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W tym zeszycie ¢ Postepow Biologii Komorki

Proces nowotworowy zwigzany jest czesto z zaburzeniami funkcjonowania
czgsteczek adhezyjnych. Przykladem moze by¢ rak jelita grubego, o czym
pisano w artykule na stronie 705.

Peptydowe kwasy nukleinowe (PNA) sa nowag grupg analogéw DNA (patrz
strona 541), ktére wydajnie hybrydyzujg z komplementarnymi kwasami nuklei-
nowymi. PNA znajdujg coraz szersze zastosowanie w badaniach podstawo-
wych idiagnostyce medycznej oraz stymulujg rozwazania ewolucyjne.

Strukture i funkcje receptoréw eikozanoidéw omdéwiono na stronie 553. Przed-
stawiono udziat tych receptorow w mechanizmach przekazywania sygnatu i
ich oddziatywaniu z réznymi uktadami wtérnych przekaznidow. Strukture i
funkcje receptorow lipoprotein oméwiono natomiast na stronie 615. Wspo-
mniano tam o potencjalnej roli receptoréw lipoprotein w patogenezie miazdzy-
cy iw chorobie Alzheimera.

Artykut o nowych czasteczkach sygnalowych regulujgcych wzrost i rozwdj
roslin (str. 635) nawigzuje do publikacji o hormonie roslinnym, systeminie
opisanym w poprzednim zeszycie "Postepéw" (1995, t. 23 zeszyt 3, strona
477).

Warto przejrzec¢ (strona 683) artykut o zasadach dziatania mikroskopu swietl-
nego tréjwymiarowego. Dzieki zastosowaniu uko$nego oswietlenia i widzenia
stereoskopowego pozwala on na bezposrednig obserwacje przestrzennej
budowy badanego preparatu
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PAMIECI DOKTORA MACIEJA KAWALCA

Dr med. Maciej Kawalec odszedt od nas nagle 10 listopada 1996 r. Trudno
jest pogodzi¢ sie z odejSciem duzo miodszego Kolegi redakcyjnego, z ktérym wspot-
pracowaliSmy przez wiele lat. Uczestniczyt On miedzy innymi w narodzinach ,,Po-
stepéw Biologii Komorki”.

Doktor M. Kawalec urodzit sie 24 lutego 1945 r. w Kleczanowie k. Sandomierza.
Szkote $rednig ukonczyt w Warszawie. Studiowat na Wydziale Lekarskim Akademii
Medycznej w Warszawie, ktory ukon-
czyt w roku 1969. Bedac na 3 roku stu-
diéw rozpoczat prace jako wolontariusz
w Zakladzie Histologii i Embriologii
AM w Warszawie. Po ukonczeniu stu-
diow pracowat w Zaktadzie Cytofizjo-
logii Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego w Warszawie jako:
asystent, st. asystent, adiunkt. Rozprawe
doktorskg zatytutowang,Zmiany wzgle-
dnej ilosci antygenéw na powierzchni
zywych komorek wywotane nierozpusz-
czalnymi pochodnymi proteaz” obronit
w 1975 r. Jego gtéwne zainteresowania
naukowe po otrzymaniu stopnia doktora
medycyny dotyczyty wywotania immu-
nologicznej obrony organizmu przed nowotworem, doswiadczalnych problemoéw
przeszczepiania szpiku kostnego, izolowania i oczyszczania ludzkiej prekalikreiny
0SO0CZOWej.

Byt dobrze przygotowany do przedstawienia rozprawy habilitacyjnej, chociaz
nie zdecydowat sie na jej przedstawienie. £.acznie opublikowat 38 prac doswiad-
czalnych, wiele artykutéw przeglagdowych, rozdziaty w podrecznikach, takich jak:
»Podstawy cytofizjologii”, PWN i ,,Strukturafunkcjonalna komorek i tkanek” PWN.
Byt jednym z tlumaczy polskiego wydania ,,Podstaw immunologii” I.M. Roitta,
PWN 1977 r. Byt doskonalym, bardzo cenionym przez stuchaczy dydaktykiem.



Dr Maciej Kawalec miat tez liczne zainteresowania dodatkowe. Od wielu lat
zajmowat sie sadownictwem w swojej miejscowosci rodzinnej, w Kleczanowie k.
Sandomierza. Byt wieloletnim sekretarzem i skarbnikiem Gtéwnego Zarzadu Pol-
skiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikoéw oraz skarbnikiem Fundacji
Biologii Komorki i Biologii Molekularnej. Jednym z Jego zainteresowan ostatnich
lat byta komputeryzacja prac wydawniczych w Centrum Medycznym Ksztatcenia
Podyplomowego. Byt peten twérczych pomystdw, ktérych wiele pozostato nie zre-
alizowanych. Pozostanie w naszej pamieci jako cztowiek nauki i wspaniaty przyjaciel.

Warszawa, w grudniu 1996 roku
Jerzy Kawiak
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NIEKTORE ASPEKTY RESTRYKCJI MHC*

SOME ASPECTS OF MHC RESTRICTION

Marek JAKOBISIAK

Zaktad Immunologii Instytutu Biostruktury AM w Warszawie

Streszczenie: Zinkernagel i Doherty wykazali, ze limfocyty T rozpoznajg antygeny wirusowe w potgcze-
niu z czasteczkami MHC w btonie komdrkowej. Ta sama zasada odnosi si¢ do rozpoznawania komoérek
dawcy przez limfocyty T biorcy przeszczepu i komérek nowotworowych przez limfocyty T pacjenta z
nowotworem. Takze w chorobach z autoagresji limfocyty T pacjenta rozpoznajg autoantygeny zwigzane
i prezentowane przez czasteczki MHC. Celem wielu badan jest obecnie utatwienie rozpoznawania przez
limfocyty T komérek zakazonych przez wirusy i komdrek nowotworowych. Z drugiej strony podejmo-
wane sg proby hamowania reaktywnosci limfocytéw T w stosunku do allogenicznych komérek biorcy
przeszczepu i blokowania odpowiedzi limfocytow T na autoantygeny w chorobach autoimmunizacyj-
nych.

Summary-. Zinkernagel and Doherty found out that T cells responding to virus-infected cells recognize
viral antigens in the context of MHC molecules present in the cell membrane. The same principle applies
to recognition of donor cells and tumor cells by the recipients’ and tumor patients’ T lymphocytes,
respectively. Also in autoimmune diseases patients’ T cells recognize autoantigens bound and presented
by MHC molecules. The object of numerous studies is at present to facilitate T cell recognition of
virus-infected and tumor cells. On the other hand many attempts are being undertaken to suppress T cell
reactivity against allogeneic cells in graft recipient and to block T cell response to autoantigens in
autoimmune diseases.

Pojecie restrykcji MHC zostato wprowadzone w wyniku odkryé, ktérych dokonali
R.M. Zinkernagel i P. C. Doherty w trakcie swoich badan prowadzonych w latach
1973-1975 w John Curtin School ofMedical Research w Canberra - stolicy Australii.
Najwazniejsze wyniki tych badan zawarte zostaty w dwdéch pracach opublikowanych
w Nature [8, 9]. Restrykcja MHC (major histocompatibility complex - gtowny
uktad zgodnosci tkankowej) okresla nastawienie limfocytéw T na rozpoznawanie

*Artykut w zwigzku z nagrodg Nobla 1996 r.
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Rysunek 1 Schemat receptora limfocytu
T rozpoznajacego antygen (Ag); recep-
tor sktada sie z tancuchéw a i @i pota-
czony jest z biatkami CD3. Antygen
rozpoznawany jest w potgczeniu z czg-
steczkg MHC komorki prezentujacej. Z
czasteczka MHC taczy sie réwniez cza-
steczka CD4 lub CD8 limfocytu T

antygendw tylko w potaczeniu z czasteczkami MHC w btonie komérki prezentujgcej
antygen (rys. 1).

Okazato sie, ze pod tym wzgledem receptory limfocytéw T zachowujg sie od-
miennie od przeciwcial, ktore sg w stanie rozpozna¢ zarowno wolne (krazace)
antygeny, jak i antygeny obecne w btonie komdrkowe;j.

Odkrycie, ktérego dokonali Zinkemagel i Doherty, wydaje sie pozornie banalne.
Wykazali oni, ze limfocyty T cytotoksyczne jednego osobnika - zdolne do zabicia
komérek zakazonych okreslonym wirusem - nie sg zdolne do zabicia komdrek
innego osobnika, choéby byly one zakazone tym samym wirusem. To, ze limfocyty
moga zabija¢ komorki zakazone przez wirusy, bytojuz wiadomo wczesniej, natomiast
jaki jest mechanizm tej cytotoksycznosci i jaka jest struktura czasteczek uczest-
niczacych w rozpoznawaniu przez limfocyty T zakazonych komdrek, wyjasnity
dopiero pézniejsze badania. Na przyktad budowe receptora limfocytu T rozpo-
znajacego antygen wyjasnity dopiero badania opublikowane w tych samych dniach,
w ktoérych Komitet Noblowski podjat decyzje przyznania nagrody Zinkernagelowi
i Doherty’emu [6].

Badania tegorocznych noblistow staty sie przetomem gtdéwnie ze wzgledu na
drogi poszukiwan, jakie wyznaczyty innym badaczom, a ktére doprowadzity do
wyjasnienia niektorych niezrozumiatych dotychczas zjawisk zwigzanych z naszg
odpornoscig.

Przede wszystkim pomogty one zrozumieé funkcje czasteczek gtownego uktadu
zgodnosci tkankowej, czyli czasteczek MHC. Czasteczki MHC cztowieka, zwane
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czasteczkami lub antygenami HLA (human leukocyte antigens) kodowane sg przez
geny nalezace do najbardziej polimorficznych genéw cztowieka. Niektore geny
HLA, a w efekcie takze czasteczki HLA wystepujg w populacji ludzkiej w ponad
stu odmianach. Przed odkryciami Zinkemagela i Doherty’ego nie rozumiano, pod
jaka presja rozwinat sie i utrzymat w ewolucji cztowieka tak wybitny polimorfizm
genow HLA. Jedyng funkcjg czasteczek HLA, jaka znano, byto indukowanie po
przeszczepieniu komorek lub tkanek cztowieka innemu osobnikowi odpowiedzi
transplantacyjnej prowadzacej do odrzucenia przeszczepu. Obecnie wiemy, ze ten
wybitny polimorfizm HLA rozwingt sie pod presjg atakujacych nasz organizm mi-
kroorganizmoéw i wywotywanych przez nie chor6b. Dzieki temu polimorfizmowi
jesteSmy na ogdt heterozygotami pod wzgledem genéw HLA i dzigki temu mamy
wiekszg liczbe réznych czasteczek HLA na powierzchni naszych komoérek, a wiec
mozemy efektywnie prezentowa¢ wiekszg liczbe antygendw roznych mikroorga-
nizméw. Tym samym zdolni jesteSmy do skutecznej odpowiedzi i obrony przeciw
wiekszej liczbie atakujacych nas drobnoustrojéw.

W trakcie trwajacej tysigce lat ewolucji naszego gatunku okres, gdy jesteSmy
w stanie dzieki szczepionkom zapobiega¢ chorobom zakaznym lub dzieki anty-
biotykom zwalczac te choroby, jestjeszcze bardzo krotki. Przez olbrzymig wiekszo$¢
czasu w historii naszego gatunku jedyng obrong cztowieka przeciw atakujgcym
go mikroorganizmom byty naturalne mechanizmy obronne, jakimi dysponuje nasz
uktad odpornosciowy. Gdy okre$long populacje ludzka atakowat drobnoustréj wy-
wotujacy chorobe charakteryzujaca sie nawet bardzo wysoka $Smiertelnoscig, wtedy
na ogo6t dzieki polimorfizmowi HLA przynajmniej cze$¢ osobnikéw w danej populacji
mogto przezy¢ epidemie, gdyz miato czasteczki HLA zdolne de efektywnej pre-
zentacji antygenow tego drobnoustroju.

Jakich strategii uzywaja wirusy, zeby wymknac¢ sie spod kontroli naszego uktadu
odporno$ciowego? Podstawowag strategig sa mutacje ich gendw kodujacych antygeny.
Dzieki tym mutacjom antygeny wirusowe zmieniaja sie w organizmie zakazonego
osobnika w ten sposob, ze nie sg skutecznie prezentowane jego limfocytom T.
Na przyktad mutacje powoduja, ze okreslony antygen nie pasuje juz do rowka
w czasteczce MHC okre$lonego osobnika. Jeden z epitopéw antygenu jadrowego
EBNA-4 wirusa Epsteina-Barr jest efektywnie prezentowany limfocytom T przez
czasteczke HLA-A1l inicjujgc odpowiedz przeciwwirusowa. W potudniowo-
wschodniej Azji i na Nowej Gwinei, gdzie czasteczki te wystepujg u ludzi z duzg
czestotliwoscia, szczepy wiruséw Epsteina-Barr zmutowaty zmieniajac nieznacznie
ksztatt antygenu EBNA-4. W wyniku tej mutacji nie pasuje juz on do rowka w
czgsteczce HLA-AIli i nie moze by¢ juz przez nig prezentowany limfocytom T
[5]. Inng strategig stosowang przez niektore wirusy jest hamowanie ekspresji czg-
steczek MHC w zakazonych przez siebie komorkach.

Badania nad sposobem, w jaki limfocyty T rozpoznajg antygeny wirusowe, po-
zwolity zrozumie¢, dlaczego w przypadku niektérych chor6b zakaznych choroba
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jest ciezsza, gdy zarazamy sie od cztonka bliskiej rodziny niz gdy zarazamy sie
od osoby zupeinie obcej. W organizmie zakazonego osobnika wirus "adoptuje sie"
zmieniajac w nastepstwie mutacji antygeny tak, zeby nie pasowaty i nie mogly
by¢ prezentowane przez jego czasteczki HLA limfocytom T. Gdy nastepnie tak
zaadoptowany wirus zakaza nastepnego osobnika - blisko spokrewnionego z po-
przednim - wirus nie musi sie juz adoptowac, gdyz obydwaj osobnicy majg takie
same albo identyczne czasteczki HLA. Choroba moze wiec rozwina¢ sie szybciej
po zakazeniu i moze mieC ciezszy przebieg.

Dziegki badaniom zapoczatkowanym przez tegorocznych noblistébw rozumiemy
réwniez giebiej tragedie, ktora dotkneta Indian amerykanskich w nastepstwie wtarg-
niecia na ich ziemie Europejczykdw [2]. Sposrod okoto 56 miliondéw Indian, ktérzy
zmarli w nastepstwie tych wydarzen, wiekszo$¢ nie zgineta na polu walki, ale
zmarta w wyniku epidemii choréb zawleczonych do Ameryk przez Europejczykéw.
Wykazano dopiero w szczegétowych badaniach czasteczek HLA u Indian, ze po-
limorfizm HLA jest u nich bardzo niski w poréwnaniu z polimorfizmem HLA
obserwowanym u Europejczykow lub mieszkancow Afryki. W obrebie poszcze-
gélnych szczepéw Indianie sg do siebie bardzo podobni pod wzgledem czasteczek
HLA, tak jakby nalezeli do jednej rodziny. Jezeli jednego z cztonkéw szczepu
zakazat okreslony wirus, to po "adaptacji” mogt "bezkarnie" rozprzestrzeniaé sie
wsérdéd innych cztonkéw danego szczepu wywotujac ciezka chorobe.

Prace rozpoczete przez Zinkemagela i Doherty’ego doprowadzity do powstania
nowych koncepcji leczenia niektorych choréb wirusowych. W jednej z terapii ge-
nowych AIDS, ktérajuz doszta do préb klinicznych, do komérek pacjenta wprowadza
sie geny kodujace antygeny otoczkowe wirusa HIV odpowiedzialnego za rozwoj
tej choroby [3]. Dzieki temu komorki pacjenta mogg syntetyzowac i prezentowac
limfocytom T antygeny wirusowe. Co prawda u pacjenta chorego na AIDS jest
wiele komérek zakazonych przez wirusy i teoretycznie mogtyby one réwniez efe-
ktywnie prezentowa¢ limfocytom antygeny wirusowe, ale nalezy pamieta¢, ze w
zakazonej komdrce wirusy moga réwniez stosowac rozne strategie hamujgce efe-
ktywng prezentacje, na przyktad przez obnizanie ekspresji czasteczek MHC. Mozna
by zapyta¢, jaka przewage moze mie¢ taka terapia nad podawaniem pacjentowi
gotowych antygenéw wirusowych. Otéz podawanie antygenéw gwarantuje po ich
fagocytozie przez odpowiednie komorki ich przezentacje gtownie w potagczeniu
z czgsteczkami MHC Klasy 11, natomiast dla aktywacji limfocytow T cytotoksycznych
- odgrywajacych bardzo wazng role w odpowiedzi przeciwwirusowej - dominujacg
role ma prezentacja w potgczeniu z czgsteczkami MHC klasy |. Takg prezentacje
moze zapewni¢ tylko komorka, ktéra jest zakazona przez wirusy, albo taka, do
ktérej wprowadzono, tak jak to sie robi we wspomnianej terapii genowej, geny
kodujace odpowiednie antygeny wirusowe.

W innej terapii genowej AIDS izoluje sie od pacjenta limfocyty T cytotoksyczne
i wprowadza sie do nich odpowiednie geny, tak zeby same syntetyzowaty receptory
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rozpoznajace zakazone przez wirusy HIV komérki. Tak otrzymane i namnozone
limfocyty podaje sie ponownie pacjentowi.

W badaniach nad mutacjami uzywanymi przez wirusy w celu wymkniecia sie
spod kontroli uktadu odpornosciowego wykazano ostatnio, ze niektére sposréd
tych mutacji sg bardziej subtelne, ale zarazem bardziej grozne dla zakazonego or-
ganizmu. Okazato sie, ze niektére mutacje zmieniajg bardzo nieznacznie ksztat
prezentowanego antygenu tak, ze nadal pasuje on zaréwno do rowka w czasteczce
MHC, jak i do rozpoznajgcego ten kompleks receptora limfocytu T. Ta niewielka
jednak zmiana powoduje, ze limfocyt T rozpoznajacy taki kompleks zamiast otrzymaé
sygnat aktywujacy otrzymuje sygnat hamujacy aktywacje [1]. Mutacje takie nazywa
sie czasami altruistycznymi. Zmutowany wirus chroni bowiem przed cytotoksy-
cznymi limfocytami T nie tylko zakazong przez siebie komdrke, ale rowniez komérki
zakazone przez wirusy niezmutowane.

Mutacje takie budzag zrozumiate zainteresowanie, poniewaz mysli sie o wyko-
rzystaniu ich do leczeniu choréb z autoagresji. Na modelach zwierzecych reuma-
toidalnego zapalenia stawdw i stwardnienia rozsianego wykazono juz, ze podawanie
nieznacznie zmienionych autoantygenow daje efekt terapeutyczny [4]. Prowadzi
sie intensywne prace, zeby obserwacje te wykorzysta¢ do terapii choréb autoimmu-
nizacyjnych cztowieka [7].
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WPLYW CYTOKIN NA HORMONALNA REGULACIJE
PROCESOW ROZRODU

THE INFLUENCE OF CYTOKINES ON THE HORMONAL
REGULATION OF REPRODUCTION PROCESSES

Barbara JANA, Agnieszka STEPIEN

Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk, Oddziat
Endokrynologii i Patofizjologii Rozrodu Zwierzat, Olsztyn

Streszczenie: Powigzania miedzy uktadem immunologicznym a neuroendokrynowym sg tworzone przez
szereg substancji, bedacych produktami tych systeméw (neuropeptydy, hormony, cytokiny). W artykule
przedstawiono dane o wplywie cytokin na gruczoly wewnetrznego wydzielania podczas ostrej fazy
odpowiedzi. Cytokiny produkowane przez makrofagi, monocyty, a takze gruczoly wewnetrznego
wydzielania aktywuja 0§ podwzgdrzowo-przysadkowo-nadnerczows, stymulujg produkcje wazopresy-
ny argininowej, oksytocyny oraz hamujg sekrecje prolaktyny i somatostatyny. Wywierajg réwniez
kompleksowy wptyw na 0$ podwzgdérze-przysadka-gonady. Opisano takze udziat glikokortykoidéw w
modulowaniu funkcji uktadu immunologicznego oraz ich wptyw na mechanizmy obronne organizmu.

Stowa kluczowe: ostra faza odpowiedzi, cytokiny, gruczoty wewnetrznego wydzielania

Summary: Communications between the immune and endocrine systems are composed by a numerous
substances which are secreted by these two systems (neuropeptides, hormones, cytokines). This review
presents the involvement of cytokines in regulation of the function of endocrine glands during the acute
phase response. Inflammatory cytokines, produced principally by macrophages and monocytes, activate
the hypothalamo-pituitary-adrenal axis, induce arginine vasopressin and oxytocin secretion, and inhibit
somatotropin and prolactin synthesis. Cytokines have also complex effect on the hypothalamo-pituita-
ry-gonadal axis. Moreover, the informations about the influence of glucocorticoids on the immune system
and their importance for defence mechanisms are given.

Key words: acute phase response, cytokines, endocrine glands

Wykaz uzywanych skrétow: ACTH (Adrenocorticotropic Hormone) - kortykotropina, AVP (Arginine
Vasopressin) - wazopresyna argininowa, CRF (Corticotropin-Releasing Factor) - czynnik podwzgé-
rzowy uwalniajacy kortykotropine, FSH (Follicle-Stimulating Hormone) - hormon folikulotropowy,
GH (Growth Hormone) - hormon wzrostu, GHRH (Growth Hormone-Releasing Hormone) - hormon
uwalniajgcy hormon wzrostu, GnRH (Gonadotropine-Releasing Hormone) - hormon uwalniajacy
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gonadotropiny, HPA (Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis) - 0$ podwzgérzowo-przysadkowo-nad-
nerczowa, IFN (Interferon) - interferon, IGF {Insulin-like Growth Factor) - insulinopodobny czynnik
wzrostu, IL (Interleukin) - interleukina, LH (Luteinizing Hormone) - hormon luteinizujgcy, LPS
(Lipopolysaccharide) - lipopolisacharyd, a-MSH (a-Melanocyte-Stimulating Hormone) — hormon
melanoforowy a, NE (Norepinephrine) - noradrenalina, NO (Nitric Oxide) - tlenek azotu, OT (Oxyto-
cin) - oksytocyna, PG (Prostaglandin)- prostaglandyna, POMC (Proopiomelanocortin) - proopiome-
lanokortyna, PRL (Prolactin) - prolaktyna, TNF (Tumor Necrosis Factor) - czynnik martwicy
nowotworu, TSH (Thyroid-Stimulating Hormone) - tyreotropina, VIP (Vasoactive Intestinal Polypep-
tide) - naczynioaktywny polipeptyd jelitowy.

WPLYW CYTOKIN NA GRUCZOLY WEWNETRZNEGO
WYDZIELANIA

Aktywujgce uktad immunologiczny rozne procesy patologiczne, takiejak: infekcje
bakteryjne, wirusowe, grzybicze, zapalenia, uszkodzenia tkanek, szok endotoksy-
czny, nowotwory oraz immunologiczne zaburzenia, wywotujg uogélniona reakcje
organizmu, okres$lang jako ostra faza odpowiedzi. Jest ona elementem odpornosci
nieswoistej i obejmuje wiele najwcze$niej zachodzacych zmian w odpowiedzi na
czynnik patogenny. Ostra faza odpowiedzi charakteryzuje sie: goraczka, leukocytoza,
ujemnym bilansem azotu, zwiekszong przepuszczalno$cig naczyhn krwionosnych,
zmianami koncentracji makroelementéw i hormon6w steroidowych w osoczu oraz
gwattownym wzrostem syntezy biatek ostrej fazy, gtdwnie w watrobie, a takze
w komorkach $rodbtonka i fibroblastach. W ostrych zapaleniach przez hamowanie
elastazy i katepsyny G biatka ostrej fazy, takie jak np: biatko C-reaktywne, al-
glikoproteina, al-antytrypsyna i al-antychymotrypsyna dziatajg jako czynniki
ochraniajgce tkanki. Nalezy podkresli¢, iz wymienione metaboliczne i endokrynowe
zmiany nie zalezg od rodzaju czynnika etiologicznego, ktéry doprowadzit do ich
powstania [20, 21, 23, 43, 82]. Ostra faza odpowiedzi powodowana jest przez
cytokiny, gtdwnie interleukine-1 (IL-1), interferon-gamma (INF-y) i czynnik mar-
twicy nowotworu - a (TNF-a), bedace zsadniczo produktami uaktywnionych ma-
krofagéw i monocytow, a takze wielu gruczotow dokrewnych. Dzialajg one przez
swoiste receptory wystepujace na prawie wszystkich komorkach jadrzastych ssakdw.
Jednym z najwcze$niejszych sygnatdéw inicjowanych przez receptory dla TNF jest
aktywacja sfingomielinazy, ktdra rozktada sfingomieling btony komérkowej z wy-
tworzeniem ceramidu aktywizujgcego z kolei kinaze biatkowg A i C. Sygnaty prze-
kazywane przez receptory dla TNF prowadza rowniez do aktywacji czynnikéw
transkrypcyjnych NF-kB i AP-1. Cytokiny dziatajg tak jak klasyczne hormony,
w sposlb auto-, para- i endokrynowy. W przeciwieAstwie jednak do hormondw,
cytokiny wywierajg swoje dziatanie wystepujac w mniejszym stezeniu molowym,
a ich dziatanie jest potegowane przez szereg innych cytokin, np: IL-3, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, biatka uniemozliwiajace wigzanie IL-1 i TNF-a do receptoréw, czynniki
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Rys. 1 Kaskadowy sposob se-
krecji cytokin: (+) wplyw sty-
mulujacy, (-) wpltyw hamujacy

wzrostu oraz hormony [21, 43]. Kaskadowy sposob produkcji cytokin ilustruje
rysunek 1. Najwazniejszym czynnikiem zapoczatkowujacym endokrynowga i me-
taboliczng odpowiedz na posocznice lub endotoksemie jest TNF-a. Pojawia sie
on wczesniej niz inne cytokiny, juz nawet w ciggu 15, a maksymalnie 90 min
po iniekcji lipopolisacharydéw (LPS), bedgcych immunologicznie czynnymi ele-
mentami struktury $ciany komoérkowej bakterii Gram-ujemnych. TNF-a indukuje
produkcje IL-1 @i z kolei kazda z nich stymuluje powstawanie IL-6, ktéra na zasadzie
ujemnego sprzezenia zwrotnego hamuje sekrecje cytokin, ktére przyczynity sie do
jej powstania. Rola IL-2 jako stymulatora produkcji TNF-a i IL-1 nie jest jeszcze
catkowicie poznana. Sadzi sie, iz ta interleukina zmienia sekrecje hormonéw, np:
kortykoliberyny (CRF) i glikokortykoidéw, jesli wystepuje w duzych ilosciach
[29].

Wyniki badanh z ostatnich lat wskazujg na obustronne powigzania pomiedzy ukta-
dem immunologicznym a neuroendokrynowym i dajg podstawe do przypuszczen
o funkcjonowaniu tzw. sieci immunoendokrynowej. Zjednej strony cytokiny oprécz
wptywu na komérki uktadu immunologicznego oddziatujg na uktad nerwowy i
wiekszo$¢ gruczotow dokrewnych, z drugiej zas, hormony i neuropeptydy, obok
dziatan na gruczoty wewnetrznego wydzielania, wptywaja na uktad immunolo-
giczny. Hormony i neuropeptydy, dziatajac przez specyficzne receptory znajdujace
sie na leukocytach, wptywajg m.in. na proliferacje limfocytow T, aktywno$¢ komorek
NK, produkcje przeciwciat oraz powstawanie cytokin w fagocytach mononukle-
amych [8, 9, 43, 77] (rys. 2].

Praca przedstawia udziat cytokin w endokrynowej regulacji czynnosci gruczotow
wewnetrznego wydzielania podczas ostrej fazy odpowiedzi organizmu. Zostata ona
przygotowana na podstawie wynikéw doswiadczen prowadzonych w warunkach
in vitro na tkankach pochodzacych gtéwnie od zwierzat laboratoryjnych, w mniej-
szym stopniu od zwierzat gospodarskich. Wykorzystano takze rezultaty nielicznych
badan in vivo.
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Uktad neuroendokrynowy

produkcja
CRF
TRH
GnRH WPLYW GH
OPIOIDY auto-/ para-/endokrynowy PRL
ACTH TSH-podobne
LH LH-podobne
PRL ACTH-podobne
GH OPIOIDY
HORMONY TACZYCY CYTOKINY

STEROIDY PLCIOWE
GLIKOKORTYKOIDY

Uktad immunologiczny produkcja

Rys. 2. Schemat wzajemnych zaleznosci miedzy uktadem immunologicznym a neuroendokrynowym

PRZENIKANIE CYTOKIN DO PODWZGORZA
- BARIERA KREW-MOZG

Na funkcjonowanie osi podwzgérzowo-przysadkowej majg wptyw nie tylko cy-
tokiny produkowane w komérkach mozgu (astrocyty, komorki mikrogleju, neurony
podwzgorza), lecz takze cytokiny pochodzenia obwodowego, docierajgce do mézgu
wraz z krwig [4, 13, 17, 22, 23, 39, 61, 68, 74]. Krazace cytokiny przenikaja
do mézgu w obrebie narzadu naczyniowego blaszki krancowej (OVLT) oraz wy-
niostosci posrodkowej, gdzie jak sie obecnie sadzi, bariera krew-mdzg nie istnieje
[43, 44]. Wedtug Blatteis [10] OVLT moze by¢ miejscem, gdzie cytokiny przekazuja
niesiong informacje innym czynnikom, tzw. drugorzedowym nosnikom. Nie sg je-
szcze poznane czynniki uwalniane w OLVT. Sugeruje si¢, ze moga by¢ nimi:
cytokiny, PGE2, neurotransmitery, np. 5-hydroksytryptamina. Cytokiny dostajace
sie do mozgu, a takze prawdopodobnie czynniki posredniczace w ich wptywie,
moga stymulowaé produkcje neuropeptydéw, podwzgdrzowych czynnikéw pobu-
dzajacych i hamujacych, innych interleukin oraz pobudza¢ neurony dopaminergiczne
i adrenergiczne. Wymienione zwigzki oraz interleukiny obecne w wyniostosci po-
srodkowej podwzgorza dostajac sie do krgzenia wrotnego moga oddziatywaé na
przednig cze$¢ przysadki mozgowej zmieniajac jej aktywnos$¢ sekrecyjng [23, 43].
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WPLYW CYTOKIN NA OS
PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWO-NADNERCZOWA
(HPA)

Przeprowadzono szereg doswiadczeA majacych na celu uzyskanie odpowiedzi
na pytanie: na jakim poziomie osi HPA dziatajg cytokiny? Pomimo uzyskania roz-
bieznych wynikéw przyjeto, iz cytokiny modulujg funkcje omawianej osi dziatajac
na wszystkich jej pietrach (rys. 3). Efekty ich dziatania na poziomie podwzgoérza
sg natychmiastowe, podczas gdy ich wptyw na przysadke i nadnerczajest wolniejszy,
ale prawdopodobnie wazniejszy w odpowiedzi na przedtuzajace sie uwalnianie cy-
tokin w infekcjach i rozwoju reakcji zapalnej [23].

Cytokiny (IL-1, IL-2, IL-6 i TNF-a) pochodzenia ocbwodowego, powstate po
dozylnym podaniu LPS, dziatajagc poprzez swoje receptory w podwzgorzu stymulujg
uwalnianie CRF do krgzenia wrotnego. Nastepstwem tego jest znaczny wzrost po-
ziomu kortykotropiny (ACTH) w osoczu. Najwyzsza koncentracje ACTH obser-
wowano w ciggu 30-60 min po iniekcji interleukin lub LPS [18, 67, 79]. Cytokiny
maja wptyw nie tylko na uwalnianie CRF, lecz réwniez indukuja, zalezny od dawki,
wzrost poziomu mRNA/CRF [79]. Jones i Kennedy [91] wskazuja, iz IFN-y hamuje
sekrecje CRF. O ile ostry wplyw cytokin na podwzgorze jest oczywisty, o tyle
ich oddziatywanie na biosynteze i uwalnianie ACTH z przysadki jest uzaleznione
od tego czy kortykotropy objete sg procesem patologicznym, czy tez nie. Stwierdzono
zarobwno brak bezposredniego wptywu IL-1 na uwalnianie ACTH z kortykotropéw
zdrowych szczuréw [67], jak i opisywano hamujacy badz pobudzajacy wpltyw IL-1,
IL-2, IL-6 na ekspresje genu proopiomelanokortynowego (POMC) w niezmienionych
chorobowo komorkach przysadki. Natomiast IL-1, IL-2, IL-6 zwigkszaty biosynteze
ACTH w mysich komadrkach nowotworowych przysadki (linia AtT-20) po 24 godz.
lub dtuzszym okresie inkubacji [36]. Ostatnie doswiadczenia wykazaty, ze przy-
sadkowy wptyw IL-1 wymaga inicjujgcego dziatania CRF. CRF pochodzenia endo-
lub egzogennego "uczula" przysadke na cytokiny, prowadzac do wydzielania ACTH
[60]. Bezposredni wptyw interleukin na przysadke wigze sie z obecnoscig w tym
gruczole wysoce specyficznych receptorow dla IL-1 i IL-6 [27, 54], poprzez ktore
prowadzg one do zmian w uwalnianiu gonadotropin. Ponadto interleukiny mogga
by¢ réwniez produkowane w komdrkach przysadki (IL-1 w kortykotropach, IL-6
w komérkach gwiazdzistych) w odpowiedzi na infekcje. Tym samym mogg wy-
kazywac parakrynowy wplyw na komorki tego gruczotu, regulujac jego funkcje
podczas infekcji [23, 37].

Nie sa jeszcze poznane molekularne mechanizmy dziatania cytokin na pod-
wzgorze i przysadke. W regulacji uwalniania CRF i ACTH wskazywano na udziat
katecholamin [7, 44] oraz na role prostaglandyn [6, 53]. Wydaje sie jednak, ze
prostaglandyny posredniczg we wptywie cytokin wytgcznie na podwzgdérze, chociaz
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Rys. 3. Wptyw cytokin na 0o$ podwzgorzowo-przysadkowo-nadnerczowa

ACTH i prostaglandyny sg réwnolegle obecne w przysadce [36]. W ciggu ostatnich
lat starano sie udowodni¢ zaangazowanie tlenku azotu (NO) w mechanizm wptywu
interleukin na 0§ podwzgorzowo-przysadkowg. Stwierdzono, ze cytokiny aktywujg
MRNA dla syntazy tlenku azotu w miejscu powstawania CRF - jadrze przyko-
morowym iw innych czeSciach podwzgérza [3, 33,51], a takze w mysich komorkach
nowotworowych przysadki (linia AtT-20). Powstajagcy NO z kolei stymuluje uwal-
nianie CRF i ACTH [55].

Bezposredni wplyw cytokin na nadnercza jest poczgtkowo powolny - wymaga
kilkunastogodzinnego okresu inkubacji i nastepuje przy udziale prostaglandyn i
noradrenaliny [23, 81, 85]. Stwierdzono, iz bezposrednie dziatanie cytokin na pro-
dukcje glikokortykoidéw jest zalezne od dawki i wigze sie z udziatem wewnatrz-
nadnerczowego systemu CRF/ACTH (zdolno$¢ nadnerczy do uwalniania CRF i
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biatek pochodnych POMC w tym ACTH) [2]. Podobnie do innych gruczotéw,
nadnercza réwniez majg zdolnos¢ produkcji cytokin. IL-1 i TNF-a znajdowano
w komorkach chromochtonnych rdzenia i w korze gruczotu, natomiast synteza IL-6
w komdrkach strefy kiebkowatej kory nadnerczy byta stymulowana przez IL-1,
ACTH oraz LPS [30, 32, 73].

Waznymi substancjami sprawujgcymi kontrole w odniesieniu do wspdtzaleznosci
immunologiczno-endokrynowych sg glikokortykoidy. Dziatajgc na zasadzie ujemne-
go sprzezenia zwrotnego wptywajg one nie tylko na uwalnianie CRF i ACTH,
lecz takze na produkcje cytokin przez komorki mononuklearne. | tak, glikokortykoidy
blokujg synteze IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a i INF-y, tym samym ograniczajac ich
wptyw na o§ HPA [36]. Ponadto stymuluja populacje receptoréw typu Il dla IL-1.
Wigzanie IL-1 z receptorami tej grupy nie prowadzi do przekazania sygnatu po-
budzenia, na co wskazujg badania Akahoski i wsp. [1] oraz Re iwsp. [64]. Niezaleznie
od udziatu glikokortykoidéw w modulowaniu prezentowanych zaleznosci, podkresla
sie udziat hormonu melanoforowego-a, ktéry bedac waznym czynnikiem przeciwgo-
raczkowym i przeciwzapalnym blokuje uwalnianie CRF indukowane przez IL-6
[42].

Omawiajac wptyw uktadu immunologicznego na 0§ HPA nalezy podkresli¢ fi-
zjologiczne nastepstwa, jakie wynikaja z dwukierunkowych zaleznosci miedzy tymi
uktadami. Munk i wsp. [47] sugerowali, ze wzrastajagce poziomy glikokortykoiddw
obserwowane podczas ostrej fazy zapobiegajg szerzeniu sie stanu zapalnego i gora-
czkowego, a takze pozwalajg organizmowi zachowac $cistg kontrole nad lokalnymi
reakcjami odpornosciowymi. Obserwacje tych zjawisk u ludzi, jak i wyniki prac
wykonanych na szczurach wskazuja, ze kazda dysfunkcja lub zniesienie potaczen
pomiedzy osig HPA a systemem immunologicznym moze prowadzi¢ do rozwoju
reakcji zapalnej, np. reumatoidalnego zapalenia stawdéw [23].

WPLYW CYTOKIN NA OS
PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWO-JAIJNIKOWA

Stany zapalne narzadu rodnego u loszek wywotane podawaniem patogennych
kultur bakteryjnych [19] oraz domaciczne infuzje LPS u jatéwek prowadzag do
obnizenia lub zniesienia przedowulacyjnego wyrzutu LH [56,57,58]. Doswiadczenia
wykonane na szczurach sugeruja, iz za obnizenie poziomu LH pod wptywem LPS
odpowiedzialne sg interleukiny, gtéwnie IL-1. Moze ona hamowa¢ uwalnianie GnRH
bezposrednio, wigzac sie ze swymi receptorami w podwzgérzu [34]) i/albo posrednio
przez wzrost poziomu CRF, a nastepnie ACTH, co prowadzi do podwyzszenia
steroidogenezy w nadnerczach [29]. Uwolniony tg drogg kortyzol thumi przedowu-
lacyjny wyrzut LH. Endogenne opiaty, wazopresyna argininowa, prostaglandyny
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oraz noradrenalina moga takze posredniczy¢ w hamujacym wplywie IL-1 na sekrecje
GnRH [11, 31, 34, 65, 70]. Niejasny pozostaje wptyw TNF-a na uwalnianie GnRH
z podwzgo6rza. Wedtug Mandrup-Poulsen i wsp. [43] jest on stymulujgcy. Gtdwna
cytoking majaca bezposredni stymulujacy wptyw na produkcje LH jest IL-6 [76].
IL-1 dziatajgc posrednio, poprzez te interleukine wywiera réwniez pobudzajgcy
wptyw na synteze LH. Nie okreslono jednoznacznie, czy IL-1 moze hamowacd
produkcje FSH [48] (rys. 4).

Na poziomie jajnika wptyw cytokin jest rézny w zalezno$ci od typu i stopnia
zréznicowania komdrek. Podkres$la sie ich role w regulacji wzrostu i réznicowania
sie pecherzykdw jajnikowych, dojrzewaniu ciatka z6ttego i luteolizie. W komdrkach
ostonki wewnetrznej, komérkach ziarnistych i srodmigzszowych stwierdzono eks-
presje mMRNA dla licznych cytokin (IL-1, IL-6, TNF-a), receptoréw dla IL-1 oraz
antagonistéw tego receptora [12, 28, 43, 80]. IL-1 pobudza sekrecje progesteronu
z komorek ostonki wewnetrznej [50], podczas gdy TNF-a ma wpltyw zardwno
pobudzajacy [60], jak i hamujgcy [90]. Natomiast synteza androgenow jest po-
budzana przez TNF-a w komérkach ostonki [43], a hamowana przez IL-1 i TNF-a

Rys. 4. Wptyw cytokin na o$ podwzgdrzowo-przysadkowo-jajnikowa: E - estrogeny, P - progestageny,
A - androgeny
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w komdrkach $rédmigzszowych. W komdrkach ziarnistych zaréwno IL-1, jak i
TNF-a ostabiajg stymulujagcy wptyw gonadotropin na produkcje steroidow picio-
wych. Odbywa sie to prawdopodobnie przez hamowanie ekspresji receptoréw LH
oraz zaktécenie transdukcji sygnatu LH na poziomie cAMP [25, 89]. Ponadto TNF-a
hamuje synteze estrogenow i wspétdziata z IL-1 w obnizeniu syntezy gestagendéw.
Badania nad syntezg progesteronu przez komorki ziarniste, pochodzace z matych
pecherzykow s$win, wykazaty ich podatno$¢ na supresyjne dziatanie IL-1, IL-2,
IL-6, TNF-a i IFN-y, podczas gdy komérki z duzych pecherzykéw byty wrazliwe
jedynie na IFN-y [43]. TNF-a sprzyja tworzeniu ciatka zottego przez podwyzszenie
proliferacji i steroidogenezy w komorkach ziarnistych i komérkach ostonki we-
wnetrznej ulegajacych luteinizacji. Natomiast dziatajac na dojrzate komarki lutealne
oraz podczas luteolizy TNF-a hamuje uwalnianie gestagenéw. Ponadto TNF-a we
wspotdziataniu z IFN-y wpltywa cytotoksycznie na komérki lutealne z bydlecych
ciatek zottych, co sugeruje ich istotng role w procesie luteolizy [5] (rys. 4). Hormony
ptciowe majg wpltyw na sekrecje cytokin na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego,
i tak: estrogeny hamujg produkcje IL-1, IL-6 i TNF-a [62, 63, 78], progesteron
- IL-2 [62], a androgeny dzialajg supresyjnie na sekrecje IL-1 przez monocyty
[43].

WPLYW CYTOKINY NA OS
PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWO-JADROWA

Wplyw cytokin na omawiang 0§ obejmuje szereg sygnatdw pobudzajacych i
hamujacych zachodzacych na wszystkich jej poziomach.

Komorki Sertoliego i Leydiga wykazujg zdolno$¢ do syntezy IL-1 i TNF-a
oraz majg specyficzne receptory dla cytokin [45,46, 83]. TN F-a dziatajgc na komorki
Sertoliego w sposéb para- i endokrynowy blokuje stymulowang gonadotropinami
synteze inhibiny. Tym samym obniza ujemne sprzezenie zwrotne tego czynnika
na sekrecje FSH [46]. IL-1 i TNF-a hamuja sekrecje testosteronu stymulowang
gonadotropinami w komdrkach Leydiga w doswiadczeniach in vitro, natomiast dzia-
tanie IL-2 byto zalezne od obecnosci w medium CRF i IGF-1 [14, 40, 87]. Badania
in vivo, w ktoérych szczurom podawano IL-1, dostarczyty odmiennych wynikdéw;
nie obserwowano w osoczu zmian stezenia LH, FSH i testosteronu [43].

Nalezy podkresli¢, iz hamujagce wptywy cytokin na steroidogeneze jajnikowa
i jadrowa stymulowang gonadotropinami mogtyby przyczynia¢ sie do powstawania
nieptodnosci, obserwowanej w stanach zapalnych narzadu rodnego. Jakkolwiek
przypuszczenie to wymaga potwierdzenia.
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WPLYW CYTOKIN NA SEKRECJE PROLAKTYNY (PRL)

Wyniki doswiadczen in vitro wskazujg na hamujacy wptyw IL-1 na sekrecje
PRL. IL-1 stymuluje uwalnianie dopaminy z podwzgérza oraz hamuje sekrecje
VIP i TSH, tj. czynnikéw zaangazowanych w uwalnianie PRL [72]. Natomiast
IL-6 wykazywata stymulujgce dziatanie na sekrecje PRL ze szczurzych komorek
przysadki [76, 88]. Z kolei w badaniach in vivo IL-1, TNF-a oraz IFN-y nieznacznie
zwiekszaty stezenie PRL we krwi gryzoni [31, 70]. Niejasna pozostaje nadal rola
cytokin w regulacji procesdw pozostajgcych pod kontrolg PRL, np: laktacji, obnizenia
produkcji GnRH, steroidéw ptciowych oraz nieptodnosci. Prowadzone w ostatnich
latach badania nad rolg endotoksyny Escherichia coli w etiopatogenezie bezmle-
cznosci poporodowej u loch wykazaty, ze IL-1 uczestniczy w hamujacym wplywie
endotoksyny na produkcje i uwalnianie PRL z przysadki [75].

WPLYW CYTOKIN NA SEKRECJE SOMATOTROPINY
(GH)

Cytokiny, takie jak IL-1, TNF-a i IL-6 dziatajac na poziomie podwzg6rza sty-
mulujg uwalnianie somatostatyny [69, 70]. Ponadto Scarborouch i wsp. [69] oraz
Koika i wsp. [38] stwierdzili, ze IL-1 dziatajac poprzez prostaglandyny pobudza
w nieznacznym stopniu sekrecje GHRH. Z kolei GHRH stymuluje uwalnianie GH
przy udziale IFN-y [31]. W warunkach in vitro bezposredni stymulujacy wptyw
na uwalnianie hormonu wzrostu ma IL-6 [76], podczas gdy pobudzajace badz ha-
mujace dziatanie IL-1 i TNF-a uzaleznione jest od ilosci tych interleukin w medium:
duze dawki hamujg za$ niskie pobudzajg uwalnianie GH [52, 86]. W badaniach
in vivo prowadzonych na szczurach wzrost poziomu GH obserwowano po zasto-
sowaniu matych dawek IL-1 i TNF-a, za$ obnizenie po podaniu duzych ilosci
cytokin [41, 59]. Z kolei koncentracje GH nie byly zmienione u ludzi z chorobg
nowotworowg, a podwyzszone u pacjentow ze stanami zapalnymi lub ekspery-
mentalnie wywotang endotoksemig [70].

Przedstawione dane pozwalajg przypuszczaé, iz r6znorodne stany stresowe, w
tym dtugotrwate infekcje, moga byé szczegdlnie niekorzystne dla somatycznego
wzrostu miodych osobnikéw.

WPLYW CYTOKIN NA SEKRECJE WAZOPRESYNY
ARGININOWEJ (AVP) I OKSYTOCYNY (OT)

Istniejg rozbiezne wyniki na temat bezposredniego wptywu IL-1 na sekrecje
AVP [31]. Interleukina ta dziatajgc poprzez NE lub angiotensyne Il w badaniach
in vitro, jak i podana dozylnie szczurom, prowadzita do wzrostu koncentracji AVP
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[49]. Nie jest jeszcze okre$lone znaczenie wzrastajgcych pod wpltywem cytokin
pozioméw AVP w procesach patologicznych. Sugeruje sie udziat tego hormonu
w przywracaniu wasciwego cisnienia krwi obnizonego w nastepstwie septycznego
szoku.

Stymulujacy wplyw IL-1 na uwalnianie przysadkowej OT odbywa sie takze
za posrednictwem NE i angiotensyny Il. Dziatanie IL-1 bezposrednio pobudzajace
sekrecje OT wykazano w badaniach przeprowadzonych na izolowanych i ele-
ktrycznie stymulowanych szczurzych komorkach tylnej czesci przysadki mézgowej
[16]. IL-1 podnosita koncentracje OT w osoczu szczurdéw, czego nie obserwowano
w przypadku IL-6 [49]. Nieznane pozostajg rowniez wptywy cytokin na procesy
kontrolowane przez OT-osmoregulacje, oddawanie mleka u laktujgcych samic, kur-
czliwo$é miesnidwki macicy przy zaptadnianiu samic oraz w czasie porodu.

PODSUMOWANIE

Podczas ostrej fazy odpowiedzi, krgzgce lub lokalnie produkowane cytokiny
dziatajgc w sposdb auto-, para- i endokrynowy wptywajg na aktywno$¢ komorek
wydzielniczych, zmieniajac znacznie stezenie uwalnianych przez nie hormonéw.
Prozapalne cytokiny, gtownie IL-1, TNF-a i IL-6 aktywujg 0§ HPA, stymulujg
produkcje AVP iOT oraz hamujg sekrecje PRL i GH. Wywierajg takze kompleksowy
wplyw na 0$ podwzgorze-przysadka-gonady. Diugotrwatly wzrost syntezy cytokin
podczas ostrej fazy odpowiedzi moze prowadzi¢ do rozwoju réznych stanéw pato-
logicznych, np. nieptodno$ci, zahamowania laktacji, opdznienia wzrostu. Nale-
zatoby zatem doktadnie okresli¢ wptyw podwyzszonych poziomoéw cytokin na
przebieg proceséw regulowanych przez dane hormony i neuropeptydy.
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Streszczenie: Akwaporyny sg integralnymi biatkami bton plazmatycznych (rodziny MIP) tworzacymi
kanaty selektywne dla wody. Zostaty zidentyfikowane za pomocg translacji ich mRNA w oocytach
Xenopus. Wystepujg obficie w btonach plazmatycznych wielu komdrek zwierzecych i roslinnych, u tych
ostatnich réwniez w tonoplascie. Odkrycie akwaporynowych kanatéw wodnych zmienia poglady na
transport wody przez btony plazmatyczne.

Stowa kluczowe: akwaporyny, biatka typu MIP, kanaty wodne, komorki roslinne, komorki zwierzece,
plazmalema, tonoplast, transport wody.

Summary. Aquaporins form water-selective channels. Their molecular and functional identity has now
been established by the cloning of the genes encoding them and by swelling assays with Xenopus oocytes
injected with aquaporin mMRNA. More than a dozen of aquaporin water channels in animals and plants
are known. A new element is added to the mechanism of selective water permeability of aquaporin
channels - the occurrence of water lining the channel leaving a lumen whose diameter is only slightly
larger than that of water molecule.

Key words: aquaporin, MIP proteins, water channels, plant cells, animal cells, cell membrane, tonoplast,
water transport.

WSTEP

Do niedawna sadzono, ze transport wody do komérki lub z komérki dokonuje
sie na zasadzie dyfuzji przez dwuwarstwe lipidowg [85] oraz kotransportu z innymi
czastkami przez specyficzne dla nich kanaty [75, 87]. Wiadomo byto, ze szybkos$é
i energia aktywacji przenikania wody przez btony plazmatyczne dla wielu komérek

*Autor dziekuje Prof. dr A. Sieversowi (Uniwersytet Boiski) za pomoc w zebraniu literatury do
artykutu. - Dedicated to Andreas Sievers on the occasion of his retirement.
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sq podobne do szybkosci i energii aktywacji przenikania wody (42-63 kJx mol-1)
przez sztuczne blony lipidowe. Stwierdzono jednak, ze w przypadku niektérych
komoarek, szybko$¢ przenikania wody w warunkach gradientu osmotycznego jest
znacznie wieksza niz przez btony lipidowe [69, 80], a energia aktywacji (17 kJx
mol-1) jest podobna do energii dla auto-dyfuzji wody. Stwierdzono réwniez, ze
zdolno$¢ do tatwego transportu wody przez btone plazmatyczng jest hamowana
odwracalnie przez zwiazki rteci [29, 46, 52, 54, 61, 86]. Wyciagnieto wiec wniosek,
ze czasteczki wody moga przekraczac btone plazmatyczng przenikajac przez niektére
biatka .integralne btony, a w szczegdlnosci przez kanaly dla jonéw [18, 19, 43,
45]. Eksperymentalnie wyjasniono, ze woda moze przechodzi¢ przez btone pla-
zmatyczng nawet whrew gradientowi potencjatu wodnego, na zasadzie kotransportu
z aktywnym transportem jonéw [87]. Te miejsca btony, w ktérych woda przenika
inaczej niz na zasadzie dyfuzji przez dwuwarstwe lipidowa, nazywano od dawna
kanatami wodnymi (nalezatoby dodac - niespecyficznymi dla wody). Ze wzgledu
jednak na szczegdlne wiasciwosci wody, o czym bedzie mowa w dalszej czesci,
nie spodziewano si¢ istnienia kanatow selektywnych dla wody. Okazato sie jednak,
ze takie kanaty istnieja, a biatka, ktdre je tworza, nazwano akwaporynami [artykuty
przegladowe 1, 2, 11, 12, 39]. Termin akwaporyna stanowi polski odpowiednik
angielskiego aguaporin.

Akwaporyny nalezg do rodziny bardzo konserwatywnych polipeptydéw bto-
nowych podobnych do MIP ( ang. Major Intrinsic Protein) wyizolowanego poraz
pierwszy z soczewki oka ssakow, gdzie MIP stanowi 50% wszystkich biatek bto-
nowych. Wkrétce okazato sie, ze biatka podobne do MIP wystepujg w btonach
plazmatycznych wszystkich komérek zwierzat, roslin oraz bakterii. Rodzina MIP
obejmuje ponad 20 biatek, a wiele z nich to akwaporyny.

IDENTYFIKACJA AKWAPORYN JAKO SELEKTYWNYCH
KANALOW WODNYCH

Sytuacja przed trzema laty byta nastepujgca: z jednej strony dobrze znano szereg
biatek typu MIP, ich DNA i mRNA, z drugiej za$ wykazano, ze btony niektérych
typow komorek, jak np. erytrocytdw lub epitelu proksymalnych kanalikdw nerkowych
zawierajacych te biatka, charakteryzuje przeptyw wody o znacznie nizszej energii
aktywacji niz dla dyfuzji przez podwdjng warstwe lipidowa. Ten tatwiejszy przeptyw
ulegat odwracalnemu hamowaniu zwigzkami rteci (np. kwas p-chloro-rteciowo-
benzosulfonowy lub HgCI2) [29, 46, 52, 54, 61, 86]. Po zadziataniu tymi zwigzkami
pozostawat tylko przeptyw wody o cechach dyfuzji. Przypuszczano, ze przynajmniej
niektdre z biatek typu MIP funkcjonujgjako kanaty wodne. Potwierdzenie tej hipotezy
nie byto jednak wtedy jeszcze mozliwe. W 1992 r. do oocytow Xenopus laevis
stanowigcych modelowy objekt dla badania translacji zaczeto wprowadza¢ mRNA
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kodujace r6zne biatka typu MIP [62]. Kontrolne oocyty przeniesione do roztworu
hypotonicznego bardzo wolno powiekszajg objetos¢, z czego wynika, ze ich btona
cechuje sie niskg przepuszczalnosciag dla wody. Po ekspresji niektorych biatek typu
MIP w oocytach, (w tym CHIP28 z erytrocytéw), przepuszczalno$é btony oocytdéw
wzrastata wielokrotnie w ciggu kilku minut, co tatwo byto zauwazyé na podstawie
szybkiego powiekszania sie ich objetosci i pekania. Wzrost przepuszczalnosci btony
komorkowej mozna byto odwracalnie zahamowaé zwiazkami rteciowymi. W obe-
cnosci chlorku rteci (w koncentracji przyzyciowej <1 mM) objeto$¢ oocytow, w
ktérych zachodzita biosynteza biatka typu MIP, nie wzrastata szybciej niz w oocytach
kontrolnych, ale przemycie oocytéw roztworem merkaptoetanolu przywracato zdol-
nos¢ szybkiego pobierania wody. Wzrostowi przepuszczalno$ci plazmalemy dla
wody nie towarzyszyt wzrost przepuszczalnosci dla innych substancji rozpuszczo-
nych [4, 50, 62], z czego wyciaggnieto wniosek, ze chodzi o kanaly selektywne
dla wody.

Ujmujac rzecz scisle, eksperyment z oocytami wskazat jedynie na mozliwosé
funkcjonowania w btonie komoérkowej niektorych biatek typu MIP jako selektyw-
nych kanatéw wodnych, ale nie wykazal, ze tak jest. Sceptycy mogli podejrzewac,
ze chodzi nie o akwaporyny, ale o biatka, ktdre regulujg istniejgce w btonie kanaty
wodne. Potrzebne byly dodatkowe eksperymenty. Jeszcze przed ekspresjg biatek
rodziny MPI w oocytach wiadomo bylo, ze w czasie eliminowania biatek z bton
erytrocytéw najtrudniej usungé CHIP28. Mozna byto otrzymaé pecherzyki erytro-
cytéw, w ktorych 98% biatek stanowit CHIP28. Doswiadczenia z przenoszeniem
takich pecherzykéw do srodowiska hypotonicznego wykazaty, ze pecherzyki bardzo
szybko powiekszajg swojg objetos¢ i pekajg, z czego wynika, ze charakteryzuja
sie duzg przepuszczalnoscia dla wody [79]. Jezeli jednak podziatano na nie chlorkiem
rteci, to ta duza przepuszczalno$¢ dla wody ulegata zahamowaniu. Wynika stad,
ze CHIP28 jest selektywnym kanatem wodnym, a nie biatkiem regulujgcym takie
kanaty. Przeprowadzono réwniez eksperymenty z liposomami rekonstytuowanymi
w obecnosci pecherzykéw otrzymanych z rozbicia erytrocytéw, z ktérych usunieto
biatka btonowe z wyjagtkiem CHIP28. Liposomy z wbudowanym CHIP28 chara-
kteryzowaty sie 50-krotnie wiekszg osmotyczna przepuszczalnoscig dla wody niz
kontrolne [88]. Rowniez oczyszczony CHIP28 wbudowany w duzej ilosci w sztuczne
btony lipidowe powodowat ich duzg przepuszczalno$¢ osmotyczna dla wody [81].

Ekspresja w oocytach Xenopus wykazata akwaporynowe wiasciwosci naste-
pujacych biatek rodziny MIP:

CHIP28 (akronim dla channel forming integral protein, 28 kDa) [62];

WCH-CD (akronim dla water channel in the collecting duct of kidney) [20];

TIP (akronim dla tonoplast intrinsic protein, biatka izolowanego z Arabidopsis
thaliana - modelowej rosliny dla biologii molekularnej roslin) [50];

RD28 (akronim dla integralnego biatka plazmalemy A. thaliana) [13]; Kilku
plazmalemowych biatek A. thaliana [36].
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Samo MIP okazato sie by¢ akwaporyng. Wbhudowane do sztucznej btony lipidowej
powoduje wzrost elektrycznej przewodnosci btony [17], co kwalifikuje je do kanatu
jonowego. Jednak MIP tworzone w oocytach zwiekszato silnie przepuszczalnosé
btony dla wody bez zwigkszania jej przewodnosci elektrycznej [55].

Niektore biatka rodziny MIP petnig inne funkcje, np. biatko (GIpF) przenosi
glicerol u E. coli, inne wystepuje w koneksonie widkna soczewki oka, jeszcze
inne to nodulina soi. Transporter glicerolu (GIpF) tworzony w oocytach nie po-
wodowat zdolnosci do szybkiego pecznienia, co wskazuje, ze nie jest on kanatem
wodnym [51].

Liczba poznanych akwaporyn szybko rosnie. W 1994 r. przyjeto konwencje
uproszczonego numerycznego nazewnictwa akwaporyn ssakéw w formie skrotu
AQP z dodatkiem numeru rezerwujac zero dla MIP, jedynke dla CHIP28 oraz
dwojke dla WCH-CD (tab. 1). Nalezy zaznaczyé, ze nazewnictwo akwaporyn ro-
$linnych jest akronimowe.

TABELA 1 Akwaporyny ssakow

Nazwa Nazwa Wystepowanie
numeryczna akronymowa
AQP1 CHIP28 i mutanty erytrocyty, nerka, splot naczyniéwkowy, oko, uktad

ptciowy meski, watroba, pecherz moczowy,
naczynia wtosowate, zytki

APQ2 WCH-CD, WCH2 nerkowe kanaliki zbiorcze (regulowane przez
AQP-CD wazopresyne)
AQP3 (podobny do GLIP)  nerkowe kanaliki zbiorcze (GLIP funkcjonuje jako
transporter)
AQP4 MIWC mozg, rdzen kregowy, nerka, ptuca (niewrazliwa
na zwiazKi rteci)
AQP5 gruczoty Slinowe i tzowe, ptuca

STRUKTURA MOLEKULARNA AKWAPORYN

28 kDa, tancuch polipeptydu akwaporyny, zawiera ponad 260 reszt amino-
kwasowych tworzacych 6 transbtonowych domen (rys. la). tancuch ten sktada
sie z dwu podobnych do siebie potdbwek. Majg one po trzy przenikajgce przez
btone, utozone w odwrotnych kierunkach domeny, dzieki czemu akwaporyna ma
zblizone wiasciwosci po obu stronach btony. Domeny wewnatrz btony powigzane
sq piecioma hydrofilnymi petlami. Oba konice faficucha znajdujg sie po stronie
cytoplazmatycznej [6, 64]. We wszystkich akwaporynach w petlach B i E kazdej
z potowek wystepuje trojka aminokwaséw Asn- Pro-Ala (NPA). Petle A i C znajduja
sie na powierzchni ekstracytozolowej (zewnetrznej w przypadku btony komdérkowej,
ale wewnetrznej w przypadku pecherzykdéw) [6, 65, 73]. W przypadku AQP1 petle
B i E uczestniczg w tworzeniu kanatu wodnego. W zwigzku z tym zaproponowano
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Rys. 1. Struktura akwaporyn, zaznaczono: sze$¢ domen (1-6) tkwigcych w blonie, pie¢ hydrofilnych petli

(A-E), oba konce tancucha, wewnetrzng (cyt) i zewnetrzng (ext) strone btony, dwie potéwki taincucha (I

i 1), grupy NPA, cysteine w potozeniu 189 w AQP1 (a), wzglednie 181 w AQP2 (d): a- ogdlna struktura

na przyktadzie AQP1 (specyfika AQP1 zaznaczonajedymc cysteing wrazliwg na zwigzki rteci w pozycji

189); b - przejscie od a do ¢ pokazujgce wpuklenie petli B i E; c¢- model typu klepsydry; d - struktura

AQP2 z zaznaczeniem udziatu petli C i D w tworzeniu kanatu symbolizowanego obustronng strzatka
(a-c na podstawie [2], d - na podstawie [6])
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trojwymiarowy model typu klepsydry (rys. Ib), w ktérym sekwencje NPA w petlach
B i E tworzg pierscien otoczony domenami wewnatrzbtonowymi. Jest to model
dobrze ugruntowany badaniami z umiejscowionymi mutacjami [33]. Odmienny mo-
del zaproponowano dla AQP2 [6], w ktérym rowniez petle C i D sg SciSle zwigzane
z funkcjg kanatu wodnego (rys. Ic).

AQP1 tworzy homotetramery w btonie [72], ale kazdy monomer zawiera jeden
kanat wodny [78]. Badania krystalograficzne aktywnej AQP1 whbudowanej w bione
lipidowa potwierdzajg jego funkcjonowanie w formie tetramerow [81].

Jedng z cech akwaporynowego kanatu wodnego jest uleganie zablokowaniu pod
wplywem zwiazkow rteci, na zasadzie reakcji wszystko albo nic [54]. Wykazano,
ze miejscem docelowego dziatania wspomnianych zwiazk6éw jest reszta cysteinowa
(w pozycji 189 w przypadku AQP1, oraz w pozycji 181 w przypadku AQP2)
w petli E w poblizu NPA (rys. 1). Ta reszta nie nalezy do $cisle konserwatywnych
i nie wystepuje w obu potéwkach. Substytucja cysteiny 189 w AQP1 przez seryne
nie zmienia akwaporynowej wiasciwosci biatka, ale znosi jego wrazliwo$¢ na
zwigzki rteci. Podobnie w przypadku AQP2, zastgpienie cysteiny przez inne ami-
nokwasy w pozycji 181 znosi wrazliwo$¢ na zwiazki rteci. Mozna byto jednak
przywrdcic¢ czesciowo te wrazliwos¢ podstawiajac cysteine w kilku innych miejscach
[6]. Zastgpienie cysteiny 189 w AQP1 przez takie aminokwasy, jak walina lub
tryptofan, unieczynnia AQP1 jako kanat wodny [63].

Sposréd akwaporyn tworzonych w oocytach, dwie sg niewrazliwe na zwigzki
rteci: jedna roslinna RD28 [13] i jedna zwierzeca AQP4 [26], poniewaz RD28
nie ma cysteiny w poblizu NPA w petli E [90]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze AQP3
jest wrazliwa na zwigzki rteci, choé nie ma takiej reszty cysternowej [16].

Mutacja ludzkiej AQP1, polegajaca na zastgpieniu histydyny w pozycji 209 na
alanine, powoduje znaczne zmnejszenie przepuszczalnosci osmotycznej dla wody
[4]. Punktowe mutacje ludzkiej AQP2 powodujg, ze przestaje ona funkcjonowac
jako kanat wodny i pojawia sie powazna choroba nerek [14]. Zastgpienie histydyny
w pozycji 201 przez proline w przypadku AQP4 powoduje zanik zdolnosci fun-
kcjonowania tego biatka jako kanatu wodnego w tescie oocytowym [32].

PRZEPLYW WODY PRZEZ AKWAPORYNOWE KANALY

Istnienie kanatéw selektywnych dla wody jest obecnie dobrze ugruntowanym
faktem. Stale jednak mozna spotkac sie z duzymi watpliwosciami tych biofizykdow,
ktorzy dobrze znajg wasciwos$ci wody, ale nie znajg osiggnie¢ biologii molekularnej
w zakresie akwaporyn. Nalezy wyjasni¢, skad te watpliwosci sie biorg i jak je
mozna usungg.

Czasteczki wody sg powigzane ze sobg wigzaniami wodorowymi. Przez podwojng
warstwe lipidowa btony moga przedrzec sie tylko te, ktére w drganiach termicznych
nabyly dostatecznie duzo energii kinetycznej, aby wyrwac sie spomiedzy innych
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czasteczek wody i przebi¢ sie przez te fizyczng bariere. Energia aktywacji dla
przeptywu wody przez akwaporyne jest podobna do energii aktywacji autodyfuzji
wody. Wskazuje to, ze czasteczki wody przechodza przez kanat akwaporyny wystany
woda. Watpliwosci co do istnienia kanatéw selektywnych dla wody pojawiajg sie
wiasnie w zwigzku z wystepowaniem warstwy czasteczek wody wyscielajacej kanat,
bowiem musi to by¢ warstwa nieruchoma. Czasteczki wody potozone blizej osi
kanatlu musza oddziatywa¢ z tg warstwag wigzaniami wodorowymi, to za$§ musi
mie¢ wptyw na szybko$¢ ich przesuwania sie w gradiencie cisnienia hydrostatycznego
(gradient taki moze by¢ generowany osmotycznie wg modelu Vegard-Mauro dla
osmozy [18]). Dopiero przy odpowiednio duzej $rednicy kanatu, maksymalna pred-
kos$¢ czasteczek wody (na osi kanatu) moze osigga¢ warto$¢ umozliwiajaca do-
statecznie szybki przeptyw wody. Szerokie kanaty nie moga by¢ jednak selektywne
dla wody. Mate czasteczki wody moga przenika¢ przez biatka, ktére funkcjonuja
jako kanaty, transportery albo pompy dla innych wiekszych czgsteczek. Stad tez
wydawato sie, ze nie jest mozliwe istnienie selektywnych kanatéw wodnych, mo-
zliwe jest jednak istnienie niespecyficznych kanatéw wodnych.

