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W tym Zeszycie

Czytelnik znajdzie w tym zeszycie na stronie 3 artykut o chorobach
prionowych. Zostalon napisany w zwigzku ztegoroczng nagrodag Nobla
w dziedzinie medycyny, ktdrg otrzymat amerykanski uczony prof. Stan-
ley Prusiner za odkrycie prionéw.

Biatka rodziny 14-3-3 sg wysoce konserwatywne. Bialka te w cytopla-
zmie oddziatujg z fosfatydyloseryng wielu biatek wigzac je i sekwestru-
jac. Funkcje bialek 14-3-3 moze zilustrowa¢ nastepujgcy przykiad.
Rodzina biatek Bcl-2 bierze udziatw ,decyzji” przezycia komorki. Bcl-2
i Bclxl hamujg apoptoze. Inni cztonkowie tej rodziny - Bad i Bax moga
zablokowac aktywnos¢ Bcel-2 i Belxl wigzgc sie z nimi w niefunkcjonalne
heterodimery. Czynniki zewnatrzkomdérkowe konieczne do przezycia
komorek, takie jak IL3 dla pewnych linii komérkowych, powoduja fosfo-
rylacje seryny w biatkach Bad i Bax oraz dysocjacje z kompleksu
Bcl-2/Bad badZ Bcl-2/Bax. Oddysocjowane, ufosforylowane na serynie
Bad i Bax sg wigzane i sekwestrowane przez biatka 14-3-3. Wiecej o
biatkach 14-3-3 znajdzie Czytelnik na stronie 9.

Wzmianke o apoptozie u roslin mozna znalez¢ w artykule poswieconym
starzeniu sie roslin na stronie 63.

Poliaminy moga tworzyé kompleksy z biatkami i kwasami nukleinowymi
oraz stymulowa¢ podstawowe procesy komérkowe. Informacje na te-
mat syntezy i mechanizmoéw dziatania poliamin w komoérce roslinnej
znajdzie Czytelnik na stronie 33.

Rysbazy sag to rybonukleazy o specjalnym dzialaniu biologicznym.
Zabijajg one komorki docelowe przez specyficzna hydrolize rRNA i
blokowanie syntezy biatka. Rysbazy biorg udziatw zapobieganiu samo-
zapyleniu niektorych gatunkéw roslin. O tych i innych funkcjach rysbaz
mozna przeczyta¢ na stronach 51 i 75.

O dodtkowym sygnale w procesie aktywacji limfocytow T napisano na
stronie 111. Sygnatl ten jest wynikiem interakcji receptorow CD28 i
CTLA-4 na limfocytach z ligandami B 7.1 i B 7.2 na komérkach prezen-
tujgcych antygen. Nieprawidtowo$ciom ekspresji genéw CD28 iCTLA-4
przypisuje sie istotne znaczenie w patogenezie zaburzeh o podiozu
immunologicznym, w tym w chorobach autoimmunologicznych.

Znakowanie sond molekularnych digoksygeninag i ich wykorzystanie
opisano na stronach 125 i 135.
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WSCIEKLE KROWY | INNE CHOROBY PRIONOWE
A NAGRODA NOBLA 1997 Z MEDYCYNY

Kazimierz OSTROWSKI

Instytut Biostruktury AM, Warszawa

Poptoch, jaki wywotato zjawisko wsciektych krow, spowodowat powazne za-
burzenia zarébwno w sferze politycznej, jak i ekonomicznej. Nalezatoby sie temu
zjawisku przyjrze¢ od strony biomedycznej. Sprawa nie jest prosta, nie jest do
konca wyjasniona i co gorsza nie jest tatwa do zrozumienia, bez pewnych pod-
stawowych wiadomosci z dziedziny biologii komoérki. Choroba wsciektych krow
nalezy do chordéb prionowych, aobjawia sie zmianami degeneracyjnymi w mdzgowiu,
ktore pod mikroskopem przybiera wyglad gabki. Stad zaliczamy to schorzenie do
gabczastego zwyrodnienia mozgowia, wystepujacego zaréwno u niektérych gatun-
kéw zwierzat, jak i u cztowieka. Schorzenia prionowe nazwane zostaty w mie-
dzynarodowej nomenklaturze akronimem TSE — transmissible spongiform
encephalopathies.

Priony sa biatkami normalnie wystepujacymi w neuronach catego mézgowia,
a gen kodujacy priony, zwany genem PrP, jest normalnym skiladnikiem genomu
myszy i ludzi. Nie znamy zupetnie roli, jakg biatko to spetnia w komorce. Natomiast
wiadome jest, ze spontaniczna zmiana konformacji tego biatka albo zmiana in-
dukowana wtargnieciem z zewnatrz zakaZznej postaci prionu powoduje lawinowe
przeksztatcenia konformacyjne tego biatka, jego gromadzenie sie w komdrce i jej
obumieranie.

Prion, czyli zakazne biatko, jest fenomenem biologicznym, ktory stat sie przed-
miotem gorgczkowych, aby nie powiedzie¢ burzliwych badan i dyskusji ogdlnobio-
logicznych. Prion jest czynnikiem zakaznym, ale nie zawiera informacji genetycznej
w postaci kwaséw nukleinowych. W postaci zwyktej biatko prionowe wystepuje
w komorkach jako biatko zwigzane z btong komorkowa neurondw. Nie jest to
jednak biatko przezbtonowe i nie ma zadnej cze$ci wystajgcej ponad powierzchnie
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komdrki. Nie bardzo wiemy jaka jest jego rola, natomiast w niektérych okolicz-
nosciach biatko to zmienia konformacje, przybierajgc inny ksztalt. Jego cechg za-
sadniczg po dokonanej zmianie konformacyjnej jest oporno$¢ na hydrolize przez
enzymy proteolityczne oraz to, ze swa obecnos$cig wptywa na zmiany konformacyjne
normalnych czgsteczek biatka prionowego. Choroby prionowe przechodzg z osobnika
na osobnika, o czym najdobitniej $wiadczy schorzenie kuru-kuru, ktére wystepowato
na Melanezji tak dtugo, jak dtugo istniato rytualne spozywanie mdzgdw zmartych
przodkow. Wsciekte krowy w Anglii, pojawity sie na skutek dodawania do ich
pokarmu mézgéw owiec padiych na scrapie, bedacg rowniez chorobg prionowa.

Wspotczesne metody biologii molekularnej, zwane metoda knock-outu genety-
cznego, pozwolity na stworzenie szczepu myszy pozbawionych genu biatka PrP.
Zwierzeta pozbawione tego biatka rodzg sie zdrowe i nie chorujg na choroby prio-
nowe, nawet po zakazeniu ich aktywnym preparatem zakaznym tego biatka. Za
ten immunitet drogo jednak ptaca, poniewaz pozbawienie ich tego genu i jego
produktu ujawnia sie po kilku tygodniach zycia w postaci narastajgcej silnej ataksji.
Niezbornos$¢ ruchéw spowodowana jest masowym zanikaniem komérek Purkiniego
w ich mdzdzkach. Myszy te chorujg na choroby powodowane prionami dopiero
wtedy, gdy wprowadzi sie im za pomocg manipulacji genetycznej ten gen z powrotem
do ich genomu. Nie znamy dzisiaj zadnego sposobu leczenia tych choréb neuro-
degeneracyjnych. Istniejg projekty przysziej terapii opartej na wprowadzeniu oligo-
nukleotydéw antysensowych celem blokowania syntezy biatka prionowego.

Uwaza sie obecnie, ze trzy dziedziczne schorzenia degeneracyjne ukiadu ner-
wowego typu TSE sg powodowane przez priony, a mianowicie rodzinna postaé
choroby Creutzfeldta-Jakoba (CJD), syndrom GSS, czyli Gerstmanna-Strausslera-
Scheinkera irodzinna posta¢ Smiertelnej bezsennosci (FFI-fatalfamilial insomnia).

Dziedziczenie tych schorzen niejest sprzeczne z zakaznoscia. Jakjuz powiedziano
powyzej, biatko prionowe jest normalnym biatkiem wystepujacym w kazdej komorce
zwierzat i ludzi. Biatka te czasem spontanicznie ulegajg zmianom konformacyjnym.
Ta chorobotwdrcza posta¢ priondw moze przenosi¢ sie z komorki do komorki,
a takze z organizmu do organizmu. Gagbczastym zwyrodnieniem moézgowia krow
(tzw. chorobg wsciektych krow) moze zapewne zakaza¢ sie cztowiek w wyniku
spozywania ich miesa. Dowodem posrednim, poniewaz nikt takich doswiadczen
Swiadomie nie wykonat i nie wykona, jest nowa posta¢ schorzenia Creutzfeldta-
Jakoba, dotyczgca ludzi mtodych. To schorzenie zostato opisane w ostatnich latach
i jest postacig odmienng od klasycznego przebiegu CJD (Creutzfeldt-Jakob Disease),
dotyczacego ludzi w wieku ponad 60 lat. Istniejg takze podejrzenia, ze priony
odgrywajg role w powstaniu choroby Alzheimera.

Chociaz ostatnio ukazato sie sporo publikacji na temat prionéw i zagrozenia
nowym rodzajem epidemii, to warto moze dorzuci¢ kilka nowych informacji, po-
chodzacych gtéwnie z Zrédet brytyjskich, ostatnio najbardziej tym problemem zain-
teresowanych [1-8].
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Choroba wéciektych krow - BSE (bovine spongiform encephalopathy) i scho-
rzenie dotyczace ludzi - Creutzfeld-Jakob disease (CJD) nalezg do tej samej grupy
schorzen degeneracyjnych, polegajacych na zaniku neuronéw w mézgowiu i bardzo
jednoznacznym obrazie histopatologicznym tkanki moézgowej, wykazujgcej liczne
ogniska rozpadu, stwarzajgce wrazenie struktury gabczastej.

W zeszycie Nature [214;746, 1967] wydanym 29!l |at temu ukazala sie praca
na temat czynnika zakaznego, ktory powoduje gabczaste zwyrodnienie moézgowia,
a ktéry - jak juz wéwczas stwierdzono - nie zawiera kwaséw nukleinowych. Istota
tego czynnika zakaznego stanowi nadal, po niemalze 30 latach intensywnych badan
- nierozwigzang zagadke. Poczgtkowo sgdzono, ze jest to wirus. Ale niezwykta
odporno$¢ tego czynnika na promieniowanie jonizujagce, w tym takze promie-
niowanie UV, oraz fakt, ze jego zakazno$¢ mozna zmniejszy¢ jedynie dziataniem
bardzo wysokiej temperatury lub przez przeprowadzenie czynnika zakaznego w
stan rozproszenia przy uzyciu detergentéw, uznano, ze czynnik ten nie jest wirusem.

Ostatnio opisano w Anglii 10 przypadkdw odmiany schorzenia CJD, dotychczas
nieznanej. To skionito rzagd Wielkiej Brytanii do oficjalnego stwierdzenia, ze moze
istnie¢ zalezno$¢ pomiedzy pojawieniem sie tych przypadkéw, a gabczastym zwy-
rodnieniem madzgowia u tzw. wsciektych krow. Te 10 przypadkow zostato ujaw-
nionych w ciggu ostatnich dwéch lat, przy czym S$rednia wieku chorych wynosita
26-27 lat, a wéréd nich byto 2 chorych w wieku lat kilkunastu. Z tych 10 chorych
dwoch jeszcze zyje. Objawy schorzenia u tych chorych réznig sie od spontanicznie
i sporadycznie wystepujgcego CJD (1 przypadek/rok/milion populacji) tym, ze przy-
pominajg raczej schorzenie kuru-kuru z silniejszymi objawami ataksji, czyli nie-
zbornos$ci ruchowej niz demencji, czyli otepienia psychicznego.

Nie jest nadal jasne, czy ta nowa odmiana CJD jest w istocie spowodowana
zakazeniem BSE. Przemawia jednak za tym fakt, ze odmiany tej nigdy przedtem
nie obserwowano oraz ze schorzenie to wystapito u bardzo mtodych ludzi, czego
dotychczas rowniez nie stwierdzono. Powotana przez Rzad Brytyjski Komisja spe-
cjalistow od zwyrodnienia ggbczastego moézgu doszta do wniosku, ze ujawnit sie
nowy czynnik ryzyka zachorowania na to schorzenie.

Obecnie powszechnie przyjeta jest hipoteza zakazenia biatkiem zakaznym - prio-
nami. Priony zakaZne sg czgsteczkami biatka normalnie wystepujagcego w komorkach
ssakdw, ale zmienionego pod wzgledem konformacji. Biatko to, ktdre normalnie
niczym nie zagraza, ulega zmianie w prion zakazny, ktory jest oporny na trawienie
proteazami i ktéry powoduje lawinowe zmiany konformacyjne w normalnych czg-
steczkach tego biatka. Tak zmienione biatko nie ulega proteolizie i stad gromadzi
sie w komorce powodujac jej obumarcie.

Normalne biatko prionowe jest niezbedne do zaistnienia zakazenia. U myszy,
u ktérych biatko prionowe nie wystepuje na skutek manipulacji genetycznej, zwanej
knock-outem genu biatka prionowego, nie dochodzi do zakazenia prionami, albowiem
nie ma substratu dla nastepowych zmian konformacyjnych.
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Mechanizm komdrkowy dziatania prionéw schematycznie wyglgada nastepujgco.
Na skutek spontanicznej mutacji w genomie komaorki, najczesciej nerwowej, dochodzi
do punktowej zmiany w genie biatka prionowego, dotyczacej jednego tylko kodonu.
Do dzi$ poznano kilka lokalizacji takich mutacji z doktadng lokalizacjg w genie
biatka prionowego. Na skutek takiej mutacji dochodzi do syntezy biatka nieco
odmiennego od biatka normalnego, ktdre nie rézni sie w zasadzie od biatka nor-
malnego sekwencjg aminokwasowg, ale ma inne wilasciwosci fizyko-chemiczne.
Zmutowane biatko jest oporne na trawienie enzymami proteolitycznymi, jego cza-
steczki zbijajg sie w agregaty wypetniajgce cytoplazme komorki. Gdy agregaty
te nagromadzg sie takze w jadrze komoérkowym, komoérka obumiera, a agregaty
biatka prionowego pojawiajg sie w substancji miedzykomaérkowej. Biatko prionowe
ma odmienng od normalnej strukture przestrzenng. Jej obecno$¢ powoduje, ze nor-
malne czgsteczki tego biatka zawarte w cytoplazmie ulegajg konwersji i zmieniajg
sie w biatko prionowe. Nie istnieje jasne wyjasnienie tego mechanizmu.

Ostatnio podano drugg informacje o normalnej funkcji niezmienionego biatka
kodowanego przez gen PrP. U myszy pozbawionych tego genu stwierdzono wyrazne
zaburzenia rytmu okotodobowego, polegajace gtéwnie na zaburzeniach snu. Za-
burzenia te polegajace m.in. na fragmentacji okresu snu, przypominaja schorzenie
0 genezie prionowej, wystepujace u ludzi. Jest to wystepujgca spontanicznie w
niektorych rodzinach bezsennos$¢ konczaca sie Smiercig, tzw. bezsenno$¢ rodzinna
$miertelna - FFI - fatal familial insomnia.

Co do zakaznego charakteru zmienionego konformacyjnie biatka prionowego
nie ma dzi$ watpliwosci. Zakazenie mozna doswiadczalnie przekazywaé¢ z myszy
na mysz preparatami nie zawierajgcymi zadnych elementéw komoérkowych. Nawet
pewne wiasciwosci przebiegu schorzenia charakterystyczne dla poszczegdlnych
szczepOw myszy zostajg w ten sposdb przekazywane. Zwigkszenie ilosci zmienionego
konformacyjnie zakaznego biatka opornego na dziatanie proteaz mozna uzyskaé
przez zmiane konformacji in vitro, w warunkach, w ktérych nie ma zadnych komdrek
w naczynku hodowlanym.

Problemoéw oczekujgcych rozwigzania jest mnostwo. Nie wiemy mianowicie,
jak wedruje czynnik zakazny u krow karmionych pozywieniem zawierajgcym priony
(domieszka mo6zgéw owiec padiych na kotowacizne - scrapie) z przewodu po-
karmowego do mdzgowia. Istnieje uzasadniona hipoteza, ze zakaZzne biatko jest
resorbowane i przenika przez $ciane jelita, a nastepnie jest przenoszone naczyniami
limfatycznymi do $ledziony, skad przez nerwy unerwiajgce $ledzione do rdzenia
kregowego i mdzgowia. Istnieje mozliwos¢, ze uklad immunologiczny odgrywa
role w zakazeniu, poniewaz stwierdza si¢ aktywno$¢ komdrek mikrogleju.

Podstawowym zagadnieniem jest jednak to, czy cztowiek moze sie zakazié
schorzeniem BSE po zjedzeniu zakazonego miesa, a wiec czy ostatnio odkryte
zmodyfikowane postaci CJD powstaty w ten wiasnie spos6b. Zaplanowane jest
przeprowadzenie doSwiadczenia, polegajgcego na wstrzyknieciu materiatu uzyska-
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nego od pacjentdw chorych na CJD myszom. Jezeli myszy zachorujg, poréwna
sie ich objawy z dobrze opisanymi objawami schorzenia myszy po wstrzyknieciu
prionéw BSE.

Oczywistym problemem jest znalezienie sposobu leczenia zakazonych chorych.
Proby uzycia lekow grzybobdjczych i polianionéw wymagaty uzycia duzych stezen
do leczenia chorych myszy, ale daty tak silne objawy uboczne, ze ich przydatnos¢
w terapii cztowieka okazata sie nierealna.

Nie istnieje tez zadna sprawdzona metoda diagnostyczna Swiadczgca o zakazeniu.
Metoda Western blotting prébowana na myszach okazata sie mato przydatna ze
wzgledu na stabg czutos¢. Bariera miedzygatunkowa wymaga wstrzykniecia myszy
dawki biatka 10 000 razy wiekszej niz dawka powodujgca zakazenie krowy. Po-
szukiwania nowych technik diagnostycznych sg w toku.

Prowadzi sie usilne badania, ktérych celem jest stwierdzenie, czy wzmiankowane
na poczatku 10 przypadkéw CJD sg rzeczywiscie zwigzane z zakazeniem BSE,
co pomoze w przewidywaniu pojawienia sie wiekszej ilosci takich przypadkow
w przysztosci.

Istnieje filogenetyczna mapa struktury biochemicznej biatka prionowego uzy-
skanego od 33 gatunkéw kregowcow. Drzewo genealogiczne tych biatek jest utozone
na podstawie réznic w sekwencjach aminokwasowych. Zaledwie u 6 gatunkow
(w tym u cztowieka) zwymienionych 33 wystepujg choroby prionowe spontanicznie.
Nie wiemy, czy nie stoimy u progu pojawienia sie na Ziemi tancucha nowych
dotad nie znanych schorzed, do ktorych zwalczania nie jesteémy zupetnie przy-
gotowani.

Odkrycie priondw indukuje poszukiwania sposobu ewentualnego leczenia cho-
réb degeracyjnych uktadu nerwowego. Ukazata sie praca doswiadczalna [2] wy-
konana na myszach pozbawionych genu biatka prionowego. Sa one oznakowane
jako myszy Prnp -/-. Myszy takie sg oporne na zakazenie prionami. Gdy myszom
takim wprowadzi sie do tkanki mozgowej przeszczep fragmentu mézgu pobranego
od myszy Prnp +/+ i zakazi sie domdzgowo prionami kotowacizny owiec (priony
scrapie), to przeszczep ulegnie zakazeniu, ale otaczajgca go tkanka mézgowa po-
zostaje oporna na zakazenie. Okazuje sie, ze w tym modelu doSwiadczalnym prze-
szczep Prnp +/+ nie ulegnie zakazeniu, gdy priony wprowadzi sie zwierzeciu
dozylnie lub dootrzewnowo. Je$li takim myszom wprowadzono dozylnie komorki
szpiku od zwierzecia wykazujgcego ekspresje genu prionowego, to po zakazeniu
prionami droga dozylna lub dootrzewnowag, znajdowano ich znaczne stezenie w
$ledzionie, ale nie w przeszczepie Prnp +/+ w mobzgu. Wydaje sie, ze ekspresja
normalnego biatka prionowego w tkankach zwierzecia jest niezbedna dla zaistnienia
infekcji. Brak tego biatka w tkankach peryferyjnych nie pozwala na zakazenie
przeszczepu tkanki nerwowej w mézgu, nawet po podaniu prionéw drogg dozylng
czy dootrzewnowg. Rozwazane sg mozliwosci wykorzystania tej informacji w za-
pobieganiu, a moze nawet leczeniu choréb neurodegeneracyjnych.
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Mozna mie¢ nadzieje, ze nagroda Nobla za priony nie jest pomytkg. W kazdym
razie odkrycie zakaznego biatka uruchomito lawine badan i stworzyto cien nadziei
na leczenie nieuleczalnych dotad schorzen degeneracyjnych uktadu nerwowego.

W niewielu przypadkach zagadnienia ekonomiczne i polityczne tak $cisle po-
wigzaty sie z problemami czysto medycznymi. Mozna mie¢ pewnos$¢, ze problem
prionbw wielokrotnie jeszcze powrdci na tamy prasy i to nie tylko fachowe;j.
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BIALKA RODZINY 14-3-3,
WYSTEPOWANIE | WEASCIWOSCI*

THE 14-3-3 FAMILY OF PROTEINS,
DISTRIBUTION AND PROPERTIES

Grzegorz WILCZYNSKI, Ewa MARKIEWICZ, Anna KULMA, Jan SZOPA

Instytut Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego, Wroctaw

Streszczenie: Licznie reprezentowane, wysoce konserwatywne biatka rodziny 14-3-3 po raz pierwszy
wyizolowano z mézgdw bydlecych jako grupe kwasnych biatek o masie czgsteczkowej okoto 30 kDa i
punkcie izoelektrycznym okoto 5. Od czasu odkrycia, wiele homologicznych biatek o zréznicowanej
funkcji wydzielono z licznych organizméw wigczajac ssaki, owady, drozdze i rosliny. Ostatnie donie-
sienia wskazuja na udziat tych biatek w kontroli cyklu komérkowego i regulacji ekspresji genow.
Poszczeg6lne izoformy biatek 14-3-3 aktywujg synteze neurotransmiteréw i ADP-rybozylacje biatek,
reguluja aktywnos¢ kinazy C i endonukleazy macierzy jadrowej, asocjujg z produktami protoonkoge-
néw, onkogenéw i genu cdc25. Szerokie spektrum aktywnosci sugeruje, ze biatka 14-3-3 majg wiele
izoform i kazda izoforma wykazuje unikalng funkcje. Zidentyfikowano co najmniej siedem izoform
biatka 14-3-3 ssakow i wiele takich izoform odnaleziono w wiekszo$ci komérek. Chociaz liczba ostatnio
publikowanych prac na temat biatek 14-3-3 zwigksza sie niemal eksponencjalnie, to jednak ich funkcja
pozostaje nadal nie w petni wyjasniona. W tej pracy podkres$lono wazniejsze funkcje biatek 14-3-3 i
szczeg6lnie skupiono sie na ich roslinnych homologach.

Stowa kluczowe: biatka 14-3-3, ekspresja genu, roslinne homologi 14-3-3

Summary: The abundant, highly conserved 14-3-3 family of proteins were originally isolated from bovine
brain as a series of acidic proteins that had molecular masses of around 30 kDa and an isoelectric point
of around 5. Since discovery several related proteins with different functions have been found in a wide
variety of organisms including mammals, insects, yeast and plants. Recent findings point to a participation
of these proteins in the control of the cell cycle and the regulation of gene expression. Members of the
14-3-3 protein family activate neurotransmitter synthesis and ADP-ribosylation of proteins, regulate
protein kinase C and nuclear matrix endonuclease, associate with the products of proto-oncogenes,
oncogenes and cdc25 gene. The broad spectrum of activities suggests that the 14-3-3 proteins have several
isoforms and that each isoform has its own unique function. At least seven mammalian isoforms of 14-3-3

*Praca finansowana z grantu KBN nr 6P04A 04310 oraz badan wtasnych.
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have been identified, and multiple isoforms are present in most cells. Although the number of recent
pulications on 14-3-3 proteins increase near exponentially their biological function is as yet far frorr.
clear. Here, we highlight most important functions of the 14-3-3 proteins, and in particular discuss plant
14-3-3 homologs.

Key words: 14-3-3 proteins, gene expression, plants homologs 14-3-3

WPROWADZENIE

Polipeptydy 14-3-3 zostaty po raz pierwszy zidentyfikowane przez Moora i Pereza
w wyniku systematycznej analizy biatek moézgu wotu w elektroforezie dwukie-
runkowej jako grupa kwasnych biatek o masach czgsteczkowych od 27 kDa dc
30 kDa i punkcie izoelektrycznym w przedziale 4,3—4,9. Oznakowanie symbolerr.
14-3-3 pochodzi od pozycji, jakg biatka te przyjmujg po zakonczeniu rozdziatu
dwukierunkowego [61].

Dotychczas z mozgu ssakow wyizolowano osiem izoform biatka 14-3-3 oz-
naczonych kolejnymi literami alfabetu greckiego na podstawie ich rozdziatu podczas
HPLC [37]. Wystepowanie biatek 14-3-3 jest powszechne. Ich homologi ziden-
tyfikowano w wielu organizmach eukariotycznych, takich jak: drozdze (Saccham
romyces cerevisiae [34] i Saccharomyces pombe [24]), nicienie, owady (Drosophilc
melanogaster) [78], ptazy (Xenopus laevis) [75], ryby, ptaki oraz ssaki. Obecne
sg réwniez w wielu organizmach roslinnych, w tym w Arabidopsis thaliana [51
71] i Solarium tuberosum [88].

Wydzielono i scharakteryzowano kilkanascie, pochodzacych z réznych zrédet
biatek 14-3-3. Wiele z nich zostato sklonowanych i zsekwencjonowanych. Poréw-
nanie sekwencji zaréwno nukleotydowej, jak i aminokwasowej pozwala stwierdzi¢
wysoki stopied podobienstwa (60-90%) wystepujacy pomiedzy réznymi homolo-
gami. W poszczego6lnych izoformach zidentyfikowano wysoce konserwatywne, iden-
tyczne regiony niezmienne w catej rodzinie tych polipeptyddw.

Biatkom tym przypisywano szereg réznorodnych funkcji, np: aktywacja hydro-
ksylaz tyrozyny i tryptofanu, regulacja aktywnosci kinaz biatkowych Raf-1, Ber
oraz kinazy biatkowej C, udziat w egzocytozie i cyklu komdrkowym. Obecnie
wydaje sie, ze biatka te peinig raczej role adaptacyjng w stosunku do biatek
bioracych udziat w przenoszeniu sygnatow wewnatrzkomérkowych modulujac ich
aktywnos¢ [3, 43].

STRUKTURA DRUGORZEDOWA BIALEK 14-3-3

Analizg mieszaniny izoform polipeptydéw 14-3-3 z owiec metodg dichroizmu
kotowego stwierdzono, ze biatka te zawierajg 63,7% a-helisy i tylko 5,3% 3
struktury [69]. Badaniami krystalograficznymi wykazano, ze biatka 14-3-3 wystepuja
w formie dimerycznej. Monomer stanowi uktad dziewieciu antyrownolegtych a-helis.
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zorganizowanych w dwie domeny. C-koficowa domena ma charakter kwasny, na-
tomiast cechg charakterystyczng domeny N-koricowej jest jej wysoka konserwa-
tywnos¢. Domena N-terminalna bierze udziat w dimeryzacji biatka, aminokwasy
od 5 do 21 jednego monomeru oddziatujg z resztami aminokwasowymi Ser58 i
Glu89 drugiego monomeru [89,49]. Mozliwe jest takze tworzenie sie heterodimeréw
wszedzie tam, gdzie nastepuje ekspresja wiecej niz jednej izoformy [43], a ich
sktad moze odgrywaé kluczowa role w fizjologicznej funkcji tych biatek. Poniewaz
reszty aminokwasowe od 9 do 16 domeny dimeryzacji sa wysoce zmienne (rys.
1i 2), to prawdopodobnie jest ograniczona liczba mozliwych homo- lub hetero-
dimeréw, co moze by¢ przyczyng pewnej swoistosci ich tworzenia. Dimeryzacja
prowadzi do utworzenia duzego kanatu, w ktérego skitad wchodzg niezmienne,
negatywnie natadowane, reszty aminokwasowe N-kofca polipeptydu, podczas gdy
jego powierzchnie zewnetrzng budujg aminokwasy zmienne. Fakt, ze wiekszos¢
aminokwaséw budujacych kanat jest konserwatywna oraz ze drozdzowy 14-3-3
moze regulowac¢ aktywnos$é biatek ssakéw, sugeruje, ze jest to miejsce wigzania
wielu r6znorodnych biatek regulowanych przez 14-3-3. W konserwatywnym kanale
rozpoznawane sg wspdélne cechy stmkturalne oddziatujagcych z 14-3-3 biatek, na-
tomiast specyficzno$¢ tych oddziatywan przypuszczalnie jest regulowana przez zew-
netrzng powierzchnie kanatu lub/i skfad dimerow [39].

BIALKA 14-3-3 ULEGAJA FOSFORYLACJI

Wystepujagce w mdzgu ssakow izoformy a i 8 sg fosforylowanymi formami
izoform P ie Kinaza biatkowa fosforylujgca mdzgowe izoformy 14-3-3 na reszcie
Serl85 w motywie Ser-Pro-Glu-Lys (SPEK) nie jest jeszcze doktadnie scharakte-
ryzowana, aczkolwiek najbardziej prawdopodobnymi enzymami wydajg sie by¢
MAPK kinaza i kinaza zalezna od cyklin [5]. Struktura krystaliczna biatka 14-3-3
wskazuje, ze miejsce fosforylacji w dystalnym regionie C-koricowej petli jest eks-
ponowane do $rodowiska zewnetrznego [89]. U ssakéw gtéwnym miejscem wy-
stepowania fosfoizoform jest tkanka mézgowa, w innych tkankach ich poziom jest
znacznie nizszy [5]. Biatka 14-3-3 sg fosforylowane nie tylko na reszcie Ser 185
i nie tylko przez MAPK kinaze i kinaze zalezng od cyklin. Izoforma T z limfocytéw

Rys. 1. Struktura domenowa biatek 14-3-3
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Rys. 2. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej wybranych biatek 14-3-3. L09110- Arabidopsis thalia-

na, J03868 - Dos taurus, U05038 - Caenorhabditis elegans, X79445 - Chlamydomonas reinhardi,

X76086 - Cucurbitapepo, M77518- Drosophilamelanogaster, U 13419 - Entamoeba histolica, X80536

- Homo sapiens, L29150 - Lycopersicon esculentum, S76737 - Nicotiana tabacum, S23305 - Ovis

orientalis, U 15036 - Pisum sativum, D 17445 - Rat rattus, X66206 - Saccharomyces cerevisiae, X79206

- Saccharomyces pombe, U24281 - Schistosoma mansoni, X97724 - Solanum tuberosum, M86928 -
Xenopus laevis, M96856 - Zea mays
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T jest fosforylowana przez serynowo-treoninowg kinaze Ber. Sfingozyno-zalezna
kinaza moze fosforylowaé¢ izoformy 14-3-3 (3 Goraz x [59]. Postuluje sie rowniez
fosforylacje 14-3-3 przez kinaze inngniz ta, ktora fosfory luje motyw SPEK, poniewaz
w nerkowej izoformie w miejscu motywu SPEK wystepuje fosforylowany motyw
NPEL [3].

LOKALIZACJA KOMORKOWA | TKANKOWA

Badania nad lokalizacjg mézgowych biatek rodziny 14-3-3 pozwolity stwierdzi¢,
ze pomimo zdecydowanie cytosolowego wystepowania znaczna ich cze$¢ (40%)
wykazuje silng i selektywng asocjacje z btonami. Za wigzanie z btonami odpo-
wiedzialny jest N-koricowy fragment izoformy T o masie czasteczkowej 12 kDa
[44]. Udokumentowano oddziatywanie niektérych izoform biatka 14-3-3 z fosfo-
lipidami [73]. Kotwiczenie w btonach mogtoby nadawa¢ tym biatkom nowga lub
modyfikowaé¢ posiadang funkcje. Btonowe izoformy ulegaja ekspresji w zrozni-
cowany sposéb w rdéznych typach neuronow i roztozone sg w swoistych kom-
partmentach btonowych. Izoformy e, r|, y, p i Gsg obecne w btonach synaptycznych,
brak ich natomiast w btonach mitochondrialnych i otoczkach mielinowych. Do-
datkowo izoformy r), 8, y sg zwigzane z potgczeniami synaptycznymi, a izoformy
(i e wykazuja lokalizacje presynaptyczna. Te r6znice w dystrybucji izoform sugeruja,
ze petniag one odrebne funkcje w réznych regionach synapsy. Taka lokalizacja biatek
14-3-3 wskazuje na ich mozliwy udziat w kontrolowaniu przekaznictwa nerwowego
[57].

Udziat 14-3-3 w procesie syntezy neurotransmiterow

Pierwsza funkcja przypisana biatkom 14-3-3 byta aktywacja hydroksylaz tyrozyny
i tryptofanu, enzymow biorgcych udziat w syntezie neurotransmiteréw, odpowiednio
katecholamin i serotoniny [37]. Enzymy te sg aktywowane w wyniku fosforylacji
przez kinazy biatkowe: cAMP-zalezng, cGMP-zalezng i zalezng od jonéw wapnia
i diacyloglicerolu. Pelng aktywnos$¢ osiggajg jednak dopiero po zwigzaniu sie z
biatkami 14-3-3. Region zawierajgcy reszty aminokwasowe od 171 do 213 w izo-
formie T) 14-3-3 oraz sekwencje aminokwasowe od 167 do 209 izoform ti” oddziatujg
z ufosforylowang hydroksylazg tryptofanu [38]. Hydroksylazy sg strukturalnymi
homologami sktadajgcymi sie z dwoch domen, C-kofncowej - katalitycznej i N-
koncowej - regulatorowej. Prawdopodobnie 14-3-3 wigze sie do regulatorowej do-
meny hydroksylazy i aktywuje enzym przez indukcje zmiany konformacji. Tworzenie
kompleksu hydroksylaza - 14-3-3 mozliwe jest dopiero po uprzedniej fosforylacji
hydroksylazy na reszcie seryny. Formowanie kompleksu nie ma jednak wptywu
ani na zakres, ani na swoisto$¢ fosforylacji hydroksylazy [28, 37].
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MODULACJA AKTYWNOSCI KINAZY BIALKOWEJ C (PKC)

Ostatnio wykazano, ze polipeptydy 14-3-3 oddziatujg z konserwatywnym mo-
tywem znajdujagcym sie w wielu biatkach biorgcych udziat w wewnatrzkomdérkowym
przenoszeniu sygnatéw, co w pewnym stopniu wyjasnia tak szerokie spektrum funkcji
przypisywanych tym polipeptydom. Motyw ten o sekwencji R(S)X1,2S(P)X(P),
gdzie S(P) oznacza fosfoseryne, funkcjonuje prawdopodobnie na zasadzie podobnej
do domen SH2 (ang. Src homology2) wigzacych sie w sposéb zalezny od sekwencji
do reszt fosfotyrozynowych. Gtéwnym sktadnikiem motywu R(S)X1,2S(P)X(P) jest
reszta fosfoseryny z Arg w pozycjach -3 lub -4 oraz Pro w pozycji +2 i Ser w
pozycjach -2 lub -3 [65]. Niezbednos$¢ takiego motywu w oddziatywaniu i aktywacji
biatek przez polipeptydy 14-3-3 moze ttumaczy¢ sprzeczne doniesienia dotyczace
regulacji aktywnosci PKC przez 14-3-3. Wykazano zaréwno stymulujacy, jak i
hamujacy wpltyw 14-3-3 na aktywnos$¢ enzymatyczng PKC, zaleznie od izoform
PKC i 14-3-3 uzytych do eksperymentow [1, 6, 40, 41, 44, 81,83, 89]. Rodzina
kinaz biatkowych C sktada sie co najmniej z 10 izoenzymoéw, a ich rozmieszczenie
w réznych tkankach ssakdéw pokrywa sie z dystrybucjg 14-3-3 [1]. lIzoforma T
hamuje PKC w nieobecnosci klasycznych jej stymulatoréw, takich jak diacylglicerol
i estry forbolu [44]. Obecno$¢ tych czynnikdw moze obnizy¢é hamujacy efekt po-
lipeptydu 14-3-3 do ok. 60%, co sugeruje, ze region wigzacy diacylglicerol i estry
forbolu w PKC (bogata w cysteine domena palcow cynkowych) odgrywa istotng
role w oddziatywaniu z 14-3-3. Fosforylacja reszty Serl85 w 14-3-3 wzmacnia
jego powinowactwo do PKC in vitro [6]. Izoforma 14-3-3 wydzielona z moézgu
owcy (KCIP1) ma domene pseudosubstratowg dla PKC (rys. 1) pomiedzy ami-
nokwasami od 54 do 57 i wykazuje zdolno$¢ hamowania aktywnosci kinazy C.
Domena ta o sekwencji Gly-Ala-Arg-Arg jest rozpoznawana przez PKC [34], ale
nie ulega fosforylacji, poniewaz w miejsce Ser lub Thr, znajdujacych sie w pra-
widtowym fosforylowanym substracie znajduje sie reszta Ala [4, 82].

Fragment N-koficowy biatka 14-3-3 (rys. 1) wykazuje wysoki stopied homologii
do konserwatywnego, C-koficowego odcinka zaleznych od jonéw wapnia i DAG
biatek rodziny aneksyn [4]. Aneksyna V jest inhibitorem PKC [74]. Syntetyczny
peptyd identyczny z tym regionem aneksyn hamuje wigzanie sie¢ PKC do biatek
RACK (ang. RACK - receptorsfor activated C kinase) [60]. We wszystkich 14-3-3
sekwencja KGDY domeny aneksynowej jest catkowicie konserwatywna (rys. 2).
Mutacje w tej sekwencji nie miaty jednak wptywu na aktywnos$é PKC. By¢ moze,
wazniejsza jest tu dalsza, C-kofAcowa sekwencja domeny lub hydrofobowo$¢ oto-
czenia tego motywu [7].

Biatka rodziny 14-3-3 moga rowniez aktywowaé kinaze biatkowg C [4, 40].
Homolog 14-3-3, Exol, z wydzielniczych komdrek gruczotu przytarczycznego wpty-
wa za posrednictwem kinazy C na Ca2+-zalezng egzocytoze [63, 72]. lzoforma
14-3-3 £ aktywuje okoto pieciokrotnie izoforme PKC £, okoto dwukrotnie izoformy
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PKC a, @iy izolowane z mézgu szczura, myszy oraz wotu, nie wykazuje zadnego
wptywu na aktywno$¢ PKC 8. Zaobserwowano, ze aktywacja kinazy C zachodzi
niezaleznie od obecnos$ci stymulatoréw PKC, takich jak fosfatydyloseryna (PS) i
estry forbolu (PMA), wymaga jednak obecnosci jondw wapnia i fosfolipidéw [1].

Poréwnanie sekwencji wszystkich izoenzyméw PKC z konserwatywnym mo-
tywem R(S)X 1,2S(P)X(P) biatka 14-3-3 wykazato, ze najblizszy tej sekwencji motyw
ma izoforma £ PKC w swojej domenie regulatorowej, prawdopodobnie wiec
izoforma ta najsilniej asocjuje z 14-3-3. Wyjasnia to rowniez najwiekszy wplyw
izoformy £ 14-3-3 na aktywno$¢ e PKC [1,6]. Izoformy PKC a, [3 y i 8 zawieraja
sekwencje o mniejszej homologii do tego motywu, natomiast izoforma £ w ogéle
nie ma sekwencji homologicznej do omawianego motywu biatka 14-3-3. Zgodnie
z oczekiwaniami polipeptyd 14-3-3 nie wywierat lub miat niewielki wptyw na
aktywnos$¢ izoform a, p, y i 8 kinazy C [3]. Nie wiadomo jednak, czy homolog
motywu 14-3-3 w kinazie C (e PKC) jest fosforylowany.

UDZIAL W WEWNATRZKOMORKOWYM
PRZENOSZENIU SYGNALOW

Izoformy 14-3-3 P i Goddziatujg i prawdopodobnie aktywujg kinaze biatkowg
Raf. Ekspresja drozdzowego homologu 14-3-3 o symbolu BMH1 w komérkach
ssakow stymuluje aktywnos$¢ Rafzaréwno w cytosolu, jak ibtonie cytoplazmatycznej.
Asocjacja Raf z 14-3-3 jest niezbedna w jego aktywacji przez Ras [25, 26, 39].
Zwiekszona ekspresja 14-3-3 w oocytach Xenopus przyspiesza ich dojrzewanie
w reakcji zaleznej od Raf [23,75]. Wykazano, ze 14-3-3 oddziatuje z regulatorowg
domeng Raf w regionie CR1 zawierajgcym palce cynkowe, a takze z bogatg w
reszty Ser/Thr domeng CR2 oraz z domeng CR3 o wiasciwosciach kinazowych
[25, 39]. Przypuszcza sie, ze stymulacja aktywnosci Raf przez 14-3-3 wynika raczej
ze stabilizacji Raf przez 14-3-3 niz z bezposredniej stymulacji aktywnosci kinazowej
Raf [2]. Duzy wpltyw ma najprawdopodobniej stopien fosforylacji obu sktadnikéw,
ktéry jednak nie zostat jeszcze doktadnie poznany. Polipeptyd 14-3-3 i biatko szoku
termicznego hsp60 blokujg defosforylacje Raf, aprzez tojego inaktywacje. Natomiast
stwierdzono, ze dimer 14-3-3 wigze sie do N-konca (region CR1 i CR2) i C-konca
(region CR3) kinazy Raf i moze jg utrzymywaé w nieaktywnej konformacji [47,
70]. Model aktywacji Raf przez Ras z udziatem polipeptydu 14-3-3 polega pra-
wdopodobnie na tym, ze zaktywowany Ras (Ras-GTP) zwalnia 14-3-3 z N-ter-
minalnej domeny CR2 Raf, przy czym 14-3-3 ciggle jeszcze oddziatuje z C-koricowg
domeng Raf prawdopodobnie przez motyw zawierajgcy fosfoseryne w pozycji 621.
Nastepnie Ras powoduje przemieszczenie sie rozwinietej formy Raf do btony, gdzie
moze ulegaé dalszej fosforylacji i aktywacji. Szybka zmiana formy aktywnej enzymu
do nieaktywnej mozliwa jest dzieki temu, ze 14-3-3 jest wcigz zwigzany do C-konca
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kinazy Raf. Model ten sugeruje, ze 14-3-3 nie jest bezposrednio regulatorem kinazy
biatkowej Raf, ale stabilizuje pewng jej konformacje [70].

