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W tym zeszycie * Postepow Biologii Komorki -

W artykutach na stronach 303 i315 oméwiono metabolizm selenu w komarce.
Opisano jego znaczenie jako sktadnika centrum aktywnego peroksydazy
glutationowej. Enzym ten uczestniczy w obronie przed stresem oksydacyjnym.
Selen ma tez dziatanie antynowotworowe.

Najlepiej poznanym mechanizmem naprawy DNA jest naprawa przez wyci-
nanie. Funkcjonujgdwa rodzaje takiej naprawy. Jeden, zalezny od transkrypcji,
jest specyficzny dla nici przepisywanej. Drugi usuwa uszkodzenia z DNA
nieaktywnego transkrypcyjnie. Blizszy opis tych mechanizméw Czytelnik znaj-
dzie na stronie 325.

Znaczenie ewolucyjne komunikacji miedzykomoérkowej przez potgczenia
szczelinowe, jawi sie nam w perspektywie ich obecno$ci w wiekszosci tkanek
(artykut na stronie 339). Tylko nieliczne populacje komdérek sa pozbawione
potaczen szczelinowych, stanowigcych kanaly lub ich zespoty. Takie potgcze-
nia zapewniajg ciggto$¢ cytoplazmatyczng potaczonych komdrek. Nie majg
takich potagczen komérki krwi oraz miesni szkieletowych.

Budowe i funkcje biatek surfaktantu ptucnego znajdzie Czytelnik na stronie
375.
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METABOLIZM SELENU W KOMORCE
I ORGANIZMIE CZLOWIEKA

METABOLISM OF SELENIUM IN CELL AND ORGANISM

Halina Matgorzata ZBIKOWSKA

Katedra Biochemii Ogo6lnej, Instytut Biochemii UL, £6dz

Streszczenie: Selen jest niezbednym pierwiastkiem $ladowym znanym przede wszystkim jako sktadnik
centrum aktywnego peroksydazy glutationowej - enzymu uczestniczacego w procesie obrony organizmu
przed stresem oksydacyjnym. Selen jest dostarczany do organizmu w formie organicznej gtéwnie jako
selenometionina i selenocysteina oraz nieorganicznej w postaci seleninéw i seleniandw. Biologiczna
aktywnos$¢ Se zalezy zaréwno od ilosci, jak i formy spozywanego selenu, a takze od sposobu metabo-
lizowania tego pierwiastka w organizmie. W niniejszej pracy przedstawiono obecny stan wiedzy
dotyczacy metabolizmu zwigzkéw selenu u bakterii iro$lin oraz u ssakéw, ze szczegélnym uwzglednie-
niem roli grup tiolowych w tym procesie. Omoéwiono tez sposoby oznaczania selenu w organizmie
cztowieka.

Stowa kluczowe: selenin, selenian, glutation, selenodiglutation, metabolizm seleninu, selenobiatka

Summary: Selenium is an essential trace element known to constitute an active center of glutathione
peroxidase - an enzyme protecting different compartments of the organism from oxidative stress.
Selenium enters the organism either in organic form (e.g. selenomethionine and selenocysteine) or as
inorganic compounds mainly sodium selenite and selenate. Biological activity of selenium depends on
the amount and chemical forms of the element in the diet as well as its metabolic pathways in human
organism. In this paper metabolism of selenium compounds in bacteria, plants and mammals, and
especially the role of thiols in this process are described. Some ways of determination of selenium status
in humans are also discussed.

Key words: selenite, selenate, glutathione, selenodiglutathione, selenite metabolism, selenoproteins

Wykaz stosowanych skrotow: APS - adenozyno-5’-fosfosiarczan, DM Se - dimetyloselenek, DM SeO -
dimetyloselenotlenek, DM SO - dimetylosulfotlenek, GR - reduktaza glutationowa, GSH - glutation,
GSH-Px - peroksydaza glutationowa, GSSG - disulfid glutationu, GSSeH - glutationyloselenol,
GS-Se-SG- selenodiglutation, PAPS - adenozyno-3’-fosfo-5’-fosfosiarczan, SeCys - selenocysteina,
SeM et- selenometionina, TMSe+-jon trimetyloseleniowy, Trx - tioredoksyna
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1. WSTEP

Selen (Se) jest pierwiastkiem nalezgcym do VI grupy uktadu okresowego i pod
wzgledem wiasciwosci chemicznych wykazuje bliskie pokrewienstwo do siarki.
Poglad o wylgcznie toksycznym dziataniu selenu na organizmy zywe utrzymywat
sieg az do roku 1957, kiedy to Schwartz i Foltz po raz pierwszy zwrdcili uwage
na jego niezhedno$¢ w pozywieniu [51]. Od tego czasu selen jest zaliczany do
pierwiastkéw Sladowych o istotnym znaczeniu zaréwno dla zwierzat, jak icztowieka.
Wyjatkowe zainteresowanie tym pierwiastkiem datuje sie od odkrycia w 1973 roku,
ze wchodzi on w skiad centrum aktywnego peroksydazy glutationowej - enzymu
uczestniczagcego w procesie obrony organizmu przed stresem oksydacyjnym [19,
48]. Najwczesniej poznanym dowodem $wiadczacym o znaczeniu selenu w diecie
cztowieka byta jego rola w zapobieganiu choroby Keshan (kardiomiopatie u dzieci
i miodziezy) i choroby Kashin-Beck (zwyrodnienie staw6w) wystepujacych w re-
gionach Chin o bardzo niskiej zawartosci selenu w glebie [20]. Badania epide-
miologiczne oraz badania przeprowadzane na zwierzetach laboratoryjnych wskazuja,
ze niedoboér selenu w diecie moze by¢ zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem za-
chorowalnosci na niektére typy nowotworédw [6] oraz na choroby uktadu krazenia
[32, 55], chociaz dane na ten temat sg kontrowersyjne [22, 39, 49, 61]. Stwierdzono
ponadto, ze selen petni role komérkowego antyoksydanta [8, 12], wykazuje dziatanie
ochronne przed toksycznos$cig metali ciezkich, miedzy innymi rteci [9, 25, 34] i
cisplatyny - leku antynowotworowego [2, 41]. Selen ma takze witasciwos$ci anty-
karcynogenne [14] i antymutagenne [52]. Zwraca sie uwage na korzystne dziatanie
selenu w schorzeniach serca [33]. Pierwiastek ten wzmaga réwniez funkcjonowanie
uktadu odpornosciowego [31, 59], dziata przeciwwirusowo i tagodzi przebieg cho-
roby u pacjentéw zarazonych wirusem HIV [50]. Ostatnio wykazano, ze selen
w formie selenianu sodowego wykazuje dziatanie insulinopodobne (obniza poziom
glukozy w osoczu) u szczuréw z cukrzycg wywotang streptozotocyng [3, 38]. Selenin
sodowy, podobnie jak insulina, hamuje stymulowany glukagonem rozpad glikogenu
w watrobie szczura [47].

W wiekszych stezeniach, o czym mowa nizej, zwigzki selenu sg bardzo toksyczne
zaréwno dla zwierzat, jak i dla cztowieka. W przeciwienstwie do wiekszosci pier-
wiastkow Sladowych selen charakteryzuje sie bardzo niewielka granica bezpieczen-
stwa miedzy niedoborem a dawka toksyczng [7, 20] (tab. 1). Selen o stezeniu
powyzej 1pM w formie seleninu sodowego hamuje proliferacje komaérek, replikacje
DNA i synteze biatek [53], moze tez by¢ czynnikiem mutagennym [1]. Nadmiar
selenu (seleninu), moze réwniez prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego i wzmozenia
peroksydacji lipidow [11] oraz do tworzenia komplekséw z metalami (gtéwnie
z cynkiem), ktére odktadane w niektérych komdérkach moézgu i przednim placie
przysadki moga prowadzi¢ do dysfunkcji tych organéw [26].
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*
TABELA 1 Zapotrzebowanie cztowieka na selen

Wyszczegdlnienie pg / dobe PiSmiennictwo
Dzienne zapotrzebowanie (USA) 50-70 [7, 20]
Minimalne zapotrzebowanie (Nowa Zelandia) 20 [7,20]
Zalecana niezbedna i bezpieczna dawka uzupetniajgca 50-200 [10]

Zalecana ilo$¢ w zywieniu pozajelitowym 20-150 [20]

Dawka toksyczna powyzej 600 [71

Prawidtowe stezenie Se w surowicy: 1-1,2 pM

* Ustalenie zakresu norm stezen selenu oraz poziomu jego dziennego zapotrzebowania dla okre$lonej
populacji jest trudne ze wzgledu na zréznicowang zawarto$¢ tego pierwiastka w ekosystemach, jak i
rézng biodostepno$¢ poszczegdlnych form Se.

Badania epidemiologiczne prowadzone w latach osiemdziesigtych w krajach
skandynawskich, a ostatnio rozszerzone na kraje Europy Zachodniej i Srodkowej
- Austrie [58], Wtochy [42] i Czechy [36], wskazujg na istotng role okre$lonej
podazy selenu na stan zdrowia populacji. Ustalona niezbedna i jednocze$nie bez-
pieczna dla cztowieka dawka selenu waha sie od 50 do 200 pg/dobe w zaleznoSci
od regionu [40], 70 pg dla mezczyzn i 55 pg dla kobiet (ok. 0,87 pg/kg masy
ciata/dobe) [46]. Swiatowa Organizacja Zdrowia zaleca spozywanie Se w ilosci
40-100 pg/dobe [43], aw USA proponowano wieksza dobowg ilo$¢ selenu 250-350
pg [10]. Taka ilo$¢ jest konieczna do uzupeinienia ubytku selenu wydalanego
dziennie przez zdrowy organizm w normalnych warunkach zycia. Wiele czynnikéw,
takich jak: ciagza, wiek, poziom witaminy E czy stres oksydacyjny, moze jednak
wpltywaé na zwiekszone zapotrzebowanie na selen [10, 63]. Nierbwnomierne roz-
mieszczenie selenu na kuli ziemskiej sprawia, ze jego pobieranie z pozywieniem
ipoziom we krwi rézni sie w réznych populacjach ludzi nawet o dwa rzedy wielkosci.
Niska zawarto$¢ selenu w glebie stwierdzono na terenach Chin w regionie Keshan,
niskie stezenie tego pierwiastka wystepuje takze w Europie, gtéwnie w Skandynawii,
w niektorych czesciach USA oraz w Nowej Zelandii. W Finlandii, w celu podniesienia
zawartosci selenu w produktach rolnych od 1984 roku stosuje si¢ nawozenie upraw
z dodatkiem selenianu sodowego [13, 17].

2. METABOLIZM SELENU U BAKTERII | ROSLIN

Selen w przyrodzie wystepuje zaré6wno w formie nieorganicznej, jak i organicznej
(tab. 2). Gtéwng role w transformacji obu form odgrywajag mikroorganizmy ucze-
stniczace w obiegu selenu na Ziemi. W warunkach tlenowych, w wodzie oraz
glebie, selen wystepuje gtdwnie w formie selenianu (Se6+) i seleninu (Se +). Jedng
z podstawowych reakcji przeprowadzanych przez liczne bakterie, m.in. Salmonella
sp. i Veillonella sp., jest redukcja seleninu do selenu pierwiastkowego (Se°). Re-
dukcje selenianu do seleninu moga przeprowadzaé¢ bakterie redukujgce siarczany
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Tabela 2. Powszechnie wystepujace nieorganiczne i organiczne zwigzki selenu

W z6r chemiczny Nazwa

Se02 dwutlenek selenu
H2Se03 kwas selenawy
FLSeOgq kwas selenowy
Na25e03 selenin sodowy
Na2Se04 selenian sodowy
GS-Se-SG selenodiglutation
GS-Se-H glutationyloselenol

H 2Se selenek wodoru
CH3Se-H metyloselenol
(CH3)2Se dimetyloselenek
(CH?3)3Se+ jon trimetyloseleniowy
(CH3)2Se0 dimetyloselenotlenek
H-Se-CH2CH(NH2)COOH selenocysteina
CH3-Se-CH2-CH2-CH-(NH2)COOH selenometionina
COOH(NH2CHCH2Se-Se-CH2CH(NH2)COOH selenocystyna
NH2-CH2-CH2-Se-Se-CH2-CH2-NH2 selenocystamina
CH3-Se-CH2-CH(NH2)COOH Se-metyloselenocysteina
H-Se-CH2-CH2-CH(NH2)COOH selenohomocysteina

COOH-CH(NH2)-CH2-Se-CH2-CH2-CH(NH2)COOH selenocystationina

[27]. Dalsza redukcja SeO do selenku (Se2’) zachodzi przypuszczalnie tylko drogg
biosyntezy, prowadzac do powstawania selenoaminokwaséw i selenobiatek.

Forma selenu najlepiej przyswajalng z gleby przez wiekszos¢ roslin jest selenian,
w mniejszym stopniu rowniez selenin. Istniejg rosliny, ktére majg wyjatkowg zdolnos¢
gromadzenia selenu (niektore gatunki z rodzajoéw: Astragalus, Xylorrhiza, Oonopsis
czy Stanleya). W takich roslinach, zwanych akumulatorami selenu, zawarto$é tego
pierwiastka dochodzi azdo 2-3 % suchej masy. Selen magazynowany jest w roslinach
w formie aminokwaséw, sposrod ktérych oprécz powszechnie wystepujacej sele-
nometioniny iselenocysteiny stwierdzono réwniez obecnos¢ rzadkich aminokwaséw,
takich jak: Se-metyloselenocysteina, selenocystationina, selenocystyna i selenoho-
mocysteina [56, 62] (tab. 2). Rosliny, ktére nie akumulujg selenu (trawy, zboza),
pobrany z gleby nieorganiczny selen metabolizujg do selenometioniny - wolnej
lub wbudowanej do biatek. Biologiczna degradacja organicznych zwigzkéw selenu
prowadzi do réznych produktdw koncowych, takich jak: Se0, selenki i metyloselenki.
Lotny dimetyloselenek jest forma selenu najczesciej wydzielang do atmosfery przez
rosliny akumulujgce selen oraz przez mikroflore gleby [62].

3. METABOLIZM SELENU U SSAKOW

Biologiczna aktywno$¢ selenu jako niezbednego sktadnika pozywienia cztowieka
i zwierzat, a takze jego dziatanie toksyczne i antynowotworowe zalezg przede wszy-
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stkim od sposobu metabolizowania tego pierwiastka w organizmie. Ze wzgledu
na chemiczne podobieristwo selenu i siarki wiele danych wskazuje, ze metabolizm
obu pierwiastkow przebiega tym samym lub podobnym szlakiem. Mimo to przemiana
selenu u ssakéw nadal nie jest dostatecznie poznana. Hipotetyczny schemat tego
procesu wg Sunde [56] oraz Spallholza [54] przedstawiono na rysunku 1. Zwierzeta,
w przeciwienstwie do mikroorganizméw i roslin, nie potrafig syntetyzowac sele-
nometioniny (SeMet) bezposrednio z nieorganicznego selenu. Selenocysteina (Se-
Cys) moze by¢ syntetyzowana z SeMet, podobnie jak cysteina z metioniny [15]
lub podczas syntezy selenobiatek z nieorganicznych form selenu [56]. Degradacja
SeMet prawdopodobnie zachodzi, wsp6lnym dla metioniny szlakiem, na drodze
transaminacji przy udziale enzymu podobnego do L-metionino-y-liazy (EC 4.4.1.11),
opisanego przez Esaki i wsp. [15]. Selenocysteina jest metabolizowana innym niz
cysteina szlakiem, przy udziale specyficznego enzymu, okre$lonego przez Esaki
i wsp. [16] jako selenocysteino-|3-liaza. Enzym ten rozklada SeCys do alaniny i
selenku wodoru. Jedynym dobrze poznanym szlakiem metabolizmu selenu u zwierzat
jest stopniowa redukcja seleninu do selenku, a nastepnie jego metylacja [2, 54,

Rys. 1. Schemat metabolizmu nieorganicznych i organicznych zwigzkéw selenu u ssakéw
(wg Sunde [56]i Spallholza [54], zmodyfikowano)
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56]. Niewiele wiadomo na temat konwersji selenianu do seleninu. Mozliwe, ze
w reakcji tej uczestniczg analogi adenozyno-5’-fosfosiarczanu (APS) i (lub) ade-
nozyno-3’-fosfo-5’-fosfosiarczanu (PAPS) [56].

Pierwszym etapem na szlaku przemiany seleninu w komorce jest chemiczna
(nieenzymatyczna) reakcja seleninu z glutationem (GSH) i utworzenie selenodi-
glutationu (GS-Se-SG). Jedna czgsteczka seleninu reaguje z czterema czgsteczkami
GSH. In vitro selenin moze reagowac réwniez z innymi niskoczasteczkowymi tiolami
(cysteina, merkaptoetanol) tworzac odpowiednie selenotrisulfidy, ale nie wiadomo
jeszcze czy reakcja taka zachodzi takze in vivo [21]. Przypuszczalnie interakcja
seleninu z innymi tiolami mogtaby mie¢ znaczenie fizjologiczne w warunkach ob-
nizonego poziomu GSH w kom@érce. Selenodiglutation, w obecnosci reduktazy glu-
tationowej (GR), ulega dalszej przemianie do glutationyloselenolu (GS-SeH).
Sugeruje sie, ze w reakcji tej moze bra¢ udziat réwniez tioredoksyna (Trx), po-
wszechnie wystepujacy enzym o masie czasteczkowej 12 kDa, wykazujacy szeroka
specyficzno$¢ substratowg [4, 5, 35]. Tioredoksyna ssakéw lub caty ukitad tiore-
doksyna/reduktaza tioredoksyny (TR; EC 1.6.4.5) redukuje zaréwno selenin, jak
i GS-Se-SG do selenku (HSe~). Selenek wodoru jest wspolnym posrednim me-
tabolitem powstajacym w przemianie wszystkich form selenu w komoérce i zaleznie
od zapotrzebowania na Se, moze by¢ wykorzystany do syntezy selenobiatek lub
dalej metabolizowany w procesie metylacji. Metylacja selenku zachodzi stopniowo
poprzez metyloselenol (CH3SeH) do dimetyloselenku (DMSe), lotnej formy Se
wydalanej przez ptuca ijonu trimetyloseleniowego (TMSe+), ktéry jest wydalany
z moczem. Uwaza sie, ze metylowane formy selenu (DMSe oraz TMSe+), chara-
kteryzujace sie niewielka toksycznoS$cia, sa produktami detoksykacji zwigzkéw se-
lenu w organizmie [23]. Metyloselenki nie sg, jak poczatkowo sgdzono, biologicznie
nieaktywne. Goeger i Ganther [23] prowadzac badania na komdrkach watroby szczura
wykazali, ze metylotransferaza betaina.homocysteina (EC 2.1.1.5), lub enzym do
niej podobny, przeprowadza demetylacje TMSe+do DMSe. Reakcja transmetylacji
dla TMSe+ (reakcja 1) moze przebiega¢ analogicznie jak dla betainy (reakcja 2):

(CH3)3Se++ homocysteina —(CH3)2Se + metionina 1)
(CH3)sN+CH2COCTr + homocysteina -» (CH3)2HN+CH2COCr + metionina (2)

Z kolei dimetyloselenek jest substratem dla mikrosomalnej monooksygenazy
flawinowej (FMO), ktéra utlenia go do dimetyloselenotlenku (DMSeO) [24]. Rola
reakcji utleniania DMSe do DMSeO w biologicznej aktywnos$ci selenu jak dotad
jest niewyjasniona. Mozliwe, ze odwracalne reakcje utleniania i metylacji sa forma
regulacji ilosci wydalanego przez ptuca dimetyloselenku.
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4. OCENA POZIOMU SELENU W ORGANIZMIE
CZLOWIEKA

Z powodu znacznych réznic w spozywaniu selenu, aby zapewni¢ niezbedna i
jednoczes$nie bezpieczng ilos¢ tego pierwiastka u ludzi, konieczne jest opracowanie
sposobu monitorowania poziomu selenu w organizmie. Jak dotgd niedobdr badz
nadmiar selenu w organizmie cztowieka mozna stwierdzi¢ jedynie metodami po-
Srednimi. Okresla sie stezenie selenu w ptynach ustrojowych (osocze, krew) [30,
55, 64] i w dostepnych tkankach, np. we wosach i w paznokciach [22], lub poprzez
oznaczanie aktywnosci peroksydazy glutationowej (GSH-Px) w osoczu i elementach
morfotycznych krwi (erytrocyty, ptytki) [37]. Ze wzgledu nato, ze catkowita ekspresja
aktywnosci GSH-Px wystepuje juz przy niewielkim spozyciu selenu, czesto znacznie
nizszym niz przecietna dawka, w praktyce ta metoda nie zawsze moze by¢ wy-
korzystana do oceny zawarto$ci Se w organizmie. Przy wyzszych dawkach spo-
zywanego selenu aktywno$¢ enzymu nie odzwierciedla rzeczywistej ilosci tego
pierwiastka w ustroju. Bezposrednie oznaczanie Se tez nie daje powtarzalnych wy-
nikéw, nawet w warunkach statej diety selenowej. Badania ostatnich lat wykazaty,
ze dobrym wskaznikiem poziomu selenu u ludzi moze by¢, obok aktywnos$ci GSH-PXx,
pomiar stezenia selenobiatka P w osoczu [28, 45]. Na“uwag”zastuguja réwniez
préby zastosowania izotopéw selenu, gtéwnie 74Se, 76Se i 7Se do oznaczania
metabolizmu Se w organizmie [18, 60]. W odréznieniu od radioaktywnego 7°Se,
izotopy te nie emitujg promieniowania i wobec tego nie sg szkodliwe dla zdrowia.
Prace z zastosowaniem izotopow selenu byly prowadzone gtdwnie przez badaczy
amerykanskich [29, 44, 57]. Przy zalozeniu, ze w organizmie sg obecne dwie bio-
chemicznie rézne pule selenu - wymienialna i zmagazynowana, oznaczano ilos¢
znakowanego selenu wydalanego z moczem i katem w okreslonym czasie po podaniu
znacznika ( rys. 2). W skitad pierwszej puli metabolicznej (1) selenu wymienialnego
(Se-EMP, ang. selenite-exchangeable metabolic pool) wchodzg wszystkie funkcjo-
nalnie wazne zwiazki selenu, posrednie i koncowe, powstajgce w czasie jego prze-
miany. Natomiast pule zmagazynowang (2) stanowig biatka zawierajgce sele
nometionine. Obliczona tg metodg ilo$¢ selenu obecnego w puli metabolicznej w
okreslonym czasie byta zalezna od dawki spozytego selenu, a uzyskane wyniki
poréwnywalne z poziomem selenu oznaczonym innymi metodami [29]. Wyko-
rzystanie tej metody na szerszg skale wymaga jednak dalszych badan.
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Rys. 2. Schemat metabolizmu seleninu w organizmie cztowieka (wg Janghorbani i wsp. [29], zmodyfi-

kowano): GSH-Px - peroksydaza glutationowa, Se-P - selenobiatko P, Se-W - selenobiatko W, GS-Se-

SG - selenodiglutation, Se" —selenek, DMSe - dimetyloselenek, TMSe+ - jon trimetyloseleniowy,
Se-EM P- wymienialna metaboliczna pula selenu
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ANTYKARCYNOGENNE DZIALANIE SELENU

CARCINOSTATIC ACTIVITY OF SELENIUM

Halina Malgorzata ZBIKOWSKA
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Streszczenie: Toksyczne wiasciwos$ci selenu byty znane duzo wczeéniej, zanim w 1957 roku wykazano,
ze jest on pierwiastkiem niezbednym do zycia zwierzat. Typowym objawem zatrucia obserwowanym u
zwierzat hodowlanych, spozywajacych rosliny rosngce na obszarach o duzej zawartosci selenu w glebie,
jest choroba alkaliczna i $lepa kotowacizna. Znacznym postepem w wyjasnieniu mechanizmu toksycz-
nego dziatania selenu na komorki i organizm byto odkrycie, ze reakcji utleniania glutationu przez selenin
towarzyszy powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego. Badania przeprowadzone na zwierzetach
wykazaty, ze selen w wysokich dawkach wykazuje dziatanie antynowotworowe. Badania epidemiolo-
giczne takze wskazujg na czestsze wystepowanie choréb nowotworowych w populacjach zamieszkuja-
cych obszary o niskiej zawarto$ci selenu w glebie. W pracy zebrano najnowsze dane na temat
toksycznego dziatania selenu na organizm oraz mechanizmu cytotoksycznosci i aktywnosci karcynosta-
tycznej nieorganicznych i organicznych zwigzkéw selenu.

Stowa kluczowe: zwigzki selenu, anionorodnik ponadtlenkowy, toksyczno$é, hamowanie karcynogene-
zy

Summary: Selenium toxicity was known many years before its essentiality for animals was established
in 1957. Selenium toxicity in livestock invoked by ingestion of plants growing in soils that contained
high levels of selenium is manifested in alkali disease and blind staggers. The observation that oxidation
of glutathione by selenite produces superoxide anion made a big progress in explaining the mechanism
of selenium toxicity in cells and organisms. On the other hand it was shown that high doses of selenium
have protective action against cancer in a wide variety of animal models. Human epidemiological studies
also indicate a higher incidence of cancer in geographical areas poor in selenium. The present paper
describes information from the current literature on selenium toxicology and cytotoxicity as well as
carcinostatic activity of inorganic and organic selenium compounds.

Key words: selenium compounds, superoxide anion, toxicity, carcinostasis

Wykaz stosowanych skrétéw: BSC - selenocyjanian benzylu, GSH - glutation, GS-Se-SG - selenodi-
glutation, O2— anionorodnik ponadtlenkowy, PGE?2 - prostaglandyna, R-SeH - selenol, R-Se-R -
selenoeter, RS-Se-SR - selenotrisulfid, SeCys - selenocysteina, SeMet - selenometionina, TPSeCl -
chlorek trifenyloseleniowy, p-X SC - |,4-fenyleno-bis-(metyleno)selenocyjanian
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1. WSTEP

Selen jest mikroelementem niezbednym do prawidiowego funkcjonowania or-
ganizméw zywych, ale podawany w stezeniach powyzej 600 pg/dobe - dawce
nieznacznie przekraczajgcej dzienne zapotrzebowanie organizmu (50-200 pg) jest
jednym z najbardziej toksycznych pierwiastkéw. Toksyczne wiasciwosci selenu
byty znane duzo wczes$niej, zanim w 1957 roku po raz pierwszy wykazano, ze
jest niezbedny w zywieniu zwierzat. Ostre zatrucia selenem objawiaja sie nagta
dusznoscig, czestoskurczem, biegunka, krancowym wyczerpaniem, a nawet Smiercig
[39]. Juz w latach trzydziestych naszego stulecia wykazano, ze niektére regionalne
choroby zwierzat hodowlanych sag nastepstwem zatru¢ selenem w wyniku spozycia
przez nie paszy o wysokiej zawartosci tego pierwiastka. Typowym objawem zatrucia
jest choroba alkaliczna i $lepa kotowacizna (ang. alkali disease i blind staggers).
Zwierzeta tracg tez sier$é, nastepujg deformacje i gubienie racic oraz zmiany w
gtéwnych narzadach wewnetrznych. Zatrucie selenem u ludzi zdarza sie raczej
rzadko, chociaz w pewnym regionie Chin w latach 1961-1964 zanotowano przypadkKi
ostrego zatrucia i $Smierci ponad stu os6b na skutek spozywania artykutéw zyw-
nosciowych wyprodukowanych naglebie zbardzo wysoka zawartos$cig selenu. Dzien-
ne spozycie selenu natym obszarze dochodzito do 5 mg [42]. W niektorych gateziach
przemystu np. elektronicznym, fotograficznym, przy produkcji kolorowego szkia
pracownicy sg zawodowo narazeni na dziatanie zwigzkdw selenu [7]. Coraz wigksze
zanieczyszczenie srodowiska prowadzi rowniez do wzrostu stezenia selenu przede
wszystkim w glebie i wodzie. Bioakumulacja selenu poprzez tanicuch pokarmowy
jest szczego6lnie niebezpieczna w ekosystemach wodnych [36]. Z drugiej strony
dajgca sie zauwazy¢ w ostatnim dziesiecioleciu moda na wzbogacanie zywnosci
w selen na terenach o niskiej jego zawartosci oraz profilaktyczne i lecznicze sto-
sowanie selenu, stwarzajg niebezpieczenstwo przedawkowania.

