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W tym Zeszycie Postepow Biologii Komorki

W tym zeszycie pie¢ artykutdow jest poswieconych komdrkom roslinnym.

W artykule pt. ,Status energetyczny komorek roslinnych oraz jego
regulacja w odpowiedzi na zmieniajgce sie warunki srodowiska” (str.
487) przedyskutowano zmiany tego statusu zachodzace pod wptywem
dziatania abiotycznych czynnikéw stresowych, takich jak: niska tempe-
ratura, ograniczony dostep tlenu, okresowy niedobér wody i substancji
odzywczych oraz zanieczyszczenia Srodowiska.

Waznym biatkiem kontrolujgcym homeostaze wapniowg zaréwno w
komorkach zwierzecych, jak i roslinnych jest obecna w ER komoérek
kalretikulina (str. 501). Opisano budowe ifunkcjonowanie tego biatka.

Przedstawiono charakterystyke fitoferrytyny w poréwnaniu z ferrytyng
z innych organizmdéw na stronie 511.

W artykule na stronie 525 opisano mechanizmy usprawniajgce pobie-
ranie itransport nieorganicznego wegla w réznych grupach roslin.

Chromoplasty sg wyspecjalizowane w syntezie i gromadzeniu karote-
noidéw (str. 539). Wystepujg w barwnych ptatkach korony kwiatéw i
migzszu owocow, a powstajgtam drogg przeksztalcenia chloroplastow.

Inne tematy w tym zeszycie dotycza regulacji cyklu komérkowego i apoptozy:

Ogodlnie omoéwiono molekularne mechanizmy kontrolujgce cykl komor-
kowy (str. 571), gtdwnie na podstawie badania komorek drozdzy oraz
wykorzystania bezkomoérkowych wyciggéw z cytoplazmy jaj Xenopus\
przedstawiono kontrole polegajgca na cyklicznie aktywowanych w cyklu
kinazach biatkowych, tworzeniu przez nie komplekséw z cyklinami i
regulacji aktywnosci kinaz gromadzeniem sie, a potem rozpadem cyklin
oraz dodatkowa regulacje aktywnosci kinaz przez fosforylacje i defosfo-
rylacje. Temat ten byt kilkakrotnie omawiany w ,Postepach Biologii
Komérki” (17, 325, 1990; 20, 33, 1993; 21, 243, 1994) oraz w ,Poste-
pach Biochemii” (38, 98, 1992), co pozwala przesledzi¢ postepy w tej
dziedzinie wiedzy.

Postepy w badaniach regulacji dojrzewania mejotycznego oocytdéw oraz
pierwszych cykléw mitotycznych w zarodkach myszy omoéwiono w
artykule na stronie 549.

W ,Postepach” apoptoze omawiano dotgd w komérkach organizmoéw
wielokomoérkowych (22, 247, 1995; 23, 299, 1996; 24, 561, 1997; 25,
315, 1998). Na stronie 649 Czytelnik znajdzie omoOwienie pewnych
aspektéw apoptozy wykryte w™organizmach jednokomérkowych.
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STATUS ENERGETYCZNY KOMOREK ROSLINNYCH
ORAZ JEGO REGULACJA W ODPOWIEDZI
NA ZMIENIAJACE SIE WARUNKI SRODOWISKA*

ENERGY STATUS OF PLANT CELLS AND ITS REGULATION
IN RESPONSE TO CHANGING ENVIRONMENTAL CONDITIONS

Agnieszka BYCZYNSKA, Gabriela LORENC-PLUCINSKA
Instytut Dendrologii PAN, Kérnik

Streszczenie: W artykule omdwiono parametry opisujgce stan energetyczny komérek roslinnych i
przedstawiono charakterystyke statusu energetycznego niektérych tkanek roslinnych w aspekcie rytmiki
sezonowej i starzenia sie. Przedyskutowano tez zmiany tego statusu zachodzgce pod wptywem dziatania
abiotycznych czynnikéw stresowych, takich jak: niska temperatura, ograniczony dostep tlenu, okresowy
niedob6r wody i substancji odzywczych oraz zanieczyszczenia Srodowiska.

Stowa kluczowe: nukleotydy adeninowe, fadunek energetyczny, potencjat fosforylacyjny, rytmika sezo-
nowa, czynniki stresowe.

Summary: This paper discusses the energy status of plant cells and describes the energy state of plant
tissues and its changes with season and with plant senescence. The influence of abiotic stress factors such
as low temperature, restricted oxygen supply, temporary water and nutrient deficit and environmental
pollution on plant energy status are also studied.

Key words:adenylate nucleotides, adenylate energy charge, phosphorylation potential, seasonal changes,
stressing factors.

Wykaz stosowanych skrotéw: AdN - catkowita zawarto$¢ adenylanéw, AEC - tadunek energetyczny.
Pi - ortofosforan nieorganiczny, PP - potencjat fosforylacyjny, PPj - pirofosforan nieorganiczny.

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6 P04G 068 10.
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1. WSTEP

Zdolnos¢ do zaspokajania potrzeb energetycznych jestjedng z charakterystycznych
wiasciwosci zywej komérki. Koniecznos$¢ utrzymania homeostazy wymaga jednak,
aby wiaczanie i wytgczanie szlakéw anabolicznych i katabolicznych, w ktorych
dokonujg sie przemiany energii, byto Scisle kontrolowane przez mechanizmy ko-
mérkowe. Reakcje te sg ze sobg sprzezone za pomocg zwigzku posredniego, jakim
jest adenozynotrifosforan (ATP). Jest on nukleotydem skiadajgcym sie z adeniny,
rybozy i trifosforanu. Jednostka trifosforanowa zawiera dwa bezwodnikowe wig-
zania fosforanowe, dlatego ATP nazywany jest czesto zwiazkiem wysokoenerge-
tycznym [44].

Energia chemiczna, zmagazynowana w wigzaniach fosforanowych ATP, moze
by¢ uzyta do przebiegu reakcji endoergicznych. Produktami egzoenergetycznej hy-
drolizy ATP sg adenozynodifosforan (ADP) inieorganiczny fosforan (Pj) lub adeno-
zynomonofosforan (AMP) i nieorganiczny pirofosforan (PP-). ADP i AMP - jako
prekursory ATP - sg bezposrednimi akceptorami grup fosforanowych w reakcjach
dostarczajacych energie w komdrce. Catkowita zawartos¢ adenylanéw (AdN = ATP
+ ADP + AMP) nie ulega radykalnym zmianom, lecz znajduje si¢ w stanie dy-
namicznej rownowagi [33]. Nukleotydy adeninowe ulegaja wzajemnym przeksztat-
ceniom w reakcjach endo- i egzoenergetycznych (rys. 1). Sumaryczne stezenie
nukleotydéw adeninowych w fazie wodnej nienaruszonych komoérek réznego typu
wynosi od 2 do 15 mmol/1, przy czym stezenie ATP znacznie przewyzsza stezenie
ADP i AMP [44]. Wzrost poziomu mono- i dinukleotydéw prowadzi do uruchomienia
mechanizméw kompensujacych te zmiany. Kluczowg role w regulacji puli AdN
odgrywa deaminaza AMP [51]. Enzym ten ulega aktywacji, kiedy stezenie AMP
jest wysokie i katalizuje jego deaminacje do inozynomonofosforanu (IMP) (rys.
1).

RYSUNEK 1. Wzajemne przemiany nukleotydéw adeninowych
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Rozroznia sie 3 podstawowe typy reakcji, podczas ktérych syntezowany jest
ATP:

1) fosforylacja substratowa,

2) fosforylacja oksydacyjna,

3) fotofosforylacja.

Fosforylacja substratowa zachodzi w cytoplazmie i katalizowana jest przez kom-
pleks enzymatyczny szlaku glikolitycznego. Synteza ATP w drodze fosforylacji
oksydacyjnej i fosforylacji fotosyntetycznej zachodzi dzieki kompleksowi enzy-
matycznemu znajdujgcemu sie w wewnetrznej btonie mitochondrialnej i btonie ty-
lakoidalnej chloroplastéw. Kompleks ten, zwany syntazg ATP (ATPazg), jest pompa
protonowa, ktdra katalizuje reakcje syntezy ATP z ADP i Pj, wykorzystujac gradient
protonowy tworzony w wyniku utleniania substratéw energetycznych lub pochia-
niania energii Swietlnej [44]. Synteza ATP moze zachodzi¢ rowniez bez przeksztat-
cenia energii, w drodze transfosforylacji. Z dwoch czasteczek ADP powstaje
woéwczas ATP i AMP. Reakcja ta, katalizowana przez kinaze adenylanowg (kinaze
AMP; AK), jest energetycznie neutralna i zachodzi w przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw. Wysoka aktywnos¢ AK obserwowana jest najczesciej w warunkach,
gdy fosforylacja oksydacyjna nie zaspokaja w petni zapotrzebowania na ATP, a
poziom ADP jest wysoki. Kinaza adenylanowa, podobnie jak deaminaza AMP,
jest enzymem odgrywajacym kluczowa role w regulacji puli nukleotydow adeni-
nowych [5].

2. PARAMETRY OPISUJACE STATUS ENERGETYCZNY
KOMORKI

Stosunek wzglednych stezen ATP i ADP (ATP/ADP)jestjednym z podstawowych
parametréw charakteryzujgcych status energetyczny komorki. Zmiany wartosci
wspodtczynnika ATP/ADP wplywajg na aktywnos$¢ metaboliczng. ATP moze dziata¢
jak allosteryczny inhibitor, zmniejszajac powinowactwo kluczowych enzymoéw szla-
kow katabolicznych do ich substratéw [44]. Hamujace dziatanie ATP jest znoszone
przez ADP. Aktywnos$¢ szlakéw katabolicznych wzrasta w momencie obnizenia
wspotczynnika ATP/ADP.

W stanie réwnowagi ATP jest prawie catkowicie zhydrolizowany do ADP i
Pj (ATP <> ADP + Pj). Wielkos$cig termodynamiczng opisujacag zdolno$é do prze-
niesienia grupy fosforanowej w uktadzie ATP/ADP jest potencjat fosforylacyjny
(PP), wyrazajacy sie rdwnaniem:

pp =—tATp] [M-1]
[ADP] [Pj] J
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RYSUNEK 2. Aktywno$¢ enzymoéw reakcji wytwarzajacych (linia W) i zuzywajacych ATP (linia Z) jako
% maksymalnej szybkosci katalizowanych reakcji (a) oraz warto$¢ wspétczynnika [ATP]/[ADP] (b) w
zalezno$ci od tadunku energetycznego (AEC) [33]

Scista korelacja miedzy wartoécig potencjatu fosforylacyjnego i wspétczynnikiem
ATP/ADP pozwala przewidywac, iz w okreslonych warunkach wartos¢ tego ostat-
niego bedzie rosta wraz ze wzrastajgcym stezeniem Pj w komérce [33].

Innym podstawowym parametrem opisujgcym stan energetyczny komoérki jest
tadunek energetyczny (AEC) [33], ktéry wyraza sie wzorem:

ATP + 0,5 ADP
ATP + ADP + AMP

AHC

Warto$¢ AEC charakteryzuje stopieni ,,wypetnienia” uktadu ATP: ADP: AMP ,,wia-
zaniami wysokoenergetycznymi”. AEC moze wiec przybiera¢ wartosci od 0 (gdy
[AAN]=[AMP]) do 1(gdy [AAN]=[ATP]) (rys. 2). Szlaki metaboliczne wytwarzajace
lub zuzywajace ATP reagujg na zmiany warto$ci AEC. Punkt przeciecia sie¢ krzywych
szybkosci reakcji syntezy idegradacji ATP (rys. 2) odpowiada stanowi dynamicznej
réwnowagi metabolicznej, kiedy szybkos$¢ zuzycia ATP réwna sie szybkosci jego
regeneracji [33]. AEC, PP i stosunek ATP/ADP sg ze sobg $cisle powigzane i
znajomos¢ jednego z tych parametrow umozliwia wyznaczenie pozostatych wielkosci
[33].

3. CHARAKTERYSTYKA STATUSU ENERGETYCZNEGO
NIEKTORYCH TKANEK ROSLINNYCH

Odlegte ewolucyjnie gatunki ro$lin réznig sie od siebie wymaganiami, jakie
musza byé spetnione, aby zachodzit ich prawidtowy wzrost, rozw6j i rozmnazanie.
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Pomimo wystepowania tych r6znic parametry stanu energetycznego komorek osig-
gaja podobne warto$ci w grupach tkanek o podobnych funkcjach fizjologicznych
oraz podlegaja wspélnemu mechanizmowi regulacyjnemu. W tkankach metabolicznie
aktywnych AEC przekracza zwykle warto$¢ 0,8 (najczesciej =0,85) [33]. Uogolnienie
to ulega jednak pewnym modyfikacjom, jesli wezmie sie pod uwage odchylenia
wartosci AEC pomiedzy komérkami organdéw asymilujacych a komdérkami pozo-
statych organéw [33]. Utrzymujacy sie na poziomie 0,7-0,8 AEC charakteryzuje
zielone liscie wielu gatunkdw roslin [33]. Przeniesienie zielonych lisci z ciemnosci
na $wiatto powoduje tylko niewielkie zmiany AEC (lub odpowiadajgcych mu wartosci
stosunku ATP/ADP). Natomiast komarki korzeni charakteryzujg sie wyzszym AEC,
ktéry osigga w nich zwykle warto$¢ 0,9. Podobny poziom AEC stwierdzono takze
w kietkujacych nasionach wielu gatunkéw roslin oraz w zarodkach soi i etiolowanych
koleoptylach ryzu [33]. Tak wysoki AEC wystepuje réwniez w wielu rodzajach
komérek zwierzecych i u mikroorganizméw (AEC w granicach 0,85-0,94) [33].

Gtoéwne szlaki metaboliczne, podczas ktorych nastepuje regeneracja ATP (4.
glikoliza, fosforylacja oksydacyjna, fotofosforylacja), zlokalizowane sg w trzech
przedziatach komérki: w cytozolu, mitochondriach i chloroplastach. Adenylany nie
moga swobodnie przemieszczaé sie przez btony organelli, w rezultacie czego tworza
pule nukleotyddw adeninowych matriks, stromy i cytozolu [17, 43]. W protoplastach
zielonych lisci cytozol zawiera tylko 44% puli AdN, mitochondria 9%, a chloroplasty
47%, [43]. Stosunek ATP/ADP w mitochondriach ma nizszg warto$¢ (0,6 w ciemnosci
i 2,6 na Swietle) niz w cytozolu (9,1 w ciemnosci i 6,4 na Swietle), do ktérego
ATP jest transportowany whbrew istniejagcemu gradientowi stezen [43], dzieki cze-
$ciowo elektrogennemu dziataniu translokazy nukleotyddéw adeninowych. Z kolei
wspotczynnik ATP/ADP w chloroplastach w ciemnosci wynosi okoto 1,1, a na
Swietle osigga warto$¢ 1,5-3 [43]. Taka kompartmentacja umozliwia utrzymywanie
niskiego wspétczynnika ATP/ADP w przedziatach, gdzie syntetyzowany jest ATP,
w przeciwienstwie do wysokiego ATP/ADP w cytozolu, gdzie zachodzi wiekszo$é
reakcji zuzywajagcych ATP. W tkankach asymilujgcych dojrzatych roélin poziom
ATP w cytozolu wzrasta po ich przeniesieniu z ciemnosci na $wiatto w nastepstwie
posredniego transferu ATP z chloroplastow do cytozolu przez petle triozofosfo-
ran-fosfoglicerynian [43], przy czym wzrostowi wartosci wspétczynnika ATP/ADP
towarzyszy obnizenie aktywno$ci mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej, ktéra
jest limitowana przez niski poziom ADP [28].

Ogdlny status energetyczny nasion, korzeni i etiolowanych lisci odpowiada war-
tosSciom AEC i ATP/ADP cytozolu, ktéry zawiera okoto 90% puli AdN [33].
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4. CZYNNIKI SRODOWISKA INDUKUJACE ZMIANY
PARAMETROW STATUSU ENERGETYCZNEGO

4.1. Zmiany sezonowe

Sezonowa rytmika zmian statusu energetycznego komorek roslinnych poznana
jestjak dotad fragmentarycznie. Na ogét przyjmuje sie, ze zr6znicowanej aktywnosci
metabolicznej roélin w ciggu sezonu wegetacyjnego odpowiada cykliczna fluktuacja
parametrow opisujacych ich stan energetyczny.

W doswiadczeniach nad sezonowg rytmika zmian zawartosci poszczegdélnych
nukleotydéw adeninowych w lisciach kilku gatunkéw bagiennych bylin stwierdzono
wzrost wartosci AEC, ATP/ADP i ATP/AMP wczesng wiosng wraz z rozwojem
lisci, dalszy jej wzrost latem, kiedy aktywno$¢ metaboliczna organéw asymilacyjnych
jest najwieksza i nastepnie spadek w okresie p6znego lata ijesieni [26]. Sezonowa
rytmike zmian zawartosci ATP i ADP oraz stosunku ATP/ADP stwierdzano takze
w igtach jednorocznych i wieloletnich $wierka pospolitego [49].

W zywych partiach tyka i ksylemu pedéw topoli (Populus gelrica Houtz), miesigc
przed nadejSciem wiosny rozpoczyna sie synteza ATP w komérkach tyka, a indukcja
paczkowania charakteryzuje sie gwattownym zwielokrotnieniem zawartosci ATP
w ksylemie [38]. Wraz ze wzrostem i r6znicowaniem sie miodych tkanek rosnie
stezenie ATP we floemie i drewnie, osiggajac maksymalny poziom w lipcu. P6znym
latem ijesienig zawartos¢ ATP w tych tkankach stopniowo maleje i po osiggnieciu
minimum w pazdzierniku pozostaje stata przez catg zime. Rowniez warto§¢ AEC
(okoto 0,73) w tyku i ksylemie nie zmienia sie¢ podczas zimowania [38].

4.2. Starzenie sie ros$lin

Wyniki dosSwiadczen prowadzonych na lisciach tytoniu pokazaty, ze indukowana
w procesie starzenia reorganizacja metabolizmu komérkowego zachodzi wraz ze
zmianami w aktywnos$ci enzymdw glikolitycznych [24]. Wigczanie P- do fosforandw
heksoz w z6tkngcych lisciach tytoniu zachodzi miedzy innymi kosztem wigczania
Pj do nukleotydéw adeninowych, co w rezultacie objawia sie obnizeniem poziomu
ATP i ADP w pordwnaniu z zielonymi lisémi roélin kontrolnych [24]. Nasilenie
reakcji katabolicznych prowadzi do stopniowego wyczerpania komorkowych za-
paséw energetycznych, takich jak biatka i weglowodany. Odbudowywanie tych
rezerw w drodze reakcji anabolicznych jest niemozliwe, poniewaz stopniowa utrata
chlorofilu ostabia pozyskiwanie energii w drodze fotofosforylacji [24]. Z drugiej
strony do$wiadczenia na odcietych lisciach owsa wykazaly, ze dostarczenie cukréw,
jako egzogennych substratow oddechowych i naswietlanie roslin umozliwia ciggly
resynteze biopolimeréw i tym samym opéZnienie procesu starzenia [16].
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Dane dotyczace badan nad wierzchotkami wzrostu korzeni kukurydzy dowodza,
ze w 8-24 godzin po ich odcieciu (indukcja starzenia) znacznie maleje w nich
catkowita zawarto$¢ cukréw, obniza sie pobor tlenu i warto$¢ wspétczynnika od-
dychania, a wraz z uptywem czasu spada w nich réwniez catkowita zawartos¢
nukleotydéw adeninowych [40].

4.3. Reakcja na czynniki stresowe

W zaleznosci od warunkoéw klimatycznych badz siedliskowych, rosliny narazone
sg miedzy innymi na dziatanie niskich temperatur, ograniczony dostep tlenu, okre-
sowy niedobor wody i substancji odzywczych.

Odporno$¢ na wymarzanie badana byta przede wszystkim u zb6z, u ktoérych
cecha ta decyduje czesto o zastosowaniu rosliny w uprawie. W izolowanych ko-
morkach pszenicy ozimej odpowiedzig na stres zwigzany z niska temperaturg jest
spadek stezenia ATP. Pomimo tego w zakresie temperatur od -1°C (umiarkowany
stres) do -30°C (gdy wiekszo$¢ komorek jest martwa) AEC pozostaje wysoki w
rezultacie obnizenia AdN w komérkach [32]. W odpornych na wymarzanie od-
mianach pszenicy AEC utrzymuje sie na poziomie 0,85-0,98, podczas gdy w od-
mianach wrazliwych warto$¢ ta jest nieco nizsza lub wykazuje tendencje spadkowe
[36]. Utrzymywanie wysokiego poziomu ATP i potencjatu fosforylacyjnego w od-
mianach odpornych na mr6z moze warunkowac¢ ich wysoka zdolnos¢ do przetrwania
stresu i prawidtowy rozwdj rosdlin po jego ustgpieniu [36].

Zmiany statusu energetycznego mozna roéwniez obserwowaé u roslin poddanych
okresowemu brakowi tlenu. Badania wykonane na wierzchotkach korzeni kukurydzy
i grochu dowodzg, ze podczas zmniejszonej dostepnosci (hipoksji) lub catkowitego
braku tlenu w otoczeniu (anoksji), oddychanie ciemniowe jest zahamowane, a me-
tabolizm komorki zostaje przelaczony na pozyskiwanie energii przez aktywacje
procesu fermentacji alkoholowej lub mleczanowej [2, 41]. W procesie fermentacji
powstaje jednak tylko ~ 4% energii uzyskiwanej w drodze fosforylacji oksydacyjnej
[45]. Dlatego tez w warunkach wydtuzonej anoksji wartosci AEC i ATP/ADP
spadajg bardzo wyraznie [2,41]. Uruchomienie mechanizmu kompensujacego spadek
AEC moze prowadzi¢ do uaktywnienia deaminazy AMP, co wplywa na zmniejszenie
zawartosci AdN w komorce [41].

W warunkach beztlenowych obserwuje sie czasami wysokag aktywno$é meta-
boliczng i tym samym podwyzszong wartos¢ AEC [1, 41, 46]. Dzieje sie tak na
przyktad podczas przechowywania dojrzatych owocéw lub kietkowania nasion, kté-
rych tupina jest nieprzepuszczalna dla gazdw. Duze zapotrzebowanie na ATP, ktéry
jest szybko zuzywany w gwattownych przemianach metabolicznych, musi by¢ wow-
czas zaspokajane przez intensywne procesy fermentacyjne [1, 10, 34, 37,46]. Odciete
wierzchotki korzeni kukurydzy aklimatyzowane w warunkach hipoksji i przeniesione
do Srodowiska beztlenowego wykazywaty wysoki poziom ATP, ATP/ADP i AEC



494 A. BYCZYNSKA, G. LORENC-PLUCINSKA

w poréwnaniu do nie aklimatyzowanych wierzchotkdw kontrolnych. W tkankach
poddanych anoksji obserwowano ponadto aktywacje enzymoéw fermentacyjnych oraz
wysoki poziom alkoholu etylowego lub kwasu mlekowego [11, 39, 40]. Wysoka
zawartos$¢ etanolu stwierdzono réwniez w kietkujgcych nasionach ryzu lub w doj-
rzatych owocach winogron [31, 46]. Wykazano ponadto, ze ryz jest zdolny do
kietkowania w warunkach skrajnie beztlenowych, przy czym AEC utrzymuje sie
na poziomie 0,65-0,8 [1]. W dojrzatych owocach winogron, ktore sg odporne na
niedobor tlenu podczas przechowywania, powolny spadek AEC regulowany jest
przez zmiany zawartosci ATP w komorkach [46].

Zmiany stanu energetycznego, spowodowane hipoksjg lub anoksjg, mogg mie¢
charakter odwracalny. Po $cisle okreslonym czasie (réznym w zaleznosci od gatunku
rodliny i badanego organu) ograniczenia dostepnosci tlenu lub jego braku, ponowne
natlenienie, a czasami réwniez dostarczenie substratow oddechowych, prowadzi
do odbudowania wyjsciowego AEC [8, 11, 39, 41]. Podczas wydtuzonej anoksji
AEC spada ponizej wartosci krytycznej, czego nastepstwem jest Smieré komorki
[2, 11].

Pierwsze objawy przedtuzajgcego sie niedoboru wody to utrata turgoru, za-
mKkniecie aparatéw szparkowych i ostabienie fotosyntezy oraz zahamowanie wzrostu
rosliny [47]. Podczas umiarkowanej suszy nawet niewielki spadek potencjatu wody
w komorkach lisci (0,1-0,2 MPa) powoduje znaczne obnizenie poziomu ATP i
AdN, co jednak nie prowadzi do zmian wartoSci AEC, dzieki czemu aktywno$¢
metaboliczna tych komorek utrzymuje sie na statym poziomie [47]. Z drugiej strony,
w narazonych na niedobdr wody lisciach obserwowano réwniez podwyzszenie za-
warto$ci ATP w nastepstwie obnizenia aktywnos$ci szlakoéw zuzywajacych ten nu-
kleotyd [52].

Inng przyczyng zaburzen statusu energetycznego roslin jest zmniejszona doste-
pno$é substancji odzywczych, zwtaszcza fosforu. Niedobér Pj w komédrkach korzeni
powoduje spadek aktywnosci fosforylacji oksydacyjnej i wzrost przeptywu ele-
ktronow przez niewrazliwg na KCN alternatywng droge oddechowga [7, 35], kt6ra
nie prowadzi do regeneracji ATP [37]. Podobny efekt obserwowano w zawiesinie
kultur komérek Catharanthus roseus L., gdzie niedobor P; i obnizenie poziomu
ADP powodowaty wigczenie alternatywnej drogi oddechowej [15]. Z drugiej strony,
spadek poziomu adenylanéw w komorkach lisci soi, spowodowany niska zawartoscia
Pj w pozywce, ttumaczono zaréwno obnizong synteza fosforanéw nukleotyddéw,
jak i wysokim stopniem ich degradacji [27].

Przyjmuje sie, ze biochemiczne podstawy odpornosci na stres polegajag miedzy
innymi na utrzymaniu ciagtej regeneracji ATP, jako donora energii dla przebiegu
podstawowych procesow fizjologicznych [11]. Waznym elementem w strategii prze-
trwania stresu mogg by¢ réwniez inne, niezalezne od AdN systemy dostarczajgce
energie w komorce, takie jak pula nukleotydéw urydynowych i pirofosforan (PPj)
[6, 9, 11]. Zaobserwowano, ze podczas stresu wywotanego brakiem tlenu, ochto-
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dzeniem lub brakiem P, w pozywce, PPj moze odgrywac role komplementarng
do ATP w cytozolu roslin wyzszych [6, 9].

4.4, Reakcja na zanieczyszczenie Srodowiska

W antropogenicznie zmienionym S$rodowisku przyrodniczym rosliny narazone
sg na dziatanie réznorodnych, toksycznych zwigzkdw. Ich skutki moga sie na siebie
naktadac¢, utrudniajgc tym samym precyzyjne okreslenie wywotywanych uszkodzen.
W tabeli 1zestawiono efekty wywierane przez zanieczyszczenia powietrza i gleby.
Ze wzgledu na brak bezposrednich danych o wplywie niektérych zwigzkéw fito-
toksycznych na status energetyczny komorek, w tabeli umieszczono réwniez in-
formacje dotyczace zaburzen aktywnosci proceséw zwigzanych z pozyskiwaniem
energii. Dane zamieszczone w tabeli 1 zostaty usrednione do efektow obser-
wowanych najczesciej, zaréwno in vivo jak i in vitro.

Szkodliwe oddziatywanie zanieczyszczen przemystowych prowadzi najczesciej
do zaburzen w natezeniu proceséw wymiany C09 zachodzacej na $wietle i w cie-
mnosci, metabolizmu wegla w fotosyntezie oraz zawarto$ci substratow energety-
cznych. Kierunek i wielko$¢ tych zmian zalezg zar6wno od miedzy- i wew-
natrzgatunkowej wrazliwosci roslin nadany czynnik toksyczny, jak i od okreslonych
warunkdw eksperymentalnych w doswiadczeniach laboratoryjnych ipolowych, zwta-
szcza od dawki (tzn. stezenie x czas dziatania toksycznego zwigzku) oraz od syner-
gistycznego, antagonistycznego i wiecej niz addytywnego oddziatywania roz-
norodnych zanieczyszczen. Obnizenie zawartosci chlorofilu, inhibicja proceséw fo-
tosyntezy i wzrost lub zahamowanie natezenia oddychania wigza sie z zaburzeniami
statusu energetycznego komorek w odpowiedzi na zanieczyszczenie $rodowiska.
Innym wyttumaczeniem obnizenia regeneracji ATP w obecno$ci zanieczyszczen
przemystowych moze by¢ uszkodzenie bton organelli przez wolne rodniki [29].

5. PODSUMOWANIE

Konieczno$¢ utrzymania homeostazy w komdrce wymaga, aby reakcje wytwa-
rzania i zuzywania energii zachodzity w spos6b scisle kontrolowany, w zaleznosci
od wymagan metabolizmu rosliny. Gtownymi czynnikami uczestniczacymi w re-
gulacji statusu energetycznego sa:

1) kompartmentacja syntezy ATP;

2) stezenie poszczeg6lnych nukleotydéw w puli AdN, jak réwniez wartosci sto-
sunkow ATP/ADP, PP i AEC;

3) aktywno$¢ enzymdw kontrolujacych synteze i degradacje nukleotyddéw ade-
ninowych (np. kinazy adenylanowej i deaminazy AMP).

