólnej cechy strukturalnej białka, która pozwoliłaby na jednoznaczne zidentyfiko­
wanie go jako PG i tym samym na odróżnienie samego białka rdzennego PG od innych 
białek. Dlatego nadal trudno jest zaklasyfikować do PG nowo wykryte białko jedynie 
na podstawie sekwencji aminokwasowej, natomiast wykazanie obecności w nim 
kowalencyjnie związanych GAG może to ułatwić.

4. Biosynteza proteoglikanów

Różnorodne komórki zwierzęce są zdolne do syntezy siarczanowanych PG 
[7,15,25,26,32,33,37,47,49-52,57,59,64,66,68,79-84, 88], których struktura może 
być warunkowana procesami rozwojowymi [12]. Translacja białek rdzennych PG 
rozpoczyna się w cytoplazmie, podobnie jak innych białek sekrecyjnych i błonowych. 
Kompleks translacyjny ukierunkowuje się na błony szorstkiej siateczki śródplazmaty- 
cznej (RER) i nowotworzony polipeptyd jest przenoszony do przestrzeni luminalnej 
RER, gdzie może podlegać N-glikozylacji [89]. Udowodniono, że N-glikozylacji 
ulegają zarówno PG błonowe [21,44,71-73,82] oraz macierzy pozakomórkowej, 
między innymi aorty [92-97]. Prekursorowe białka rdzenne PG są początkowo syn­
tetyzowane zgodnie z modelem syntezy zaproponowanym dla innych glikoprotein 
zawierających N-glikany [89]. Dopiero po przetransportowaniu prekursorowej gliko- 
proteiny do aparatu Golgiego są syntetyzowane GAG charakterystyczne dla PG.

Translacja, glikozylacja enzymatyczna i śródkomórkowy transport glikoprotein z 
RER do powierzchni komórki odbywają się z udziałem systemu wewnątrzkomórko­
wych błon i podlegają odrębnym mechanizmom regulacyjnym, których zgodne 
współdziałanie odpowiedzialne jest za ostateczne pojawienie się “dojrzałych” ma­
krocząsteczek na powierzchni błon plazmatycznych lub w substancji międzykomór­
kowej. Obecnie nie jest ostatecznie ustalone, jaki jest mechanizm transportu 
nowosyntetyzowanych PG z rejonów translacji do miejsc O-glikozylacji w aparacie 
Golgiego i poza komórkę, gdy nie mają N-glikanów w “dojrzałej” makrocząsteczce. 
Być może brak N-glikanów w “dojrzałych” makrocząsteczkach jest wtórnym nastę­
pstwem ich usunięcia przez endoglikozydazy po dotarciu PG do miejsc ostatecznego 
przeznaczenia. Inną możliwością jest również transport PG bez towarzyszącej N-gli­
kozylacji, gdyż mogą zawierać inny sygnał w obrębie łańcucha polipeptydowego 
odpowiedzialny za ich ukierunkowany transport, wówczas N-glikozylacja nie byłaby 
konieczna. Obecnie nie można jednoznacznie rozstrzygnąć, która z możliwości jest 
bardziej typowa dla PG. Choć zebrano wiele danych przemawiających za syntezą PG
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Rys. 8. Cykl fosfodolicholowy [89]

w formie prekursorowych glikoprotein, to jednak nadal nie jest ustalone czy model 
ten jest powszechny dla wszystkich PG. Należy mieć nadzieję, że w niedalekiej 
przyszłości problem ten zostanie ostatecznie wyjaśniony.

4. 1. KOTRANSLACYJNA N-GLIKOZYLACJA: 
BIOSYNTEZA PREKURSOROWYCH GLIKOPROTEIN

Nowotworzony polipeptyd białka rdzennego PG podlega w przestrzeni luminalnej 
RER kotranslacyjnej N-glikozylacji przy udziale oligosacharydylotransferazy poli- 
peptydylowej dolichylofosfozależnej, która przenosi w całości oligosacharyd 
Glc3Man9GlcNAc2- z difosfodolicholowego oligosacharydu prekursorowego na re­
sztę asparaginową łańcucha polipeptydowego (rys. 8).