2. MECHANIZM TOKSYCZNOSCI SELENU

Toksycznos$¢ selenu od lat budzi kontrowersje. Przyczyny, jak i mechanizm to-
ksycznego dziatania zwigzkéw selenu na komérke, a tym samym na organizm
nie sa do konca poznane. Wiadomo, ze wrazliwo$¢ poszczeg6lnych organizmow
na toksyczne dziatanie selenu znacznie sie rdzni. 1los¢ i chemiczna forma spo-
zywanego selenu wptywa najego poziom we krwi, jak réwniez na sposéb wigzania
z biatkami poszczeg6lnych tkanek [3,4]. Juz w latach czterdziestych zwrécono
uwage na interakcje seleninu z tiolami. Blizsze badania na ten temat prowadzit
pézniej m.in. Ganther [10], ktory toksycznos¢ selenu przypisywat reakcji z grupami
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-SH biatek i tworzeniu selenotrisulfidow (RS-Se-SR) analogicznie do selenodi-
glutationu (GS-Se-SG) wg reakcji:

4 GSH + H2Se03 — GS-Se-SG + GSSG + 3 H20

Znacznym postepem w wyjasnieniu mechanizmu toksycznego dziatania selenu
byto odkrycie przez Seko i wsp. [29] faktu, ze reakcji seleninu z GSH towarzyszy
tworzenie anionorodnika ponadtlenkowego (rys. 1).

Rys. 1 Powstawanie anionorodnika ponadtlenkowego w reakcji seleninu z glutationem
(wg Seko i wsp. [30])

Dalsze badania wykazaty, ze w reakcje ze zredukowanym glutationem (a takze
innymi niskoczgsteczkowymi tiolami), ktérej towarzyszy generowanie anionorodnika
ponadtlenkowego, wchodzg réwniez: dwutlenek selenu, selenocystyna, selenocy-
stamina. Natomiast zwigzki, takie jak selenian i selenometionina, nie reagujg z
GSH. Chociaz dane dotyczace toksycznosci poszczeg6lnych selenozwigzkéw sg
kontrowersyjne, znaczenie interakcji z tiolami itworzenie rodnikdw w mechanizmie
toksycznos$ci selenu wydajg sie niezaprzeczalne [17, 29, 32, 33, 41]. Wedtug Spal-
lholza [33] toksycznosé wykazujg selenin i dwutlenek selenu, tworzace z tiolami
selenotrisulfidy. Toksyczne sg réwniez diselenidy, takie jak selenocystyna i sele-
nocystamina, ktére z kolei w obecnosci zwiazkdw tiolowych ulegaja redukcji do
selenoli (RSeH). Selenian i zwigzki typu selenoeteréw (R-Se-R) nie reagujg z GSH
i nie tworza rodnikow, dlatego in vitro nie sg toksyczne. W warunkach in vivo
natomiast ich toksycznos¢ jest prawie taka sama jak seleninu, gdyz najprawdopo-
dobniej sg redukowane odpowiednio do seleninu albo selenoli i wchodzg we wspélny
szlak metabolizmu selenu, prowadzacy ostatecznie do selenku.

3. AKTYWNOSC ANTYNOWOTWOROWA SELENU

Badania ostatnich lat wykazuja, ze toksycznos$¢ selenozwigzkow jest bezposrednio
zwigzana z antynowotworowg aktywnoscig selenu [33]. Podawanie selenu zwie-
rzetom doswiadczalnym hamuje nowotwory m.in.: sutka, trzustki, watroby, okrez-
nicy, ptuc oraz skoéry [27]. Udowodniono, ze selen w rdznych formach hamuje
wzrost wielu typow komdrek nowotworowych, indukowanych badz transplanto-
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TABELA 1 Cytotoksyczno$é selenodiglutationu
11vitro

Typ komoérek nowotworowych
Rak ptuc

Gruczolakorak sutka
Gruczolakorak okreznicy
Czerniak

R

wanych zaréwno in vitro, jak i in vivo
[2, 5, 8, 12, 13, 14, 15, 23, 26]. Cyto-
toksycznos¢ zwigzkow selenu jest zroz-
nicowana. Najbardziej cytotoksyczny
okazat sie selenodiglutation, zwigzek
posredni powstajacy w komorce w wy-
njku reakcji seleninu z GSH. W tabeli

1 zestawiono tyﬂ}’J komdrek nowotwo-

rowych, ktérych wzrost byt hamowany
przez GSSeSG. Podobng cytotoksycz-
noscig in vitro (komorki guza Ehrlicha, komérki leukemiczne L1210 myszy) cha-
rakteryzowat sie selenin, nieco mniejszg selenocystyna i selenian. Najmniejszg cyto-
toksyczno$¢ wykazywaty metyloselenki i selenometionina [33]. Ogromna ilos¢
przeprowadzonych badan na réznych komdrkach i z zastosowanim réznych metod
oceny cytotoksycznoSci sprawia, ze uzyskane wyniki sg kontrowersyjne. Ip i White
[16] na przykiad nie stwierdzili zadnych réznic w antykarcynogennej aktywnosci
badanych nieorganicznych (selenian, selenin, dwutlenek selenu) iorganicznych (Se-
Met, SeCys) selenozwigzkéw. Stabsze, w porownaniu z seleninem, dziatanie sele-
nometioniny, obserwowane przez wiekszo$¢ badaczy mozna ttlumaczyé niespe-
cyficznym wigczaniem tego aminokwasu do biatek. W ten spos6b SeMet wchodzitaby
w pule selenu metabolicznie nieaktywng [12, 13]. Potwierdzeniem tej hipotezy
moze by¢ obserwacja, ze u zwierzat doSwiadczalnych karmionych SeMet wiekszos$é
selenu w tkankach (szczegdlnie w mie$niach szkieletowych) jest zmagazynowana
w postaci tego aminokwasu [3]. Jest jeszcze inne mozliwe wyttumaczenie mniejszej
aktywnos$ci SeMet. U zwierzat karmionych seleninem obserwowano podwyzszenie
poziomu glutationu, podczas gdy podawanie selenu w formie SeMet nie powodowato
zadnych zaktécen w metabolizmie tego zwiagzku. Przypuszczalnie zmiany powo-
dowane seleninem moga by¢ wynikiem odpowiedzi adaptacyjnej organizmu [12,
37].

Wrazliwo$¢ poszczegblnych komoérek nowotworowych na toksyczne dziatanie
zwigzkow selenu réwniez nie jest jednakowa. Moze to by¢ spowodowane rozng
ich zdolnos$cig do detoksykacji selenu [18].

Wykazano, ze selen hamuje zaréwno faze inicjacji karcynogenezy, jak i rozwdj
nowotworu, jednak przy obecnym stanie wiedzy trudno wyjasni¢, na czym polega
ta zdolnos¢ selenu. Istnieja przypuszczenia, ze selen moze dziata¢ przez blokowanie
syntezy DNA w komodrkach nowotworowych, wzmozenie komoérkowej odpowiedzi
immunologicznej lub przez hamowanie peroksydacji lipidéw, usuwanie nadtlenkéw
i wolnych rodnikow [8, 22]. Jednym z mozliwych wyjasnien jest tez udziat sele-
nozaleznej-GSH-Px. Prostaglandyny, ktdrych produkcja znacznie wzrasta w guzach
ztosliwych, sg jednym z regulatoré6w wzrostu guzéw nowotworowych. Okazato
sie, ze niektdére selenozwiazki, np. 1,4-fenyleno-bis-(metyleno)selenocyjanian (p-
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XSC) powodujg wzrost aktywnosci selenozaleznej-GSH-Px w komérkach indu-
kowanego chemicznie raka $luzéwki okreznicy przy jednoczesnym obnizeniu po-
ziomu PGE=t [26].

Chociaz doktadny mechanizm cytotoksycznosci selenu nie jest znany, kluczowg
role w tym procesie, tak jak i w toksycznym jego dziataniu na organizm, moze
odgrywa¢ interakcja zwiazkow selenu z GSH. Wykazano, ze glutation wzmaga
cytotoksyczne dziatanie seleninu [5, 18]. Bezposrednio za antynowotworowe wta-
sciwosci selenu bytyby wiec odpowiedzialne metabolity powstajagce w reakcjach
selenozwigzkéw z GSH, takie jak selenodiglutation [32] lub aktywne formy tlenu
[17, 33, 41]. Alternatywng do wolnorodnikowej hipotezy jest takze mozliwosc,
ze inhibitorowa aktywnos$¢ selenu pochodzi od zwigzk6éw powstajagcych w czasie
jego metylacji. Najbardziej prawdopodobnym zwiagzkiem wydaje sie by¢ metylo-
selenol [11]. Interesujacy jest fakt, ze zwigzki selenu, ktére sg w pierwszym rzedzie
metabolizowane do metyloselenolu (metyloselenocyjanian, Se-metyloselenocystei-
na) powodujg jedynie hamowanie wzrostu komorek nowotworowych, a nie dziatajg
na ich DNA. W przeciwienstwie do nich zwigzki podlegajace redukcji do selenku
wodoru (selenin i selenek sodowy) nie tylko hamujg wzrost komorek, ale rowniez
indukuja pekniecia nici DNA [21]. Wyniki tych badan wskazujg na zalezno$¢
antynowotworowej aktywnosci zwigzkéw selenu od drogi metabolizmu, jakiej pod-
legajg w komorce. Ciekawg hipoteze apoptotycznej odpowiedzi indukowanej przez
selenin postawit Lu i wsp. [20]. Traktowanie komorek leukemicznych myszy L1210
seleninem powodowato pekniecia nici DNA oraz aktywacje nukleaz, co w kon-
sekwencji prowadzito do fragmentacji DNA i $mierci komorki. Apoptotyczng
odpowiedZ na dziatanie seleninu, a takze syntetycznego zwigzku selenu p-XSC
potwierdzili rowniez Thompson iwsp. badajac cytotoksyczng aktywnos$¢ tych zwigz-
kéw w komorkach raka sutka [38].

4. EBSELEN | JEGO ANALOGI - NOWA GENERACJA
ZWIAZKOW SELENU O AKTYWNOSCI CYTOSTATYCZNEJ

Charakterystyczng cecha wszystkich naturalnie wystepujacych organicznych i
nieorganicznych zwigzkéw selenu jest ich duza toksycznos$é¢, dlatego jest bardziej
prawdopodobne, ze w przysztosci kliniczne zastosowanie bedg mialy organiczne
selenozwigzki otrzymywane syntetycznie. Pierwszym takim zwigzkiem byt zsyn-
tetyzowany w 1984 roku ebselen, poczatkowo okre$lany symbolem PZ 51 [40].
W latach dziewieédziesigtych opatentowano szereg jego analogéw [1, 8, 9, 22,
26,27]. Narysunku 2 przedstawiono wzory znanych syntetycznych selenozwigzkéw
o udokumentowanej aktywnos$ci cytostatycznej, ktorych nazwy pojawiajg sie w
tek$cie. Dziatanie syntetycznych form selenu poréwnuje sie na ogdt z dziataniem
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Rys. 2. Syntetyczne selenoorganiczne zwigzki o aktywnos'ci cytostatycznej

seleninu, ktory jest traktowany jako zwigzek modelowy o najlepiej poznanych wia-

sciwosciach i metabolizmie.

Ebselen jest selenoorganicznym zwigzkiem posiadajgcym bezposrednie dziatanie
antyoksydacyjne oraz aktywno$¢ peroksydazy glutationowej rozktadajgcej rézno-
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rodne nadtlenki, w tym nadtlenki fosfolipidow i cholesterolu [6, 24]. Wykazuje
wiasciwosci przeciwzapalne [31], a takze dziata jako inhibitor 5-lipooksygenazy
[28]. W licznych badaniach in vitro oraz in vivo wykazano ochronng role ebselenu
m.in. przed toksycznym dziataniem adriamycyny [25], paracetamolu [19] czy przed
wrzodami zotagdka u szczuréw, indukowanymi réznymi czynnikami [34, 35]. Ebselen
wywiera rédwniez efekt cytotoksyczny, hamuje proliferacje komorek, replikacje DNA
i synteze biatek. Interesujace jest, ze analogi zawierajagce siarke zamiast selenu
nie wykazujg takich wtasciwos$ci. Badano metabolizm ebselenu u zwierzat i cztowieka
[30, 31]. Wykrywane metabolity sugeruja, ze zwigzek ten po otworzeniu pierscienia
zawierajgcego selen (rozerwanie wigzania Se-N w obecnosci tioli) ulega biotrans-
formacji prowadzacej do utworzenia metylowych lub glukuronidowych pochodnych.
Dominujagcym metabolitem stwierdzonym w osoczu i moczu u cztowieka i $wini
byt selenoglukuronid. Minimalna toksyczno$¢ ebselenu, w poréwnaniu z toksy-
cznoscig naturalnie wystepujgcych zwigzkéw selenu, prawdopodobnie wynika wtas-
nie z odmiennego sposobu metabolizowania tego zwigzku w organizmie. Selen
zawarty w ebselenie nie jest uwalniany w formie selenu pierwiastkowego i nie
wchodzi w catkowitg pule selenu. Przypuszczalnie metabolizm innych syntetycznych,
selenoorganicznych zwigzkéw przebiega podobnie, bez uwolnienia Se°, co znacznie
zmniejsza ich toksycznos¢. We wszystkich tych zwigzkach Se jest potaczony co
najmniej z jednym pierécieniem benzenu (BSC, p-XSC, TPSeCl) lub majacymi
rowniez charakter hydrofobowy grupami (grupg) metylowymi (metyloselenocyja-
nian, selenobetaina) (rys. 2).

Najmniejszg toksycznos$cig charakteryzuje sie najnowszy z generacji zwigzkow
syntetycznych - chlorek trifenyloseleniowy (TPSeCl) [22]. Wykazano, ze TPSeCl
wywiera dziatanie cytostatyczne nie wywotujac jednoczes$nie uszkodzenia bton ko-
morkowych czy nici DNA. Nie powoduje tez akumulacji selenu w tkankach i wy-
kazuje najwiekszy margines bezpieczefstwa sposrdd wszystkich badanych dotad
zwigzkdow selenu. Ponadto stwierdzonojego zwigzek z metabolizmem energetycznym
komérki. TPSeCl powodowat zwigkszenie zuzycia glukozy i tworzenia mleczanu.
Jak dotad nie wyjasniono, czy ma to jaki$ wplyw na cytotoksyczna aktywnos¢
badanego zwiazku.

5. PODSUMOWANIE

Badania epidemiologiczne oraz badania przeprowadzone na zwierzetach wy-
kazaty, ze selen posiada witasciwosci antynowotworowe. Naturalnie wystepujgce
nieorganiczne zwigzki selenu oraz selenoaminokwasy hamuja karcynogeneze, ale
sg toksyczne dla komdrek i zwierzat. Jakkolwiek przyczyny toksycznosci selenu
nie sa do korica poznane, przypuszczalnie ten sam mechanizm jest odpowiedzialny
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za toksyczne, jak i antynowotworowe dziatanie zwigzkow selenu. Sugeruje sie,
ze w tym procesie biorg udziat aktywne formy tlenu powstajgce w reakcji utleniania
glutationu w obecnosci seleninu. Opracowanie szeregu syntetycznych selenoorgani-
cznych zwigzkéw stwarza nowe mozliwosci wykorzystania selenu w terapii no-
wotworéw oraz schorzeh o podtozu zapalnym.
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STRUKTURA NUKLEOSOMOWA CHROMATYNY
A NAPRAWA DNA

NUCLEOSOMAL STRUCTURE OF THE CHROMATIN
AND DNA REPAIR

Piotr WIDLAK

Zaktad Biologii Nowotwordw, Instytut Onkologii, Gliwice

Streszczenie: Struktura chromatyny ma wptyw na powstawanie uszkodzeA DNA indukowanych przez
czynniki genotoksyczne oraz na usuwanie tych uszkodzen z genomu. Naprawa DNA zwigzana jest ze
zmianami w strukturze nukleosoméw umozliwiajagcymi dostep kompleksu naprawczego do uszkodzenia.
Po zakonczeniu naprawy nastepuje odtworzenie struktury chromatyny niezbedne dla prawidtowego
funkcjonowania genomu. Najlepiej poznanym mechanizmem naprawy DNA jest naprawa przez wyci-
nanie. W komérce funkcjonuja dwa rodzaje naprawy przez wycinanie. Jeden, zalezny od transkrypcji,
jest specyficzny dla nici transkrybowanej. Drugi usuwa uszkodzenia z DNA nieaktywnego transkrypcyj-
nie. W obu rodzajach naprawy przez wycinanie biorg udziat biatka, ktérych prawdopodobna funkcja
zwigzana jest ze zmianami struktury chromatyny.

Stowa kluczowe: Chromatyna; nukleosomy; uszkodzenia DNA; naprawa DNA.

Summary: The formation and repair of DNA damage is influenced by chromatin structure. Reconfigu-
ration of nucleosomes takes place during DNA repair to increase accessibility of damage to repair
proteins. Reconstitution of nucleosomes after DNA repair is then necessary to recover primary chromatin
structure. Nucleotide excision repair (NER) is well known mechanism of DNA repair. It is suggested
that two types of NER work in the cell. One of them, transcription-dependent, is specific for transcribed
strands of DNA. The other is specific for non-transcribed DNA. The function of NER depends on proteins
that act as "chromatin processors”. Probably some of them displace histones from damage-containing
DNA.

Key words: Chromatin; nucleosomes; DNA damage; DNA repair.

Wykaz skréotéw: AAF - acetyloaminofluoren, AFBj - aflatoksyna Bi, BfajP - benzo[a]pyren, biatko
DDB - biatko wigzace si¢ z uszkodzonym DNA, biatko SSB - biatko wigzace sie z jednoniciowym
DNA, BPDE - diolepoksyd benzo[a]pyrenu, CAK (ang. CDK activating kinase) - kinaza aktywujaca
biatko CDK, CDK (ang. cyclin-dependent kinase) - kinaza biatkowa zalezna od cykliny, GGR (ang.
global genome repair) - rodzaj NER specyficzny dla DNA nietranskrybowanego, MMS - sulfonian
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metano-metylowy, NER (ang. nucleotide excision repair) - rodzaj naprawy DNA, TCR (ang. transcrip-
tion-coupled repair) - rodzaj NER specyficzny dla nici transkrybowanej.

1. WSTEP

Materiat genetyczny organizmow eukariotycznych ma posta¢ chromatyny, bedacej
kompleksem DNA, histondw i biatek niehistonowych. Podstawowa jednostkg stru-
kturalng chromatyny jest nukleosom. RdzeA nukleosomu (core) tworzony jest przez
oktamer histonowy (centralny tetramer [H3/H4]2 i dwa bardziej peryferyjne dimery
[H2A/H2B]), wokot ktdrego owiniete jest 146 par zasad DNA w postaci 1,75 petli.
Pomiedzy poszczeg6lnymi nukleosomami znajduje sie wrazliwy na dziatanie nukleaz
DNA tgcznikowy (linker), ktorego cze$¢ oddziatuje z histonem HI. Diugos¢ DNA
tacznikowego (10-90 par zasad) jest zmienna u réznych organizmow i w réznych
typach komorek. Szczegoty struktury nukleosomu mozna znalez¢é w licznych pracach
przeglagdowych, na przyktad [28, 35]. W trakcie transkrypcji i replikacji nastepujg
zmiany struktury nukleosoméw i czeSciowe lub catkowite usuwanie histonow z
DNA. Proces ten zwigzany jest z modyfikacjg histonéw oraz oddziatywaniem DNA
z innymi kompleksami biatkowymi (czynniki transkrypcyjne, kompleksy polimeraz
DNA i RNA). Uwaza sie, ze poza funkcjami strukturalnymi (pierwszy poziom
upakowania DNA w jadrze) nukleosomy sg czynnikiem regulujgcym przebieg wielu
proceséw zachodzacych w jadrze. Oméwienie zagadnieh dotyczacych zwigzkow
pomiedzy transkrypcja a strukturg nukleosomowg chromatyny mozna znalezé¢ w
licznych pracach przegladowych [16, 26, 36, 37].

Wiele fizycznych i chemicznych czynnikéw $rodowiskowych indukuje uszko-
dzenia materiatu genetycznego. Do czynnikow genotoksycznych nalezg miedzy in-
nymi promieniowanie jonizujgce i promieniowanie UV oraz zwigzki chemiczne
tworzace tak zwane addukty DNA. Przyktadowymi zwigzkami tworzacymi addukty
sg sulfonian metano-metylowy (MMS), aflatoksyna (AFB,), benzo[a]pyren (B[a]P)
czy acetyloaminofluoren (AAF). W komoérce funkcjonuje szereg mechanizméw usu-
wajacych uszkodzenia z genomu. Jednym z rodzajow naprawy DNA jest naprawa
przez wycinanie - NER (nucleotide excision repair). Jest to mechanizm uniwersalny,
usuwajagcy z genomu uszkodzenia indukowane przez wiekszo$¢ czynnikow geno-
toksycznych [31, 48]. Podobnie jak transkrypcja i replikacja, naprawa DNA uza-
lezniona jest od obecno$ci nukleosomow. Niniejsza praca traktuje o wspot-
zaleznosciach pomiedzy nukleosomowg strukturg chromatyny a powstawaniem usz-
kodzen DNA i ich naprawg w mechanizmie NER.
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2. OBECNOSC NUKLEOSOMOW ZMIENIA PODATNOSC
DNA NA USZKODZENIA

Badania nad wptywem nukleosoméw na powstawanie uszkodzen DNA zaini-
cjowane zostaty po wykryciu nukleosomowej struktury chromatyny oraz stwier-
dzeniu, ze chromatyna jest bardziej oporna na powstawanie uszkodzen niz nagi
DNA. W wiekszo$ci doswiadczen jako materiat do badan uzywano chromatyne
z jader trawionych nukleazami (zwykle nukleazg mikrokokalng). Nastepnie po-
rownywano ilo$¢ uszkodzen we frakcji opornej i wrazliwej na nukleazy lub we
frakcji mononukleosomowej i DNA catkowitym. Stwierdzono, ze addukty indu-
kowane przez wiele chemicznych zwigzkéw genotoksycznych (naprzyktad pochodne
B[a]P, AAF, AFB|) powstajg 2-5 razy tatwiej w DNA {gcznikowym niz w DNA
rdzeniowym [18]. Obecno$¢ nukleosomoéw wplywa réwniez na powstawanie usz-
kodzen indukowanych przez promieniowanie UV. Dimery pirymidynowe (gtéwny
typ uszkodzen indukowanych przez UV) powstajg w podobnych ilosciach w DNA
tagcznikowym i rdzeniowym [24], ale [6-4]-fotoprodukty (inny typ uszkodzen in-
dukowanych przez UV) powstajg szesciokrotnie czesciej w DNA tgcznikowym
[20].

W cze$ci doSwiadczen badano powstawanie uszkodzeh w poszczeg6lnych nu-
kleotydach DNA nukleosomowego. Stwierdzono, ze w obrebie rdzenia nukleosomu
dimery pirymidynowe powstajg z regularnoscia przypominajgcg podatno$¢é DNA
nukleosomowego na DNaze I. Miejsca o maksymalnej czesto$ci uszkodzen wypadaty
przecietnie co dziesiaty nukleotyd, tam gdzie rdzen fosfodwuestrowy DNA oddalony
byt najbardziej od powierzchni oktameru histonowego [8]. Poniewaz powstanie
dimeru wymaga znacznych odksztatcen struktury DNA wydaje sie, ze taka dys-
trybucjauszkodzen zwigzanajest zbardziej "gietkg" strukturgw miejscach najbardziej
oddalonych od histonéw. Specyfika powstawania uszkodzen moze by¢é rowniez
zwigzana z zakrzywieniem DNA (bencling) w obrebie nukleosomu, stymulujagcym
tworzenie dimeréw pirymidynowych [42].

Centralne 80-100 par zasad DNA rdzeniowego jest dwukrotnie oporniejsze na
powstawanie adduktéw indukowanych przez AFB] i diolepoksyd B[a]P (BPDE)
niz pozostata czes¢ DNA rdzeniowego. Przy czym, odmiennie niz w przypadku
dimeréw pirymidynowych, potozenie danego nukleotydu wobec histonéw nie ma
wptywu na jego zdolno$¢ do tworzenia adduktéw [21, 34, 41]. Wynika to pra-
wdopodobnie z faktu, ze powstanie adduktéw indukowanych przez AFB| i BPDE
zwigzane jest z relatywnie niewielkim zaburzeniem struktury DNA. Przypuszcza
sie, ze ochrona nukleotydéw przed BPDE (atakujagcym DNA od strony rowka mniej-
szego) spowodowana jest silniejszym skretem DNA izwezeniem rowka mniejszego
w centralnej czesci nukleosomu [34].
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3. DNA RDZENIOWY | DNA £ACZNIKOWY
NAPRAWIANE SA Z ROZNA SZYBKOSCIA

Zroznicowanie szybkos$ci naprawczej syntezy DNA wjadrach komodrek poddanych
dziataniu czynnikdw genotoksycznych badano przez poréwnanie szybko$ci wbu-
dowywania radioaktywnych prekursoréw do DNA wrazliwego i opornego na nu-
kleazy. Stwierdzono, ze w jadrach zawierajagcych uszkodzenia indukowane przez
MMS i AAF, znakowane nukleotydy wbudowywane sg szybciej do DNA tacz-
nikowego [18]. Podobng preferencje stwierdzono w przypadku syntezy naprawczej
zwigzanej z usuwaniem dimerdw pirymidynowych [47]. Poniewaz ilo$¢ dimerow
pirymidynowych w DNA rdzeniowym itgcznikowym jest podobna, specyfika wbu-
dowywania nukleotydéw wskazuje na preferencyjng naprawe uszkodzer obecnych
w DNA #acznikowym. Wydaje sie, ze na tak wykonane pomiary szybko$ci naprawy
DNA tacznikowego i rdzeniowego ma wptyw obecno$¢ w jadrze materiatu o zmie-
nionej strukturze nukleosomowej, na przyktad chromatyny aktywnej transkrypcyjnie.
Ewentualny wptyw DNA o "nietypowej" strukturze nukleosomowej zostatl zmi-
nimalizowany w doSwiadczeniu wykorzystujagcym chromatyne odtworzong in vitro.
Réwniez w takim uktadzie in vitro obecno$¢ nukleosoméw byta czynnikiem ha-
mujacym naprawe uszkodzen indukowanych przez promieniowanie UV [44].

W wiekszosci komorek naprawcza synteza DNA jest procesem wielofazowym.
Ta fazowos$¢ wynika z réznic w szybkos$ci naprawy réznych czesci genomu. Zwykle
mozna wyr6zni¢ dwie fazy: wczesng faze "szybka" inastepujaca po niej faze "wolng".
Mozna przypuszczaé, ze jedng z przyczyn obecno$ci dwu faz naprawy DNA jest
réznica w szybkosci naprawy DNA fgcznikowego i DNA rdzeniowego. W fazie
szybkiej naprawiany jest gtéwnie DNA tgcznikowy. W fazie wolnej nukleotydy
wbudowywane sg z podobng szybkoscia do DNA tacznikowego i rdzeniowego
[33]. Inng przyczyng dwu faz naprawy jest prawdopodobnie to, ze w mechanizmie
NER geny aktywne transkrypcyjnie naprawiane sg szybciej niz DNA nie trans-
krybowany. Zjawisko to zwigzane jest z przebiegiem transkrypcji oraz r6znicami
w strukturze chromatyny aktywnej transkrypcyjnie i nieaktywnej heterochromatyny
[46].

4. MECHANIZM NAPRAWY PRZEZ WYCINANIE (NER)

W najwiekszym skrécie, mechanizm naprawy przez wycinanie funkcjonuje na-
stepujaco: po rozpoznaniu uszkodzenia zalezna od ATP endonukleaza nacina ni¢
DNA po obu stronach uszkodzenia, po czym nastepuje usuniecie jednoniciowego
fragmentu z uszkodzeniem i wypetnienie powstatej przerwy przez polimeraze i
ligaze DNA. Struktura i funkcje biatek zwigzanych z mechanizmem NER sg bardzo
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podobne u wszystkich zbadanych organizméw eukariotycznych. W tabeli 1 wy-
mienione sa biatka obecne w komaérkach ludzkich oraz homologiczne do nich biatka
drozdzy Saccharomyces cerevisiae, wraz z krotkim opisem ich funkcji. Do petnego
przebiegu reakcji, czyli do rozpoznania i wyciecia uszkodzenia oraz syntezy na-
prawczej, niezbednych jest okoto 20 polipeptydéw. Szczeg6towe omédwienie me-
chanizmu NER mozna znalezé w innych pracach przegladowych [31, 48].
Zaktada sig, ze ztozony kompleks naprawczy maégtby formowac sie niezaleznie
od oddziatywan z DNA. Alternatywg bytoby stopniowe tworzenie kompleksu w
trakcie kolejnych etapdéw naprawy. Pomiedzy skitadnikami NER wystepuja silne
oddziatywania biatko-biatko. W jadrach drozdzy sktadniki NER obecne sg w formie

TABELA 1 Funkcje biatek zwigzanych z NER w komérkach ludzi i drozdzy: zgrupowano biatka two-
rzagce kompleksy, w nawiasach podano inne nazwy danego biatka, skréty i symbole: DDB - wigzace
sie zuszkodzonym DNA (damagedDNA-binding)\ SSB - wigzace sie zjednoniciowym DNA (single
strand DNA-binding)', CDK - kinaza zalezna od cykliny (cyclin-dependent kinase)', ? - biatko lub fun-

kcja nieznana.