Parametry statusu energetycznego sg ze sobg $cisSle powigzane, a ich wartosci
moga zmieniaé sie w zaleznosci od pory roku i zwigzanej z nig sezonowej rytmiki
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TABELA 1 Wptyw niektorych zanieczyszczeh przemystowych na wybrane aspekty
metabolizmu komorki roélinnej: T - pozytywny wplyw, i - ujemny wplyw

Zanieczyszczenie Wplyw na poziom Inne efekty Literatura
ATP, ATP/ADP, AEC

S02 SO32-, i ATP i fotofosforylacja [14, 20,21]
SO?“ i ATP/ADP i aktywnos$¢ fotosyntezy
i AEC T aktywnos$¢ oddychania
i synteza ATP w mitochondriach
NO02 T ATP [50]
T AEC
SO2 + NO2 i ATP [50]
i AEC
O3 tPi i fotofosforylacja [3, 25,49]
t ATP/ADP i aktywnos¢ fotosyntezy

T aktywnosé oddychania
i synteza ATP w mitochondriach

HF i aktywnos¢ fotosyntezy [3, 30]
T aktywno$é oddychania
i synteza ATP w mitochondriach

Al3+ i ATP i kataboliczny tadunek redukcyjny  [18, 19, 22,
i ATP/ADP i pojemnos$¢ fosforylacyjna 23]
i AEC i Pi
Cd2+ i aktywnos$¢ fotosyntezy [1,4, 13,42]
t aktywno$¢ oddychania
i zawarto$¢ chlorofilu w lisciach
i synteza ATP w mitochondriach
Pb2+ i aktywnos¢ fotosyntezy [12, 48]
Zn2+ i zawarto$¢ chlorofilu w lisciach
Hg, CH3Hg i aktywnos¢ fotosyntezy [4,12]

i zawarto$¢ chlorofilu w lisciach

metabolizmu rosliny. Dziatanie czynnik6éw stresowych, takich jak: niska temperatura,
hipoksja, anoksja, niedobd6r wody i substancji odzywczych, przyczyniajg sie do
obnizenia poziomu ATP i warto$ci AEC przez spadek aktywnosci szlakéw syntezy
ATP lub uruchomienie alternatywnej niewrazliwej na KCN drogi transportu ele-
ktronéw, ktora nie prowadzi do powstawania ATP.

Przypuszcza sie, ze utrzymanie wysokiego AEC ma Kkrytyczne znaczenie dla
przetrwania stresu przez ro$line. Zaobserwowano, ze ro$liny aklimatyzowane w
warunkach stresowych utrzymuja wysoka wartos¢ AEC dzieki regulacji puli AdN
(np. przy udziale deaminazy AMP), uruchomieniu alternatywnych drég syntezy
ATP (np. fermentacji), lub malejgcemu zapotrzebowaniu na ATP w nastepstwie
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obnizenia aktywnosci reakcji zuzywajgcych ATP. Nie wyklucza sie réwniez réw
nolegtego dziatania innych systeméw dostarczajacych energie (pula nukleotydéw
urydynowych i PPj), ktére sg niezalezne od puli nukleotydéw adeninowych.

O wiele trudniej jest okresli¢ jednoznacznie wptyw zanieczyszczen $rodowiska
na status energetyczny rosliny. Najczesciej obserwowanym efektem jest zaktécenie
syntezy ATP, ktére moze mieé przyczyny zaréwno w zaburzeniu metabolizmu,
jak istruktury komaorkowej. Niski poziom ATP moze powodowaé spadek aktywnosci
szlakéw zaleznych od jego doptywu, w tym wiekszosci reakcji anabolicznych, obej-
mujacych réwniez mechanizmy naprawcze i detoksyfikujace.
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Streszczenie: Zmiany w stezeniu jonéw wapnia odgrywaja role w kontrolowaniu wielu proceséw w
komérkach Eukciriota. Jony wapnia sg gromadzone i przechowywane w komérce miedzy innymi w
wakuoli i siateczce $rodplazmatycznej (ER). Organelle te odgrywaja fundamentalng role w kontrolowa-
niu stezenia wapnia w komérce. W Swietle ER zaobserwowano wystepowanie specyficznych biatek
wigzgcych jony wapnia. Biatka te nazywane sg retikuloplazminami. Stwierdzono, ze najwazniejszym
biatkiem kontrolujacym homeostaze wapniowg jest obecna w ER kalretikulina wykryta w komérkach
zar6wno zwierzecych, jak iroslinnych. W tym artykule podano najwazniejsze cechy charakterystyczne
kalretikuliny dotyczace zar6wno budowy, jak i funkcjonowania tego biatka.

Stowa kluczowe: kalretikulina, biatka wigzace i przechowujace wapn, siateczka srédplazmatyczna (ER),
komorka roslinna.

Summary: Rapid increase of knowledge concerning participation of Ca2+ ions in regulation of many
physiological processes in animal cells stimulated the development of research referring to the role of
calcium in plant cell. Plants and animals have similar cellular mechanizm for regulating cytosolic calcium
level. Nevertheless, the components involved in Ca2+ homeostasis have not been fully understood in
plants. In the last few years growing interest has been addressed to identify plant counterparts of animal
Ca_+ binding/storage proteins. Evidence is accumulating for the expression of calreticulin as the main
endoplasmic reticulum (ER) resident protein that controls Ca 2+ homeostasis in plant and animal cells.
In this article the basic role of this protein, involved in many cellular processes is presented in the light
of the latest findings obtained in plant cells.

Key words: calreticulin, calcium binding/storage protein, endoplasmic reticulum (ER), plant cell.



502 M.LIBIK

WSTEP

W zaleznosci od typu tkanki, wewnatrzkomérkowe stezenie jonéw wapnia u
Eukariota waha sie w granicach od 0,1 do 10 mmol/1 [30]. Jony wapnia biorg
udziat w regulacji metabolizmu, wzrostu i rozwoju organizméw eukariotycznych.
Podczas tych procesdéw zachodzg ilosciowe i jakosciowe zmiany w zawartosci i
rozmieszczeniu Ca2+. Wynikajg one albo ze wzmozonej akumulacji, albo tez chwi-
lowej redystrybucji komorkowej puli Ca“+.

Zmiany w stezeniu jonéw wapnia odgrywaja znaczacg role w kontrolowaniu
wielu proceséw fizjologicznych w komorce [4, 6]. Jony wapnia petnig role we-
wnatrzkomorkowego informatora, ktory bierze udziat w wielu szlakach przeka-
zywania sygnatow, np. w procesach widzenia, w cyklu fosfotydyloinozytolowym
czy w regulacji skurczu miesni. Praktycznie trudno jest podac taki przyktad procesu,
w ktérym jony wapnia nie petnityby podstawowej lub chocby znaczacej funkcji.
Kontrolowana zmiana w poziomie jondw Ca2+jest mozliwa dzieki mechanizmowi
transportu tych jonow z i do miejsc gromadzacych iprzechowujacych wapn. Miejsca,
w ktoérych jony wapnia sg przechowywane w komorce, nalezg do dwdéch typow
[27]. Mitochondria, aw komdrkach roslinnych takze chloroplasty, nie maja zdolnosci
do szybkiej wymiany jonow wapnia i nie odgrywajg znaczacej roli w regulacji
homeostazy wapniowej. Natomiast wakuola i siateczka Srodplazmatyczna peinig
fundamentalng role w krotkotrwatym magazynowaniu jonéw wapnia i w ten sposéb
pozwalajg komorce kontrolowac¢ stezenie wapnia bez udziatu Ca“+ ze zrddet zew-
netrznych. W wakuoli wystepuje bardzo wysokie stezenie jonéw Ca“+, a tonoplast
wyposazony jest w nosniki wapnia, takie jak: Ca“+H+ antyport (transport zalezny
od pH) oraz kanaty wapniowe. Chociaz wcigz pojawiajg sie nowe doniesienia do-
tyczace regulacji homeostazy wapniowej w wakuoli [28, 29], to jednak potrzebna
jest szersza wiedza, aby oceni¢ stopien udziatu tego organellum w regulacji go-
spodarki wapniowej w komorce.

W siateczce $rédplazmatycznej jest réwniez wysokie stezenie jonoéw Ca“ , okoto
10 p.mol/l. Organellum to jednak w komorkach roslinnych jest znacznie stabiej
scharakteryzowane pod wzgledem mozliwosci transportu i gromadzenia jonéw wa-
pnia niz wakuola. W btonie siateczki srodplazmatycznej wystepuje Ca“+ ATP-aza,
natomiast nie stwierdzono tam obecnosci kanatéw wapniowych. W S$wietle ER
zaobserwowano wystepowanie specyficznych biatek wigzacych wapn z wysokg wy-
dajnoscig (majg wysokie wartosci statych wiazania jonéw), jednoczesnie chara-
kteryzujacych sie niskim powinowactwem do tych jonéw (majg wysokie wartosci
statych dysocjacji). Dzieki tym biatkom, w ER moga gromadzié¢ sie do$¢ duze
iloSci wapnia ijony te moga by¢ szybko uwalnianie w trakcie pobudzenia komorki.
Biatka wystepujace w Swietle ER nazywane sa retikuloplazminami. Niektére z nich,
np. BiP lub endoplazminy, majg niewiele miejsc wigzacych waph i w zwigzku
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z tym nie odgrywajg znaczacej roli w regulacji poziomu tych jonéw w komérce
[8]. Stwierdzono, ze najwazniejszym biatkiem kontrolujacym homeostaze wapniowg
jest kalretikulina obecna w Swietle ER, wystepujagca w komorkach zaréwno ro-
$linnych, jak i zwierzecych. Jej odpowiednikiem w komédrkach mie$niowych jest
kalsekwestryna. Pod wzgledem strukturalnym oba te biatka nie sg spokrewnione,
ale taczy je wiele podobnych cech biochemicznych [18]. Dlatego tez dopiero kilka
lat temu Fliegel odr6znit te dwa biatka od siebie [10]. Najbardziej znaczaca cechg
kalretikuliny ikalsekwestryny sa wysoka wydajno$¢ wigzaniajonow wapnia (wysokie
wartosci statych wigzania jonow wapnia 20-50 mol Ca“+1 mol biatka) i wysokie
powinowactwo do tych jonéw (niskie wartosci statych dysocjacji jonéw wapnia
[Kd 1 pM]).

Mimo niewatpliwej roli, jakg odgrywa wakuola w regulacji stezenia jonéw Ca*“
w komorce, w soku komorkowym nie stwierdzono obecnosci kalretikuliny [26].
Wysunieto wiec hipoteze o istnieniu w komérkach roslinnych dwdéch réwnocennych
pod wzgledem waznosci miejsc gromadzenia jonéw Ca“+, tj. wakuoli i retikulum
endoplazmatycznego.

2. KALRETIKULINA -
CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA | FUNKCJE

Budowa chemiczna opracowana na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej
wskazuje, ze kalretikulina sktada sie z trzech domen: neutralnej domeny N, bogatej
w proline domeny P i domeny C, ktéra nadaje calej czasteczce biatka charakter
kwasowy (pl=4,65). Te trzy fragmenty biatka roznig sie od siebie nie tylko stru-
kturalnie, ale réwniez funkcjonalnie. Domena N bierze udziat w oddziatywaniach
miedzy biatkami, np. z podjednostkg a integryny, domena P odpowiedzialna jest
za wigzanie jonéw Ca“+ z niska wydajnoscig (1 mol biatka wigze 1 mol jonéw
Ca“ ), ale charakteryzuje sie wysokim powinowactwem do tych jonéw (Kj 1 pM).

Domena C wigze wapn z wysokg wydajnoscig (1 mol biatka wigze okoto 20
moli jonéw Ca“+) i charakteryzuje sie niskim powinowactwem do tych jonow (Kj
2 mM).

W tabeli 1 podsumowano cechy fizykochemiczne kalretikulin pochodzacych z
komérek zwierzecych i rodlinnych.

Masa czgsteczkowa tego biatka wynosi u zwierzat 46 kDa, podczas gdy u roslin
waha sie w granicach 55-60 kDa. Kalretikulina pochodzaca z komérek zwierzecych
nie zawsze jest biatkiem glikozylowanym. Nie wykryto tancuchéw weglowoda-
nowych w czgsteczkach tego biatka pochodzacych z komérek miesni szkieletowych
i gladkich u cztowieka, a takze w przypadku Kkalretikuliny pochodzgcej z komérek
watroby krélika [18].
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TABELA 1 Porownanie cech biochemicznych kalretikuliny izolowanej z komorek zwierzecych
i roslinnych

CECHY CHARAKTERYSTYCZNE KOMORKI ZWIERZECE KOMORKI ROSLINNE

MASA CZASTECZKOWA 46 kDa 50-60 kDa
PUNKT IZOELEKTRYCZNY 4,65 4,65
GLIKOZYLACJA u niektérych u wszystkich
badanych gatunkéw badanych gatunkéw
FOSFORYLACJA u wszystkich badanych u wszystkich badanych
gatunkow gatunkow
MIEJSCA WIAZANIA JONOW WAPNIA
- niska wydajnos¢ (niskie wartosci domena P domena P )
statych wigzania Ca~+) 1mol biatka/l mol Ca®* 1mol biatka/Lmol Ca”"
- duze powinowactwo (niskie wartosci Ka 1 pM Kd 1(iM
statych dysocjacji)
- wysoka wydajnos¢ (wysokie wartosci domena C domena C
statych wigzania Ca2+) 1mol biatka/20-25 moli Ca 2* 1mol biatka/20-25 moli Ca®"
- mate powinowactwo (wysokie Ka 2 mM Kd 2 mM

wartosci statych dysocjacji)

W komérkach roslinnych u wszystkich badanych do tej pory gatunkéw kal-
retikulina jest biatkiem glikozylowanym. Analiza strukturalna tancucha weglo-
wodanowego wykazata, ze biatko to glikozylowane jest gtéwnie przez mannoze
[23], co jest bardzo charakterystyczne dla biatek znajdujacych sie w Swietle ER.
Kalretikulina, zaréwno roslinna jak i zwierzeca, jest biatkiem, ktore stanowi substrat
dla kinaz biatkowych, miedzy innymi kinazy biatkowej C [1], co wskazuje, ze
aktywnos$¢ tego biatka jest regulowana przez procesy fosforylacji i defosforylaciji.

Kalretikulina, podobnie jak i inne biatka ER, zawiera domene C zakonczong
sekwencjg (retention sequence) odpowiedzialng za utrzymywanie biatka stale w
Swietle ER. Analiza sekwencji C-terminalnej wykazata, ze w przypadku zwierzat
wystepuje sekwencja KDEL, a w przypadku roslin HDEL. Oprocz zdolnosci do
wigzania jondw Ca~+Kkalretikulina moze rdwniez wigzac jony Zn“+ (14 moli Zn~+1
mol biatka) [18]. Wskazuje to na mozliwos$¢ regulacji poziomu obu typu jonéw
przez czasteczke tego biatka. Poza podstawowsq rolg, jaka jest wigzanie jonow
wapnia, kalretikulina moze petnié inne, dodatkowe funkcje. Sugeruje sie na pod-
stawie obserwacji potaczen kalretikuliny z ,,dojrzewajacymi” glikoproteinami, ze
biatko to bierze udziat w kontrolowaniu struktury trzeciorzedowej, petni wiec funkcje
biatka opiekunczego - chaperonu [18]. Ponadto doswiadczenia in vitro dotyczace
interakcji pomiedzy kalretikuling, receptorami steroidowymi i integrynami, a takze
dane wskazujace na mozliwo$é wystepowania kalretikuliny poza $wiattem ER, zdajg
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sie potwierdzaé hipoteze, ze kalretikulina jest rowniez biatkiem biorgcym udziat
w modulowaniu ekspresji genéw [3, 7].

3. CHARAKTERYSTYKA KALRETIKULINY
POCHODZACEJ Z KOMOREK ROSLINNYCH

Pierwsze doniesienie o wystepowaniu homologicznego do zwierzecego biatka
wigzacego waphn w komorkach roslinnych pojawito sie w roku 1989. Krause scha-
rakteryzowat w komoarkach lisci szpinaku biatko, ktore uznat za kalsekwestryne
[13]. Mniej wiecej w tym samym czasie pojawity sie inne doniesienia dotyczace
identyfikacji kalsekwestryny w komdrkach Beta vulgaris [31] i w komdrkach Pistia
stratiotes [11]. Wyniki doktadniejszych badan biatka izolowanego z komorek lisci
szpinaku poddaly w watpliwos¢ wystepowanie w tych komédrkach kalsekwestryny.
Poniewaz przypuszczano, ze zidentyfikowane przez Krausego biatko to kalreti-
kulina, zastosowano bardziej rygorystyczne kryteria czystosci identyfikacji i udo-
wodniono, ze rzeczywiscie biatko obecne w komorkach lisci szpinaku to kalretikulina
[16, 22]. Podobnie w przypadku biatka izolowanego z komérek Beta vulgaris wyniki
dotyczace obecnosci kalsekwestryny zostaty skorygowane. Zamiast kalsekwestryny
stwierdzono obecnos$¢ kalretikuliny.

W ciggu ostatnich lat pojawito sie kilka doniesieri na temat wystepowania kal-
retikuliny w komorkach kilku gatunkéw roslin wyzszych: Hordeum vulgare [5],
Arabidopsis thaliana [2], Nicotiana tabacum [9], Zea mays [14, 19], Pisum sativum
[12], Daucus carota [15]. Podjeto rdwniez préby identyfikacji i charakterystyki
biochemicznej kalretikuliny pochodzgcej z roznych gatunkéw roslin, interesujgcych
ze wzgledu na ich pozycje taksonomiczna, np. u przedstawiciela prymitywnych
okrytonasiennych - Liriodendron tulipifera [25], przedstawiciela najstarszych na-
gonasiennych - Ginkgo biloba [20] oraz u przedstawiciela pierwotniakow Euglena
gracilis [24].

Poréwnujac sekwencje aminokwasowg miedzy kalretikulinami izolowanymi u
réznych gatunkéw roslin stwierdzono, ze stopiefi podobiefstwa wynosi 95%. WyniKki
te wskazujg, ze kalretikulina jest biatkiem o wysoce konserwatywnej strukturze
i moze odgrywac okre$long role w regulacji metabolizmu. Stopien homologii kal-
retikuny zwierzecej iroslinnej jest rowniez stosunkowo wysoki i waha sie w granicach
40-50%.

Metody immunofluorescencyjne [9, 18] potwierdzity lokalizacje kalretikuliny
roslinnej w obrebie ER, podobnie jak i w komodrkach zwierzecych. Nie jest to
zaskakujgce, skoro kalretikulina roslinna ma sekwencje retencyjng EIDEL.

Masa czasteczkowa kalretikuliny roslinnej wynosi 55-60 kDa. U roslin dwu-
lisSciennych jest wyzsza niz u roslin jednolisciennych [19].
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RYSUNEK 1. Budowa czasteczki kalretikuliny (wg Michalaka M. [17], zmieniony)): NLS - miejsce

odpowiedzialne za lokalizacje w jadrze (nuclear localization site), m - sekwencja sygnatowa, A -

miejsce serii powtdrzen KPEDWD, prawdopodobnie odpowiedzialne za wigzanie jonéw wapnia z
duzym powinowactwem, T - potencjalne miejsca glikolizacji

U niektérych gatunkéw roslin, np. u szpinaku stosujgc metody immunologiczne
z uzyciem przeciwciat przeciw kalretikulinie roslinnej uzyskano dwa prazki, stwier-
dzajac tym samym obecnos$¢ dwoch biatek wykrywalnych przez przeciwciata przeciw
kalretikulinie. Prazek gtowny odpowiadat biatku o masie molekularnej 56 kDa,
a nieco mniej wyraznie widoczny drugi prazek odpowiadat biatku o masie 55 kDa
[19, 22]. Analiza sekwencji N terminalnej wykazala, ze oba biatka to dwie izoformy
kalretikuliny, ktdre wykazujg bardzo niewielkie réznice w skladzie aminokwa-
sowym.

Niektdre z dotychczas opublikowanych prac dotyczace kalretikuliny roslinnej
poruszajg problem ekspresji genu kodujgcego to biatko. Zauwazono, ze w przypadku
jeczmienia ekspresja genu kodujacego kalretikuline badanego w obrebie tkanek
zalgzni wzrasta po zapyleniu i we wczesnych etapach embriogenezy [5]. U tytoniu
natomiast stwierdzono specyficzno-tkankowg regulacje ekspresji genu kodujacego
kalretikuling. Najmniejszg ilo$¢ transkryptu zaobserwowano w liSciach, a najwieksza
w tkankach kwiatu i kietkujgcych nasionach.

4. PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN

Mineto niecate dziesie¢ lat od pojawienia sie pierwszego doniesienia dotyczacego
wystepowania w ER komorek zwierzecych kalretikuliny - biatka wigzacego waph
z wysoka wydajnoscia (majg wysokie wartosci statych wigzania jonéw) i matym
powinowactwem (majg wysokie wartosci statych dysocjacji). W tym czasie po-
czyniono duze postepy w charakterystyce biochemicznej i molekularnej tego biatka,
czego dowodza liczne publikacje dotyczace tego problemu (ponad 100 prac cy-
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towanych w artykule przegladowym Michalaka z 1996 roku [17]). Na podstawie
wcigz rozszerzajgcej sie wiedzy na temat kalretikuliny mozna twierdzi¢, ze rola
tego biatka nie ogranicza sie tylko do wigzania i przechowywania jon6éw wapnia.
Jest to raczej biatko wielofunkcyjne [21]. Mimo ze do tej pory uzyskano wiele
danych i wysnuto r6zne hipotezy dotyczace funkcji kalretikuliny, opierajac sie gtow-
nie na obserwacjach in vitro, wcigz jednak konieczne sg dalsze badania w celu
potwierdzenia istniejacych przypuszczen o funkcji i lokalizacji tego biatka w ER
i poza tym organellum.

Obecnie w wielu laboratoriach na $wiecie prowadzi sie badania obejmujace rézne
aspekty wiedzy o kalretikulinie. G¥dwnie prébuje sie uzyska¢ dane potrzebne do
wykrycia i zrozumienia zwigzkéw pomiedzy kalretikuling i innymi retikuloplazmina-
mi, a takze dane potwierdzajace funkcje kalretikuliny jako biatka opiekurczego
(chaperonu).

Nastepnym otwartym problemem do dyskusji jest funkcjonowanie kalretikuliny
w innych niz ER miejscach w komérce. Stwierdzono bowiem u niektorych badanych
gatunkéw obecnos$¢ tego biatka réwniez wjadrze komdrkowym, btonie komorkowej
lub poza komorka, np. w pozywce w przypadku kultury in vitro komorek roslinnych
niektérych gatunkoéw.

W poréwnaniu z ogromng iloscig danych dotyczacych charakterystyki kalreti-
kuliny w komorkach zwierzecych, obecna wiedza o homologu tego biatka wy-
stepujagcym w komorkach roslinnych jest bardzo mata. Poczyniono dopiero pierwszy
krok, identyfikacje i lokalizacje kalretikuliny w materiale roslinnym. Nastepnym
problemem do rozwigzania powinno by¢ ustalenie doktadnych funkcji biochemi-
cznych w zwiazku ze specyficznym metabolizmem w organizmach roslinnych. Wy-
korzystanie organizmoéw jednokomorkowych, takich jak Euglena lub Chlamy-
domonas [24], pozwoli zrozumie¢ mechanizmy fizjologiczne, w ktoérych uczestniczg
waph i kalretikulina.
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FERRYTYNA - SPECYFICZNE BIAIKO OCHRONNE

FERRITIN - THE SPECIFIC PROTECTIVE PROTEIN

Joanna SMOL, Tomasz TWARDOWSKI

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan

Streszczenie: Przedstawiono ogélng charakterystyke fitoferrytyny w poréwnaniu z ferrytyng z innych
organizmow. Wszystkie ferrytyny petnig te sama funkcje-regulacje gospodarki zelazem i majg podobng
strukture: makrokompleksu sktadajacego sie z dwéch podjednostek. Najprawdopodobniej obie podjed-
nostki sa wynikiem modyfikacji posttranslacyjnej, a nie produktami r6znych mRNA specyficznych dla
ferrytyny. Na podstawie dokonanej analizy wasciwosci omawiane sg funkcje biologiczne tego biatka.

Stowa kluczowe: ferrytyna, tubin, regulacja translacji.

Summary: The present review describes plant ferritin and compares with other ferritins. All ferritins play
the same function - iron housekeeping and have similar macromolecular structure consisting of two
subunits. Most probably the subunits are not programmed by different mMRNAs but they are a result of
posttranslational modification. In correlation with presented characteristics the biological functions of
this protein are discussed.

Key words: ferritin, lupin, regulation of translation.

Wykaz stosowanych skrétéw. ABA - kwas abscysynowy (fitohormon); ALA - kwas 5-aminolewulino-
wy, ferrH2 - ferrytynamo - preparat ferrytyny izolowany z 7-dniowych kietkdw tubinowych podle-
wanych wodg destylowang, ferrFe - ferrytynaFe - preparat ferrytyny izolowany z 7-dniowych kietkdw
tubinowych podlewanych roztworem FeSOg, H (heavy) - podjednostka ferrytyny zwierzecej o m. cz.
ok. 21 kDa, IRE (ang. iron responsive element) - sekwencja w 5’ niekodujgcym rejonie mRNAfer o
dtugosci 28 nukleotyddw, odpowiedzialna za zalezng od zelaza regulacje syntezy ferrytyny na poziomie
translacji, IRE - BP (ang. iron responsive element binding protein) - biatko cytoplazmatyczne wigzace
sie do IRE, L (light) - podjednostka ferrytyny zwierzecej o m. cz. ok. 19 kDa, mRNAfer - mRNA
specyficzny dla ferrytyny. mRNP - rybonukleoproteid, kompleks RNA z biatkiem

Artykut ten stanowi rozwiniecie tematu prezentowanego w 1989 r. na tamach Postepéw Biologii
Komérki [11].
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WSTEP

llo$¢ zelaza w komorkach regulowana jest dzieki wystepowaniu kompleksu ze-
lazowo-biatkowego zwanego ferrytyna. Zelazo - piaty pierwiastek na Ziemi pod
wzgledem czestosSci wystepowania - jest niezbedne do prawidtowego wzrostu i
rozwoju wszystkich organizmow zywych, jednoczesnie zbyt wysokie stezenie zelaza
moze by¢ niebezpieczne dla ustroju. Powoduje ono przede wszystkim degradacje
kwaséw nukleinowych. Organizmy sgjednak do pewnego stopnia zdolne do obrony
przed jonami zelaza przez biosynteze ferrytyny charakteryzujacej sie zdolnoscia
do chelatowania tego jonu.

Ferrytyna znana byla od dawna w komdrkach zwierzecych. Natomiast w ko-
markach roslinnych zostata zidentyfikowana dopiero w latach 1961-1963 i nazwano
ja fitoferrytyna. Jej gtdwna funkcja polega na ochronie $rodowiska komorkowego
przed toksycznie wysokim stezeniem zelaza oraz na gospodarce tym pierwiastkiem.
Stanowi ona bowiem jednoczes$nie magazyn zelaza (wychwyconego wczesniej w
czasie petnienia funkcji ochronnej) zapewniajacy jego dostepno$¢ na podstawowe
potrzeby komorki. Z dotychczasowych badan wynika, ze fitoferrytyng stanowi nie-
toksyczng forme zapasowq zelaza, wystepujaca gtownie w proplastydach i etio-
plastach. Jej funkcja jest dostarczanie zelaza do biosyntezy tych biatek, ktére dla
swej aktywnosci wymagaja tego pierwiastka (np. cytochromy). Wykazano réwniez
obecnos¢ fitoferrytyny w chromoplastach - jako wynik rozktadu i akumulacji zelaza
zwigzanego funkcjonalnie z aparatem fotosyntetycznym [22].

W badaniach nad funkcjg ferrytyny wykazuje sie, ze dziata ona jako biatko
regulujgce poziom zelaza i zabezpieczajace komdrke przed toksycznie wysokim
stezeniem tego jonu [40]. Jedna czasteczka ferrytyny moze wigza¢ nawet 4000
jonéw Fe2+ [10]. To wiasnie ta zdolno$¢ ferrytyny do chelatowania jonéw zelaza
pozwala jej petni¢ detoksykacyjng funkcje wobec materiatu genetycznego komorki.
Zagrozenie dla materiatu genetycznego wynika przede wszystkim z hydrolitycznej
aktywnosci jonow zelaza trojwartoSciowego, ktore w tej formie ma zdolnos$¢ de-
gradacji zarowno DNA, jak i RNA. Zelazo zwigzane z ferrytyng nie jest grozne
dla uktadéw biologicznych, wrecz odwrotnie, kompleks Fe-ferrytyna peini role ma-
gazynu zelaza, ktére jest waznym kofaktorem wielu proceséw enzymatycznych
[30].

CHARAKTERYSTYKA FERRYTYNY ROSLINNEJ
W POROWNANIU ZE ZWIERZECA

Pierwsze doniesienia o ferrytynie pochodzenia roélinnego opublikowano w
1963 r., jednak rzeczywisty rozwo6j badan nad tym biatkiem u roslin rozpoczat
sie dopiero w latach osiemdziesiatych.
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Rozmieszczenie ferrytyny w organach rosliny jest nierbwnomierne i zalezy pra-
wdopodobnie od stezenia zelaza [42,44]. Wewngtrzkomdrkowo fitoferrytyne zlo-
kalizowano w plastydach, np. amyloplastach soi i innych ros$lin motylkowatych
oraz w chloroplastach fasoli. W ro$linach motylkowatych ferrytyna wykazuje naj-
wyzsze stezenie w brodawkach korzeniowych. Znaczny wzrost koncentracji ferrytyny
nastepuje zwitaszcza w poczatkowych etapach tworzenia si¢ brodawek korzeniowych.
Zapoczatkowanie ich rozwoju jest sygnatem stymulujgcym biosynteze ferrytyny.
W dalszych etapach zelazo zmagazynowane w ferrytynie wykorzystywane jest
m. in. do syntezy leghemoglobiny i nitrogenazy, bioracych udziat w przyswajaniu
wolnego azotu. W czasie ich syntezy zawartos¢ ferrytyny gwattownie maleje [24].
To jedna z wielu obserwacji sugerujgcych funkcje ferrytyny jako magazynu zelaza
dwuwartosciowego dla waznych proceséw biologicznych.

Funkcjonalna ferrytyna jest duzym biatkiem o masie ok. 450 kDa i statej se-
dymentacji 17-18S. Jest to multimeryczne, sferyczne biatko sktadajace sie z 24
podjednostek o m. cz. ok. 20 kDa. Po catkowitym natadowaniu zelazem ferrytyna
moze dwukrotnie zwiekszy¢ mase do ok. 900 kDa i osigga wtedy wspdtczynnik
sedymentacji 24S [11,12,13].