Rozwazmy model kanatu wyscielonego wodg (rys. 2) taki, ze $rednica Dk
jego wolnej czesci otoczonej nieruchoma wyscidtka wodng (ktérg to czes¢ dalej
bedziemy nazywali kanalikiem), spetnia nierowno$¢ Dw< Dk< 2 Dw, gdzie Dw
jest srednica H20. W kanaliku znajduje sie jeden szereg czasteczek wody, o srednicy
mniejszej od jego Swiatta. Z faktu, ze czasteczki wody”™ (Dw = 2,8x10- 10m) prze-
chodzg, natomiast czgsteczki mocznika (D = 4x10" m) nie przechodzg przez
akwaporyny wynika: 2,8x 1CT1I0m < Dk < 4x10_10m [45]. Czasteczki wody znaj-
dujace sie w kanaliku, majgc dostatecznie duzo w nim miejsca mogg stale zmieniac¢
wigzania wodorowe z czasteczkami wody wyscielajgcymi kanalik i by¢ dzieki temu
bardzo ruchliwe. Gdy istnieje réznica potencjatlu wodnego po obu stronach blony,
te ruchliwe czasteczki wody moga sie szybko przesuwac, jedna za drugg, wzdtuz
kanalika zgodnie z gradientem potencjatu, dajac szybki przeptyw wody. Nie jest
to jednak przeptyw lepki - spetniajacy réwnanie Poiseuille’go. Mozna przewidzieé,
ze zarébwno zmniejszenie kanalika (ponizej Dwj), jak i zwiekszenie (do ok. 2DW
spowoduje wzrost oporu dla przeptywu wody przez btong; w pierwszym przypadku
kanat zostaje zamkniety, w drugim przypadku zostaje zatkany przez drugg warstwe
(szereg) gesto utozonych czasteczek wody. Z poréwnania przepuszczalnosci btony
majacej akwaporynowe kanaty w warunkach bez gradientu osmotycznego i z gra-
dientem wynika, ze 5-11 czasteczek wody przenika jedna za drugg przez kanalik,
z czego wnioskujemy, ze dtugos$¢ kanalika jest ponad 5 razy wieksza niz jego
$rednica [54, 87]. Wspomniany warunek Dw < Dk < 2DW musi by¢ spetniony
wzdluz catego kanalika. Na tym wiasnie polega unikalno$¢ selektywnych kanatéw
wodnych. Teorie transportu przez kanaty tak waskie, ze dwie czasteczki wody
nie moga przezen przejs¢ jedna obok drugiej, podali Levit [41], Moura i inni [54].
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Rys. 2. Schemat akwaporynowego kanatu wod-
nego wyscielonego zwigzang woda: a - na prze-
kroju poprzecznym przez btone, a osiowym przez
kanat; b-d na przekroju stycznym do powierzch-
ni btony, a poprzecznym do kanatu; b - w przy-
padku gdy kanalik spetnia warunek Dw< Dk < 2
Dw, (patrz tekst); ¢ - w przypadku Dk = Dw,
d- wprzypadku Dk = 2 Dw

Teoriatanie uwzgledniajednak efektéw wynikajacych z wigzan wodorowych miedzy
czasteczkami wody.

Jest sprawg interesujacg, ze transporter mocznika nie przewodzi wody [59]. By¢
moze, jest to zwigzane z niewielkim powigkszeniem $rednicy kanalika powodujgcym
jego zapychanie sie wodg, cho¢ taka mozliwos¢ nie byta dotychczas rozwazana
w piSmiennictwie. Prawdopodobnie, na tej samej podstawie nalezy szukaé¢ wy-
jasnienia kontrowersyjnej roznicy miedzy wasciwosciami AQP3 i GLIP, kt6re maja
podobna sekwencje aminokwaséw, a jednak AQP3 jest akwaporyng z niewielka
przepuszczalnoscia dla mocznika i glicerolu [16, 31], zas GLIP jest transporterem
glicerolu (wystepujagcym w nerce szczura) nie przepuszczalnym dla wody [44].

Nasuwa sie pytanie, dlaczego akwaporyny nie przenosza protonu, ktéry w roz-
tworze wystepuje jako jon hydroniowy (H30+), o rozmiarach tylko nieco wigkszych
niz H20? Nalezy wzig¢ pod uwage to, ze obdarzona tadunkiem czasteczka H30 +
oddziatuje znacznie silniej z nieruchomg warstwg wody w kanale.

Ostatnie badania wskazaty, ze AQP1 i AQP2 sag w pewnym stopniu przepu-
szczalne dla glicerolu cho¢ nie sg przepuszczalne dla mocznika [3, 4]. Warto w
zwigzku z tym faktem wzigé¢ pod uwage, ze skoro Dw < Dk < 2DW to $rednica
catego kanatu akwaporynowego (tgcznie z wyscidtka wodng) jest dostatecznie duza,
aby przeprowadzaé glicerol.

ROZMIESZCZENIE | FUNKCJA AKWAPORYN U ZWIERZAT

AQP1

Wystepuje stale w nerce, a mianowicie w proksymalnej czesci nefronu i w
zstepujacym odcinku cienkiego ramienia petli Henlego. Nabtonek tych czesci jest
wysoce przepuszczalny dla wody. Wiadomo, ze przez kore nerki przeptywa duza
objetos¢ filtratu na jednostke czasu oraz ze ponad 85% tej objetosci jest w nefronie
reabsorbowane jako czysta woda. W komérkach nabtonka AQP1 wystepuje zaréwno
w luminalnej, jak i bazolateralnej czesci btony komérkowej (czyli po bokach i
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w tyle wzgledem S$wiatta kanalika), dostarczajgc kanatow dla readsorbcji wody i
zageszczania filtratu w wymienionej czesci nefronu [56, 69]. AQP1 nalezy do
raczej rzadkich biatek, ktére w transporcie wewnatrzkomorkowym trafiajg do wszy-
stkich czesci btony komdrkowej, niezaleznie od polamos$ci komdrki. Tak zachowuje
sie AQP1 w nabtonkach zaréwno w nerce, jak i poza nia (z nielicznymi wyjatkami)
[9]. AQP1 nie wystepuje jednak w cienkich i grubych odcinkach wstepujacych
ramion petli Henlego oraz w nerkowych kanalikach zbiorczych. Jej obecnos¢ stwier-
dzono w naczyniach wtosowatych tetniczo-tetniczych i tetniczo-zylnych nerki [69].

AQP1 wystepuje obficie w innych typach nabtonka i srodbtonka ssakéw, gdzie
petni gtdwng role w przepuszczalnos$ci bton plazmatycznych dla wody, a mianowicie:

i. w splocie naczynidwkowym os$rodkowego uktadu nerwowego [25, 57];

ii. w btonach komoérek bezokienkowych $rédbtonka naczyh wiosowatych, ale
nie wystepuje w komdrkach okienkowych [56];

iii. w nabtonku tylnym rogéwki i przednim soczewki, nabtonku ciata rzeskowe-
go i teczédwki, czyli w warstwach regulujgcych uwodnienie (od ktorej zalezy
przezroczystos$¢) rogowki i soczewki, ale nie wystepuje we widknach soczewki
[74];

iv. w cholangiocytach (wyspecjalizowanych hepatocytach zawierajgcych miedzy
sobg kanalik zotciowy) zrazika watroby i w pecherzyku zétciowym [65], ale
nie w zwyktych hepatocytach [91];

v. w Sciankach naczyn wiosowatych, zylek i wilosowatych naczyn limfatycz-
nych, gdzie reguluje ptyn miedzykomérkowy (interstycjalny). Ptyn ten opusz-
cza naczynia w czesci proksymalnej sieci wskutek cisnienia hydrostatycznego i
jest na powro6t wciggany osmotycznie do sieci w czesci dystalnej [57];

vi. w naczyniach wiosowatych kontaktujgcych sie z oskrzelikami i pecherzyka-
mi ptucnymi [25, 57] oraz w endotelium ptucnym [70];

vii. w mezenchymie otaczajacej rozwijajaca sie kos¢ [7];

viii. w przewodzie najadrza [8].

Matrycowy RNA (mMRNA) kodujacy AQP1 znaleziono w réznych tkankach wy-
soce przepuszczalnych dla wody [7, 24].

Nalezy zaznaczy¢ jednak, ze AQP1 nie wystepuje we wszystkich epitelach prze-
puszczalnych dla wody, np. nie wystepuje w nabtonku jelita, w $cianie zotgdka,
w gruczotach tzowych islinowych i w strukturach regulujagcych osmotyczne cisnienie
w mozgu [57]. Zamiast AQP1 wystepuja tam inne akwaporyny albo mniej spe-
cyficzne kanaty wodne.
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W epitelu pecherza moczowego zaby, charakteryzujgcego sie duzg przenikal-
noscig dla wody, stwierdzono wystepowanie biatka reagujgcego z poliklonalnymi
przeciwciatami dla AQP1 z erytrocytow czlowieka [10]. Nie stwierdzono réznic
miedzy pecherzami kontrolnymi i traktowanymi wazopresyna, z czego wynika,
ze AQP1-podobne biatko wystepuje stale w pecherzu i nie jest wigczane do btony
w antydiuretycznej reakcji.

Jedyny dostrzezony dotad przypadek regulacji fizjologicznej AQP1(w komarkach
z ekspresjg tej akwaporyny) dotyczy angiotensyny Il (peptyd silnie podnoszacy
ci$nienie krwi). Wptywa ona na poziom AQP1l ijego mRNA w kulturze trans-
formowanych komorek z proksymalnych kanalikow nefronu [34].

AQP2

Jest to gtdwna akwaporyna nerki regulowana wazopresyna (antydiuretyczny hor-
mon) o duzym znaczeniu dla réwnowagi wodnej w organizmie. Jej fizjologiczne
znaczenie przejawia sie choéby w schorzeniu nephrogenic diabetes insipidus po-
wodowanym mutacjg AQP2 dajaca niewtasciwa strukture drugorzedowa biatka [14,
80] lub indukowanym litem [49]. Wystepuje w nerce w cienkich i grubych odcinkach
wstepujacych ramion petli Henlego oraz w nerkowych kanalikach zbiorczych [20,
31,39,57]. W kanalikach niepobudzonych wazopresyng, AQP2 wystepuje stale w
wewnatrzkomorkowych pecherzykach komorek nabtonka [58], ale brak jej w bionie
komoérkowej tych komorek. Przepuszczalno$é nabtonka takich kanalikéw dla wody
jest mata, mimo ze przepuszczalno$¢ bazolateralnych czesci btony komdrek nabtonka
jest wysoka ze wzgledu na wystepowanie w tych czeSciach AQP3 (patrz nizej).

Wazopresyng stymuluje egzocytozalne wbudowywanie pecherzykéw zawiera-
jacych APQ2 do btony luminalnej, zwiekszajac przepuszczalnos$é nabtonka dla wody
[58]. Poniewaz stymuluje ona réwniez endocytoze, istnieje dynamiczny stan btony
luminalnej ze wzgledu na zawarto$¢ AQP2 [23, 38]. Wazopresyng dziata za po-
Srednictwem kinaz zaleznych od cyklicznego AMP stymulujac egzocytoze i w kon-
sekwencji endocytoze. Stymuluje fosforylacje AQP2 cho¢ proces ten w izolowanych
pecherzykach nie zmienia ich przepuszczalnosci dla wody [2, 37, 40].

AQP3 i AQP4

AQP3 jest w pewnym stopniu przepuszczalna dla mocznika i glicerolu, nie
jest to wiec kanat catkiem selektywny dla wody [16, 31]. AQP4 jest akwaporyng
niewrazliwg na zwigzki rteci [26]. Obie akwaporyny sg statymi skfadnikami bazo-
lateralnej czesci btony w nerkowych kanalikach zbiorczych, ale brak ich w btonie
luminalnej [31]. AQP3 wystepuje réwniez poza nerka, a mianowicie w okreznicy,
ptucach, watrobie, trzustce, $ledzionie i prostacie [31]. AQP4 najobficiej wystepuje
w mdzgu (w réznych jego czeSciach) i rdzeniu i jak sie wydaje, petni wazng role
w regulacji osmotycznej ptynu mézgowo-rdzeniowego [32]. Akwaporyna podobna
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do AQP4 z mbzgu szczura wystepuje w zotadku cztowieka w komaérkach nabtonka
wydzielajgcych protony i pepsynogen [53].

AQP5

cDNA dla AQP5 sklonowano z gruczotow Slinowych szczura. Jego mRNA zna-
leziono w gruczotach Slinowych i fzowych, w nabtonku rogéwki i w ptucach [65].
Sekwencja aminokwasowa AQP5 wskazuje na do$¢ duze rdznice w porownaniu
z AQP1 i AQP3 oraz na znaczne podobienstwo do AQP2. W obu akwaporynach,
w petli D znajduje sie miejsce ulegajgce fosforylacji pod wptywem c-AMP kinazy.
Poniewaz wydzielanie $liny itez jest regulowane przez autonomiczny system ner-
wowy, hasuwa sie przypuszczenie, ze AQP5 jest regulowana hormonalnie z udzia-
tem uktadu cAMP [65]. Przypuszcza sie, ze AQP5 jest antygenem w au-
to-immulogicznej destrukcji gruczotéw Slinowych itzowych w chorobie polegajacej
na upos$ledzeniu wydzielania $liny i ez [65].

ROZMIESZCZENIE | FUNKCJA AKWAPORYN ROSLINNYCH

Jak juz wspomiano, akwaporyny ros$linne wystepuja zarébwno w plazmalemie,
jak i tonoplascie. Tonoplastowe biatko y-TIP z Arabidopsis thaliana udato sie od-
tworzy¢ w oocytach i w ten sposéb zidentyfikowac jako akwaporyne [50]. Wczesniej
wiadomo byto, ze y-TIP wystepuje we wszystkich komorkach siewki A. thaliana
[30]. Doktadniejsze badania, w ktoérych gen dla y-TIP potgczono z markerowym
genem [3-glikuronidazy [42] (w celu wykorzystania barwnych reakcji dla tego en-
zymu) wykazaty, ze y-TIP ulega szczegdlnie intensywnej ekspresji w komorkach
strefy elongacyjnej korzenia, w wydtuzajacym sie hypokotylu siewki oraz w miekiszu
protoksylemowym todygi i ogonkow lisciowych. Jego ekspresji nie stwierdzono
w merystemach oraz w dojrzatych liScieniach A. thaliana. Na tej podstawie wnioskuje
sig, ze tworzenie y-TIP jest skorelowane ze wzrostem objetosci wakuol komorek.

Homologiem y-TIP, ale wystepujacym w plazmalemie A. thaliana, jest RD28.
Ekspresja tego biatka w oocytach Xenopus wykazatajego akwaporynowy charakter
[13]. Jak juz wspomniano, RD28 jest niewrazliwe na zwigzki rteciowe i nie ma
cysteiny w poblizu motywu NPA w petli E. Przy pomocy przeciwciat stwierdzono,
ze RD28 wystepuje we wszystkich organach A.thaliana z wyjatkiem nasion [13].
Wczesniejsze badania nad mRNA dla RD28 [90] wskazywaly, ze transkrypcja tego
RNA zachodzi intensywnie w ro$linach A. thaliana poddanych stresowi wodnemu,
ale jest niezauwazalna w ros$linach nie poddanych temu stresowi. Badania Danielsa
i innych [13] wykazaty jednak obfite wystepowanie RD28 réwniez w plazmalemie
roslin nie poddanych stresowi wodnemu. Prawdopodobnie RD28 ma dtugi okres
trwania i moze sie nagromadza¢ w btonach, a roznice w wynikach spowodowane
byly réznym wiekiem fizjologicznym badanych rodlin.
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U roslin woda przeptywa przez btony plazmatyczne (plazmaleme i tonoplast),
gtownie w transporcie symplastowo-transkomérkowym do i od ksylemu w korzeniach
i lisciach [68]. Dzieki wystepowaniu RD28 w plazmalemie oraz TIP w tonoplastach
komoérek miekiszowych transport wody moze dokonywac sie znacznie sprawniej.

Na podstawie sekwencji aminokwasow na obu korcach wyr6zniono dwie grupy
akwaporyn A. thaliana PIP1 i PIP2 [36]. Kammerloher i inni [36] sklonowali cDNA
z korzeni A thaliana dla trzech genéw PIP1 i dwoch PIP2, a nastepnie dokonali
ich ekspresji w komérkach ssakéw. Stosujac selekcje immunologiczng stwierdzili,
ze biatka PIP1 wystepujg wytgcznie w plazmalemie, gdzie stanowig okoto 1%
biatka, za$ PIP2 gtownie w plazmalemie. Metodg wstrzykiwania mRNA do oo-
cytéw Xenopus wykazali akwaporynowy charakter tych biatek. Jedno z biatek PIP1
jest identyczne z biatkiem A. thaliana tworzonym przez gen AthH2, ktory jest
uruchamiany w czasie indukcji kwitnienia wywotywanej niebieskim Swiattem. Biatko
AthH2, wystepuje szczegdélnie obficie w wydtuzajacych sie i réznicujgcych sie
komarkach korzenia, pochwy wigzkowej, nitki precikowej i tuszczyny oraz w doj-
rzatych komorkach szparkowych [35]. Wystepowanie tego biatka jest wiec podobne
do wystepowania y-TIP, z ktdrym AthH2 wykazuje wysoki stopien homologii.

Stosujac przeciwciata znakowane ztotem stwierdzono, ze akwaporyny PIP1 zlo-
kalizowane sg w plazmalemie komorek mezofilu A thaliana. Szczeg6lnie geste
znakowanie znaleziono w plazmalemasomach, ktére sg sfatdowanymi wypustkami
plazmalemy skierowanymi do wnetrza komorki [67]. Odkrycie to wskazuje, ze
plazmalemasomy nie sg artefaktami (jak podejrzewano) i objasnia funkcje tych
subkomédrkowych struktur.

Biatka homologiczne do PIP1 funkcjonujace jako akwaporyny opisano w tytoniu
[60] oraz u Mesembryanthemum [89].

Wprawdzie plazmalemowa akwaporyna A. thaliana nie jest wrazliwa na zwigzki
rteciowe, to jednak plazmalemowa akwaporyna Chara (nie badana za pomocg eks-
presji w oocytach) jest na nie wrazliwa. U Chara 3/4 strumienia wody ptynie
przez kanaly wodne, a tylko 1/4 przechodzi dyfuzyjnie przez btone [28]. Podobnie
wyglada sytuacjaw miekiszu hypokoty lu stonecznika, gdzie osmotycznie wymuszany
szybki przeptyw wody przez plazmaleme itonoplast przejawia sie w tatwo mierzalnej,
szybkiej zmianie dtugosci segmentu hypokotyla pozbawionego epidermy [27]. Ten
szybki przeptyw wody jest wrazliwy na HgCl2. Hamujace dziatanie tego zwigzku
mozna znies¢ przy pomocy merkaptoetanolu, ale tylko wtedy, gdy plazmalema
po zablokowaniu kanatéw nie ulegta wczesniej turgorowemu przycisnieciu do Sciany
komadrkowej. Przycisniecie zmienia konformacje zablokowanego rtecig kanatu po-
wodujac nieodwracalno$¢ zahamowania [27].

Znaczenie akwaporyn w komédrkach roslinnych polega na tym, ze:

1) zmiejszajg opory dla transportu wody droga, na ktérej woda przekracza btony,
a jest to istotna droga w przypadku korzeni i lisci [5, 12, 68, 76];
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2) transportowi wody przez btony nie towarzyszy kotransport czasteczek roz-
puszczonych w wodzie, co zmienia dotychczasowe modele transportu przez btony
komoérkowe u roélin [28, 76].

Przewidujac udziat akwaporyn w symplastowo-transkomérkowym transporcie
wody w zwigzku z jej pobieraniem przez korzenie, badano wptyw HgCI? na prze-
puszczalno$¢ hydrauliczng (Lp) systemu korzeniowego pomidora [47]. Dodatek
HgCl2do pozywki (w koncentracji 0,5 mM) powodowat gwattowny spadek szybkosci
przeptywu wody przez system korzeniowy oraz spadek Lp bez zmiany szybkosci
pobierania jonéw potasu. Taki wptyw HgCl2 wskazuje na udziat akwaporyn w
pobieraniu wody przez korzenie. Mozna przypuszczaé, ze akwaporyny stanowig
gtowny filtr oczyszczajacy wode z substancji znajdujacych sie w roztworze, z ktérym
kontaktuje sie korzen. Latwo rowniez domyslac sie, ze taki tatwo przenikliwy filtr
jest szczegOlnie wazny w procesie odwrotnej osmozy zachodzacej w czasie in-
tensywnej transpiracji, zwtaszcza u namorzynéw (mangrowe), ktérych korzenie kon-
taktujg sie z silnie zasolong woda.

Nie wiadomo, czy u roslin dziatajg mechanizmy regulacji przeptywu wody przez
akwaporyny dziatajagce na innej zasadzie niz regulacja ilosci akwaporyn (ekspresja
odpowiednich genéw i wycofywanie istniejagcych akwaporyn). Istniejg prace wska-
zujace, ze przepuszczalno$¢ bton plazmatycznych komorek roslinnych moze sie
zmienia¢ odwracalnie pod wptywem réznych czynnikdéw, takich jak: tlen, dwutlenek
wegla, azydek, chloroform [21, 22], kwas abscysynowy [48 i literatura tam cy-
towana] oraz szereg innych czynnikow chemicznych [77 i literatura tam cytowana].
Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze:

(i) w przepuszczalnosci bton dla wody moga odgrywac role nie tylko specyficzne
kanaty utworzone z akwaporyn, ale rowniez mniej specyficzne kanaty;

(ii) pomiary przepuszczalnosci bton dla wody moga by¢ obcigzone btedem wy-
nikajagcym z wptywu badanych czynnikdéw na wiasciwosci Sciany komédrkowe;j.

Interpretacja wynikéw przedstawionych we wspomnianych pracach nie jest wiec
prosta; niekoniecznie $wiadczg one o regulacji kanatéw wodnych, nawet tych nie-
specyficznych.

Wayne i Tazawa [83, 84)] stwierdzili, ze przewodnictwo wodne komorek
miedzywezli Nitellopsis maleje w odwracalny sposéb pod wptywem kwasu p-chlo-
ro-rteciowofenylsulfonowego oraz cytochalazyn. Wptyw zwigzku rteci moze wska-
zywac, ze w gre wchodzg akwaporyny, podczas gdy wptyw cytochalazyny mozna
by interpretowac na zasadzie jakiego$ oddziatywania mikrofilamentéw aktynowych
na akwaporyny. Badania wiasne autora nie potwierdzity tego przypuszczenia w
przypadku miekiszu hypokotylu stonecznika (dane nie publikowane).
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NOWE ZASTOSOWANIA
PEPTYDOWYCH KWASOW NUKLEINOWYCH

NEW APPLICATIONS OF PEPTIDE NUCLEIC ACIDS

Cezary ZEKANOWSKI
Zaktad Genetyki Instytutu Matki i Dziecka

Streszczenie: Peptydowe kwasy nukleinowe (PNA) sg nowg grupa analogéw DNA, zbudowanych z
achiralnych i nienatadowanych podjednostek N-(2-aminoetylo)glicynowych. PNA hybrydyzujg wydaj-
nie z komplementarnymi kwasami nukleinowymi, hamujac in vitro transkrypcje i translacje. PNA sg
odporne na dziatanie proteaz i nukleaz obecnych w osoczu i wyciggach komorkowych. PNA znajduja
coraz szersze zastosowanie w badaniach podstawowych, diagnostyce medycznej oraz stymulujg rozwa-
zania ewolucyjne.

Stowa kluczowe: analogi DNA, peptydowe kwasy nukleinowe (PNA), zwigzki antysensowne.

Summary: Peptide nucleic acids (PNAs) are novel DNA mimics with the pseudopeptide backbone
composed ofachiral and uncharged N-(2-aminoethyl)glycine units. PNAs hybridize with complementary
nucleic acids with high affinity and could block transcription or translation in vitro. They are resistant to
proteas and nuclease attack in serum and cellular extracts. PNAs are used in basic research, medical
diagnostics and could stimulate evolutionary considerations.

Key words: DNA analogs, peptide nucleic acids, PNAs, antisense agents.

PEPTYDOWE KWASY NUKLEINOWE DOBRZE
NASLADUJA STRUKTURE | WELASCIWOSCI DNA

Wraz z pierwszymi doniesieniami o zastosowaniu oligonukleotydéw, jako czyn-
nikow specyficznie blokujacych ekspresje gendw, rozpoczeto projektowanie ana-
logbw DNA. Celem bylo otrzymanie pochodnych, ktére miatyby korzystniejsze
niz naturalny DNA wiasciwosci. Idealna czasteczka antysensowna, zachowujac ta-
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| Il
Rys. 1 Poréwnanie struktury DNA (1) i PNA (I). Najprostsze PNA skfadajg sie z jednostek N-(2-ami-
noetylojglicynowych, potaczonych wigzaniami amidowymi. Zasady azotowe (B) przytaczone sg do
rdzenia czasteczki tacznikami metylenokarbonylowymi. Na koricach czasteczki PNA (N i C) znajdowac
sie moga rozne ligandy (np. R). W obu taincuchach zaznaczono jednostke podstawowg. Nazwa "pepty-
dowe kwasy nukleinowe" jest z chemicznego punktu widzenia mylaca. Podkresla jednak fakt, iz do ich
syntezy wykorzystuje sie techniki stosowane w syntezie peptydéw, a PNA sg bliskimi analogami
funkcjonalnymi i strukturalnymi kwaséw nukleinowych

twos¢ hybrydyzowania z komplementarnymi sekwencjami kwaséw nukleinowych,
powinna by¢ jednocze$nie oporna na dziatanie nukleaz oraz powinna fatwo prze-
nika¢ przez btony biologiczne [1, 36, 37, 42].

Mozliwe modyfikacje chemicznej struktury kwaséw nukleinowych obejmujg
zmiany zasady azotowej, cukru lub wigzania fosfodiestrowego. W ciagu ostatnich
20 lat zaprojektowano szereg pochodnych, nasladujacych, z r6znym skutkiem, stru-
kturalne i funkcjonalne witasnosci DNA [6, 25].

Od paru lat duze nadzieje wigze sie z analogami, w ktérych zastgpiono caly
rdzen fosfocukrowy, zachowujac zasady azotowe. Najbardziej obiecujaca grupg
tych analogow sg peptydowe kwasy nukleinowe (PNA). Majg one achiralny, po-
zbawiony tadunku rdzen, zbudowany najczesciej z podjednostek N-(2-aminoety-
lo)glicynowych, potgczonych wigzaniami amidowymi. Do rdzenia przytgczone sg,
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np. poprzez taczniki octanowe, naturalne zasady azotowe. Polamos$¢ czgsteczki PNA
okresla sie tak, jak polamo$¢ peptydu (koniec N i C). Do korica N dotgczona
bywa zwykle lizyna, zwiekszajgca rozpuszczalnos¢ w roztworach wodnych [7, 26,
44].

PNA dobrze nasladuje strukturalne i funkcjonalne wiasnosci DNA. Stata asocjacji
PNA, w przeliczeniu na par¢ zasad, z komplementarnymi sekwencjami DNA lub
RNA jest wyzsza niz wszystkich znanych analogéw DNA. W fizjologicznych sitach
jonowych dupleksy PNA:DNA, w pordwnaniu z dupleksami DNA:DNA, wykazuja
stabilno$¢ termiczna wyzsza o okoto 1,5°C w przeliczeniu na pare zasad. Rdznica
ta wynika przede wszystkim z obojetnego charakteru amidowego rdzenia PNA,
wykluczajacego elektrostatyczne oddziatywania z ujemnie natadowanymi grupami
fosforanowymi w komplementarnej nici DNA [27].

Duza stabilnos¢ termiczna dupleksow PNA:DNA jest zasadniczo niezalezna od
sity jonowej roztworu. Mozliwa jest wiec hybrydyzacja oligomeru PNA z dwu-
niciowym DNA w niskiej sile jonowej, sprzyjajacej rozplataniu sie helisy DNA.
Zmniejszenie stabilno$ci termicznej nie w petni sparowanych duplekséw PNA:DNA
jest rowniez wieksze niz dla odpowiadajgcych im dupleksow DNA:DNA [2, 27].

Synteza oligomeréw PNA, ze wzgledu na achiralno$¢ monomerow, jest tatwiejsza
niz naturalnych oligonukleotydéw. Proces, przebiegajacy w fazie statej, oparty jest
na metodzie syntezy peptydéw wedtug Merrifielda [27].

Podstawowag strukture PNA mozna modyfikowa¢, zmieniajac np. jednostke pod-
stawowa lub odlegto$¢ pomiedzy rdzeniem i zasadami azotowymi. Peptydowe kwasy
nukleinowe syntezowano np. z jednostek serynowych, alaninowych, opartych na
kwasie aminopentanowym czy aminoheksanowym [18, 19, 25]. Do obu koncow
fatwo przytaczaé ligandy, co nie zmniejsza zdolnosci PNA do hybrydyzacji. PNA
sgq odporne nadziatanie nukleaz i proteaz invitro, jak rowniez sg stabilne w ekstraktach
komorkowych i ptynach ustrojowych [7, 18, 22].

Wszystkie te cechy sprawity, ze PNA sg obecnie najdoktadniej badanymi ana-
logami DNA [45].

ZWIAZKI ANTYSENSOWNE | PRZECIWGENOWE
WIAZA SIE W ROZNY SPOSOB Z SEKWENCJAMI
KOMPLEMENTARNYMI

Zasada dziatania czgsteczek antysensownych wydaje sie prosta. Antysensem moze
by¢ naturalny oligonukleotyd lub jego zmodyfikowana pochodna, o sekwencji kom-
plementarnej do mRNA genu, ktérego ekspresje chcemy ograniczyé. Inaktywacja
polega najczesciej na bezposrednim zablokowaniu translacji lub na wywotaniu de-
gradacji mRNA przez RNaze H. Aktywno$¢ RNazy H wywotuja jednak jedynie
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analogi przypominajgce strukturg chemiczng DNA, np. analogi tiofosforanowe [1,
6, 38].

Sekwencja docelowg czasteczki antysensownej moze by¢ rowniez dwuniciowy,
genomowy DNA. Wigzanie takiego "przeciwgenowego" oligonukleotydu lub jego
analogu nastepowa¢ moze przez tworzenie potréjnej helisy lub przez inwazje tan-
cucha. W pierwszym przypadku przytaczenie pojedynczej, antysensownej nici, na-
stepuje przez wigzania Hoogsteena do motywu homopurynowego lub homo-
pirymidynowego w DNA. PNA wigzg sie natomiast z dwuniciowym DNA przez
inwazje tancucha, tworzac odporne termicznie struktury tréjniciowe (PNA2:DNA).
Podobne struktury tworzone sg réwniez z RNA [9,17].

Bardzo duzg stabilnos¢ triplekséw PNA2:DNA i PNA2:RNA tlumaczy sie tym,
ze ich struktura utrzymywana jest zaréwno klasycznymi wigzaniami wodorowymi
(Watsona-Cricka), jak wigzaniami Hoogsteena i oddziatywaniami van der Waalsa
[12, 15].

Ze wzgledu na wigzania Hoogsteena, tworzone z drugg nicig PNA, ograniczenia
dotyczace sekwencji oligonukleotydéw PNA sg podobne, jak dla oligonukleotydow
tworzacych potrdjne helisy. Mozliwe jest jednak powstawanie struktury PNA2:DNA
z sekwencjami DNA o mieszanym skiadzie nukleotydowym. Jedna z nici PNA
rozpoznaje wtedy sekwencje docelowg na zasadzie klasycznego parowania zasad.
Druga, cho¢ bez pelnej komplementamosci, stabilizuje strukture trojniciowa wig-
zaniami Hoogsteena. Struktura przestrzenna helisy PNA2:DNA jest odmienna od
znanych, trdjniciowych form DNA [21].

Mechanizm inwazji fancucha nie zostat w petni wyjasniony. Najprawdopodobniej
jednak pierwszym, limitujgcym catg reakcje etapem, jest utworzenie niestabilnego,
dwuniciowego kompleksu PNA:DNA. Naturalne rozwieranie sie helisy DNA po-
woduje przyfaczenie pierwszej nici PNA, a nietrwaly kompleks stabilizowany jest
nastepnie poprzez przytaczenie drugiego oligomeru PNA [3, 35].

Inwazja tancucha utatwiona jest w odcinkach DNA czeSciowo jednoniciowych,
majacych struktury drugorzedowe, obecnych np. w rejonach promotorowych, w
odcinkach aktywnych transkrypcyjnie lub miejscach startu replikacji. Miejsca te
moga sta¢ sie naturalnymi i dogodnymi sekwencjami docelowymi dla przeciw-
genowych PNA [16, 29, 31].

Zastosowanie tzw. bisPNA, czyli dwu oligomeréw PNA, potaczonych elasty-
cznym, peptydowym #tacznikiem, utatwia tworzenie triplekséw. BisPNA charakte-
ryzuje sie zwiekszong zdolnoscig do "inwazji tancucha", poréwnywalng z
powinowactwem do jednoniciowego DNA. Wydaje sie, ze zastapienie reszt C przez
pseudoizocytozyne (J) w oligomerze PNA lub bisPNA umozliwia tgczenie sie z
dwuniciowym DNA przez inwazje tancucha w fizjologicznych sitach jonowych
[13, 17].

Niektore analogi DNA wiazg sie rdwnie stabilnie z kwasami nukleinowymi.
Na przyktad analogi ryboacetalowe tworzg struktury trojniciowe o temperaturze
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topnienia (Tm) o okoto 4°C wyzszej (w przeliczeniu na jednostke podstawowa)
w poréwnaniu z naturalnym DNA. Jednak struktura tancucha ryboacetalowego w
dupleksie z DNA jest zasadniczo rdézna, tak ze warto$¢ Tm zmniejsza sie o 1°C,
w stosunku do dupleksu DNA:DNA. PNA sg zatem bardziej uniwersalnymi anty-
sensami, tworzac stabilne zarowno dupleksy, jak tripleksy z komplementarnymi
kwasami nukleinowymi [25].

PNA JEST CZASTECZKA PRZECIWGENOWA
I ANTYSENSOWNA

Z przeprowadzonych dotychczas badan in vitro wynika, iz oligomery PNA, hy-
brydyzujace z sekwencjami promotorowymi, moga wygasza¢ ekspresje genu. Wy-
kazano, ze zwigzanie krétkiego, tworzacego tripleks PNA do sekwencji en-
hancerowej hamuje in vitro aktywacje transkrypcji zalezng od czynnika NF-kB
[41].

Struktury PNA2:DNA bardzo wydajnie hamujga transkrypcje, przez zablokowanie
polimerazy RN A. Do tego celu dobrze nadajg sie krdtkie (10-12 jednostek) oligomery
PNA. Wydaje sie, ze wigzanie PNA do dwuniciowego DNA jest utatwione w
obszarach z rozluZniong strukturg helikalng np. aktywnych transkrypcyjnie. Two-
rzenie struktur trojniciowych w tych rejonach jest okoto trzy razy wydajniejsze,
gdy PNA jest komplementarny wzgledem nici niekodujacej. Zjawisko to, okreslone
wdziecznym mianem "samobodjczej transkrypcji”, stwarza bardzo obiecujace per-
spektywy przysztym zastosowaniom PNA jako czynnika przeciwgenowego. Moze
by¢ réwniez wykorzystane in vitro do $ledzenia procesu transkrypcji oraz dynamiki
miejsc przytagczania polimerazy RNA [17, 19].

W odroznieniu od innych analogéw DNA, peptydowe analogi DNA mogg row-
niez aktywowac transkrypcje. Stosujac dwa oligomery, komplementarne do sekwencji
promotora w miejscach oddalonych o kilkanascie nukleotydéw, utworzy¢ mozna
in vitro wypetlone obszary jednoniciowego DNA, wykorzystywane przez polimeraze
RNA jako miejsce startu transkrypcji [23].

Inaczej niz w przypadku dwuniciowego DNA, wigzanie PNA z jednoniciowym
DNA lub RNA jest niezalezne od sity jonowej roztworu. Dlatego tez pierwsze
udane do$wiadczenia in vivo przeprowadzono z antysensownymi oligomerami PNA.
Oligomer PNA liczacy 15 20 jednostek, wprowadzony metodg iniekcji do komérek
ssaczych, skutecznie hamowat powstawanie antygenu T SV40 [14].

RNA zwigzany z PNA nie jest rozpoznawany przez RNaze H, jednak duza
stabilnos¢ hybrydéw PNA:RNA pozwala na blokowanie komplementarnych se-
kwencji RNA w inny sposob. Na przyktad oligomery PNA, tworzace zarowno
dupleksy, jak tripleksy z mRNA i hybrydyzujace tuz przed oraz tuz za kodonem
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startu, wydajnie hamujg translacje w ukiadach in vitro. Dzieje sie tak prawdo-
podobnie przez fizyczne blokowanie skladania kompleksu inicjujgcego 80S [17].

Do zahamowania translacji w rejonie kodujacym konieczne jest natomiast utwo-
rzenie stabilniejszej struktury PNA2:RNA, np. przez zastosowanie bisPNA lub PNA
tworzacych tripleks. W miejscu przytgczenia PNA nastepuje zatrzymanie rybosomu,
ktéry najprawdopodobniej pozostaje zwigzany z matryca, zapobiegajgc powtdrnej
incjacji translacji [17].

Oligomery PNA moga by¢ przydatne w wygaszaniu funkcji strukturalnych i
katalitycznych RNA. Na przykiad PNA komplementarny do czeSci matrycowej
RNA ludzkiej telomerazy hamuje aktywno$¢ telomerazy. Inhibicja jest od 10 do
50 razy wydajniejsza niz przy zastosowaniu oligomeréw fosforotiolowych. Jest
ponadto wysoce selektywna i zalezy od miejsca, do ktérego przytacza sie PNA
[30].

ZASTOSOWANIA PNA IN VITRO

Duzg specyficzno$¢ i site wigzania oligomerow PNA z kwasami nukleinowymi,
jak réwniez mozliwos$¢ przytaczania liganddw do obu koncdw czasteczki PNA,
wykorzystuje sie juz w badaniach in vitro [1].

Na przyktad PNA z dotgczonymi do konica C szeScioma resztami histydynowymi
z powodzeniem zastosowano do oczyszczania unikatowych sekwencji DNA. Wy-
korzystano wysoka specyficznosS¢ i site wigzania PNA do DNA oraz wysokie po-
winowactwo (His)6-PNA do zwigzanych jonow Ni2+ w chromatografii po-
winowactwa. Metoda ta jest odmiang tzw. selekcji przez hybrydyzacje, stosowanej
najczesciej do izolacji mMRNA z lizatbw komaérkowych. Jednak oczyszczanie uni-
katowych sekwencji, przez hybrydyzacje z unieruchomiong sondg DNA napotykato
szereg trudnosci. Im wieksza dtugos¢ sondy, tym mniejsza zdolno$¢ rozrdzniania
nie w petni komplementarnych sekwencji. Trudno réwniez unikna¢ rehybrydyzacji
oczyszczanego kwasu nukleinowego. Oba te problemy rozwiazuje zastosowanie
PNA. Sonda jest krotka sekwencja, pozwalajgca na bardzo specyficzne rozrozniania
sekwencji. Ponadto reakcja hybrydyzacji zachodzi w niskiej sile jonowej, fawo-
ryzujacej powstawanie dupleksow PNA:DNA [33].

PNA wykorzystano rowniez skutecznie do izolacji aktywnych transkrypcyjnie
gendéw, zawierajacych powtoérzenia CAG [5].

PNA nie sg rozpoznawane i przecinane przez enzymy restrykcyjne. Mozliwe
jest zatem blokowanie miejsc restrykcyjnych, przez hybrydyzacje PNA do DNA,
w obrebie lub w poblizu wybranej sekwencji. "Wygaszanie™ wybranych sekwencji
jest precyzyjne, tak ze miejsca sasiednie, odlegte o kilka nukleotydéw nie sg blo-
kowane. Technika ta znalazta zastosowanie m.in. przy konstruowaniu bibliotek ge-
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nomowego DNA, o wielkosci pomiedzy kilkaset kpz a kilka Mpz. Restryktazy,
rozpoznajgce sekwencje najczesciej 4-6-nukleotydowe, przecinajg genomowy DNA
znacznie czesciej. Jednym z rozwigzan tego problemu jest zastosowanie "spinacza",
sktadajacego sie zdwu, potagczonych, osmionukleotydowych oligomeréw PNA, chro-
nigcych komplementarny region w DNA przed metylacja. Po usunigeciu "spinacza",
metylowany DNA mozna przecina¢ enzymem restrykcyjnym, w miejscach wy-
branych poprzez sekwencje "spinacza" [28, 40].

Koniugaty PNA z przytaczong do jednego z koncéw nukleazg Sl zastosowad
mozna do specyficznego przecinania wybranej sekwencji DNA [9, 31].

Duzg specyficzno$¢ wigzania PNA wykorzystano w amplifikacyjnym tescie wy-
krywania mutacji punktowych, np. mutacji w protoonkogenie ras. Reakcje PCR
z DNA pacjenta prowadzi sie ze starterem PNA oraz z dwoma starterami DNA,
z ktorych jeden jest komplementarny do sekwencji zmutowanej. Powstajacy u pa-
cjenta bez mutacji dupleks PNA:DNA skutecznie uniemozliwia reakcje PCR. Opisana
technika "wykluczenia startera" (PCR clamping) pozwala rozr6zni¢ matryce réznigce
sie jednym nukleotydem. Jest bardziej powtarzalna i mniej zalezna od obecnych
w prébce zanieczyszczen niz odpowiadajacajej "klasyczna" technika ARMS (ampli-
fikacyjnego odwzorowywania mutacji) [32, 39].

Pewng odmiang przedstawionej techniki jest zapobieganie preferencyjnemu po-
wielaniu krétszych alleli VNTR. Mechanizm pozostaje niejasny, przyjmuje sie jed-
nak, iz wynika ono z tworzenia czeSciowo sparowanych matryc. Zjawisku temu
przeciwdziata dodanie do reakcji PCR oligomeréw PNA komplementarnych do
sekwencji matrycy. Oligomery PNA zapobiegajg parowaniu matrycy, a same usuwane
sq w czasie reakcji wydtuzania, przez termostabilng polimeraze DNA [10].

PNA mozna zastosowano réwniez w zmodyfikowanej technice hybrydyzacji
oligonukleotydowej, pozwalajacej szybko przegladaé duza liczbe probek na obe-
cnos$¢ wybranych mutacji. Detekcja struktur dwuniciowych (PNA:DNA), metodg
elektroforezy kapilarnej, nastepuje w temperaturze uniemozliwajgcej hybrydyzacje
DNA:DNA [8].

Duzg specyficznos¢ i tatwosé przytgczania znacznikéw fluorescencyjnych do
PNA wykorzystywano takze w fizycznym mapowaniu DNA i w hybrydyzacji in
situ, choé na razie na malg skale [11, 25].

FARMAKOKINETYKA PNA

Najwieksze problemy stwarza zaprojektowanie oligomeréw PNA latwo prze-
nikajagcych do wnetrza komérek [1, 14]. Niezmodyfikowane, liniowe oligomery
PNA penetrujg btony liposoméw w réwnie niewielkim stopniu, co naturalne oli-
gonukleotydy [43]. Duze jednak nadzieje wiaze sie ze znacznymi mozliwosciami
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modyfikacji czasteczek PNA. Wydaje sie rowniez, ze rozwigzaniem moze by¢ wig-
zanie PNA z wektorami utatwiajgcymi jego przedostanie sie czasteczek do wnetrza
komorki [25].

Na przyktad koniugat biotynylowanego PNA ze streptawidyng i mysim prze-
ciwciatem monoklonalnym, specyficznym wobec szczurzego receptora transferryny,
pokonuje bariere krew-mozg z wydajnoscig 28 razy wiekszg niz wolny PNA. Po
podaniu dozylnym zawarto$¢ wektora w mdzgu szczura odpowiada w przyblizeniu
ilosci podanej w taki sam sposéb morfiny. Wykazano réwniez, ze tak przygotowany,
antysensowny PNA o diugosci 18 jednostek, specyficznie i trwale wigze sie z
komplementarng sekwencja w mRNA rev wirusa HIV-1 in vitro [34]. Jezeli wyniki
te zostang potwierdzone in vivo, PNA antysensowny wobec mRNA HIV stac sie
moze skutecznym lekiem w terapii neurologicznych objawéw AIDS.

Niedawno zaobserwowano takze, iz oligomery PNA, przyjmujgce w roztworach
wodnych struktury drugorzedowe, hybrydyzuja z normalng wydajnoscig z dwu-
niciowym DNA. By¢ moze farmakodynamiczne wiasciwosci nieliniowych oligo-
merow PNA okazg sie bardziej odpowiednie przy pokonywaniu bton biologicznych

[31].

PNA - MODEL STRUKTURALNY
| MATERIAL GENETYCZNY

Parowanie komplementarnych sekwencji PNA lub DNA zalezy od zachowania
wiasciwe] orientacji przestrzennej zasad azotowych, przytaczonych do rdzenia o
odpowiedniej konformacji. Dane uzyskane z badania analogéw, w ktoérych deoksy-
ryboze zastgpiono heksozg lub zmieniono chemicznie, wskazywaty, ze cukier oraz
dtugos¢ wiagzania fosfodiestrowego sg podstawowymi determinantami helikalnosci
czasteczki DNA (lub RNA). Jednak doktadna analiza duplekséw PNA wskazuje,
iz przyjmujg one strukture przestrzenng analogiczng do helisy DNA. Nadal wiec
pozostaje niejasne, wjakim stopniu helikalno$¢ wynika z przyjmowania optymalnego
ustawienia sie par zasad wzdluz osi czasteczki i jaki jest wptyw rdzenia na za-
chowanie odlegtosci pomiedzy zasadami. Analiza dwuniciowych struktur, roznie
zmodyfikowanych PNA moze wiele strukturalnych kontrowersji wyjasni¢ [22].

Niedawno, jeden z odkrywcéw PNA zasugerowat, ze zwiagzki podobne do PNA
mogty petni¢ role prebiotycznego materiatu genetycznego [24]. Mozliwe jest, ze
pierwotny materiat genetyczny zawiera¢ maogt inny niz fosfocukrowy rdzen, za-
pewniajacy wewnetrzng komplementamos¢ czasteczki, a jednoczesnie mozliwy do
utworzenia i przetrwania w ekstremalnym, prebiotycznym srodowisku. Niezaleznie,
czy miat on strukture amidowa czy tez inna, sugestia ta otwiera nowe perspektywy
badawcze. Ostatnio wykazano, ze in vitro oligonukleotyd RNA utatwia synteze
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komplementarnego PNA i odwrotnie. W rezultacie tak kierowanej syntezy RNA,
z racemicznej mieszaniny momomeréw powstajg w réwnych iloSciach struktury
dwuniciowe, zawierajace zasadniczo jeden rodzaj izomeréw nukleotydéw. Mozna
wiec postulowac¢ mozliwos¢ przejscia pomiedzy réznymi systemami informacyjnymi,
podobnymi jednak do kwaséw nukleinowych [4].
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EICOSANOID RECEPTORS
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Streszczenie: W artykule przedstawiono informacje dotyczace struktury i funkcji receptoréw eikozanoi-
doéw na podstawie wynikéw badan cytowanych w literaturze ostatnich lat. Szczeg6towo oméwiono udziat
tych receptoréw w mechanizmach przekazywania sygnatu i ich oddziatywaniu z réznymi systemami
wtdrnych przekaznikow.

Stowa kluczowe: receptory, pochodne kwasu arachidonowego, prostaglandyny, leukotrieny, biatka G.

Summary: The information published during the last years, concerning eicosanoid receptors structure
and function has been presented. Involvement of those receptors in signal transduction mechanisms and
their interactions with various second messenger systems have been discussed in detail.

Key words: receptors, arachidonic acid derivatives, prostaglandins, leukotrienes, G proteins.

Stosowane skréty: AA - kwas arachidonowy, PGs - prostaglandyny, PGD2, PGEi, PGE2, PGF2a,
PGH2- - odpowiednio: prostaglandyna D2, Ei, E2, F2a H2, PGI2 - prostacyklina, TXAz2 - tromboksan
A2, LTBg, LTB5, LTC4, LTD4, LTE4 - odpowiednio: leukotrien B4, B5, C4, D4, E4, 12-HETE,
15-HETE - odpowiednio: kwas 12- i 15-hydroksyeikozatetraenowy, cAMP - cykliczny AMP, Ptd
Ins(4,5)P2 - fosfatydyloinozytolo(4,5)difosforan, Ptd Ins (1,4,5)P3 - fosfatydyloinozytolo (1,4,5)trifo-
sforan, [Ca2+]i - wewnatrzkomdrkowe stezenie Ca2+

Zdolnos¢ komérek do odbierania réznorodnych sygnatéw z otaczajacego $ro-
dowiska jest mozliwa dzieki istnieniu na ich powierzchni biatek swoiscie wigzacych
substancje biologicznie aktywne, w tym réwniez eikozanoidy - pochodne kwasu
arachidonowego (AA). Wiadomosci dotyczace tej grupy receptoréw, zebrane na
podstawie literatury do 1991 roku [34] nalezy uzupetni¢ licznymi, nowymi danymi
doswiadczalnymi opublikowanymi w ciggu ostatnich czterech lat. Ze wzgledu na
rodzaj ligandu, receptory eikozanoidéw dzieli si¢ na 3 gtéwne grupy:
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- receptory prostanoidéw (zwigzkéw powstajacych z AA przy udziale cyklo-
oksygenazy) - najlepiej poznane i scharakteryzowane [34],

- receptory leukotriendw (zwigzkow powstajagcych z AA przy udziale 5-lipo-
oksygenazy),

- receptory pochodnych AA powstajacych przy udziale enzyméw innych niz
cyklooksygenaza i 5-lipooksygenaza.

Podziat ten, mimo pewnych ograniczen, zachowano ze wzgledu na jego po-
gladowos¢ w niniejszym artykule.

RECEPTORY PROSTANOIDOW

Aktualng klasyfikacje receptoréw prostanoidéw oparto na badaniach farmakolo-
gicznych, w ktérych poréwnywano oddziatywanie pieciu naturalnie wystepujacych
prostanoidéw oraz ich syntetycznych agonistdw i antagonistow na poszczegdlne
receptory [9]. Na tej podstawie wyrdzniono receptory DP, EP, FP, IP oraz TP,
odpowiednio dla pochodnych PGD2 PGE2 PGF2a, PGI2 i TXA2 Receptor EP
dzieli sie dodatkowo na cztery podklasy (podtypy): EPj, EP2, i EP3 i EP4 (podziat
ten zestawiono w tabeli 1). Druga klasyfikacja zaproponowana przez Muallema
i wsp. [51] opiera si¢ na pomiarach efektéw roznych prostanoidow na poziomy
wtdrnych przekaznikéw, tj. cAMP i [Ca24]j. Dzieli ona receptory prostanoidow
na trzy grupy:

podnoszace poziom cAMP,

podnoszace poziom[Ca2+]j,

podnoszace poziom[Ca2+] przez aktywacje oddzielnej puli fosfolipazy C.

Podziat ten opiera sie na doswiadczeniach prowadzonych tylko z jedng linig
komérkowg i w zwigzku z tym nie obejmuje on receptoréw obnizajgcych poziom
cAMP, takich jak EP3[78]. Dlatego tez wiekszo$¢ badaczy postuguje sie pierwsza
klasyfikacja.

Receptor DP

Receptor PGD2 (DP) jest do tej pory stosunkowo stabo poznany. Wynika to
by¢ moze z faktu, ze PGD2przez diugi czas byta uwazana za wzglednie nieaktywny
produkt przemiany PGH2 [66]. Obecnie wiadomo, ze PGD2 odgrywa wazng role
w regulacji cyklu snu i czuwania (indukujgc sen) oraz regulacji temperatury ciata
[49], hamuje wydzielanie hormonu uwalniajacego LH [66], hamuje funkcje ptytek
krwi, eozynofili i neutrofili [89], zmienia napiecie naczyniowych i nienaczyniowych
miesni gladkich, a w zwigzku z tym jest odpowiedzialna za rozszerzanie naczyn
[16,39]. Najbardziej istotng funkcje PGD2 odgrywa w watrobie, gdzie posredniczy
w wewnatrznarzagdowej komunikacji pomiedzy komoérkami nieparenchymalnymi a
hepatocytami. Dowiedziono, ze w wiekszosci tych procesdw uczestniczy receptor
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TABELA 1 Zestawienie najwazniejszych whasnosci receptoréw eikozanoidow

Typ Liczba Ligand Biatko G Sposéb Pozycja
receptora reszt wigzany uczestni- przekazywania piSmien-
amino-  swoiscie czace sygnatu nictwa
kwaso- w przekazy-
wych waniu sygnatu
DP 359 PGD2 Gs aktywacja cyklazy adenylanowej 24,74,86
EPi 405 pgez Gq aktywacja fosfolipazy C lub 9,15,75,88
wzrost [Ca2+]i niezalezny
ep2 362 PGE2,PGEl Gs aktywacja cyklazy adenylanowej 9,14,21,24,75
EP3a,P,y mysi 365 PGE2 PGEi Gi hamowanie cyklazy adenylanowej 9,15,22,28
lub EP3a,  z macicy albo wzrost cAMP 54,56, 62,71,
EP3b, ludzkiej aktywacja fosfolipazy C (?) 75,78
EP3c, EP3d, wzrost [Caz2+]i,
EP3e, EP3f
ep4 513 PGE2 PGEi Gs aktywacja cyklazy adenylanowej 4,7,22,60,68
FP 366 PGF2a, Gq aktywacja fosfolipazy C 10,15,24,32,33
pgd:2 43,51,67,77
IP 416,417 PGI2,PGEi Gs aktywacja cyklazy adenylanowej 1,15,47,70,74,85
(IP1JP2JP3)
TP 341 mysi, TXA2,PGH2 Gy aktywacja fosfolipazy C 11,32,43,53,63,
369 ludzki 67,76
rec.LTB4 Ith 4,LTBs Gi 7 3,25,73
LTI(PLI) Itc 41td 4 Gi 7 6,36,46,84
Ite s
LT2 (PL2) ltcd 1tdd, 7 ? 6,36,46, 84
LTE4

DP - receptor PGD2. Receptor ten aktywuje cyklaze adenylowg we wspdétdziataniu
z biatkiem regulatorowym Gs, co prowadzi do wzrostu stezenia CAMP [24,74,86].
To sugeruje, ze struktura tego receptora przypomina strukture innych receptoréow
zwigzanych z biatkami G [64]. W latach 1994/1995 dwa niezalezne od siebie zespoty
badawcze uzyskaty cDNA tego receptor”™ ludzkiego [5] oraz mysiego [20]. Receptor
DP jest glikoproteing majaca reszty cukrowe przytgczone wigzaniami N- i O-gli-
kozydowymi [49]. W ludzkich leukocytach zasadochtonnych charakteryzuje sie on
posiadaniem pojedynczego miejsca wigzacego o Kd= 13nM inieco stabszej zdolnosci
stymulacji powstawania cAMP [86]. Dla poréwnania, Kd tego receptora z oka
ludzkiego okreslono na 5,2 nM [42], co biorgc pod uwage roznice tkankowe jest
dobrg zgodnoscig. Badania z zastosowaniem swoistych agonistéw i antagonistow
Swiadczg o istnieniu tylko jednego typu receptora DP w ré6znych komérkach [16,39].
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W pewnych komérkach PGD2 moze zapewne dziata¢ przez inne receptory pro-
stanoidéw, np. w miometrium szczura [15] i w szczurzych astrocytach typu-1 [24]
PGD?2 aktywuje receptory FP, co prowadzi do aktywacji fosfolipazy C, a w kon-
sekwencji do stymulacji obrotéw metabolicznych fosfolipiddw inozytolowych i
wzrostu [Ca2+]j. W sercu wotu PGD? jest odpowiedzialna za relaksacje naczyn
wiencowych, za$ wtornym przekaznikiem jest najprawdopodobniej cGMP.

Receptor EP

Z dotychczasowych badan wynika, ze PGE2 wykazuje najszersze biologiczne
dziatanie sposrod wszystkich naturalnie wystepujacych prostanoidéw. Fizjologiczne
efekty tego dziatania sg czesto przeciwstawne w réznych tkankach, np. PGE2 wy-
wotuje skurcz lub relaksacje miesni gtadkich, czy tez stymuluje lub hamuje wy-
dzielanie neuroprzekaznikéw i hormondéw [78]. Ta pozorna sprzeczno$¢ wynika
z obecnos$ci réznych podtypéw tego samego receptora EP - wigzacego swoiscie
PGE2. Przy podziale rodziny receptoréw PGE2 na podtypy bierze sie pod uwage
oprocz biochemicznego ich oddziatywania na wewngatrzkomorkowy metabolizm (np.
aktywacje lub hamowanie cyklazy adenylanowej, wzrost lub spadek cAMP, zmiany
w [Ca2t]j, oddziatywanie z fosfolipazami A lub C, wplyw na wtdérne przekazniki
jak DAG lub Ptd Ins(1,4,5)P3) rowniez ich tzw. dziatanie farmakologiczne. Ten
ostatni efekt obejmuje dziatanie na macice, hamowanie wydzielniczej aktywnosci
zotadka, wydzielanie neurotransmiteréw, dziatanie na lipolize w tkance tluszczowej,
reabsorpcje sodu i wody w kanalikach nerki czy tez modulacje wydzielania amin
katecholowych w nadnerczu [38]. Receptory nalezace do réznych podklas moga
po zwigzaniu tego samego ligandu, powodowac zupetnie rozne efekty wymienionych
wyzej parametréw, reagujg rowniez inaczej na dziatanie zwigzkéw bedacych ich
agonistami lub antagonistami [38,55]. W literaturze lat 1992/1993 przyjmowano
istnienie trzech podtypéw receptora tzw. EPj, EP9 oraz EP3 [9,78,88]. Do dzisiaj
zresztg w czesci pisSmiennictwa stosuje sie ten podziat [np. 4,20,23,38]. Jednak
w latach 1994/1995, ze wzgledu na reakcje ze swoistymi antagonistami wytoniono
jeszcze jeden podtyp i nazwano go EP4 [13,22,71,82]. Mogq stad pochodzi¢ cy-
towane w pi$miennictwie roznice co do ilosci aminokwaséw EP9: w "starszych"
artykutach obliczano jg na 513 [21], w literaturze ostanich dwu lat szacowana
jest na 362 reszty aminokwasowe [22,28].

Receptor EPi

Uwaza sie, ze receptor ten posredniczy w skurczu miesni gtadkich zotgdka,
jelit i tchawicy oraz stymuluje uwalnianie neuroprzekaznikdéw [88]. Ponadto jego
obecno$¢ zostata potwierdzona w miometrium [15], teczowce oka [10], kanalikach
zbiorczych nerki [75], komdérkach typu osteoblastéw [35], w komdrkach chromo-
chtonnych rdzenia nadnerczy. Receptor EPj aktywuje fosfolipaze C, co prowadzi
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do hydrolizy PtdIns(4,5)P2 i wzrostu [Ca2+]j, a posredniczy temu niewrazliwe na
toksyne krztusca biatko G [9,15,75,88]. Nalezy jednak podkresli¢, ze doswiadczenia
z uzyciem sklonowanego mysiego receptora EPj wskazujg raczej na mechanizm
niezalezny od dziatania fosfolipazy C [27]. Niektérzy badacze ustalili, ze w pewnych
komérkach uczestniczy takze biatko G wrazliwe na te toksyne , co moze wskazywac
rowniez na obecno$¢ receptora EP3 [59] lub na fakt, ze receptor EPj jest zdolny
oddziatywac¢ nie tylko z jednym typem biatka G [15,72]. Najbardziej interesujaca
jest zdolno$¢ PGE2 do uwalniania AA z komérkowych fosfolipidéw (w wyniku
aktywacji receptora EPj) i w efekcie do syntezy tego samego i/lub innych eiko-
zanoidéw [35]. Bytby to wiec jeden z mechanizméw wyjasniajagcych autokrynne
dziatanie PGSi amplifikacje ich sygnatu. Otrzymano funkcjonalny cDNA kodujacy
mysi receptor EPj. Na tej podstawie ustalono, ze receptor EPj jest zbudowany
z pojedynczego taricucha polipeptydowego zawierajagcego 405 aminokwasow. Stru-
ktura tego receptora przypomina strukture innych receptorow zwigzanych z biatkami
G (receptoréw nalezacych do wielkiej rodziny receptora (3-adrenergicznego) wy-
rézniajac sie siedmioma domenami transbtonowymi. Analiza Northern biot wy-
kazata obecnos¢ mRNA biatka receptorowego w nerce, a w mniejszej ilosci w
ptucach. W czeséci N-koncowej receptora EPj znajduja sie potencjalne miejsca N-
glikozylacji, zas wewnatrzkomérkowe domeny pierwsza i trzecia lub tylko trzecia
to potencjalne miejsca fosforylacji tego receptora przez kinaze biatkowg zalezng
od cAMP oraz kinaze biatkowg C. Receptor EPj wykazuje o wiele silniejsze po-
winowactwo do PGE2 niz do PGEj, co odréznia go od pozostatych receptorow
EP. Wykazuje takze mniejsza identyczno$¢ sekwencji aminokwasowej w domenach
transbtonowych z pozostatymi receptorami: 28% z EP2i 33% z EP3(dla poréwnania
warto$¢ ta wynosi 36% pomiedzy EP9 i EP3) [88].

Receptor EP2

Obecno$é receptora EP2 zostata wykazana w wielu tkankach i komérkach m.in.
w limfocytach T (PGEZ2 hamuje ich funkcje i proliferacje) [2], makrofagach [65],
neutrofilach [89], adipocytach [8], astrocytach typu2 [24], osteoblastach [14,], ko-
madrkach miesnia rzeskowego oka [42], komodrkach $Sluzéwki macicy [28] i tkanki
mozgowej. Receptor ten znajduje sie rowniez w komdrkach kanalikow zbierajacych
nerki [75], gdzie jest odpowiedzialny za stymulacje reabsorbcji wody i Na+. Inne
funkcje, ktore spetnia receptor EP2, to relaksacja miesni rzeskowych w jelicie kretym
i tchawicy, rozszerzanie naczyn krwionosnych [21] oraz regulacja temperatury ciata.
PGEZ2 odgrywa niezwykle istotng role w kontroli cyklu snu i czuwania [49], jednak
uczestnictwo receptora EP2 nie jest w tym przypadku do korica udokumentowane.
W procesie aktywacji cyklazy adenytanowej przez receptor EP? uczestniczy biatko
regulatorowe Gs [9,14,21,24,75]. By¢ moze role te moze spetnia¢ biatko G inne
niz klasyczne biatko Gs, ale zdolne do aktywacji cyklazy adenylanowej [8]. Jak
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dotad nie ma zgodnosci co do ilosci miejsc wigzacych ligand w receptorze EP2.
W komorkach miesnia rzeskowego oka [42] receptor ten charakteryzuje sie po-
siadaniem tylko jednego miejsca wigzagcego PGE2 o wysokim powinowactwie
(Kd=0,9 nM). Natomiast dla tego samego receptora w mézgu i w komorkach P388Dj
linii wywodzacej sie od makrofagéw mysich [65] ustalono obecno$¢ dwdch miejsc
wigzacych, o wysokim i o niskim powinowactwie (KdI=2,I nM, Kd2= 272nM).
Grupa Ichikawy [21,77-80] badajaca rézne podklasy receptorow EP ustalita, ze
ich struktura cechuje sie obecnoscig siedmiu transbtonowych domen. Majg rowniez
dtugi fragment C-koricowy, co wskazuje na podobienstwo do receptorow [X-adre-
nergicznego i Dj-dopaminergicznego. Potencjalne miejsca N-glikozylacji znajduja
sie w rejonie N-koncowym i w drugiej petli zewngtrzkomdrkowej. Sposrdd wszy-
stkich receptoréw EP9 charakteryzuje sie najwyzszg swoistoscig wigzania PGE]j,
réwng swoistosci wigzania PGE2. Ma cztery potencjalne miejsca fosforylacji przez
zalezng od cAMP kinaze biatkowa: w trzeciej domenie wewngtrzkomodrkowej i
rejonie C-koncowym, co takze jest podobieristwem do receptora [¥-adrenergicz-
nego. Analiza Northern biot wykazata obecnos¢ mRNA dla EP2 w najwiekszych
ilosciach w grasicy i w jelicie kretym, a ponadto w ptucach, sercu, Sledzionie i
macicy. Obecnie przyjmuje sie istnienie dwu receptoréw zamiast jak poprzednio
jednego: wiasciwego PGE2 zbudowanego z 362 reszt aminokwasowych oraz EP4
ktéry sktada sie z 513 reszt. Bastien i wsp. [4] dla ludzkiego receptora EP2, ktéry
ulega bardzo silnej ekspresji w jelicie cienkim (a takze wystepuje w innych tkankach
ludzkich), podajg 488 reszt aminokwasowych, uzyskanych z cDNA pochodzacego
z biblioteki genowej ptuc cztowieka. Regan i wsp. [68] otrzymali drogg klonowania
z tozyska ludzkiego tzw. Hup-4, klon kodujacy biatko o 358 resztach aminokwa-
sowych o ok. 30% identycznosci z innymi receptorami prostaglandyn wigczajac
w to ludzkie i mysie oznaczane jako EP2. Hup-4 ulega ekspresji w macicy ludzkiej
i leukemicznych komorkach ludzkich HL-60 i dziata tam jako receptor EP9

Receptor EP3

Sposréd wszystkich receptordw PGEZ2 receptor EP3 zostat najlepiej poznany i
scharakteryzowany farmakologicznie. Jest chyba rowniez najszerzej rozpowszech-
nionym receptorem prostanoidow, wystepuje m.in. w miometrium ludzkim i szczu-
rzym [15], sercu [41,44], adipocytach [8,85], komdrkach HIT (klonalna linia
trzustkowych komoérek B), hepatocytach [62], komdrkach tucznych [59], sympa-
tycznych widknach nerwowych, komoérkach kanalikow zbierajacych nerki [75], rdze-
niu nerki i nadnerczy oraz w S$luzéwce zotgdka.

Receptor ten uczestniczy aktywnie we wszystkich farmakologicznych procesach,
w ktorych uczestniczy receptor PGE2. Réwniez i w przypadku tego receptora badacze
nie sg zgodni co do ilosci miejsc wigzacych ligand. Dla receptora EP3 z serca
i z $luzéwki zotgdka stwierdzono obecnos¢ dwdch miejsc wigzacych - o wysokim
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i 0 niskim powinowactwie do PGE2(Kdl=0,018-2 nM, Kd2=1.9-319 nM) [41,44,],
jednakze zgodnos$¢ tych wynikéw nie jest dobra. Natomiast w znacznie lepszej
zgodnosci pozostajg wyniki badaczy sugerujacych istnienie tylko jednego miejsca
wigzacego o wysokim powinowactwie (Kd=1-9,66 nM; uzyskane wartosci zalezaty
od rodzaju komdrek oraz od tego, czy analiza Scatcharda wykonywana byta w
obecnosci GTP lub jego analogbéw, czy tez nie [78].