Typ naprawy  Biatko ludzkie Biatko Funkcja biatka Funkcja kompleksu
homologiczne (ew. motyw w NER
w komoérkach struktury)
S. cerevisiae
Kompleks XPA Rad 14 biatko DDB rozpoznanie
podstawowy RPA(HSSB) RPA biatko SSB uszkodzenia DNA
"repairosom”  UV-DDB (XPE?) ? biatko DDB
TFIIH XPB (ERCC3)  TFIIH Rad25 (Ssl2) 3’->5" helikaza tworzenie otwartego
XPD (ERCC2) Rad3 5°—3’ helikaza kompleksu
p44 Ssl 1 I(zinc-finger) naprawczego
p62 Thfl ? (kompleks
p52 Thf2 I(WD-repeat) pre-incision)
p34 Thf4 1(zinc-finger)
Cdk7 Kin28 kinaza biatkowa
cyklina H Ccii aktywator CDK
MAT1 Thf3 stabilizator CDK
XPC Rad4 biatko SSB stabilizacja kompleksu
HHR23B Rad23 Ii{motyw ubikwityny) "pre-incision”
XPG (ERCC5) Rad2 endonukleaza (37)
XPF (ERCC4, ERCC1 DRadl Wyciecie
ERCC1 RadlO endonukleaza (57) uszkodzenia
Naprawa nici  CSA (ERCCS8) Rad28 I(WD-repeat)
transkrybowa- CSB (ERCC6) Rad26 limotyw heUkazy) ?
nej "TCR"
Naprawa DNA ? Rad 16 I(motyw helikazy)
nieaktywnego ? Rad7 ? 7

"GGR"
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kompleksu, tworzac tak zwany "repairosom™ nawet pod nieobecnos$¢ uszkodzonego
DNA [38]. Tak wiec, mniej lub bardziej gotowy kompleks naprawczy prawdo-
podobnie wystepuje w formie "preformowanej"”, gotowy do podjecia naprawy DNA.
Z oczyszczonych biatek ludzkich udato sie odtworzyé kompleks naprawczy, w
peini funkcjonujgcy w reakcji in vitro. Stwierdzono, ze do rozpoznania i wyciecia
uszkodzenia niezbedne byty biatka; RPA, XPA, XPC, XPG, ERCC1, XPF oraz
kompleks TFIIH [1, 22]. Kompleks NER odtworzono rowniez z biatek drozdzy,
homologicznych do wymienionych wyzej biatek ludzkich [9, 38] (patrz tabela).
Wymienione sktadniki NER funkcjonowaty w reakcji in vitro, w ktérej substratem
byt nagi DNA. Jednak w warunkach in vivo rzeczywistym substratem jest DNA
zwigzany ze ztozonymi strukturami biatkowymi, takimi jak oktamer histonowy czy
kompleks transkrypcyjny. Szereg danych wskazuje, ze w komdrce funkcjonuja dwa
czesciowo niezalezne rodzaje NER. Jednym z nich jest naprawa nici transkrybowanej
gendéw aktywnych transkrypcyjnie, tzw. transcription-coupleclrepair (TCR). Drugim
rodzajem NER jest naprawa pozostatej czesci genomu, czyli global genome repair
(GGR). Zaktada sie, ze kazdy z nich oprocz podstawowego, wspOlnego zestawu
biatek ("repairosomu") zawiera dodatkowe, specyficzne sktadniki.

5. NAPRAWA DNA ZALEZNA OD TRANSKRYPCJI (TCR)

Stwierdzono, ze rézne obszary genomu naprawiane sg z r6zng szybkoscig. Naj-
szybciej naprawiane sg nici bedgce matrycami w procesie transkrypcji, najwolniej
nieaktywna transkrypcyjnie heterochromatyna. Z szybkoscig posrednig naprawiane
sg (traktowane jako dwuniciowa cato$¢) geny aktywne lub potencjalnie aktywne
transkrypcyjnie. Preferencyjna naprawa nici transkrybowanych jest wynikiem TCR.
W komdrkach ludzkich biatkami specyficznymi dla tego mechanizmu sg CSA i
CSB [10, 43]. Uszkodzenia gendw kodujacych oba biatka stwierdzono u chorych
z zespotem Cockayne syndrome (CS), charakteryzujacym sie miedzy innymi za-
burzeniami transkrypcji i brakiem preferencyjnej naprawy DNA transkrybowanego.

Wiadomo, ze preferencyjna naprawa nici transkrybowanej jest catkowicie zalezna
od transkrypcji danego genu [49]. Jednak dotychczas nie wiadomo, jak funkcjonuje
TCR w komérkach eukariotycznych oraz jaka jest rola biatek CSA i CSB. Jedna
z hipotez zakfada, ze kompleks CSA/CSB (ewentualnie razem z TFIIH) jest de-
tektorem polimerazy RNA zablokowanej na uszkodzeniu [43]. W takim ujeciu brak
biatek CSA i CSB bytby przyczyng defektu naprawy, prowadzacego do zaburzen
transkrypcji obserwowanych w komdrkach CS. Alternatywna hipoteza zaktada, ze
biatka CSA i CSB sg czynnikami transkrypcyjnymi, za$ pierwotnym wynikiem
braku tych biatek jest defekt transkrypcji. Poniewaz TCR zalezny jest od transkrypcji,
wtornym efektem zaburzen transkrypcji mégtby by¢ defekt naprawy [5].
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Istotnym elementem kompleksu NER jest generalny czynnik transkrypcyjny
TFIIH. Tak zwany holoTFIIH sktada sie z rdzenia (w sktad ktérego wchodzag miedzy
innymi helikazy XPB i XPD) oraz kinazy CAK (kompleksu cykliny H i cykli-
no-zaleznej kinazy Cdc7). Sktadnikami TFIIH bezpos$rednio zwigzanymi z naprawg
sg biatka XPB i XPD, natomiast obecno$¢ kinazy CAK prawdopodobnie nie jest
niezbedna w trakcie naprawy DNA. Jeden z modeli zaktada, ze rdzeA TFIIH mdgitby
tworzy¢ odwracalne kompleksy z CAK lub z biatkami NER, a to determinowatoby
jego udziat w transkrypcjibadz w naprawie [11,23,39]. Nie wiadomo, jakie znaczenie
dla naprawy nici transkrybowanej ma fakt, ze TFIIH bierze udziat w obu procesach.
Poczatkowo uwazano, ze na etapie elongacji tancucha RNA TFIIH nie jest zwigzany
z kompleksem polimerazy Il RNA. Czes¢ danych sugeruje jednak, ze i w tej fazie
transkrypcji TFIIH oddziatuje z kompleksem transkrypcyjnym [52]. Mogtoby to
mie¢ istotne znaczenie dla preferencyjnej naprawy genéw transkrybowanych. Szcze-
gbétowe dane na temat wspotzaleznosci transkrypcji i naprawy DNA mozna znalez¢
w innych pracach przeglagdowych [4, 6, 39].

6. NAPRAWA DNA NIE TRANSKRYBOWANEGO (GGR)

Wieksza cze$¢ DNA naprawiana jest w procesie global genome repair. Defekt
GGR wykryto po raz pierwszy u pacjentdéw z zespotem xeroderma pigmentosum
grupy C (XP-C). W komorkach z uszkodzonym genem XPC  prawidtowo fun-
kcjonuje naprawa nici transkrybowanej, natomiast brak naprawy nici kodujgcej i
DNA nieaktywnego transkrypcyjnie. Funkcjonowanie TCR w komorkach XP-C
thumaczy ich relatywnie duzg oporno$¢ na czynniki uszkadzajace DNA, pomimo
obnizenia catkowitego poziomu naprawy DNA do 10-20% [50]. Biatko XPC wy-
stepuje w kompleksie z HHR23B, ludzkim homologiem biatka Rad23 drozdzy [19].
Kompleks XPC/HHR23B mdgtby petnié nastepujace funkcje:

1) rozpoznawanie uszkodzenia (lub rozpoznawanie kompleksu DNA-XPA/RPA);

2) stabilizacja kompleksu zawierajgcego uszkodzony DNA, XPA/RPA oraz
TFIIH;

3) ochrona DNA przed niespecyficzng degradacjg przez nukleazy XPG i
XPF/ERCCL1

W komorkach S. cerevisiae biatkiem homologicznym do XPC jest Rad4. Jednak
w przeciwienstwie do komorek XP-C, u mutantow rad4 catkowicie brak naprawy
DNA. Sugeruje to, ze kompleks XPC/HH23B, podobnie jak Rad4/Rad23, jest sktad-
nikiem podstawowego mechanizmu NER [31, 48]. Naprawa nici transkrybowanej
w komérkach XP-C mogtaby by¢ rezultatem przejecia funkcji biatka XPC przez
czynniki specyficzne dla TCR.
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W przypadku drozdzy S. cerevisiae fenotyp zblizony do XP-C wykazujg mutanty
rad7 i radlo, u ktérych réwniez brak naprawy heterochromatyny (na przyktad
locus HML-a) i nici nietranskrybowanej [51]. Przypuszczalnie biatka Rad7 i Radlé
dziatajg w kompleksie, posiadajac zdolno$¢ oddziatywania z Rad4 [45]. Stwierdzono,
ze biatko Radl6 posiada domene strukturalng swoistg dla helikaz DNA. Podobny
do Radld element strukturalny majg biatka z rodziny SWI2, ktére sg czynnikami
transkrypcyjnymi zwigzanymi z derepresjg heterochromatyny [3]. Natomiast biatko
Rad7 oddziatuje (przynajmniej in vitro) z biatkiem Sir3, ktore jest strukturalnym
komponentem heterochromatyny [25]. Moze to sugerowaé, ze ewentualny kompleks
Rad7/Radl6é funkcjonuje jako czynnik zmieniajgcy strukture chromatyny. Do tej
pory nie sg znane ludzkie biatka homologiczne do Rad7 i Radlé.

7. STRUKTURA CHROMATYNY WPLYWA
NA SZYBKOSC NAPRAWY DNA

Czynnikiem majacym wptyw na szybko$¢ naprawy genéw aktywnych trans-
krypcyjnie jest preferencyjna naprawa nici transkrybowanej (zwykle uszkodzenia
usuwane sg z tej nici 2 lub 3 razy szybciej niz z nici kodujgcej). Nie jest to
jednak czynnikjedyny. Zaobserwowano, ze w genie, ktorego transkrypcje wytgczono
poprzez delecje fragmentu promotora, brak preferencyjnej naprawy nici bedacej
matrycg dla polimerazy RNA. Pomimo tego, uszkodzenia z obu nici DNA tego
genu byty usuwane dwukrotnie szybciej niz z heterochromatyny [49]. Stwierdzono,
ze uszkodzenia w réznych pozycjach nici kodujacej i DNA nie transkrybowanego
naprawiane sg ze zréznicowang szybkoscia (w przeciwienstwie do TCR, gdzie usz-
kodzenia w réznych pozycjach nici transkrybowanej naprawiane sg z jednakowg
szybkos$cig). Wynika to najprawdopodobniej z r6znej dostepnosci uszkodzen w miej-
scach oddziatujacych z réznymi biatkami (histony, biatka niehistonowe chromatyny,
czynniki transkrypcyjne) [40].

Wydaje sie, ze poza samg transkrypcja (a wiec udziatem TCR), czynnikiem
majacym wplyw na preferencyjng naprawe genéw aktywnych transkrypcyjnie (lub
potencjalnie aktywnych) sg specyficzne cechy strukturalne aktywnej chromatyny.
Jedng z takich cech jest modyfikacja struktury nukleosoméw, czesto zwigzana z
modyfikacjg histonéw. Stwierdzono, ze naprawa DNA jest szybsza w komorkach,
w ktorych inhibitorami deacetylaz indukowano hyperacetylacje histonéw [29]. Inng
cecha chromatyny aktywnej transkrypcyjnie jest jej oddziatywanie ze strukturami
szkieletu jadrowego. Postuluje sie, ze podobnie jak replikacja i transkrypcja, procesy
naprawy DNA przebiegajg w kontakcie z tymi strukturami [46]. Totez oddziatywanie
chromatyny aktywnej transkrypcyjnie ze szkieletem jadrowym rowniez moze by¢
przyczyng jej preferencyjnej naprawy.
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8. ZMIANY STRUKTURY NUKLEOSOMOWEJ
W TRAKCIE NAPRAWY DNA

Stwierdzono, ze dimery pirymidynowe powstate w obrebie DNA rdzeniowego
naprawiane sg z szybkosScig niezalezng od potozenia uszkodzenia w stosunku do
powierzchni nukleosomu [12]. Sugerowato to, ze w trakcie naprawy DNA nastepuje
rearanzacja nukleosomow (lub nawet ich catkowite usuwanie) utatwiajgca dostep
kompleksu reperacyjnego do uszkodzenia. Jeden z proponowanych modeli zaktada,
ze w trakcie fazy szybkiej naprawy uszkodzenia udostepniane sg dzieki dysocjacji
histonéw. Natomiast w czasie fazy wolnej uszkodzenia udostepniane bytyby poprzez
przemieszczanie sie nukleosomu [33].

Jednym z potencjalnych mechanizmdw rearanzacji chromatyny jest modyfikacja
histonéw, na przykiad acetylacja, ubikwitynacja czy poli(ADP)-rybozylacja. En-
zymem odpowiedzialnym za poli(ADP)-rybozylacje biatek jest polimeraza po-
liltADP)-rybozy (PARP). PARP jest enzymem aktywowanym przez przytgczenie
sie do wolnych koncéw DNA (np. pojawiajacych sie w rezultacie uszkodzeri DNA).
W chwili obecnej fizjologiczna rola PARP pozostaje niejasna. Jedna z hipotez
sugeruje, ze katalizowana przez PARP modyfikacja histonéw stymuluje ich dy-
socjacje i utatwia dostep do uszkodzonego DNA [2].

Zmiana struktury nukleosomowej w trakcie naprawy DNA moze by¢ réwniez
wynikiem dziatania wyspecjalizowanych kompleksow biatkowych, podobnie jak
ma to miejsce w procesie transkrypcji. Do tej pory znane sg trzy kompleksy zmie-
niajgce strukture chromatyny i aktywujace transkrypcje: SWI/SNF, NURF (nu¢-
leosome remodeling factor) i RSC (remodeling the structure of chromatin).
Kompleksy te zawierajg ATP-azy zalezne od DNA iposiadajgce domeny strukturalne
helikaz DNA (takg ATP-azg jest SWI2 z kompleksu SWI/SNF). Aktywnos$¢ tych
kompleks6w umozliwia derepresje chromatyny i wigzanie do DNA nukleosomowego
specyficznych czynnikdw transkrypcyjnych. Nie wiadomo jednak, czy jest to zwia-
zane z dysocjacjg nukleosoméw (by¢ moze sg one przesuwane lub dysocjujg tylko
dimery H2A/H2B) [15, 17, 27, 36]. Biatkami wykazujacymi homologie do biatek
z rodziny SWI2 sg skfadniki NER: Rad 16, Rad26, CSB. Nie wiadomo, jaki jest
mechanizm dziatania tych biatek. Hipotetyczna rola biatka Rad 16 mogtaby polegaé
na usuwaniu z uszkodzonego DNA histonéw, do tej pory nie stwierdzono jednak
zadnej aktywnos$ci enzymatycznej tego biatka. CSB i Rad26, podobnie jak SWI2,
sq ATP-azami zaleznymi od DNA imetodami in vitro nie stwierdzono ich aktywnosci
helikazowej. Stwierdzono rowniez, ze CSB (przynajmniej in vitro) nie katalizuje
dysocjacji polimerazy Il RNA zablokowanej na uszkodzonym DNA. CSB tworzy
kompleksy (in vitro) zXPA i TFIIH, co sugerujejego udziat w utatwianiu oddziatywarn
pomiedzy "repairosomem” a kompleksem zawierajagcym zablokowana polimeraze
RNA [32].
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Cze$¢ informacji o sposobie ekspresji informacji genetycznej zakodowanej w
sekwencji nukleotyddéw zawarta jest w strukturze chromatyny. Totez rezultatem
kompletnej naprawy DNA, poza przywr6ceniem prawidtowej struktury nukleotydow,
powinno by¢ odtworzenie pierwotnej struktury chromatyny. Z procesami umozli-
wiajagcymi dostep kompleksu naprawczego do DNA muszg wiec wspoétdziata¢ me-
chanizmy rekonstytucji chromatyny. Stwierdzono, ze reperacyjna synteza DNA jest
czynnikiem stymulujgcym rekonstytucje chromatyny, a nowosyntetyzowane frag-
menty sg wydajnie wigczane do powstajgcych nukleosomoéw [30]. W warunkach
fizjologicznych w tworzeniu nukleosomdw biorg udziat wyspecjalizowane kom-
pleksy biatkowe. W komorkach ludzkich takim kompleksem jest CAF1 (chromatin
assembly factor). Dziatanie CAF1 jest specyficzne dla odtwarzania nukleosoméw
w trakcie replikacji [13]. Przypuszcza sig, ze czynnik CAF1 bierze réwniez udziat
w rekonstytucji nukleosomow w trakcie naprawczej syntezy DNA [7, 14]. By¢
moze z rekonstytucjg nukleosomow w trakcie naprawy DNA zwigzane sg rowniez
inne czynniki, takie jak NAP1 (nucleosome assembly protein) [13].

9. UWAGI KONCOWE

Struktura chromatyny wywiera wplyw na powstawanie i naprawe uszkodzen
materiatu genetycznego. Obecno$¢ nukleosoméw jest czynnikiem chronigcym DNA
przed niektérymi czynnikami genotoksycznymi, lecz jednoczes$nie spowalniajagcym
naprawe DNA. Procesy naprawy chromatyny zwigzane sg z rearanzacjg struktury
nukleosoméw. Ma ona na celu utatwienie dostepu enzyméw naprawczych do usz-
kodzenia, a nastepnie odtworzenie pierwotnej struktury chromatyny. Zwigzki po-
miedzy strukturg chromatyny a naprawg DNA poznane sa najlepiej w przypadku
mechanizmu NER. Mozna jednak przypuszczaé, ze obecno$¢ nukleosomow jest
czynnikiem silnie wptywajacym na przebieg innych rodzajéw naprawy DNA. Wydaje
sie, ze wyjasnienie, wjaki sposéb naprawianajest chromatyna ("prawdziwy" substrat
dla kompleksow reperacyjnych) oraz jakie sg wzajemne zwigzki pomiedzy naprawg
a transkrypcja i replikacja DNA, bedzie kolejnym etapem poznania mechanizmoéw
naprawy DNA.
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POLACZENIA SZCZELINOWE

GAP JUNCTIONS

Andrzej FIERTAK i Wincenty KILARSKI

Zaktad Cytologii i Histologii, Instytut Zoologii UJ, Krakéw

Streszczenie: Wigkszo$¢ zespotéw tkankowych zaréwno organizméw dorostych jak i tych bedacych w
stadium zarodkowym ma miedzykomorkowe kanaly tgczace ze sobg sgsiednie komaorki. System kanatow
taczacych z jednej strony rozdziela, a z drugiej taczy ze soba zespoly komérek w fizjologiczne
podjednostki. Opisane kanaly zapewniajg ciggto$¢ cytoplazmatyczng potaczonych komorek i stuzg
wymianie jon6w, matych czasteczek oraz zapewniajg niskg, miedzykomadrkowa opornosc elektryczng.
Kanaty lub ich zespoty sgdobrze zdefiniowanymijednostkami strukturalnymi opisanymi jako potgczenia
szczelinowe. Znaczenie ewolucyjne komunikacji miedzykomérkowej przez istnienie potaczen szczeli-
nowych, jawi si¢ nam dopiero w perspektywie ich wszechobecnosci we wszystkich typach zwierzat
tkankowych oraz w wigkszoéci ich tkanek. Tylko nieliczne populacje komorek sa pozbawione potgczen
szczelinowych. Do tych naleza komérki krwi oraz miesni szkieletowych. W artykule przedstawiono
krotki przeglad strukturalnych, molekularnych i funkcjonalnych wtasno$ci potaczen szczelinowych na
podstawie ostatnio dostepnej literatury i badan wasnych.

Stowa kluczowe: potgczenia szczelinowe, koneksyny

Summary. In embryonic and adult organisms, most tissues contain intercellular channels that connect
each cell with all the neighbours that it contacts or divide the tissue into coupled subsets. These channels
provide cytoplasmic continuity with regards to ions and small molecules, and their aggregates belong to
asingle ultrastructurally recognisable class: gapjunctions. The evolutionary importance of a generalised
intercellular communication system can be appreciated when one considers the widespread prevalence
of gap junctions within animals of all multicellular phyla, and within almost all tissues of vertebrates.
Only a few population of cells such as skeletal muscle cells and circulating blood cells are not equipped
with gap junctions. This paper provides a brief review of the diverse structural, molecular and functional
aspects of gap junctions as revealed by current research and our own studies.

Key words: gap junctions, connexins
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1. WPROWADZENIE

Potaczenia szczelinowe sa wyspecjalizowanymi obszarami btony wielu komorek,
dzieki ktérym komunikujg sie one miedzy sobg (fot. 1). Tkanki i narzady nie sg
tylko sumg komoérek, lecz sg takze obwodami regulacyjnymi, a ich fizjologiczna
efektywno$¢ w duzej mierze zalezy od zdolnosSci komunikacyjnych. Istnieje kilka
sposob6w kooperacji miedzykomdérkowej. Komérka reaguje na rézne typy sygnatéw
przez uwolnienie hormondéw, czynnikdw wzrostu, czy tez innych mediatorow, ktére
sq wigzane przez specyficzne receptory. Bardziej lokalnie, komérki komunikuja
sie przez glikoproteiny powierzchniowe lub molekuty adhezyjne, takie jak: kad-
heryny, integryny czy tez duzg grupe czasteczek immunoglobulinopodobnych, ktére
wymieniajg informacje miedzy komérkami oraz miedzy komoérkami i ich $rodo-
wiskiem miedzykomdérkowym. Te molekularne oddziatywania sg zwigzane z mi-
gracja, sortowaniem i grupowaniem komorek podczas rozwoju i prowadza, co
opisywat Gumbiner 69*], do powstania grup komorek, struktur wielokomaérkowych,
a w konsekwencji narzgddw. Wystepowanie zjawiska adhezji miedzy komdrkami
nie ogranicza sie tylko do stadiéw rozwojowych. Wzajemne oddziatywanie komorek,
przynajmniej w tkankach nabtonkowych, wymaga, zgodnie z badaniami Chena i
Obrinka [69*], istnienia wyspecjalizowanych komplekséw potaczeniowych lub po-
taczen przylegajacych, adhezyjnych - zonulae, maculae adhérentes.

Kooperacja sieciowa najszybciej osigganajest przez tworzenie kanatow pomiedzy
komorkami i ich wypustkami. Jednakze, dla kontrastu z wielkg iloscig réznorodnych
kanatdw jonowych rozmieszczonych na catej powierzchni komorki, kanaty mie-
dzykomorkowe muszg byé tworzone przez dwie komorki, kazda z nich bowiem
dostarcza potowe kanatu i oba pétkanaty musza Scisle przylegaé do siebie, aby
uniemozliwié niespecyficzng wymiane z Srodowiskiem pozakomdérkowym. W koficu,
potkanaty musza doktadnie do siebie "pasowaé" w celu potgczenia cytoplazmy
obu komorek. PrawdopodobieAstwo dowolnego taczenia sie péikanatéw wydaje
sie by¢ mate. Jedyng mozliwosciag jego zwiekszenia bytoby nagromadzenie wielu
pétkanatéw na okreslonej, niewielkiej przestrzeni btony komérkowej, ktéra odpo-
wiadataby analogicznej przestrzeni na komorce przylegtej. W ten sposdb przebiegaja
skomplikowane procesy adhezji komorek poprzedzajace tworzenie kanatdw, jak
sadzi Jongen [69*].

Potgczenia szczelinowe odkryto okoto 30 lat temu. Dewey i Barr [69*] jako
pierwsi opisali strukture wykryta przy uzyciu mikroskopu elektronowego w ko-
morkach miesni gtadkich jelita czczego i nadali jej nazwe nexus. W rok poOzniej
Robertson [69*] opisat heksagonalnie upakowane podjednostki w synapsach ele-
ktrycznych pomiedzy komérkami Mauthnera w rdzeniu przedtuzonym Kkarasia, a
Revel i Karnovsky [69*] znaleZzli w watrobie i sercu obszary bton komérkowych,

[69*] - patrz artykut przegladowy Wolburg i Rolmann.
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Fot. 1. Przekréj podtuzny przez potaczenie szczelinowe tgczgce dwie wypustki komaérek miesni gtadkich

macicy ludzkiej. Wycinek pobrano w czasie dokonywania cesarskiego ciecia. Zdjecie wykonane przy

pomocy mikroskopu elektronowego wykazuje charakterystyczng pieciowarstwowga budowe potgczenia

szczelinowego, ktérajest podstawym kryterium morfologicznym do okreslenia tej struktury jako potgcze-
nia szczelinowego. Powiekszenie okoto 300.000

kktére oddzielata szczelina o szerokosci 1-2 nm. Byta ona przenikliwg dla mi-
kroczgsteczek wyznacznikowych i w ten spos6b potwierdzili jej odmienno$¢ od
strefy zamykajgcej, zonula occludens. Poprzez nastepne lata opisywano subtelng
strukture potaczen szczelinowych i, co wazniejsze, stato sie oczywiste, ze miejsca
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niskiego oporu elektrycznego pomiedzy komérkami pobudliwymi odpowiadajg po-
tagczeniom szczelinowym. Te potgczenia byty strukturalnie identyczne z potgczeniami
miedzy wieloma innymi typami komoérek izostaty nazwane synapsami elektrycznymi
lub potgczeniami elektrycznymi. Loewenstein i Kanno [69*] odkryli fascynujgce
zjawisko przemieszczania si¢ barwnika z komorki nim zabarwionej do komérek
przylegtych, co podniosto znaczenie czynno$ciowe potaczehd szczelinowych. We
wczesnych badaniach nad potaczeniami szczelinowymi zauwazono, ze potaczone
komérki nowotworowe zachowuja sie odmiennie. Loewenstein [69*] dowiddt, ze
ich polgczenia przenoszg barwniki, majg niski opdr elektryczny, ale nie wigzg me-
tabolicznie komorek. P6Zzniej wiele badan skupiato sie nad tym generalnym pro-
blemem, jak opisa¢ zalezno$¢ pomiedzy zdolnoscig do przeptywu barwnikow,
oporem elektrycznym i wystepowaniem potgczen w komérkach nowotworowych.

Uzywajac neutralnych i negatywnie natadowanych zwigzkéw o réznych masach
czasteczkowych, Simpson [69*] ocenit najwiekszg czgsteczke mogaca przechodzié
z jednej komarki gruczotu Slinowego larw ochotkowatych, Chironomus do drugiej
na okoto 1158 daltonéw (D). Masa czasteczkowa substancji zastosowanej w tym
doswiadczeniu dobrze odpowiada $rednicy kanatu wynoszacej 1,4 nm. Obok sub-
stancji syntetycznych, zastosowanych do badan nad przepuszczalno$cig potaczen
szczelinowych uwzgledniano przede wszystkim zwigzki fizjologicznie wystepujace
w komorce. Stwierdzono, ze aminokwasy, cukry, nukleotydy - Pederson [69%*],
przekazniki drugiego rzedu jak cAMP - Tsien i Weingart [69*] oraz Ca“+ [9,17]
sg przede wszystkim transportowane przez potgczenia szczelinowe. Metaboliczne
i elektryczne potgczenie komérek we wspdlna "sie¢ tkankowg" stato sie podstawg
do zrozumienia skomplikowanych zaleznosci w systemach komdrkowych.

2. STRUKTURA | SKEADANIE KANALOW POLACZEN
SZCZELINOWYCH

2.1. Budowanie blokéw potgczen szczelinowych: koneksyny

Potgczenia szczelinowe sg ewolucyjnie konserwatywnymi strukturami, w ktorych
rézne typy koneksyn wykazujg okoto 59% homologii. Beyer [69*] przedstawit
topologiczne modele koneksyn 32 i 43, z uwzglednieniem identycznych sekwencji
aminokwasowych, w odniesieniu do pozycji w btonie komdérkowej.