Aktywacja Raf i transport do btony cytoplazmatycznej umozliwia jego oddzia-
tywanie z innymi biatkami funkcjonujagcymi réwniez jako przekaZzniki wewnatrz-
komorkowe. Serynowo-treoninowa kinaza biatkowa c-Bcrtworzy przez dimer 14-3-3
kompleks z aktywnym, zwigzanym z btong Raf, co umozliwia ich wtasciwg orientacje
w btonie wzgledem siebie i ich substratow [13]. Ludzka izoforma 14-3-3 T, spe-
cyficzna dla limfocytéw T, wigze sie i jest fosforylowana na reszcie Ser przez
kinaze Ber. Kinaza Ber ma w swej sekwencji regiony podobne do domen CR1
i CR2 kinazy Raf.

Powstajgce w wyniku transformacji nowotworowej biatko fuzyjne Bcr-Abl (gen
kodujacy Ber jest miejscem dwdch mozliwych peknie¢ chromosomu i wzajemnej
translokacji z protoonkogenem c-abl) moze fosforylowaé 14-3-3 na reszcie Tyr
[68].

Izoformy 14-3-3 asocjujg z antygenem T (MT) wirusa polyoma (polyoma virus
middle Tantigen), ktéry z kolei oddziatuje z innymi biatkami zwigzanymi z regulacja
proliferacji komoérki. MT wigze sie do czynnikéw She i Grb2, biatek wigzacych
GTP i regulujagcych aktywno$¢ Ras, nadto do biatlek SOS, a takze do kinazy
3-fosfoinozytolu (P13-kinaza), ktéra modyfikuje aktywno$¢ kinazy Raf [67]. Dalsze
badania wykazaly bezposrednie oddziatywanie izoformy i 14-3-3 z katalityczng
podjednostkg PI3-kinazy w stymulowanych antygenem MT limfocytach T. MT
antygen asocjuje z domenami SH2 i SH3 regulatorowej podjednostki PI13-kinazy.
Sugeruje to obecnos$¢ duzego kompleksu sygnalnego, w ktorym biatko 14-3-3 stanowi
platforme (scaffold) dla interakcji domen SH2 i SH3 [11]. Bardzo podobne jest
dziatanie izoform 14-3-3 £ i ktére asocjuja z konstruktem rekombinacyjnym
zawierajagcym C-terminalne domeny SH2 i SH3 onkoproteiny Vav. Onkoproteina
dziata prawdopodobnie jako swoisty dla komorek hematopoetycznych czynnik akty-
wujacy wymiane GDP na GTP w biatkach rodziny Ras. 1zoformy 14-3-3 nie wiaza
sie jednak z peing czasteczkg rekombinacyjnego Vav, prawdopodobnie wiec biatka
te nie oddziatujg in vivo [77].

Dalsze powigzanie 14-3-3 z komorkowym przekazywaniem sygnatéw wykazujg
badania, w ktérych stwierdzono, ze eukariotycznym czynnikiem, ktéry aktywuje
exoenzym S z Pseudomonas aeruginosa, jest izoforma £ 14-3-3. Exoenzym S ma
zdolno$¢ ADP-rybozylacji biatek Ras i innych biatek wigzagcych GTP. ADP-ry-
bozylacja Ras-podobnych, biatek wigzacych GTP zaburza transport pecherzykowy
podczas infekcji przez patogeny. Ponadto wykazano, ze nie istnieje bezpos$rednie
oddziatywanie pomiedzy ADP-rybozylotransferazg a 14-3-3 [27].

Zidentyfikowano u drozdzy S. cerevisiae dwa homologii 14-3-3, a mianowicie
BMH1 i BMH2, biorgce udziat w transporcie pecherzykowym. BMH2 i w mniej-
szym stopniu BMH1 przywracajg cechy szczepu dzikiego mutantom drozdzowym
majacym delecje w genie kodujacym ciezki taincuch klatryny [31]. Ros$linne 14-3-3
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z Arabidopsis uzupetniajg mutanty drozdzowe, w ktérych wprowadzono zmiany
w genach kodujacych BMH1 i BMH2 [35]. Sugeruje to albo nieswoisto$¢ izoform
14-3-3 w ich oddziatywaniu z innymi biatkami, albo ze ich szerokie spektrum
aktywnosci zwigzane jest z obecnoscig motywu R(S)X1,2S(P)X(P).

KONTROLA CYKLU KOMORKOWEGO

W komérkach drozdzowych obok homologéw 14-3-3 opisanych symbolami
BMH1 i BMH2 (S. cerevisiae) zidentyfikowano dwa kolejne homologi rad24 i
rad25 (S.pombe). Delecja obu izoform 14-3-3 w wymienionych szczepach drozdzy
jest letalna. Oporno$¢ komdrek drozdzowych na promieniowanie UV jest zalezna
od ekspresji homologéw 14-3-3, rad24 i rad25. Biatka te sg rGwniez zaangazowane
w kontrole cyklu komérkowego, adoktadniej w naprawe DNA. Mutanty ze zmianami
w genach rad24 i rad25 wchodzg wcze$niej w mejoze [24].

Fosfatazy cdc25 petnig kluczowg role w kontroli cyklu komérkowego przez
wybiorczg defosforylacje i nastepujacg aktywacje kinaz zaleznych od cyklin. Wy-
kazano oddziatywanie ludzkich fosfataz cdc25A i cdc25B z dwiema izoformami
14-3-3, a mianowicie z e oraz P zaréwno in vitro, jak i in vivo. Polipeptyd 14-3-3
nie wpltywa jednak na aktywno$¢ fosfatazowg cdc25A. Kinaza Raf, oddziatujgca
z 14-3-3, wiaze sie rowniez z cdc25A i stymuluje jej aktywno$¢ fosfatazowa. Dodaé
nalezy, ze biatko 14-3-3 nie zmienia aktywnosci kinazowej Raf wzgledem cdc25A.
Prawdopodobnie polipeptyd 14-3-3 utatwia asocjacje Raf z cdc25 in vivo bioragc
udziat w potaczeniu miedzy komdérkowym przenoszeniem sygnatéw a cyklem ko-
maérkowym. Nalezy réwniez dodaé, ze podobnie jak w przypadku kinazy Raf-1,
fosfataza cdc25 nie wigze sie bezposrednio z biatkiem 14-3-3 w warunkach in
vitro [18, 29].

W komorkach ssakéw wykazano udziat 14-3-3 w kontroli cyklu komérkowego
przez jego oddziatywanie z keratynami K8 i K18 filamentdw posrednich tkanek
nabtonkowych. Oddziatywanie to jest regulowane przez fosforylacje. Biatko 14-3-3
oddziatuje preferencyjnie z K18 podczas fazy S i w czasie przejscia komorek z
fazy G2 do M. Wprowadzenie mutacji w regionie K18 ulegajagcym fosforylacji
uniemozliwia powstanie tetramerycznych filamentéw keratynowych K8-K18 w ko-
morkach zatrzymanych na granicy faz G2/M. Znanymi biatkami asocjujgcymi z
K8-K18 jest katalityczny fragment domeny PKC £ i dwa polipeptydy (hsp70) z
rodziny biatek szoku cieplnego [48].

INNE FUNKCJE

Biatka 14-3-3 kompleksujg z histonami iregulujg ich fosforylacje i defosforylacje.
Zdolnos$¢ wigzania sie kwasnych biatek 14-3-3 z histonami wykazano przy pomocy
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czynnika sieciujgcego (ang. dimethyl suberimidate) i chromatografii na ztozu z
immobilizowanymi histonami. Konsekwencja tworzenia sie takich kompleksow mo-
gtaby by¢ regulacja ekspresji genéw. Polipeptyd 14-3-3 stymuluje fosforylacje hi-
stonow przez PKC, hamuje natomiast ich defosforylacje katalizowang przez Ser/Thr-
specyficzne fosfatazy 1 (PP1) i 2A (PP2A). Hamowanie defosforylacji histonéw
przez 14-3-3 moze by¢ konsekwencja zaréwno interakcji z fosfataza, jak iz histonami
[16]. Wykazano rowniez zahamowanie defosforylacji, a zatem inaktywacji, zwig-
zanego z btong Raf przez fosfatazy PP1 i PP2A i tyrozynowo-specyficzng PTP1B
w obecnos$ci 14-3-3 G [21].

W proliferujgcych fibroblastach poziom jednej z izoform 14-3-3 jest znacznie
obnizony w pordwnaniu do komorek transformowanych wirusem SV40 [15].

Wykazano réwniez oddziatywanie in vitro 14-3-3 z biatkiem NS2 parvowirusa
myszy (ang. minute virus of mice) zwigzanego z prowirusowg amplifikacja DNA,
jak i efektywng produkcjg wirusa w komérkach gospodarza [14].

Izoformy 14-3-3 asocjujg z ATP-zaleznym biatkowym czynnikiem(ami) watroby
szczura, ktéry stymuluje import biatek prekursorowych do izolowanych mitochon-
driow [8].

Izoformie £ 14-3-3 przypisywano rowniez aktywnos$¢ fosfolipazy A2 [92], ale
ostatnie badania z zastosowaniem biatek rekombinacyjnych wykazaty brak tej aktyw-
nosci [64, 69].

Udokumentowano oddziatywanie 14-3-3 z tozyskowg glikoproteing GPIb-1X (re-
ceptor czynnika von Willebranda) posredniczgcg w adhezji tozyska do naczyn krwio-
no$nych [22, 87].

Biatka 14-3-3 biorg udziat w programowanej $mierci komorki (apoptozie). Czyn-
nik promujacy wejsScie komorki w apoptoze - BAD, po fosforylacji przez inne
czynniki wewnatrzkomorkowe (IL-3) na reszcie Ser wigze sie z 14-3-3 w cytosolu,
uniemozliwiajgc wejscie komorki w stan apoptozy. Niefosforylowany BAD tworzy
dimery w btonie z BCL-XL i aktywuje wejscie komérki na droge apoptozy [91].
Biatko 14-3-3 jest fosforylowane przez sfingozyno-zalezng kinaze biatkowg [59].
W cyklu sfingomielinowym, zaktywowana sfingomielinaza przeksztatca btonowa
sfingomieling w ceramidy, bedgce znanymi czynnikami hamujgcymi wzrost komarki
oraz indukujacymi apoptoze [32].

Ostatnio metodg screeningu dwuhybrydowego (ang. two hybrid screening system)
wykazano oddziatywanie 14-3-3 z biatkiem A20 - inhibitorem apoptozy wywotanej
czynnikiem martwicy nowotworu. W immunoprecypitacie ekstraktu komérek no-
wotworu zidentyfikowano biatka: 14-3-3, c-Raf i A20. Wspdétimmunoprecypitacja
c-Raf i A20 zalezy od obecnosci 14-3-3, co sugeruje jego adaptorowg funkcje
w oddziatywaniu kinazy Raf i biatka A20 [86].

Analizag biatek ekstraktu mézgu szczura precypitowanych za pomoca poliklo-
nalnych przeciwciat skierowanych przeciw transferazie sjalowej wykazano obecno$é
biatka 14-3-3. Biorgc pod uwage, ze aktywno$¢ transferazy jest regulowana przez



20 G. WILCZYNSKI, E. MARKIEWICZ, A. KULMA, J. SZOPA

kinaze biatkowg C oraz ze 14-3-3 wptywa na aktywnos$¢ PKC, mozna przypuszczac,
ze polipeptyd 14-3-3 ma réwniez regulatorowy wptyw na aktywnos$¢ transferazy
sjalowej [30].

Pomimo ze aktywnoS$ci przejawiane przez rodzine biatek 14-3-3 sg dobrze zde-
finiowane, to jednak zas6b informacji o sposobie regulacji tych aktywnosci, np.
W rozwoju organizmu czy przez warunki srodowiskowe jest dos¢ skapy. U Drosophila
melanogaster poszczegblne izoformy 14-3-3 ulegajg ekspresji w tkankowo-spe-
cyficzny sposéb. Gen kodujacy 14-3-3 charakteryzuje sie zr6znicowanym wzorem
ekspresji, syntetyzowany jest mRNA o trzech réznych dtugos$ciach, z ktérych kazdy
pojawia sie w $cisle okreslonym przedziale czasowym w rozwoju organizmu. mRNA
0 dtugosci Ikb jest intensywnie produkowany w zaptodnionym jaju i dziedziczony
matczynie, mRNA o ditugosci 1,9 kb pojawia sie w embrionach i utrzymuje sie
na wysokim poziomie podczas embriogenezy, a 2,9 kb mRNA ulega specyficznej
ekspresji w tkance nerwowej gtowy. Trudno jest jednak potgczy¢ te informacje
ze sposobem, w jaki poszczegdlne izoformy sg regulowane oraz z funkcja, jaka
petnig w Scisle okre$lonych przedziatach czasowych [78]. Mutanty Drosophila ze
zmiang w genie kodujacym 14-3-3 w tzw. mushroom bodies miaty obnizong zdolno$¢
uczenia si¢ i rozpoznawania zapachéw. Mutacja nie miata wplywu na anatomie
moézgu. Wysunieto przypuszczenie ouczestnictwie biatek 14-3-3 w procesach uczenia
sie i zapamietywania [76].

ROSLINNE BIALKA 14-3-3

Biatka 14-3-3 zostaly réwniez zidentyfikowane w wielu organizmach ros$linnych,
w tym u Arabidopsis [51, 71], w ryzu [54], pomidorze [46], kukurydzy [84], dyni
patison [79, 80] i ziemniaku [88]. Polipeptydy roslinne wykazujg wysoki, okoto
60% stopien homologii do izoform ssaczych zarowno w sekwencji nukleotydowej,
jak i aminokwasowej (rys. 2). Roslinne 14-3-3 majag witasciwosci analogiczne do
ich homologéw zwierzecych. lzoformy izolowane z Arabidopsis, szpinaku, grochu
1 ryzu hamujag aktywno$¢ PKC z moézgu owcy [33]. Rekombinacyjna izoforma
00 14-3-3 z Arabidopsis aktywuje enzym exoS oraz pochodzace z mdzgu szczurzego
hydroksylaze tryptofanu i PKC w sposob podobny do wotowej 14-3-3. Jak wspo-
mniano wczesniej, rekombinacyjne biatko 14-3-3 pochodzace z Arabidopsis przy-
wraca cechy typu dzikiego szczepom drozdzowym o zmutowanych biatkach 14-3-3
[53].

Roslinna izoforma 14-3-3 o wigze jeden jon Ca +. Ros$linne homologi majg
konserwatywng reszte Gly w C-kofncowym regionie [52]. Region ten przypomina
motyw ,,EF-hand” wigzacy Ca2+. Reszta ta jest wazna dla funkcji tego motywu
i nie wystepuje w ssaczych izoformach, nie wykazano réwniez wigzania jonéw
Ca"+ przez te izoformy [7].
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14-3-3 a regulacja transkrypcji. Jako jedne z pierwszych zostaty sklonowane
i wydzielone homologi 14-3-3 z Arabidopsis i kukurydzy i nazwane ,,GF14” z
powodu ich zdolnosci wigzania sie do G boxow (G-box Factor, 14-3-3 homolog)
[50]. Regulacja ekspresji gendw na poziomie transkrypcji zalezy od interakcji se-
kwencji regulatorowych genu z elementami cis oraz czynnikami trans. Motywy
sekwencji DNA, tzw. ,,G-boxy” (5’-CCACGTGG-3’) sg waznym elementem obe-
cnym w wielu genach, w tym w kodujgcym dehydrogenaze alkoholowg i genach
indukowanych czynnikami $rodowiska, takich jak geny dla syntazy chalkonu i matej
podjednostki RuBisCo [51]. Dalsze badania wykazaty jednak, ze GF14 nie od-
dziatuje bezposrednio z DNA, a wigzanie do sekwencji ,,G-box” odbywa sie przez
inne biatko o nazwie G-box Binding Factor (GBF). GF-14 nie ma bowiem motywu
palcéw cynkowych, charakterystycznego dla biatek klasy bZIP wigzacych DNA.
Ma natomiast powtérzony motyw lleu-Leu (niepeiny motyw zamka leucynowego)
odpowiedzialny za oddziatywanie biatko-biatko, oraz kwasny N-koricowy fragment
mogacy tworzy¢é amfipatyczng a-helise charakterystyczng dla czynnikéw aktywu-
jacych transkrypcje [85]. Réwnie istotng domeng obecng w GF14 jest motyw ,,EF-
hand”, zlokalizowany w C-koiAcowym fragmencie biatka i odpowiedzialny za
wigzanie jondw wapnia dzieki obecnosci kwasnych reszt aminokwasowych zlo-
kalizowanych wewnatrz petli strukturalnej domeny: helisa-petla-helisa. Motyw
»EF-hand” jest wysoce konserwatywny we wszystkich 14-3-3 zaréwno roslinnych,
jak i zwierzecych. Rekombinacyjny GF14 z Arabidopsis wigze jony wapnia in
vitro w warunkach fizjologicznych (1 atom na monomer) i jest fosforylowany w
warunkach fizjologicznych nareszcie Ser przez endogenng kinaze biatkowg. Poprzez
wigzanie sie do motywow ,,G-box” biatka 14-3-3 biorg udziat w regulacji transkrypcji,
jak rowniez stanowig potgczenie pomiedzy szlakami przenoszenia sygnatu i czyn-
nikami trans wigzgcymi DNA. Jako cze$¢ kompleksu biatkowego wigzacego sie
do elementow promotora licznych genéw, GF14 moze stanowi¢ wazny regulator
wzrostu, rozwoju i odpowiedzi Srodowiskowej roslin [52].

Ostatnio zidentyfikowano gen kodujacy GF14 okre$lony jako GRF-GFM”. Po-
rébwnanie sekwencji tego genu z sekwencjami cDNA kodujacymi inne biatka 14-3-3
wykazato, ze najbardziej konserwatywne domeny kodowane sg przez pierwsze trzy
eksony, a charakteryzujacy sie duzg réznorodnoscig C-koniec przez zmienny czwarty
ekson specyficzny dla danej izoformy. Ekspresja genu [3-glukuronidazy, znajdujacej
sie pod kontrolg promotora genu GRF-GF14" w transgenicznych Arabidopsis wy-
kazata jego najwyzszg aktywnos$é w korzeniach zarowno dojrzatych, jak i miodych
roslin. W miodych kwiatach najsilniejszg ekspresje zlokalizowano w pakach, w
dojrzatych kwiatach - w znamieniu, precikach i pytku. W niedojrzatych owocach
aktywnos$¢ promotora GF14” poczatkowo obserwowano w podstawie stupka, a na-
stepnie w catych dojrzatych owocach. Hybrydyzacja in situ antysensem RNA/RNA
wykazata najwyzszg ekspresje mMRNA w tkance epidermalnej korzeni, okwiacie,
ptatkach kwiatowych, paczkach kwiatowych, komdérkach papillamych kwiatéw, owo-
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cach i endospermie dojrzatych nasion. Dane te wskazujg, ze ekspresja 14-3-3
jest komorkowo- i tkankowo-specyficzna [20], podobnie jak to obserwowano dla
ssaczej tkanki mézgowe;j.

Udziat 14-3-3 w przenoszeniu sygnatow ze Srodowiska zewnetrznego. Biatka
14-3-3 moga tez by¢ czynnikami zamieniajgcymi sygnat zewnetrzny w stymulacje
specyficznej transkrypcji. Podczas infekcji jeczmienia przez patogenny grzyb (Ery-
siphe graminis) znacznie wzrasta poziom mRNA kodujgcego biatko 14-3-3. In-
dukowane nagromadzenie 14-3-3 w komorkach jeczmienia koreluje sie z innymi
formami odpowiedzi na infekcje, np: z nabytg odpornoscig na nastepng infekcje
czy tworzeniem sie wtérnych struktur sciany komorkowej. Sugeruje sie, ze pod-
wyzszony poziom 14-3-3 w odpowiedzi roéliny na patogen moze by¢ zwigzany
zjego wptywem na aktywno$¢ kinaz biatkowych. Badanianad komérkami rodlinnymi
wskazuja, ze ich odpowiedzig na inwazje patogenu sg zmiany w fosforylacji biatek
[12]. Udziat 14-3-3 w zmianie wzoru fosforylacji biatek w roslinach pod wptywem
patogenu nie jestjednak udokumentowany, opiera sie raczej na analogii zkomaérkami
zwierzecymi i znanymi aktywnos$ciami tych polipeptydéw. Niedawno stwierdzono,
ze rodlinny receptor toksyny grzybowej - fusikoksyny (FCBP) nalezy do rodziny
biatek 14-3-3 [45, 58, 66]. Zwigzany z btong receptor FCBP wigze fusikoksyne
(FC) i kompleks ten aktywuje H+-zalezng ATP-aze. Przypuszcza sig, ze zmiany
metaboliczne wywotane przez fusikoksyne i aktywacje FCBP, mogg przebiegaé
przez swoiste reakcje fosforylacji angazujace kinazy biatkowe. Odcinek C-koncowy
roslinnej H+-ATPazy ma kilka miejsc potencjalnej fosforylacji, a defosforylacja
enzymu prowadzi do zwiekszonej jego aktywnosci. Kinaza zalezna od jonéw wapnia
i fosfolipidow, fosforylujgca H+-ATPaze zostata czeSciowo oczyszczona z korzeni
owsa. Proponuje sie model, w ktorym wigzanie FC do FCBP wptywa na aktywnos$¢
kinazy biatkowej, tak ze ATPaza nie ulega fosforylacji. Biatko 14-3-3 petni tu
funkcje nie tylko receptora, wigzac fusikoksyne, ale rowniez reguluje kinaze biatkowa
swoistg dla ATPazy [62] w sposOb podobny do regulacji PKC w komdérkach zwie-
rzecych [45].

Zaobserwowano, ze biatka 14-3-3 biorg takze udziat w procesach adaptacji roslin
do warunkéw $rodowiska. Z biblioteki cDNA etiolowanych i zaaklimatyzowanych
do niskiej temperatury kietkdw Arabidopsis wyizolowano dwa klony RCI1 i RCI2
(ang. Rare Cold-Inducible), wykazujgce wysoki stopien homologii do rodziny biatek
14-3-3. Ekspresja obu genow jest indukowana niskg temperaturg, niezaleznie od
organu roéliny (w réwnych ilosciach w lisciach, todygach i kwiatach) oraz jej
stadium rozwojowego (w etiolowanych kietkach i w dorostych ro$linach). Chociaz
oba geny koduja bardzo podobne biatka, ich ekspresja wydaje sie by¢ regulowana
w sposOb zréznicowany. Kodujagcy RCIImRNA nagromadza sie szybciej i w wiekszej
ilosci niz mRNA dla RCI2, co $wiadczy o zr6znicowanej odpowiedzi tych gendéw
na stres zimna. Po przeniesieniu roslin do temperatury pokojowej ilos¢ mRNA
dla RCI1 zmniejsza si¢ szybciej, osiggajac prawidtowy poziom po 24 godzinach,
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a dla RCI2 po 7 dniach. W pordwnaniu do innych opisanych do tej pory biatek
regulowanych niskg temperaturg, indukcja RCI nastepuje wolniej, osigga nizszy
poziom koncowy oraz wolniej wraca do stanu wyj$ciowego po usunieciu induktora.
Ta zréznicowana ekspresja moze stanowi¢ odzwierciedlenie zmian w regulacji trans-
krypcji albo w stabilnosci mMRNA. W przeciwienstwie do wiekszosci innych akty-
wowanych niskg temperaturg gendw roslinnych ekspresja RCI nie jest indukowana
kwasem abscysynowym (ABA) i stresem wodnym, co wskazuje na uczestnictwo
polipeptydéw 14-3-3 w niezaleznym od kwasu abscysynowego szlaku przenoszenia
sygnatow [42].

Rowniez zwigkszone zasolenie Srodowiska powoduje wzrost ekspresji genu ko-
dujacego 14-3-3. Z biblioteki cDNA tytoniu zaadaptowanego do ekstremalnych
stezen NaCl wyizolowano klon cDNA kodujacy biatko 14-3-3 stymulujgce ADP-
rybozylujacg aktywnos$¢ ExoS in vitro. Poziom transkryptu mRNA jest znacznie
podwyzszony u roslin zaadaptowanych do wysokich stezen NaCl. Krétkoterminowe
traktowanie NaCl, ABA lub etylenem nie wywotuje takiego efektu. Ekspresja jest
tkankowo swoista. Najwyzszy poziom transkryptu obserwuje sie w korzeniach i
kwiatach. Rekombinacyjny polipeptyd wykazuje aktywno$é hamujacg PKC in vitro.
Podobnie jak 14-3-3 z kukurydzy, izoforma z tytoniu asocjuje z motywem ,,G-box”
promotora genu osmotyny, ktérego ekspresja jest regulowana stezeniem soli w
Srodowisku [17].

14-3-3 regulujg metabolizm wewnatrzkomoérkowy. U roslin wyzszych pier-
wszym enzymatycznym etapem w asymilacji azotu jest redukcja azotanu do azotynu
katalizowana przez NADH:reduktaze azotanowg (NR). Regulacja aktywnosci tego
enymu odbywa sie przez kontrole poziomu jego ekspresji oraz fosforylacje i defo-
sforylacje biatka enzymatycznego. Fosforylacja NR nie jest wystarczajgcym czyn-
nikiem kontrolujgcym aktywnos$¢ enzymu. Wyizolowano biatkowy inhibitor (IP)
z lisci szpinaku, ktdn/ oddziatuje i hamuje fosforylowang aktywng forme NR w
obecnos$ci jonéw Mg“ lub Ca . Oddziatywanie fosfo-NR z IP swoiscie hamuje
przeptyw elektronéw pomiedzy hemem a domeng kofaktora molibdenowego, naj-
prawdopodobniej przez zmiany konformacyjne. Wykazano, ze IP nalezy do rodziny
biatek 14-3-3. Rekombinacyjny GF14 o rdwniez hamuje aktywno$¢ NR [10].
Regulacja NR przez fosforylacje na reszcie Ser-543 jest procesem dwustopniowym:
najpierw Ser-543 w NR (ze szpinaku) jest fosforylowana przez Ca_+-zalezng NR-
kinaze, a nastepnie fosfo-NR oddziatuje z IP tworzgc nieaktywny kompleks. Jak
wspomniano wczesniej, 14-3-3 sg biatkami oddziatujgcymi specyficznie w sposob
zalezny od sekwencji z motywem RSXS(P)SXP. Motyw ten jest podobny do fo-
sforylowanego i regulatorowego motywu NR o sekwencji RTAS(P)TP. 14-3-3
wigze sie do fosforylowanego miejsca regulatorowego NR ichroni je przed atakiem
endogenych fosfataz [9, 62]. Wykazano, ze fusikoksyna moze blokowaé aktywnos$é
14-3-3 jako inhibitora fosfo-NR [62].
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Ostatnio zasugerowano funkcje 14-3-3 w kontroli obumierania komérek bakte-
ryjnych iroslinnych. W badaniach modelowych zademonstrowano, ze nadekspresja
cDNA kodujacego 14-3-3 z Cucurbita pepo i jego skréconej wersji AN-14-3-3,
pozbawionej domen dimeryzacji i pseudosubstratowej dla PKC powoduje zmiany
we wzroscie i przezywalnosci komdrek bakteryjnych E. coli (XL-1). Bakterie za-
wierajgce petny klon proliferujg szybciej i przezywajg dtuzej niz te z nadekspresjg
klonu AN-14-3-3. Nadekspresja 14-3-3 lub jego fragmentu z delecjg ma réwniez
wplyw na integralno$¢ bakteryjnego chromosomu. Nadekspresja AN-14-3-3 po-
woduje szybka degradacje genomowego DNA, natomiast w komdrkach z petnym
klonem proces ten jest znacznie opdzniony w poréwnaniu do komadrek zawierajgcych
pusty plazmid [56]. Rekombinacyjny 14-3-3 z C. pepo oddziatuje w warunkach
in vitro i in vivo z ro$linng endonukleazg 32 kDa. Sugeruje to udziat 14-3-3 w
kontroli obumierania komdrek roslinnych [55]. Podobnie do komorek bakteryjnych,
rosliny transgeniczne (ziemniaki) ekspresjonujace 14-3-3 z C. pepo w orientacji
sensowej lub antysensowej majg odpowiednio wydtuzony badz skrécony okres we-
getacji w stosunku do roélin kontrolnych [55, 88].

W warunkach indukowanego ciemnoscig starzenia, liscie ziemniakow kontrolnych
obumierajg znacznie szybciej niz liscie roslin transgenicznych z nadekspresjg 14-3-3.
W warunkach ciemnos$ci w lisciach roslin kontrolnych znacznie szybciej spadat
poziom 14-3-3, a wzrastat poziom nukleaz w poréwnaniu do ziemniakéw z na-
dekspresjg, korelujac sie z poziomem dezintegracji genomowego DNA. Hodowane
w ciemnosci rosliny kontrolne znacznie szybciej tracity chlorofil i wykazywaty
objawy starzenia niz rosliny z nadekspresjg 14-3-3. Sugeruje to, ze poziom 14-3-3
moze by¢ markerem starzenia u roslin [55].

W lisciach ziemniaka zidentyfikowano i sklonowano 6 izoform biatka 14-3-3,
réwniez analiza w western biot ekstraktow lisciowych pokazuje obecno$é 5 pasm
reagujacych z przeciwciatami anty-rekombinacyjne biatko 14-3-3. W ekstraktach
z lisci obserwuje sie zmienny poziom catkowitej ilosci wszystkich izoform 14-3-3,
jak i stosunek ilosci tych izoform wzgledem siebie w zaleznosci od pietra rosliny,
z ktorego liscie zostaty pobrane. Swiadczy to o regulacji poziomu ekspresji po-
szczegOlnych izoform w trakcie rozwoju organizmu. Prawdopodobnie wiec geny
biatek 14-3-3 podlegajg roznorodnej kontroli w trakcie wzrostu i rozwoju organizmu
[88].

PODSUMOWANIE

W pracy dokonano przegladu aktualnych doniesien na temat nowej rodziny biatek
opisanych symbolem 14-3-3, ich wystepowania i wtasciwosci ze szczeg6lnym uwz-
glednieniem polipeptydéw pochodzacych z ro$lin. Biatka rodziny 14-3-3 wystepuja
w wielu izoformach we wszystkich tkankach organizmoéw, z wyjatkiem proka-
riotycznych, z wyraznie zaznaczajacag sie ewolucyjng zaleznos$cig pomiedzy spe-
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Tabela 1. Biatka wigzgce sie do biatek 14-3-3 iich funkcje

Biatka wigzgce 14-3-3

Hydroksylaza tyrozyny
Hydroksylaza tryptofanu

N-acetylo transferaza serotoninowa
Kinaza biatkowa C (PKC)

c-Raf-1, B-Raf

Ber (breakpoint cluster region protein)

Antygen T (MT) wirusa polyoma

Onkoproteina Vav

Enzym exoS
cdc25 fosfatazy

K8/K18 sktadniki nabtonkowych
filamentéw posrednich

Histony

Biatko NS2

ATP-zalezny czynnik biatkowy
Glikoproteina GPIb-1X

BAD

Biatko A20

Transferaza sialowa

Kinaza fosfoinozytolowa

Kinaza biatkowa weel

Roslinne czynniki stymulujace transkrypcje

Roslinna H+ATPaza

Roslinna reduktaza azotynowa

Roslinna nukleaza 32 kDa

Funkcje

enzym bioracy udziat w symtezie dopaminy

enzym bioracy udziat w syntezie serotoniny

enzym bioracy udziat w syntezie melanin [19]

zalezna od fosfolipidéw Ser/Thr kinaza biatkowa

Ser/Thr kinaza biatkowa; bierze udziat w Ras-zaleznym
mitogennym przekazywaniu sygnatow wewnatrzkomorkowych
aktywuje GTP-azowg aktywno$¢ p21Rac; ma réwniez
aktywnos$¢ Ser/Thr kinazy biatkowej,

mysi antygen wirusa polyoma, oddziatuje z biatkami
zwigzanymi z regulacja proliferacji komorki

swoisty dla komoérek hematopoetycznych czynnik aktywujacy
wymiane GDP na GTP w biatkach rodziny Ras,
ADP-rybozylacja biatek wigzacych GTP

Thr specyficzne fosfatazy biorace udziat w cyklu komérkowym
aktywujace kinazy zalezne od cyklin

biorg udziat w cyklu komérkowym

biatka stabilizujace strukture DNA

biatko wirusa myszy, zwigzane z prowirusowg
amplifikacjg DNA i namnazaniem wirusa

pochodzacy z watroby szczura czynnik stymuluje

import biatek prekursorowych do mitochondrii

receptor czynnika vonWillebranta, posredniczy w adhezji
tozyska do naczyn krwiono$nych

czynnik bioracy udziat w apoptozie

czynnik hamujacy apoptoze indukowang TNF-a
modyfikacja glikoprotein [30],

enzym bioracy udziat w wewngtrzkomérkowym
przenoszeniu sygnatéw [90]

mysia kinaza biatkowa wspétoczyszczajaca

sie z miki, fosforyluje p34 na Tyrl5 [36]

biatka wiazace sie do G boksow, cis-dziatajgcych
elementéw promotoréw indukowalnych genéw

btonowa pompa protonowa aktywowana przez kompleks
fusikoksyna/14-3-3

enzym bioracy udziat w asymilacji azotu; redukuje azotany
do azotynow

degraduje komérkowy DNA; bierze udziat w starzeniu sie roslin
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cyficznymi izoformami w réznych gatunkach roslin i zwierzat (rys. 3). Ustalono,
ze polipeptydy 14-3-3 oddziatujg z wieloma biatkami (tab. 1) uczestniczacymi w
wewnatrzkomorkowym przenoszeniu sygnatéw, takimi jak Raf, kinaza 3-fosfatydy-
loinozytolu, Bcr-Abl, glikoproteina GPIb-IX, fosfataza cdc 25, biatko AZ20, en-
donukleaza 32 kDa. Lista biatek oddziatujgcych z 14-3-3 stale sie powieksza. Niestety
nie udato sie, jak dotychczas, rozpozna¢ funkcjonalnych konsekwencji takiego od-
dziatywania. Biorgc pod uwage powszechno$¢ wystepowania 14-3-3, mnogos$¢ izo-
form i ogromng ilos¢ réznorodnych biatek, z ktérymi oddziatujg, jedyna
przekonujacg, potencjalng funkcjg biatek 14-3-3 jest funkcja adaptorowa polegajaca
na utatwianiu sktadania sie wielosktadnikowych komplekséw uczestniczacych w
przekaznictwie komorkowym. Ta potencjalna funkcja jest aktualnie weryfikowana
na ro$linach najskuteczniejszg, jak dotychczas, technologig ,,sense-antisense”, w
ktorej eliminowana lub wzmacniana jest ekspresja poszczeg6lnych izoform i analiza
biochemiczno-morfologiczna organizmow transgenicznych winna dostarczy¢ prze-
konujgcych danych odnosnie procesdw regulowanych przez poszczegdlne izoformy
biatka 14-3-3.
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POLYAMINES IN THE PLANT CELL:
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Streszczenie: Poliaminy sg zwigzkami alifatycznymi powszechnie wystepujgcymi we wszystkich orga-
nizmach zywych. U roslin sa zlokalizowane gtdwnie w $cianie komdrkowej, wakuolach, chloroplastach,
mitochondriach oraz na obszarze jadra i jaderka. Poliaminy moga tworzy¢ specyficzne kompleksy ze
substancjami wielkoczasteczkowymi, w tym z biatkami i kwasami nukleinowymi, i stymulowa¢ procesy
replikacji, transkrypcji i translacji. Wykazano réwniez udziat poliamin w regulacji rozwoju roslin in vivo
i invitro. Zwiazki te petnig wazne funkcje w procesach tworzenia pedéw, korzeni, organéw kwiatowych
oraz w powstawaniu owoc6w. Stwierdzono takze ich udziat w inicjacji lub stymulacji somatycznej
embriogenezy wielu gatunkéw roélin. Poliaminy wykazujg dziatanie przeciwstawne w stosunku do
etylenu i opdzniaja procesy starzenia.

Stowa kluczowe: poliaminy, metabolizm, transport, synteza DNA i RNA, przekazywanie sygnatow,
morfogeneza.

Summary: Polyamines are aliphatic compounds which commonly occur in all living organisms. They
are mainly located in cell walls, vacuoles, chloroplasts and mitochondria, and also in the cell nuclei and
nucleoli. Polyamines may bind to other macromolecules, such as nucleic acid and proteins, and stimulate
DNA replication, transcription and translation. It has been shown that polyamines are involved in
regulation of plant development in vivo and in vitro. They have some functions in shoot formation,
rhizogenesis, differentiation of floral organs and fruits. Another function of these compounds is related
to somatic embryogenesis of many plant species. Polyamines act as antagonists of ethylene and inhibit
or delay physiological processes related to the senescence.

*Prace wykonano w ramach grantu KBN nr 5S 301 018 07.
**Aleksandra Niklas jest doktorantka Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Ros$lin. Adres staty:
Katedra Genetyki, Hodowli Roslin i Nasiennictwa, Akademia Techniczno-Rolnicza, Kaliskiego 7,
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Key words: polyamines, metabolism, transport, DNA and RNA synthesis, signal transduction, morpho-
genesis.

1. WSTEP

Poliaminy wystepujg powszechnie w komérkach organizmow prokariotycznych
i eukariotycznych [90, 92]. Funkcje i mechanizmy dziatania tych zwigzkéw w
roslinie sg intensywnie badane przy wykorzystaniu metod cytologicznych, bioche-
micznych i molekularnych.

Liczne dane dotyczgce roli poliamin w procesach fizjologicznych uzyskano w
wyniku zastosowania specyficznych inhibitorow blokujgcych poszczegdlne etapy
syntezy putrescyny, spermidyny czy sperminy [10, 32, 55, 73, 90]. Efekty dziatania
niektérych z nich oméwiono w kolejnych rozdziatach pracy i podsumowano w
tabeli 1.

Udziat poliamin w regulacji wzrostu i rozwoju roélin jest réwniez analizowany
na podstawie zmian zawartosci tych zwigzkéw w przebiegu okreslonych proceséw
zyciowych [10, 17, 24, 60] i modyfikujgcego wptywu egzogennych poliamin na
te procesy [31, 61, 66, 93].

Cennych danych dostarczajg badania mutantéw genetycznych wykazujacych za-
burzenia syntezy poliamin [27, 39, 45, 78] (tab. 2). Molekularna analiza genomu
tych roslin ujawnita zmiany w genach struktury lub genach regulujacych wytwarzanie
dekarboksylazy argininowej i omitynowej [67].

Rozw0j genetyki i biologii molekularnej - szczeg6lnie szybki w ostatnich Kkilku
latach - umozliwit identyfikacje, izolacje i sklonowanie genéw kodujacych enzymy
uczestniczagce w syntezie poliamin: dekarboksylaze argininowg (ADC), dekarbo-
ksylaze ornitynowg (ODC) i dekarboksylaze S-adenozylometioniny (SAMDC) [59,
67, 71, 79]. Pozwolito to z kolei na rozpoczecie prac nad uzyskaniem roélin trans-
genicznych zawierajgcych w swoim genomie dodatkowe kopie tych gendow lub
tez sekwencje antysensowne w stosunku do okre$lonego genu [11, 59, 68, 74,
100]. Rosliny takie wykazuja zaburzenia ekspresji enzyméw zwigzanych z synteza
poliamin i liczne anomalie fenotypowe (tab. 3).

2. BIOSYNTEZA | DEGRADACJA POLIAMIN

Podstawowym zrédiem putrescyny u roslin jest cykl mocznikowy, w ktérym
dekarboksylacji moga podlega¢ rézne aminokwasy (rys. 1). Synteza putrescyny
zachodzi zaréwno przy udziale dekarboksylazy omitynowej (ODC) z ornityny, jak
tez dekarboksylazy argininowej (ADC) z argininy [91]. Proces enzymatycznego



POLAMINY W KOMORCE ROSLINNEJ 35

Tabela 1. Wptyw inhibitoréw syntezy poliamin na procesy morfogenetyczne roslin

Inhibitor Efekt biochemiczny Efekt morfologiczny Literatura

DFMA hamowanie aktywnosci - zmniejszenie masy pedow i lisci [3, 19, 35, 44,
dekarboksylazy argininowej  -zahamowanie ryzogenezy 73, 86, 98]
(ADC) - zaburzenia proceséw embriogenezy

somatycznej i gametofitowej
- wzrost wrazliwosci na warunki stresowe

DFMO hamowanie aktywnosci - zmniejszenie masy pedow [32, 49, 62]
dekarboksylazy ornitynowej - zahamowanie ryzogenezy i tuberyzaciji
(ODC) -zaburzenia kwitnienia

- zaburzenia embriogenezy somatycznej

CHA hamowanie aktywnosci -zahamowanie ryzogenezy [32, 41, 54,
syntazy spermidyny zaburzenia kwitnienia 85, 86]

obnizenie odpornosci na stres

stymulacja kietkowania nasion

MGBG hamowanie aktywnosci - zahamowanie wzrostu pedoéw i lisci [19, 32, 86]
dekarboksylazy S-adenozylo- - zaburzenia kwitnienia
metioniny (SAMDC) zaburzenia somatycznej embriogenezy
-zahamowanie ryzogenezy

DMFA - dwufluorometylarginina, DMFO - dwufluorometylomityna, CHA - cykloheksyloamina,
MGBG - metylglioksal-bis(guanylohydrazon)

usuwania grupy karboksylowej wymaga obecnos$ci fosforanu pirydoksalu jako ko-
enzymu. W wyniku dekarboksylacji argininy powstaje agmatyna, ktéra pod dzia-
taniem specyficznej hydrolazy ulega rozktadowi do putrescyny i mocznika.
Dekarboksylacji podlega rowniez omityna oraz niekiedy cytrulina [90]. W naste-

COOH
Agmatyna

COOH NH, NH;

Mocznik

Rys. 1. Schemat syntezy putrescyny u roslin. W wyniku dekarboksylacji argininy, katalizowanej przez
dekarboksylaze argininowg (ADC), powstaje agmatyna, ktéra ulega hydrolizie do putrescyny i mocznika.
Dekarboksylacja ornityny przez dekarboksylaze ornitynowa (ODC) prowadzi bezposrednio
do wytworzenia putrescyny
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pstwie dekarboksylacji lizyny powstaje kadaweryna - poliamina bedgca homologiem
putrescyny - a jej synteza przebiega niezaleznie od cyklu mocznikowego [42].

Synteza spermidyny i sperminy w komdrkach roslinnych i zwierzecych przebiega
podobnie (rys. 2). W procesie tym S-adenozylometionina (SAM) ulega dekarbo-
ksylacji, a nastepnie przy udziale syntazy spermidyny taczy sie z czasteczkg pu-
trescyny. W efekcie powstaje spermidyna oraz 5-metylotioadenozyna (5-MTA).
Kondensacja spermidyny z druga czasteczka zdekarboksylowanej formy S-adeno-
zylometioniny prowadzi do syntezy sperminy i kolejnej czasteczki 5-metylotio-
adenozyny, ktéra wchodzi do tzw. cyklu Yanga i uczestniczy w regeneracji
metioniny [53].