Inhibitorem pierwszej reakcji cyklu fosfodolicholowego (rys. 8) odpowiedzialnego 
za syntezę prekursorowego difosfodolicholowego oligosacharydu -  głównego donora 
w N-glikozylacji -  jest tunikamycyna. Inhibitor ten hamuje N-glikozylację rdzeni 
białkowych PG oraz obniża ich ekspresję na powierzchni błon plazmatycznych lub w 
substancji międzykomórkowej [8,72]. Stopień obniżenia sekrecji PG w obecności 
tunikamycyny jest skorelowany z wysokością zastosowanej dawki antybiotyku i
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przypuszczalnie jest skutkiem wzmożonej wewnątrzkomórkowej degradacji PG. Spi­
ro i wsp. [72] sugerują, że dodanie N-glikanów do rdzeni białkowych jest wymagane 
do ich przetworzenia w formy PG, gdyż N-glikozylacja ułatwia wewnątrzkomórkowy 
transport nowosyntetyzowanych białek rdzennych PG do miejsc posttranslacyjnego 
dodania GAG.

Transportowi prekursorowego białka PG w obrębie przestrzeni luminalnej RER 
towarzyszy typowa obróbka (ang. processing) pierwotnych N-glikanów z udziałem 
glukozydaz i mannozydaz [72,89], zgodnie ze schematem przedstawionym na rysun­
ku 9. “Przycięcie” (ang. trimming) pierwotnego oligosacharydu skutkiem działania 
obojętnych glukozydaz I i II jest wymagane do przekształcenia prekursorowych 
glikoprotein w PG, gdyż obecność reszt glukozowych na pierwotnym oligosachary- 
dzie może być sygnałem dla zatrzymania lub oligomeryzacji polipeptydów w RER i 
spowolnienia transportu [72]. Względna aktywność katalityczna glukozydaz może 
determinować okres półtrwania prekursorów PG w przestrzeni siateczki śródpla- 
zmatycznej. Białka rdzenne niektórych PG mają stosunkowo krótki okres śródkomór- 
kowego półtrwania, mieszczący się w granicach 45-90 min, z czego co najmniej 70% 
czasu spędzają jednak w przestrzeni RER.

Inhibitory glukozydaz, mianowicie kastanospermina, 1-deoksynojirimycyna lub 
N-metylodeoksynojirimycyna zatrzymują syntetyzowane glikoproteiny w rejonie 
RER, blokując nie tylko dołączenie GAG, ale również pojawienie się ich na powie­
rzchni błon plazmatycznych [72].

W aparacie Golgiego ma miejsce dalsze działanie mannozydaz oraz GlcNAc- 
transferazy I, czego skutkiem jest wytworzenie najprostszej jednostki typu komple­
ksowego (rys. 9). Jednostka taka jest punktem wyjścia dla wszystkich innych bardziej 
rozbudowanych, wieloantenowych N-glikanów [89]. Podczas syntezy diantenowych 
kwaśnych N-glikanów po działaniu GlcNAc-transferazy II oraz Gal-transferaz, ostat­
nią reakcją jest przeniesienie reszt kwasów sjalowych przy udziale specyficznych 
sjalozylotransferaz [89].

Zahamowanie aktywności mannozydaz przez 1 -deoksymannojirimycynę lub swa- 
insoninę nie ma wpływu na glikozylację prowadzącą do przekształcenia prekursoro- 
wej glikoproteiny w formę PG. Ostateczne przekształcenie N-glikanów do typu 
kompleksowego nie jest wymagane dla zaistnienia biosyntezy GAG oraz dla ekspresji 
PG na powierzchni komórki [72], choć może mieć miejsce [73].