Wspdblng cechg rodziny koneksyn sg cztery regiony $rédbtonowe i dwie petle
zewnatrzkomorkowe. Domeny cytoplazmatyczne reprezentujg regiony specyficzne
dla réznych typow koneksyn (rys. 1). Co prawda dotychczas sklonowano 12 koneksyn
[3], np. kurzg koneksyne 56 i owczg MP70 [60] czy koneksyne 43 [3,51], to jednak
wiele zalezno$ci miedzy nimi jest wcigz niejasne. Zaproponowano, ze biatko zwane
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Rys. 1. Model molekularny obrazujacy przestrzenne rozmieszczenie czastek koneksyny budujgcych dwa
hydrofilowe pétkanaty - koneksony, ktére tworza jeden, transmembranowy kanat potaczenia szczelino-
wego. Kazda z sze$ciu podjednostek biatkowych sktada sie z jednej czasteczki koneksyny, ktora
czterokrotnie przechodzi przez btong komérkowa. Domeny 1i 2 oraz 3 i 4 tworzg miedzykomérkowe
petle potaczone wigzaniem dwusiarczkowym. Domena 3 - hydrofilowa, tworzy jedng z sze$ciu polarnych
vvyscidtek kanatu koneksonu. Oba konce czgsteczki N i C znajdujg sie w cytoplazmie komorki

duktyng jest czeScig sktadowg plazmodesm komdrek ro$linnych [20]. Duktyna
wydaje si¢ by¢ identyczna z 16 kDa biatkiem wyizolowanym wspélnie z potgczeniami
szczelinowymi z mézgu wotu przez Dermietzela [69*]. To biatko najprawdopo-
dobniej wchodzi w sktad wakuolarnej H+-ATPazy, szeroko rozpowszechnionej w
krélestwie zwierzat [4].

Obok znacznego stopnia homologii ré6znych koneksyn kregowcdw, sekwencje
jednego typu koneksyn wykazujag w wielu przypadkach podobieristwa miedzyga-
tunkowe: dla przykiadu, koneksyna 43 Xenopus, kury, cztowieka, myszy i krowy
w zestawieniu z koneksyng 32 szczura czy koneksyng 30 zaby [3]. Co wiecej,
Herzberg i Skibbens [69*] wykazali, ze przeciwciata dla koneksyny 27 wystepujacej
w watrobie szczura wigzaty sie z odpowiednimi antygenami watroby ssakéw, ryb
i ptakéw.
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Poréwnanie rozwijajagcego sie ptasiego systemu sercowonaczyniowego z jego
ssaczym odpowiednikiem pozwolito odkry¢ obecno$¢ koneksyny 43 w obu tych
systemach. Badane tkanki ujawnity jednak rézne wiasciwosci elektrofizjologiczne.
Ta niezgodno$¢ moze by¢ zwigzana z dominacjg innej koneksyny, 42 tzw. ptasiej,
w sercu ptakéw i faktem, ze ekspresja koneksyny 43 jest ograniczona do spe-
cyficznych miocytow [44]. Stad, chociaz jeden typ koneksyn pojawia sie w po-
rownywalnych narzadach czy tkankach, to koegzystencja z innymi koneksynami
i zaleznosci iloSciowe mogg determinowa¢ czynno$ciowe wtiasnosci kanatow.

Geny kodujgce rozne koneksyny moga by¢ zlokalizowane na jednym lub wielu
chromosomach. Geny koneksyn 37 i 40 znaleziono na ludzkim chromosomie 1
[68], a geny kodujgce koneksyne 26 i 46 znaleziono odpowiednio na ludzkim chro-
mosomie 13 [68] i na szczurzym chromosomie 14 [21]. Podobnie, geny dla koneksyn
31.3 i 30.3 zostaty zlokalizowane na mysim chromosomie 4 [24], a dla koneksyn
37 131.1 na szczurzym chromosomie 4 [21]. Bliskie sgsiedztwo gendw dla réznych
koneksyn moze sugerowa¢ podobienstwa we wzorach ekspresji i funkcji, co za-
proponowano dla koneksyny 31.1 i30.3 [24], a takze dla koneksyny 37 i40 [25,68].
Jednakze, nie stwierdzono korelacji miedzy kolokalizacjg i koekspresjg dla ludzkiej
koneksyny 26 i 46 [68].

W ten sposéb, (1) podobienistwa réznych typow koneksyn, (2) podobienstwa
jednego typu koneksyny réznych gatunkéw i (3) kolokalizacja gendéw koneksyn
i wzory ich ekspresji mogtyby by¢ wspélnymi kryteriami charakteryzujacymi rézne
ich typy.

W jednej komorce jest mozliwa ekspresja kilku r6znych koneksyn. Na przykitad,
w mysich keratynocytach odkryto ich 5 typéw [23], a w komoérkach $rodbtonka
dwa, 37 i 43 [56]. Dwie koneksyny moga wystepowac takze w obrebie jednego
zespotu potgczeniowego (potgczenie heterotypowe), np. koneksyny 26 i 32 w he-
patocytach [36] czy koneksyny 43 i 26 w komdrkach epidermalnych [57]. Po mi-
kroiniekcji odpowiednich transkryptéw koneksyn, do oocytu Xenopus stwierdzono,
ze koneksyny 32 i 43 budujg kanat heterologiczny [65]. Tak wiec, na poziomie
komorkowym réznorodno$é potaczen szczelinowych moze by¢ wzmocniona przez
ekspresje réznych koneksyn i formowanie kanatéw heterologicznych. Wcigz do
korica nie wiadomo, czy rézne koneksyny mogga tworzy¢ koneksony heterooligome-
ryczne (heteroheksamery). Jednakze w badaniach nad potgczeniami szczelinowymi
w komérkach epidermalnych szczura Risek [57] dostarczyt dowody na obecno$é
homooligomerycznych koneksonéw w potaczeniach heterotypowych (rys. 2).

Studia nad rekonstytucja i biofizyczna charakterystyka kanatéw potgczen szcze-
linowych dostarczyty dowodow na to, ze przewodno$¢ pojedynczego kanatu, w
zaleznosci od typu koneksyny, z ktérej jest on zbudowany, waha sie pomiedzy
20 a 200 pico Siemensow (pS) [62]. Wielka réznorodno$¢ koneksyn obecnych
w jednej komérce moze byé zatem systemem regulujgcym efektywnos$¢ komunikacji
miedzy komdérkami. Wyniki badan nad systemami modelowymi sugeruja, ze naj-
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Rys. 2.. Schemat czterech kanatéw potaczen szczelinowych o czterech mozliwych kompozycjach
czasteczkowych dwoch typéw koneksyn, kazdy z koneksonow skitada sie z szeSciu podjednostek
biatkowych - koneksyn, ktére moga by¢ identyczne lub mieszane: A - homomeryczne, homotypowe;
B - heteromeryczne, homotypowe; C - homomeryczne, heterotypowe; D - heteromeryczne, heteroty

wazniejsza role w dopasowywaniu réznych typéw koneksyn petnig ich drugie domeny
zewnatrzkomorkowe [66,67] (rys. 1). Werner udowodnit, ze komorki tkanek Xenopus,
produkujace koneksyne 38 moga tworzy¢ potgczenia z komérkami produkujgcymi
szczurzg koneksyne 43, lecz nie z sgsiadujgcymi komérkami, w ktérych ulega eks-
presji koneksyna 32 [69*]. Teoretycznie, ten spos6b tgczenia zezwalatby na ko-
munikacje z pewnymi komdrkami sgsiadujgcymi, a blokowatby tgcznos$¢ z innymi
[21]. W widknach Purkinjego ekspresji ulega koneksyna40, a w miokardium komory
gtéwnie koneksyna 43. Obie te izoformy nie moga jednak tworzy¢ potaczen szcze-
linowych, co by¢ moze stanowi o unikalnych wiasciwosciach elektrycznych obu
rejonow serca [7]. Obserwacje nad komdrkami $cian naczyn krwiono$nych zwrécity
uwage na fakt, ze generalnie produkujg one koneksyne 43. Kazdy jednak z typow
komorek ma dodatkowo inny rodzaj koneksyny, komérki endotelialne koneksyne
37, a komérki miesniowki gladkiej koneksyne 40. Taki wzér ekspresji powoduje,
ze komdrki te moga wchodzi¢ w specyficzne, indywidualne interakcje [56]. Innym
przyktadem moze by¢ r6znicowanie sie keratynocytdw, podczas ktérego nastepuje
kolejno zmianajakosciowa w ekspresji koneksyn. Koneksyny 26 i43 sg zastepowane
przez koneksyny 31 i 31.1 [5]. Wiagze sie to ze zmianami w przepuszczalnosci
kanatow, co wyraza sie spadkiem przenikania przez potaczenia szczelinowe cza-
steczek barwnika (zétcieni lucyferowej), pomimo ze komorki pozostajg nadal po-
taczone elektrycznie [5].

2.2. Skiadanie koneksonow

Potgczenia szczelinowe sg ptytkami zbudowanymi z setek i tysiecy kanatdéw
wigzacych przestrzeh miedzy Scisle przylegajacymi komérkami. Jako pierwszy stru-
kture pojedynczego kanatu opisat Caspar [69*]. Kazdy kanat sktada sie z dwoéch
koneksondw. Koneksony z kolei sg kompleksami sze$ciu identycznych podjednostek
bedgcych biatkami integralnymi bton - koneksynami (rys. 1).

W procesie translacji biatek integralnych btony produkt wbudowuje sie w pier-
wszym etapie do btony ziarnistej siateczki $rodplazmatycznej. Wydaje sie to rowniez
prawdopodobne dla koneksyn, odkad studia nad frakcjami subkomoérkowymi wy-
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kazaty ich obecno$¢ w bionach siateczki [18,53]. Jednakze, w przeciwienstwie do
eksperymentow nad innymi biatkami btonowymi, wstawieniu in vitro koneksyn
przy uzyciu bton mikrosomalnych, uzyskanych z trzustki psa, towarzyszyta btedna
obrobka tych biatek przez peptydaze sygnatowa [18]. Polegata ona na przecieciu
tancucha biatkowego przez peptydaze w obrebie sekwencji koneksyny, co normalnie
w komorkach nie zachodzi. Podobng obrobke obserwowano w réznych typach ko-
morek transfekowanych cDNA dla koneksyn, ktore wykazywaty wysoki poziom
ekspresji koneksyn [18], co sugeruje, ze w normalnych warunkach btedna obrébka
wystepuje wowczas, gdy zostanie przekroczony pewien poziom ekspresji koneksyn.
Jak dotad nie zostatlo wyjasnione, czy w procesie wbudowywania sie do btony
i zwijania sie czasteczki koneksyny w $srodowisku hydrofobowym btony biorg udziat
biatka ochronne, ktére stabilizujg ich strukture i zapobiegajg przecinaniu, czy tez
komoérka uzywa procesu ciecia jako mechanizmu regulujagcego synteze lub kon-
trolujgcego jako$¢ koneksyn.

Badania nad procesami translacji oraz inkorporacji koneksyn do bton unaocznity
dwie istotne réznice miedzy biatkami potaczen szczelinowych, a innymi biatkami
integralnymi bton. Po pierwsze, maja one znacznie krotszy okres péttrwania, po
drugie wydajg sie by¢ sktadane w przedziale trans aparatu Golgiego [45], w prze-
ciwienstwie do innych biatek integralnych, ktérych skitadanie zachodzi, jak ustalili
Hurtley i Helenius [69*], w ziarnistej siateczce $rédplazmatycznej. Postretikularne
sktadanie koneksyn jest mozliwe w pdznych etapach transportu do btony dzieki
wysokiej ich zawartosci w aparacie Golgiego, co faworyzuje oligomeryzacje. Ko-
neksyny sg zatem akumulowane w aparacie Golgiego in vitro [2] i prawdopodobnie
in vivo [22]. Zaproponowano nawet, ze koneksony sg sktadane dopiero po whbu-
dowaniu w btone [53]. PO0Zne sktadanie biatek potgczen szczelinowych moze prze-
ciwdziata¢ tworzeniu sie wewnatrzkomoérkowych potaczen szczelinowych, np.
pomiedzy btonami organelli [45]. Po oligomeryzacji koneksonéw w przedziale trans
aparatu Golgiego, mogtyby one by¢ natychmiast transportowane do miejsc doce-
lowych w btonie komérkowej.

Z drugiej strony istniejg dane wskazujgce, ze tworzenie oligomeréw nastepuje
juz w ziarnistej siateczce $rédplazmatycznej, co pokazat Kumar [34,35] badajac
komorki transfekowane koneksyng 32. Co prawda jeszcze nie wiadomo, czy oli-
gomeryzacja w ziarnistej siateczce $rddplazmatycznej moze tez zachodzi¢ w ko-
morkach nietransfekowanych, lecz badania frakcji subkomorkowych watroby
szczura zdaja sie potwierdzaé te mozliwo$é [18,53].

Odnalezienie koneksonéw w komaérkach nie tworzacych potaczen szczelinowych
w warunkach fizjologicznych, takich jak sarkoma S 180 czy fibroblasty L929, sktania
do przypuszczen, ze migdzykomdrkowe potaczenia adhezyjne czy fosforylacja ko-
neksyn nie sg warunkiem niezbednym do budowy koneksonéw [45]. Youngowi
[69*] udato sie wbudowaé potaczenia szczelinowe do btony, lecz nie zdotat okreslié,
czy 27 kDa biatka istniaty jako pojedyncze oligomery (po6tkanaty) czy jako dwu-
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dzielne oligomery (kompletne kanaty). W kazdym razie dane elektrofizjologiczne
sugeruja, ze niesparowane koneksony moga istnie¢ w btonie komérkowej [13].
Przy zastosowaniu specjalnych warunkow eksperymentalnych, tj. wysokiego stezenia
soli, wysokiego pH, substancji redukujgcej i detergentéw, wyizolowano koneksony
z potgczen szczelinowych watroby [64]. Analiza spektralna tych koneksonéw wy-
kazata wyrazng przewage symetrii heksagonalnej i $rednice okoto 8 nm, czego
spodziewali sie juz Unwin i Zampighi [69*] analizujgc tréjwymiarowe mapy po-
taczen szczelinowych. Obserwowana przy pomocy mikroskopu elektronowego fra-
kcja potgczen szczelinowych izolowanych z watroby szczura pozwolita okresli¢
blizej ich strukture. Koneksony wydawaly sie byé mniejsze, 4-6 nm S$rednicy, w
poréwnaniu zwynikami Staufera [64] oraz Unwina i Zampighiego. Odlegto$¢ miedzy
Srodkami kanatéw Hoh [69*] okreslit na 9,1 nm, a koneksony wystawaty na 0,4-0,5
nm z powierzchni phytki. Sikerwar [69*] pokazal, ze natywna struktura krystali-
cznych, heksagonalnie upakowanych koneksonéw owadoéw wykazuje podobne od-
legtosci pomiedzy S$rodkami kanatow (8,5 nm) jak w przypadku potgczen
szczelinowych z watroby szczura i myszy. Tréjwymiarowy obraz powierzchni przed-
stawit koneksony jako anularne oligomery wystajgce na 3,0-4,5 nm do cytoplazmy.
Kanat miat szeroko$¢ 4-4,5 nm w regionie zewnatrzkomérkowym.

Jak do tej pory, nie jest jasne, czy koneksony mogg by¢ wbudowane w btone
komdrkowgq jako poétkanaty, a jedli tak, czy moga funkcjonowaé one jako prze-
puszczalne dla wody kanaly tgczace komdrke z przestrzenig zewngtrzkomorkowa.
Musil i Goodenough [45] stwierdzili, ze potkanaty sg najprawdopodobniej za-
mkniete. Potaczenia szczelinowe, jak wiele kanatéw jonowych, sg zalezne od na-
piecia, chociaz stopien tej zaleznosci zmienia sie wraz z typem koneksyn [62].
Nalezy jednak zauwazy¢, ze cigzar biologiczny tej zalezno$ci wcigz wymaga wy-
jasnienia. Co ciekawsze, koneksynom brakuje charakterystycznej sekwencji ami-
nokwaséw noszacych tadunek elektryczny, ktora jest specyficzna dla typowych
biatek kanatowych bramkowanych napieciem, budujgcych np. kanaly wapniowe
czy sodowe.

2.3. Tworzenie si¢ kanatow miedzykomérkowych z dwu pétkanatow

Obecnos$é potgczen szczelinowych nie tylko implikuje wbudowanie koneksyn
do btony, ale takze tworzenie catych kanatéw. Komorki tworzace potaczenia szcze-
linowe in vivo tracg swojg integralno$¢ po zastosowaniu procedur izolacyjnych,
chociaz pétkanaty pozostajg w btonie nienaruszone. Jednakze, potkanaty w izo-
lowanych komaorkach nie mogg by¢ identyfikowane przez technike mrozenia itamania
(freeze-fracture), poniewaz typowy obraz grup koneksondw na powierzchni E (Ex-
ternal) znika przez boczng dyspersje wywotang roztgczeniem kanatow (fot. 2).

Wytworzenie przeciwciat skierowanych przeciwko rozmaitym typom koneksyn
pozwolito na badania zachowan sie kanatéw potgczen szczelinowych w réznych
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Fot. 2. Replika ptytki potaczenia
szczelinowego z miesniowki
macicy myszy. Probke z mies-
niéwki pobrano w ostatnim dniu
cigzy (20 dzien). Zamrozony w
ciektym azocie fragment tkanki
poddano rutynowej procedurze
krio-rytowniczej i fotografowa-
no w mikroskopie elektrono-
wym. Charakterystyczne, regu-
larne utozenie blisko siebie sku-
pionych, okragtych struktur -
koneksonéw wyréznia potacze-
nie szczelinowe od pozostatych
elementow btony komoér- kowej:
E (Externum) - cze$¢ zewnetrz-
na btony komoérkowej, P (Plas-
ma) - cze$¢ wewnetrzna,
docytoplazmatyczna btony ko-
moérkowej (powiekszenie okoto
200.000)

warunkach doswiadczalnych ifizjologicznych komorek (fot. 3). Spray [69*] i Young
[69*] badali witasnosci elektryczne potgczen szczelinowych po wbudowaniu ich
w sztuczng dwuwarstwowa btone lipidowa. Przeciwciata skierowane przeciwko
gtdbwnemu 27 kD biatku blokowaty przewodno$¢ kanatébw. Z dowoddw immuno-
cytochemicznych Younga [69*], jak i elektrofizjologicznych Hertzberga [69*] wy-
nika, ze przeciwciata rozpoznajg epitopy po cytoplazmatycznej stronie koneksonu.
Wywotana przeciwciatami redukcja przewodnosci potgczen szczelinowych o przy-
najmniej 90% sktonita Spraya [69*] do wniosku, ze prad przeptywa raczej przez
cate kanaty niz potkanaty. Redukcja przewodnosci o wiecej niz 50% moze by¢
wyjasniona tylko wtedy, gdy domeny cytoplazmatyczne mogg by¢ rozpoznane przez
przeciwciata niezaleznie od orientacji sztucznej dwuwarstwowej blony lipidowej
w pipecie rejestrujgcej. Young [69*] nie zdotat okresli¢, czy wbudowane biatka
istniejg jako oligomery czy kompletne kanaty. W eksperymencie zaprojektowanym
przez tegoz autora stopien, o jaki przeciwciata redukowaty przewodnos$¢ kanatu
wahat sie miedzy 30 a 90%. Ponadto w kilku, lecz nie we wszystkich, ekspe-
rymentach miejsca wigzgce przeciwciata znajdowaty sie po obu stronach sztucznej
btony.

Koneksony wymagajg stabilizacji przez lipidy [41], a w szczegdlnoSci przez
cholesterol, co zwieksza stopien asocjacji potgczen szczelinowych w komorkach
hepatomy Novikoffa [43]. Te badania nad wptywem lipidow na komunikacje przez
potaczenia szczelinowe sugerujg znaczenie lipidowego mikrosrodowiska obu po6t-
kanatéw dla funkcjonalnej integralno$ci kompletnych kanatow.
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Fot. 3. Przekréj podtuzny
przez miesien sercowy
szczura traktowany prze-
ciwciatami skierowany-
mi przeciw koneksynie
43. Technika immunocy-
tochemiczna pozwala
zlokalizowaé biatka, ko-
neksyne 43, ktdéra jest
podstawowym sktadni-
kiem potgczen szczelino-
wych zlokalizowanych w
tym przypadku w okolicy
dyskéw interkalarnych
taczgcych i spinajacych
miocyty serca. Podobng
technike, z zastosowa-
niem przeciwciat skiero-
wanych przeciwko
réznym typom koneksyn
moza zastosowac do in-
nych tkanek np. macicy,
watroby itp. Powieksze-
nie 800

Sity wigzace pdtkanaty w ptaszczyznie btony komdrkowej sg stabilizowane raczej
przez wigzania wodorowe niz kowalencyjne. Dwie petle zewnatrzkomérkowe ele-
mentarnej jednostki biatkowej koneksonu, koneksyny (rys. 1) sa potgczone we-
wnatrzczasteczkowym wigzaniem dwusiarczkowym [27]. Te wigzania sg niezbedne
dla przestrzennej stabilizacji tancucha biatkowego i, w rezultacie, dla poprawnego
utozenia catego kanatu w szczelinie miedzykomdrkowej. Manjunath i Page [69%*]
nie potrafili natomiast wykazaé obecno$ci miedzyczasteczkowych wigzan dwusiar-
czkowych, miedzy dwoma pétkanatami, co sugeruje, ze integralno$¢ kompletnego
dodekameru jest utrzymywana przez niekowalencyjne wigzania wodorowe. Eks-
perymenty Barra [69*] wykorzystujgce hypertoniczne roztwory, 0.5 M dwucukry
lub 8 M mocznik do dysocjacji komdérek w obrebie potaczen szczelinowych moga
postuzy¢ za dowédd w powyzszych rozumowaniach. Peracchia i Peracchia [69%]
rbwniez wykorzystali t¢ metode do uwidocznienia prawdziwej zewnetrznej po-
wierzchni btony w obrebie potaczenia i zaprezentowali zewngtrzkomdrkowe fi-
lamenty, ktore miaty wigzaé ze sobg koneksony. Milks [69*] i Goodenough [69*]
rowniez uzywali rozbitych potgczen szczelinowych do zademonstrowania specy-
ficznych miejsc wigzacych przeciwciata skierowane przeciwko r6znym sekwencjom
tancucha polipeptydowego koneksyn. Podczas, gdy obserwowane w mikroskopie
elektronowym, sprzezone ze ztotem przeciwciata skierowane przeciwko cytopla-
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zmatycznym domenom koneksyny znakowaty zaréwno nietkniete, jak i rozbite po-
taczenia szczelinowe. Przeciwciata skierowane przeciwko sekwencjom aminokwa-
sowym petli zewnatrzkomdrkowych polipeptydu znakowaty tylko potaczenia rozbite.
W studiach nad oczyszczaniem kanatéw z izolowanych potaczen szczelinowych
watroby Staufer [64] nie mdgt otrzymac oddzielnych dodekameréw, poniewaz dy-
socjujg one do pojedynczych heksameréw. Jednakze jesli oczyszczone koneksony
inkubuje sie w obecnosci 4% glikolu polietylenowego 2000 w temperaturze 4°C
czy w obecnosci 10% glikolu polietylenowego 2000 w temperaturze 15°C, koneksony
tworza odpowiednio filamenty i krystaliczne warstwy. Byt to dowdd na to, ze
koneksony mogg rosna¢ przez asocjacje konca z konicem, lecz takze, w zmienionych
warunkach, przez asocjacje boczng. Jak zostato pokazane przez Kistlera i Bullivanta
[69*] oraz Manjunatha i Page’a [69*] koneksyny komorek widkien soczewki i
mies$nia sercowego moga by¢ zachowane jako sparowane jednostki pomimo procedur
solubilizujgcych. Mazet [42] solubilizowat potgczenia szczelinowe koneksyny 32
z watroby szczura i wprowadzat je do proteoliposomow. Badania te wykazaty,
ze do btony komérkowej wbudowujg sie raczej cate kanaty niz potkanaty (koneksony).
Istnienie heterologicznych potaczen szczelinowych (pofaczenia miedzy réznymi ty-
pami komoérek syntetyzujgce rézne koneksyny) wymaga rozpoznania obszar6w w
zewnatrzkomdérkowych domenach petli koneksyn (rys. 1).Stabilno$¢ sekwencji ami-
nokwasowych w tych domenach byta prezentowana kilkakrotnie [3]. Pomimo tych
wiasciwosci wystepujagcych we wszystkich zbadanych do tej pory koneksynach i
niekowalencyjnej natury wigzan miedzyczasteczkowych [27], sita wigzan pomiedzy
dwoma potkanatami wydaje sie by¢ tkankowo specyficzna. W kazdym razie, domeny
zewnatrzkomorkowe zdajg sie by¢ konieczne dla tworzenia kanatow [35]. Mimo
to, zaden typ koneksyn nie jest zwigzany wystarczajgco silnie w obrebie szczeliny
aby uniemozliwi¢ przeciecie potgczenia na dwa potkanaty podczas procesu mrozenia
i tamania.

Podstawowe pytanie, dlaczego koneksony w komadrkach izolowanych nie sg utrzy-
mywane w grupach ijak powstajg grupy koneksonéw w czasie tworzenia potaczen
szczelinowych, nie znajduje wystarczajgcej odpowiedzi w stwierdzeniu, ze jest to
spowodowane oddziatywaniem pomiedzy pétkanatami w btonach sagsiadujacych ko-
mérek. Najprawdopodobniej wigzania wodorowe miedzy potkanatami sa warunkiem
koniecznym do stabilizacji pojedynczego kanatu spajajgcego komorki, lecz nie wy-
jasniajaja, w jaki sposéb tysigce sparowanych koneksondw tworzy potaczenie szcze-
linowe. W ogole, wszystkie rozwazania nad strukturalno-funkcjonalnymi relacjami
w potaczeniach szczelinowych uwzgledniajace odlegtosci miedzy koneksonami na-
lezy rozpoczaé od stwierdzenia zaleznosci wynikéw od procedur preparacyjnych.
Raviola [69*] oraz Miller i Goodenough [69*] utrzymujg, ze utrwalanie tkanek
powoduje dramatyczny wzrost upakowania koneksonéw w potgczeniach szczeli-
nowych. W omawianych eksperymentach, procedura utrwalaniajest zawsze podobna,
a zatem nie moze ona wptywac¢ zasadniczo na réznice w gestosci koneksonow.
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Jesli bierze sie pod uwage agregujacy wptyw glutaraldehydu, wszelkie dyspersje
koneksonéw sa w rzeczywistosci wieksze niz na replikach. Jednakze, Hoh [69*],
ktory w studiach nad izolowanymi potgczeniami szczelinowymi z watroby uzywat
mikroskopu elektronowego, nie byt w stanie zaobserwowac zadnych zmian w ich
morfologii po utrwaleniu w glutaraldehydzie. Risek [57] prébowat skorelowac obe-
cno$¢ agregatéw Scisle i luzno upakowanych koneksondw w jednym potgczeniu
szczelinowym z heterotypowoscig potgczenia (rézne koneksyny w populacji poét-
kanatdow w obrebie jednej ptytki potgczeniowej). Zatem rdzne izoformy koneksyn
bytyby odpowiedzialne za rézne odlegtosci miedzy koneksonami.