Rozktad putrescyny, spermidyny i sperminy polega na oksydacyjnej deaminacji
tych poliamin katalizowanej przez oksydaze diaminowg (DAQO) oraz oksydaze po-
liaminowg (PAO). Enzymy te sg metaloflawoproteinami nie wykazujgcymi $cistej
specyficznosci substratowej [32]. Oksydaza diaminowa z nasion orzecha ziemnego
(Arachis hypogea) jest homodimeryczng proteing zawierajagcg miedz [47]. Natomiast
oksydaza poliaminowa w lisciach lilii {Lilium longiflorum) jest glikoproteing za-
wierajgcg 1 czgsteczke dinukleotydu flawinowo-adeninowego (FAD) [105].

Rys. 2. Schemat syntezy spermidyny i sperminy. Dekarboksylacja S-adenozylo-metioniny (SAM) przy

udziale dekarboksylazy S-adenozylometioniny (1) prowadzi do wytworzenia zdekarboksylowanej cza-

steczki SAM. Laczy sie ona z putrescyng przy udziale syntazy spermidyny (2) z wytworzeniem spermi-

dyny i 5-metylotioadenozyny. Kondensacja spermidyny z drugg czasteczka zdekarboksylowanej SAM
prowadzi do syntezy sperminy, katalizowanej przez syntaze sperminy (3)
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W wyniku dziatania oksydazy diaminowej pierwszorzedowa grupa aminowa pu-
trescyny przeksztatca sie w grupe aldehydowg i dodatkowo powstaje czgsteczka
H?20 2, zgodnie z reakcja;

R-CH2-NH2 + H20 + 02 -4 R-CHO + NH3 + H202

Dalsze przemiany aminoaldehydow prowadza do ich cyklizacji, z wytworzeniem
uktadéw pirolidonowych i piperydynowych, ktére sg wykorzystywane w syntezie
niektérych alkaloidow [42, 56].

3. LOKALIZACJA SUBKOMORKOWA

Gtéwnym miejscem nagromadzenia poliamin jest $ciana komdrkowa, co stwier-
dzono badaniem frakcji komoérkowych. Pochtania ona okoto 70% egzogennie po-
dawanej spermidyny i 30% egzogennej putrescyny. Mechanizm akumulacji poliamin
w $cianie polega prawdopodobnie na elektrostatycznym oddziatywaniu dodatnio
natadowanych grup aminowych z komponentami $ciany komoérkowej o tadunku
ujemnym, takimi jak np. pektyny [70, 84]. W $cianie komérkowej zlokalizowane
sq rowniez enzymy utleniajgce poliaminy [5, 63, 82, 89], takie jak oksydaza dia-
minowa i oksydaza poliaminowa, ktore utleniaja pierwszo- i drugorzedowe grupy
aminowe poliamin z wytworzeniem H9CU aminoaldehydow i amoniaku lub 1,3-
diaminopropanu [5, 82]. Nadtlenek wodom jest z kolei rozktadany przez apoplastowe
peroksydazy, aktywnie zaangazowane w synteze S$ciany wtérnej, jej lignifikacje
i suberynifikacje.

Poliaminy gromadza sie réwniez w wakuolach, co wykazano w eksperymentach
z protoplastami marchwi. Wakuole niezwykle szybko akumulujg egzogennie po-
dawane poliaminy, tak ze ich zawarto$¢ w tych organellach osigga warto$¢ okoto
1 mM i znacznie przekracza stezenia fizjologiczne [73]. Poliaminy gromadzg sie
takze w mitochondriach i chloroplastach [4, 88], i jak sie uwaza, wplywajg sta-
bilizujgco na membrany tylakoidéw [12, 15, 37, 58, 99] oraz regulujg synteze
chlorofilu [12].

Eksperymenty z uzyciem przeciwciat poliklonalnych wytworzonych przeciwko
putrescynie, spermidynie i sperminie ujawnity podwyzszony poziom poliamin w
zdekondensowanych obszarach chromatyny oraz w jaderku [2].

4. TRANSPORT POLIAMIN DO KOMORKI

Transport egzogennych poliamin do komorki jest intensywnie badany w pro-
toplastach, ktére otoczone sg jedynie btong plazmatyczng. Kinetyka transportu pu-
trescyny i spermidyny do protoplastéw zalezy od ich stezenia w $Srodowisku
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zewnetrznym [7]. W niskim zewngatrzkomorkowym zakresie stezeri poliamin, tzn.
od 0,1-0,25 pM, transport zachodzi ze stalg szybkos$cig (system 1), natomiast przy
wysokich zewnetrznych stezeniach poliamin, tzn. powyzej 0,5 mM, kinetyka trans-
portu ma charakter liniowy (system Il). Uwaza sig, ze system | reprezentuje spe-
cyficzny uktad przeno$nikdw poliamin, natomiast system Il funkcjonuje na zasadzie
utraty selektywnosci plazmolemy wobec poliamin lub uaktywniania sie¢ kanatow
jonowych, co umozliwia przeptyw poliamin zgodnie z gradientem stezef [7, 26].
W transporcie poliamin wazng role odgrywajg jony Ca2+, ktérych nie moga
zastgpic inne kationy, takiejak Mg2+czy tez K+ [6]. W obecnoéci Ca2+ w $rodowisku
szybko$¢ transportu poliamin wzrasta co najmniej dwukrotnie. Przypuszcza sig,
ze aktywacja biatkowego przenosnika poliamin zachodzi w wyniku zwigzania okre-
$lonej liczby jonéw Ca+2, co jest mozliwe dopiero przy zewnatrzkomérkowej za-
wartosci tego pierwiastka rzedu 1 mM. Jak dotad, przenos$nika takiego nie
wyizolowano, tak wiec kwestia ta pozostaje nie wyjasniona. Substancje blokujgce
plazmolemalne kanaty wapniowe, np. werapamil, jony La3+ czy jony Ga3+, hamujg
w duzej mierze przemieszczanie sie poliamin, nawet w obecnos$ci jonéw Ca [7].
Fakt ten sugeruje, iz transportowi poliamin towarzyszy przeptyw jonéw wapnia
do komoérki przez kanaty jonowe btony plazmatycznej. W roztworze 1 mM CaCl9
transport putrescyny i spermidyny jest rowniez stymulowany przez spermine [6].
Transport przez plazmoleme wykazuje nastepujgce cechy [8]:
a. Jest czesciowo pasywny, a wiec zachodzi zgodnie z gradientem stezen.
b. Moze zachodzi¢ aktywnie, a wiec przeciwko gradientowi stezen; w plazmolemie
obecne sa dwa niezalezne przenosniki, z ktérych jeden dziata w niskich, a drugi
w wysokich zewnatrzkomdrkowych stezeniach poliamin.
c. Jest stymulowany obecnos$cigjonéw Ca2+w Srodowisku.
d. Jest energozalezny, zostaje zahamowany przez protonofor cyjanokarbonylo-p-
(trifluorometoksy)fenylohydrazon (FCCP) oraz wanadan sodu bedacy inhibito-
rem ATP-az typu P.

5. MECHANIZM DZIALANIA POLIAMIN

5.1. Udziat w syntezie DNA, RNA i biosyntezie biatek

Oddziatywania grup aminowych poliamin z grupami fosforanowymi kwaséw
nukleinowych stanowig molekularng podstawe stabilizacji podwojnej helisy DNA,
a takze koncoéw i petli w czasteczkach rRNA, mRNA i tRNA [42, 80, 97]. Zmiana
struktury przestrzennej kwasow nukleinowych w wyniku przytgczenia poliamin moze
by¢ czynnikiem modyfikujagcym procesy syntezy DNA i RNA w komoérkach Eu-
karyota [50]. Badania in vitro potwierdzity, ze egzogenne poliaminy przyspieszaja
transkrypcje w protoplastach mezofilowych owsa [1]. Stwierdzono udziat poliamin
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w biosyntezie biatka dzieki ich wigzaniu z tRNA i aktywacji polimerazy RNA
[88]. Wykazano réwniez, ze poliaminy moga stymulowac ekspresje genéw u roslin,
w tym sekwencji regulujgcych podziaty komdrkowe [38]. Powodujg tez oddyso-
cjowania niektdrych biatek od DNA, m.in. biatka HMG1 fang. high mobility group),
co moze by¢ zwigzane z indukowaniem przez poliaminy zmian konformacyjnych
DNA ze struktury prawoskretnej helisy na forme lewoskretng [104]. Rozwazana
jest mozliwo$¢é udziatu poliamin w posttranslacyjnych modyfikacjach biatek ro-
$linnych zapos$rednictwen transglutaminaz [34,44,75,87]. Niektdre z tych enzymow
katalizuja synteze wigzania izopeptydowego pomiedzy y-karboksylowa grupg kwasu
glutaminowego a pierwszorzedowa grupg aminowg poliaminy. Polgczenie drugiej
grupy aminowej z kolejng czasteczkg biatka prowadzi do kowalencyjnego zwigzania
polipeptydéw.

Poliaminy uczestniczg rdwniez w podziatach komorkowych. W intensywnie dzie-
lacych sie mikroorganizmach oraz tumorach skorzonery (Scorzonera hispanica)
zawarto$¢ poliamin jest szczeg6lnie wysoka [91]. Wykazano rowniez, ze egzogenne
poliaminy stymulujg podziaty protoplastow izolowanych z lisci owsa (Avena sativa)
[54], protoplastow z ogonkéw lisciowych stodkich ziemniakéw (Ipomoea batatas)
[31] i protoplastow zawiesinowych buraka cukrowego (Beta vulgaris) [66], jak
réwniez komdrek glonu Dunaliella primolecta [52] i zawiesin komérkowych Ca-
tharanthus roseus [72].

5.2. Stabilizacja bton komdrkowych

Wykazano stabilizujgce dziatanie poliamin na btony plazmatyczne, w tym pla-
zmoleme i wewnetrzng btone chloroplastow [12, 15, 95]. Efekt ten moze czeSciowo
wynika¢ z przytgczania polikationéw, jakimi sa poliaminy, w miejsce kationow
dwuwartosciowych, np. Ca2+ [21, 65, 107]. Spermina i spermidyna wypierajg jony
wapnia z bton protoplastéw buraka cukrowego, natomiast putrescyna nie wykazuje
takiego dziatania [64]. Ponadto sugeruje sie udziat poliamin w hamowaniu pe-
roksydacji lipidow btonowych oraz ograniczaniu syntezy kwasu l-aminocyklopro-
pano-1-karboksylowego (ACC), bedgcego prekursorem etylenu [18, 29, 40, 101].
Kwestie te zostaly omdwione we wczesniejszych pracach przegladowych [53, 88].

5.3. Uczestnictwo w przekazywaniu sygnatow

Rosliny wyksztatcity szereg swoistych mechanizméw odbioru i przeksztatcania
sygnatéw zewnatrzkomorkowych, dziatajgcych za poSrednictwem chemicznych sub-
stancji przekaznikowych. Sa nimi m.in. fosfolipidy inozytolowe (IP) zlokalizowane
w btonach komérkowych [57, 83]. Badania in vitro ujawnity, ze poliaminy moga
tworzy¢ stabilne kompleksy z grupami fosforanowymi umieszczonymi wokét pier-
$cienia mezo-inozytolowego w pozycji 1, 4 i 5 [69]. Kompleksowanie czasteczek
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inozytolo-1,4,5-trisfosforanu(1P3) moze powodowa¢ czeSciowe zahamowanie uwal-
niania jonow wapnia z wakuol i siateczki $rédplazmatycznej do cytosolu.

W hypokotylach Brassica inkubowanych w roztworze spermidyny nastepuje
wyrazny wzrost zawartosci fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu (PIP) i fosfatydyloino-
zytolo-4,5-bis-fosforanu (PIP0o) oraz zmniejszenie puli fosfatydylo-1-inozytolu (P1),
inozytolo-1,4-bisfosforanu (IP->), a takze inozytolo 1,4,5-trisfosforanu (IP3) w po-
rownaniu z hypokotylami inkubowanymi w roztworze fitohormonoéw [30]. Sugeruje
to udziat spermidyny w hamowaniu enzymatycznej hydrolizy fosfatydyloinozytoli
obecnych w btonie komorkowej.

Udziat poliamin w procesach fosforylacji i defosforylacji biatek komérkowych,
moze wskazywac¢ na ich posrednia role w regulacji niektérych proceséw fizjo-
logicznych. Spermina moze aktywowac jedng z ro$linnych kinaz serynowo-treo-
ninowych obecnych w jadrze komdérkowym. Wykazano, ze w komorkach tytoniu
putrescyna nie ma wptywu na fosforylacje biatek plazmolemalnych, natomiast sper-
midyna i spermina wzmacniajg fosforylacje seryny i treoniny w trzech biatkach
btonowych o masach 66.5, 34 i 60 kDa [106].

6. UDZIAL POLIAMIN W PROCESACH FIZJOLOGICZNYCH

6.1. Regulacja proceséw somatycznej embriogenezy

Rola poliamin jako regulatoréw rozwoju zarodkéw somatycznych zostata szcze-
gélnie dobrze zbadana w kulturach zawiesinowych marchwi (Daucus carota). Kul-
tury te wykazujg zdolno$¢ do wytwarzania zarodkéw po wyeliminowaniu lub
znacznym obnizeniu zawartosci auksyn w pozywce [103]. Oprocz fitohormonow,
znaczgcg role w tym procesie odgrywajg poliaminy, a zahamowanie ich syntezy
zmniejsza liczbe wytwarzanych zarodkéw [33, 103].

Synteza i akumulacja endogennych poliamin towarzyszy takze procesowi so-
matycznej embriogenezy u innych gatunkéw roslin [46, 51]. Jednakze zawarto$c
poliamin jest inna u poszczeg6lnych gatunkéw i zmienia sie w zaleznosci od fazy
rozwojowej zarodkéw [3, 73, 81].

6.2. Stymulacja morfogenezy

Poliaminy regulujg u roslin szereg proceséw morfogenetycznych, takich jak
tworzenie peddw i korzeni, tuberyzacje, réznicowanie organéw kwiatowych oraz
zawigzywanie nasion i powstawanie owocOw. Rozwojowi tkanek i organéw to-
warzyszg zmiany zawartosci endogennych poliamin [17]. Rola poszczeg6lnych po-
liamin w tych procesach jest ostatnio przedmiotem intesywnych badan [85].
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Wptyw egzogennych poliamin oraz inhibitoréw ich syntezy na procesy mor-
fogenetyczne bada sie w $cisle kontrolowanych warunkach in vitro [98]. Egzogenne
poliaminy mogga stymulowaé organogeneze i regeneracje roslin z eksplantatéow tkan-
kowych, a w konsekwencji zwieksza¢ efektywno$¢ namnazania in vitro [25, 93,
94]. Regulujg takze przyrost Swiezej masy cze$ci nadziemnych i podziemnych,
przy czym efekt dziatania r6znych poliamin moze by¢ przeciwstawny. W kulturach
ziemniaka (Solanum tuberosum) spermina stymuluje tubery zacje, spermidyna hamuje
ten proces, a putrescyna nie wykazuje zadnego wpitywu [35, 36].

Rozwdj systemu korzeniowego w kulturach tytoniu (Nicotiana tabacum) wymaga
obecnosci putrescyny. Zablokowanie za$ biosyntezy tej dwuaminy przez dwufluoro-
metylargining (DFMA) badZ dwufluorometylomityne (DFMO) hamuje wzrost ko-
rzeni [19, 20].

Niekiedy efektywne réznicowanie sie roslin z tkanek kalusowych wymaga ob-
nizenia zawartosci endogennych poliamin, co mozna wykazaé stosujgc inhibitory
dekarboksylazy ornitynowej lub argininowej [10,98]. Zapotrzebowanie na poliaminy
podczas morfogenezy moze by¢ zatem rézne u poszczegdlnych gatunkdéw roslin,
a takze w zaleznosci od fazy rozwojowej.

6.3. Wplyw na kwitnienie i wytwarzanie owocow

Putrescyna jest niezbedna do rozpoczecia kwitnienia niektérych gatunkéw roslin,
np. Sinapis alba [49] i Chrysanthemum morifolium [9]. Inicjacja organéw gene-
ratywnych nastepuje w wyniku transportu tej diaminy z lisci do wierzchotkéw
pedu [9, 21-24, 49, 55] lub tez w wyniku jej syntezy de novo [43].

Zmniejszenie zawarto$ci putrescyny (np. w wyniku dziatania dwufluorometyl-
omityny) powoduje zaburzenia rozwoju todyg i lisci oraz mniej obfite kwitnienie.
Prawidlowy rozwdj organdw wegetatywnych i generatywnych moze zosta¢ przy-
wrécony po dostarczeniu egzogennej putrescyny [9].

Inicjacja pakow kwiatowych w kulturze tytoniu jest skorelowana ze znacznym
wzrostem zawarto$ci spermidyny [96]. Ponadto wykazano, ze obecno$¢ 1-5 mM
tej poliaminy w pozywce stymuluje tworzenie zawigzkdw kwiatowych. Zahamowanie
syntezy poliamin przez cykloheksyloaminge (CHA) i dwufluorometylomityne po-
woduje zmniejszenie zawartosci endogennej spermidyny i wzrost liczby pagkow
wegetatywnych [55]. Dwufluorometylarginina nie wywotuje zadnych zmian mor-
fologicznych, co sugeruje wytgczny udziat omityny w procesie biosyntezy poliamin
u tytoniu. Inne inhibitory spermidyny, takie jak cykloheksyloamina i metylglio-
ksal-bis(guanylohydrazon) (MGBG), wywotywaty szklistos¢ lisci, ciemnienie zna-
mion stupkow, deformacje w budowie precikéw i niskg ptodnos$¢ roslin.

Wczesna faza rozwoju owocOw zwigzana jest z intensywnymi podziatami ko-
morkowymi, ktérym towarzyszy wyrazny wzrost zawarto$ci endogennych poliamin.
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Po ustaniu podziatéw, kiedy wzrost owocu zachodzi gtdwnie w wyniku powiekszenia
objetosci poszczegolnych komorek, zawarto$é poliamin ulega obnizeniu [60, 77].

7. PODSUMOWANIE

Mechanizmy dziatania poliamin nie zostaly, jak dotad, precyzyjnie okre$lone.
Wiadomo jednak, ze dodatnie grupy aminowe mogg tworzy¢ potgczenia z ujemnie
natadowanymi komponentami komorki, np. z grupami fosforanowymi DNA i RNA,
fosfolipidami btonowymi czy grupami karboksylowymi aminokwaséw, co moze
prowadzi¢ do zmian ich konformacji przestrzennej, a w konsekwencji wptywac
na przebieg okreslonych proceséw molekularnych. Poliaminy reguluja kluczowe
dla rosliny procesy metaboliczne, w tym fosforylacje biatek i przemiany fosfa-
tydyloinozytoli. Przeciwdziatajg degradacji bton cytoplazmatycznych i zbyt wy-
sokiemu stezeniu etylenu, przez co op0zZniajg procesy starzenia. Poliaminy zostaty
wyodrebnione w grupe szczeg6lnych regulatoréw wzrostu i rozwoju roslin, rézng
od fitohormonow [97].
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CYTOTOKSYCZNE RYBONUKLEAZY
O SZCZEGOLNYM DZIALANIU BIOLOGICZNYM
(RYSBAZY): RYSBAZY DROBNOUSTROJOW
| ROSLIN

CYTOTOXIC RIBONUCLEASES WITH SPECIAL
BIOLOGICAL ACTIONS (RISBASES):
MICROORGANISM AND PLANT RISBASES

Andrzej WIERZBICKI, Adam SOBKOWIAK, Wiestaw H. TRZECIAK

Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Poznaniu

Streszczenie: Rysbazy sa to rybonukleazy o specjalnym dziataniu biologicznym. Omoéwiono budowe,
mechanizm dziatania i funkcje niektérych rysbaz bakteryjnych, grzybowych i roélinnych. Kolicyna E3
i kloacyna DF13 z bakterii majg podobny mechanizm dziatania do RNazowych toksyn grzybowych,
takich jak a-sarcyna. Zabijaja one komérki docelowe przez specyficzng hydrolize rRNA i blokowanie
syntezy biatka. W roslinach kwiatowych wystepuja biatka RIP: rycyna i PAP. Rycyna, jako N-glikozy-
daza, takze degraduje rRNA w jego petli a-sarcyny. Biatka PAP majg funkcje antywirusowa. Inny typ
rysbazy - S-RNaza odgrywa role w zapobieganiu zaptodnieniu u roélin przez zatrzymanie wzrostu
niezgodnej tagiewki pytkowej. W ten sposéb biatka te uniemozliwiajg samozapylenie, aco za tym idzie
krzyzowanie w pokrewienstwie u niektérych gatunkéw rosélin kwiatowych.

Stowa kluczowe: rysbazy, rybonukleazy, cytotoksyczno$é

Summary: Risbases are ribonucleases with special biological actions. Structure, mechanism of action and
functions of some bacterial, fungal and plant risbases were described. Colicin E3 and Cloacin DF13 from
bacteria have a similar mechanism of action to that of the fungal RNase toxins such as a-sarcin. They
kill their target cells by cleaving the rRNA and blocking protein synthesis. Flowering plants have a RIP
proteins such as ricin and PAP wchich have acytotoxic actions. Ricin, as a N-glycosidase, also degrades
rRNA in their a-sarcin loop. PAP proteins have an antiviral function. Other type of risbase - S-RNase
plays a role in prevention of fertilization in plants by arresting incompatible pollen tube growth. In this
way this protein makes impossible self-pollination and in consequence inbreeding in some species of
plants.

Key words: risbases, ribonucleases, cytotoxic
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WSTEP

Rybonukleazy (RNazy) sg enzymami hydrolizujgcymi kwas rybonukleinowy.
Nalezg do nich: fosfodiesterazy, hydrolizujgce wigzania fosfodiestrowe rybozonu-
kleozydofosforanowego taficucha RNA oraz glikozydazy, hydrolizujagce wigzania
pomiedzy zasadg azotowg i weglem CI rybozy. Poszczeg6lne RNazy charakteryzujg
sie r6zng specyficznoScig substratowa i parametrami kinetycznymi reakcji.

Do niedawna wiedza o funkcji RNaz w organizmach zywych byta niewielka.
Wiadomo byto, ze hydrolizujg one RNA specyficznie podczas ekspresji genu i
niespecyficznie w przewodzie pokarmowym [9]. W miare postepu badan okazato
sie, ze wiele czynnikow aktywnych biologicznie to RNazy. D’Alessio zaproponowat
dla nich nazwe Ribonucleases with Special Biological Actions (RISBASEs) [4].
Wszystkie Rysbazy sa wydzielane pozakomérkowo i wykazujg specyficzng aktyw-
no$¢ biologiczng, z reguty cytotoksyczng. Niektére z nich dziatajg na wszystkie
komorki réznych organizméw (np. a-sarcyna dziata na komdrki ssakéw), inne na
okre$lone komorki pewnych typdw (angiogeniny - np. na $rédbtonek naczyr krwio-
nosnych [27], a S-RNazy - na komérki niektérych roslin).

Rysbazy spetniajg ré6zne funkcje m. in.: zabezpieczenie przed samozaptodnieniem,
indukcja tworzenia sie naczyn krwionosnych, zwalczanie pasozytdw, zwalczanie
nowotwordw, antywirusowe, dziatanie antybiotyczne i immunosupresyjne. Aby pet-
ni¢ swa biologiczng role, Rysbazy muszg by¢ aktywne rybonukleolitycznie. Po
ich inaktywacji za pomoca inhibitora lub droga konstruowania wersji enzymu ze
zmienionym centrum Kkatalitycznym metodg ukierunkowanej mutagenezy ich aktyw-
no$¢ biologiczna zanika.

Celem pracy jest przedstawienie najnowszych badan dotyczacych struktury i
funkcji najwazniejszych rysbaz mikroorganizméw i roslin, ze szczeg6lnym uwz-
glednieniem ich funkcji cytotoksycznych.

1. RYSBAZY DROBNOUSTROJOW

1.1. a-Sarcyna

a-Sarcyna (EC 3.1.27.10) nalezy do rodziny RNaz T1 [16], ajej nazwa pochodzi
od czynnika wyizolowanego z plesni Aspergillus giganteus, ktory wykazywat aktyw-
no$¢ przeciwnowotworowg (antisarcoma). Jego obecno$é¢ stwierdzono w moczu
pacjentéw zainfekowanych przez grzyby z rodzaju Aspergillus i biatko to jest
uwazane zajeden z gtdwnych czynnikéw patogennych [30]. Ustalono, ze a-sarcyna
wykazuje wiasciwosci cytotoksyczne réwniez wobec komorek prawidtowych [24,
30].
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a-Sarcyna zbudowana jest z 150 aminokwaséw, ajej masa czasteczkowa wynosi
ok. 17 kDa. Wystepuje w postaci monomeru, choé ma sktonno$¢ do dimeryzaciji,
aaminokwasami czynnymi katalitycznie sgreszty histydyny [10,16]. Bardzo podobne
do tego biatka (80% identycznosci) sa dwie homologiczne RNazy z Aspergillus
restrictus: restryktocyna (restrictocin) i mitogilina (mitogillin), ktére r6znig sie mie-
dzy sobg tylko dwiema resztami aminokwasowymi [24]. Sq to monomeryczne biatka
zasadowe 0 masie czgsteczkowej okoto 17 kDa, wykazujgce podobng strukture
I- i Ill-rzedowa.

Biatka te, dzieki wystepowaniu na ich powierzchni zaréwno obszaréw silnie
zasadowych, jak i hydrofobowych, dostajg sie do komdrek docelowych przypu-
szczalnie oddziatujgc z obdarzong ujemnym fadunkiem dwuwarstwg fosfolipidowag.
W warunkach doswiadczalnych a-sarcyna powoduje taczenie sie pecherzykow fo-
sfolipidowych i zmiane ich wiasciwosci termotropowych [10, 16].

W komérkach Eukaryota enzym ten powoduje swoistg hydrolize rRNA pod-
jednostki wiekszej rybosomu: 26S u drozdzy i 28S u ssakéw. Witasnie w tych
rRNA wystepujg konserwatywne sekwencje AGUACGAG i AGGAC (i - miejsce
hydrolizy) [24, 28], z ktérymi wigzg sie czynniki elongacyjne eEF-2. Zgodnie z
nazewnictwem przyjetym dla E. coli sekwencje te, okreSlane jako szyputa i petla
a-sarcyny (a-sarcin stem-loop, u Prokaryota c 2646_g~6745u Eukaryota A 308-
U ~ ), wystepujg w domenie VI 23S rRNA, co u Eukaryota odpowiada domenie
VIl 28S rRNA (rys. 1) [17, 28]. Sekwencje te sg specyficznie rozpoznawane przez
a-sarcyne i pokrewne enzymy oraz grupe specyficznych N-glikozydaz ro$linnych,
okreslanych jako Ribosome inactivating proteins (RIP) [241. a-Sarcyna katalizuje
reakcje hydrolizy wigzania fosfodiestrowego pomiedzy G26 1 i A2662 w 23S rRNA
i po 3’ stronie G w 28S rRNA, co uniemozliwia wigzanie czynnikéw elon-
gacyjnych [8, 17]. Powoduje to w komdrkach Eukaryota zahamowanie translokacji
zaleznej od eEF-2 iutrudnia tworzenie kompleksu inicjujgcego 80S. Jezeli substratem
dla oc-sarcyny sg rybosomy, to 5S, 5.8S i 18S rRNA pozostajg nietkniete, a hy-
drolizowane jest tylko jedno wigzanie w 28S rRNA. Rybosomy E. coli sg odporne
na dziatanie tego enzymu, a wolny 23S rRNA jest trawiony niespecyficznie, cho¢
z mniejszg szybkoscig [8].

1.2. Kolicyny

Biatka bakteryjne - kolicyny zostaty odkryte w 1925 roku przez E. Gratia, a
dopiero po 50 latach stwierdzono, ze niektére z nich - kolicyny E3 i E6 oraz
kloacyna DF13 wykazujg aktywno$¢ rybonukleolityczng [4]. Biatka te, jak inne
kolicyny, sa wydzielane przez bakterie w odpowiedzi na stres Srodowiskowy, co
ma istotne znaczenie w wspotzawodnictwie miedzy poszczeg6lnymi szczepami i
gatunkami [30]. Sg one kodowane przez plazmidy bakteryjne, np. kloacyna przez
plazmid CloDF13 [6].
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Kloacyna to biatko o masie czasteczkowej ok. 59 kDa, zbudowane z 561 ami-
nokwasdw. Jej hydrofobowy N-koniec, zawierajgcy duzo reszt glicyny, jest przy-
puszczalnie odpowiedzialny za translokacje biatka przez btone komérkowa, a
C-koniec, bogaty w aminokwasy zasadowe, tworzy domene o aktywnos$ci RNazy
[6]. RNazy te rozpoznajg specyficzne receptory na powierzchni wrazliwych bakterii.
Sg to receptory dla witaminy B12 (kolicyna) i ferrichromu aerobaktyny (kloacyna).

Kolicyny przekraczaja btone komdérkowa bakterii korzystajac z uktadu trans-
portowego Tol, wykorzystywanego réwniez przez niektore bakteriofagi [30]. Me-
chanizm dziatania kolicyny E3 i E6 oraz kloacyny DF13 polega na hamowaniu
biosyntezy biatka przez hydrolize pojedynczego wigzania w 16S rRNA podjednostki
30S rybosomu w pozycji 1493, tj. okoto 50 nukleotydéw od konca 3’. W ten
sposéb unieczynniajg one rybosom, uniemozliwiajagc wigzanie mRNA i blokujgc
translacje [30]. Nie hydrolizujg one jednak wolnego rRNA. Komdrka wytwarzajgca
kolicyne zabezpiecza sie przed jej dziataniem wytwarzajac inhibitor Imm (Immunity).
Jest to biatko o masie czagsteczkowej ok. 10 kDa, ktére wigze sie specyficznie
z kolicyng, blokujgc jej dziatanie cytotoksyczne na komoérki wydzielajgce dang
kolicyne. Geny kodujace kolicyne i jej inhibitor znajduja sie w bezposrednim sa-
siedztwie w plazmidowym DNA. Kolicyny maja bardzo duzg aktywno$¢ katalityczna.
Jedna czasteczka kloacyny inaktywuje okoto 480 rybosomoéw/min, a do spowo-
dowania $mierci komorki wystarcza 12 czgsteczek tej RNazy [30].

2. RYSBAZY ROSLINNE

2.1. Biatka inaktywujgce rybosomy

Rodlinne biatka inaktywujgce rybosomy (ang. Ribosome Inactivating Proteins
- RIP) wystepujg u wielu roslin wyzszych. Z uwagi na ich strukture wyrédznia
sie RIP I, monomery podjednostki A (okres$lane rowniez jako SCRIP - single
chain RIP) i RIP II, tworzace dimery ztozone z podjednostek A i B [11]. Do
RIP | zaliczane sg m.in. gelonina, dodekandryna, trichosantyna, trikokiryna, bryo-
dyna, MAP (Mirabilis antiviral protein), BRIP (Barley ribosome-inactivating pro-
tein), PAP (Pokeweed antiviral protein), saporyna, luffina i momordyna [24].

Mechanizm podobny do dziatania RIP | (zahamowanie metabolizmu komérki
zainfekowanej wirusem), wystepuje takze w przypadku indukowanej przez interferon
rybonukleazy L.

Funkcjg RIP Il w organizmach roslinnych jest przypuszczalnie obrona przed
spozyciem nasion przez zwierzeta, a RIP | - obrona przeciwwirusowa.

Najlepiej zbadanym biatkiem zaliczanym do RIP Il jest rycyna (ricin), enzym
katalizujacy swoistg hydrolize wigzania N-glikozydowego miedzy adenozyng i ry-
bozg w pozycji 4324 w eukariotycznym 28S rRNA (rys. 1). Jest to heterodimeryczna
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Rys. 1 Struktura petli a-sarcyny rRNA: a - struktura przestrzenna w konformacji rozpoznawanej przez

a-sarcyne; b- schemat budowy w konformacji rozpoznawanej przez a-sarcyne; kreskg oznaczono miejsce

hydrolizy wigzania fosfodiestrowego katalizowanej przez a-sarcyne; ¢ - schemat budowy w konformacji

rozpoznawanej przez rycyne, oznaczono adenozyne, w ktérej rycyna hydrolizuje wigzanie
N-glikozydowe miedzy adening i ryboza

glikoproteina o masie czasteczkowej okoto 32 kD, ztozona z podjednostek A i
B (267 1262 reszty aminokwasowe) potgczonych ze sobg wigzaniem disiarczkowym
[71.

Rycyna jest syntetyzowana jako polipeptyd ztozony z domen A i B, #gczacego
je odcinka o dtugosci 12 aminokwasow i N-koncowej sekwencji sygnatowej o
dtugosci 24 aminokwasdw. Na skutek modyfikacji potranslacyjnej, te ostatnie odcinki
polipeptydu sa specyficznie wycinane przez proteazy, a obie domeny A i B sg
glikozylowane itgczone wigzaniem disiarczkowym (rys. 2) [24]. Gen rycyny powstat
przypuszczalnie w wyniku duplikacji pra-genu, na co wskazuje duze podobieristwo
struktury podjednostek A i B.

Rycyna wystepuje m.in. w nasionach rgcznika (Ricinus communis), a takze Abrius
precatorius. Jest to biatko inaktywujgce rybosomy Prokaryota [7]. Komorki docelowe
dla rycyny majg na swej powierzchni glikoproteiny lub glikolipidy zawierajgce
(3-D-galaktoze. Sg one rozpoznawane przez tancuch B, ktory jest lektyng majaca
naswej powierzchni dwa miejsca silnie wigzace reszty galaktozy [24]. Po rozpoznaniu
receptora nastepuje internalizacja i transport przez ukiad endosomalny do aparatu
Golgiego. Tu przypuszczalnie ulegaja redukcji wigzania disiarczkowe, co umozliwia
tancuchowi A przejscie z endosomoéw do cytozolu (rys. 3). Pojedyncza czasteczka
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Rys. 3. Schemat wnikania rycyny do komérek
docelowych: podjednostka B rozpoznaje na po-

Rys. 2. Przemiany czasteczki proenzymu rycyny w
komoérkach organizmu syntetyzujacego to biatko;

zaznaczono sekwencje sygnalowg zawierajgca 24
aminokwasy na N-koricu proenzymu, tancuch A i B
rozdzielony fragmentem tgaczacym o diugosci 12
aminokwaséw, strzatkami oznaczono miejsca dzia-
tania proteaz w obrdébce potranslacyjnej, podjedno-
stki A i B rycyny potaczone sg wigzaniem disiarcz-
kowym oraz licznymi wigzaniami hydrofobowymi

wierzchni komérek galaktoze glikoprotein lub
glikolipidéw, nastepuje internalizacja rycyny i
transport do komérki przez uktad endosomalny,
w ktérym zachodzi redukcja wigzania disiarczko-
wego, odtagczenie podjednostek powoduje odsto-
niecie regionéw niepolamych w podjednostce A,
ktore utatwiajg jej transport do cytozolu, jedno-

cze$nie nastepuje zmiana konformacji podjedno-
stki A, powodujaca ujawnienie sie aktywnosci
rybonukleolitycznej

rycyny moze zabi¢ komorke, inaktywujgc rybosomy z szybkoscig 1 500-1 777/min
[7]. Enzym ten hydrolizuje prokariotyczne 16S i 23S rRNA oraz eukariotyczny
28S rRNA. Strukturg rozpoznawang przez rycyne jest ramie z petla zawierajgcg
sekwencje GAGA (porownaj rozdziat a-sarcyna) [7, 28]. Petla ta, podczas trans-
lokacji zachodzacej w czasie wydtuzania faricucha peptydowego, zmienia cyklicznie
swg konformacje. Jedna z tych konformacji jest przypuszczalnie rozpoznawana
przez a-sarcyne, a druga przez rycyne (rys. 1).

Podobna pod wzgledem struktury i funkcji jest grupa bakteryjnych shiga-toksyn
(SLTs: shiga-like toxins, homolog6w toksyny z bakterii Shigelladysenteria). Toksyny
te zawierajg pojedynczg, aktywng katalitycznie podjednostke typu A i liczne (6
do 7) podjednostki typu B, wigzace sie ze specyficznymi receptorami komorkowymi
[25].

Roslina Phytolacca americana zawiera trzy biatka zaliczane do RIP 1 0 podobnych
wiasciwosciach przeciwwirusowych: PAP, PAP Il i PAP-S, wystepujgce odpowie-
dnio w lisciach rozwijajacych sig, rozwinietych i nasionach. Biatko PAP wystepuje



RYSBAZY 57

w $cianie komérkowej i na powierzchni btony komoérek mezofilu lisci i moze byé
tatwo wydzielone z ekstraktow wodnych zmacerowanej tkanki. Spetnia ono funkcje
obronng, przeciwwirusowa. Przypuszczalnie PAP wnika do wnetrza komorki razem
z wirusem i, unieczynniajac rybosomy, powoduje zahamowanie biosyntezy biatka
oraz hamuje replikacje wirusa [15, 24]. Pokrycie powierzchni lisci innych roslin
biatkiem PAP calkowicie zabezpiecza je przed przeniesieniem réznych niespo-
krewnionych wiruséw.

Biatko PAP hamuje replikacje wiruséw u roslin i w hodowlach komérek ssakow.
Gen PAP wprowadzono do tytoniu (N. tabacum) i uzyskano jego ekspresje, co
zabezpieczyto rodliny przed chorobami wirusowymi wywotywanymi przez wirusy
PVX, PVY {potato virus X i Y) i CMV {cucumber mosaic virus) [31].

Wirusy moga dziata¢ jako czynnik przenoszacy te enzymy z zewnetrznej po-
wierzchni do wnetrza, badz to razem z cze$cig btony komérkowej, badz tez wigzac
sie z nimi bezposrednio. Badania mechanizmu wnikania biatek PAP do komorki
znajdg by¢ moze zastosowanie w hodowli roslin odpornych na wirusy. Wiele grzy-
bowych RNaz zachowuje sie zgodnie z tym modelem - dostajg sie do komaérki
podczas infekcji przez picomawirusy, adenowirusy i wirusa Semliki Forest [31].
Ponadto w hodowlach komérek ssakéw PAP hamuje namnazanie wiruséw grypy
i poliowirusa [31]

Podobne dziatanie wykazujg abryna {abrin), bryodyna {bryodin) [31] i tricho-
santyna GLQ 223 {trichosantin) [11, 13]. Szczegdlnie wiele uwagi poswieca sie
badaniom tego ostatniego biatka, wyizolowanego z rosliny Trichosantes kirilowii,
stosowanej w chinskiej medycynie ludowej [11, 13]. Czynnikiem aktywnym za-
wartym w tej roslinie sg dwa biatka nalezace do RIP I: trichosantyna (wykazujaca
56% homologii sekwencji z rycyng) ijej homolog TAP 29. Obecnie prowadzone
sg badania kliniczne nad przeciwnowotworowymi i przeciwwirusowymi wiasci-
woséciami tych RNaz. Biatko TAP 29 jest bardziej odpowiednie do ewentualnych
zastosowan medycznych z uwagi na wysoka aktywnos$¢ anty-HIV, mierzong zdol-
noscig do hamowania ekspresji antygenu p24 i aktywnos$ci odwrotnej transkryptazy,
przy znacznie nizszej od trichosantyny cytotoksycznosci. Aktywno$¢ przeciwwiru-
sowa, ktéra ma miejsce w stezeniach nie hamujacych jeszcze syntezy DNA i biatek
gospodarza, sugeruje spos6b dziatania inny niz inaktywacja rybosoméw [11]. Pew-
nym zaskoczeniem byto wykazanie, ze trichosantyna, rycyna i sarcyna majg aktyw-
noSci DNazy. Biatka te hydrolizuja DNA wystepujacy w postaci kolistej i
superskreconej, a nie dziatajg na DNA w formie liniowej [13, 14].

2.2. S-RNazy

U roélin z rodziny psiankowatych (Solanaceae) S-RNazy (S-RNases) tworzg
uktad zabezpieczajgcy przed samozaptodnieniem. Sg one produktami przynajmniej
20 alleli [10] jedynego genu S [1, 3, 12, 20]. Gen ten umiejscowiony jest w locus
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S, w ktérym wystepuje kilka genéw: pytkowy, stupkowy i specyficznosci, a pro-
duktem jednego z nich sg RNazy S. Ekspresja glikoprotein kodowanych przez
allele genu S zachodzi na znamieniu i w szyjce stupka oraz w tagiewce pytkowej.
Stopien ekspresji genéw znajdujacych sie w locus S w gametoficie zenskim rosnie
wraz z dojrzewaniem kwiatéw [2]. Jezeli w pytku kietkujacym na znamieniu ulega
ekspresji taki sam allel, jak jeden z dwéch, ktére ulegly ekspresji w stupku, wzrost
tagiewki pytkowej jest zahamowany i nie dochodzi do zaptodnienia [3, 18, 19,
20, 21, 22] (rys. 4).

S-RNazy to biatka zbudowane z okoto 260 aminokwas6w, o0 masie czasteczkowej
29 kDa i zawierajgce 8 reszt cysteiny, N-koncowg sekwencje sygnatowg oraz miejsca
rozpoznajgce reszty cukrowcowe w N-glikanach. Na podstawie sekwencji ami-
nokwasowej zostaty zaliczone do rodziny RNaz T2 [23]. Poréwnanie sekwencji
znanych do tej pory RNaz S pozwolito wyrozni¢ w nich pie¢ ewolucyjnie kon-
serwatywnych domen: C1-C5. Dwie z nich, hydrofobowe CI i C5, tworzg przy-
puszczalnie rdzen enzymu. Z kolei hydrofilowe domeny C2 i C3, zawierajgce dwie
reszty histydyny (funkcja katalityczna), majg sekwencje homologiczng do przy-
puszczalnego miejsca aktywnego niespecyficznych RNaz tworzgcych rodzine T2
i wystepujacych u grzybow (RNaza T2 z Aspergillus oryzae i RNaza Rh z Rhizopus
niveus [1, 30]. U organizmoéw tak odlegtych ewolucyjnie, jak bakterie, wirusy oraz
owady (Drosophila), stwierdzono sekwencje homologiczne do sekwencji Cl i C2,
rozdzielone 30-40 resztami aminokwasowymi [1]. Najbardziej zachowawcza czes¢

Rys. 4. Udziat S-RNaz w uktadzie niedopuszczajgcym do zaptodnienia u roslin kwiatowych; w przypadku
obecnosci takich samych alleli genu S w pytku i stupku nastepuje zahamowanie wzrostu tagiewki
pytkowej w wyniku hydrolizy rRNA przez S-RNazy i nie dochodzi do zaptodnienia komorki jajowe
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sktada sie z 33 reszt aminokwasowych, w tym 8 reszt cysteiny. Pozostate sekwencje
wykazujg bardzo duzag zmiennos$¢.