W mikroskopie elektronowym naultracienkich skrawkach fitoferrytyna wystepuje
w plastydowej matrix w trzech réznych postaciach: gestych i amorficznych agre-
gatéw, krystalicznych inkluzji oraz uktadow parakrystalicznych (rys. 1). Ze szcze-
gétowych analiz wynika, ze kompleksy fitoferrytyny tworzg ziarenka o $rednicy
ok. 12 nm, kt6re utworzone sg z czastek o $rednicy 5,5-7 nm [26]. W przypadku
krystalicznego uktadu ich centra oddalone sg od siebie 0 10 nm. Kazda czgstka
ma okreSlona strukture utworzong z 6 podjednostek o Srednicy 1,5 nm. Sa one
utozone na 6 rogach o$miosScianu, ktory stanowi jej ,,zelazowe jadro” otoczone
powtokyg (ptaszczem) o grubosci 2 nm, zbudowang z biatka - apoferrytyny. To
centralne ,,zelazowe jadro” ma posta¢ duzego (8 nm) wgtebienia (jamki), w ktérym
lokowane jest magazynowane zelazo [34,43].

Zelazo magazynowane jest wewnatrz plaszcza biatkowego w formie wodo-
rotlenku zelazowego [Fe"+0(OH)] w potaczeniu ze zmienng iloscia fosforanéw
[11]. Ferrytyna zwierzeca charakteryzuje sie niskg zawartoscig fosforanéw, natomiast
dla roslinnej znamienna jest ich wysoka zawarto$¢ [29]. W enzymatycznym procesie
potaczenia zelaza dwuwartosciowego z apoferrytyng (czyli ferrytyng pozbawiong
zelaza) powstaje kompleksowy zwigzek - ferrytyna, przy czym zelazo utlenia sie
w tej reakcji do trojwartoSciowego. Odwrotnie, kazdemu procesowi odszczepiania
zelaza z ferrytyny towarzyszy jego redukcja do zelaza dwuwarto$ciowego [36].
Zdolno$¢ ferrytyny do katalizowania utleniania Fe“+ zwigzana jest z konserwa-
tywnym centrum ferroksydazy usytuowanym wewnatrz polipeptydowych fancuchéw
apoferrytyny.

W badaniach nad zwierzecg ferrytyng dowiedziono istnienia dwdch pod-
jednostek oznaczonych jako HiL (zj. ang. heavy - ciezka i light- lekka) r6znigcych
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sie mobilno$cig w rozdziale elektroforetycznym. Masa tych podjednostek oznaczona
na podstawie elektroforezy wynosi ok. 21 kDadla H i ok. 19 kDa dla L. Podjednostki
te sg produktami translacji réznych mRNA, a nie wynikiem modyfikacji posttrans-
lacyjnej [25]. Podobienstwo sekwencji aminokwasowych podjednostek H i L jest
rzedu 47%. Roznica miedzy nimi wynika przede wszystkim ze zdolnosci podjednostki
H do szybkiego utleniania Fe~+. Jest to spowodowane wystepowaniem w nigj
centrum ferroksydazowego ztozonego z 7 konserwatywnych reszt: Glu - 27, Tyr
- 34, Glu - 61, Glu - 62, His - 65, Glu - 107, Gin - 141 [19,32,33,43]. Zelazo
uwalniane jest z ferrytyny nie tylko podczas zapotrzebowania komérki na jony
Fe~+, ale rowniez przez niektére zwiazki chemiczne. Nalezg do nich: 6-hydro-
ksydopamina, tlenek azotu oraz kwas 5-aminolewulinowy (ALA) [15,23].

Ogo6lna struktura ferrytyny roslinnej podobna jest do zwierzecej, ale prawdo-
podobnie réznig sie one determinantami antygenowymi, poniewaz nie zaobserwo-
wano immunologicznych reakcji krzyzowych miedzy przciwciatami dla ferrytyny
roslinnej a ferrytyng pochodzenia zwierzecego. Ferrytyne roslinng charakteryzuje
wyzsza masa czasteczkowa w poréwnaniu ze zwierzeca.

Charakterystyke molekularng ferrytyny roslinnej i zwierzecej zawarto w
tabeli 1.

TABELA 1 Poréwnanie wybranych parametrow molekularnych ferrytyny roslinnej i zwierzecej
[10,11,30,331

Parametry Ferrytyng

tubinowa szartatowa zwierzeca
Masa czasteczkowa
- natywna 450 kDa 450 kDa 400 kDa
- podjednostki 28, 26,5 kDa 28, 26,5 kDa 21, 19 kDa
Funkcja gospodarka zelazem gospodarka zelazem gospodarka zelazem
Stabilnos¢ pH: 4,5-10 pH: 4,5-10 pH: 4,5-10
pH itemp. od -70 do +70°C od -70 do +70°C od -70 do +70°C
Zawartos$¢ fosforandw wysoka wysoka niska
Stymulacja biosyntezy jony Fe?* jony Ee?* jony Fe*
Regulacja na poziomie transkrypcji i translacji  transkrypcji i translacji ~ gtéwnie translacji

BIOSYNTEZA FERRYTYNY

Ferrytyng jest biatkiem zakodowanym w genomie jgdrowym i syntetyzowanym
w cytoplazmie. Powstaje ona w formie prekursora zaopatrzonego w N-terminalng
sekwencje dodatkowa, tzw. tranzytowga. Dzieki niej prekursor moze byé przetrans-
portowany przez otoczke chloroplastu do jego wnetrza. Na zewnetrznej btonie otoczki
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znajdujg sie receptory rozpoznajgce i wigzace prekursor bez udziatu energii. Sam
proces transportu biatka do wnetrza chloroplastu wymaga jednak energii. Wewnatrz
chloroplastu nastepuje odciecie sekwencji dodatkowej przez endopeptydaze, w wy-
niku czego powstaje dojrzate biatko zdolne do petnienia swojej funkcji. Jest to
proces posttranslacyjnego dojrzewania biatka [41].

W badaniach prowadzonych nad mechanizmami regulacji biosyntezy ferrytyny
stwierdzono, ze jest ona regulowana w zaleznosci od ilosci wewnatrzkomorkowego
zelaza zar6wno na poziomie transkrypcji, jak i translacji [17]. Naukowcy zajmujgcy
sie tym problemem sg zgodni, ze u zwierzat dominuje regulacja na poziomie translacji.
Natomiast w przypadku roslin prezentowane sg dwa poglady: w pierwszym przyjmuje
sie, ze regulacja biosyntezy fitoferrytyny odbywa sie rowniez gtdwnie na poziomie
translacji przez mechanizm autorepresji [11]. Zgodnie z drugg opinig w materiale
roslinnym zelazo reguluje biosynteze ferrytyny przede wszystkim na poziomie trans-
krypcji [4,5,18]. Z taka hipotezg wystapit jako pierwszy van der Mark, stwierdzajac,
ze zaleznie od stezenia zelaza w uktadzie roslinnym ilos¢ mRNA specyficznego
dla ferrytyny jest zmienna, a zatem regulacja biosyntezy tego biatka zachodzi na
poziomie transkrypcji. Poglad ten poddano jednak krytyce, poniewaz w pracach
van der Marka brakuje miedzy innymi danych hybrydyzacyjnych (wiarygodna wy-
cena ilosci MRNA mozliwa jest przez zastosowanie techniki hybrydyzacji). Zmiana
ilosci aktywnego w translacji ferrytynowego mRNA moze by¢ zatem przypisana
rowniez aktywacji zgromadzonego nieaktywnego mRNA, specyficznego dla fer-
rytyny [11,12,13].

Przypuszcza sig, ze u roslin zelazo indukuje wzrost wewngtrzkomorkowego ste-
zenia kwasu abscysynowego (ABA). Jest to fitohormon stresowy, ktory przez uktad
transdukcji sygnatu powoduje ekspresje specyficznego dla ferrytyny genu lub genow.
Podobny efekt (wzrost iloSci mMRNA) uzyskano dodajagc egzogennego ABA. Jednak
petna ekspresja genow ferrytynowych nie moze byé ttumaczona tylko wzrostem
stezenia ABA. Najprawdopodobniej istniejg dwie drogi regulacji transkrypcji genow:
jedna zalezna od ABA i druga, na ktérg ABA nie ma wplywu [21].

Model regulacji syntezy ferrytyny na poziomie translacji zaproponowano juz
w latach siedemdziesigtych, a poparto wieloma doswiadczeniami na przetomie lat
osiemdziesigtych i dziewietdziesigtych. Z danych doswiadczalnych wynika, ze w
5’ niekodujgcym rejonie ferrytynowego mRNA znajduje sie 28-nukleotydowa se-
kwencja wykazujgca whasciwosci regulatorowe. Sekwencje te nazwano ,,IRE” (ang.
iron responsive element) i zaproponowano model jej struktury (rys. 2). W modelu
tym zaktada sie, ze Il-rzedowa struktura ,,IRE” ma postaé ,szpilki do wiosow”
(ang. hairpin) o nastepujacych witasciwosciach:

a) 6-nukleotydowa petla o sekwencji CAGUGN (N-dowolny nukleotyd, moze
by¢ A, ale zazwyczaj jest U lub C);

b) ,,gérny” dwuniciowy odcinek ,todygi” ztozony z 5 par zasad;

¢) niesparowana reszta C znajdujgca sie od 5’ konca;
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d) »dolny” dwuniciowy odcinek ,,todygi” o zr6znicowanej dtu-
gosci i lokalizacji [7,9].
Zalezna od zelaza regulacja biosyntezy ferrytyny na poziomie
translacji zachodzi przez wiazanie do ,,IRE” cytoplazmatycznego
biatka. Biatko to nazwano ,,IRE-BP” (ang. IRE-binding protein).
W warunkach niskiego stezenia zelaza znaczna cze$é frakcji ,,IRE-
BP” wykazuje zwiekszone powinowactwo do struktury ,,IRE”.
W zwigzku z tym ,,IRE-BP” wigze sie do ,,IRE” tworzgc kompleks
powodujacy represje translacji ferrytyny [16]. Represja ta jest
osiggana przez blokowanie inicjacji translacji w wyniku unie-
mozliwienia przytaczenia sie 43S preinicjacyjnego kompleksu do
ferrytynowego mRNA [6]. Zwiekszenie stezenia zelaza w komdrce
prowadzi do obnizenia powinowactwa biatka ,,IRE-BP” do frag-
mentu ,,IRE”, w wyniku czego nastepuje degradacja kompleksu
»IRE-BP-IRE”, uwolnienie mMRNA iderepresja syntezy ferrytyny.
Podobny efekt, tj. zmniejszenie powinowactwa ,IRE-BP” do
»IRE” powoduje kwas askorbinowy. Nie tylko uniemozliwia on
tworzenie kompleksow represyjnych, ale i uwalnia ,,IRE-BP” z
juz istniejacych, przez co stymuluje aktywno$é ferrytynowego
mRNA [35]. Te obserwacje sugerujg role wolnych rodnikéw w
omawianym procesie, jednakze nie znamy danych eksperymen-
talnych popierajgcych te hipoteze. Wiadomo natomiast, ze szcze- E;Sr:a'\t' Esi(rukturzy'
golnie zelazo dwuwartosciowe wywiera istotny wptyw na procesy  |RE” (N - dowol-
rodnikowe, co posrednio wzmacnia znaczenie postawionej hi- ny nukleotyd) [wg
potezy. 7.9
Zasadniczy mechanizm regulacji syntezy ferrytyny na poziomie
translacji polega na autorepresji mRNA specyficznego dla ferrytyny w wyniku
jego asocjacji z podjednostkg ferrytyny do kompleksu nukleoproteidowego
mRNAter- ferrytyna (mRNP), ktory jest nieaktywny w procesie translacji. Auto-
represja. mRNAter spowodowana jest przez interakcje wolnych podjednostek fer-
rytyny, rozpoznajacych sekwencje informacyjnego RNA od konca 5°. Utworzony
kompleks mRNP uniemozliwia wigczenie informacyjnego RNA(cr do procesu bio-
syntezy biatka. Natomiast przy wzroscie stezenia zelaza w komdérce nastepuje in-
terakcja zelaza z podjednostkami ferrytyny uprzednio zwigzanymi z mRNAfer -
zachodzi proces derepresji. Po utworzeniu kompleksu zelazo-ferrytyna nastepuje
uwolnienie mRNA specyficznego dla ferrytyny, w pelni aktywnego biologicznie,
ktory jest natychmiast zdolny do biosyntezy ferrytyny.
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CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA FERRYTYNY
ROSLINNEJ

Badania nad ferrytynami z réznych roélin sa prowadzone do$¢ intensywnie [5,
17,38,39 i prace tam cytowane], jednakze wiele kwestii nadal wymaga wyjasnienia.
Wiasciwosci molekularne ferrytyny scharakteryzowano w szeregu roslin modelo-
wych, np. tubinie, grochu, kukurydzy, szartacie [5,12,13,17,29,30]. Ferrytyng roslinna
(np. tubinowa, szartatowa) ma mase czgsteczkowg 450 kDa i stalg sedymentacji
17S, skiada sie ona z 24 podjednostek: lekkich i ciezkich. Masy czasteczkowe
podjednostek oznaczone metodg elektroforetyczng w zelu poliakrylamidowym wy-
noszg: 28 kDa i 26,5 kDa.

Zelazo stymuluje biosynteze ferrytyny roslinnej [4,18,21,28]. Biosynteza ferrytyny
jest znacznie bardziej intensywna (ok. 4 X) na pozywce bogatej w siarczan zelazawy.
Jednakze jon zelazawy w duzych stezeniach jest toksyczny dla rozwoju rosliny.
W hodowlach obserwowano znaczne rdznice w wygladzie nasion. Siarczan zelazawy
w duzym stezeniu powodowat prawie 50% zahamowanie wzrostu kietkdw tubinu
(w poréwnaniu z nasionami hodowanymi na wodzie destylowanej). Charaktery-
zowaly sie one takze ciemniejszym (prawie brunatnym) kolorem okrywy nasiennej,
czerwonym zabarwieniem i skréceniem korzeni, na liscieniach wystepowaty na-
tomiast brunatne plamy. Mozna sadzié, ze ro$lina ,broni sie” przed toksycznym
efektem zelaza przez zwiekszenie biosyntezy ferrytyny. Obrona ta jest jednak mo-
zliwa tylko do pewnego, granicznego poziomu stezenia.

Jak juz wcze$niej wspomniano, lokalizacja ferrytyny jest prawdopodobnie uza-
lezniona od zapotrzebowania organizmu na zelazo. Procentowo najwiecej ferrytyny
zawierajg korzenie roslin. Poréwnywalnie duzo jest jej rowniez w lisciach. Naj-
mniejsze stezenie ferrytyny wykazujg todygi.

Z poréwnania danych literaturowych mozna wnioskowaé o podobienstwie wia-
$ciwosci molekularnych ferrytyny roslinnej do zwierzecej. Potwierdzajg to rdwniez
badania nad omutkiem baktyckim (Mytilus trossulus) [14]. Matz ten moze maga-
zynowac¢ kadm. Poczatkowo przypuszczano, ze za jego wigzanie odpowiedzialna
jest metalotioneina. Jednak wykrywano obecno$é kadmu w tkankach, w ktérych
nie wystepowata metalotioneina. Wysunieto wiec hipoteze, ze biatkiem, ktore jest
odpowiedzialne za wigzanie kadmu u omutka, moze by¢ ferrytyna. Przez zasto-
sowanie szeregu metod analitycznych wykazano podobieistwo strukturalne i fun-
kcjonalne, a nastepnie udowodniono, ze biatkiem tym we wszystkich organizmach
jest ferrytyna.
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ANALIZA SEKWENCJI AMINOKWASOWYCH
FERRYTYNY

Sekwencje aminokwasowe dostarczajg cennych informacji dotyczgcych pokre-
wienstwa biatek, ich stosunkéw ewolucyjnych i chor6b wywotanych mutacjami.
Dla ferrytyny tubinowej stwierdzono nastepujaca N-koricowg sekwencje amino-
kwasowa: PNVSLARQNY.

Z analizy N-konicowych sekwencji aminokwasowych obu podjednostek ferrytyny
tubinowej wynika, ze podjednostka lekka powstaje przez skrécenie podjednostki
ciezkiej. Sekwencje N-kofAcowe obu podjednostek sa bowiem identyczne. Najpra-
wdopodobniej podjednostki te sg wynikiem modyfikacji posttranslacyjnej, a nie
produktami réznych mRNA specyficznych dla ferrytyny [31]. Ta obserwacja po-
twierdza teze o regulacji biosyntezy ferrytyny na poziomie translacji.

Z porownania sekwencji aminokwasowej ferrytyny tubinowej ze znanymi juz
sekwencjami aminokwasowymi ferrytyny, wyizolowanej z réznych organizméw:
roslinnych, zwierzecych i cztowieka, wynika, ze zachowawczo$¢ sekwencji ami-
nokwasow w roslinnych ferrytynach waha sie od 60 do 92,5%. Zachowawcze sg
zwtaszcza sekwencje od 80 do 159 aminokwasu oraz od 210 do 300, ktére wykazuja
duze podobieristwo takze z ferrytynami zwierzecymi i ludzka. Potwierdzeniem wy-
sokiej zachowawczos$ci sekwencji aminokwasowej ferrrytyny roslinnej moze by¢
analiza sekwencji nukleotydowych z Zea mays i Glycine max. Analiza struktur
DNA takze wskazuje na istnienie fragmentéw o duzej homologii - 72,2% [31].

BIOLOGICZNE FUNKCJE FERRYTYNY

Ferrytyna spetnia istotne funkcje biologiczne. Nalezg do nich:

- przeciwdziatanie stresowi,

- petnienie roli ,,magazynu” zelaza,

- dostarczanie zelaza na potrzeby organizmu.

Funkcje te sag wzajemnie potgczone i uzaleznione. Czesto okres$la sie funkcje
ochronne jako ,sanitarne”; termin ten dobrze oddaje zadania pelnione przez to
biatko. Ta fitosanitarna funkcja ferrytyny zwiazanajest z przeciwdziataniem stresowi,
gtéwnie abiotycznemu. Stresem jest kazdy czynnik srodowiskowy, ktéry ma zdolnos¢
wywotywania u rosliny zmian fizycznych lub chemicznych. Stres dzielimy na bio-
tyczny i abiotyczny. Biotyczny powodujg np. patogeny wirusowe i bakteryjne oraz
pasozyty. Abiotyczny natomiast wywotujg takie czynniki, jak: przesuszenie gleby,
nadmierne schtodzenie lub przegrzanie, zbyt wysokie lub zbyt niskie stezenie jonéw
metali, np. Fe-+, fosforanow itp. [10].
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Zelazo jest pierwiastkiem niezbednym dla kazdej formy zycia jako element skta-
dowy wielu biatek biorgcych udziat w fundamentalnych procesach zyciowych ko-
morki, takich jak: oddychanie, fotosynteza, wigzanie azotu, synteza DNA i podziat
komarki. Majac dwa stabilne stopnie utlenienia (Fe“+, Fe3+) zelazo odgrywa wazng
role w wielu reakcjach oksydo-redukcyjnych w chloroplastach, mitochondriach i
peroksysomach. Zelazo zawieraja miedzy innymi: cytochromy, peroksydazy, ka-
talaza, leghemoglobina, ferredoksyna i ferrytyna [40]. Kompleks Fe-ferrytyna petni
role ,magazynu” zelaza, ktére jest waznym kofaktorem wielu procesow enzyma-
tycznych [12,13].

Zelazo jest réwniez toksyczne. Toksyczny charakter zelaza wiagze sie przede
wszystkim z jego udziatem w powstawaniu wolnych rodnikéw, czyli wysoce re-
aktywnych utleniaczy, m.in. reaktywnego tlenu badz rodnika hydroksylowego, ktére
redukujg zelazo zmagazynowane przez ferrytyne, w wyniku czego nastepuje jego
uwalnianie. Uwolnione zelazo natomiast generuje powstawanie kolejnych wolnych
rodnikéw i dalsze uwalnianie zelaza z jego ,,magazynéw” w ferrytynie [15,23].
Wiasnie jony nadtlenkowe lub ponadtlenkowe jako wolne rodniki sg czynnikami
odpowiedzialnymi za utlenianie lipidéw i hydrolize kwaséw nukleinowych, przez
co sg niebezpieczne dla zywej komérki. W odroznieniu od DNA czasteczka RNA
jest stosunkowo bardziej odporna wobec wolnych rodnikéw. Przyjmuje sie, ze fer-
rytyna moze petni¢ funkcje ochronng przed degradacjg wywotywang dziataniem
wolnych rodnikow.

Efekt ochronny ferrytyny obserwowano w jadrach komdrek watroby szczurow
doswiadczalnych hodowanych w warunkach silnego nadmiaru zelaza. W jadrach
tych w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi nastepowat znaczny wzrost trans-
krypcji mRNA specyficznego dla ferrytyny [2,8]. Badano réwniez ochronne od-
dziatywanie ferrytyny w organizmie ludzkim. W warunkach fizjologicznych
erytrocyty dobiegajace kresu swej biologicznej przydatnosci zostajg z krazenia usu-
niete i ulegajg fagocytozie przez makrofagi uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego.
W uktadzie tym nastepuje stopniowa degradacja uwalnianej z krwinek hemoglobiny.
Pod wptywem oksygenazy hemowej nastepuje rozerwanie pierscienia pirolowego
hemu i uwalnianie zelaza. Uwolnione zelazo ulega zmagazynowaniu w postaci
ferrytyny lub jest transportowane za posrednictwem transferyny do szpiku kostnego,
gdzie stuzy do syntezy nowych czasteczek hemu [1]. W warunkach stresu tlenowego
silnie wzrasta synteza oksygenazy hemowej. Powoduje ona powstawanie w or-
ganizmie znacznego nadmiaru reaktywnego zelaza, ktére z kolei indukuje powsta-
wanie wolnych rodnikéw. Z przeprowadzonych badan wynika, ze prawdopodobnie
wzrost worganizmie poziomu oksygenazy hemowej automatycznie stymuluje synteze
ferrytyny, ktéra chelatuje zbedne zelazo. W alternatywnej hipotezie zaktada sig,
ze wzrost syntezy ferrytyny stymuluje sam uszkodzony hem [3]. Teze te moze
potwierdza¢ wykrywanie kompleksu mRNP. Kompleks nukleoproteidowy jest
zrédtem specyficznego mRNA (mRNAter), niezbednego dla szybkiej reakcji obronnej
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organizmu; zanim sygnat o zagrozeniu dotrze do jadra. Inng mozliwoscig wyttu-
maczenia stymulacji syntezy ferrytyny jest regulacja na poziomie transkrypcji. Pra-
wdopodobnie uszkodzony hem przez uktad transdukcji sygnatu powoduje ekspresje
specyficznych dla ferrytyny genow.

Kolejnym schorzeniem powodowanym przez reaktywne utleniacze i oksygenaze
hemowa jest uposledzenie dyfuzji nerkowej, ktére czesto konczy sie zejsciem Smier-
telnym. Czynnikiem zapobiegajacym jest wzrost poziomu nerkowej ferrytyny, ktéra
jest inhibitorem oksygenazy hemowej i ,,konserwuje” pierscieri pirolowy. Wysoki
poziom ferrytyny wyraznie przyspiesza dyfuzje nerkowg u oséb chorych [3,6].

Jedng z najczestszych jednostek chorobowych, za ktdrg odpowiedzialne sa wolne
rodniki, jest arterioskleroza. W ostatnio poczynionych obserwacjach wykazano, ze
komérki endotelium naczyn, ktorych sciany sg patologicznie zmienione, zawierajg
znaczny nadmiar zelaza w poréwnaniu z sgsiednimi komadrkami nie zaatakowanymi
chorobg. Na podstawie tych obserwacji sadzi sie, ze zelazo w uszkodzonych ko-
markach indukuje synteze ferrytyny. Jej wysokie stezenie przez kontrole poziomu
zelaza nie tylko zapobiega dalszym uszkodzeniom, ale i prawdopodobnie powoduje
cofanie sie zmian juz istniejacych. Natomiast® zmutowana ferrytyna (w taricuchu
podjednostki H zamieniono Glu 2na Lys i His6™na Gly), ktéra nie miata aktywnosci
feroksydazowej (nie mogta chelatowac jonéw zelaza) byta zupetnie nieefektywna
w sprawowaniu funkcji ochronnej wobec komorek $rédbtonka naczyniowego. Jed-
noczesnie, gdy do kultur komoérek endotelium ze zmianami arteriosklerotycznymi
dodano apoferrytyne, otrzymano znacznie silniejszy efekt ochronny niz w przypadku
dodania ferrytyny. Najprawdopodobniej jest to spowodowane tym, ze apoferrytyna
nie ma zelaza i dzieki temu moze go ,wychwyci¢” znacznie wiecej niz ferrytyna
[3,15]. 2+

Jony zelaza (Fe* ) sg takze inhibitorami mechanizméw translacyjnych. Prawdo-
podobnie najbardziej wrazliwy na dziatanie zelaza jest etap inicjacji translacji. Inhi-
bitorowy wplyw zelaza moze by¢ czeSciowo zniesiony w obecnosci ferrytyny.
Podjednostki ferrytyny wiazgc jony zelazawe umozliwiajg przebieg translacji. Ta
zdolno$¢ ferrytyny do chelatowania jonéw zelaza pozwala jej spetnia¢ funkcje
ochronng wobec uktadéw biologicznych. Organelle komdrkowe wyspecjalizowane
w gromadzeniu ferrytyny sg w stanie szybko odpowiedzie¢ na zwiekszenie czy
tez spadek wewnatrzkomorkowego stezenia zelaza, bez wnikania zelaza do jadra
komdrkowego, co prowadzitoby do inhibicji transkrypcji. Wiaze sie to bezposrednio
z detoksykacyjnym charakterem ferrytyny, przede wszystkim w celu ochrony ma-
teriatu genetycznego komorki. Kompleksacja zelaza przez ferrytyne jest zgodna
z biologiczng funkcjg tego biatka (strategia unikania stresu przez amelioracje*)[l 8].

*Amelioracja (roslina potrafi ,radzi¢” sobie z wysokim, wewnatrzprotoplastydowym stezeniem
toksycznych jonow przez: (1) lokalizacje stresora na zewnatrz lub wewnatrz protoplastu (kompart-
mentacja) w niektérych organach, (2) inaktywacje chemiczng polegajgca na tym, ze jon obecny w
protoplascie jest zwigzany w forme mniej toksyczng, (3) rozcieAczanie (szczeg6lnie istotna obrona
przed zasoleniem).
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W nawiazaniu do funkcji ferrytyny mozemy w nastepujacy sposéb okresli¢ mo-
zliwosci wykorzystania jej przez komorke:

1) wigzania jonow zelaza Fe2+, a w konsekwencji,

2) ochrony mRNA specyficznego dla ferrytyny na poziomie translacji;

3) ochrony jadrowego DNA [39].

Wymienione w artykule wiasciwosci molekularne ferrytyny roslinnej warunkujace
jej biologiczne funkcje ukazujg mozliwosci praktycznego zastosowania tego biatka.
Postuluje sie m.in. obsadzanie poboczy ruchliwych drég przebiegajgcych w poblizu
pol uprawnych pasami roslinnosci ochronnej, charakteryzujacej sie wysokim po-
ziomem ferrytyny zdolnej do ,,wychwytywania” szkodliwych jonow Zzelaza. Jest
to mozliwe, poniewaz wysokie stezenie zelaza stymuluje synteze ferrytyny w ro-
$linach, umozliwiajgc jej petnienie funkcji ochronnej przez chelatowanie jonow
zelaza (ferrytyng moze wychwytywac tez inne pierwiastki, np. kadm, otow). Do
tego celu szczegodlnie przydatny bytby szartat szorstki. Jest to bowiem pospolita
ro$lina o bardzo matych wymaganiach klimatycznych i glebowych. Nalezy sobie
jednak zdawac¢ sprawe, ze rosliny stanowigce pasy ochronne bedg - ze wzgledu
na zgromadzone w nich pierwiastki - szkodliwe i z tego wzgledu nieprzydatne
do wykorzystania w gospodarce. Konieczne bedzie ich niszczenie (np. przez spalanie).
Jednak, czy zastosowanie pasow ochronnych sprawdzi sie w praktyce, pokaze czas.
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WEWNATRZKOMORKOWY TRANSPORT
I AKUMULACJA NIEORGANICZNEGO WEGLA
JAKO WSTEPNE ETAPY FOTOSYNTEZY™*

INTRACELLULAR TRANSPORT AND ACCUMULATION
OF INORGANIC CARBON AS THE INITIAL STAGES
OF PHOTOSYNTHESIS

Bozena KOZLOWSKA-SZERENOS, Stanistaw MALESZEWSKI

Instytut Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku

Streszczenie: Stezenie CO2 w chloroplastach, obok napromienienia, jest podstawowym czynnikiem
okres$lajacym szybko$¢ fotosyntezy. W fotosyntetyzujagcych komoérkach dziatajg mechanizmy uspraw-
niajgce pobieranie i transport nieorganicznego wegla oraz zwiekszajace stezenie CO2 w miejscu dziatania
rubisco. W pracy tej przedstawiono ich gtéwne elementy i funkcjonowanie w réznych grupach roslin.

Stowa kluczowe', mechanizm zwigkszajacy stezenie CO2, anhydraza weglanowa, fotosynteza, nieorga-
niczny wegiel, rubisco.

Summary: Concentration of CO2 in chloroplast apart from irradiation is the basic factor affecting
photosynthetic rate. The mechanisms occurre in photosynthetic cells raising the efficiency of uptake and
transport of inorganic carbon and increasing CO2 concentration at the active site of rubisco. Their main
elements and action are presented in various groups of plant.

Key words: CChb-concentrating mechanisms, carbonic anhydrase, photosynthesis, inorganic carbon,
rubisco.

Wykaz skrétéw: DIC - rozpuszczalne nieorganiczne zwigzki wegla, CCM - mechanizm zwiekszajacy
stezenie CO2, CA - anhydraza weglanowa, karboksylaza, PEP - karboksylaza fosfoenolopirogronianu,
rosliny C3 - rosliny, u ktérych pierwszym trwatym produktem asymilacji COz2 jest kwas fosfoglicery-
nowy, roéliny C4 - rosliny, u ktérych pierwszym produktem wigzania CO2jest kwas szczawiooctowy,
rosliny CAM - roéliny gruboszowate (kwasowe), ktére gromadzg CO2 w nocy, wiazac go w kwasach
organicznych, rubisco - karboksylaza/oksygenaza RuBP.