Manjunath i Page [69*] analizowali potgczenia szczelinowe z serca i watroby
na obecno$¢ potaczen dwusiarczkowych miedzy koneksonami solubilizujgc btony
komdrkowe w deoksycholanie sodu i rozbijajac wiazania dwusiarczkowe 2-mer-
kaptoetanolem. Wynik ich doSwiadczen byt zaskakujgcy. Odkryli bowiem, ze w
potaczeniach szczelinowych serca, w przeciwieAstwie do watroby, koneksony tworzg
grupy posrednie - miedzypodjednostki i ze istniejg miedzykoneksonowe wigzania
dwusiarczkowe. Swoje wyniki ttumaczyli ré6znymi obcigzeniami mechanicznymi
komérek serca i watroby. Kardiomiocyty ciggle sg narazone na dziatanie sit roz-
ciggajacych w ptaszczyznie btony. Zatem ich skurcz wymaga szczegdlnie wysokiego
stopnia stabilizacji i zaczepienia sktadowych potgczen szczelinowych w btonie,
co wydaje sie mniej istotne w przypadku watroby. Nie tylko typy koneksyn w
nich wystepujace réznig serce i watrobe, ale i struktura powierzchni cytoplazmaty-
cznych. Braun [69*] na podstawie statystyczno-mechanicznej analizy replik po-
taczen szczelinowych watroby postulowat, ze agregaty koneksondéw nie sg
utrzymywane przez sity przyciggajagce miedzy koneksonami w ptaszczyznie btony,
lecz przez minimalizacje sity odpychajacej miedzy przylegajgcymi btonami. Po-
taczenie koneksondw w poprzek przestrzeni miedzykomérkowej wymaga przezwy-
ciezenia sit elektrostatycznych. Energia potrzebna na przezwycigzenie odpychania
jest minimalizowana przez zmniejszenie powierzchni S$cistego przylegania bton.
Poniewaz ucieczka pojedynczych koneksonow z ptytki potgczenia szczelinowego
zwieksza powierzchnie Scistego przylegania zapewniajacg site motoryczng dla ko-
hezji, ten model zaktada wolne mchy boczne koneksondw w btonie i niezalezno$¢
od cytoszkieletu. Rzeczywiscie Hirokawa i Heuser [69*] oraz Shibata [69*] uwi-
docznili powierzchnie cytoplazmatyczng potgczen szczelinowych w komdrkach wa-
troby przy zastosowaniu techniki tzw. gtebokiego rytowania (cleep-etching) i
stwierdzili, ze jest ona pozbawiona miejsc przyczepu dla elementéw cytoszkieletu.
Z drugiej strony istniejg prace demonstmjace zmiane struktury potgczen szczeli-
nowych pod wptywem inhibitorow cytoszkieletowych. Powstaje zatem pytanie, czy
interakcje potgczenia szczelinowe - cytoszkielet majg miejsce, czy tez nie, podczas
dynamicznych zmian w potgczeniach.
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3. POLACZENIA SZCZELINOWE
| ICH MOLEKULARNE SRODOWISKO

3.1. Interakcje pomiedzy koneksonami a cytoszkieletem

Dobrze znana obserwacja, ze na replikach potaczenia szczelinowe sa stale zwig-
zane z powierzchnig P (Plasma), przynajmniej w tkankach kregowcow, sugeruje
iz koneksony moga by¢ zakotwiczane w podbtonowej cytoplazmie. Zwigzanie z
powierzchnig P jest niezalezne od tego, czy komponenty cytoplazmatyczne sg obecne
przy powierzchni cytoplazmy czy tez nie [54]. Istnieje tylko jeden wyjatek opisany
u kregowcow [39]: potaczenia szczelinowe w widknach soczewki myszy w czesSci
s zwigzane z powierzchnig E. W tkankach niektérych bezkregowcdw, takich jak
skorupiaki czy owady, Bosch [69*] pokazat potgczenia szczelinowe zwigzane z
powierzchnig E (Ekstracelnlar). Dla kontrastu w tkankach dzdzownicy, Eisenia
foetida, Hama [69*] opisat czastki potgczen szczelinowych zwiagzanych zaréwno
z powierzchnig P, jak i E, a potaczenia szczelinowe gtowonogdéw, np. Loligo pealei,
badane przez Ginzberga [69*], sg morfologicznie nierozrdznialne od tych opisanych
w tkankach kregowcow (fot. 2)

Wiekszos¢ danych dotyczacych interakcji pomiedzy btong zawierajgca potaczenia
szczelinowe a cytoplazma pochodzi z badan nad zespotami komérek kregowcow.
Rassat [69*] opisat wzrost liczby i rozmiaréw potaczen szczelinowych w komorkach
watroby pod wptywem inhibitora mikrotubul - siarczanu winblastyny. Nie bytjednak
w stanie stwierdzi¢ czy zauwazone zmiany wynikajg z syntezy de novo biatek
potgczen szczelinowych, czy tez z agregacji istniejgcych juz czasteczek prekur-
sorowych. Tadvalkar i Pinto da Silva [69*] opisali podobne zjawisko, ale tym
razem w komorkach nabtonkowych gruczotu prostaty, gdzie gwattowne powstawanie
potaczen szczelinowych nastepowato pod wplywem kolchicyny i cytochalazyny
B i powstawanie to zachodzito nawet w obecnosci inhibitora metabolizmu, dini-
trofenolu czy inhibitora syntezy biatek, cykloheksimidu. Na tej podstawie autorzy
ci zaproponowali, ze prekursory koneksondéw znajdujg sie pod kontrolg elementow
cytoszkieletu. W momencie rozbicia tych elementéw koneksony migrujg i taczac
sie tworzag plytki potgczen szczelinowych. Wydaje sie prawdopodobne, ze tylko
w tym ostatecznym miejscu przeznaczenia - ptytce potgczenia szczelinowego -
zachodzi rozpoznanie pomiedzy potkanatami dwdéch przylegajagcych komérek, po-
niewaz miejsce przylegania wystepuje tylko w tych rejonach, gdzie, np. na replikach,
uwidocznione sg grupy koneksondw. Poza potgczeniami szczelinowymi odlegtos$é
miedzy komoérkami jest wieksza, co uniemozliwia tworzenie catych kanatéw. Na
podstawie powyzszych obserwacji mozna przypuszczac, ze poza ptytka potgczenia
szczelinowego istnieje w btonie pula podjednostek koneksonéw, lecz jest ona nie-
dostepna dla procesu integracyjnego ze wzgledu na zakotwiczenie przez elementy
cytoszkieletu. Jednakze rdznice czynnosciowo-strukturalne pomiedzy komdrkami
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watroby, serca, soczewki czy siatkowki, na ktérych te obserwacje prowadzono,
uniemozliwiaja sformutowanie ogélnych zasad co do roli cytoszkieletu w powsta-
waniu potgczen szczelinowych. W potgczeniach szczelinowych serca, Shibata i
Yamamoto [69*] opisali powierzchnie cytoplazmatyczne wolne od elementéw cyto-
szkieletu. Hirokawa i Heuser [69*], Shibata [69*] i Kuraoka [36] opisali, ze w
przeciwienstwie do gtadkiej powierzchni potgczen szczelinowych w watrobie, biony
potgczen szczelinowych serca zawierajg granularne substruktury wrazliwe na bez-
wapniowe roztwory fizjologiczne o wysokim stezeniu K+. Przytoczone wyniki sg
zgodne z publikowanymi wcze$niej obserwacjami Manjunatha [69*]. Autor ten
opisat biatkowa podjednostke w potaczeniach szczelinowych serca, kt6rg mozna
byto wyizolowaé przy uzyciu inhibitora proteaz serynowych - fluorku fenylometylo-
sulfonylowego. Proteolizowane potaczenia szczelinowe serca i potaczenia szcze-
linowe watroby bez inhibitora proteazy wykazywaty takg samag ultrastrukture.
Badajac potgczenia szczelinowe serca Kardami [69*] znalazt biochemiczne i ultra-
strukturalne dowody na zwiazek zasadowego czynnika wzrostowego fibroblastow
(bFGF) z tymi potgczeniami. Autor sugeruje, ze przeciwciata skierowane przeciwko
N-koricowej domenie bFGF rozpoznawaly epitopy potozone ponizej btony z po-
taczeniami szczelinowymi, ktére moga by¢ czescig sktadowa "wystrzepionej" otoczki
znalezionej w potgczeniach szczelinowych serca. Takze, w potgczeniach szczeli-
nowych astrocytéw (zbudowanych z koneksyny 43) Yamamoto zademonstrowat
immunoreaktywno$¢ bFGF na poziomie mikroskopu elektronowego. Poniewaz ko-
neksyna 43 zostata zidentyfikowana przez Saeza [69*] jako substrat dla kinazy
C, funkcja potaczen szczelinowych ztozonych z koneksyny 43 moze by¢ regulowana
w drodze fosforylacji bFGF.

W badaniach nad potgczeniami szczelinowymi serca, technikg mrozenia i tamania,
Green i Severs [69*] odkryli, ze bruzdy na powierzchni P, ptytki potgczeniowej,
ktére nie miaty swoich odpowiednikéw na powierzchni E, miaty bezposredni zwig-
zek z potgczeniami szczelinowymi i wystepowaly jedynie w kilka minut po Smierci
komorki, kiedy mozna sie byto spodziewacé jej reorganizacji. Sugerowano, ze bruzdy
te odzwierciedlajag miejsca przyczepu cytoszkieletu do koneksonéw podczas lub
po ich przemieszczeniu sie w bionie. Page [69*] wykazat, ze perfuzja seca roztworem
zawierajagcym Ca2+ powoduje, rozproszenie kilku koneksondw poza ptytke w po-
taczeniach szczelinowych. Obserwacja ta usprawiedliwia przypuszczenie o reor-
ganizacji bton w miejscach potaczen szczelinowych, w ktorej uczestnicza elementy
cytoszkieletu. Jednakze, w obrebie samych potaczen szczelinowych gestos¢ ko-
neksonow, w kilka minut po Smierci komérki, zmienia sie mniej dramatycznie,
niz moznaby sie byto tego spodziewaé, gdyby filamenty byty aktywne w reorganizacji
ich powierzchni. Konfiguracja koneksondw w potgczeniach szczelinowych serca,
dyskutowana przez Greena i Seversa [69*], ulega zmianie w zaleznosci od czasu,
jaki uptynie od momentu $mierci zwierzecia do utrwalenia tkanki. Regularne upa-
kowanie heksagonalne, obserwowane przy natychmiastowym zamrozeniu tkanki
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po Smierci zwierzecia, zmienia sie¢ na mniej regularne, jezeli zamrazanie nastgpi
po uptywie 20-40 min po $mierci zwierzecia. W roku 1983 Page zaobserwowat
zmniejszenie sie gestosci koneksonéw w potaczeniach szczelinowych serca po per-
fuzji roztworem Ca~+. Przeciwnie, Dahl i Isenberg [69*] oraz Déléze i Hervé [69*]
stwierdzili zmniejszenie sie odlegtosci miedzy koneksonami po roztgczeniu komorek
serca odpowiednio dihydrotabaing i heptanolem, a de Maziére i Scheuermann [69%]
opisali wzrost gestosci koneksondw po hipoksji izolowanego serca szczurzego. Ber-
nardini [69*] zademonstrowat 14% spadek w miedzykoneksonalnych odlegtosciach
w komaorkach trzustki po zadziataniu heptanolem. Peracchia i Girsch [69*] uwazaja,
ze obie procedury roztaczajgce powodujg wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia
jonow wapnia. Zasugerowali zatem, ze kalmodulina bierze udziat w zaleznym od
wapnia mechanizmie roztgczania komdrek, zajmujagc miejsca wigzace po stronie
cytoplazmatycznej miedzy C i N koricem koneksyn. Zmiany konformacyjne powinny
iS¢ w parze ze zmniejszeniem odlegtosci miedzy koneksonami. To przypuszczenie
jest zgodne z pracami Chuanga [69*] oraz Unwina i Ennisa [69*] opisujacymi
wzrost gestosci koneksonéw po poddaniu komérek procesowi dysocjacji. Jednakze,
wiekszo$¢ danych dotyczacych odlegtosci miedzy koneksonami, a pochodzacych
z doSwiadczen nad tgczeniem i roztgczaniem komorek dotyczy jedynie niewielkich
zmian rzedu 1nm. W Swietle krytycznych rozwazan metodologicznych [54] mozna
zapytaé, czy odlegto$ci mniejsze od 1 nm moga by¢ rzetelnie mierzone przy za-
stosowaniu technik replikacyjnych. Rzeczywiscie Miller i Goodenough [69*], za-
przeczajg istnieniu réznic w upakowaniu koneksonéw w rezultacie ekspery-
mentalnych zmian w przewodnosci potgczen. Z drugiej zas strony w ostrym kontrascie
do poprzednich odkryé we wszystkich innych, badanych do tej pory systemach,
fizjologiczne i odwracalne zmiany w gestosciach koneksondw komérek poziomych
siatkéwki ryb sg znaczgco wieksze. Tutaj $srednia zmiana w odlegtosciach pomiedzy
koneksonami waha sie w granicach 20-40 nm [37].

W potaczeniach szczelinowych zewnetrznych komorek poziomych siatkéwki ka-
rasia (Carassius auratus), Kurz-Isler i Wolburg [69*] opisali szybkie zmiany w
zageszczeniu koneksonow pod wptywem zmian warunkdw oswietlenia. W ciemnosci
gestos$c tawynosita 7000-8000 koneksondw/pm™; po adaptacji w Swietle czerwonym
spadta do 3000/pm2. Poza tym podczas adaptacji w ciemnosci wiekszo$¢ potaczen
szczelinowych miata mate rozmiary i byta podscielona elektronowo gestym ma-
teriatem. W wielu przypadkach byt on zwigzany z mikrotubulami i mikrofilamentami.
Wystepowanie materiatu elektronowo gestego pod zageszczonymi koneksonami po-
faczen szczelinowych w czasie dlugo trwajacej adaptacji do ciemnos$ci przemawia
na korzy$é funkcjonalnych zaleznosci pomiedzy cytoszkieletem i koneksonami. W
krétkotrwatych eksperymentach, po zaledwie pare minut trwajacej ekspozycji na
Swiatto czerwone, autorzy zaobserwowali, na ultracienkich skrawkach, tatkowaty
wzor utozenia materiatu osmofilnego, ktéry przypominat wzor grup koneksonéw
na odpowiadajacych im replikach. Zasugerowali oni, ze koneksony w obrebie grupy
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sq Scislej zwigzane z cytoszkieletem. Jednakze inne wyjasnienia nie moga by¢
wykluczone. Obszary btony pomiedzy grupami koneksonéw sg tego samego rzedu
wielko$ci co same grupy, jak i elektronowo geste plytki. Dlatego, zagadnienie,
ktoraczesé potgczenia szczelinowego jest zwigzana z elektronowo gestym materiatem
nie jest ostatecznie wyjasnione. Schimitz i Wolburg [69*] pokazali, ze gestos$¢
koneksondw w potgczeniach szczelinowych zewnetrznych komaérek poziomych siat-
kowki karasia hodowanych in vitro jest wrazliwa na rézne wartosci pH. W pH
6.5 gestos¢ wynosita 8000-9000 koneksonéw/pm”, w pH 7,1 6000-7000/pm*“, a
w pH 7,5 okoto 4000/pm2. Najsilniej upakowane koneksony wystepowaty w sa-
siedztwie zwigzanego z btong materiatu elektronowo-gestego. Materiat ten znikat
w wyzszych wartosciach pH. Niezaleznie od fizjologicznego stanu potaczenia ko-
morek, reprezentowanego przez wysoka lub niska gestos$¢ koneksonéw w komdrkach
poziomych siatkoéwki, rezultaty Kurz-Islera i Wolburga [69*] oraz Schimitza i Wol-
burga [69*] niezmiennie pokazujg wspo6tzalezno$¢ wysokiej gestosci koneksondw
z ich potaczeniem z cytoszkieletem. Duze zageszczenie koneksondw wydaje sie
wystepowaé w obecnos$ci osmofilnego materiatu cytoplazmatycznego. Z drugiej
za$ strony interesujace jest, ze Vaughan i Laster [69*] nie byli w stanie roztgczyé
elektrycznie rybich komérek siatkéwki przez poddanie ich dziataniu cytochalazyny
D, ktora depolimeryzuje F-aktyne. Jesli taczenie systeméw komoérkowych ma miejsce
przy duzym zageszczeniu konekson6éw, co zasugerowali Kurz-Isler i Wolburg [69*]
oraz Kurz-Isler [37], to F-aktyna nie jest w tym przypadku odpowiedzialna za
utrzymanie tej gestosci. Niestety nie madostepnych danych immunocytochemicznych
czy tez danych uzyskanych przy zastosowaniu techniki mrozenia-tamania demon-
strujgcych efekt cytochalazyny D na los i kompozycje ptytek cytoplazmatycznych
oraz rozmieszczenia koneksondéw podczas i po rozbiciu mikrofilamentéw. Wyjat-
kowo w soczewkach naczelnych potgczenia szczelinowe sg zwigzane z peczkami
filamentéw aktynowych, ktére najprawdopodobniej zapewniajg soczewkom stru-
kturalng stabilno$¢ [40]. Jak widaé zatem z powyzszych rozwazan, nie udato sie
jednoznacznie stwierdzi¢, ani przedstawi¢ ogdlnej zasady opisujacej interakcje po-
taczen szczelinowych z cytoszkieletem w procesie ich formowania i kontroli od-
legtosci miedzy koneksonami.

3.2. Relacje miedzy potgczeniami szczelinowymi i Scistymi

Potaczenia Sciste (Maculae occludens) zostaly opisane juz w roku 1963 [19].
Tworzg one ciggte pasmo wokoét apikalnej czesci komoérek nabtonkowych wyscie-
lajacych rozmaite kanatly, np. przewdd pokarmowy. Potgczenia Sciste zamykaja
szczelnie Swiatto przewodu, np. jelita zapobiegajac przeciekowi jego tresci przez
szczeliny miedzykomaérkowe. W rejonie potgczen $cistych zewnetrzne warstwy bton
komérkowych ulegajg fuzji catkowicie eliminujgc w tym miejscu przestrzen mie-
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dzykomaérkowa, a ponadto blokujg swobodny przeptyw biatek w ptaszczyznie btony
komorkowej tej strefy.

Potgczenia szczelinowe i potgczenia Sciste sg czesto wspdlnie rozmieszczone
w wielu typach komorek. Friend i Gilula [69*] opisali potgczenia szczelinowe i
Sciste w duzej liczbie nabtonkéw m.in. w komérkach pecherzykowych trzustki,
watrobie, korze nadnerczy, najadrzach, jelicie cienkim i dwunastnicy. Podczas gdy
w nabtonku trzustki potgczenia szczelinowe sg catkowicie otoczone przez pasma
potaczen $cistych, w watrobie oba rodzaje potagczeh sg "wymieszane" niezmiernie
rzadko. W jelicie cienkim potaczenia szczelinowe nie lezag pomiedzy potaczeniami
$cistymi; podobnie w najadrzu sie¢ potaczen Scistych jest wolna od potaczen szcze-
linowych. W przypadku kory nadnerczy, autorom trudno byto zdecydowaé, czy
szeregi przylegajace do duzych piytek potaczen szczelinowych to liniowo utozone
potaczenia szczelinowe czy paciorkowane brzegi potgczen Scistych.

Peracchia [69*] pokazal, ze potgczenia szczelinowe sg oddzielone od $cistych
w plaszczyznie bocznej btony komoérek Sluzowych z zotgdka szczura. Dla kontrastu,
wedtug badan Bernardiniego [69*], w komdrkach nabtonkowych zotgdka szczura
pasma potaczen Scistych wystepujg na przemian z potgczeniami szczelinowymi.
W splocie naczyniéwkowym szczura, Van Deurs i Koehler [69*] opisali sie¢ pasm
potaczen Scistych, o potaczeniach szczelinowych, natomiast, nie wspomnieli. W
strefie przejSciowej pomiedzy komdrkami ependymalnymi (tylko potgczenia szcze-
linowe) a komorkami splotu naczynidwkowego (tylko potgczenia sciste) Mack [69*]
znalazt potgczenia Sciste ze wstawionymi potagczeniami szczelinowymi. W badaniach
rozwojowych nad splotem naczyniéwkowym kurczecia Dermietzel [69*] znalazt
obydwa typy potgczen. Pierwsze struktury potgczeniowe nie rozwijajg sie przed
5 dniem rozwoju embrionalnego, w ktorym czastki zaczynajg tworzy¢ pasma i
grupy.

W kompleksie oocytarno-folikularnym myszy Van den Hoef [69*] odkryt, obok
niezidentyfikowanych rzedéw romboidalnych czastek, heterologiczne potgczenia
szczelinowe pomiedzy oocytem a otaczajgcymi go komdrkami folikularnymi. Po
defolikulacji oocyty zyskaly szeregi przypominajgce potgczenia Sciste, ktére byty
sporadycznie zwigzane z matymi potgczeniami szczelinowymi. Liniowe struktury
moga nie by¢ oryginalnymi potaczeniami $cistymi, lecz fragmentami potaczen szcze-
linowych przeorganizowanych w wyniku defolikulacji.W zdysocjowanych i po-
nownie zagregowanych komoérkach B trzustki szczura In’t Veld [69*] opisat
potagczenia $ciste i szczelinowe tworzace nieregularne agregaty pasm i grup ko-
neksonéw. Meda [69*] opisat struktury utozone liniowo i zasugerowat, ze repre-
zentujg one niezwykie formy potaczen szczelinowych lub etap posredni w tworzeniu
potgczen Scistych, a by¢ moze nawet stadium przejsciowe pomiedzy potgczeniami
szczelinowymi i Scistymi. Decker i Friend [69*], po badaniach nad zarodkiem
ptazim w stadium neurulacji, sugerowali role podporowg potaczen scistych wobec
wczesnych potaczen szczelinowych. W innych badaniach, na skérze podudzia za-
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rodka kurczecia, Elias i Friend [69*] obserwowali proces proliferacji potgczen szcze-
linowych wywotany kwasem retinowym, ktéry poprzedzat proces powstawania po-
taczen Scistych. Dermietzel [69*] i Larsen [69*] rozwazali mozliwo$¢ istnienia
wspolnej puli czastek btonowych dla tych dwéch typéw potaczen, co wydaje sie
jednak mato prawdopodobne. Odmiennie, w teoretycznej analizie dotyczacej two-
rzenia pofgczen Weinbaum [69*] zalozyt, Ze czastki o réznych biochemicznych
ielektrycznych wiasciwosciach sg $cisle zwigzane. Bardziej bezposrednio, Simonescu
[69*] pokazat w komérkach endotelialnych tetnic i zyt istnienie, obok typowych
potaczen Scistych i szczelinowych, tzw. potaczen specjalnych, ktére sktadaty sie
ze Scisle przylegajacych koneksonow i pasm potaczen Scistych. By¢ moze potaczenia
Sciste spetniajg jaka$ role w stabilizacji koneksonéw w ptaszczyznie biony.
Rozwazania nad bliskimi zaleznosciami topograficznymi pomiedzy potaczeniami
szczelinowymi i $cistymi sg szczegodlnie interesujgce, jezeli wezmie sie pod uwage
ostatnie obserwacje. Furuse [69*] zidentyfikowat pierwsze btonowe biatko integralne
potagczen Scistych nazwane okludyng. To 55.9 kDabiatko zostato zsekwencjonowane,
a mapa hydrofilnosci odkryta 4 domniemane domeny transhtonowe z dwoma zewna-
trzkomérkowymi petlami. Co prawda okludyna nie wykazuje podobienstwa do ko-
neksyn pod wzgledem sekwencji aminokwaséw, lecz struktura molekularna moze
sugerowa¢ podobienistwo funkcjonalne. W przeciwienstwie do koneksyn, ktére sa
sktadane w cylindryczne struktury z kanatem w $rodku, czasteczki okludyny sa
sktadane w spos6b liniowy. Dziwne podobieristwo niektérych potaczern szczeli-
nowych do potgczen Scistych iich topograficzne naktadanie sie w niektdrych typach
komorek, zgodnie z propozycjami Weinbauma [69*], sugeruje ich wzajemne zwigzki.
Jednakze, te zwigzki nie majg generalnego znaczenia dla tworzenia potgczen, po-
niewaz w wielu komoérkach wystepuje tylko jeden lub drugi typ potgczenia.

3.3. Pofaczenia szczelinowe a wewngtrzkomorkowe stezenie wapnia

Waph byt pierwszym opisanym czynnikiem cytoplazmatycznym biorgcym udziat
w regulowaniu funkcji potgczen szczelinowych. Moze on petnié role czynnika bram-
kujagcego kanatl, jak i substancji przenoszonej przez kanat w drodze dyfuzji. Wzrost
stezenia wapnia zwigzano z redukcjg komunikacji przez potgczenia szczelinowe,
co jednak zachodzito przy niefizjologicznych stezeniach Ca“+. Nalezy jednak przy-
puszcza¢, ze proces ten moze zachodzi¢ réwniez w warunkach patologicznych.

Ostatnio pojawito sie wiele obserwacji, ktdre wskazujg, ze zmiany oscylacyjne
w stezeniu wapnia i miedzykomdérkowe przenoszenie fali wolnego wapnia moze
stuzy¢ do koordynowania wielu czynnosci tkanek w réznych warunkach fizjologi-
cznych, na przyktad w interakcjach pomiedzy komérkami nerwowymi i glejowymi.
Pewne dane wskazujg, ze zmiany poziomu wapnia w komorkach glejowych moga
powodowa¢ zmiany w poziomie wapnia w przylegtych komdrkach nerwowych,
a proces ten zachodzi przy udziale potgczen szczelinowych tgczagcych obydwa typy
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komorek [46]. Istnieje jednak trudno$¢ zwigzana interpretacjg tego zjawiska. W
astrocytach ulega bowiem ekspresji koneksyna 43, podczas gdy neurony wytwarzajq
koneksyne 32 [15], a z badan nad oocytami Xenopus wynika, ze te dwie izoformy
koneksyn sg "niekompatybilne™ [67]. Tak wiec, pozostaje do ustalenia fakt, czy
inne "kompatybilne" koneksyny nie wystepujg w tych dwoéch typach komérek. Z
drugiej strony moga istnie¢ inne mechanizmy pozwalajace na przekazanie sygnatu
z astrocytdw do neuronéw, na przyktad komunikacja przez kanaty bramkowane
glutationem [50].

4. REGULACJA FUNKCJI POLACZEN SZCZELINOWYCH

4.1. Synteza i regulacja ekspresji koneksyn

Pomimo 30 lat badan nad potaczeniami szczelinowymi, regulacja ich syntezy,
czasu trwania w btonie i usuwania jest wcigz enigmatyczna. Obecnie badane sg
dwa etapy regulacji tworzenia potgczen szczelinowych: szybko$¢ obrotu koneksyn
(badana gtownie w watrobie) oraz modyfikacje postranslacyjne koneksyn przed
wbudowaniem ich w btone. Ogdlnie rzecz biorac, biatka majgce kluczowe znaczenie
w procesach regulacyjnych majg zazwyczaj krotkie okresy pottrwania. Wczesne
badania Gurda i Evansa [69*], w ktérych zastosowali oni technike podwdjnego
znakowania izotopem, wykazaty wolny obrot frakcji opornej na sarkozyne, tj. frakcji
bton komdrek watroby zawierajacej potaczenia szczelinowe. Jednakze, co sugerujg
Fallon i Goodenough [69*], wysoka zawarto$¢ kolagenu w tej frakcji mogta ja
zanieczysci¢. Yancey [69*] wykorzystujgc pulsowg iniekcje znakowanej metioniny
wykazat szczyt wbudowywania biatek o masie 10 000 D do izolowanych z watroby
potaczen szczelinowych po 3 godzinach. W ten sposéb okre$lono czas pdttrwania
biatek potgczen szczelinowych w watrobie szczura na okoto 19 godzin. Jednak
z powodu powtdérnego wykorzystania radioaktywnych aminokwaséw, prawdziwy
czas pOitrwania zostat zawyzony dwukrotnie. Poréwnujgc obrot biatek potgczen
szczelinowych watroby do innych biatek obecnych w blonie jej komérek o czasie
péttrwania 3,6 dnia, Yancey [69*] stwierdzit, ze jest on 4,5-krotnie szybszy. Krétki
czas poitrwania biatek potgczen szczelinowych powoduje, ze przerwa w ich syntezie
daje natychmiastowy efekt w postaci znikniecia potaczen, co obok roztaczenia przez
zamkniecie kanatéw, moze by¢ drugim mechanizmem regulujacym komunikacje
miedzykomdrkowa. W doswiadczeniach in vivo z zastosowaniem dwuweglanu zna-
kowanego C14 Fallon i Goodenough [69*] pokazali jak do tej pory najkrotszy
czas poitrwania potgczen szczelinowych w watrobie szczura - 5 godzin. Kilka
badan in vitro dotyczacych syntezy koneksyn wykazato ich czas pétrwania rzedu
174 godzin [3]. Czas potrwania koneksyny 43 w kardiomiocytach wynosit 1-2
godzin [38].



POLACZENIA SZCZELINOWE 359

Z jednej strony, wydaje sie prawdopodobne, ze komunikacja miedzykomoérkowa
przez potaczenia szczelinowe jest kontrolowana na poziomie syntezy i degradacji
biatek, a nie przez odwracalne zmiany konformacyjne czgsteczek na poziomie po-
jedynczych koneksonéw. Z drugiej za$ strony, szybki obrét biatek potgczen szcze-
linowych zalezy od obrdébki podczas przemieszczania tych biatek do btony
komérkowej. W kulturach kardiomiocytéw pozyskiwanych od szczura Puranam
[52] studiowat biosynteze i translokacje koneksyny 43 uzywajac jako inhibitora
tych proceséw jonoforu monezyny. Znalazt 40 i 41 kD izoformy koneksyny 43
zmagazynowane w pecherzykach aparatu Golgiego ijednocze$nie wykryt spadek
liczby ptytek potaczen szczelinowych w btonie. Te rezultaty sugeruja, ze koneksyna
43 na swojej drodze do btony jest wstepnie fosforylowana w siateczce $rodpla-
zmatycznej lub w przedziale cis aparatu Golgiego z formy 40 do 41 kD. Formy
ufosforylowane do 42 i44 kD pojawiajg sie, dystalnie od zablokowanych czgsteczek,
w przedziale trans aparatu Golgiego. Spray [69*] udowodnit, ze sktadniki macierzy
zewngtrzkomoérkowej, na przyktad, proteoglikany i glikozaminoglikany, takze, na
wielu poziomach, majg wptyw na ekspresje biatek potaczen szczelinowych. Innymi
czasteczkami regulujgcymi dynamike potaczen szczelinowych sg, wedlug Cole’a
i Garfielda [69*], hormony, zgodnie z badaniami Kesslera [69*] pochodne cAMP,
a takze kinazy [17,59].