S-RNazy sg enzymami wydzielanymi zewnatrzkomérkowo, a ekspresja ich genu
nastepuje w dojrzatym stupku i w znacznie mniejszym stopniu w rozwijajacych
sie ziarnach pytku [5, 19, 26]. Przypuszczalnie S-RNazy dostajg sie do wnetrza
niezgodnych, czyli identycznych pod wzgledem alleli, tagiewek pytkowych podczas
ich przerastania przez stupek i hydrolizujg rRNA. Powoduje to obumarcie fagiewki,
gdyz geny rRNA nie ulegajg ekspresji w ziarnach pytku [4, 19, 21]. Analiza rRNA
ze stupkéw roslin zapylanych ziarnami pytku zgodnego i niezgodnego wykazata,
ze rRNA z kietkujgcego pytku zgodnego (czyli niezgodnego pod wzgledem alleli)
byt niezhydrolizowany, a z ziaren pytku zawierajgcego allele locus S, takie same
jak w stupku, zostat zhydrolizowany. Sposéb przedostawania sie S-RNaz przez
Sciany i btony komorkowe nie jest catkowicie poznany [3].

Obecnos$¢ wiasciwosci katalitycznych w S-RNazach potwierdza tez obserwacja,
ze samopylna odmiana pomidora (Lycopersicon peruvianum) nosita zmutowana,
nieaktywna forme enzymu [26].

RNazy homologiczne do S-RNaz z N. alata stwierdzono u petunii, ziemniaka
i pomidora [18]. W tytoniu S-RNazy wystepujag w bardzo matych iloSciach i przy-
puszczalnie wtasnie dzieki temu mozliwe jest u tej rosliny samozaptodnienie. Homo-
logiczne glikoproteiny stwierdzono u jabtoni (Malus domestica) i czeresni (Prumis
avium) [1].

W ros$linach transgenicznych, syntetyzujagcych S-RNaze nieaktywng katalitycznie,
dochodzito do samozaptodnienia. Podobnie pytek z tym samym allelem genu S,
ktory w stupku zaptadniat komorki jajowe, jezeli w gametoficie nastepowata eks-
presja RNA antysensownego do genu S-RNazy [12, 21]. Z kolei ekspresja takiego
allelu S-RNazy w roslinie transgenicznej, w ktérej normalnie on nie wystepowat,
powoduje odrzucenie pyitku zawierajgcego taki sam allel, podczas gdy w roSlinie
nietransformowanej pytek nie byt odrzucany. Oznacza to, ze S-RNaza jest wy-
starczajgcym czynnikiem do odrzucenia izoallelicznego pytku, zapobiegajgc samo-
zaptodnieniu [20].

Funkcja kontrolna S-RNaz jest ewolucyjnie nowa, a enzymy o bardzo podobnej
budowie i witasciwosciach biorg udziat w metabolizmie RNA. Dowiedziono, ze
ich aktywno$¢ wzrasta szczeg6lnie w procesach dojrzewania, starzenia i niedoboru
fosforanow [29].

Zjawisko samosterylnosci zwieksza genetyczng zmiennos$¢ roélin i utatwia ich
dostosowanie sie do Srodowiska [12, 18], jednak w hodowli roslin jest czynnikiem
negatywnym. W sadach w klimacie umiarkowanym wiekszo$¢ drzew jest samo-
sterylna czeSciowo lub catkowicie. Powoduje to konieczno$¢ sadzenia, oprocz gtow-
nej odmiany towarowej, drzew - zapylaczy (w ilosci okoto 10% wszystkich drzew).
Ich owoce sg czesto nizszej jakosci niz gtdwnej rosliny uprawowej. Sadzi sie,
ze wyeliminowanie samosterylno$ci w odmianach towarowych pozwolitoby na upra-



60 A. WIERZBICKI, A. SOBKOWIAK, W. H. TRZECIAK

wy jednoodmianowe, dajgce wyzszy plon z jednostki powierzchni uprawy [1, 32].
Czynnikiem powodujgcym bezptodnosc sgrowniez S-RNazy.W celach hodowlanych
u tytoniu i rzepaku uzyskano rosliny meskosterylne, dzieki wprowadzeniu do roslin
skonstruowanych w tym celu genéw-hybryd. Geny te ztozone sg z genu kodujgcego
RNaze (TI zAspergillus oryzae lub bamazy zBacillusamyloliguefaciens) ipromotora
powodujacego ekspresje kontrolowanego przez siebie genu w tapetum - warstwie
wyscietajacej woreczek pytkowy. Poniewaz gen ten ulega ekspresji tylko w tapetum,
nastepuje zniszczenie wytgcznie tej tkanki i nie dochodzi do wytworzenia pytku.
Przeksztatcone w ten sposob rosliny, zawierajgce geny-hybrydy, majg wiele cennych
wiasciwosci hodowlanych.

UWAGI KONCOWE

Cechg wspb6lng omowionych Rysbaz pochodzacych z drobnoustrojow i roslin
kwiatowych jest ich cytotoksycznos¢. Wszystkie te biatka wykazuja specyficzng
aktywnos$¢ rybonukleolityczng w stosunku do réznych rodzajow rRNA. Skutkiem
tej aktywnos$ci enzymatycznej jest unieczynnianie rybosomoéw, co biologicznie ma-
nifestuje sie, zaleznie od pochodzenia Ryshazy badz zwalczaniem konkurencyjnych
komoérek (Kolicyny), badz dziataniem przeciwwirusowym (RIP) lub ochrong przed
samozaptodnieniem (S-RNazy).

Enzymy te sg wydzielane zewnatrzkomérkowo, a ich przedostawanie sie przez
ostony lub btony do komérek docelowych jest niedostatecznie wyjasnione. Za-
gadnienie to jest bardzo istotne ze wzgledu na mozliwos$¢ zastosowania Rysbaz
w celach praktycznych, np. wyhodowaniu roslin odpornych na wirusy i ich odmian
samosterylnych oraz wykorzystaniu ich wiasciwosci przeciwnowotworowych ianty-
wirusowych (HIV) w terapii.

LITERATURA

[1] BROOTHAERTS W, JANSSENS GA, PROOST P, BROEKAERT WF. cDNA cloning and
molecular analysis of two self-incompatibility alleles from apple. Plant Mol Biol 1995; 27:
499-511.

[2] CAPPADOCIA M, HEIZMANN P, DUMAS C. Tissue printing and its applications in
self-incompatibility studies. Plant Mol Biol 1993; 23: 1079-1085.

[3] CLARKE AE, NEWBIGIN E. Molecular aspects of self-incompatibility in flowering plants.
Annu Rev Genet 1993; 27: 257-279.

[4] D’ALESSIO G. New and cryptic biological messages from RNases. Trends Cell Biol 1993; 3:
106-109.



RYSBAZY 61

[5] DODDS PN, BONIG I, HE DU, RODIN J, ANDERSON MA, NEWBIGIN E, CLARKE A E.
S-RNase gene of Nicotiana alata is expressed in developing pollen. Plant Cell 1993; 5:
1771-1782.

[6] ELZEN VAN DEN PJ, WALTERS HH, VELTKAMP E, NIJKAMP HJ. Molecular structure
and function of the bacteriocin gene and bacteriocin protein of plasmid Clo DF13. Nucl Acids
Res 1983; 11:2465-2477.

[7] GLUCK A, ENDO Y, WOOL IG. Ribosomal RNA identity elements for Ricin A-chain
recognition and catalysis. Analysis with tetraloop mutants. J Mol Biol 1992; 226:4117124.
[8] GLUCK A, ENDO Y, WOOL IG. The ribosomal RNA identity elements for ricin and for
a-sarcin: mutations in the putative CG pair that closes a GAGA tetraloop. Nucl Acids Res 1994;

22: 321-324.

[99JERMANN TM, OPITZ JG, STACKHOUSE J,BENNER SA. Reconstructing the evolutionary
history of the artidactyl ribonuclease superfamily. Nature 1995; 374: 57-59.

[10] LACADENA J, MANCHEO JM, MARTINEZ-RUIZ A, MARTINEZ DEL POZO A, GAS-
SET M, ONADERRA M, GAVILANES JG. Substitution of histidine-137 by glutamine
abolishes the catalytic activity of the ribosome-inactivating protein a-sarcin. BiochemJ 1995;
309:581-586.

[11] LEE-HUANG S, HUANG PL, HSIANG-FU KUNG, BAO-QUN LI, HUANG PL, HUANG
P, HUANG HI, HAO-CHIA CHEN. TAP 29: An anti-human immunodeficiency virus protein
from Trichosanthes kirilowii that is nontoxic to intact cells. Proc Natl Acad Sei USA 1991; 88:
6570-6574.

[12] LEE HYUN-SOOK, HUANG S, KAO TEH-HUI. Sproteins control rejection of incompatibile
pollen in Petunia inflata. Nature 1994; 367:560-563.

[13]LIM-X, YEUNG H-W, LIAN-PING PAN, CHAN SI. Trichosanthin, apotent HIV -1 inhibitor,
can cleave supercoiled DNA in vitro. Nucl Acids Res 1991; 19:6309-6312.

[14] LING J, WANG YL, WANG TP. Clevage of supercoiled double-stranded DNA by several
ribosome-inactivating proteins in vitro. FEBS Lett 1994; 345: 143-146.

[15] LODGE JK, KANIEWSKI WK, TUMER NE. Broad-spectrum virus resistance in transgenic
plants expressing pokeweed antiviral protein. Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90:7089-7093.

[16] MANCHENO JM, GASSET M, LACADENA J, MARTINEZ DEL POZO A, ONADERRA
M, GAVILANES JG. Predictive study of the conformation of the cytotoxic protein a-sarcin: A
structural model to explain a-sarcin-membrane interaction. J Theor Biol 1995; 172:259-267.

[17] MARCHANT A, HARTLEY MR. Mutational studies on the a-sarcin loop of Escherichia coli
23S ribosomal RNA. Eur J Biochem 1994; 226: 141-147.

[18] MATTON DP, NASS N, CLARKE AE, NEWBIGIN E. Self-incompatibility: How plants
avoid illegitimate offspring. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 1992-1997.

[19] MATTON DP, MAU S-L, OKAMOTO S, CLARKE AE, NEWBIGIN E. The S-locus of
Nicotiana alata: genomic organization and sequence analysis of two S-RNase alleles. PlantMol
Biol 1995; 28:847-858.

[20] MURFETT J, ATHERTON TL, MOU B, GASSER CS, McCLURE BA. S-RNase expressed
in transgenic Nicotiana causes S-allele-specific pollen rejection. Nature 1994; 367:563-566.

[21]MURFETT J, BOURQUE JE, McCLURE B A. Antisense suppression of S-RNase expression
in Nicotiana using RNA polymerase IlI- and Ill-transcribed gene constructs. Plant Mol Biol
1995; 29:201-212.

[22] MURFETT J, EBERT PR, HARING V, CLARKE AE. An S-RNase promoter from Nicotiana
alata functions in transgenic N. alata plants but not Nicotiana tabacum. Plant Mol Biol 1995;
28:957-963.

[23] OHGI K, TAKEUCHI M, IWAMA M, IRIE M. Enzymatic properties of mutant enzymes at
Trp49 and Tyr57 of RNase Rh from Rhizopus niveus. J Biochem 1996; 119: 9-15.

[24] PERENTESIS JP, MILLER SP, BODLEY JW. Protein toxin inhibitors of protein synthesis.
BioFactors 1992; 3: 173-184.



62 A. WIERZBICKI, A. SOBKOWIAK, W. H. TRZECIAK

[25] REISBIG R, OLSNES S, EIKLID K. The cytotoxic activity of Shigella toxin. Evidence for
catalytic inactivation of the 60S ribosomal subunit. J Biol Chem 1981; 256: 8739-8744.

[26] ROYO J, KUNZ C, KOWYAMA Y, ANDERSON M, CLARKE A, NEWBIGIN E. Loss of
a histidine residue at the active site of S-locus ribonuclease is associated with self-compatibility
in Lycopersicon peruvianum. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 6511-6514.

[27] SONCIN F. Angiogenin supports endothelial and fibroblast cell adhesion. Proc Natl Acad Sci
USA 1992; 89: 2232-2236.

[28] SZEWCZAK AA, MOORE PB, CHAN Y-L, WOOL IG. The conformation of the sarcin/ricin
loop from 28S ribosomal RNA. Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90: 9581-9585.

[29] TAYLOR CB, BARIOLA PA, Del CARDAYRE SB, RAINES RT, GREEN PJ. RNS2: A
senescence-associated RNase of Arabidopsis that diverged from the S-RNases before specia-
tion. Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90: 5118-5122.

[30] YOULE RJ,NEWTON D, WU Y-N, GADINA M, RYBAK SM. Cytotoxic ribonucleases and
chimeras in cancer therapy. Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 1993; 10:
1-28.

[31] YOULE RJ, WU Y-N, MIKULSKI SM, SHOGEN K, HAMILTON RS, NEWTON D,
D’ALESSIO G, GRAVELL M. RNase inhibition of human immunodeficiency virus infection
of H9 cells. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 6012-6016.

[32] Informacja biezgca 1997; Internet, http://www.protein.osaka-u.ac.jp/chemistry/kagaku-
e.html

Redaktor prowadzacy - Maria Olszewska

Otrzymano: 14.07. 1997 r.
Przyjeto: 25.08. 1997 r.
Adres autora: ul. Swiecickiego 6, 60-781 Poznan,


http://www.protein.osaka-u.ac.jp/chemistry/kagaku-

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 25, NR 1, 1998 (63-73)

ROZPAD APARATU FOTOSYNTETYCZNEGO
W TRAKCIE STARZENIA SIE LISCI

THE DECOMPOSITION OF PHOTOSYNTHETIC APPARATUS
DURING THE SENESCENCE OF LEAVES

Grzegorz JACKOWSKI

Zaktad Fizjologii Ro$lin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznan

Streszczenie: Starzenie jest koricowa fazg ontogenezy lisci, bezpo$rednio poprzedzajaca ich $mier¢ i
opadanie. W toku starzenia nastepujg zmiany degeneracyjne ultrastruktury szeregu organelli komérko-
wych, jednak procesy degradacji zachodza na najwigksza skale w chloroplastach. Zanikanie wielu biatek
chloroplastowych oraz barwnikéw fotosyntetycznych prowadzi do catkowitego rozpadu aparatu foto-
syntetycznego. Masowemu zanikaniu sktadnikéw chloroplastéw towarzyszy indukcja ekspresji starze-
niowo-specyficznych biatek, produktéw starzeniowo-specyficznych genéw. W ostatnich latach
zgromadzono wiele nowych danych dotyczacych mechanizméw zanikania i degradacji waznych biatek
chloroplastowych i chlorofilu, a takze scharakteryzowano niektére starzeniowo-specyficzne geny.

Stowa kluczowe: starzenie, lis¢, chloroplast, btona tylakoidowa, degradacja, zanikanie, biatko, chlorofil,
programowana $mier¢ komoérkowa

Summary': Senescence is a final phase of leaf ontogenesis that occurs just prior to the leaves death and
abscission. During the course of senescence numerous subcellular organelles show signs of deterioration
but the most evident decomposition events take place inside chloroplasts. The disappearance and
degradation of many chloroplast proteins and photosynthetic pigments results in a total disruption of
photosynthetic machinery. The massive degradation is accompanied by the increase in abundance of
senescence-associated proteins, the products of senescence-associated genes. In the last few years
considerable progress has been achieved with regard to the mechanisms underlying the disappearance
and degradation of seminal chloroplast proteins and chlorophyll. Some senescence-associated genes have
been characterized.

Key words: senescence, leaf, chloroplast, thylakoid membrane, degradation, disappearance, protein,
chlorophyll, programmed cell death
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WSTEP

Koncowga faze ontogenezy liscia stanowi jego starzenie. W komérkach starze-
jacych sie lisci dochodzi do powaznych zmian ekspresji gendw i przebiegu procesow
metabolicznych, ktérych konsekwencjg jest rozpad struktur subkomérkowych, a
w koncu $mier¢ i opadanie liscia. Metabolity i zwigzki odzywcze nagromadzone
w lisciu w trakcie wczes$niejszych faz jego ontogenezy sg podczas starzenia hy-
drolizowane, a produkty hydrolizy wycofywane i wykorzystywane do budowy
struktur innych organéw, dopiero wkraczajagcych w faze wzrostu lub dojrzatosci,
np. mtodszych lisci, kwiatow, owocow czy nasion. Liscie moga wkracza¢ w faze
starzenia w odpowiedzi na abiotyczne i biotyczne sygnaty srodowiskowe, takie
jak zacienienie lub ciemno$¢, wysoka dawka Swiatta, deficyt substancji mineralnych
w glebie, susza, a takze atak organizmu patogennego [7,39,54]. Jesli takie sygnaty
nie naptywaja, liScie wchodzg w faze starzenia po osiggnieciu okre$lonego wieku
[25], a pojawieniem sie syndromu starzeniowego sterujg regulatory wzrostu. Sg
wsréd nich zaréwno liczne substancje promujgce starzenie, np. kwas jasmonowy
ijego pochodne, etylen oraz kwas abscysynowy [4,49,52], jak i regulatory o aktyw-
nosci anty starzeniowej, amianowicie cytokininy iich rybozydy [40,41]. W przypadku
dobrze rozpoznanego modelu starzenia sie lisci soi ustalono, ze do inicjacji starzenia
dochodzi w rezultacie zmniejszenia sie strumienia rybozydu dwuhydrozeatyny do-
cierajacego zkorzeni do liscia. Niezbedne jest takze odebranie przez li$¢ pozytywnego
sygnatu starzeniowego, ktérego zrodem - podobnie jak sygnatu obnizajacego poziom
cytokininy w korzeniach - sg nasiona dojrzewajgce w strgku [41]. Natura chemiczna
czasteczek sygnalnych produkowanych przez nasiona nie zostatajeszcze wyjasniona.

Starzeniu sie lisci towarzyszg liczne degeneracyjne zmiany ultrastruktury organelli,
zwtaszcza bton, jednak procesy rozpadu sa najlepiej widoczne w chloroplastach.
Sg one konsekwencjg degradacji wielu elementéow aparatu fotosyntetycznego, tzn.
biatek, lipidéw i barwnikéw fotosyntetycznych; jednym z najbardziej charaktery-
stycznych symptomdw starzenia liscia jest jego zOikniecie, spowodowane inten-
sywnym katabolizmem chlorofilu [34]. W przebiegu starzenia w chloroplastach
dominuja procesy rozpadu i degradacji, ale starzenie jest sekwencjg wydarzeri obej-
mujacg nie tylko zanikanie réznych sktadnikow aparatu fotosyntetycznego, ale i
wybidrczag ekspresje specyficznych genéw i biatek [54]. W ciggu ostatnich kilku
lat uzyskano wiele nowych danych dotyczacych kinetyki i mechanizméw zanikania
biatek strukturalnych i enzymatycznych chloroplastu oraz zidentyfikowano niektore
sposréd gendéw indukowanych specyficznie w toku proceséw starzeniowych [13,42].
Jednoczesnie osiggnieto zasadniczy przetom w badaniach nad enzymatyka i we-
wnatrzchloroplastowg kompartmentacjg towarzyszgcego starzeniu szlaku katabo-
lizmu chlorofilu [12]. Przedmiotem niniejszego opracowania jest przeglad tych
dokonan.
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ZANIKANIE BIALEK CHLOROPLASTOWYCH

W trakcie starzenia lisci stwierdza sie spadek poziomu bardzo znacznej liczby
biatek chloroplastowych, czemu towarzyszy obnizanie sie wydajnosci procesow
fotosyntetycznych wyrazajgce sie, miedzy innymi, spadkiem intensywnos$ci produkcji
tlenu i asymilacji CO? [53]. Zanikanie biatek chloroplastowych jest procesem o
kluczowym znaczeniu dla realizacji ontogenetycznej funkcji starzenia, jakg jest
odzywianie mtodych organéw produktami hydrolizy makromolekut pochodzacych
ze starzejgcych sie lisci. Szacuje sig, ze ok. 90% puli azotu odprowadzanego ze
starzejgcego sie liScia stanowi azot pochodzenia chloroplastowego. Wiekszosc¢ tej
puli jest wykorzystywana dla syntezy de novo aparatu fotosyntetycznego miodego
liscia [33]. Wyniki wielu doSwiadczern sugerujg, ze gtéwng przyczyna spadku in-
tensywnosci fotosyntezy w starzejgcych sie lisciach jest spadek poziomu karbo-
ksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBP) [14], stanowigcej u
niektorych gatunkéw ok. 50% rozpuszczalnego biatka lisci [5]. ROwniez inne, ope-
rujace w stromie, biatka enzymatyczne zwigzane z faza ciemniowa fotosyntezy
zanikajg lub tracg aktywnos$¢ wraz z postepami procesu starzenia; dotyczy to np.
dehydrogenazy triozofosforanowej [18] ikinazy rybulozo-5-fosforanu [5,6]. Bardzo
wyraznie spada, mierzony immunologicznie, poziom biatek bion tylakoidowych
zaangazowanych w fotosyntetyczny transport elektronéw i fotofosforylacje. Dane
potwierdzajace te prawidtowo$¢ uzyskano w przypadku cytochromu f [ 18, 21,
33] oraz polipeptydéw a i @podjednostki CF| syntazy ATP. Spada takze poziom
polipeptyddw gtéwnej anteny energetycznej PSIlI - LHCII [19, 21, 23, 33] oraz
polipeptydow wewnetrznych anten energetycznych i rdzenia centrum reakcji PSII
i PSI [43]. Tempo spadku poszczegdlnych polipeptydoéw LHCII (LHCPII) jest nie-
jednakowe, co jest przyczyna tego, ze juz po krotkich czasach starzenia w lisciach
jeczmienia stwierdza sie zmienione, w poréwnaniu do lisci nie starzejacych sie,
stosunki stechiometryczne tych polipeptydéw [23]. Konsekwencja zmian stosunkéw
stechiometrycznych wigzacych LHCPII sg modyfikacje struktury LHCII na poziomie
trimerycznych subkomplekséw, wyrazajace sie spadkiem wzglednej reprezentacji
subkomplekséw wzbogaconych w szybciej zanikajagce LHCPII [23]. Wielu badaczy
uwaza, ze poziom LHCPII, niezaleznie od wewnetrznego zréznicowania kinetyki
ich zaniku, spada w starzejgcych sie lisciach wolniej niz poziom wewnetrznych
anten energetycznych PSII - kompleksow chlorofil a - biatko CP47 i CP43, a
dowodzi¢ tego majg liczne obserwacje posrednie, wskazujace, ze postepowi sta-
rzenia towarzyszy spadek stosunku iloSciowego chlorofil a/ chlorofil b w btonach
tylakoidowych [19, 33, 46]. Poglad ten musi jednak budzi¢ powazne watpliwosci,
poniewaz trudno sobie wyobrazi¢, w jaki sposéb mogtyby utrzymywac integralnos¢
strukturalng czgstki fotosystemu Il (PSIl) zawierajgce zlokalizowany peryferycznie
LHCII, natomiast pozbawione rdzenia (CP47 + CP43). Ponadto intensywniejsza
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kinetyka zaniku polipeptydow CP47 i CP43 (psbB/psbC) wobec LHCPII nigdy
nie zostata udowodniona bezpos$rednio [22, 43]. Oznaczenia zmian stosunku ste-
chiometrycznego chlorofil a/chlorofil b oczyszczonych czgstek PSU sugeruja, ze
mamy raczej do czynienia z sytuacjg odwrotng, tzn. LHCPII zanikajg szybciej
niz pshB/psbC [22]. Spadek stosunku chlorofil a/ chlorofil b stwierdzany dla cat-
kowitych bton tylakoidowych moze zatem odzwierciedla¢ np. wyzsze tempo zaniku
fotosystemu | (PSI) w poréwnaniu do PSII; w starzejagcych sie lisciach fasoli i
ryzu PSI zanika rzeczywiscie szybciej niz PSII [29].

W przypadku karboksylazy/oksygenazy RuBP, LHCPII oraz cytochromu f udo-
wodniono, ze réwnolegle ze spadkiem mierzonego immunologicznie poziomu tych
biatek w starzejagcych sie lisciach jeczmienia i fasoli ma miejsce spadek ekspresji
sekwencji kodujacych te biatka [1,21], co dowodzi, ze starzeniowo-specyficzny
zanik tych waznych biatek chloroplastowych jest regulowany na poziomie trans-
krypcji. Z kolei zawartos¢ biatka psbA (dawniej okres$lanego jako D) jest re-
gulowana na poziomie stabilnosci (degradacji) biatka, na co wskazuje obserwacja,
iz poziom psbA spada do zera juz na bardzo wczesnych etapach starzenia lisci,
mimo iz transkrypty DNA kodujgcego to biatko sg wykrywalne az do ostatnich
faz starzenia [21]. Nie jest wykluczone, ze zanik karboksylazy/oksygenazy RuBP
jest czesciowo regulowany na poziomie posttranskrypcyjnym (by¢ moze przez de-
gradacje), poniewaz w toku starzenia sie lisci jeczmienia kinetyka zaniku tego
biatka nie jest scisle skorelowana z kinetyka spadku ekspresji sekwencji kodujgcych
[21]. Co ciekawe, wydaje sie ze duza i mata podjednostka enzymu zanikajg w
toku starzenia w niejednakowym tempie [21, 55]. Jesli rzeczywiScie poziom kar-
boksylazy/oksygenazy RuBP moze by¢, przynajmniej czeSciowo, regulowany po-
przez jego degradacje, to pojawia sie interesujace pytanie: jak wytlumaczyé
niejednakowe tempo degradacji podjednostek operujgcych przeciez jako holokom-
pleks w tym samym przedziale chloroplastu (stromie) i w jednakowym stopniu
dostepnych dla proteaz? Nie jest wykluczone, ze odpowiedzig na to pytanie jest
istnienie odrebnych enzyméw proteolitycznych, trawigcych starzeniowo-specyficz-
nie podjednostki enzymu z niejednakowa wydajnoscig. W stromie chloroplastow
grochu wykryto co prawda metaloproteaze (zalezng od Zn2+), zdolng do trawienia
duzej podjednostki karboksylazy/oksygenazy RuBP, a jednoczes$nie niezdolng do
hydrolizy mniejszej podjednostki [3, 57], jednak na razie nie ma zadnych danych
na temat ewentualnej starzeniowo-specyficznej ekspresji tej proteazy. Starzenio-
wo-specyficzny wzrost aktywnosci stwierdza sie natomiast u licznych gatunkow
roslin dla innych proteaz, trawigcych szersze spektrum substratéw, np. endopeptydaz
[8]. Wzrost ten moze by¢ skutkiem aktywacji transkrypcji odpowiednich genow
- u Arabiclopsis i kukurydzy juz na wczesnych etapach starzenia pojawiajg sie,
nieobecne wdojrzatych lisciach, transkrypty sekwencji homologicznych do sekwencji
zwierzecych iroslinnych proteaz cysteinowych [17, 32, 50]. Aktywacja transkrypcji
gendéw proteaz cysteinowych jest jednym z przyktadéw potwierdzajgcych teze, iz
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starzenie jest procesem, w trakcie ktdrego dochodzi nie tylko do zaniku okreslonych
biatek, ale i do uruchomienia specyficznej informacji genetycznej. Zidentyfikowano
juz kilka starzeniowo-specyficznych gendw ibiatek, ale sg one w wiekszo$ci zwigzane
z procesami innymi niz rozpad aparatu fotosyntetycznego [13, 16, 27, 42, 50, 51].

Nie wiadomo, jakiej natury sygnaty decydujg o wyborze biatek przeznaczonych
do zaatakowania przez proteazy, ustalono natomiast, ze pewng role w kierowaniu
juz wybranych biatek do strawienia moze odgrywac proces ubikwitynacji. Sta-
rzeniowo-specyficzna aktywacja ubikwitynacji jest wynikiem uruchomienia trans-
krypcji genéw poliubikwityny i enzymu koniugujgcego ubikwityne [2, 10, 11].
Wiekszo$¢ enzymdw proteolitycznych wchodzacych w sktad proteasoméw trawia-
cych biatka wyznakowane ubikwityng nalezy do rodziny proteaz treoninowych [2],
nie sg to wiec biatka tozsame z opisanymi powyzej proteazami cysternowymi;
na razie nie wiadomo, czy proteazy treoninowe proteasomoéw sg biatkami starze-
niowo-specyficznymi czy konstytutywnymi.

W ostatnich latach ujawniono obecno$¢ w chloroplastach kilku nowych proteaz
ATP-zaleznych, w tym enzyméw homologicznych wobec niezwykle intensywnie
badanych bakteryjnych proteaz CIpA oraz FtsH [31, 44, 57]. Rola chloroplastowych
homologéw CIpA i FstH w starzeniu lisci pozostaje jednak niejasna [20].

DEGRADACJA CHLOROFILU

Degradacja chlorofilu i bedace jej konsekwencjg zdtkniecie lisci (rys. 1) jest
znanym od dziesiecioleci objawem starzenia, jednak pierwsze informacje dotyczace
szlaku katabolizmu chlorofilu w starzejgcych sie tkankach uzyskano dopiero w
ciggu ostatnich Kkilku lat. Degradacje chlorofilu zawsze poprzedza obnizenie tempa
jego biosyntezy, ale nie ustalono jeszcze, ktérych enzymow biosyntetycznych dotyczy
obnizenie ekspresji i na jakim poziomie biosyntezy biatka zachodzg procesy re-
gulacyjne [12]. Pierwszym etapem degradacji chlorofilu najprawdopodobniej jest
enzymatyczne odciecie tancucha fitolu i przeksztatcenie w ten sposob chlorofilu
w chlorofilid. Reakcje te katalizuje chlorofilaza, enzym uczestniczacy takze w pro-
cesie syntezy chlorofilu [12]. Uwolniony fitol podlega w obecnosci singletowego
tlenu oraz rodnikéw ponadtlenkowych dalszym procesom degradacyjnym, a ich
produktami sa liczne izoprenoidy, doktadnie scharakteryzowane w przypadku sta-
rzejacych sie lisci owsa i pietruszki [45]. Dalsze losy tych izoprenoidéw pozostajg
nieznane. Drugi produkt defitylacji chlorofilu - chlorofilid ulega natomiast pro-
cesowi dechelatacji, tzn. odszczepienia Mg2+. Produktem reakcji jest feoforbid,
a katalizuje jg dechelataza, enzym opisany z chloroplastéw rzepaku [30]. Odszcze-
pienie reszty alkoholu metylowego estryfikujacej pierscief karboksycykliczny zwig-
zany z 1l pier$cieniem pirolowym moze by¢ kolejnym etapem degradacji. W wyniku
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Rys. 1. Degradacja chlorofilu w starzejacych sie lisciach jeczmienia. W zdzbtach dziesieciodniowych
siewek jeczmienia (Hordeum vulgare L.) indukowano procesy starzenia przez odciecie od ro$liny macie-
rzystej i inkubacje¢ w ciemnosci, w zlewkach z woda, przez 0-8 dni

tego procesu mogtaby powstawaé porfiryna o nazwie pirofeoforbid [12], a dalsze
etapy procesow katabolicznych obejmowatyby degradacje szkieletu porfirynowego.
Wiekszo$¢ badaczy uwaza jednak, ze juz na etapie feoforbidu nastepuje rozpad
szkieletu porfirynowego, a pierwszy etap rozpadu ma katalizowaé¢ enzym roboczo
nazwany dioksygenazg feoforbidu, opisany z chloroplastow starzejacych sie lisci
jeczmienia [36, 48]. Produkt dioksygenacji feoforbidu jest juz zwigzkiem bezbarw-
nym, podobnie jak wszystkie dalsze metabolity chlorofilu. Udowodniono, ze dio-
ksygenaza jest biatkiem starzeniowo-specyficznym, pojawiajgcym sie dopiero w
starzejagcych sie chloroplastach [47]. Czynnikiem aktywujgcym dioksygenaze jest
zredukowana ferredoksyna [48]. Obserwacja ta interesujgco koreluje z faktem, ze
w trakcie starzenia lisci kukurydzy nastepuje specyficzna aktywacja ekspresji genu
kodujacego biatko o wysokim stopniu homologii sekwencyjnej do ferredoksyny
[50]. W przeciwienstwie do dioskygenazy feoforbidu, chlorofilaza i dechelataza
sg konstytutywnymi enzymami chloroplastowymi [47], udowodniono jednak, ze
chloroplasty lisci nie starzejgcych sie zawierajg nieaktywng forme obu enzymow.
Starzeniowo-specyficzna aktywacja chlorofilazy i dechelatazy wymaga nie zakd-
conej syntezy na rybosomach cytoplazmatycznych jakiego$, nieznanego jeszcze,.
czynnika regulacyjnego [56].
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Wszystkie trzy scharakteryzowane dotgd enzymy katabolizmu chlorofilu - chlo-
rofilaza, dechelataza i dioksygenaza - sg zlokalizowane w otoczce chloroplastowej
[36, 37]. Jest to fakt zaskakujgcy, zwazywszy, ze chlorofil pozostaje, w formie
komplekséw barwnikowo-biatkowych, wytgcznie w btonach tylakoidowych. Nie-
ktérzy badacze sugeruja, ze czasteczki chlorofilu, oddysocjowawszy na wczesnych
etapach starzenia od wigzacych je biatek, sg transportowane przezjakie$ starzeniowo-
specyficzne biatko do miejsca degradacji, tj. otoczki chloroplastowej [37].

Dlaczego w ogole chlorofil jest degradowany w trakcie starzenia? Takie pytanie
jest, wbrew pozorom, zupeinie uzasadnione. O ile bowiem zwigzki zawierajgce
azot uwolniony z degradowanych biatek starzejgcych sie lisci sg bardzo istotnym
budulcem dla mtodych organdw rosliny, o tyle azot zawarty w czasteczkach chlorofilu
stanowi w skali liscia zaledwie 3-5% puli azotu pochodzenia biatkowego [35],
trudno zatem méwi¢ o istotnej roli troficznej azotu chlorofilowego. Sadzi sie, ze
katabolizm chlorofilu jest strategig ochrony przed niebezpieczenstwami wynika-
jacymi z pojawienia si¢ w chloroplastach tego zwigzku w wolnej chemicznie postaci,
po oddysocjowaniu w trakcie starzenia od wigzacych go biatek. Niezwigzany w
formie kompleksow barwnikowo-biatkowych chlorofil staje sie czagsteczkag foto-
dynamiczng, ktdra moze, w obecnosci tlenu tripletowego (30 9), generowac tlen
singletowy (]0 2),czynnik o wielkiej sile destrukcji wobec srodowiska komdrkowego
(zdolny do inicjowania peroksydacji lipidow btonowych, niekontrolowanej degra-
dacji biatek itp.) Niekontrolowana destrukcja r6znych komponentéw komérkowych
spowodowana obecnoscig 10 5 mogtaby skutecznie zaburzy¢ przebieg procesu sta-
rzenia, ktéry - cho¢ obejmuje gtéwnie procesy degradacji - jest degradacjg kon-
trolowang, uzalezniongdo niezaktdconej biosyntezy hiatka, metabolizmu posredniego
i produkcji energii metabolicznej [35].

Roéwnolegle z rozktadem chlorofilu w starzejacych sie lisciach degradowane
sg karotenoidy, tempo ich destrukcji jest jednak wyraznie nizsze od tempa destrukcji
chlorofilu i wtasnie ta okolicznos¢ oraz fakt, ze juz po Kilku reakcjach katabolicznych
chlorofil przeksztatcany jest w bezbarwne pochodne, decyduje o przebarwieniu
starzejagcych sie lisci na zotto [12]. Czerwona lub purpurowa barwa starzejacych
sie lisci niektorych gatunkow roslin jest natomiast konsekwencjg intensywnej syntezy
antocyjanow i tanin [12].

Zanikanie biatek i barwnikéw fotosyntetycznych prowadzi do powaznych zmian
w ultrastrukturze chloroplastéw. Zmiany te zostaty dokladnie rozpoznane i wy-
czerpujgco opisane ponad dwadziescia lat temu, ultrastruktura chloroplastow sta-
rzejacych sie lisci jest wiec dziedzing badan nad procesami starzenia, w Ktorej
nie obserwuje sie juz znaczacego przyrostu nowych faktéw. We wczesnych fazach
starzenia lisci dochodzi do stopniowego rozpadu tylakoidow stromy, a nastepnie
tylakoidéw gran. Etapem przejsciowym w procesie degeneracji systemu tylakoi-
dowego moze by¢ u niektdrych gatunkdéw pojawianie sie wydtuzonych, luzno uto-
zonych tylakoidéw lub gesto upakowanych gran olbrzymich. Zanikowi systemu
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tylakoidéw towarzyszy rozpad ziaren skrobi. Na zaawansowanych etapach destrukcji
systemu tylakoidowego w stromie chloroplastowej pojawia sie znaczna ilo$¢ sudano-
i osmofilnych globuli, nazywanych plastoglobulami. Sg one miejscem akumulacji
produktow degradacji karotenoidéw (np. estrowych pochodnych karotenoidow)
oraz plastochinonéw i wolnych kwaséw ttuszczowych [12]. Ostatecznym rezultatem
postepujacej degeneracji chloroplastéw jest pekniecie otoczki i uwolnienie resztek
tresci organellum do Srodowiska wewnatrzkomorkowego [15].

CZY STARZENIE SIE LISCI JEST ROSLINNYM
PRZYKELADEM PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKOWEJ?

Od kilku lat wiadomo, ze ro$liny sg zdolne do uruchamiania w pewnych sytuacjach
programowanej $mierci komérkowej (PCD), ktérej przebieg, zaréwno na poziomie
cytologicznym jak i biochemicznym, nawigzuje do scenariusza zwierzecej PCD
[24, 26]. Najlepiej poznanym sposrod proces6w uwazanych za roslinne analogi
zwierzecej PCD jest odpowiedz lokalna (superczula) roslin na atak patogenu, po-
legajgca na kontrolowany m obumieraniu grupy komorek zaatakowanych przez szkod-
nika i ich usuwaniu, wraz z patogenem, poza obreb tkanki. PodobieAstwo odpowiedzi
lokalnej do zwierzecej PCD jest wielorakie i dotyczy np. istotnej roli, jakg odgrywa
w obydwu przypadkach wybuchowa produkcja reaktywnych form tlenu [28]. Row-
niez niektore roslinne procesy embriogenetyczne i histogenetyczne koresponduja
ze zwierzecg PCD przez istotng role degradacji DNA jagdrowego czy indukcji proteaz
cysteinowych [38]. Jak juz wspomniano, w przebiegu starzenia lisci stwierdza sie
indukcje ekspresji biatek o wysokiej homologii sekwencyjnej wobec proteaz cy-
steinowych [32, 50], a takze akumulacje agresywnych metabolicznie form tlenu
w chloroplastach [45]. Obserwacje te sq podstawg do wysuwania przez niektére
zespoty sugestii, iz starzenie sie lisci jest jedng z roslinnych wersji PCD [9].
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MOLEKULARNE MECHANIZMY
SAMONIEZGODNOSCI HOMOMORFICZNEJ
ZAPOBIEGAJACE SAMOZAPLODNIENIU ROSLIN
OKRYTONASIENNYCH

MOLECULAR MECHANISMS OF HOMOMORPHIC
SELF-INCOMPATIBILITY THAT PREVENT
SELF-FERTILIZATION OF ANGIOSPERM

Elzbieta KRZYWNICKA, Stanistaw KOWALCZYK

Zaktad Biochemii Instytutu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika, Torun

Streszczenie: Samoniezgodno$¢ jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie, funkcjonujgcym w
zenskiej tkance sporofitu, obejmujacym reakcje rozpoznania i odrzucenia pytku o okre$lonym genotypie.
Mechanizm samoniezgodnoS$ci oparty jest na interakcji produktéw locusa S pytku z analogicznymi
czasteczkami syntetyzowanymi w stupku. ldentyfikacja gendw locusa S w stupku u przedstawicieli
Solanaceae, Papaveraceae i Brassicaceae oraz poznanie wtasciwosci biochemicznych ich produktéw
pozwolito zaproponowaé¢ molekularne podstawy samoniezgodnos$ci. U przedstawicieli Solanaceae
podstawe mechanizmu stanowi S-RNaza odpowiedzialna za rozpoznanie niezgodnego pytku i zahamo-
wanie jego wzrostu w nastepstwie degradacji RNA. U Papaver rhoeas mechanizm ten zaktada reakcje
niskoczgsteczkowego biatka syntetyzowanego w szyjce stupka z biatkiem receptorowym pytku prowa-
dzacag z kolei do uruchomienia w pytku wapniowego szlaku sygnalizacyjnego. U przedstawicieli
Brassicaceae w mechanizmie rozpoznania i odrzucenia uczestniczy uktad ztozony z biatka sekrecyjnego
i zwigzanej z btong plazmatyczng kinazy biatkowej, wspotdziatajgcych w odbieraniu sygnatu z pytku i
przenoszacych informacje do wnetrza komérek wyrostkowych znamienia. Na podstawie liczby alleli S,
ktérych produkty ekspresji determinuja niezgodno$¢ w pytku, samoniezgodno$é rozpatrywana jest jako
gametofityczna badz sporofityczna.

Stowa kluczowe: samoniezgodnos$¢, locus S, S-RNaza, receptorowa kinaza serynowo/treoninowa

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6P04C 050 09 oraz grantu UMK 349-B
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Summary: Self-incompatibility is a genetically controlled mechanism for self-recognition that results in
rejection of self pollen by the female tissue of the sporophyte. Self-incompatibility involves the interaction
of molecules produced by the S locus in pollen with those present in the pistil. Identification of genes at
the S locus in the Solanaceae, Papaveraceae and Brassicaceae has allowed development of molecular
models for self-incompatibility based on the biochemical properties of the products of these genes. In
the Solanaceae, a model involves S-RNases which are responsible for both recognition of incompatibile
pollen tubes and direct inhibition of their growth. In Papaveraceae, a mechanism is based on a low
molecular weight stylar protein activating a calcium-mediated signaling system in the pollen tube. In
Brassicaceae, the recognition and rejection mechanisms involve signal transduction mediated by
extracellular receptors and membrane-bound protein kinase localized in plasma membrane of the
stigmatic papillae. Self-incompatible systems are described as either sporophytic or gametophytic based
on the number of S-allele expressed by the pollen grain.