Receptor EP3 hamuje tworzenie cCAMP przez biatko regulatorowe Gj wrazliwe
na toksyne krztusca [9,15,56,62,75,78]. Opr6cz tego receptor EP3 moze wptywac
na metabolizm fosfoinozytyddw, przy czym posredniczy woéwczas biatko G nie-
wrazliwe (Gg?) lub wrazliwe [59] na te toksyne. Swiadczy to, ze jeden receptor
moze oddziatywaé z réznymi biatkami G w zaleznosci od rodzaju komérki i jej
stanu czynnosciowego. Wykazano, ze w komorkach CHO, w ktorych nastgpita
ekspresja cDNA dla receptora EP3 wykazano, Ze receptor moze funkcjonalnie od-
dziatywa¢ z ré6znymi odmianami biatek G wrazliwych na toksyne krztusca (Gjl,
Gj2, Gj3 i GO0), ale z r6znym powinowactwem [56]. Poza tym, inaczej niz w
przypadku innych receptorow zwigzanych z biatkami G, kompleks receptor EP3-
biatko G wykazuje niskie powinowactwo do PGE2, podczas gdy wolny receptor
wysokie. Poglad, ze EP3 nalezy do tej wielkiej rodziny receptoréw zwigzanych
z biatkami G potwierdzito uzyskanie cDNA kodujacego ten receptor [78]. Na tej
podstawie ustalono, ze taricuch polipeptydowy biatka receptorowego skfada sie z
365 reszt aminokwasowych. Ma dwa potencjalne miejsca fosforylacji przez kinaze
biatkowg zalezng od cAMP w pierwszej domenie cytoplazmatycznej, a potencjalne
miejsca N-glikozylacji to region N-koricowy i druga petla zewngtrzkomrkowa (ana-
logicznie, jak EPj i EP2). Obecnos¢ mRNA tego receptora zostata potwierdzona
w nerkach, a ponadto w mézgu, grasicy, ptucach, sercu, zotadku i $ledzionie. Grupy
Ichikawy i Narumiyi [24,28,55,78] stwierdzity istnienie trzech form receptora EP3:
a, (3 y. Dziatanie prostaglandyny E2 przez wszystkie formy receptora EP3 polega
gtébwnie na hamowaniu cyklazy adenylanowej, ktdre rozni sie w zaleznosci od
tkanki, a takze wg tych autorow oddziatuje réwniez na inne wtdérne przekazniki
i ich szlaki metaboliczne. Podklasy tego receptora majg typowg strukture podobng
do receptora (3-adrenergicznego z siedmioma hydrofobowymi domenami trans-
btonowymi oraz identyczne miejsca glikozylacji i fosforylacji, jak opisano wyzej.
R6zni je natomiast struktura cytoplazmatycznego C konca, kodowanego przez rézne
sekwencje nukleotydowe cDNA. Wynoszg one 30, 26 i 29 reszt aminokwasowych
odpowiednio dlaEP3a, EP3pi EP3y. Koniec ten nie uczestniczy w wigzaniu agonistéw,
gdyz jest ono identyczne dla trzech form tego receptora. Réznig sie natomiast
oddziatywaniem biochemicznym. EP3a hamuje cyklaze adenylanowg bardziej sku-
tecznie niz EP3p. C-koniec wszystkich form decyduje o efektywnosci aktywacji
biatek G oraz rodzaju tych biatek, na ktére oddziatuje. Jest ono modulowane przez
nukleotydy gwaninowe: wzmagajg one wiazanie EP3a i EP3", a zmniejszajg EP3p
nie wptywajac na wigzanie ani na dysocjacje kompleksu PGE2 z receptorem [55].
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Obiecujgce wyniki badan receptorow w poszczeg6lnych pochodnych PGSosigga
sie przy zastosowaniu swoistych antagonistow i/lub agonistow. Lanthom i wsp.
[38] sugerujgnawet udziat poszczeg6lnych klas lub podklas receptoréw EP w réznych
procesach fizjologicznych, na ktére oddziatujg prostaglandyny; np. wywotujace bie-
gunke dziatanie PGSnie jest spowodowane aktywnoScig receptora EP3, zalezy na-
tomiast od EPj, podczas gdy wiasnosci cytoprotekcyjne i zmniejszajace wydzielanie
prostaglandyn sa warunkowane gtéwnie dziataniem receptoréw EP3 nie zalezac
od aktywnosci EPj. Schmid i wsp. [71] badajac réznice w biochemicznym i farma-
kologicznym oddziatywaniu receptora EP3 uzyskali cDNA kodujacy ten receptor
z ludzkiej macicy i stwierdzili siedem wariantéw cDNA, ktére kodujg szes¢ r6znych
form receptora EP3: EP3al, EP3a2, EP3b, EP3c, EP3d, EP3e, EP3f wg nomenklatury
tych autoréw. Ekspresja tych form zalezy od tkanki [71], u ludzi jest bardzo wysoka
w nerkach i trzustce. Badacze ci twierdza, ze "ich" formy EP3a, EP3b i EP3 sg
identyczne z ludzkimi trzema formami tego receptora, opisanymi ostatnio w li-
teraturze oraz ze badane przez nich formy tego receptora wykazujg wysokie po-
dobieAstwo do receptordw EP3 innych gatunkéw. Wszystkie sze$¢ form EP3
wykazuje te samg odpowiedZ po zwigzaniu prostaglandyny E2, tzn. hamowanie
cyklazy adenylanowej oraz wzrost [CaZ+]j. Autorzy ci [71] zapowiadajg dalsze
badania nad réznicami w odpowiedzi komdrkowej (dla roznych tkanek) na PGE2
oraz klinicznym uzyciem réznych analogow.

Receptor EPg

Doniesienia na temat istnienia tego receptora pojawity sie w literaturze w latach
1994/1995. Jak wspomniano poprzednio, zostat on wytoniony z podklasy EP2 Wie-
kszos¢ prac ostatnich dwu lat stosuje wiec podziat receptora klasy E na cztery,
a nie jak poprzednio na trzy gtéwne podklasy [4,7,13,22,68,82]. Coleman i wsp.
[7] opisali w 1994 r. receptor obecny w preparatach zyty odpiszczelowej noworodkow
Swinskich, nie bedagcym zadnym ze znanych podtypéw, tj. EP] EP2 czy EP3, lecz
farmakologicznie i biochemicznie odrebnym, nazwanym przez nich EP4, ktéry sty-
muluje cyklaze adenylanowg i powoduje wzrost wewnatrzkomérkowego cAMP.
Autorzy stwierdzajg, ze tego typu receptor wystepuje poza tym w macicy chomikéw,
tchawicy szczura oraz miesniach gadkich noworodkéw $wini. Niezaleznie od tych
wynikéw Nishigaki i wsp. [60] stwierdzili istnienie nowego typu receptora EP4,
ktéry dawniej klasyfikowany byt jako EP2. Zespo6t ten sklonowat go z komorek
linii mysiej mastocytomy [60] i podobnie jak zesp6t Colemana stwierdzit, ze sty-
muluje cyklaze adenylanowg, ale rézni sie od EP2 odpowiedzig farmakologiczna
indukowang zwigzaniem pewnych ligandéw, przy czym zupeknie niejest aktywowany
przez butaprost, agoniste receptoréw EP2, a jest wrazliwy na AH 23848 B, poza
tym uzyskuje wysoka ekspresje w $ledzionie i odgrywa bardzo wazng role w uktadzie
immunologicznym oraz w nerkach. Trudno posadza¢ grupe badawcza Ichikawy
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[60,77-80] o pomytke lub brak doswiadczenia, gdyz jest to zesp6t majacy ogromne
zastugi w precyzyjnych badaniach receptoréw nie tylko klasy EP.

Receptor FP

Podobnie, jak w przypadku receptoréw innych prostanoidéw, obecno$¢ receptora
FP zostata stwierdzona w rozmaitych narzadach, tkankach i komdérkach m.in. w
oku [10], macicy [15,31], ciatku z6ttym [37,90], komorkach miesni gtadkich naczyn
krwiono$nych [43] i astrocytach typu-2 [24,33]. Miejsca wigzace swoiscie PGF2a
zostaty réwniez bardzo dobrze scharakteryzowane w szczurzych hepatocytach [57].
Zwigzanie PGF2a ze swoim receptorem prowadzi do aktywacji fosfolipazy C, a
w konsekwencji do aktywacji obrotéw metabolicznych PtdIns i wzrostu [Ca2+]j
[10,15,24,33,45,51,77], przy czym wapn moze pochodzi¢ nie tylko z zapaséw we-
wnatrzkomérkowych, ale takze moze by¢ dostarczony do wnetrza komdrek przez
kanaty wapniowe aktywowane przez receptor [33]. W procesie tym uczestniczy
biatko regulatorowe G, najprawdopodobniej niewrazliwe na toksyne krztusca biatko
Gq [16], cho¢ w komorkach typu osteoblastéw PGF2a indukuje hydrolize Ptdins
przez biatko G wrazliwe na wymieniong toksyne. Sprawe komplikuje nieco fakt,
ze przynajmniej niektdre efekty dziatania PGF2a moga by¢ spowodowane uwol-
nieniem innych pochodnych AA nakomérke docelowg i ich autokrynnym dziataniem
[31]. 1zolowane btony hepatocytow majg dwa miejsca o wysokim i o niskim po-
winowactwie do ligandu (odpowiednio Kdl=3 nM, Kd2= 426 nM), ale tylko
miejsce o niskim powinowactwie jest zwigzane z biatkiem G [57]. Obecno$é dwdch
receptoréw, o wysokim i o niskim powinowactwie do PGF2a zostata réwniez wy-
kazana w ciatku z6ktym owcy [37], aczkolwiek inni badacze [90] nie potwierdzaja
tego i sktaniajg sie raczej do tezy o obecnos¢ tylko jednego receptora FP o wysokim
powinowactwie (Kd=6,4 nM). Receptor FP moze réwniez wigza¢ swoiscie PGD2
[15,24] i ta wiasciwos$é swoistego wigzania wiecej niz jednej pochodnej wydaje
sie byé charakterystyczna dla wiekszosci receptoréw prostanoidow. Otrzymanie
cDNA kodujacego mysi receptor FP pozwolito na uzyskanie wielu informacji do-
tyczacych jego struktury i wiasnosci biochemicznych [77]. Receptor FP zbudowany
jest z 366 reszt aminokwasowych, a obecnos¢ siedmiu domen transbtonowych swiad-
czy ojego podobieAstwie do innych receptoréw prostanoidow, przy czym najwieksza
homologia sekwencji wystepuje pomiedzy FP i EP] (47% identycznosci w sekwencji
domen transhtonowych) oraz FP i TP (48%). Potencjalne miejsca N-glikozylacji
znajdujg sie w rejonie N-koncowym iw trzeciej petli zewnatrzkomdrkowej. Fragment
C-koncowy zawiera potencjalne miejsca fosforylacji. Analiza Scatcharda wykazata
obecno$¢ tylko jednego miejsca wigzacego PGF2az wysokim powinowactwem (Kd=
1,32 nM). Najwieksze ilosci mRNA tego receptora wykryto w komoérkach ciatka
z6tego, a nieco mniejsze w nerkach, sercu, zotgdku i ptucach.
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Receptor IP

Stosunkowo mniejsze niz o innych receptorach sg informacje dotyczace IP -
receptora PGI2, co wynika z braku odpowiednich antagonistow umozliwiajgcych
uptynnienie biatka receptorowego do stanu homogennego bez utraty jego zdolnosci
wigzacych [80]. Sama prostacyklina jest nietrwalg w warunkach fizjologicznych
pochodna, powstajaca gtdwnie w komorkach endotelialnych w $cianach aorty, w
ptucach i sercu. Dziata po zwigzaniu ze swoistym receptorem wywotujgc farmako-
logiczne i biochemiczne zmiany w tym aktywuje cyklaze adenylanowa, wzrost
cAMP, dziatajac przez biatka G [1,15,47,69,70,74,85]. Sklonowano go z biblioteki
genowej z ptuc szczuréw [69 ], ma typowag strukture siedmiu transbtonowych domen
i sktada sie z 416 reszt aminokwasowych. Receptor IP zostat stwierdzony w mio-
metrium szczura [15], ludzkich leukocytach zasadochtonnych [86], komérkach tu-
cznych [70], preadipocytach [85], ptytkach krwi [47,74], miesniach gtadkich naczyn
krwionosnych [31,43], r6znych liniach komo6rek nowotworowych [1,80].PGE] wigze
sie do tego receptora z wysokim powinowactwem i dlatego przyjmuje sie, ze IP
jest wspdlnym receptorem dla PGI2 i PGEj [1,85]. W czgasteczce receptora wy-
rézniono dwa miejsca wigzace ligand: jedno o wysokim powinowactwie (Kd]=
0,5-9,8 nM), a drugie o niskim (Kd2=27-56 mM) [86]. Badania z uzyciem azy-
dofenylowych pochodnych izokarboksycykliny (analogdw prostacykliny) wykazaty,
ze receptor IP rozpoznaje réznice w absolutnej konfiguracji wigzanej czasteczki
przy weglu 15 preferujac izomer S [80]. Grupa Ichikawy [52,69] sklonowata mysi
receptor IP pochodzacy z grasicy o 417 resztach aminokwasowych. Ma 30-40%
identycznosci z receptorami PGE oraz TXA2. Herbert i wsp. [19] w 1995 r. za-
proponowali podziat receptora IP na trzy podklasy, analogicznie do podklas EP.
Zatem wg nich IP1 powoduje aktywacje fosfolipazy C, IP2 stymuluje cyklaze ade-
nylanowag przez biatka G, natomiast w przewodach zbierajgcych kory nerki krélika
[19] jest receptor IP3 ktory hamuje przewodnictwo wody stymulowane wazopresyng
oraz hamuje cyklaze adenylanowa. PGE2 moze sie z nim wigza¢, ale nie moze
go aktywowac.

Receptor TP

Receptor TXA2PGH2, czyli TP, byt pierwszym, dla ktérego otrzymano fun-
kcjonalny cDNA [53], co pozwolito na petne potwierdzenie wczesniejszych teorii
na temat struktury receptoréw prostanoidéw. Obecno$¢ receptora TP zostata wy-
kazana w plytkach krwi [30,63,81] , megakariocytach [11], miesniach gtadkich
naczyh krwionos$nych [12,45] i ptuc [61], komorkach mezenchymalnych kiebuszka
nerkowego [43,81], astrocytach w hodowli [54], komdrkach nowotworowych astro-
cytoma [12] i HeLa [58] oraz w nabtonku endotelialnym [67]. Analiza Northern
biot ujawnita, ze organem najbogatszym w TP jest grasica, $ledziona, ptuca, nerki,
macica, mozg i serce. Mniejsze ilosci zostaty wykryte w watrobie, zotadku, jelicie
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kretym i jadrach [53]. Ustalono, ze aktywacja receptora TP (podobnie, Jak re-
ceptoréw EP| i FP) prowadzi do degradacji Ptd Ins(4,5)P2 i wzrostu [Ca +]9 po
wczesniejszej aktywacji fosfolipazy C [11,43,55,65,81 ], aw procesie tym uczestniczy
biatko regulatorowe G [53], niewrazliwe na toksyny krztusca i cholery [50]. Dzigki
zastosowaniu technik chromatografii o wysokim powinowactwie i wysokocisnie-
niowej chromatografii cieczowej (HPLC) udato sie oczysci¢ receptor TXA2PGH9
z ludzkich ptytek krwi i okresli¢ jego mase czgsteczkowg na 55 kDa. Oczyszczony
receptor ma pojedyncze miejsce wigzace o Kd=4 nM [30]. Dalsze badania nad
tym receptorem wykazaly obecno$é w jego czasteczce reszt cukrowych przyta-
czonych wiazaniami N-glikozydowymi. Masa czasteczkowa po trawieniu N-gli-
kozydaza F wynosita tylko 32 kDa. Réwnoczesnie sklonowano cDNA i na tej
podstawie ustalono sekwencje aminokwasowg receptora TP z endotelium cztowieka
[67], ptuc myszy [53] i astrocytéw szczurzych [32]. Udowodniono, ze receptor
TP nalezy do wielkiej rodziny receptoréw zwigzanych z biatkami G, dzielagc z
nimi charakterystyczng strukture siedmiu hydrofobowych transbtonowych domen
o konformacji a-helisy [64]. Receptor ludzki i mysi wykazujg ogromne podobienstwo
- ancuch polipeptydowy sktada sie odpowiednio z 343 i 341 reszt aminokwasowych,
chociaz Raychowdhury iwsp. [67] ocenili ludzki receptor TxA2na 369 reszt. Wynika
to z mozliwosci istnienia izoform receptora TP. Sekwencja aminokwasowa jest
zgodna w 76%, a wewnatrz hydrofobowych domen az w 85% [53]. Dla poréwnania,
zgodnos$¢ tej sekwencji mysiego receptora TP z sekwencjg mysiego receptora EPj
wynosi tylko 35% [88]. Dlatego uwaza sie, ze receptor TXAZ2 mysi i ludzki jest
tym samym receptorem, a istniejgce drobne réznice wynikajg z réznic gatunkowych.
Analiza Scatcharda wykazata obecnos¢ jednego miejsca wigzacego ligand o Kd=3,3
nM [53]. Wynik ten wskazuje na bardzo dobrg zgodno$¢ z Kd dla oczyszczonego
receptora z ludzkich ptytek krwi [30]. Natomiast wartosci Kd uzyskane dla re-
ceptoréw TP charakteryzowanych w innych komaérkach réznig sie znacznie od siebie
(Kd=0,17-185 nM), nalezy jednak pamieta¢, ze w tych przypadkach nie wykonywano
doswiadczen z oczyszczonym receptorem [45,76,81]. Poza tym niektérzy badacze
sugerujg istnienie dwoch odmian (podklas) receptora TP [58,63]. Udowodniono,
ze receptor TP obecny w komorkach linii HeLa aktywuje fosfolipaze C przez biatko
G wrazliwe na toksyne krztusca, a w tych komodrkach miejsca wigzace TXAZ2 i
PGH2 wystepujg oddzielnie [58]. Mysi receptor TP zawiera pie¢, a ludzki cztery
potencjalne miejsca fosforylacji przez kinaze biatkowg C. Uwaza sige, ze kinaza
biatkowa C odgrywa gtdwng role w funkcjonalnym, heterologicznym unieczyn-
nianiu receptora. Natomiast obecno$¢ "konserwatywnych" reszt serynowych i treo-
ninowych w dwoch pierwszych petlach wewnatrzkomdrkowych i rejonie
C-koncowym decydowataby o indukowanym przez agonistow homologicznym unie-
czynnieniu receptora [53]. Te drugg hipoteze potwierdzajg badania grupy Halushki
[63], w wyniku ktorych ustalono, ze unieczynnienie receptorow TP w phytkach
krwi jest niezalezne od tworzenia wtornych przekaznikdw, natomiast jest zwigzane
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ze zmiang powinowactwa do agonistow, jak rdwniez zmniejszeniem ilosci miejsc
wigzacych (przyspieszona internalizacja receptora i jego degradacja). Receptor TP
oprocz TXA2 i PGH? w niektorych komérkach wigze swoiscie i z duzym po-
winowactwem 8-epi PGF2a - biologicznie aktywng pochodng AA, ktéra powstaje
w reakcji peroksydacji katalizowanej przez wolne rodniki i ktorej dziatanie uwaza
sie za patologiczne [26].

RECEPTORY LEUKOTRIENOW

Badania nad receptorami leukotrienéw koncentrujg sie przede wszystkim na po-
szukiwaniu odpowiednich trwatych i nietoksycznych antagonistéw, ktore miatyby
zastosowanie terapeutyczne [17,18,25], zwtaszcza w przypadku roznorodnych reakcji
alergicznych, mniej za$ na scharakteryzowaniu samych biatek receptorowych. Nalezy
podkreslié, ze leukotrieny zdefiniowano jako osobna grupe zwigzkéw dopiero w
1979 roku. Receptory leukotrienéw stwierdzono w wielu komérkach ssakéw: w
leukocytach wielojadrzastych [25,73], komdrkach ptuc i tchawicy [36], komdrkach
skory i miesni gtadkich zotgdka [46], komdérkach serca [17], makrofagach, eo-
zynofilach, btonach komérek Sledziony i mézgu [3]. Ostatnie doniesienia wskazuja
na obecnosc¢ biatek wigzacych leukotrieny w hepatocytach oraz komorkach hepatomy
szczurzej i ludzkiej [40]. Zlokalizowano je w ptucach, mézgu i btonach izolowanych
z komory serca zaby Rana catesbeiana [3,7]. Do tej pory udato sie scharakteryzowac
trzy rézne receptory leukotrienow: receptor leukotrienu B4 (LTB4) [3,25,75] oraz
receptory leukotrienéw cysteinylowych (czyli LTC4, LTD4i LTE4) okreslane jako
LTj i LT2 [36,46] (tab. 1).

Receptor wigzacy LTB4w ludzkich leukocytach wielojgdrzastych majedno miej-
sce wigzace ligand i mase czasteczkowg ok. 65 kDa, a w kompleksie z biatkiem
G - 140 kDa. Najprawdopodobniej biatkiem tym jest biatko Gj, poniewaz obecnos¢
toksyny krztusca przed izolacjg receptora hamowata tworzenie kompleksu recep-
tor/biatko G [73]. Prace innych badaczy potwierdzajg role biatka Gj w procesie
oddziatywania ligand - receptor LTB4 u ssakéw. Badania poréwnawcze nad wig-
zaniem agonistow i antagonistow do receptora LTB4 z ludzkich leukocytéw wie-
lojadrzastych wykazaty istnienie przynajmniej jednej populacji tego receptora o
niskim powinowactwie do ligandu, ktora nie jest zupetnie zwigzana z biatkiem
G [25]. Jest to typowe dla receptorow #gczacych sie z biatkami G (tzn. receptor
niezwigzany z biatkiem G ma niskie powinowactwo do ligandu, forma zwigzana
z tym biatkiem - wysokie) [56], dlatego tez mozna przypuszczaé, ze réwniez receptor
LTB4 bedzie nalezat do tej wielkiej rodziny. Natomiast receptor LTB4 opisany
u zaby Rana catesbeiana raczej nie oddziatuje z biatkiem Gi? ponadto wigze ligand
z mniejszym powinowactwem (Kd=2,22 nM, podczas gdy dla receptora LTB4 u
ssakéw Kd=0,44-0,76 nM), co jednak moze byé réwnowazone stosunkowo duzg
liczbg receptorow w blonie. Receptor ten wigze swoiscie i z wysokim powino-
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wactwem LTB5 [3]. Receptory leukotrienéw cysteinylowych sg stabiej poznane.
Stwierdzono, ze istniejg dwa rozne receptory: LTj (zwany tez PLj), ktory jest
aktywowany przez LTD4 i LTE4 w jelicie cienkim i tchawicy $winki morskiej
i LT2 (PL2), aktywowany przez LTC4w tych samych narzadach. Jednakze zaréwno
LTj,jak i LT2moga by¢ aktywowane przez wszystkie trzy leukotrieny cysteinylowe
w innych tkankach. Istotna r6znica miedzy nimi (z farmakologicznego punktu wi-
dzenia) polega na tym, ze receptor LT2jest wrazliwy tylko na jeden ze znanych
antagonistéw leukotrienéw cysteinylowych, podczas gdy inne zwigzki antagoni-
styczne blokujg wytgcznie LTj [36,46]. LTj prawdopodobnie oddziatuje z biatkiem
Gj, natomiast LT2raczej nie. Sugeruje sie istnienie trzeciego receptora PL3. Receptor
ten wykazywatby wiec bardzo duze podobieristwo z niedawno odkrytym receptorem
LTC4 znajdujagcym sie w ptucach zaby Rana catesbeiana [6, 91]. Podsumowujac
ten rozdziat nalezy dodaé, ze niezbedne sg dalsze badania wyjasniajace strukture
tych receptoréw i mechanizm przekazywania przez nie sygnatu.

ZAKONCZENIE

Badania nad receptorami eikozanoidéw majace na celu poznanie ich struktury,
wspotdziatania z innymi biatkami o aktywnosci biologicznej (zaréwno zwigzanymi
z btong komorkowa, jak i wewnatrzkomdrkowymi) oraz funkcji w przekazywaniu
sygnatu przez wiasciwe im ligandy sg bardzo istotne. Z jednej strony maja charakter
poznawczy, z drugiej zas utylitarny, gdyz w przysztosci eikozanoidy (po uzyskaniu
odpowiednich ich pochodnych) zostang prawdopodobnie uzyte jako leki w réznych
jednostkach chorobowych. Juz obecnie w celach leczniczych stosuje sie pewne
zwigzki PGS

Czynnos$ciowy stan receptoréw, ktdre sg biatkami wigzacymi bardzo aktywne
biologicznie zwiagzki na powierzchni komorki, rowniez bedzie miat wptyw na sposéb
oddziatywania tych zwigzkéw na komorke, narzad, czy caty organizm. Stan fi-
zjologiczny receptorow ma wptyw na wiele efektdw biologicznej aktywnosci ei-
kozanoidéw, w tym réwniez na cytoprotekcje. Dlatego poznanie molekularnych
podstaw ich struktury i funkcji bedzie miato decydujace znaczenie w petnym wy-
jasnieniu mechanizmu dziatania tych zwigzkow.
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Streszczenie: W artykule oméwiono zjawisko ukierunkowanego wzrostu komérek nerwowych. Scha-
rakteryzowano wybrane czynniki biorace udziat w procesie naprowadzania aksondw oraz przedstawiono
aktualny stan wiedzy na temat mechanizméw rzgdzacych reakcjami ruchowymi stozkdw wzrostu i
procesem wydtuzania si¢ neurytow.

Stowa kluczowe: Ukierunkowany wzrost, naprowadzanie aksonéw, chemotropizm, elektrotropizm,
komorki nerwowe.

Summary: In the present paper the process of guided outgrowth of neural cells is discussed. Factors
influencing axon guidance are summarized, and current knowledge concerning the mechanisms control-
ling growth cones motility and neurits elongation is presented.

Key words: guided outgrowth, axon guidance, chemotropism, electrotropism, neural cells.

WSTEP

Komaérki nerwowe majg zdolnos¢ tworzenia wypustek nerwowych (neurytéw),
ktérych dtugos¢ niejednokrotnie jest tysigce razy wieksza niz $rednica ich ciafa.
Wypustki te tworzg miedzy soba skomplikowang architekture precyzyjnych potaczen,
przenoszacych informacje miedzy komoérkami nerwowymi nieraz na bardzo duzg
odlegtos¢. Wielu badaczy prowadzi badania zmierzajgce do wyjasnienia, jak neuryty
odnajdujg miejsca docelowe i co je do tych miejsc naprowadza.

*Praca czesciowo finansowana w ramach grantu KBN 6 P204 057 07
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Jednym z pierwszych, ktory postawit to pytanie, byt fizjolog Santiago Ramon
y Cajal w 1892 roku. (cyt. za Baier H., Bonhoefer F. [3]). Zaobserwowat on w
utrwalonych skrawkach pochodzacych z embrionalnej tkanki nerwowej ameboidalne
zgrubienia, ktére uwazat za wydtuzajace sie wypustki (aksony i dendryty). Ramon
y Cajal nazwat te zgrubienia stozkami wzrostu i intuicyjnie przypisat im role w
odnajdywaniu $ciezek migracji oraz rozpoznawaniu miejsc docelowych wzrostu
komorek nerwowych. Zaproponowat on réwniez tropiczny mechanizm naprowa-
dzania komérek nerwowych przez substancje uwalniane z komérek docelowych.
W 1909 roku Harrison po raz pierwszy zaobserwowat wzrost stozk6éw wzrostu
pochodzacych z ektodermy Rana salvatica [34]. Obserwacje swoje prowadzit on
in vitro w hodowlach w kropli odwrdconej i potwierdzit zdolnosci stozkéw wzrostu
do wykonywania ruchow, ciggtej zmiany ksztattow, wydtuzania sie i wycofywania.

Komorki nerwowe odpowiadaja na lokalne zmiany $rodowiska zewnetrznego
aktywnymi reakcjami ruchowymi czubkdw neurytéw (stozkéw wzrostu). Ostateczny
kierunek wzrostu, jaki przyjmuja aksony, a w szczegolnosci te, ktére przewodzace
impulsy do ciata komérki nerwowej, jest wypadkowa wielu zmiennych, przez ktére
Srodowisko zewnetrzne oddziatuje na neurony [18, 51, 73]. Zmiennymi tymi moga
by¢ zarébwno anizotropowe podioze, na ktérym rosng komorki, o zmieniajgcych
sie: adhezywnosci [6, 11, 54, 77] lub zréznicowanej rzezbie [10], jak i gradient
stezerh substancji chemicznej [3, 94]. Anizotropia podioza moze polega¢ réwniez
na ekspresji rdznych biatek macierzy zewnatrzkomérkowej, ktére stanowig podtoze
dla wydluzajgcych sie aksondéw [40]. Podtozem dla wzrostu neuronéw moze byé
takze powierzchnia komdérek, takich jak: komérki nabtonka nerwowego, mezen-
chymy, komorki miesni, neurony oraz inne komorki napotkane na drodze przez
wydtuzajace sie aksony [37, 73].

Obecnie uwaga badaczy skoncentrowana jest na poznaniu molekularnego me-
chanizmu oddziatywania biatek naprowadzajacych stozki wzrostu z ich receptorami
w komorce [47, 51]. O ile o budowie tych biatek wiadomo stosunkowo duzo,
to wiadomosci na temat mechanizmu aktywacji ich receptora, transdukcji sygnatu
w bitonie i w konsekwencji dynamicznych zmian w cytoszkielecie stozka wzrostu
sg mimo licznych badan stosunkowo skape [52, 58].

BUDOWA STOZKA WZROSTU NEURYTOW

Podczas wzrostu embrionalnych komérek nerwowych stozki wzrostu sg tymi
strukturami, ktére wykazujg najwiekszg aktywnos$¢ ruchowg. Aktywnos¢ ta objawia
sie jako wydtuzanie i wycofywanie wypustek, skrecanie (ang. turning), czyli od-
chylanie wypustek od pierwotnej osi wzrostu, rozgatezianie (ang. branching) i na
koniec tworzenie synaps (rys. 1). Stozki wzrostu majg zdolno$¢ do przemieszczania
sie, wydtuzania i tworzenia rozgatezien nawet po odcieciu ich od ciata komorki
[89]. Ta duza ruchliwo$é stozkébw wzrostu neurytow zwigzana jest Scisle z ich
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budowga. Majg one, co zaobser-
wowat ich odkrywca Ramon y
Cajal (1892) ameboidalny ksztatt.
Mozna wyr6zni¢ w nich dwie do-
meny: centralng i peryferyjng
[101].

Domena centralna (C, rys. 2)
sgsiaduje z trzonem neurytu i jej
struktura jest wzmocniona przez
wigzke mikrotubul wchodzacych
do stozka wzrostu i kofczacych
sie w nim na ksztatt wachlarza.
Na domene peryferyjng (P, rys.
2) skfada sie zewnetrzna cze$é
stozka wzrostu. Jest ona pozba-
wiona organelli komorkowych,
szeroka, wachlarzowato rozpta-
szczona [30]. Stanowi najbardziej
dynamiczny obszar stozka wzro-
stu, ulegajacy cyklicznym ru-
chom, ktérym towarzyszy two-
rzenie i wycofywanie cienkich (o
$rednicy 0,2- 0,5 pm), dtugich na
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Rys. 1 Schemat ilustrujacy rézne typy aktywnosci ruchowej
stozkéw wzrostu. Poczatkowym etapem jest wydtuzanie sie
neurytu (A) i tworzenie na czubku rozptaszczonego lamelli-
podium (B). Stozki wzrostu wystepuja najczesciej w postaci
lamellipodium z licznymi, dtugimi i cienkimi filopodiami
(C). Po zadziataniu bodZca naprowadzajgcego dochodzi cze-
sto do rozgateziania (D) (ang. branching) lub skrecania
stozka wzrostu (E) (ang. turning). Reakcje: zatrzymania (F)
iwycofania (ang. retraction) (G) stozka wzrostu sg typowy-
mi reakcjami na dziatajgce bodzce hamujace (wg réznych
autorow)

kilka do Kilkudziesieciu mikrometrow filopodiéw (ang. filopodial protrusions).

A,s'2' w stO*ku wzrost” mozna wyroz-

mc dwie domeny: centralng (C) i pery-

feryjng (P). Domena centralna sasiaduje

z trzonem neurytu, natomiast peryferyj-

na znajduje sie w potozeniu dystalnym

w stosunku do czubka neurytu (schemat
wg [101] zmieniony)

Wzrost i retrakcja filopodidbw sg stosunkowo
szybkie i odbywajg sie ze S$rednig predkoscia
12 pm/min. Domene peryferyjng tworzy szerokie,
rozptaszczone lamellipodium, zajmujace proksy-
malne potozenie w stosunku do filopodiéw. La-
mellipodium porusza sie ruchem poréwnywalnym
z ruchem pseudopodiéow ameb.

Filopodia i lamellipodia petnig kilka waznych
funkcji zwigzanych z naprowadzaniem neurytow.
Ich zadaniem jest badanie (eksploracja) $rodo-
wiska zewnetrznego i przekazywanie informacji
do ciata komérki [31, 51, 60] oraz udziat w ru-
chiiwosci adherencji neura/téw do Podioza LG,

4/, 56, 5/J.
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ZMIANY W CYTOSZKIELECIE
PODCZAS NAPROWADZANIA STOZKOW WZROSTU

Cytoszkielet odgrywa gtowng role w procesach wydtuzania i naprowadzania
wypustek komérek nerwowych. Organizacja poszczeg6lnych elementéw cytosz-
kieletu, na ktory sktadajg sie filamenty aktynowe (mikrofilamenty) oraz mikrotubule,
zmienia sie gwattownie wewnatrz stozka wzrostu, zanim jeszcze zostang zaob-
serwowane zmiany jego ksztattu [96].

Wewnetrzny szkielet filopodiéw stanowiag wigzki filamentow aktynowych (ang.
actin bundles) [57, 61] oraz pojedyncze filamenty aktynowe, zréznicowane pod
wzgledem ksztattu i ustawienia [61] (rys. 7 A). Diuzsze filamenty aktynowe (od
3 do 6 pm) sa zebrane w wiazki i ustawione prostopadle wzgledem krawedzi
petzajgcego lamellipodium. Druga populacje mikrofilamentéw stanowia krétsze fi-
lamenty, czesto rozgatezione, tworzace gesty sie¢, wypetniajaca calg objetos¢ la-
mellipodium.

Komponent aktynowy cytoszkieletu ulega ciagtym przemianom we wnetrzu stoz-
ka. Istnieje wiele wskazowek na to, ze to gtdwnie aktyna jest zaangazowana w
ruchy petzajace neurytow [93]. Monomery aktyny znakowanej biotyng sa dobu-
dowywane do mikrofilamentéw tuz przy krawedzi rosngcego stozka wzrostu (w
czesci dystalnej stozka), do dodatnich koricow filamentow (ang. barbed ends), ktére
kontaktujg sie z biatkami btony komdrkowej [76]. Wyznakowane mikrofilamenty
przemieszczajg sie do wnetrza stozka, gdzie albo sg wbudowywane do cytoszkieletu,
albo ulegaja dysocjacji do monomerow aktyny. Aktyna bierze réwniez udziat w
ruchach zwigzanych z naprowadzaniem stozkéw wzrostu, takich jak "petzanie" la-
mellipodium, wydtuzanie i wycofywanie filopodiéw, tworzenie wstegowatych stru-
ktur miedzy filopodiami (ang. veils). Zaobserwowano in situ, ze podczas rozwoju
embrionalnego konika polnego neurony Til wykazujg zréznicowane nagromadzenie
aktyny w poszczegolnych obszarach stozka wzrostu [74]. Filopodia wychodzace
z tego samego stozka wzrostu mogag mie¢ rozng ilos¢ F-aktyny. Najwiecej jest
jej w filopodiach kontaktujgcych sie z komérkami docelowymi, a akumulacja aktyny
w poszczegblnych obszarach towarzyszy zmianie Kierunku rosnacego stozka.

Wydtuzanie sie aksonu (elongacja) jest uzaleznione od organizacji mikrotubul
[93]. Wypustki komérek nerwowych sg zdolne do wydtuzania in vitro bez udziatu
filopodiow i lamellipodiéw. Po podaniu cytochalazyny B (ktéra powoduje rozpad
mikrofilamentéw i retrakcje filopodiéw) nadal obserwuje sie wydtuzanie aksondw.
Neurony hodowane w obecnosci cytochalazyny B majg neurofilamenty i mikrotubule
typowe dla nie zmienionych komoérek nerwowych [67]. Réwniez do$wiadczenia
przeprowadzone in vivo potwierdzajg, ze dezorganizacja mikrofilamentéw nie za-
kitdca procesu elongacji, ma natomiast wptyw na odnajdywanie $ciezek migracji
przez stozki wzrostu. Aksony pozbawione filopodiéw tracg zdolno$¢ odnajdywania
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$ciezek migracji, a ich wzrost in vivo jest zaburzony [8]. Wydtuzanie sie aksonow
jest hamowane przez leki blokujace polimeryzacje tubuliny: nokodazol i kolcemid.

Mikrotubule w stozkach wzrostu, inaczej niz w aksonach, nie tworzg jednorodnej
wigzki, lecz sg utozone w spos6b nieregularny. Doswiadczenia przeprowadzone
in situ na neuronach Til pochodzacych z embrionéw konika polnego wykazuja,
ze mikrotubule tworza w stozkach wzrostu petle i wigzki, ktére utrzymuja roz-
gatezienia stozka, nie wnikajac jednak do filopodiow [87]. W stozkach wzrostu
obserwowany jest ciggty obrét mikrotubul kontrolowany przez zmienne warunki
srodowiska zewnetrznego [87]. Neurony zachowujg zdolnos¢ do tworzenia krotkich
wypustek pomimo zahamowania polimeryzacji tubuliny nokodazolem. Nawet wczes-
niejsze zadziatanie toxolem (ktory stabilizuje mikrotubule) i zablokowanie poli-
meryzacji mikrotubul przez nokodazol nie hamuje tworzenia krotkich wypustek
przez neurony wspbétczulne in vitro. Sugeruje to, ze poczatkowy etap tworzenia
neurytéw nie zalezy od polimeryzacji mikrotubul [92].

W stozkach wzrostu zachodzi rowniez intensywne dobudowywanie skiadnikéw
btony komorkowej. Zaobserwowano przemieszczanie sie prekursora fosfolipidow
(glicerolu) do dystalnych obszaréw w izolowanych stozkach wzrostu. Znakowany
radioaktywnie glicerol towarzyszyt charakterystycznym pecherzykom, ktére licznie
wystepujg w stozkach wzrostu [83]. Takze preferencyjna egzocytoza biatek jest
obserwowana w stozku wzrostu. Nowo syntetyzowane biatka egzogenne pojawiajg
sie najpierw na powierzchni czubkéw aksonéw iniedojrzatych dendrytéw. Receptory
limfocytéw CD8c wprowadzone do komdrek nerwowych z hipokampow zarodkdw
szczura przy uzyciu wektora herpesvirus-CD8a byty wykrywalne w ograniczonym
obszarze stozkow wzrostu juz po 8 godzinach od transfekcji komérek. Po 20 go-
dzinach biatko CD8cc byto obecne na powierzchni catego neuronu [13].

Zastosowanie techniki SPT ( ang. single particle tracking), ktéra polega na
tym, ze biatka lub lipidy btonowe znakuje sie przeciwciatami zwigzanymi z kulkami
lateksowymi lub koloidalnym ztotem o $rednicy mniejszej niz 1 |Jm, umozliwia
$ledzenie przeptywu btony komdrkowej oraz dyfuzji jej sktadnikdéw w rosngcym
aksonie. Stwierdzono, stosujgc te metode, ze wystepuje intensywna wymiana skiad-
nikow btony w aksonach polegajgca na ich szybkim przeptywie (7 (im/min) wzdiuz
wypustki w kierunku od stozka wzrostu do ciata komorki [14].

BIALKA SUBSTANCJI MIEDZYKOMORKOWEJ
BIORACE UDZIAL W NAPROWADZANIU AKSONOW

Substancja miedzykomdrkowa (ang. extracellular matrix - ECM) ma ztozony
sktad chemiczny, a zatem rézne witasciwosci fizykochemiczne. Tworzy jg wiele
réznych biatek, do ktorych zaliczane sa biatka kolagenowe i niekolagenowe gli-
koproteiny, takie jak: lamininy, fibronektyny, trombospondina, tenascyny i inne
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[48]. Migracja neuronéw (komarek grzebieni nerwowych) jest ukierunkowana przez
biatka substancji miedzykomoérkowej [72]. Fromherz in vitro wykazat, ze wzrost
neurytow z neuronéw pijawek (Hirudo medicinalis) jest kontrolowany przez wzoér
na podtozu pokrytym ekstraktem biatek ECM [27]. Dowiddt on tez, ze biatka ECM
regulujg rozgatezianie i naprowadzanie stozkéw wzrostu, ale koncowa (ostateczna)
arboryzacja jest niezalezna od podtoza [28]. Stozki wzrostu neurytéw wedrujg po
$ladach wyznaczonych przez biatka ECM (rys. 3 A), natomiast neuryty nie rosng
po $ladach wyznaczonych przez migrujgce stozki. Majg tendencje do skracania
sie (rys. 3 B), a ich kontakt z podtozem wydaje si¢ by¢ zerwany przez sity, ktére
naprezajg neuryty i wplywajg na ich przyczepno$¢ do podioza.

Receptorami w komoérkach dla biatek substancji miedzykomaérkowej sgintegryny
- biatka integralne bton komdrkowych, ktdére biorg udziat w adhezji komorek do
biatek ECM oraz w adhezji typu komérka-komorka (rys. 4). Nazwa integryny zostata
wprowadzona dla tych receptorow poniewaz tgczg one (integrujg) cytoszkielet ko-
morki z substancjg miedzykomorkowa [86]. Integryny sg duzymi heterodimerami
zbudowanymi z dwdch podjednostek: a, [3 Masa czasteczkowa dla wiekszej pod-
jednostki a waha sie od 120 do 180 kD, a mniejszej 3 od 90 do 110 kD [49].
Znanych jest okoto 20 rodzajéw heterodimerdw integryn, ktére sg utworzone przez
potaczenia jednej z 8 podjednostek [3i jednej z 15 podjednostek a [41, 86]. Pod-

Rys. 3. Schemat ilustrujacy, wjaki sposob neuryty komorek nerwowych pijawek sg naprowadzane przez

biatka substancji miedzykomorkowej (ECM). Stozki wzrostu neurytéw wedrujg po $ladach wyznaczo-

nych przez biatka ECM (A), natomiast neuryty majg tendencje do skracania sie (rys. 3 B), a ich kontakt

z podtozem wydaje sie by¢ zerwany przez sity, ktére naprezaja neuryty i wptywajg na ich przyczepnosé
do podtoza (wg [28] zmieniony)
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jednostki a i (3tworzg w integrynach zewnetrzng domene o charakterze globulamym.
Na domenie tej znajduje sie obszar wigzacy ligand (biatka ECM lub receptor z
nadrodziny immunoglobulin), a powinowactwo i swoisto$¢ wigzania ligandéw za-
lezy od dwudodatnich kationéw: jonéw wapniowych, magnezowych i manganowych
(w zaleznosci od rodzaju integryn).

Heterodimery integryny nie sg wysoce specyficzne, co oznacza, ze kazda po-
jedyncza integryna moze wigza¢ sie z wiecej niz jednym ligandem, a naturalne
ligandy mogg wigza¢ wiecej niz jeden rodzaj integryny. Pierwszym odkrytym miej-
scem wigzania receptorow jest sekwencja RDG (Arg-Gly-Asp), ktéra wystepuje
u wigkszosci ligandow integryn: w fibronektynie, fibrynogenie, kolagenie, trom-
bospondinie i w wielu réznych biatkach [41, 86]. W komdrkach nerwowych gtdwng
role w kontakcie z biatkami ECM odgrywajg kompleksy integryn, ktére zawierajg
podjednostke [3]. Stwierdzono, ze w stozkach wzrostu neuronéw czuciowych pod-
jednostka (3 jest zlokalizowana na powierzchni komorki wzdtuz filopodiow, a jej
najwieksza koncentracja obserwowana jest na czubkach filopodiéw [60]. Przeciw-

Rys. 4. Biatka biorace udziat w adhezji komérek nerwowych. Biatko N-CAM (ang. neural celi adhesion
molecule) wystepujace w neuronach nalezy do licznej nadrodziny CAM. Wyrdzni¢ mozna w nim 5domen
immunoglobulinowych oraz dwie domeny fibronektyny typu Ill, ktére wystajg na zewnatrz komorki.
N-kadheryna jest biatkiem, ktérego funkcja zalezy od obecnosci jondw wapniowych. Przy N-koicu
czasteczki, we fragmencie wystajagcym na zewnatrz komorki znajduje sie domena wigzaca jony wapnio-
we. Cechg wspblng obu tych biatek jest udziat w homotypowych oddziatywaniach miedzy komdrkami.
Heterodimer integryny zbudowany jest z dwéch podjednostek: a i (3 w miejscu ich potgczenia znajduje
sie region wigzacy ligandy, stabilizowany w obecnosci jonéw dwuwartosciowych
(M++) (wg réznych autoréw)
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ciata skierowane przeciwko tej podjednostce hamuja wydiuzanie neurytéw i na-
prowadzanie stozkdw wzrostu in vitro [1, 25, 51].

Adhezja komorkowa za posrednictwem integryn jest bardzo wazna zaréwno w
procesie migracji komdrek nerwowych, jak i organogenezie ukiadu nerwowego.
Integryny mogg warunkowac kierunek i odlegto$¢ przemieszczania sie komorek.
Podanie in vivo peptydow zawierajacych sekwencje RDG albo przeciwciat przeciwko
integrynom hamuje catkowicie migracje komoérek grzebieni nerwowych w embrio-
nach kurzych [100].

Komaérki nerwowe sg zdolne do ekspresji r6znych integryn, moga wiec ulegaé
adhezji na kilku réznych biatkach. Wéréd biatek ECM, bedacych naturalnymi li-
gandami dla integryn, laminina (rys. 5) ma silne wtasciwosci indukowania wzrostu
neurytdw w wielu réznego typu neuronach [18, 40]. Podobny efekt wywotuje me-
rozyna, ktdra jest izoforma lamininy [23, 25]. In vitro laminina wptywa na zalezny
od jej dawki wzrost szybkosci migrujacych neuronéw wspoétczulnych [62]. Badania
z zastosowaniem metod immunofluorescencyjnych wykazuja, ze laminina wystepuje
wzdtuz Sciezek wzrostu wydtuzajacych sie aksonéw, zarowno w centralnym [59]
jak i w obwodowym uktadzie nerwowym [85]. Jej rozmieszczenie nie jest jednak
ograniczone tylko do miejsc wystepowania nerwow [103].

P. Clark i wsp. [11]w swoich doswiadczeniach in vitro zaobserwowali, Ze neurony
rozpoznajg wzor podtoza pokrytego lamining, kiedy pasy pokryte lamining sg szerokie
na 6 pm z odstepem co 6 pm (rys. 6 A). Na takim podtozu neurony rozciggajg
sie wzdtuz pasow lamininy. Wezsze pasy, o szeroko$ci 2 i 3 pm, gdy sg utozone
gesto (co 2 i 3 pm) nie powoduja ukierunkowanego wzrostu (rys. 6 B, C). Natomiast
gdy waskie (2 pm) pasy sg oddalone 0 25 pm, obserwuje sie wyrazne uporzadkowanie
wzrostu (rys. 6 D). Obserwacje te wykazujg, ze precyzja, z jakg stozki wzrostu
mogg by¢ naprowadzane, zalezy od adhezywnosci podtoza. Istniejg jednak pewne
ograniczenia ze strony komorki nerwowej dotyczace mozliwosci rozpoznania wzoru
oddziatujgcego na nig podioza.

Nie jest do koca rozstrzygniete, wjaki spos6b laminina ijej izoforma merozyna
oddziatujg na komorki. Sugeruje sie, ze laminina moze dziata¢ jako czynnik anty-
adhezyjny, ktéry utatwia wydtuzanie aksondw i migracje neurondw przez zwiekszanie
ruchliwosci stozkow wzrostu, a nie przez przyleganie ich do podioza [7, 51, 62].
Stozki wzrostu neuronéw z siatkowki zarodka kurczecia rosngce na podtozu z la-
mininy charakteryzujg sie mniejszym lamellipodium oraz dtuzszymi i mniej licznymi
filopodiami niz rosngce na podtozach o wiekszej adhezywnosci [6]. Doswiadczenia
Kuhna i wsp. [51] pokazuja, ze laminina powoduje trwaty wzrost predko$ci migracji
stozkdw wzrostu neuronéw pochodzacych ze zwojéw rdzeniowych (ang. dorsal
roots ganglions - DRG). Neurony DRG rosngce na podtozu pokrytym fibronektyng
byty naprowadzane przez rozmieszczone w ptaszczyznie kulki o $rednicy 4,5 pm
pokryte lamining. Kontakt stozka wzrostu neuronu DRG za posrednictwem filo-
podidw z kulkg pokrytg lamining powodowat gwattowne przyspieszenie migracji
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Rys. 5. Schemat ilustrujagcy budowe biatek substancji miedzykomoérkowej (fibronektyny i lamininy)
biorgcych udziat w naprowadzaniu komérek nerwowych. Fibronektyna ma dwie domeny odpowiedzial-
ne za przyczepianie, rozptaszczanie i migracje komaérek nerwowych: znajdujaca sie przy C-koncu domene
CS 1oraz wigzaca integryny domene RDGS. W czasteczce lamininy domena wigzaca integryny znajduje
sie w tafncuchu B2 (nazwana domeng Esg). Rowniez domeny 25K (w tafcuchu BI) i E3 (w fancuchu A)
maja udziat w regulacji wzrostu neurytéw. Na schemacie przedstawiono réwniez proporcje i podobien-
stwo miedzy netrynami a lamining. Czasteczki netryny 1i 2 wykazujg 40% homologii w regionie domeny
VI, a w regionie domeny V 47-48% homologii do taficucha B2 heterodimeru lamininy (wg [21, 88]
zmieniony)

stozka (wydtuzania neurytu). Jezeli w plaszczyznie rozmieszczonych byto kilka
kulek, to neuryty wydtuzaly sie po $ciezce wyznaczonej przez kulki. Efekt na-
prowadzania i przyspieszania wzrostu byt obserwowany jedynie wtedy, gdy kontakt
komorki nerwowej z kulkg zachodzit za posrednictwem stozka wzrostu i filopodiow.

Rowniez udziat lamininy w rozwoju neurytéw nie jest oczywisty. Przeciwciata
skierowane przeciwko domenie taricucha B2 lamininy, ktéra jest odpowiedzialna
za przyczepianie komorek i pobudzanie wzrostu neurondéw, hamuja migracje neu-
ronéw ziarnistych z mézdzka myszy w kokulturach in vitro [63]. Domena taficucha
B2 zwana domeng E8 jest miejscem wigzania receptora komérkowego - aB[3]
integryny i znajduje sie przy C-korcu czasteczki lamininy, w tak zwanym dtugim
ramieniu biatka (rys. 5) [24]. E8 nie jest jedyna domeng oddziatujacg na wzrost
neurytéw. W tancuchu Bl znajduje sie domena 25K, a w fancuchu A domena
E3 wigzaca heparyne i siarczan heparyny. Przeciwciata skierowane przeciwko tym
sekwencjom hamuja wzrost neurytdw [22, 25]. Peptydy zawierajgce sekwencje IK-
VAV, ktora znajduje sie w taiicuchu A lamininy i odpowiada za wydtuzanie sie
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Rys. 6. Clark i wsp. [11] uzyskali efekt naprowadzania neurytéw hodujac neurony z mézgu zarodka kury
na podtozu pokrytym pasami lamininy. (A) Neurony rozciagaja si¢ wzdtuz paséw lamininy o szerokosci
6 [im. (B, C) Kiedy podioze pokryte jest wezszymi pasami lamininy, o szerokosci 2 i 3 [im, w odstepach
2 i 3 gm, nie obserwuje sie efektu ukierunkowanego wzrostu neurytéw. (D) Waskie pasy lamininy o
szerokosci 2 |im, oddalone od siebie 0 25 gm, ukierunkowuja wydtuzanie sie neurytow wzdtuz paséw

neurytéw, hamuja rozrost wypustek z neuronéw z obwodowego uktadu nerwowego
[1]. Przypuszcza sie, ze domeny znajdujace sie przy karboksylowym korncu czasteczki
lamininy odgrywaja decydujaca role w reakcji naprowadzania stozkéw wzrostu
neurondw DRG przez laminine [51].

Yip i Yip [103] wykorzystujac swoje doswiadczenia in situ zasugerowali, ze
laminina nie jest czynnikiem decydujgcym w rozwoju obwodowego uktadu ner-
wowego. Mikroiniekcja antylamininy do zarodkéw kury nie wplywa na Kkierunek
wzrostu neuronéw wspétczulnych obwodowego uktadu nerwowego. Podobnie mi-
kroiniekcja blokeréw funkcji lamininy : INO (monoklonalnego przeciwciata wig-
zacego sie z kompleksem laminina-proteoglikan siarczanu heparyny) oraz JG22
(monoklonalnego przeciwciata rozpoznajgcego receptor komorkowy - [3] integryne
zaangazowang w adhezje komorki do fibronektyny, kolagenu i lamininy) nie zaktoca
normalnego wzrostu neuronéw wspotczulnych. Invitro antylaminina i JG22 hamujg
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wzrost neuronéw na poditozu z lamininy. Mikroiniekcja lamininy podczas ekspe-
rymentéw in vivo z czynnikami blokujgcymi lamining nie spowodowata tworzenia
alternatywnych potaczen nerwowych.

Kolejnym biatkiem biorgcym udziat w migracji i naprowadzaniu komérek ner-
wowych jest fibronektyna. Stwierdzono, stosujagc metody znakowania immuno-
fluorescencyjnego, ze rozmieszczenie fibronektyny i jej receptoréw komoérkowych
jest zgodne ze Sciezkami migracji komérek grzebieni nerwowych kurczecia, nie
jest jednak ograniczone tylko do tych miejsc [100]. Rozpoznano w fibronektynie
dwie domeny wigzace integryny odpowiedzialne za przyczepianie, rozptaszczanie
i migracje komorek nerwowych: RDGS i CS1 (rys. 5). Grupa pracujgca pod kie-
runkiem J. P. Thiery’ego zbadata szczegdétowo role tych domen we wzroscie i
migracji komorek grzebieni nerwowych in vivo i in vitro [21, 100]. Stwierdzili
oni, ze polipeptydy dziatajgce kompetycyjnie na miejsce wigzania integryny (RDGS)
obnizajg zdolno$¢ komorek do przyczepiania sie i rozptaszczania in vitro, obnizajg
znacznie ich persystencje ruchu (z 0,70 do 0,08) oraz in vivo zaktdcajg migracje
komorek cewki nerwowej. Natomiast zablokowanie domeny CS1 wpiywa na szyb-
koS¢ przemieszczania sie neuronow. Wynika z tego, ze komorki grzebieni nerwowych
potrzebujg dwdch miejsc wigzania na fibronektynie, aby méc sie przemieszczac
w sposéb prawidiowy.

Z doswiadczen przeprowadzonych in vitro przez grupe Letoumeau [31, 60]
wynika, ze stozki wzrostu neurondw DRG wykazujg zréznicowana reakcje ruchowa
po kontakcie z granicg miedzy podtozem pokrytym lamining (LM) a podtozem
pokrytym fibronektyng (FN). 79% stozkéw wzrostu rosngcych na lamininie zmienito
swoj kierunek wzrostu po zetknieciu sie z granicg LM/FN. Zmiana kierunku polegata
na tym, ze stozki wzrostu skrecaty na granicy LM/FN o 90° i rosty dalej wzdtuz
granicy pozostajac na pierwotnym podtozu (LM) lub rosty dalej na nowym podtozu
(FN), ale ich Kkierunek wzrostu byt zmieniony o co najmniej 40° w stosunku do
pierwotnego. Natomiast kontakt stozkow wzrostu neuronédw DRG z dyskretnym
zrodiem fibronektyny, jakim sg kulki pokryte fibronektyna, powoduje wyrazne spo-
wolnienie wydtuzania neurytu. Nie zauwazono natomiast "unikania™ przez stozki
wzrostu zrodta fibronektyny [51].

Gtownym budulcem substancji miedzykomorkowej sg biatka kolagenowe. Wy-
stepujg one obficie wzdtuz $ciezek migracji komoérek nerwowych i przypuszcza
sie, ze majg duzy udziat w rozwoju uktadu nerwowego. Zauwazono, ze jednorodne,
réwnolegte uporzadkowanie widkien kolagenu w okolicach cewy nerwowej zwia-
zane jest z przemieszczaniem sie komaérek grzebieni nerwowych, ich polaryzacja
ksztattu i ukierunkowang migracjg in vivo [72]. Réwniez in vitro zbadano, ze biatka
kolagenowe silnie oddziatujg na komorki grzebieni nerwowych [80]. Stwierdzono,
ze sposrod wielu typow kolagenu, typy: I, IV i VI wywotujg ruchliwo$é komérek
grzebieni nerwowych, ktora jest niezalezna od innych biatek substancji miedzyko-
maérkowej [80, 81]. Perris i wsp. poSwiecili wiele uwagi na zbadanie mechanizmow
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przyczepianiasie i migracji komorek nerwowych na kolagenach [80,81,82]. Komorki
grzebieni nerwowych oddziatujg z kolagenem | za posrednictwem receptora ajPj
integryny przez wiazanie z fragmentem CNBr3 kolagenu, natomiast oddziatywanie
komérek z kolagenem 1V odbywa sie przy udziale klasy pj integryny, ale inngj
niz clpj. Przeciwciata skierowane przeciwko (3 integrynie hamujg przyczepianie
i migracje neuronow réwniez do kolagenu VI. Reakcje ruchowa komoérek grzebieni
nerwowych obserwuje sie po ich kontakcie z réznymi fragmentami kolagenu IV
i VI: znajdujacymi sie przy C-koncu w tancuchach aj(VI) i a2(VI) oraz przy
N-koncu w tancuchu a3(VI). Perris sugeruje kooperatywne oddziatywanie miejsc
wigzacych w kolagenie oraz ze migracja i przyczepianie komdrek nerwowych in
vitro sa silnie uzaleznione od supramolekulamej organizacji kolagenu.

UDZIAL BIALEK ADHEZJI MIEDZYKOMORKOWEJ

Do biatek zaangazowanych w adhezje typu komorka-komorka zaliczane sg biatka
z nadrodziny immunoglobulin - biatka CAM (ang. cell adhesion molecules -
CAM) i zalezne od jondw wapnia kadheryny (rys. 4). Jak stwierdzono, oba typy
biatek majg udziat w naprowadzaniu i ukierunkowaniu wzrostu neuronéw [40].

Istniejg tak zwane pierwotne i wtdrne biatka CAM. Do tych pierwszych zaliczane
jest miedzy innymi biatko N-CAM (ang. neural cell adhesion molecule). Jest to
glikoproteina integralna btony, ktéra wystepuje w postaci roznych izoform w rozwoju
zarodkowym miedzy innymi w ektodermie, w komérkach grzebieni nerwowych
oraz nabtonku epitelialnym otaczajagcym neurony [100]. N-CAM odpowiada za ad-
hezje neuronéw do innych komérek, ktére stanowiag dla nich podtoze, a jego rola
we wzroscie neurondw polega na tym, ze biatko to tworzy warunki dla wydtuzania
sie akson6w oraz ma udziat w procesie tworzenia wigzek nerwéw [18, 29]. Podczas
rozwoju zarodkowego ekspresja embrionalnej formy N-CAM (200-230 kD) chara-
kteryzujacej sie duzg iloscig reszt kwasoéw sjalowych (tzw. PSA-CAM), zmienia
sie w kierunku form bardziej adhezywnych, z mniejszg iloScig reszt sjalowych
0 masach czagsteczkowych 120, 140, i 180 kD, ktére wystepujg w wyksztatconym
uktadzie nerwowym [44]. Na przyktad w neuronach czuciowych pochodzgcych
z DRG zarodka kurczecia ekspresja biatek CAM jest bardzo zrdéznicowana [38].
Neurony unerwiajgce skére oraz miesnie (odpowiednio: cutaneous sensory neurons
1 muscle sensory neurons) wykazujg znaczne rdznice w rozmieszczeniu na ich
powierzchni CAM i kadheryn [91]. W stozkach wzrostu muscle s. n. zauwazono
wieksze ilosci N-CAM, PSA-N-CAM, SC1/DM-GRASP/BEN i N-kadheryny niz
w cutanneous s. n. Natomiast poziom axoniny-I (biatka biorgcego udziat w tworzeniu
wigzek nerwow) jest w obu typach komérek jednakowy. Wydaje sie wiec bardzo
prawdopodobne, ze ekspresja roznych CAM w uktadzie nerwowym podczas rozwoju
zarodkowego jest zwigzana z tworzeniem precyzyjnych sieci nerwow i potaczen
nerwowych.
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Biatko Ng-CAM (ang. neuron-glial cell adhesion molecule) zaliczane jest do
biatek wtornych, jego ekspresja zachodzi w péZniejszych stadiach rozwoju or-
ganizmu i jest ograniczona do niektérych typéw komorek. Biatko to wystepuje
w rdzeniu kregowym zarodkéw kury w miejscach kontaktu z nabtonkiem neu-
roepitelialnym i innymi neuronami, wzdtuz aksonow i w stozkach wzrostu. Natomiast
nie ma go w miejscu kontaktu aksondw i stozkéw wzrostu z btong podstawng
{basal lamina) okalajacq rdzen kregowy [90]. Neurony z siatkowki rosngce na
podtozu pokrytym biatkami CAM (L1/8D9) charakteryzujg sie tworzeniem szerokich,
rozptaszczonych lamellipodiéw oraz nielicznymi krétkimi filopodiami [6].

Stwierdzono, ze N-CAM majg udziat w procesie regeneracji nerwdw in vivo
[53]. Podanie poliklonalnych przeciwciat przeciwko N-CAM zaktoca i opOZnia re-
generacje nerwOw u myszy. Przypuszczasie, ze biatka adhezji komérkowej, podobnie
jak tenascyna, sg zaangazowane w proces naprowadzania aksonow podczas rei-
nerwacji.

CHEMOTROPIZM KOMOREK NERWOWYCH

Pierwsze obserwacje ukierunkowanego wzrostu neurytéw w gradiencie stezen
substancji poczynit in vitro Letoumeau w 1978 roku [55]. Zaobserwowat on dodatnia
odpowiedz komorek nerwowych na rozwijajacy sie gradient NGF (czynnika wzrostu
nerwdw, ang. nerve growth factor). P6zniejsze doSwiadczenia przeprowadzone w
latach osiemdziesigtych i dziewieédziesigtych przyniosty wiecej dowodéw na to,
ze istniejg drobno- i wielkoczasteczkowe substancje, ktére majg wptyw na ukie-
runkowany wzrost komérek nerwowych. Zaczeto przeprowadzac eksperymenty in
vitro, w ktoérych eksplanty pochodzace z tkanki nerwowej hodowano w kokulturach
z komérkami docelowymi w zelu kolagenowym. Obserwowano, czy wydtuzajace
sie aksony sg naprowadzane przez komorki docelowe, czy tez te ostatnie wywotuja
efekt hamujacy wzrost [3]. DoSwiadczenia te przyczynity sie do odkrycia nowych
czynnikéw biatkowych powodujacych efekt chemotropiczny [16, 65, 98]. Réwniez
doswiadczenia in vivo potwierdzajg teze, ze gradient rozpuszczalnej substancji che-
micznej jest odpowiedzialny za naprowadzanie aksonéw i tworzenie wiasciwych
potaczen zkomdérkami docelowymi znajdujagcymi sie w pokrywie wzrokowej {tectum
opticum), nawet jezeli zostang przeszczepione w inne miejsce mézgu [33].

Do substancji wielkoczasteczkowych majacych wpltyw na naprowadzanie ros-
nacych aksonéw zaliczy¢ nalezy rozpuszczalne biatka, takie jak: NGF, netryny,
kolapsyna, RAGS itp. NGF, jak stwierdzono, dziata naprowadzajgco na komorki
nerwowe pochodzace z obwodowego [55] i centralnego uktadu nerwowego [4]
powodujac in vitro wydtuzanie sie aksonéw w kierunku Zrédta NGF. Nie stwierdzono
natomiast jego udziatlu w rozwoju uktadu nerwowego [97] ani w procesach rege-
neracyjnych in vivo [17].
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Grupa badaczy pod kierunkiem M. Tessier-Lavigne [46, 88] wyizolowata i sklo-
nowata biatka, ktére majg charakter neurotropiczny w rozwoju centralnego uktadu
nerwowego. Biatkami tymi sg netryny: netryna 1inetryna 2, o masie czasteczkowej
odpowiednio 78 kD i 75 kD, ktore oczyszczono z frakcji btonowej mdzgu zarodka
kury. Biatka te wystepujg réwniez w formie rozpuszczalnej, a in vitro wywotuja
ukierunkowany wzrost aksonéw spoidtowych z rdzenia kregowego. Stwierdzono,
ze aksony spoidiowe zmieniajg pierwotny kierunek wzrostu i obierajg nowy, w
strone zrédta netryn, jakim mogg by¢ eksplanty z blaszki brzusznej cewy nerwowej
(ang. floor-plate) lub transfekowane komorki COS uwalniajgce rekombinantowe
netryny [46]. Przypuszcza sie, ze netryna 1 jest chemoatraktantem uwalnianym
przez komdarki blaszki brzusznej cewy nerwowej, ktdre sg celem posrednim aksonow
spoidtowych rosnacych do srodka (ventral midline) rdzenia kregowego. Stwierdzono
bowiem, ze w komorkach blaszki brzusznej zachodzi ekspresja mRNA dla netryny
1 oraz ze komorki COS transfekowane cDNA dla netryny 1 oddziatujg in vitro
w podobny sposébjak eksplanty pochodzace z blaszki brzusznej na aksony spoidtowe.
T. Serafini i wsp. [88] wykazali réwniez, ze netryny odznaczajg sie duzg homologig
do tancucha B2 heterodimeru lamininy (rys. 5). Homologia ta w regionie domeny
VI jest rzedu 40%, a w regionie domeny V 47-48%. Jeszcze wiekszg homologie
autorzy zaobserwowali miedzy netrynami a biatkiem UNC-6 (51%), ktore jest od-
powiedzialne za naprowadzanie stozkéw wzrostu neuronéw i migracje komorek
mezodermy u Coenorhabditis elegans [42, 102]. Ostatnie doswiadczenia grupy M.
Tessier-Lawigne dowodza dwufunkcyjnej roli netryny 1w naprowadzaniu aksonow
[12, 77]. Biatko to dziata jako chemorepelent na aksony z nerwu bloczkowego
unerwiajacego miesien skosny goérny gatki ocznej, powodujac in vivo naprowadzanie
aksonow w kierunku przeciwnym do zrddta netryny 1 [19]. Podobny efekt autorzy
zaobserwowali in vitro hodujac eksplanty z brzusznej czesci rdzenia kregowego
zarodka szczura w obecnosci komorek blaszki brzusznej cewy nerwowej i komorek
COS wydzielajgcych netryne 1

W ostatnich latach odkryto i opisano réwniez inne biatka powodujace napro-
wadzanie aksonéw w malejagcym gradiencie stezen [84]. Jednym z tych biatek jest
RAGS (ang. repulsive axon guidance signal - RAGS), glikoproteina btonowa o
masie czgsteczkowej 25 kD [20] sprzezona z GPI (glikozylfosfatydyloinozytolem).
Biatko RAGS wykazuje duzg homologie do ligandéw receptoréw podklasy Eph
(receptorow Kinazy tyrozynowej - RTKSs) [47]. Stwierdzono metoda hybrydyzacji
in situ stopniowe rozmieszczenie mMRNA dla biatka RAGS w czesci tylnej plata
wzrokowego, w czasie powstawania potaczen nerwowych miedzy peczkiem wzro-
kowym a pokrywa wzrokowg. Sugeruje to, Zze podczas rozwoju zarodkowego utrzy-
mywany jest gradient RAGS dzieki zroznicowaniu jego ekspresji. Doswiadczenia
in vitro wykazujg, ze rekombinantowy RAGS oraz frakcje btonowe pochodzace
z tkanki bioracej udziat w naprowadzaniu aksonow siatkdbwkowych powodujg za-
tamanie sie struktury stozkéw wzrostu - wycofywanie filopodiéow i zahamowanie
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wzrostu [2, 20]. Uzyskano rowniez efekt ukierunkowanego wzrostu aksondéw in
vitro hodujac neurony z peczkéw wzrokowych na podtozu pokrytym pasami rekom-
binantowego RAGS [20]. Aksony wydtuzaty sie wzdtuz paséw unikajgc kontaktu
z biatkiem RAGS. Znane jest tez inne biatko, ktore podobnie jak RAGS jest
sprzezone z GPI ipowoduje zahamowanie wzrostu neuronéw. Glikoproteina btonowa
GP55 0 masie czasteczkowej 55 kD zostata oczyszczona z frakcj i szkieletu btonowego
mdzgu kurczecia [9]. Jak stwierdzono, GP55 utrudnia adhezje neuronéw do podtoza
pokrytego tym biatkiem oraz blokuje wydtuzanie sie neurytéw z neuronéw DRG
i pochodzacych z mézgu zarodka kury.

Kolejnym biatkiem biorgcym udziat w naprowadzaniu aksonéw przez hamowanie
ich ruchliwosci jest kolapsyna [19, 47]. Jest to glikoproteina o masie czgsteczkowej
100 kD wyizolowana z frakcji btonowej mozgu kury, ktora in vitro powoduje
zatamanie sie struktury (ang. collapse) stozkoéw wzrostu neurondw [66]. Sugeruje
sie, ze kolapsyna dziata jako ligand, ktéry naprowadza specyficzne stozki wzrostu
hamujac ich wzrost i ruchliwos¢. Zewnatrzkomoérkowa domena kolapsyny wykazuje
duzg homologie do biatek z rodziny semaforyn: pochodzacego od Drosophila biatka
D-Sema Il (dawniej nazywanego fasciling 1V) [66] i ludzkiego biatka H-Sema
111 [50]. W tak zwanej domenie Sema obejmujgcej ok. 500 aminokwaséw homologia
miedzy tymi trzema biatkami wynosi 93%. Biatko D-Sema Il (semaforyna IlI) jest
rozpuszczalng proteing, ktéra jest wydzielana w osrodkowym uktadzie nerwowym
(OUN) oraz przez niektdre miesnie tutowia. Jej ekspresja przez specyficzne komarki
miesniowe podczas rozwoju motorycznych potaczen nerwowych sugeruje, ze se-
maforyna Il dziala jako specyficzny przekaznik, ktéry hamuje tworzenie synaps
i koncowych rozgatezien przez wrazliwe na nig stozki wzrostu neuronéw [68].
Opisano ostatnio biatko posredniczace prawdopodobnie w przekazywaniu sygnatu
miedzy receptorem kolapsyny a biatkami G [32]. CRMP-62 (ang. collapsin response
mediator protein - CRMP) o masie czasteczkowej 62 kD wykazuje duzg homologie
do biatka UNC-33 niezbednego w rozwoju ukiadu nerwowego nicieni. Ekspresja
mRNA dla CRMP-33 w moézgu zarodka kury jest najwyzsza w si6dmym dniu
rozwoju i spada o 95% po osiagnieciu dojrzatosci. Funkcja tego biatka prawdo-
podobnie nie jest ograniczona tylko do odpowiedzi komorki na kolapsyne, gdyz
wykryto je w siatkdwece, ktérej komorki nie sg na kolapsyne wrazliwe [32].