Kumulujace sie dowody, z badan nad réznymi liniami komdrkowymi, sugerujg
ze koneksyny moga tworzy¢ pule biatkowe przed wbudowaniem w btone komorkowga
[22]. To wyjasnia, dlaczego inhibitory transkrypcji i translacji, w niektérych przy-
padkach, nie majg istotnego wptywu na tworzenie funkcjonalnej komunikacji przez
potgczenia szczelinowe. Procesy kontrolujgce poziom koneksyn 43, 32 i 26 zostaty,
jednak, pokazane w regenerujgcej watrobie [33]. Mechanizmy potranskrypcyjne,
wsrod ktérych stabilnos¢é mRNA moze byé czynnikiem krytycznym, sa uwazane
za dynamiczne regulatory w tym systemie [33].

W komorkach B trzustki, In’t Veld [69*] opisat wzrost ilosci koneksonow w
odpowiedzi na dibutyryl-cAMP i na inhibitor fosfodwuesterazy. Jednak, autor ten
nie stwierdzit, czy wzrost liczby potaczen szczelinowych ma odbicie w wyzszym
poziomie komunikacji miedzykomérkowej. W ludzkich komdrkach nowotworowych
kory nadnerczy badanych przez Murray’a i Taylora [69*] oraz w szczurzych ko-
morkach parenchymalnych watroby badanych przez De Maziere’a i Scheuermanna
[69*], obszary potaczen szczelinowych zwiekszajg sie w wyniku podania dibu-
tyryl-cAMP. W serii eksperymentéw, Flagg-Newton, Flagg-Newton i Foewenstein
oraz Azamia [69*] badali wptyw cAMP na komunikacje miedzykomorkowg i mor-
fologie potaczen szczelinowych w liniach nowotworowych komoérek mysich. Studia
te sugerujg znaczenie modulacji potgczen szczelinowych przez zalezng od cAMP
fosforylacje. Saez [69*] bezposrednio zademonstrowat efekt cCAMP na fosforylacje
27 kD biatka potaczen szczelinowych w komérkach watroby, ktéra podnosi prze-
wodnos¢ potaczen. W kardiomiocytach szczura in vitro [49] i w kulturach komaorek
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epitelialnych soczewek szczura i wotu [26], koneksyna 43 i 46 byly fosforylowane
w czasie hodowli. Zasugerowano, ze fosforylacja wspomaga tgczenie sie komdrek
i jest kontrolowana przez wewngatrzkomérkowe stezenie wapnia [11]. Stwierdzono,
ze aktywacja kinazy C powodowata fosforylacje koneksyny 32 w hepatocytach.
W innych doswiadczeniach, Oh [48] badat linie zmutowanych klondw komérkowych
wyprowadzonych z komérek epitelialnych watroby szczura, niezdolnych do mie-
dzykomoérkowej komunikacji (GJIC' ). Zaproponowat on, ze nieobecno$¢ hyper-
fosforylowanych form koneksyny 43 jest odpowiedzialna za niezdolno$¢ mutantéw
do komunikacji. Poniewaz rozmieszczenie koneksyny 43 nie réznito sie w komérkach
GJIC iGJIC+nieobecnosc¢ fosforylacji najwyrazniej nie uposledzita wbudowywania
biatek potaczen szczelinowych w btony. Niestety obecnos¢ i stan fosforylacji gtdw-
nego biatka potgczen szczelinowych watroby, koneksyny 32 [35,36], w tej zmu-
towanej linii hepatocytdw nie zostaty zbadane. Z drugiej strony, poparcie znajduje
hipoteza przeciwna, mowigca o zablokowaniu komunikacji przez potgczenia szcze-
linowe w wyniku fosforylacji koneksyn na resztach tyrozynowych. Badania nad
komunikacyjnie kompetentnymi kardiomiocytami wykazaty ze miejsca zawierajgce
tyrozyne i treonine nie sg fosforylowane w koneksynie 43 [38]. Evans [69*] opisat
utrate zdolnos$ci rozpoznawania 60 kD biatka btonowego (MP60) w centrum roz-
wijajacej sie mysiej soczewki przez przeciwciata monoklonalne. W Swietle prac
Voortera i Kistlera [69*], zgodnie z ktérymi kinaza A fosforyluje koneksyny tylko
w korze, lecz nie w jadrze soczewki, odkrycie Evansa moze sugerowac ciecie
biatek potgczen szczelinowych w jadrze soczewki potgczone z utratg miejsc fo-
sforylacji, i rozpoznawanych przez przeciwciato. Nieobecno$¢ miejsc fosforylacji
zapewnitaby state potagczenie metaboliczne w centrum soczewki, ktdre jest konieczne
do przezwyciezenia brakéw w zaopatrzeniu w substancje odzywcze.

Kolejna grupa czasteczek bioracych udziat w regulacji funkcji potaczen szcze-
linowych to czynniki wzrostu. Na przyktad, wedtug Laua [69*], epidermalny czynnik
wzrostu (EGF) moze powodowac destrukcje potgczen szczelinowych w wyniku
fosforylacji koneksyn na resztach serynowych.

4.2. Dynamika potgczen szczelinowych podczas rozwoju

Od najwczesniejszych stadiow rozwojowych, potgczenia szczelinowe biorg udziat
w przekazywaniu sygnatdéw morfogenetycznych. Jednym z najlepiej znanych przy-
ktadoéw na znaczenie przekazu sygnatéw przez potaczenia szczelinowe jest rozwdj
stutbi, Hydra sp. (jamochtony), badany przez Greena [69*]. Ustalona tarcza gebowa
uwalnia rozchodzacy sie wzdiuz ciala poprzez potgczenia szczelinowe inhibitor
zapobiegajacy tworzeniu dodatkowych czeSci tarcz gebowych. Zablokowanie ko-
munikacji poprzez potgczenia szczelinowe w wyniku transplantacji tkanki czes$ci
z okolicy tarczy gebowej dawcy, nastrzykanej przeciwciatami przeciwko biatkom
potgczen szczelinowych, do organizmu biorcy, powodowato, co zademonstrowat
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Fraser [69*], ograniczenie zdolnosci istniejgcej tarczy gebowej do inhibicji tworzenia
dodatkowych tarcz gebowych. Podobny wptyw potgczen szczelinowych na ksztat-
towanie ciata obserwowano we wczesnych zarodkach ptazéw [69*], zarodkach ku-
rzych [14] oraz zarodkach pijawek [70]. Zeng [69*] S$ledzit efekt przeciwciat
skierowanych przeciwko 26 kD biatku, wystepujgcemu w potgczeniach szczeli-
nowych watroby szczura, na tworzenie potgczen szczelinowych w zarodku Xenopus
i stwierdzit ich mate rozmiary w poréwnaniu z kontrolg. Ostabienie grupowania
koneksonéw przez anty-koneksyny byto réwniez postulowane przez Meyera [69*],
ktory badat przekazywanie znacznika fluorescencyjnego imorfologie potgczen szcze-
linowych w rozproszonych i powtérnie zagregowanych komdrkach hepatomy No-
vikoffa po poddaniu ich dziataniu fragmentu Fab przeciwciat skierowanych
przeciwko zewnatrzkomorkowym domenom koneksyn. Autor nie stwierdzit na re-
plikach wielu potgczen szczelinowych, co sugeruje, ze domeny zewngtrzkomérkowe
majg szczeg6lny udziat w tworzeniu tych polaczen.

Nowg karte w badaniach nad potgczeniami szczelinowymi otworzyto odkrycie,
ze w regulacji i tworzeniu komunikacji poprzez te potgczenia istotng role petnig
czasteczki adhezyjne. Kanno [69*] donidst, ze przeciwciata monoklonalne rozpo-
znajace uwomoruline (kadheryne E) zaktécaly zalezng od wapnia adhezje i wstrzy-
mywaly przekazywanie barwnika fluoryzujgcego, zétcieni lucyferowej, pomiedzy
komoérkami teratokarcinomy. Kolejnego dowodu na udziat kadheryn w funkcjo-
nowaniu potgczen szczelinowych dostarczyt Mege [69*], ktéry transfekowat cDNA
molekut adhezyjnych (L-CAM) do komoérek sarkomy mysiej, nie produkujacych
L-CAM inie wykazujgcych komunikacji przez potgczenia szczelinowe. Potransfekcji
pojawity sie funkcjonujgce potaczenia szczelinowe. Podobnie, Musil [69*] pokazat,
ze po transfekcji L-CAM cDNA linie komd6rkowe S180 i L929 odzyskiwaty ko-
munikacje przez potgczenia. Nalezy zaznaczyé¢, ze przed transfekcjg komérki te
nie produkowaty molekut adhezyjnych i wykazywaty ekspresje nie w peini fo-
sforylowanej koneksyny 43. Jongen [69*] odkryt w komorkach nabtonkowych myszy
korelacje pomiedzy zalezng od wapnia komunikacjg przez potgczenia szczelinowe
i ekspresjg kadheryny E, co sugeruje, zejest ona zaangazowana w regulacje tworzenia
i funkcji koneksyny 43. W komdérkach hepatomy Novikoffa, ktére réwniez zawieraja
koneksyne 43, Meyer [69*] opisat inng kadheryne, kadheryne N (A-CAM), bioraca
udziat w regulacji potaczen szczelinowych. Komoérki traktowane fragmentem Fab
przeciwciat przeciwko A-CAM nie byly zdolne do tworzenia potgczen szczeli-
nowych. Z kolei, anty-koneksyna hamowata przyleganie komérek. Powyzsze ob-
serwacje pokazujg bliskie zwigzki pomiedzy czgsteczkami adhezyjnymi atworzeniem
potaczen szczelinowych podczas rozwoju.

Wydaje sie bardzo prawdopodobnym, ze kontakty poprzez czasteczki adhezyjne
sa warunkiem i musza poprzedza¢ tworzenie potaczen szczelinowych. Wigkszos¢
prac wskazuje, ze kompetentnymi czgsteczkami adhezyjnymi sa zalezne od wapnia
kadheryny, lecz, jak pokazat Keane [69*], N-CAM, cztonek niezaleznej od wapnia
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nadrodziny immunoglobulin, réwniez bierze udziat w regulacji funkcji potgczen
szczelinowych. Co wiecej, Churchill [10] odkryt istnienie miedzykomérkowych
pradéw przenoszonych przez potgczenia szczelinowe w hodowanych in vitro he-
mocytach karalucha przy nieobecnosci Ca"+.

4.3. Potaczenia szczelinowe w onkogenezie

Zaktdécenia w komunikacji poprzez potgczenia szczelinowe wydajg sie by¢jednym
z etapow transformacji nowotworowej. Hipoteze takg postawit juz w roku 1967
Loewenstein [69*]. Réwnoczes$nie, zaobserwowano, ze namnazanie sie komorek
neoplastycznychjest hamowane przez utrzymywanie potgczen szczelinowych miedzy
tymi komorkami [9,72]. Inwazyjno$¢ jest jedng z cech komérek neoplastycznych.
Chen i Obrink [69*] wykazali, ze wlasnosci inwazyjne zostaja nabyte przez komarki
po utracie potgczen adhezyjnych tworzonych przez kadheryne E. Kadheryna E
jest istotna dla zapoczatkowania komunikacji przez potgczenia szczelinowe podczas
rozwoju. Istnieje zatem bezposredni zwigzek pomiedzy inwazyjnosciag komérek a
utratg komunikacji przez potgczenia szczelinowe.

Istnieje szereg dowoddw na to, ze aktywacja kinazy C przez produkowane przez
guzy estry forbolu koreluje ze zmianami w stanie fosforylacji koneksyn ize zmniej-
szeniem komunikacji przez potaczenia szczelinowe. Jednakze, jak zauwazyt Chanson
[69*], estry forbolu zmniejszajaprzepuszczalno$é potaczen tylko w ustalonych liniach
komérkowych, a nie, na przyktad, pomiedzy komoérkami wydzielniczymi egzo-
krynowej czesci trzustki szczura. Fosforylowanie koneksyny 43 na resztach ty-
rozynowych zwigzane jest z zahamowaniem komunikacji miedzykomadrkowej przez
potaczenia szczelinowe [11]. Zgodnie z tym, Goldberg i Lau [69*] pokazali, ze
transformacja fibroblastéw onkogenem pp60v s'L prowadzi do obfitej fosforylacji
reszt tyrozynowych, podczas gdy w komorkach nietransformowanych, utrzymu-
jacych komunikacje z innymi, analogicznej fosforylacji nie zaobserwowano. Jednakze
poziom mRNA dlakoneksyny 43 isamej koneksyny w komérkach transformowanych
wzrdst a nie, jak mozna sie byto spodziewaé, zmalat. W linii komo6rek wypro-
wadzonych z nabtonka watroby szczura, immunoreaktywno$¢ przeciw koneksynie
43 znikneta po potraktowaniu ich estrami forbolu, co sugeruje wycofywanie ko-
neksonow z btony [2]. W przeciwienstwie, Hiilser i Brummer [69*] pokazali sto-
pniowy spadek w rozprzestrzenianiu sie barwnika fluoryzujacego, zo6tcieni
lucyferowej, w kulturach sferoidéw komorek guza BICR/M1R-K przy jednoczesnej
obecnosci ptytek potgczen szczelinowych, co obserwowano na replikach. Naus [69*]
doni6st o spadku poziomu mRNA dla koneksyny 43 w komoérkach glejaka C6
w poréwnaniu do astrocytdw. Traktowanie astrocytow estrami forbolu blokowato
komunikacje przez potgczenia szczelinowe i rozprzestrzenianie sie fali Ca"+ [17],
ktéra jest wskaznikiem ruchu jonéw wapnia i innych przekaznikéw takich jak troj-
fosforan inozytolu. Jesli komérki glejaka C6 byty transfekowane cDNA dla ko-
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neksyny 43, to poziom ich proliferacji gwaltownie spadat, tworzyty sie potgczenia
szczelinowe, a przechodzenie barwnika z komérki do komérki wzrastato [9]. Ponadto
Zhu [69*] wykazat, ze poziom proliferacji komorek C6 spadat, jezeli byty hodowane
one w medium po komérkach transfekowanych cDNA dla koneksyny 43. Sugeruje
to uwalnianie substancji kontrolujgcych wzrost przez komérki zdolne do komunikacji.
Tak wiec, potgczenia szczelinowe mogg wptywaé na synteze i/lub uwalnianie in-
hibitoréw wzrostu.

Studia nad ekspresja koneksyn w watrobie szczura podczas onkogenezy pokazujg
ztozono$¢ relacji pomiedzy ekspresjg koneksyn a rozwojem komorek neoplasty-
cznych [47]. Komorki watroby, transformowane dietylonitrozoaming wykazywaty
brak koneksyny 32 i 26. Jednakze, analiza poziomu mRNA nie wykazata spadku
ekspresji transkryptu dla tych koneksyn, co sugeruje, ze niektére guzy zmniejszajg
immunoreaktywno$¢ koneksyn niezaleznie od ekspresji mRNA.

4.4. Rola pofgczen szczelinowych w chorobach dziedzicznych

Szerokie rozpowszechnienie koneksyn, jak i skomplikowane procesy modula-
cyjne, ktorym podlegaja te biatka, zarébwno na poziomie transkrypcji jak i gotowego
produktu, wskazujg na ich fundamentalne znaczenie dla funkcjonowania komorki.
Nieprawidtowosci w ekspresji koneksyn mogg wywotywa¢ nowotwory, niedokrwie-
nie czy przerost miesnia sercowego. Ostatnio, dzieki studiom nad dwiema chorobami
dziedzicznymi: chorobg Charcota, Marie i Tootha (CMT) oraz zespotem heterotaksji
trzewnoprzedsionkowej (VAH) pojawity sie dane pozwalajgce spojrze¢ z innej strony
na funkcje potgczen szczelinowych.

CMT jest chorobg nerwéw obwodowych upos$ledzajaca funkcje nerwdw zaréwno
czuciowych, jak i ruchowych. Najbardziej powszechne nieprawidtowos$ci dotycza
biatka ostonki mielinowej obwodowego uktadu nerwowego - PMP 22. Inna forma
choroby (CMTX) jest zwigzana z chromosomem X, na ktérym wystepujg mutacje
w regionie kodujgcym koneksyne 32 [1]. Analiza tych mutacji w oocytach Xenopus
jasno wskazuje, ze majg one bezposredni wplyw na aktywnos$¢ kanatdw polgczen
szczelinowych [8]. Koneksyng 32 jest szeroko rozpowszechniona w wielu tkankach,
uwzgledniajgc watrobe, z ktérych wiekszos¢ wydaje sie nie by¢ dotknieta przez
CMTX. Mozna zaproponowac¢ kilka wyjasnien faktu, ze zmutowana koneksyng
32 nie zmienia funkcji innych komorek poza komdérkami Schwanna. Najprostsze
opiera si¢ na zatozeniu, ze komunikacja zachodzi nie tylko przez potaczenia szcze-
linowe tworzone przez koneksyne 32, ale takze przez inne koneksyny. Zatem istnieje
mozliwo$¢, ze w komérkach Schwanna pacjentow z CMTX wystepujg koneksyny,
ktére tworzg z koneksyna 32 kanaty niefunkcjonalne lub nie moga zastapié¢ funkcji
koneksyny 32.

Niektére mutacje CMTX prowadzg do utraty funkcji koneksyny 32 [8]. Stad,
w zalezno$ci od rodzaju koneksyny ulegajacej ekspresji, $ciezki komunikacyjne
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mogga by¢ ograniczone lub zupeinie nie zmienione w tkankach pacjentow z CMTX,
ktére obok koneksyny 32 produkujg wiele innych koneksyn. Inne wyjasnienie bierze
pod uwage mozliwos¢ indukcji ekspresji koneksyn, ktére normalnie nie ulegaja
ekspresji w tych tkankach i nie oligomeryzujg ze zmutowana koneksyna 32. Dla
przykiadu, pokazano, ze w watrobie gryzoni gen dla koneksyny 43 jest réwnie
aktywny transkrypcyjnie jak gen dla koneksyny 26 [33], jednakze, na poziomie
stabilnego transkryptu lub biatka koneksyny tej jest bardzo mato. By¢ moze, za-
ktocenie funkcji koneksyny 32 wywotuje stabilizacje koneksyny 43. To wymagatoby
kilku mechanizmdw wspierajagcych regulacje biosyntezy koneksyn.

Intrygujace sarozwazanianatemat mechanizmoéw pozwalajacych ustali¢ asymetrie
wielu narzadéw zwierzat kregowych. Geny biorgce udziat w sygnalizacji miedzyko-
maérkowej partycypujg takze w regulacji rozwoju asymetrii [73]. Na przykiad w
rozwoju serca mutacja w genie dla koneksyny 43 zwigzana jest z wadg wisce-
ralnoprzedsionkowej heterotaksji serca, VAH [6]. Choroba ta moze przyjmowac
wiele form, od tagodnych do $miertelnych, a jest spowodowana niewydolnoscig
serca. Powstaje przez fundamentalne zaburzenia w ksztattowaniu symetrii serca.
Uzywajac reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) do zbadania korica C genu dla
koneksyny 43, ustalono, ze u pacjentow z VAH obecne sg mutacje punktowe w
miejscach kodujacych seryne lub treonine. Wiadomo, ze koneksyna 43 jest fo-
sforylowana w wielu miejscach, a ta modyfikacja moze wptywa¢ na skiadanie i
bramkowanie pofaczen szczelinowych [35]. Analizy komérek transfekowanych jed-
nym ze zmutowanych gendw dla koneksyny 43 wykazaty, ze kinazy nieprawidtowo
regulowaty funkcje koneksyn. Dotychczas nie ustalono, czy defekty w pozostatych
regionach koneksyny 43 sg odpowiedzialne za inne typy defektéw serca.

Dowody wskazujgce na znaczenie koneksyny 43 w rozwoju i fizjologii serca
myszy uzyskano stosujgc celowe niszczenie genu dla koneksyny 43 [55]. Homozygoty
noszgce niefunkcjonalny gen dla koneksyny 43 rozwijaty sie przez pewien czas
prawidtowo, lecz umieraty wkrotce po urodzeniu. Histologiczna analiza serc tych
myszy uwidaczniata nabrzmienie i blokade szlaku wyprowadzajgcego krew z prawej
komory serca, co prawdopodobnie powodowato $mieré zwierzecia poprzez zaha-
mowanie wymiany gazow. Zaburzenia obserwowane u myszy poddanych ekspery-
mentowi moga nie by¢ identyczne z tymi, ktére wystepuja w organizmach
posiadajgcych tylko mutacje w genie dla koneksyny 43. Na przyktad, moga istnie¢
mutacje, ktére pozwalajg na funkcjonowanie koneksyn na pewnym zmniejszonym
poziomie lub ze zmienionymi wtasciwosciami dotyczagcymi bramkowania czy prze-
puszczalnosci kanalu. Mutacje moga spowodowaé réwniez, ze jedna z koneksyn
nabierze wiasciwosci inhibicyjnych w stosunku do innych koneksyn lub biatek
regulacyjnych.
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4.5. Rola potaczen szczelinowych w okresie cigzy i porodu

Jak juz powiedzieliSmy poprzednio, potgczenia szczelinowe wigzg ze sobg me-
tabolicznie ielektrycznie wszystkie komorki przez cate ich zycie z wyjatkiem mig$ni
szkieletowych, kosci i komoérek krwi. lIstniejg jednak narzady, ktérych komérki
sgjedynie okresowo potgczone matabolicznie ielektrycznie przez potgczenia szcze-
linowe. Do takich narzadéw nalezy macica, a przede wszystkim jej miesniéwka.
W okresie tzw. ciszy biologicznej mie$niéwki macicy, ktéra mozna ograniczy¢
do okres6w miedzycigzowych, komérki miesni gtadkich miesniowki nie sg ze soba
metabolicznie i elektrycznie potgczone. Jezeli nawet wystepujg potgczenia szcze-
linowe w okresie ciszy biologicznej macicy w jej miesniéwce, to sg one bardzo
nieliczne, a co za tym idzie niewykrywalne dostepnymi nam metodami.

Potaczenia szczelinowe pojawiajg sie w miesnidwce macicy dopiero na kilka
lub kilkanascie godzin przed porodem. Proces ten objawia sig, dobrze znanym
klinicystom - potoznikom zjawiskiem wystepowania synchronicznych skurczow
macicy, ktére w efekcie prowadza do spontanicznego porodu.

Nagromadzito sie sporo dowoddw, ze potaczenia w duzym stopniu regulujg mo-
toryczne czynno$ci macicy w kohAcowej fazie cigzy. Doswiadczalna owariektomia,
podanie duzej dawki prostataglandyn czy tez estrogenéw wywolywaly pojawienie
sie potaczen szczelinowych w miesnidwce macicy i przedwczesny poréd [12]. Po-
dawanie pod koniec cigzy owariektomizowanym szczurom progesteronu lub jego
pochodnych hamowato formowanie si¢ potgczen sczelinowych i przedtuzato poréd.
Obserwacje prowadzone na wielu gatunkach wskazywaty jednoznacznie, ze tuz
przed porodem wzrastata istotnie ilos¢ potagczen szczelinowych. Obecno$é potaczen
nie byta jednak warunkiem bezwzglednym do zakonczenia cigzy. | tak, odnerwienie
miednicy ciezarnych szczuréw zapobiegato porodowi, ale nie blokowato formowania
potaczen szczelinowych. Podawanie za$ duzych dawek estrogenéw w okresie cigzy
stymulowato przedwczesne formowanie sie¢ potgczeni szczelinowych bez nastapienia
rébwnoczes$nie przedwczesnego porodu [12].

Obserwacje prowadzone gtdwnie na zwierzetach laboratoryjnych, szczurach,
krolikach, powigzaty formowanie sie potgczen szczelinowych w miesniéwce macicy
zpoziomem dwoch gtéwnych hormondw: progesteronu iestradiolu. Wysokie stezenie
progesteronu w krwi matczynej byto zwigzane z tzw. blokiem cigzowym, a row-
noczesnie zjego inhibujgcym wptywem na formowanie sie potgczen szczelinowych.
Wzrost poziomu estradiolu, pod koniec cigzy w wyniku metabolizowania proge-
steronu do estradiolu, znosit inhibujacy efekt tego pierwszego oraz inicjowat for-
mowanie sie potgczen szczelinowych i terminacje cigzy.

W przypadku cigzy ludzkiej udziat zaréwno estrogendéw, jak i progesteronu w
jej utrzymaniu i terminacji pozostaje bezsporny, aczkolwiek niejednoznaczny. Za-
réwno bowiem poziom progesteronu w krwi matczynej moze sie¢ waha¢ w znacznym
stopniu i nie pozostawa¢ w efektywnej korelacji z rozwigzaniem, ani tez z inicjacja
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formowania sie potgczen szczelinowych. Estradiol w organizmie kobiety ciezarnej
nie powstaje, jak to ma miejsce u szczuréw z progesteronu pod wptywem 17 a
hydroksylazy, lecz jest pochodzenia tozyskowego i zarodkowego, gdzie jest syn-
tetyzowany z siarczanu dehydroisoandrosteronu [61], a tym samym nie nastepuje
obnizenie stezenia progestereronu pod koniec cigzy.

Wspdlne badania prowadzone w Krakowie, Uppsali i Londynie nad 62 przy-
padkami cigzy nie wykazaty istotnej réznicy w ilosci potgczen szczelinowych w
miesniowce kobiet rodzacych normalnie, odpornych na oksytocyne i kobiet nie
wykazujacych zadnych skurczéw macicy w terminie porodu. Nie zaleziono réwniez
istotnej zalezno$ci pomiedzy tymi trzema grupami pacjentek a poziomem proge-
steronu w ich krwi. Nie oznacza to jednak, ze potgczenia szczelinowe nie odgrywajg
zadnej roli w procesie porodu. Analize potaczen szczelinowych prowadzono przy
pomocy mikroskopu elektronowego [29] oraz metody immunocytochemicznej
[28,29]. Obie te metody pozwalajg jedynie na stwierdzenie, albo obecnosci potgczen
szczelinowych w postaci uformowanej (mikroskopia elektronowa) (fot. 1i fot. 4),
albo obecnosci biatek, koneksyny 43 (immunohistochemia) (fot. 3). Zadna z tych
metod nie informuje natomiast o czynnosciowym stanie kanatéw - koneksonow.
Nie mozemy bowiem dostepnymi technikami zmierzy¢ in vivo, czy kanatjest otwarty
czy nie. Uzyskane in vitro wyniki nie sa jednoznaczne [58]. Zabiegi techniczne
poprzedzajace fizjologiczng analize wycinkéw macic moga bowiem wptywac de-
formacyjnie na stan czynnos$ciowy koneksonéw. Mozna byto jedynie stwierdzic,
ze poziom biatek potaczen szczelinowych, koneksyny 43, macic kobiet rodzacych
normalnie, pozostaje w korelacji dodatniej ze stosunkiem estradiolu do progesteronu
(E/P). Badania in vitro wycinkow miesniéwki macicy pozyskanych przy pomocy
cesarskiego ciecia, wykazaty istotng zalezno$¢ skurczéw od ilosci koneksyny 43,
ktéra byta zalezna od wysokiego stezenia estradiolu, progesteronu i oksytocyny
w piynie doswiadczalnym i utrzymywata poziom tych biatek przez 5 godzin
[30,31,32].

4.5. Degradacja potaczeh szczelinowych

Podczas rozwoju, r6zne mechanizmy mogg regulowaé komunikacje poprzez po-
taczenia szczelinowe. Jak juz wspomniano, procedury roztgczajagce moga, miedzy
innymi, obejmowac fosforylacje koneksyn, zalezne od wapnia wigzanie kalmoduliny,
czy zmiany w zageszczeniu koneksondw w ptaszczyznie btony komérkowej. Ko-
lejnym waznym mechanizmem wydaje sie by¢ degradacja potgczeri szczelinowych,
ktéra zachodzi poprzez rozpraszanie si¢ ptytek potaczen szczelinowych (na przyktad
podczas metamorfozy motyla z rodziny zawisakowatych, Manchica sexta [69*]),
lub czesciej poprzez pojawianie sie tzw. anularnych pofaczen szczelinowych. Opi-
sywane one byly w komodrkach jajowych przez Koike [69*], mig$niu sercowym
przez Spraya [69*], neuroepitelium zarodka szczura przez Schustera [69*], §luzéwce
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Fot. 4. Przekr6j przez trzy wypustki komérek miesni gtadkich miesnidowki macicy ludzkiej. Wycinek
pobrano w czasie dokonywania cesarskiego cigcia. Potaczenia szczelinowe zaznaczono strzatkami
(powiekszenie okoto 80 000)

torby policzkowej chomika przez White’a [69*], siatkbwce ryb przez Vaughana
i Lasatera [69*] czy wreszcie w mie$nidwce macicy kobiet tuz po przebytym porodzie
przez Kilarskiego (nie publ.) (fot. 5). Gtéwng sita w ksztattowaniu anularnych
potaczen szczelinowych wydaje sie byé endocytoza zalezna od aktyny opisana przez
Larsena [69*], ktora konczy sie degradacjg czasteczek w lizosomach. Z drugiej
strony, rozlegte obszary zwigzkéw filamentow aktynowych z potgczeniami szcze-
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Fot. 5. Przekr6j podtuzny przez posta¢ anularng potaczenia szczelinowego, ktére znajduje sie w stadium
degradacji w komadrce mig$nia gtadkiego macicy ludzkiej. Wycinek pobrano w czasie dokonywania
cesarskiego ciecia (pow. okoto 200 000)
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linowymi nie moga bra¢ udzialu w ich usuwaniu, lecz raczej w stabilizowaniu
struktury btony, jak to zostato pokazane przez Lo [40] w soczewkach ssakéw na-
czelnych.