Key words: self-incompatibility, locus S, S-RNase, serine/threonine receptor kinase

WSTEP

Ponad 70% roslin okrytonasiennych wytwarza kwiaty obupiciowe, ktérych bu-
dowa na ogo6t sprzyja samozapyleniu mogacemu prowadzi¢ do zaptodnienia wsob-
nego. Znane powszechnie zjawisko depresji wsobnej przypuszczalnie uniemoz-
liwitoby osiggniecie sukcesu ewolucyjnego roslin okrytonasiennych, gdyby nie doszto
do wyksztatcenia mechanizmow samoniezgodnosci (self-incompatibility). Samonie-
zgodnos¢ okreslana réwniez jako niezgodno$é wewnatrzgatunkowa, definiowana
jest jako niezdolnos$¢ do wytworzenia zygoty w wyniku samozapylenia. Terminem
tym obejmuje sie takze wyksztatcone u niektérych roslin cechy morfologiczne kwiatu
utrudniajgce samozapylenie (heterostylia, herkogamia) czy czasowe rozdzielenie
pici (dichogamia) majgce zapobiega¢ samozapyleniu. Przystosowania te okreslane
sg mianem samoniezgodnos$ci heteromorficznej w odréznieniu od samoniezgodnosci
homomorficznej opartej na kontrolowanym genetycznie mechanizmie molekularnym
zapobiegajacym samozaptodnieniu. Mechanizm samoniezgodno$ci homomorficznej
umozliwia selekcje pytkéw padajacych na znamie stupka i nie dopuszcza do za-
ptodnienia przez pytek o niewtasciwym genotypie. Na poziomie molekularnym
mechanizm ten musi zatem obejmowac reakcje rozpoznania oraz reakcje odpo-
wiedzi, ktérych efektem bedzie akceptacja bgdz odrzucenie pytku.

Pierwsze propozycje dotyczgce sposobu funkcjonowania mechanizmu samonie-
zgodnosci nawigzywaly do interakcji antygenu z przeciwciatami. Hipoteza ta za-
ktadata obecnosé w pytku i stupku biatek strukturalnie komplementarnych. Biatko
»antygenowe” pyitku bytoby rozpoznawane przez ,przeciwciato” produkowane w
stupku, a reakcja odrzucenia miataby przypomina¢ reakcje immunologiczng. W
innej koncepcji proponowano, ze w pytku i stupku sg obecne identyczne biatka
w formie dimerow, ktore w przypadku samozapylenia tworzytyby tetramery petnigce
funkcje induktora badz represora okreslonych gendéw.
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Do potowy lat osiemdziesigtych wiekszo$¢ prowadzonych badan zmierzata gtow-
nie w kierunku poznania genetycznej kontroli samoniezgodnos$ci. Metodami krzy-
zowan genetycznych ustalono, ze samoniezgodno$¢ wystepuje u co najmniej 71
rodzin i oszacowano, ze obejmuje do 50% wszystkich roslin kwiatowych. Stwier-
dzono ponadto, ze u wiekszosci gatunkéw samoniezgodno$¢ kontrolowana jest ge-
netycznie przez pojedynczy wieloalleliczny locus S (selj) uwazany obecnie przez
wielu autoréw za najbardziej polimorficzny roslinny locus. O stopniu jego zréz-
nicowania moze $wiadczy¢ chociazby fakt, ze u 1000 roslin gatunku Oenothena
organensis stwierdzono az 38 alleli locusa S [cyt. za 94]. To wyjatkowe zréznicowanie
mogto nasuwac przypuszczenie, ze locus S tworzy pojedynczy cistron, a geny S
réznig sie tylko niewielkimi zmianami sekwencji badz ze locus S utworzony jest
z wielu cistronéw, miedzy ktérymi moze zachodzi¢ rekombinacja.

Analiza genetyczna mutantow, u ktérych w wyniku napromieniowania lub che-
micznych czynnikdw mutagennych zanikta zdolno$¢ rozpoznawania i odrzucania
wilasnego pytku, postuzyta do sformutowania roboczej hipotezy zaktadajacej tréj-
czesSciowa budowe locusa S [63]. Hipoteza tréjsktadnikowej budowy zakiada, ze
locus S zbudowany jest z trzech strukturalnie odrebnych czesci funkcjonalnie $cisle
ze sobg powiazanych. Zgodnie z tym locus S zawieratby wspolny dla stupka i
pytku sktadnik odpowiedzialny za specyficznos¢ allelu, a ponadto cze$¢ aktywujaca
specyficzno$¢ allelu S w stupku oraz cze$¢ aktywujaca specyficzno$¢ allelu w
pytku. Na rysunku 1 schematycznie pokazano wspotdziatanie produktéw trzech
gendw locusa S w reakcji samoniezgodnosci. Produkty gendw swoiste dla stupka
i pytku aktywuja biatko odpowiedzialne za specyficzno$é reakcji uczestniczac w
ten sposdb w mechanizmie rozpoznania. Czesci te mogtyby dziatac jak biatka cha-
peronowe indukujace zmiany konformacji, badz jako czesci komplementarne umo-
zliwiajgce interakcje biatek S w stupku i pytku. W innej wersji tej hipotezy
proponowano, ze locus S zawiera dwa geny kodujace biatka aktywujgce w stupku
i pytku, majace dodatkowo wspdlng czes¢ determinujgcg specyficznos¢ locusa S
badz ze biatko Sjest produktem jednego genu zawierajacego 3 domeny funkcjonalne.
Mimo ze hipoteza Lewisa [63] nie zostata ostatecznie zweryfikowana, a to gtéwnie
z powodu niewielkiego postepu badar nad identyfikacja biatek S w py#ku, to przez
wiele lat wyznaczata gtowne kierunki poszukiwan biochemicznych podstaw samo-
niezgodnosci.

Obecnie przyjmuje sie powszechnie poglad, ze ekspresja takiego samego allelu
S w stupku i pytku osiadtym na jego znamieniu prowadzi do rozpoznania pytku
jako niezgodnego i w konsekwencji staje sie przyczyna reakcji odrzucenia. Jednakze
juz obserwacje sprzed pot wieku wskazywaty, ze u przedstawicieli Solanaceae i
Cruciferae funkcjonuja dwa r6zne mechanizmy genetycznej kontroli samoniezgod-
nosci. Te dwa typy samoniezgodnosci, noszgce obecnie nazwe samoniezgodnosci
gametofitycznej i samoniezgodnosci sporofitycznej, byty krotko opisane przed pieciu
laty w Post. Biol. Kom. [4]. Niniejsza praca w swojej zasadniczej czesci nawigzuje
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locus S

biatko aktywujace bialko determinujace spe- biatko aktywujgce spe-
specyficzno$é w pytku cyficzno$¢ w pytku i stupku cyficzno$¢ w stupku

stupek

reakcja rozpoznania tagiewka pytkowa

Rys. 1. Schemat ilustrujacy wspétdziatanie produktéw tréjsktadnikowego locusa S w reakcji samonie-
zgodnosci, zaproponowany schemat ilustruje hipoteze Lewisa [63] w wersji zaktadajacej, ze trzem
sktadnikom locusa S odpowiadajg trzy geny

do referatéw wygtoszonych w ramach konferencji pt. Frontiers in Plant Biology:
How Plants Communicate, zorganizowanej w 1996 roku na Michigan State Uni-
versity. W ostatnim piecioleciu pojawito sie tez w literaturze Swiatowej szereg
mniej lub bardziej wyczerpujacych prac przegladowych prezentujgcych postepy
badan w tym zakresie [20, 22, 29, 42, 66, 92, 102].

SAMONIEZGODNOSC GAMETOFITYCZNA

Samoniezgodno$¢ gametofityczna (SG) jest genetycznie dobrze opisana u przed-
stawicieli 15 rodzin, a u dalszych 45 rodzin jej wystepowanie jest prawdopodobne,
chociaz nie zostalo jeszcze dostatecznie udokumentowane. Wydaje sie wiec, ze
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SG jest najpowszechniejszym rodzajem
samoniezgodnos$ci u roslin okrytona-
siennych. Na poziomie molekularnym
SG badana byta u przedstawicieli na-
stepujacych pieciu rodzin: Solanaceae,
Rosaceae, Poaceae, Scrophulariceae i
Papaveraceae. U wiekszos$ci badanych
przedstawicieli wymienionych rodzin
SG jest kontrolowana przez pojedynczy
locus, ale juz u niektérych Gramineae
SG zdeterminowana jest przez 2 loci,
a u Ranunculaceae (Ranunculus acris)
i Chenopodiaceae (Beta vulgaris) nawet
przez 3 lub 4 loci [29, 42, 94]. Na ry-
sunku 2 przedstawiono schematycznie
mechanizm genetycznej kontroli SG u
Solanaceae. Zgodnie z tym schematem,

fenotyp pytku zdeterminowany jest
przez haploidalny genotyp mikrospory
i jej komoérek potomnych, a wiec jest
[HERIVEZRY 2 GENBRYREM RytkY. W Wy~

niku interakcji produktow takich sa-
mych alleli pytku i stupka nastepuje

zahamowanie wzrostu tagiewki (rys. 2).

Rys 2 Schemat ilustruJacy geneiycz,a kontrole
samoniezgodnos$ci gametofitycznej przez wieloal-
leliczny locus S. Biatko S pytku, produkt haploidal-
B8 e SR sy R A A KA Fa Y.
morek stupka. Reakcja samoniezgodnosci jest wy-
nikiem interakcji biatek S takich samych alleli S
py.ku" s,upka 6 1531 zmodyfikowane)

Zgodnie z powyzszym, tylko pytek o

genotypie S3 nie zostanie odrzucony

przez stupek rosliny charakteryzujacej sie genotypem SjS9. Badania biochemiczne,
poparte w latach dziewiecdziesigtych wynikami biologii molekularnej, wykazaty,
ze SG obejmuje co najmniej dwa odrebne mechanizmy [22, 31, 53, 54, 83, 84,
94]. Bedg one przedstawione w dwdch kolejnych podrozdziatach.

IDENTYFIKACJA | WEASCIWOSCI BIALEK S
U PRZEDSTAWICIELI RODZINY PSIANKOWATYCH

Poczatkowo strategia badan biochemicznych polegata na prébach identyfikacji
biatek S w stupku i pytku, ktérych obecnos$¢ byta skorelowana z odpowiednimi
allelami S w krzyzéwkach genetycznych. Identyfikacja biatek S stupka jest sto-
sunkowo tatwa, bowiem biatka te iloSciowo dominujg w ekstraktach szyjki stanowigc
nawet do 20% catkowitej ilo$¢ biatek [9]. Z jednej szyjki mozna uzyska¢ nawet
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do kilku mikrogramow biatek S. Poszczeg6lne biatka alleli S dobrze rozdzielaja
sie w zelu poliakrylamidowym z SDS, co do pewnego stopnia odzwierciedla duzg
zmiennos$¢ ich struktury pierwszorzedowej [9, 49].

Pierwszg glikoproteing, ktérej sekwencja N-konca postuzyta do identyfikacji
cDNA, byto biatko allelu S2tytoniu Nicotiana alata [2]. Wkrdtce po tym sklonowano
cDNA odpowiadajgce allelom S31i S6 z N. alata [3, 58], a takze ustalono sekwencje
biatek S z Petunia inflata [1, 17], Solanum chacoense [116], Solanum tuberosum
[56], Lycopersicon peruvianum [108]. Obecnie znane sg sekwencje cDNA dla ponad
30 biatek S z siedmiu gatunkéw rodziny Solanaceae, a ponadto struktura pier-
wszorzedowa biatek S przedstawicieli Rosaceae [8], Scrophulariaceae [117] i Papa-
veraceae [28].

Glikoproteiny o masie czasteczkowej od 23 do 34 kDa, izolowane z ekstraktow
stupka, charakteryzujg sie na ogét wiasciwosSciami zasadowymi [1, 49, 51, 59,
67]. Metodami immunochemicznymi oraz metoda hybrydyzacji mRN A dowiedziono,
ze biatka S wystepujg zewnatrzkomoérkowo i to zarbwno w tkance transmisyjnej
stupka, jak tez na powierzchni znamienia oraz w warstwie epidermalnej placenty
[3, 18].

Kosegregacja biatek S z odpowiednimi allelami, lokalizacja tkankowa oraz sko-
relowana w czasie z reakcjg odrzucenia synteza biatek S wskazywaty na ich role
w samoniezgodno$ci. Faktycznie jednak dopiero mozliwos$ci klonowania i trans-
formowania genéw S jednoznacznie dowiodly stusznosci wczesniejszych zatozen.
Lee i wsp. [62] skonstruowali gen, ktéry za promotorem genu S3 miat wigczony
w potozeniu antysensownym fragment cDNA kodujacy okoto 70% biatka S3. Takim
zmienionym genem transformowano P. inflata o genotypie S2S3. W ekstrakcie
biatkowym stupka roslin transgenicznych obserwowano obnizony poziom biatka
S2 i S3 lub catkowity brak biatka S3, co w efekcie prowadzito do braku reakcji
odrzucenia pytku o genotypie S3. W tym samym laboratorium udato sie stran-
sformowac P. inflata o genotypie SjS2 genem S3 w pozycji wiasciwej. W tym
przypadku wykazano, ze ros$lina transgeniczna obok biatek Sj i S2 syntetyzowata
biatko S3 i oprocz pytkdw Sj i S2 odrzucata takze pytek o genotypie S3.

Obydwa rodzaje doSwiadczen, w ktérych roslina transgeniczna utracita lub nabyta
zdolno$¢ rozpoznania pytku o witasciwym genotypie, prowadzg do wniosku, ze
biatka S sg konieczne i wystarczajagce do wystgpienia reakcji samoniezgodnosci.

Na rysunku 3 przedstawiono schemat struktury pierwszorzedowej biatek S opra-
cowany na podstawie znanych sekwencji 19 biatek zidentyfikowanych u przed-
stawicieli Solanaceae [1, 2, 3, 8, 16, 56, 116]. Wszystkie biatka majg na N-koricu
sekwencje sygnatowag skierowujgcg biatko do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Pep-
tyd sygnatowy w wiekszosci przypadkéw tworzg 22 aminokwasy, przy czym frag-
menty konserwatywne zawierajg seryne, leucyne i proling - aminokwasy prze-
rywajgce strukture helikoidalng. Szczego6towa analiza struktury pierwszorzedowej
biatek S prowadzi do wyodrebnienia dwoch hydrofilowych regionéw, oznaczonych
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N. alata

L. peruvianum

P. inflata
P. hybrida

S. chacoense

S. tuberosum

Rys. 3. Schemat budowy genu rybonukleazy S (S-RNazy) wraz z sekwencjg aminokwasowg charaktery-
stycznych domen. Opracowano na podstawie danych uzyskanych dla 19 biatek poznanych u sze$ciu
przedstawicieli Solanaceae (wg [53, 87, 92, 108], zmodyfikowane)

na schemacie jako HVa i HVb, odznaczajgcych sie wysokim stopniem zmiennosci
(HV - high variability). W 19 dojrzatych biatkach S te dwa regiony, utworzone
odpowiednio przez 18 i 11 aminokwasow, zawierajg az 8 z 17 pozycji calego
biatka charakteryzujacych sie najwiekszg zmiennoscig (rys. 3) [46, 58]. Stopienh
zmiennosci region6éw HYV sugeruje, ze moga one tworzy¢ zewnetrzng czes¢ struktury
biatek S determinujac ich specyficzno$¢ oraz ze uczestniczg w bezposredniej in-
terakcji z odpowiednimi biatkami S pytku. Regiony oznaczone na schemacie jako
C-lI do C-5 reprezentujg sekwencje wysokokonserwatywne, spos$rédd ktorych C-I,
C-4 i C-5 jako najbardziej hydrofobowe tworzg przypuszczalnie rdzen struktury
biatka [16,47]. Niektorzy autorzy przypuszczaja, ze domena C-1petni istotng funkcje
w interakcji biatka z tagiewka pytkowga i by¢ moze bierze udziat w transporcie
biatka do tagiewki.Sporg niespodzianka okazata sie analiza sekwencji hydrofilowych
domen C-2 i C-3, ktére zaskoczyty badaczy wysokim stopniem homologii z aktyw-
nymi regionami rybonukleazy T2 z Aspergillus oryzae [57]. Z czasem okazato
sie, ze podobnie wysoki stopien homologii tgczy biatka S z rybonukleazami z
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réznych tkanek roslinnych [71]. To odkrycie stato sie zresztg nowym, waznym
impulsem w badaniach roslinnych RNaz, a szczegdlnie ich roli w samoniezgodnosci
oraz procesach starzenia i gtodzenia [38]. Dzisiaj juz wiadomo, ze wszystkie poznane
sekwencje biatek S zawierajg w 100% konserwatywny fragment IHGLWP wokot
histydyny-38 i prawie tak samo konserwatywny fragment w poblizu histydyny-103
(rys. 3). Obie reszty histydyny majg zasadnicze znaczenie dla aktywnosci RNazy
[57]. Zwraca uwage réwniez fakt, ze 4 sposrod 8 reszt cysteiny zajmuja identyczne
pozycje we wszystkich RNazach i tworzg mostki dwusiarczkowe w enzymie z
A. oryzae [57, 92].

Aktywno$¢ RNazowa biatek S zostata potwierdzona po raz pierwszy na oczy-
szczonych glikoproteinach z ekstraktu stupka N. alata i P. inflata [10, 69, 93].
Trzy biatka S z P. inflata charakteryzujace sie 73-80% identycznoscig sekwencji,
wykazujg bardzo podobne wilasciwosci kinetyczne i podobng aktywno$¢ RNazy
[93]. Aktywno$é RNazowa biatek S stanowi od 40 do 86% catkowitej aktywnosci
RNaz ekstraktu szyjki stupka N. alata i jest od 100 do 1000 razy wyzsza niz
aktywno$¢ w ekstrakcie stupka z samozgodnego tytoniu N. tabacum [69]. McClure
i wsp. [68] znakujgc izotopowo in situ pytkowy RNA stwierdzili, ze w krzyzowym
zapyleniu rRNA pozostaje nienaruszony, natomiast w przypadku samozapylenia
ulega degradacji. Wyniki te, mimo ze sg bardzo sugestywne, nie udzielity jednak
odpowiedzi na pytanie, czy degradacja RNA jest przyczyng zatrzymania wzrostu
tagiewki czy tez skutkiem. RNA moze bowiem ulega¢ hydrolitycznej degradacji
w wyniku pekniecia Sciany tagiewki i wylania sie zawartosci do miedzykomorkowej
matriks stupka, co na ogét ma miejsce w reakcji odrzucenia. Gray i wsp. [37]
obserwowali in vitro wnikanie S-RNaz do kietkujacych ziaren pytku oraz po-
twierdzili, ze towarzyszy temu hamowanie syntezy biatka w fagiewce, jednakze
nie stwierdzili zaleznej od genotypu selektywnos$ci wnikania S-RNaz. Autorzy nie
potwierdzili rébwniez zaktadanej wcze$niej specyficznosci substratowej wzgledem
okre$lonych mRNA, jaka na przyktad ma miejsce w przypadku endonukleaz re-
strykcyjnych. Brak selektywnosci transportu S-RNaz do tagiewki moze wynikac
z nienaturalnych warunkéw in vitro, ale moze tez wskazywac, ze jeszcze inne
biatka sgq konieczne do wystgpienia samoniezgodnosci.

Rola S-RNaz w reakcji samoodrzucenia zostata jednoznacznie potwierdzona w
badaniach genetycznych. P. inflata o genotypie S]S2 transformowano zmutowanym
genem S3, w ktdrym tréjke zasad kodujgca histydyne-38 zastgpiono trojka kodujaca
asparagine. W wyniku tych zmian syntetyzowane biatko S3 nie wykazywato aktyw-
nosci RNazy, a roélina transgeniczna nie odrzucata pyitku o genotypie S3 [44].
Interesujgce wyniki uzyskali takze Murfett i wsp. [73]. Dzieki zastosowaniu silnego
promotora genu chitynazy z pomidora powiodta im sie ekspresja genu S z N. alata
w samozgodnej chimerycznej ro$linie powstatej ze skrzyzowania N. alata z N.
langsdorffii. Ekspresji genu S w samozgodnej roslinie towarzyszyto pojawienie
sie reakcji odrzucania pytku o okreslonym genotypie. Uzyskane wyniki autorzy
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interpretuja jako dowdd, ze S-RNaza zawiera elementy konieczne do wystgpienia
zar6wno reakcji rozpoznania, jak tez reakcji odrzucenia.

U dwéch odmian dziko rosngcego pomidora Lycopersicon peruvianum réznigcych
sie tym, ze jedna jest samozgodna, a druga samoniezgodna, stwierdzono obecno$¢
homologicznych biatek S, ktérych sekwencja jest identyczna w 78%. W biatku
S odmiany samozgodnej histydyna-38 w nastepstwie mutacji zostata zastgpiona
przez asparaging. Mutacja ta dotyczyta zamiany tylko pojedynczego nukleotydu
w trojce CAC, w ktérej C zostata zamieniona na A. W wyniku tej naturalnej
mutacji syntetyzowane biatko S utracito wiasciwosci katalityczne RNazy i w ten
spos6b z rosliny samoniezgodnej powstata odmiana samozgodna [87, 108].

Obecnie proponowane sg dwa rézne mechanizmy funkcjonujace w rozpoznaniu
i ewentualnym zahamowania wzrostu fagiewki pytkowej. W pierwszym z nich za-
ktada sie, ze produkt locusu S w pytku jest specyficznym receptorem rozpoznajgcym
S-RNaze homologicznego locusu S w stupku (rys. 4 A). S-RNaza po wniknieciu
do tagiewki pytkowej degraduje rRNA iprzypuszczalnie tez mRNA [39]. Koncepcje
swoistego receptora rozpoznajacego okreslong S-RNaze potwierdzajg niektore ob-
serwacje. Skonstruowano gen kodujgcy biatko S3, w ktérym histydyne-103 w
regionie C-3 zastgpiono argining, a nastepnie tak zmodyfikowanym genem trans-
formowano rosline o genotypie S2S3. Okazato sie, ze zmienione biatko S3, mimo
ze nie wykazywato aktywnosci RNazy, znaczaco ostabiato reakcje odrzucenia pytku
S3. Efekt ten ttumaczony jest jako wynik konkurowania wtasciwego i zmienionego
biatka S3 o miejsce na receptorze w btonie tagiewki pytkowej [54, 70].

W modelu zaproponowanym przez Thompsona [102] zaktada sie, ze produkt
allelu S w pytku jest inhibitorem RNazy. W tym mechanizmie rozpoznanie nie
odbywa sie na receptorze, ale zachodzi dopiero po wniknieciu S-RNaz do tagiewki
pytkowej (rys. 4 B). Zgodnie z tym modelem inhibitor syntetyzowany w pyitku
powinien tworzy¢ kompleks z domeng determinujaca specyficznos¢ biatka badz
zdomeng katalityczna RNazy. W pierwszym przypadku nastepuje interakcja miedzy
domenami specyficznosci, w drugim reakcja jest mniej swoista i prowadzi do za-
hamowania aktywnos$ci kazdej z S-RNaz. Mechanizmem tym prébuje sie ttumaczy¢
wyniki eksperymentéw, w ktérych w wyniku manipulacji na hodowlach tkankowych,
z diploidalnej samoniezgodnej rosliny otrzymano ro$line tetraploidalng z czeSciowo
zniesiong samoniezgodnos$cig. Pytek takiej tetraploidalnej rosliny byt odrzucany
tylko wtedy, gdy miat dwa identyczne allele, np. SjSj lub S2S2, natomiast nie
byt odrzucany pytek o genotypie SjS2 (Kao TH - doniesienie ustne).

Jak juz wspomniano wczesniej, wszystkie poznane biatka S zawierajg od 1
do 5 charakterystycznych sekwencji (Asn-X-Tre/Ser) okres$lajacych miejsce po-
tencjalnej N-glikozylacji [94]. R6zna liczba miejsc glikozylacji, a takze stwierdzane
powszechnie zréznicowanie w cze$ci cukrowcowej, byty od poczatku rozwazane
jako elementy determinujgce specyficzno$¢ biatek S odrézniajace jedno biatko od
drugiego. W celu weryfikacji tej hipotezy zmodyfikowano gen S3 z P. inflata,
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Rys. 4. Modele ilustrujgce mechanizmy reakcji rozpoznania pytku o okreslonym genotypie na podstawie

interakcji biatek S pytku i stupka: a - biatko S pytku peini role receptora btonowego rozpoznajacego i

transportujacego do tagiewki S-RNaze bedaca produktem takiego samego allelu S w stupku; b - biatko

S w pytku jest swoistym inhibitorem S-RNaz majacym dodatkowo domene specyficznos$ci rozpoznajaca
S-RNaze takiego samego allelu S stupka (wg [39, 102], zmodyfikowane)

majacy tylko jedno miejsce glikozylacji, zastepujac asparagine w pozycji 29 kwasem
asparaginowym. Tak zmutowanym genem trasformowano rosline o genotypie SjS2.
Transgeniczna P. inflata syntetyzowata normalny poziom nieglikozylowanego biatka
S3,a mimo to catkowicie odrzucata pytki o genotypie S3 [65]. Wyniki doswiadczen
sugeruja, ze specyficzno$¢ S-RNaz nie jest zwigzana z cze$cig cukrowcowg, tylko
wynika z pierwszorzedowej struktury biatka. Jak juz wspomniano wyzej, poten-
cjalnymi regionami mogacymi odpowiadaé za specyficzno$¢ S-RNaz sg fragmenty
HVa i HVb. W celu zweryfikowania tego zatozenia skonstruowano chimeryczny
gen, w ktdrym obydwa regiony HVa i HVb genu S3 oraz fragment zawarty miedzy
nimi zastgpiono odpowiednimi regionami genu S,. W innej modyfikacji gen S3
miatl zastgpiony tylko region HVb przez taki sam region genu Sj.Okazato sie,
ze produkty obu genéw chimerycznych w transformowanej ro$linie o genotypie
S2S2 wykazywaty aktywno$¢ RNazy, a mimo to nie rozpoznawaty ani pytku S3,
ani Si [54]. Wyniki te sugeruja, ze regiony HV sg konieczne, chociaz niewystarczajace
w determinacji specyficznosSci oraz ze sama domena katalityczna S-RNazy jest
niewystarczajgca do wystgpienia reakcji rozpoznania i odrzucenia. Tak wiec na
razie brak jest jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, ktére elementy glikoprotein
S sg odpowiedzialne za reakcje rozpoznania.
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ZAKEOCENIA WEWNATRZPYLKOWEGO
ROZMIESZCZENIA JONOW WAPNIA, PODSTAWA
REAKCJI ODRZUCENIA U MAKU POLNEGO

Identyfikacja biatek S ze znamienia maku polnego (Papaver rhoeas) [34] po-
przedzajgca sklonowanie genu Sj [28] doprowadzita do wykrycia odrebnego me-
chanizmu biochemicznego w obrebie SG. Biatka glikozylowane S o masie
czasteczkowej 16,7-16,8 kDa stanowig tutaj zaledwie 0,5-1 % catkowitej iloSci biatek
wyrostkdw znamienia. Biatka te pojawiajg sie w znamieniu kilka dni przed za-
pyleniem, by osiggnaé najwyzszy poziom w przededniu pylenia. W odrdznieniu
od biatek u przedstawicieli rodziny Solanaceae, biatko S z P. rhoeas nie ma aktyw-
nosci RNazy [30], a takze nie wykazuje zadnej znaczacej homologii z biatkami
Sroslin z grupy SG [28]. Gen Sjtransformowany do E. coli dawat zrekombinowane
biatko wykazujace in vitro aktywnos$¢ biologiczng przejawiajgca sie hamowaniem
kietkowania pytku [28]. Obecnie przypuszcza sie, ze w tym przypadku mechanizm
zatrzymania wzrostu tagiewki pytkowej wigze sie ze wzrostem stezeniajon6w wapnia
w jej cytoplazmie. Biatko S z ekstraktu znamienia [33], a takze zrekombinowane
biatko S z E. coli [32] wywotuje przejSciowy wzrost stezenia jonéw wapnia w
pytku samoniezgodnym i powoduje zatrzymanie wzrostu tagiewki. Taki mechanizm
moga réwniez potwierdzac obserwacje, z ktérych wynika, ze wzrost tagiewki mozna
zatrzymac¢ w wyniku podniesienia stezenia jonéw wapnia w jej cytoplazmie. Moze
to nastagpi¢ np. na skutek uwolnienia jonéw wapnia z jego komplekséw wpro-
wadzonych uprzednio do wnetrza tagiewki. Biatko S znamienia indukuje réwniez
fosforylacje biatka o masie czgsteczkowej 26 kDa w pytku samoniezgodnym. Fo-
sforylacja wydaje sie by¢ zalezna od wapnia i kalmoduliny [88]. W ostatnim czasie
z btony plazmatycznej pytku wyizolowano biatko tworzgce kompleksy z biatkiem
S znamienia. Wigzanie to, jak sie jednak okazuje, nie jest selektywne i dlatego
proponuje sig, ze nowe biatko moze byc¢ jedynie elementem pomocniczym hipo-
tetycznego receptora [40].

SAMONIEZGODNOSC SPOROFITYCZNA

W samoniezgodnosci sporofitycznej (SS) fenotyp pytku nie jest zdeterminowany
przez haploidalny genotyp tak jak w SG, lecz przez diploidalny genotyp rosliny
macierzystej (rys. 5). Zgodnie z powyzszym zaklada sie, ze w pytku biatka S
sg produktami obu homologicznych alleli S komorek tapetum i sg whudowywane
do egzyny jeszcze w pylniku badz ze ich synteza zachodzi w diploidalnej komaorce
macierzystej pytku wczesniej, zanim zajdzie mejoza. Tak wiec kazdy z pytkow
mimo ze genotypowo jest haploidalny, fenotypowo niesie produkty obu homolo-
gicznych alleli S rosliny macierzystej. Rozpoznanie pyitku jako samoniezgodnego
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Rys. 5. Schemat ilustrujacy genetyczng kontrole
samoniezgodnosci sporofitycznej. Biatka S pytku
(fenotyp), produkty ekspresji homologicznych alleli
S diploidalnych komérek sporofitu (tapetum), spo-
tykajg na znamieniu stupka dwa biatka S, bedace
réwniez produktami diploidalnych komérek sporo-
fitu. Reakcja samoniezgodnosci wystgpi w sytuacji,
gdy spotka si¢ chociaz jedno biatko allelu S pytku z
biatkiem takiego samego allelu S stupka. Na poka-
zanym schemacie tylko pytek o genotypie S3i feno-
typie S3S4 nie zostanie odrzucony przez znamie
rosliny o genotypie S]S2 (wg [53], zmodyfikowane)

zachodzi wtedy, gdy pytek i stupek nio-
sgchociaz jeden taki sam allel. W krzy-
z6wkach genetycznych obserwowano,
ze w SS przewaza kodominacja alleli
S, chociaz mogg tez wystepowac za-
leznosci dominacji. Na ogdt kodomi-
nacja alleli ma miejsce w znamieniu,
natomiast w pytku moze wystepowac
kodominacja badz dominacja [42].
Zrdznicowane zaleznoSci miedzy alle-
lami S w pytku utrudniaty analize krzy-
z6wek genetycznych i dlatego tez
ogromnie pomocna okazata sie metoda
samozapylania pakéw kwiatowych w
okresie poprzedzajgcym pojawienie sie
samoniezgodnosci. W wiekszoSci przy-
padkoéw synteza biatek S rozpoczyna sie
w stupku na 2-3 dni przed otwarciem
kwiatu, by osiggna¢ najwyzszy poziom
w przededniu pylenia. Stosowanie tej
metody pozwala uzyskac rosliny homo-
zygotyczne wzgledem specyficznego
allelu S, z ktérych w drodze krzyzo-
wania uzyskuje sie nastepnie hybrydy
Fl. Samoniezgodno$¢ mozna tez prze-
tamac czynnikami fizycznymi lub che-
micznymi, takimi jak: podwyzszona
temperatura, wyzsze stezenie C 02, sty-
mulacja elektryczna, traktowanie pytku
roztworem NaCl badZz cykloheksy-
midem [42].

Samoniezgodnos$¢ typu sporofitycznego stwierdzono u przedstawicieli nastepu-
jacych rodzin: Compositae, Cruciferae, Convolvulaceae, Betulaceae, Caryophyl-
laceae i Sterculiaceae. Na poziomie molekularnym SS badana jest u kilku gatunkdw
rodziny Cruciferae, gtéwnie jednak Brassica oleracea, Brassica campestris i Rap-
hanus sativus. Wyniki tych badan zebrano w kilku pracach przegladowych opub-
likowanych w ostatnich latach [21, 76, 77, 79, 107]. Rosliny charakteryzujace sie
SS maja ,,suche” znamie, ktérego wyrostki sg komdrkami aktywnymi sekrecyjnie.
Kondycja metaboliczna tych komorek istotnie wptywa na wystgpienie reakcji od-
rzucenia [42]. Sama odpowiedZ odrzucenia jest bardzo szybka, bowiem pytek albo
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w ogole nie Kkietkuje, albo kietkujgca tagiewka nie przenika przez warstwe pe-
ktynowo-celulozowg potozong pod kutykulg.

Obecnos¢ specyficznych biatek S w znamieniu kapusty zidentyfikowano po raz
pierwszy metoda elektroforezy i immunodyfuzji [82]. W nastepnych latach préby
identyfikacji SLSG (S-locus specific glycoprotein) podejmowane w Kilku pracow-
niach doprowadzity do ustalenia sekwencji aminokwasowej trzech biatek S z B.
campestris oraz trzech biatek S B. oleracea [27, 48, 74, 77, 85, 100]. Sklonowanie
genu S z B. oleracea w potowie lat osiemdziesigtych [75] zapoczatkowalo nowy
etap w badaniach SS. Efektem tych prac byto poznanie sekwencji biatek SLG
(S-locus glycoprotein) [12, 25, 80, 106]. Szczegdétowa analize sekwencji nukleo-
tydowej 9 poznanych SLG zainteresowany Czytelnik moze znalez¢ w pracach prze-
gladowych [21, 107]. Na rysunku 6 A pokazany jest schemat struktury
pierwszorzedowej SLG. Ogolnie sekwencje biatek SLG sg homologiczne w okoto
80% i wszystkie zawierajg 11-12 konserwatywnych reszt cysteinowych w regionie
C-koncowym. Charakterystyczne sa réwniez 4 regiony hydrofilowe zawarte miedzy
180 a 274 aminokwasem, bedace zarazem fragmentami najbardziej zr6znicowanymi
w poszczeg6lnych SLG. Sekwencja aminokwasowa tego regionu w réznych SLG
jest identyczna w okoto 40% (rys. 6 A), co sugeruje, ze specyficzno$é SLG moze
by¢ zakodowana w jego strukturze pierwszorzedowej. Wszystkie sekwencje SLG
maja 13 potencjalnych miejsc N-glikozylacji, sposr6d ktérych 4 sa konserwatywne
we wszystkich biatkach. Analiza taricuchéw cukrowcowych wykazata, ze SLG za-
wierajg oligosacharydy o budowie podobnej do tych, jakie wystepuja w gliko-
proteinach roslinnych nie zwigzanych z samoniezgodnoscig [21].

Na poczatku lat dziewieédziesigtych poznano sekwencje receptorowej kinazy
serynowo/treoninowej (ZmPKI) z korzeni kukurydzy [111], ktéra, jak sie okazato,
jest w 27% identyczna z SLG. Mimo ze rola tej kinazy biatkowej nie jest nadal
znana, to podobienstwo jej sekwencji z SLG wyraznie wskazywato kierunek dalszych
poszukiwan. Wkrotce potem odkryto, ze locus S obok genu SLG zawiera jeszcze
drugi gen, ktéry po sklonowaniu z homozygotycznej linii S6S6 B. oleraceae okazat
sie by¢ receptorowg kinazg serynowo/treoninowg - SRK (S-locus receptor kinase)
[97, 98]. Biatko SRK6 0 masie czgsteczkowej 98 kDa w czesci zewnatrzkomérkowej
jest w 90% homologiczne z SLG i podobnie zawiera tez 12 reszt cysteinowych
w potozeniu konserwatywnym w stosunku do SLG. W genie SRK6domena zewnatrz -
komdrkowa oddzielona jest intronem wielko$ci 896 pz od 20-aminokwasowej he-
likoidy btonowej (rys. 6 B). Cze$¢ wewnatrzkomdrkowg tworzy 5 egzonbéw z
wyraznymi 11 subdomenami. Subdomeny VI i VIII zawierajg sekwencje DLKVSN
oraz GTYGYMSPE charakterystyczne dla kinaz serynowo/treoninowych. Obydwa
geny, SLG i SRK potozone sa w obrebie tego samego locusa w odlegtosci okoto
40 kz i mieszcza sie wewnatrz fragmentu wielkos$ci 220-350 kz (rys. 6 B) [6,
76]. Podobnie wysoki, bo siegajacy rzedu 90%, stopien identycznos$ci stwierdzono
w obrebie pary gendow SLG3 i SRK3 [19], a takze recesywnych gendéw SLG2 i
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Rys. 6. Schemat budowy biatek SLG (S-locus glycoprotein) i SRK (S-locus receptor kinase): a -

sekrecyjne biatka SLG zawieraja 13 miejsc N-glikozylacji oraz 11-12 konserwatywnych reszt cysteino-

wych w czesci C-kohAcowej; b - schemat budowy locusa S zawierajacego gen SLG i gen SRK. Biatko

SRK w cze$ci zewnatrzkomoérkowej jest w 90% homologiczne z SLG, a w cze$ci wewnatrzkomoérkowej
zawiera domene kinazy biatkowej (wg [19, 21, 25, 107, 110, 118], zmodyfikowane)

SRK-, u B. oleracea [12]. W tym ostatnim przypadku recesywny gen SLG2 koduje
sekrecyjng glikoproteine zakotwiczong w btonie, ale pozbawiong domeny kinazy
biatkowej [101]. Recesywno$¢ locusa S2 wynika wiec prawdopodobnie z obecnosci
dodatkowej glikoproteiny obok pary gendw SLG2/SRK2 (rys. 7).

Geny SLG i SRK sg genami regulowanymi koordynacyjnie w wyrostkach zna-
mienia. Wspo6tzalezna ekspresja obu genow stata sie przyczyng zastepowania okre-
$lenia ,allele S” nazwg ,haplotyp S” [6].

Aktywnos$é kinazowa biatek SRK zostala potwierdzona po raz pierwszy przez
Goringa i Rothsteina [36] oraz Steina i Nasrallaha [99]. W pierwszym przypadku
autorzy sklonowali SRK9|0 z samoniezgodnej linii B. napus, a nastepnie zmo-
dyfikowali gen zastepujac lizyne w subdomenie Il alaning. Po stransformowaniu
E. coli okazato sig, ze reakcja autofosforylacji seryny itreoniny rzeczywiscie zachodzi
w biatku kodowanym przez niezmieniony gen, natomiast nie wystepuje w biatku
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Rys. 7. Model ilustrujacy interakcje biatka S pytku z biatkami SLG i SRK komoérek wyrostkowych
znamienia. Biatko S pytku w przypadku reakcji samoniezgodnosci indukuje powstawanie aktywnego
kompleksu SLG/SRK

zmodyfikowanym. Podobna zamiana konserwatywnej lizyny-524 na arginine w SRK6
B. oleracea dawata rdwniez w stransformowanej E. coli nieaktywng kinaze [99].

W ostatnich latach w réznych tkankach Arabidopsis thaliana odkryto rodzine
gendéw podobnych do SRK. Sa to biatka homologiczne w okoto 60% w czesci
zewngtrzkomorkowej i az w 76% w domenie kinazowej [26, 103, 104, 109]. Geny
ARK i RLK ulegajg ekspresji w réznych czesciach rosliny. Wyjatkiem jest gen
AtSj kodujacy kinaze biatkowg w wyrostkach znamienia [24, 110]. W zwiazku
z tym, ze A. thaliana jest ro$ling samozgodna, nalezy przypuszczaé, ze kinaza
AtSj nie uczestniczy bezposrednio w mechanizmie samoniezgodnos$ci, natomiast
moze gra¢ pewnga nieokreslong jeszcze role w interakcji pytek-stupek. Pewne wat-
pliwosci rodzg sie tez wokot gendw kodujgcych kinaze receptorowg (IPK) u lpomoea
trifida (Convolvulaceae), homologicznych réwniez z SRK. Geny te mimo duzego
podobieAstwa do SRK, nie wykazuja jednak $cistej korelacji z locusem S [29,
60].

Obok rodziny kinaz biatkowych homologicznych z SLG, duzym podobieristwem
do SLG odznacza sie takze grupa biatek noszgca obecnie nazwe SLR (S-locus
related) [5, 61, 90, 105]. Ekspresja tych genow jest taka samajak SLG ito zarbwno
w odniesieniu do miejsca jak tez fazy rozwojowej stupka. Biatka SLR zidentyfi-
kowano jednakze w znamieniu niektérych roslin samozgodnych, co sugeruje, ze
moga one funkcjonowa¢ w zapylaniu, ale przypuszczalnie nie uczestniczag w me-
chanizmie samoniezgodnosci.

Liczebnos$é i r6znorodno$¢ gendw pokrewnych do SLG uzmystawia, jak dalece
niekompletne sg informacje natemat molekularnych podstaw interakcji pytek-stupek.
Tym niemniej wydaje sie, ze dzisiaj nie budzi juz watpliwosci udziat sekrecyjnej
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glikoproteiny (SLG) jak tez transbtonowej kinazy serynowo/treoninowej (SRK) w
mechanizmie samoniezgodnos$ci sporofitycznej. Po pierwsze, ekspresja obu genow
skorelowana jest w miejscu i czasie z wystgpieniem reakcji samoniezgodnosci.
Biatka SLG akumulowane sg w duzych ilosciach w $cianach komoérek wyrostkowych
znamienia [52]. Z drugiej strony stwierdzono, ze drastycznemu zredukowaniu po-
ziomu SLG u pewnego mutanta B. campestris towarzyszy zanik reakcji samo-
niezgodnosci w znamieniu, przy réwnoczesnym braku zmian w pytku [81]. Mutacja
powyzsza, jak sie okazato, dotyczyta locusu SCFj uczestniczagcego w regulacji
transkrypcji SLG i SLR, jednakze nie SRK.

O koniecznos$ci wspdtdziatania SRK w mechanizmie samoniezgodnosci moze
Swiadczy¢ analiza sekwencji biatka SRK mutanta B. napus samozgodnej linii A10.
Okazato sie, ze cDNA allelu A10 nie zawiera 1 zasady, co sprawia, ze translacja
w tym miejscu ulega przerwaniu dajac biatko SRK skrdécone w czesci receptorowej
[35]. W ostatnim czasie wyselekcjonowano innego samozgodnego mutanta B. ole-
racea (Sfj), u ktérego w wyniku delecji powstat réwniez wadliwy gen SRK [78].
Przytoczone wyniki badan potwierdzajg zatem konieczno$¢ ekspresji obu genow
SLG/SRK, ktéra warunkuje wystepowanie reakcji samoniezgodnosci.