4.2. POSTTRANSLACYJNA O-GLIKOZYLACJA

Podczas trwania obróbki N-glikanów rozpoczyna się biosynteza siarczanowanych 
GAG, która przebiega drogą glikozylacji sekwencyjnej [89]. Proces ten można 
uporządkować w trzy etapy, mianowicie; inicjacja, elongacja i etap reakcji modyfika- 
cyjnych. Glikozylacja sekwencyjna wymaga nukleozydodifosfomonosacharydów ja­
ko jedynych, bezpośrednich donorów monosacharydów dla O-glikozylacji, w tym 
procesie nie są wymagane dolichylofosfomonosacharydy.
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Rys. 10. Synteza tetrasacharydowej sekwencji wiążącej glikozoaminoglikany z białkiem [wg 73,
zmienione]

4. 2. 1. INICJACJA SYNTEZY SIARCZANOWANYCH GLIKOZOAMINOGLIKANÓW

Na etapie inicjacji jest tworzony tetrasacharydowy region wiążący (linkage region) 
GAG z polipeptydem, którego sekwencja jest identyczna dla wszystkich, z wyjątkiem 
KS [34].

Inicjującą reakcją jest tworzenie O-glikozydowego wiązania między P-D-ksylozą 
i grupą hydroksylową reszty seryny lub treoniny (rys. 10). Przeniesienie ksylozy z 
UDP-ksylozy na grupę hydroksylową seryny jest katalizowane przez ksylozylotran- 
sferazę (EC 2.4.2.26). Specyficzność tej reakcji w stosunku do określonych reszt 
serynowych jest oczywista ponieważ nie wszystkie białka zawierające reszty seryno- 
we mają podstawione GAG oraz nie wszystkie seryny w danym białku rdzennym PG 
są związane z GAG. Białka rdzenne PG muszą zawierać sygnał, który pozwala 
rozpoznać specyficzną resztę sery nową podlegającą ksylozylacji. Sygnałem rozpo­
znania dla ksylozylotransferazy są specyficzne homologiczne sekwencje znajdujące 
się w rejonie polipeptydu o strukturze ß, mianowicie -Ser-Gly-X-Gly- (X oznacza
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dowolny aminokwas) poprzedzone kwaśnymi aminowasami [4,46]. Ksylozylotran- 
sferaza może wykorzystać treoninę obecną zamiast reszty serynowej w homologicznej 
sekwencji, lecz obecność treoniny sprawia, że glikozylacja nie jest pełna, jedynie 
około 10% białek podlega glikozylacji, wówczas powstają tzw. “part-time PG” 
[21,34,46]. Donoszono również o sekwencjach niehomologicznych w których pod­
stawione mogą być GAG [46].

Ksylozylotransferaza jest obecna zarówno w RER jak i w aparacie Golgiego 
[43,55]. W tym ostatnim przedziale komórkowym jej aktywność jest 50-100 razy 
wyższa niż w RER. Uważa się, że reakcja ksylozylacji ma miejsce w systemie błon 
gładkich, w nieopłaszczonych klatryną pęcherzykach transportujących z siateczki 
śródplazmatycznej do aparatu Golgiego lub w rejonie cis Golgiego. Komórki pozba­
wione aktywności ksylozylotransferazy, skutkiem mutagenezy ukierunkowanej, nie 
wykazują zdolności do syntezy zarówno CSPG, jak i HSPG. Przypuszczalnie poje­
dyncza ksylozylotransferaza katalizuje przeniesienie reszty ksylozy na białka rdzen­
ne, które ostatecznie staną się różnymi proteoglikanami.