*Artykut zostat napisany podczas realizacji przez B. Koztowskga-Szerenos grantu KBN nr 6 P04C
104 10.
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WSTEP

Asymilacje i fotosyntetyczne przemiany zwigzkéw wegla w roslinach zielonych
inicjuje wigzanie CO-,, katalizowane przez karboksylaze/oksygenaze RuBP (rubisco,
EC 4.1.1.39), wystepujacg w stromie chloroplastow (reakcja 1).

RuBP + CO2 -> 2 PGA 1)
Ten sam enzym Kkatalizuje takze oksygenacje RuBP (reakcja 2).
RuBP + O2 — PGA + P-glikolan )

Oksygenacja RuBP ogranicza asymilacje C 02, gdyz O? wspotzawodniczy z CO-,
0 miejsce aktywne enzymu. Zapoczatkowuje réwniez proces fotooddychania [48].
Stosunek szybkosci obu reakcji zalezy od kinetycznych parametréw rubisco oraz
od stezen CO-, i O, w miejscu dziatania enzymu [19].

Stezenie dwutlenku wegla w atmosferze, wynoszace obecnie okoto 360 ppm
[11,12], jest kilka razy nizsze od stezenia wysycajgcego karboksylacje RuBP [16,29].
Ponadto, na skutek oporéw dyfuzyjnych, stezenie CO-, w przestrzeniach miedzyko-
mérkowych napromienionego liscia, skad substrat ten jest bezposrednio pobierany,
jest znacznie nizsze od stezenia w otaczajgcej atmosferze [11]. Ogranicza to reakcje
(1) i wzmaga niekorzystng dla fotosyntezy reakcje (2).

W $rodowisku wodnym, bedacym w réwnowadze z powietrzem, maksymalne
stezenie CO-, jest nieco nizsze od stezenia tego gazu w atmosferze. Wystepuja
takze inne formy rozpuszczalnego wegla nieorganicznego. Ich stezenia zalezg od
wielu czynnikéw: temperatury, pH, mieszania sie wody w zbiorniku oraz wigzania
1 wytwarzania CO+t w procesach biologicznych [8].

Dostarczanie CO-, do miejsca dziatania rubisco w komorce, obok napromienienia,
stanowi gtéwny czynnik limitujacy fotosynteze. W procesie ewolucji fotoautotroféw
wyksztatcity sie rézne mechanizmy aktywnego pobierania, transportu i zwiekszania
stezenia COo w miejscu dziatania tego enzymu. Ze wzgledu na ich duze znaczenie
dla produktywnosci roslin sa obecnie przedmiotem intensywnych badan. Dodat-
kowym powodem wzmagajacym zainteresowanie tymi mechanizmami jest staly
wzrost stezenia CO-, w atmosferze, wynoszacy obecnie okoto 1,8 + 0,2 ppm na
rok [12], ktéry moze doprowadzi¢ do istotnych modyfikacji w ich funkcjonowaniu.

FORMY NIEORGANICZNEGO WEGLA POBIERANEGO
PRZEZ FOTOAUTOTROFY

Rosliny ladowe oraz hydrofity, ktérych liscie ptywajg na powierzchni wody,
pobierajg COO0 bezposrednio z atmosfery. Natomiast rosliny catkowicie zanurzone
(makrofity, mikroglony, sinice) korzystajg z zawartego w wodzie CO-, i z innych
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form rozpuszczonego nieorganicznego wegla (DIC, ang. dissolved inorganic car-
bon), ktére powstaja w wyniku reakcji C02 z wodg (reakcja 3):

C02 + H20 <> H2CO3 HCO03" + H+ 44 C032- + 2H+ (3)

Powstajacy staby kwas weglowy dysocjuje najony H+iHCO03~oraz w niewielkim
stopniu na C032_. Przy obojetnym i alkalicznym odczynie wody, bedacej w row-
nowadze gazowej z powietrzem, HCO03 wystepuje w duzo wiekszym stezeniu
niz C09(tab. 1). Jony weglanowe, a gtdwnie jon wodoroweglanowy stanowi zasobne
zrodto CO-, dla reakcji katalizowanej przez rubisco. Obecnos¢ w roztworze innych
jondéw itrudno rozpuszczalnych soli kwasu weglowego z jonami metali alkalicznych
tylko w niewielkim stopniu wptywa na stezenie sktadnikdw DIC. Natomiast istotny
wpltyw majg zmiany temperatury. Na przyktad podwyzszenie temperatury do 30°C
powoduje obnizenie stezenia CO-, do 9 mmol oraz zmiane stosunku stezeni CO9/CC
w Kierunku niekorzystnym dla fotosyntezy [39].

Przedstawione zalezno$ci miedzy C09 i innymi formami DIC (tab. 1) dotycza
réwniez wewnetrznego wodnego Srodowiska komorek roslinnych, bedacego w row-
nowadze gazowej bezposrednio z atmosferg lub z zewnetrznym srodowiskiem wod-
nym [15]. W komérkach fotoautotrofow przemiany DIC sg katalizowane przez
anhydraze weglanowg (CA, EC 4.2.1.1).

TABELA 1 Stezenie CO? i HCO.C w roztworach wodnych o r6znym pH, w temp. 20°C,
bedacych w ro6wnowadze gazowej z powietrzem (wartosci obliczone wg réwnania
Hendersona-Hasselbacha [17])

pH Stezenie CO? Stezenie HCO3 HCO037CO2
(pM) (pM)

5,0 0,58 0,05

6,0 5,78 0,5

6,3 11,6 1,0

7,0 12 57,0 5,0

7,3 116,0 10,0

8,0 578,0 50,0

8,3 1156,0 100,0

*pH = pK + log [HCO.-C] - log [CO2]

KOMORKOWE MECHANIZMY POBIERANIA
I TRANSPORTU NIEORGANICZNEGO WEGLA

Stezenie CCC w miejscu dziatania rubisco podczas fotosyntezy zalezy od szybkosci
karboksylacji RuBP oraz doptywu CCC spoza komorki i ze zrodet wewnetrznych
(oddychania i fotooddychania).
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Ladowe rosliny C3. Doptyw C 09 z zewnetrznej atmosfery do przestrzeni mie-
dzykomorkowych liscia reguluje stopier otwarcia aparatoéw szparkowych. U roslin
nie poddanych stresowi wodnemu, apertura szparek jest zwykle odwrotnie sko-
relowana ze stezeniem COo0 [30,49]. Aparaty szparkowe wspoétdziatajg w utrzy-
maniu stezenia C 07 w przestrzeniach miedzykomaérkowych napromienionych lisci
roslin C3 w granicach 220-260 ppm, $rednio wynosi ono okoto 0,7 stezenia zew-
netrznego [11,14]. U ladowych roélin C3 nie stwierdzono metabolicznych mecha-
nizméw wzmagajacych pobieranie C09 itransport DIC do miejsca dziatania rubisco
[7]. Wydaje sie, ze odbywa sie to wylgcznie w drodze dyfuzji. Jedynie anhydraza
weglanowa (CA), wystepujaca w stromie chloroplastow i prawdopodobnie w cy-
toplazmie podstawowej [6,9], przyspiesza przeksztatcanie innych form DIC w C 02,
bezposredni substrat rubisco (rys. 1A).

Rosliny Ca. U roslin C4 (np. trzcina cukrowa, kukurydza, portulaka) wystepujg
"dodatkowe™ mechanizmy fotosyntetyczne, zwiekszajgce stezenie C09 w miejscu
dziatania rubisco. Miekisz asymilacyjny tych roslin, na przekroju poprzecznym
liscia, charakteryzuje sie wiericowym uktadem komoérek; wiazki przewodzace sg
otoczone zwartym pierscieniem komorek tworzacych pochwe wokdétwigzkows, na
zewnatrz ktoérej znajduja sie luzno rozmieszczone komarki mezofilu.

Whnikajacy do lisci dwutlenek wegla jest w cytoplazmie komdérek mezofilu, przy
udziale anhydrazy weglanowej (CA), przeksztatcany w HC 03~i pierwotnie wigzany
(reakcja 4), przez wystepujacg tam karboksylaze fosfoenolopirogronianowsg (kar-
boksylaze PEP, EC 4.1.1.31).

PEP + HCO_3 -> OAA + Pj ()

Szczawiooctan (OAA) ulega redukcji do kwasu jabtkowego i/lub aminacji do
kwasu asparaginowego. Powstate kwasy sg nastepnie transportowane do komorek
pochwy wokotwiazkowej i przetwarzane w ich cytoplazmie w COO0 i odpowiedni
produkt tréjweglowy, pirogronian i/lub alanine. Uwolniony dwutlenek wegla jest
wtdrnie wiazany przez rubisco (reakcja 1), wystepujacg u roslin C4 tylko w chlo-
roplastach komorek pochwy wokétwiagzkowej, imetabolizowany tam w cyklu Calvina
(rys. 1B).

Efektem funcjonowania fotosyntetycznego mechanizmu C4 jest podwyzszone
stezenie tego substratu w miejscu dziatania rubisco, co zwieksza karboksylacje i
ogranicza oksygenacje RuBP. Przejawem dziatania tego mechanizmu jest tez utrzy-
mywanie na niskim poziomie, okoto 100 ppm, stezenia CCE w przestrzeniach mie-
dzykomorkowych napromienionych lisci [14]. Duzy gradient stezenia CCU pomiedzy
otaczajgcg atmosferg i przestrzeniami miedzykomoérkowymi pozwala na sprawng
dyfuzje COt do lisci nawet przy malej aperturze szparek. Moze to by¢ takze czyn-
nikiem wysokiej produktywnosci transpiracji roslin C4, np. kukurydzy [43]. Wydajne
funkcjonowanie mechanizmu C4 jest uzaleznione od CA, zlokalizowanej w cy-



TRANSPORT IAKUMULACJA NIEORGANICZNEGO WEGLA W KOMORCE. 529

ZEWNETRZNA
POWIERZCHNIA |
LISCIA KOMORKI MEZOFILU

ZEWNETRZNA
POWIERZCHNIA KOMORKI KOMORKI POCHWY
LISCIA MEZOFILU WOKOLWIAZKOWEJ

Co,

ZEWNETRZNA

POWIERZCHNIA KOMORKI MEZOFILU
LISCIA

DZIEN

JABLCZAN

co, JABLCZAN

NOC
PEP karboksylaza
CYTOPLAZMA PODSTAWOWA
RYSUNEK 1 Udziat anhydrazy weglanowej w przemianach wegla nieorganicznego roslin Ca (A),Ca

(B) i CAM (C) (wg [6], zmodyfikowane): pogrubionymi strzatkami zaznaczono reakcje dostarczajace
substrat do reakcji karboksylacji
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toplazmie komérek mezofilu, ktéra katalizuje wytwarzanie HC03 , bezposredniego
substratu karboksylazy PEP (rys. IB).

W fizjologicznych warunkach stezenie HC03~ we wnetrzu komorek moze byc¢
5-10 razy wieksze od stezenia CO-,. Powinowactwo karboksylazy PEP do HCO03_
jest tez trzykrotnie wyzsze od powinowactwa rubisco do C 09. Ponadto, mechanizm
C4 ogranicza efekt fotooddychania, czego wyrazem jest niski punkt kompensacyjny
CO? fotosyntezy. Dzieki tym witasciwosciom, przy optymalnym napromieniowaniu
i temperaturze, szybko$¢ asymilacji wegla i fotosyntetyczna produktywnos$é u roélin
C4 sg znacznie wyzsze niz u roslin C3. Funkcjonowanie mechanizmu C4 jest jednak
zwigzane z prawie dwukrotnie wyzszym zapotrzebowaniem kwantowym fotosynte-
tycznego wigzania C09 [29].

Rosliny typu posredniego C3-C4. Podobny przebieg i rozdziat przestrzenny
reakcji fotosyntezy, zwigzany z aktywnym zwiekszaniem odpowiednich postaci nie-
organicznego wegla w miejscu dziatania obu enzyméw karboksylujacych, wystepuje
takze u grupy roslin (gatunki z rodzaju Flaveria, Panicuin, Molluga, Moricandici),
ktdre nie majg typowego dla roslin C4 wienncowego uktadu miekiszu asymilacyjnego,
a jedynie szczatkowe pochwy wokdtwigzkowe. Fotosynteza ich, tak jak u roslin
C4, charakteryzuje sie duzym natezeniem i niskim punktem kompensacyjnym CO-,

7].

[ ]Uwaza sie, ze fotosynteza typu posredniego C3-C4 stanowi etap rozwojowy po-
miedzy fotosyntezg C3 a ewolucyjnie mtodszg C4. Powstanie obu typoéw byto pra-
wdopodobnie zwiazane z obnizaniem sie stezenia CO-, w atmosferze Ziemi i
rozprzestrzenianiem sie roslin na obszary o niskiej wilgotnosci, lecz duzym na-
promienieniu [17].

Rosliny CAM. U rodlin CAM (ang. Crassulacean Acid Metaholism), pocho-
dzacych gtéwnie z pustynnych regionéw tropikalnych (np. kaktusy, agawy, aloesy),
elementy mechanizmu fotosyntetycznego C3 i C4 wystepujg w tych samych ko-
modrkach, lecz ich dziatanie jest rozdzielone czasowo. Pierwotna reakcja asymilacji
wegla z udziatem karboksylazy kwasu fosfoenolopirogronowego (reakcja 4), prze-
biegajaca w nocy przy otwartych aparatach szparkowych prowadzi do nagroma-
dzenia w wakuolach fotosyntetyzujagcych komorek kwasu jabtkowego. De-
karboksylacja jabtczanu i wtérne wigzanie uwolnionego CO-, katalizowane przez
rubisco (reakcja 1) nastepuje podczas dnia, gdy aparaty szparkowe sg zamkniete
(rys. 1C). Mechanizm ten istotnie ogranicza straty wody. Umozliwia tez utrzymanie
podczas dnia wysokiego wewnetrznego stezenia C02, minimalizujgcego fotood-
dychanie. Zapotrzebowanie energetyczne asymilacji wegla na tej drodze jest rowniez
wyzsze niz szlaku C3 [13].

Rosliny wodne. W wodzie morskiej catkowite stezenie nieorganicznego wegla
wynosi okoto 2,2 mM. W stanie réwnowagi z powietrzem CO-, stanowi okoto
8%, a HC03_ az okoto 92%. Szybkos$¢ dyfuzji CO-, w Srodowisku wodnym jest
okoto 104 razy mniejsza niz w powietrzu. W takich warunkach pobieranie i transport
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CO-, do miejsca dziatania rubisco oparte na czysto fizycznej dyfuzji stanowitby
istotny czynnik ograniczajacy fotosynteze [26]. Fotoautotrofy catkowicie zanurzone
w wodzie (sinice, glony i makrofity) pobierajg ze srodowiska CO-, i HC 03~ Mato
wydajne przenikanie obu postaci DIC przez ich btone lipidowg drogg prostej dyfuzji
moze by¢ istotnie wzmagane przez mechanizmy zwigkszajace stezenie C02 w ko-
mérce. Poznanymi sktadnikami tych mechanizméw sa transbtonowe przenos$niki
nieorganicznych form wegla oraz anhydraza weglanowa [5].

Zaréwno C02, jak HCO03_mogg by¢ pobierane i transportowane przy udziale
btonowych ATP-az, ktére wyrzucajgq protony z cytoplazmy do przestrzeni pery-
plazmatycznej. Wytworzony gradient protonéw umozliwia bezposrednio odwrotny
transport HC03~drogg kotransportu H+HC03~ lub antyportu OH~/HC03~[18,35].
Zakwaszenie przestrzeni peryplazmatycznej stwarza warunki do rozktadu dyfun-
dujacego jonu, co usprawnia zaopatrzenie komoérek w CO-, [18]. W procesach tych
u glondbw moze uczestniczy¢ zewnatrzkomoérkowa anhydraza weglanowa, wyste-
pujaca w przestrzeni peryplazmatycznej ich komérek [8,41,46].

Wykazano, ze niektore gatunki glonéw nie majg jednak zdolnosci aktywnego
pobierania HC03 , mimo iz ich fotosynteza ma wiasciwosci, takie jak u foto-
autotroféw wodnych, zwiekszajacych stezenie nieorganicznego wegla w miejscu
dziatania rubisco. Uzyskano dane sugerujace, ze rosliny te moga transportowac
bezposrednio C09 przy udziale specyficznej C02-ATP-azy [38].

W wyniku dziatania mechanizméw zatezajagcych (CCM, ang. CO-,-concentrating
mechanism), wewnatrzkomdrkowe stezenie C 09 moze by¢ nawet 103 razy wieksze
niz w bezposrednim otoczeniu. Dzieki ich dziataniu fotosynteza w komorkach
glonéw i sinic typu C3, tak jak fotosynteza typu C4, wykazuje:

- wysokie powinowactwo w stosunku do zewnetrznego wegla nieorganicznego,

- niska wrazliwos$¢ na tlen,

- niski punkt kompensacyjny C02,

- ograniczong aktywnos$¢ oksygenacyjng rubisco [8,47].

Sinice rosnace przy niskich stezeniach DIC majg zdolno$¢ do aktywnego transportu
zarébwno HCO03 , jak i C02. W napromienionych kulturach obnizajg stezenie C09
prawie do zera nawet w obecnosci znacznych stezeh HCO03 , co moze by¢ zwigzane
z brakiem zewnatrzkomoérkowej anhydrazy weglanowej (rys. 2A). Natomiast sinice
rosngce przy wysokich stezeniach DIC transportujg tylko CCF i jak sie wydaje,
nie maja zupetnie zdolnosci przeprowadzania aktywnego transportu HC03~
[3,7,8,27].

W glonach rosngcych w warunkach niskiego stezenia CCU zdolno$¢ do akumulacji
DIC w komorkach jest uwarunkowana funkcjonowaniem mechanizmu transportu
CO02i/lub HCO03 [4,40,45]. Elementem tego mechanizmu jest niewatpliwie zewna-
trzkomérkowa (peryplazmatyczna) anhydraza weglanowa. Stwierdzano bowiem $ci-
stg korelacje miedzy jej aktywnos$cig a szybkoscig fotosyntezy [46]. Mechanizm
CCM ijego lokalizacja jest lepiej poznany u gatunkéw z rodzajéw Chlamydomonas
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i Chlorella. U Chlamydomonas reinhardtii preferowang w transporcie formg DIC
jest CO-, [45]. Gromadzenie CO02 przebiega tylko w komdrkach napromienionych
i jest hamowane przez inhibitory Swietlnej fazy fotosyntezy [7]. Natomiast gatunki
Chlorella rosngce w atmosferycznym stezeniu C 02, podobnie jak wiele innych
jednokomorkowych glonéw, sa zdolne do transportu obu form DIC [10,36,37].
Ostatnio w komorkach Chlamydomonas reinhardtii i Dunaliella tertiolecta zlo-
kalizowano mechanizmy transportu zaréwno C02, jak i HC03 w otoczce chlo-
roplastdbw oraz specyficzne w stosunku do HCC”- w plazmolemmie [1].
Mechanizm proces6w pobierania, transportu i zwiekszania stezenia C02 w ko-
mérkach glonéw nie jest wystarczajagco wyjasniony. Wiadomo jednak, ze oprocz
wspomnianej peryplazmatycznej CA wystepujg izoenzymy CA w cytoplazmie i

PLAZMOLEMA
KARBOKSYSOM
PGA
B
PRZESTRZEN
PERYPLAZMATYCZNA
CYTOPLAZMA CHLOROPLAST

RYSUNEK 2. Udziat anhydrazy weglanowej w przemianach wegla nieorganicznego sinic (A) i mikro-
glonéw (B) (wg [6], zmodyfikowany): pogrubionymi strzatkami zaznaczono reakcje dostarczajace
substrat do reakcji karboksylacji
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chloroplastach, ktdre moga uczestniczy¢ w tych procesach. Na rysunku 2B przed-
stawiono ich hipotetyczne funkcje [6,8].

Mechanizm CCM moze byé bezposrednio zwigzany z uruchamianym przez ener-
gie pochfanianego Swiatta fotosyntetycznym przeptywem elektronéw w btonach
tylakoidéw, sprzezonym z gromadzeniem sie H+ we wnetrzu tylakoidéw. Wytwa-
rzany gradient protonéw warunkuje fotosyntetyczng produkcje ATP [28]. Wysunigeto
hipoteze, ze HC03_ moze by¢ przenoszony do wnetrza tylakoidéw rownolegle z
aktywnie transportowanym H+ (rys. 3). Tam w $rodowisku o niskim pH jest on
przeksztatcany w CCh,, ktory dyfundujac do stromy jest wigzany przez rubisco.
Brana tez jest pod uwage mozliwos¢, ze w przeksztatcaniu obu form DIC we
wnetrzu tylakoidéw uczestniczy anhydraza weglanowa [31,32,34].
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TYLAKOIDU

STROMA

rubisco. C02< HCO-i

PGA** \
cykl RuBP
Calvina pH = 7,8
[C021<[HCO03
HCO,
WEWNETRZNA BLONA OStONKI CHLOROPLASTU
CoO,
ZEWNETRZNA BLONA OStONKI CHLOROPLASTU
CYTOPLAZMA
PODSTAWOWA

pH =75
[C02] < [HCO3

RYSUNEK 3. Schemat transportu HCO.6 w kotransporcie z H+do wnetrza tylakoidow (wg [34],
zmodyfikowane): w ramkach podano wartosci pH cytoplazmy podstawowej, stromy chloroplastu i
wnetrza tylakoidu oraz odpowiadajgce im stosunki stezer sktadnikow DIC
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INDUKCJA MECHANIZMOW TRANSPORTU
| ZATEZANIA CO2

Rozpowszechniony jest poglad, ze podstawowym warunkiem wytworzenia aktyw-
nych mechanizméw zwiekszania stezenia C02 w komadrkach glondw i wigkszosci
gatunkow sinic jest niskie stezenie wszystkich form DIC w ich $rodowisku, nizsze
od wystepujacego w wodzie znajdujacej sie w rownowadze gazowej z powietrzem.
Mimo iz u niektérych gatunkéw badanych sinic zalezno$¢ taka nie wystepuje
wyraznie, to jednak mechanizmy zwiekszania stezenia CO? indukowane u nich
przez niskie stezenia DIC majg zwykle wieksza sprawno$¢ i odmienne wiasciwosci
od funkcjonujacych przy duzych stezeniach DIC [7].

Zalezno$¢ komérkowych mechanizméw transportu nieorganicznego wegla od
stezenia DIC w podtozu moze nie by¢ jednakowa u réznych gatunkéw glonéw
[22]. W doswiadczeniach z Chlorella ellipsoidea wykazano, ze system transportu
DIC zredukowany w wysokim stezeniu CCC ulega szybkiej aktywacji po zmianie
stezenia CCC na atmosferyczne. Za$ u Chlorella saccharophila wykazano funkcjo-
nowanie mechanizmu zwiekszania stezenia C 02 nawet przy wysokim jego stezeniu
w fazie gazowej kultur [24].

Nie wiadomo, ktéra z form DIC, tzn. C02 czy HCC”-, jest bezposrednio czyn-
nikiem indukujagcym CCM w komdrkach glonéw [2,25]. W dos$wiadczeniach z
Chlorella ellipsoidea uzyskano dane sugerujace, ze s3 odpowiedzig na niskie zew-
netrzne stezenie C02 [23].

Mato poznany jest tez proces transdukcji sygnatu uruchamiajacego wytwarzanie
CCM w komorce. Brano pod uwage, ze proces ten moze by¢ zwigzany ze zmiang
stosunku aktywnosci karboksylacyjnej/oksygenacyjnej rubisco i/lub wysokim po-
ziomem metabolitéw szlaku kwasu glikolowego [20, 21,33,42,44]. Nie uzyskano
jednak jeszcze wiarygodnego potwierdzenia tych hipotez.

Wykazano rowniez, ze indukcja mechanizmdéw aktywnego transportu DIC u
Chlorella ellipsoidea nie zalezy od intensywnos$ci fotosyntezy i napromienienia,
lecz jedynie od zewnetrznego stezenia CO-> [23]. Na tej podstawie wysunieto
sugestie, ze komorki tego glonu moga mie¢ na zewnetrznej powierzchni plazmo-
lemmy receptory CO009, ktére przy niskim stezeniu tego bodZca zapoczatkowujg
wewnatrzkomorkowa transdukcje sygnatu indukujacego wytwarzanie mechanizmu
aktywnego transportu DIC [23].
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SPECYFICZNE BIALKA CHROMOPLASTOWE

CHROMOPLAST-SPECIFIC PROTEINS

Grzegorz JACKOWSKI

Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznan

Streszczenie-. Chromoplasty sg kategorig plastydéw wyspecjalizowanych w syntezie i gromadzeniu
karotenoiddw. Wystepuja przede wszystkim w barwnych ptatkach korony kwiatéw i migzszu owocow,
a powstajg tam drogg przeksztatcenia chloroplastéw, obejmujacego destrukcje systemu tylakoidowego
i pojawienie sie wjego miejsce r6znego rodzaju struktur akumulujacych karotenoidy (fibrylle, krysztaty
i inne). Czes¢ biatek chloroplastowych nie ulega w toku konwersji chloroplast/chromoplast rozpadowi
ijest odnajdywana w dojrzatych chromoplastach (np. enzymy syntezy kwasow ttuszczowych), czes¢ zas
biatek chromoplastowych stanowig frakcje specyficzne dla tej grupy organelli. Do tej kategorii biatek
chromoplastowych zalicza sig, miedzy innymi, jeden z enzyméw operujgcych w szlaku syntezy specy-
ficznie chromoplastowych ketoksantofili, atakze biatka wigzace karotenoidy lub peryferycznie zwigzane
ze strukturami akumulujgcymi karotenoidy oraz pojedyncze biatko stresowe. Funkcje kilku specyficznie
chromoplastowych biatek pozostajg nieznane.

Stowa kluczowe: chromoplast, karotenoidy, synteza, akumulacja, gen, biatko, fibrylle.

Summary: Chromoplasts is a distinct type of plastids specialised in accumulating various carotenoids.
They are found mainly in coloured flower corolla petals or fruits and originate there by conversion of
fully developed chloroplasts of green petals and green fruits. The chloroplast/chromoplast transition
involves the decomposition of the system of thylakoids and the development of carotenoid-bearing
structures (Fibrils, crystals etc.). Some proteins present in chloroplasts are not degraded during the course
of chloroplast/chromoplast transition and are detectable in mature chromoplasts (e.g. the enzymes of fatty
acid synthesis pathway) while other proteins are confined virtually to chromoplasts (chromoplast-specific
ones). This category of chromoplast proteins comprises: xantophyll biosynthesis enzyme capsanthin/ca-
psorubin synthase, a group of proteins that bind carotenoids or are peripherally bound to carotenoid-
bearing structures and asingle stress protein. The functions ofa few chromoplast-specific proteins remain
unknown.

Key words: chromoplast, carotenoids, synthesis, accumulation, gene, protein, fibrils.
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WSTEP

Jedng z najbardziej charakterystycznych cech komorki roslinnej jest obecnos¢
w niej plastydéw, rodziny organelli powstajgcych w toku ontogenezy ro$liny drogg
réznicowania sie form prekursorowych - proplastydéw, wystepujacych w tkankach
merystematycznych. Réznicowanie sie proplastydéw przebiega w sposob tkanko-
wo-specyficzny i prowadzi do powstania form dojrzatych, sposréd ktérych tylko
chloroplasty zawierajg chlorofil i sg zdolne do przeprowadzania proceséw foto-
syntetycznych, pozostate za$ - amyloplasty, leukoplasty i chromoplasty - sg wyspe-
cjalizowane w petnieniu innych, nie zawsze zrozumiatych funkcji metabolicznych.
Specjalizacja metaboliczna chromoplastow polega na syntezie i akumulacji znacznej
ilosci karotenoidéw i ich acylowych pochodnych. Chromoplasty wystepujg naj-
czesciej (cho€ nie wylkgcznie) w platkach korony kwiatowej i migzszu owocow.
Powstajg tam jednak nie droga réznicowania proplastydéw, lecz przez odrdznico-
wanie chloroplastéw obecnych w niedojrzatych (zielonych) ptatkach lub owocach.
Zakumulowane w chromoplastach karotenoidy nadajg dojrzatym ptatkom i owocom,
przy wspétudziale antocyjanéw zawartych w wodniczce, zywe kolory - rdzne
odcienie zottego, pomaranczowego iczerwonego [24]. Nadawanie ptatkom i owocom
wizualnej atrakcyjnosci, zachecajacej zwierzeta zapylajace i rozprzestrzeniajace na-
siona znajdujace sie wewnatrz barwnych owocow, wydaje sie jedyna funkcjg chro-
moplastéw wystepujacych w tych organach. Nieznana natomiast pozostaje funkcja
chromoplastow (i zdeponowanych w nich karotenoidow) spotykanych w komoérkach
korzeni niektérych gatunkow (np. marchwi) oraz wkomdrkach miekiszowych zétych
sektorow pstrych lisci. W toku konwersji chloroplast/chromoplast dochodzi do za-
sadniczej przebudowy ultrastruktury plastydu, obejmujgcej catkowitg destrukcje sy-
stemu tylakoidowego oraz biogeneze struktur akumulujgcych karotenoidy. Mimo
to w dojrzatych chromoplastach stwierdza sie obecno$¢ szeregu aktywnosci enzy-
matycznych znajdowanych takze w chloroplastach, np. obydwa typy organelli za-
wierajg komplet enzymdw katalizujacych synteze kwasow tluszczowych [14], a
takze zwigzanych z metabolizmem DNA i RNA organellowego [22]. Niektdre spo-
§rdd biatek, obecnych takze w chloroplastach, sa akumulowane w chromoplastach
w wiekszej ilosci - takg sytuacje opisano w przypadku dysmutazy ponadtlenkowej,
syntazy cysteinowej i Kilku innych aktywnosci enzymatycznych prawdopodobnie
zwigzanych z detoksykacja agresywnych metabolicznie form tlenu gromadzacych
sie w chromoplastach podczas dojrzewania owocow klimakterycznych [19]. Pewna
liczba biatek pojawiajacych sie w toku biogenezy chromoplastéw ma jednak cha-
rakter chromoplastowo-specyficzny. Sg to biatka zwigzane gtéwnie, cho¢ nie wy-
facznie, z syntezg i wigzaniem karotenoidéw. W ciggu ostatnich Kilku lat obserwuje
sie bardzo gwattowny przyrost wiedzy na temat ich struktury, wewnatrzchromo-
plastowej kompartmentacji i regulacji ekspresji. Przedmiotem niniejszego opraco-
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wania jest przeglad tych dokonan. Literatura polskojezyczna jest pozbawiona ja-
kie hkolwiek publikacji przegladowych dotyczgcych chromoplastéw, w szczegdlnosci
ich biatek.