Mamy niewiele informacji o zwiazkach pomiedzy morfologicznymi i enzymolo-
gicznymi aspektami degradacji zjednej strony a molekularnymi z drugiej. W kazdym
razie, wiele badan wskazuje na to, ze fosforylacja aminokwaséw ma miejsce podczas
degradacji potaczen szczelinowych i istniejg dowody, ze wiekszo$¢ biatek jest de-
gradowana w stanie najwiekszej fosforylacji [11]. W dodatku, fosforylacja ma rézny
wplyw na proteolize koneksyny 32 in vitro w zaleznosci od rodzaju kinazy (kinaza
A lub kinaza C) [16]. Okazuje sie, ze rola fosforylacji nie ogranicza sie tylko
do bramkowania kanatéw potaczen szczelinowych [16], lecz wplywa takze na
ich degradacje. Jednakze, mechanizmy fosforylacji biorgce udziat w blokowaniu
komunikacji pomiedzy komdrkami poprzez degradacje potgczenn szczelinowych,
wcigz wymagaja intensywnych badan.

Miejmy nadzieje, ze dynamicznie rozwijajgce si¢ techniki i metody badawcze
pozwolg na ostateczne wyjasnienie mechanizméw powstawania, trwania i degradaciji,
wcigz jeszcze enigmatycznych potaczen szczelinowych.
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BIALKA SURFAKTANTU

THE PROTEINS OF THE SURFACTANT

Krzysztof HELEWSKI, Grazyna KOWALCZYK-ZIOMEK, Janusz KONECKI,
Maria GEOWACKA

| Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii Slaskiej Akademii Medycznej w Zabrzu

Streszczenie: W niniejszej pracy autorzy opisuja budowe, funkcje i wydzielanie specyficznych biatek
surfaktantu ptucnego. Ws'rod tych biatek wyrdznia sie biatko A (SP-A), biatko B (SP-B), biatko C (SP-C)
i biatko D (SP-D). Dwa z nich, SP-A i SP-D sg duze i hydrofilne, a pozostate dwa SP-B i SP-C sa mate
i silnie hydrofobowe.

Stowa kluczowe: surfaktant ptucny, biatka surfaktantu, komorki pecherzykowe typu Il

Summary: The authors describe structure, function and secretion of specific proteins of the lung
surfactant.From these proteins one distinguishes: surfactant protein A (SP-A), protein B (SP-B), protein
C (SP-C), protein D (SP-D). SP-A and SP-D are big and hydrophilous and the remainder, namely SP-B
and SP-C are small and hydrophobously strong.

Key words: lung surfactant, surfactant proteins, alveolar type Il cells

WSTEP

Charakterystyczng cechg komdrek pecherzykowych typu Il jest wystepowanie
w ich cytoplazmie ciatek blaszkowatych odpowiedzialnych za magazynowanie sur-
faktantu [45,68]. Surfaktant wyscielajgcy nabtonek pecherzykéw ptucnych ma wia-
Sciwosdci detergentu obnizajacego napiecie powierzchniowe wystepujagce w
pecherzykach ptucnych. Zapobiega to zapadaniu sie pecherzykéw ptucnych w czasie
wydechu oraz gromadzeniu sie ptynu w ich Swietle. Surfaktant wptywa takze po-
$rednio na wilgotno$¢ powietrza oddechowego stabilizujac zawartos¢ wody w hi-
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pofazie oraz bierze udziat w systemie obronnym organizmu zwiekszajagc miedzy
innymi fagocytoze drobnoustrojéow przez makrofagi pecherzykowe [29,50].

Gtoéwnym sktadnikiem chemicznym surfaktantu stanowigcym okoto 90% sg lipidy.
Ponadto surfaktant sktada sie w 7-10% z biatek i w okoto 2% z weglowodanéw
[29]. Pod wzgledem morfologicznym surfaktant sktada sie zdwdch warstw. Pierwszg
znich, przylegajaca bezposrednio do nabtonka oddechowego jest hipofaza,sktadajgca
sie z hydrofilnej substancji bogatej w biatka. Lezgca nad nig epifaza jest ciefisza
i zawiera przede wszystkim fosfolipidy, ws$réd ktérych przewaza dwupalmitynian
fosfatydylocholiny.

Najlepiej poznanym sktadnikiem surfaktantu sg fosfolipidy, natomiast stosunkowo
niewiele wiadomo o biatkach, wsrdod ktorych wyroznia sie cztery biatka specyficzne
okre$lane jako apoproteiny surfaktantu. W surfaktancie wystepuja rowniez niewielkie
ilosci biatek surowicy, takich jak: albuminy, immunoglobulina G i fibrynogen
[36,49,73].

Niniejsza praca ma na celu omowienie budowy, funkcji i wydzielania specy-
ficznych biatek surfaktantu. Do apoprotein surfaktantu nalezg biatko A (SP-A),
biatko B (SP-B), biatko C (SP-C) i biatko D (SP-D). Dwa z nich SP-A i SP-D
sg duze i rozpuszczalne w wodzie, podczas gdy SP-B i SP-C sg male, silnie hy-
drofobowe i stanowig 1-2% masy surfaktantu, przy czym stosunek molarny SP-B
/SP-C wynosi okoto 1. 2 [26].

BIALKO A SURFAKTANTU

Do najwczesniej zidentyfikowanych biatek surfaktantu nalezy sialoglikoproteina
okre$lana mianem biatka A surfaktantu. Zostata ona opisana po raz pierwszy w
roku 1972 przez R. Kinga iJ. Clementsa [28]. SP-A stanowi prawie 50% catkowitej
ilosci biatek surfaktantu i obejmuje grupe czasteczek o réznej masie (26-38 kDa)
oraz réznym tadunku elektrycznym (punkty izoelektryczne pH 4-5) [26,36]. Réznice
te sg spowodowane duzg iloscig modyfikacji post-translacyjnych jego czasteczek.
Biatko A sklada sie z tancuchow polipeptydowych, zawierajgcych na koncu N
sekwencje podobne do kolagenu, a na kofcu C reszty charakterystyczne dla lektyny
typu C [4,22,47].W pecherzyku ptucnym biatko A surfaktantu wystepuje jako polimer
ztozony z szeSciu potrojnych spiral tancuchéw polipeptydowych (18 tancuchow)
0 masie czasteczkowej okoto 700 kDa, co w mikroskopie elektronowym widziane
jest w postaci charakterystycznej struktury "bukietu tulipanéw" [ 4,20]. Poznanie
sktadu i sekwencji aminokwasow tego biatka stato sie mozliwe po wyizolowaniu
genu odpowiedzialnego za jego synteze. Biatko A jest uwazane za lektyne typu
C lub zalezng od jonéw wapnia i podobnie jak kilka innych zwigzkéw o podobnych
wiasciwosciach nalezy do grupy biatek zwanych kolektynami [44]. Istniejg sprzeczne
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informacje dotyczace komoérkowego rozmieszczenia SP-A. Uwaza sie, ze biatko
A wystepuje gtownie w ciatkach blaszkowatych [1,72], cho€ istniejg doniesienia
dotyczace izolowanych ciatek blaszkowatych ptuc szczura [40] oraz ciatek bla-
szkowatych pochodzacych z hodowli ptodowych ptuc ludzkich [17], w ktérych
ilos¢ SP-A jest stosunkowo niewielka. Pogodzeniem tych dwoch sprzecznych kon-
cepcji moga by¢ opublikowane przez Groniowskiego jeszcze w roku 1983 wyniki
wskazujgce na dwa kierunki rozmieszczenia SP-A w pneumocytach typu It. Jeden
z nich prowadzi od aparatu Golgiego do wewnetrznej powierzchni btony otaczajacej
ciatka blaszkowate, a drugi pomijajgc ciatka blaszkowate prowadzi do btony pla-
zmatycznej komarki pecherzykowej typu Il i tworzy na jej powierzchni pokiad
hydrofilny [19]. Co wiecej doSwiadczenia przeprowadzone in vivo sugeruja, ze
biatko A surfaktantu jest wydzielane z komérek typu Il inng droga niz ciatka bla-
szkowate [18,23].Wydaje sie rowniez, ze wydzielanie SP-A z izolowanych komérek
typu Il ma okre$lony poziom i nie podlega regulacji [18,46]. Z drugiej strony
wiadomo jednak, ze SP-A bierze udziat w regulacji ilosci pecherzykowego .sur-
faktantu w drodze sprzezenia zwrotnego i moze powodowac regulacje wydzielania
samego SP-A.

Biatko A surfaktantu ma zdolno$¢ wigzania lipidow i weglowodandéw oraz od-
dziatywania ze specyficznymi receptorami powierzchni komoérek pecherzykowych
typu Il [67]. Wigzanie SP-A z receptorami jest mozliwe dzieki obecnosci reszt
weglowodanowych, natomiast reakcja z lipidami zachodzi przez hydrofobowa czesé
czasteczki [33]. SP-A mocno zwigzane z fosfolipidami surfaktantu, w obecnosci
SP-B, SP-C ijondw wapnia powoduje przeksztatcanie sie ciatek blaszkowatych
w tubularne struktury mielinowe [47]. Biatko A surfaktantu przy wspotudziale SP-B
i SP-C bierze takze udziat w tworzeniu cienkiej fosfolipidowej warstwy wyscielajgcej
powierzchnie pecherzykow ptucnych, powodujacej zmniejszenie napiecia powie-
rzchniowego [21,55]. Mimo iz SP-A jest organizatorem struktur tubularnych, to
jego brak nie upo$ledza w sposéb znaczacy aktywnosci surfaktantu jako catosci.

Biatko A zwieksza wchtanianie fosfolipiddw z przestrzeni pecherzykowej i hamuje
wydzielanie fosfatydylocholiny surfaktantu przez izolowane komdérki typu Il
[8,22,29,33,57]. Procesy te zachodzg poprzez potgczenie sie SP-A z wysoce spe-
cyficznymi receptorami zlokalizowanymi na szczytowej powierzchni komdrek typu
Il [22,51] dzieki resztom konca C o sekwencji niepodobnej do kolagenu [35].

Istotng funkcjg SP-A jest réwniez udziat w mechanizmach obronnych ptuc. Wy-
kazano, ze SP-A wigze sie z makrofagami pecherzykowymi [56,73] zwiekszajgc
ich zdolnos$¢ do migracji i fagocytozy w odpowiedzi na endotoksyny [26,34,41,69].
Wiasciwosci zwigzane z obrong organizmu przed drobnoustrojami potwierdza po-
dobieristwo budowy tego biatka do skiadnika Clq dopetniacza [62]. Biatko A
surfaktantu wptywa takze na funkcje komorek immunologicznych w ptucach, re-
gulujac produkcje cytokinin i wydzielanie immunoglobulin. SP-A zwieksza poziom
mediatoréw zapalenia, takich jak czynnik TNF-a oraz interleukiny - la, -1[3 i
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6 [29]. Cytokininy te powodujg proliferacje i ré6znicowanie sie limfocytow oraz
oddziatywuja na makrofagi, neutrofile i komérki $rédbtonkowe. Pobudzajg one
réwniez wzrost produkcji kolagenu przez fibroblasty, co moze mie¢ szkodliwy
wptyw na strukture ptuc. Udowodniono takze, ze SP-A zwieksza produkcje immu-
noglobulin IgA, IgG i IgM [29]. W zwigzku z hamujgcym dziataniem lipidow
surfaktantu na wyzej opisane procesy sugeruje sie, ze normalna réwnowaga immu-
nologiczna jest wynikiem odpowiednich proporcji lipidow i biatka A surfaktantu.
Catkowite lub wzgledne zwiekszenie ilosci SP-A prowadzi do pobudzenia funkcji
komérek immunologicznych. Potwierdzeniem tego jest wzrost ilosci SP-A przy
niskim poziomie lipidow surfaktantu u pacjentdw z zapaleniem ptuc wywotanym
przez P. carinii [24,42] czy spadek ilosci lipiddw u chorych zarazonych wirusem
HIV [15].

BIALKO B SURFAKTANTU

Biatko B surfaktantu (SP-B) ma wiasciwosci silnie hydrofobowe, charaktery-
styczne dla biatek whudowanych w struktury bton komoérkowych. Ten proteolipid
pozostaje zwiazany z fosfolipidami surfaktantu nawet podczas ekstrahowania rozpu-
szczalnikami organicznymi [21]. Swiadczy to o rozmieszczeniu czasteczek SP-B
w giebi blaszek lipidowych ciatek blaszkowatych, a takze innych struktur surfaktantu
[47,66].

Biatko B surfaktantu jest syntetyzowane w postaci prekursorowego polipeptydu
0 masie czasteczkowej 40-42 kDa. Proteolipid pochodzacy z formy prekursorowej
ma mase czgsteczkowg 7 kDa w formie zredukowanej i 18 kDa w formie nie-
zredukowanej [47]. SP-B sktada sie z 79 aminokwasow [32], zawiera siedem reszt
cysternowych, z ktérych szes¢ tworzy trzy wewnatrztancuchowe mostki dwusiar-
czkowe. Siddma bierze udziat w wigzaniu dwusiarczkowym pomiedzy dwoma czga-
steczkami SP-B tworzgcymi dimer [25,26,64].

SP-B ma biofizyczne cechy zwiekszajace efektywnos$¢ surfaktantu. Wptywa ono
na fosfolipidy, powodujac szybka ich adsorbcje na granicy faz, co prowadzi do
znacznego obnizenia napiecia powierzchniowego [21,24,54]. Wraz z bialkiem A
1C surfaktantu SP-B bierze udziat w tworzeniu tubularnych struktur mielinowych
[26]. U dzieci z dziedzicznym niedoborem SP-B w przebiegu proteinozy peche-
rzykowej obserwowano nie tylko brak tworzenia sie tubularnych struktur mieli-
nowych,ale i zaburzenia w ilosci i rozmieszczeniu biatka A i biatka C. llosciowemu
wzrostowi tych biatek towarzyszyto nieprawidtowe ich rozmieszczenie miedzy ko-
moérkami pecherzykowymi typu Il a ich btong podstawng pomimo nieuszkodzonych
ztacz komorkowych [14]. Moze to sugerowaé istotng role SP-B w wydzielaniu
surfaktantu.
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Ponadto SP-B bierze udziat w stabilizacji fosfolipidéw surfaktantu. Czasteczki
tego biatka potgczone sg z fosfolipidami specjalnymi wigzaniami, co utatwia i przy-
spiesza obnizanie napiecia powierzchniowego [52,73].

Doda¢ nalezy, ze badania immunocytochemiczne wskazuja, iz SP-A i SP-B sg
takze syntetyzowane w nieorzesionych komorkach oskrzelikowych tzw. komérkach
Clara. Nie wiadomo jednak, czy synteza tych biatek dostarcza znaczgcych ilosci
biatek do systemu pecherzykowego surfaktantu [26].

BIALKO C SURFAKTANTU

Biatko C surfaktantu (SP-C), podobnie jak SP-B, jest silnie hydrofobowym pro-
teolipidem otrzymanym przez proteolize z prekursora o masie czasteczkowej 22
kDa. Jego forma niezredukowana ma mase 10 kDa, a zredukowana 5 kDa [47].
SP-C sktada sie z okoto 35 aminokwasow o unikalnym uktadzie poliwaliny i zawiera
dwie reszty kwasu palmitynowego potgczone kowalentnie z cysteing na koncu ami-
nowym biatka [13,26], co decyduje o jego hydrofobowych wiasciwos$ciach [63].
W czesci Srodkowej dojrzatego peptydu 20 hydrofobowych aminokwaséw tworzy
a-helise, odpowiedzialng za powstanie podwdjnej warstwy lipidowej surfaktantu
[26,58]. Spos6b wydzielania SP-B i SP-C nie jest doktadnie poznany, ale wiadomo,
ze wystepujg one w ciatkach blaszkowatych [40]. SP-C podobnie jak biatko B
surfaktantu bierze udziat w obnizaniu napiecia powierzchniowego, leczjego dziatanie
jest stabsze [21,24]. Znaczenie tych biatek podkresla fakt, ze u dzieci z zespotem
zaburzen oddychania (RDS) leczenie za pomocg surfaktantu zawierajgcego SP-B
i SP-C jest skuteczniejsze niz przy uzyciu syntetycznego surfaktantu pozbawionego
tych biatek [26].

BIALKO D SURFAKTANTU

Biatko D surfaktantu (SP-D) jest lektyng kolagenowg typu C [39] o budowie
podobnej do SP-A, biatka surowicy wigzgcego mannoze oraz konglutyniny bydlecej
[9,12]. Sekwencja podobna do kolagenu w biatku D surfaktantu jest znacznie dtuzsza
od tej wystepujacej w SP-A [12]. SP-D jest glikoproteing o masie czgsteczkowej
okoto 43 kDa [10,11]. Skiada sie ono z czterech tréjtancuchowych podjednostek
tworzacych 12-mer, ktéry nastepnie moze faczy¢ sie w czasteczki o bardziej ztozonej
strukturze [7,9,26]. Natomiast pojedynczy tancuch SP-D skiada sie z krétkiej se-
kwencji niepodobnej do kolagenu zawierajgcej 2 reszty cysteiny na korficu aminowym,
sekwencje podobng do kolagenu, krotki fragment utozony w a-helise oraz nie-
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podobny do kolagenu odcinek na koincu C wykazujacy duze podobieAstwo z innymi
lektynami typu C [10,12]. Ze wzgledu na fakt, ze wykazano obecno$¢ SP-D zaréwno
w komoérkach pecherzykowych typu I, jak i w ziarnach wydzielniczych komoérek
Clara [11] oraz w makrofagach pecherzykowych [61] jest ono wydzielane nie tylko
na powierzchnie pecherzykdw ptucnych, ale i do $wiatta dystalnych drég odde-
chowych [9]. Jednakze ciatka blaszkowate nie zawierajg SP-D [61]. Ze wzgledu
na podobieAstwo budowy SP-D do biatka A surfaktantu majg one podobne
znaczenie. Wykazano, ze SP-D bierze udziat w mechanizmach obronnych ptuc.
Biatko to oddziatywuje z wieloma mikroorganizmami (Escherichia coli) oraz gczy
sie z makrofagami, powodujagc przy duzych stezeniach aglutynacje bakterii
[10,26,30]. O ile SP-A taczy sie z dipalmitylofosfatydylocholing, to biatko D sur-
faktantu wybiérczo tgczy sie z fosfatydyloinozytolem [37]. Sugeruje to, ze wraz
z biatkiem A surfaktantu, SP-D bierze udziat w zewnatrzkomérkowym metabolizmie
surfaktantu [9,10,37].

REGULACJA WYDZIELANIA BIALEK SURFAKTANTU

Synteza biatek surfaktantu jest zalezna zaréwno od wieku ptodu jak iod wptywu
szeregu czynnikow hormonalnych [47,65]. SP-B i SP-C pojawiajg sie we wczes-
niejszym okresie cigzy niz SP-A, co potwierdza fakt, ze mRNA dla ludzkiego
SP-B i SP-C sg wykrywane od drugiego trymestru, podczas gdy mRNA dla SP-A
pojawia sie od trzeciego trymestru cigzy [31]. Wiadomo réwniez, ze u zarodkow
myszy tworzenie ciatek blaszkowatych poprzedza pojawienie sie SP-A. Wewnatrz-
komdrkowe przeksztatcenia i wydzielanie SP-A jest uwarunkowane hydroksylacja
proliny, natomiast SP-B i SP-C jest prawdopodobnie regulowane niezaleznie po-
niewaz nie stwierdzono wyraznych zaleznosci miedzy poziomami ich odpowiednich
mRNA w ptucach [31].

Jednym z najwazniejszych hormonéw regulujacych synteze biatek surfaktantu
sg wydzielane przez kore nadnerczy glikokortykoidy. Wykazano, ze poziom SP-B
i SP-C w phucach ptodu wzrasta po podaniu glikokortykoidéw [2], przy czym
w przypadku SP-B dziatanie to polega na wzroscie transkrypcji i stabilnosci mRNA,
a w przypadku SP-C na wzroscie tylko transkrypcji bez zmian w stabilnosci mRNA
[60]. Natomiast wptyw glikokortykoidow na synteze SP-A nie jest jednoznaczny.
Opisano zaréwno pobudzajacy, jak i hamujacy wptyw tego hormonu na synteze
SP-A ijego mRNA [47]. Wyjasnieniem takiego wptywu jest prawdopodobnie fakt,
ze SP-A wykazuje zalezng od dawki odpowiedZ na podawanie glikokortykoidow,
gdzie za pobudzenie lub hamowanie jego syntezy sa odpowiedzialne odpowiednio
wzrost transkrypcji i zmniejszenie stabilnosSci mRNA. Pobudzajagcy wptyw gliko-
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kortykoiddw na poziom SP-A moze by¢ takze zalezny od gatunku oraz okresu
rozwoju ptodu, w ktérym dziatanie tych hormonéw sie rozpoczeto [47].

Innym istotnym czynnikiem regulujgcym synteze biatek surfaktantu jest cCAMP
i jego analogi. Podanie ich powoduje wzrost poziomu mRNA i syntezy SP-A w
ptodowych ptucach krélika oraz ptucach ludzkich zarodkéw. W odréznieniu od-
znacznego efektu analogdw cAMP na synteze SP-A, w przypadku SP-B i SP-C
obserwuje sie jedynie nieznaczny ich wptyw na poziomy odpowiednich mRNA
w ptucach ludzkich ptodu [31]. Jednakze badania ptodowych ptuc szczura wskazujg
na mniejszy wptyw analogéw cAMP na poziom mRNA dla SP-B [16], a wigkszy
w przypadku mRNA dla SP-C [59]. W badaniach ptodowych ptuc krélika wykazano,
ze analogi cAMP powodujg dwukrotny wzrost gromadzenia sie mRNA dla SP-C
po 48 godzinach od ich podania [5]. Istnieja takze doniesienia, ze wptyw gliko-
kortykoidéw i cAMP jest sumujacy sie w odniesieniu do syntezy SP-A i SP-B
[26].

Synteza SP-D ma S$cisty zwigzek z okresem rozwojowym ptodu. W badaniach
ptodowych ptuc szczura SP-D pojawiato sie po raz pierwszy w 19 dniu cigzy i
nastepnie jego ilo$¢ szybko wzrastata do poziomu obserwowanego w ptucach do-
rostych osobnikéw [38]. W innych badaniach, mRNA dla SP-D oznaczono po
raz pierwszy w ptodowych ptucach szczuraw 21 dniu cigzy [11]. Badania te wskazujg,
ze synteza SP-D zachodzi w okresie p6zniejszym niz synteza fosfolipidow oraz
innych biatek surfaktantu.

RECYLKULACJA BIALEK SURFAKTANTU

Po spetnieniu roli czynnika obnizajgcego napiecie powierzchniowe, surfaktant
jest usuwany z pecherzykéw ptucnych pozostawiajac miejsce dla nowo syntety-
zowanych i wydzielanych czgsteczek. Wiekszos¢ fosfolipidow opuszcza pecherzyki
ptucne i wchodzi ponownie do komdrek typu Il [68]. Ponadto niewielka ilos¢ sur-
faktantu jest pochtaniana i rozktadana przez makrofagi pecherzykowe [70], a na-
stepnie usuwana przez drogi oddechowe i uktad kragzenia.

Wiadomo réwniez, ze wraz z lipidami SP-A, SP-B i SP-C takze wchodzg ponownie
do komérek pecherzykowych typu Il [3,6,71]. Co wiecej istniejg dane mowiace,
ze SP-C przechodzi do komorek pecherzykowych typu Il szybciej niz fosfatydy-
locholina [3]. Wyzsza zawarto$¢ SP-A niz SP-B czy SP-C w pecherzykach ptucnych
w zestawieniu z nizszg zawartoscig SP-A w poréwnaniu z SP-B czy SP-C w ciatkach
blaszkowatych, moze sugerowaé diuzszy okres przebywania SP-A w pecherzyku
ptucnym lub inne drogi wydzielania dla SP-A i biatek hydrofobowych surfaktantu
[18]. Wykazano, ze w przypadku SP-A przechodzenie do komoérek pecherzykowych



382 K. HELEWSKI ET AL.

typu Il jest procesem endocytozy pos$redniczonej przez receptor o wysokim po-
winowactwie do tego biatka.

Autoradiografiaz zastosowaniem mikroskopu elektronowego wykazata, zejedynie
komorki pecherzykowe typu Il oraz makrofagi pecherzykowe pochtaniajg znaczace
ilosci znakowanego SP-A czy fosfatydylocholiny [71]. Inne komérki przegrody
pecherzykowej, a takze komdérki Clara nie uczestniczag w recyrkulacji.

Po przejsciu przez btone komérkowag komérek pecherzykowych typu 1l SP-A
i SP-B oraz fosfatydylocholina sg obecne poczatkowo w ciatkach wielopecherzy-
kowych, a w kilka minut p6zniej sg juz znajdowane w ciatkach blaszkowatych.
SP-A znajduje sie jedynie w ciatkach wielopecherzykowych jasnych elektronowo
podczas gdy fosfatydylocholina wystepuje zaré6wno w ciatkach wielopecherzyko-
wych jasnych elektronowo, jak i gestych elektronowo [71]. Istnieje mozliwos¢,
ze ciatka wielopecherzykowe geste elektronowo zawierajg materiat podlegajacy
rozktadowi i ponownemu uzyciu do syntezy, podczas gdy ciatka wielopecherzykowe
jasne elektronowo whbudowywuja swojg zawarto$¢ bezposrednio do ciatek blasz-
kowatych. Tak wiec SP-A wprowadza podlegajaca recyrkulacji pule fosfolipidéw
do ciatek blaszkowatych chronigc je przed rozkiadem [47].

W zwigzku z faktem, ze lektyny sg wchitaniane przez komérki pecherzykowe
typu Il i przenoszone do ciatek blaszkowatych, SP-D podobnie jak SP-A majac
cechy budowy lektyny moze bra¢ udziat w recyrkulacji surfaktantu [26].

ZAKONCZENIE

Badania nad biatkami surfaktantu nabierajg szczegdélnego znaczenia ze wzgledu
na zastosowanie kliniczne egzogennych preparatéw surfaktantu [43,48,53].

Metabolizm surfaktantu obejmuje zaréwno rozktad lipidéw i biatek, jak i ich
recyrkulacje do ciatek blaszkowatych. Niezbedne jest poznanie mechanizméw ko-
maérkowych okresdlajacych, ktére sktadniki surfaktantu sg rozktadane, a ktdre pod-
legaja recyrkulacji. Zrozumienie tych proceséw pozwoli na bardziej skuteczne
zastosowanie lekéw w leczeniu RDS oraz programowanie sktadu egzogennych pre-
paratéw surfaktantu. Stwierdzono bowiem wyzszg efektywnos$¢ leczenia prepa-
ratami surfaktantu zawierajacymi biatka [27].Szczeg6lng role odgrywajg tutaj
hydrofobowe biatka SP-B i SP-C, ktérym przypisuje sie gtdwng role w obnizaniu
napiecia powierzchniowego.
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KARBOKSYLAZA/OKSYGENAZA
RYBULOZO-I,5-BISFOSFORANU - KLUCZOWY
ENZYM FOTOSYNTEZY | FOTOODDYCHANIA* -
OSTATNIA DEKADA BADAN

RIBULOSE-1,5-BISPHOSPHATE
CARBOXYLASE/OXYGENASE - THE KEY ENZYME
IN PHOTOSYNTHESIS AND PHOTORESPIRATION -

THE LAST DECADE RESEARCH

Stanistaw MALESZEWSKI, Bozena KOZLOWSKA-SZERENOS

Instytut Biologii, Uniwersytet Warszawski, Filia w Biatymstoku

Streszczenie: Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu (rubisco), dwufunkcyjny enzym
chloroplastowy, inicjuje fotosyntetyczng asymilacje dwutlenku wegla ifotooddychanie. Od aktywnosci
tego enzymu zalezy natezenie fotosyntezy i produktywnos$¢ rodlin. Prowadzone w ostatnich latach
badania dostarczyty nowych informacji ojego budowie, syntezie i regulacji.

Stowa kluczowe: karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu, rubisco, fotosynteza, fotooddy-
chanie

Summary. Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (rubisco), bifunctional chloroplast enzy-
me, initiates photosynthetic assimilation of carbon dioxide and photorespiration. The photosynthetic rate
and plant productivity depend on this enzyme. Recent studies supplied new information concerning its
structure, synthesis and regulation.