Kolejnym enzymem uczestniczącym w syntezie tetrasacharydu wiążącego jest 
ß-1.4-galaktozylotransferaza I, która przenosi resztę galaktozylową z aktywnego 
donora UDP-Gal na akceptorową resztę ksylozy Iową połączoną z łańcuchem polipep- 
tydowym (rys. 10). Enzym ten nie jest identyczny z Gal-transferazą, która uczestniczy 
w terminalizacji jednostek kompleksowych N-glikanów [77]. Specyficzna aktywność 
Gal-transferazy I z aparatu Golgiego jest 40-140 razy wyższa od aktywności wyka­
zanej w RER [55]. Dodanie pierwszej reszty galaktozylowej do ksylozy w trakcie 
syntezy regionu wiążącego CS ma miejsce w rejonie cis aparatu Golgiego [77]. 
Deficyt tego enzymu w zmutowanych komórkach CHO redukuje drastycznie tworze­
nie CSPG i HSPG [20]. Przypuszczalnie Gal-transferaza I tworzy kompleks z Xyl- 
transferazą, który może ułatwiać glikozylację sekwencyjną, jednak indywidualne 
aktywności enzymów są niezależne jedna od drugiej [20].

Kolejnym enzymem uczestniczącym w tworzeniu tetrasacharydowego regionu 
wiążącego jest ß-1.3-galaktozylotransferaza II (rys. 10). Enzym ten różni się od 
Gal-transferazy I wyższą specyficznością substratową, preferuje sekwencje 
Galßl .4Xylß-Ser- jako akceptor dla reszty galaktozylowej, w którym podstawiają w 
pozycji przy trzecim węglu terminalnej Gal.

Glukuronozylotransferaza I kończy syntezę regionu wiążącego, tym samym etap 
inicjacji. Enzym zlokalizowany jest w aparacie Golgiego i różni się znacznie specyfi­
cznością substratową od GlcU-transferaz pochodzących z RER katalizujących reakcje 
detoksykacji np. leków [55], ale również od GlcU-transferazy uczestniczącej w 
syntezie determinanty antygenowej HNK-1 obecnej w niektórych glikolipidach i 
glikoproteinach [10,11,56]. Glukuronozylotransferaza I przenosi resztę kwasu glu- 
kuronowego z UDP-GlcU na gmpę OH- przy trzecim węglu Gal nieredukującego 
końca sekwencji Galßl.3Galßl.4Xylß-0-Ser-polipeptyd, kończąc etap inicjacji syn­
tezy GAGów (rys. 10).
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4.2.2. ELONGACJA ŁAŃCUCHÓW GLIKOZOAMINOGLIKANOWYCH, SYSTEM GOLGIEGO 
I INHIBITORY ŚRODKOMÓRKOWEGO TRANSPORTU

Na etapie elongacji ma miejsce rozwidlenie dróg biosyntetycznych prowadzących 
w kierunku syntezy galaktozoaminoglikanów i glukozoaminoglikanów (rys. 11). O 
rozejściu dróg biosyntetycznych decyduje rodzaj reszty N-acetyloheksozoaminowej, 
mianowicie: GalNAc lub GlcNAc, przyłączonej ostatecznie do oligosacharydu wią­
żącego. Podczas procesu elongacji łańcuchów CS ma miejsce glikozylacja sekwen­
cy jna , k tó ra  polega na naprzem iennym  działan iu  dwóch enzymów, 
GalNAc-transferazy i GlcU-transferazy II (rys. 11). Natomiast glikozylację sekwen­
cyjną prowadzącą do łańcuchów glukozoaminoglikanowych przeprowadzają dwa 
inne enzymy działające naprzemiennie, mianowicie GlcNAc-transferaza i GlcU- 
transferaza II (rys. 11). Dotychczas nie jest ostatecznie wyjaśnione, co decyduje o 
rodzaju wydłużanego łańcucha GAG oraz czy istnieją jakieś sygnały specyficznie 
rozpoznawalne jedynie przez GalNAc-transferazę, a inne przez GlcNAc-transferazę. 
Mechanizmy regulujące ten etap biosyntezy pozostają nieznane, podobnie jak nadal 
niejasne jest, w jaki sposób w pojedynczej komórce regulowana może być synteza 
zarówno CS i HS przytwierdzonych do tego samego białka rdzennego, mianowicie 
hybrydowych PG.