BIALKA ZWIAZANE Z SYNTEZA KAROTENOIDOW

Chromoplasty zawierajg komplet enzyméw zwigzanych z syntezg podstawowych
frakcji karotenow i ksantofili [17]; enzymy te, syntetyzowane takze w chloroplastach,
sg kodowane przez genom jadrowy [1]. Od niedawna wiadomo natomiast, ze w
chromoplastach owocéw papryki (Capsicum annuum) wystepujg dwa dodatkowe
ksantofile - kapsorubina i kapsantyna - niespotykane w chloroplastach zadnego
ze zbadanych gatunkdéw roslinnych. Kapsantyna powstaje przez przeksztatcenie za-
wierajagcego grupe epoksydowg pierscienia (3-jononowego anteraksantyny w pier-
§cien K-jononowy z ugrupowaniem ketonowym. Roéwniez kapsorubina jest
ketoksantofilem, a jej powstawanie polega na przeksztatceniu obydwu pierscieni
epoksy-[3-jononowych wiolaksantyny w strukture typu K z grupg ketonowg [12].
Synteze kapsantyny i kapsorubiny Katalizuje ten sam enzym, syntaza kapsanty-
nowa/kapsorubinowa (CCS) bedacy biatkiem specyficznie chromoplastowym [10].
Dzieki badaniom grupy Kuntza w ciggu ostatnich kilku lat szczegétowo scharakte-
ryzowano CCS, a takze sklonowano jadrowy gen kodujacy to biatko. Odcinek
kodujgcy CCS ma dtugos$é, ktorej odpowiada sekwencja 498 aminokwasow, o masie
czasteczkowej 57 kDa [2]. Jednak dojrzata forma CCS okazuje sie mie¢ mase
czasteczkowg tylko 50 kDa. Ré6znica miedzy masg wydedukowang na podstawie
analizy sekwencji kodujgcej a masg rzeczywistg wynika z faktu, iz CCS jest syn-
tetyzowana na rybosomach cytoplazmatycznych jako forma prekursorowa dtuzsza
od dojrzatej postaci o 56-aminokwasowy peptyd tranzytowy, odtrawiany po trans-
lokacji prekursora przez otoczke do wnetrza chromoplastu [2]. Poréwnanie struktury
pierwszorzedowej CCS z dostepnymi w bazach danych strukturami wielu innych
biatek pozwolito na ujawnienie obecnosci 17-aminokwasowego motywu zlokali-
zowanego w poblizu N-kohca CCS przypominajagcego miejsce wigzace nukleotydy
(FAD,NAD), znajdowane takze w innych enzymach zwigzanych z syntezg karo-
tenoidow, tzn. desaturazie fitoenowej i cyklazie likopenowej [2,4,5,11]. Struktura
CCS zawiera ponadto kilka krotszych motywow sekwencyjnych obecnych takze
w strukturze cyklazy likopenowej, jednak funkcja tych motywow pozostaje nieznana.
Pokrewienstwo omawianych enzymoéw potwierdza obserwacja, iz biatkowy produkt
genu CCS poddawanego ekspresji w komorkach Escherichia coli wykazuje aktyw-
nos¢ cyklazy likopenowej [12]. CCS jest in vivo zwigzana z frakcjg tzw. wewne-
trznych bton chromoplastowych, jedng z dwoch subpopulacji wewnatrz-
chromoplastowych struktur akumulujacych karotenoidy w owocach papryki. Drugag
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subpopulacje stanowig fibrylle [21], ktére mozna oddzieli¢ od wewnetrznych bton
chromoplastowych przez ultrawirowanie w gradiencie sacharozowym [2]. Wlasnie
fibry lle sg miejscem akumulacji kapsantyny ikapsorubiny, co oznacza, ze do miejsca
akumulacji ketoksantofile musza by¢ transportowane z miejsca syntezy (wewnetrzne
btony chromoplastowe). Transport tego rodzaju mégtby by¢ utatwiony przez ist-
nienie stref fizycznego kontaktu wewnetrznych bton i fibrylli. Nie jest wy-
kluczone, ze takie strefy istniejg, a czynnikiem bezpos$rednio zaangazowanym
w oddziatywanie: wewnetrzne btony - fibrylle mogtaby by¢ sama CCS. Wskazuje
na to obserwacja, iz struktura pierwszorzedowa CCS obejmuje domene EEKCVIT,
bardzo podobng do sekwencji EEKVVVTK, o ktérej sadzi sie, ze jest posrednikiem
w réznych oddziatywaniach wewnatrzkomérkowych [2, 23].

CCS jest akumulowana preferencyjnie w chromoplastach dojrzewajgcych owo-
cow papryki, a osiggniety wowczas poziom biatka utrzymuje sie az do stadium
petnej dojrzatosci owocu. Podobnag dynamike akumulacji obserwuje sie w odniesieniu
do mRNA CCS, a to oznacza, ze regulacja ekspresji CCS odbywa sie gtéwnie
na poziomie transkrypcyjnym [2].

BIALKA WIAZACE KAROTENOIDY

Czes¢ karotenoidow moze by¢ zdeponowana w chromoplastach w formie kom-
plekséw karotenoidowo-biatkowych. Kompleksy te stanowig gtéwny sktadnik bio-
chemiczny niektérych typéw chromoplastowych struktur akumulujacych karo-
tenoidy.Taka sytuacje stwierdzono w odniesieniu do chromoplastdw owocéw papryKi
oraz platkéw korony kwiatu ogérka (Cucumis sativus). Fibrylle chromoplastéw
papryki zawierajg duze iloSci specyficznego dla tej kategorii plastydéw biatka o
masie czasteczkowej 58 kDa, nazwanego CHRA [9]. Biatko to mozna izolowaé
z fibrylli w formie kompleksu karotenoidowo-biatkowego, co bardzo powaznie su-
geruje, ze in vivo CHRA petni role biatka wigzacego karotenoidy [3]. Dodatkowym,
cho¢ posrednim potwierdzeniem roli CHRA jako czynnika wigzacego karotenoidy
sg obserwacje, iz biatko to pojawia sie w toku rozwoju owocu papryki dopiero
woéweczas, gdy akumuluja sie karotenoidy, to znaczy na péznych etapach dojrzewania
[20].

Znacznie wiecej wiadomo na temat innego biatka wigzacego karotenoidy, na-
zwanego CHRC, a stanowigcego skfadnik fibrylli chromoplastow ptatkdw korony
kwiatu ogérka. Bezposrednim dowodem potwierdzajacym teze, iz CHRC wigze
karotenoidy jest, podobniejak w przypadku CHRA, fakt, ze CHRC mozna oczyszczaé
w warunkach tagodnie denaturujacej elektroforezy jako kompleks karotenoidowo-
biatkowy [24]. Odcinek kodujacy genu CHRC ma dtugos¢ odpowiadajacg sekwencji
322 aminokwaséw (41 kDa), a dojrzate biatko (35 kDa) powstaje przez odciecie
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od 322-aminokwasowej formy prekursorowej N-terminalnego peptydu tranzytowego
[27]. Analiza sekwencji aminokwasowej dojrzatej formy CHRC pozwolita na stwier-
dzenie dwoch interesujgcych cech tego biatka - tancuch polipeptydowy nie zawiera
ani jednej reszty cysteiny, a w szesciu miejscach struktury wystepujg tandemowe
ugrupowania DE, ED lub EEE. Aminokwasy 147-164 CHRC najprawdopodobniej
formujg transmembranowg a-helise [27]. Poziom CHRC oraz jego mRNA wzrasta
wraz z postepami procesu rozwoju kwiatu az do antezy, po ktdrej nastepuje gwattowny
spadek zawartosci zaréwno omawianego biatka, jak i kodujagcego go mRNA [26].
Dokfadnie taka sama jest kinetyka akumulacji karotenoidow w ptatkach korony.
Podobny co do kinetyki wzrost poziomu karotenoidéw i CHRC mozna takze osiggnaé
umieszczajac kwiaty w ciemnosci. Dzieki opanowaniu przez zespdt Vainsteina umie-
jetnosci hodowli zawigzkow kwiatow ogoérka in vitro [24] ustalono, ze poziom
CHRC pozostaje pod kontrolg hormonalng. Wprowadzenie do pozywki kwasu gibe-
relinowego (GA3) powodowato bardzo szybki, nie poprzedzony fazg zwtoki wzrost
zawartosci CHRC, a efekt ten byt wydajnie odwracany przez kwas abscysynowy
(ABA) [26]. Co ciekawe, GA3 powodowat takze wzrost zawartosci karotenoidow
w ptatkach hodowanych in vitro kwiatéw, jednak efekt ten nastepowat ze znacznym
op6znieniem w stosunku do stymulacji poziomu CHRC. Oznacza to wbrew temu,
co mozna by sadzi¢ opierajac sie na réwnolegtoSci ciemnosciowego przyspieszenia
akumulacji karotenoidéw i CHRC, iz obecnos$¢ karotenoidéw nie jest warunkiem
niezbednym dla akumulacji CHRC, tzn. karotenoidy nie stabilizujg CHRC. Mozna
natomiast z duzym prawdopodobienstwem przypuszczaé, ze CHRC stabilizuje barw-
niki.

Ostatnio w pracowni Vainsteina opisano biatko chromoplastow kwiatéw ogorka
nazwane CHRD, o wiasciwosciach bardzo zblizonych do wiasciwosci CHRC, np.
w toku rozwoju kwiatu regulacja ekspresji obu biatek przez czynniki srodowiskowe
(Swiatto/ciemnos$¢) i hormonalne (GA3, ABA) jest identyczna [25]. CHRC i CHRD
maja natomiast odmienne masy czasteczkowe (CHRD - 14 kDa), a poziom CHRD
w chromoplastach ptatkéw kwiatu ogérka jest wielokrotnie nizszy niz CHRC. Od-
krywcy CHRD nie maja catkowitej pewnosci, czy biatko to, podobnie jak CHRC,
wigze karotenoidy. Mimo iz mozna je izolowaé z tego samego kompleksu karo-
tenoidowo-biatkowego, z ktdrego izoluje sie CHRC, to nie sposéb wykluczyé mo-
zliwosci, ze kompleks ten zawiera tylko CHRC, a bezbarwny CHRD migruje razem
z tym kompleksem w trakcie fagodnie denaturujgcej elektroforezy [25]. Innym przy-
ktadem biatka chromoplastowego, co do ktérego nie ma catkowitej pewnosci, czy
wigze karotenoidy, jest bardzo dokladnie opisana przez zesp6t Kuntza fibryllina
z fibrylli chromoplastow owocow papryki [6]. Odcinek kodujacy genu fibrylliny
zawiera informacje o formie prekursorowej biatka (35,2 kDa) dtuzszej od formy
dojrzatej (32 kDa) o 60 aminokwasow stanowigcych peptyd tranzytowy. Podobnie
jak w przypadku CHRC roéwniez czasteczka fibrylliny nie zawiera ani jednej reszty
cysteiny, a w szeSciu miejscach struktury wystepujg tandemowe grupy DE, ED
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lub EEE. W czasteczce fibrylliny zidentyfikowano rejon o wysokim indeksie hy-
drofobowosci, ktéry in vivo prawdopodobnie reprezentuje transmembranowa a-
helise. Rejon ten obejmuje doktadnie ten sam odcinek struktury pierwszorzedowej
biatka co domniemanatransmembranowa a-helisa CHRC, tzn. aminokwasy 147-164.
Stopien pokrewienstwa struktury CHRC i fibry lliny wynosi 59% na poziomie DNA
i 74% na poziomie dojrzatego biatka [27]. Podobienistwo na poziomie DNA jest
nizsze, dlatego ze CHRC i fibryllina majg odmiennie zbudowane peptydy tran-
zytowe (48% podobienstwa). Przypuszcza si¢, ze CHRC i fibryllina sg reprezen-
tantami szerszej grupy biatek stanowigcych element organizacji strukturalnej fibry lii.
Reprezentantem tej samej grupy biatek jest zapewne frakcja 32 kDa z fibry lii ptatkow
korony kwiatu nasturcji [7], majaca z fibrylling wspdlne determinanty antygenowe
[6] oraz opisane niedawno z fibrylli ptatkbw Thunbergia alata biatko o tej samej
masie czasteczkowej [18]. Biatka tej rodziny nie wystepujg natomiast w chromo-
plastach nalezacych do innych (niz fibryllarny) morfotypéw, np. bezskuteczne oka-
zaty sie poszukiwania analogu fibrylliny i CHRC w chromoplastach pomidora,
nalezagcych do morfotypu krystalicznego [6].

O ile funkcja CHRC jako czynnika wigzacego karotenoidy nie ulega watpliwosci,
0 tyle nie ma takiej pewnosci w odniesieniu do fibrylliny. Sadzi sie raczej, ze
czasteczki tego biatka budujg odrebng (peryferyczna) strefe fibrylli, podczas gdy
nie zwigzane z biatkami, czyste chemicznie karotenoidy miatyby stanowié strefe
rdzeniowg, oddzielong od peryferycznej obszarami wypetnionymi galaktolipidami
1 fosfolipidami [6]. Struktury o wiasciwosciach natywnych fibrylli mozna rekon-
stytuowacé in vitro przez zmieszanie ze soba, w odpowiednich proporcjach:
fibrylliny, karotenoiddw i polarnych lipidow acylowych [6]. Zarowno mRNA, jak
i fibryllina akumuluja sie najintensywniej w stadium peinej dojrzatosci owocu, a
poziom biatka pozostaje pod kontrolg hormonalng - ABA podwyzsza ten poziom,
zas GA3 i kwas indolilooctowy - obnizajg [6].

BIALKA STRESOWE

Ostatnio w zespole Moore zidentyfikowano gen jadrowy kodujacy unikalne
biatko preferencyjnie akumulujgce sie w chromoplastach owocu pomidora, w koA-
cowej fazie jego dojrzewania (konwersja chloroplast/chromoplast) [15]. Dos$wiad-
czenia wykonywano z wykorzystaniem bardzo pomystowego systemu trans-
krypcyjno-translacyjnego sprzezonego z importem produktu biatkowego do wnetrza
plastydu. cDNA wyizolowany z migzszu dojrzewajgcych owocéw poddawano trans-
krypcji in vitro, a produkt transkrypcji programowat z kolei translacje in vitro
w uktadzie bezkomdrkowym. Uzyskane biatka importowano in vitro do wnetrza
chloroplastéw, wykorzystanych w tym systemie ,,w zastepstwie” chromoplastow,
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znacznie gorzej scharakteryzowanych jako sktadniki systeméw importowych in vitro,
ale majacych bardzo podobny do chloroplastowego aparat importowy [19]. Inten-
sywnos$¢ ekspresji wspomnianego genu (oznaczonego jako pTOM 111) wzrastata
wraz z postepami procesu dojrzewania owocu osiggajac poziom maksymalny w
przypadku owocow w pelni dojrzatych, maksymalnie pigmentowanych, ktérych
komarki zawierajg liczne chromoplasty nalezace do morfotypu krystalicznego. Pro-
dukt genu pTOM 111 (24 kDa) jest bez watpienia biatkiem chromoplastowym.
Na tym bowiem etapie dojrzewania owocu, na ktorym stwierdza sie maksymalny
poziom ekspresji genu, populacja chloroplastdw ulega juz przeksztatceniu w chro-
moplasty, a zdolno$¢ translokacji in vitro biatka 24 kDa do wnetrza chloroplastu
oznacza - w zwigzku z daleko posunietym podobiefstwem aparatu importowego
chloroplastéw i chromoplastéw - Zze jest to biatko kierowane in vivo do wnetrza
chromoplastow. Przeszukiwanie baz danych pozwolito na stwierdzenie, ze struktura
pierwszorzedowa biatka 24 kDa wykazuje 11% podobieristwa do niskoczastecz-
kowego biatka szoku termicznego (hsp) z chloroplastéw petunii. Co wiecej, ekspresje
genu pTOM 111 mozna in vivo silnie stymulowa¢ szokiem termicznym [15]. Wyniki
te bardzo powaznie sugerujg, ze biatko 24 kDa jest niskoczgsteczkowym hsp. Zwa-
zywszy, ze biatka tej kategorii moga by¢é w komérkach roslinnych indukowane
przez inne, poza szokiem termicznym, sytuacje stresowe [28], mozna postawié
interesujace pytanie: jakie warunki stresowe pojawiajg sie w toku konwersji chlo-
roplast/chromoplast w komdrkach owocu pomidora? Wydaje sie prawdopodobne,
ze dochodzi woéwczas do przejSciowego stresu oksydacyjnego, a wskazywaé na
to moze fakt, ze w dojrzewajgcych owocach pomidora wzrasta aktywnos$¢ wspo-
mnianej juz wczesniej dysmutazy ponadtlenkowej [19], a takze lipoksygenazy [8].
Inng sytuacjg stymulujacg ekspresje niskoczgsteczkowego hsp moze by¢ pojawienie
sie duzych ilosci fragmentow biatek powstatych w wyniku destrukcji aparatu foto-
synietycznego, towarzyszacej konwersji chloroplast/chromoplast [13,16].

BIALKA O NIEZNANYCH FUNKCJACH

Na wczesnych etapach dojrzewania owocdw papryki chromoplasty akumuluja
specyficzne biatko nazwane CHRB (35 kDa), przypominajgce wiasciwosciami
CHR.A, jednak nie wigzace karotenoidéw [20]. Funkcja tego biatka pozostaje nie-
znana, podobnie jak funkcja produktu genu pTOMA41, intensywnie ulegajagcego eks-
presji w chromoplastach owocéw pomidora roéwnolegle z biatkiem 24 kDa [15].

Sekwencja aminokwasowa tego biatka nie przypomina zadnej innej dostepnej w
bazach danych.
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REGULACJA DOJRZEWANIA MEJOTYCZNEGO
OOCYTOW ORAZ PIERWSZYCH CYKLOW
MITOTYCZNYCH W ZARODKACH MYSZY

CONTROL OF MEIOSIS IN OOCYTES
AND FIRST MITOTIC DIVISIONS IN MOUSE EMBRYOS

Maria Anna CIEMERYCH

Zaktad Embriologii, Instytut Zoologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa

Streszczenie: Oocyty i zarodki kregowcow stanowia doskonaty obiekt do badan nad aktywnoscig
czynnikéw kontrolujacych cykl komérkowy. Umozliwity takze okreslenie roli wielu biatek enzymaty-
cznych odpowiedzialnych za prawidtowy przebieg kolejnych faz cyklu komdrkowego, a takze pozwolity
na okreslenie wptywu specyficznych czynnikéw na zmiany w organizacji cytoszkieletu i chromatyny
w trakcie podziatéw komdrki. Te wiasnie doswiadczenia, w ktérych wykorzystano oocyty ptazéw,
doprowadzity do odkrycia MPF - uniwersalnego czynnika odpowiedzialnego za zapoczatkowanie
podziatéw zardwno mejotycznych, jak i mitotycznych. W tym artykule przedstawiony zostat obecny stan
wiedzy o regulacji dojrzewania mejotycznego oocytéw oraz pierwszych cykléw mitotycznych w
zarodkach myszy.

Stowa kluczowe: mejoza, mitoza, oocyt, zarodki myszy, cykl komoérkowy, MPF. CSF.

Summary: Investigations carried out on vertebrate oocytes and embryos enabled to determine the role of
many enzymes regulating the cell cycle, and controlling changes ofthe cytoskeleton and chromatin during
the cell division. These investigations led to the discovery of M-phase promoting factor (MPF). which
is an universal factor responsible for the initiation of meiosis and mitosis. In this article | summarize the
present knowledge of the control of meiotic maturation of oocytes and the first mitoses in mouse
embryos.

Key words: meiosis, mitosis, oocyte, mouse embryo, cell cycle, MPF, CSF.

1. REGULACJA DOJRZEWANIA MEJOTYCZNEGO
OOCYTU MYSZY

Podczas oogenezy oocyty myszy zostajg zablokowane w profazie pierwszego
podziatu mejotycznego. W tym stadium przechodzg faze wzrostu, podczas ktorej
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intensywnie syntetyzujg r6znego rodzaju RNA oraz biatka [1,2]. Jedynie oocyty,
ktére osiagnety odpowiedni rozmiar (okoto 80 pm), sg zdolne do wznowienia mejozy
w odpowiedzi na stymulacje hormonalng lub tez na uwolnienie z jajnika i prze-
niesienie do hodowli in vitro. Momentem, w ktérym oocyt rozpoczyna dojrzewanie
mejotyczne, jest rozpad pecherzyka zarodkowego, czyli zanik jadra oocytu w wyniku
depolimeryzacji lamin otoczki jadrowej i kondensacji chromatyny. Wrzeciono pier-
wszego podziatu mejotycznego (metafaza I) zostaje uformowane po 4-5 godzinach,
jednakze podzial nastepuje dopiero po 8-9 godzinach od momentu rozpadu pe-
cherzyka zarodkowego. Podziat ten jest nierdwnomierny, a w jego wyniku od doj-
rzewajgcego oocytu zostaje odcieta mniejsza komorka - pierwsze ciatko kierunkowe.
Bezposrednio po ukonczeniu pierwszego podziatu mejotycznego dochodzi do utwo-
rzenia wrzeciona drugiego podziatu (metafaza I1) i wtedy dojrzewanie oocytu po-
nownie ulega zablokowaniu. W tym stadium oocyty myszy, podobnie jak wiekszosci
ssakéw, sg owulowane, a nastepnie moga by¢ zaptodnione lub aktywowane parte-
nogenetycznie. Zaréwno wnikniecie plemnika, jak i zadziatanie bodzcem parte-
nogenetycznym powoduje dokoriczenie drugiego podziatu mejotycznego i
rozpoczecie interfazy pierwszego cyklu komoérkowego.

Badania, ktorych wyniki umozliwity poznanie mechanizméw regulujgcych me-
joze, dotyczyty nie tylko dojrzewania oocytéw myszy, Xenopus, iinnych organizméw,
lecz takze regulacji podziatéw mitotycznych.

1.1. MPF uniwersalny czynnik regulujgcy faze M

Rozpoczecie dojrzewania mejotycznego wywotane jest wzrostem aktywnosci
czynnika okre$lanego jako MPF (z ang. M-phase Promoting Factor lub Maturation
Promoting Factor). MPF bierze udziat w zapoczatkowaniu zaréwno podziatow me-
jotycznych, jak i podziatbw mitotycznych. Zostat on po raz pierwszy opisany jako
czynnik obecny w cytoplazmie dojrzewajacych oocytéw Xenopus [3]. MPF jest
dimerem ztozonym z podjednostki katalitycznej - kinazy biatkowej o masie 34
kD, homologicznej z biatkiem cdc2 wyizolowanym z drozdzy Saccharomyces ce-
revisiae, oraz z podjednostki regulacyjnej - cykliny B [4, 5]. Kinaza cdc2 nalezy
do rodziny kinaz biatkowych CDK (ang. Cyclin Dependent Kinase), ktore zaan-
gazowane sg w regulacje takich proceséw w cyklu komérkowym, jak synteza DNA
czy tez mitoza. Regulacja aktywnos$ci enzymoéw z grupy CDK odbywa sie przez:

i) przejsciowe potaczenie ze specyficznymi podjednostkami regulatorowymi -
cyklinami;

ii) oddziatywanie z inhibitorami biatkowymi;

iii) odwracalng fosforylacje (rys. 1).

Poziom kinaz CDK nie ulega znaczacym wahaniom w trakcie cyklu komérkowego,
natomiast precyzyjnie okreslony jest moment syntezy i degradacji podjednostek
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fosforylacja defosforylacja
(POLO) (cdc 25)

fosforylacja (CAK)
defosforylacja

biatka inhibitorowe
(np. p21kip)
A

I

proteoliza synteza

RYSUNEK I.Regulacja aktywnosci kinaz typu CDK (na przyktadzie cdc2). Strzatki oznaczajg oddzia-
tywania aktywujgce kompleks CDK-cyklina, natomiast oddziatywania hamujgce oznaczone sg liniami z
prostopadtym zakoriczeniem: Y - tyrozyna, T - treonina

regulatorowych - cyklin. Dzieki temu mozliwe jest ograniczenie aktywnos$ci okre-
$lonej kinazy CDK do specyficznego okresu w cyklu komérkowym [6].

Fosforylacja okreslonych biatek katalizowana przez MPF odgrywa podstawowg
role podczas przejscia z fazy G2 do M. Istniejg przekonujgce dowody, ze fosforylacja
histonu HI oraz biatek z grupy HMG, katalizowana przez kinaze cdc2, towarzyszy
kondensacji chromatyny w jadrze [7, 8]. Pomiar aktywnos$ci kinazy histonu HI
stat sie klasycznym testem w badaniu aktywacji MPF [9]. Kinaza ta bierze udziat
w fosforylacji lamin jadrowych i dezagregacji otoczki jagdrowej [10], wptywa na
dynamike polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul [11]. Rowniez rozpad jaderek
i represja transkrypcji zwigzane sg z fosforylacjg nukleoliny i czynnikow trans-
krypcyjnych katalizowana przez MPF [12, 13].

MPF utrzymywany jest w formie nieaktywnej dzieki aktywnosci kinaz biatkowych
Weel [14] i Mytl [15], ktére fosforylujg tyrozyne w pozycji 15 i treonine w pozycji
14 (rys. 1). Aby zaszta aktywacja MPF, konieczne jest potgczenie kinazy cdc2
z cykling B oraz fosforylacja i defosforylacja specyficznych reszt aminokwasowych
biatka cdc2. Dodatkowo niezbedne jest usuniecie specyficznych inhibitoréw biat-
kowych, ktdre odwracalnie tgcza sie z kompleksem cdc2-cyklina B [16] (rys. 1).
Sugeruje sie rowniez, ze kinaza cdk2-cyklina E zaangazowana jest w aktywacje
kompleksu cdc2-cyklina B, gdyz zablokowanie aktywnosci kinazy cdk2 uniemo-
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zliwia rozpoczecie mitozy [17]. Enzymem bezpos$rednio biorgcym udziat w aktywacji
cdc2 jest fosfataza biatkowa cdc25, ktora defosforyluje tyrozyne w pozycji 15 i
treoning w pozycji 14 [18, 19] (rys. 1). Wiadomo, ze po aktywacji kompleks cdc2-
cyklinaB moze fosfory lowaé fosfataze cdc25 powodujac jej aktywacje [20]. Sugeruje
to istnienie pozytywnego sprzezenia zwrotnego, co ttumaczy gwattowny wzrost
aktywnos$ci MPF obserwowany po rozpoczeciu mitozy [21]. Obok MPF enzymem
zaangazowanym w aktywacje cdc25 jest kinaza zaliczana do rodziny kinaz okre-
$lanych jako POLO lub PLK (ang. POLO-Like Kinases). Badania nad kinazag POLO
w ekstraktach uzyskanych z oocytéw Xenopus wykazaly, ze odpowiedzialna jest
ona za aktywacje fosfatazy cdc25, a tym samym za aktywacje MPF [22]. Kinazy
POLO biorg udziat takze w prawidtowym formowaniu wrzeciona podziatowego
[23,24]. Aktywno$¢ kinazy biatkowej CAK (z angielskiego: CDK Activating Kinase)
niezbedna jest do aktywacji MPF na skutek fosforylacji treoniny w pozycji 161.
In vitro funkcje kinazy CAK petni kompleks cdk7-cyklina H [25, 26].

Inaktywacja MPF zachodzaca podczas przejScia metafaza/anafaza zwigzana jest
z proteolityczng degradacjg cykliny B zachodzacg réwnocze$nie z ruchem ana-
fazowym chromosomoéw [27,28]. Aby jednak degradacja cykliny B mogta nastgpic,
musi doj$¢ do aktywacji wielobiatkowego kompleksu okreslanego jako ,,cyklosom”
[29] lub kompleks inicjujacy anafaze (APC z ang. Anaphase Promoting Complex)
[30]. Sktadniki APC to biatka i enzymy odpowiedzialne za potgczenie biatka, ktére
ma ulec degradacji, z ubikwityna oraz proteasom, ktéry jest odpowiedzialny za
degradacje ubikwitynizowanego biatka [29,31]. Aktywacja APC odbywa sie podczas
mitozy i prawdopodobnie, posrednio lub tez bezposrednio, zaangazowany jest w
nig MPF [32]. By¢ moze role w aktywacji kompleksu odgrywa sygnat z prawidtowo
uformowanego wrzeciona. Aktywny APC katalizuje ubikwitynizacje biatek, ktérych
degradacja konieczna jest do ukonczenia podziatu. Wydaje sie, ze zapoczatkowanie
ruchu anafazowego wymaga degradacji biatek zaangazowanych w potaczenie chro-
matyd siostrzanych (jak na przykiad biatka wykryte w komérkach drozdzy: Cut2
i Pdsl [33, 34]). APC odpowiedzialny jest rowniez za degradacje cykliny B [28].
Inaktywacja kompleksu APC zachodzi dopiero w fazie G1 ijest katalizowana przez
kinazy CDK charakterystyczne dla tej fazy [30].