Key words:ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase, rubisco, photosynthesis, photorespiration

Wykaz stosowanych skrétow: CA1L1P - 2-karboks”-arabinitolo-l-fosforan, ECM - trojsktadnikowy
kompleks zaktywowanej rubisco (Enzym-C02-Mg"+), L - duza podjednostka rubisco, PAR - promie-
niowanie aktywne fotosyntetycznie, PGA - kwas 3-fosfoglicerynowy, rosliny C3 —rosliny, u ktérych

* Artykut na taki sam temat, autorstwa S. Maleszewskiego, byt zamieszczony w Postepach Biologii
Komoérki 1988, tom 15, nr 3, str. 233-254. * Artykut zostat napisany podczas realizacji przez B.
Koztowska-Szerenos grantu KBN nr6 P04C 104 10
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pierwszym trwatym produktem asymilacji CO2 jest PGA, roéliny C4 - rosliny, u ktérych pierwszym
produktem wigzania COz2 jest kwas szczawiooctowy, RUBP - rybulozo-1,5-bisfosforan, rubisco -
karboksylaza/oksygenaza RuBP, S - mata podjednostka rubisco, SF (specificityfactor) - wspétczynnik
powinowactwa substratowego CO2/O 2 rubisco.

WPROWADZENIE

Energia fotosyntetycznie aktywnego promieniowania stonecznego z zakresu dtu-
gosci fal 400-700 nm (PAR), pochtonieta i przetworzona przez ros$liny w energie
chemiczng zwigzkéw organicznych, jest nastepnie wykorzystywana we wszystkich
procesach biologicznych. Nagromadzona w poktadach wegla kamiennego, ropy i
gazu ziemnego nadal zaspokaja wiekszo$¢ potrzeb energetycznych cztowieka. Tlen
atmosferyczny, "uboczny" produkt fotosyntezy, petnigc funkcje koricowego akcep-
tora elektronéw w oddychaniu, umozliwia wysoka sprawnos$¢ energetyczng kata-
bolicznych przemian komoérkowych. Wystepowanie tlenu w atmosferze ziemskiej
pozwolito na ewolucyjne wyjscie zycia z oceandw, gdyz tworzy on filtr ostaniajacy
organizmy ladowe przed zabdjczym dziataniem stonecznego promieniowania ultra-
fioletowego.

Rosliny, w naturalnych zespotach jak i w uprawach rolniczych, wigzg foto-
syntetycznie tylko od 5 do 12% padajagcego na nie PAR, a globalna sprawnos¢
fotosyntezy jest nawet znacznie mniejsza niz 1% [27,29]. Mimo to catkowita roczna
fotosyntetyczna asymilacja C 02, oceniana na okoto 1011 ton, wielokrotnie prze-
wyzsza obecne roczne $wiatowe zuzycie ropy naftowej, wynoszace okoto 3 x 109
ton [46]. Wydajno$¢ pochtaniania i przetwarzania energii w reakcjach fotosyntezy
okresla biologiczng produkcje pierwotna i iloS¢ energii przeptywajacg przez bio-
cenozy. Analiza czynnikéw ograniczajacych wydajnos¢ fotosyntetyczna oraz zna-
lezienie sposobOw jej podniesienia sg nadrzednymi celami we wspotczesnych
badaniach nad fotosyntezg i produktywnoscig roslin.

Kluczowe znaczenie rubisco dla sprawnosci fotosyntetycznej asymilacji dwu-
tlenku weglajest powodem prowadzenia szczeg6lnie intensywnych i wielostronnych
badan nad tym enzymem. Wyniki prac sprzed 1987 roku byly przedstawiane w
polskim pismiennictwie [5, 21,22,24,25,28,30,35,36]. Nowsze osiggniecia sg wy-
czerpujaco omowione w kilku artykutach przegladowych, ktére niedawno ukazaty
sie w czasopismach miedzynarodowych [14,16,26,53]. Oksygenacyjng funkcje ru-
bisco oraz préby jej modyfikacji autorzy tego artykutu opisali w ubiegtorocznym
Kosmosie [31].
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FUNKCJE RUBISCO

Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu (rubisco, EC 4.1.1.39) ka-
talizuje reakcje karboksylacji (RuBP + C09 — 2 PGA), inicjujagca procesy foto-
syntetycznego wigzania C 09, redukcji wegla i akumulacji energii w zwigzkach
organicznych. Ten bifunkcyjny enzym katalizuje takze reakcje oksygenacji (RuBP
+ Ot—PGA + P-glikolan), zapoczatkowujgcg fotooddechowy cykl utleniania zwigz-
koéw wegla oraz fotooddychanie. Bezposrednim akceptorem zaréwno CO?, jak i
0 2jest przejsciowy metabolit 2,3-enodiol RuBP (enol-RuBP) [8, 28, 31]. Stosunek
szybkosci karboksylacji/oksygenacji RuBP zalezy od stezeA obu gazowych sub-
stratow i kinetycznych parametréw rubisco:

V vo = vcK<yv oKC [C02]/[02],

gdzie:

VC’ v0 “ szybkos$¢ karboksylacji, oksygenacji;

Vc, vq - szybkos¢ maksymalna karboksylacji, oksygenacji;
Kc, KO - powinowactwo do CO?, 0 2;

[C02], [02] - stezenie CCT, Oo w miejscu dziatania enzymu.

Warto$¢ wyrazenia VcKq/VgKc, zwanego wspbiczynnikiem powinowactwa
substratowego C 0202 rubisco (SF, ang. specifity factor), jest podobna u réznych
fotosyntetycznych typow roslin wyzszych C3, C4 oraz posredniego typu C3C4 i
wynosi okoto 80. SF jest nizszy u glonéw (okoto 60) i sinic (okoto 50). Wartos¢
SF jest szczegdlnie niska u fotosyntetyzujacych bakterii Rhodopseudomonas sphae-
roides (okoto 9) i Rhodospirillum rubrum (okoto 15), co jest prawdopodobnie
zwigzane z opisang nizej, prostszg czwartorzedowa strukturg ich rubisco [8,17,18,53].
Przy podanych wyzej wartosciach SF i stezeniach C02i 0 9wystepujacych podczas
zrownowazonej fotosyntezy w miejscu dziatania rubisco, ocenianych odpowiednio
na okoto 10,5 |IM i 258 pM, stosunek vc/vQu roslin wyzszych ma warto$¢ okoto
3, za$ u innych fotoautotroféw jest odpowiednio mniejszy [8,20,33].

Rubisco charakteryzuje sie skrajnie niskg aktywnosciag katalityczng, co wyraza
mata liczba obrotow (3 obr. « s *), lecz osigga w stromie chloroplastdéw wyjgtkowo
duze stezenie. Prawdopodobnie jest biatkiem wystepujagcym w biosferze w naj-
wiekszej ilosci [46]. Aktywnos$¢ rubisco w lisciach roslin C3 jest zwykle nieco
wieksza niz u roslin C4 [4].

STRUKTURA

Rubisco roslin wyzszych i wiekszosci innych fotoautotroféw majednakowg stru-
kture czwartorzedowa. Sktada sie z os$miu duzych 55 kD (L) i oSmiu matych
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15 kD podjednostek (S), tworzacych heksadekameryczny 560 kD holoenzym (LgSg).
Prostszg strukture czwartorzedowaq rubisco L2 stwierdzono jedynie u bakterii Rho-
clospirillum rubrum i Rhodobacter sphaeroides [46]. Katalityczna aktywnos$¢ en-
zymu jest zwigzana z duzymi podjednostkami. Mate podjednostki petnig funkcje
regulacyjne i zwiekszaja aktywno$¢ karboksylacyjng holoenzymu rubisco ponad
100-krotnie [1, 26]. Znana jest struktura pierwszorzedowa - liczba aminokwaséw
oraz ich liniowa sekwencja - obu podjednostek rubisco wielu fotoautotroféw. Pod-
jednostki L enzymow typu LgSg sg zbudowane z niespetna 500 (475 u szpinaku)
resztaminokwasowych. Podjednostki te, pochodzace z réznych roslin, charakteryzuja
sie wysokga okoto 80% homologig sekwencyjng. Natomiast homologia podjednostek
L enzyméw o budowie LgSg i L2 z R. rubrum wynosi tylko okoto 25%. Duzym
konserwatyzmem ewolucyjnym charakteryzujg sie zwtaszcza rejony tworzace miej-
sce aktywne [26].

W badaniach krystalograficznych stwierdzono, ze struktura drugo- i trzeciorze-
dowa - przestrzenna organizacja tafcucha peptydowego - podjednostek L z ré6znych
fotoautotrofow wykazuje rowniez duze podobienstwo. Dotyczy to rowniez enzymow
0 niskiej homologii sekwencji reszt aminokwasowych. Podjednostka ta skiada sie
z dwu wyraznie zarysowanych domen o réznej wielko$ci: mniejszej, obejmujacej
reszty aminokwasowe 1-150 korica N tafcucha biatkowego (domena N-terminalna)
lwiekszej, zbudowanej z aminokwaséw 151-475 konca C (domena C-terminalna).
Centralnym motywem domeny N-terminalnej jest piecioodcinkowa, mieszana stru-
ktura 3 z dwoma heliksami a (ang. a-helices) na koncu. Domena C-terminalna
ma o$mioodcinkowg, wspotbiezng strukture a/[3-barytkowa (ang. c/$-barrel stru-
cture), wystepujacg takze w innych enzymach, np. izomerazie triozofosforanowej
i oksydazie glikolanowej [26,46].

W budowie miejsca aktywnego rubisco, wspdlnego dla reakcji karboksylacji
i reakcji oksygenacji, uczestniczg obie domeny. Znajduje sie ono na styku domeny
C-terminalnej jednej podjednostki L i domeny N-terminalnej drugiej podjednostki
L, przy karboksylowym koncu barytkowej struktury [3 W petlach peptydowych,
taczacych struktury B i heliksy a baryiki, wystepuje wiekszo$¢ konserwatywnych
reszt aminokwasowych tafncucha podjednostki. Reszty te uczestniczg zardwno w
wigzaniu substratéw, jak i w procesie katalizy [46]. W miejscu aktywnym rubisco
zidentyfikowano dwie reszty lizynowe, ktére prawdopodobnie majg istotne zna-
czenie dla katalitycznych funkcji enzymu. W rubisco z R. rubrum zajmuja one
pozycje 166 i 329, a w enzymie ze szpinaku 175 i 334, w odlegtosci 12 A od
siebie [46].

Podjednostka S rubisco szpinaku jest zbudowana z 123 reszt aminokwasowych
tworzacych czteroodcinkowg przeciwbiezng strukture [3 przykryta z jednej strony
dwoma heliksami a. Pierwsze 20 reszt aminokwasowych konica N jej tancucha
polipeptydowego tworzy nieregularne ramie, ktore rozcigga sie od korpusu tej stru-
ktury do sasiedniej matej podjednostki oligomeru LgSg [26].
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Dimer L2, bedgcy podstawowag jednostkg strukturalng rubisco, jest znieksztatcong
elipsoidg o wymiarach 45 x 70 x 105 A. Rdzen dimeru tworzg C-terminalne domeny
obu podjednostek. Holoenzym L8S8ma ksztatt szeScianu o zaokraglonych brzegach
i dtugosci bokdéw okoto 110 A. Mate podjednostki (S) wypeiniajg gtebokie bruzdy
utworzone naczterech powierzchniach szesScianu przez przylegajace do siebie dimery
L2.Szczeg6towe wyniki krystalograficznej analizy rubisco szpinaku sa zamieszczone
w obszernej publikacji Knight i wsp. [26].

SYNTEZA

Geny rubisco roslin wyzszych nalezg do dwu odmiennych genoméw. Jednostka
L jest kodowana w genomie chloroplastowym, natomiast gen podjednostki S jest
czescig genomu jadrowego.

W czgsteczce chloroplastowego DNA jest tylko jeden gen (rbcL) kodujacy pod-
jednostke L. Chociaz kazdy chloroplast zawiera wiele kopii DNA, a w komarce
moga wystepowac liczne chloroplasty, to rosliny nie bedace hybrydami charakte-
ryzuja sie tylko jedng specyficzng sekwencjg biatka podjednostki L. Z matymi
wyjatkami gen rbcL nie zawiera intronéw i koduje okoto 475 aminokwasow. Trans-
krypcyjne i translacyjne sekwencje rozpoznajace genu rbcL, tak jak i wielu innych
gendw chloroplastowych, sa podobne do sekwencji wystepujacych u organizmow
prokariotycznych. Dowodem tego jest mozliwo$¢ ekspresji tego genu u Eschenchia
coli [13]. Na transkrypcje genu rbcL, oprdcz jego promotora, ma wplyw sasiedni
promotor atpB, znajdujacy sie w odlegtosci okoto 100 par zasad w przeciwlegtej
orientacji [16,50].

Podjednostke S w genomie jagdrowym koduje rodzina gendw (rbcS), liczagca od
2 do 12 gendéw, ktére moga wykazywa¢ odmienng ekspresje w réznych typach
komérek i fazach rozwojowych rosliny [50, 51]. Jadrowe geny rbcS zawierajg
od 1do 3 intronéw i sg bardziej zréznicowane niz chloroplastowe geny duzej
podjednostki. Kodujg one polipeptyd przejsciowy, dtuzszy od dojrzatej S o okoto
50 reszt aminokwasowych. Ekspresja rbcS zwieksza sie na Swietle, a w procesie
tym uczestniczy zaréwno fitochrom, jak i specyficzny fotoreceptor Swiatta nie-
bieskiego [12,16,50,52]. Przejsciowy polipeptyd podjednostki S ulega transformacji
polegajacej na skréceniu korica N ipo przetransportowaniu z cytosolu do chloroplastu
faczy sie z L tworzac holoenzym rubisco. W ostatnim procesie uczestnicza tzw.
biatka towarzyszace (ang. chaperon protein), ktére zapewniajag wtasciwg konfor-
macje koncowej postaci enzymu [9,14,15,46].
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AKTYWACJA | REGULACJA AKTYWNOSCI

Aktywnos$¢ rubisco zalezy od wielu czynnikdw i jest regulowana przez ztozony
mechanizm, ktorego dziatanie, zwtaszcza in vivo, nie jest zadowalajgco poznane.

W doswiadczeniach in vitro wyizolowany i czeSciowo oczyszczony enzym (E),
obu znanych typéw (L-, i L8S8), dla uzyskania maksymalnej aktywnos$ci musi by¢
poddany specyficznej aktywacji. Podczas tego procesu nastepuje najpierw, zalezne
od pH, samorzutne przytgczenie aktywujacej czasteczki CO? (C) do e-aminowej
grupy Lys-201, zlokalizowanej na duzej podjednostce w poblizu centrum aktywnego.
Wytworzony karbaminian (EC)jest nastepnie stabilizowany przez przytgczenie Mg"+
(M), co prowadzi do powstania trojsktadnikowego kompleksu enzym-C02-Mg
(ECM), stanowigcego katalitycznie aktywng forme enzymu, wigzacg RuBP (R).
Koncowy stan rownowagi pomiedzy zaktywowang formg enzymu ajej prekursorami
(stopien aktywacji) zalezy od warunkéw, wjakich aktywacja przebiega: [H+], [COQ],
[Mgo‘]. W obecno$ci RuBP i innych fotosyntetycznych fosforandéw cukrow (S)
aktywacja rubisco ma przebieg bardziej ztozony. Substraty te tgczg sie bowiem
ze wszystkimi formami enzymu, tworzac ES, ECS iECMS. Uniemozliwiato przejscia
pomiedzy E, EC i ECM oraz tworzenie kompleksu ECMR [37].

Wytwarzanie ukarbamylowanego tréjsktadnikowego kompleksu ECM jest zwig-
zane ze zmianami chemicznych wiasciwosci enzymu. Karbamylacja wptywa na
reaktywnos$¢ i nukleofilno$¢ reszt lizynowych znajdujacych sie w jego miejscu
aktywnym. Proces ten wptywa na powinowactwo enzymu do RuBP i innych fos-
forandéw cukréw [46].

AKTYWAZA

Aktywacja rubisco in vitro, wyizolowanego i czeSciowo oczyszczonego enzymu,
do poziomu odpowiadajgcego natezeniu fotosyntezy in vivo wymaga bardzo wysokich
stezen C02 i Mg2+. W komorce natomiast moze przebiega¢ przy fizjologicznych,
znacznie nizszych stezeniach tych czynnikéw i zalezy od warunkéw $rodowi-
skowych: poziomu zywienia fosforowego i azotowego, stezen CO-, i 0 2 oraz tem-
peratury. W doswiadczeniach z r6znymi gatunkami fotoautotrofow stwierdzono tez,
ze waznym czynnikiem wptywajagcym na aktywacje rubisco in situ jest $wiatto.
Badania nad tym ostatnim zjawiskiem doprowadzity do odkrycia [43] rozpusz-
czalnego biatka chloroplastowego, aktywazy rubisco, enzymu "odpowiedzialnego"
za wihasciwosci i przebieg aktywacji rubisco in vivo. Aktywaza, wystepujaca u
wszystkich badanych pod tym wzgledem fotoautotrofow, umozliwia osiggniecie
w oswietlanych komérkach przy atmosferycznym stezeniu CO-> i obecnos$ci RuBP
aktywnosci rubisco zblizonej do maksymalnej [37,38,39,42].
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Mechanizm funkcjonowania aktywazy rubisco nie zostat jeszcze szczeg6towo
poznany, niewatpliwie jednak polega na oddziatywaniu na kompleksy rubisco -
fosforany cukréw (ECMS) [32]. Aktywaza znosi niekorzystny wptyw silnie wiga-
zacych sie fosforandéw cukréw na aktywacje rubisco. Umozliwia tez karbamylacje
oraz przebieg reakcji katalizowanych przez rubisco przy niskim poziomie COO
w chloroplastach. Funkcjonowanie aktywazy jest regulowane przez stosunek stezen
ATP/ADP, zalezny od warunkéw $wietlnych. Enzym ten jest wiec tez kluczowym
elementem koordynacji $wietlnej i ciemnej fazy fotosyntezy [42].

Aktywaza rubisco licznych gatunkéw roslin skitada sie z dwu réznych polipep-
tydow mieszczacych sie w zakresie 41-46 kDa. Sg one syntetyzowane na cyto-
solowych rybosomach w postaci nieco diuzszych prekursoréw i transportowane
do chloroplastéw. Pierwszorzedowa struktura tego enzymu wykazuje ponad 80%
poziom konserwatyzmu ewolucyjnego [42].

Zaktadajac, ze aktywaza jest tetramerem zbudowanym z podjednostek 47 kDa
[37] obliczono, ze w lisciach tytoniu molowy stosunek tego enzymu do rubisco
jest 1:10 [32].

SPECYFICZNY INHIBITOR

Drugim elementem mechanizmu regulacji rubisco jest wytwarzany podczas cie-
mnosci specyficzny inhibitor 2-karboksy-arabinitolo-I-fosforan (CA1P). Nie wy-
stepuje on jednak u wszystkich ro$lin. Inhibitor ten budowa przypomina posredni
produkt karboksylacji RuBP 2-karboksy-3-keto-arabinitolo-1,5-bisfosforan. Nie jest
wyjasnione, jakg drogg powstaje w chloroplastach ijakim przemianom ulega. CA 1P
wigze sie bardzo silnie z zaktywowang postacig rubisco ECM i hamuje katalize
w sposob niekompetycyjny. Poziom inhibitora zalezy od warunkéw Swietlnych;
zwiegksza sie w ciemnosci, a zmniejsza na Swietle [3,47,48].

Poczatkowo sgdzono, ze pomiedzy dziataniem aktywazy rubisco i CALP istnieje
bezposredni zwigzek. Jednakze obecno$é aktywazy u wszystkich badanych pod
tym wzgledem roslin wyzszych, ainhibitora tylko u niektérych przeczy takiej sugestii.
Wydaje sie, ze udziat obu oméwionych czynnikéw w mechanizmie regulacji rubisco
u réznych roslin jest zréznicowany. U szpinaku, ktéry nie gromadzi CA1P w cie-
mnosci, regulacja rubisco nastepuje prawdopodobnie wytgcznie przy udziale akty-
wazy. U fasoli za$, u ktorej poziom CALP moze by¢ bardzo wysoki i w duzym
stopniu jest zalezny od warunkéw Swietlnych, regulacja rubisco odbywa sie gtéwnie
przy jego udziale. U wiekszosci roslin regulacja aktywnosci rubisco przebiegajednak
z udziatem obu czynnikéw [37,41].
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INNE CZYNNIKI REGULACIJI

Warto$¢ wspétczynnika powinowactwa substratowego rubisco (SF) ma istotne
znaczenie dla stosunku vc/v0, natezenia fotosyntetycznego wigzania CO-, netto
oraz produktywnosci roslin. Z tego wzgledu podejmowano liczne badania majace
na celu znalezienie czynnikéw powodujacych modyfikacje tego wspétczynnika.

W katalitycznie aktywnym tréjsktadnikowym kompleksie ECM jon Mg~+ moze
by¢ zastgpiony przez jony innych metali: Mn2+, Fe~+, Cu2+, N F+. Osiggniety stopien
aktywnos$ci enzymu zalezy wowczas zaréwno od przytgczonego metalu, jak i typu
rubisco. Rodzaj aktywujgcego metalu ma takze wptyw na SF i stosunek obu aktyw-
nosci vc/vQrubisco. Podobne zmiany stwierdzono takze po zmianie reszt amino-
kwasowych, zlokalizowanych w poblizu centrum aktywnego enzymu [46].

Od dawna znany jest tez wptyw temperatury na vcav0 rubisco. Niewatpliwie
efekt ten czesSciowo mozna ttumaczy¢ réznym dziataniem temperatury na rozpu-
szczalno$¢ COt i 09 oraz na stezenie tych substratow w stromie chloroplastéw
[28]. Ostatnio wykazano jednak, ze temperatura wpltywa takze bezposrednio na
SF rubisco. Reakcja pomiedzy enolo-RuBP i O-, ma bowiem wyzszg swobodng
energie aktywacji (AGO0) niz odpowiednia reakcja z C02 (AGQO. Z tego powodu
oksygenacja jest bardziej wrazliwa na zmiany temperatury niz karboksylacja. Wy-
stepuje tez wyrazny zwigzek pomiedzy wartoscig SF rubisco odmienng u réznych
grup fotoautotroféw a wielkoscig réznicy AGO-AGC [8,17,53].

Wykazano Scistg korelacje pomiedzy aktywnoS$cig rubisco a stosunkiem stezen
ATP/ADP w chloroplastach. Prawdopodobnie zwigzek ten jest posredni i spowo-
dowany gtéwnie wspomniang wyzej zaleznoscig aktywazy rubisco od stosunku
ATP/ADP [42].

Czesciowo oczyszczona i catkowicie zaktywowana rubisco in vitro inkubowana
z RuBP stopniowo traci aktywno$¢ podczas wigzania CCF [55]. Uzyskano dane
wskazujgce, ze zjawisko to jest spowodowane akumulacjg inhibitora, wigzacego
sie silnie w miejscu katalitycznym enzymu. Prawdopodobnie jest nim ksylulozo-
1,5-bisfosforan lub 3-ketoarabinitolo-I ,5-bisfosforan [10,11]. Obecno$¢ w miesza-
ninie inkubacyjnej aktywazy rubisco i ATP zapobiega lub nawet odwraca te
inaktywacje. Przypuszcza sie, ze aktywaza rubisco zwieksza szybko$é dysocjacji
przytaczonego inhibitora, podobnie jak w przypadku RuBP i CA1P [37,40].

Ostatnio doniesiono, ze u pszenicy (Triticum aestivum), ktéra nalezy do roslin
nie akumulujgcych CA1P, dobowa regulacja rubisco nastepuje przy udziale niezi-
dentyfikowanego inhibitora innego niz wymienione wyzej [34,48]. Wysunieto przy-
puszczenie, ze moze to byé prekursor CA1P lub zwiazek o podobnej budowie
dziatajagcy w procesie aktywacji rubisco na etapie karbamylacji [23].

Rubisco iinne enzymy cyklu Calvina tworzg w chloroplascie zintegrowany system,
ktérego réwnowage dziatania regulujg mechanizmy sprzezenia zwrotnego (feedback)
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i sprzezenia do przodu {feedforward) funkcjonujace przy udziale wsp6lnych me-
tabolitow. Na szybkos¢ reakcji katalizowanych przez rubisco pozytywny efekt, oprécz
bezposrednich substratdbw tego enzymu, wywierajg produkty Swietlnej fazy foto-
syntezy: ATP i NADPH. Negatywny wptyw ma PGA. RuBP dziata hamujaco na
fosforybulokinaze, enzym Kkatalizujgcy odtwarzanie RuBP [49]. Duzo uwagi po-
Swiecono tez dziataniu nieorganicznego ortofosforanu (Pi), ktéry w reakcjach fo-
tosyntezy jest substratem, produktem oraz czynnikiem regulacji enzyméw [54].
Od stezenia Pi moze zaleze¢ stopien aktywacji [44,45] oraz wspoétczynnik powi-
nowactwa substratowego C02/02 rubisco [18]. Uzyskano dane $wiadczace, ze Pi
jest waznym czynnikiem wzmagajgcym karbamylacje rubisco, wielokrotnie zwie-
kszajgcym powinowactwo rubisco do aktywujgcego C02 [2].

W doswiadczeniach z mutantami Arabidopsis thaliana z defektami w szlaku
fotooddechowym stwierdzono, ze glioksylan - posredni metabolit fotooddychania
- moze zmniejsza¢ aktywacje rubisco [7]. Glioksylan in vitro wykazywat takie
dziatanie tylko przy stezeniu dwuweglanu odpowiadajgcym atmosferycznemu ste-
zeniu C02 i w obecnosci bton tylakoidéw. Sugeruje to, ze w zaleznym od S$wiatla
procesie aktywacji rubisco posredniczy jaki$ nieznany sktadnik, wrazliwy na glio-
ksylan [6]. Wydaje sie jednak, ze regulacja rubisco przy udziale glioksylanu moze
nie mie¢ istotnego znaczenia przy normalnym przebiegu fotosyntezy u roslin od-
powiednio zaopatrzonych w azot. Metabolit ten nie gromadzi sie bowiem w lisciu,
lecz w wyniku transaminacji przeksztatcany jest w glicyne [6,38].

UWAGI KONCOWE

W rezultacie badan prowadzonych w ostatnich latach wiedza o rubisco, kluczowym
enzymie fotosyntezy i fotooddychania, ulegta znacznemu wzbogaceniu. Dokonano
istotnych ustalen dotyczacych struktury i genetycznych aspektéw enzymu. Mecha-
nizm aktywacji zostat uzupetniony o dziatanie fosforandw cukréw i Swiatta. Fun-
damentalnym osiggnieciem byto odkrycie specyficznych inhibitoréw oraz akty wazy,
ktore uczestniczg w zaleznej od Swiatta i ciemnosci dobowej regulacji rubisco.
Nie udaty sie natomiast préby zmiany wspo6tczynnika powinowactwa substratowego
COo0/0Oo0 rubisco w kierunku zwiekszenia aktywnosci karboksylacyjnej, korzystnym
dla fotosyntetycznej produktywnosci roslin. Modyfikacje enzymu powodowaty bo-
wiem zawsze efekt odwrotny od pozgdanego. Nie wyjasniono tez, czym jest bez-
posrednio uwarunkowana wigksza warto$¢ wspditczynnika charakterystyczna dla
postaci enzymu LgSg niz dla postaci L2. Dalsze badania powinny doprowadzié
do lepszego rozumienia zasad integracji rubisco z pozostatymi sktadnikami aparatu
fotosyntetycznego oraz z innymi procesami przebiegajacymi w chloroplascie, ko-
marce i catej roslinie.
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Komunikat Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komdrki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczng
nagrode naukowa, w tym réwniez w roku 1996 i 1997, za wyr6zniajaca sie oryginalng
prace z zakresu hiologii komérki, indywidualng lub zespotowa, wykonang wytgcznie
w krajowej placéwce naukowej, opublikowang w ostatnich dwoch latach w cza-
sopismie figurujgcym w Current Content badz Medline.

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

Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa
tel. 34-03-44, fax 3404470

Regulamin
dorocznej nagrody Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

1. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyrdzniajaca sie,
oryginalna prace z zakresu biologii komorki, indywidualng lub zespotows,
wykonang wytgcznie w krajowej placowce naukowe.

2. Praca musi byé wydrukowana w czasopiémie naukowym referowanym
w Current Content.

3. Praca powinna by¢ opublikowana nie wczes$niej niz w ostatnich dwach
latach poprzedzajacych nadanie nagrody.

4. Preferowane beda prace mtodych autorow.

5. Wysoko$¢ nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarzad Funda-
cji.

6. Zgtaszaé prace do nagrody moze kazdy.

7. Prace nalezy zgtasza¢ do Zarzadu Fundacji ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa, pokoj 314 do 15 pazdziernika kazdego roku.

8. Ocene kwalifikujaca prace do nagrody przeprowadza Komisja Nagréd
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajac w razie potrzeby opinii specjali-
stow.

9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postepach Biologii Komorki".

10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu biologii komorki.
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