Inhibitorem elongacji łańcuchów galaktozoaminoglikanowych jest brefeldyna A 
(antybiotyk przeciwwirusowy). Rozprzęga ona syntezę GAG przez rozdzielenie etapu 
inicjacji od reakcji etapu elongacji i modyfikacji wskutek zmian morfologii i funkcji 
aparatu Golgiego [73]. W aparacie Golgiego wyróżnia się kilka funkcjonalnie odmien­
nych rejonów, mianowicie: sieć-cis (cis-Golgi-network = CGN), cis-, medial-, trans- 
i sieć-trans Golgi (trans-Golgi-network = TGN) [9,35,48,53,60,67]. TGN to rejon 
sortujący transportowane makrocząsteczki w obrębie miejsc wyjścia z aparatu. Nato­
miast najgęstszy, powierzchniowy rejon cis-Golgiego, określany jako sieć-cis Golgi 
(cis-Golgi-network = CGN) jest początkowym celem dla białek na drodze do aparatu 
Golgiego. Pełni funkcję w nacelowywaniu (targeting) i fuzji nieopłaszczonych kla- 
tryną pęcherzyków przybywających z siateczki śródplazmatycznej (ER) oraz w ich 
sortowaniu i recyrkulacji. Recyrkulacja wynika z transportu zarówno do przodu 
(iaterograde), czyli z ER przez aparat Golgiego dalej, np. do błony plazmatycznej oraz 
transportu wstecznego (retrograde), mianowicie z aparatu Golgiego do ER.

Brefeldyna A odwracalnie zmienia ustaloną morfologię i funkcję aparatu Golgiego 
wstrzymując pączkowanie nieopłaszczanych klatryną pęcherzyków odpowiedzial­
nych za ruch do przodu {anterograde movement), mianowicie z ER poprzez cysterny 
Golgiego do sieci-trans, co w konsekwencji blokuje transport białek z ER do aparatu 
Golgiego [17]. Ponadto antybiotyk ten wywołuje wsteczną redystrybucję enzymów 
stale “rezydujących” w obrębie cis-, medial- i trans- aparatu Golgiego do ER wskutek 
indukcji wstecznego [retrograde] mikrotubulo-zależnego systemu ruchu. Pod wpły­
wem brefeldyny A nie następuje wsteczna redystrybucja enzymów obecnych w 
rejonach: TGN, formowania lizosomów i pęcherzyków endosomalnych [9,42]. Bada­
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nia z zastosowaniem brefeldyny pozwoliły na zróżnicowanie aparatu Golgiego na dwa 
obszary, mianowicie: brefeldyno-wrażliwy, który obejmuje rejony: CGN, cis-, me­
dial- i trans- oraz brefeldyno-opomy obejmujący rejon sieci-trans Golgiego (TGN).

Brefeldyna A skutecznie “rozprzęga” syntezę CSPG przez rozdzielenie reakcji 
etapu inicjacji od reakcji etapu elongacji i modyfikacji [73]. Etapy elongacji i mody­
fikacji mają miejsce w rejonie sieci-trans aparatu Golgiego (TGN), który jest brefel­
dyno-opomy m podprzedziałem tej struktury komórkowej. Podczas syntezy PG w 
obecności brefeldyny A białka rdzenne zostają zatrzymane w obrębie ER. Białka te, 
choć unieruchomione w ER, “nabywają” nie tylko sjalozylowane diantenowe N-gli- 
kany kompleksowe, ale również węglowodanową sekwencję wiążącą GAG, ponie­
waż etap inicjacji syntezy GAG pozostaje nie zmieniony [69,73]. Dowodzi to, że 
synteza kompleksowych sjalozylowanych N-glikanów oraz etap inicjacji syntezy 
GAG mają miejsce w tym samym obszarze aparatu Golgiego. Natomiast elongacja i 
etapy modyfikacji GAG zachodzą w obszarze brefeldyno-opomym.