1.2. Rola MPF w regulacji dojrzewania mejotycznego

Do rozpadu otoczki jagdra oocytu dochodzi w oocytach, ktére uzyskaty kom-
petencje do kontynuowania dojrzewania mejotycznego i s3 w stanie zareagowac
na zewnetrzny sygnat inicjujacy ten proces. Jednym z koniecznych warunkow jest
zgromadzenie w cytoplazmie oocytow odpowiedniej ilosci podjednostki katalitycznej
MPF - biatka cdc2 [35, 36]. Cyklina B - jednostka regulacyjna MPF nie stanowi
w warunkach fizjologicznych czynnika ograniczajgcego rozpad otoczki jadrowej,
gdyz jej poziom jest wysoki zarbwno w oocytach, ktére kontynuujg wzrost, jak
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Interfaza Faza M Interfaza

A Metafaza Anafaza
POLO

RYSUNEK 2. Mechanizm aktywacji i inaktywacji MPF, na schemacie uwzgledniono czynniki zaanga-
zowane w pojawianie sie aktywnos$ci cytostatycznej w metafazie Il, strzatki symbolizujg aktywacje,
oddziatywania hamujgce oznaczone sg liniami z prostopadtym zakoriczeniem, Y - tyrozyna, T - treonina

i w oocytach w petni wyrosnietych [35, 36]. Defosforylacja cdc2 na tyrozynie
15 i treoninie 14 prowadzi do rozpadu otoczki jagdrowej i formowania wrzeciona
podziatowego [37] (rys. 2). Nastepnie aktywno$¢ MPF narasta stopniowo i osigga
maksimum w metafazie pierwszego podziatlu mejotycznego. Podczas wyrzucania
pierwszego ciatka kierunkowego aktywnos¢ MPF przejsciowo spada, jednakze nie
jest to wynikiem zmian fosforylacji biatka cdc2, lecz gwattowng degradacja cykliny
B [38]. Po wyrzuceniu pierwszego ciatka kierunkowego MPF jest ponownie akty-
wowany dzieki syntezie cykliny B i tworzeniu kompleksu z biatkiem cdc2. Réw-
noczesnie formowane jest wrzeciono metafazy Il. Po osiggnieciu tego stadium
aktywnos¢ MPF utrzymuje sie na wysokim poziomie az do zaptodnienia lub aktywacji
partenogenetycznej oocytu (rys. 3).

Enzymem zaangazowanym w utrzymanie bloku w metafazie Il jest MAP kinaza
(ang. Mitogen Activated Kinase). W oocytach myszy enzym ten wystepuje w dwoch
formach biatkowych: ERKI i ERK2 o masach czasteczkowych 42 i 44 kD [39].
W dojrzewajacych oocytach myszy aktywacja MAP kinazy rozpoczyna sie okoto
1,5 godziny po rozpadzie otoczki jadrowej, a nastepnie aktywno$¢ enzymu rosnie
i osigga maksimum w metafazie pierwszego podziatu dojrzewania. Za zapoczat-
kowanie reakcji, ktére doprowadzajg do aktywujgcej fosforylacji biatek ERKI i
ERK2, a tym samym aktywacji MAP kinazy, odpowiedzialna jest kinaza biatkowa



554 M. A. CIEMERYCH

RYSUNEK 3. Aktywnos$¢ MPF i MAP kinazy podczas dojrzewania mejotycznego oocytéw myszy:
GV - stadium pecherzyka zarodkowego (z ang. Qerminal Vesicle); GVBD - rozpad pecherzyka zarod-
kowego (ang. Qerminal Vesicle Breakdown); MI - metafaza I; M1l - metafaza Il

Mos [40, 41]. Mos nie fosforyluje bezposrednio MAP kinazy, lecz aktywuje kinaze
MAP kinazy - MEK1, a ta z kolei aktywuje MAP kinaze [42]. MAP kinaza, w
przeciwienstwie do MPF, nie jest inaktywowana podczas przejScia metafaza I/ me-
tafaza 1l. W tym okresie odpowiedzialna jest ona za utrzymanie chromatyny oocytu
w stanie skondensowanym, a takze uniemozliwia odtworzenie interfazowej sieci
mikrotubul [39, 43]. Aktywno$¢ MAP kinazy utrzymuje sie¢ na wysokim poziomie
takze w oocytach zablokowanych w metafazie I, a spada po aktywacji oocytu
(rys. 3). Aktywacja MAP kinazy jest konieczna do powstania aktywnosci cyto-
statycznej odpowiedzialnej za zablokowanie dojrzewajgcych oocytow kregowcow
w metafazie Il [44].
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1.3. Odkrycie czynnika cytostatycznego

Czynnik odpowiedzialny za stabilizacje aktywnosci MPF w trakcie metafazy
Il zostat odkryty w oocytach ptazédw jednoczes$nie z MPF [3]. Dzielgce sie blastomery
w zarodkach Rana pipiens ulegaty zablokowaniu w mitozie, jezeli nastrzykniete
zostaty cytoplazmgpochodzacgzowulowanych oocytéw. Wyniki tego doswiadczenia
wskazywaty na to, ze w metafazowym oocycie obecny jest czynnik cytostatyczny
(CSF, ang. Cytostatic Factor), ktéry stabilizuje aktywnos¢ MPF. Obecnie ciggle
nie jest jasne, w jaki sposéb CSF utrzymuje aktywno$é¢ MPF na wysokim poziomie.
Powazng przeszkode w zrozumieniu mechanizmu dziatania CSF stanowi fakt, ze
nie zostaty poznane wszystkie jego sktadniki.

Waznym wydarzeniem w historii badan nad CSF w oocytach ptazéw byto odkrycie,
ze biatko Mos jest zaangazowane w powstawanie aktywnosci cytostatycznej [44,
45]. W oocytach Xenopus aktywnos¢ CSF jest zwiazana z aktywnoscig kinazy
Mos, ktéra odpowiedzialna jest za fosforylacje, a tym samym aktywacje MAP
kinazy [40, 44]. MAP Kkinaza jest wiec czynnikiem, przez ktéry Mos wplywa na
utrzymanie wysokiej aktywnos$ci MPF [46, 47, 48]. Oddziatywanie to mogtoby
odbywac¢ sie przez negatywng regulacje degradacji cyklin. W ekstrakcie z doj-
rzewajagcych jaj Xenopus aktywacja MAP kinazy musi nastgpi¢ przed aktywacjg
MPF, aby degradacja cyklin zostata efektywnie zablokowana [46]. Prawdopodobnie
dlatego nie dochodzi do zablokowania dojrzewania mejotycznego na stadium me-
tafazy I, gdyz podczas dojrzewania oocytéw Xenopus oba enzymy aktywowane
sgjednoczesnie. Spadek aktywnosci MPF zachodzi podczas wyrzucania pierwszego
ciatka kierunkowego, ajego ponowny wzrost przy przejsciu do metafazy Il nastepuje
w obecnosci aktywnej MAP kinazy. Spetnione jest wiec zatozenie, ze aby wyksztatcit
sie CSF, aktywacja MAP kinazy powinna nastgpi¢ przed aktywacjag MPF [46].

Pomimo stwierdzenia, ze aktywacja MAP Kkinazy jest niezbedna do wytworzenia
sie aktywnosci CSF, to wydaje sie, ze nie jest ona jedynym czynnikiem zaan-
gazowanym w wytwarzanie aktywnosci cytostatycznej. Istniejg sprzeczne doniesienia
dotyczace roli kinazy cdk2 w dojrzewaniu oocytdw Xenopus oraz pojawianiu sie
aktywnosci cytostatycznej w tych oocytach [49, 50]. Gabrielli i wsp. [49] wykazali,
ze w dojrzewajacych oocytach Xenopus poziom kinazy cdk2 wzrasta po rozpadzie
otoczki jadra oocytu i osigga maksimum w metafazie Il. Poczagwszy od tego mo-
mentu kinaza biatkowa cdk2 wykrywana jest na statym poziomie w bruzdkujacych
zarodkach Xenopus az do stadium gastrulacji. Dojrzewajace oocyty Xenopas, ktdre
zostaty nastrzykniete antysensowymi oligodezoksynukleotydami komplementarnymi
do mRNA kodujacego cdk2, nie ulegaty zablokowaniu w metafazie Il, lecz prze-
chodzity do interfazy [49]. Nastrzykniecie tych oocytdw biatkiem cdk2 powodowato,
ze odtwarzany byt blok metafazowy. Znaczytoby to, ze cdk2 obok kinazy Mos
odpowiedzialne jest za wytwarzanie CSF. Synteza Mos w oocytach Xenopus roz-
poczyna sie jeszcze przed rozpadem otoczki jadra oocytu, a wysoki poziom tego
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biatka wykrywany jest w metafazie I. Poniewaz jednak w tym czasie poziom biatka
cdk?2 jest niski, wiec wedtug Gabrielli’ego i wsp. nie dochodzi do wytworzenia
aktywnosci cytostatycznej. Dopiero po wyrzuceniu pierwszego ciatka kierunkowego,
czyli wtedy gdy aktywnos¢ zardwno kinazy cdk2, jak i kinazy Mos jest wysoka,
oocyty ulegaja zablokowaniu w metafazie Il. Wprowadzenie kinazy Mos do bla-
stomeru bruzdkujacego zarodka Xenopus (wysoka aktywno$é cdk2) powoduje wy-
tworzenie aktywnego CSF prawdopodobnie na skutek wspdtdziatania cdk2 i Mos
[49].

Przeciwstawne wyniki przedstawione zostaty przez Furuno i wsp. [50]. Doswiad-
czenia polegajace na nastrzykiwaniu dojrzewajgcych oocytéw Xenopus biatkiem
p21cip, ktore jest inhibitorem kinazy cdk2, sugeruja, ze aktywnos$¢ kinazy cdk2
nie jest konieczna ani do rozpoczecia dojrzewania mejotycznego, ani do aktywacji
MPF, ani tez do wytworzenia bloku w metafazie Il. Brak udziatu kinazy cdk2
w regulacji dojrzewania mejotycznego dodatkowo $wiadczytby o tym, ze aktywacja
MPF podczas mejozy oocytow kontrolowana jest odmiennie niz aktywacja MPF
podczas bruzdkowania zarodkéw Xenopus. Badania z wykorzystaniem ekstraktow
uzyskanych z bruzdkujgacych zarodkéw Xenopus sugerujg bowiem, ze kinaza cdk2
bierze udziat w aktywacji MPF [17].

Okreslenie roli, jakg odgrywa cdk2 podczas dojrzewania oocytéw Xenopus,
wymaga dalszych badan. Jezeli kinaza cdk2 okazataby sie wspo6todpowiedzialna
za pojawianie sie aktywnego CSF, nalezatoby okresli¢ sposob, w jaki wspdtdziata
ona z kinaza Mos i/lub MAP kinazag. By¢ moze fosforylacja wspolnego substratu
niezbedna jest do wytworzenia bloku w metafazie 1. Takim substratem mogtaby
by¢ cyklina B. Wiadomo, ze cyklina B moze by¢ fosforylowana przez Mos, ale
nie ma to znaczenia dla metabolizmu cykliny B [51, 52]. Mozliwe jest takze, ze
istniejg dwa substraty fosforylowane kazdy przez inng kinaze (cdk2 lub Mos), ktére
niezbedne sg do wytworzenia bloku w metafazie Il. Jezeli jednak cdk2 nie odgrywa
zadnej roli w regulacji podziatbw mejotycznych, moze byé ono syntetyzowane
w dojrzewajgcym oocycie Xenopus, a wykorzystywane juz po aktywacji oocytu,
podczas replikacji DNA. Wiadomo bowiem, ze kinaza cdk2 odgrywa wazng role
w regulacji syntezy DNA nie tylko w bruzdkujacych zarodkach, ale takze w ko-
mérkach somatycznych [53]. Niezbednym krokiem w celu wyjasnienia dziatania
czynnika cytostatycznego powinno by¢ okreslenie substratéw Mos, MAP kinazy
i cdk2.

1.4. Czynnik cytostatyczny w oocytach myszy

Oocyty myszy owulowane sg w stadium metafazy drugiego podziatu mejoty-
cznego. Blok w metafazie Il, podobnie jak w oocytach ptazéw, utrzymywany jest
na skutek dziatania CSF. Wiedza o naturze czynnika cytostatycznego aktywnego
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w oocytach ssakéw jest znacznie ubozsza od wiedzy uzyskanej w wyniku badan
nad oocytami ptazow.

W 1993 roku Kubiak i wsp. [54] przeprowadzili doswiadczenie podobne do kla-
sycznego doswiadczenia Markerta i Masui’ego [3] i po raz pierwszy bezposrednio
wykazali obecno$¢ CSF w owulowanych oocytach myszy. W doswiadczeniach tych
fuzjowano oocyty w metafazie Il z jednokomérkowymi, mitotycznymi zarodkami
myszy, uzyskanymi w wyniku aktywacji partenogenetycznej. Cytoplazma oocytow
w metafazie Il powodowata zablokowanie podziatu mitotycznego w zarodkach jedno-
komorkowych.

Podobnie jak w dojrzewajacych oocytach Xenopus, tak i w oocytach myszy
za wytwarzanie CSF odpowiedzialna jest kinaza Mos aktywujagca MAP kinaze.
Pojawienie sie aktywno$ci MAP kinazy w dojrzewajacych oocytach myszy [39]
skorelowane jest z akumulacjg biatka Mos [43]. W oocytach myszy Mos-/-, ktére
pozbawione zostaty genu mos i z tego powodu nie produkujg biatka Mos, nie
dochodzi do aktywacji MAP kinazy [43, 55, 56]. Pomimo to dojrzewanie oocytéw
Mos-/- przebiega bez zaktocen do stadium metafazy I. Oocyty Mos-/- 0siggaja
metafaze Il, nie ulegajg jednak zablokowaniu w tym stadium, lecz aktywujg sie
partenogenetycznie [43, 55, 56, 57]. Niektdre z nich po wyrzuceniu drugiego ciatka
kierunkowego nie przechodzg do interfazy, ale odtwarzajg kolejng ptytke metafazowg
i ulegajg zablokowaniu w stadium okre$lanym jako metafaza Il [58]. Tak wiec,
podczas dojrzewania oocytéw myszy kinaza Mos biorgca udziat w aktywacji MAP
kinazy odpowiedzialna jest za wytworzenie sie bloku w metafazie Il. Wydaje sie,
ze rowniez w przypadku oocytow myszy nie jest ona jedynym skiadnikiem CSF.
Gdyby jedynie MAP kinaza byta odpowiedzialna za pojawienie sie aktywnosci
CSF, dojrzewanie oocytdw mogtoby blokowac sie w stadium metafazy 1, gdyz
juz wtedy aktywno$¢ MAP kinazy jest wysoka.

By¢ moze, podobnie jak to sugerowano w przypadku oocytéw Xenopus, za wy-
tworzenie aktywnego CSF odpowiedzialny jest czynnik/czynniki, ktére aby ulec
aktywacji, musza byé najpierw ufosforylowane przez MAP kinaze, a nastepnie
przez MPF [46]. Aktywny CSF pojawiatby sie wiec dopiero po przejsciu oocytu
z metafazy | do metafazy Il. Dla okreslenia momentu, w ktérym podczas dojrzewania
oocytow myszy aktywuje sie CSF, szczegdlnie uzyteczne sg badania z wykorzy-
staniem oocytéw, ktére dojrzewajac blokujg sie w metafazie I. W badaniach nad
mechanizmem tego bloku wykorzystuje sie nie w petni wyros$niete oocyty jajnikowe,
pochodzace z niedojrzatych piciowo myszy [59]. Dogodnym obiektem badan sg
réwniez oocyty szczepu myszy LT/Sv. Niektére z nich podczas dojrzewania nie
wyrzucajg pierwszego ciatka kierunkowego, w czasie charakterystycznym dla nor-
malnie dojrzewajgcych oocytow, lecz pozostajg w metafazie |, a nastepnie czesé
z nich ulega partenogenetycznej aktywacji [60, 61]. Wykazano, ze w oocytach
tych aktywny CSF obecny jest juz w metafazie | [62]. Czynnik cytostatyczny mogtby
wiec wyksztatca¢ sie niezaleznie od tego, czy w oocytach nastgpito wyrzucenie
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pierwszego ciatka kierunkowego i przejscie od stadium metafazy Il, a bodziec ana-
fazowy inicjowatby pierwszy podzial mejotyczny w obecnosci CSF. W okresie
miedzy metafazg | a metafaza Il nastepowataby przejsciowa inaktywacja CSF, a
nastepnie jego reaktywacja w metafazie Il. Nie bylby to odosobniony przypadek,
gdyz takze drugi podziat mejotyczny zachodzi w obecnosci aktywnych kinaz, ktore
odpowiedzialne sg za wytworzenie CSF. Biatko Mos oraz aktywna MAP Kkinaza
sa wykrywane takze w pobudzonym oocycie [39, 63]. Zjawisko przejsciowej ina-
ktywacji CSF obserwuje sie rowniez podczas partenogenetycznej aktywacji oocytow,
ktére ukonczyty pierwszy podziat mejotyczny bezposrednio przed zadziataniem
bodzca aktywujgcego. Oocyty te po wyrzuceniu drugiego ciatka kierunkowego nie
przechodzg do interfazy, lecz rozpoczynajg kolejng faze M - metafaze Il [58].
Wydaje sie wiec mozliwe, ze przejscie metafaza | / metafaza Il moze zachodzié
w obecnosci aktywnej kinazy Mos i MAP kinazy (Ciemerych i Kubiak, dane nie
publikowane), jednakze w sktad CSF, oprdcz tych kinaz musi wchodzi¢ takze inny,
niezdefiniowany dotychczas czynnik, ktory ulegatby przejsciowej inaktywacji pod-
czas metafazy pierwszego podziatu mejotycznego.

Dotychczasowe badania nad aktywacjg CSF podczas dojrzewania oocytéw myszy
koncentrowaty sie jedynie na roli Mos i MAP kinazy. Rola innych czynnikow
biatkowych, takich jak np. kinaza cdk2, nie zostata dotychczas zbadana. W zwigzku
z tym nie wiadomo, jaki jest dokladny mechanizm dziatania czynnika cytosta-
tycznego. By¢ moze CSF przeciwdziatajac proteolitycznej degradacji cykliny B
uniemozliwia inaktywacje MPF. Badania nad metabolizmem cykliny B powinny
dostarczyé waznych informacji o mechanizmie dziatania CSF. W stadium metafazy
Il zarbwno w oocytach Xenopits [47], jak i w oocytach myszy [54] degradacja
cykliny B zachodzi pomimo obecnosci aktywnego CSF. W stadium metafazy Il
degradacji cykliny B towarzyszy jej ciggta synteza, co umozliwia utrzymanie aktyw-
nosci MPF na statym poziomie [54]. Po aktywacji oocytu zachodzi gwattowna
degradacja cykliny B przewyzszajaca poziom syntezy tego biatka, dzieki czemu
dochodzi do inaktywacji MPF. Rolg CSF bytoby spowolnienie/ostabienie degradacji
cykliny B umozliwiajagce zachowanie réwnowagi miedzy jej synteza a degradacja.

1.5. Inaktywacja CSF w oocytach myszy

Jednym ze zjawisk zachodzacych po aktywacji oocytu jest spadek aktywnosci
czynnika cytostatycznego. Wydaje sie, ze zanik aktywnosci CSF w pobudzonym
oocycie nastepuje stopniowo. Wykazano, ze po aktywacji oocytu Xenopus jego
cytoplazma moze spowodowa¢ zablokowanie mitozy w dzielgcych sie blastomerach
[64]. Spadek aktywnosci cytostatycznej koreluje z postepujagcym zanikiem biatka
Mos w aktywowanych oocytach Xenopus [64]. Wydaje sie wiec mozliwe, ze takze
w ssaczych oocytach aktywnos$¢ CSF zanika stopniowo po ich aktywacji, a obecnosé
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aktywnej MAP kinazy i biatka Mos jest zwigzana wiasnie z ciggta obecnoscig
CSF.

W oocytach myszy w reakcji na pobudzenie partenogenetyczne inaktywacja MPF
nastepuje w ciagu okoto 15 minut po zadziataniu bodZca partenogenetycznego [65],
natomiast inaktywacja MAP kinazy zaczyna sie 2 godziny po inaktywacji MPF
[39]. Réwnoczesnie wykrywane sgjeszcze znaczne ilosci biatka Mos [63]. Oznacza
to, ze podobnie jak w oocytach Xenopus degradacja Mos nie jest konieczna do
inaktywacji MPF [66]. Inaktywacja czynnika cytostatycznego, rozumianego jako
aktywnos¢ kinazy Mos i/lub MAP kinazy, nie jest wiec konieczna do inaktywacji
MPF. By¢é moze rola tego czynnika, tak jak byto to sugerowane przez Kubiaka
i wsp. [54], polega na opOZnieniu (utrudnieniu) degradacji cykliny B w trakcie
metafazy I, ktorej towarzyszy ciggta synteza tego biatka. Aktywacja oocytu powo-
dowataby zachwianie tej subtelnej rownowagi poprzez gwattowne uaktywnienie
mechanizméw odpowiedzialnych za degradacje cyklin.

Pierwsze doswiadczenia, ktére miaty na celu zbadanie tempa zaniku aktywnosci
cytostatycznej w aktywowanych oocytach, wykonano fuzjujac oocyty w rdéznym
czasie po aktywacji z jednokomoérkowymi, mitotycznymi zarodkami myszy (Cie-
merych i Kubiak, dane niepublikowane). Stosujac ten test udato sie wykazaé, ze
jeszcze ponad godzine po aktywacji cytoplazma niektorych oocytow powoduje za-
blokowanie podzialu mitotycznego. Réwnoczesnie w hybrydach zablokowanych
w fazie M wykrywa sie aktywng MAP kinaze (Ciemerych i Kubiak, dane nie-
publikowane). Wydaje sie wiec, ze inaktywacja CSF mogtaby zachodzi¢ dwusto-
pniowo w odpowiedzi na aktywacje partenogenetyczng oocytu. Najpierw przejsciowo
inaktywowany bytby efektor MAP kinazy, a dopiero p6zniej nastepowataby sto-
pniowa degradacja Mos i inaktywacja MAP kinazy.

2. REGULACJA PIERWSZYCH CYKLOW
KOMORKOWYCH W ZARODKU MYSZY

Plemnik zaptadniajgc oocyt powoduje ukoriczenie drugiego podziatu mejoty-
cznego: dochodzi do wyrzucenia drugiego ciatka kierunkowego, achromatyna oocytu
formuje interfazowe jadro - przedjadrze zenskie. W tym samym czasie takze jadro
plemnika, ktory wniknat do oocytu, ulega szeregowi zmian prowadzacych do po-
wstania przedjadrza meskiego. Przeksztatcenia te zapoczatkowuje rozpad otoczki
jadrowej i gwaltowna dekondensacja chromatyny plemnika. Dekondensacja chro-
matyny meskiej umozliwia wymiane zwigzanych z nig biatek zasadowych - protamin
- na histony obecne w cytoplazmie oocytu [67], dzieki czemu moze zajs¢ re-
kondensacja chromatyny [68]. Gdy chromatyna osiagnie stan maksymalnej rekon-
densacji, rozpoczyna sie formowanie przedjadrza meskiego. Odtwarzanajest otoczka
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jadrowa, a chromatyna meska ponownie dekondensuje. W zarodku myszy oba przed-
jadrza pozostajg odseparowane od siebie przez caly pierwszy cykl komorkowy,
oddzielnie przechodzg faze replikacji DNA, a do wymieszania chromatyny zenskiej
i chromatyny meskiej dochodzi dopiero w trakcie pierwszego podziatu bruzdkowania
- podczas formowania wspolnej ptytki metafazowej. Wnikniecie plemnika do owu-
lowanego oocytu wywotuje szereg biofizycznych i biochemicznych procesow, ktore
prowadzg do powstania jednokomorkowego zarodka - zygoty.

2.1. ,Mejotyczne” cechy pierwszego cyklu komdrkowego

Pierwszy cykl pod wieloma wzgledami rozni sie od nastepujgcych po nim cyklow
zarodkowych, nie tylko z powodu zachodzacych w jego poczatkowej fazie spe-
cyficznych przeksztatcen chromatyny oocytu i plemnika. Jest to okres niezwykle
wazny dla rozwijajacego sie zarodka, gdyz wiasnie wtedy mechanizmy kontrolujgce
dojrzewanie mejotyczne przestajg funkcjonowac, a ich miejsce zajmujg mechanizmy
typowe dla kontroli cyklow mitotycznych. Pierwszym etapem przejScia od mejo-
tycznego do mitotycznego typu kontroli cyklu komérkowego jest proces inaktywacji
CSF, opisany w rozdziale 1.5. Obecnos¢ aktywnej MAP kinazy na poczatku pier-
wszego cyklu komérkowego ma wplyw na organizacje cytoszkieletu jednokomor-
kowego zarodka oraz prawdopodobnie na formowanie sie przedjadrzy. Wiadomo
bowiem, ze enzym ten oddziatuje na cytoszkielet mikrotubularny i otoczke jadrowa
podtrzymujac ich metafazowy charakter [39, 43]. W jednokomdérkowym zarodku
odtworzenie interfazowego cytoszkieletu oraz formowanie przedjadrzy skorelowane
jest z zanikiem aktywnos$ci MAP kinazy inastepuje okoto 1,5-2 godziny po aktywacji
oocytu [39, 56, 64]. Mechanizm, w jaki MAP kinaza reguluje powyzsze procesy,
nie zostat dotychczas poznany. Wiadomo, ze enzym ten moze fosforylowaé biatka
towarzyszace mikrotubulom oraz biatka zaangazowane w nukleacje mikrotubul [39],
a takze lamine B, sktadnik btony jadrowej [10]. Nalezy bra¢ pod uwage mozliwosc,
ze jej wptyw na organizacje mikrotubul i otoczki jadrowej jest posredni. By¢ moze
spowolnienie pierwszej fazy cyklu jednokomérkowego zarodka ma za zadanie za-
pewnienie korzystnych warunkéw dla transformacji silnie skondensowanej chro-
matyny oocytu i plemnika w interfazowe przedjagdrza. O ile bowiem diugosci
pierwszego i drugiego cyklu komoérkowego nie roznig sie znaczgco od siebie (okoto
17-20 godzin), to pierwszy cykl charakteryzuje sie wydtuzong fazag G1 (5-7 godzin
[69]), podczas gdy w drugim cyklu komdrkowym jadra interfazowe odtwarzane
sg niezwykle szybko, a faza Gl konczy sie w okoto 2 godziny po ukornczeniu
pierwszego podziatu bruzdkowania [70].
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2.2. Procesy zachodzace autonomicznie w jednokomdérkowych
zarodkach myszy

We wczesnym okresie rozwoju zarodkowego pewne aktywnosci cytoplazmaty-
czne moga przebiega¢ niezaleznie od siebie, a niektére z nich takze niezaleznie
od kontroli jadra. Aktywno$¢ korowa manifestuje sie w aktywowanych oocytach
i wczesnych zarodkach Xenopus jako okresowe zmiany naprezenia korteksu. Po-
przedzaja one kilka pierwszych podziatéw bruzdkowania i widoczne sg w postaci
fali skurczu rozprzestrzeniajgcej sie od animalnego do wegetatywnego bieguna za-
rodka [71]. We fragmentach bezjagdrowych uzyskanych z aktywowanych jaj Xenopus
aktywnos$¢ korowa pojawia sie z takg sama czestotliwos$cig jak w dzielgcych sie,
jadrowych fragmentach. Towarzyszy jej pojawiajaca sie réwniez cyklicznie aktyw-
no$¢ odpowiedzialna za kondensacje chromatyny - MPF [71]. Wiadomo, ze po-
jawienie sie aktywnosci korowej w zarodkach ptazéw poprzedza aktywacje MPF,
a jej zanik jest reakcja na pojawienie sie aktywnosci MPF [72]. Podobne oscylacje
aktywnosci MPF zaobserwowano réwniez w bezjadrowych fragmentach uzyskanych
z zarodkdw szkartupni: jezowcow i rozgwiazd [73]. Aktywno$é korowag mozna
zaobserwowac rowniez w zarodkach myszy, lecz odksztatcenia powierzchni ob-
serwuje sie wytgcznie w zarodkach jednokomorkowych. Pojawiajg sie one w fazie
G2. a zanikajg bezposrednio przed pierwszym podziatem bruzdkowania. Obserwacje
bezjadrowych fragmentéw uzyskanych z jednokomérkowych zarodkéw wykazaty,
ze ich aktywnos$¢ korowa zachodzi niezaleznie od kontroli jagdrowej i ze zaczyna
sie i konczy z nieznacznym opOznieniem w stosunku do kontrolnych fragmentow
jadrowych [74]. Podobnie jak w catych jednokomdérkowych zarodkach, tak i w
bezjadrowych fragmentach uzyskanych z tych zarodkéw, zanikowi aktywnosci ko-
rowej towarzyszy reorganizacja cytoszkieletu komoérki. Interfazowa sie¢ mikrotubul
zanika, a pojawiajg sie zgrupowania mikrotubul bedace odpowiednikami wrzeciona
(Ciemerych i wsp., dane niepublikowane). Réwnoczes$nie obserwuje sie aktywacje
MPF, co wykazano stosujac test biologiczny polegajacy na wprowadzaniu inter-
fazowego jadra tymocytu do bezjgdrowego fragmentu jednokomdérkowego zarodka
Jadro to w reakcji na aktywny MPF przechodzito wymuszong kondensacje chro-
matyny [75]. Dodatkowo przeprowadzono test biochemiczny na obecno$¢ MPF
polegajacy na okresleniu aktywnosci kinazy histonu HI w badanych fragmentach
bezjadrowych (Ciemerych i wsp., dane niepublikowane). Oba testy wykazaty, ze
w jednokomdrkowym zarodku myszy MPF aktywuje sie autonomicznie. Podobne
badania przeprowadzone na fragmentach bezjagdrowych pochodzacych z blastome-
rov zarodkéw dwukomoérkowych wykazaty, ze w drugim cyklu komérkowym réw-
niez zachodzi aktywacja MPF odzwierciedlana we wzroscie aktywnosci kinazy
hisionu H I. Jednakze we fragmencie blastomeru zarodka dwukomérkowego poziom
aktywnosci MPF jest na tyle niski, ze nie wywotuje mitotycznej rearanzacji cyto-
szkieletu. Nie jest takze wystarczajacy do wywotania przedwczesnej kondensacji
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chromatyny jadra tymocytu wprowadzonego do bezjgdrowego fragmentu blastomeru
zarodka dwukomadrkowego [75].