W sferze hipotez pozostaje nadal problem specyficznos$ci reakcji rozpoznania,
a takze problem mechanizmu reakcji odrzucenia. Zgodnie z og6lnymi zatozeniami,
w reakcji rozpoznania powinny uczestniczy¢ produkty alleli S syntetyzowane w
pytku badz wbudowane wcze$niej do egzyny. Obecnie przypuszcza sie, ze moga
to by¢ biatka, ktére albo modyfikujg SLG, ewentualnie petnig funkcje liganda indu-
kujgcego powstawanie aktywnego kompleksu SLG/SRK. Tworzenie aktywnego
kompleksu jest bardzo prawdopodobne zwazywszy, ze SLG sg biatkami sekrecyjnymi
mogacymi sie swobodnie przemieszcza¢ w $cianie komdrkowej. Zwigzanie liganda,
produktu odpowiedniego allelu S, pochodzgcego z pytku bedzie prowadzi¢ do utwo-
rzenia kompleksu dimerycznego typu SLG/SRK badZz tetramerycznego typu
SRK/SLG-SLG/SRK (rys. 7) aktywujgcego w wyrostkach cigg reakcji prowadzacych
do odrzucenia pytku [101]. Mechanizm aktywacji bytby wiec podobny do aktywacji
receptorowej kinazy tyrozynowej badz receptorowej kinazy serynowo/treoninowej
bedacej np. btonowym receptorem aktywowanym przez czynniki TGF(3 [41, 114].
W przypadku recesywnego locusa S2 B. oleracea aktywny kompleks zawieratby
dodatkowo nieaktywng SRK pozbawiong domeny wewnatrzkomaorkowej (rys. 7).

W ostatnim czasie badany byt gen SLA? (S-locus anther) w pylniku B. oleracea,
ktérego dwa transkrypty zidentyfikowano w komaérkach tapetum i w mikrosporze.
Autorzy przypuszczajg, ze translacja jednego z transkryptow, regulowana przez
drugi nie podlegajacy sktadaniu (splicingowi), daje biatko o masie czasteczkowej
7,5-1 OkDa [7]. Biatka o podobnej masie czasteczkowej byty izolowane juz wczesniej
z powierzchni pytku B. oleracea i B. napus [23, 43]. Biatka te majg 8 reszt cy-
steinowych w regionie C-koAcowym i reagujg z biatkami SLG i SLRj znamienia
[95]. Biatkiem kandydujacym do roli pytkowego liganda moze byé rowniez biatko
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SLL] (S-locus linked), ktérego gen podlega ekspresji w pylniku tylko u rosliny
samoniezgodnej [118]. W tym miejscu nalezy rowniez zaznaczy¢, ze niski poziom
ekspresji gendw SLG/SRK stwierdzany byt takze w pylniku, chociaz jak na razie,
brak jest jakichkolwiek sugestii odnosnie roli tych biatek w tym miejscu. Jak do-
tychczas brak jest rowniez jakichkolwiek jednoznacznych wynikéw, ktére mogtyby
sugerowac sposéb funkcjonowania mechanizmu reakcji odrzucenia pyitku samo-
niezgodnego. W najprostszym przypadku reakcja mogta by sie sprowadzaé do fo-
sforylacji syntetazy (13) glukanowej. Aktywowany w ten spos6b enzym syn-
tetyzowatby w komoérkach wyrostkowych kaloze, ktéra odcinajac pytek uniemozliwia
jego hydratacje. Inna mozliwo$¢ to indukowanie przez kinaze biatkowg syntezy
substancji hamujgcej kietkowanie pytku. Produkowanie takich substancji w stupku
byto juz postulowane przed wielu laty przez niektérych badaczy. Nie mozna takze
wykluczy¢ mozliwosci modyfikacji badz inakty wacji pewnych niezidentyfikowanych
jeszcze substancji adhezyjnych, ktore determinowatyby polamos$¢ pytku. Jak wia-
domo, poprzedzajaca kietkowanie polaryzacja pytku wigze sie ze zmianami stezenia
jondw wapnia oraz reorganizacjg cytoszkieletu w jego wnetrzu.

UWAGI KONCOWE

Poznane dotychczas molekularne mechanizmy samoniezgodnos$ci odnoszg sie
w zasadzie badz do procesu kietkowania pytku, badZz wczesnej fazy wzrostu tagiewki
pytkowej. Staje sie wiec zrozumiate, ze dalszy postep w poznawaniu mechanizmdow
samoniezgodnosci zalezy w duzym stopniu od zrozumienia szczeg6towych me-
chanizméw kietkowania pytku oraz ukierunkowanego wzrostu tagiewki prowadzg-
cego do zaptodnienia. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze w odniesieniu do
mechanizmu wzrostu tagiewki pytkowej funkcjonuje nadal szereg pogladow i to
nie tylko z powodu niewyjasnionej do koAca natury substancji sygnatowych skie-
rowujacych tagiewke do woreczka zalazkowego, ale takze z powodu niejasnego
mechanizmu wierzchotkowego wzrostu tagiewki. Lagiewka pytkowa, niezaleznie
od rodzaju stupka, zawsze ro$nie zewnatrzkomérkowo w $cianach komorkowych
tkanki transmisyjnej badz warstwy epidermalnej stupka otwartego. Dzisiaj juz wia-
domo, ze $ciany komdérkowe tworzgc tzw. zewngtrzkomérkowe matriks ECM (ex-
tracellular matrix) petnig aktywng funkcje w wielu procesach fizjologicznych, w
tym réwniez w ukierunkowanym wzroscie tagiewki. W interesujgcych dos$wiad-
czeniach, w ktérych $ledzono przemieszczanie sie mikrokuleczek lateksowych w
tkance transmisyjnej, wykazano, ze ich transport w ECM przypomina wzrost ta-
giewki pytkowej [89]. Wydaje sie wiec, ze chemotropowe ukierunkowanie tagiewKki
ma miejsce raczej w koncowej fazie wzrostu i ma na celu naprowadzenie tagiewki
do okienka woreczka zalazkowego [45]. W najblizszym czasie bedg zapewne po-
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dejmowane proby weryfikacji modelu wzrostu, w ktérym sktadniki sekrecyjne ECM
m.in. witronektyna wigzg sie z cytoszkieletem tagiewki poprzez zlokalizowane w
btonie plazmatycznej biatka receptorowe z rodziny integryn. Istote tego mechanizmu
stanowitaby tzw. adhezja zogniskowana (focal adhesion) wigzaca cytoszkielet ta-
giewki z ECM [50, 89].

W ostatnich latach podejmowane byty proby identyfikacji biatek sekrecyjnych
znamienia i szlaku transmisyjnego. Dotychczas wykazano, ze sg to glikoproteiny
nalezagce do biatek z rodziny AGP (arabinogalactan proteins), a ponadto biatka
bogate w galaktoze, biatka z rodziny ekstensyn bogate w hydroksyproline, a takze
biatka majace cechy ekstensyn i AGP [13,14]. Charakterystyczne wasciwos$ci oraz
proponowane funkcje biatek z poszczegélnych klas omdwione sg w pracy prze-
gladowej [91]. Szczegdlng uwage zwraca sie ostatnio na glikoproteiny TTS (trans-
mitting tissue-specific), ktére oprécz roli odzywczej mogtyby tez petni¢ funkcje
naprowadzania fagiewki do zalgzni [15, 112, 115].

W ierzchotkowy wzrost tagiewki uwarunkowany transportem pecherzykéw se-
krecyjnych, a takze zorganizowany ruch organelli ijader, zwracajg uwage badaczy
na cytoszkielet tagiewki [86]. Ostatnie lata przyniosty réwniez tutaj pewien postep
wyrazajacy sie m.in. whbiochemicznej identyfikacji szeregu sktadnikoéw cytoszkieletu,
w tym polipeptydéw miozyny i biatek pokrewnych z kinezynami i dyneinami [11,
72].

Niezaleznie od tego, czy przyjmiemy, ze wzrost apikalny tagiewki kontroluja
Sciany komodrkowe tgcznie z turgorem, czy tez, ze jest on kontrolowany przez
cytoszkielet, w obu przypadkach istotng role grajgjony wapnia. Jony wapnia sieciujg
bowiem pektyny, co w efekcie prowadzi do wzmocnienia $ciany wierzchotka ta-
giewki, a z drugiej strony aktywnie uczestnicza w reorganizacji cytoszkieletu. Tak
wiec rozmieszczenie oraz transportjonéw wapnia przez btone plazmatyczng tagiewki
jest obecnie jednym z najbardziej intensywnie badanych problemoéw zwigzanych
z zapylaniem i zaptodnieniem. Przeglad literatury na ten temat przedstawiono w
obszernej pracy przegladowej [96], a takze pracach z ostatnich lat [13, 64, 113].

Uwage zainteresowanych Czytelnikow pragniemy zwroci¢é réwniez na postep
badan nad rolg zwigzkéw fenolowych z grupy flawonoli, a takze dtugotaricuchowych
lipidbw w miedzykomorkowych interakcjach pytek-stupek [13, 65, 113].

Po oddaniu pracy do druku w jednym z ostatnich zeszytéw Science (1997; 276:
1563-1566) Ikeda i wsp. opublikowali prace zatytutowana: ,An aguaporin-like gene
required for the Brassica self-incompatibility response”. Wyniki przedstawione w
pracy prowadzg do wniosku, ze rola receptorowej kinazy biatkowej SRK polega
na regulowaniu droga fosforylacji aktywnosci kanatéw wodnych homologicznych
z akwaporynami A. thaliana, zlokalizowanych w btonie plazmatycznej komorek
wyrostkowych znamienia. Reakcja odrzucenia pytku samoniezgodnego moze zatem
polega¢ na braku mozliwos$ci hydratacji pytku padajgcego na ,,suche” znamie roslin
z rodziny Cruciferae.
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Streszczenie: Populacja krazacych komoérek B u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym obejmuje
zmienng co do wielko$ci subpopulacje majaca taka samg rekombinacje genéw VDJ IgH jak szpiczakowe
plazmocyty. Sg to klonotypowe komoérki B. Biologiczne znaczenie tej subpopulacji nie jest do konca
wyjasnione. Jest ona heterogenna i prawdopodobnie zawiera zar6wno nie-nowotworowe komoérki B, jak
i klonogenne, nowotworowe komérki B.Te ostatnie stanowig krazacy rezerwuar macierzystych komérek
szpiczakowych, umozliwiajacy szerzenie sie nowotworu. Oméwiono szereg cech, takich jak: ekspresja
antygenéw CD 34, CD 10, hiperdiploidia i nieprawidtowosci niektérych genéw, wskazujace na ztosliwy
charakter tych komorek B. Poruszono takze problem komdrki docelowej, w ktérej ma miejsce rozstrzy-
gajacy incydent (hit), decydujacy o ztosliwej transformacji.

Stowa kluczowe: szpiczak plazmocytowy, rekombinacje genéw immunoglobulinowych, klonotypowe i
klonogenne komérki B, pochodzenie szpiczakowych plazmocytéw.

Summary: Population of circulating multiple myeloma B cells contains variable subsets of cells with the
same VDJ IgH genes recombination as malignant plasma cells. They are clonotypic B cells. Biological
significance of this subpopulation is still unclear. It is heterogenous and it probably includes both normal
B cells and malignant clonogenic B cells. The last ones constitute a circulating reservoir of progenitor
multiple myeloma cells which facilitate spread of the neoplasm. Several features have been discussed,
such as: expression of CD 34 and CD 10 antigens, hyperploidy and abnormality of some genes which
indicate that these B cells are neoplastic. Attention was given to the problem of the target cell where the
main incident initiating malignant transformation takes place.
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Klon komérek nowotworowych u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym jest
heterogenny i sktada sie zar6wno z komponenu komoérek osiadtych w szpiku, jak
i komarek krazacych we krwi obwodowej. Dzigki tym ostatnim komdérkom mozliwe
jest szerzenie sie nowotworu z pierwotnego ogniska do odlegtych miejsc w uktadzie
kostnym. W kohAcowym stadium choroby w komponencie krgzagcym przewazajg
nowotworowe plazmocyty. Natomiast we wczesniejszych okresach we krwi ob-
wodowej krazy populacja dojrzatych komorek B, nazywanych takze komdérkami
pre-szpiczakowymi, za$ typowe komorki plazmatyczne wystepujg w $ladowych
ilosciach.

Jeszcze w poczatkach lat siedemdziesigtych Lindstrom i wsp. oraz Mellstedt
i wsp. [24] sygnalizowali, ze limfocyty krwi obwodowej chorych ze szpiczakiem
plazmocytowym noszg na powierzchni immunoglobuliny (lg) o takim samym idio-
typie jak klon plazmocytéw szpiczakowych. Takie monoklonalne limfocyty B wy-
kryto takze w szpiku u wszystkich chorych ze szpiczakiem plazmocytowym
niezaleznie od okresu choroby. U pacjentow z aktywng postacig choroby odsetek
monoklonalnych limfocytéw B w szpiku byt stosunkowo niski w poréwnaniu z
odsetkiem nowotworowych plazmocytéw. Natomiast u pacjentdw w okresie remisji
klinicznej, gdy w szpiku byto zaledwie kilka procent komérek plazmatycznych,
wystepowat proporcjonalny wzrost odsetka monoklonalnych limfocytow. Odsetek
monoklonalnych limfocytow we krwi obwodowej zalezat od kresu choroby i byt
najwyzszy w Il stadium [24]. Obecnie klon nowotworowych komérek B we krwi
obwodowej chorych ze szpiczakiem plazmocytowym moze zosta¢ rozpoznany dzieki
badaniom rearanzacji genow VDJ tancuchow ciezkich Ig (IgH; H - od heavy).

Bardzo waznym zdarzeniem na poziomie molekularnym w patogenezie szpiczaka
plazmocytowego jest rekombinacja i mutacja genéw Ig. Geny Ig podobnie jak
wiekszo$¢ gendw w komoérkach eukariotow, skiadajg sie z segmentéw kodujacych
- egzondw, podzielonych sekwencjami niekodujgcymi - intronami. Kazdg czes¢
tafcucha Ig koduje odrebny egzon. Cze$¢ zmienna faricucha IgH jest kodowana
przez sekwencje ztozong z trzech gendéw: V (variable), D (diversity) i J (joining).
Natomiast cze$s¢ zmienna tancucha lekkiego Ig (IgL; L - od light) kodujg dwa
geny V iJ [25,44]. We wczesnym okresie réznicowania komorki B dochodzi do
rekombinacji genéw V-(D-) J [25,41,44]. Najpierw jeden z 6 gendw J tgczy sie
z jednym z ponad 30 gen6éw D i dopiero p6zniej do sekwencji D-J jest przytaczony
jeden z ponad 200 gen6éw V. Istnieje zatem co najmniej 180 000 mozliwych kom-
binacji V-D-J IgH. Kompleks genéw V-D-J koduje trzy regiony hiperzmienne na-
zywane takze regionami determinujacymi dopasowanie przeciwciata do antygenu
(icomplementary-determining-regions - CDRs). Drugi egzon genu V koduje CDR
1i CDR 2, a ponadto w tancuchu ciezkim gen D koduje wieksza czes¢ CDR
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3. CDR 3 odgrywa niezwykle wazng role w rozpoznawaniu i wigzaniu antygenu
przez IgH.

Czynnikiem zwigkszajagcym réznorodno$¢ przeciwciat s mutacje zachodzace
w rekombinowanych genach VJ dla IgL i VDJ dla IgH. Mutacje obejmujg takze
CDRs [8,16]. Mutacje wystepujg podczas stymulowanej antygenem proliferacji i
réznicowania sie limfocytéw B w komorki pamieci immunologicznej w os$rodkach
rozrodczych grudek chtonnych weztéw chtonnych lub $ledziony. Czestotliwos¢ tych
mutacji jest 100-krotnie wieksza niz w spoczynkowych i pierwotnie pobudzonych
antygenem limfocytach B. Mutacje moga prowadzi¢ zaréwno do spadku, jak i
do wzrostu powinowactwa wytwarzanego przeciwciata wobec antygenu. Ponowne
jednak pobudzenie antygenem dokonuje swoistej selekcji stymulujgc te limfocyty
B, ktérych powinowactwo do antygenu wzrosto.

W dalszym etapie syntezy przeciwciat powstaje czes¢ stata Ig, najpierw dla
IgH, a nastepnie zaczyna sie¢ rekombinacja genéw kodujacych IgL. Geny dla czesci
statej IgH leza w genomie w odpowiedniej kolejnosci (fi, 8 vy, a, 8) okreslajacej
kolejnos$¢ ich transkrypcji i produkcji przeciwciat odpowiedniej klasy. Kompleks
gendw VDJ tgczy sie poczatkowo z genem tancucha ciezkiego p. Dojrzate komorki
B IgM + po stymulacji antygenowej moga zmienia¢ klasy IgH (class switch). Mia-
nowicie gen p jest tracony, a VDJ specyficznie taczy sie z genem y lub a tancucha
ciezkiego. Ta rekombinacja umozliwia komorce kolejng produkcje przeciwciat roz-
nych klas z zachowaniem tej samej swoistosci. Zmiana klasy syntetyzowanych
Ig zachodzi w trakcie proliferacji limfocytow B w o$rodkach rozrodczych grudek
chtonnych w odpowiedzi na stymulacje antygenowsg i wymaga kooperacji z lim-
focytami T. Wydaje sie, ze zmiana klasy IgH zwykle z IgM na IgG moze zachodzi¢
takze w komérkach B pamieci immunologicznej. Badania powierzchniowych Ig
na komdrkach B pamieci sugeruja:

- ze komédrka pamieci moze jeszcze wykazywac ekspresje IgM i juz zmieni¢
izotyp,

- a takze, ze komdrka pamieci 1gG+ moze wykazywac re-ekspresje IgM i IgD
[16].

Obecnie uwaza sig, ze unikalnymi markerami genetycznymi dla kazdego z klonéw
komérki B sg CDRs. Ze wzgledu na niezwykig réznorodno$¢ uktadu immunolo-
gicznego prawdopodobienstwo, ze prawidtowe komorki B bedg miaty takie same
sekwencje CDRs jak klon nowotworowy jest bardzo mate. Zwitaszcza wazny jest
CDR3 IgH, gdyz w warunkach prawidtowych odgrywa on gtéwna role w rozpoznaniu
i wigzaniu antygenu [22]. Tak wiec sekwencja CDR3 lub rekombinacje gendéw
VDJ w klonie szpiczakowym sg unikalnymi nowotworowo-specyficznymi marke-
rami. Sekwencje CDR3 Ilub rekombinacje genow VDJ w klonie szpiczakowym
charakteryzuja:

- liczne somatyczne hypermutacje [2,36,45],
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- brak zmiennos$ci sekwencji wewnatrz klonu, co kontrastuje z heterogennoscia
wystepujgcag w chtoniakach B-komoérkowych wywodzacych sie z komoérek osrodkow
rozrodczych grudek chtonnych [1,49].

Jesli idzie o ocene ilosciowg klonu szpiczakowego, to Bergsagel i wsp. [7]
podaja, ze u chorych w p6zniejszym okresie szpiczaka plazmocytowego komoérki
B krwi obwodowej z klonotypowg rekombinacjg genéw VDJ IgH, identyczng
jak w nowotworowych plazmocytach szpiku, wystepujg w liczbie 0,3-0,4 x 101
krwi. Wartosci te moga by¢ zmienne w zalezno$ci od pacjenta i u jednych klo-
notypowe komérki stanowig wiekszos$¢ krazacych komérek B, a u innych wystepuja
w mniejszosci. Monoklonalna populacja kragzacych komérek B u poszczeg6lnych
pacjentéw moze przetrwaé po przebytej chemioterapii. Ponadto Witzig i wsp. [47]
wykazali, ze u niektérych chorych ze szpiczakiem plazmocytowym we krwi ob-
wodowej krazg takze komarki plazmatyczne, przy czym liczby ich autorzy oceniaja
na 10506/ Kkrwi.

W tabeli 1 podano charakterystyke niektdrych antygenéw wystepujacych na Mo-
notypowych komorkach B. Ciekawe, ze ekspresja antygenu CDI1 9 na klonotypowych
komérkach B krwi obwodowej, zwtaszcza na komérkach o cechach pre-plazmocytéw
jest wyraznie stabsza i ma bardziej heterogenny charakter niz na prawidtowych
komorkach B krwi obwodowej. By¢ moze jest to odzwierciedleniem faktu, ze w
prawidtowym r6znicowaniu sie linii komorek B ekspresja CD 19 stabnie w miare
dojrzewania [30,31]. Mozliwe jednak, Ze poza mniejszym zageszczeniem antygenu
CD 19 na powierzchni klonotypowych komoérek B odgrywa takze role zmiana kon-
formacji samego antygenu, odmienna izoforma i /lub zréznicowanie glikolizacji,
wzglednie jeszcze inne czynniki. W zwigzku z tym Pilarski i wsp. [34] dla wykrycia
tej populacji zalecajg stosowanie monoklonalnych przeciwciat anty CD 19 firm Se-
rotec (FMC63) lub Coulter (B4) i w stezeniach wyzszych od rutynowo stosowanych.

Wysortowane komoérki CD19+ krwi obwodowej chorych ze szpiczakiem pla-
zmocytowym stanowig morfologicznie mieszanine mniej wiecej rownych ilosci ma-
tych limfocytéw i duzych monocytoidalnych komorek, nie spotykanych u oso6b
zdrowych. Ponadto wystepuje 2-3% komorek plazmocytoidalnych i ponizej 1%
plazmoblastow lub plazmocytéw [47]. Obie malg i duzg monocytoidalng populacje
komdrek B CD19+ charakteryzuje koekspresja antygenéw CD20 i CD24 [20,30].
Ponadto wiekszo$¢ duzych komoérek B nosi antygen CD56 i wykazuje duze za-
geszczenie antygenu CD38 [7]. Przy tym jak to podano w tabeli 1, sg to antygeny
typowe dla komdrek szpiczaka plazmocytowego. Wérdd kragzacych komoérek B znaj-
duje sie subpopulacja klonotypowych komoérek CD34+ [5,32], co pozwala domnie-
mywaé, ze maja one wiasciwosci zblizone do wiasciwosci prawidtowych komoérek
macierzystych krwiotworzenia. Bytyby to zatem nowotworowe komoérki macierzyste
zapoczatkowujgce ogniskowy rozrost komorek plazmatycznych w réznych miejscach
uktadu kostnego lub tkanek miekkich. Dotychczas jednak brakuje przekonywujacych
danych doswiadczalnych. Poza tymi, by¢ moze nowotworowymi komdrkami ma-
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TABELA 1. Antygeny klonotypowych komérek B krwi obwodowej u chorych ze szpicza-
kiem plazmocytowym [11,21]

CD 10 Inne nazwy: powszechny antygen ostrej biataczki limfoblastycznej (common acute lympho-
blastic leukemia antigen, skr6t CALLA), obojetna endopeptydaza, metaloproteaza cynkowa. Jest
cztonkiem rodziny peptydaz zwigzanych z btong komérkowa, ktére odgrywaja role w procesie rézni-
cowania uktadu hemopoetycznego. Wystepuje na komérkach pre-B, komérkach B z oSrodka roz-
rodczego grudki chtonnej prekursorach limfocytow T, niektdrych neutrofilach i komérkach
epitelialnych. W stanach patologicznych ekspresje CD 10 stwierdzono na komoérkach ostrej biatacz-
ki limfoblastycznej B komdrkowej, chtoniaku wychodzacym z o$rodka rozrodczego grudki chtonnej
oraz na plazmocytach linii szpiczakowej U 266.

CD 11b tancuch aMintegryny P2. Inne nazwy: receptor dla trzeciej sktadowej dopetniacza

(C3biR), receptor adherencji neutrofili. Tworzy heterodimerz CD 18 (CD 11b/CD 18), dla ktérego li-
ganda jest CD 54. CD 11b/CD 18 dziata jako receptor dla C 3bi, fibrynogenu, X czynnika krzepnie-
cia utatwia adhezje do komoérek endotelium, adhezje homotypowa, fagocytoze ichemotaksje. CD
11b wystepuje na niektdorych komorkach B, komoérkach NK, makrofagach, monocytach i granulocy-
tach. W stanach patologicznych CD 11b wykryto na komérkach niektérych przewlektych biataczek
limfatycznych B komoérkowych, biataczki wtochato-komdérkowej iwiekszos$ci ostrych biataczek szpi-
kowych.

CD 19 Cztonek nadrodziny Ig. Odgrywa wazng role zar6wno w szpikowym niezaleznym od antyge-
nu rozwoju komérek B poczawszy od komérek pro-B, jak i antygenowo zaleznym okresie rozwoju.
Jest jedng z molekut transdukcji sygnatéw na komérkach B. Miedzy innymi indukuje odpowiedZ ko-
moérek B na interleukine-2. Tworzy kompleksy transdukcji sygnatéw z CD 21, CD 81 i Leu 13. Wy-
stepuje na wszystkich komdérkach B poczawszy od komérek pro-B oraz na dendrytycznych
makrofagach grudek chtonnych, a takze na wszystkich nowotworach wychodzacych z komérek B.

CD 20 prawdopodobnie 4 czgsteczki CD 20 tworzg kanat pozwalajagcy na doptyw Ca2+konieczne-
go dla aktywacji komérki. Wystepuje na komérkach B, ale w nieco p6zniejszym okresie ich rozwo-
ju. CD 20 charakteryzuje takze chtoniaki B komérkowe ibiataczke wtochato-komérkowag. Na
komérkach przewlektej biataczki B komérkowejjego ekspresja jest staba.

CD 24 Odgrywa role w indukcji proliferacji i/lub r6znicowania komoérek B. Wystepuje na komoérkach
pre-B, B, na ok. 2% tymocytow i neutrofilach, a takze na wiekszosci nowotworéw B komérkowych i
w niektérych ostrych biataczkach szpikowych.

CD 34 Jak sie wydaje, odgrywa role w transdukcji sygnatow, gdyz przy aktywacji komoérek ulega fo-
sforylacji. Wystepuje na najmtodszych rozwojowo macierzystych komérkach krwiotworzenia i ko-
morkach ukierunkowanych do réznicowania w linie limfoidalne i mieloidalne oraz na komdrkach
endotelialnych. W stanach patologicznych ekspresje CD 34 stwierdzono w niektdrych ostrych biata-
czkach limfoblastycznych iszpikowych.

CD 38 Utatwia wenatrzkomo6rkowg transdukcje sygnatow po zwigzaniu receptoréw powierzchni ko-
morki. Jest nazywany takze antygenem ré6znicowania. Wystepuje na komérkach ukierunkowanych
do réznicowania (komoérki CD 34+ CD 38+), tymocytach i mtodszych rozwojowo lub aktywnych ko-
morkach T, komoérkach B, plazmocytach i monocytach. W stanach patologicznych ekspresje CD

38 wykryto na komérkach szpiczaka plazmocytowego, chtoniakéw, ostrych biataczek limfoblastycz-
nych iszpikowych.

CD 44 Nalezy do czasteczek adhezyjnych. Jest receptorem dla kwasu hialuronowego, dzieki cze-
mu moze utatwia¢ wigzanie limfocytéw z wysokimi srédbtonkami matych venuli weztéw chtonnych i
kepek Peyera. Odgrywa wiec istotng role zar6wno w adhezji i procesie zasiedlania sie limfocytow

w uktadzie chtonnym, jak i w ich migracji, a takze w powstawaniu przerzutéw nowotworowych.
Ponadto CD 44 przez utatwienie przylegania komorek progenitorowych do podscieliska ma znacze-
nie w limfopoezie. Warianty CD 44 z przylagczonym siarczanem chondroityny moga wigzac fibrone-
ktyne, lamininy i kolagen. CD 44 wystepuje na tymocytach rdzenia grasicy, na komérkach T
(szczegdlnie komérkach pamieci), komérkach pre-B, monocytach, neutrofilach ifibroblastach. Opi-
sano takze jego szczegdlng odmiane charakteryzujgca wytagcznie komarki szpiczaka plazmocyto-
wego
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cd. tabeli 1

CD 56 Jest czgsteczka adhezyjng z nadrodziny immunoglobulin. Inna nazwa CD 56 to czgsteczka
adhezji komoérek nerwowych (neural celiadhesion molecule-1, skr6t NCAM-1). Jego liganda jest
takze NCAM, co utatwia homo typowg adhezje komérek. Ponadto CD 56 moze hamowacé kontakto-
wo-zalezny wzrost komorek i alloreaktywna aktywnos$¢ cytolityczng komoérek NK oraz jak sie wyda-
je, odgrywa role w prawidtowym rozwoju tkanek. Ekspresje CD 56 wykryto na komérkach NK,
subpopulacji aktywnych komérek T, komérkach uktadu nerwowego i komdérkach embrionalnych.
CD 56 jest uwazany za charakterystyczny antygen szpiczaka plazmocytowego

CD 62L Inne nazwy L-selektyna, czasteczka adhezji leukocytow-1 (leucocyte adhesion molecule-
1, skrot LAM-1). Dziata jako receptor utatwiajgcy zasiedlanie sie leukocytéw w obwodowych we-
ztach chtonnych oraz gromadzenie sig leukocytow w miejscach zapalnych. ,Dziewicze” komorki B,
ktére po opuszczeniu szpiku nie zetknety sie z antygenem dzigki CD 61L, moga wigzac sie ze
swoistymi ligandami, jak np. z zalezng od glikolizacji rozpuszczalng czasteczkg adhezji-1 (glycosy-
lation-dependentceliadhesion molecule-1, skré6t GlyCAM-1) albo z CD 34, ktére wystepuja na ko-
markach endotelialnych venuli weztéw chtonnych. CD 61L wystepuje na komérkach B, T,
tymocytach, komdérkach NK, neutrofilach, monocytach, eozynofilach, bazofilach i progenitorach linii
erytroblastow i mieloblastéw. W stanach patologicznych CD 62L moze utatwia¢ adhezje komoérek
nowotworowych do endotelium.

cierzystymi CD34+, w krazeniu znajduja sie jeszcze klonotypowe komorki B w
nieco p6zniejszym okresie dojrzewania CD10+CD20+ [38].

Wreszcie kragzace komérki B u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym maja
szczegO6lny receptor dla hialuronianu. Pomimo zdolnos$ci do wigzania hialuronianu
nie jest on identyczny z CD44. Z uwagi na to, ze receptor ten nie wystepuje na
prawidtowych limfocytach [33,42], ajest charakterystyczny zarowno dla kragzacych
komdrek B, jak i szpikowych plazmocytéw u chorych ze szpiczakiem plazmo-
cytowym nazwano go R-HAMM od hyaluronan receptor multiple myeloma [12,46].
R-HAMM jest odpowiedzialny za ruchliwo$¢ i ogniskowg adhezje komoérek [17],
a ponadto sam jako taki ma witasciwosci onkogenne i wraz z RAS umozliwia
transformacje [12,48]. Podczas stymulacji komérki B przez hialuronian R-HAMM
igen RAS zostajg one umiejscowione blisko siebie w sfatdowanych btonach komarki
B, natomiast w komorkach plazmatycznych szpiku zwigzanie hialuronianu stymuluje
redystrybucje receptora [34], ale nie wptywa na bliskie umiejscowienie RAS. R-
HAMM mediuje ruchliwo$é i deformacje krazacych monotypowych komoérek B
i takze krazacych biataczkowych komorek plazmatycznych, ale nie wywotuje ru-
chliwosci osiadtych w szpiku nowotworowych komérek plazmatycznych. Te réznice
miedzy dziataniem R-HAMM w krazacych komdrkach B, a w osiadtych szpikowych
plazmocytach sugerujg istnienie jego odmiennych izoform.

Komérki B CD19+ krwi obwodowej chorych ze szpiczakiem plazmocytowym
podobnie jak kragzace biataczkowe plazmocyty majg czasteczki adhezyjne, do ktérych
miedzy innymi nalezag CDI Ib [18] oraz inni cztonkowie z rodziny integryn [19],
selektyny jak CD62L oraz receptor kwasu hialuronowego - CD44 [30]. Dzieki
tym czasteczkom komorki B moga wigza¢ sie z odpowiednimi ligandami na ko-
moérkach srodbtonkdw naczyniowych i penetrowaé btone podstawna oraz przylegaé
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do zrebu szpikowego, a wiec reprezentowatyby populacje zasiedlajgcg szpik. Przy
tym wsrod elementéw macierzy pozakomdérkowej gtdwnym biatkiem warunkujgcym
adhezje szpiczakowych plazmocytow jest fibronektyna syntetyzowana przez komérki
zrebu szpikowego. Jednakze aby osiggng¢ mikrosrodowisko szpikowe klonotypowe,
komérki B szpiczaka plazmocytowego muszg mie¢ duzg ruchliwo$é. Staje sie to
mozliwe dzieki ich aktywnemu odksztatcaniu sie [23]. Natomiast osiadte w szpiku
komorki plazmatyczne nie wykazujg ruchliwo$ci ani pod wptywem hialuronianu,
ani jakiegokolwiek innego substratu, jak réwniez nie ulegajag odksztatceniu. Tak
wiec tylko krazacy komponent w szpiczaku plazmocytowym ma zdolnos$¢ szerzenia
sie.

Nowotworowe komdrki plazmatyczne w szpiku sa czesto hiperdiploidalne, ale
takze hiperdiploidie wykazuje 30-40% komérek B krwi obwodowej chorych ze
szpiczakiem plazmocytowym [27,32]. Hiperdiploidalne komorki B wystepuja u
ponad 90% chorych ze szpiczakiem plazmocytowym we wszystkich okresach cho-
roby. Klonotypowe komorki B noszg takie same nieprawidtowosci genetyczne jak
szpiczakowe plazmocyty. Tak np. wykryto takg samg mutacje genu N-RAS i delecje
genu RB w matej populacji kragzagcych komdrek B, jak i w nowotworowych pla-
zmocytach.

Klonotypowe komérki B prawie wszystkich pacjentéw ze szpiczakiem plazmo-
cytowym charakteryzuje ekspresja btonowej fosfoglikoproteiny o masie czgstecz-
kowej 170kD (P-gp 170) kodowanej przez gen MDR-1 (multidrug resistance gene-1)
[27,28,29]. P-gp 170 w prawidtowych komdrkach petni dwojakie funkcje:

- Po pierwsze dziata jako energochtonna pompa odptywowa usuwajgca z ko-
morek toksyny, produkty metabolizmu oraz hormony, a ponadto reguluje objetos¢
komérki uczestniczac w transporcie chlorkéw [43].

- Po drugie, co wigze sie z jej pierwszg czynno$cig, usuwa leki z komoérki
istotnie obnizajac ich stezenie wewnatrzkomorkowe [15, 26].

W zrost ekspresji P-gp 170jestjednoznacznym markerem wielolekowej opornosci.
Klonotypowe komorki B wykazujg ekspresje P-gp 170 zaréwno przed rozpoczeciem
leczenia, jak i po przebytej chemioterapii. Sugeruje to, ze te krazace komérki B
majace ekspresje P-gp stanowig rezerwuar lekoopomych komérek [27].

Krazace komorki B u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym stymulowane
in vitro cytokinami lub we wspdéthodowli z komo6rkami zrebu szpikowego réznicujg
sie do dojrzatych komorek plazmatycznych zawierajgcych jeden typ cytoplazmaty-
cznych Ig [9,10,40].

W tabeli 2 streszczono dane przemawiajgce za hipotezg, ze wsrdd klonotypowych
krazacych komdrek B znajdujg sie takze klonogenne macierzyste komdrki nowo-
tworowe.

W zakonczeniu niniejszego artykutu nalezalo by jeszcze omowi¢ dwa zagad-
nienia:
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Tabela 2. Dane potwierdzajgce hipoteze o nowoworowych klonogennych komaérkach
wystepujacych w populacji krgzgcych klonotypowych komérek B

1. Ekspresja antygenéw macierzystych komérek krwiotworzenia i komérek ukierunkowa-
nych w linie limfocytéw B (CD 34 i CD 10) na komérkach z rekombinacjg i mutacja
somatyczng genéw VDJ IgH

2. Ekspresja antygenéw charakterystycznych dla szpiczakowych plazmocytéw (CD
38 i CD 56) na klonotypowych komérkach B

3. Ekspresja szczeg6lnego receptora dla hialuronianu (R-HAMM) bedacego receptorem
adhezji i majagcego wtasciwosci onkogenne

4. Hiperdiploidia wystepujaca w 30-40% komérek B, analogiczna do hiperdiploidii w
szpiczakowych komoérkach plazmatycznych

5. Mutacje N-RAS idelecja RB wystepujgca zaréwno w catej populacji komérek B, jak i
w nowotworowych plazmocytach

6. Ekspresja genu MDR-1 wystepujaca przed i po chemioterapii

7. Zdolno$¢ klonotypowych komérek B do migracji z krazenia i potencjalne mozliwosci
zasiedlania szpiku w miejscach odlegtych od pierwotnej transformaciji

- pierwsze dotyczy biologicznej roli krazacych klonotypowych komérek B w
szpiczaku plazmocytowym,

- drugie - etapu réznicowania komérki B, w ktorym ma miejsce zto$liwa trans-
formacja.

Jesli idzie o pierwsze z poruszonych zagadnien, to pod wzgledem fenotypu immu-
nologicznego klonotypowe krazace komoérki B stanowig heterogenna populacje w
réznych okresach r6znicowania [20] poczawszy od macierzystych komorek krwio-
tworzenia przez komorki pro-B, pre-B az do komdrek pre-plazmatycznych. Komaérki
te sg ze sobg spokrewnione i moga ulega¢ ostatecznemu réznicowaniu do komorek
plazmatycznych w szpiku. W tej heterogennej populacji klonotypowych komoérek
B znajdujg sie zarowno nienowotworowe komorki, jak i prawdopodobnie nowo-
tworowe komdrki. Na ogo6t przyjmuje sie, ze szpiczak plazmocytowy powstaje
wskutek nowotworowej transformacji przewlekle stymulowanego specyficznego
antygenowo klonu komérki B. Przy tym okres przewlektej stymulacji antygenowej
klinicznie odpowiada monoklonalnej gammopatii. Dlaczego jednak czynnik sty-
mulujacy miatby znikngé podczas ewolucji monoklonalnej gammopatii w szpiczaka
plazmocytowego. A zatem krazace klonotypowe komdrki B we krwi obwodowej
chorych ze szpiczakiem plazmocytowym prawdopodobnie obejmuja:

»Smiertelne”, nienowotworowe, stymulowane antygenem komorki B repre-
zentujgce populacje wystepujagcg w monoklonalnej gammopatii,

- ,unie$miertelnione”, wskutek ztosliwej transformacji, ich potomstwo o iden-
tycznej rekombinacji genéw VDJ IgH jak rodzicielskie komorki.

Za tg sugestia przemawia takze heterogenng ekspresja zmutowanego genu
N-RAS [6]. Tak wiec nienowotworowe, klonotypowe komérki B krwi obwodowej
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moga stanowié subpopulacje zasilajgca klon nowotworowy, po wystgpieniu od-
powiednich zmian genetycznych.

Odpowiedz na pytanie, w ktérym etapie réznicowania komoérki B ma miejsce
transformacja nowotworowa, jak dotychczas nie zostata ustalona. Zmapowanie
genow Ig w klonotypowych komérkach B wskazuje, ze sekwencje DNA sg chara-
kterystyczne dla procesu sterowanego przez antygen [2,35]. Sugeruje to, ze klo-
notypowa komérka B ulegta nowotworowej transformacji w osrodku rozrodczym
grudki chtonnej. A zatem bytaby to albo komdrka B pamieci immunologicznej,
albo komérka pre-plazmatyczna. Niektérzy badacze stosujac technike reakcji fan-
cuchowej polimerazy (PCR) wykryli mate ilosci matrycowego RNA (mRNA)
C p w szpiczakach IgG i IgA [3]. Jak tojuz podano, zmiana klasy tafcucha ciezkiego
Ig moze mie¢ miejsce takze w komdrkach pamieci immunologicznej, jest wiec
prawdopodobne, ze komdrka B pamieci immunologicznej po ztosliwej transformacji
staje sie komorka macierzystg szpiczaka plazmocytowego. Przemawia za tym je-
szcze fakt, ze sekwencje CDRs lub rekombinacje genéw VDJ w klonie szpiczakowym
charakteryzujg liczne somatyczne hypermutacje [2,36,45], a w warunkach prawid-
towych somatyczne hypermutacje CDRs i VDJ najczesciej wystepujg podczas po-
wstawania komorek B pamieci w osrodku rozrodczym grudki chionnej [8].
Dodatkowej interpretacji wymaga wystepowanie we krwi obwodowej klonotypo-
wych komérek CD34+. Prawidtowe komdérki CD34+ nie maja jeszcze rekombinacji
genow VDJ IgH, dlatego pojawienie sie komorek CD34+ z rekombinacjg i mutacjg
somatyczng genéw IgH wydaje sie by¢ nastepstwem nowotworowej transformacji.
Takishita i Kosaka [37] sugerujg, ze pierwotna nowotworowa komorka, ktéra po-
chodzi z p6zniejszego okresu réznicowania linii komorki B, ulega odréznicowaniu
do komorki CD34+, odzyskujgc z jednej strony zdolno$é do samoodnowy, za$ z
drugiej zachowujgc zdolno$¢ do réznicowania sie do szpiczakowej komérki pla-
zmatycznej.

Jednakze hipoteza, ze komdrka macierzystag nowotworowych plazmocytow jest
transformowana komérka B pamieci immunologicznej lub pre-plazmocyt pozostaje
w sprzeczno$ci z hipoteza opartag na badaniach fenotypu immunologicznego szpi-
czakowych plazmocytéw. Niektdrzy autorzy podajg, ze aneuploidalna komdrka pla-
zmatyczna szpiczaka plazmocytowego wykazuje koekspresje markeréw mielo-
monocytamych, megakariocytéw ierytroblastow, co pozwala sugerowaé, ze szpiczak
plazmocytowy pochodzi ztransformowanej komérki krwiotworzenia [4,14]. Z drugiej
jednak strony wiadomo, ze prawidtowe komorki plazmatyczne moga réwniez wy-
kazywac koekspresje niektérych z tych antygendéw [39].