Zatrzymanie syntezy GAG może nastąpić również pod wpływem różnych innych 
inhibitorów wewnątrzkomórkowego transportu pęcherzykowego, których mecha­
nizm działania nie jest tak dobrze poznany, jak w przypadku brefeldyny A. Inhibito­
rami tymi są monenzyna, dietylokarbamazyn, karbonylocyjanek-m-chloro- 
fenylohydrazonu i chlorek amonu [71,75]. Wszystkie one hamują syntezę PG przez 
uniemożliwienie transportu ich rdzeni białkowych do miejsc, gdzie podlegają O-gli- 
kozylacji. Białka te gromadząc się w obrębie ER nie pojawiają się na powierzchni 
komórki lub w substancji międzykomórkowej.

4. 2. 3. MODYFIKACJE ŁAŃCUCHÓW GLIKOZOAMINOGLIKANOWYCH

Trzeci etap syntezy GAG, mianowicie etap reakcji modyfikacyjnych jest poznany 
najlepiej na przykładzie syntezy heparyny [39,40]. Powszechną reakcją tego etapu 
jest sulfonowanie inicjowane jeszcze na etapie elongacji (rys. 11). W przypadku 
syntezy CS jest to jedyna reakcja mająca miejsce na tym etapie, którą katalizują 4-0- 
lub 6-O-sulfotransferazy przenoszące grupy siarczanowe z aktywnego donora, jakim 
jest PAPS, na reszty GalNAc łańcucha CS (rys. 11) [20,71-73,77].

Synteza DS [33], przebiega na dwóch pierwszych etapach identycznie z syntezą 
CS, jednak na etapie modyfikacji jest odmienna. Poza 4-O-sulfonowaniem reszty 
GalNAc ma miejsce dodatkowa reakcja, mianowicie C-5-epimeryzacja GlcU do IdU, 
po której może mieć miejsce terminująca reakcja 2-O-sulfonowania IdU [44].

Etap modyfikacji obfitujący największą różnorodnością reakcji ma miejsce pod­
czas syntezy glukozoaminoglikanów, zwłaszcza heparyny. Podobny zakres reakcji 
modyfikacyjnych może mieć miejsce podczas syntezy HS, ale reakcje te postępują z 
niższą wydajnością. Do reakcji tych należą deacetylacja, N-sulfonowanie, C-5-epi- 
meryzacja, 2-0-; 6-0- i 3-O-sulfonowanie (rys. 12).

Modyfikacje inicjuje N-deacetylaza przekształcająca GlcNAc w GlcN, aminocu- 
kier który staje się substratem dla N-sulfotransferazy tworzącej GlcNS03_. Deacety­
lacja jest warunkiem wstępnym dla następczego N-sulfonowania i wykazano, że
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oczyszczona N-sulfotransferaza ujawnia również aktywność N-deacetylazową [5]. 
Natomiast obecność grup N-sulfonowych w substracie jest wymagana dla jego 
rozpoznania przez niektóre O-sulfotransferazy, jak i C-5-epimerazę GlcU. Aktyw­
ność N- deacetylazowa wydaje się mieć kluczowe znaczenie regulacyjne na etapie 
modyfikacji podczas syntezy glukozoaminoglikanów [34].

N-sulfonowany disacharyd -GlcUAß 1.4GlcNS03_ocl - może być substratem dla co 
najmniej trzech enzymów (rys. 12), mianowicie:

1) dla 6-O-sulfotransferazy, która przekształca resztę GlcNS03 tego disacharydu
do disulfoglukozoaminy;

2) dla 2-0- sulfotransfera- 
zy kwasu glukuronowego 
[39], która przenosi grupę 
siarczanową w pozycję przy 
drugim węglu GlcU disacha­
rydu;

3) dla C-5-epimerazy kwa­
su glukuronowego, enzymu 
specyficznie rozpoznającego 
grupy N -su lfonow ane w 
swym substracie disacharydo- 
wym [28].