Regulacja aktywacji MPF w pierwszym cyklu komdrkowym rdzni sie wiec od re-
gulacji tego procesu w nastepnych cyklach mitotycznych. Réznice w dynamice
aktywacji MPF we fragmentach bezjagdrowych pochodzacych z zarodkéw jedno-
i dwukomérkowych by¢ moze sg spowodowane przez rdznice w dystrybucji lub/i
metabolizmie czynnikdw zaangazowanych w regulacje MPF. Wiadomo, ze pierwszy
cykl komérkowy znajduje sie pod kontrolg czynnikéw matczynych, nagromadzonych
w trakcie oogenezy. Cytoplazma jednokomoérkowego zarodka, w przeciwienstwie
do zarodka dwukomdrkowego zawiera wszystkie sktadniki niezbedne do aktywacji
MPF. Regulacja drugiego i nastepnych cyklow komérkowych prawdopodobnie kon-
trolowana jest przede wszystkim przez biatka zsyntetyzowane juz po aktywacji
genomu zarodka [76]. By¢ moze wiec bezjagdrowe fragmenty uzyskiwane z zarodkow
dwukomadrkowych byty pozbawione czynnikdw odpowiedzialnych za prawidtowg
aktywacje MPF, ktorych syntetyza zachodzi tuz przed samym podziatem mitoty-
cznym lub tez sg zgromadzone w jadrze komoérkowym. Wydajna aktywacja MPF
w bezjadrowych fragmentach blastomeréw zarodkéw dwukomérkowych mogta zo-
sta¢ uniemozliwiona réwniez z powodu niedostepnosci biatek regulujgcych aktyw-
nos¢ MPF.

W zarodkach jedno- i dwukomérkowych analizowano dotychczas rozmieszczenie
dwoch biatek, o ktdrych wiadomo, ze odgrywajg kluczowg role w aktywacji MPF
w komdrce: cykliny A icykliny B. Okazato sig, ze fragmenty jadrowe i bezjagdrowe
uzyskane zaréwno z zarodkéw jednokomoérkowych, jak iz blastomeréw zarodkow
dwukomérkowych zawierajg podobne ilosci obu tych biatek (Ciemerych i wsp.,
dane nie publikowane). Wyklucza to mozliwo$¢, ze réznice w regulacji aktywnosci
MPF w dwdch pierwszych cyklach komdrkowych sg wynikiem zréznicowanego
rozmieszczenia cykliny A lub cykliny B w badanych komérkach. Wyniki te roznia
sie od rezultatdbw badaA nad rozmieszczeniem cykliny A i B w komdrkach so-
matycznych. W ludzkich fibroblastach poczawszy od fazy S cyklina A jest trans-
portowana do jadra komdrkowego i po potgczeniu sie z kinazg cdc2 odgrywa role
w aktywacji kompleksu cdc2-cyklina B. Natomiast cyklina B pozostaje w cyto-
plazmie az do momentu rozpadu otoczki jadrowej [77, 78]. Wydaje sie wiec, ze
pierwsze cykle komoérkowe zarodkéw myszy regulowane sg w sposéb odmienny
od cyklow komorek somatycznych. Nie znane sg jednak dane dotyczace lokalizacji
innych biatek regulatorowych ani tez szczegdty dotyczgce regulacji aktywnoSci
MPF, dlatego tez mechanizm obserwowanych réznic pozostaje niewyjasniony.

2.3. Regulacja pierwszej mitozy w zarodku myszy

W jednokomérkowym zarodku myszy przedjadrze zeniskie i przedjadrze meskie
pozostajg od siebie odseparowane przez caty pierwszy cykl komdrkowy. Podczas
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przejScia z fazy G2 do fazy M przedjadrze zeriskie reaguje wczesniej na aktywacje
MPF i ono jako pierwsze przechodzi rozpad otoczki jadrowej i kondensacje chro-
matyny [79]. Chromatyna obu przedjadrzy kondensuje wiec niezaleznie od siebie,
a do wymieszania chromosoméw matczynych i ojcowskich dochodzi podczas two-
rzenia ptytki metafazowej pierwszego podziatu mitotycznego. Chromosomy mat-
czyne s z reguly krétsze i silniej zespiralizowane, meskie dtuzsze i mniej
skondensowane [79, 82]. Zrdznicowana kondensacja chromatyny nie jest jedynym
zjawiskiem charakterystycznym wytacznie dla pierwszego podziatu mitotycznego.
Pierwsza mitoza trwa okoto 40-50 minut diuzej niz druga i trzecia. Od rozpadu
otoczki jadrowej przedjadrzy do cytokinezy uptywa $rednio 120 minut. Diugosc
pierwszego podziatu mitotycznego nie zalezy od zawartosci chromatyny w dzielgcym
sie zarodku i jest taka sama zaréwno w haploidalnych zarodkach partenogenety-
cznych, jak i w diploidalnych zygotach (Ciemerych i wsp., dane niepublikowane).
Podczas pierwszego podziatlu mitotycznego aktywno$é kinazy histonu HI (bio-
chemiczna miara aktywnos$ci MPF) po osiagnieciu maksimum utrzymuje sie przez
50-60 minut na statym, wysokim poziomie. Druga mitoza trwa $rednio 70 minut,
a aktywnos$¢ MPF jest maksymalnajedynie przez okoto 20 minut (rys. 4) (Ciemerych
i wsp., dane niepublikowane).

Wzrostowi aktywno$ci MPF towarzyszy formowanie sie wrzeciona mitotycznego.
W jednokomdrkowym zarodku proces ten przebiega w sposob przypominajacy for-
mowanie wrzeciona pierwszej metafazy mejotycznej. Kondensujaca chromatyna
otoczona jest mikrotubulami tworzacymi przez do$é¢ diugi czas strukture radialnie
symetryczng. Dtugie mikrotubule na biegunach wrzeciona podziatowego oraz asters
mikrotubulame w cytoplazmie jednokomérkowego zarodka obecne sg nawet w za-
awansowanych stadiach pierwszego podziatu mitotycznego (rys. 4). Taki sposéb
formowania wrzeciona jest charakterystyczny dla pierwszej, ale juz nie dla drugiej
mitozy (Ciemerych i wsp., dane niepublikowane). Pierwszy podziat mitotyczny
przypomina pierwszy podziat mejotyczny nie tylko pod wzgledem sposobu for-
mowania wrzeciona podziatowego. Od uformowania wrzeciona do cytokinezy up-
tywa S$rednio dwa razy wiecej czasu niz w trakcie nastepnych podziatéw
bruzdkowania. Podobne op6Znienie charakterystyczne jest dla pierwszego podziatu
mejotycznego, kiedy to wrzeciono metafazy | zostaje uformowane w okoto 4-5
godzin, a dokonczenie podziatu nastepuje dopiero w 8-9 godzin od po rozpoczeciu
dojrzewania. Byé moze za wydtuzenie pierwszego podziatu mitotycznego odpo-
wiedzialne sg mechanizmy analogiczne do tych, ktére kontrolujg wydtuzenie me-
tafazy 1. Wiadomo jednak, ze w stabilizacji MPF podczas pierwszej mitozy nie
bierze udziatlu MAP kinaza, gdyz enzym ten nie ulega wtedy aktywacji [39, 81].

Obok aktywnosci cytostatycznej, ktéra odpowiedzialna jest za stabilizacje aktyw-
nosci MPF, istniejg tez inne sposoby regulacji dtugosci fazy M. Badania nad two-
rzeniem ptytki metafazowej w ssaczych komoérkach somatycznych oraz w
spermatocytach owadoéw wykazaty, ze ukonczenie podzialu moze nastapi¢ tylko
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wtedy, gdy wszystkie chromosomy zostang prawidtowo potaczone z wiéknami wrze-
ciona podziatowego. Prawidtowe potaczenie mikrotubul z kinetochorami znajdu-
jacymi sie na chromatydach siostrzanych warunkuje wytworzenie odpowiedniego
naprezenia, ktdre z kolei jest sygnatem do rozpoczecia anafazy. Istnieje wiec ,,punkt
kontrolny” (ang. checkpoint), ktéry warunkuje op6znienie anafazy i umozliwia ko-
mérce prawidtowe potaczenie chromosomoéw z aparatem mitotycznym [82]. Pra-
widtowe oddziatywanie miedzy kinetochorami a mikrotubulami sprawia, ze nie
pojawia sie sygnat uruchamiajacy ,,punkt kontrolny”. Natomiast chromosom, ktory
jest potgczony tylko zjednym biegunem wrzeciona, powoduje pojawienie sie takiego
sygnatu i przejsciowe zablokowanie podziatu, do czasu wytworzenia prawidtowego
oddziatywania z wrzecionem [83]. Wykazano, ze kinetochory chromosoméw mi-
totycznych rozpoznawane sg przez przeciwciato monoklonalne 3F3/2 skierowane
przeciwko specyficznym fosfoepitopom obecnym w kinetochorze, gdy nie jest on
poddany naprezeniu. Wraz z utworzeniem prawidlowej plytki metafazowej wy-
znakowanie kinetochoréw tym przeciwciatem przestaje by¢ mozliwe [84]. Nie wia-
domo, w jaki spos6b napiecie mechaniczne wywotuje defosforylacje biatek
kinetochorowych. Model proponowany przez Gorbsky’ego [85] zaklada, ze kine-
tochor, ktory nie zostat prawidtowo przytgczony do widkien wrzeciona, stymuluje
produkcje inhibitora kompleksu APC (patrz rozdziat 1.1). Mechanizm zaangazowany
W ujawnienie sie ,puntu kontrolnego” powodowatby fosforylacje - a tym samym
produkcje aktywnego inhibitora, natomiast fosfatazy powodowatyby jego inakty-
wacje. Po pofaczeniu wszystkich kinetochordw z mikrotubulami wrzeciona usta-
watoby wytwarzanie aktywnych inhibitoréw, na skutek dziatania fosfataz obecnych
w komoérce. Brak aktywnego inhibitora powodowatby ubikwitynizacje miedzy innymi
biatek scalajgcych ze sobg chromatydy siostrzane (Pdsl/Cut2) icykliny B, na skutek
aktywacji kompleksu APC, a tym samym degradacje tych biatek. Dzieki temu
zaj$cie anafazy stawatoby sie mozliwe [85].

Obecnie trwajg badania majace na celu ustalenie, czy mechanizm zwigzany z usta-
leniem prawidtowego napiecia na kinetochorach odpowiedzialny jest za wydtuzenie
pierwszego podziatlu mejotycznego podczas dojrzewania oocytéw myszy. Wstepne
badania sugeruja, ze w dojrzewajacym oocycie myszy biatka kinetochorowe sg
defosforylowane tuz przed anafazg pierwszego podziatu dojrzewania (Brunet i wsp.,
informacja ustna). Te obserwacje wskazuja na dziatanie podobnych mechanizmoéw
kontrolnych jak w komdrkach somatycznych. Nie wiadomo jednak, dlaczego wy-
ksztatcenie wtasciwych potaczen miedzy kinetochorami a widéknami wrzeciona pod-
czas metafazy | trwa az kilka godzin. Kontynuacja tych badan z wykorzystaniem
dzielgcych sie jednokomorkowych zarodkéw myszy by¢ moze pozwolitaby takze
wyjasni¢ dziatanie mechanizmu odpowiedzialnego za przedtuzenie pierwszej mitozy.

Przedtuzenie pierwszego podziatu mitotycznego moze byé tez wynikiem spe-
cyficznej regulacji metabolizmu biatek zaangazowanych w regulacje mitozy. Wia-
domo, ze cyklina A jest biatkiem zaangazowanym w regulacje aktywnosci MPF.
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RYSUNEK 4. Zmiany w organizacji chromatyny i cytoszkieletu mikrotubulamego podczas pierwszego
i drugiego podziatu mitotycznego skorelowane sg ze zmianami w aktywnos$ci MPF (mierzonej jako
aktywnos$¢ kinazy histonu HI), NEBD (ang. Nuclear Envelope Breakdown) - rozpad otoczki jadrowej

Aktywacja kompleksu cdc2-cyklina A zachodzi przy przejsciu z fazy G2 do fazy
M i poprzedza aktywacje MPF [77, 86]. Jego inaktywacja na skutek proteolizy
cykliny A zachodzi na poczatku podziatu mitotycznego [78, 86, 87]. Analiza me-
tabolizmu cykliny A2 podczas pierwszego i drugiego cyklu komérkowego zarodkow
myszy wykazata, ze biatko to nie ulega degradacji podczas pierwszego podziatu
mitotycznego, a pewne jego ilosci wykrywane sg rowniez w zarodkach przecho-
dzacych drugi podziat bruzdkowania (Ciemerych i wsp., dane niepublikowane).
By¢ moze aktywnos$¢ kinazy cdc2-cyklina A utrzymujaca sie przez caly pierwszy
podziat mitotyczny zaangazowana jest w stabilizacje MPF i przedtuzenie pierwszej



566 M. A. CIEMERYCH

mitozy. Przebieg pierwszego cyklu komérkowego i pierwszego podziatu mitoty-
cznego regulowane sg w sposob réznigcy sie od regulacji cyklow komérek so-
matycznych. Dotychczas przeprowadzone badania nad mechanizmami kontro-
lujgcymi wczesne etapy rozwoju zarodkow myszy nie daty odpowiedzi na pytanie,
jakie jest molekularne podtoze obserwowanych zjawisk.

3. UWAGI KONCOWE

Badania dotyczace regulacji dojrzewania mejotycznego oocytdw organizmow
zaliczanych do tak réznych grup systematycznych jak nicienie, stawonogi, szkar-
tupnie czy kregowce, prowadzone przez ostatnich kilkadziesigt lat przyniosty
odpowiedz na wiele pytan dotyczacych mechanizméw regulujacych wzrost oocytu,
jego dojrzewanie, zaptodnienie oraz p6zniejszy rozwdj zarodka. W ostatnich latach
zidentyfikowano bardzo wiele czynnikéw biatkowych i okre$lono funkcje wielu
gendw odpowiedzialnych za regulacje rozwoju rdznych organizmdéw. Z roku na
rok obraz mechanizmow kontrolujacych przebieg cyklu komdrkowego coraz bardziej
sie komplikuje. Jednakze, podobnie jak w innych dziedzinach nauki, tak i w biologii
rozwoju ciaggle nie otrzymujemy odpowiedzi na bardzo podstawowe pytania. Co
powoduje, ze oocyty kregowcow zablokowane sg w metafazie Il podziatu mejo-
tycznego? W jaki sposéb plemnik aktywuje oocyt? Mam nadzieje, ze ten artykut,
pomimo ze nie przedstawit odpowiedzi na powyzsze pytania, przyblizyt czytel-
nikowi dziedzine, w ktdrej sg one stawiane.

LITERATURA

[1] SCHULTZ RM, WASSARMAN PM. Biochemical studies of mammalian oogenesis: protein
synthesis during oocyte growth and meiotic maturation in the mouse. J Cell Sci 1977; 24:
167-194.

[2] BACHVAROVA R Synthesis, turnover and stability of heterogeneous RNA in growing mouse
oocytes. Dev Biol 1981; 86: 384-392.

[3] MASUI Y, MARKERT CL. Cytoplasmic control of nuclear behaviour during meiotic matura-
tion of frog oocytes. J Exp Zool 1971; 177: 129-146.

[4] LEE MG, NURSE P. Complementation used to clone a human homologue of the fission yeast
cell cycle control gene cdc2. Nature 1987; 327:31-35.

[5] MURRAY AW, SOLOMON MJ, KIRSHNER MW. The role of cyclin synthesis and degrada-
tion in the control of maturation promoting factor activity. Nature 1989; 25: 280-286.

[6] NIGG EA. Cyclin-dependent protein kinases: key regulators of the eucaryotic cell cycle.
BioEssays 1995; 17:471-480.

[71 BRADBURY EM. Reversible histone modifications and the chromosome cell cycle. BioEssays
1992; 14:9-16.

[81 REEVES R. Chromatin changes during the cell cycle. Curr Opinion Cell Biol 1992; 4:4137123.

[9] ARION DL, MEIJER L, BRIZUELA L, BEACH D cdc2 is acomponent of M-phase specific
histone HI kinase: evidence for identity with MPF. Cell 1988; 55: 371-378.



REGULACJA PODZIALOW W OOCYTACH I ZARODKACH MYSZY 567

[10] PETER M, NAKAGAWA J, DOREE M, LABBE J-C, NIGG EA. In vitro disassembly of the
nuclear lamina and M phase-specified phosphorylation of lamins by cdc2 kinase. Cell 1990; 61:
591-602.

[11] VERDE F, LABBE J-C, DOREE M, KARSENTI E. Regulation of microtubule dynamics by
cdc2 protein kinase in cell-free extracts of Xenopus eggs. Nature 1990; 343: 233-238.

[12] PETER M, NAKAGAWA J, DOREE M, LABBE J-C NIGG EA. Identification of major
nucleolar proteins as candidate mitotic substrates of cdc2 kinase. Cell 1990; 60: 791-801.
[13] LCHER B, EISENMAN RN. Mitosis-specific phosphorylation of the nuclear oncoproteins

Myc and Myb. J Cell Biol 1992; 118: 775-784.

[14] FEATHERSTONE C, RUSSELL P. Fission yeast genes p107weel mitotic inhibitor is a
tyrosine/serine kinase. Nature 1991; 349: 808-811.

[15] MUELLER PA, COLEMAN TR, KUMAGAI A, DUNPHY WG. Mytl: a membrane-asso-
ciated inhibitory kinase that phosphorylates cdc2 on both threonine-14 and tyrosine-15. Science
1995; 270: 86-90.

[16] XIONG Y, HANNON GJ, ZHANG H, KEYOMARSI K, ELLEDGE S.J p21lis a universal
inhibitor of cyclin kinases. Nature 1993; 366: 236-242.

[177GUADAGNO TM, NEWPORT JW. Cdk2 kinase is required for entry into mitosis as a positive
regulator of cdc2-cyclin B kinase activity. Cell 1996; 84: 73-82.

[18] KUMAGAI A, DUNPHY WG. The cdc25 protein controls tyrosine dephosphorylation on the
cdc2 protein in a cell-free system. Cell 1991; 64: 903-914.

[19] STRAUSFELD UJ, LABBE J-C, FESQUET D, CAVADORE J-C, PICARD A, SADHU K,
RUSSELL P, DOREE M. Dephosphorylation and activation of p34cdc2-cyclin B complex in
vitro by human cdc25 protein. Nature 1991; 351: 242-245.

[20] HOFFMANN I, CLARKE PR, MARCOTE MJ, KARSENTI E, DRAETTA G. Phosphoryla-
tion and activation of human cdc25-C by cdc2-cyclin B and its involvement in the self-ampli-
fication of MPF at mitosis. EMBO J 1993; 12:53-63.

[21]SOLOMON MJ,GLOTZER M, LEE TH, PHILIPPE M, KIRSCHNER MW. Cyclin activation
of p34cdc2. Cell 1990; 63: 1013-1024.

[22] KUMAGAI A, DUNPHY WG. Purification and molecular cloning ofPIxI, acdc25-regulatory
kinase from Xenopus egg extracts. Science 1996; 273: 1377-1380.

[23] LANE HA, NIGG EA. Cell-cycle control: POLO-like kinasesjoin the outer circle. Trends Cell
Biol 1997; 7:63-68.

[24] LANE HA, NIGG EA. Antibody microinjection reveals an essential role for human polo-like
kinase (PIkl) in the functional maturation of mitotic centrosomes. J Cell Biol 1997; 135:
1701-1713.

[25] SOLOMON MJ, HARPER JW, SHUTTLEWORTH J. CAK the p34cdc2 activating kinase,
contains a protein identical or closely related to p40MOI\ EMBO J 1993; 12:3133-3142.

[26] FISHER RP, MORGAN DO. A novel cyclin associates with M015/Cdk7 to form the
CDK-activating kinase. Cell 1994; 78:713-724.

[27] GLOTZER M, MURRAY AW, KIRSHNER MW. Cyclin is degraded by the ubiquitin
pathway. Nature 1991; 349: 132-138.

[28] HOLLOWAY S, GLOTZER M, KING RW, MURRAY AW. Anaphase is initiated by
proteolysis rather than by the inactivation of maturation-promoting factor. Cell 1993; 73:
1393-1402.

[29] SUDAKIN V, GANTOH D, DAHAN A, HELLER H, HERSHKO J, LUCA FC, RUDERMAN
JV, HERSHKO A The cyclosome, a large complex containing cyclin-selective ubiquitin ligase
activity, targets cyclins for destruction at the end of mitosis. Mol Biol Cell 1995: 6: 185-198.

[30] KING RW, DESHAIES RJ, PETERS J-M, KIRSCHNER MW. How proteolysis drives the
cell cycle. Science 1996; 274: 1652-1659.

[31]WOJICIK C. Proteasomy iszlak degradacji biatek zalezny od ubikwityny. PostBiol Kom 1995;
22:295-315.



568 M. A. CIEMERYCH

[32] FELIX MA, LABBE JC, DOREE M, HUNT T, KARSENTI E Triggering of cyclin degrada-
tion in interphase extracts of amphibian eggs by cdc2 kinase. Nature 1990; 346: 379-382.
[33] YAMAMOTO A, GUACCI V, KOSHLAND D. Pdspl, an inhibitor of anaphase in budding

yeast, plays a critical role in the APC and checkpoint pathway. J Cell Biol 1996; 133: 99-110.

[34] FUNABIKI H, YAMANO H, KUMADA K, NAGAO K, HUNT T, YANAGIDA M. Cut2
proteolysis is required for sister-chromatid segregation in fission yeast. Nature 1996; 381:
438-441.

[35] CHESNEL F, EPPIG JJ. Synthesis and accumulation of p34cdc2 and cyclin B in mouse oocytes
during acquisition of competence to resume meiosis. Mol. Reprod Dev 1995; 40:503-508.
[36] DE VANTERY C, GAVIN AC, VASSALLI JD, SCHORDERET-SLATKINE S. An accu-
mulation of p34cdc2at the end of mouse oocyte growth correlates with the acquisition of meiotic

competence. Dev Biol 1996; 174:335-344.

[37] CHOI T, AOKI F, MORI M, YAMASHITA M, NAGAHAMA Y, KOHOMOTO K. Activa-
tion of p34cdc2 protein kinase activity in meiotic and mitotic cell cycles in mouse oocytes and
embryos. Development 1991; 113: 789-795.

[38] HAMPL A, EPPIG JJ. Translational regulation of the gradual increase in histone HI kinase
activity in maturing mouse oocytes. Mol Reprod Dev 1995; 40: 9-15.

[39] VERLHAC M-H, KUBIAK JZ, CLARKE HJ, MARO B Microtubule and chromatin beha-
viour follow MAP kinase activity but not MPF activity during meiosis in mouse oocytes.
Development 1994; 120: 1017-1025.

[40] NEBRADA AR, HUNT T. The c-mos proto-oncogene protein kinase turns on and maintains
the activity of MAP kinase, but not MPF, in cell-free extracts of Xenopus oocytes and eggs.
EMBOJ1993; 12: 1979-1986.

[41] GAVIN A-C, CAVADORE J-C, SCHORDERET-SLATKINE S. Histone HI kinase activity,
germinal vesicle breakdown and M phase entry in mouse oocytes. J Cell Sci 1994; 107:275-283.

[42] KOSAKO H.,,GOTOH Y., NISHIDA E. Requirement for the MAP kinase kinase/M AP kinase
cascade in Xenopus oocyte maturation. EMBO J 1994; 13:2131-2138.

[43] VERLHAC M-H, KUBIAK JZ, WEBER M, GERAUD G, COLLEDGE WH, EVANS M,
MARO B Mos is required for MAP kinase activation and is involved in microtubule organiza-
tion during meiotic maturation in the mouse. Development 1996; 122: 815-822.

[44] HACCARD O, SARCEVIC B, LEWELLYN A, HARTLEY R, ROY L, IZUMIT, ERIKSON
E, MALLER JL. Induction of metaphase arrest in cleaving Xenopus embryos by MAP kinase.
Science 1993; 262: 1262-1265.

[45] SAGATA N, WATANABE N,VANDE WOUDE GF, IKAWA Y. The c-mos proto-oncogene
product is a cytoplasmic factor responsible for meiotic arrest in vertebrate eggs. Nature 1989;
342:512-518.

[46] ABRIEU A, LORCA T, LABBE J-C, MORIN N, KEYSE S, DOREE M. MAP kinase does
not inactivate, but rather prevents the cyclin degradation pathway from being turned on in
Xenopus egg extracts. J Cell Sci 1996; 109: 239-246.

[47] THIBIER C, DE SMEDT V, POULHE R, HUCHON D, JESSUS C, OZON R In vivo
regulation of cytostatic activity in Xenopus metaphase Il-arrested oocytes. Dev Biol 1997; 185:
55-66.

[48] MINSHULL J, SUN H, TONKS NK, MURRAY AW. A MAP kinase-dependent spindle
assembly checkpoint in Xenopus egg extracts. Cell 1994; 79: 4757486.

[49] GABRIELLIBG,ROY LM, MALLER JL. Requirement for Cdk2 in cytostatic factor-mediated
metaphase Il arrest. Science 1993; 259: 1766-1769.

[50] FURUNO N, OGAWA Y, IWASHITA J, NAKAJO N, SAGATA N. Meiotic cell cycle in
Xenopus oocytes is independent of cdk2 kinase. EMBO J 1997; 16: 3860-3865.

[51] ROY LM, SINGH B, GAUTIER J, ARLINGHAUS RB, NORDEEN SK, MALLER JL. The
cyclin B2 component of MPF is a substrate for the c-mosxe proto-oncogene product. Cell 1990;
61:825-831.



REGULACJA PODZIALOW W OOCYTACH I ZARODKACH MYSZY 569

[52] IZUMIT, MALLER JL. Phosphorylation of Xenopus cyclin B 1and B2 is not required for cell
cycle transition. Mol Cell Biol 1991; 11: 3860-3867.

[53] STILLMAN B. Cell cycle control of DNA replication. Science 1996; 274: 1659-1664.

[54] KUBIAK JZ, WEBER M, DE PENNART H, WINSTON NJ, MARO B. The metaphase Il
arrest in mouse oocytes is controlled through microtubule-dependent destruction of cyclin B in
the presence of CSF. EMBO J 1993; 12:3773-3778.

[55] ARAKI K, NAITO K, HARAGUCHIS, SUZUKIR, YOKOYAMA M, INOUE M, AIZAWA
S, TOYODA Y, SATO E. Meiotic abnormalities of c-mos knockout mouse oocytes: Activation
after first meiosis or entrance into third meiotic metaphase. Biol Reprod 1996; 55: 1315-1324.

[56] CHOI T, FUKUSAWA K, ZHOU R, TESAROLLO L, BORROR K, RESAU J, VANDE
WOUDE GF. The Mos/mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway regulates size and
degradation of the first polar body in maturing mouse oocytes. Proc Natl Acad Sci USA 1996;
93:7032-7035.

[57] COLLEDGE WH, CARLTON MBL, UDY GB, EVANS MJ. Disruption of c-mos causes
parthenogenetic development of unfertilized mouse eggs. Nature 1994; 370: 65-68.

[58] KUBIAK JZ. Mouse oocytes gradually develop the capacity for activation during metaphase
Il arrest. Dev Biol 1989; 136: 537-545.

[59] HAMPL A, EPPIG JJ. Analysis of the mechanism(s) of metaphase | arrest in maturing mouse
oocytes. Development 1995; 121:925-933.

[60] EPPIG J.J. Developmental potential of LT/Sv parthenotes derived from oocytes matured in
vitro and in vivo. Dev Biol 1978; 65: 829-838.

[61] KAUFMAN MH, HOWLETT SK The ovulation and activation of primary and secondary
oocytes in LT/Sv strain of mice. Gamete Res 1986; 14: 225-264.

[62] HIRAO Y, EPPIG JJ. Analysis of the mechanism(s) of metaphase | arrest in strain LT mouse
oocytes: participation of MOS. Development 1997; 124:5107-5113.

[63] WEBER M, KUBIAK JZ, ARLINGHAUS RB, PINES J, MARO B c-mos proto-oncogene
product is partially degraded after release from meiotic arrest and persist during interphase in
mouse zygotes. Dev Biol 1991; 148:393-397.

[64] WATANABE N, HUNT T, IKAWA Y, SAGATA N. Independent inactivation of MPF and
cytostatic factor (Mos) upon fertilization of Xenopus eggs. Nature 1991; 352: 247-248.

[65] SZOLLOSI MS, KUBIAK JZ, DEBEY P, DE PENNART H, SZOLLOSI D, MARO B.
Inhibition of protein kinase by 6-dimethylaminopurine accelerates the transition to interphase
in activated mouse oocytes. J Cell Sci 1993; 104:861-872.

[66] LORCA T, GALAS S, FESQUET D, DEVAULT A, CAVADORE J-C, DOREE M. Degra-
dation of the proto-oncogene product p39mos is not necessary for cyclin proteolysis and exit
from meiotic metaphase: requirement for a Ca2+calmodulin dependent event. EMBO J 1991;
10: 2087-2093.

[67] KOPECNY V, PAVLOK A. Autoradiographic study of mouse spermatozoon arginine-rich
nuclear protein in fertilization.J ExpZool 1975; 191: 85-96.

[68] ADENOT PG, SZOLLOSI MS, GEZE M, RENARD J-P, DEBEY P. Dynamics of paternal
chromatin changes in live one-cell mouse embryo after natural fertilization. Mol Reprod Dev
1991; 28:23-32.

[69] ABRAMCZUK J, SAWICKI N. Pronuclear synthesis of DNA in fertilized and parthenogene-
tically activated mouse eggs. Exp Cell Res 1975; 92:361-372.

[70] BOLTON VB, OADES PJ, JOHNSON MH. The relationship between cleavage, DNA
replication, and gene expression in the mouse 2-cell embryo. J Embryol Exp Morphol 1984; 79:
139-163.

[71] HARA K, TYDEMANN P, KIRSHNER M. A cytoplasmic clock with the same period as the
division cycle in Xenopus eggs. Proc Natl Acad Sci USA 1980; 77:462"166.

[72] RANKIN S, KIRSCHNER MW. The surface contraction waves of Xenopus eggs reflect the
metachronous cell-cycle state of cytoplasm. Curr Biol 1997; 7: 4517154,



570 M. A. CIEMERYCH

[731 YONEDA M, YAMAMOTO K. Periodicity of cytoplasmic cycle in non-nucleate fragments
of sea urchin and starfish eggs. Dev Growth Differ 1985; 27: 385-391.

[74] WAKSMUNDZKA M, KRYSIAK E, KARASIEWICZ J, CZOLOWSKA R, TARKOWSKI
AK. Autonomous cortical activity in mouse eggs controlled by cytoplasmic clock. J Embryol
Exp Morphol 1984; 79:77-96.