Kolejng grupg rozpuszczalnych zwigzkéw chemicznych majacych wiasciwosci
chemoatrakcyjne sa neurotransmitery. Jeszcze do niedawna nie byto przeko-
nujagcych dowodéw na to, ze neurotransmitery moga regulowaé ukierunkowany
wzrost neuronow. Jednak ostatnie doswiadczenia przeprowadzone in vitro pokazuja,
iz przekazniki nerwowe zmieniajg kierunek wzrostu aksonéw oraz wptywajg na
wiasciwosci ruchowe stozkow wzrostu [45, 94]. Zheng i wsp. [105] stwierdzili,
ze gradient chemiczny acetylocholiny (ACh) powoduje odchylenie aksonéw od
pierwotnej osi wzrostu w strone rosngcego stezenia ACh. Reakcje te poprzedza
zwiekszenie liczby filopodiow w stozku wzrostu od strony rosnacego gradientu
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oraz wzrost stezenia jonéw [Ca2+] w cytoplazmie stozka. Pozytywng reakcjg na
gradient ACh zaktoca podanie D-tubukuraryny (antagonisty nikotyny), co sugeruje,
ze w odpowiedz neurondw zaangazowane sg kanaty jonowe zwigzane z nikotynowym
receptorem ACh. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz reakcja komoérek nerwowych na
gradient przekaznikdw jest wysoce specyficzna. Acetylocholina nie powoduje zmian
w ruchliwosci stozkéw wzrostu neurondw B19 pochodzacych ze slimaka Helisoma
trivolvis [94], znosi natomiast hamujgcy wptyw serotoniny na ruchliwos¢ tych stoz-
kéw. Na to, iz na ten sam czynnik rozmaite neurony moga roznie reagowac, wskazuje
obserwacja, ze komérki nerwowe z rdzenia kregowego zarodka myszy reaguja
na obecnos¢ ACh zahamowaniem wzrostu i wycofywaniem filopodiéw [78].

Nie madotychczas bezposrednich dowodéw na to, ze gradient neurotransmiterow
powoduje ukierunkowany wzrost neuronéw in vivo. Istnieja jednak pewne przy-
puszczenia, iz przekazniki regulujg chemotropiczng odpowiedz komorek nerwowych
podczas rozwoju centralnego uktadu nerwowego. Stwierdzono na przyktad, ze w
rdzeniu kregowym zarodka szczura sa populacje neuronéw spoidtowych, ktére pro-
dukujg substancje P. Receptory dla substancji P (receptory NK1) wykryto w ko-
moarkach blaszki brzusznej cewy nerwowej, ktore sg celem posrednim dla rosnacych
aksonéw spoidtowych [16]. Przeprowadzone testy in vitro na eksplantach hodo-
wanych w zelu kolagenowym wykazaty, ze dodanie substancji P (lub jej agonisty
GR 73632) do hodowli zwieksza ilos¢ widkien tworzonych przez eksplant grzbie-
towej czesci rdzenia kregowego (zawierajacego aksony spoidtowe) w strone eksplantu
blaszki brzusznej. Sugeruje sie, ze substancja P moze modulowa¢ produkcje lub
uwalnianie przez komérki blaszki brzusznej cewy nerwowej chemoatraktanta (ne-
tryn?), ktdry oddziatuje na aksony spoidtowe.

ELEKTROTROPIZM KOMOREK NERWOWYCH

Istnieje wiele dowoddéw na to, ze endogenne pole elektryczne jest zaangazowane
w regulacje rozwoju zarodkowego zwierzat [39]. Komoérki nerwowe reagujg in
vitro na zewnetrzne pole elektryczne o niewielkim natezeniu (0,7 V/cm). Zjawisko
elektrotaksji i kierunkowego wzrostu komdrek, w tym takze neurondw zostato szerzej
omodwione przez autorke tego artykutu we wczesniejszej pracy przegladowej [95].
OdpowiedZ neuronéw na zewnetrzne pole elektryczne objawia sie kKierunkowym
wzrostem neurondéw w strone katody oraz tworzeniem wiekszej liczby rozgatezien
neurytéw po stronie katodalnej komorki [70, 71]. Miejscami, gdzie zostaje zapo-
czatkowana reakcja na zewnetrzne pole elektryczne, sg stozki wzrostu, podobnie
jak w wielu innych rodzajach reakcji tropicznych.

Doswiadczenia ostatnich lat, a szczegdlnie prace wykonane przez C. D. McCaiga
i wspotpracownikéw [26, 69] wskazujg na duzy udziat jondw dwuwarto$ciowych
(Ca +, Mg2+) w reakcji ukierunkowanego wzrostu komérek nerwowych w polu
elektrycznym. Nieorganiczne blokery kanatéw wapniowych (Co2+, La3+) hamuja



CZYNNIKI WARUNKUJACE UKIERUNKOWANY WZROST NEURONOW 593

reakcje naprowadzania aksondéw w polu elektrycznym, natomiast blokery organiczne,
takie jak nifedypina i diltiazem, nie powodujg zmiany odpowiedzi komérek ner-
wowych pochodzacych z embrionéw Xenopus [69]. Réznica ta wynika z tego,
jak sugeruje McCaig, ze w stozkach wzrostu embrionalnych komérek nerwowych
Xenopus nie wystepujg zalezne od nifedypiny kanaty wapniowe typu L. Podanie
jonoforu A23187 z nieorganicznymi blokerami kanatéw wapniowych powoduje
naprowadzanie aksonow w strone anody, a wiec odwrdécenie reakcji elektrotropicznej.
Stwierdzono réwniez, ze antybiotyki z rodzaju aminoglikozydow, takie jak: neo-
mycyna i gentamycyna, catkowicie hamujg asymetryczny wzrost neuronéw w polu
elektrycznym [26]. Aminoglikozydy, ktore sg polikationami, mogg zmienia¢ orien-
tacje neurondéw przez wplyw na rozkiad integralnych biatek btonowych na po-
wierzchni komorki, przez hamowanie rozpadu fosfatydyloinozytoli [35] lub
kompetytywne blokowanie potencjatowo zaleznych kanatéw wapniowych [79].

W 1989 roku C. D. McCaig [69] zaproponowat, ze w zewnetrznym polu ele-
ktrycznym dochodzi do asymetrycznego rozktadu integralnych biatek btonowych
(ang. internal membrane proteins - IMP) w stozkach wzrostu neurytéw na skutek
dyfuzji lateralnej. Kierunek migracji IMP zalezy od ich fadunku wzgledem $redniego
tadunku powierzchni komérki. Wiele biatek btonowych ma tadunek ujemny, jednak
ich akumulacja po stronie katody jest mozliwa dzieki istnieniu sit elektroosmo-
tycznych, niejednokrotnie silniejszych niz elektroforeza biatek w btonie wywotana
polem elektrycznym. Aminoglikozydy oraz inne polikationy, a takze podwyzszone
stezenie jonow Ca2+ i Mg2+ moga zmienia¢ elektrotropizm komorek nerwowych
droga modulacji rozktadu IMP, takich jak na przyktad kanaty jonowe, co w kon-
sekwencji powoduje inny niz wywotany polem elektrycznym naptyw jonéw do
stozka wzrostu neurytu [26].

MECHANIZMY NAPROWADZANIA AKSONOW

W ciggu ostatnich kilkunastu lat zaprezentowano kilka modeli wyjasniajacych
mechanizmy naprowadzania aksondw. Ich wspolng cechg jest wskazywanie na zna-
czaca role stozkow wzrostu, a w szczegélnosci filopodiéow w procesie ukierun-
kowanego wydtuzania sie aksondw. Jednym z pierwszych jest zaproponowany w
1981 roku przez P. C. Letoumeau [57], a nastepnie poparty doswiadczeniami S.
R. Heidemanna i R. E. Buxbauma [36, 104] model holowania (ang. pulling) stozkéw
wzrostu. Zaktada on, ze filopodia przyczepiajgc sie do podtoza o silnych wia-
$ciwosciach adhezyjnych wywotujg naprezenia, ktdre ciagna (holujg) stozek wzrostu
w kierunku wiekszej adhezywnoSci. Inny model zaproponowany przez D. J. Gold-
berga i D. W. Burmeistera [30] sugeruje, ze filopodia sg platformg do tworzenia
wstegowatych, pozbawionych pecherzykdw struktur (ang. veils) miedzy filopodiami,
czego konsekwencjg jest powiekszanie sie ptaszczyzny zajmowanej przez stozek
wzrostu w sposob asymetryczny. Goldberg i Burmeister zakladajg, ze kierunek
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wydtuzania sie aksonu jest uzalezniony od selektywnego tworzenia tych struktur
oraz od procesu ich "dojrzewania", to znaczy wypetniania przez organellakomoérkowe
oraz elementy cytoszkieletu (mikrotubule).

Na podstawie doswiadczen invitro i insitu dotyczacych oddziatywania stozkow
wzrostu poszczegdlnych neurytéw z tak zwanymi komdérkami naprowadzajgcymi
(ang. guidepost cells) mozna przypuszczaé, ze decydujacg role w wyborze drogi
przez dany stozek wzrostu ma kontakt pojedynczych filopodiéw z powierzchnig
komorki naprowadzajacej [73, 75, 99]. Sygnaty, jakie odbierajg filopodia po zetk-
nieciu sie z komérkami znajdujagcymi sie na szlaku wzrostu neurytéw, powodujg
bardzo zroznicowane reakcje ruchowe i wzrostowe, na przyktad rozgatezianie akso-
now [5]r wycofywanie stozkéw wzrostu lub przeciwnie - "wchodzenie" stozkow
wzrostu na powierzchnie komorki naprowadzajgcej i badanie jej za pomoca fi-
lopodiéw [37, 73]. Pozytywny bodziec, to znaczy taki, ktéry powoduje wzmocnienie
aktywnosci ruchowej neurytéw, pobudza stozek wzrostu do tworzenia nowych fi-
lopodiéw, pogrubienia ich oraz do zwiekszenia powierzchni lamellipodium w oko-
licach kontaktu ze Zrédtem bodZca [73]. Bodziec negatywny powoduje zalamanie
sie struktury stozkow wzrostu [37, 66, 73], wycofywanie filopodiéw i zmniejszenie
ich liczby [2, 19, 20, 43, 73], a w konsekwencji zmiane kierunku wydtuzania
sie neurytu w celu unikniecia zZrddta bodzca [20, 73].

Na podstawie obserwacji réznych uktadéw doswiadczalnych in vitro i in situ
mozna podzieli¢ reakcje zmiany kierunku ruchu stozka wzrostu na trzy oddzielne
etapy: badanie (ang. exploration), wybor kierunku wzrostu (ang. site selection)
oraz ostatni etap - stabilizacja struktury i tworzenie aksonu (ang. site stabilization)
[96]. Podczas pierwszego etapu zachodzi intensywne badanie $rodowiska otacza-
jacego stozki wzrostu za posrednictwem filopodiow i lamellipodiow, ktére sg swego
rodzaju antenami odbierajgcymi bodzce zewnetrzne [15, 30, 31, 51, 73, 75]. Te
ciggte zmiany ksztattu stozka wzrostu sa uzaleznione od przebudowy szkieletu
aktynowego. Zaréwno w filopodiach, jak i w lamellipodiach dodatnie konce fi-
lamentéw aktynowych znajduja sie przy zewnetrznej btonie stozka wzrostu [61]
(rys. 7 A). Podczas drugiego etapu zmiany w ksztatcie stozka wzrostu nie sg jeszcze
zauwazalne, natomiast wystepujg szybkie zmiany w strukturze cytoszkieletu na
skutek zadziatania bodzca naprowadzajacego (rys. 7 B). Zauwazalne jest nagro-
madzenie filamentéw aktynowych w miejscu kontaktu [64, 74] oraz wycofywanie
ich z obszaru sasiedniego. Obserwowane jest réwniez wydtuzanie mikrotubul w
strone miejsca nagromadzenia aktyny [64, 87]. Etap trzeci to stabilizacja struktury
cytoszkieletu i w konsekwencji zmiana kierunku wzrostu aksonu (rys. 7 C).

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich kilku lat dokonat sie duzy postep w badaniach nad zjawiskami
ukierunkowanego wzrostu komorek nerwowych. Zastosowanie kombinacji nowych
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Rys. 7. (A) Szkielet stozka wzrostu stanowig filamenty aktynowe i mikrotubule. Filamenty aktynowe
ustawione sg dodatnimi koficami (tam gdzie zachodzi polimeryzacja monomer6w aktyny) na zewnatrz
stozka wzrostu. W filopodiach czesto sg zebrane w wigzki ustawione prostopadle wzgledem krawedzi
lamellipodium (1). Natomiast wewnatrz lamellipodium ich uktad jest bardziej chaotyczny (2). Mikrotu-
bule wchodzg do $rodka stozka wzrostu, gdzie moga by¢ utozone w sposéb nieregularny (3), czasem
mikrotubule wnikajg gteboko w strukture lamellipodium. (B) Po zadziataniu bodZca naprowadzajacego
(strzatka) nastepuje nagromadzenie filamentow aktynowych (1) w miejscu kontaktu z bodzcem, oraz
przemieszczenie ich z obszaru sasiedniego. Wystepuje réwniez wydtuzanie mikrotubul w kierunku
miejsca kontaktu (2). (C) Stabilizacja struktury cytoszkieletu i zmiana kierunku wzrostu (wg [96]
zmienione)

technik badan: metody trwatego przyzyciowego barwienia fluorescencyjnego ko-
morek i elementow cytoszkieletu, techniki poklatkowej rejestracji obrazu, mikro-
skopii konfokalnej oraz komputerowej analizy obrazu pozwala na wielogodzinne
obserwacje zywych stozkéw wzrostu in situ i in vitro. Wykorzystanie technik rekom-
binantowych umozliwito oznaczenie nowych biatek warunkujacych naprowadzanie
neurytow oraz poznanie mechanizmdw ich oddziatywania na komorke nerwowa.
Badanie tych zjawisk jest wazne dla postepu wiedzy w embriologii i neurobiologii,
stad mozna oczekiwa¢ nowych, ciekawych odkry¢ i dalszego postepu badan w
tych dziedzinach.

Sktadam podziekowania panu prof. Wiodzimierzowi Korohodzie za cenne uwagi
merytoryczne, bardzo pomocne przy pisaniu tego artykutu.
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RECEPTOR BETA-ADRENERGICZNY: BUDOWA
| ISTOTNE MOTYWY SEKWENCYJNE~*

BETA-ADRENERGIC RECEPTOR: STRUCTURE AND ESSENTIAL
SEQUENCE MOTIFS

Elzbieta WYROBA i Liliana SURMACZ

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, Warszawa

Streszczenie: W pracy oméwiono budowe i topologie receptora beta-adrenergicznego ze szczegélnym
uwzglednieniem nowo poznanych motywéw sekwencyjnych. Dotyczy to przede wszystkim sekwencji
uczestniczacych w wigzaniu ligandéw, interakcji z biatkami G oraz ulegajacych fosforylacji przez kinazy
biatkowe typu A i GRK w trakcie procesu desensytyzacji receptora. Opisano réwniez cechy wspélne
receptora beta-adrenergicznego i innych receptoréw sprzezonych z biatkami G. Zaliczy¢ do nich mozna:
1) palmitylacje reszty cysteinowej w C-koncowym odcinku receptoréw, co umozliwia "zakotwiczenie"
receptora w dwuwarstwie lipidowej i reguluje interakcje z biatkiem G; 2) fosforylacje receptora
zwigzanego z agonistg przez kinaze GRK2 (= BARK); 3) obecno$¢ motywu sekwencyjnego Asn-Pro-
X-X-Tyr umozliwiajacego szybkie usuniecie receptora z powierzchni komérki; 4) mechanizm umozli-
wiajacy " przetaczenie" miedzy dwoma gtdwnymi szlakami przekazywania informacji w komérce, czyli
szlakiem kinaz tyrozynowych i receptorow sprzezonych z biatkami G w wyniku fosforylacji reszty
tyrozynowej w drugiej petli cytoplazmatycznej receptora.

Stowa kluczowe: receptor beta-adrenergiczny, wiazanie ligandéw, interakcja z biatkami G, fosforylacja
receptora, desensytyzacja, resensytyzacja

Summary: B-adrenergic receptor (BAR) structure and topology has been described. The essential
sequence motifs involved in ligand binding, G-protein interaction, desensitization and receptor seque-
stration have been recently identified in BAR. A number of similarities between the BAR and other
G-protein coupled receptors exist such as: 1) palmitoylation of Cys residue located in C-terminal region
of the receptors that plays a key role in their membrane localization and G-protein interaction; 2)
phosphorylation by GRK2 (=BARK) which recognizes only the agonist-occupied receptor; 3) presence
of sequestration motif: Asn-Pro-X-X-Tyr enabling a rapid internalization of the receptor; 4) cross-talks
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between the G-protein-linked receptors and tyrosine kinase growth factor receptors: when the former are
the substrates for the latter ones and tyrosine residue in the second loop of the receptor is phosphorylated.

Key-words : B-adrenergic receptor, ligand binding, G-protein activation, receptor phosphorylation,
desensitization, resensitization

Wykaz stosowanych skrotéw. aAR - receptor alfa-adrenergiczny; BAR - receptor beta-adrenergiczny;
MChR (MR) - receptor cholinergiczny muskarynowy; SHTR - receptor serotoninowy; DR - receptor
dopaminowy; MSHR - receptor melanotropowy; FSHR - receptor hormonu folikulotropowego;
BARK - kinaza receptora beta-adrenergicznego; PKA - kinaza biatkowa A; GRK - kinaza receptorow
sprzezonych z biatkami G; AC - cyklaza adenylanowa.

WSTEP

100 lat temu odkryto adrenaling (w terminologii anglosaskiej - epinefryne) i
byt to pierwszy hormon otrzymany w czystej postaci. 10 lat temu Dixon i wspét-
pracownicy opublikowali sekwencje receptora B-adrenergicznego (BAR) wyizolowa-
nego z tkanek chomika [5] i wykazali jego homologie do rodopsyny. Spowodowato
to lawinowy rozwo6j badan nad strukturg i funkcja receptoréw typu beta oraz ich
homologig do innych receptoréw btonowych przekazujgcych informacje ze $ro-
dowiska do wnetrza komérki [6,7,15]. Reakcja receptora B-adrenergicznego z ago-
nistag umozliwia jego interakcje z biatkiem Gs i aktywacje cyklazy adenylanowej.
Powoduje to wytworzenie cAMP jako wtornego przekaznika informacji [15,16].

Naturalnymi agonistami receptora B-adrenergicznego sg katecholaminy: adre-
nalina i noradrenalina. Adrenalina peini liczne funkcje w organizmie m.in. w lipolizie
i transporcie cukrow, zweza naczynia obwodowe, podnosi cisnienie krwi, uczestniczy
w uruchamianiu rezerwy glikogenowej zwiekszajgc poziom glukozy we krwi.

Noradrenalina (norepinefryna) jest wydzielana przez wtdkna nerwowe adrener-
giczne (pozazwojowe sympatyczne), wzmaga skurcze miesni gtadkich, zwieksza
czestos¢ skurczow oraz pobudliwos¢ i przewodnictwo mig$nia sercowego, rozszerza
oskrzela i zweza tetnice.

Pod kontrolg systemu B-adrenergicznego znajdujg sie réznorodne funkcje w ko-
morkach ssakow, wigcznie z synteza DNA i proliferacjag komérek [29].

Zidentyfikowano trzy podtypy receptorow beta-adrenergicznych : Bj,B2i 63 [24].
U ssakow receptory Bj i B2moga wystepowac jednoczesnie w tych samych tkankach,
a nawet w tej samej komérce, spetniajgc nieco odmienne funkcje [15]. Najlepiej
poznana jest struktura receptora B2.

TOPOLOGIA | STRUKTURA RECEPTORA
BETA-ADRENERGICZNEGO

Receptor B-adrenergiczny (zaliczany do klasy receptoréw metabotropowych
sprzezonych z biatkami G) zbudowany jest z 7 hydrofobowych domen transbto-
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nowych potgczonych ze sobg 3 petlami cytoplazmatycznymi i 3 petlami zewna-
trzkomérkowymi. N-koniec taricucha peptydowego skierowany jest do przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej, aC-konicowy fragment ku wnetrzu komérki [7,15]. Topologie
B-receptora w btonie komérkowej ilustruje rysunek 1[2,4,7,15,27,37,34,38,41]. Do-
datkowa "czwarta" petla w odcinku C-koAcowym utworzona jest przez zakotwi-
czenie receptora w btonie w miejscu palmitylacji, ktérej ulega reszta cysteiny w
pozycji 341 (rys. 1). Dotychczas nie wykryto okreslonego motywu sekwencyjnego
warunkujacego ten typ modyfikacji potranslacyjnej. Okazato sie jednak, ze w C-
koncowym odcinku wiekszosci receptoréw sprzezonych z biatkami G znajduje sie
jedna lub dwie reszty cysteinowe (odlegte o okoto 12 reszt aminokwasowych od
siodmej domeny transbtonowej) ulegajace palmitylacji (tab. 1) [19].

Palmitylacja Cys 341 w receptorze B9 prawdopodobnie gra istotng role w utrzy-
maniu receptora w stanie umozliwiajagcym regulacje biatka Gs i tym samym calego
systemu efektorowego. Mutacja tej reszty cysteinowej powoduje bardzo stabg sty-
mulacje cyklazy adenytanowej w obecnosci agonisty. Obserwowano tez, ze w trakcie
aktywacji receptora B9przez zwigzki agonistyczne nastepuje zwiekszona inkorporacja
[H ]-palmitynianu do receptora, co sugerowatoby, ze receptor moze istnie¢ w for-
mach: aktywnej palmitylowanej i nieaktywnej bez reszty acylowej [19].

Reszty cysteinowe w hydrofilnych regionach B-receptora (Cys 106, 184, 190,
191) tworzgce mostki dwusiarczkowe, sg istotne w utrzymaniu i stabilizacji pra-
widtowej konformacji tego biatka [8].

Rys. 1 Topologia receptora Be-adre-
nergicznego w btonie komdrkowej
(wg [2,4,7,15,27,34,37,38,41] zmo-
dyfikowano): YY - miejsca N-gli-
kozylacji, O - region interakcji z
biatkiem Gs © - region ulegajacy
fosforylacji przez BARK (= GRK2),
e - domena umozliwiajgca endo-
cytoze receptora, pozostate objas-
nienia w tekscie
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Tabela 1 Potozenie reszty cysteinowej ulegajacej palmitylacji w receptorach btonowych sprzezonych
z biatkami G (wg [19] zmodyfikowano)

Typ receptora Sekwencja aminokwasowa

a2AR ..lle Leu Cys Arg Gly Asp Arg LysArglle..
b2ar ..Leu Leu Cys Leu Arg Arg Ser SerlLeulLys..
Rodopsyna ..Thr lle Cys Cys Gly Lys Asn ProLeuGly..
M2ChR ..Leu Met Cys His Tyr Lys Asn lle Gly Ala..
DiR ..Leu Gly Cys Tyr Arg Leu Cys Pro AlaThr..
5HTIBR ..Phe Lys Cys Thr Ser..

WIAZANIE LIGANDOW PRZEZ RECEPTOR
BETA-ADRENERGICZNY

Zastosowanie badan biochemicznych, genetycznych i biofizycznych pozwolito
na ustalenie miejsc wigzania ligandéw przez beta-receptor. Okazato sie, ze aspa-
raginian w pozycji 113 w trzeciej domenie transbtonowej tworzy wigzania jonowe
z grupami aminokwasowymi zaréwno antagonistow, jak i agonistéw, natomiast
reszty serynowe w pozycji 204 i 207 (rys. 2) tworza wigzania wodorowe z grupami
hydroksylowymi w pozycji meta- i para-pierScienia katecholowego agonistéw
[33,34].

Z badan nad modelem przestrzennym czasteczki receptora wynika, ze reszty
Ser 204 i Ser 207 (rys. 1) sa oddalone od siebie o jeden skret helisy w pigtej
domenie transbtonowej, co sugeruje, ze jednoczesna interakcja pierscienia kate-
cholowego ligandow z resztami hydroksylowymi tychze seryn i z Phe 290 w helisie
széstej (rys. 2) umozliwitaby specyficzne zorientowanie agonisty w "kieszeni" wig-
zacej (binding pocket) receptora [35]. Reszty Ser 204 i Ser 207 s obecne we
wszystkich receptorach wigzacych katecholaminy (receptory adrenergiczne i dopa-
minergiczne), a zastagpienie ktorejkolwiek z tych reszt innymi aminokwasami obnizato
zardbwno powinowactwo, jak i skuteczno$¢ agonistow [8].

Podstawienie Asp 113 glutaming lub asparaging w receptorze 62-adrenergicznym
chomika powodowato, ze do uzyskania takiej samej stymulacji cyklazy adenytanowej
potrzebne byto 100-10 000 razy wieksze stezenie agonisty, a wigzanie wiekszosci
antagonistow nie zachodzito [32]. Natomiast zastgpienie Asp 113 reszta kwasu
glutaminowego obnizato stymulujacy efekt agonistdbw okoto 1000 razy. Sugeruje
to, ze obecno$¢ tadunku ujemnego (pochodzacego z reszty kwasu glutaminowego)
czesciowo przywracata funkcje zmutowanego receptora [8].

Najistotniejszym elementem oddziatywania ligand-receptor w przypadku anta-
gonistow jest centralna cze$¢ siddmej domeny transbtonowej 6-receptora [35], a
szczegblnie asparagina w pozycji 312 (rys. 1): zastgpienie Asn 312 w receptorze
62 aminokwasami nie tworzgcymi wigzan wodorowych (np. alaning i fenyloalaning)
uniemozliwia wigzanie antagonistéw, np. alprenololu i propranololu. Swiadczy to
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Rys. 2. Wigzanie agonisty - izoproterenolu przez receptor G-adrenergiczny (wg [33,34] zmodyfikowa-
no) wzor izoproterenolu zacieniowany i narysowany grubszg linia; 111, V, VI - domeny transhtonowe
receptora

0 tym, ze asparagina w tej pozycji tworzy wigzania wodorowe z tlenem grupy
fenoksylowej (rys. 3) typowe dla tej klasy ligandow, gdyz jej zastgpienie innymi
aminokwasami zdolnymi do wytworzenia takiego wigzania (treoning lub glutaming)
podtrzymywato wigzanie antagonistow [36]. Miejsce wigzania ligandu znajduje sie
w regionie hydrofobowym, co zgodne jest z danymi eksperymentalnymi wska-
zujacymi, ze hydrofobowe blokery 6-adrenergiczne sg wigzane znacznie silniej niz
fizjologiczne hydrofilowe katecholaminy: state dysocjacji dla epinefryny i nore-
pinefryny wynoszg 2-3 |iM, a dla lipofilnego propranololu 0,0012 (iM [16].

INTERAKCJA RECEPTORA BETA-ADRENERGICZNEGO

Z BIALKIEM Gs

Aktywacjabiatka Gs przez receptor 8-adrenergiczny jest procesem dwuetapowym
1 obejmuje:
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Rys. 3. Wigzanie antagonisty - alprenololu przez receptor 6 -adrenergiczny (wg [36] zmodyfikowano)

1) rozpoznanie receptora i wstepng aktywacje bedgcg wynikiem kontaktu miedzy
receptorem i C-koncowym odcinkiem podjednostki GX

2) interakcje receptora z regionem Thr - Cys - Ala - Thr podjednostki Gs(x,
co prowadzi do uwolnienia GDP [3,14,28].

W badaniach nad sekwencjg aktywujaca biatka Gsbrano pod uwage rézne obszary
ludzkiego receptora I®-adrenergicznego [22,23]. Najwiecej badan poswiecono frag-
mentowi trzeciej petli wewnatrzkomérkowej (259-273) i uznaje sie go za naj-
wazniejszag domene aktywujacg biatko Gs Region ten to 15 nastepujacych
aminokwasow: Arg - Arg - Ser - Ser - Lys - Phe - Cys - Leu - Lys - Glu -
His -Lys - Ala - Leu - Lys (rys. 1) [23,37]. O waznosci tego regionu Swiadczg
m.in. badania Okamoto i wspotpracownikow, ktorzy metodami chemicznymi zsyn-
tetyzowali peptyd odpowiadajgcy resztom 259-273 ludzkiego 1RAR. Aktywowat
on biatko Gs i cyklaze adenylanowg tylko w btonach komdérek S49, a nie w ich
mutantach (unc), w ktérych biatko Gs nie jest sprzezone z systemem 13-adrener-
gicznym [23]. Natomiast Samama i wspOtpracownicy dokonujgc mutagenezy w
obrebie regionu zawierajacego reszty 266-272 i tworzac chimery receptora I3/cx1B
uzyskali ciagta aktywacje cyklazy adenytanowej w nieobecnosci agonisty [30].

Wiazanie agonisty powoduje zmiany konformacyjne w receptorze, prowadzac
do utworzenia kompleksu agonista-receptor-biatko G o wysokim powinowactwie,
co inicjuje kaskade przekazywania sygnatu [21,31,35]. Ostatnio wykazano, stosujac
specyficzne znaczniki fluorescencyjne, ze jedng ze zmian konformacyjnych receptora
wywotang wigzaniem agonisty (izoproterenolu) jest rotacja domeny transhtonowej
[12].
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DESENSYTYZACJA JAKO NEGATYWNA REGULACJA
FUNKCJI RECEPTORA

Desensytyzacja homologiczna i heterologiczna

Podstawowg cechg systeméw przekazywania sygnatu w komaérce jest stopniowa
utrata odpowiedzi na bodziec w trakcie przedtuzajacej sie stymulacji, ktorg okresla
sie jako proces desensytyzacji - odczulenia receptora. Wyro6znia sie 2 typy krot-
kotrwatej desensytyzacji: homologiczng i heterologiczng.

W procesie desensytyzacji homologicznej B-receptor nie odpowiadana stymulacje
katecholaminowag, lecz nadal reaguje na inne hormony (neurotransmitery) oddzia-
tujace na te samg tkanke przez stymulacje cyklazy adenylanowej. Natomiast w
trakcie desensytyzacji heterologicznej obserwuje sie spadek wrazliwosci w odpo-
wiedzi na inne czynniki stymulujace, ktore aktywuja cyklaze adenylanowg przez
inne receptory [16]. Gtdwnym mechanizmem desensytyzacji receptorow B-adre-
nergicznych jest fosforylacja przez dwie rézne kinazy: PKA i BARK, co zaburza
sprzezenie receptora z biatkiem G [2].

Istnieja dwie istotne réznice pomiedzy desensytyzacjg heterologiczng a homo-
logiczng. Desensytyzacja heterologiczna - indukowana wigzaniem z agonistg - be-
daca wynikiem fosforylacji receptora przez PKA, zachodzi wolniej (tj/2 2 min)
niz proces posredniczony przez BARK (15 s), ale jest bardziej wrazliwa na stezenie
agonisty (EC50 * 10 nM) niz desensytyzacja homologiczna (EC50 ~ 300 nM) [18].

Desensytyzacja homologiczna receptora zachodzi tylko w obecnosci duzych ilosci
agonisty (fiM), co najprawdopodobniej ma miejsce in vivo tylko w synapsach ner-
wowych [8].

Rola PKA w desensytyzacji

Receptor B2-adrenergiczny zawiera dwa, a Bj-adrenergiczny jedno miejsce fo-
sforylacji dla PKA, co powoduje, ze desensytyzacja heterologiczna zachodzaca
w wyniku fosforylacji przez PKA jest stabsza dla receptora Bj niz dla receptora
B2 [18]. Jedno miejsce fosforylacji dla PKA w receptorze B2 znajduje sie w trzeciej
petli cytoplazmatycznej i jest to Ser 262, a drugie w odcinku C-terminalnym -
Ser 346 (rys. 1). Delecja reszt aminokwasowych 259-262 uniemozliwiata hete-
rologiczng desensytyzacje receptora [4].

Doswiadczenia przeprowadzone na fibroblastach chomika chiriskiego i komérkach
293 (komorki nerkowe zembrionow ludzkich) wykazaly, ze desynsytyzacja receptora
Bj w obecnosci agonisty zachodzita w ciggu 3-5 minut i byta skorelowana z ponad
dwukrotnym wzrostem fosforylacji receptora, wywotanej w réwnym stopniu przez
PKA i BARK, bowiem gdy zahamowano aktywno$¢ PKA desensytyzacja spadata
0 50% [11]. Najnowsze dane uzyskane na komdérkach mysiej linii biataczkowej



608 E. WYROBA, L. SURMACZ

(badania poréwnawcze na linii dzikiej i kin-S49 - nie majacej kinazy biatkowej
A) sugerujg, ze enzym ten moze tez uczestniczy¢ w procesie desensytyzacji homo-
logicznej [25], tzn. specyficznej wobec agonisty i zaleznej od jego wigzania z
B-receptorem. Rozbieznosci dotyczace ewentualnej roli PKA w homologicznej de-
sensytyzacji wynika¢ moga z faktu, ze iloS¢ receptora w réznych typach zmu-
towanych komdrek znacznie sie rézni, co wptywa na ocene szybkosci i zakresu
procesu desensytyzacji [41].

Mechanizm procesu "rozprzezenia" receptora od biatka G w wyniku fosforylacji
receptora nie jest znany. Reszty serynowe fosforylowane przez PKA w receptorze
B2-adrenergicznym znajdujg sie w poblizu kationowej domeny receptora zaanga-
zowanej w oddziatywanie z biatkiem G (rys. 1). Tak wiec fosforylacja mogtaby
doprowadzi¢ do desensytyzacji receptora przez wprowadzenie ujemnie natadowanej
grupy fosforanowej blisko regionu asocjujagcego z biatkiem G [8].

Rola GRK w desensytyzacji

GRK (G protein-coupled receptor kinases) to rodzina kinaz biatkowych spe-
cyficznie rozpoznajacych i fosforylujgcych receptory zwigzane z agonistg. Wykryto
6 roznych kinaz GRK u ssakéw [27]. Poczatkowo enzym fosforylujacy receptor
B-adrenergiczny zwigzany z agonistag nazywano BARK, czyli kinazg receptora be-
ta-adrenergicznego i byta to pierwsza znana kinaza fosforylujgca receptor wytgcznie
wtedy, gdy jest on zwigzany z agonista. Przypuszczalnie substratami tego enzymu
- obecnie sklasyfikowanegojako GRK2 - moga by¢ réwniez inne receptory sprzezone
z biatkami G, w ktérych istniejg potencjalne miejsca fosforylacji, czyli reszty se-
rynowe i treoninowe w Il petli cytoplazmatycznej lub odcinku C-koncowym re-
ceptoréw (tab. 2) [9]. Fosforylacja receptora przez kinaze GRK2 konczy
przekazywanie sygnatu. Receptor nie moze ulec ponownemu sprzegnieciu z biatkiem
G, bo natychmiast wigze sie z nim 8-arestyna - biatko homologiczne do arestyny
z siatkbwki - o masie czasteczkowej okoto 45 kD [17].

Uwaza sig, ze region ulegajacy fosforylacji przez GRK2 jest zlokalizowany w
obrebie C-koncowego cytoplazmatycznego odcinka receptora (rys. 1), bogatego
w reszty seryny itreoniny [11], poniewaz jego enzymatyczne usuniecie przy uzyciu
karboksypeptydazy Y eliminuje fosforylacje, podczas gdy jego mutageneza - usu-
wajgca potencjalne miejsca fosforylacji - zmniejsza zdolno$¢ receptora do homo-
logicznej desensytyzacji [26]. Kinazy typu GRK w komorkach niestymulowanych
sg enzymami cytozolowymi i ulegajg przemieszczeniu do btony komérkowej w
momencie zadziatania bodzca - agonisty na receptor [27].

Interakcja podjednostek Bt biatek G z BARK moze ukierunkowaé kinaze do
btony plazmatycznej i zwiekszy¢ jej aktywno$¢ wobec zaktywowanego receptora.
Domene BARK wigzgcg podjednostke B zlokalizowano jako odcinek 125 amino-
kwasow znajdujacych sie w C-terminalnym regionie enzymu. Ostatnio opisano,
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Tabela 2. Potencjalne miejsca fosforylacji receptoréw sprzezonych z biatkami G przez BARK = GRK2
(wg [9] zmodyfikowano)

Typ receptora Sekwencja Region
czasteczki

BiAR (ludzki) ...Asp-Ser-Asp-Ser-Ser... C-koniec
BPAR (ludzki) ...Glu-GlIn-Ser...,...Asp-Ser...,,... Asp-Ser... C-koniec
(eaAR (ludzki) ...Glu-Glu-Ser-Ser-Ser-Ser... 11 petla
a2cAR (ludzki) ...Glu-Ser-Ser... Il petla

ocAR (oposa) ...Glu-Glu-Ser-Ser-Thr-Ser... 11 petla
MaR (ludzki) ...Glu-Ser-Ser-Ser-Gly-Ser...,... Glu-Leu-Ser.. Il petla
MsR(ludzki) ...Glu-Pro-Ser-Thr... C-koniec
DiR (ludzki) ...Glu-Ser-Ser.. Il petla

ze poza rozpuszczalng frakcja GRK, ktora ulega przemieszczeniu do btony pla-
zmatycznej, istnieje tez frakcja zwigzana z btonami mikrosomalnymi, ktérg wykryto
w réznych tkankach i liniach komérkowych [20].

ENDOCYTOZA RECEPTORA B-ADRENERGICZNEGO

Zastrow i wspoétpracownicy wykazali, ze w nieobecnos$ci agonisty czasteczki
receptora 62-adrenergicznego znajduja sie na btonie plazmatycznej transformowa-
nych ludzkich fibroblastow nerkowych przez okoto 60 minut. Natomiast po dodaniu
agonisty w ciggu 10 minut nastepuje endocytoza (sekwestracja) receptora, ktora
uzalezniona jest od temperatury i obecnosci ATP [44]. W badanich nad szlakiem
endocytotycznym 6-receptora wykazano, ze wkrotce po zadziataniu agonisty (izo-
proterenolu) zlokalizowa¢ go mozna w tej samej populacji wewngtrzkomdrkowych
pecherzykow, w ktdrej obserwuje sie receptor transferyny [42] - "marker" endocytozy
zachodzacej za posrednictwem receptorow (ang. receptor-mediated endocytosis)
[39]. Tak wiec kolokalizacja receptora 69 oraz receptora transferyny wskazuje na
klasyczny "szlak endosomalny" [43], na ktory skierowany zostaje receptor. Doktadny
mechanizm catego zjawiska nie jest znany, zapewnia jednak bardzo selektywne
usuniecie receptora z powierzchni komdrek, o czym $wiadczy "rozsortowanie" roz-
nych podtypow receptoréw adrenergicznych w komérkach Cos-7 i K293 do od-
miennej populacji endosomow [43]. Barak i wspotpracownicy [2] poréwnali
sekwencje kilku receptoréw sprzezonych z biatkami G poszukujgc motywu stru-
kturalnego odpowiedzialnego zaendocytoze wywotang obecnoscia agonisty. Okazato
sie, ze takim motywem jest wysoce konserwatywna sekwencja aminokwasowa Asn-
Pro-X-X-Tyr (tab. 3) zlokalizowana w siodmej domenie transbtonowej 6-receptora
(rys. 1). Co ciekawe, motyw ten wykazuje homologie do sekwencji uwazanej za
istotng w endocytozie konstytucyjnej [13]. Reszta tyrozyny (Tyr 326 w receptorze
69- rys. litab. 3) w tym motywie jest niezbedna do szybkiej endocytozy receptora
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Tabela 3. Konserwatywny motyw sekwencji aminokwasowej Asn-Pro-X-X-Tyr istotny w endocytozie
receptorow sprzezonych z biatkami G (wg [2] zmodyfikowano)

B2AR ...Asn- Ser- Gly- Phe- Asn- Pro- Leu- lle- Tyr- Cys- Arg- Ser- Pro...
DR ..Asn-  Ser- Ala- Val- Asn- Pro- lle- |lle- Tyr- Thr- Thr- Phe- Asn...
mé4r ..Asn- Ser- Thr- lle- Asn- Pro- Ala- Cys- Tyr- Ala- Leu- Cys- Asn...
FSHR ..Asn- Ser- Cys- Ala- Asn- Pro- Phe- Leu- Tyr- Ala- lle- Phe- Thr...

Rodopsyna ..Ala- Ala- lle- Thr- Asn- Pro- Val- Leu- Tyr- lle- Met- Met- Asn...

Wszystkie wymienione w tabeli receptory pochodzg z tkanek cztowieka.

z powierzchni komorki. Kiedy zastgpiono ja alaning, proces ten byt catkowicie
zahamowany. Zmutowany receptor aktywowat cyklaze adenylanowa, ulegat de-
sensytyzacji i w obecnosci agonisty ubywato go na plazmolemie (down regulation),
jednakze zatracit zdolno$¢ resensytyzacji, czyli odzyskania wrazliwosci. Swiadczy
to o tym, ze proces endocytozy jest szlakiem umozliwiajgcym przywrécenie utra-
conych funkcji receptora. Prawdopodobnie w wyniku defosforylacji, ktéra zachodzi
w obrebie endosomo6w, nastepuje powtdrne uwrazliwienie (resensitization) receptora
[2]. Z endosoméw receptor powraca cyklicznie na powierzchnie btony komérkowej
(rys. 4) i ponownie moze zwigza¢ agoniste, co umozliwia sprzezenie z biatkiem
G i uruchomienie kolejnej kaskady przekazywania sygnatu.

Ostatnie badania wskazujg, ze B-arestyny (“rozprzegajgce™ receptory od biatek
typu G) majg dodatkowg funkcje i prawdopodobnie stuzy¢ mogg rowniez jako
biatka adaptorowe, posredniczace w endocytozie receptora. Wynika to z faktu, ze
nadekspresja arestyn (w komdrkach nerkowych embrionéw ludzkich) umozliwiata
proces endocytozy receptora 62 u mutanta niezdolnego do tego procesu [10].

RECEPTOR B-ADRENERGICZNY JAKO SUBSTRAT
KINAZY TYROZYNOWEJ RECEPTORA INSULINY

Receptory sprzezone z biatkami G ireceptory czynnikdéw wzrostu stanowig wpraw-
dzie dwa odmienne, gtowne szlaki przekazywania informacji w komarce, ale istniejg
miedzy nimi wzajemne oddziatywania (cross talks).

Okazato sie, ze insulina przeciwdziata ("counter-regulates') B-adrenergicznej
stymulacji katecholaminowej: w jej obecnosci B-receptor wykazywat zmieniong
funkcje i stawat sie substratem kinazy tyrozynowej receptora insuliny, co wykazano
in vitro badajac produkty fosforylacji receptora beta-adrenergicznego [1]. Kiedy
fibroblasty chomika chinskiego transfekowane cDNA receptora 62 poddano dzia-
faniu insuliny (1 h), wowczas zawarto$¢ ufosforylowanej tyrozyny (Tyr 141) w
tym receptorze wzrosta ponad dwukrotnie, a aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej o
47%. Podstawienie reszty Tyr 141 fenyloalaning w czasteczce BAR znosito oba
efekty [1].
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Rys. 4. Mechanizm desensytyzacji i resensytyzacji receptora B-adrenergicznego (wg [40] zmodyfikowa-
no), objasnienia w tekscie

Tyr 141 zlokalizowana jest w drugiej petli cytoplazmatycznej BAR i-co ciekawe
- W wiekszosci receptorow sprzezonych z biatkami G znaleziono jej odpowiednik
w tym samym potozeniu (tab. 4). Sugerowac by to mogto, ze ewentualna fosforylacja
tej reszty tyrozynowej moze stanowi¢ przetgcznik (cross-talk) pomiedzy dwoma
gtownymi szlakami przekazywania informacji: szlakiem kinaz tyrozynowych i re-
ceptorow sprzezonych z biatkami G [38].

UWAGI KONCOWE

Regulacja aktywnosci receptora B-adrenergicznego jest skomplikowanym pro-
cesem, w ktérym uczestniczg 3 typy kinaz.
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Tabela 4. Pordwnanie sekwencji aminokwasowej drugiej petli cytoplazmatycznej réznych receptoréw
- lokalizacja konserwatywnej reszty Tyr odpowiadajacej Tyr 141 w B AR (wg [38] zmodyfikowano) -
uniwersalny "przetacznik" szlakéw przekazywania informacji (objasnienia w tekscie)

Typ— Sekwencja aminokwasowa
recep-
tora

BAR .Asp-Arg- Tyr- Phe- Ala- lle- Thr- Ser- Pro- Glu- Lys- Tyr- GIn-Ser- Leu- Leu..
BiAR  .Asp-Arg- Tyr- Leu- Ala- lle- Thr- Ser- Pro- Phe- Arg- Tyr- GIn-Ser- Leu- Leu..
83AR  ..Asp-Arg- Tyr- Leu- Ala- Val-Thr- Asn- Pro- Leu- Arg- Tyr- Gly-Ala- Leu- Val,
ai AR .Asp-Arg- Tyr- Val- Gly- Val-Arg- His- Ser- Leu- Lys- Tyr- Pro-Ala- lle- Met.
a2AR ..Asp-Arg- Tyr- Trp- Ser- lle- Thr- Gin- Ala- lle- Glu- Tyr- Asn-Leu- Lys- Arg..
DiR .Asp-Arg- Tyr- Trp- Ala- lle- Ser- Ser- Pro- Phe- Arg- Tyr- Glu-Arg- Lys- Met.
D4R ..Asp-Arg- Phe- Val- Ala- Val-Ala- Val- Pro- Leu- Arg- Tyr- Asn-Arg- Gin- Gly..
MiR  .Asp-Arg- Tyr- Phe- Ser- Val-Thr- Arg- Pro- Leu- Ser- Tyr- Arg-Ala- Lys- Arg.
MSHR ..Asp-Arg- Tyr- lle- Ser- lle- Phe- Tyr- Ala- Leu- Arg- Tyr- His-Ser- lle- Val.

Wszystkie wymienione w tabeli receptory pochodzg z tkanek cztowieka.

Szczegblne znaczenie ma desensytyzacja receptora beta-adrenergicznego wy-
wotana przez BARK, gdyz najnowsze badania wskazujg, ze w chronicznych scho-
rzeniach miesnia sercowego poziom tego enzymu wzrasta. Byé moze obserwacje
te okaza sie pomocne w diagnostyce i terapii kardiologicznej.
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BUDOWA | FUNKCJE RECEPTOROW LIPOPROTEIN
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM RODZINY
RECEPTORA LDL

THE STRUCTURE AND FUNCTIONS OF THE LIPOPROTEIN
RECEPTORS WITH A PARTICULAR CONSIDERATION
OF LDL RECEPTOR FAMILY MEMBERS

Katarzyna PUCICKA-HOFFMANN, Ewa KOPIECZNA-GRZEBIENIAK

Katedra i Zaktad Biochemii i Chemii, Slaska Akademia Medyczna w Katowicach

Streszczenie: Receptory lipoprotein uczestniczg nie tylko w metabolizmie lipidow. Biorg one udziat
miedzy innymi w regulacji gromadzenia lipoprotein w $cianie naczyniowej, proliferacji komorek naczyn
krwiono$nych oraz tworzeniu depozytéw fibryny. Najlepiej poznang grupa receptoréw lipoprotein jest
rodzina receptora LDL. Nalezg do niej wieloligandowe biatka o podobnej, wielodomenowej strukturze.
Uczestniczg one w katabolizmie wielu molekut, miedzy innymi lipoprotein wzbogaconych apoE,
lipoprotein wzbogaconych lipazg lipoproteinows, biatek macierzy czy aktywatoréw plazminogenu.
Zaburzenia funkcji rodziny receptora LDL, a takze innych receptoréw lipoprotein, miedzy innymi
receptor6w scavenger, prowadzi¢ mogg do zmian patologicznych. W pracy wspomniano o potencjalnej
roli receptoréw lipoprotein w patogenezie miazdzycy i choroby Alzheimera.

Stowa kluczowe: rodzina receptora LDL, receptor HDL, receptory zmiatajagce, miazdzyca, choroba
Alzheimera

Summary: Lipoprotein receptors play many biological roles in addition to mediating lipoprotein meta-
bolism. They are responsible among other things for regulation of the lipoprotein accumulation within
vascular cells, the proliferation of the vascular cells, and the fibrin deposition. The LDL receptor family
is the best known group of the lipoprotein receptors. It consists of multiligand proteins made up of several
domains. They mediate the catabolism of a number of molecules such as apolipoprotein E-enriched
lipoproteins, lipoprotein lipase-enriched lipoproteins, matrix proteins and plasminogen activators. Di-
sfunctions of the LDL receptor family and the other receptors lead to various diseases. For example, they
may play role in the pathophysiology of Alzheimer disease and atherosclerosis.

Key words: LDL receptor family, HDL receptor, scavenger receptors, atherosclerosis, Alzheimer disease.



616 K. PUCICKA-HOFFMANN, E. KOPIECZNA-GRZEBIENIAK

Wykaz skrotéw. LRP (ang. low density lipoprotein receptor related protein) - biatko pokrewne do
receptora LDL; tx2M - a2 makroglobulina; tPA (ang. tissue-type plazminogen activator) - tkankowy
aktywator plazminogenu; uPA (ang. urokinase type plasminogen activator) - urokinazowy aktywator
plazminogenu; uPAR - receptor dla uPA; PAI-1 (ang. plasminogen activator inhibitor type-1) - typ 1
inhibitora aktywatora plazminogenu; PE (ang. Pseudomonas exotoxin A) - egzotoksyna A bakterii
Pseudomonas', RAP (ang. receptorassociatedprotein)- proteina towarzyszaca receptorowi; EGF (ang.
epidermal growth factor) - naskérkowy czynnik wzrostowy; LPL - lipaza lipoproteinowa; RER -
szorstka siateczka endoplazmatyczna; LDL - lipoproteiny o matej gestosci; LDLR - receptor dla LDL;
IDL - lipoproteiny o posredniej gestosci; VLDL - lipoproteiny o bardzo matej gestosci; VLDLR -
receptor dla VLDL; apoE/VLDL - VLDL wzbogacone apoE; OVR (ang. oocyte-specific 95-kDa very
low density lipoprotein/vitellogenin receptor) - receptor witelogeninowy; HDL - lipoproteiny o duzej
gestosci; HDLR - receptor dla HDL; HBP (ang. HDL binding protein) - biatko wigzace HDL; gp330
- glikoproteina 330; HSPG (ang. heparan sulfate proteoglycans) - proteoglikany siarczanu heparanu;
PZP (ang. pregnancy zone protein) - biatko cigzowe; PDGF - ptytkowy czynnik wzrostowy; NGF -
nerwowy czynnik wzrostowy; TGF - transformujacy czynnik wzrostowy; IL-1, IL-6 - interleukiny;
b-FGF - zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastow; TNF - czynnik martwicy nowotworéw; PKC
(ang. protein kinase C) - kinaza biatkowa C; TSP - trombospondyna; TFPI (ang. tissuefactor pathway
inhibitor) - inhibitor czynnika tkankowego; AGEP-LDL (ang. advanced glycation end products LDL)
- LDL zmodyfikowane koncowymi produktami zaawansowanej glikacji; CSP (ang. calcium sensing
protein) - biatko wyczuwajace wapn.

Wyniki najnowszych prac wskazuja, ze lipoproteiny nie sgjedynymi ligandami
receptoréw lipoprotein. Receptory te wykazuja powinowactwo do wielu, czesto
strukturalnie odmiennych ligandéw. Wieloligandowo$¢ niektérych receptorow li-
poprotein przemawia za tym, ze uczestniczg one takze w procesach innych niz
katabolizm lipoprotein. Funkcje tych receptoréw, nie zwigzane z metabolizmem
lipoprotein, jak réwniez ich ligandy, sa dopiero poznawane. Wykaz ligandow
rodziny receptora LDL, ktore dotad poznano przedstawiono w tabeli 1. Sposrod
receptorow lipoprotein do$¢ dobrze poznana zostata rodzina receptora LDL.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA RODZINY RECEPTORA LDL

Do tej pory poznano 7 biatek zaliczanych do rodziny LDLR [30,34]. Sg nimi:
receptor LDL; dwa receptory VLDL - VLDR-1 i VDLR-2, LRP, glikoproteina
330, biatko C. elegans (proteina podobna do gp330, ktdrej gen zidentyfikowano
niedawno u Caenorhabditis elegans) oraz receptor witelogeninowy. Na rysunku
1 przedstawiono schemat budowy wiekszosci cztonkéw rodziny receptora LDL.

Cechg wszystkich biatek nalezacych do rodziny receptora LDL jest budowa
wielodomenowa [35]. Kolejnosé domen od przestrzeni pozakomoérkowej do Swiatta
komorki przedstawia sie nastepujaco:

1) domena wigzgca ligand,

2) domena bedgca homologiem czynnika wzrostowego,

3) domena cukrowa majgca miejsce O-glikozylacji, ktora jednak nie wystepuje
we wszystkich receptorach tej rodziny,



LDLR
Lipoproteiny/ap
oE [20]
Lipoproteiny/ap
oB [18]

RAP [35]

4) domena przezbtonowa oraz
5) domena cytoplazmatyczna.

RECEPTORY LIPOPROTEIN

Tabela 1 Ligandy dla receptoréw rodziny LDLR

LRP

apoE [35]
apoE/remnanty
lipoprotein [20]
LPL [10]
LPL/(3-VLDL
[39]

RAP [35]
proteinaza-a2M
[10]
proteinaza-PZP
[10]
a2M-metylamina
[10]
cx2M-trypsyna
[10]

tPA-PAI-1 [10]
uPA-PAI-1 [10]
PE [20]
laktoferyna
serpiny [2]: tPA
[10] i uPA [35]
proteinazy sery-
nowe [2]
niektore ludzkie
rhinowirusy [35]
trombospondyna
[34]

TFPI [34]
elastaza
-ai.antytrypsyna
[34]

kurza witelo-
genina [6]

leki wielo-
zasadowe [22]

gp330
apoE/(3-VLDL
[35]

LPL [35]
LPL/VLDL [35]
RAP [31]
laktoferyna [35]
tPA-PAI-1 [35]
UPA-PAI-1 [35]
serpiny [2]: tPA i
uPA [34]
proteinazy sery-
nowe [2]
plazminogen [24]
CSP [8]

leki wielo-
zasadowe [22]

VLDLR

VLDL [18]

IDL [18]

LDL [18]
apoE/lipoproteiny
[18]
triglicerydy/lipo-
proteiny [27]
RAP [35]

LPL [3]
uPA-PAI-1 [3]

617
OVR
VLDL [18]
witelogenina [18]
apoE [18]
0c2M[13]

Dwie pierwsze domeny sg bardzo bogate w reszty cysteinowe [18]. Wigzania
dwusiarczkowe pomiedzy resztami cysteiny nadajg receptorowi stabilng strukture,
dzieki ktorej nie ulega on zniszczeniu w swojej wedréwce pomiedzy powierzchnig
komorki a kwasnym srodowiskiem endosomoéw, nawet gdy wedrdwka ta powtarza
sie wielokrotnie. Domena wigzgca ligand jest odpowiedzialna za przytgczanie skad-
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Rys. 1 Schemat struktury niektérych receptoréw z rodziny receptora LDL, doktadny opis w tekscie
(wg [31] zmodyfikowany)

nika biatkowego lipoprotein. Rozpoznawanie i wiazanie apolipoprotein roznych
lipoprotein jest prawdopodobnie modulowane przez inne apolipoproteiny jak row-
niez lipidy. Zadaniem domeny bedacej homologiem czynnika wzrostowego jest
utrzymywanie pierwszej domeny w konformacji pozwalajacej na przytaczenie li-
gandéw [35]. Prawdopodobnie jest ona takze potrzebna receptorowi do jego kwa-
sowo-zaleznej przemiany strukturalnej, ktéra uwalnia ligandy wewnatrz endosomow,
pozwalajagc wolnemu receptorowi powroci¢ na powierzchnie komérki [38]. Rola
domeny cukrowej nie zostata jeszcze do korica wyjasniona [35]. Domena czwarta
umozliwia receptorowi utrzymanie sie w btonie komaérkowej. W jej sktad wchodzg
aminokwasy hydrofobowe o tancuchu rozgatezionym [38]. Domena cytoplazmaty-
czna (ogon cytoplazmatyczny) wszystkich cztonkéw rodziny receptora LDL zawiera
sekwencje aminokwaséw Asp-Pro-X-Tyr (NPXY), ktéra jest rozpoznawana przez
adaptyny - ztozone biatka znajdujace sie w miejscach pokrytych klatryng [18].
Biatka te utatwiajg interakcje klatryny z receptorem i posredniczg w jego szybkiej
endocytozie. Receptory, ktére nie majg domeny cytoplazmatycznej sg wydalane
na zewnatrz komoérki.

Wiasciwosci immunologiczne i genetyczne jednego rodzaju receptora w komor-
kach réznych tkanek sg takie same [38].
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BUDOWA | ROLA RECEPTORA LDL

Receptor LDL, zwany takze receptorem apo B 100/E, jest glikoproteing zawierajacg
839 aminokwasow [38]. Domena wigzaca ligand tego receptora, zlokalizowana
w okolicy N-konica proteiny, sklada sie z 292 aminokwasow, wsrdd ktérych sg
az 42 reszty cysteinowe [18]. Wszystkie cysteiny tworzg wigzania dwusiarczkowe,
co stabilizuje strukture receptora i chroni go przed degradacjg podczas recyrkulacji
pomiedzy powierzchnig komorki a kwasnym Srodowiskiem endosomoéw. Receptor
LDL ulegaponad 100 cyklom recyrkulacji. W sktad domeny wigzacej ligand wchodzi
7 powt6rzen podobnych do dopetniacza, po 40 aminokwaséw kazde. Pierwsze z
tych powtdrzen nie uczestniczy w wigzaniu liganddéw, natomiast wykazuje ono
silne whasciwosci immunogenne. W okolicy C-konca kazdego powtdrzenia znajduja
sie aminokwasy kwasne - kwas asparaginowy i glutaminowy [38]. Ich ujemny
tadunek umozliwia przytaczenie dodatnio natadowanych aminokwasow wcho-
dzacych w skiad ligandéw receptora, ktérymi w apo BI100 sg arginina i lizyna.

Druga domena zawiera 3 powtdrzenia podobne do naskdrkowego czynnika wzro-
stowego, rozdzielone piecioma kopiami sekwencji Tyr-Trp-Thr-Asp [35].

Domena cukrowa receptora LDL to 58 aminokwaséw, w tym 18 reszt serynowych
i treoninowych [18]. W komérkach ze zmutowanym receptorem LDL, ktore nie
potrafig syntetyzowac tancuchéw N- i O-glikozydowych, receptory te ulegaja de-
gradacji. Domena przezbtonowa jest zbudowana z 22 aminokwasow hydrofobowych
[38]. W skiad piatej domeny wchodzi 50 reszt aminokwasowych; w tym jedna
sekwencja NPXY [35].

Receptor LDLR znajduje sie na powierzchni wszystkich komorek ustroju, a
w najwiekszej ilosci na powierzchni hepatocytéw [18]. Najwazniejsza funkcja tego
receptora jest udziat w metabolizmie lipoprotein i homeostazie cholesterolu [38].
Receptor ten wigze lipoproteiny zawierajagce apo B100 i apo E. Najwieksze po-
winowactwo do LDLR wykazujg frakcje LDL i IDL.

BUDOWA | FUNKCJA RECEPTOROW VLDL

Niedawno poznanymi czionkami rodziny receptora LDL sg receptory VLDL
[20]. Nazwa ich wywodzi sie z duzego powinowactwa do VLDL, natomiast mate
jest ich powinowactwo do LDL. VLDLR-1 r6zni sie od VLDLR-2 brakiem domeny
cukrowej [26,31]. Struktura tych receptoréw i receptora LDL jest podobna (rys.
1) [40]. Receptory VLDL ro6znig sie od LDLR dodatkowg sekwencjg bogatg w
cysteine wewnatrz domeny wigzacej ligand, ktora kodowana jest przez dodatkowy
ekson [18]. Prawdopodobnie sekwencja ta utrudnia przytaczanie LDL, a sprzyja
wigzaniu VLDL i innych lipoprotein zawierajagcych apo E [18,26,39]. VLDLR-2
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u ludzi jest glikoproteing sktadajaca sie z 846 aminokwaséw i wykazuje w 97%
homologie z kréliczym odpowiednikiem [26,27]. Receptory VLDL sg obecne we
wszystkich tkankach poza watrobg i jelitem cienkim [26,40]. Wysokie stezenie
mRNA VLDLR wykazano w sercu i mieSniach szkieletowych, a takze w nerkach,
mdzgu, ptucach, jajnikach, jadrach, tozysku i tkance tluszczowej [9,10,39,40]. Pra-
wdopodobnie VLDLR wychwytuje lipoproteiny bogate w triglicerydy, uczestniczac
w ich katabolizmie, a takze bierze udziat w transporcie tluszczOw matczynych
poprzez tozysko do ptodu [9,10]. Wigzanie ligandéw przez receptor VLDL jest
modulowane przez RAP. Niedawno stwierdzono, ze VLDLR znajdujacy sie w $rod-
btonku naczyn krwiono$nych reguluje poziom LPL, co wpltywa na katabolizm li-
poprotein, a takze bierze udziat w regulacji fibrynolizy przez udziat w endocytozie
komplekséw uPA-PAI-1 [3].

BUDOWA | FUNKCJA LRP

LRP, czyli proteina pokrewna do receptora LDL, jak wykazano niedawno, jest
identyczna z receptorem a2-makroglobuliny [15,36,37]. Czasteczka LRP zawiera
4525 aminokwasow [18]. W sktad domeny cytoplazmatycznej LRP wchodzi 100
reszt aminokwasowych z dwiema kopiami sekwencji NPXY (rys. 1). W LRP, w
miejscu domeny cukrowej receptora LDL, znajdujg sie powtdrzenia podobne do
naskdérkowego czynnika wzrostowego. LRP zawiera w sumie 22 takie powtdrzenia
oraz 31 powtdrzen podobnych do dopetniacza. Receptor ten jest syntetyzowany
w postaci pojedynczego taficucha prekursorowego, o masie czasteczkowej 600 kDa,
ktéry ulega rozszczepieniu na tancuch ciezki (a) o masie 515 kDa i tancuch lekki
(3) o masie 85 kDa. Wieksza podjednostka, ktéra zawiera regiony wigzace ligandy,
asocjuje niekowalencyjnie z podjednostka mniejsza, zawierajgca domene przezbto-
nowg i ogon cytoplazmatyczny. LRP zachowuje konserwatyzm u réznych gatunkéw:
ludzki LRP jest w 83% identyczny z kurzym, a w 97% z mysim LRP.

LRPjest obecny w hepatocytach, fibroblastach, makrofagach, miocytach gtadkich,
a takze w komérkach kory nadnerczy, pecherzykéw jajnika, splotu naczyniow-
kowego, ciatka rzeskowego i niektorych neuronach [35]. W pewnych komérkach,
gtéwnie hepatocytach i komorkach kory nadnerczy, LRP jest zlokalizowany na
ich powierzchni, w innych, takich jak: makrofagi, fibroblasty, komoérki nabtonkowe
splotu naczyniowkowego i ciatka rzeskowego, jest obecny w catej komérce [18].
Lokalizacja LRP w roznych wyspecjalizowanych komérkach, takich jak: trofoblast,
neurony i komérki miesni gtadkich, wskazuje, ze receptor ten moze takze regulowac
funkcjonowanie tych komorek [35]. Przypuszcza sie, ze LRP bierze udziat w rozwoju
embrionalnym, ale jego rola w tym procesie nie jest znana.
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Roznorodne funkcje LRP wynikajg z jego zdolnos$ci do wigzania wielu ligandéw
(tab.l) [11,34]. Jedng z funkcji LRP jest jego udziat w katabolizmie remnantow
chylomikron6w i pozostatosci VLDL, czyli lipoprotein transportujgcych triglicerydy
i inne lipidy z jelit i watroby do pozostatych tkanek, np. do miesni. Pozostatosci
lipoprotein sg usuwane z krwi gtéwnie przez komarki migzszowe watroby z udziatem
receptoja LDL. Remnanty lipoprotein sg skutecznie katabolizowane takze u ho-
mozygot z rodzinng hipercholesterolemia, u ktérych brak receptoréw LDL. Dowodzi
to, ze w ich katabolizmie uczestniczy réwniez inny receptor i prawdopodobnie
jest nim LRP [12,24]. Interakcja lipoprotein z LRP in vitro wymaga ich aktywacji
z udziatem egzogennej apoE lub lipazy lipoproteinowej [34]. W t3czeniu sie re-
mnantéw chylomikrondw wzbogaconych apoE z receptorem posredniczg proteo-
glikany siarczanu heparanu (HSPG), ktore znajdujag sie na powierzchni komaérek
[20]. Inicjujg one wigzanie resztkowych lipoprotein z LRP i utatwiajg ich inter-
nalizacje, poniewaz sg miejscem akumulacji lipazy lipoproteinowej i/lub czgsteczek
apoE. Nie zostato jeszcze do konica wyjasnione, czy remnanty chylomikronéw sa
przekazywane LRP z HSPG ani czy proteoglikany z LRP tworzg kompleks, ktéry
ulega internalizacji z udziatem tego receptora (rys. 2).

Inng, do$¢ dobrze poznang funkcjg LRP, jest zdolno$¢ wigzania i internalizacji
proteinaz i komplekséw proteinaza-inhibitor, co wskazuje na udziat tego receptora
w regulacji ekspresji aktywnos$ci proteinaz [35]. Usuwanie aktywatoréw plazmi-
nogenu, tPA i uPA ze Srodowiska pozakomdrkowego zmniejsza jego profibryno-
lityczny potencjat, prowadzac do tworzenia zakrzepow [34]. Moze to bycC istotne
w rozwoju zmian miazdzycowych, w ktérych w makrofagach i miocytach gtadkich
wykazano ekspresje LRP. Receptor ten poprzez regulacje aktywnosci proteinaz
bierze udziat w przemianach, w ktérych uczestniczg te enzymy, takich jak migracja
komarek i przebudowa tkanek.

Jednym z ligandéw LRP jest a2-makroglobulina [11,15]. LRP wigze takze kom-
pleksy a2-makroglobuliny np. z proteinazami, cytokinami i hormonami, a zatem
receptor ten moze uczestniczy¢ w regulacji usuwania tych substancji z krwi. Kom-
pleksy oc2-M z cytokinami nie sg rozpoznawane przez receptory dla cytokin. W
kompleksach z a2-M niektére cytokiny (PDGF, NGF, IL6) zachowujg swojg aktyw-
no$¢ biologiczna, podczas gdy aktywno$é innych (IL-1, b-FGF, TGF) ulega ob-
nizeniu. Hormonami, ktére ulegajg zwigzaniu przez a2-M, sg insulina, luteotropina
i hormon wzrostu.

Niedawno wykazano, ze receptor LRP uczestniczy w katabolizmie trombospon-
dyny [34]. Biatko to wydaje sie mie¢ wptyw na agregacje trombocytow, proliferacje,
adhezje i migracje komorek oraz angiogeneze. Uwaza sie, ze trombospondyna bez-
posrednio aktywuje TGF, czynnik wzrostowy wydzielany w postaci latentnej przez
komarki. TSP jest syntetyzowana przez komarki $rodbtonka, fibroblasty, miocyty
gtadkie. Trombospondyna jest wydzielana do przestrzeni pozakomérkowej lub wig-
zana z powierzchnia komorki, ulegajac szybko internalizacji i degradacji. Katabolizm
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TSP jest catkowicie zahamowany przez RAP i przeciwciata przeciwko LRP. Ka-
tabolizm TSP z udziatem LRP, podobnie jak lipazy lipoproteinowej, wymaga udziatu
proteoglikanéw zwigzanych z powierzchnig komarki.