Sprawa biologii szpiczaka plazmocytowego pozostaje wiec ciggle jeszcze daleka
od wyjasnienia i nie sposéb przewidzieé, kiedy nastapi jej rozwiktanie, a byé moze
pojawig sie nowe dotychczas nieprzewidywane problemy.
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CD28/CTLA-4: DODATKOWY SYGNAL W PROCESIE
AKTYWACJI LIMFOCYTOW T*

CD28/CTLA4: CO-STIMULATORY SIGNAL OF T CELLS ACTIVATION

Henryk W. WITAS, Agata MLYNARSKA, Wojciech MELYNARSKI,
Jerzy BODALSKI

Pracownia Biologii Molekularnej, Il Klinika Chorébh Dzieci, Instytut Pediatrii AM
w Lodzi

Streszczenie: Aktywacja limfocytow T jest kluczowym etapem procesu swoistej inicjacji odpowiedzi
immunologicznej organizmu. Jej efektem biologicznym jest produkcja cytokin, a w konsekwencji
proliferacja komérek immunokompetentnych. Proces ten wymaga sygnatu pierwotnego, inicjujgcego
powstajacego w czasie oddziatywania receptora TCR z prezentowanym przez czasteczke MHC antyge-
nem oraz ztozonego sygnatu dodatkowego o charakterze regulacyjnym. Najlepiej poznanym szlakiem
dodatkowej stymulacji jest sygnat przekazywany w wyniku interakcji receptoréw CD28 i CTLA-4, ktore
znajduja sie na powierzchni komoérek T z odpowiednimi ligandami komérek prezentujacych antygen, tj.
B7.1 i B7.2. Nieprawidtowosciom w ekspresji genéw CD28 i CTLA-4 przypisuje sie istotne znaczenie
w patogenezie wielu zaburzen o podtozu immunologicznym, w tym choréb autoimmunologicznych i
odrzucaniu przeszczepu. Wydaje sie, ze obydwa receptory oddziatujg przeciwstawnie podczas rozwoju
odpowiedzi immunologicznej. Wyczerpujaca charakterystyka sygnatu dodatkowej stymulacji, w tym
oddziatywania CD28/CTLA-4 z B7.1/B7.2 moze otworzy¢ nowe mozliwos$ci profilaktyki i terapii.

Stowa kluczowe: aktywacja limfocytéw T, CD28, CTLA-4

Summary: T-cells activation is a key event triggering an antigen-specific immune response of the
organism, which involves effective cytokine production, and proliferation of immuno-competent cells.
The process is initiated by a primary signal generated due to TCR-antigen interaction via MHC molecules.
This signal is crucial but not sufficient for the activation. In addition, complex co-stimulatory signal of
regulatory properties is required. The best characterised signal is generated in the interaction of CD28
and CTLA-4 molecules located on T-cells with B7.1 and B7.2. ligands exposed by antigen presenting
cells. Alterations in the expression of CD28 and CTLA-4 genes are considered among factors associated
with pathogenesis of certain immune disorders, such as autoimmune diseases and graft rejections. Both
receptors are believed to provide signals, which are antagonist in the generation of immune response.

*Praca przygotowana w ramach grantu KBN Nr 4 PO5E 085 13.
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Thus, exhaustive studies of co-stimulatory pathway will contribute to new prophylactic and therapeutic
approaches.

Key words: T-cell activation, CD28, CTLA-4

1. WSTEP

Aktywacja limfocytow T petni kluczowg role w zapoczatkowaniu wiekszosci
swoistych reakcji immunologicznych. Proces wymaga sygnatu pierwotnego, reali-
zowanego podczas kontaktu komérek z antygenem oraz zitozonego sygnatu do-
datkowego (kostymulacji) o charakterze regulacyjnym. Pierwotny, a jednoczesnie
konieczny sygnat pojawia sie w wyniku ekspozycji immunogennego peptydu (anty-
genu, epitopu) na czasteczkach MHC (major histicompatibility complex), obecnych
na powierzchni komérki prezentujacej antygen (APC), rozpoznawanego przez wia-
Sciwy limfocyt. Rozpoznawanie kompleksu sktadajgcego sie zpeptydu antygenowego
i czasteczki MHC przez odpowiedni receptor (TCR) uruchamia przewodzenie akty-
wujacego sygnatu do wnetrza limfocytu. Stymulacja przez TCR jest konieczna,
ale nie wystarcza do funkcjonalnego uaktywnienia limfocytéow T, a proces wymaga
zaangazowania szeregu zewnatrzkomaérkowo i wewnatrzkomérkowo zlokalizowa-
nych czasteczek komoérek immunokompetentnych. Konsekwencjg stymulacji lim-
focytéw T przez TCR ipobudzenia szlakéw dodatkowej stymulacji jest wydzielanie
cytokin. W $lad za tym idzie mozliwo$¢ proliferacji okre$lonego klonu limfocytéw,
réznicowanie sie komdrek efektorowych lub/i komérek pamieci immunologicznej.
Brak dodatkowego sygnatu stymulacji prowadzi¢ moze do braku odpowiedzi komérki
na antygen (anergii) badz apoptozy (rys. 1) [24]. Efekt biologiczny zalezy pra-

Rys. 1. Model przebiegu interakcji limfocytu T z komoérka prezentujacg antygen: APC - komérka

prezentujaca antygen (ang. antigen presenting cell), TCR - receptor limfocytéw T (ang. T celi receptor),

Ag - antygen, CTLA-4 - receptor limfocytow T sygnatu dodatkowej stymulacji, CD28 - receptor

limfocytéow T sygnatu dodatkowej stymulacji, B7.1 i B7.2 - ligandy dodatkowej stymulacji komérek
prezentujacych antygen
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wdopodobnie od stopnia dojrzatosci komérki ijej pierwotnego uaktywnienia. Przy-
ktadowo, limfocyty T CD4+ o fenotypie Thl znacznie tatwiej podlegajg anergii
niz CD4+ Th2. Najlepiej scharakteryzowany szlak dodatkowej stymulacji powstaje
w wyniku oddziatywania receptoréw CD28 iCTLA-4, kt6re obecne sgna powierzchni
limfocytéw T, z ich Ugandami B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86) eksponowanymi na
komérkach prezentujagcych antygen [37].

2. STRUKTURA GENOW CD28 i CTLA-4
| ICH EWOLUCYJNE PODOBIENSTWO

Geny kodujgce czasteczki CD28 i CTLA-4 znajduja sie w bezposrednim sa-
siedztwie w regionie 2q33-34 i wykazujg podobng budowe jako geny podzielone
[22,32]. Wystepujace w obydwu genach cztery eksony kodujg odpowiednio cztery
domeny biatkowych produktéw ekspresji: fragment wiodacy (ang. leading sequence),
zewngtrzkomorkowg domene V, ktdrajesthomologiczna do zmiennej domeny immu-
noglobulin, domene transbtonowa oraz domene cytoplazmatyczng. Poréwnanie od-
powiednich gendw cztowieka i myszy wykazuje daleko posunieta homologie, co
z pewnoscig przemawia za konserwatywnoscig struktury, a tym samym znaczeniem
kodowanych biatek. Stwierdzono miedzyczasteczkowg i miedzygatunkowg homo-
logie struktury pierwszorzedowej biatek CD28 i CTLA-4 [2,20,22,32]. Wykazano
obecno$¢ wspélnego motywu MYPPPY (Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr) tagczacego do-
mene zewnatrzkomdrkowa i transbtonowg w obydwu rodzajach czasteczek zaré6wno
mysich jak i ludzkich [22]. Mysi i ludzki gen CTLA-4 wykazuje homologie siegajaca
73% na poziomie DNA, za$ homologia na poziomie biatka waha sie od 62% dla
fragmentu wiodacego do 100% dla domeny cytoplazmatycznej, zawierajagcej dwa
potencjalne miejsca fosforylacji [11,22]. Miedzygatunkowy, konserwatywny cha-
rakter domeny wewngtrzkomorkowej biatka CTLA-4, kontrastujgc z réznicami stru-
ktury pierwszorzedowej genu, wskazuje na ewolucyjnie zachowana sktonno$é do
utrzymania kolejnos$ci aminokwaséw zapewniajgcego istotng dla komérki funkcje.
Wykazano rowniez znaczne podobiefstwo promotora genu CTLA-4 (73%) iregionu
3’ (67%), przy czym nie zaobserwowano az tak daleko idgcej homologii pomiedzy
CTLA-4 i CD28 tego samego gatunku. Miedzygatunkowg homologie biatek CD28
cztowieka i myszy ocenia sie na 77% [11].

Wydaje sie, ze pojawienie sie genéw kodujacych obydwa rodzaje czasteczek
jest wynikiem duplikacji jednego z nich. Przemawiajg za tym zaréwno ich lokalizacja,
jak i podobna struktura genu podzielonego (ilo$¢ eksonéw i introndw je tworzacych
jest jednakowa). Proces powielenia genu miat miejsce zapewne przed specjacja,
poniewaz obydwa geny znaleziono zaréwno u myszy, jak i cztowieka, chociaz
natyle p6zno, ze zostato zachowane wyrazne podobienstwo. Duplikacja wyprzedzita
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proces specjacji, o czym $wiadczy silniejsze miedzygatunkowe niz miedzyczastecz-
kowe podobienstwo struktury pierwszorzedowej niekodujacych fragmentéw, koncéw
57 i 3’ obydwu genéw. Czas, jaki uptynat, wystarczyt zaledwie na pojawienie sie
réznic miedzyczasteczkowych w obrebie tego samego gatunku. Réznice w strukturze
pierwszorzedowej koncow 5’ i 3’ gendéw CD28 i CTLA-4 sugerujg odmiennos¢
mechanizmow regulacji ekspresji obydwu genéw [22].

3. BUDOWA | FUNKCJA CZASTECZEK CD28 i CTLA-4

Biatka CD28 i CTLA-4 nalezg do nadrodziny immunoglobulin zawierajgcych
pojedyncza zewnatrzkomérkowg domene zmienng (ang. V - variable) spietg mo-
stkiem dwusiarczkowym. Czasteczki CD28 wystepujg na powierzchni 95% lim-
focytdw T CD4+ oraz 50% limfocytéw CD8+ zaréwno dziewiczych (ang. naive),
jak i aktywowanych [24,56]. W przeciwienstwie do nich, czasteczki CTLA-4 po-
jawiaja sie wytacznie na powierzchni komorek pobudzonych. Ligandami obydwu
receptordw, znajdujgcymi sie na powierzchni komérek prezentujagcych antygen sg
glikoproteiny B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86), nalezace do nadrodziny immunoglobulin,
z jedng domeng V i jedng domeng C [24,26,45]. Czasteczki B7.1 i B7.2 majg
20-100 razy wieksze powinowactwo do CTLA-4 niz do CD28 [26,56]. Do CD28
wigza sie one mniej wiecej tak samo silnie, przy czym szybko$¢ dysocjacji B7.2
jest wieksza [38].

3.1. Czgsteczka CD28

CD28 jest glikoproteing o masie czgsteczkowej 44 kDa wystepujgcg w postaci
monomeru lub homodimeru sktadajgcego sie z dwdéch taricuchdéw potaczonych mo-
stkiem dwusiarczkowym. Kazdy z nich zbudowany jest z 202 aminokwaséw (23
kDa) i ma pie¢ miejsc glikozylacji [24,56]. W skiad czasteczki CD28 wchodza:
domena zewnatrzkomérkowg ze zmiennym fragmentem immunoglobulino-podo-
bnym zawierajagcym motyw MYPPPY (Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr), ktéry jest miej-
scem wigzania z ligandem, domena transbtonowa oraz domena cytoplazmatyczna
(41 aminokwas6w) [24,56]. Cytoplazmatyczny fragment biatka nie wykazuje wia-
Sciwosci enzymatycznych i stad postuluje sie, ze przekazywanie sygnatu do wnetrza
komorki wymaga obecnosci odrebnego miejsca wigzania z cytoplazmatycznymi
biatkami sygnatowymi. Motyw 173YMNM* 6 (Tyr-Met-Asn-Met) jest odpowie-
dzialny za przytaczanie biatek sygnatowych, wséréd ktérych znajdujg sie: domena
SH2 (ang. src-homology 2) podjednostki p85 3-kinazy fosfoinozytolowej (3-kinazy
PI) oraz biatko wigzace receptor dla czynnika wzrostu - Grb-2 (an”- growthjactor
receptor binding protein) [49]. Inne, bogate w proling motywy PRRP (Pro-



RECEPTORY CD28 1CTLA-4 115

Arg-Arg-Pro) i 130PYAP193 (Pro-Tyr-Ala-Pro) wiazg domeny SH3 (ang. src-ho-
mology 3), ktére sa podjednostkami p85 3-kinazy Pl [24]. W domenie cytopla-
zmatycznej CD28 znajdujg sie miejsca, odpowiedzialne za oddziatywanie z innymi
biatkami sygnatowymi, w tym kinazami tyrozynowymi, fosfolipazg C, sfingomie-
linazg i p21ra5 (rys. 2) [8,43,52,56].

CD28 wydaje sie by¢ samodzielng jednostka funkcjonalng, przekazujaca sygnat
do wnetrza komérki T [44].

Kolejno$¢ zdarzen, ktore sg skutkiem oddziatywania czasteczek B7 z CD28,
nie jest doktadnie poznana. Niektérzy sugerujg, ze B7.1 i B7.2 indukujg rézne
sygnaty prowadzace do syntezy réznych limfokin. | tak B7.1 warunkuje produkcje
limfokin charakterystycznych dla komérek Thl, tj. IL-2 i IFN-y, natomiast B7.2
sprzyja syntezie IL-4 i IL-5 wydzielanych przez Th2 [18]. Wedtug innych autoréw
zaréwno B7.1Jak iB7.2 stymulujg wydzielanie IL-2 i IFN-y natym samym poziomie
[31]. Wykazano, ze w procesie oddziatywania CD28 z B7.1 i B7.2 podczas po-
wstawania dodatkowego sygnatu stymulacji wymagana jest obecno$é 3-kinazy fosfa-
tydyloinozytolu, co jest wspdlng cechg obydwu szlakéw prowadzacych do nasilenia
produkcji I1L-2 [9].

Wiadomo z pewnoscia, ze w przekazywaniu sygnatu do wnetrza komérki przez
CD28 zaangazowane mogg by¢ co najmniej dwa szlaki przemian. Jeden z nich
jest oporny na cyklosporyne A i wystepuje w dziewiczych limfocytytach T, kiedy
wysycenie receptorow CD28 jest niewielkie, a drugi jest wrazliwy na cyklosporyne
Aiwystepuje w aktywowanych limfocytach T, kiedy wysycenie receptorow ligandem
osigga warto$¢ maksymalng [24,56].

Gtownymi, wewngtrzkomdrkowymi mediatorami sygnatu obydwu rodzajow prze-
mian sg niereceptorowe kinazy tyrozynowe, takie®ak p56/cM p59~7/1 [52,56]. W
dziewiczych limfocytach ich substratem jest Tyrl 3 i Tyr19l cytoplazmatycznej
domeny czgsteczki CD28, ktorych fosforylacja umozliwia przytgczenie domeny
SH2 podjednostki p85 3-kinazy PI [24,56], czego nastepstwem jest jej aktywacja.
Produkt dziatania kinazy, 3,4,5-trifosfofosfatydyloinozytol, aktywuje z kolei szlak
niewrazliwej na estry forbolu fosfokinazy C ¢ (PKC Q i kaskade kinazy biatka
c-Jun i czynnika transkrypcyjnego Elk-1 (JNK/ERK). Rownoczes$nie z aktywacja
3-kinazy Pl aktywowany jest uktad sfingomielinaza/ceramid, ktéry wspomaga efekt
dziatania 3-kinazy PI [8,56].

W przebiegu szlaku wrazliwego na cyklosporyne A, aktywowane przez CD28
niereceptorowe kinazy tyrozynowe (p56Iick, p59.,!) zapoczatkowujg kaskade, ktorej
efektem jest uruchomienie zasob6w wewnatrzkomérkowego Ca2+ przez aktywacje
fosfolipazy C oraz fosforylacje czynnika Vav wptywajgcego na aktywacje kaskady
zaleznej od p21l/as [43].

Ostatecznie, szlaki wewnatrzkomérkowego przenoszenia sygnatu uruchamiane
oddziatywaniem czasteczek B7 z CD28 wiodg do aktywacji czynnikéw transkry-
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Rys. 2. Budowa czasteczek CTLA-4 i CD28 [24,56]: Grb-2 - biatko wigzgce receptor czynnika wzrostu

(ang. growth factor receptor binding protein 2), SH2 - domena podjednostki p85 3-kinazy fosfoinozy-

tolowej (ang. src-homology 2), SH3 - domena podjednostki p85 3-kinazy fosfoinozytolowej (ang.

src-homology 3), p21ras - produkt biatkowy protoonkogenu c-ras, 3-kinaza Pl - 3-kinaza fosfoinozytolu
(ang. phosphoinositide 3-kinase), P - miejsca wigzania reszty fosforanowej

pcyjnych, a wséréd nich NFkB, AP-1, NFAT, Oct-1 i CD28RC oraz stabilizacji
mRNA dla pewnych cytokin (rys. 3)[15,17,24,56].

Biologicznym efektem petnej aktywacji limfocytdw T jest synteza i uwolnienie
przez te komorki maksymalnie duzego stezenia IL-2 oraz innych cytokin (IL-la,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, GM-CSF, IFNy) [17,24]. Jest to sygnat do proliferacji
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Rys. 3. Model wewngtrzkomérkowych szlakéw przenoszenia sygnatu po aktywacji czasteczki CD28 [56]:
JNK - kinaza biatka c-Jun (ang. c-jun N-terminal kinase), ERK - kinaza czynnika transkrypcyjnego Elk-1
(kinaza MAP), p21r*™ - produkt biatkowy protoonkogenu c-ras, IL - interleukina; IFN-y- interferony,
GM-CSF-czynnik stymulujacy kolonie granulocytéw i monocytéw (ang. granulocyte monocyte-colony
stimulatingfactor), 3-kinaza Pl - 3-kinaza fosfoinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase), 3,4,5 P13 -
3,4,5-trifosfoinozytol, NK kB, AP-1, NFAS5, Oct-1- czynniki transkrypcyjne, PLCy- fosfolipaza Cy, Vav
- czynnik wymiany nukleotydu guaninowego, PKCC - fosfokinaza C G, PTK (p56/(i, p59/n) - biatkowe
kinazy tyrozynowe

komérek realizowany miedzy innymi przez zwiekszong ekspresje genu bel-xL
[5,6,42]. Tak indukowany przyrost ilosci biatka Bcl-xLjest wewngatrzkomorkowym
sygnatem hamujacym apoptoze komérek, a tym samym stymulujagcym je do trans-
formacji blastycznej i proliferacji [5,26]. Wewnatrzkomorkowy sygnat powstajacy
w wyniku aktywacji CD28, pobudza takze ekspresje receptoréw powierzchniowych,
a wsrdd nich czasteczek CTLA-4, receptora IL-2 oraz antygenu powierzchniowego
CD40 [12,16,35].
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3.2. Czgsteczka CTLA-4

CTLA-4 jest glikoproteing o masie czgsteczkowej okoto 20 kDa z jednym tylko
miejscem glikozylacji. Czgsteczka wystepuje w postaci monomeru lub homodimeru
(S-S) [56]. Zewnatrzkomdrkowa domena immunoglobulinopodobna V, biatka
CTLA-4 jest spieta mostkiem dwusiarczkowym. W jej obrebie znajduje sie motyw
MYPPPY (Met-Tyr-Pro-Pro-Pro-Tyr) analogiczny do wystepujgcego w czagsteczce
CD28, stanowigcy miejsce wigzania ligandu [22]. Stopien homologii 36 amino-
kwasowej domeny cytoplazmatycznej CTLA-4 myszy i cztowieka siegajagcy 100%
wskazuje na konserwatywny charakter jej funkcji [11,22]. Stosunkowo niski stopiei
homologii (30%) struktury pierwszorzedowej wewnatrzkomdrkowych domen CD28
i CTLA-4 jest prawdopodobnie odpowiedzialny za r6znice w funkcjonowaniu oby-
dwu biatek. Jak dotad niewiele wiadomo o szczeg6tach mechanizmu przekazywania
sygnatu do wnetrza komérki za posrednictwem CTLA-4. W domenie cytoplazmaty-
cznej, podobnie jak w czasteczce CD28, znajduje sie motyw 164YVKM167 (Tyr-
Val-Lys-Met) wigzacy domeny SH2 podjednostki p85 3-kinazy fosfoinozytolu j48].
Fosforylacja miejsc dziatania niereceptorowych kinaz tyrozynowych (Y, Y)
ma wptyw na transdukcje sygnatu do wnetrza komorki [10]. Zaobserwowano, ze
motyw 164YVKM 167 znajduje sie w obrebie sekwencji sygnatu lokalizacji we-
wnatrzkomadrkowej, co determinuje ekspresje czasteczki CTLA-4 w btonach siateczki
endoplazmatycznej i aparatu Golgiego sugerujgc odmienny mechanizm przenoszenia
sygnatu do wnetrza komd&rki w poréwnaniu z czgsteczkg CD28 (rys. 2) [34].

Pomimo obserwowanej, daleko idagcej homologii w budowie, biologiczna rola
CTLA-4 jest odmienna, a wrecz antagonistyczna w stosunku do CD28. Konse-
kwencja oddziatywania czasteczki CD28 z ligandem jest zmniejszenie wrazliwosci
receptora oraz znaczne ograniczenie jego liczebnosci na powierzchni limfocytow.
W tym samym czasie CTLA-4 ulega maksymalnej ekspresji [36]. Jednoczesne
zahamowanie syntezy biatka Bcl-xL wptywajac na rdwnowage biatek z rodziny
Bel pod wptywem dodatkowej stymulacji (CTLA-4/ B7) ingeruje w regulacje apo-
ptozy komorki [17,21]. Wykazano, ze CTLA-4 moze hamowaé proliferacje lim-
focytéw niezréznicowanych [28,55]. Pozbawiajac myszy genu CTLA-4 stwierdzono
jego udziat w supresji odpowiedzi immunologicznej [50,57]. Dodatkowym argu-
mentem przemawiajacym za antagonistycznym charakterem obydwu czasteczek jest
20-100 wieksze powinowactwo CTLA-4 do ligandéw, co wskazuje na mozliwos$é
kompetycyjnego, w obecnosci CD28, hamowania reakcji immunologicznej [19,56].

Wi iele sprzecznych doniesiefi dotyczacych oddziatywania B7 z CTLA-4 wymaga
jeszcze weryfikacji, ktéra pozwoli ustali¢ doktadnie udziat czasteczki CTLA-4 w
przebiegu dodatkowej stymulacji ijej znaczenie w odpowiedzi immunologicznej.
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4. KLINICZNE ZNACZENIE DODATKOWEJ STYMULACJI
PRZEZ ODDZIALYWANIE CD28/CTLA-4 Z B7.1/B7.2

Szlak dodatkowej stymulacji przebiegajacy za posrednictwem CD28/CTLA-4-
B7.1/B7.2 uwazany jest za jeden z gtownych w uktadzie regulujgcym odpowiedz
immunologiczng podczas odrzucania przeszczepu, w chorobach zakaznych iautoim-
munologicznych [1,30,47,51,54]. Model zwierzecy wykorzystywany jest do oceny
stopnia uruchomienia i przebiegu reakcji immunologicznych w patogenezie wielu
chordb. Blokowanie poszczegdlnych etapow szlaku CD28/CTLA-4-B7.1/B7.2 swoi-
stymi antagonistami jest skutecznym sposobem zapobiegania powstawaniu lub przy-
najmniej tagodzenia przebiegu choréb autoagresyjnych i reakcji odrzucania
przeszczepu [23,51]. Do tego celu stosuje sie swoiste przeciwciata przeciwko B7.1
lub B7.2 oraz chimere biatkowg CTLA-4-1g sktadajgcq sie z zewngtrzkomorkowej
domeny CTLA-4 i regiondéw statych CH2-CH3 IgGIl. CTLA-4-l1g wigzana jest
zaréwno przez czasteczki B7.1, jak i B7.2 i eliminuje ich aktywno$¢ biologiczng.
U myszy z toczniem uktadowym (ang. SLE - systemie lupus erythematosus), CTLA-
4-1g wydtuza czas przezycia najpewniej przez hamowanie syntezy przeciwciat anty-
DNA biorgcych udziat w rozwoju kiebkowego zapalenia nerek towarzyszgcego
chorobie [14,27].

Antagonisci B7.2 wykazujg zdolno$¢ hamowania procesu autoimmunologicznego
i zapobiegaja/opdzniajg niszczenie wysp trzustkowych (insulitis) u transgenicznych
myszy szczepu NOD (ang. non-obese diabetic mice) [33]. Fakt ten moze sugerowac
m.in. role polimorfizmu genu CTLA-4 (17Thr —17 la, IDDM12) w etiopatogenezie
cukrzycy insulinozaleznej, a takze innej choroby o podtozu autoagresyjnym, jaka
jest choroba Gravesa u cztowieka [4,13,40,41,53,58]. Wyniki badan nad mysim
alergicznym zapaleniem moézgu i rdzenia kregowego (ang. murine allergic ence-
phalomyelitis), ktéry stanowi model ludzkiego stwardnienia rozsianego (tac. sclerosis
multiplex), wykazaty ztagodzenie objawdw choroby po zablokowaniu oddziatywania
B7.1/CD28 [29,39]. Wykazano réwniez ostabienie reakcji przewlektego odrzucania
przeszczepu w drodze hamowania odpowiedzi komdrkowej i humoralnej przez wy-
tagczanie/blokowanie sygnatu dodatkowej stymulacji w wyniku terapii hybrydg
CTLA-4-1g [1,3,7].

Wydaje sie, ze oddziatywania typu CD28/CTLA-4 zB7.1/B7.2 moga uczestniczyé
w regulacji proceséw immunologicznych zwigzanych z chorobami infekcyjnymi,
w tym rdwniez w regulacji przewlektego procesu zapalnego [26]. Przyktadowo,
zakazeniu pratkiem gruzlicy (M. tuberculosis) lub wewnatrzkomo6rkowym pierwot-
niakiem L. donovani towarzyszy ograniczenie ekspresji czgsteczek B7.1 na po-
wierzchni makrofagéw, w nastepstwie czego odpowiedZ komdrkowa jest znacznie
ostabiona [25,46]. W tym przypadku przebieg choroby mégtby zosta¢ ztagodzony
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przez wzmocnienie sygnatu dodatkowej stymulacji, na przyktad po podaniu ago-
nistow CD28.

5. PODSUMOWANIE

Badania dotyczace szlakéw aktywacji limfocytéw T zostaty ostatnio uhonorowane
nagroda Nobla (1996, P.C. Doherty i R.M. Zinkemagel), co moze wskazywa¢ na
znaczenie, jakie nadaje sie w medycynie wzajemnym oddziatywaniom komoérek
immunokompetentnych. Wyczerpujaca charakterystyka sygnatu dodatkowej stymu-
lacji, w tym oddziatywania typu CD28/CTLA-4 z B7.1/B7.2 moze otworzy¢ nowe
mozliwos$ci profilaktyki i terapii: wybidrcza immunosupresje w chorobach autoim-
munologicznych, produkcje nowych szczepionek oraz wzmocnienie odpowiedzi
immunologicznej w przebiegu pewnych choréb infekcyjnych i nowotworowych.
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DIGOKSYGEMNA - MERADIOAKTYWNY MARKER W
BADANIACH KWASOW NUKLEINOWYCH
CZESC I. ZNAKOWANIE SOND MOLEKULARNYCH*

DIGOXIGENIN - A NON-RADIOACTIVE MARKER IN NUCLEIC
ACIDS RESEARCH.
PART I. LABELLING OF MOLECULAR PROBES

Elzbieta WYROB A, Jolanta WIEJAK, Anna CYWINSKA, Liliana SURMACZ

Zaklad Biologii Komdérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, Warszawa

Streszczenie: Rosngca popularno$¢ nieradioaktywnego systemu znakowania oligonukleotydéw i kwa-
séw nukleinowych pochodnymi digoksygeniny zwigzana jest z bezpieczenstwem detekcji oraz doktad-
nos$cig, powtarzalnos$cig i szybkoscig uzyskiwania wynikéw. W pracy scharakteryzowano digoksygenine
oraz szczeg6towo opisano rézne sposoby znakowania oligonukleotydéw (na 3’- i 5’-koncu) i kwaséw
nukleinowych (np. technika przemieszczania peknieé, wydtuzania starterow i w trakcie PCR) przy uzyciu
DIG-ddUTP, DIG-dUTP i DIG-UTP.

Stowa kluczowe: digoksygenina, kwasy nukleinowe, oligonukleotydy, sondy molekularne, nieradio-
aktywne znakowanie, chemiluminescencja.

Summary: Non-radioactive labelling system of nucleic acids with digoxigenin (DIG) has been recently
widely used and its advantages over radioactive methods are: a safety, an accuracy and a speed of the
detection as well as the repetitiveness of the results. A detailed characteristics of the DIG-derivatives and
specificity and sensitivity of the method is described. The different methods for labelling of oligonuc-
leotides ( at 3’-end and 5°-end) and nucleic acids (including nick translation, primer extension and PCR
labelling) with DIG-ddUTP, DIG-dUTP and DIG-UTP are presented.

Key words: Digoxigenin, nucleic acids, oligonucleotides, molecular probes, non-radioactive labelling,
chemiluminescence.

Stosowane skréty. DIG - digoksygenina, anty-DIG - przeciwciato anty-digoksygeninowe, PCR (ang.
polymerase chain reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy, dATP - deoksyadenozynotréjfosforan,

*Praca finansowana z funduszy statutowych IBD oraz Grantu KBN Nr 6P04A 05910.
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dUTP - deoksyurydynotréjfosforan, ddUTP - dideoksyurydynotréjfosforan, dNTP - mieszaniana
czterech deoksynukleotydow.

I. WSTEP

Od kilku lat coraz czesciej stosuje sie nieradioaktywne metody znakowania i
detekcji kwaséw nukleinowych, gdyz maja one liczne zalety: oszczedzajg czas,
koszty i eliminujg ryzyko zwigzane z ekspozycjg na szkodliwe dla zdrowia pro-
mieniowanie 6 o wysokiej energii emitowane przez izotopy ([32P] [35S]) [10, 13].
Ponadto, sondy kwasoéw nukleinowych znakowane nieradioaktywnie sg bardziej
stabilne niz sondy radioaktywne. Obecnie najczesciej uzywanymi technikami zna-
kowania kwaséw nukleinowych i oligonukleotydéw sg metody z uzyciem pochod-
nych digoksygeniny (DIG), ktdre wykrywa sie przy zastosowaniu specyficznych
przeciwciat (IgG) o wysokim powinowactwie [1-8,12,18,20-25].

II. CHARAKTERYSTYKA DIGOKSYGENINY

Digoksygenina (rys. 1) jest sterydowym haptenem, chemicznie uzyskiwanym
z lanatozydu C i aglikonu digoksyny, wystepujgcych w warunkach naturalnych
w naparstnicy. Pochodne digoksygeniny
zostaty wykorzystane do znakowania
DNA, RNA ioligonukleotyddw [9, 10, 12].
DIG doskonale nadaje sie do tego celu,
gdyz nie wystepuje naturalnie w komér-
kach zwierzecych, w przeciwienstwie do
biotyny, ktora byta stosowana w pierwszej
nieradioaktywnej metodzie (system bioty-
na-awidyna/streptawidyna) detekcji kwa-
sow nukleinowych [11]. Dodatkowymi
zaletami digoksygeniny sg: tatwos$¢ tacze-
Rys. 1. Wz6r strukturalny digoksygeniny n_ia Je] z nukleotydami, dO_StepnOéé prze-
(wg [9]) ciwciat anty-DIG o wysokim powinowac-
twie [10] oraz fakt, ze jej rozmiar i hy-
drofilno$¢ umozliwiajg wbudowywanie
znakowanych nig nukleotydéw do kwaséw nukleinowych [7].
Do tej pory zsyntetyzowano kilka réznych nukleotydéw znakowanych digoksy-
gening, ktérych zastosowanie przedstawiono w tabeli 1 [7].
Badanie kwasoéw nukleinowych przy uzyciu DIG obejmuje zasadniczo 3 etapy:
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Tabela 1. Nukleotydy sprzezone z digoksygening i ich zastosowanie w reakcjach znako-
wania sond molekularnych (wg [7])

Nukleotydy Zastosowanie
DIG-ddUTP * znakowanie oligo- i polinukleotydéw na koncach
DIG-dUTP « znakowanie DNA metodg wydtuzania startera (primer extension),

przemieszczania peknie¢ (nick translation), wypetniania (filling in reaction)
i PCR (polymerase chain reaction)

« tworzenie ogonkéw (tailing) na korncach oligo- lub polinukleotydéw przy udziale
terminalnej transferazy

DIG-UTP « znakowanie RNA metoda transkrypcji in vitro

- wyznakowanie sondy kwasu nukleinowego digoksygening;

- hybrydyzacje wyznakowanej sondy do kwaséw nukleinowych na filtrze lub in
situ;

detekcje za pomocg przeciwciat anty-DIG potaczonych bezposrednio z barw-
nikiem fluorescencyjnym lub z enzymem, ktdry umozliwia reakcje kolorowag,
fluorescencyjng lub chemiluminescencyjng [7].

1. METODY ZNAKOWANIA

Znakowanie oligonukleotydéw

Istniejq trzy sposoby znakowania oligonukleotydéw, ktore ilustruje rysunek 2:
A. Znakowanie na 3’-koncu. Do 3’-korica oligonukleotydéw (o dtugosci 14-100
nukleotydéw) przy udziale terminalnej transferazy dodawana jest tylko 1 reszta

A. znakowanie na 3'-koncu

B. dodawanie ogonka na 3'-konhcu

C. znakowanie na 5'-koncu

Rys. 2. Sposoby nieradioaktywnego znakowania oligonukleotydéw (wg [20]): gwiazdkg (*) oznaczono
potozenie pojedynczych reszt digoksygeninowych
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Tabela 2. Charakterystyka oligonukleotydéw znakowanych dioksygening i ich zastoso-
wanie (wg [20])

Metoda Czuto$¢ Specyfi- Ogoélna Zastosowanie
znakowania sondy cznosé charakte-
sondy rystyka

Znakowanie >10 pg  +++ dodanie jednej * przeszukiwanie bibliotek
3’-konca reszty DIG « dot/slot biot

* hybrydyzacja in situ
Dodanie >1 pg ++ dodanie kilku * hybrydyzacje typu
ogonka na reszt DIG Southern i Northern
3’-kohcu * hybrydyzacja in situ
Znakowanie >10 pg +++ oligo musi by¢ e przeszukiwanie bibliotek
estrem DIG syntetyzowany z » dot/slot biot
-NHSna resztag aminowa: * hybrydyzacja in situ
5’-koncu metoda dobra * wydtuzanie startera

do duzych préb
(reakcja chemiczna)

ddUTP wyznakowana digoksygening [DIG-ddUTP] (zastosowanie dideoksynukleo-
tydu w tej reakcji uniemozliwia dotgczanie nastepnych nukteotydéw) (tab. 2). Sondy
te zachowujg wysoki stopien specyficznosci i mogg by¢ uzywane do hybrydyzacji
w tych samych warunkach (temperatura i stezenie soli), co oligonukleotydy nie
znakowane [16, 21].

B. Znakowanie przez dodanie ogonka na 3’-koncu. Do 3’-kofca oligonu-
kleotydu dodawany jest ogonek o dtugosci 10-100 znakowanych DIG nukteotydéw
(tab. 2). Reakcja zachodzi przy udziale terminalnej transferazy w mieszaninie nie
znakowanych nukteotyd6éw idigoksygenino-11-dUTP. Powstaje ogonek zawierajacy
wiele reszt digoksygeniny. Takie sondy sg 10 razy bardziej czute niz znakowane
na 3’-koficu, moga jednak dawac niespecyficzne tto, np. jezeli nie znakowanym
nukleotydem uzytym do reakcji jest dATP, sonda moze mie¢ powinowactwo do
regiondéw bogatych w T. Takie niespecyficzne sygnaty mogg by¢ zminimalizowane
przez zastosowanie réznych nie znakowanych nukteotydéw do reakcji tworzenia
ogonka lub przez prehybrydyzacje z odpowiednimi sekwencjami (np. poty dA)
albo przez Sciste dostosowanie warunkow reakcji. Sondy znakowane w ten sposéb
sa odpowiednie do doswiadczen wymagajacych optymalnej czutos$ci, takich jak
hybrydyzacje typu Southern i Northern [17].

Metody A. i B. umozliwiajg nieradioaktywne znakowanie konwencjonalnie zsyn-
tetyzowanych oligonukleotydow.

C. Znakowanie oligonukleotydéw na 5’-koricu. Wykonywane jest przy uzyciu
estrow NHS-digoksygeniny. Oligonukleotydy sg znakowane przez dodanie DIG
na 5’-koficu w dwuetapowym procesie. Pierwszym etapem jest synteza oligonu-
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kleotydu z resztg aminowg (Aminolink) na 5’-koncu. Po oczyszczeniu syntetycznego
nukleotydu nastepuje drugi etap - tworzenie wigzan kowalencyjnych miedzy estrem
NHS-digoksygeniny i 5’-koricowg reszta aminowg oligonukleotydu.

Sondy sg specyficzne, majg czuto$¢ poréwnywalng z sondami znakowanymi
na 3’-konicu i sag odpowiednie do przeszukiwania bibliotek genomowych i dot blot
(tab. 2) [2].

Inng istotng cechg tak znakowanych sond jest wolny 3’-koniec, ktéry moze sta¢
sie starterem w reakcji syntezy DNA metodg PCR. llo$¢ wyznakowanych sond
jest 1000 razy wieksza niz przy znakowaniu na 3’-koficu. Moga by¢ one wykrywane
i oczyszczane metodg chromatografii powinowactwa z uzyciem przeciwciat anty-
digoksygeninowych [25].

Znakowanie kwasow nukleinowych

Przemieszczanie peknie¢. Sondy DNA moga by¢ znakowane DIG metodg prze-
mieszczania peknie¢ (nick translation). Metoda ta jest szczegdlnie korzystna w
przypadku badan in situ, poniewaz wielko$¢ powstatych sond moze by¢ okre$lana
przez zmiane mieszaniny uzywanych enzymow (polimeraza | DNA i DNA-za I).
Uzyskiwane tg metodg mate ilosci zsyntetyzowanego produktu sg wystarczajgce
w dosSwiadczeniach in situ. Ostatnio wprowadzono gotowy do uzycia roztwor za-
wierajagcy wszystkie skitadniki niezbedne do wytworzenia sond (200-500 bp) zna-
kowanych DIG, ktére sg optymalne in situ. Roztwdr ten moze by¢é uzywany w
przypadku matryc liniowych i kotowych wigcznie z produktami PCR [7].

Wydtuzanie starteréw (primer extension). Metoda polega na syntezie nici DNA
komplementarnej do matrycy zaczynajgc od wolnej grupy 3-OH startera i jest po-
lecana do enzymatycznej syntezy plazmidéw i fragmentow DNA znakowanych
DIG (rys. 3). Ma ona przewage nad innymi metodami, poniewaz:

- jest bardzo skuteczna, dziata z roznymi typami DNA niezaleznie od wielkosci

czasteczki i nie wymaga DNA wysoko oczyszczonego;

wymagana jest mata ilos¢ matrycowego DNA (10 ng);

w metodzie tej starterowy DNA dziata tylko jako matryca, a reakcja znakowa-
nia jest reakcjg syntezy de novo.

W przypadku znakowania DNA digoksygening stezenie nukleotyddw nie jest
czynnikiem ograniczajacym (w przeciwieristwie do znakowania radioaktywnego),
dlatego mikrogramowa ilo$¢ znakowanego DNA moze powstac z kilku nanogramow
matrycowego DNA. Ostatnio ulepszono warunki znakowania DNA pochodnymi
digoksygeniny, by poprawi¢ skuteczno$é¢ i niezawodno$¢ tej reakcji. Wszystkie
wymagane sktadniki, tj. nukleotydy, w tym DIG-dUTP, polimeraze Klenowa, he-
ksanukleotydy i stabilizatory sg przygotowane w optymalnym dla reakcji buforze
zawierajacym 50% glicerol. Uzywajac tej mieszaniny znakujacej, zwanej DIG High-
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zdenaturowane liniowe DNA stuzace jako
matryca do syntezy sondy

synteza znakowanego DNA - sondy przez
polimeraze Klenowa przy uzyciu startera,
mieszaniny dNTP i DIG-dUTP

badane DNA zwigzane z biotem + sonda DNA

hybrydyzacja

wigzanie przeciwciat anty-DIG potaczonych
z alkaliczng fosfatazg

reakcja z substratem chemiluminescencyjnym
(np. CDP-Star)

starter

DIG-dUTP

przeciwciato anty-DIG potgczone
z alkaliczng fosfatazg

Rys. 3. Znakowanie sondy DNA pochodng digoksygeniny (DIG-dUTP) metodg wydtuzania startera i jej

detekcja po hybrydyzacji typu Southern (wg [20])

Prime (Boehringer Mannheim), wymagane jest tylko jedno pipetowanie, a ilo$¢
otrzymanej sondy jest znacznie wigksza (1-3 mg znakowanego DIG DNA w stand-

ardowej reakcji znakowania).
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Znakowanie metodg wydtuzania startera moze by¢ stosowane po trawieniu DNA-
azg, ktéra zmniejsza wielko$¢ znakowanego DNA [7, 14].

Znakowanie w trakcie reakcji PCR. DIG-dUTP moze by¢ takze wbudowywany
podczas amplifikacji DNA w trakcie reakcji taricuchowej polimerazy (PCR). Zwykle
do syntezy czutych sond hybrydyzacyjnych wymagana jest duza ilos¢ zwigzku
znakujgcego, jak np. w metodzie wydtuzania starterow. Natomiast sondy uzyskiwane
metoda PCR moga by¢ syntetyzowane z minimalnej ilosci matrycowego DNA i
zawierajg tylko oczekiwane sekwencje bez sekwencji wektorowych [12]. Zaleznie
od matrycy wydajno$s¢ PCR moze by¢ obnizona wskutek wysokiego stezenia DIG-
dUTP, niemniej jednak jest ona wystarczajagca dla réznych typow hybrydyzacji.
Produkty PCR moga by¢ rozdzielane na zelu, przenoszone na filtry i wykrywane
przeciwciatami anty-DIG [1, 3, 4, 6, 8, 15, 24].

Znakowanie RNA. Sondy RNA znakowane DIG sg syntetyzowane z wektoréw
plazmidowych lub fagowych zawierajgcych odpowiednie promotory polimerazy
RNA bakteriofaga SP6, T3 lub T7. Jest to najbardziej wydajna metoda enzymaty-
cznego znakowania. Reakcja transkrypcji in vitro z uzyciem jednej z tych polimeraz
RNA i mieszaniny trifosforandw rybonukleozydéw oraz DIG-UTP doprowadza
do powstania bardzo duzej ilosci (10-20 mg z 1 mg plazmidowego DNA) RNA
wyznakowanego DIG, podczas gdy znakowanie PCR lub metodg wydtuzania startera
daje 1-3 mg znakowanego DIG DNA w reakcji standardowej.