Enzym ten przekształca 
GlcU do IdU, modyfikując di­
sacharyd, który wskutek tego 
jest dobrym substratem, za­
równo dla 2-0-sulfotransfera- 
zy kwasu iduronowego, jak i 
dla 6-0- sulfotransferazy N- 
sulfoglukozoaminy.

Konkurowanie przynaj­
mniej trzech enzymów o 
wspólny substrat dowodzi, że 
epimeryzacja nie jest koniecz­
ną konsekwencją N-siarcza- 
nowania. Jednostki, które 
uniknęły epimeryzacji -GlcU­
Aß 1. 4G1cNS0 3 (6-0-S03- ) 
mogą być substratem dla 3-0- 
sulfotransferazy katalizującej 
przeniesienie reszty siarcza­
nowej w pozycję przy trzecim 
C-disulfoglukozoaminy 
(G1cNS0 4C6-0-S03), prze-

Rys. 11. Elongacja łańcuchów glikozoaminoglikanowych 
związanych z białkiem [wg 73, zmienione]
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Rys. 12. Modyfikacje glukozoaminoglikanów na przykładzie heparyny [wg 39, zmienione]

kształcąjąc ją  w trisulfoglukozoaminę. Tak zmodyfikowana reszta stanowi istotny 
element pentasacharydowej sekwencji markerowej dla wiązania antytrombiny przez 
heparynę i ujawnienia heparynowej akty wności przeciwkrzepliwej [40,41]. Heparyna 
może wykazywać zarówno niską, jak i wysoką aktywność przeciwkrzepliwą. Poje­
dynczy polimer heparyny może zawierać sekwencje zarówno wykazujące wysoką 
aktywność przeciwkrzepliwą, jak i o niskiej aktywności przeciwkrzepliwej. Przypu­
szczalnie jest to konsekwencją przerwania lub niedokonania się reakcji modyfikacyj- 
nych lub skierowania ich na inny tor kolejnych reakcji. Do niedawna sądzono, że 
działająca na ostatnim etapie syntezy heparyny 3-O-sulfotransferaza jest głównie 
odpowiedzialna za tworzenie miejsc specyficznie wiążących antytrombinę i tym 
samym za ujawnienie wysokiej aktywności przeciwkrzepliwej przez ten polimer. 
Ostatnie badania jednak dowodzą, że wcześniejsze reakcje etapu modyfikacji mają
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również znaczenie w formowaniu lub umiejscawianiu tych obszarów w obrębie 
prekursorowego polimeru, które ostatecznie będą odpowiedzialne za wysokie lub 
niskie powinowactwo do antytrombiny III [41].

3-O-sulfonowane reszty glukozoamino-N-S03- często wykazywano w różnych 
polimerach heparyny ssaków, zwykle w disacharydowych zawierających raczej reszty 
GlcU niż IdU. Ostatnio, Edge i Spiro [18] wykryli w HSPG z błon podstawnych 
kłębków nerkowych obecność 3-O-sulfonowanej reszty glukozoamino-N-S03 w 
disacharydzie obok IdU, który także może być 2-O-sulfonowany.