LRP wigze i intemalizuje takze egzotoksyne A pateczek rodzaju Pseudomonas
(PE) [35]. Ta tréjdomenowa toksyna jest letalna dla komérek z powodu nieod-
wracalnego blokowania syntezy protein. By tego dokona¢, toksyna wnika do ko-
morki w drodze endocytozy, za posrednictwem LRP. Po internalizacji jest ona
rozszczepiana przez komérkowa proteinaze, redukowana i jej fragment o masie
37 kDa przemieszcza sie do cytozolu, gdzie uczestniczy w ADP-rybozylacji czynnika
elongacyjnego 2.

Niedawno wykazano, ze wielozasadowe leki, takie jak: aprotynina, aminogli-
kozydy, czy polimyksyna B, mogg antagonizowa¢ wigzanie ligandéw z LRP [22].
Odkrycie to moze mie¢ wptyw narozwdj badan w kierunku zmniejszenia toksycznosci
tych lekow.

POTENCJALNA ROLA LRP W PATOGENEZIE
MIAZDZYCY | CHOROBY ALZHEIMERA

Uczestniczac w internalizacji aktywator6w plazminogenu, lipoprotein i trom-
bospondyny LRP moze odgrywac istotng role w rozwoju miazdzycy [34]. Obecnos¢
antygenu LRP wykazano w komoérkach miesni gtadkich i makrofagach we wczesnych,
jak réwniez zaawansowanych zmianach miazdzycowych. Ekspresje mRNA dla LRP
wykazano takze w zmianach miazdzycowych u krolikéw na diecie bogatochole-
sterolowej oraz u krélikow Watanabe, z wrodzong hiperlipidemig. ApoE oraz lipaza
lipoproteinowa sg réwniez obecne w zmianach miazdzycowych. By¢ moze LPL
i apoE, za posrednictwem LRP, biorg udziat w pobieraniu przez komarki lipoprotein
bogatych w cholesterol i w tworzeniu komorek piankowych.

Antygen LRP wykazano w starczych blaszkach u pacjentéw z chorobg Alzheimera
[11,29]. Dziedziczenie allelu apoE4 jest czynnikiem ryzyka w pdznej rodzinnej
chorobie Alzheimera. Odkrycie to czyni prawdopodobnym udziat receptoréw, takich
jak LRP, zdolnych do katabolizowania lipoprotein wzbogaconych apolipoproteing
E, w patogenezie tej choroby.

BUDOWA | FUNKCJA RECEPTORA gp330

Cztonkiem rodziny receptora LDL jest réwniez glikoproteina 330 (gp330) [30].
Jest ona gtdwnym antygenem bioragcym udziat w bioniastym zapaleniu nerek u
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szczuréw, znanym jako zapalenie Heymanna. Poczatkowo sadzono, ze masa czg-
steczkowa tej proteiny wynosi 330 kDa, stad nazwa tego receptora. Obecnie wiadomo,
ze gp330 w postaci dojrzatej sktada sie z4660 aminokwasOw, ajej masa czgsteczkowa
wynosi 516,7 kDa. Jest ona zatem najwiekszym, dotagd opisanym biatkiem blony
plazmatycznej u kregowcow, zwanym takze megaling. Gp330 sktada sie z: peptydu
N-koncowego zbudowanego z 25 aminokwasoéw, regionu zewngtrzkomdérkowego
ztozonego z 4400 aminokwaséw, domeny przezbtonowej utworzonej przez 22 ami-
nokwasy oraz z ogona cytoplazmatycznego przy C-korcu, ktéry ma 213 amino-
kwasow. Region zewnatrzkomdrkowy zawiera 3typy powt6rzen bogatych w cysteine.
Sktada sie na nie: 36 powtdrzen wigzacych ligandy, analogicznych do tych, ktére
wystepuja w LDLR, zebranych w 4 domeny wigzace ligandy; 16 powtdrzen na-
skdrkowego czynnika wzrostowego, podzielonych oSmioma regionami o sekwencji
Tyr-Trp-Thr-Asp; dwa powt6rzenia czynnika wzrostowego przy C-koricu. Ogon
cytoplazmatyczny zawiera trzy [18], a wedtug innych autoréw [30] dwie kopie
sekwencji NPXY ijedng sekwencje podobng do NPXY. Struktura gp330jest zblizona
do struktury LRP (rys. 1).

Obecnos$¢ gp330 wykazano w nabtonku znajdujacym sie w ragbku szczoteczkowym
kanalikow blizszych nerek, pneumocytach typu Il pecherzykéw ptucnych, ciatku
rzeskowym oka, siatkéwce, gruczole tzowym, tarczycy i przytarczycach, splocie
naczyniéwkowym, podocytach, najadrzu, wyscidtce macicy, pecherzyku zéttkowym,
tozysku, ependymie, osierdziu, uchu wewnetrznym i jelicie [35]. Gp330 znajduje
sie gtdwnie na powierzchni tych komérek, w zagtebieniach pokrytych klatryna,
z wyjatkiem przytarczyc i siatkéwki, gdzie prawdopodobnie receptor ten jest roz-
proszony wewnatrz catej komorki [28]. Zwigzek gp330 z okreslong grupa komérek
nabtonkowych sugeruje jego unikalng funkcje, ktora jak dotad nie zostata poznana
[17,42]. Gp330 wigze wiekszos¢ liganddw wchodzacych w interakcje z LRP, rowniez
wielozasadowych lekéw, ale prawdopodobnie w innych przedziatach komérkowych
[17,22,43]. Na przyktad w nerce LRP kontaktuje sie z osoczem, natomiast gp330
z moczem pierwotnym [15]. R6zna lokalizacja gp330 i LRP przemawia za odrebng
ich funkcjg in vivo [14].

Fizjologiczna funkcja gp330 nie zostata jeszcze do konnca poznana [30]. Podobnie
jak inne receptory z rodziny LDLR umozliwia ona endocytoze wielu Ugandom.
Jej obecnos¢ w komorkach embrionéw i rakéw embrionalnych sugeruje udziat tej
glikoproteiny w rozwoju embrionalnym. Istnieje duze prawdopodobiernistwo, ze lu-
dzkim odpowiednikiem gp330 moze okaza¢ sie CSP - biatko wyczuwajgce wapn,
wrazliwe na zmiany stezenia zewnatrzkomorkowego wapnia, ktére obecne jest w
ludzkich przytarczycach i komédrkach cytotrofoblastu tozyska [8].
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RECEPTOR WITELOGENINOWY (OVR)
I INNE RECEPTORY LIPOPROTEIN U KUR

Receptor witelogeninowy, o masie czgsteczkowej 95 kDA, obecny u kur, jest
wytwarzany w komorce jajowej [13,18]. Wigze on prekursory zétka, to jest VLDL
i witelogenine, a takze cx2-M. In vitro receptor ten wigze takze apoE, ktorej nie
ma u ptakdw. U kur wystepuje takze receptor, ktéry jest odpowiednikiem LDLR
u ssakow. Ma on mase czasteczkowg 130 kDa i obecny jest w innych komérkach
niz komorka jajowa. Ponadto u kur znane sg dwa duze biatka odpowiadajgce LRP
u ssakéw. Jedno z nich jest zwigzane z oocytem, a drugie z pozostatymi komorkami.
Tak wiec u kur istniejg dwa oddzielne systemy receptorow, z ktérych jeden zapewnia
homeostaze cholesterolu w komdérkach somatycznych, a drugi posredniczy w trans-
porcie lipoprotein do oocytu. Doktadne mechanizmy dziatania tych receptoréw nie
sg jeszcze znane.

RAP | LPL MODULATORAMI RECEPTOROW
RODZINY LDLR

RAP (ang. receptor associated protein) to biatko o masie 39 kDa, ktére zi-
dentyfikowano podczas oczyszczania LRP i dlatego zostato ono nazwane proteing
zwigzang z receptorem (rys. 4). RAP u ludzi zawiera 323 reszty aminokwasowe.
Reszta cukrowa jest zwigzang N-glikozydowo z 234 resztg aminokwasowg [42].
RAP wigze heparyne. Regiony wigzania heparyny znajdujg sie miedzy resztami
aminokwasowymi 261-323. RAP wykazuje niewielkie podobienstwo do innych
ligandéw rodziny receptora LDL, takich jak apoE czy LPL. Mysi odpowiednik
RAP nosi nazwe proteiny wigzacej heparyne (HBP-44), ktérajest w 77% identyczna
z ludzka RAP. RAP u szczurdw to jedna z domen kompleksu, jakim jest antygen
Heymanna. Jest ona w 73% identyczna z ludzkg RAP.

Funkcja RAP i znaczenie interakcji tej proteiny z cztonkami rodziny receptora
LDL nie zostaly do tej pory catkowicie wyjasnione [4,34]. Wiadomo, ze RAP
wigze sie z bardzo duzym powinowactwem z VLDLR, z duzym powinowactwem
z LRP i gp330, natomiast ze stabym z receptorem LDL. Sugeruje to wsp0lna,
funkcjonalng role RAP w modulowaniu wigzania ligandéw z receptorami rodziny
LDL. Uwaza sie, ze RAP jest antagonistg receptoréw rodziny LDLR. Egzogenny
RAP lub jego zwiekszona ekspresja hamujg aktywno$¢ LRP, stad koncepcje do-
tyczace funkcji RAP koncentrujg sie wokot jej zdolnoSci blokowania miejsc wig-
zacych ligand w receptorach rodziny LDLR.

RAP faczy sie, z duzym powinowactwem, z fafcuchem ciezkim receptora LRP,
w obecnosci jondw Ca2+ [25]. Gdy pH s$rodowiska obniza sie z 7,0 do 5,0, maleje
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Rys. 2. Model roli LRP w po$redniczeniu w degradacji réznych liganddw: internalizacja uPA i komple-
kséw uPA-PAI-1. UPAR jest prawdopodobnie internalizowany facznie z LRP, a nastepnie wraca na
powierzchnie komorki. LRP uczestniczy w internalizacji pro-uPA wolnego lub zwigzanego z proteogli-
kanami. Pro-uPA potaczony z uPAR nie ulega internalizacji przez LRP. Endocytoziew drodze recepto-
rowej, za posrednictwem receptora LRP i proteoglikandw, ulegajg takze inne ligandy, takie jak
trombospondyna, inhibitor czynnika tkankowego i lipaza lipoproteinowa. Rolg proteoglikanéw w tym
procesie jest akumulacja tych ligandéw na powierzchni komorki (wg [34], zmodyfikowany)

zdolno$¢ LRP do wigzania RAP. Sugeruje to, ze RAP moze oddziela¢ sie od LRP
wewnatrz endosomoéw, gdzie pH jest niskie.

Istniejg dwie hipotezy wyjasniajgce wptyw RAP na wigzanie ligandow z LRP.
Jedna z nich opiera sie na zatozeniu, ze LRP ma dwa regiony wigzace ligandy.
Zajecie pierwszego z nich przez RAP uniemozliwia przytgczenie sie (3-VLDL do
LRP, natomiast nie przeszkadza w wiazaniu z tym receptorem aktywowanej a2-M,
ktéra przytacza sie do drugiego miejsca wigzania. Zajecie drugiego miejsca wigzania
przez RAP blokuje przytaczenie aktywowanej oc2-M, ale nie ma wptywu na wigzanie
(3-VLDL wzbogaconej apolipoproteing E. Pozostate ligandy wigzg sie rowniez z
tymi dwoma miejscami. Wedtug innej hipotezy RAP moze wigzac sie z wieloma
miejscami LRP, hamujac wigzanie innych ligandow w drodze bezposredniego
wspoétzawodnictwa [18]. Hipotezy te zostaty przedstawione na rysunku 3. RAP
hamuje wigzanie wszystkich poznanych ligandéw z LRP [25].

Odmienna jest lokalizacja w komorce receptorow rodziny LDLR i RAP [19].
RAP jest proteing wewngtrzkomdrkowa, obecng w siateczce endoplazmatycznej,
podczas gdy receptory znajduja sie w pecherzykach endosomatnych i na powierzchni
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Rys. 3. Hamowanie wigzania ligandow z LRP przez RAP: a- model hipotezy, wedtug ktérej LRP ma
dwa regiony wigzace ligandy. Zajecie pierwszego z nich przez RAP uniemozliwia przylgczenie sie
P-VLDL do LRP, natomiast nie przeszkadza w wigzaniu z tym receptorem aktywowanej a2-M, ktéra
przyfacza sie do drugiego miejsca wigzania. Zajecie drugiego miejsca wigzania przez RAP blokuje
przyfaczenie aktywowanej a2-M, ale nie ma wptywu na wigzanie (3-VLDL wzbogaconej apolipoproteing
E. Pozostate ligandy wigzg sie rdwniez z tymi dwoma miejscami; b - model hipotezy, wedtug ktérej RAP
moze wigzac sie z wieloma miejscami LRP, hamujac wigzanie innych ligandéw w drodze bezposredniego
wspotzawodnictwa (wg [18] zmodyfikowany)

komorki [15,19,42]. Wewnatrzkomérkowa pula RAP moze by¢é uwalniana w re-
zultacie nieznanych jeszcze mechanizmdw, co by¢ moze moduluje wigzanie ligandow
z receptorami na powierzchni komorki.

By¢ moze RAP uczestniczy takze w regulacji transportu receptoréw na powie-
rzchnie komorki [1]. Funkcja ta moze polega¢ na wewnatrzkomorkowym prze-
mieszczaniu i dostarczeniu nowo powstatego receptora do blony plazmatycznej
[1,43].

U ludzi mRNA kodujacy RAP wykazano w sercu, mézgu, watrobie, nerkach,
trzustce, tozysku, ptucach i miesniach szkieletowych [35]. U myszy najwieksze
ilosci mMRNA dla RAP odkryto w nerkach, moézgu ijadrach, a najnizsze w watrobie
i sledzionie. Wyniki badan immunohistochemicznych w tkankach myszy i szczura
wykazujg, ze antygen RAP obecny jest we wszystkich komérkach zawierajgcych
gp330 lub LRP.

Oprocz RAP, modulatorem receptoréw rodziny LDLR jest takze lipaza lipo-
proteinowa [18]. Zwieksza onawigzanie lipoprotein ztymi receptorami. Dodatkowym
wzmocnieniem tego efektu jest obecnos¢ proteoglikandw. LPL rozpoczyna hydrolize
lipidéw, przez co zwigksza dostepnos$¢ lipoprotein dla receptora. Enzym ten moze
takze uczestniczy¢ w wigzaniu lipoprotein z receptorami dzieki wigzaniu z lipidami
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Rys. 4. Schemat struktury RAP (wg [42], zmodyfikowany)

w lipoproteinach oraz proteoglikanami na powierzchni komorki, a takze z samym
receptorem. LPL wzmaga katabolizm lipoprotein z udziatem receptoréw rodziny
LDLR, nawet przy braku apoE.

Duzy wplyw na wigzanie lipoprotein wzbogaconych w apoE z LRP ma takze
laktoferyna, ktéra wspétzawodniczy w wigzaniu tych czasteczek zaréwno z LRP,
jak i z HSPG [20].

INNE RECEPTORY WIAZACE LIPOPROTEINY

Pozostatosci chylomikron6w sg réwniez wigzane przez receptor asjalogliko-
proteinowy oraz receptor indukowany kwasami ttuszczowymi [18].

Receptor asjaloglikoproteinowy wigze in vitro remnanty chylomikronéw poprzez
apoE, z powinowactwem 100 razy wiekszym niz LDL, ktére zawierajg jedynie
apoB 100. Receptor ten jest obecny jedynie w watrobie, ale jak dotad nie wykazano,
ze uczestniczy on w klirensie remnantow chylomikronow in vivo. Receptor asjalo-
glikoproteinowy jest lektyng. Jest on specyficznie hamowany przez asjalofetuine
i inne asjaloproteiny.

Niedawno opisano receptor indukowany wolnymi kwasami ttuszczowymi. Ho-
mozygoty z rodzinng hipercholesterolemia, u ktérych brak LDLR, moga wigzac
LDL po inkubacji tych lipoprotein z wolnymi kwasami ttuszczowymi lub z apoE.
Miejscowe nagromadzenie wolnych kwasow tluszczowych w nastepstwie lipolizy
enzymatycznej moze stanowi¢ sygnat rekrutacji receptora indukowanego przez wolne
kwasy ttuszczowe. By¢ moze receptor indukowany wolnymi kwasami thuszczowymi
uczestniczy w klirensie lipoprotein ulegajgcych szybkiej lipolizie, takich jak remnanty
chylomikronow, a takze w metabolizmie LDL niezaleznym od LDLR.
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RECEPTORY DLA ZMODYFIKOWANYCH LIPOPROTEIN

Receptory zmiatajgce

W utylizacji zmodyfikowanych lipoprotein uczestniczg tak zwane receptory zmia-
tajgce (ang. scavenger receptors) [18]. Znana jest struktura dwoch typdw receptora
scavenger. Schemat ich budowy przedstawiono na rysunku 5. Receptory obydwu
typéw skladajg sie z szeSciu domen, wsrod ktérych jest 5 identycznych. Receptory
te réznig sie domeng C-koricowa. Domena N-koncowa zawiera 50 aminokwasow
i nie ma sekwencji Asn-Pro-X-Tyr, charakterystycznej dla rodziny LDLR. Zawiera
ona natomiast sekwencje Tyr-X-Arg-Phe, ktéra jest takze obecna w ogonie cyto-
plazmatycznym receptora transferyny ijest prawdopodobnie odpowiedzialna za in-
ternalizacje ligandow. Nastepna domena jest odcinkiem hydrofobowym, sktada sie
z 26 aminokwasow i spetnia funkcje domeny przezbtonowej. Kolejne 32 aminokwasy
tworzg krétki odcinek zawierajacy proling i dwa miejsca N-glikozylacji. W skiad
nastepnej domeny wchodzg 163 aminokwasy, ktére tworzg 23 powtérzenia sie-
dmioaminokwasowe. Domena ta ma strukture potrdjnej a-helisy. Uczestniczy ona
w wigzaniu ligandéw z receptorem oraz w kwasowo-zaleznej dysocjacji ligandow
od receptoréw zmiatajagcych w niskim pH lizosoméw. Dysocjacje te ttumaczy zmiana
tadunku reszt histydynowych w niskim pH, co prowadzi do zmiany konformacji
catego receptora. Kolejna domena jest podobna do kolagenu. U cztowieka zawiera
ona 23 powtdrzenia tripletu Gly-X-Y, ktére tworzg potréjng spirale. W obojetnym
pH triplety te nie majg tadunku lub majg tadunek dodatni. Dodatni fadunek tej
domeny umozliwia wigzanie polianionowych ligandéw. Kolejna domena tworzy
C-koniec receptora i nazywana jest domeng bogatg w cysteine. W typie | skfada
sie ona ze 110 aminokwasow, wsrod ktorych znajduje sie 6 reszt cysteinowych.
Domena C-koricowa w typie Il receptora scavenger nie ma cysteiny i u cztowieka
zawiera tylko 17 reszt aminokwasowych. Wigzanie ligandow przez obydwa typy
receptora scavenger odbywa sie w podobny sposéb, co sugeruje, ze domena ta
nie uczestniczy w tym procesie. Obydwa typy receptora wykazano w makrofagach
obecnych w blaszkach miazdzycowych oraz w wielu narzadach, takich jak: ptuca,
watroba (komorki Kupffera), tozysko, mozg. W niektérych komérkach wigzanie
utlenionych LDL jest catkowicie hamowane przez acetylowane LDL, a wigzanie
acetylowanych LDL jest bardzo stabe przy nadmiarze utlenionych LDL. Nie jest
wykluczone istnienie réwniez innych receptorow zmiatajgcych.

Inkubacja makrofagéw ze zmodyfikowanymi LDL prowadzi do wewnatrz-
komérkowej degradacji czesci biatkowej i do magazynowania w komérkach estrow
cholesterolu. Ten proces przeksztatca makrofagi w komérki piankowate. Receptory
zmiatajgce uczestniczg wiec w patogenezie miazdzycy. W watrobie receptory dla
utlenionych LDL moga odgrywac role protekcyjng przeciwko gromadzeniu we krwi
zmodyfikowanych LDL. Zmodyfikowane LDL intemalizowane przez komorki
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Rys. 5. Schemat budowy receptoréw zmiatajgcych (wg [18] zmodyfikowany): a-receptor typu pierwsze-
go, b - receptor typu drugiego

Srddbtonka watroby droga receptora zmiatajgcego ulegajg szybkiej hydrolizie. Wolny
cholesterol jest kierowany do komérek parenchymalnych i tam jest przeksztatlcany
w kwasy zblciowe. W ten sam sposob komorki Kupffera metabolizujg zmodyfi-
kowane LDL. W monocytach jest niewiele receptoréw zmiatajacych, w odrdznieniu
od makrofagow. Estry forbolu, ktére sg aktywatorami kinazy biatkowej C, indukuja
przemiange monocytéw w makrofagi in vitro, a tym samym znacznie zwiekszaja
aktywnos$¢ receptorow zmiatajgcych przez pobudzenie syntezy mRNA i biatka re-
ceptorowego. Efekt ten jest obserwowany takze w innych komérkach, takich jak
miesnie gtadkie czy fibroblasty.

Lipoproteiny inkubowane z hodowlami komérek $rédbtonka ulegajg oksydacji
i sg usuwane przez receptory dla chemicznie zmodyfikowanych LDL, podobne
do receptora scavenger [7] LDL zmodyfikowane dialdehydem malonowym sg usu-
wane przez ten sam receptor zmiatajgcy, ktory wigze zmodyfikowane chemicznie
lipoproteiny o matej gestosci. Dla oksy-LDL zidentyfikowano odrebny receptor,
ktéry nie rozpoznaje acetylo-LDL. Receptory zmiatajgce usuwajg réwniez LDL
zmodyfikowane w wyniku glikacji, karbamylacji, etylacji oraz dziatania niektérych
ksenobiotykéw [41]. Wykaz poznanych dotad ligandéw receptoréw scavenger po-
dano w tabeli 2 [6]. Ich wspolng cechg jest polianionowy charakter, chociaz istnieje
wiele polianionéw, ktdre nie s ligandami dla receptoréw zmiatajacych.
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Tabela 2. Ligandy dla receptoréw zmiatajacych [6]

Ligandy dla receptoréw zmiatajacych

lipoproteiny zmodyfikowane chemicznie (acetylowane, oksydowane glikowane, karbamylowane)
polirybonukleotydy

naturalne i zmodyfikowane polisacharydy

fosfolipidy anionowe

inne molekuty, takie jak: siarczan poliwinylu, azbest i endoksyny

W komoérkach piankowatych pochodzenia makrofagowego w blaszkach miaz-
dzycowych oraz w komoérkach Kupffera wykryto biatko o masie 95 kDa, ktére
wykazuje swoistg interakcje z oksy-LDL.

Odrebny receptor makrofagéw wigze AGEP-LDL. Koncowe produkty zaawan-
sowanej glikacji modyfikujg rézne biatka, a takze lipoproteiny o matej gestosci.

Lp(a), zmodyfikowana poprzez oksydacje, jest usuwana przez rézne komorki
watroby, w zaleznosci od stopnia utlenienia i rozmiaru izoformy czasteczki. Umiar-
kowanie oksydowana lipoproteina (a) o masie 610 kDa jest wychwytywana przez
komorki Kupffera. Komoérki srédbtonka usuwajg gtéwnie intensywnie oksydowang
Lp(a) o masie 440 kDa.

Receptor FcRI11-B2 komoérek uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego

W usuwaniu utlenionych LDL po ich agregacji uczestniczy receptor Fc, ktdrego
masa czasteczkowa wynosi 50 kDa [18]. Wychwyt utlenionych LDL przez ten
receptor nie jest blokowany przez acetylowane LDL. Wiagzanie utlenionych LDL
z receptorami Fc moze wyzwala¢ lub blokowaé¢ odpowiedzi komérki, takie jak
uwalnianie aktywnych odmian tlenu czy mediatorow procesu zapalnego. Receptor
Fc uczestniczy takze w usuwaniu komplekséw immunologicznych, rozpoznajac re-
gion Fc IgG.

Glikoproteina CD36

W wigzaniu utlenionych LDL uczestniczy réwniez CD36, glikoproteina o masie
czasteczkowej 88 kDa [6,18]. Znajduje sie ona na powierzchni monocytéw, ptytek
krwi oraz komdrek $rodbtonka i jest receptorem dla trombospondyny i kolagenu.
Moze ona wyzwalaé aktywacje trombocytdw i monocytédw. Internalizacja oksy-LDL
z udziatem CD36 nie jest blokowana ani przez acetylowane, ani przez natywne
LDL. Utlenione LDL, ktore wigzg sie zCD36 na powierzchni monocytéw i komarek
$rodbtonka, mogg oddziatywacé na przyleganie tych dwu typow komorek. Wigzanie
oksy-LDL z CD36 trombocytéw moze modulowa¢ wytwarzanie czynnikéw wzro-
stowych i oksydantéw przyczyniajacych sie do rozwoju uszkodzeh Sciany naczyn.
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Receptor HDL

Lipoproteina HDL jest uwazana za czynnik antyryzyka rozwoju miazdzycy. Ucze-
stniczy onaw odwrotnym transporcie cholesterolu, z tkanek obwodowych do watroby,
a takze jest zwigzana z hamowaniem procesu utleniania LDL [41]. W komdrkach
watroby, $rodbtonka, miocytach gtadkich, fibroblastach i makrofagach obecne sg
specyficzne miejsca wigzace HDL [18]. Z btony komoérkowej tych komorek wy-
odrebniono biatko wigzace HDL - HBP. Jego masa czasteczkowa jest zalezna
od komorki, z ktérej pochodzi. Wedtug réznych autoréw wynosi ona od 95 do
180 kDa, najczeSciej 110 kDa. Struktura HBP nie jest podobna do poznanych
dotad receptorow przezbtonowych, co sugeruje takze odmienne ich dziatanie. Wig-
zanie HDL z HBP zwieksza sie, gdy komorki sg wypetnione cholesterolem oraz
wtedy, gdy ich wzrost jest zahamowany. Jest to wynikiem zaréwno zwiekszenia
iloSci mMRNA kodujacego HBP, jak i samego biatka. Wigzanie HDL z powierzchnia
komérki aktywuje kinaze biatkowg C (PK-C). Stymulacja PK-C powoduje pro-
liferacje komarek i wydzielanie apoE. Wigzanie HDL z adipocytami i trombocytami
stymuluje wytwarzanie diacyloglicerolu (DAG) przez fosfolipaze C zwigzang z
biatkiem Go lub Gi. Po zwigzaniu HDL z receptorem nastepuje translokacja PK-C
z cytoplazmy do blony plazmatycznej. Inhibitory PK-C zapobiegajg wypltywowi
cholesterolu z komorki z udziatem HDL.

PODSUMOWANIE

Zapewne nie znane sg jeszcze wszystkie receptory, ktorych Ugandami sg li-
poproteiny. Funkcje nawet tych znanych juz receptoréw wyjasnione sg jedynie
czesSciowo. Niektérych funkcji mozemy sie tylko domysla¢ na podstawie przyta-
czanych ligandow i lokalizacji receptoréw.

Odkrywanie nowych rél petnionych przez receptory lipoprotein oraz poznawanie
ich mechanizméw dziatania by¢ moze w przysztosci pozwoli, miedzy innymi na
wczesniejszg diagnostyke miazdzycy i przyczyni sie dojej skuteczniejszego leczenia.
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TROJWYMIAROWA MIKROSKOPIA SWIETLNA*
3-D MICROSCOPY
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Streszczenie: Konwencjonalna mikroskopia $wietlna nie pozwala na uzyskanie informacji o strukturze
tréjwymiarowej preparatu, poniewaz mikroskopy wytwarzajg wytacznie obrazy dwuwymiarowe. Moze
tojednak prowadzi¢ do btedéw interpretacji struktury mikroskopowej. Niniejszy artykut opisuje zasady
dziatania, zalety i zastosowania nowego typu tréjwymiarowego mikroskopu $wietlnego, ktory dzieki
zastosowaniu uko$nego o$wietlenia i widzenia stereoskopowego pozwala na bezposrednia obserwacje
przestrzennej struktury badanego preparatu ze znaczng rozdzielczoscia na duzych powigkszeniach.

Stowa kluczowe: mikroskopia tréjwymiarowa, histologia, analiza i przetwarzanie obrazu, stereoskopia,
holografia.

Summary: Conventional light microscopy is normally devoid of information regarding the 3-D structure
of the examined specimen, since regular microscopes project only two-dimensional images. This may
lead to some misinterpretations of the submicroscopical structure of the specimen. In the article the
principles, advantages and applications are described of a new type of real-time, high-definition 3-D light
microscope, which allows in-depth inspection of the specimen thanks to oblique illumination and stereo
imaging.

Key words: 3-D microscopy, histology, image analysis and image processing, stereo imaging, holograp-
hy.

PERCEPCJA STEREO

Ewolucja cztowieka miata miejsce w trojwymiarowej rzeczywistosci. Ludzkie
zmysty, w szczegdlnosci wzrok i stuch, sa dobrze przystosowane do percepcji zjawisk
przestrzennych (tréjwymiarowych). Mozg cztowieka jest najdoskonalszym proce-
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sorem przetwarzania obrazéw, ktérego syntetyczny odpowiednik nie zostat jeszcze
skonstruowany. JesteSmy zdolni przestrzennie interpretowaé nawet dwuwymiarowe
dane, w ktérych informacja przestrzenna jest niekompletna, jak np. dwuwymiarowe
fotografie, filmy lub dziela sztuki malarskiej.

Instrumenty optyczne, bedace wytworem cziowieka, stosujg prostsza od troj-
wymiarowej, dwuwymiarowg technike wytwarzania obrazow. Mo6zg ludzki na pod-
stawie poprzednich doswiadczen wizualnych, uzupetnia brakujace informacje
odnos$nie cech przestrzennych struktur odwzorowanych w takich obrazach.

Wraz z postepem techniki obserwuje sie jednak kolejne préby wytwarzania kom-
pletnych - trojwymiarowych obrazéw, ktdre niewatpliwie przewyzszajg obrazy pta-
skie, sg bogatsze w szczeg6ty i robig wieksze wrazenie dzieki swej gtebi. Obrazy
takie odbierane sg przez nas jako blizsze naturalnej rzeczywistosci. Do$¢ wspomnie¢
stereofotografie, ktéra przezywata szczyt zainteresowania na przetomie wiekdw,
fotoplastikony (jeszcze do niedawna funkcjonujace jako publiczne atrakcje), ko-
mercyjne filmy 3-D, holografie, czy ostatnie barwne wydawnictwa z serii "Magiczne
Oko".

Poniewaz czesto wystarcza nam obraz dwuwymiarowy, a jego wytworzenie jest
prostsze itansze, stad tez w wigekszosci mamy do czynienia z obrazowaniem ptaskim.
Kto jednak zetkngt sie z obrazowaniem tréjwymiarowym, jest natychmiast prze-
konany ojego wyzszosci irozumie, ze tworzenie obrazéw przestrzennych iobcowanie
ze Swiatem 3-D warte jest wysitkow i nakfadéw. Z naukowego punktu widzenia,
obrazy tréjwymiarowe zawierajg petniejsza informacje o strukturze przedmiotu,
ktory przedstawiajg. Kordylewski i in. [13, 15, 16] wykazali, ze tréjwymiarowe
stereogramy mikroskopowe moga by¢ Zrédiem analiz niemozliwych do przepro-
wadzenia na "pozbawionych grubosci”, ptaskich obrazach komorek i tkanek.

PRZESTRZENNOSC PREPARATU MIKROSKOPOWEGO

Od poczatkéw mikroskopii optycznej przyjeto sie uwazaé, ze preparat mikro-
skopowy, aby byt przejrzysty, musi by¢ bardzo cienki, tak ze zazwyczaj jego grubosé
uznaje sie w rezultacie za nieistotng. Tymczasem, whrew potocznemu przekonaniu,
preparaty mikroskopowe - nawet zaledwie kilkumikronowej grubosci - zawieraja
rozmaite submikroskopowe elementy rozmieszczone przestrzennie, a ich wzajemne
relacje moga okaza¢ sie niezmiernie wazne dla istoty badanego zagadnienia. W
szczeg6lnosci preparaty biologiczne sg zazwyczaj bardzo ztozonymi strukturami
trojwymiarowymi o skomplikowanej budowie.

Przy duzych powiekszeniach odlegtosci pomiedzy elementami preparatu mikro-
skopowego w osi "z" sg czesto zblizone w swej wielkosci do tatwo dostrzegalnych
wartosci w plaszczyznie "x-y''. Zatem, przy pomiarach czynionych na preparacie,
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lub przy jakiejkolwiek (nawet jedynie jakoSciowej analizie) bledem jest zaniedby-
wanie wartosci "z" (rys. 1).

Szczegblnie w przypadku preparatéw biologicznych, rutynowo stosowany plaski
rzut struktur preparatu moze czesto prowadzi¢ do mylnych interpretacji morfolo-
gicznych. Tworzg sie wtedy tzw. artefakty interpretacji obrazu [14]. Na przykiad,
nie jest obojetne, na ktérym z wielu obecnych w polu widzenia (i przestaniajacych
sie) wiokien migsniowych tworzy sie synapsa. Na ptaskim, dwuwymiarowym zdjeciu
nie jest jednoznacznie widoczne, czy zaopatrujacy ptytke koricowg akson przebiega
nad czy pod widknem miesniowym [12]. Skupienia ziam srebra w preparacie auto-
radiograficznym moga by¢ spowodowane nieréwnomierng gruboscig emulsji po-
krywajacej preparat, a nie - jak sie oczekuje - wzmozonym specyficznym sygnatem
radioaktywnym w rejonie obfitego wystepowania ziam [17].

Doswiadczony mikroskopista, postugujac sie srubg mikrometryczng mikroskopu
Swietlnego umie poruszac sie w grubosci preparatu (w osi "'Z"") i z tatwos$cig rozpozna
wzajemne relacje fragmentow preparatu potozonych nad sobg. Mimo to jednak
w konwencjonalnym mikroskopie $wietlnym nie da sie nigdy rownoczesnie widzie¢
ostro szczeg6téw znajdujacych sie w réznych ptaszczyznach preparatu (np. struktur
komérki i ziam srebra w pokrywajacej je emulsji), szczeg6lnie w przypadku duzych
powiekszeA. Tym bardziej wiec zdjecia fotograficzne lub video przedmiotow mi-
kroskopowych sg catkowicie pozbawione informacji przestrzennej. Dwuwymiarowe
obrazy mikroskopowe nie zawierajg bowiem wcale informacji o rozmieszczeniu
elementow preparatu w jego grubosci. Nieostre kontury poszczeg6lnych sktadnikow
strukturalnych preparatu naktadajg sie na siebie, zacierajac og6lny obraz i obnizajac
jego rozdzielczosc.

Rys. 1 Schemat rozmieszczenia elementéw submikrosko-
powych wzgledem osi X, Y i Z w preparacie mikroskopo-
wym. O$ Z jest identyczna z osig optyczng mikroskopu,
ptaszczyzna wyznaczona przez osie X i Y jest ptaszczyzng
réwnolegta do plaszczyzny stolika mikroskopu. Badany
szczeg6t preparatu, zaznaczony ciemnym prostokatem,
znajduje sie na skrzyzowaniu osi X, Y i Z. Jego ostry obraz
tworzony jest przez uktad optyczny mikroskopu. Poza pta-
szCzyzng wyznaczong przez osie X i Y znajdujg sie inne
detale preparatu, ktére nie sa widoczne ostro; zaznaczone sg
one jasniejszymi kwadratami. W szczegélInosci jeden z nich
lezy na osi Z, bezposrednio ponad obserwowanym elemen-
tem zaznaczonym w postaci prostokata. W konwencjonal-
nym mikroskopie $wietlnym trudno jest ustali¢, ktéry z tych
elementdw jest wyzej, aktory nizej ijakajest pomiedzy nimi
odlegto$¢ na osi Z. Co wiecej, jeden z nich, widziany nie-
ostro, moze przeszkadza¢ w obserwacji drugiego [wg Edge
Scientific, zmieniony]
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MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA

Znikoma grubos$¢ skrawka ultracienkiego (rzedu zaledwie kiludziesieciu nano-
metréw) jest powodem, dla ktérego prawie zawsze elektronogramy interpretuje
sie jako odwzorowania struktur o zerowej grubosci. Taka dwuwymiarowa analiza
elektronograméw moze byc¢ takze zrédtem btednych interpretacji. Na przyktad btona
komaérkowa jest dobrze widoczna jedynie, gdy w skrawku ma przebieg mniej wiecej
prostopadty do ptaszczyzny przekroju; gdy przekrdj przebiega ukosnie wzgledem
ptaszczyzny btony (skrawek zawiera fragment btony o ukosnym przebiegu wzgledem
jego powierzchni), to moze wtedy wydawac sie, ze btony brak lub ze jest ona
nieciagta, porozrywana. Kordylewski i in. [16] zwrdcili uwage na to, ze w replikach
tkanek obserwowanych monoskopowo cienie elementéw wystajacych moga byé
mylnie zinterpretowane jako powstajace na zagtebieniach preparatu, a nie na wy-
puktosciach. Mimo ewidentnej mozliwos$ci popetniania takich btedoéw, do rzadkosci
naleza jednak zmudne analizy tréjwymiarowej struktury preparatéw mikroskopo-
wo-elektronowych [6, 10, 19]. Kordylewski i in. [13] wykazali, ze takie tréjwy-
miarowe analizy znacznie przewyzszajg swg jakoScig rutynowe analizy mor-
fologiczne przeprowadzane na podstawie wytgcznie dwuwymiarowej dokumentacji
fotograficznej. Obserwacja trojwymiarowa umozliwia bowiem wigksza doktadnosé
w generowaniu i analizie danych ilosciowych [13, 14].

W transmisyjnej mikroskopii elektronowej stolik goniometryczny zapewnia mo-
zliwo$¢ nachylania preparatu, a co za tym idzie jego obserwacji pod réznymi katami
wzgledem osi optycznej mikroskopu. Poprzez zmudne serie zdje¢ stereoskopowych
mozna lepiej pozna¢ relacje przestrzenne w grubosci ultracienkiego skrawka tkanki
lub w tréjwymiarowej replice preparatu [14]. Niestety, wiekszo$¢ badaczy poprzestaje
jedynie na dwuwymiarowej analizie, zaniedbujgc informacje o przestrzennej or-
ganizacji badanych struktur.

MIKROSKOPY BINOKULARNE

Mikroskopy stereoskopowe, tzw. lupy binokularne, umozliwiajg bezposredni
wglad w gtebie preparatu na innej zasadzie niz mikroskopy elektronowe. Sposéb
ten jest blizszy naturalnemu obuocznemu widzeniu. Odbywa sie to przez niezalezna
obserwacje prawym i lewym okiem, przy uzyciu osobnych kompletnych uktadow
optycznych (obiektyw-okular) skierowanych na preparat pod ré6znym katem. Stad
tez prawe i lewe oko widzi w lupie binokulamej odmienne obrazy, ktére zlewaja
sie w jeden obraz przestrzenny.

Niestety, wada lup binokulamych sa ich mate powiekszenia. Ze wzgledu na
znaczng grubos$¢ i nieprzejrzystos¢ preparatdbw o wzglednie duzych rozmiarach,
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obserwacja przy pomocy lupy binokularnej ogranicza sie zazwyczaj jedynie do
powierzchni badanych obiektow.

Konwencjonalny mikroskop swietlny, mimo binokulamych nasadek okularowych,
ma tylko pojedynczy obiektywowy uktad optyczny, stad (pomimo nasadki bino-
kulamej) widzenie stereoskopowe w konwencjonalnym mikroskopie swietlnym nie
jest mozliwe. Binokular mikroskopu podaje kazdemu z oczu ten sam identyczny
obraz wytworzony przez obiektyw. W zwigzku z tym, obuoczne widzenie w nasadce
binokularnej mikroskopu Swietlnego nie przynosi informacji o przestrzennej stru-
kturze preparatu.

MIKROSKOPIA KONFOKALNA

Wprowadzenie w ostatnich latach mikroskopii konfokalnej umozliwito badanie
trojwymiarowej struktury wewnetrznej mikroskopowych preparatéw biologicznych
[7, 9, 26]. W drodze "optycznego skrawania" takich preparatow mikroskop kon-
fokalny pozwala pozna¢ wewnetrzng organizacje preparatu mikroskopowego z wielkg
rozdzielczoScig na duzych powiekszeniach [3, 20].

Wada mikroskopéw konfokalnych jest jednak konieczno$é elektronicznego prze-
twarzania obrazu dla uzyskania trojwymiarowej rekonstrukcji badanych struktur,
a co zatem idzie mozliwo$é obserwacji zywych obiektéw i manipulacji nimi podczas
obserwacji jest zwykle ograniczona [24, 25]. Cho¢ obrazy uzyskiwane przy pomocy
mikroskopu konfokalnego sg zazwyczaj spektakularnie kolorowe, nalezy tez jednak
pamieta¢, ze sg to barwy sztuczne, uzyskiwane na drodze elektronicznego prze-
twarzania obrazu i w zadnym stopniu nie majg nic wspdlnego z oryginalnym, na-
turalnym kolorytem wiasciwego preparatu [4, 20, 21, 22].

NOWY SWIETLNY MIKROSKOP TROJWYMIAROWY

Ostatnio skonstruowano nowy typ mikroskopu $wietlnego (R400), ktéry umo-
zliwia bezpos$rednig (real-time) obserwacje struktury tréjwymiarowej preparatu mi-
kroskopowego oraz uzyskiwanie jej obrazow stereoskopowych o wysokiej
rozdzielczosci i kontrascie (high-definition). Poniewaz mikroskop ten umozliwia
obserwacje bezposrednig, efekt trojwymiarowy powstaje bez jakiegokolwiek prze-
twarzania obrazu. Informacja przestrzenna jest dostepna natychmiast ijest ewidentna
dla kazdego, nawet niewprawnego obserwatora [5].

W mikroskopie tréjwymiarowym R400 otrzymuje sie wysokiej jakosci kolorowe
obrazy stereoskopowe, o barwach wiernych oryginalnemu preparatowi. Efekt ste-
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reoskopowy uzyskuje sie nawet przy zastosowaniu imersji i obiektywu 100x. Mi-
kroskop ten nie powstat ani w Japonii, ani w Niemczech, lecz wytworzony zostat
w Kalifornii (Santa Monica, USA) i rozprowadzany jest przez niezalezng od wielkich
koncernéw optycznych matg amerykanskg firme, przezywajgcg ostanio zawrotny
rozwo0j, a ukrywajgcg sie pod nazwa "Edge-Scientific Instruments".

Ostatnio firma ogtosita, ze oprocz samodzielnych mikroskopdw tréjwymiarowych
dostepne sgjuz przystawki 3-D (podobne do przystawek do polaryzacji lub kontrastu
faz), dzieki ktorym kazdy konwencjonalny mikroskop $wietlny mozna przeksztatcic¢
w mikroskop do obserwacji trojwymiarowej struktury preparatu.

ZASADY DZIALANIA TROJWYMIAROWEJ
MIKROSKOPIlI SWIETLNEJ

Dziatanie nowego typu mikroskopu R400 opiera sie na trzech podstawowych
zasadach:

(1) dyfrakeji,

(2) ukosnego oswietlenia i

(3) obrazowania stereoskopowego.

Rys. 2. Schemat ilustrujacy zasady zwiekszenia rozdzielczosci mikroskopu stosujgcego ukosne oswiet-
lenie przez boczne przesuniecie wigzki Swiatta. Schematy a, b i ¢ przedstawiaja pole widzenia mikroskopu
(aperture numeryczng obiektywu), w ktérym widoczna jest centralna wigzka $wiatta o oraz ugiete w
wyniku dyfrakcji na elemencie preparatu wigzki pochodne +1, +2, -1 i -2. W schemacie 2a wigzka 0
zajmuje pozycje centralng w osi optycznej mikroskopu i do obiektywu wpadajg rowniez wigzki pochodne,
symetrycznie z obu stron wigzki centralnej. W schemacie 2b do obiektywu wpada jedynie wigzka
centralna, natomiast zadna z wiazek pochodnych "nie miesci sie" w aperturze obiektywu ze wzgledu na
duzy odstep pomiedzy wigzkami "4". W takim przypadku obiekt, na ktérym nastapita dyfrakcja, nie bedzie
widoczny, gdyz wigzka o nie jest wystarczajgca do wytworzenia obrazu dyfrakcyjnego; potrzebna jest
interferencja z co najmniej jedng z wigzek pochodnych. W schemacie 2c wiazki zostaty odchylone w
lewo wzgledem osi optycznej mikroskopu i uzyskano o$wietlenie ukosne. W aperturze obiektywu miesci
sie nie tylko wigzka o, ale takze odlegta od niej o warto$¢ d wigzka pochodna 1, dzieki czemu moze doj$¢
do interferencji i wytworzenia obrazu obiektu, na ktérym nastapito ugiecie $wiatta, a ktory pozostawat
niewidoczny w warunkach zilustrowanych na schemacie 2b. W ten sposéb uko$ne o$wietlenie preparatu
przyczynia sie do zwiekszenia rozdzielczo$ci powstajacego obrazu (wg Fostera [5])
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Po pierwsze, tak jak w kazdym mikroskopie optycznym, obraz tworzy sie tu
w wyniku interferencji wiazki promieni $wiatta ugietego na szczeg6tach preparatu
i wigzki promieni Swiatta przechodzacego bez dyfrakcji wprost przez tto preparatu.
Na kazdym szczeg6le uginajagcym $wiatto powstaje charakterystyczny uktad prazkéw
dyfrakcyjnych, z ktorych Srodkowy prazek zerowy odpowiada o$wietleniu prze-
chodzacemu przez tlo, a pozostate prazki odzwierciedlajg wiasnosci optyczne danego
punktu preparatu uginajgcego $wiatto. Prazki te zaznaczone sg schematycznie na
rysunku 2a.

Po drugie, nowy mikroskop trojwymiarowy R400 opiera sie na zasadzie uko$nego
oswietlenia. W konwencjonalnym mikroskopie optycznym stosuje sie czasem o$wiet-
lenie ukos$ne przez przesuniecie prazka zerowego wzgledem osi optycznej mikro-
skopu dla uzyskania zwiekszenia kontrastu obrazu. Efekt taki uzyskuje sie przez
zastosowanie specjalnych potksiezycowych przyston. Obraz zyskuje na kontrascie,
poniewaz boczne oSwietlenie przysparza mu “cieni" i krawedzie obiektéw stajg
sie wyrazniejsze. W skrajnym przypadku catkowitego wygaszenia centralnej wigzki
Swiatta przystong pierScieniowg uzyskuje sie efekt “"ciemnego pola". Na czarnym
tle obiekty mikroskopowe btyszczg wtedy jasnym Swiattem, niczym pytki w pro-
mieniach stofica wpadajgcego z bocznego okna do ciemnego pokoju.

W przypadku stosowania uko$nego o$wietlenia preparatu tto jest jasne, natomiast
ciemne kontury detali odbierane sg przez oko jako cienie, podczas gdy przeciwlegte
im krawedzie znacza sie jasniej i odbierane sg jako wypuktosci. Sprzyja to in-
terpretowaniu obrazu na sposéb trojwymiarowy, jest to jednak ztudzenie, nie majace
wiele wspélnego z prawdziwg przestrzenng strukturag preparatu [9]. Niewatpliwie
jednak obraz taki jest o wiele bardziej kontrastowy niz w przypadku konwencjo-
nalnego oswietlenia, co ma ogromne znaczenie dla przyzyciowych obserwacji pre-
paratéw niebarwionych.

Zasady zwiekszenia rozdzielczosci obrazu powstatego w wyniku uko$nego oswiet-
lenia wyjasnione sg na schematach (rys. 2). Rysunek 2a przedstawia pole widzenia
mikroskopu, ktore w normalnych warunkach obejmuje centralng wigzke swiatla
0 oraz wiazki dyfrakcyjne pierwszego i drugiego rzedu, ktére wpadajac do obiektywu
lintereferujac tworzg obraz mikroskopowy. Dla utworzenia obrazu, aw szczegdlnosci
dla uzyskania informacji o jego strukturze przestrzennej, oprécz wiazki centralnej
do obiektywu wpada¢ musi co najmniej jedna wiazka odchylona, przy czym wy-
starczy, aby byta to wigzka zjednej tylko strony, dodatniej lub ujemnej.Niekoniecznie
muszg do obiektywu wpadaé wigzki symetryczne, + i -. Moze zdarzy¢ sie jednak
taka sytuacja, kiedy obiektyw nie obejmie zadnej z odchylonych wiazek, poniewaz
zlokalizowane bedg one poza jego aperturg numeryczna, co zilustrowano na rysunku
2b. Odstep pomiedzy prazkami d jest tak znaczny, ze przy centralnym potozeniu
wigzki zerowej zaden z prazkow pierwszorzedowych nie "miesci sie" w obiektywie.
Wtedy niejest mozliwe wytworzenie obrazu struktury odchylajacej Swiatto ipozostaje
ona niezauwazalna. Jezeli jednak wiagzke centralng przesunie sie w bok wzgledem
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osi optycznej uktadu, jedna z pochodnych wigzek pierwszego rzedu, przesunieta
w bok wraz z wigzka zerowa, zostanie objeta przez obiektyw (rys. 2c). W rezultacie,
przy duzym powiekszeniu, uzyskamy kontrastowy obraz szczeg6tu, ktory byt nie-
dostrzegalny w sytuacji zilustrowanej na rysunku 2b. Tak wiec uko$ne o$wietlenie
zapewnia nie tylko zwiekszenie kontrastu obrazu, lecz takze lepszg rozdzielczosc.

Oczywiscie, im wiecej dodatkowych prazkéw dyfrakcyjnych zostanie objetych
obiektywem mikroskopu, tym bardziej wyrazisty i kontrastowy staje sie obraz pre-
paratu. Ukos$ne os$wietlenie sprzyja tez uwolnieniu obrazu od rozmytej posSwiaty
pochodzacej od struktur spoza ptaszczyzny ostrosci, zacierajacej szczegdty [11].

ZALETY STEREOSKOPII

U podstaw zwiekszenia rozdzielczo$ci nowego mikroskopu tréjwymiarowego
R400 lezg takze zasady widzenia stereoskopowego. Aby sie przekona¢ o tym, ze
widzenie obuoczne zapewnia lepsza rozdzielczo$¢, mozna wykonaé prosty eks-
peryment. Jesli na wysokosci oczu zaznaczymy na $cianie bardzo blisko siebie
dwa wyrazne punkty i odejdziemy od $ciany na takg odlegtos$é, by kat widzenia
pomiedzy tymi punktami wynosit okoto 1°, to zamknawszy jedno oko, z tej odlegtosci
zobaczymy jedynie pojedynczg plamke, gdyz oba punkty zlejg sie ze sobg. Gdy
jednak na te same punkty popatrzymy obuocznie, przekonamy sie, ze nawet cof-
nawszy sie na dalszg odlegtos¢ jeszcze rozrézniac je bedziemy jako osobne plamki.
W prosty sposéb dowodzi to wyzszosci widzenia obuocznego nad widzeniem jed-
noocznym.

Wykazano, Zze stereoskopowe patrzenie obuoczne poprawia zdolno$¢ dostrze-
gania szczegOtow trzy do szeSciokrotnie [11]. Cho¢ natura tego zjawiska nie jest
w petni poznana, jest jednak oczywiste, iz przy widzeniu obuocznym obraz jest
jasniejszy, bardziej wyrazisty, bardziej kontrastowy ibogatszy w szczegdty. Ponadto,
stereoskopowe widzenie obuoczne zapewnia poszerzenie gtebi ostrosci, gdyz do-
starcza informacji o wzajemnych relacjach pomiedzy ttem i elementami pierwszo-
planowymi, nawet jesli lezg one poza ptaszczyzng ostrego widzenia. Informacja
wzrokowa dotyczaca otoczenia przedmiotéw widzianych ostro znacznie poprawia
mozliwos$¢ interpretacji danych wizualnych [5].

ZALETY MIKROSKOPU TROJWYMIAROWEGO

Nowy S$wietlny mikroskop tréjwymiarowy R400 tgczy zalety obrazu dyfrakcyj-
nego, oSwietlenia uko$nego i zasady widzenia stereoskopowego dla wytworzenia
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wysokiej jakosci kontrastowego, tréjwymiarowego, barwnego obrazu o znacznej
rozdzielczosci.

Mikroskop R400 generuje bardzo efektowne, barwne obrazy o spektakularnej
gtebi wypetnionej szczegdtami, ktore nie sg zauwazalne w plaskim obrazie po-
wstajgcym w konwencjonalnym mikroskopie $wietlnym. W konwencjonalnym mi-
kroskopie wymagania wzgledem rozdzielczosci, kontrastu, gtebi ostrosci i
klarownosci obrazu podlegajg zawsze kompromisom, gdyz poprawa tych parametréw
wzajemnie sie wyklucza. R400 pozwala na réwnoczesng poprawe we wszystkich
tych aspektach.

Jak zapowiadajg tworcy mikroskopu R400, dla uzyskaniajak najlepszych efektéw
technika preparowania badanej prébki do obserwacji w mikroskopie R400 moze
by¢ nieco odmienna niz w tradycyjnej technice preparatyki mikroskopowej, ale
publikacje danych szczeg6towych na ten temat sg dopiero oczekiwane.

ZWIEKSZONA ROZDZIELCZOSC

Do testu rozdzielczosci mikroskopu R400 uzyto Amphipleura pellucida. Przy
pomocy mikroskopu R400 udato sie dostrzec periodyczng strukture pancerzyka
0 okresie 250 nm oraz inne detale szkieletu o rozmiarach 200 nm. Szczegéty te
nie sg widoczne w konwencjonalnym mikroskopie $wietlnym. Dzieki zastosowaniu
stereoskopowej projekcji mikroskop R400 pozwala na rozpoznanie przestrzennych
szczeg6tow struktury pancerzykéw z wielka rozdzielczoS$cig, nawet przy stosunkowo
matych powiekszeniach.

GRUBOSC PREPARATU

Zwiekszenie kontrastu irozdzielczosci obrazu wytwarzanego w mikroskopie R400
pozwala na obserwacje preparatow o wiele grubszych niz konwencjonalne skrawki
tkanki, ktérych maksymalna dopuszczalna grubo$¢ wynosi zazwyczaj ok. 15 [im.
W mikroskopie R400 obserwowa¢ mozna preparaty dochodzace nawet do grubosci
okoto 100 (im, co pozwala na przyzyciowe obserwacje rozwijajacych sie embrionow.
Na przyktad w catosciowym preparacie zywego zarodka kurczecia mozliwa jest
obserwacja réznicujgcych sie somitow (rys. 3 i 5).

Zwiekszona rozdzielczos¢ i doskonalszy kontrast obrazéw w mikroskopie R400
pozwala na wykonywanie mikrofotografii przy duzych powiekszeniach bez utraty
ostrosci szczegdtdw obrazu (rys. 3-5).
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Rys. 3. Mikrofotografia fragmentu zywego niebarwionego zarodka kurczecia w stadium HH11 obser-
wowanego w catosci przy pomocy mikroskopu R400 z dtugoogniskowym obiektywem 40x. Stereopara
uwidacznia gtebie preparatu, niedostrzegalng na pojedynczej ptaskiej mikrofotografii. Szczegdlnie
wyrazna staje sie szczelina niedomknietej cewki nerwowej w centrum pola widzenia, w odréznieniu od
podobnych sasiednich szczelin, wypetnionych tkanka. Somity wyraznie leza w innej ptaszczyznie niz
przykrywajaca je przezroczysta ektoderma. Obecnosci ektodermy nie da sie jednak stwierdzi¢ na
pojedynczych zdjeciach, gdyz jej szczegdty zlewajq sie z tlem. Dwuplanowo$¢ tej mikrofotografii jest
dostrzegalna jedynie w projekcji stereoskopowej (fot. Dr. G. Greenberg, Edge Scientific Instruments,
USA)

Rys. 4. Fragment zywego zarodka kury w stadium HHs, przedstawiony na stereomikrofotografii wyko-
nanej w mikroskopie R400. Widoczne niezrosniete fatdy gtowowe. Wyrazna jest wieloplanowos$¢
organizacji zarodka widoczna jedynie przy obserwacji stereoskopowej. Komérki ektodermy zaznaczaja
siejako ziarnistosci w ektodermie, lezace na rozmaitych poziomach. Obiektyw dtugoogniskowy 40x (fot.
Dr. G. Greenberg, Edge Scientific Instruments, USA)

Rys. 5. Fragment dwo6ch somitéw zywego niebarwionego zarodka kury w stadium 11 przedstawiony na
stereomikrofotografii. Preparat catego zarodka umieszczono w mikroskopie R400. Obiektyw dtugoogni-
skowy 40x (wg Fostera [5])
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Rys. 6. Stereoskopowa mikrofotografia fragmentu grubego skrawka mézdzku z wysrebrzonymi komar-
kami Purkinjego. Na pojedynczym zdjeciu nie jest wyraznie widoczne, ze pod warstwg komérekz
drzewkowatymi wyrostkami znajduje sie druga warstwa podobnych komérek, ktérych fragmenty widzia-
ne nieostro stanowig rozmyte tto. Grubo$¢ skrawka 60 (im. Giebia preparatu staje sie oczywista jedynie
przy obuocznej obserwacji stereoskopowej (obiektyw Planapochromat 10x, fot. Edge Scientific, USA)
Rys. 7. Skrawek mézgu myszy wybarwiony immunohistochemicznie na obecno$¢ GFAP (glialfibrillary
acidic protein) z niebiesko barwigcym chromogenem kwasnej fosfatazy dla uwidocznienia astrocytow.
Grubos¢ skrawka 50 gm. Regularny odstep pomiedzy gérng i dolng powierzchnig skrawka staje sie
oczywisty jedynie przy obuocznej obserwacji stereoskopowej. Wida¢ réwniez, ze skrawek jest wypet-
niony wypustkami komérek i innymi detalami strukturalnymi (obiektyw Planapochromat 20x, fot. Dr. G.
McAuliffe, University of Medicine and Dentistry of New Jersey, Department of Neuroscience and Cell
Biology, USA)
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Rys. 8. Widok ogdlny trojwymia-
rowego mkroskopu R400. Zwraca
uwage obszerna podstawa, ktéra
kryje ztozony uktad oswietleniowy
(wg Edge Scientific, zmienione)
Rys. 9. Schemat zasady montowa-
nia zdjec¢ stereo-pary. Obraz lewy i
prawy muszg obejmowac ten sam
rejon preparatu, musza by¢ zlinio-
wane poziomo i pionowo, a odstep
pomiedzy odpowiadajacymi sobie
szczegGtami winien wynosi¢ tyle
co rozstaw oczu, ok. 65 mm (wg
Edge Scientific, zmieniony)
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Rys. 10. Fragment przekroju hipokampu w mézgu myszy po barwieniu metodg Golgiego. Neurony CA3

wybarwione sg na czarno. Przestrzenna organizacja ich wypustek widoczna jest jedynie przy obuocznej

obserwacji stereo. Mimo mniejszego ostatecznego powiekszenia, centralnie zmontowana stereopara

zawiera znacznie wiecej informacji niz pojedyncze ptaskie zdjecie zamieszczone w tle (wg American
Laboratory, May 1995)

W zaleznosci od rodzaju i przejrzystosci prébki grubos$é preparatu dostepnego
do obserwacji w mikroskopie R400 moze by¢ zwiekszona az do kilkuset mikro-
metréw. W cienko krojonych skrawkach histologicznych jako$é obrazu w mikro-
skopie R400 jest réwnie doskonata (rys. 6, 7 i 10). Wszelkie artefakty, w rodzaju
fatdéw lub zmarszczen skrawka stajg sie natychmiast ewidentne. Zawitosci sieci
przestrzennych sg mozliwe do dostrzezenia jedynie przy stereoskopowym odwzo-
rowaniu preparatu (rys. 10).
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Rys. 11. Stereomikrofotografia krysztatdw wirusa mozaikowego (TYMV) rzepy (Brassica) wykonana
przy uzyciu mikroskopu R400 z dtugoogniskowym obiektywem. Pojedyncze zdjecie nie zawiera infor-
macji o stopniu nachylenia krysztatow, ktére na ptaskim zdjeciu wydajg si¢ by¢ rozmaitego ksztattu i
wielkosci. Co wiecej, na pojedynczym zdjeciu nie da sie ustali¢, ktory z zachodzacych na siebie krysztatow
jest pod, aktory nad swym sasiadem w miejscu ich zachodzenia na siebie. Przy obserwacji stereoskopowej
kat nachylenia obu krysztatéw staje sie natychmiast oczywisty; krysztat dolny swym szczytem obrécony
jest w lewo. Roéwniez okazuje sie, ze oba duze krysztaly sg identycznej wielkosci i ksztattu, chociaz ich
ptaskie rzuty przedstawiaja sie odmiennie z powodu réznego nachylenia wzgledem podstawy. Staje sie
réwniez oczywiste, ze krysztat dolny zachodzi czesciowo pod gorny krysztat, cho¢ oba spoczywajg na
tej samej podstawie preparatu (fot. Dr. A. Malkin i Dr. Y. G. Kuznetsov, Department of Biochemistry
University of California, Riverside, USA)
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BUDOWA MIKROSKOPU TROJWYMIAROWEGO

Zasadniczo nowy mikroskop tréjwymiarowy R400 nie rdzni sie znacznie budowa
od zwyktego mikroskopu Swietlnego. Ma on te same podstawowe elementy kon-
strukcyjne: ukiad obiektywu, okularu i o$wietlenia preparatu (rys. 8). Majac na
wzgledzie poprawe rozdzielczosci duzg uwage zwrocono przy jego konstrukcji na
zabezpieczenie przed wibracjami. Masywno$¢ podstawy mikroskopu sprzyja wiec
takze przyzyciowemu filmowaniu i fotografowaniu obiektdw.

Mikroskop R400 przystosowany jest do pracy w rozmaitych odmianach, z imersjg
olejowg i wodnag, z kontrastem faz i polaryzacjg przy najwiekszych powiekszeniach.
Mikroskop R400 umozliwia réwniez manipulacje preparatem w trakcie obserwacji,
gdyz moze by¢ wyposazony w rozmaite systemy uzupetniajgce, jak mikromani-
pulatory lub stoliki podgrzewane lub chtodzone.

Najistotniejszg réznice konstrukcyjng stanowi jednak odmienna budowa uktadu
oswietlajgcego kondensora, ktéry jest bardziej ztozony niz w konwencjonalnym
mikroskopie. R400 - zamiast jednego - ma cztery zrodta Swiatta, ktore przy pomocy
pryzmatow Kieruja cztery niezalezne, ukos$ne wigzki Swiatta na preparat. Kat padania
wigzek jest regulowany pozycja pryzmatu. Rdwniez poziom intensywnos$ci $wiatta
kazdej z wigzek regulowany jest niezaleznie. Konstrukcja o$wietlacza oparta jest
na uktadach elektronicznych. W systemie przewodzenia $wiatta zastosowano $wia-
ttowody. "Zimne Swiatlo” pozwala na obserwacje przyzyciowa, gdyz zapobiega
cieplnym deformacjom preparatu i sprzyja ostrosci jego obrazu.

Wiazki Swiatta wspotpracujg ze sobg w dwoch parach, lewej i prawej. Przechodzg
uko$nie przez preparat generujagc dwa niezalezne obrazy, dla lewego i prawego
oka obserwatora. Obrazy te obserwowane moga by¢ bezposrednio przy pomocy
binokularu, w ktérym lewe oko widzi to same pole widzenia przedstawione nieco
inaczej niz obraz, ktéry otrzymuje oko prawe. W efekcie oba obrazy t3cza sie
w obraz przestrzenny obserwowanej struktury, znajdujacej sie na stoliku mikroskopu.

Rys. 12. Stereomikrofotografia krysztatow wirusa mozaikowego TYMV (turnic yellow mosaic virus)
wykonana przy uzyciu mikroskopu R400 z dtugoogniskowym obiektywem 10x. Pojedyncze zdjecie nie
zawiera informacji o nachyleniu osi krysztatu ani o wzajemnym nachyleniu jego powierzchni. Na
pojedynczym zdjeciu nie da sie takze ustali¢, ktéra powierzchniajest blizej, a ktéra dalej od obserwatora.
Przy obserwacji stereoskopowej kat nachylenia osi krysztatu do podtoza i wzajemne nachylenie jego $cian
stajg sie natychmiast oczywiste, a regularnos¢ struktury krysztatu przedstawia sie wyraznie. Phaski rzut
krysztatu przedstawiony na konwencjonalnym, pojedynczym zdjeciu nie ttumaczyiby jednoznacznie
zawitoséci struktury przestrzennej krysztatu. Na stereo-mikrografii erozja $ciany przedniej krysztatu
wyraznie przedstawia sie w postaci zagtebien, co nie wynika jednoznacznie z obserwacji ptaskiego
pojedynczego obrazu. Na uwage zastuguje fakt, iz odmienna gestos¢ tych samych szczegdtow preparatu
w kazdej z fotografii nie przeszkadza w “zlaniu si¢" obrazu w jeden tréjwymiarowy wizerunek. Wrecz
przeciwnie, cecha tajest zrddtem dodatkowych efektéw pozornej opalizacji krysztatu (fot. Dr. Y. G.
Kuznetsof, Department of Biochemistry, University of California, Riverside, USA)
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Rys. 13. Stereomikrofotografia kwarcu pod-
grzanego do 380°C w obecnosci chlorkéw
sodu i potasu. Pojedyncze zdjecie przedsta-
wia sie ptasko i wydaje sie¢ pozbawione in-
formacji. Przy ogladaniu tréjwymiarowe;j
stereo-pary tego samego obszaru preparatu
uzyskujemy niestychanie bogaty w szczego-
ty przestrzenne obraz, ukazujacy delikatne
pecherzyki i przenikajace je sieci kanatow.
Oczywiste staja sie rowniez niewidoczne po-
przednio ksztatty samych krysztatéw i ich
granice. Preparat ten demonstruje wyzszo$¢
obrazowania tréjwymiarowego nad konwe-
ncjonalng dwuwymiarowg mikrofotografia
(Planapochromat 10x, wg Fostera [5])

MIKROFOTOGRAFICZNE STEREOGRAMY

Powstajgce w mikroskopie R400 obrazy: "lewy" i "prawy" moga by¢ niezaleznie

rejestrowane fotograficznie. Do celow publikacji obrazy te zostajg zmontowane
obok siebie jako tzw. stereo-para.

Zasady montowania zdje¢ stereoparowych wyjasnione sg na schemacie rysunku

9. Oba zdjecia obejmowac¢ powinny doktadnie ten sam obszar obrazowanego pre-

Rys. 14. Stereogram testowy widzenia trojwymiarowego. Prawy i
lewy rysunek tylko pozornie sg identyczne. W rzeczywistosci ich
elementy sa nieco przesuniete wzgledem siebie dla uzyskania efektu
przestrzennego. Aby zobaczy¢ grafike 3-D w trzech wymiarach,
nalezy ustawi¢ oczy tak, by lewe oko patrzyto na lewy rysunek, a
prawe na prawy i starac sie widziec je ostro. Przejsciowo widac¢ bedzie
cztery nieostre kontury okregéw z ich wewnetrznymi detalami. Po-
przez manipulowanie wzrokiem (krzyzowanie oczu) nalezy dopro-
wadzi¢ do tego, aby dwa z widocznych nieostro obrazéw natozytly
sie na siebie tworzac centralny, ostry i tréjwymiarowy obraz. Znaki
3-D "wystawaé" beda ponad ptaszczyzne wyznaczong przez okrag.
Pomocne jest przysuwanie i odsuwanie rysunku do i od siebie, przy
rownoczesnym utrzymywaniu obrazéw w jednej linii poziomej row-
nolegtej do linii taczacej oczy, bez obracania obrazéw wzgledem
innej osi. Pomocne jest tez umieszczenie palca wskazujacego lub
cienkiego otéwka ponad rysunkiem, pomiedzy dwoma okregami i
przenoszenie wzroku z palca (lub otdwka) na rysunek. W pewnym
momencie zobaczymy dwa nieostre palce (otdwki) po obu stronach
centralnego tréjwymiarowego obrazu. Jesli lewe oko skierujemy na
prawy okrag, a prawe na lewy, uzyskamy odwrotny efekt przestrzen-
ny, znaki 3-D pojawig sie pod ptaszczyzng wyznaczong przez okrag
i cato$¢ obrazu bedzie mniejsza niz poprzednio. Palec (otdwek)
pomocniczy wskazywaé bedzie wtedy na centralny obraz ztozony
z dwoch obrazéw (wg Edge Scientific, zmieniony)
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paratu, powinny by¢ zorientowane idealnie rownolegle, a szczegdty powinny by¢
zliniowane na tym samym poziomie, rownolegle do linii ocznej obserwatora. Odstep
pomiedzy analogicznymi punktami lewego i prawego obrazu winien wynosi¢ ok.
65 mm, co stanowi tyle, ile rozstep pomiedzy oczami przecietnego cztowieka. W
zalezno$ci od potrzeby negatywy obu zdje¢ moga by¢ zreprodukowane po odwréceniu
prawo-lewo, lub géra-dot, ale powyzsze zasady rownolegtosci i zliniowania musza
zosta¢ zachowane.