Sondy RNA znakowane DIG wykazujg znacznie wigkszg czuto$¢ w metodzie
Northern w poréwnaniu z sondami DNA. Ponadto sondy RNA dajg lepszy sygnat
w hybrydyzacji in situ Zz mRNA. Inng korzysciajest mozliwo$¢ uzycia znakowanego
sensownego RNA jako kontroli negatywnej [5, 7, 16].

Znakowanie wewnetrzne do sekwencjonowania DNA. W znakowaniu tym
stosuje sie DIG-dATP. Metoda ta wykorzystuje fakt, ze nukleotydy purynowe sg
rzadziej wigczane przez niektére polimerazy DNA niz pirymidynowe. | tak, w
pierwszym etapie elongacji z uzyciem polimerazy DNA T7 i okreSlonych stezen
dNTP wbudowywana jest tylko jedna reszta DIG-dATP, co prowadzi do powstania
produktéw o identycznej masie czasteczkowej ijest wstepnym warunkiem powstania
drabinki sekwencyjnej [7].

llodciowo$¢ reakcji znakowania. Bezposredni pomiar iloSciowy reakcji zna-
kowania i powstatego produktu nie jest mozliwy. Ocene iloSciowg mozna prze-
prowadzi¢ przez poréwnanie z wyznakowanym DNA standardowym. Ostatnio sg
dostepne iloSciowe prazki DNA, ktére umozliwiaja szybsze okreslenie wzglednej
ilosci powstatych kwaséw nukleinowych znakowanych DIG [7]. Ponadto dokona¢
mozna poréwnania stopnia wyznakowania oligonukleotyddw stosujac elektroforeze
na zelu poliakrylamidowym i barwienie bromkiem etydyny [23]: wyznakowany
oligonukleotyd migruje wolniej niz nieznakowany i jest wyraznie widoczny [19].

Oczyszczanie i stabilno$¢ sond. Sondy po wyznakowaniu DIG zasadniczo nie
wymagajg oczyszczania i mogg by¢ bezposrednio dodawane do reakcji hybrydyzacji
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oraz sg stabilne nawet przez kilka lat przy odpowiednim przechowywaniu. Wy-
znakowane oligonukleotydy mozna oczyszczaé na kolumienkach chromatografi-
cznych typu Bio-Spin 6 [18, 19, 23]. Mozliwos$¢ syntezy duzej ilosci znakowanych
DIG kwasow nukleinowych w pojedynczej reakcji podwyzsza powtarzalnos¢ i po-
rownywalnos$é wynikéw, poniewaz mozna stosowaé¢ doktadnie te same sondy DNA
w tym samym stezeniu w wielu eksperymentach. Sondy radioaktywne, ktére musza
by¢ przygotowywane co pewien czas od nowa, r6znig sie zaréwno stopniem oczy-
szczenia, jak i gestoscig znakowania [7].
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DIGOKSYGENINA - NIERADIOAKTYWNY MARKER
W BADANIACH KWASOW NUKLEINOWYCH.
CZESC 1l. ZASTOSOWANIE WYZNAKOWANYCH
SOND MOLEKULARNYCH*

DIGOXIGENIN - NON-RADIOACTIVE MARKER IN NUCLEIC
ACIDS RESEARCH. PART Il. APPLICATION AND DETECTION
OF THE LABELLED PROBES

Jolanta WIEJAK, Anna CYWINSKA, Liliana SURMACZ, Elzbieta WYROBA

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

Streszczenie:Opisano réznorodne techniki detekcji sond molekularnych wyznakowanych digoksygening
(DIG) przy uzyciu przeciwciat anty-DIG sprzezonych ze zwigzkami fluorescencyjnymi, enzymami
(fosfataza alkaliczna i peroksydaza) lub ztotem koloidalnym. Szegétowo scharakteryzowano kilkanascie
substratéw chemiluminescencyjnych umozliwiajagcych najszybsza i najdoktadniejsza detekcje sond.
Nastepnie oméwiono rozmaite zastosowania wyznakowanych oligonukleotydéw i kwaséw nukleino-
wych w hybrydyzacji typu Southern, Northern, in situ oraz EMSA, PRINS i sekwencjonowaniu DNA.

Stowa kluczowe:digoksygeninag, przeciwciata anty-DIG, hybrydyzacja, detekcja kwaséw nukleinowych,
fosfataza alkaliczna, peroksydaza chrzanowa, ztoto koloidalne, zwigzki fluorescencyjne.

Summary. Different techniques of detection of digoxigenin-labelled oligonucleotides and nucleic acids
with anti-DIG antibodies coupled to fluorescent dyes, enzymes (alkaline phosphatase and horseradish
peroxidase) or colloidal gold are discussed. Several chemiluminescent substrates - enabling the most
efficient, rapid and sensitive detection of the labelled probes - have been described. A variety of
application of DIG-labelled probes in Southern, Northern and in situ hybridization as well as in EMSA,
PRINS and DNA sequencing are presented.

Key words: digoxigenin, anty-DIG antibodies, hybridization, detection of nucleic acids, alkaline phos-
phatase, horseradish peroxidase, coloidal gold, fluorescent dyes.

*Praca finansowana z funduszy statutowych IBD oraz Grantu KBN Nr 6P04A 05910.
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Stosowane skréty: DIG - digoksygenina, anty-DIG - przeciwciato anty-dioksygeninowe, FISH (ang.
fluorescent in situ hybridization) - hybrydyzacja fluorescencyjna in situ, PRINS (ang. primed in situ
synthesis) - synteza in situ przy udziale startera, EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay) - test
opd6znienia migracji, AP - alkaliczna fosfataza, dUTP - deoksyurydynotréjfosforan, dCTP - deoksy-
cytydynotréjfosforan, PCR (ang. polymerase chain reaction) - reakcja tancuchowa polimerazy, BCIP
- 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan, NBT - chlorek nitrobtekitu tetrazolu, HNPP - fosforan hydro-
ksynaftylofenylu, HNP - hydroksynaftylofenyl, PNP - fosforan 4-nitrofenylu, TMB (3,3’-5,5"-tetra-
methylbenzidinej-tetrametylobenzydyna, ABTS (ang. 2,2 ’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic)
acid), DNP - dinitrofenol.

I. WSTEP

Subpikogramowe ilosci DNA i RNA moga by¢ wykryte precyzyjnie, szybko
i bezpiecznie dzigki zastosowaniu nieradioaktywnego markera - digoksygeniny [10],
ktorg scharakteryzowano w pierwszej czesci tego szkicu. Kilkanascie sposobow
detekcji sond molekularnych wyznakowanych digoksygening oraz ich réznorodne
zastosowania przyczynity sie do rozpowszechnienia tej metody ws$réd biologéw
molekularnych.

Il. ZASTOSOWANIA

Omowimy tutaj kilka typowych ibardziej interesujacych przyktadéw zastosowan
oligonukleotyddw i kwaséw nukleinowych znakowanych DIG, z ktdrych wiekszos$¢
opiera sie na analizie hybrydyzacyjnej.

Hybrydyzacja

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych jest metoda powszechnie uzywang w bio-
logii molekularnej. Kinetyka i warunki hybrydyzacji zuzyciem sond nieradioaktyw-
nych [10] nie r6znia sie istotnie od metod radioaktywnych [25]. Do transferu uzywane
sg filtry nylonowe lub nitrocelulozowe. Filtry nylonowe sg prostsze w uzyciu, trwal-
sze, silniej wiazg kwasy nukleinowe, wykazujg wieksza czuto$é detekcyjng i silniej
wzmacniajg sygnat chemiluminescencyjny. Dla uktadu DIG przygotowano filtry
zawierajgce Scisle okre$long ilos¢ tadunkow dodatnich, dajagce wysoka czutos¢ i
niskie tto (zbyt duzy tadunek dodatni powoduje bowiem powstanie wysokiego tta
wskutek niespecyficznego wigzania sie biatek, szczeg6lnie przeciwciat uzywanych
do detekcji, natomiast filtry nie natadowane wykazuja mniejszg czuto$¢) [10, 30].

Po przeprowadzeniu hybrydyzacji filtry wymagaja zablokowania czynnikiem blo-
kujacym (np. sterylnym roztworem kazeiny lub firmowym Boehringer-Mannheim).

Hybrydyzacja typu Southern. Filtry mogg by¢ hybrydyzowane z sondami DNA,
RNA lub oligonukleotydowymi [28] znakowanymi DIG [20] i wykrywane reakcjg
kolorowa, fluorescencyjng lub chemiluminescencyjng [20, 35-37]. Metody zna-
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kowania i detekcji zalezg od konkretnych wymagan dotyczacych czutosci i szybkosci
reakcji.

Sondy DNA i RNA charakteryzujg sie wyzszg czutoscig niz sondy oligonu-
kleotydowe. Stosowanie detekcji fluorescencyjnej lub chemiluminescencyjnej umo-
zliwia ,,oderwanie” (stripping) zwigzanej sondy np. w wyniku 30-minutowej
inkubacji w 0,2 M NaOH i ponowne uzycie biotow do kolejnej hybrydyzacji. Pro-
cedura ta jest trudniejsza, gdy detekcja odbywa sie przy uzyciu reakcji kolorowej,
poniewaz powstaty w tej reakcji osad trudno jest usung¢ z filtra. Z drugiej jednak
strony detekcja kolorowa umozliwia wzglednie najlepszy rozdziat blisko potozonych
prazkéw i dlatego preferowana jest ona w takich zastosowaniach, jak np. finger-
printing DNA [10, 27].

Hybrydyzacja typu Northern. Hybrydyzacja typu Northern jest jedng z naj-
bardziej wygodnych metod wykrywania mRNA. Stosowane sg tutaj gtownie sondy
antysensownego RNA, poniewaz wykazujg one znacznie wyzsza czuto$¢ niz sondy
cDNA czy oligonukleotydowe [7]. Metodg nieradioaktywng mozna wykry¢ nawet
Sladowe iloSci mRNA, co jest trudne przy zastosowaniu sond znakowanych ra-
dioaktywnie [26, 31].

Hybrydyzacja in situ w mikroskopie swietlnym. Hybrydyzacja molekularna
in situ stosowana jest do uwidaczniania kwasdw nukleinowych (DNA lub RNA)
w utrwalonych komdrkach [29] lub tkankach, co umozliwia badanie ekspresji genéw
na poziomie histologicznym [9]. Hybrydyzacje in situ moga by¢é wykonywane z
uzyciem sond DNA [32], RNA [13, 34] lub oligonukleotydowych.

Obecnie coraz czesciej stosowane sg sondy znakowane nieradioaktywnie, szcze-
gblnie digoksygening, poniewaz sg tatwiejsze i szybsze w uzyciu [1] niz sondy
radioaktywne, pomimo ze istniejg trudnosci w iloSciowej ocenie sygnatu zlokali-
zowanego wewngatrz komaérki [9, 29]. Uzycie digoksygeniny eliminuje problemy
zwigzane zaré6wno z uzyciem sond znakowanych radioaktywnym fosforem (np.
krétka trwatos¢, konieczno$¢ ochrony radiologicznej), jak i biotyng, ktdra wystepuje
endogennie w duzych iloSciach w watrobie i nerkach [9, 29].

Detekcja DIG-sond odbywa sie przy zastosowaniu anty-DIG fosfatazy alkalicznej
i reakcji kolorowej z uzyciem substratu kolorowego BCIP/NBT lub przeciwciat
anty-DIG potgczonych z czasteczkami ztota [10, 38].

Hybrydyzacja fluorescencyjnain situ (FISH =fluorescentin situ hybridization).
W metodzie tej stosowane sg gtéwnie sondy DNA znakowane DIG, chociaz znane
sagrowniez przypadki stosowania sond RNA znakowanych DIG, atakze znakowanych
oligonukleotydéw. Detekcja jest bezposrednia z uzyciem przeciwciat anty-DIG zna-
kowanych fluoresceing, rodaming lub aminokumaryng. Moze byé ona wzmocniona
przez podanie pierwszorzedowego mono- lub poliklonalnego przeciwciata anty-DIG,
a nastepnie przeciwciata drugorzedowego wyznakowanego fluoresceing. Jest to cze-
sto stosowana metoda wzmacniania sygnatu [6, 23].
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Mozna rowniez zastosowaé detekcje posrednig, uzywajac przeciwciat anty-fluo-
resceinowych znakowanych fosfatazg alkaliczng ijej substratu - HNPP, ktéry zwie-
ksza dodatkowo czuto$¢ detekcji FISH przez amplifikacje sygnatu enzymatycznego
fosfatazy alkalicznej. Uzywajac tego substratu mozna nawet wykry¢ jednokopijne
geny na chromosomie metafazowym [5, 14].

Synteza i znakowanie iti situ przy udziale startera (PRINS = primed in situ
synthesis). Technika ta opiera sie na hybrydyzacji nie znakowanych fragmentow
DNA do sekwencji docelowych (DNA) in situ. Dalsza reakcja zachodzi po dodaniu
mieszaniny zawierajacej polimeraze DNA (np. Taq), buforu i dNTPs (mieszaniny
dezoksynukleotydow) zawierajgcej DIG-dUTP. Nie znakowana sonda dziata jako
starter, a sekwencja docelowa jako matryca do syntezy DNA znakowanego DIG.
Produkt jest wykrywany podobnie jak w standardowej metodzie FISH [10].

Technika PRINS jest prosta, czuta i znacznie szybsza niz inne techniki (np.
FISH), gdyz wymaga tylko nieznakowanego oligonukleotydu umozliwiajgcego hy-
brydyzacje. Ponadto zaletg tej metody jest lepsze zachowanie struktury chromo-
soméw, komorek i tkanek. Sonda jest nieznakowana i dlatego jej niespecyficzne
wigzanie z probka nie powoduje duzego tla, co pozwala na stosowanie jej w wysokim
stezeniu. Metoda PRINS jest uzywana do analizy szczeg6towych substruktur w
powtarzalnym DNA, organizacji sekwencji DNA w centromerze oraz w genetyce
klinicznej do badar ekspresji genéw i aberracji chromosomowych. Ponadto technika
ta pozwala na lokalizacje sklonowanego cDNA podczas badania nieprawidtowego
sktadania pre-mRNA i wystepujagcych w nim mutacji oraz do wykrywania sekwencji
jednokopijnych w interfazowym jadrze. PRINS umozliwia takze badanie utrwa-
lonych fragmentéw chromosoméw metafazowych i jadra [10, 15].

Test opdznienia migracji - EMSA

Metoda EMSA (electrophoretic mobility shift assay) jest stosowana do detekcji
lub kontroli biatek wigzacych okreslone sekwencje DNA. Jako sond uzywa sie
przede wszystkim dwuniciowych oligonukleotydéw znakowanych DIG. Czuto$¢
metody z zastosowaniem DIG jest poréwnywalna z metodg radioaktywna, lecz
daje lepszy rozdziat prazkdw, ktory jest szczegolnie istotny w analizach ekstraktow
jadrowych. Aby by¢ pewnym, ze digoksygenina nie przytaczy sie do miejsca wia-
zacego biatko, dotgczana jest ona na koncu dideoksynukleotydu, np. przez wy-
petnienie tepych koncow przez polimeraze Klenowa i DIG-dUTP lub DIG-dCTP
lub tez przez wyznakowanie 3’-konica przy uzyciu terminalnej transferazy [10].

Sekwencjonowanie DNA

Starterem w reakcji sekwencjonowania DNA jest oligonukleotyd znakowany
digoksygening na 5’-koncu. Produkty reakcji sg rozdzielane na standardowym zelu
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sekwencjonujgcym DNA i po elektroforezie sg przenoszone na filtry nylonowe
(moze sie to rowniez odbywac przez bezposrednia elektroforeze na filtrze) [10].

Detekcja drabinki sekwencyjnej opiera sie na reakcji miedzy DIG na 5’-koncu
startera i przeciwciatlem anty-DIG sprzezonym z fosfataza alkaliczng, ktéra prze-
prowadza reakcje kolorowa, fluorescencyjng lub chemiluminescencyjng. Z jednego
sekwencjonowania mozna odczytaé¢ okoto 300 nukleotydéw. Detekcja chemilumine-
scencyjna jest bardzo szybka (5-20 minut ekspozycji na kliszy rentgenowskiej w
przypadku uzycia CDP-Star) w poréwnaniu z detekcjg radioaktywna (16710 godzin).
Intensywny sygnat chemiluminescencyjny jest trwaty i moze by¢ wykrywany nawet
po 2 lub 3 dniach. Metoda ta jest prosta i wzglednie tania w poréwnaniu z metoda
radioaktywng oraz z catkowicie zautomatyzowanym sekwencjonowaniem DNA.
Latwy i szybki jest rdwniez stripping biotdbw po detekcji chemiluminescencyjnej
[10, 24].

Zastosowanie anty-DIG kuleczek magnetycznych

Technika wigzania przeciwciat anty-DIG z kuleczkami magnetycznymi uzywana
jest do izolowania kwaséw nukleinowych, gtéwnie mRNA, przez DIG-znakowane
oligo(dT). Metoda ta pozwala rowniez na odzyskanie okreSlonych czgsteczek kwaséw
nukleinowych przy uzyciu sond oligonukleotydowych o specyficznej sekwencji oraz
oddzielanie sond hybrydyzacyjnych kwaséw nukleinowych znakowanych DIG od
nie znakowanej matrycy. Kuleczki magnetyczne mogg by¢ takze stosowane do
sekwencjonowania unieruchomionych jednoniciowych fragmentéw DNA.

Kombinacja kuleczek magnetycznych anty-DIG ze streptawidynowymi kulecz-
kami magnetycznymi pozwala na unieruchomienie obu nici DNA z pojedynczej
reakcji PCR z jednym starterem znakowanym DIG, a drugim znakowanym biotyng
i sekwencjonowanie obu nici produktu PCR. Pozwala to np. na detekcje allelo-
specyficznych zmian lub mutacji w ztozonych prébach. Innym interesujacym za-
stosowaniem jest hybrydyzacja odejmujaca (subtractive hybridization) i klonowanie
réznicowe (difference cloning) [12].

I1l. DETEKCJA

Do detekcji kwasow nukleinowych znakowanych DIG (tab. 1) uzywane sg frag-
menty Fab owczych poliklonalnych przeciwciat anty-DIG sprzezonych z:
zwigzkami fluorescencyjnymi (fluoresceina, rodamina, aminokumaryna);

enzymami (fosfataza alkaliczna, peroksydaza chrzanowa, B-galaktozydaza,
fosfataza kwasna, mikroperoksydaza), ktére moga katalizowac reakcje chemi-
luminescencyjng, fluorescencyjng lub kolorowa;

metalami (ztoto koloidalne).
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Tabela 1. Metody detekcji kwaséw nukleinowych znakowanych DIG (zmodyfikowana

Przeciwciato

AP anty-DIG

Peroksydaza
chrzanowa
anty-DIG

Kulki ztota
anty-DIG

Zwiagzki
fluorescencyjne
anty-DIG

Substrat
BCIP/NBT
HNPP

+Fast Red TP
Atto-Phos

dioksetany

PNP

ABTS/TMB

DAB

luminol

jodofenol

wg [10])
Produkt

kolorowy osad

osad fluoerescencyjny

roztw6r fluorescencyjny

Zastosowanie

hybrydyzacja na filtrach
iin situw mikroskopie Swietinym
hybrydyzacja na filtrach, FISH

ptytki wielodotkowe, detekcja

W roztworze

sygnatchemiluminescencyjny filtry, ptytki wielodotkowe, detekcja

kolorowy roztwor

kolorowy roztwor
kolorowy osad
sygnat

chemiluminescencyjny

czastki odbijajgce

Swiatto

fluorescencja

W roztworze
detekcja w roztworze, plytki
wielodotkowe

detekcja w roztworze, plytki
wielodotkowe

hybrydyzacja in situ w mikroskopie
Swietlnym

filtry, ptytki wielodotkowe, detekcja

w roztworze

hybrydyzacja in situ w mikroskopie

Swietlnym i elektronowym

FISH

Fosfataza alkaliczna jest polecana do detekcji chemiluminescencyjnej (rys. 1)
oraz do tworzenia kompleksow fluorescencyjnych lub kolorowych [10]. Wykazuje
ona wysoki stopien termostabilnosci i odpornosci na warunki $rodowiskowe, co
sprawia, ze jest enzymem preferowanym w wykrywaniu kwasow nukleinowych

3.

Peroksydaza chrzanowa natomiast jest stosowana przewaznie do kolorowej lub
chemiluminescencyjnej detekcji sond znakowanych DIG w roztworach (np. w pro-
bach na ptytkach wielodotkowych) [22].

Substraty fosfatazy alkalicznej

1. BCIP/NBT. 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan (BCIP) ichlorek nitrobtekitu
tetrazolu (NBT) tworzag bezbarwny lub lekko z6tty rozpuszczalny kompleks sub-
stratow. Po defosforylacji przez alkaliczng fosfataze zachodzi reakcja redoks, w
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substrat produkt posredni sygnat
chemiluminescencyjny
H,Y=H- AMPPD
Cl,Y=H- CSPD
X =Cl, Y =CI- CDP-Star
Rys. 1. Reakcja generowania sygnatu chemiluminescencyjnego (wg [3,29]). Alkaliczna fosfataza biorgca
udziat w tej reakcji jest sprzezona z przeciwciatem antydigoksygeninowym

X=
X=

wyniku ktérej powstaje niebiesko-purpurowy, nierozpuszczalny w wodzie osad w
miejscu, gdzie enzym jest aktywny. Umozliwia to czutg detekcje kwaséw nuklei-
nowych znakowanych DIG przez fosfataze alkaliczng sprzezong z przeciwciatem
anty-DIG zaréwno na filtrach, jak i in situ. W obu przypadkach osiggane jest
bardzo wyrazne rozdzielenie blisko potozonych zrédet sygnatéw. Reakcja kolorowa
na btonach przebiega od kilku minut do 16 godzin. Z tej wysokiej rozdzielczosci
uktadu BCIP/NBT korzysta¢ mozna np. w metodzie DNA fmgerprinting. Produkt
reakcjijest bardzo mocno zwigzany z filtrem idlatego usuniecie go w celu ponownego
uzycia biotéw jest trudne i nie polecane [10, 21].

2. HNPP. Fosforan hydroksynaftylofenylu (HNPP) jest substratem fluorescen-
cyjnym, ktory umozliwia czutg detekcje bioczasteczek na filtrach. Po defosforylacji
HNPP wytwarza silnie fluorescencyjny nierozpuszczalny w wodzie osad o maksimum
emisji w 509 nm (wykrywany przy uzyciu ultrafioletu), ktéry mozna zarejestrowac
na kliszy fotograficznej. Filtry po detekcji HNPP, w przeciwienistwie do BCIP/NBT,
tatwo ulegajg strippingowi i moga byé ponownie uzyte.

Przy zastosowaniu in situ oprocz HNPP dodawana jest jeszcze czerwief trwata
(Fast Red 777?), aby zwiekszy¢ powinowactwo do skrawkéw tkankowych i chro-
mosomow oraz utrwali¢ osad zdefosforylowanej formy (HNP). Maksimum absorpcji
osadu HNP/Fast Red 77? przesuwa sie do 550 nm, a widmo emisji fluorescencji
ma maksimum w 562 nm. llo$¢ osadu fluorescencyjnego mozna zwiekszy¢ przez
powtdérne dodanie Swiezego roztworu substratu, co zwieksza czuto$¢ detekcyjna,
ktéra jest poréwnywalna ze standardowa nie-enzymatyczng metoda detekcji fluo-
rescencyjnej in situ postugujacg sie przeciwciatami znakowanymi fluoresceing lub
rodaming [10, 14].

3. Atto-Phos. W wyniku defosforylacji z Atto-Phos, podobnie jak z HNPP,
powstaje produkt fluorescencyjny, ktérego maksimum emisji wynosi 560 nm. Zdefo-
sforylowany Atto-Phos nie tworzy osadu, gdyz jest znacznie lepiej rozpuszczalny
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w wodzie niz HNPP i dlatego jest stosowany do detekcji aktywnosci enzymatycznej
w $rodowisku wodnym, np. do prob na ptytkach wielodotkowych [4, 10].

4, Dioksetany. Chemiluminescencja jest najszybszg i najbardziej czutg metodg
detekcji fosfatazy alkalicznej. 1,2-dioksetany znacznie upraszczajg proces detekcji
przez wyeliminowanie posredniego etapu whudowania nadtlenkéw [10].

Istotne cechy 1,2-dioksetan6éw to: obecno$¢ wigzarn nadtlenkowych bedacych
nosnikiem energii dla chemiluminescencji (procesowi temu towarzyszy uwolnienie
100 kcal/mol energii i wytworzenie silnego sygnatu chemiluminescencyjnego), obe-
cno$¢ grupy spiroadamantanowej warunkujacej stabilno$¢ oraz mozliwo$¢ emito-
wania S$wiatla (bez dodawania zadnych utleniaczy) zwigzana z obecnosciag
podstawnika arylowego. Grupa odszczepiana przez enzym gwarantuje pojawienie
sie luminescencji tylko w przypadku dziatania wiasciwego enzymu [3]. Dioksetany
moga by¢ stosowane do detekcji DIG-znakowanych kwaséw nukleinowych zaréwno
na filtrach nitrocelulozowych, nylonowych, jak i w roztworach, a sygnat chemi-
luminescencyjny utrzymuje sie na filtrze przez kilka dni. Czas ekspozycji na klisze
rentgenowskg wynosi od kilku sekund do kilku minut.

W ciggu ostatnich kilku lat zsyntetyzowano i ulepszono rézne substraty chemi-
luminescencyjne. Pierwsze dostepne substraty, AMPPD [2, 18], LumigenPPD i
Lumiphos 450 wykazywaty wysokg czuto$¢. Przez podstawienia w pierScieniu ada-
manty lowym lub fenylowym dioksetanu, np. resztami chlorowymiw CSPD, a ostatnio
w CDP-Star zwiekszono szybko$¢ reakcji i wzmocniono emisje Swiatta.

CSPD. Enzymatyczna defosforylacja CSPD prowadzi do powstania bardzo nie-
stabilnego anionu dioksetanowego, ktéry uwalnia kwant energii w postaci emisji
Swiatta. Maksimum emisji w roztworze wodnym wynosi 477 nm. Zdefosforylowany
anion dioksetanowy ma czas pottrwania na filtrze nylonowym okoto 40 minut [18,
19].

CDP-Star. Jest on uzywany jako substrat od 1994 roku. Obecnie jest on po-
wszechnie dostepnym, tatwym w uzyciu ijak dotad najbardziej specyficznym chemi-
luminescencyjnym substratem fosfatazy alkalicznej [33].

CDP-Star jest 1,2-dioksetanem podstawionym atomami chloru, ktéry umozliwia
wyjatkowo szybkie uzyskanie sygnatu chemiluminescencyjnego, rejestrowanego na
kliszy rentgenowskiej. Enzymatyczna defosforylacja CDP-Star prowadzi do po-
wstania niestabilnego produktu posredniego (anionu fenolanu dioksetanowego), ktéry
rozpada sie w roztworze i emituje Swiatto o dtugosci fali 466 nm [11].

Daje on 10razy czulszy iszybszy sygnat chemiluminescencyjny niz inne substraty.
CDP-Star jest szczeg6lnie uzyteczny do szybkiego i czutego wykrywania znako-
wanych nieradioaktywnie kwasow nukleinowych w hybrydyzacjach typu Southern,
Northern, hybrydyzacjach kolonijnych itysinkowych. W tych doswiadczeniach po-
leca sie uzycie filtrow nylonowych, poniewaz w przypadku filtréw nitrocelulozowych
konieczne jest dodanie wzmacniacza (np. NitroBlock) [11].
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Kinetyka emisji Swiatta i maksymalna dtugos¢ fali réznig sie dla r6znych sub-
stratdw chemiluminescencyjnych. Kiedy substratem fosfatazy alkalicznej jest CDP-
Star, natezenie Swiatla wzrasta bardzo szybko w ciggu pierwszych kilku minut i
utrzymuje sie przez wiele godzin na mniej wiecej statym poziomie. Ta szybka
kinetyka emisji Swiatta jest szczeg6lnie korzystna w przypadku sekwencjonowania
DNA znakowanego DIG, poniewaz pozwala uzyska¢ drabinke sekwencyjng w ciggu
kilkunastu minut [10].

5. PNP. Fosforan 4-nitrofenylu (PNP) jest substratem uzywanym od wielu
do ilosciowych pomiarow fosfatazy alkalicznej w roztworze. Jest bezbarwny, a
po defosforylacji daje zabarwienie od z6ttego do zielonego w pH 9-10, ktére moze
by¢ mierzone standardowym fotometrem lub w czytniku ptytek wielodotkowych
przy 405 nm. PNP moze by¢ stosowany do ilosciowej detekcji DNA znakowanego
DIG przez fosfataze alkaliczng anty-DI1G. Reakcja kolorowa przebiega przez wiele
godzin ze wzrastajgcg intensywnoscig sygnatu [10].

Substraty peroksydazy chrzanowej

1. ABTS/TMB. Ukiad ABTS/TMB (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sul-
fonic acid/3,3’-5,5’-tetramethylbenzidine) moze by¢ uzywany do detekcji i iloScio-
wego oznaczania kwasoéw nukleinowych znakowanych DIG w roztworze. Reakcja
ABTS / peroksydaza powoduje powstanie zielono zabarwionego roztworu, ktérego
absorbcja jest mierzona przy 405 nm, podczas gdy TMB daje kolor zoty (450
nm). Peroksydaza chrzanowa jest aktywna przez 60-90 minut [8, 10].

2. Luminol/jodofenol. Peroksydaza chrzanowa moze by¢ wykrywana takze przy
zastosowaniu substratdw chemiluminescencyjnych: luminolu/jodofenolu. Reakcja
chemiluminescencyjna mierzona w odpowiednich luminometrach do ptytek wie-
lodotkowych daje szerszy zasieg ilosciowy niz reakcja kolorowa.

System anty-DIG peroksydaza chrzanowa i luminol/jodofenol moze by¢ sto-
sowany do filtrbw, jednak daje stabszy i krocej trwajacy sygnat niz fosfataza
alkaliczna potgczona z chemiluminescencyjnym dioksetanem, dlatego nie poleca
sie go do transferow kwaséw nukleinowych. Maksimum emisji $wiatta wynosi
425 nm. Intensywno$¢ sygnatu szybko wzrasta, ale réwniez szybko zanika i juz
po okoto 90 minutach jest on praktycznie catkowicie niewykrywalny [10].

3. DAB. 3,3’-diaminobenzydyna (DAB) jest najbardziej znanym substratem pe-
roksydazy chrzanowej stosowanym w cytochemii na poziomie mikroskopu $wietl-
nego i elektronowego. Jak widac z tabeli 1, DAB moze by¢ uzyty w hybrydyzacji
in situ. W wyniku reakcji powstaje ciemnobrgzowy osad (polimer) nierozpuszczalny
w alkoholu ani w rozpuszczalnikach organicznych i wykazujacy zdolnos$é wiazania
metali ciezkich [17].

at
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Ztoto koloidalne

Przeciwciata anty-DIG moga by¢ takze potgczone z czgsteczkami ztota koloi-
dalnego. Sg one uzywane do detekcji kwaséw nukleinowych znakowanych DIG
w hybrydyzacji in situ w mikroskopii $wietlnej i dajg takg samg czutos¢, jaka
uzyskuje sie przy pomocy przeciwciat znakowanych enzymem. Rozproszone czg-
steczki zlota majg niezwykle maty rozmiar, $rednio okoto 0.8 nm, dlatego moga
skutecznie penetrowaé komdérki i tkanki, ale sa trudne do dostrzezenia pod mi-
kroskopem Swietlnym bez wzmocnienia kontrastu solami srebra. Przez wytrgcenie
sie srebra na powierzchni czasteczki powigksza jej pierwotny rozmiar i pojawia
sie bragzowo-czame zabarwienie o wysokim kontrascie [10].

Zwiagzki fluorescencyjne

Do detekcji kwaséw nukleinowych znakowanych DIG we fluorescencyjnej hy-
brydyzacji in situ (FISH =fluorescent in situ hybridization) stosowane sg prze-
ciwciata anty-DIG potaczone z r6znymi zwigzkami fluorescencyjnymi. Dzigki temu
mozna wybra¢ odpowiedni kolor wywotanej reakcji, aby uzyska¢ optymalny rozdziat,
kontrast i czutos¢. Dodatkowo fluorochromy sg uzyteczne dla wielokolorowych
FISH, gdy uzywa sie innych niz DIG zwiazkéw znakujacych (takich jak biotyna,
DNP czy estradiol) oraz odpowiadajagcych im przeciwciat znakowanych fluore-
scencyjnie lub streptawidyng [10, 16].

Aby wzmocni¢ czuto$¢ detekcji kwaséw nukleinowych znakowanych DIG w
hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ (FISH), mozna uzywac¢ kaskady przeciwciata
anty-DIG potgczonego z drugorzedowymi lub trzeciorzedowymi przeciwciatami
wyznakowanymi fluorescencyjnie lub sprzezonymi z alkaliczng fosfatazg (AP) [10].

PODSUMOWANIE

System DIG jest znacznie lepszy iszybszy niz radioaktywne metody znakowania
i detekcji kwasow nukleinowych, a ponadto umozliwia wigzanie wyznakowanych
sond do fazy statej, np. ptytek wielodotkowych lub kuleczek magnetycznych.

Obecnie mozliwosci tego systemu nie sg catkowicie wykorzystane i w najblizszej
przyszto$ci mozna sie spodziewac wprowadzenianowych interesujgcych zastosowan.
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KOMUNIKATY

Komunikat Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej

Zarzad Fundacji Biologii Komarki i Biologii Molekularnej przyznaje doroczng
nagrode naukowa, w tym réwniez w roku 1997 i 1998, za wyrdzniajgca sie oryginalng
prace z zakresu biologii komarki, indywidualng lub zespotowga, wykonang wytgcznie
w krajowej placéwce naukowej, opublikowang w ostatnich dwéch latach w cza-
sopis$mie figurujagcym 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

*

I. Raz w roku przyznawana bedzie jedna nagroda za wyrdzniajaca sie,
oryginalng prace z zakresu biologii komérki, indywidualng lub zespotowa,
wykonang wytacznie w krajowej placéwce naukowe.

2. Praca musi by¢ wydrukowana w czasopismie naukowym referowanym
w Current Content.

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

4. preferowane beda prace mtodych autorow.

5. Wysoko$¢ nagrody w danym roku kalendarzowym ustala Zarzad Fun-
dacji.

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 Nagrod
powotana przez Zarzad Fundacji zasiegajac w razie potrzeby opinii specja-
listow.

9. Decyzja Komisji ogtaszana bedzie w "Postgpach Biologii Komarki".
10. Nagroda wreczana bedzie w czasie jednej z konferencji naukowych z
zakresu biologii komorki.
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MOLECULAR AND CELLULAR BASIS OF ANGIOGENESIS
THE ROLE OF GROWTH FACTORS

(A workshop of the Annual Meeting of European Society for Clinical Investigation
Cracow, April 16-19, 1998)
* Qrganizers: Professor Heinrich M. Schulte,
dr Amal K. Mukhopadhyay

* Topics to be discussed: VEGF and related factors: regulation of gene
expression, vascularization during foetal growth
and metastasis, new therapeutic applications, signal
transductions, relevance for reproductive
and endocrine tissues etc.

* Information: Dr Amal K. Mukhopadhyay
Institute for Hormone and Fertility Research
Grandweg 64, 22429 Hamburg
Tel.: +49 40 5619080, Fax: +49 40 56190864
e. mail: mukhopad@ uke.uni.hamburg.de

STYPENDIUM DOKTORANCKIE W USA

Jednoroczne lub dwuletnie stypendia w Centrum Naukowym Kimmela na Uni-
wersytecie Thomasa Jeffersona w Filadelfii w dziedzinie biologii molekularnej no-
wotworow. Centrum Rakowe Kimmela (dyr. dr Carlo Croce) skupia naukowcow
badajgcych molekularne mechanizmy onkogenezy oraz lekarzy wdrazajgcych nowe
metody leczenia choréb nowotworowych. Jest to obecnie jeden z przodujgcych
osrodkow w USA w dziedzinie onkologii eksperymentalnej i klinicznej.

Po zakoniczeniu stypendium mozliwe jest kontynuowanie pracy w Zaktadzie
Cytologii Klinicznej CMKP w Warszawie we wsp6tpracy z Uniwersytetem Thomasa
Jeffersona.

Kandydaci powinni mie¢ tytut doktora oraz wtasny dorobek naukowy. Zyciorys
wraz z nazwiskami (+telefony) 3 os6b mogacych udzieli¢ informacji o kandydacie
nalezy przesytaé do

dr Tomasza Skorskiego
Thomas Jefferson University, Kimmel Cancer Center
BLSB 630, 233 South 10th Street, Philadelphia, PA 19107, USA
tel. (215) 503-4524, fax (215) 923-0249, E-mail: skorskil@ jeflin.tju.edu


mailto:mukhopad@uke.uni.hamburg.de
mailto:skorskil@jeflin.tju.edu
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IV KONFERENCJA POLSKIEGO TOWARZYSTWA CYTOMETRR

Konferencja odbedzie sie w Gdansku w dniu 18 pazdziernika 1998 roku. W
programie przewidujemy wystgpienia zaproszonych gosci oraz sesje plakatowg. Wy-
ktadowcami bedg: Zbigniew Darzynkiewicz (Nowy Jork, USA), Jim Watson (Cam-
bridge, W. Brytania), Carleton Stewart (Buffalo, USA), Paul Robinson (West
Lafayette, USA), David Hedley (Toronto, Kanada), Jan Kapuscinski (Gdansk,Pol-
ska).

Bezposrednio po Konferencji wdniach 18-21 pazdziernika zostang zorganizowane
warsztaty metodyczne z udziatem zaproszonych wyktadowcéw. Konferencja oraz
warsztaty bedg prowadzone w jezyku angielskim. Liczba uczestnikdw warsztatéw
jest ograniczona.

Osoby zainteresowane udziatem prosimy o nadsytanie zgtoszen uczestnictwa
w terminie do 28 lutego 1998 roku na adres Komitetu Organizacyjnego:

Dr hab. Jacek Bigda
Sekretarz Komitetu Organizacyjnego
IV Konferencji Polskiego Towarzystwa Cytometrii
Katedra Histologii i Immunologii AM Gdansk
ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk
tel/fax 058-323673
e-mail: jjbigd @amedO 1.amg.gda.pl

VIl OGOLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMORKI
THE VIITH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

Uprzejmie informujemy, ze VII Ogdlnopolska Konferencja Biologii Komorki
zostanie zorganizowana w 1999 roku , w dniach 9 ($roda) do 12 (sobota) wrzesnia,
w Krakowie.

Za organizacje Konferencji z upowaznienia Polskiego Towarzystwa Biologii Ko-
morki  odpowiedzialni beda profesorowie: Tadeusz Cichocki, Wtodzimierz Ko-
rohoda i Stanistaw Przestalski.

Zainteresowanych prosimy o $ledzenie dalszych komunikatow.

First Announcement. The VIlth Polish Conference on Cell Biology will be
organized in Cracow, on 9 (Wednesday) to 12 (Saturday) September 1999.

For the organization of Conference the professors: Tadeusz Cichocki, Wto-
dzimierz Korohoda and Stanistaw Przestalski have been chosen by the Polish Cell
Biology Society.

Please keep attention to the forthcoming communicates.
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Wskazowki przygotowania rysunkow do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja
6,0 lub wczesniejsza. Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zostaé
umieszczone osobno na dyskietce. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, .PCX),
albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wczes$niejsza. Kazda wersja Worda lub Corela
pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wczesniejszej.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 1997 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zt 40,00 60,00 80,00 100,00

Zaméwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy.
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LISTY DO REDAKCJI

Prof. dr Mieczystaw Chorazy (Zaktad Biologii Molekularnej, Centrum On-
kologii, Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, 44-100 Gliwice) nadestat list na-
stepujacej tresci:

Zwracam sie do Pana, jako redaktora ,,Postepéw Biologii Komérki”, z naste-
pujagcymi dwoma sprawami:

1. Druk w ,Postepach” jest bardzo czesto o barwie szarej, a nie czarnej, co
utrudnia czytanie.

2. Zapis genow i biatek jest czasami nie uporzadkowany. Podstawowa reguta:

*

geny wirusow, bakterii, roslin, zwierzat (oprécz cztowieka) powinny by¢
pisane matymi literami i kursywa, np. bcl-2, agrB, env;

geny ludzkie zapisujemy duzymi literami i kursywg, np. N-MYC, BCL-2,
RAS;

biatka zwierzat - pierwsza litera symbolu duza, pismo proste, np. Myc,
Fos, Ras;

*

biatka ludzkie - symbol duzymi literami, pismo proste, np. RAS, TNF, IL-
1.

Redakcja ,,Postepow” uprzejmie prosi Autoréw o przestrzeganie regut propo-
nowanych przez Autora listu.



INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnigé biologii
komoérki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuly drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakgji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezposrednio do Redaktoréw odpowiedniej
specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuty, ktére nie odpowiadaja zadnej
zwymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 20 stron maszynopisu liczac tabele i piSmiennictwo w zasadzie z ostatnich 5 lat (do
10% pozycji bibliograficznych starszych);

2) mini-reviews do 10 stron maszynopisu z pozycjami bibliograficznymi z ostatnich 2 lat (liczac od daty wystania do redakcji);

3) listy do redakcji ( do 1strony maszynopisu).

Tekst pracy i zataczniki nalezy przesyta¢ w dwdéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 z podwdjng interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Ostateczna wersja tekstu i
rysunki (wskazéwki nas. 150) powinnaby¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows oraz ASCII. Pierwsza
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona i nazwiska autoréw oraz ich tytuty
naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron
maszynopisu, liczbe tabel i rysunkdw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy podac¢ kolejno tytut pracy w jezyku
polskim iangielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres
autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrot tytutu (do 40 znakéw). Nastepna
strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw) oraz stowa kluczowe - 3 do 10
stéw zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sgtam zawarte. W tytule i streszczeniu
mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony.
W tek$cie nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rysunkéw, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich
lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1litp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy podac¢ spis literatury. Skroty nazw czasopism podawac nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tek$cie nastepuje
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury nalezy
zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schematéw i rysunkéw powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczeg6lnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zatgczniki sa zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
W szystkie zatgczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrotéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrdcenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga zamoéwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik na s. 150.

Redakcja prosi o propozycje do 5 0séb (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, anijego wspoétpracownikami.
Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotaczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Tre$¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakgji. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace, tak nie Dotaczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy

Jest zgoda 0s6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sa zamieszczone w tekscie artykututak  nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode nato, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postepach Biologii Komorki** przechodzi na wtasnos¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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