Poszczególne reakcje modyfikacyjne mogą przebiegać zarówno z C-5-epimeryza- 
cją GlcU do IdU, bądź bez tej modyfikacji (rys. 12). Selekcja docelowych grup do 
reakcji modyfikacyjnych okazuje się być determinowana nie tylko specyficznym 
rozpoznawaniem substratu przez określone enzymy, lecz także przez inne, jak dotąd 
nieznane czynniki [39]. Zakres poszczególnych reakcji modyfikacyjnych nie jest 
jednolicie kompletny wzdłuż całego polimeru heparyny, z wyjątkiem reakcji deace- 
tylacji i N-sulfonowania. Jeszcze bardziej jest to zaznaczone podczas syntezy HS, 
gdzie reakcje deacetylacji i N-sulfonowania również nie następują jednolicie wzdłuż 
całego GAG. Oczywiste jest, że to na etapie modyfikacji podczas syntezy glukozoami- 
noglikanów z jednorodnych prekursorowych polimerów GAG tworzone są hetero- 
genne produkty. Te zwykle nieregularnie rozmieszczone “blokowe” sekwencje 
utworzone z niezmodyfikowanych podstawowych jednostek GlcNAcGlcU są po­
przedzielane blokami sekwencji zmodyfikowanych. Fakt ten sprawia, że w obrębie 
pojedynczego polimeru pojawiają się odmiennie obszary tzw. “domeny polisacha­
rydowe”, które są wynikiem różnic w stopniu (wyższym lub niższym) N-sulfonowania 
i pozycji O-sulfonowania, epimeryzacji GlcU oraz zachowania reszt GlcNAc. Mody­
fikacje, nawet stosunkowo niewielkich fragmentów łańcucha polisacharydowego 
mogą nadać mu określoną funkcjonalną specyficzność, czego najlepszą ilustracją jest 
struktura obszaru wiążącego antytrombinę z heparyny lub z siarczanów heparanu o 
aktywności przeciwkrzepliwej.

Mechanizmy regulujące biosyntezą GAG na etapie modyfikacji pozostają nadal 
niewyjaśnione. Rozwikłanie ich podstaw mogłoby mieć szerokie znaczenie poznaw­
cze, tym bärdziej iż przyjmuje się, że różnorodność i jednocześnie niejednolitość 
postępowania reakcji modyfikacyjnych wzdłuż całego łańcucha polisacharydowego 
jest jedną z najistotniejszych przyczyn dużej heterogenności strukturalnej gluko- 
zoaminoglikanów, która przypuszczalnie odpowiedzialna jest za ujawnianie różno­
rodnych aktywności biologicznych przez te makrocząsteczki.
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W tytule i streszczeniu można stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy 
rozpocząć od nowej strony. W tekście nie zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołówkiem  
na marginesie ich lokalizację (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i 
numerowane rozdziały oraz podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism 
podawać należy według Index Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). 
Powołanie w tekście następuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym 
( np. [5]). Spis literatury należy zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cel! cycle, [w] Philips MP, 
Schwartz E [red. jHistone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64.

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium poly- 
cephalum. Exptl Cell Res 1980; 2: 41-48.

Tabele, opisy schematów i rysunków powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą 
być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na 
błyszczącym papierze. Wymiary poszczególnych rysunków, schematów i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 
mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i 
dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. 
Wszystkie załączniki muszą być opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem góry i dołu 
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do 
wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu 3 dni. Koszty, spowodowane większymi zmianami tekstu 
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 
egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą, a ponadto mogą zamówić odbitki odpłatnie.

Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, adres, fax), które byłyby odpowiednimi recenzentami 
maszynopisu, nie powinny jednak być aktualnymi współpracownikami ani pracownikami instytucji, w której pracuje 
autor. Redakcja prosi także głównego Autora o dołączenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na następujące 
pytania:
Dołączono 2 kopie maszynopisu, Treść pracy nie była uprzednio publikowana i nie została
tabel i rycin. tak nie wysłana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę, tak nie Dołączono kopię pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda osób, których informacje niepubii- pliku i użytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie
kowane są zamieszczone w tekście artykułu tak nie Odpowiadam za całość pracy opisanej w zał. maszyn, tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w “Postępach Biologii Komórki” przechodzi na własność reda­
kcji i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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