Zdjecia zmontowane w stereoparze moga by¢ obserwane tylko indywidualnie,
przez jedng osobe. Dla wasciwej percepcji gtebi obrazu obserwator musi oglagdang
stereopare umiesci¢ bezposrednio przed sobg tak, by linia oddzielajaca oba zdjecia
znajdowata sie doktadnie naprzeciwko linii srodkowej jego ciata i byta do niej
rébwnolegta. Wyklucza to wiec mozliwos¢ réwnoczesnego ogladania stereo-pary
przez kilka osob. Dla wiasciwego odbioru efektu trojwymiarowego zawartego w
stereo-parze zazwyczaj konieczne sg odpowiednie okulary, pozwalajace na widzenie
ostrego obrazu: prawego, dla prawego oka i obrazu lewego, dla lewego oka. Niekt6rzy
obserwatorzy sg w stanie widzie¢ tréjwymiarowa przestrzeh stereogramu "gotym
okiem", bez dodatkowych soczewek, ale wymaga to pewnej wprawy. Cwiczenia
najlepiej przeprowadzi¢ najpierw na prostym schemacie, jaki przedstawiono na ry-
sunku 14. Widzenie lewym okiem kieruje sie na lewy obraz, a prawym - na prawy
obraz, przy réwnoczesnym wyostrzaniu obrazu tak, aby doszto do fuzji obu wi-
zerunkéw w linii centralnej. Z dwu ptaskich obrazéw powstaje wtedy centralnie
trzeci, trojwymiarowy obraz.

Cwiczenia w "krzyzowaniu oczu" i wyostrzaniu wzroku moga by¢ przyczyna
powstawania bélu gtowy, a moze takze zaburzerh wzroku, ale nie zostalo to udo-
kumentowane. Szkodliwo$¢ takich ¢wiczen jest zatem watpliwa, a wrecz przeciwnie,
wydaje sie, ze trening taki moze sprzyja¢ usprawnieniu funkcjonowania narzadu
wzroku. Najlepsze efekty w widzeniu stereoskopowych mikrograméw uzyskuja
osoby wprawione w ogladaniu popularnych ostatnio barwnych stereograméw typu
"Magiczne Oko", gdzie obraz tréjwymiarowy zakodowany zostat komputerowo w
bogatym w szczegoty tle obrazu.

Nalezy w tym miejscu zwroci¢ uwage, ze mozliwa jest takze odwrotna obserwacja
stereogramow, kiedy obraz lewy trafia do prawego oka, a obraz prawy do lewego.
W przypadku takiego "odwrotnego" zmontowania stereopary (lub skrajnie zbieznego
ustawienia oczu) uzyskujemy efekt taki, jakbySmy obserwowali preparat od drugiej
strony, "od spodu”. Co ciekawe, obraz tak postrzegany wydaje sie zawsze mniejszy,
jakby bardziej od nas odlegty. Dla wiekszoSci preparatéw biologicznych, w ktérych
pojecia "gora" i "dof' nie sa istotne, nie ma to zazwyczaj znaczenia. Dla wielu
obrazow stereoskopowych sposob zmontowania poszczeg6lnych zdje¢ w parze (lub
spos6b krzyzowania oczu) moze miec jednak istotne znaczenie, gdyz struktury
wypukite pojawiajg sie wtedy jako wkleste, a wkleste jako wypukte. Kordylewski
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[14] przedstawit przyktady, kiedy moze to stanowi¢ powazng trudno$¢ we wiasciwej
interpretacji mikrostruktury obrazowanych preparatow.

ELEKTRONICZNE PRZETWARZANIE OBRAZU

Zamiast fotograficznie, oba obrazy moga tez byé niezaleznie rejestrowane ele-
ktronicznie przy pomocy kamery TV lub CCD i mogg by¢ poddawane dalszej
elektronicznej obrdbce analizy i przetwarzania obrazu (image analysis i image pro-
cessing) [18]. Ta droga moga one by¢ inaczej kodowane barwnie lub wzbogacane
w fatszywe kolory [4]. Ta ostatnia mozliwo$é nie jest jednak zazwyczaj potrzebna
w przypadku mikroskopu R400, poniewaz umozliwia on powstawanie obrazéw
trojwymiarowych w naturalnych barwach, ktére w przypadku preparatéw biolo-
gicznych, aszczegdlnie histologicznych czy immunohistochemicznych, s zazwyczaj
wystarczajgco efektowne.

Wiele firm komputerowych opracowato ostatnio programy pozwalajgce na po-
prawianie jakosci obrazu mikroskopowego, jak réwniez na uzyskiwanie z takich
obrazéw rozlicznych danych ilosciowych [23]. Kordylewski i Florek [15] wykazali,
ze pomiar wartosci "z" (grubosci detali preparatu) jest jedng z istotnych korzysci,
jaka dostarcza mikroskopia tréojwymiarowa.

PROJEKCJA POLARYZACYJNA

W celu publicznej prezentacji stereograméw dla wieloosobowej publicznosci
oba obrazy (prawy i lewy) zarejestrowane na dwu niezaleznych przezroczach sg
wyswietlane na jeden wspélny ekran lentikularny (ktéry nie zmienia ptaszczyzny
polaryzacji odbijanego $wiatta), przy uzyciu dwéch projektorow z optyka pola-
ryzacyjng o odmiennych ptaszczyznach polaryzacji Swiatta. Dla uzyskania efektu
trojwymiarowego uczestnicy takiej projekcji muszg by¢ wyposazeni w odpowiednie
okulary polaryzacyjne.

ANAGLYFY

Przy zastosowaniu odmiennych filtrow barwnych dla lewego i prawego obrazu
mozna - zamiast "stereo-pary” - uzyska¢ w mikroskopie R400 pojedynczy za-
kodowany dwubarwnie anaglyf. Taki dwubarwny "podwdjny" obraz obserwuje sie
przy pomocy okularéw stereoskopowych wyposazonych w filtry barwne, zamiast
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polaryzacyjnych. Zapewniaja one prace kazdego oka w innej barwie, odpowiednigj
dla wiasciwego sktadnika obrazu. Cho¢ pierwsze wrazenie widzenia kazdym okiem
w innym kolorze moze by¢ szokujgce, obserwator przezwyczaja sie¢ po chwili i
na ogot zaczyna odbiera¢ obraz jako czarno-biaty.

Anaglyfy moga by¢ ogladane indywidualnie przez pojedyncze osoby lub moga
by¢ wyswietlane przy pomocy dwu réznobarwnych filtrow, podobnie do projekcji
polaryzacyjnej opisanej powyzej. Niezaleznie czy jest to indywidualny obserwator,
czy zbiorowy pokaz, dla uzyskania efektu trojwymiarowego kazdy obserwator musi
postuzy¢ sie odpowiednimi okularami, ktore zawierajg filtry o barwach odpowia-
dajacych barwie Swiatta uzytego do zakodowania obrazu lub projekcji. Bez takich
filtrow lub w przypadku Zle dobranych barw widzie¢ bedziemy zdeformowany
"podwojny" obraz pozbawiony efektu trojwymiarowosci.

Rys. 15. Catosciowy preparat larwy muszki owocowej Drosophila wybarwiony na obecnos$¢ peroksydazy
chrzanowej HRP (horse-radish peroxidase) dla uwidocznienia rozwijajacych sie neuronéw. Organizacja
przestrzenna wnetrza organizmu larwy staje sie natychmiast oczywista przy obserwacji stereoskopowej,
podczas gdy pojedynczy plaski obraz naktada na siebie poszczeg6lne warstwy preparatu. Podobnie jak
w stereogramach zarodkow kurczecia (rys. 3 i4) dla uzyskania efektu tréjwymiarowej percepcji nie jest
konieczne, aby pola widzenia oka prawego i lewego obejmowaty identyczny obszar. Natomiast zamiana
zdje¢ stereopary przy ich montowaniu, prawego na lewy, bez ich obracania w kierunku "géra-dét",
spowodowataby wrazenie obserwowania preparatu "od spodu”. Ksztatty wkleste, widoczne w prezento-
wanym tu obrazie odbierane bytyby wtedy jako wypukte (obiektyw Planapochromat 40x, fot. Dr. E.
Giniger, Fred Hutchison Cancer Research Center, Seattle, WA, USA)
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HOLOGRAFIA

Inng mozliwoscig przedstawienia tréjwymiarowego obrazu jest hologram. Ho-
lografia poczynita wielkie postepy i znalazta zastosowanie w wielu dziedzinach,
jednak dotychczas nikt nie pokusit sie o przedstawienie struktury mikroskopowej
preparatu biologicznego na hologramie [1, 2], cho¢ z technicznego punktu widzenia
jest to wykonalne [Kordylewski, niepublikowane dane].

Perspektywa publikacji ilustrowanych hologramami jest bardzo atrakcyjna z pun-
ktu widzenia waloréw poznawczych i dydaktyki. Do obserwacji hologramu nie
sg bowiem potrzebne specjalne okulary ani intensywny trening "zezowania", jak
mato miejsce w przypadku stereogramow. Dodatkowa zalete stanowi to, iz hologramy
moga by¢ ogladane réwnoczesnie przez wiecej niz jedng osobe. Wade hologramow
stanowi jednak ich monochromatycznosg.

ZASTOSOWANIA MIKROSKOPII TROJWYMIAROWEJ

Mikroskop R400 ma wiele praktycznych zastosowan w naukach biomedycznych
i materiatoznawstwie. Lista dyscyplin, w ktdrych moze znalez¢ zastosowanie, obej-
muje dziedziny, takie jak: biologia rozwoju, embriologia, fizjologia, botanika, hy-
drobiologia, stomatologia, parazytologia, kryminalistyka, paleontologia i geologia.

Znaczenie mikroskopu R400 jest jednak najdobitniejsze w naukach neurologi-
cznych, gdzie poznawanie skomplikowanych struktur przestrzennych systemu ner-
wowego ma olbrzymig wage. R400 pozwala na poznanie tréjwymiarowej organizacji
wypustek nerwowych (rys. 6-7 i 10) i na przeSledzenie sieci nerwowych w grubym
preparacie na duzych odlegtosciach (rys. 10 i 15). Ze znaczng precyzjg mikroskop
R400 pozwala na analize struktury makrotomowych skrawkéw moézgu. W grubych
zywych preparatach mikroskop ten pozwala na przyzyciowga obserwacje indywi-
dualnych komorek bez ich barwienia (rys. 3-5). Pod mikroskopem R400 umiescié
mozna caty zarodek i obserwowa¢ migrujace w jego ciele komorki (rys. 3-5).
W immunohistochemicznym preparacie znakowanym wielokrotnymi markerami mi-
kroskop R400 pozwala na lepsze rozpoznanie ich lokalizacji. W preparacie auto-
radiograficznym pozwala na lepszg obserwacje relacji struktur komérkowych i ziarn
srebra w emulsji fotograficznej. Kordylewski i in. [17] wykazali, ze ma to szczeg6lne
znaczenie dla wasciwej interpretacji danych ilosciowych po hybrydyzacji in situ
kwaséw nukleinowych znakowanych radioaktywnie.

Mikroskop R400 ma rowniez zastosowanie w krystalografii, gdzie dodatkowe
efekty uzyskuje sie przez potaczenie R400 z zasadami mikroskopii polaryzacyjnej
(rys. 11). Pojedyncza mikrofotografia kwarcu na rysunku 13 przedstawia sie ptasko
i wydaje sie pozbawiona informacji. Przy obserwacji tréjwymiarowej stereo-pary
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tego samego obszaru preparatu okazuje sie, ze uzyskujemy niestychanie bogaty
w szczegOty przestrzenne obraz, zawierajacy delikatne pecherzyki i przenikajace
je sieci kanatow w krysztatach podgrzewanych w obecnosci soli. Oczywiste stajg
sie rdwniez niewidoczne poprzednio ksztatty obserwowanych krysztatow. Preparat
ten w sposéb wymowny demonstruje wyzszo$¢ obrazowania tréjwymiarowego nad
konwencjonalng dwuwymiarowg mikrofotografia.
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NOWE CZASTECZKI SYGNALOWE | ZWIAZKI
REGULUJACE WZROST I ROZWOJ ROSLIN*

NOVEL SIGNALING MOLECULES AND GROWTH
AND DEVELOPMENT REGULATORS IN PLANTS

Anna JAKUBOWSKA, Adam Przemystaw MURACH, Stanistaw KOWALCZYK

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii i Ochrony Srodowiska, UMK, Torun

Streszczenie: Wzrost i rozwdj roélin sa regulowane przez wiele czynnikéw endogennych. Niektore z nich
uwaza sie za specyficzne przekazniki uczestniczace w transdukcji sygnatéw, inne za regulatory wzrostu.
W pracy przedstawiono nowe substancje naturalne biorace udziat w tych procesach. Niektére zomawia-
nych zwigzkdw, takie jak oligosacharyny, jasmoniany, kwas salicylowy, brassinosteroidy, poliaminy sa
intensywnie badane od diuzszego czasu, inne, jak np. systemina, nowa polipeptydowa czasteczka
sygnatowa znajdujg sie w poczatkowej fazie badan.

Stowa kluczowe: systemina, jasmonian, kwas salicylowy, oligosacharyny, poliaminy, brassinosteroidy.

Summary: Growth and development of plants are regulated by a multiplicity of endogenous factors. Some
of them are suggested to be plant specific signal transmitter substances another plant growth regulators.
This review includes novel natural substances reported to exert cell signaling or plant growth-regulating
activities. All substances presented have been intensively studied during the last years. In contrast to
more extensively studied substances, such as oligosaccharins, jasmonates, salicylic acid, brassinosteroids
and polyamines, other compounds are just in preliminary studies. One of them is systemin - new
polypeptide signal in plants.

Key words: systemin, jasmonate, salicylic acid, oligosacchafins, polyamines, brassinosteroids.

WSTEP

Rosliny syntetyzuja ogromng ilo$¢ zwigzkéw organicznych o wyjatkowo zroz-
nicowanej budowie chemicznej.Wiele sposréd tych naturalnych produktow wykazuje
aktywnos¢ biologiczna w obrebie organizmu, ktéry je wytwarza badZz poza nim.
Poznanie efektow fizjologicznych wywolywanych przez te substancje, najczesciej
w réznorodnych biotestach, prowadzi nastepnie do badan na poziomie komoérkowym.

*Artykut opracowano w ramach realizacji programu badawczego KBN nr 6P04C 050 09.
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Poszukiwaniom nowych substancji sprzyja ogromny postep w doskonaleniu te-
chnik analitycznych umozliwiajgcych identyfikacje i iloSciowe oznaczanie zwigzkow
wystepujacych w tkankach w $ladowych ilosciach. Dzisiaj juz wiadomo, ze oprécz
klasycznych hormonow roslinnych, takich jak: auksyny, gibereliny, cytokininy, kwas
abscysynowy i etylen, w regulacji wzrostu i rozwoju uczestniczy szereg nowo po-
znanych substancji chemicznych. Niektére sposrdod tych zwigzkow zaliczane sg
do hormonow roslinnych, inne natomiast do substancji sygnatowych funkcjonujgcych
w szlakach przetwarzania i przenoszenia réznorodnych informaciji.

Niewatpliwy postep, jaki sie dokonuje w poznawaniu tych nowych substancji,
staje sie mozliwy réwniez dzieki zastosowaniu metod biologii molekularnej i in-
zynierii genetycznej, a takze, co nalezy podkre$li¢, dzieki zwiekszonym naktadom
na badania roslinnych mechanizméw odpornosciowych i obronnych na czynniki
patogenne i stresowe.

SYSTEMINA - ROSLINNY HORMON PEPTYDOWY?

Rosliny wykazujg naturalng odporno$¢ w stosunku do czynnikdw patogennych,
ktéra wigze sie zar6wno z istnieniem barier uniemozliwiajgcych zainfekowanie
rosliny, jak i z szybkim uruchamianiem efektywnych mechanizméw obronnych.
W ostatnim czasie zaznaczyt sie wyrazny postep w poznawaniu tych biochemicznych
i molekularnych reakcji obronnych. Wyczerpujacy przeglad osiggnieé na tym polu
mozna znalezé w pracach przeglagdowych z ostatnich lat [6, 28, 61, 68].

Sposrdd reakcji obronnych, jakimi dysponujg rosliny, na pierwszy plan wysuwa
sie synteza specjalnych biatek obronnych. Do tej grupy biatek zalicza sie enzymy
uczestniczace w syntezie fitoaleksyn, lipoksygenazy, 1,3-(3-glukanaze, chitynaze,
aponadto inhibitory proteinaz, glikoproteiny bogate w hydroksyproline, biatka bogate
w glicyne i cysteine. Rola wielu z tych biatek nie jest jeszcze znana. Oczywista
wydaje sie rola niektorych enzyméw oraz budzacych duze zainteresowanie biatek
hamujacych proteinazy serynowe okreslanych jako inhibitor I (8,1 kDa) i inhibitor
Il (12,3 kDa). Biatka te hamujg aktywno$¢ enzyméw trawiennych w przewodzie
pokarmowym owaddéw roslinozernych [107].

Uwaga badaczy zwrécona jest nie tylko na same reakcje obronne, ale réwniez
na mechanizmy przekazywania informacji o ataku oraz na nature substancji syg-
natowych informujacych o zagrozeniu. Substancje sygnatowe uruchamiajg lokalne
reakcje obronne badZz indukujg reakcje odpornosciowe w czeSciach rosliny, ktére
nie zostaty zranione lub zainfekowane. Ten ostatni rodzaj odpowiedzi obronnej
jest okreslany jako indukowana odporno$¢ lub w terminologii angielskiej jako sy-
stemic acquired resistance (SAR) [105]. W poszukiwaniach substancji sygnatowej
i szlaku transdukcji sygnatu w SAR, potencjalnymi no$nikami informacji, na ktére
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zwracano szczeg6lng uwage sg etylen, ABA, kwas jasmonowy, kwas salicylowy,
oligosacharyny i w ostatnim czasie systemina.

Systemina znaleziona po raz pierwszy w 1991 roku w ekstrakcie z lisci pomidora
okazata sie polipeptydem zbudowanym z 18 aminokwaséw indukujgcym synteze
inhibitorow proteinaz [90]. Polipeptyd przemieszcza sie z miejsca zranienia do
apoplastu, a nastepnie floemem do odlegtych czesci rosliny. Transport systeminy,
podobnie jak sacharozy, hamowany jest przez zwigzki modyfikujace grupy sulf-
hydrylowe [83]. Szybko$¢ transportu systeminy z miejsca zranienia do odlegtych
tkanek poréwnywalna jest z szybkoscig przemieszczania sie endogennego sygnatu
indukujacego geny inhibitoréw proteinaz [84]. Nalezy podkres$li¢, ze geny inhi-
bitorow | i Il moga by¢ indukowane takze przez ABA, kwas jasmonowy i oli-
gosacharyny, jednak systemina okazata sie najbardziej aktywna substancjg
sygnatowg, np. milion razy bardziej aktywng niz oligosacharyny [112]. Interesujacy
jest rdwniez fakt, ze aktywnosci systeminy towarzyszy depolaryzacja bton komor-
kowych lisci i synteza etylenu [38].

Prekursorem systeminy jest prosystemina, polipeptyd sktadajacy sie z 200 ami-
nokwasow, z ktérego niezidentyfikowana jeszcze proteaza wycina systemine zaj-
mujaca pozycje od 179 do 196 aminokwasu [77]. Prosystemina jest biatkiem
konstytutywnym syntetyzowanym i akumulowanym w bardzo matych ilosciach w
cytoplazmie. Nie ma sekwencji sygnatowej, czym rdzni sie od zwierzecych hor-
monéw peptydowych syntetyzowanych z prosekwencja kierujaca do siateczki $rod-
plazmatycznej, pecherzykéw trans-Golgiego i sekrecyjnych. Zranienia intensyfikuja
synteze prosysteminy zwielokrotniajgc tym samym site odpowiedzi SAR. Ekspresja
genu prosysteminy w pomidorach transgenicznych w orientacji bezsensownej po-
wodowata istotne obnizenie zdolnosci do indukowanej syntezy inhibitora proteinaz
i obnizenie poziomu odpornosci wzgledem owadéw [76]. Larwy Manduca sexta
karmione takimi roslinami rozwijaty sie trzykrotnie szybciej niz larwy karmione
ro$linami kontrolnymi [88]. Nadekspresjagenu prosysteminy we wiasciwej orientacji
sprawia, ze geny obronne sg w stanie zaktywowanym przypominajagcym stan statego
zranienia rosliny. W takich pomidorach stwierdzono niezwykle intensywng synteze
biatek obronnych siegajaca poziomu 1 mg/g lisci. W doswiadczeniach, w ktérych
przeszczepiano na korzen transgenicznej rosliny ped rosliny dzikiej, obserwowano,
ze w gornej czesci rosliny syntetyzowane byly biatka obronne bez koniecznosci
indukowania reakcji obronnych [78].

Zastanawiajace jest to, ze systemina stanowi tylko krétki fragment prosysteminy,
zajmujac okoto 10% wszystkich aminokwasow. Wydaje sie prawdopodobne, ze
z pozostatej czesci prosysteminy odcinane sg inne peptydy sygnatowe. Na takg
mozliwo$¢ wskazuje rowniez analiza sekwencji genu [77]. Modyfikacje sekwencji
aminokwasowej i synteza analogéw systeminy pokazaty, ze do peinej aktywnosci
potrzebny jest caty osiemnastoaminokwasowy fafcuch, jakkolwiek region C-koi-
cowy ma szczegblne znaczenie [91]. N-koncowy fragment jest natomiast istotny
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w interakcji z nastepnym ogniwem tancucha transdukcji, by¢ moze z receptorem,
na co wskazuja wyniki badahn z zastosowaniem analogéw systeminy. Poszukujgc
biatka receptorowego ustalono, ze moze to by¢ biatko o masie czasteczkowej
50 kDa pochodzace z btony plazmatycznej (SBP 50) [111]. Obecno$¢ receptora
systeminy w btonie plazmatycznej potwierdzajg doswiadczenia prowadzone na ho-
dowlach komorkowych pomidora [38]. Systemina powoduje tu alkalizacje $ro-
dowiska hodowlanego i wyptyw jonow K+ oraz indukuje synteze etylenu. Reakcje
te hamowane sg przez zmodyfikowang systemine. Coraz wiecej wynikéw wskazuje
takze na to, ze systemina wptywa bezposrednio na uwalnianie z btony plazmatycznej
kwasu linolenowego i uaktywnienie szlaku prowadzacego do syntezy jasmonianu
[22]. Rola zwiagzkéw pochodnych kwasu linolenowego bedzie oméwiona w na-
stepnym rozdziale.

KWAS JASMONOWY | INNE POCHODNE KWASU
LINOLENOWEGO

Kwas jasmonowy (JA) zostat odkryty w formie lotnego estru metylowego (JA-Me)
wchodzgcego w sktad olejku zapachowego kwiatow jasminu i rozmarynu [25].
Wkrétce okazato sie, ze zwigzek ten powszechnie wystepuje w roslinach nizszych
i wyzszych, glonach, a nawet grzybach [80]. £3czna ilo$¢ JA i JA-Me w tkankach
réznych organdw miesci sie na og6t w przedziale od 10 ng do 30 pg w przeliczeniu
na gram Swiezej masy. Najwyzsze stezenie tych zwigzkéw wystepuje w kwiatach,
owocach i mtodych lisciach, najnizsze w korzeniach, pedach i dojrzatych starszych
lisciach.

Szlak biosyntezy JA, poznany przez Vicka i Zimmermana [124], przedstawiony
jest szczegOtowo w niektorych pracach przegladowych [49, 66, 115, 119]. Szlak
bierze poczatek od reakcji oksygenacji kwasu linolenowego katalizowanej przez
lipoksygenaze. W wyniku kolejnych przemian powstaje dwunastoweglowy kwas
7-izojasmonowy pozostajgcy w rbwnowadze ze stereoizomerem trans (-) - kwasem
jasmonowym (rys. 1).

Zmiany poziomu JA wywotane niektorymi czynnikami zewnetrznymi mogg mie¢
charakter badz to kilkugodzinnego piku, badz tez dtugotrwatego stopniowego wzrostu
stezenia [34]. Charakter tych zmian, a szczegOlnie czas ich trwania, sugeruje, ze
JA nie jest klasycznym wtdrnym przekaznikiem. Takze bardziej aktywny w wielu
przypadkach, lotny JA-Me moze nasuwac skojarzenia z gazowym etylenem.

Substancjami pokrewnymi i przypuszczalnie pochodnymi JA lub jednego z jego
prekursorow sg kwasy kukurbitowy (KA) i tuberynowy (TA) (rys. 1) [66]. Pierwszy
z tych zwigzkdw o wiasciwosciach inhibitora wzrostu wyizolowano z nasion dyni
[40]. Kwas tuberynowy oraz jego bardzo aktywny 0-[3-glukozyd (TAG) wyizolowano
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Rys. 1 Schemat syntezy zwigzkéw z rodziny kwasu jasmonowego

z lisci ziemniaka i buraka. Oba te zwigzki w stezeniach mikromolowych indukujg
zawigzywanie sie bulw. Proces ten jest zalezny od fotoperiodu i regulowany przez
gibereliny, cytokininy i kwas abscysynowy. Obecnie sugeruje sie, ze jasmonidy



662 A. JAKUBOWSKA, A. P. MURACH, S. KOWALCZYK

- zwigzki z rodziny kwasu jasmonowego - indukujg powstawanie bulw w wyniku
rozrywania i zmiany orientacji mikrotubul [66].

Zaskakujaca jest réznorodno$é zmian fizjologicznych, jakie obserwuje sie w
wyniku traktowania roslin egzogennym JA lub JA-Me. Okazato sie, ze szereg efektow
fizjologicznych moze by¢ indukowanych badz aktywowanych, a w niektérych przy-
padkach pewne reakcje sg hamowane. JA indukuje na przyktad wytwarzanie bulw,
skrecanie wici roslin pnacych, rozrywanie mikrotubul. Hamowaniu podlega kiet-
kowanie nasion i pytku, tworzenie pgkéw kwiatowych, embriogeneza, a takze wzrost.
JA, podobnie jak ABA, wptywa aktywujaco na starzenie lisci i owocni oraz na
odcinanie lisci [46].

Ostatnie dziesieciolecie przyniosto wiele interesujgcych wynikdéw dotyczacych
zmian zachodzacych na poziomie molekularnym. Dzisiaj nie ulega juz watpliwosci,
ze JA wplywa na ekspresje gendw, ktorych aktywacja zwigzana jest ze zranieniem
tkanki oraz niektérymi czynnikami stresowymi (ci$nienie osmotyczne, odwodnienie)
[36,-37, 89, 118]. W roslinach dwulisciennych biatkami indukowanymi przez JA
podczas zranienia sa enzymy uczestniczace w syntezie fitoaleksyn, lipoksygenazy,
inhibitory proteinaz, ekstensyny bogate w glicyne i glikoproteiny bogate w hy-
droksyproline. W roslinach jednolisciennych biatkami, ktérych synteza jest indu-
kowana przez JA i zwigzanymi ze zranieniem, sg biatka homologiczne do biatek
inaktywujacych rybosomy [12], a w kukurydzy dodatkowo biatko homologiczne
do inhibitora trypsyny [31, 34].

Coraz wiecej wynikéw przemawia za tym, ze JA jest réwniez kluczowym
przekaznikiem informacji w mechanizmach obronnych rosliny przeciwko choro-
botwérczym grzybom, bakteriom i wirusom. JA indukuje np. synteze momilaktonu
A, fitoaleksyny, ktorej synteza jest reakcjg na okreslony elicitor [48, 86]. JA indukuje
réwniez synteze roslinnych wtérnych metabolitow, takich jak alkaloidy [34].

Inng grupg biatek indukowanych przez JA (JIP) sg biatka zapasowe organow
wegetatywnych. Synteza tych biatek indukowana jest przez bardzo niskie stezenie
JA, takie, przy ktorym nie wystepujg jeszcze efekty fizjologiczne. Biatka te sg
magazynowane w wakuolach komorek epidermy, mezofilu i pochwy okotowigzkowej
[117]. Biatka zapasowe sg czasowym magazynem azotu, bowiem ulegajac degradacji
w starszych liSciach stanowig zrddto azotu dla rozwijajgcych sie organdw.

Ostatnie badania wskazuja, ze kwas fotodienowy (PDA) bedacy zwiazkiem po-
Srednim w syntezie JA (rys. 1) rowniez indukuje geny biatek obronnych [112].

Oprécz zwigzkoéw z rodziny kwasu jasmonowego, kwas linolenowy jest takze
prekursorem zwiazkéw z rodziny traumatyny. W tym szlaku przemian kwas li-
nolenowy po reakcji oksygenacji i przeksztatceniu do kwasu 13-hydroperoksyli-
nolenowego ulega rozszczepieniu na dwa fragmenty: 12- i 6-weglowe (rys. 2).
Fragment dwunastoweglowy majacy na przeciwnych koncach tancucha grupe al-
dehydowsg i karboksylowa zostat zidentyfikowany jako traumatyna - hormon przy-
ranny. Nietrwata traumatyna moze by¢ utleniana do kwasu traumatynowego [34,
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Rys. 2. Schemat syntezy zwigzkéw z grupy traumatyny

45, 120, 129]. Fragmenty szeScioweglowe, np. heksenal, powstajgce w zranionych
lisSciach majg witasciwosci toksyczne w stosunku do grzybdéw i bakterii [34].

KWAS SALICYLOWY

Kwas salicylowy (SA) nalezy do roélinnych fenoli, grupy zwigzkéw wyjatkowo
zréznicowanych pod wzgledem strukturalnym i niedawno jeszcze traktowanych
tej grupy to substancje petnigce wazne funkcje biologiczne. SA byt uwazany po-
czatkowo za naturalny zwigzek indukujacy kwitnienie [69], pdzniej jako endogenny
czynnik indukujacy termogeneze [96], a w ostatnich latach jako substancja sygnatowa
uruchamiajgca mechanizmy obronne w odpowiedzi na patogeny [72].

W ros$linach kwas salicylowy jest syntetyzowany z fenyloalaniny wedtug schematu
przedstawionego na rysunku 3. Obecno$¢ SA stwierdza sie w réznych tkankach,
réznych gatunkéw w ilosci od 0,03 do 37 pg/g $Swiezej masy [98]. Oprdécz wolnego
kwasu w wielu roslinach znaleziono kilka r6znych pochodnych glikozydowych i
estrowych [93, 94].

Przez szereg lat SA wzbudzat zainteresowanie przede wszystkim jako potencjalny
czynnik indukujacy kwitnienie [17, 62, 63]. Z czasem okazalo sie, ze SA nie jest
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Rys. 3. Alternatywne szlaki syntezy kwasu salicylowego

specyficznym czynnikiem indukujacym kwitnienie, poniewaz nie indukuje kwitnienia
Xanthium strumarium, a ponadto nie stwierdzono réznic w poziomie endogennego
SA w kwitngcych i nie kwitngcych roslinach. Wydaje sie wiec prawdopodobne,
ze efekt indukcji kwitnienia wigze sie z whasciwosciami chelatujgcymi SA, bowiem
jak juz wczesniej stwierdzono, niektére zwigzki chelatujgce rowniez mogg indukowac
kwitnienie [87, 95]. Kwas salicylowy moze takze wptywac na zmiany wewnatrz-
komorkowego stezenia fosforanu i Ca2+ [93].

Mimo ze rola SA jako naturalnego czynnika indukujgcego kwitnienie jest raczej
watpliwa, to nie budzi juz watpliwosci jego udziat w indukcji termogenezy. Zjawisko
termogenezy wystepuje w kwiatach lub kwiatostanach niektérych przedstawicieli
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rodzin Araceae, Annonaceae, Aristolochiaceae, Cyclanthaceae, Nymphaeaceae i
Palmae [94, 97]. Efekt ten utatwia wydzielanie lotnych zwigzkéw przywabiajgcych
owady. Wzrost temperatury w czasie kwitnienia, poprzedzony wzrostem stezenia
SA, wigze sie z indukcjag genu oksydazy uczestniczacej w alternatywnym, nie-
wrazliwym na cyjanek szlaku oddechowym [32,100,101]. SA indukuje alternatywng
oksydaze takze w roslinach nietermogenicznych, aponadto intensyfikuje oddychanie,
glikolize i przemiany cyklu Krebsa [58, 94, 95].

Nowy rozdziat w badaniach SA zainicjowaty obserwacje zmian jego poziomu
w lisciach tytoniu i ogorka zainfekowanych wirusem mozaiki tytoniowej (TMV)
badz patogennym grzybem [72,79]. Stezenie SA w tych warunkach wzrasta 20-
50-krotnie w lisciach zainfekowanych i 5-10-krotnie w pozostatych liSciach tej
samej rosliny. SA indukuje synteze biatek PR (pathogenesis related), sposréd ktérych
w tytoniu zidentyfikowano dwa enzymy, (3-1,3-glukanaze (PR-2) i chitynaze (PR-3).
Rola pozostatych niskoczasteczkowych biatek, odpornych na proteazy nie jestjeszcze
znana [93, 125]. Okazato sie tez, ze SA nie indukuje genéw inhibitor6w proteinaz
oraz syntezy etylenu i hamuje szlak syntezy jasmonianu [29]. Poziom indukcji
biatlek PR przez kwas salicylowy jest pordwnywalny do reakcji SAR w lisciach
niezainfekowanych wirusem [125]. Ostatnio pojawia sie coraz wigcej dowodow
na to, ze SA jest substancjg sygnatowg w SAR [41, 70], cho¢ mechanizm prze-
kazywania sygnatu nie jest poznany.

Pewnych sugestii odno$nie mechanizmow transdukcji sygnatu w SAR dostarczyty
poszukiwania biatka wigzacego SA [16]. Od czasu gdy biatko to zidentyfikowano
jako jedng z izoform katalazy, pojawity sie hipotezy wskazujagce na H20 2 jako
wtdrny przekaznik w SAR. Sugestie te spotkaty sie jednak z krytycznym przyjeciem,
zwtiaszcza po opublikowaniu wynikéw badan zespotu Bi i wsp. [14] i Neuenschwan-
dera i wsp. [85]. Wyniki uzyskane przez tych badaczy jednoznacznie wskazuja,
ze H20 2 nie indukuje syntezy biatek PR, a jego rola w mechanizmach obronnych
moze mie¢ znaczenie jedynie na etapie reakcji hyperwrazliwej (HR) w miejscu
infekcji. Tak wiec na obecnym etapie badarn kwas salicylowy jest uwazany za
endogenny przekaznik indukujacy niektdre z reakcji SAR [65]. Niektérzy autorzy
sktonni sg uwaza¢ SA za czynnik uczestniczacy w transdukcji sygnatu, ale nie
za substancje sygnatowa [99, 123].

OLIGOSACHARYNY

Oligosacharyny sa to aktywne biologicznie oligosacharydy, ktére petnig funkcje
regulatorowe w komérkach roslinnych wplywajac na takie procesy, jak reakcje
odpornosciowe, wzrost i morfogeneza [2, 3, 23, 39, 106, 108].

Koncepcja, ze niektére oligosacharydy moga stanowi¢ nowg klase czasteczek
sygnatowych regulujacych ekspresje genéw u roslin, wywodzi sie z badafd nad
oddziatywaniami ro$lina - patogen [24]. Rezultaty tych badan wykazaty, ze frag-
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Rys. 4. Oligosacharyny indukujace odpowiedzi obronne u roslin powstate w wyniku degradaciji
$cian komorkowych roslin i grzybéw
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menty $cian komorkowych roslin lub grzybdw indukujg szereg typowych dla roslin
mechanizmow obronnych w odpowiedzi na atak organizmo6w patogennych, zranienia
oraz warunki $rodowiskowe [3, 24, 27]. Na podstawie wynikéw kolejnych badan
stwierdzono, ze fragmenty te moga regulowac ekspresje gendéw roslinnych nie tylko
w warunkach stresowych, ale takze w czasie normalnego wzrostu i rozwoju roslin
[2, 3, 108].

Wiekszos¢ znanych oligosacharyn jest uwalniana enzymatycznie z polisacha-
rydow bedacych skladnikami $cian komérkowych roélin i grzybow [3, 23, 39].
Oligosacharyny wywotujgce odpowiedzi obronne sg zrdéznicowane strukturalnie,
poniewaz ich zrodtem sg rézne typy polisacharydéw wystepujacych w S$cianach
komérkowych. Pochodzenie i zréznicowanie strukturalne tych czasteczek przed-
stawia rysunek 4.

Oligosacharyny jako substancje indukujgce odpowiedzi obronne zostaly ziden-
tyfikowane po raz pierwszy w latach siedemdziesigtych przez Albersheima i wsp.
[8] podczas badan nad syntezg fitoaleksyn w roslinach zainfekowanych patogennymi
grzybami. Fitoaleksyny sg to niskoczasteczkowe toksyczne zwigzki, syntetyzowane
i akumulowane w miejscu infekcji w wyniku ekspresji genéw kodujacych enzymy
uczestniczace w ich syntezie [24]. Albersheim i wsp. [9] wykazali, ze czynnikiem
wywotujgcym synteze fitoaleksyn jest heptasacharyd glukanowy zawierajgcy reszty
glukozowe potaczone wigzaniami 3-( 1,3) i B-( 1,6). Byta to pierwsza zidentyfikowana
oligosacharyna wyizolowana ze $cian komaérkowych patogennego grzyba Phytoph-
thora megasperma wywotujacego infekcje u soi. Ustalono tez, ze aktywna oli-
gosacharyna ma $cisle okreslong strukture, ktéra odrézniajg od innych, nieaktywnych
form heptaglukozydéw powstajacych w wyniku hydrolizy R-glukanow ze $cian
komdrkowych grzyba. Dotyczy to potozenia dwdch bocznych czasteczek glukozy
zwigzanych z pieciocztonowym szkieletem gtéwnym.

R-glukany pochodzace ze Scian komoérkowych patogennych grzyboéw aktywujg
nie tylko synteze fitoaleksyn, ale uczestniczg takze w wielu innych reakcjach od-
pornosciowych roélin [3, 24, 27, 106]. Nalezg do nich zmiany we witasciwosciach
Sciany komdrkowej spowodowane odktadaniem kalozy i ligniny, akumulacja biatek
bogatych w hydroksyproling oraz synteza inhibitorow proteinaz.Typowa reakcjg
obronng wywotywang przez oligosacharyny 3-glukanowe jest takze indukcja syntezy
roslinnych biatek litycznych - chitynazy i R-glukanazy, ktore degradujg $ciany
komoérkowe patogenow utrudniajac infekcje.

Sygnatami indukujgcymi mechanizmy odpornosciowe u roslin sg rowniez oli-
gosacharyny pochodzace z innych sktadnikéw $cian komdrkowych grzybow, a mia-
nowicie z chityny i jej deacetylowej pochodnej, chitosanu [3, 23, 106]. Chityna
jest homopolimerem sktadajacym sie z reszt -1,4-N-acetyloglukozoaminowych,
natomiast chitosan zbudowany jest z jednostek B-1,4-glukozoaminowych. Oba poli-
sacharydy sg zrodtem oligosacharyn, ktére moga by¢ uwalniane w wyniku dziatania
chitynazy lub chitosanazy. Aktywnymi oligomerami sg fragmenty o stopniu poli-
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meryzacji (DP) 6-11. Stwierdzono, ze sa one potencjalnymi sygnatami dla syntezy
fitoaleksyn i opisywanych wyzej innych reakcji obronnych wywotywanych w od-
powiedzi na atak organizméw patogennych [3, 23, 106].

Oligosacharyny uruchamiajgce mechanizmy obronne u roslin wyizolowano i scha-
rakteryzowano takze z roslinnych $cian komérkowych [2, 3,23,39,106]. Ich Zrddiem
sg pektyny, polisacharydy wchodzace w sktad pierwotnej Sciany komorkowej, bogate
w reszty kwasu D-galakturonowego potgczone wigzaniami a-(1,4). W wyniku enzy-
matycznej hydrolizy z udziatem pektynazy uwalniane sg z nich oligomery o DP
9-20 [3,23,106]. Oligosacharyny galakturonidowe, podobniejak wymienione wczes$-
niej fragmenty [3-glukanowe, chitynowe i chitosanowe, indukujg znane w procesie
patogenezy zmiany biochemiczne zwigzane z odpornoscig roslin na czynniki cho-
robotworcze. Specyficznos¢ tych zmian zwigzana jest z rozmiarami fragmentéw
pektynowych. Obserwowano, ze synteze fitoaleksyn i ligniny indukuje oligomer
zidenty fikowany jako dodeka-a-( 1,4)-D-galakturonid, natomiast synteza inhibitorow
proteinaz byta wywotywana przez mniejsze fragmenty, DP 2-3 [106].

Uzyskane dotychczas wyniki badan dowodza, ze oligosacharyny pochodzace
ze Scian komorkowych grzybdw uczestniczg jedynie w reakcjach obronnych zwig-
zanych z mechanizmami odpornosciowymi. Nie otrzymano, jak dotad, dowodow
na to, ze mogg one regulowaé inne procesy zachodzace w komorkach roslinnych.

Aktywnos$¢ biologiczng zwigzang z procesami wzrostu i rozwoju ro$lin stwier-
dzono w przypadku oligosacharydéw pektynowych i ksyloglukanowych bedacych
sktadnikami roslinnych Scian komérkowych [2, 3, 23, 39, 53, 106]. Oligogala-
kturonidy o stopniu polimeryzacji 10-14 regulujag morfogeneze w kulturach tkan-
kowych tytoniu [2,122]. W zaleznosci od skladu Srodowiska, oligosacharyny w
stezeniu 10 8M lub ICT*M indukowaty niezr6znicowane komérki do tworzenia
paczkow wegetatywnych, kwiatow lub korzeni. Na uwage zastuguje fakt, ze stezenie
oligogalakturonidow wymagane do wywotania powyzszych efektow byto 10-100-
krotnie nizsze niz to, ktore jest konieczne do indukcji odpowiedzi obronnych [23].

Oligosacharyny pektynowe moga takze regulowac procesy wydtuzeniowe u roslin

[15, 108]. Obserwowano, ze stymulowany przez 1AA

wzrost segmentéw pedu grochu jest hamowany przez

oligogalakturonidy o DP>8 [15]. Hamowanie to wy-

kazuje cechy hamowania kompetycyjnego i moze by¢

zniesione przez wyzsze stezenie auksyny. Fragmenty

pektynowe biora przypuszczalnie udziat w procesie doj-

rzewania owocow [23]. Uwaza sie, ze ma to zwigzek

z regulacjg produkcji etylenu, poniewaz stwierdzono,

ze oligomery galakturonidowe o stopniu polimeryzacji

Rys. 5. Struktura oligosachary- 5-19 _m_dukUJa, syntfaze ety!enu. Przypuszczenia te_ wy-
ny ksyioglukanowej -XG9 magajajednak potwierdzeniaw dodatkowych badaniach.
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Ksyloglukany sa polisacharydami wchodzacymi w skiad pierwotnej $ciany ko-
mérkowej rodlin [52]. Zbudowane sg z dtugiego tafcucha zawierajgcego czasteczki
D-glukozy potaczone wigzaniami (3-(1,4), do ktérego przytaczone sg krétsze tancuchy
zawierajace a-D-ksyloze, [3-D-galaktoze i a-L-fukoze oraz w mniejszych ilosciach
a-L-arabinoze i (3-D-ksyloze. Ksyloglukany sg hydrolizowane przez celulaze do
mniejszych fragmentow. Cze$¢ sposrdd nich jest oligosacharynami majacymi zdol-
no$¢ regulowania wzrostu ro$lin. Najlepiej poznang oligosacharyng ksyloglukanowg
jest oligosacharyd skladajacy sie z 9 reszt cukrowych okreslany w skrécie XG9
(rys. 5). Znane jest dziatanie oligosacharyny XG9, ktéra w stezeniu 10-9M hamuje
indukowane przez auksyne 2,4-D i kwas giberelinowy wydtuzanie segmentow pedu
grochu [126]. Wydaje sie, ze XG9 nie dziata jak typowa anty-auksyna, poniewaz
wzrost stezenia auksyny nie znosi efektu hamowania. Inne oligosacharyny ksy-
loglukanowe, np. XG7, moga w nieobecnosci 2,4-D stymulowaé wzrost przez fakt,
iz stanowig one substrat dla endotransglikozylazy ksyloglukanowej [26, 39]. Enzym
ten powoduje przejsciowa degradacje szkieletu ksyloglukanowego i czasowe
rozluznienie Sciany komadrkowej, co sprzyja wzrostowi komorek.

Ostatnie wyniki badan dowodzg, ze wplyw na procesy wzrostowe ma takze
oligosacharyna pochodzaca z galaktoglukomannanu [7]. Taki typ polisacharydéw
wystepuje jako skiadnik pierwotnej i wtérnej Sciany komdrkowej roslin wyzszych.
Obserwowano, ze oligosacharyd galaktoglukomannanowy hamowat indukowany
przez 2,4-D wzrost wydtuzeniowy segmentéw pedu grochu.

Rezultaty badan prowadzonych od blisko dwudziestu lat wskazujg na to, ze
oligosacharyny stanowig nowg klase czasteczek sygnatowych lub regulatorowych
petnigcych wazne funkcje w procesach odpornosciowych u wielu gatunkéw roslin,
a takze w ich wzrosScie i rozwoju. Mechanizm dziatania tych zwiazkéw pozostaje,
jak dotad, nieznany. Niewykluczone jest, ze oligosacharyny, podobnie jak hormony,
moga regulowacé ekspresje gendéw roslinnych uruchamiajgc system transdukcji syg-
natu za posrednictwem receptoréw btonowych i z udziatem kinaz biatkowych. Fakt,
ze aktywnos¢ biologiczna oligosacharyn jest Scisle zwigzana z ich strukturg oraz
to, ze wywotuja one okreslone efekty przy bardzo niskich stezeniach, moze sugerowaé
taki mechanizm przekazywania sygnatu [2, 23, 39]. Zidentyfikowanie miejsc wig-
zacych, byé moze receptorow, dla aktywnego (3-glukanu [128], oligosacharyny ksy-
loglukanowej XG9 [39] oraz fragmentéw pektynowych [23] mogtoby potwierdzaé
te sugestie. Doswiadczenia prowadzone w kulturach tkankowych soi oraz na oczy-
szczonych btonach plazmatycznych z komérek lisci pomidora i ziemniaka wykazaty,
ze fragmenty |3-glukanowe i pektynowe zmieniaty in vitro poziom fosforylacji nie-
ktorych biatek blonowych [35, 108].

Rozwazana jest takze mozliwos$¢ dziatania oligosacharyn poprzez wywolywanie
szybkich zmian na poziomie bton plazmatycznych, szczegélnie w odniesieniu do
indukowanych przez oligosacharyny odpowiedzi obronnych [3, 108]. Aktywne oli-
gosacharydy (3-glukanowe lub pektynowe, ktére uczestniczg w tych procesach, po-
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wodujg depolaryzacje btony, co zwieksza szybkos$¢ przeptywu jonéw oraz zwiekszajg
produkcje H20 2 i 0 2*\ ktdre biorg udziat w peroksydacji lipidow [3, 108]. Zmiany
te mogg wptywac na przepuszczalnos¢ bton i by¢ moze przez to umozliwiaé¢ wnikanie
oligosacharyn do wnetrza komorki.

Ciekawa jest sugestia, dotyczgca takze oligosacharyn indukujacych ekspresje
genow obronnych, zgodnie z ktorg wnikanie tych czasteczek mogtoby zachodzié
w drodze endocytozy. Wyniki badan prowadzonych in vitro w kulturach tkankowych
soi zuzyciem oligosacharyn (3-glukanowych iroslinnych oligosacharyn pektynowych
wskazujg na takg mozliwo$¢ [108]. Przypuszczenia te wymagajajednak dodatkowych
badan, ktore potwierdzityby obecno$é wewnatrz komérek specyficznych receptorow,
co, jak dotad, nie zostato stwierdzone.

POLIAMINY

Poliaminy, wystepujace powszechnie u prokariontdw i eukariontéw, sg aminami
pierwszorzedowymi majacymi dwie lub wiecej grup aminowych. U ro$lin wystepuja
trzy gtéwne poliaminy: putrescyna (diamina), spermidyna (triamina) i spermina
(tetraamina).

Putrescyna: H2N-(CH2)4-NH?2

Spermidyna: H2N-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH2
Spermina: H2N-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH2

Natura chemiczna tych zwiazkdw, jak rowniez szlaki ich biosyntezy i przemian
metabolicznych sg dobrze poznane. Wyniki badan prowadzonych w tym zakresie
sg przedstawione w kilku pracach przegladowych [10, 33, 44, 116, 121].

W komérkach ro$linnych poliaminy wystepujg jako wolne zasady lub tworzg
zwiazki z kwasami fenolowymi i innymi zwigzkami niskoczasteczkowymi badz
makroczasteczkami [33]. Stezenie endogennych poliamin jest stosunkowo wysokie
i w zalezno$ci od gatunku, rodzaju organu i stopnia rozwoju waha sie od 2 p,M
do 2-3 mM, a w nasionach nawet do 30 mM [10, 33, 43]. Endogenny poziom
poliamin jest szczegdlnie wysoki w miodych, aktywnie rosngcych tkankach [59].

Wyniki licznych, prowadzonych od ponad dwudziestu lat badan sugeruja, ze
poliaminy mogg petni¢ funkcje regulatorowe w komoérkach roslinnych, chociaz ich
rola nie jest ostatecznie ustalona. Generalnie przyjmuje sig, ze podobnie jak znane
fitohormony majg one wptyw na procesy wzrostu i réznicowania [10, 33, 43, 44].
Poziom poliamin jest ponadto modyfikowany przez warunki zewnetrzne, takie jak
Swiatto i temperatura oraz rézne fizyczne i chemiczne czynniki stresowe [43, 44].
Poliaminy uczestniczg takze w procesach odpornosciowych zwigzanych z urucha-
mianiem odpowiedzi obronnych na atak organizméw patogennych [13].
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Prowadzac badania z wykorzystaniem mutantéw (E. coli, N. crassa, S. cerevisiae,
komérki ssakow) ustalono, ze poliaminy sg niezbedne dla proceséw wzrostu [121].
Mutanty, ktore wykazywaty defekt w szlaku biosyntezy poliamin, byty niezdolne
do normalnego wzrostu i rozwoju. Wyniki tych badan zostaty potwierdzone w
doswiadczeniach wykonywanych na tkankach roslinnych, w ktérych stosowano in-
hibitory dekarboksylazy argininy (ADC) i dekarboksylazy omityny (ODC), klu-
czowych enzymow biosyntezy poliamin. Podanie egzogennych poliamin w kazdym
przypadku przywracato normalny wzrost i rozwdj.

Dla procesdw wzrostu i rozwoju podstawowe znaczenie majg podziaty komér-
kowe. Tkanki charakteryzujgce sie aktywnym metabolizmem i podlegajgce szybkim
podziatom komérkowym odznaczajg sie wysokim poziomem poliamin [10, 33, 44].
W badaniach in vitro prowadzonych w synchronicznych kulturach Chlorella vulgaris
[21] iNicotiana tabacum [92] stwierdzono, ze poliaminy sa niezbedne do zakoriczenia
cyklu komérkowego. Obserwowano, ze po zastosowaniu inhibitoréw syntezy po-
liamin komorki wchodzity do fazy G|, ale przejscie do fazy S byto uwarunkowane
dodaniem egzogennych poliamin. Mozna wiec przypuszcza¢, ze zwigzki te maja
istotne znaczenie dla replikacji DNA i podzialu mitotycznego komarki.

Wyniki badan dotyczgcych udziatu poliamin w procesach réznicowania sie ko-
mérek wskazuja, ze zmiany zachodzgce na tym etapie rozwoju zwigzane sg ze
zmianami w poziomie zaréwno wolnych, jak i zwigzanych poliamin [10]. Montague
i wsp. [82] prowadzac badania w kulturach tkankowych marchwi wykazali, ze
proces embriogenezy jest uwarunkowany wysokim poziomem poliamin. W ostatnich
latach pojawia sie coraz wiecej dowoddéw na to, ze poliaminy biorg takze udziat
w procesach organogenezy. Powszechnie znany jest wptyw tych zwigzkéw na po-
wstawanie korzeni [33]. Korelacje miedzy poziomem poliamin a wczesnymi etapami
powstawania korzeni stwierdzono u wszystkich badanych roslin. Faza ta chara-
kteryzuje sie zmianami w aktywnosci peroksydazy, ktére przypuszczalnie kontro-
lowane sg przez poziom poliamin [51].

Poziom endogennych poliamin zwigzany jest réwniez z powstawaniem i doj-
rzewaniem owocow [33, 54]. Zaleznosci te sg specyficzne gatunkowo zaréwno
w odniesieniu do rodzaju poliaminy, jak i wywotywanego efektu. Na ogét stwierdza
sie wysoki poziom poliamin w momencie zawigzywania sie owocow, a nastepnie
spadek w czasie ich dojrzewania [54].

Poliaminy moga takze bra¢ udziat w inicjacji i kontroli kwitnienia [33, 54].
Badania prowadzone in vitro w kulturach organogenicznych tytoniu wykazaty
wptyw poliamin na te procesy [60].

Ze wzgledu na mozliwo$¢ powigzania szlakdw biosyntezy poliamin i etylenu
[10,33] duzo uwagi poSwieca sie udziatowi poliamin w procesach starzenia. Starzenie
sie organow, zar6wno in situ jak i po usunieciu z rosliny, jest skorelowane z ob-
nizaniem sie poziomu poliamin [33, 43, 44]. Jednym z symptomdw starzenia sie
organow jest spadek aktywnosci dekarboksylazy argininy i spadek poziomu poliamin.
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Wyniki badan wskazuja, ze dodanie egzogennych poliamin op6zZnia efekty starzenia
[43]. W doswiadczeniach prowadzonych przez grupe Galstona na protoplastach
z komérek mezofilu owsa i innych zbdz obserwowano, ze obecno$¢ egzogennych
poliamin hamuje procesy typowe dla starzenia, takie jak degradacja chlorofilu, RNA
i biatek [43]. Wielu autoréw sugeruje, ze mechanizm opdzniania procesu starzenia
moze byC rowniez zwigzany z mozliwoscig zahamowania syntezy etylenu przez
egzogenne poliaminy, a takze z ochrong bton komorkowych przez zwigzanie z
nimi poliamin. W tym przypadku poliaminy zapobiegatyby peroksydacji lipidow
[33, 44, 114].

Poziom poliamin, a takze enzymoOw uczestniczacych w ich biosyntezie zalezy
w duzym stopniu od réznych czynnikow fizycznych i chemicznych mogacych wy-
wotaé stres u roslin [43, 44]. Rezultaty badan prowadzonych gtéwnie w roslinach
zbozowych wykazaly wielokrotny wzrost poziomu putrescyny w odpowiedzi na
takie czynniki stresowe, jak: niedobdr potasu i wody, wysokie stezenie jonéw wo-
dorowych i amonowych, zanieczyszczenia atmosferyczne (dwutlenek siarki, jony
kadmu), atakze w warunkach ograniczonej dostepnosci tlenu [43]. Oprécz akumulacji
putrescyny we wszystkich przypadkach obserwowano wzrost aktywnos$ci ADC.
Enzym ten zostatl w zwigzku z tym uznany za enzym markerowy stresu w przypadku
roslin zbozowych. Fizjologiczne znaczenie wrazliwosci poziomu poliamin na czyn-
niki stresowe nie jest jasne. By¢ moze efekt ten ma znaczenie adaptacyjne i ochronne
albo, jak sadza niektorzy autorzy, jest jedng z wielu zmian fizjologicznych bez
szczeg6lnego znaczenia [33].

Na obecnym etapie badan zasadnicze pytania dotyczg istoty funkcji fizjologi-
cznych i mechanizmu dziatania poliamin. W rozwazaniach na temat roli tych zwigz-
kow nalezy pamietac, iz majg one charakter polizasad. W komorkowych wartosciach
pH poliaminy sa kationami, w zwigzku z czym proponuje sie, ze przynajmniej
czesc ich funkcji jest wynikiem oddziatywan z ujemnie natadowanymi makroczg-
steczkami, takimi jak: kwasy nukleinowe, biatka, fosfolipidy oraz pektynowe skiad-
niki $cian komorkowych [10, 44].

Oddziatywania poliamin z btonami nalezg do najdawniej stwierdzonych i dobrze
poznanych efektow wywotlywanych przez te zwigzki [114]. Wigzanie sie poliamin
z btonami ma istotne znaczenie dla aktywnosci niektérych enzymoéw zlokalizowanych
w blonach [44, 114], wptywa na transport jonow i metabolitow [114], a takze
zapobiega peroksydacji lipidow [33, 44, 114]. Poliaminy wigzac sie¢ z blonami
wplywajg na ich wiasciwosci i funkcje, przez co posredniczg w wielu waznych
procesach komoérkowych, takich jak fuzja bton [114] czy przesytanie sygnatow
za posrednictwem receptoréw [67].

Szczegolnie interesujgce sg Smiate sugestie niektorych autoréw, ze poliaminy
mogtyby petni¢ role wtérnego przekaznika w szlaku transdukcji sygnatow [4, 42].
Jak wykazujg rezultaty badan z ostatnich kilku lat, nie sg to sugestie zupeinie
bezpodstawne. Stwierdzono bowiem, ze poliaminy wptywajg na fosforylacje biatek
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przez aktywacje kinaz biatkowych [44]. Po
raz pierwszy zaohserwowano to w przy-
padku fosforylacji biatek obronnych (PR)
powstajgcych w procesie patogenezy [13].
Dalsze badania wykazaty, ze poliaminy ma-
ja takze wptyw na fosforylacje wielu biatek
btonowych i cytoplazmatycznych w re-
akcjach nie zwigzanych z mechanizmami
obronnymi [127]. Dodatkowym poparciem
dla tej sugestii mogtby byé fakt, ze po-
liaminy uczestniczag w metabolizmie fosfoi-
nozytoli [30]. Jednakze wysokie,
wystepujace na statym poziomie stezenie
poliamin jest argumentem przeciwko jed-
noznacznemu uznaniu tych zwigzkéw za
wtoérne przekazniki.

BRASSINOSTEROIDY

Rys. 6. Struktury najlepiej poznanych

Juz na poczatku lat siedemdziesigtych roslinnych brassinosteroidow

byto wiadomo, ze pytek rzepaku, olchy oraz

innych rosdlin zawiera substancje, ktére w tescie elongacyjnym wykonywanym na
miedzyweZlach fasoli powodowaty niezwykle silne reakcje [81]. Nowag grupe zwigz-
kéw biologicznie aktywnych, o charakterze lipidowym nazwano brassinami. Pierwszy
wyizolowany i zidentyfikowany zwigzek z tej rodziny, brassinolid (Brj) ma strukture
5-cholestanu [47]. Drugim obok Brj stosunkowo wcze$nie poznanym zwigzkiem,
jest kastasteron (Br2) nalezacy do rodziny brassinosteronéw (rys. 6). Zostat on
wyizolowany po raz pierwszy z galasow kasztana.

Obecnie znanajest struktura ponad 30 brassinosteroidéw, chociaz ilos¢ zwigzkéw
wyizolowanych z r6znych ro$lin nalezacych do tej rodziny przekroczyta juz liczbe
60. Nazewnictwo, struktura chemiczna, wystepowanie, a takze niektore efekty fi-
zjologiczne brassinosteroidéw zostaty wyczerpujaco opisane w artykule przegla-
dowym zamieszczonym w Kosmosie [11]. Czytelnika zainteresowanego infor-
macjami szczegdtowymi odsytamy do obszernej pracy pt. Brassinosteroides. Che-
mistry, bioactivity and applications [64].

W badaniach efektéw fizjologicznych brassinosteroidéw na szczegélng uwage
zastuguja wyniki wskazujace na wspdtzaleznos¢ miedzy Br a IAA oraz miedzy
Br a giberelinami [1, 110]. Na ogét efekty fizjologiczne brassinosteroidéow i IAA
sg synergiczne. Tak jest na przyklad ze stymulacjg wzrostu czy syntezy etylenu
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w hypokotylach fasoli [75]. Stymulacja syntezy etylenu przez brassinosteroidy zno-
szona jest przez Swiatlo, czego nie obserwuje sie w przypadku IAA. Synergizm
wystepuje na og6t wtedy, gdy tkanka traktowana jest najpierw Br, a nastepnie
auksyna. W przypadku zmienionej kolejnosci efekty sg addytywne [1,5, 73, 109].
Wspétdziatanie brassinosteroidow z giberelinami ma inny charakter. Efekty wy-
wierane przez Br i gibereliny sg na ogo6t niezalezne i addytywne.

Poznanie funkcji regulacyjnych brassinosteroiddw bedzie wymagato podjecia
w najblizszej przysztosci szerszych badan na poziomie molekularnym. Ze wzgledu
na duze podobienstwo tych zwigzkéw do zwierzecych hormondw sterydowych aktu-
alne hipotezy zakladaja, ze brassinosteroidy wigzane sg do rozpuszczalnych biatek
receptorowych tworzac kompleksy regulujgce specyficzne geny. Dotychczas wy-
kazano, ze Br wptywajg aktywujgco na polimeraze RNA i DNA [55, 74] i zmieniaja
obraz gendw ulegajacych ekspresji [19]. Mimo podejmowanych w ostatnich latach
nowych préb postep badaf w tym zakresie jest nadal niewielki [18, 20, 130, 131].

INNE ZWIAZKI AKTYWNE BIOLOGICZNIE

Turgoryny

W Swiecie roslin znane sa reakcje ruchowe zwigzane ze zmianami turgoru ko-
morek. Ruchy nastyczne mogg by¢ wyzwalane przez r6znorodne bodzce fizyczne,
takie jak: temperatura, $wiatto, dotyk, wstrzas itp. Substancjg sygnatowa indukujaca
zmiany osmotyczne u akacji okazata sie turgoryna [113] bedaca 4-0-glukozydem
kwasu galusowego (rys. 7). Wiekszo$¢ obecnie znanych turgoryn izolowanych z
mimozy ma bardzo podobng budowe [56]. We wszystkich zwigzkach z tej grupy
grupa hydroksylowa przy széstym weglu glukozy zestryfikowana jest kwasem siar-
kowym.

Mechanizm dziatania turgoryn jest
nieznany. W ostatnim czasie z btony
plazmatycznej lisci mimozy wyizolo-
wano biatko wigzgce jedng z turgoryn
[57].

Triakontanol i L(+)-adenozyna

Triakontanol (TRIA), skfadnik ro-
$linnych woskéw, jest jednowodorotle-
nowym alkoholem o trzydziestoweg-

Rys. 7. Struktura pierwszej turgoryny Iow_ym merozga’:ezpnym taricuchu.
wyizolowanej z akacji Zwigzek ten w stezeniu 10-8 M sty-
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Rys. 8. Struktury zwigzkéw indukujacych kietkowanie nasion niektérych roslin pasozytniczych

muluje wzrost i wpltywa znaczaco na przyrost masy, co, jak sie uwaza, w duzym
stopniu jest wynikiem wzrostu wydajnosci fotosyntezy [103].

Mechanizm dziatania TRIA nie jest znany. Szereg wynikéw badan wskazuje,
ze TRIA podnosi poziom L(+)-adenozyny, ktéra moze wywotywaé podobne efekty
jak TRIA. Obserwacje powyzsze staty sie podstawg do przypuszczen, ze L(+)-
adenozyna jest wtornym przekaznikiem w szlaku przemian indukowanych przez
TRIA [102, 104].

Substancje stymulujgce kietkowanie

Niektore rosliny syntetyzujg w korzeniach pewne substancje sygnatowe, ktore
w bardzo niskich stezeniach indukujg kietkowanie nasion niektérych chwastow
pasozytujgcych na korzeniach wielu roslin. Do tej grupy zwigzkow nalezg strigol,
alektrol, sorgolakton i sorgoleon (rys. 8). Zwiazki te, wydzielane do gleby, niosa
informacje sygnalizujgcg nasionom Striga asiatica i pokrewnych gatunkow blisko$¢
korzeni gospodarza [50].

UWAGI KONCOWE

60 lat temu zostata wyodrebniona po raz pierwszy auksyna, pierwszy hormon
roslinny. W nastepnych dziesiecioleciach poznano kolejne substancje uczestniczace
w regulacji wzrostu i rozwoju, ktdre moznajuz dzisiaj uzna¢ za klasyczne hormony
roslinne. Oprdécz tych pieciu grup fitohormonow w obecnej chwili znane sg dziesigtki
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wtérnych metabolitdw i substancji biologicznie czynnych, a ws$réd nich réwniez
zwigzki, ktdre odpowiadajg kryteriom definiujgcym pojecie hormonu roslinnego.
Kryteria te ostathio przypomniat Lewak w pracy przegladowej zamieszczonej w
Kosmosie [71]. Celem obecnej pracy byto zwrécenie uwagi Czytelnika na te nowe
zwiazki, ktorych efekty fizjologiczne zostaty juz w znacznym stopniu poznane.
Badania nad niektérymi z nich trwaja od dtuzszego czasu, inne staty sie przedmiotem
badann dopiero w ostatnim piecioleciu. Liczba wyodrebnionych substancji biolo-
gicznie aktywnych stale powieksza sie. W wiekszosci przypadkow znanajest budowa
chemiczna tych zwigzkdw, natomiast tylko niektorym z nich mozna przypisa¢ okre-
Slone efekty fizjologiczne. Bogaty przeglad tych substancji jest zamieszczony w
pracy Grossa i Parthiera [46].

Wspotczesne metody wyodrebniania i analizy jakosciowej umozliwiajg szybkie
ustalenie struktury nowo poznawanych zwigzkéw, co na ogdét wyprzedza badania
majace na celu poznanie ich funkcji. Tak wiec rosnaca ciaggle liczba oraz zr6z-
nicowanie strukturalne substancji biologicznie czynnych uswiadamia nam fakt, ze
nasza znajomos$¢ skomplikowanych proceséw regulujagcych wzrost i rozwéj roslin
jest jeszcze bardzo czgstkowa.

LITERATURA

[1] ADAM G, MARQARDT V. Brassinosteroids. Phytochemistry 1986; 25:1787-1799.

[2] ALBERSHEIM P, DARVILL AG. Oligosaccharins. Sci Am 1985; 253:58-64.

[3] ALDINGTON S, FRY SC. Oligosaccharins. Adv Bot Res 1993; 19: 1—01.

[4] ANTOGNONI F, PISTOCCHI R, CASALI P, BAGNI N. Does calcium regulate polyamine
uptake in carrot protoplasts? Plant Physiol Biochem 1995; 33: 701-708.

[5] ARTECA RN. Brassinosteroids. [w] Davies PJ [red.] Plant Hormones. Dordrecht, Boston,
London: Kluwer Academic Publishers 1995: 206-213.

[e] ATKINSON MM. Molecular mechanisms of pathogen recognition by plants. Adv Plant Pathol
1993; 10:35-64.

[71] AUXTOVA-SAMAJOVA O, LISKOVA D, KAKONIOVA D, KUBACKOVA M,
KARACSONYI S, BILISICS L. Inhibition of auxin stimuled short-term elongation growth of
pea stem segments by galactoglucomannan-derived oligosaccharides. J Plant Physiol 1996;
147: 611-613.

[e]AYERS AR, EBEL J, FINELLIF, BERGER N, ALBERSHEIM P. Host-pathogen interactions.
IX. Qantitative assays of elicitor activity and characterization of the elicitor present in the
extracellular medium of cultures of Phytophthora megasperma var. sojae. Plant Physiol 1976;
57: 751-759.

[9] AYERS AR, VALENT B, EBEL J, ALBERSHEIM P. Host-pathogen interactions. XI.
Composition and structure of wall-released elicitor fractions. Plant Physiol 1976; 57: 766-774.

[10] BAGNI N, TORRIGIANI P. Polyamines: A new class of growth substances, [w] Karssen CM,
Van Loon LC, Vreugdenhil D [red.] Progress in Plant Growth Regulation. Dordrecht, Boston,
London: Kluwer Academic Publishers 1991: 264-275.

[11] BAJGUZ A, CZERPAK R. Wystepowanie i aktywnos$¢ biologiczna brassinosteroidow -
nowych hormondéw roslinnych. Kosmos 1995; 44: 129-144.



REGULATORY WZROSTU | ROZWOJU ROSLIN 677

12] BECKER W, APEL K. Differences in gene expression between natural and artificially induced
leaf senescence. Planta 1993; 189: 74-79.

13] BELLES JM, CARBONELL J, CONEJERO V. Polyamines in plants infected by citrus
exocortis viroid or treated with silver ions and ethephon. Plant Physiol 1991; 96: 1053-1059.

141 BIY-M, KENTON P, MUR L, DARBY R, DRAPER J. Hydrogen peroxide does not function
downstream of salicylic acid in the induction of PR protein expression. PlantJ 1995; 8:235-245.

15] BRANCA C, DeLORENZO G, CERVONE F. Competitive inhibition of auxin-induced
elongation by oc-D-oligogalacturonides in pea stem segments. Physiol Plantarum 1988; 72:
499-504.

16] CHEN Z, SILVA H, KLESSIG D. Active oxygen species in the induction of plant systemic
acquired resistance by salicylic acid. Science 1993; 262: 1883-1886.

17] CLELAND CF, AJAMI A. Identification of the flower-inducing factor isolated from aphid
honeydew as being salicylic acid. Plant Physiol 1974; 54: 904-906.

18] CLOUSE SD, ZUREK DM. Molecular analysis of brassinolide action in plant growth and
development, [w] Cutler HG, Y okotaT, Adam G [red.] Brassinosteroids: Chemistry, Bioactivity
and Applications. American Chemical Society 1991: 122-140.

19] CLOUSE SD, ZUREK DM, McMORRIS TC, BAKER ME. Effect of brassinolide on gene
expression in elongating soybean epicotyls. Plant Physiol 1992; 100: 1377-1383.

20] CLOUSE SD, HALL AF, LANGFORD M, McMORRIS TC, BAKER ME. Physiological and
molecular effects of brassinosteroids on Arabidopsis thaliana. Plant Growth Regul 1993; 12:
61-66.

21] COHEN E, ARAD SM, HEIMER YH, MIZRAHI Y. Polyamine biosynthetic enzymes in the
cell cycle of Chlorella. Plant Physiol 1984; 74: 385-388.

22] CONSTABEL CP, BERGEY DR, RYAN CA. Systemin activates synthesis of wound-indu-
cible tomato leaf polyphenol oxidase via the octadecanoid defense signaling pathway. Proc Natl
Acad Sci USA 1995; 92: 4077111

23] COTE F, HAHN MG. Oligosaccharins: structures and signal transduction. Plant Mol Biol
1994; 26: 1379-1411.

24] DARVILL AG, ALBERSHEIM P. Phytoalexins and their elicitors - a defense against
microbial infection in plants. Ann Rev Plant Physiol 1984; 35: 243-275.

25] DEMOLE E, LEDERER E, MERCIER D. Isolement et determination de la structure du
jasmonate de methyle, constituant odorant characteristique de I’essence de jasmin. Helv Chim
Acta 1962; 45: 675-685.

26] DeSILVA J, ARROWSMITH D, HELLYER A, WHITEMAN S, ROBINSON S. Xyloglucan
endotransglycosylase and plant growth. J Exp Bot 1994; 45: 1693-701.

27] DIXON RA, LAMB CJ. Molecular communication in interactions between plants and
microbial pathogens. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 1990; 41: 339-367.

28] DIXON RA, HARRISON MJ, LAMB CJ. Early events in the activation of plant defense
responses. Annu Rev Phytopathol 1994; 32: 479-501.

29] DOARES SH, NARVAEZ-VASQUEZ J, CONCONI A, RYAN CA. Salicylic acid inhibits
synthesis of proteinase inhibitors in tomato leaves by systemin andjasmonic acid. Plant Physiol
1995; 108: 1741-1746.

30] DUREJA-MUNJAL I, ACHARYA MK, GUHA-MUKHERJEE S. Effect of hormones and
spermidine on the turnover of inositol phospholipids in Brassica seedlings. Phytochemistry
1992; 31: 1161-1163.

31]JECKELKAMP K, EHMANN B, SCHOPFER P. Wound-induced systemic accumulation of a
transcript coding for Bowman-Birk trypsin inhibitor-related protein in maize (Zea mays L.)
seedlings. FEBS Lett 1993; 323: 73-76.

32] ELTHON TE, NICKELS RL, McINTOSH L. Mitochondrial events during development of
thermogenesis in Sauromatum guttatum (Schott). Planta 1989; 180: 82-89.



678 A. JAKUBOWSKA, A. P. MURACH, S. KOWALCZYK

[33] EVANS PT, MALMBERG RL. Do polyamines have roles in plant development? Annu Rev
Plant Physiol Plant Mol 1989; 40; 235-269.

[34] FARMER EE. Fatty acid signalling in plants and their associated microorganisms. Plant Mol
Biol 1994; 26: 1423-1437.

[35] FARMER EE, MOLOSHOK TD, SAXTON MJ, RYAN CA. Oligosaccharide signaling in
plants. Specifity of oligouronide-enhanced plasma membrane protein phosphorylation. J Biol
Chem 1991; 266: 3140-3145.

[36] FARMER EE, JOHNSON RR, RYAN CA. Regulation of expression of proteinase inhibitor
genes by methyl jasmonate and jasmonic acid. Plant Physiol 1992; 98: 995-1002.

[37] FARMER EE, RYAN CA. Octadecanoid precursor ofjasmonic acid activate the synthesis of
wound-inducible proteinase inhibitor. Plant Cell 1992; 4: 129-134.

[38] FELIX G, BOLLER T. Systemin induces rapid ion fluxes and ethylene biosynthesis in
Lycopersicon peruvianum cells. PlantJ 1995; 7: 381-389.

[39] FRY SC, ALDINGTON S, HETHERINGTON PR, AITKEN J. Oligosaccharides as signals
and substrates in the plant cell wall. Plant Physiol 1993; 103: 1-5.

[40] FUKUIH, KOSHIMIZU K, YAMAZAKIY, USUDA S. Structures of plant growth inhibitors
in seeds of Cucurbita pepo L. Agricult Biol Chem 1977; 41: 189-194.

[41] GAFFNEY T, FRIEDRICH L, VERNOONJ B, NEGROTTO D, NYE G, UKNES S, WARD
E, KESSMANNH, RYALS J. Recquirement of salicylic acid for the induction of systemic
acquired resistance. Science 1993; 261: 754-756.

[42] GALSTON AW. Polyamines as modulators of plant development. Bioscience 1983; 33:
382-388.

[43] GALSTON AW, KAUR-SAWHNEY R. Polyamines in plant physiology. Plant Physiol 1990;
94:406"410.

[44] GALSTON AW, KAUR-SAWHNEY R. Polyamines as endogenous growth regulators, [w]
Davies PJ [red.] Plant Hormones. Dordrecht, Boston, London: Kluwer Academic Publishers
1995: 158-178.

[45] GARDNER HW. Recent investigation into the lipoxygenase pathway of plants. Biochim
Biophys Acta 1991; 1084: 221-239.

[46] GROSS D, PARTHIER B. Novel natural substances acting in plant growth regulation. Plant
Growth Regul 1994; 13: 93-114.

[47] GROVE MD, SPENCER FG, ROHWEDDER WK, MANDAVA NB, WORLEY JF. A unique
plant growth promoting steroid from Brassica napus pollen. Nature 1979; 281: 216-217.

[48] GUNDLACH H, MULLER MJ, KUTCHAN TM, ZENK MH. Jasmonic acid is a signal
transducer in elicitor-induced plant cell cultures. Proc Natl Acad Sei USA 1992; 89: 2389-2393.

[49] HAMBERG M, GARDNER HW. Oxylipin pathways to jasmonates: Biochemistry and
biological significance. Biochem Biophys Acta 1992; 1165: 1-18.

[50] HAUCK C, MULLER S, SCHILDKNECHT H. A germination stimulant for parasitic
flowering plants from Sorghum bicolor agenuine host plant. JPlant Physiol 1992; 39:4747478.

[51] HAUSMAN JF, KEVERS C, GASPAR T. Putrescine control of peroxidase activity in the
inductive phase of rooting in poplar shoots in vitro, and the adversary effect of spermidine. J
Plant Physiol 1995; 146: 681-685.

[52] HAYASHI T. Xyloglucans in the primary cell wall. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol
1989; 40: 139-168.

[53]HENSEL A,BRUMMELL DA, HANNAR, MACIACHLAN G. Auxin-dependent breakdown
of xyloglucan in cotyledons of germinating nasturtium seeds. Planta 1991; 183: 321-326.
[54] KAKKAR RK, RAI VK. Plant polyamines in flowering and fruit ripening. Phytochemistry

1993; 33: 1281-1288.

[55] KALINICH JF, MANDAVA NB, TODHUNTER JA. Relationship of nucleic acid metabolism

to brassinolide-induced responses in beans. J Plant Physiol 1985; 120: 207-214.



REGULATORY WZROSTU IROZWOJU ROSLIN 679

[56] KALLAS P, MEIER-AUGENSTEIN W, SCHILDKNECHT H. Turgorine - neue Phytohor-
mone? Naturwiss Rundschau 1989; 42: 309-317.

[57] KALLAS P, MEIER-AUGENSTEIN W, SCHILDKNECHT H. The structure-activity rela-
tionship of turgorin PLMF1 in the sensitive plant Mimosa pudica L.: In vitro binding of
[14C-carboxyl]-PLMFI to plasma membrane fraction from mimosa leaves and bioassays with
PLMF1-isomeric compounds. J Plant Physiol 1990; 136: 225-230.

[58] KAPULNIK Y, YALPANIN, RASKIN I. Salicylic acid induces cyanide-resistant respiration
in tobacco cell-suspension cultures. Plant Physiol 1992; 100: 1921-1926.

[59] KAUR-SAWHNEY R, SHIH LM, FLORES HE, GALSTON AW. Relation of polyamine
biosynthesis and titer to aging and senescence in oat leaves. Plant Physiol 1982; 69: 405°110.

[60] KAUR-SAWHNEY R, TIBURCIO AF, GALSTON AW. Spermidine and flower bud diffe-
rentiation in thin-layer explants of tobacco. Planta 1988; 173: 282-284.

[61] KEEN NT. The molecular biology of disease resistance. Plant Mol Biol 1992; 19: 109-122.

[62] KHURANA JP, MAHESHWARI SC. Some effects of salicylic acid on growth and flowering
in Spirodella polyrrhiza SP20. Plant Cell Physiol 1980; 21: 923-927.

[63] KHURANA JP, MAHESHWARI SC. Floral induction in Wolffia microscopica by noninduc-
tive long days. Plant Cell Physiol 1987; 24: 907-912.

[64] KIM S-K. Natural occurrences of brassinosteroids. [w] Cutler HG, Yokota T, Adam G [red.]
Brassinosteroids. Chemistry, bioactivity and applications. Washington, DC: American Chemi-
cal Society 1991: 26-35.

[65] KLESSIG DF, MALAMY J. The salicylic acid signal in plants. Plant Mol Biol 1994; 26:
1439-1458.

[e6] KODA Y. The role of jasmonic acid and related compounds in the regulation of plant
development, [w] Jeon KW, Friedlander M [red.] International Review of Cytology 1992:135:
155-199.

[67] KOENIG H, GOLDSTONE A, LU CY. Polyamines regulate calcium fluxes in a rapid plasma
membrane response. Nature 1983; 305: 530-534.

[6s] KOMBRINKE, SOMSSICH IE. Defense responses of plants to pathogens. Adv Bot Res 1995;
21: 1-34.

[69] LEE TT, SKOOG F. Effect of substituted phenols on bud formation and growth of tobacco
tissue culture. Physiol Plant 1965; 18: 386-402.

[70] LEON J, SHULAEV V, YALPANI N, LAWTON MA, RASKIN I. Benzoic acid 2-hydroxy-
late, a soluble oxygenate from tobacco, catalyzes salicylic acid biosynthesis. Proc Natl Acad
Sci USA 1995; 92:

[71]LEWAK S. Hormony roslinne - kierunki badan ostatniego dziesieciolecia. Kosmos 1995; 44:
601-622.

[72] MALAMY J, CARR JP, KLESSIG DF, RASKIN 1. Salicylic acid: a likely endogenous signal
in the resistance response of tobacco to viral infection. Science 1990; 250: 1002-1004.

[73] MANDAVA NB. Plant growth-promoting brassinosteroids. Annu Rev Plant Physiol PlantMol
Biol 1988; 39: 23-52.

[74] MANDAVA NB, THOMPSON MJ, YOPP JH. Effect of selected putative inhibitors of RNA
and protein synthesis on brassinosteroid-induced growth in mung bean epicotyls. J Plant Physiol
1987; 128: 53-65.

[75] MARQUARD V, ADAM G. Recent advances in brassinosteroid research. Chem Plant Prot
1991; 7: 103-109.

[76] McGURL B, PEARCE G. OROZCO-CARDENAS M, RYAN CA. Structure, expression, and
antisense inhibition of the systemin precursor gene. Science 1992; 255: 1570-1573.

[77] McGURL B, RYAN CA. The organization of the prosystemin gene. Plant Mol Biol 1992; 20:
405-409.



680 A. JAKUBOWSKA, A. P. MURACH, S. KOWALCZYK

[78] McGURL B, OROZCO-CARDENAS M, PEARCE G, RYAN CA. Overexpression of the
prosystemin gene in tomato plants generates a systemin signal that constitutively induces
proteinase inhibitor synthesis. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 9799-9802.

[79] METRAUX JP, SIGNER H, RYALS J, WARD E, WYSS-BENZ M, GAUDIN J, RASCH-
DORF K, SCHMID E, BLUM W, INVERARDI B. Increase in salicylic acid at the onset of
systemic acquired resistance in cucumber. Science 1990; 250: 1004-1006.

[80] MEYER A, MIERSCH O, BUTTNER C, DATHE W, SEMBDNER G. Occurrence of the
plant growth regulator jasmonic acid in plants. J Plant Growth Regul 1984; 3: 1-8.

[81] MITCHELL JW, MANDAVA NB, WORLEY JF, PLIMMER JR, SMITH MV. Brassins: a
new family of plant hormones from rape pollen. Nature 1970; 225: 1065-1066.

[82] MONTAGUE MJ, KOPPENBRINK JW, JAWORSKI EG. Polyamine metabolism inembryo-
genic cellsof Daucus carota I. Changes intracellular content and rates of synthesis. Plant Physiol
1978; 62: 4307133.

[83] NARVAEZ-VASQUEZ J, OROZCO-CARDENAS ML, RYAN CA. A sulfhydryl reagent
modulates systemic signaling for wound-induced and systemin-induced proteinase inhibitor
synthesis. Plant Physiol 1994; 105: 725-730.

[84] NARVAEZ-VASQUEZ J, PEARCE G, OROZCO-CARDENAS ML, FRANCESCHI VR,
RYAN CA. Autoradiographic and biochemical evidence for the systemic translocation of
systemin in tomato plants. Planta 1995; 195: 593-600.

[85] NEUENSCHWANDER U, VERNOOWJ B, FRIEDRICH L, UKNES S, KESSMANN H,
RYAIS J. Is hydrogen peroxide a second messenger of salicylic acid in systemic acquired
resistance? PlantJ 1995; 8:227-233.

[s6] NOJIRI H, SUGIMORI M, YAMANE H, NISHIMURA Y, YAMADA A, SHIBUYA N,
KODAMA O, MUROFUSHI N, OMORIT. Involvement of jasmonic acid in elicitor-induced
phytoalexin production in suspension-cultured rice cells. Plant Physiol 1996; 110: 387-392.

[87] OOTA Y. The response of Lemna gibba G3 to a single long day in the presence of EDTA.
Plant Cell Physiol 1972; 13: 575-580.

[68] OROZCO-CARDENAS M, McGURL B, RYAN CA. Expression of an antisense prosystemin
gene in tomato plants reduces resistance toward Manduca sexta larvae. Proc Natl Acad Sci USA
1993;90:8273-8276.

[89] PARTHIER B. Jasmonates, new regulators of plant growth and development: many facts and
few hypothesis on their actions. Bot Acta 1991; 104: 446-454.

[90] PEARCE G, STRYDOM D, JOHNSON S, RYAN CA. A polypeptide from tomato leaves
induces wound-inducible proteinase inhibitor proteins. Science 1991; 253: 895-898.

[91] PEARCE G, JOHNSON S, RYAN CA. Structure-activity of deleted and substituted systemin,
an 18-amino acid polypeptide inducer of plant defensive genes. J Biol Chem 1993; 268:
212-216.

[92] PFOSSER M, KONIGSHOFER H, KANDLER R. Free, conjugated, and bound polyamines
during the cell cycle of synchronized cell suspension cultures of Nicotiana tabacum. J Plant
Physiol 1990; 136: 574-579.

[93] PIERPOINT WS. Salicylic acid and its derivatives in plants: medicines, metabolites and
messenger molecules. Adv Bot Res 1994; 20: 163-233.

[94] RASKIN 1. Role of salicylic acid in plants. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 1992; 43:
4397463.

[95] RASKIN 1. Salicylate, a new plant hormone. Plant Physiol 1992; 90: 799-803.

[96] RASKIN I, EHMANN A, MELANDER WR, MEEUSE BJD. Salicylic acid - a natural inducer
of heat production in Arum lilies. Science 1987; 237: 1545-1556.

[97] RASKIN I, TURNER IM, MELANDER WR. Regulation of heat production in the inflore-
scences of an Arum lily by endogenous salicylic acid. Proc Natl Acad Sci USA 1989; ss:
2214-2218.



REGULATORY WZROSTU | ROZWOJU ROSLIN 681

[98] RASKIN I, SKUBATZ H, TANG W, MEEUSE BJD. Salicylic acid levels in thermogenic and
non-thermogenic plants. Ann Bot 1990; 66 : 369-373.

[99] RASMUNSSEN JB, HAMMERSCHMIDT R, ZOOK MN. Systemic induction of salicylic
acid accumulation in cucumber after inoculation with Psudomonas syringae pv syringae. Plant
Physiol 1991; 97: 1342-1347.

[100] RHOADS DM, McINTOSH L. Isolation and characterization of cDNA clone encoding an
alternative oxidase protein of Souromatum guttatum (Schott). Proc Natl Acad Sci USA 1991;
88:2122-2126.

[101] RHOADS DM, McINTOSH L. Salicylic acid regulation of respiration in higher plants:
alternative oxidase expression. Plant Cell 1992; 4: 1131-1139.

[102] RIES S. Triacontanol and its second messenger 9-(3-L(+)-adenosine as plant growth substan-
ces. Plant Physiol 1991; 95: 986-989.

[103] RIES SK, WERT VF, SWEELEY CC, LEAVITT RA. Triacontanol, a new naturally
occurring plant growth regulator. Science 1977; 195: 1339-1341.

[104] RIES S, WERT V, OLEARY D, NAIR M. 9-(3-L(+)-adenosine: a new naturally occurring
plant growth substance elicited by triacontanol in rice. Plant Growth Regul 1990; 9: 263-273.

[105] RYALS J, UKNES S, WARD E. Systemic acquired resistance. Plant Physiol 1994; 104:
1109-1112.

[106] RYAN CA. Oligosaccharides as recognition signals for the expression of defensive genes in
plants. Biochemistry 1988; 27: 8879-8883.

[107] RY AN CA. Proteinase inhibitor genes in plants: Genes for improving defenses against insects
and pathogens. Annu Rev Phytopath 1990; 28: 4257449,

[108] RYAN CA, FARMER EE. Oligosaccharide signals in plants: A current assessment. Annu
Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 1991; 42: 651-674.

[109] SAKURAI A, FUJIOKA S. The current status of physiology and biochemistry of brassino-
steroids. Plant Growth Regul 1993; 13: 147-159.

[110] SASSE JM. Brassinolide-induced elongation and auxin. Physiol Plant 1990; 80: 401°408.

[111] SCHALLER A, RYAN CA. Identification of a 50-kDa systemin-binding protein in tomato
plasma membranes having kex2p-like properties. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 11802—
11806.

[112] SCHALLER A, RYAN CA. Systemin - a polypeptide defense signal in plants. BioEssays
1995; 18:27-33.

[113] SCHILDKNECHT H, SCHUMACHER K. Ein hochwirksamer leaf movementfactor aus
Acacia karroo. Chem Ztg 1981; 105: 287.

[114] SCHUBER F. Influence of polyamines on membrane functions. BiochemJ 1989; 260: 1-10.

[115] SEMBDNER G, PARTHIER B. The biochemistry and the physiological and molecular
actions of jasmonates. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 1993; 44: 569-589.

[116] SMITH TA. Polyamines. Ann Rev Plant Physiol 1985; 36: 117-143.

[117] STASWICK PE. Novel regulation of vegetative storage protein genes. Plant Cell 1990; 2:
1-6.

[118] STASWICK PE. Jasmonate, genes, and fragrant signals. Plant Physiol 1992; 99: 804-807.

[119] STASWICK PE. Jasmonates, salicylic acid and brassinolides. [w] Davies PJ [red.] Plant
Hormones. Dordrecht, Boston, London. Kluwer Academic Publisher 1995:179-187.

[120] STRONG FE, KRUITWAGEN E. Traumatic acid: an accelerator of abscision in cotton
explants. Nature 1967; 215: 1380-1381.

[121] TABOR CW, TABOR H. Polyamines. Ann Rev Biochem 1984; 53: 749-790.

[122] TRAN THANH VAN K, TOUBART P, COUSSON A. Manipulation of the morfogenetic
pathways of tobacco explants by oligosaccharins. Nature 1985; 314: 615-617.

[123] VERNOOIJ B, FRIEDRICH L, MORSE A, REIST R, KOLDITZ-JAWHAR R, WARD E,
EKNES S, KESSMANN H, RYALS J. Salicylic acid is not the translocated signal responsible



682 A. JAKUBOWSKA, A. P. MURACH, S. KOWALCZYK

for inducing systemic acquired resistance but is recquired in signal transduction. Plant Cell
1994; 6 : 959-965.

[124] VICK BA, ZIMMERMAN DC. Oxidative systems for the modification of fatty acids, [w]
StumpfP, Conn E [red.] The Biochemistry of Plants, Lipids. New York: Academic Press 1987,
9: 53-90.

[125] WARD ER, UKNES SJ, WILLIAMS SC, DINCHER SS, WIEDERHOLD DL, ALEXAN-
DER DC, AHL-GOY P, METRAUX JP, RYALS JA. Coordinate gene activity in response to
agents that induce systemic acquired resistance. Plant Cell 1991; 3: 1085-1094.

[126] WARNECK H, SEITZ HU. Inhibition of gibberellic acid-induced elongation-growth of pea
epicotyls by xyloglucan oligosacharides. J Exp Bot 1993; 44: 1105-1109.

[127] YE XS, AVDIUSHKO SA, KUC J. Effects of polyamines on in vitro phosphorylation of
soluble and plasma membrane proteins in tobacco, cucumber and Arabidopsis thaliana. Plant
Science 1994; 97: 109-118.

[128] YOSHIKAWA M, KEEN NT, WANG M-C. A receptor on soybean membranes for a fungal
elicitor of phytoalexin accumulation. Plant Physiol 1983; 73: 497-506.

[129] ZIMMERMAN DC, COUDRON CA. Identification of traumatin, a wound hormone, as
12-oxo-trans-10-dodecenoic acid. Plant Physiol 1979; 63: 536-541.

[130] ZUREK DM, CLOUSE SD. Molecular cloning and characterization of brassinosteroid-re-
gulated gene from elongating soybean (Glycine max L.) epicotyls. Plant Physiol 1994; 104:
161-170.

[131] ZUREK DM, RAYLE DL, McMORRIS TC, CLOUSE SD. Investigation of gene expression,
growth Kinetics, and wall extensibility during brassinosteroid-regulated stem elongation. Plant
Physiol 1994; 104: 505-513.

Redaktor prowadzacy: Maria Olszewska

Otrzymano: 30.08.1996 r.

Przyjeto: 14.11.1996 r.

Adres autora: Zaktad Biochemii UMK
87-100 Torun, ul. Gagarina 9



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 23, NR 4 1996 (683-704)

WYBRANE ZAGADNIENIA Z FIZJOLOGII
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SOME ASPECTS OF ENDOTHELIAL CELL PHYSIOLOGY
AND PATHOLOGY

Koryna SOCHA
Akademia Medyczna w Warszawie, 1l Wydziat Lekarski - studentka V roku

Streszczenie: Ten przeglad piSmiennictwa dotyczacego fizjologii i patologii $rédbtonka jest oparty
gtéwnie na danych z ostatniej dekady. Opisano funkcje $rédblonka w angiogenezie, krzepnieciu,
interakcjach z ptytkami, zapaleniu i odpowiedzi immunologicznej, regulacji napiecia $ciany naczyniowej
oraz aktywno$¢ metaboliczna. Znaczenie tych zagadnierh w medycynie klinicznej jest rdwniez omdwio-
ne.

Stowa kluczowe: $rodbtonek, naczynia krwionosne, ultrastruktura, fizjologia, patofizjologia.

Summary: This review of the biology of endothelium is based mainly on data available within the last
decade. The functions described refer to angiogenesis, coagulation, EC-platelet interaction, inflammation
and immune response, vascular tone regulation and metabolic activities. Implications for the clinical
medicine are discussed.

Key words: endothelium, blood vessels, ultrastructure, physiology, pathophysiology.

Wykaz stosowanych skrétéw: ACE (Angiotensin Converting Enzyme) - enzym konwertujacy angioten-
syne; Ach - acetylocholina; ADH - wazopresyna; Ang Il - angiotensyna II; ANP (Atrial Natriuretic
Peptide) - przedsionkowy peptyd natriuretyczny; ARDS (Adult Respiratory Distress Syndrom) - zespét
niewydolnosci oddechowej dorostych; chAT - acetylocholinestraza; CDAI (Cartilago Derived Angio-
genesis Inhibitor) - zwigzany z chrzastka inhibitor angiogenezy; EC (Endothelial Cell) - komorka
Srodbtoka, srédbtonek; ECGF (Endothelial Cell Growth Factor) - czynnik wzrostu komorek $rodbton-
ka, ECDGF (Endothelial Cell Derived Growth Factor) - czynnik wzrostu zwigzany z komoérkami
Srédbtonka; EDCF (Endothelium Derived Contracting Factor) - $rédbtonkowy czynnik kurczacy;
EDHF (Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor) - $réddbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy;
EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor) - $rédbtonkowy czynnik rozkurczowy; ELAM (En-

*Praca wykonana pod kierunkiem prof, dr hab. Zbigniewa Gawlika z Zaktadu Anatomii Patologi-
cznej Akademii Medycznej w Warszawie.
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dothelial-Leukocyte Adhesion Molecule) - czasteczka adhezji leukocytéw do Srédbtonka; selektyna E;
ET-1 - endotelina 1; FGF (Fibroblast Growth Factor) - czynnik wzrostu fibroblastow; FGFR
(Fibroblast Growth Factor Receptor) - receptor dla czynnika wzrostu fibroblastéw; GM-CSF (Granu-
locyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw
i makrofagow; Hi - histamina; HEV (High Endothelial Venule) - zytka z wysokim $rodbtonkiem; 5-HT
- 5-hydroksytryptamina, serotonina; ICAM (Intracellular Cell Adhesion Molecule) - czasteczka adhezji
miedzykomaérkowej; Il - interleukina; INF - interferon; LDL (Low Density Lipoprotein) - lipoproteina
matej gestosci; LFA (Lymphocyte Function Associated Antigen) - antygen zwigzany z czynnoscig
limfocytow; M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
makrofagow; MHC (Major Histocompatibility Complex) - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej; NA -
noradrenalina; N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule) - czasteczka adhezji komérek nerwowych;
NO (Nitric Oxide) - tlenek azotu; NOS - syntetaza tlenku azotu; PAF (Platelets Activating Factor) -
czynnik aktywujacy ptytki; PAI-1 (Fast Acting Urokinase-Type Plasminogen Activator Inhibitor) -
inhibitor regujacy natychmiast z u-PA; PAI-2 (FastActing Tissue-Type Plasminogen Activator Inhibitor)
-inhibitor regujacy natychmiast z t-PA; PECAM; CD31 (Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule)
- czasteczka adhezji ptytek do $rddbtonka; PDGF (Platelet Derived Growth Factor) - ptytkopochodny
czynnik wzrostu; PG - prostaglandyna (np. PGEi); PGI2- prostacyklina; RZS - reumatoidalne
zapalenie stawow; s-s (shear-stress) - stres przeptywowy; SP- substancja P; TAF (TumorAngiogenesis
Factor) - nowotworowy czynnik angiogenetyczny; TGF (Transforming Growth Factor) - transformu-
jacy czynnik wzrostu; TNF (Tumor Necrosing Factor) - czynnik martwicy guza; TXA2- tromboksan
A2; t-PA  (Tissue Type Plasminogen Activator) - tkankowy aktywator plazminogenu; U-PA (Uroki-
nase Type Plasminogen Activator) - aktywator plazminogenu typu urokinazy; VCAM (Vascular Cell
Adhesion Molecule) - czasteczka adhezji komorkowej naczyn; VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) - naczyniowy czynnik wzrostu $rédbtonka; VEGFR - receptor dla VEGF; VWF (von Willebrand
Factor) - czynnik von Willebranda.

Badacze w ostatnich latach ustalili, ze uktad sercowo-naczyniowy wykazuje wias-
ng, ztozong czynnos$¢ hormonalng; stwierdzono réwniez, ze komdrki $rédbtonka
(ECs), wyscielajgce wewnetrzng powierzchnie $ciany naczyn, odznaczajg sie nie-
zwykle bogatg aktywnoscig biologiczng [34]. Standardowa koncepcja fizjologii ko-
morki  $rodbtonka (EC) panujgca kilkadziesigt lat byta prosta i wygodna,
uwzgledniata ona jedynie jej "mechaniczng"” role ochronng oraz udziat w transporcie
przez Sciane naczynia. Dopiero odkrycia lat sze$édziesigtych i siedemdziesiatych,
gdy poznano ultrastrukture EC, jej interakcje z komoérkami krwi, gdy zaczeta sie
rozwijac technika umozliwiajgca hodowle ECs, pozwolity na zrozumienie niezwykle
istotnej roli, jakg odgrywa w organizmie ta komorka [19].

ECs to jednojadrzaste elementy o ksztatcie wielokagtnym lub wydtuzonym, o
szerokosci od ok. 10 do 15 |im i dtugosci 25 do 50 pm [45]. O$ dtuga komorki
utozona jest rdwnolegle do kierunku przeptywu krwi w naczyniu. Komérki te wy-
kazujg tez zréznicowanie pod wzgledem wielkosci w r6znych naczyniach, np. ECs
w tetnicy ptucnej sg krotsze niz w tetnicy udowej czy aorcie [90]. Btona komorkowa
pokryta jest mikrokosmkami i ma zdolno$é tworzenia lamelopodiéw [14]. Oprécz
typowych organeli komérki te zawierajg charakterystyczne struktury cytoplazmaty-
czne - ciatka Weibel-Palade’a, zwigzane z sekrecjg czynnika von Willebranda (VWF)
[19; 45; 71; 90]. W EC wystepuja pecherzyki pinocytame transportujgce substancje
na potrzeby wiasne oraz duze pecherzyki fagocytame.
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Na transport substancji przez $ciane naczynia wptywaja typy potaczen miedzy
ECs. Do tej pory opisano nastepujace typy potaczen miedzy ECs: strefy zamykajace
(zonulae occludentes, fascia occludens), potaczenia typu nexus (gap junction),
strefy przylegania (zonulae adhérentes), syndesmosy (complexus adhérentes). Ich
lokalizacja jest zalezna od typu i funkcji petnionej przez dane naczynie [17]. Innym
elementem warunkujgcym niektére mechanizmy transportu sg okienka (fenestrae)
zamkniete przepong lub otwarte [17]. Przepuszczalno$¢ EC jest regulowana przez
szereg czynnikow m.in.: hipoksje, adenozyne, trombine, prostaglandyny, Kininy,
histamine (Hi), przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP), naczyniowy czynnik
wzrostu $rédbtonka (VEGF) i inne [11].

Na podstawie obserwacji w mikroskopie elektronowym wyrézniono trzy za-
sadnicze typy ECs, a tym samym wilosniczek [45; 71]:

1) bezokienkowe - wystepujgce w miesniach, osrodkowym uktadzie nerwowym
jako element bariery krew - mo6zg oraz siatkowece, grasicy i gruczotach piciowych,

2) okienkowe:

a) z okienkami otwartymi, np. w kiebuszku nerkowym,
b) zamknietymi przepona - w gruczotach dokrewnych, kosmkach jelitowych,
ciatku rzeskowym i splocie naczynidwkowym,

3) nieciagte - ich cechg oprécz okienek jest obecno$é niepetnej btony podstawnej,
wystepujg jako naczynia zatokowe w watrobie, szpiku i $ledzionie.

ECs tworza ciagtg warstwe uktadajaca sie w podtuzne faldy. Komérki uktadaja
sie wyboisto wzdtuz tych fatdéw i spoczywajg na btonie podstawnej zbudowanej
ze sktadnikow produkowanych przez ECs, tj: kolagenu typu IV, V oraz glikoprotein:
fibronektyny i lamininy [19; 42]. Ré6znorodno$¢ ECs zwigzana jest nie tylko z
cechami morfologicznymi, funkcjonalnymi, ale tez ich antygenowoscia i chara-
kterystyka biochemiczng. Oprocz odrebnosci w ekspresji antygenow gtéwnego ukia-
du zgodnos$ci tkankowej (MHC) ECs réznig sie miedzy sobag receptorami
powierzchniowymi, syntezg cytokin, aktywnos$cig enzyméw. Te réznorodnos$¢ wy-
kazano nie tylko pomiedzy naczyniami, ale nawet i w obrebie tego samego naczynia
[19; 71]. ECs duzych naczyn w odréznieniu od ECs wiosniczek nie biorg udziatu
w procesie neowaskularyzacji, wymianie tlenu i substancji odzywczych. Na poziomie
molekularnym ECs tych naczyn rdznig sie obecnoS$cig receptoréw dla czynnika
wzrostu fibroblastow (FGFR), ktérych ekspresje wykazano na powierzchni ECs
duzych naczyn [71]. Badaniaimmunohistochemiczne na poziomie ultrastrukturalnym
pozwolity na zroéznicowanie lokalizacji acetylocholinesterazy (chAT), substanciji
P (SP), serotoniny (5-HT), wazopresyny, angiotensyny Il (Ang Il) w réznych sub-
populacjach ECs [71; 90].

Do substancji wykorzystywanych w celu identyfikacji EC nalezg VWF i enzym
konwertujgcy angiotensyne (ACE) [71; 90]. Innymi czasteczkami o takim zasto-
sowaniu sg receptory dla naczyniowego czynnika wzrostu $rédbtonka (VEGFR-
I,VEGFR-2), VE-kadheryna, czastka adhezyjna PECAM-1 (CD31) [71; 77; 93],
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P-selektyny i CD34, endoglina [12], takg substancjg moze tez byé E-LAM (czasteczka
adhezji leukocytéw do EC) - receptor zasiedlania, swoisty tylko dla aktywowanych
ECs. Najwieksza ekspresja VEGFR ma miejsce w trakcie rozwoju embrionalnego.
Stosuje sie tez ocene wychwytu acetylowanych LDL. Wychwyt acetylowanych
LDL jest mniejszy w mdzgu, natomiast wyzszy w watrobie [3; 19; 41; 71; 90].
Inne czasteczki swoiste dla EC, ktére moga znalez¢ zastosowanie jako markery
EC, sg dotychczas zidentyfikowane tylko przez przeciwciata (np.: QH1) lub geny
(np. tie-1, tie-2/tek) [3; 71; 76]. Jedng z gtdwnych trudnosci napotykanych w trakcie
procesu identyfikacji i réznicowania ECs na podstawie znanych markeréw jest
utrata narzadowo swoistych substancji przez ECs w czasie analizy in vitro [3].

ANGIOGENEZA, NOWOTWORZENIE, ZAPALENIE

Uktad krazenia zaczyna sie wyksztatca¢ (pod koniec 3 tygodnia zycia ptodowego)
z grupy komorek pochodzenia mezenchymalnego, zwanych angioblastami [45; 71].
Ten proces okreslany jest jako naczyniotworzenie. Natomiast angiogeneza jest de-
finiowana jako formowanie nowych naczyn w zyciu pozaptodowym [19; 71]. An-
giogeneza odgrywa role w wielu procesach fizjologicznych, np. w cyklicznych
zmianach unaczynienia endometrium, w naprawie naczyn, a takze patologicznych
np. w nowotworach czy w przebiegu zapalen.

Pod wptywem czynnikéw angiogenetycznych ECs zaczynajg sie dzieli¢ mito-
tycznie i uktadaé pod katem do osi dtugiej naczynia; powstaje cewka zbudowana
z EC przeksztatcajgca sie w nowe naczynie wlosowate. To formowanie sieci mi-
kronaczyn trwa do momentu, kiedy bedg one mogly petni¢ swojg funkcje; wéwczas
pod wptywem tych samych lub innych bodzcédw nowe naczynie jest przemode-
lowywane. Kiedy czynnik prowadzacy do pobudzenia angiogenezy przestaje dziatac,
angiogeneza zatrzymuje sie, a nawet cofa i w koincu nowo utworzone naczynie
znika [19; 71].

Ten wysoce zorganizowany proces jest regulowany przez agonistow i antago-
nistow angiogenezy .Wiele tkanek ma aktywno$é angiogenetyczng; zostata ona wy-
kazana dla mézgu ssakdw (zwiaszcza dla podwzgérza, szyszynki), siatkowki oraz
jajnika, jader, Slinianek, maziowki stawow i watroby. Podobng aktywno$é angio-
genetyczng wykazujg takze niektdre komorki, np. adipocyty, komdrki naskorka,
makrofagi i limfocyty T; komorki tuczne stymulujg migracje EC [19].

Roznicowanie EC i angiogeneze indukujg substancje z grupy czynnikéw wzrostu
fibroblastéw (FGF) [27; 64]. Uwalnianiu FGF-1 (aFGF) sprzyja zmiana temperatury
i inne rodzaje stresu [21]. Prawdopodobnie na uwalnianie i aktywacje aFGF moze
tez wptywac hipoksja, podobnie jak w przypadku VEGF [2, 21]. Aktywnos$¢ FGF
jest m.in. regulowana przez rozpuszczalne formy FGFR [27]. Pierwszg czasteczka,
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ktdrej ekspresje wykazano na komérkach réznicujacych sie w kierunku angioblastéw,
jest receptor dla naczyniowego czynnika wzrostu srodbtonka VEGFR-2 (fik-1, KDR).
Receptor ten jest specyficzny dla EC. VEGFR-1 (flt-1) réwniez jest jedng z naj-
bardziej swoistych dla EC substancji. Ligandem VEGFR jest VEGF - regulator
przepuszczalnosci EC i czynnik wzrostu wykazujacy dziatanie synergistyczne z
FGF. Obecnos$¢ VEGF jest niezbedna dla podtrzymania procesu naczyniotworzenia
i angiogenezy [2; 52; 64; 72; 98]. Innymi dobrze poznanymi czynnikami wzrostu
pobudzajgcymi EC sg substancje wyizolowane ze szczurzego chondrosarcoma, guza
Walker 265 i ludzkich nowotworow, takich jak melanoma, hepatoma. Sa to: trans-
formujacy czynnik wzrostu a (TGFa) i prostaglandyny (PGEj, PGE2). Angiogeneze
pobudza tez fibryna oraz heparyna przyczyniajaca sie tylko do migracji komérek
EC. Rowniez fibronektyna i jej receptory oraz receptor dla witronektyny (a”)
biorg udziat w angiogenezie [8; 71].

Migrujace EC majg zmieniony fenotyp [3]. Oprocz ekspresji wyzej omowionych
receptoréw, w czasie angiogenezy zaobserwowano tez zmiane ekspresji receptora
dla ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF) na ECs. Ekspresja receptora PDGF
jest regulowana przez prozapalne substancje, tj. TGFp, trombine i inne powodujace
wzrost produkcji cAMP. Wydaje sie, ze PDGF odgrywa role w angiogenezie naczyn
nowotworow i unaczynieniu maziowki stawoéw w przebiegu reumatoidalnego za-
palenia stawéw (RZS) [50]. W czasie angiogenezy istnieje korelacja wydzielania
przez EC urokinazy, receptora dla urokinazy oraz inhibitora reagujacego natychmiast
z tkankowym aktywatorem urokinazy (PAI-1) w otaczajacych tkankach z aktyw-
noscig proteolityczng EC warunkujagcg migracje komorek. Na aktywno$¢ proteo-
lityczng EC wplywajg tez bFGF i VEGF zwiekszajace ekspresje gendw dla urokinazy
i jej receptora [4; 5; 63; 96]. Zmiana ekspresji receptoréw, bedaca Swiadectwem
plastycznosci fenotypowej ECs mikrokrazeniajest prawdopodobnie regulowana tak-
ze przez skladniki zrebu. Odpowiedni skiad zrebu jest rowniez konieczny dla wy-
ksztatcenia niektérych cech morfologicznych tworzacych sie naczyn, np. formowanie
cew naczyniowych wymaga obecnosci macierzy zbudowanej z kolagenu 1V, V
i lamininy [19; 64; 95]. Innymi substancjami regulujgcymi tworzenie naczyn sg
E-selektyny iendoglina biorace udziat w tworzeniu $wiatta naczynia i posredniczace
w dziataniu TGF{3 oraz VE-kadheryna, ktorej obecno$¢ jest wymagana dla za-
chowania polarnosci EC, atakze inne kadheryny, PECAM (CD31; czasteczka adhezji
ptytek do EC), integryny (np. (3 integryna) i inne [17; 71].

Mechanizm zaniku naczyn i hamowania angiogenezy jest nieznany. Brak czyn-
nikdw wzrostu lub ich receptoréw to najprostsza z mozliwosci, ale w tym skom-
plikowanym procesie bierze tez udziat szereg innych czynnikéw. Zanikowi naczyn
sprzyja brak perfuzji wtosniczek. Innym mechanizmem moze by¢ brak substancji
niezbednych dla przezycia komérki lub wigczenie genetycznego programu $mierci
komérki (apoptoza) [71]. Znanymi inhibitorami angiogenezy sg CDAI (zwigzany
z chrzastka inhibitor angiogenezy), trombospondyna, kortykosteroidy, protamina,
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inne aktywatory kinazy C uwalniane z ptytek, interferon y (INFy), TGFJ3 [9; 18;
19; 20; 71; 96]. Znaczenie czynnika martwicy guza a (TNFa) jest dyskusyjne.
TNFa hamuje proliferacje ECs in vitro, natomiast in vivo dziata jak czynnik an-
giogenetyczny [19]. W badaniach in vitro wiasciwosci antyangiogenne wykazano
dla heparyny, suraminy, syntetycznych steroidow - U-24067 i U-42129, INFoc2a,
kwasu retinowego i innych substancji hamujacych angiogeneze poprzez inhibicje
proteaz i modulacje aktywnos$ci uktadu fibrynolitycznego [18; 20; 63; 96].

EC odgrywa szczegélng role w progresji nowotworéw i tworzeniu przerzutéw
[19]. Indukowana przez nowotwOr angiogeneza wymaga aktywacji EC. Proteoliza
macierzy zewnatrzkomoérkowej umozliwia migracje ECs w kierunku guza, gdzie
moga proliferowac i tworzy¢ sie¢ naczyn zaopatrujgcych nowotwdr w tlen, nie-
zbedne sktadniki odzywcze iusuwajacych produkty przemiany materii. W komaérkach
nowotworu nastepuje aktywacja niektérych genow i wydzielanie tak zwanego nowo-
tworowego czynnika angiogenetycznego (TAF) [6]. Charakter TAF nie jest jeszcze
doktadnie poznany, branych jest pod uwage kilka zidentyfikowanych i niezidenty-
fikowanych substancji. Do czynnikdéw regulujacych angiogeneze wytwarzanych
przez guz nalezg czynniki wzrostu z grupy FGF, TGF oraz VEGF, PDGF i an-
giostatyna [6; 20; 67; 96].

Oprocz unaczynienia nowotworu ECs mogg by¢ zaangazowane w tworzenie
przerzutow. Zwiekszenie syntezy enzymow degradujacych blaszke podstawng, na
ktorej lezg ECs (proteazy, heparanazy, sulfatazy), utatwia migracje komorek no-
wotworu [5]. Istnieje hipoteza, ze uszkodzenie ECs moze zwiekszaé zdolnos$¢ prze-
rzutowg guza. Prawdopodobnie komdrki nowotworowe fatwiej przekraczajg bariere
$ciany naczynia i ECs w miejscach ich uszkodzenia. Formowanie agregatéw fibryny
i ptytek, zwitaszcza u starszych oséb, réwniez przyczynia sie do uszkodzenia lub/i
zmniejszenia efektywnosci naprawy EC. Je$li te przypuszczenia sg prawdziwe, to
starsi osobnicy sg narazeni na wieksze ryzyko przerzutdw. Poza tym syntetyzowana
przez ECs cytokina zwana endoteling 1 (ET-1) réwniez przys$piesza proces no-
wotworzenia [53].

Niektore badania potwierdzaja, ze kragzace komorki guza moga rozrozniac i wy-
kazywaé¢ powinowactwo do tkankowo czy narzagdowo specyficznych antygenow
ECs. Na powierzchni komérek nowotworu zlokalizowane sg czastki adhezyjne,
tj. integryny allb(33 i ocL(J2 oraz PECAM-1, ICAM-1 (czgsteczka adhezji mie-
dzykomoérkowej), N-CAM (czasteczka adhezji komdrek nerwowych), ktérych li-
gandy znajduja sie na ECs i elementach macierzy miedzykomorkowej [17; 85].

Istotny jest tez fakt, ze same naczynia, a wiec i EC, moga stac sie przedmiotem
nowotworzenia [75].

Aby zrozumiatym stat sie udziat ECs w procesach zapalnych, nalezy pamietac,
ze sg one silnie immunogenne i np. w przypadku przeszczepdéw narzgdowych sg
pierwszym zrodem antygenow i pierwszym celem ataku przeciwciat uczulonego
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biorcy [32]. Duza immunogennos¢ zwigzana jest z obecnoscig na powierzchni EC
[19; 32]:

- antygenéw transplantacyjnych,

- antygendw swoistych dla EC,

- antygenow grupowych krwi i innych.

Ponadto EC ma zdolno$¢ wigzania antygendw i ich prezentacji limfocytom T.
Szczegdlne znaczenie w regulacji uktadu immunologicznego ma odmiana ECs wy-
Scietajacych czes$é naczyn pozawitosniczkowych - zykki z wysokim srodbtonkiem
(HEV; high endothelial venule). Naczynia tego typu wystepujag w obwodowych
narzadach limfatycznych, weztach chtonnych, tkance limfatycznej przewodu po-
karmowego, migdatkach, brak ich natomiast w $ledzionie. Ponadto HEV wystepuja
w tkankach nielimfatycznych objetych przewlektym procesem zapalnym [25; 32;
45; 71]. Komdrki HEV majg niemal szeScienny ksztalt w odréznieniu od ECs
wyscietajgcych inne naczynia. Na poziomie ultrastrukturalnym HEV cechuje roz-
budowany aparat Golgiego i siateczka $rddplazmatyczna szorstka, co wskazuje na
intensywng aktywnos$¢ metaboliczng tych komorek, nie obserwowang w przypadku
typowych ECs. Komorki te zawierajag liczne wakuole, pecherzyki i ciatka Weibel
-Palade zwigzane z funkcjg sekrecyjng HEV. Charakterystyczng cechg jest obecnosé
duzej liczby leukocytow w $cianie HEV. Powierzchnia HEV pokryta jest przez
glikokaliks. Fenotyp HEV jest zmienny i zalezy od lokalnych czynnikow, cytokin
generowanych przez tkanke limfatyczng lub w przebiegu zapalenia oraz sktadnikow
macierzy miedzykomérkowej [25]. W trakcie lokalnie rozwijajacej sie przewleklej
odpowiedzi immunologicznej zyiki pozawtosniczkowe moga przeksztatci¢ sie w
zytki z wysokim srodbtonkiem, co obserwuje sie np. w mazidéwce (przy istniejagcym
stanie zapalnym stawow).

Interakcja leukocytéw z ECs zalezy od obecnosci na powierzchni tych komérek
swoistych receptoréw. Czasteczki obecne na powierzchni limfocytéw nazwano re-
ceptorami zasiedlania, a wystepujace na powierzchni naczyn (gtownie HEV) ad-
resynami naczyniowymi. Limfocyty przechodzg zaréwno pomiedzy ECs, jak i
przez cytoplazme EC (transport transkomoérkowy) [32].

Na powierzchni EC wystepujg adresyny [19; 32; 41; 49; 60]:

- ICAM-1 - jej ekspresja wzrasta w trakcie lokalnej reakcji immunologicznej;
jest indukowana przez interleukinge 1 (I1-1), TNFa, TNF(3 oraz INF";

- ICAM-2, ktorej ekspresja nie zalezy od cytokin;

- VCAM-1 (czasteczka adhezji komdrkowej naczyn); ELAM-1 (selektyna E)
to markery aktywacji EC, ich ekspresja poprzedza formowanie nacieku zapalnego.

Wstepem do Scistej adhezji i przejScia leukocytow przez $ciane naczynia jest
coraz wolniejsze ,toczenie sie" po powierzchni EC. W procesie tym uczestniczy
selektyna-L, kt6ra rozpoznaje receptory na powierzchni EC: GlyCAM-1, CD34
i MAACAM-1 [73; 87]. Integryna a4[37 rdwniez moze posredniczy¢ w procesie
rozpoznawania HEV przez limfocyty. Jej receptorem jest MAdCAM-1. Inng parg
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czasteczek adhezyjnych jest integryna a4|31 i VCAM-1. W procesie przytrzymania
leukocytéw przez HEV istotng role odgrywajag takze integryna LFA-1 (ocl(3l) i
jej srodbtonkowe receptory ICAM-1, ICAM-2. W procesie adhezji monocytéw do
powierzchni EC bierze tez udziat integryna av|33 (receptor dla witronektyny), ktorej
ligandem jest CD3V/PECAM-1, wraz z selektyng-P i PAF [25; 32; 56; 66; 87].
Ekspresja genéw dla E-selektyny, VCAM-1 i ICAM-1 jest zwiekszona w tkankach
zmienionych zapalnie, co wskazuje na to, ze w czasie zapalenia leukocyty uwalniajg
cytokiny wptywajgce na transkrypcje tych genow [25; 32; 87]. W aktywacji genow
dla E-selektyny, VCAM-1, ICAM-1 istotng role odgrywa czynnik transkrypcyjny
NF-kB. Zastosowanie inhibitoréw proteolizy podjednostki IkBag ktérej degradacja
jest konieczna dla aktywacji NF-kB, hamuje ekspresje tych trzech gendéw nie wpty-
wajac na inne, nie regulowane przez ten czynnik geny EC. Inhibicja aktywacji
czynnikéw transkrypcyjnych stanowi jedng z wielu mozliwosci farmakologicznej
lub immunologicznej modulacji ekspresji substancji zwigzanych z sekwestracjg leu-
kocytow [13]. W procesie przylegania limfocytow i ich migracji prawdopodobnie
bierze udziat glikokaliks HEV. Glikokaliks nie tylko utrzymuje wydzielong przez
EC GIlyCAM-1, ale réwniez unieruchamia rozpuszczalne czynniki zwiekszajgce
przyleganie leukocytow do HEV w miejscu toczacej sie reakcji zapalnej. Glikokaliks
zatrzymuje tez biatka wydzielane przez HEV, tj. laminine, fibronektyne oraz ich
receptory - integryny VLA-5 (ot5(3l) i VLA-6 (oc6[3l). Integryny podrodziny (3L
wigzg tez inne biatka macierzy miedzykomoérkowej m.in. kolagen i witronektyne
[25; 32; 56; 66]. Czynnikiem modulujgcym przyleganie i migracje leukocytéw przez
ECs moze tez by¢ hevin - wydzielany przez HEV zwigzek homologiczny ze SPARC
(modulator adhezji macierzy zewngtrzkomdrkowej) [25].

Aktywacja leukocytéw i ECs oraz zwiekszenie ekspresji czastek adhezyjnych
wigze sie z pojawieniem sie lub zmiang poziomu aktywnych form integryn i selektyn
we krwi. Ich rola nie jest jeszcze poznana. Byé moze zapobiegajg one przyleganiu
leukocytéw do ECs w miejscach objetych podostrym stanem zapalnym, prawdo-
podobnie biorg udziat w patogenezie niektorych choréb, a takze mogg by¢ ich
markerami. Wysoki poziom rozpuszczalnych form selektyny-L stwierdzono u pa-
cjentdw z AIDS i biataczka, natomiast obnizony u chorych na ARDS (zespét ostrej
niewydolnosci oddechowej dorostych) [13; 23; 87]. Poziom selektyny-P w surowicy
jestnizszy niz selektyny-L. Zwiekszenie poziomu selektyny-E (SELAM-1) wystepuje
w wielu chorobach zapalnych m.in.: twardzinie, toczniu uktadowym, zapaleniu na-
czyn, chorobie Gravesa-Basedowa [16; 23; 87]. Podwyzszony poziom krazacych
form ICAM-1 - sICAM-1 wykazano u pacjentéw z twardzing, toczniem rumie-
niowatym, cukrzycag typu I, chorobg Gravesa-Basedowa powiktang oftalmopatia,
ziaminiakiem Wegenera, nadci$nieniem samoistnym. Wysoki poziom sICAM-1
wptywa na zwigkszenie adhezji makrofagéw do fibroblastow i moze by¢ uzytecznym
markerem aktywacji EC i fibroblastow [16; 74; 81; 83].
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Pobudzenie ECs powoduje ekspresje na nich nie tylko adresyn, ale takze synteze
i uwalnianie mediatoréw stanu zapalnego: inhibitora reagujacego natychmiast z
tkankowym aktywatorem plazminogenu (PAI-2), czynnika stymulujacego tworzenie
kolonii granulocytow i makrofagdw (GM-CSF), czynnika aktywujacego ptytki krwi
(PAF), czynnika wzrostu zwigzanego ze Srodbtonkiem (ECDGF), PDGF, IL-1, $rd6d-
btonkowego czynnika rozkurczowego (EDRF), PGE]j, tkankowego aktywatora pla-
zminogenu (t-PA), u-PA, PAI-1, antytrombiny, tromboplastyny tkankowej,
czynnikéw krzepniecia V i VIII, vVWF [19].

Z odpowiedzig immunologiczng zwigzane sg takze proteoglikany. Gtéwnym ich
przedstawicielem, zwigzanym funkcjonalnie ze EC, jest siarczan heparanu. EC syn-
tetyzuje przynajmniej 5 typow siarczanu heparanu [30].

Synteze glikozaminoglikanéw stymulujg cytokiny: I1-1, TNFa, TGFJ3, zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF). Zmniejszajg synteze siarczanu heparanu: usz-
kodzenie mechaniczne, hipoksja, infekcja wirusowa. Wzrost uwalniania siarczanu
heparanu z EC spowodowany moze by¢ przez [30]:

- uwalnianie heparanaz i proteaz przez aktywowane limfocyty T, plytki krwi,
a nawet ECs;

- przytgczenie immunoglobulin (l1g) do ECs oraz aktywacje uktadu dopetniacza,
co powoduje uwalnianie juz w ciggu 1 godziny 50% zwigzanego z ECs siarczanu
heparanu,

- uruchomienie szlaku fosfolipazy C lub fosfolipazy D, ktérych ekspresja ma
miejsce w czasie zapalenia.

Jedng z gtoéwnych funkcji siarczanu heparanu jest zachowanie integralnosci EC.
Jego utrata powoduje zaburzenia funkcji bariery srodbtonkowej, prowadzi do obrzeku
i wysieku, objawdw charakterystycznych dla zapalenia. Ostabienie bariery dla mi-
gracji komorek krwi przez Sciane naczynia spowodowane zwiekszeniem ekspresji
heparanaz przyczynia sie do zwiekszenia transmigracji leukocytéw, a nawet wzrostu
zdolno$ci nowotworéw do przerzutéw [5, 30].

Udowodniono eksperymentalnie, ze inhibicja nowotworowych heparanaz zmniej-
sza przerzuty do ptuc i hamuje migracje komdrek nowotworowych do btony pod-
stawnej. Srodblonkowy siarczan heparanu z aorty, zyly pepkowej, mikronaczyn
wigze i aktywuje antytrombine Ill, ktéra hamuje proces krzepniecia [5; 19; 30].
Utrata siarczanu heparanu moze wspomagac odktadanie sie ztogéw fibryny, zjawisko
powszechne i spotykane w stanach zapalnych, uszkodzeniach tkanki np. na tle
odrzucania przeszczepu. Antytrombina Ill bierze tez udziat w kontroli aktywacji
uktadu dopetniacza. Utrata tej funkcji moze powiekszy¢ szkodliwy wpltyw kom-
plementu na zajete naczynia. Siarczan heparanu uczestniczy w wigzaniu zewna-
trzkomérkowej dysmutazy nadtlenkowej do powierzchni EC, totez jego degradacja
prawdopodobnie zmniejszy zdolnos¢ antyoksydacyjng danego regionu. Ma to szcze-
gblne znaczenie w zapaleniu, kiedy aktywowane neutrofile uwalniajg rodniki tlenowe,
heparanazy, elastaze. Konsekwencjg tego procesu moze by¢ lokalne wzmozenie
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odpowiedzi zjednoczesnym zwiekszeniem wrazliwosci tkanek na uszkodzenia spo-
wodowane dziataniem utleniaczy [5; 30]. Siarczan heparanu kontroluje dostepnos¢
czynnikéw wzrostu, takich jak bFGF i reguluje ekspresje niektérych receptorow
dla czynnikéw wzrostu [14; 30].

Tak réznorodne dziatanie siarczanu heparanu sugeruje, ze inhibicja jego uwal-
niania czy tez rozktadu moze hamowa¢ odpowiedz immunologiczng. Wykazano,
ze dawki heparyny, wystarczajagce by zahamowac aktywnos$¢ heparanazowsg, po-
wstrzymujg odrzucanie przeszczepOow i manifestacje chordb autoimmunizacyjnych.
Proces zmieniajacy zawarto$¢ siarczanu heparanu w tkankach moze tez wptywac
na ich zdolnosci naprawcze [5; 30].

W stanach zapalnych aktywno$¢ metaboliczna EC ulega zmianie. Oprdcz syntezy
i ekspresji wymienionych juz substancji komorki te wychwytujg i katabolizuja:
adenozyne, skfadowa C3a dopetniacza, 5-HT, Hi, czynniki krzepnigecia IX i X,
trombine, antytrombine 11, heparyne i inne. W ten spos6b wyraza sie ich dziatanie
przeciwzapalne, gdyz katabolizujgc wyzej wymienione czynniki chronig tkanki przed
szkodliwym wplywem mediatoréw zapalenia oraz regulujg hemostaze.

UDZIAL SRODBLONKA W REGULACIJI
NAPIECIA BLONY MIESNIOWEJ NACZYNIA

Srédbtonek bierze udziat w procesach regulacji cisnienia i przeptywu krwi. Wpty-
wa na napiecie mieSniowki naczyn poprzez uwalnianie czynnikéw biorgcych udziat
w skurczu i rozkurczu naczyn.

W skurczu miesni gtadkich naczynia posredniczg produkty cyklooksygenacji,
takie jak tromboksan A2 (TxAZ2) (w przypadku pobudzenia acetylocholing) i pro-
staglandyny H2 (w przypadku pobudzenia histaming). Szlak cyklooksygenacji jest
réwniez drogg powstawania jonéw nadtlenkowych, ktére moga powodowac skurcz
poprzez unieczynnianie NO lub bezposrednie dziatanie na btone miesniowa naczyn.
Uwalnianie produktow cyklooksygenacji jest wieksze w zytach niz w tetnicach
[7,91]. Zwigzki te dziatajgjako Srodbtonkowe czynniki zwezajace (EDCF) uwalniane
z EC przez kwas arachidonowy, jonofor wapniowy (A23187), acetylocholing (Ach)
[7].

Zalezny od EC skurczjest takze zwigzany z syntezg 21 -aminokwasowego peptydu,
cytokiny zwanej endoteling-ET [7; 53; 91]. Badania Yanagisawy w 1988 r. pozwolity
ustali¢ istnienie u cztowieka 3 endotelin kodowanych przez trzy niezalezne geny,
z ktérych ECs produkuja tylko ET-1 [34; 80; 91; 99]. Stwierdzenie tylko niewielkigj
ilosci ziarnisto$ci zawierajgcych ET-1w EC ijej bardzo niskiego poziomu w krazeniu
pozwala przypuszczac, ze ET nie jest miejscowo magazynowana, ale pod wptywem
bodZzcow dochodzi do jej syntezy i bezposredniego uwalniania do krwiobiegu [34;
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44; 80; 91]. ET moznauznac zajeden z najsilniej dziatajgcych hormonow zwezajacych
naczynia [53; 91]. Réwniez ET w znaczacy sposob zwieksza wrazliwo$¢ Sciany
naczyniowej i poteguje odpowiedz presyjng wywotang przez noradrenaline (NA)
czy 5-HT [34].

Niektdre naczynia, zwlaszcza tetnice wiencowe, moézgowe i ptucne po nagtym
narazeniu na hipoksje gwattownie sie kurczg [7]. Ten uzalezniony od EC skurcz
spowodowany jest niezidentyfikowana substancja, ktoéra nie jest zalezna od cy-
klooksygenazy. Nie jest to takze endotelina. Zjawisko to nasila sie w przypadku
zmniejszonego uwalniania NO [7].

W 1980 r. Furgott i Zawadzki wykazali, ze do rozkurczu btony mies$niowej
gtadkiej naczynia pod wptywem Ach niezbedne jest zachowanie integralnosci jego
§ciany i nienaruszonego $rédbtonka [22]. Wykazano, ze ECs moga wytwarzac¢ sub-
stancje rozszerzajgce naczynia [1; 7; 22; 34; 62; 91]. Obecnie wiadomo, ze do
najsilniej dziatajgcych zwiazkéw wytwarzanych przez ECs nalezy grupa substancji
okreslanych ogélnie jako EDRF oraz odkryta przez Yenea i Gryglewskiego pro-
stacyklina (PGI12) [7; 22; 44; 62].

EDRF, zidentyfikowany w 1986 roku przez Furchgott i Ignarro jako tlenek azotu
(NO), jest rozpuszczalng lipofilng substancjg. Uwalniany jest z komérki prawdo-
podobnie jako nitrozylowany element np. S-nitrocysteina [1; 7; 54; 62]. Relaksacja
komorki miesniowej zalezna od NO zwigzana jest ze wzrostem cGMP [79]. Uwal-
niany NO jest szybko wigzany przez hemoglobine, przeksztatcany do jonéw N 03
i eliminowany przez nerki [1]. Ze wzgledu na charakterystyczny ukfad elementéw
morfotycznych krwi w $wietle naczynia, zanim NO dotrze do zlokalizowanych
centralnie erytrocytéw, a wiec hemoglobiny, zostaje wychwycony przez ptytki krwi
i wptywa na hemostaze. Wzrost cGMP w ptytkach zwigzany jest bowiem ze zmniej-
szeniem ich zdolnosci do adhezji i agregacji [1; 40; 44; 91; 100].

Istnieja co najmniej trzy enzymy syntetyzujace NO. Dwie syntetazy konstytutywne
zalezne od Ca2+ : $rédbtonkowa (eNOS) i neuronalna (NNOS) oraz syntetaza in-
dukowana niezalezna od Ca2+ w miesniach, hepatocytach i monocytach (iNOS)
[1; 40; 84; 91].

Kolejnymi zwigzkami z grupy S$rdédbtonkowych czynnikdw naczyniorozszerza-
jacych sg PG12, ktoéra dziata poprzez zwiekszenie poziomu cAMP, powoduje rozkurcz
i hamuje agregacje ptytek oraz czynnik hiperpolaryzujacy (EDHF), produkt lipo-
oksygenacji i szlaku cytochromu P-450 [7; 10; 80; 91]. Mechanizmem dziatania
EDHF jest otwarcie kanatow potasowych w komérkach miesni gtadkich [7; 35;
44; 79].

Posredni udziat ECs w regulacji ci$nienia i objetosci osocza jest zwiazany z
obecnoscia w nich konwertazy Ang |. ECs naczyn ptucnych moga ponadto unie-
czynnia¢ Ang I, 5-HT, NA [7; 90].

EC posredniczy w dziataniu szeregu substancji regulujacych przeptyw krwi. Hor-
mony uczestniczace w zaleznej od EC reakcji naczyniowej to NA i inni agonisci
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receptora a2. Wazopresyna (ADH) uwalnia EDRF przez wptyw na receptor Vj.
Dziatanie to jest wyrazne w naczyniach mézgowych. ADH moze uczestniczy¢ w
redystrybucji krwi do moézgu w sytuacjach, kiedy jest uwalniana w duzych ilosciach
np. w trakcie hipoksji, krwotoku [7]. Autokoidy powodujace uwolnienie EDRF
to histamina dziatajagca poprzez receptor Hj i bradykinina dziatajaca przez receptor
srodbtonkowy nalezacy do grupy B2 receptoréw kininowych. Bradykinina bierze
udziat w reakcjach zwigzanych z przekrwieniem wielu gruczotow zewnatrzwy-
dzielniczych (np. $linianek). Neuropeptydy, zwaszcza SP, moga przez wplyw na
EC uczestniczy¢ w miejscowym rozszerzaniu naczyn - reakcji charakterystycznej
dla antydromowej (odruch aksonalny) stymulacji nerwéw czuciowych [7]. Réwniez
receptory trombiny sg czeSciowo sprzezone z syntezg NO [37; 88]. Ekspresja
MRNA dla ET-1 jest stymulowana przez trombine, TGF(3, interleuking 1 (l1-1),
adrenaline, Ang Il, ADH, jonofory wapniowe i estry forbolu [31; 80; 100]. Oprdcz
wyzej wymienionych substancji dziatajgcych poprzez EC czynnikiem regulujgcym
jest pulsacyjny stres przeptywowy (shear-stress\ s-s), zwigzany ze strumieniem
krwi ptyngcej przez naczynie [7; 69]. EC ma pewne mechanoreceptory reagujace
na zmiany strumieniakrwi. Jednym z nich moze by¢ przezbtonowy strumien potasowy
(K+). Informacja w ten sposob odebrana (poprzez matojeszcze poznane mechanizmy)
powoduje uwalnianie odpowiednich mediatoréw. Efektami dziatania s-s na EC sg
[19; 28; 33; 38; 39; 44; 48; 55; 58; 69]:

- zmiana ksztattu komérki, jej wydtuzenie zgodnie z kierunkiem przeptywu
Krwi,

- formowanie filamentow,

- zwiekszona przepuszczalnosé,

- wzrost stezenia wewngtrzkomorkowego wapnia i aktywacja pradu potasowego,

- regulacja ekspresji czynnikdw transkrypcyjnych,

- aktywacja kinazy C i jej dalszy udziat w regulacji genéw dla PDGF i ET-1,
wzmozona sekrecja PGI2

- synteza histaminy.

Prawdopodobnie wewnatrzkomérkowe mikrotubule mogg bra¢ udziat w prze-
kazywaniu sygnatéw o zmianach przeptywu [55; 69]. Przekazane poprzez cyto-
szkielet sygnaty powodujg zwiekszenie ekspresji gendéw dla t-PA, kolagenaz,
syntetazy NO (NOS), PDGF-A, TGF(3, bFGF, t-PA, trombomoduliny, ICAM-1
i innych, a zmniejszenie dla VCAM-1 i ET-1. Jest to kolejna wazna funkcja cyto-
szkieletu EC poza utrzymywaniem integralnosci struktury, regulacji migracji, na-
prawy i przepuszczalnosci EC [46; 47; 55; 58; 61; 69].

Zmiany cytoszkieletu pod wptywem s-s polegajg na wzroscie ilosci monomerow
G-aktyny bez zmiany catkowitej zawartoSci aktyny. Jest to tzw. reorganizacja mi-
krofilamentow we widkna naprezeniowe {stressfibres), czyli wigzki cienkich akty-
nowych filamentéw zawierajgcych tez miozyne, tropomiozyne i aktynine.
Reorganizacja mikrofilamentéw stanowigca rodzaj unikalnej odpowiedzi na zmiany
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przeptywu krwi ma miejsce w stanach, takich jak: nadcisnienie, miazdzyca oraz
obserwuje sie jg w przebiegu angiogenezy [14; 4; 55; 97]. Ekspozycja EC na s-s,
wskutek tego niszczenie F-aktyny, przemianairedystrybucja cytoszkieletu, powoduje
wzmozong sekrecje EDRF. Przy dziataniu rtiskiego s-s (5 dyn/cm2) ekspresja genu
dla ET-1 i uwalnianie ET-1 utrzymuja sie na podwyzszonym poziomie [55]. Za-
uwazono natomiast, ze ekspozycja EC na bardzo duzy s-s (powyzej 20 dyn/cm2)
powoduje supresje produkcji ET-1. Réwniez indukowany przez s-s NO poprzez
cGMP hamuje uwalnianie ET-1 [-36; 55; 90]. Zmiany kinetyki przemian i skfadu
filamentow aktynowych moga stanowi¢ wyjasnienie réznic w efektach dziatania
duzego i niskiego s-s [55]. Przy dziataniu duzego s-s okres poétrwania G-aktyny
jest znacznie krétszy niz przy malym, co moze stanowi¢ wyjasnienie mniejszej
sekrecji ET-1 w miejscach narazonych na duzy stres przeptywowy .

Byé moze zwiekszona sekrecja ET-1 pod wpltywem powstawania wiékien stre-
sowych w miejscach gdzie jest mniejszy s-s ma znaczenie takze dla proliferacji
miesni gtadkich i migracji miocytow do blony wewnetrznej naczynia, co prowadzi
do przerostu i pogrubienia zardbwno btony Srodkowej, jak i wewnetrznej. Istniejg
tez dowody, ze ptytki miazdzycowe majg tendencje do tworzenia sie w miejscach
narazonych na mniejszy s-s [7; 55]. Prawdopodobnie obecno$¢ kurczliwych protein
(aktyny, miozyny, tropomiozyny, a-aktyniny), czyli wiékien naprezeniowych, w
EC odpowiada za zmiane ksztattu komérki i zjawisko kurczliwosci witosniczek
w przebiegu niedotlenienia, przy nieobecnosci unerwienia wspétczulnego. Widkna
naprezeniowe majg réwniez znaczenie w regulacji szerokosci przestrzeni mie- dzy-
komorkowej i formowania szczelin miedzy komérkami w zapaleniu [94].

ROLA W HEMOSTAZIE

Srédbtonek ma szereg receptoréw bioracych udziat w komunikowaniu sie z roz-
nymi komérkami, jednak adhezja ich w warunkach fizjologicznych jest znikoma.
Szczego6lne znaczenie przypisuje sie regulacji przylegania ptytek [19; 95]. Jezeli
naczynie jest nieuszkodzone, ptytki krwi nie przylegajg do EC. Dopiero infekcja
wirusowa, stymulacja trombing lub uszkodzenie mechaniczne moga powodowac
adhezje ptytek do EC i tkanek pods$rodbtonkowych [44; 95]. Adhezja ptytek moze
by¢ bezposrednia ale tez i posrednia poprzez wigzanie sie z leukocytami, ktére
tacza sie z odpowiednimi receptorami na powierzchni EC, co maszczegdlne znaczenie
dla proceséw immunologicznych [95].

Nawet bez adhezji do ECs aktywne ptytki mogg wywiera¢ na nie wptyw poprzez
rézne wazoaktywne substancje uwalniane z ich ziarnistosci (ADP, 5-HT, TxA2).
Plytki tez posredniczg w syntezie PGI? poprzez dostarczanie ECs jej prekursoréw.
Generuja tez leukotrieny i lipoksyne mogace dziata¢ na nieuszkodzone naczynie
[95].
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NO hamuje funkcje ptytek przez zwiekszenie poziomu cGMP. Synergistyczne
dziatanie wykazuje PGI2, powodujaca podwyzszenie poziomu cAMP w cytoplazmie
ptytek [1; 19; 95]. Agonisci uwalniani w trakcie degradacji ptytek powodujg wzrost
wolnego Ca2+ w cytoplazmie EC, co moze przyczyniaé sie do zwiekszonego uwal-
niania NO i PGI2. EC syntetyzuje tez t-PA i u-PA, przeksztatcajagce plazminogen
w aktywng endopeptydaze plazming, ktéra hamuje agregacje ptytek oraz powoduje
lize skrzepliny. Aktywne ptytki mogg uwalnia¢ PAI-1, ktory neutralizuje zwigzany
z EC t-PA, jak réwniez substancje, ktore mogg indukowac synteze PAI-1 przez
sam EC [10; 95]. Wzrost poziomu PAI-1 zwigzany jest ze zwiekszonym ryzykiem
powiktan zakrzepowych. Natomiast obnizenie poziomu a2 antyplazminy, zmniej-
szenie aktywnosci PAI-1 badz podwyzszony poziom t-PA obserwowano u pacjentow
z tendencjg do krwotokéw stanowigcych rezultat aktywnosci hiperfibrynolitycznej
[10; 78].

Obrong $rédbtonka przed spontaniczng aktywnoscig prozakrzepowsg jest réwniez
ekspresja najego powierzchni trombomoduliny, ktéra mabardzo duze powinowactwo
do trombiny. Interakcja miedzy trombing i trombomoduling aktywuje naturalny
antykoagulant, biatko C [19; 95]. Aktywacja biatka C kontrolowana jest tez przez
biatko S syntetyzowane przez EC. Srédbtonkowy siarczan heparanu wiaze i aktywuje
antytrombine I1l. Podobny do niego wptyw na hemostaze wywierajg inne czasteczki
z grupy mukopolisacharydéw, m.in. siarczan dermatanu, syntetyzowany przez EC
[19; 30]. Na powierzchni EC wystepuje tez ADP-aza, ktéra przemienia uwolniony
przez phytki ADP do nieaktywnych AMP, adenozyny i inozyny. Dodac jednak
trzeba, ze uwalniane z ptytek substancje zwiekszajg tez ekspresje na EC czgstek
przylegania (adhezyn) i substancji naczyniozwezajacych. Uwalniany zaréwno w
warunkach fizjologicznych, jak i po stymulacji trombing, histaming i réznymi cy-
tokinami VWF posredniczy w adhezji ptytek do btony wewnetrznej naczynia. Pacjenci
z nadci$nieniem ptucnym majg podwyzszony poziom krazacego vVWF, co sugeruje,
ze rozciagniecie naczyn, s-s moga modulowaé uwalnianie tej glikoproteiny przez
komorki EC i w ten sposéb rowniez wptywaé na hemostaze [95]. Aktywacja ptytek
zwigksza w niejasny jeszcze spos6b produkcje ET-1. Jej zwiekszony poziom za-
uwazono w takich stanach patologicznych, jak miazdzyca, nadci$nienie, niewy-
dolnos¢ nerek [34; 53; 80; 95]. Stymulacja EC powoduje tez uwalnianie PAF,
ktory indukuje agregacje ptytek, uwalnianie substancji naczyniokurczacych iadhezje
ptytek do powierzchni EC [95].

Zaburzenie interakcji miedzy komoérkami moze by¢ przyczyng powstania nie-
ktérych powaznych stanéw patologicznych, anawet prowadzi¢ do $mierci organizmu

[1].
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ZNACZENIE SRODBLONKA W ETIOPATOGENEZIE
NIEKTORYCH CHOROB

Przecietna dtugo$¢ zycia EC u dorostej osoby wynosi okoto 30 lat. Po tym
czasie starzejace sie komérki zanikaja i sg zastepowane przez nowe. Nowe ECs
tracg czesciowo zdolnos¢ uwalniania EDRF w szczegdlnosci w odpowiedzi na trom-
bing, 5-HT, inne substancje uwalniane z ptytek i agonistdw receptora oc2 [7; 42].
Obszar zregenerowany staje sie miejscem, w ktérym w reakcji na 5-HT wystepuje
nadmierny skurcz naczyn - jedna z wczesnie wystepujacych cech choroby wiencowej
u ludzi [7]. Moze to mieé znaczenie w przemijajacych stanach niedokrwienia, kiedy
wzrasta uwalnianie 5-HT przez zagregowane plytki [7; 44; 82]. Rdwniez naczynia
powstajgce de novo w organizmie sg nadwrazliwe na dziatanie naczynioskurczowe
5-HT [7]. Hipercholesterolemia, dtugotrwate narazenie na stres przeptywowy razem
z innymi czynnikami ryzyka, takimi jak nadcisnienie, palenie papieroséw, przy-
spieszajg starzenie sie ECs, a tym samym proces jej regeneracji.

Szereg chorob przebiega z zar6wno morfologicznym, jak i funkcjonalnym usz-
kodzeniem ECs. Uszkodzenie ECs powoduje odstoniecie btony wewnetrznej na-
czynia. Komaérki tworzacego sie neoendothelium sg wielokatne, utozone chaotycznie,
co ma zwigzek z tym, ze majg mniej mikrotubuli, mniejsza tez jest ilos¢ fatdow.
Odstoniecie blaszki podstawnej prowadzi do przylegania do niej ptytek krwi, wy-
twarzania skrzeplin przysciennych, co ma szczeg6lne znaczenie w przebiegu miaz-
dzycy i tworzenia ptytki miazdzycowej [42]. Mate uszkodzenia Srodbtonka maja
tendencje do gojenia sie, gdy jednak powtarzaja sie np. wskutek nadcisnienia, hiper-
lipidemii, moze doj$¢ do proliferacji miesni gtadkich stymulowanych przez czynniki
wzrostu pochodzgce z ECs i krwi, przerostu blony wewnetrznej, tworzenia sie
depozytéw lipidéw w $cianie naczynia, ich wapnienia i przylegania ptytek krwi
[65; 70]. Zaburzenia te sg czesto pogtebione w wyniku wspétistnienia hiperchole-
sterolemii. Oksydacja lipoprotein matej gestosci (LDL) zachodzi w $cianie naczynia.
Zmieniona miazdzycowo tetnica ma zmniejszony poziom antyutleniaczy, wskutek
tego LDL pacjentéw z miazdzycg sg bardziej podatne na oksydacje [49; 65]. Obecnos¢
utlenionych LDL powoduje stymulacje syntezy DNA i ekspresje antygendéw uktadu
zgodnosci tkankowej - HLA-DR, receptoréw dla IL-2 i uwalnianie II-1 z mo-
nocytow, stymulacje adhezji monocytéw do ECs, migracje leukocytow do btony
wewnetrznej [29; 59]. Oksydowane LDL indukujg proliferacje i migracje miesni
gtadkich, zaburzajg rozkurcz, przyczyniajg sie do wzrostu produkcji ET-1, a przez
zwiekszenie agregacji ptytek wyzwalajg proces krzepniecia. Wskutek swojej silnej
cytotoksycznosci moga tez uszkadzac elementy strukturalne naczynia, przyczyniajac
sie w ten sposob do pogtebiania zmian miazdzycowych [1; 29; 44].

Wytwarzajacy sie zakrzep moze uwalnia¢ szereg cytokin miedzy innymi czynniki
wzrostu: TGFa, TGF[3, PDGF, czynnik wzrostu komdrek nabtonka (ECGF), czynnik
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stymulujacy wzrost kolonii makrofagéw (M-CSF), GM-CSF oraz oksydowane LDL.
Prowadzi to do pogiebiania sie juz istniejgcych zmian [29; 59]. Czynniki te zaburzaja
fibrynolize przez indukcje PAI-1 i supresje t-PA [10; 43; 57]. Zniszczenie ECs
powoduje przemijajace obnizenie poziomu t-PA, a nastepnie aktywnos¢ t-PA i u-PA
ro$nie zbiegajac sie w czasie z proliferacjg i migracjag miesni gladkich [13; 44].
Wzrost aktywnosci t-PA i u-PA jest rownowazony przez wzmozong ekspresje PAI-1
w uszkodzonych ECs, miesniach giadkich lub jego uwalnianie z ptytek krwi [10].
Zwiekszony poziom PAI-1, zaburzajac fibrynolize, przyczynia sie do rozwoju skrze-
pimy i dalszego niszczenia $ciany naczynia. Zwiekszong aktywno$é PAI-1 stwier-
dzono u pacjentdw z chorobg niedokrwienna serca, jak réwniez u 0s6b z czynnikami
ryzyka miazdzycy [26]. Analiza in situ blaszki miazdzycowej wykazata wzmozong
ekspresje PAI-1 w ECs, miesniach gtadkich i makrofagach oraz ekspresje czynnika
tkankowego, trombiny i witronektyny [10; 78]. Obecne w plytce miazdzycowej
t-PA iu-PA biorg udziat wjej neowaskularyzacji i przyczyniaja sie do jej uszkodzenia
i tworzenia tetniakow [68].

Rowniez w przebiegu nadci$nienia tetniczego dochodzi do zmian funkcjonowania
EC. W nadcisnieniu tetniczym ECs wykazujg wieksza objetos¢ i wpuklajg sie do
Swiatta naczynia. Zwiekszona tez jest ilos¢ fibryny i komdrek w przestrzeni pod
btona wewnetrzng. ROwniez interakcje pomiedzy plytkami, monocytami a ECs sg
bardziej wyrazone niz u oséb normotensyjnych. W zalezno$ci od badanego ekspe-
rymentalnego modelu nadcis$nienia, zmniejszenie reakcji rozkurczowej zaleznej od
ECs jest spowodowane zmniejszeniem produkcji czynnika naczyniorozszerzajgcego
lub zwiekszeniem produkcji srédbtonkowych substancji wazokonstrykcyjnych [7].
W niektdrych formach nadci$nienia u ludzi i w cukrzycy EC produkuje EDCF.
Ach, ktora w zdrowym naczyniu wywotuje rozkurcz, tu powoduje uwalnianie EDCF
wigzacego sie z receptorami dla TxA2, ktéry maskuje lub nawet znosi odpowiedz
rozkurczowg [44; 95]. Obserwuje sie tez spadek syntezy EDNO. U o0s6b z nad-
ci$nieniem tetniczym wyzszy jest takze poziom ET-1 dziatajacej presyjnie przez
receptor ETA. Poza zwigkszaniem napiecia miesni gladkich ET-1 przez swoje wia-
Sciwosci mitogenne moze pogiebia¢ zmiany w Scianie naczynia krwiono$nego i
potegowac przerost btony miesniowej [53; 80; 91].

Podwyzszony poziom ET-1 moze by¢ zwigzany pogorszeniem czynno$ci nerek
u niektoérych pacjentow z nadci$nieniem, co w konsekwencji prowadzi¢ moze do
zaburzonego metabolizmu i wydalania tego hormonu oraz zwiekszeniem jego syntezy
[80]. Nalezy pamietaé, ze w warunkach fizjologicznych zalezne od $rédbtonkowego
receptora ETB wiasciwosci rozszerzania naczyn ET-1 moga odgrywaé wazna
role [7; 51; 53]. U nowo narodzonych zwierzat, u ktérych gen dla ET-1 by} usz-
kodzony, cisnienie tetnicze jest raczej podwyzszone niz obnizone [7].

Poziom ET-1 jest podwyzszony w ciezkiej i schytkowej niewydolnosci krazenia,
rozlegtym zawale mies$nia sercowego, nieodwracalnym wstrzasie. Nie wyjasniono
jednak, czy podwyzszony poziom ET-1 pozostaje w zwigzku przyczynowym z
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tymi stanami. Przypuszcza sie takze, ze ET-1 moze mieé znaczenie patogenetyczne
w stanach skurczowych tetnic mézgowych [34; 44; 92].

W cukrzycy zmiany morfologiczne ECs polegaja na zwiekszaniu ich proliferacji,
oznakach migracji ECs do niektérych obszarow wiosniczek i ich zarastania. ECs
sq porowate, obtadowane glikogenem, stajg sie bardziej przepuszczalne dla biatek.
Sprzyja to pogrubieniu btony podstawnej, ktére potegujg takie substancje jak oso-
czowe inhibitory kolagenazy, np. makroglobulina czy a2 antytrypsyna, prze-
chodzgce z osocza do btony podstawnej i hamujgce jej degradacje [15; 86]. 1los¢
kragzgcego czynnika VWF jest zwiekszona, co sprzyja nasileniu adhezji ptytek. Ko-
lagen btony podstawnej ulega glikozylacji i tym silniej agreguje ptytki. Same ptytki
syntetyzujg wiecej TxA2 w odpowiedzi na ADP, adrenaline i kolagen. Plytki wy-
kazujg podwyzszony poziom wewnatrzkomdrkowego Ca2+, podobnie jak w nad-
ci$nieniu czy mocznicy, co powoduje ich zwiekszong mobilizacje przy tym samym
lub nawet mniejszym poziomie agonistow. Uwalnianie EDRF i PGI2 w cukrzycy
jest zmniejszone [86; 95]. Zaburzenia lipidowe i zmieniony metabolizm insuliny
sprzyjaja proliferacji miesni gtadkich i pogrubieniu bltony wewnetrznej naczyn, co
pogtebia zmiany miazdzycowe $ciany naczynia i zaburzenia funkcji EC [68].

Interakcje miedzy ECs i innymi komdrkami sa szczegdlnie istotne dla rozwazania
i zrozumienia patogenezy wielu choréb i ich powiktan. EC okazuje sie bowiem
kluczowg w rozwoju wielu zaburzen w organizmie czlowieka.

Ogromna liczba zwigzanych z EC receptoréw, liganddw i generowanych w zwigz-
ku z ich dziataniem wewnatrzkomérkowych przekaznikéw umozliwia wykorzystanie
ich w terapii i prewencji wielu chordb, w tym przede wszystkim chorob uktadu
krazenia i naczyn.
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CZASTECZKI ADHEZYJNE W NOWOTWORACH
JELITA GRUBEGO

ADHESION MOLECULES IN COLORECTAL CANCER

Joanna KITLINSKA, Jacek WOJCIEROWSKI
Zaktad Genetyki Medycznej Akademii Medycznej w Lublinie

Streszczenie: Czasteczki adhezyjne sa biatkami powierzchniowymi odpowiedzialnymi za interakcje
komorek z substancjg miedzykomorkowa oraz z innymi komoérkami, a tym samym za prawidtowg
architekture tkanek oraz takie procesy, jak przemieszczanie sie komérek w czasie embriogenezy, czy
procesow zapalnych. Proces nowotworowy zwigzany jest czesto z zaburzeniami funkcjonowania cza-
steczek adhezyjnych, co moze przyczyni¢ sie do zaburzenia architektury tkanek i tworzenia przerzutéw.
Przyktadem moze by¢ tu rak jelita grubego, w ktérym wykazano szereg funkcjonalnych i strukturalnych
zaburzen czastek adhezyjnych (np. E-kadheryn, integryn, antygendw CEA i GA733). Ponadto znane
geny zaangazowane w powstawanie tego nowotworu okazaty sie kodowa¢ czasteczki adhezyjne (DCC)
lub biatka z nimi oddziatujace (APC).

Stowa kluczowe: biatka adhezyjne, przerzuty, rak jelita grubego.

Summary: Adhesion molecules are cell surface proteins responsible for interactions of cells with one
another and with the extracellular matrix and thus for tissue organization, cells migration during
embryogenesis or inflammatory processes. The process of tumor growth often involves alternations in
function of adhesion molecules which can be connected with destruction of tissue architecture or tumor
metastasis. There are a variety of alternations in the function and structure of adhesion molecules
(E-cadherins, integrins, CEA, GA733) in colorectal cancer. Moreover known genes often connected with
colorectal cancer development appear to encode adhesion molecules (DCC) or proteins interacted with
them (APC).

Key words: adhesion proteins, metastasis, colorectal cancer.

Wykaz stosowanych skrétéw: APC (adenomatous polyposis coli) - gen zaangazowany w rozwgj
rodzinnej polipowatosci jelita grubego, CEA - antygen karcinoembrionalny, DCC (deleted incolorectal
cancer) - gen ulegajacy delecji w nowotworach jelita grubego, FAK (pp 125focal adhesion kinase),
ICAM (intercellular adhesion molecule) - miedzykomdrkowa czasteczka adhezyjna, NCAM (neural
cell adhesion molecule) - czasteczka adhezyjna komérek nerwowych, PSA - kwas polisialowy, RGD
- tréjpeptyd Arg-Gly-Asp, SF/HGF (scatterfactor/hepatocyte growth factor) - czynnik rozprzestrze-
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niania identyczny z czynnikiem wzrostu hepatocytéw, SLea- sialowana pochodna antygenu a ukfadu
grupowego Lewis, SLex- sialowana pochodna antygenu jcuktadu grupowego Lewis, VCAM (yascular
celiadhesion molecule) - czasteczka adhezyjna komérek naczyniowych, YIGSR - pentapeptyd Tyr-lle-
Gly-Ser-Arg wchodzacy w skiad fancucha Bl lamininy.

Z rozwojem nowotwordéw nieodtgcznie zwigzana jest ich inwazyjno$¢ i tworzenie
przerzutdw. Jest to wielostopniowy proces obejmujacy:

- oderwanie sie komorek od pierwotnej masy guza,

- przejscie do sasiednich tkanek (najczesciej przez btone podstawng),

- przedostanie sie do limfy i krwi, a wraz z nimi do tkanek docelowych,

- przytaczenie sie do komorek srodbtonka naczyn i jego penetracje,

- inwazje do tkanek docelowych przez btone podstawng,

- unaczynianie tworzacych sie ognisk nowotworowych.

Kazdy z tych etapdw wymaga specyficznych interakcji komérek nowotworowych
miedzy soba, jak réwniez z otaczajaca substancjg miedzykomorkowa oraz komorkami
$rédbtonka naczyn krwionosnych i limfatycznych. W oddziatywaniach tych po-
$redniczg specyficzne czasteczki adhezyjne [2, 28].

RODZAJE CZASTECZEK ADHEZYJNYCH
I ICH ROLA W PROGRESJI NOWOTWORU

Czasteczki adhezyjne sg powierzchniowymi receptorami posredniczacymi w in-
terakcjach pomiedzy komorkami oraz komdrkami i otaczajaca je substancjg mie-
dzykomorkowa [34]. Na podstawie funkcji i budowy podzielono je na cztery gtéwne
grupy (tab. 1)

Kadheryny - posredniczg w homotypowych interakcjach miedzykomdérkowych
poprzez oddziatywanie z takimi samymi czasteczkami lezagcymi na komérkach sa-
siednich w sposob zalezny od jonéw Ca2+[2,34]. Wyrézniono kilka typédw kadheryn:
N-kadheryny (charakterystyczne dla komérek nerwowych i miesniowych), P-kadh-
eryny (ulegajace ekspresji w fozysku i niektorych typach nabtonkoéw), M-kadheryny
(charakterystyczne dla komorek miesniowych) i E-kadheryny [5]. E-kadheryny ule-
gaja ekspresji juz w rozwoju zarodkowym, w stadium blastuli. Biorg one udziat
w tworzeniu nabtonka endo- i ektodermalnego, za$ utrata ich ekspresji w pewnej
grupie komorek prowadzi do powstania mezenchymy [5, 6]. W organizmach doj-
rzatych ulegaja ekspresji w komaérkach nabtonkowych posredniczac w réznicowaniu
i utrzymaniu prawidtowej architektury tych tkanek [5, 28, 34]. E-kadheryny sg
biatkami btonowymi (rys. 1A). Ich domena cytoplazmatyczna oddziatuje z grupa
biatek zwanych kateninami, tgczac sie z p lub y katening. Utworzony kompleks
przytacza nastepnie a katenine, ktdra bezposrednio wplywa na szkielet komérkowy
(rys. 1B) [16, 52]. W nowotworach obserwowany jest czesto defekt w funkcjo-
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TABELA 1 Gtéwne klasy czasteczek adhezyjnych

Przyktady Funkcja

Heterodimery a,(3 Interakcje pomiedzy komérkami a substancja
miedzykomoérkowa

E - nabtonkowe Oddziatywania homotypowe pomiedzy komorkami

N - komérek nerwowych
P - tozyskowe

E, P - $rédbtonkowe Oddziatywanie z komérkami $rodbtonka

L - leukocyty

I-CAM 1i 2, V-CAM,  Oddziatywania ze $rédbtonkiem naczyn oraz
N-CAM, CEA homotypowe miedzykomorkowe

Rys. 1 E-kadheryny iich oddziatywania: A- schemat budowy biatka E-kadheryny (wg [28], zmieniony);

B - schemat dziatania E-kadheryn; domeny zewnatrzkomorkowe E-kadheryn oddziatujg ze sobg wza-

jemnie; ich domeny cytoplazmatyczne #aczg sie z (3-katening, ktora swoim koricem NH2 przyfacza
a-katenine oddziatujaca nastepnie ze sktadnikami cytoszkieletu (wg [16], zmieniony)
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nowaniu E-kadheryn wywotany brakiem domeny cytoplazmatycznej (brak interakcji
z kateninami) lub zewnatrzkomdrkowej (brak interakcji z sgsiednimi komérkami
przy jednoczesnej akumulacji katenin) oraz zmianami mutacyjnymi. Ponadto pro-
dukty niektorych onkogenow destabilizujg ich oddziatywania adhezyjne, np. produkt
genu src fosforyluje (Bkateniny inaktywujac je tym samym. Zaburzenia te prowadzg
do oderwania komérek nowotworowych od pierwotnej masy guza, a co za tym
idzie zwiekszenia ich inwazyjnosci [5, 6].

Integryny - zaangazowane gtéwnie w interakcje pomiedzy komdrkami a ota-
czajacg je substancja miedzykomdrkowa, cho¢ niektére z nich oddziatujg takze
z czasteczkami adhezyjnymi typu immunoglobulin obecnymi na powierzchni $rod-
btonka naczyn krwionosnych i limfatycznych (ICAM, VCAM) [1, 2, 34, 35, 50,
51,52]. Zbudowane sg z dwdch podjednostek - a i 8- zwigzanych niekowalencyjnie.
Dotad znanych jest 14 r6znych podjednostek a i 8 3[2, 18, 50, 52]. Odpowiednie
ich zestawienie decyduje o specyficznosci wigzania integryn z roznymi sktadnikami
substancji miedzykomorkowej - fibronektyna, laminina, kolagenem itp. Sa to naj-
czesciej glikoproteiny zawierajgce charakterystyczne miejsca rozpoznawane przez
integryny np. tréjpeptyd Arg-Gly-Asp (RGD) [14, 50, 52]. Kazda tkanka ma spe-
cyficzny zestaw integryn, ktéry w mniejszym lub wiekszym stopniu ulega zmianie
w wywodzacych sie z niej guzach [34]. Wykazano, ze domeny cytoplazmatyczne
integryn za pomocg taliny i innych biatek oddziatujg z systemem filamentéw akty-
nowych uczestniczgc jednoczesnie w przekazywaniu sygnatu do wnetrza komorki.
W odpowiedzi na stymulacje przez integryny fosforylowany jest bowiem kompleks
biatkowy kinazy tyrozynowej FAK, ktory to enzym aktywowany jest réwniez przez
biatko G zwigzane zreceptorem neuropeptydow ikinaze src. Zwiekszona fosforylacja
FAK wydaje sie towarzyszy¢ inwazji nowotworu przez substancje miedzykomor-
kowg [18, 51].

Selektyny - ulegajg ekspresji na powierzchni komérek srédbtonka naczyn krwio-
nosnych ilimfatycznych aktywowanego cytokinami (selektyny E iP) oraz leukocytow
(selektyny L) [3,4, 8, 34, 50, 52]. W obecnosci jonow Ca2+wigza r6zne determinanty
weglowodanowe obecne w btonie komorek, np. sialowane pochodne antygenu
Lewis - SLex i SLea. Ich fizjologiczna funkcja polega na przytaczaniu leukocytéw
do $rédbtonka naczyn i utatwianiu im jego penetracji podczas procesu zapalnego
[1, 4, 8, 27, 43, 50, 52]. W warunkach patologicznych moga przyczynia¢ sie do
tworzenia przerzutéw na skutek pojawienia sie specyficznych determinant na po-
wierzchni komorek transformowanych [34, 50].

Czasteczki adhezyjne z superrodziny immunoglobulin - dzialaja niezaleznie
od obecnosci jonéw Ca2+. Moga posredniczy¢ w wigzaniach homo- i heterofilowych,
jak np. czasteczka adhezyjna komorek nerwowych NCAM warunkujgca zarowno
ich adhezje do siebie, jak i do substancji miedzykomérkowej [2, 8, 18, 34]. Do
grupy tej nalezg takze czasteczki zaangazowane w przytgczanie leukocytow do
aktywowanego $rédbtonka naczyn podczas proceséw zapalnych. Sato miedzy innymi
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miedzykomérkowe czasteczki adhezyjne: ICAML1 (indukowana) i ICAM2 (ulegajaca
konstytutywnej ekspresji) oraz indukcyjna naczyniowa czasteczka adhezyjna VCAM
ulegajace ekspresji w komdrkach $rédbtonka [4, 11, 12, 31, 50, 52]. Innym przed-
stawicielem tej grupy jest antygen karcinoembrionalny CEA bioracy udziat w utrzy-
maniu prawidtowej architektury nabtonka. Jego ekspresja czesto ulega zaburzeniu
w komorkach transformowanych [8, 34].

Oprdcz scharakteryzowanych wyzej molekut posredniczacych w adhezji ko-
maérkowej istniejg takze inne, nie mieszczace sie w wydzielonych tutaj grupach.
Nalezy do nich miedzy innymi czasteczka CD44 (rys. 2). Jest to glikoproteina
transmembranowa warunkujgca umiejscowienie limfocytéw w strukturach limfoi-
dalnych. Jej gtéwnym ligandem jest kwas hialuronowy. Dzieki zjawisku alterna-
tywnego wycinania introndbw moze wystepowa¢ w rdéznych formach. Forma
standardowa nie ma tzw. egzonéw zmiennych obecnych w wariantach alternatyw-
nych. Ulega ona ekspresji w prawidtowych limfocytach. W stanach zapalnych jed-
nakze dochodzi w nich do wytworzenia formy wariantowej CD44v6, co utatwia
migracje tych komaorek do naczyn uktadu limfatycznego. Proces nowotworowy zwia-
zany jest czesto z ekspresjg réznych izoform CD44, w tym takze CD44v6, co,
podobnie jak w warunkach prawidtowych, moze by¢ przyczyng przemieszczania
sie komérek nowotworowych do struktur limfatycznych, a co za tym idzie tworzenia
przerzutéw. Obecno$¢ form wariantowych CD44 stwierdzono jednakze rowniez
na powierzchni niektérych prawidtowych nabtonkéw oraz w formie rozpuszczalnej
w surowicy krwi [8, 15, 28, 34, 37, 48, 50].

Komorki nowotworowe roznig sie od komorek prawidtowych sposobem oddzia-
tywania z otaczajagcymi tkankami i substancjg miedzykomérkowa. Wiagze sie to
z zaburzeniami w funkcjonowaniu czasteczek adhezyjnych. Zazwyczaj jednak po-
legaja one na zmianie ekspresji lub mutacji czasteczek obecnych na powierzchni
komorek normalnych, nie za$ na nabyciu jakich$ nowych cech, charakterystycznych
jedynie dla nowotworéw [8]. Ponadto poszczeg6lne guzy réznia sie znacznie pod
wzgledem zdolnosci do tworzenia przerzutow. Wigze sie to z faktem, ze jest to
proces ztozony, zalezny nie od jednej nabytej cechy, lecz od catego zespotu czynnikow
promujacych i hamujacych inwazje nowotworu, ktére warunkujg wytworzenie spe-
cyficznej réwnowagi [28]. | tak np. E-kadheryny sg typowym przyktadem czgsteczek
zapobiegajacych odrywaniu sie komdrek od guza i ich migracji [6, 28]. Integryny
natomiast mogg odgrywac dwojaka role - promowac ruchliwo$é komorek, ale takze
przyczynia¢ sie do ich zatrzymania w tkance macierzystej [28]. Niewyjasniona
jest tez rola pojawiajacej sie w niektérych nowotworach ekspresji de novo czasteczek
ICAM-1. Z jednej strony mogtyby sie one przyczynia¢ do adhezji i aktywacji lim-
focytéw T cytotoksycznych, a tym samym do lizy komérek (w chtoniakach obecno$é
czasteczki ICAM-1 taczy sie z dobrg prognoza), z drugiej strony przytaczajace
sie monocyty mogtyby powodowaé redukcje adhezji miedzy komérkami guza i
utatwiac tworzenie przerzutéw (w czerniakach ekspresja ICAM-1 skorelowana jest
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Rys. 2. Schemat budowy genu czasteczki CD 44: egzony zmienne vI-vI0 ulegajg wycieciu w czasie
dojrzewania mRNA formy standardowej CD 44; w roznego typu izoformach CD 44 moga zostac
zachowane (wg [48], zmieniony)

ze sktonnoscig do tworzenia przerzutow). Jednoczesnie rozpuszczalne formy ICAM-
1, obecne w niektoérych przypadkach w surowicy krwi chorych zdolne sg do blo-
kowania receptorow limfocytébw T, a tym samym do hamowania odpowiedzi
immunologicznej organizmu [9, 10, 41]. Czynnikiem zdecydowanie negatywnym
jest pojawienie sie na powierzchni btony komorek transformowanych nadmiaru
liganddw dla selektyn, czastek typu CD44, a takze receptoréw dla tzw. czynnikow
ruchliwosci, np. receptora c-met dla czynnika rozprzestrzeniania SF/HGF [6, 28].
Ponadto komdrki guza moga produkowaé receptory dla specyficznych hydrolaz
i ich aktywatorow, np. aktywatora plazminogenu, co umozliwia przerwanie ciggtosci
substancji miedzykomorkowej [29, 36, 40].

ZMIANY EKSPRESJI CZASTECZEK ADHEZYJNYCH
W GUZACH JELITA GRUBEGO

Komorki rakow jelita grubego, podobnie jak nowotwory wywodzace sie z innych
tkanek, wykazujg zmienione wiasciwosci adhezyjne. W duzym odsetku przypadkéw
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stwierdzono znaczne zmniejszenie ekspresji E-kadheryn. Niektdrzy badacze sugerujg
takze istnienie zmian mutacyjnych w obrebie tych czastek w rakach jelita [5, 8,
28]. Ponadto zidentyfikowano nowotworowe linie komorkowe, ktore nie wytwarzaty
a-kateniny - biatka posredniczacego w interakcjach E-kadheryny z cytoszkieletem
5]

[ ]Powszechnym zjawiskiem w omawianych tu nowotworach jest nadmierna eks-
presja antygenu SLex, ktory stanowi receptor dla E-selektyn posredniczacych w
adhezji komérek do sroédbtonka naczyn [42, 43, 50]. Stwierdzono takze wysoki
poziom biatka 32/67 kDa wigzacego lamining [49]. Transformowane komorki na-
btonka jelitowego wykazujg réwniez ekspresje czastek ICAM1 oraz pewnych al-
ternatywnych formCD44. W fazie hyperproliferacji nabtonkajelitowego stwierdzono
mianowicie nadprodukcje czgstek CD44v5, w fazie inwazyjnej natomiast czastek
CD44v6 uwazanych za czynniki promujace tworzenie przerzutéw. Zwigzane jest
to rowniez ze zwiekszeniem poziomu tego biatka w surowicy krwi [11, 12, 37,
48]. Wykazano ponadto czeste zmiany w ekspresji integryn - w poréwnaniu z
komorkami normalnymi zmniejsza sie ilos¢ integryn a2 i a5 w gruczolakach, cat-
kowicie za$ zanikajg one w gruczolakorakach, ekspresja integryn a6, (3 i (3 spada
natomiast dopiero w gruczolakorakach [18].

Do jednych z bardziej charakterystycznych zmian w nowotworach jelita grubego
nalezy wzrost poziomu antygenu karcinoembrionalnego CEA (10-100 razy) oraz
jego zaburzona dystrybucja. W komérkach prawidtowych znajduje sie on jedynie
na powierzchni skierowanej do $wiatla jelita, w nowotworach za$ na catej btonie
komorkowej. Wydaje sie, ze zmiany te moga zaburza¢ normalng adhezje mie-
dzykomérkowsg, prowadzac do zniszczenia architektury tkanki [8, 30, 39].

Powszechnie znanymi genami supresorowymi ulegajagcymi inaktywacji w rakach
jelita sa geny DCC i APC. Okazato sie, ze majg one najprawdopodobniej zwigzek
z regulacjg adhezji komoérkowej. Gen DCC koduje biatko powierzchniowe (153
kDa) wykazujgce duzg homologie do czgsteczki NCAM. Sugeruje sie, ze moze
ono odgrywac role w samorozpoznawaniu komdrek nabtonka jelita, natomiast jego
uszkodzenie lub brak moze prowadzi¢ do zwiekszenia inwazyjnosci i powstawania
przerzutéw [5, 8, 20, 21, 28, 32].

Biatko kodowane przez gen APC okazato sie réwniez jednym z regulatoréw
interakcji miedzykomorkowych. £aczy sie ono zaréwno z (3 jak i z y kateninami
oddziatujac tym sposobem, przez wigzanie utworzonego kompleksu z a kateninami,
ze sktadnikami szkieletu komorkowego. Interakcje te sg analogiczne do obserwo-
wanych pomiedzy E-kadheryng a kateninami (rys. 3). Wykazano ponadto, ze biatko
APC wspotzawodniczy w wigzaniu P iy katenin z kadheryng. Jak dotad nie udato
sie jeszcze jednoznacznie okresli¢ zaleznosci pomiedzy produktem genu APC a
adhezjg komorkowa. Sugeruje sie, ze kateniny moga regulowac negatywnie adhezje
warunkowang obecnoscig E-kadheryn, biatko APC za$ byloby czynnikiem zapo-
biegajagcym tym oddziatywaniom. Inna hipoteza gtosi, ze APC posrednio interferuje
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Rys. 3. Schemat oddziatywan
biatka APC z kateninami; od-
dziatywania te sg analogiczne do
interakcji obserwowanych mie-
dzy kateninami a domenami
cytoplazmatycznymi E-kadhe-
ryn (wg [16], zmieniony)

z dziataniem adhezyjnych E-kadheryn, przyczyniajac sie tym samym do uwalniania
komorek nabtonkowych do Swiatta jelita. Potwierdzatby to obserwowany stopniowy
wzrost ekspresji genu APC od podstawy do powierzchni krypt. Brak APC po-
wodowatby zatrzymanie komérek proliferujgcych, ktére mogtyby gromadzi¢ mutacje
niezbedne do dalszej transformacji [16, 21].

Do biatek o charakterze czagstek adhezyjnych zaliczono takze ostatnio produkty
gendw rodziny GA733. Sg to glikoproteiny powierzchniowe o masie ok. 40 kDa,
ktérych nadmierng ekspresje stwierdzono w nowotworach wywodzacych sie z na-
btonka endodermalnego - przede wszystkim w rakach jelita grubego, ala takze
zotadka, ptuc, trzustki, pecherza moczowego [13, 19, 25, 26, 47]. Przeciwciata
rozpoznajace te antygeny stosowano juz niejednokrotnie w prébach immuno- i
radioimmunoterapii oraz diagnostyki tych schorzen [22, 33, 38, 45]. Funkcja tych
biatek jak dotad nie zostata doktadnie poznana. Pewne podobieristwa sekwencji
aminokwasowej produktu genu GA733-2 i genu nidogenu (biatka wigzgcego la-
minine) pozwalajg sadzi¢, ze uczestniczy on w interakcjach pomiedzy komaorkami
nowotworowymi a substancjg miedzykomorkowsg [7, 24]. Z drugiej jednak strony
bezposrednie doswiadczenia polegajagce na transfekcji komorek NIH 3T3 cDNA
genu GA733-2 wykazaty jego udziat w adhezji homotypowej - komérki transfe-
kowane tworzyly agregaty oddzielajac sie jednoczesnie od pozostatych. Mozliwe,
ze nadmierna ekspresja GA733-2 hamuje dziatanie innych czagsteczek adhezyjnych.
Zjawisko takie mogtoby promowaé odrywanie sie komdrek od masy guza i tworzenie
przerzutéw [26]. Jednakze funkcja produktéw genow GA733 jak dotad nie jest
jeszcze jasna i wymaga potwierdzenia.

PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA CZASTECZEK

ADHEZYJNYCH W TERAPII | DIAGNOSTYCE NOWOTWOROW

Doktadniejsze poznanie roli i sposobu funkcjonowania czgsteczek adhezyjnych
w nowotworach wydaje sie by¢ bardzo wazng dziedzing badan. Pozwoli ono nie
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tylko na gtebsze zrozumienie biologii tworzenia przerzutéw, ale takze moze stworzyé
nowe perspektywy terapii i diagnostyki. Juz dzi$ metode uzupetniajgcg w rozpo-
znawaniu raka jelita grubego stanowi badanie poziomu antygenu karcinoembrio-
nalnego CEA we krwi pacjentow. Test ten jednak jest dos$¢ niespecyficzny, gdyz
daje pozytywne rezultaty takze w innych typach nowotwordw (np. sutka, ptuc)
oraz w pewnych schorzeniach nienowotworowych, takich jak zapalenie trzustki.
Poza tym stezenie CEA we krwi wzrasta dosy¢ po6Zzno w rozwoju choroby, w
zwigzku z czym we wczesnych stadiach test jest niemiarodajny [30, 44]. Z drugiej
strony proponuje sie wykorzystanie wspomnianej wczesniej zmienionej (cytopla-
zmatyczno-btonowo-podscieliskowej) lokalizacji tego antygenu w komorkach raka
jelita grubego jako czynnika prognostycznego w tym schorzeniu [30]. Podobng
role mogtoby petni¢ zdaniem niektérych autoréw badanie ekspresji E-kadheryn
skorelowanej wg nich ze stadium rozwoju nowotworu Dukesa [5]. Innym zjawiskiem
pomocnhym w przewidywaniu przebiegu choroby jest ekspresja de novo czasteczek
ICAM w komorkach chtoniakdw (skorelowana z pozytywnymi rokowaniami) i czer-
niaka (zwiazana ze sktonnoscig do tworzenia przerzutéw) [10, 41]. W przypadku
drobnokomérkowego raka ptuc proponuje sie wykorzystanie obecnosci pewnych
rozpuszczalnych izoform czasteczek NCAM o charakterze embrionalnym (bogatych
w reszty kwasu polisialowego - PSA) we krwi pacjentéw jako markera tego scho-
rzenia [17, 46].

Inny kierunek badan stanowig préby zapobiegania tworzeniu przerzutéw po-
legajace na blokowaniu odpowiednich czasteczek adhezyjnych na powierzchni ko-
morek nowotworowych. Stosuje sie do tego celu skierowane przeciwko nim
przeciwciata lub syntetyczne polipeptydy - odpowiedniki fragmentéw biatek ma-
cierzy zewngtrzkomorkowej rozpoznawanych przez czasteczki adhezyjne (np. ana-
logi peptydu RGD obecnego w fibronektynie lub YIGSR znajdujgcego sie w
lamininie) [23, 49].

Podejmowane sg takze préby zastosowania wiedzy o czasteczkach adhezyjnych
w immunoterapii nowotwordw. Opracowano w tym celu strategie polegajacg na
izolacji limfocytéw naciekajacych guz, ich hodowli in vitro w warunkach pro-
mujacych ekspresje czasteczek adhezyjnych zaangazowanych w adhezje do po-
wierzchni komérek danego typu nowotworu i ponownym wprowadzaniu ich do
organizmu pacjenta [1].

Pomimo ze wiekszo$¢ opisanych tu prob diagnostyki i terapii pozostaje wciaz
w sferze doSwiadczen, istnieje nadzieja, ze dalsze badania doprowadza do ich ule-
pszenia i mozliwo$ci zastosowania ich w praktyce klinicznej.
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SPRAWOZDANIE Z DZIALALNOSCI ZARZADU FUNDA-
CJI BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ
ZA OKRES CZERWIEC 1994-SIERPIEN 1996

Sprawozdanie Fundacji za okres: grudzienn 1990 - maj 1994 opublikowano w
"Postepach Biologii Komorki" (21;341-347, 1994). Sprawozdanie za rok ubiegly
(maj 1994 - wrzesien 1995) Zarzad ztozyl Fundatorom wczesniej.

W obecnym okresie sprawozdawczym Zarzad dziatat w niezmienionym skiadzie:
Jerzy Kawiak - prezes, Maciej Natecz - v-prezes, Maciej Zabel - sekretarz, Maciej
Kawalec - skarbnik. Réwniez sktad Rady Fundacji nie zmienit sie: Zofia Osu-
chowska - przewodniczaca, cztonkowie: Tadeusz Cichocki, Antoni Horst, Jézef
Katuza, Aleksander Koj, Wtodzimierz Korohoda, Andrzej tukaszyk, Andrzej My-
Sliwski, Maria Olszewska, Aleksandra Stojatowska, Jan Steffen. Zarzad pracowat
spotecznie.

W pracy Zarzadu pomagaty panie: Ewa Préchniewicz - ksiegowa, Barbara Miks,
Danuta Wasilewska, Matgorzata Siarkiewicz w rozprowadzaniu zeszytébw "Po-
stepow Biologii Komérki". Zarzad skiada tym osobom serdeczne podzigkowania.
F-ma "Script" wspomagata wspotprace z drukarniami.

1. Dziatalno$¢ wydawnicza

Jest to gtéwny zakres dziatania Zarzadu Fundacji. Fundacja wspiera wydawanie
czasopism "Folia Histochemica et Cytobiologica' oraz "Postepy Biologii Komarki*.

A. Folia Histochemica et Cytobiologica

Czasopismo ukazywato sie regularnie w dotychczasowej formie odpowiadajacej
standardom miedzynarodowym. Wprowadzono zwyczaj czestego publikowania ar-
tykutéw przegladowych pisanych przez wybitnych specjalistow. Wydano suplement
1,1996. Skiad i druk czasopisma odbywa sie w Krakowie.

Merytoryczng piecze i decyzje o skladzie Redaktoréw "Folia" ma Polskie To-
warzystwo Histochemikéw i Cytochemikoéw. Réwniez Towarzystwo od 1995 r.
jest formalnym wiascicielem czasopisma.

Wydawanie czasopisma odbywa sie z finansowg pomocg Komitetu Badan Na-
ukowych oraz z funduszy zebranych ze sprzedazy czasopisma. Do chwili obecnej
(sierpien 1996) Zarzad Fundacji nie otrzymat dotacji z Komitetu Badan Naukowych
na wydawanie czasopisma w roku biezacym, ale liczy na te wazng pomoc w drugim
potroczu. Otwarto subkonto Fundacji w PKO SA w Krakowie dla utatwienia Re-
daktorom prowadzenia czasopisma.
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Artykuty z "Folia" sg indeksowane w: Medline, Biological Abstracts, Excerpta
Medica, Index Medicus, SciSearch, Research Alert.

B. Postepy Biologii Komorki

Czasopismo ukazywato sie regularnie w dotychczasowej formie. W dalszym
ciggu wydawano suplementy. Suplementy ukazaty sie pod redakcja:

supl. 3. Zdzistaw Zak - Biotechnologia, wybrane zagadnienia z inzynierii kom—
rkowej, genetycznej i biatkowej,

supl. 4. Stefan Malepszy - Somatyczna embriogeneza i jej molekularno-ge-
netyczne uwarunkowania u roslin,

supl. 5. Andrzej Klein - 25-lecie IBM UJ, wybrane zagadnienia z biochemii,
biofizyki i biologii komorki,

supl. 6. Ryszard Stomski - Postepy badan DNA.

Zarzad i Redakcja "Postepéw" postanowity wydawac¢ suplementy w zwigzku
z dorocznymi konferencjami biologii komérki organizowanymi w Warszawie od
25 lat przez Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Polskiego
Towarzystwa Histo- i Cytochemikdéw oraz Redakcje "Postepéw".

Skiad czasopisma odbywa sie w dalszym ciggu w Wydawnictwie Fundacji »Roz-
woj SGGW « w Warszawie.

Merytoryczng piecze nad "Postepami” ma od 23 lat Polskie Towarzystwo Ana-
tomiczne oraz od 3 lat Polskie Towarzystwo Biologii Komorki. Zarzad Gtowny
Polskiego Towarzystwa Anatomicznego zdecydowat, ze o tytut wiasnosci czasopisma
"Postepy Biologii Komérki" powinna ubiega¢ sie Fundacja Biologii Komorki i
Biologii Molekularnej. Fundacja wystapita o wiasnosé tego tytutu, co zostato po-
zytywnie rozpatrzone (decyzja Sadu Wojewoddzkiego w Warszawie z 18 lipca 1995,
Nr 576/95). Przejecie czasopisma odbyto sie w porozumieniu z Zarzadem Gtéwnym
Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki.

Wydawanie czasopisma odbywa sie z finansowg pomocg Komitetu Badan Na-
ukowych oraz z funduszy zebranych ze sprzedazy czasopisma. Do chwili obecnej
(sierpiert 1996) Zarzad Fundacji nie otrzymat dotacji z Komitetu Badanh Naukowych
na wydawanie czasopisma w roku biezgcym, ale liczy na te wazng pomoc w drugim
po6troczu.

2. Wyr6znienia oraz pomoc w wyjazdach zagranicznych

W dalszym ciaggu dziatata stata Komisja Nagréd Fundacji pod przewodnictwem
prof. Zofii Osuchowskiej. Cztonkami Komisji sa:

prof, dr Barbara Sztabert-Grzelakowska, dr hab. Agnieszka Mostowska, prof,
dr Hieronim Bartel, prof. dr Stanistaw Moskalewski, prof, dr Jerzy Kawiak.

Komisja opracowata regulamin dorocznej nagrody Fundacji. Konkurs nagrod
w 1994 r. zostat ogtoszony w "Postepach Biologii Komorki" (1994; 21 zeszyt
3). Ogtoszono tez regulamin nagrody Fundacji w "Postepach" (22;429,1995).
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Za rok 1994 przyznano nagrode M. Kopaczowi, E. Karwatowskiej-Prokopczuk,
A. Beresewiczowi z Z. Fizjologii CMKP w Warszawie za prace "Reperfusion ar-
rhytmias and purine washout in isolated rat and rabbit heart effect of allopurinol,
dimethylurea, and calcium reduction" ogtoszong w J. Molec. Celi Cardiol 25; 859-
874,1993.

Zarzad zdecydowat, aby nagrode za rok 1995 przyzna¢ Redaktorom czasopisma
"Folia Histochemica et Cytobiologica™ prof. dr Janowi Litwinowi i doc. dr Barbarze
Bilinskiej za szczegdlng troske i zaangazowanie w redagowanie periodyku, dbatos¢
0 zachowanie wysokiego poziomu merytorycznego czasopisma oraz za doprowa-
dzenie formy czasopisma do poziomu $wiatowego i dopilnowanie regularnego uka-
zywania sie zeszytow.

Do Fundacji zwracaty sie o pomoc w wyjazdach na konferencje naukowg w
1995 pt. ""Mechanism of DNA repair: Association to transcription, replication and
recombination™ w Giens, Francja nastepujgce osoby: mgr. Anna Czajkowska oraz
p.Anna Bebenek, obie z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, oraz p. Zbigniew
Sroka z Katedry i Zaktadu Farmakognozji AM we Wroctawiu, ktory prosit o optacenie
wpisowego w Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego 1995 w War-
szawie.

Fundacja nie dysponowata wtedy funduszami, ktére umozliwityby realizacje tych

propozycji.

3. Organizacja Banku Linii Komorek ludzkich i zwierzecych oraz Ban-
ku Sond Molekularnych oraz wspomaganie konferencji krajowych

Zarzad w dalszym ciggu wspdlnie z Sieciag UNESCO/PAN czynit starania o
zdobycie funduszy na zorganizowanie w kraju kolekcji linii komérkowych i banku
sond molekularnych. Proponowano, by bank centralny linii komérkowych miescit
sie w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN im. L. Hirszfelda
we Wroctawiu, a filie banku byty w Instytucie Biologii Molekularnej UJ w Krakowie,
Zaktadzie Histologii AM w Gdansku i Z. Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie.
Centralny bank sond molekularnych planowano w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu, a filie w Zakladzie Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu i
Instytucie im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Czyniono starania o grant za-
mawiany w KBN przez Urzad Patentowy PR. Grantu na ten cel nie otrzymano
mimo, iz naszym zdaniem przyczynitoby sie to do wspdtpracy kilku osrodkow
w kraju zajmujacych sie biologig komérki, biologia molekularng, patologig ko-
maérkowag, schorzeniami nowotworowymi i podobnymi zagadnieniami.

Zarzad Fundacji z Zarzadem Sieci UNESCO postanowili zrezygnowaé z wspolnej
dziatalnosci w zakresie finansowego wspomagania organizacji zjazdow i konferencji
w kraju, poniewaz takie starania organizatorzy moga obecnie czyni¢ bezposrednio
w KBN.
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4. Finanse i inwestycje

Fundatorzy Fundacji w osobach: prof. dr Tadeusz Cichocki, prof. dr Andrzej
tukaszyk, prof. dr Andrzej Mysliwski oraz Przewodniczaca Rady Fundacji prof.dr
Zofia Osuchowska kontrolowali finanse Fundacji w maju 1994 r oraz we wrze$niu
1995 r.

Zarzad zakupit twardy dysk do komputera IBM oraz uzywang kserokopiarke.
Inwestycje te sg utatwieniem w pracy Zarzadu.

Prezes Fundacji: V-Prezes: Sekretarz:

Jerzy Kawiak Maciej Natecz Maciej Zabel

Warszawa, sierpienn 1996.
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Sprawozdanie przedstawione Komitetowi Cytobiologii PAN,
czerwiec 1996

Folia Histochemica et Cytobiologica

Redaktorzy'. Jan A. Litwin, Barbara Bilinska - Krakéw

Komitet Redakcyjny: Ern6 Bacsy (Budapest), Zofia Bielafska-Osuchowska (War-
szawa), Manfred Dietel (Berlin), Reinhart Gossrau (Berlin), Jzef Katuza (Krakéw),
Jerzy Kawiak (Warszawa), Wincenty Kilarski (Krakow), Aleksander Koj (Krakow),
Zdenek Lojda (Praha), Andrzej tukaszyk (Poznan), Hans Luppa (Leipzig), Ludwik
Malendowicz (Poznan), J6zef Niwelinski (Krakéw), Cornelis J. F. van Noorden
(Amsterdam), Kazuo Ogawa (Kyoto), Maria Olszewska (£6dz), Christoph Pilgrim
(Ulm), Mels van der Ploeg (Leiden), Aleksandra Przetecka (Warszawa), Dietrich
W. Scheuermann (Antwerpen), Jerzy Stachura (Krakdéw), Andrzej Vorbrodt (Staten
Island, NY).

W 1995 r. opublikowano 38 prac w tym:

- prac autoréw zagranicznych 9,

- prac zespotowych - autorzy polscy i zagraniczni 6,

- prac autoréw polskich 23.

Odrzucono 30% nadestanych manuskryptow

Ostatni impact factor za 1994 r. 0.122

Referowane w: Biological Abstracts, Excerpta Medica, Index Medicus, SciSearch,
Research Alert, Current Adv in Cell and Developmental Biology

Wiasnos¢: Polskie Towarzystwo Cytochemikéw i Histochemikow

Finansowanie: Dotacja KBN, dochody z prenumeraty, za odbitki autorskie i
barwne ilustracje poprzez Fundacje Biologii Komorki i Biologii Molekularnej; nie
ptaci sie honorariow redaktorom, recenzentom, autorom. Naktady finansowe w 1995
r. ok. 40 000 Nz

Postepy Biologii Komdarki

Redaktorzy' Szczepan Bilinski, Jerzy Kawiak, Maciej Kawalec, Wincenty Kilarski,
Jan Michejda, Maria Olszewska, Maciej Zabel

Komitet Redakcyjny: Zofia Osuchowska - przewodniczgca, M. Chorazy, L. Cie-
ciura, A. Horst, A.Koj, W. Korohoda, L. KuZnicki, O. Narkiewicz, A. Przelecka,
A. Stojatowska, L. Wojtczak

W 1995 r. opublikowano 25 prac i 11 w suplementach=36; w 1996 (zeszyty
1+2) 18 artykutéw. Odrzucono 20% nadestanych manuskryptéw

Wiasnos$é: Fundacja Biologii Komérki i Biologii Molekularnej w imieniu Pol-
skiego Tow. Anatomicznego i Polskiego Tow. Biologii Komorki

Finansowanie: Dotacja KBN, dochody z prenumeraty, za odbitki autorskie i
barwne ilustracje poprzez Fundacje Biologii Komérki i Biologii Molekularnej; nie
ptaci sie honorariéw redaktorom, recenzentom, autorom. Naktady finansowe w 1995
r. ok. 30 000 NZ.
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KOMUNIKATY

KURS CYTOMETRII

Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Cytometrii zawiadamia, ze w okresie:

10-13 czerwca 1997 r. odbedzie sie kurs cytometrii z udziatem wyktadowcow
Z zagranicy organizowany przez:

dr J. Dobruckiego w Instytucie Biologii Molekularnej UJ w Krakowie
@1-120 Krakéw, Al. A. Mickiewicza 3, tel. 34 13 05)

14-15 czerwca odbedzie sie zwigzana z kursem Konferencja na temat Cytometrii

w Warszawie; informacji udziela dr. J. Skierski pod adresem
Instytut Lekéw, 00-725 Warszawa, ul. Chetmska 30/34, tel. 41 29 89

Zarzad Polskiego Towarzystwa Cytometrii

Warszawa, grudzien 1996 r.



Komunikat Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczng
nagrode naukowg, w tym rowniez w roku 1996 i 1997, za wyrdzniajaca sie oryginalng
prace z zakresu biologii komérki, indywidualng lub zespotowg, wykonang wytgcznie
w krajowej placowce naukowej, opublikowang w ostatnich dwdch latach w cza-
sopismie figurujagcym w Current Content.

Zgtoszenia wraz z dwoma odbitkami nalezy kierowa¢ do dnia 15 listopada
kazdego roku pod adresem Fundacji. Regulamin nagrody ponizej.

Fundacja Biologii Komérki i Biologii Molekularnej
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa
tel. 34-03-44, fax 3404470

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

n 1. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyr6zniajacg sie,

oryginalng prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotowa,
wykonang wytacznie w krajowej placéwce naukowe.

i 2. Praca musi by¢ wydrukowana w czasopismie naukowym referowanym
w Current Content.

A 3. Praca powinna by¢ opublikowana nie wczesniej niz w ostatnich dwdch
latach poprzedzajacych nadanie nagrody.

N 4. Preferowane bedg prace miodych autorow.

A 5. Wysoko$¢ nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarzad Funda-
cji-

ii. 6. Zgtaszac prace do nagrody moze kazdy.

ii 7. Prace nalezy zgtasza¢ do Zarzgdu Fundacji ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa, pokoj 314 do 15 pazdziernika kazdego roku.

i 8. Ocene kwalifikujaca prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagrod
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajgc w razie potrzeby opinii specjali-
stow.

9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postepach Biologii Komorki".

i 10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu biologii komorki.
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WSKAZOWKI PRZYGOTOWANIA TEKSTU ARTYKULU
I RYSUNKOW

do publikacji w Postepach Biologii Komorki

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny byc¢ napisane w edytorze Word,
wersja 6.0 lub wczesniejsza.

Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢ réwniez umieszczone
osobno na dyskietce. Je$li autor dostarcza rysunki na dyskietce, powinny to byc
albo mapy bitowe (.TIF, ,PCX), albo pliki z Corela, wersja 5.0 lub wczes$niejsza.
Kazda wersja Worda i Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji
wczesniejszej.

ERRATA

Sprostowanie do artykutu pt. Zastosowanie technik cytogenetycznych do bio-
logicznego monitorowania narazenia na czynniki mutagenne - autorstwa: M. Sg-
siadek, M. Paprocka-Borowicz, R. Slezak opublikowanego w: Postepy Biologii
Komorki 1996; 23(3): 373-384.

Jest: Rys. 4. Przyktad komdrki dwujadrzastej z widocznym mikrojadrem
(zaznaczone strzatka)

Powinno byé: Rys. 4. Przyktad komérki dwujadrzastej z widocznym mikro-
jadrem (zaznaczone strzatkg - zdjecie pochodzi z pracy Surrellesa i wsp. [36])



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 23 1996(1-726)

NR 1
W tym Zeszycie * Postepow Biologii Komorki ¢ 1
BARCZYK A.: Cytogenetyka meskiej gametogenezy. Cze$¢ 2. Translokacje robertsonowskie i

inwersje 3
KWIATKOWSKA J., SLOMSKI R.: Powtdrzenia sekwencji mikrosatelitamych w genomie

cztowieka 19
SNIEZKO R.: Kierunki badan nad cytoszkieletem komérek roslinnych 31
SZUMIEL I.: Regulacja cyklu komérkowego w napromienionej komérce zwierzece 49
KOCIK J.: Udziat cytokin i innych mediatoréw w procesie gojenia rany 63
FRANCZAK A., KOTWICA G.: Fizjologiczna rola relaksyny 83
MALECKA-PANAS E.: Czynniki wzrostowe rodziny EGF i ich rola w karcino-

genezie jelita grubego 107
SOPEL M., MURAWSKI M., ZABEL M.: PTHrP (parathyroidformone-relatedpeptide)

- nowy peptydowy hormon o wielu funkcjach 127
Komunikaty 147
Errata 147

NR 2
W tym zeszycie 145
Wspomnienie po$Smiertne o prof. K. Stojatowskim 147
BANDOROWICZ-PIKULA J.: Rola aneksyn, biatek wigzacych Ca2+i fosfolipidy

w komérce - o fuzji bton biologicznych do przekazywania informacji 151
HAUS O.: Cytogenetyka przewlektej biataczki szpikowej. I. Przewlekta biataczka

szpikowa Ph-dodatnia [Ph(+) CML] 169

HAUS 0.: Cytogenetyka przewlektej biataczki szpikowej. Il. Cytogenetyczne podtypy przewle-
ktej biataczki szpikowej (CML); Ph-ujemna CML, mozaikowato$¢ Ph,

warianty translokacyjne Ph 183
KOWALCZYK D.: Analiza réznorodnosci receptoréw limfocytow T wigzacych

antygen w guzach litych 197
SZCZYGIEL M., KURPISZ M.: Struktura plemnikowego DNA ssakow 211
ZAK |.: Receptory adhezyjne 221
HINEK A., HINEK A.: Funkcje biologiczne receptora elastynowego 243
CZEKAJ P.: Interakcje receptorow hormonu tarczycy i pochodnych witamin A i D

z DNA 261
KRAJEWSKA W. M,, MLYNARSKI W., WOJCIK M.: Genetyczne podstawy

transformacji nowotworowej jelita grubego 279
SEOWINSKI J,, HARABIN-SEOWINSKA M, KALUZA J.: Zjawisko apoptozy

w uktazie nerwowym 299

Komunikaty 313
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NR 3

W tym zeszycie 317
MARLICZ W.: Trombopoetyna - odkrycie, wtasciwosci i potencjalne zastosowanie

kliniczne 319
JALOSZYNSKI P., KUJAWSKI M. SZYFTER K.: Nowa technika badania uszkodzen DNA -

comet assay 339
KUPCZYK P., SOWINSKI P., TRZECIAK W. H.: Diagnostyka molekularna zespotu

nadnerczowo-ptciowego 355
SASIADEK M., PAPROCKA-BOROWICZ M., SLEZAK R.: Zastosowanie technik cytogene-

tycznych do biologicznego monitorowania narazenia na czynniki mutagenne 373
GBUREK J., GOLAB K.: Cystatyny pochodzenia roslinnego 385
TRETYN A.: Biatka wiazace GTP: budowa i funkcje 399
ROZYNKOWA D.: Apoptoza do$wiadczalna: Modele indukcji in vitro i zastosowania 421
KOPEC-SLEZAK J.: Czynniki regulacyjne apoptozy 445
MADEJA Z., KOROHODA W.: Niektére zastosowania metody komputerowej analizy

obrazu (cytometrii obrazowej) w biologii komarki 457
SLOSAREK G., BARCISZEWSK IJ.: Struktura i funkcja systeminy - peptydu

0 wiasciwosciach hormonu roslinnego 477
Statut Polskiego Towarzystwa Cytometrii 491
Komunikaty 498

NR 4

Pamieci doktora Macieja Kawalca 503
W tym zeszycie 505
JAKOBISIAK M.: Niektore aspekty restrykcji MHC 507
JANA B., STEPIEN A.: Wplyw cytokin na hormonalng regulacje proceséw rozrodu 513
HEJNOWICZ Z.: Akwaporynowe kanaty wodne komdrek zwierzecych i roslinnych 529
ZEKANOWSKI C.: Nowe zastosowania peptydowych kwaséw nukleinowych 547
KAPUSTA P., KORDOWIAK A. M. : Receptory eikozanoidéw 559
STEPIEN E.: Czynniki warunkujace ukierunkowany wzrost neuronéw 577
WYROBA E., SURMACZ L.. Receptor beta-adrenergiczny: Budowa i istotne motywy

sekwencyjne 601
PUCICKA-HOFFMANN K, KOPIECZNA-GRZEBIENIAK E.: Budowa i funkcje

receptorow lipoprotein ze szczeg6lnym uwzglednieniem rodziny receptora LDL 615
KORDYLEWSKJ L.: Trojwymiarowa mikroskopia $wietlna 635
JAKUBOWSKA A, MURACH A. P.,, KOWALCZYK S.: Nowe czgsteczki sygnatowe

1zwiazki regulujace wzrost i rozwdj roslin 657
SOCHA K.: Wybrane zagadnienia z fizjologii i patologii komérki $rédbtonka 683
KITLINSKA J.,, WOJCIEROWSKJ.: Czasteczki adhezyjne w nowotworach jelita

grubego 705
Sprawozdanie z dziatalnosci zarzadu Fundacji Biologii Komarki i Biologii

Molekularnej za okres czerwiec 1994 - sierpied 1996 717
Komunikaty 722

Errata 725
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komorki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadajg za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie mogg by¢ bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktoréw odpowiedniej
specjalnosci, a do Redakcji w Warszawie tylko artykuty, ktére nie odpowiadajg zadnej z wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie z ostatnich 5 lat
(do 10% pozycji bibliograficznych starszych);

2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (liczac od
daty wystania do redakcji);

3) listy do redakcji (do 1strony maszynopisu).

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwoch egzemplarzach na adres redakcji w Warszawie badz jednego
z Redaktoréw (adresy na 2 str. okfadki). Maszynopis powinien by¢ pisany jednostronnie na papierze formatu A4 z
podwajna interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Strony powinny by¢ kolejno numerowane. Nadestanie tekstu
pracy, poprawionego po recenzjach, i rysunkéw (wskazoéwki w z.4/96 nas. 724) nadyskietce przyspieszy publikacje,

Pierwsza strona nie numerowana przeznaczona jest dla redakcji i powinna zawiera¢: imiona i nazwiska autoréw
oraz ich tytuty naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy wjezyku polskim i angielskim oraz
liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut
pracy wjezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego,
nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40
znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw) oraz stowa
kluczowe - 3 do 10 stow zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile s3 tam zawarte.
W tytule i streszczeniu mozna stosowac¢ jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy
rozpocza¢ od nowej strony.W tekscie nie zamieszczac tabel, schematow lub rysunkéw, ajedynie zaznaczy¢ otéwkiem
na marginesie ich lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i
numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism
podawa¢ nalezy wedtug Index Medicus (listy czasopism publikowane s corocznie w numerze styczniowym).
Powotanie w tekscie nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym
(np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schematéw i rysunkéw powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczegélnych rysunkdéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zatgczniki sa zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczeipniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza si¢ w niezmienionej formie.
Wszystkie zatgczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem géry i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowiazany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrdcenia jej w ciggu 3 dni. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymujg bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang praca, a ponadto moga zaméwi¢ odbitki odptatnie.

Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego wspétpracownikami.
Redakcja prosi takze gtownego Autora o dotgczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Treé¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakcii. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace, tak nie Dotgczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy

Jest zgoda oso6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sg zamieszczone w teksécie artykutu tak nie Odpowiadam za catos$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode nato, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postgpach Biologii Komérki" przechodzi na wtasno$¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakcii. podpis
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