[75] CIEMERYCH MA. Chromatin condensation activity and cortical activity during the first three
cell cycles of a mouse embryo. Mol Reprod Dev 1995; 41:416"4-24.

[76] FLACH G, JOHNSON MH, BRAUDE PR, TAYLOR RAS, BOLTON VN. The transition
from maternal to embryonic control in the 2-cell mouse embryo. EMBO J 1982; 1:681-686.
[77] MINSHULL J, GOLSTEYN R, HILL CS, HUNT T. The A- and B-type cyclin associated cdc2
kinases in Xenopus turn on and off at different times in the cell cycle. EMBO J 1990; 9:

2865-2875.

[78] PINES J, HUNTER T. Human cyclin A and B lare differentially located in the cell and undergo
cell cycle-dependent nuclear transport. J Cell Biol 1991; 115: 1-17.

[79] CIEMERYCH MA, CZOLOWSKA R. Differential chromatin condensation of female and
male pronuclei in mouse zygotes. Mol Reprod Dev 1993; 34: 73-80.

[80] DYBAN AP, SOROKIN AV. A comparison of the size of paternal and maternal homologous
chromosomes during the first two cleavage divisions in mice. Ontogenese 1983; 14:238-245.

[81] KALAB P, KUBIAKJZ, VERLHAC M-H, COLLEDGE WH, MARO B.Activation of p90rsk
during meiotic maturation and first mitosis in mouse oocytes and eggs: MAP kinase-independent
and -dependent activation. Development 1996; 122: 1957-1964.

[82] LI X, NICKLAS RB. Mitotic forces control a cell cycle checkpoint. Nature 1995; 373:
630-632.

[83] NICKLAS RB. WARD SC, GORBSKY GJ. Kinetochore chemistry is sensitive to tension and
may link mitotic forces to a cell cycle checkpoint. J Cell Biol 1995; 130: 929-939.

[84] GORBSKY GJ, RICKETTS WA. Differential expression of a phosphoepitope at the kineto-
chores of moving chromosomes. J Cell Biol 1993; 122: 1311-1321.

[85] GORBSKY G.J. Cell cycle checkpoints: arresting progress in mitosis. BioEssays 1997; 19:
193-197.

[86] WHITFIELD WGF, GONZALEZ C, MALDONADO-CODINA G, GLOVER D. The A- and
B-type cyclins of Drosophila are accumulated and destroyed in temporally distinct events that
define separable phases of the G2-M transition. EMBO J 1990; 9: 2563-2572.

[87] HUNT T, LUCA FC, RUDERMAN JV. The requirements for protein synthesis and degrada-
tion and the control of destruction of cyclin A and B in the meiotic and mitotic cell cycles of
the clam embryo. J Cell Biol 1992; 116:707-724.

Redaktor prowadzacy - Jerzy Kawiak

Otrzymano: 09.03. 1998 r.
Przyjeto:30. 04. 1998 r.
Adres autora: Krakowskie Przedmiescie 26/28, 00-927 Warszawa



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 25, 1998 NR 4 (571-589)

KONTROLA REPLIKACJI DNA
W CYKLU KOMORKOWYM*

CELL CYCLE CONTROL OF DNA REPLICATION

Janusz MASZEWSKI, Justyna POLIT
Katedra Cytofizjologii, Uniwersytet £ 6dzki

Streszczenie: W komérkach eukariotycznych, replikacja DNA oraz mitotyczna segregacja chromoso-
mow podlegajg Scistej kontroli. W procesie inicjacji fazy S wyr6zni¢ mozna dwa gtéwne etapy: (1)
montazu czynnikéw niezbednych dla nadania chromatynie stanu kompetencji oraz (2) aktywacji cykli-
no-zaleznych kinaz biatkowych. Kontrolne mechanizmy molekularne, koordynujace te stadia, zapew-
niajg jednorazowg replikacje genomu w kazdym cyklu. W pracy przedstawiono wybrane, najnowsze
informacje dotyczace regulacji fazy S, zebrane gtéwnie na podstawie badarn komoérek drozdzy (Saccha-
romyces cerevisiae) oraz badan prowadzonych z wykorzystaniem bezkomoérkowych ekstraktow cyto-
plazmatycznych zjaj Xenopus.

Stowa kluczowe: replikacja DNA, faza S, cykl komérkowy, kinazy cyklino-zalezne.

Summary. In Eukaryotes, the initiation of DNA replication and segregation of chromoso-mes is controlled
rigorously. The initiation of S phase can be considered as a two step process, including (1) assembly of
factors needed to transform chromatin into replication-competent state, and (2) activation of cyclin-de-
pendent protein kinases. The molecular control mechanisms that provide coordination of these steps
determine that replication occurs only once per cell cycle. In this review, recent progress, based primarily
on studies using yeast cells (Saccharomyces cerevisiae) and cell-free extracts from Xenopus egg
cytoplasm is discussed.

Key words: DNA replication, S phase, cell division cycle, cyclin-dependent kinases.

WSTEP

Replikacja jadrowego DNA w komérkach eukariotycznych przebiega w Scisle
wyodrebnionym przedziale czasu - fazie S, jednak usytuowanie tego okresu w
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cyklu komérkowym jest w znacznym stopniu zréznicowane. Odstepstwa od stan-
dardowego schematu, w ktdrym faza G1 poprzedza proces powielania genomu,
a faza G2 mitotyczna kondensacje chromosoméw, stosunkowo czesto spotykane
sg u nizszych Eukaryota [7]. U Chlorella i Chlamydomonas wigkszg cze$¢ cyklu
stanowi wydtuzona faza G 1, natomiast replikacja DNA nastepuje bezposrednio przed
podziatem komorki. W plazmodiach $luzowcdéw Physarum i Dictyostelium cykle
jadrowe pozbawione sg fazy GI, a replikacja DNA rozpoczyna sie zaraz po za-
koriczeniu mitozy; wiekszg cze$¢ interfazy stanowi diugi okres G2. Brak fazy Gl
charakteryzuje takze synchroniczne cykle komdrkowe w niciach spermatogenicznych
ramienic [58, 73]. U orzeskow Paramecium i Tetrahymena w mikro- i makro-
nukleusach rdznie usytuowane sg nie tylko okresy syntezy DNA, ale takze rdzne
sg relacje czasowe miedzy ich replikacjami [7].

Zroznicowanie czasu trwania syntezy DNA jadrowego i momentu jej inicjacji
w cyklu komérkowym charakteryzuje takze rosliny i zwierzeta na znacznie wyzszych
poziomach organizacji. Wczesne etapy embriogenezy owad6éw dwuskrzydtych i
ptazow to - z reguly - cykle przemiennie nastepujacych po sobie okreséw replikacji
DNA i mitozy, nie rozdzielonych fazg GI i G2 [47, 72]. W pierwszych stadiach
rozwoju zarodkowego u Drosophila faza S trwa 4 min, a u Xenopus 25 min. W
dalszych etapach rozwoju embrionalnego pojawia sie faza Gl i G2, jednocze$nie
wzbudzana jest synteza RNA, a okres replikacji DNA w mitotycznie dzielagcych
sie komdrkach dorostych organizmow wydtuza sie do kilku i kilkunastu godzin.
Prawdopodobnie, to wihasnie brak aktywnos$ci transkrypcyjnej jader we wczesnych
stadiach rozwoju (a Scislej brak koniecznosci koordynowania ruchu czasteczek po-
limerazy RNA i polimerazy DNA na wspdlnej matrycy genowej) umozliwia uru-
chomienie wszystkich, nawet blisko siebie lezagcych miejsc inicjacji replikacji (tzw.
regiony origins), a tym samym maksymalne zdynamizowanie przebiegu cykli ja-
drowych [47]. Mimo tak istotnych réznic miedzygatunkowych i ontogenetycznych,
realizacja procesdw zwigzanych z replikacjg DNA w fazie S podlega Scistej kontroli
i okreslonym, powszechnie obowigzujagcym regutom:

1 Inicjacja replikacji DNA nie moze nastgpi¢ przedwczesnie. Rozpoczecie
fazy S determinuje najczesciej przysztg mitoze. Faza Gl jest wiec okresem, w
ktérym musi zapas¢ decyzja, czy cykl bedzie kontynuowany i zakorniczony kolejnym
podziatem, czy tez komorka ma wyjsé z cyklu i w wyniku procesu réznicowania
podja¢ nowe, wyspecjalizowane funkcje. Ponadto, przedwczesna inicjacja syntezy
DNA w komdrce nie przygotowanej pod wzgledem energetycznym lub pozbawionej
odpowiedniego zestawu enzymatycznego grozitaby mozliwoscig powstania biedow
replikacyjnych [40, 74]. Swoistym mechanizmem zabezpieczajgcym przed zbyt
wczesng inicjacja fazy S jest system kontroli wielkosci komérki, poznawany coraz
lepiej na podstawie biochemicznych i genetycznych badan drozdzy. Zmiany stanu
metabolicznego komorki sprzezone sa w tym systemie z kaskadowymi reakcjami
wyzwalanymi przez kinazy MAP, modyfikacje aktywatoréw i represoréw gtéwnych
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kinaz biatkowych cyklu komorkowego oraz fosforylacje i defosforylacje kompleksow
zwigzanych z cyklinami [4, 62, 75].

2. Replikacja kazdej czgsteczki DNA moze sie odby¢ raz i tylko jeden raz podczas
kazdejfazy S. Komorki prokariotyczne ,,rozwigzujg” ten problem wigczajgc wszyst-
kie sekwencje swojego genomu w pojedynczy, kolisty chromosom, ktory powielany
jest za pomocag pary widetek replikacyjnych. W kazdym cyklu rozchodzg sie one
z jednego tylko miejsca inicjacji (ori) [71] i ponownie spotykajg w regionie za-
wierajacym sekwencje ter (lub Ter;ang.DNA replication terminus’, [33]); w rezultacie
podwojenie genomu bakteryjnego o przecietnych rozmiarach (np. u E. coli) zajmuje
co najmniej 40 minut. Komorki eukariotyczne kopiujg swoje chromosomy wy-
korzystujac jednoczesnie liczne miejsca inicjacji (od 102do 105w kazdym jadrze)
rozmieszczone wzdtuz liniowych czasteczek DNA, przez co caty materiat genetyczny
ulega syntezie w znacznie krotszych odcinkach czasu. Taka strategia replikacji
wymaga jednak mechanizmu chronigcego miejsca inicjacji funkcjonujace we wczes-
nych stadiach fazy S ("early" replicons) przed ich ponownym uruchomieniem podczas
dalszych etapow fazy S (“late" replicons) w tym samym cyklu komérkowym [22].

3. Mitotyczny podziatjadra nie moze nastapic¢ przedwcze$nie, tj. przed zakon-
czeniem replikacji. Uzaleznienie momentu rozpoczecia mitozy od zakonczenia re-
plikacji DNA zapewnia potgczenie kazdej z siostrzanych chromatyd, tworzacych
sie podczas tej samej fazy S, z przeciwlegtymi biegunami wrzeciona podziatowego
[22].

KINAZY CDK A
STAN REPLIKACYJNEJ KOMPETENCJI CHROMATYNY

Spetnienie kazdego z przedstawionych wcze$niej warunkéw (a zarazem wszy-
stkich tgcznie) jest podstawg stabilnego poziomu ploidalnosci jader komdérkowych,
a tym samym niezmienno$ci osobniczych programoéw rozwoju oraz informacji ge-
netycznej przekazywanej w kolejnych pokoleniach organizméw. Przemienno$é re-
plikacji i mitozy oraz aktywacja specyficznych kinaz biatkowych sugerowata
mozliwos¢ funkcjonowania catkowicie odrebnych mechanizméw kontrolnych, z kté-
rychjeden uzaleznia moment inicjacji fazy S od zakofczenia podziatu chromosomoéw,
drugi za$ zapewnia jednokrotne tylko uruchomienie kazdego z licznych miejsc
inicjujacych proces syntezy DNA. Wyniki najnowszych badan ujawniajg jednak
miedzy tymi mechanizmami system wzajemnych zwigzkéw [22, 93].

Istnienie czynnikow modyfikujacych zdolnos¢ do replikacji DNA jadrowego ujaw-
niono po raz pierwszy w doswiadczeniach polegajacych na fuzji komorek w réznych
stadiach interfazy [80]. W hybrydach komdrek GI/S, jadro niezreplikowane (GI)
ulega natychmiastowej stymulacji do syntezy DNA. Indukcja taka nie zachodzi
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w przypadku jakiegokolwiek z dwu innych mozliwych potgczen: jadro Gl nie
jest indukowane do replikacji przez komérke znajdujaca sie w fazie G2, a jadro
G2 nie ulega aktywacji w wyniku hybrydowego ztgczenia z komorkg w fazie S.
Wyniki tych doswiadczen wskazuja, co nastepuje:

1. Stan kompetencji do inicjacji syntezy DNA jest wytacznie cechg komorek
bedacych w fazie GlI.

2. Obecnos¢ czynnika aktywujacego, zdolnego do indukowania replikacji DNA
chromosomdw kompetentnych (tj. jader w fazie G1), jest wytgcznie cechg komorek
znajdujacych sie w fazie S (a nie w fazie GI lub G2).

3. Jadra bedace w fazie G2 nie sg w stanie ponownie inicjowac replikacji DNA
do czasu przejScia przez mitoze.

Procesy inicjacji fazy S i mitozy skorelowane sg z aktywacjg czynnikow in-
dukujacych: SPF (ang. S-phase promoting factor) - w péznej fazie Gl i MPF
(ang. M-phase promoting factor) - w péznej fazie G2 [40, 41]. Czynniki te nalezg
do grupy kinaz biatkowych, ktérych biologiczna efektywnos¢ zalezy od ich potaczen
z niestabilnymi podjednostkami regulatorowymi - cyklinami [65]. Aktywnosci cy-
klino-zaleznych kinaz (CDK), specyficznych dla fazy S (S-CDK) i mitozy (M-CDK)
zmieniajg sie w cyklu komaérkowym, nasilajac odpowiednio w poczatkowym okresie
replikacji DNA i poczatkowym okresie mitozy. Brak stosownej kinazy CDK blokuje
faze S lub mitoze, natomiast przyspieszenie aktywacji CDK prowadzi do wczes-
niejszej inicjacji syntezy DNA albo przedwczesnej kondensacji chromosoméw.

Wsrod mechanizmow regulacji aktywnosci réznych typdw CDK do najwazniej-
szych nalezag zmiany w dynamice transkrypcji genow cyklin [56], r6znicowanie
poziomu biatek inhibitorowych [88], blokowanie i fosforylacja podjednostek CDK
[21], a takze proteoliza cyklin. Ten ostatni mechanizm, prowadzacy do gwattownej
degradacji cyklin mitotycznych podczas anafazy (warunkujgcy wyjscie komorki
z mitozy), wydaje sie mie¢ charakter szczegélnie konserwatywny [3, 27, 38, 39,
61, 96, 94].

W komorkach drozdzy, katalitycznym sktadnikiem ztozonego kompleksu CDK-
cyklina, funkcjonujgcym zaréwno podczas inicjacji fazy S jak i mitozy, jest tylko
jeden rodzaj kinazy - Cdkl, znanej jako Cdc28 u Saccharomyces cerevisiae i Cdc2
u Schizosaccharomyces pombe [28, 52]. Na podstawie podobienstw sekwencji ami-
nokwasowych, wzoréw ekspresji w przebiegu cyklu komdrkowego oraz cech fun-
kcjonalnych wérod 11 poznanych dotad cyklin S. cerevisiae wyrdznia sie 2 grupy.
Do pierwszej z nich nalezg cykliny typu GI (Gl-type cyclins): CInl-3, OrfD i
Hsc26; do drugiej cykliny typu B (B-type cyclins): Clbl-6. Wszystkie cykliny typu
Gl, a takze CIb5 i Clb6 (zaliczane do cyklin typu B fazy S) zaangazowane s3
w procesach replikacji DNA, pgczkowania i podwajania biegunowych ciatek wrze-
ciona, natomiast 4 cykliny typu B (Clb 1-4; zaliczane do cyklin fazy G2-M) niezbedne
sg przy inicjacji mitozy [22, 52]. Chociaz kazda z 11 cyklin S. cerevisiae jest
w stanie faczyé sie z kinazg Cdc28, zadna z nich osobno nie jest czynnikiem
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bezwzglednie koniecznym dla inicjacji replikacji DNA lub mitozy, poniewaz ich
funkcje w znacznym stopniu wzajemnie pokrywajg sie [66]. Delecja genéw CLB5
i CLB6 opdznia rozpoczecie fazy S, natomiast przedwczesna aktywacja kompleksu
kinazy CIb5-Cdkl w komoérkach Gl przyspiesza inicjacje fazy S [88]. Wyniki
te sugeruja, ze w przypadku braku CIb5 i Clb6 ich role przejmujg cykliny Clbl-Clb4,
ajedng z funkcji kompleksow kinaz CIn-Cdk 1w procesach poprzedzajacych inicjacje
fazy Sjest aktywacja kompleksow kinaz Clb-Cdkl. Ponadto, ekspresja gendw cyklin
mitotycznych Clb2 w komoérkach pozbawionych CIn 1, CIn2 i CIn3 prowadzi najpierw
do replikacji DNA i- dopiero jako efekt wtérny - do mitozy [3]. Tak wiec, cykliny
typu B, ktérych funkcje wigzano poczatkowo wytacznie z inicjacjg mitozy, wykazuja
zarazem zdolno$¢ do indukowania fazy S, a cykliny typu B, ktérych giéwnym
zadaniem jest inicjowanie fazy S, podejmowaé¢ moga role typowe dla cyklin mi-
totycznych (np. przyspieszajac proces formowania wrzeciona podziatowego).

Przedstawione wyzej badania genetyczne wskazujg, ze zréznicowana aktywacja
komplekséw ClIn-Cdc28 i Clb-Cdc28 nie moze by¢ jedynym lub decydujagcym czyn-
nikiem kontrolnym, ktéry okresla nastepstwo faz w cyklu i wzajemne ich relacje
czasowe, a kolejne mobilizowanie tych komplekséw nie moze stanowié gtéwnego
i niezawodnego systemu ochrony genomu przed jego ponowng syntezg. Obecnie
dominuje poglad, ze za sprawno$¢ tego systemu odpowiedzialna jest przede wszy-
stkim funkcjonalna organizacja miejsc inicjujgcych replikacje.

Zwigzki miedzy czynnikami warunkujgcymi stan kompetencji chromatyny amiejs-
cami inicjujagcymi synteze DNA jadrowego w komoérkach zwierzecych nie sgjeszcze
dobrze poznane, przede wszystkim ze wzgledu na trudnosci w identyfikowaniu
sekwencji nukleotydéw biorgcych udziat w tych procesach. Sekwencje takie scha-
rakteryzowane zostaty w komaérkach S. cerevisiae, gdzie replikacja DNA inicjowana
jest w 300-400 miejscach; aktywno$¢ kazdego z nich wigze sie z obecnoscig tzw.
autonomicznie replikujgcych sekwencji - ARS (ang. autonomously replicating se-
quences), liczacych od 100 do 200 par zasad [14, 67]. W jadrach komérek S.
cerevisiae, odcinkiem warunkujagcym zdolno$¢ regionu "origin" do inicjowania re-
plikacji DNA jest fragment zawierajgcy element A (zlozony z 11 par zasad) oraz
ograniczajagce go, sasiednie elementy B: BI, B2, B3 [35, 57, 79]. Z elementem
A, stanowigcym tzw. sekwencje zgodnosci z ARS (ACS - ang. ARS consensus
sequence) i elementem B 1 wigze sie ztozony czynnik biatkowy o masie 250 kDa,
zwany kompleksem rozpoznajgcym miejsce inicjacji replikacji (ORC; ang. origin
recognition complex). Wraz z elementem B2, sekwencje A i B 1stanowig rdzeniowa
jednostke ,replikatora”. Role wzmacniacza petni element B3, przytaczajacy biat-
kowy czynnik wigzacy ARS - Abfl (ang. ARS-binding Factor /) [12, 25].

ORC jest kluczowym elementem systemu kontroli replikacji DNA w komdérkach
eukariotycznych. W jego sktad wchodzi 6 podjednostek polipeptydowych Orel-6
0 poznanych sekwencjach genowych [6, 51]. W warunkach restrykcyjnych szczepy
komoérek S. cerevisiae z wrazliwymi na temperature mutacjami w obrebie genéw
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ORC2 i ORCS5 tracg plazmidy wyposazone w sekwencje ARS, a wilasny genom
replikuja z licznymi btedami [51, 59]. Defekty obu tych genéw powodujg takze
wyrazng redukcje liczby aktow inicjacji w obrebie replikatoréw wyposazonych w
odcinki ARS [29, 50]. Przytgczenie ORC w regionie ARS odciska charakterystyczny
$lad (footprint), wywotujacy nadwrazliwo$¢ sgsiadujacych sekwencji (elementow
B) na dziatanie DNazy | [25, 26]. Mimo utrzymywania sie¢ komplekséw ORC
w miejscach inicjujacych replikacje DNA podczas catego cyklu komorkowego,
podatnos¢ na dziatanie DNazy | pojawia sie w poczatkowych stadiach fazy S,
utrzymuje w czasie fazy G2 i mitozy az do anafazy, a zanika w okresie przejscia
mitoza -a faza G1 [26, 85]. W procesie organizujacym prereplikacyjng postaé
chromatyny nieodzowny jest wiec udziat jeszcze innego czynnika zdolnego do
wigzania sie z kompleksem ORC w obrebie sekwencji origin w rozdzielonych
zespotach chromatyd siostrzanych, z ktorych kazdy formuje dwa potomne jadra
komérkowe.

Czynnikiem tym jest biatko Cdc6 (61 kDa), wykazujace podobieristwo sekwencji
do duzej podjednostki ORC [6, 17, 18, 42, 50, 70, 78]. Jego synteze de novo
uznaje sie za sygnat skierowany w miejsca inicjujace replikacje, ,przetaczajacy”
je w stan gotowosci do dziatania w chwili pojawienia sie aktywnych kinaz S-CDK
i Cdc7-Dbf4 (rys. 1; [77, 93, 95]). Brak Cdc6 powoduje zanik replikacji DNA,
nie blokuje jednak cyklu komérkowego. W konsekwencji, komorki wprowadzone
zostajg w redukcyjng, pseudomitotyczng anafaze i zamierajg po segregacji nie-
podwojonych chromosoméw [77]. Analogiczne skutki w komaorkach S. pombe wy-
wotuje zanik syntezy podobnego do Cdc6 biatka cdcl8+ [42]. Zaréwno biatko Cdcé,
jak tez produkt genu cdcl8+ sg wiec nie tylko czynnikami niezbednymi podczas
inicjowania replikacji DNA, lecz takze koniecznymi do ochrony komérki przed
zbyt wczesnym podziatem mitotycznym, wyprzedzajagcym proces podwojenia ge-
nomu. Cechg charakterystyczng obu tych biatek jest wyjatkowo krétki okres pot-
trwania (<5 min) [63, 70, 77]. Ponadto, mozliwo$¢é udziatu biatka Cdc6 (ale nie
jego obecnosci; por. [95]) w formowaniu kompleksu prereplikacyjnego wyraznie
ogranicza sie do przedziatu czasu miedzy anafazg a p6zng fazg G1 [78]. Poczatek
tego okresu wyznacza destrukcja cyklin mitotycznych, natomiast koniec (po prze-
kroczeniu punktu kontrolnego START) aktywacja cyklin zwigzanych z funkcjg
S-CDK (CIb5 i CIb6 [78]).

Do induktoréow procesu replikacji DNA, ktére w sposéb periodyczny wiazg sie
z kompleksami ORC, nalezy 6 biatek rodziny Mcm (Mcm2-7), tworzacych wielo-
sktadnikowy kompleks niezbedny zaréwno w indukowaniu syntezy DNA w regionach
origin [23, 99], jak tez w systemie chronigcym genom komorki przed powtdrng
replikacjg [15, 46, 53, 54]. Geny MCM/P 1 zidentyfikowano pierwotnie u drozdzy
(S. cerevisiae) podczas przesiewowych badan prowadzonych w poszukiwaniu mu-
tantow niezdolnych do inicjacji syntezy DNA. Biatka Mcm wykazujg zmiany lo-
kalizacji zalezne od stadium cyklu; Mcm7 wystepuje wytacznie w obszarze jadra
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komdrkowego podczas fazy GI, natomiast w fazie G2 i mitozie akumuluje sie
na terenie cytoplazmy [23, 32]. O ile zdolno$¢ wigzania sie Cdc6é z chromatyng
nie jest uzalezniona od biatek Mcm (ajest ona uwarunkowana obecnoscig kompleksu
ORC) [18, 46, 83, 84], to jednak mozliwos¢ przylagczania Mcm do sekwencji ARS
wyraznie zdeterminowana jest wczesniejszg asocjacja Cdc6-ORC (rys. 1).

Zaleznosci funkcjonalne miedzy Cdc6é a Mcm?7 ujawnione zostaty czesciowo
dzieki badaniom wigzah miedzy biatkami Orc2, Cdcé i Mcm7 a sekwencjami ARS
zachodzacych in vivo pod wptywem formaldehydu [95]. Asocjacje biatek Mcm
z regionami origin kontrolowane sg za posrednictwem co najmniej dwdch me-
chanizmdw. Pierwszym z nich jest zré6znicowana w przebiegu cyklu komérkowego
dostepno$¢ Cdcd, wynikajagca z intensywnej produkcji tego biatka w fazie GI i
jego réwnie gwattownej degradacji podczas fazy S (nie kompensowanej synteza
w czasie fazy G2 i mitozy) [77]. Brak biatka Cdc6 w fazie G2 ogranicza mozliwos¢
DNA. Jednak sama nieobecno$¢ Mcm7 w regionach origin podczas fazy G2 nie
jest spowodowana wytgcznie deficytem Cdcd. Biatko Mcm7 nie wykazuje w fazie
G2 zdolnosci do tgczenia sie z sekwencjami ARS oraz inicjowania replikacji, nawet
jezeli asocjacja Cdco z chromatyng wymuszona jest indukowang (ectopic) ekspresja
Cdco [95]. Dziatanie drugiego mechanizmu kontrolujgcego wigze sie z funkcja
kinaz biatkowych (CDK). Wzmozong aktywnos$¢ S-CDK i M-CDK obserwuje sie
w okresach cyklu komdrkowego, podczas ktérych nie dochodzi do tworzenia kom-
plekséw Mcml-origin. Prawdopodobnie kinazy CDK sg w tym przypadku czyn-
nikami regulacji negatywnej. Taka ich role wydaja sie takze potwierdza¢ efekty
wywotane w fazie G2 lub w mitozie za posrednictwem biatka p405/c/ - inhibitora
kinazy cykliny (CKI). Aktywacja CKI okazuje sie by¢ czynnikiem wystarczajagcym
do indukcji dodatkowej rundy replikacji DNA, jeszcze przed mitotycznym po-
dziatem jadra komérkowego. Tak wiec, ,,rekrutacja” Mcm w miejsca inicjacji syntezy
DNA uwarunkowana jest przytgczeniem czasteczek Cdco, natomiast hamowana
- nawet w obecnosci Cdcd - aktywnos$cig kinaz CDK [95].

Mimo wielkiej liczby niewiadomych, badania systeméw tworzacych mechanizm
ochrony genomu przed jego przedwczesng replikacjg, ujawniajg wcigz nowe,
skomplikowane zalezno$ci, ukazujgc zarazem coraz petniejszy obraz ich fizjologi-
cznego znaczenia. Z oczywistych powodow obraz ten jest znacznie petniejszy w
przypadku prostych organizméw eukariotycznych. W komdrkach S. cerevisiae i
S. pombe funkcje kontrolne komplekséw CDK nad przebiegiem replikacji DNA
pokrywajg sie niemal catkowicie [37,66]. Inicjacje fazy S, z pewnym uproszczeniem,
rozpatrywa¢ moznajako proces dwuetapowy, w ktérym po zamontowaniu czynnikéw
warunkujacych kompetencje chromatyny dochodzi do aktywacji kinaz S-CDK i
Cdc7 [24, 93]. Zabezpieczenie komdrek przed uruchomieniem miejsc inicjujagcych
replikacje, zanim nastgpi anafazowe roztgczenie chromatyd siostrzanych, nie jest
wynikiem pierwszoplanowych funkcji kinaz CDK, a wiec ich udziatu w inicjowaniu
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syntezy DNA. Przede wszystkim jest ono wynikiem zdolnosci tych kinaz do blo-
kowania mozliwosci nabycia kompetencji do replikacji [22]. Aktywnos¢ kinaz CDK
utrzymuje sie od poczatku fazy S az do chwili rozpadu cyklin mitotycznych podczas
anafazy, a ich stata obecno$¢ w tym okresie prawdopodobnie chroni miejsca inicjacji
przed przetgczeniem w stan replikacyjnej gotowosci. Biatka Cdc6 i Mcm7 sg czyn-
nikami promocji stanu kompetencji podczas fazy G|, gdy kinazy S-CDK i M-CDK
sq nieaktywne [78]. Tak wiec, uruchomienie miejsc inicjacji uzaleznione jest od
nastepstwa dwu okresow: najpierw okresu niskiej aktywnosci CDK (mozliwe jest
wowczas uzyskanie stanu kompetencji chromatyny), pézniej za$ okresu wysokiej
aktywnos$ci CDK (wdwczas dopiero mozliwa staje sie inicjacja syntezy w kom-
petentnych sekwencjach origin; rys. 1). Poniewaz ten drugi etap procesu inicjacji
syntezy DNA blokuje zarazem etap pierwszy, miejsca inicjacji uruchomione moga
zostac¢ tylko jeden raz w catym cyklu kinaz CDK [95].

Warunkiem wstepnym tworzenia specyficznych wiazan z czynnikami umozli-
wiajgcymi replikacje DNA, mitotyczng kondensacje oraz segregacje chromosomow
jest okreslona forma przestrzenna chromatyny. Osrodkiem regulacji zmiennej ar-
chitektury genomu, stwarzajgcym mozliwo$¢ formowania systemu okresowego po-
budzania i hamowania aktywnosci replikacyjnej (zgodnego z rytmem cyklu
komdrkowego), jest sie¢ struktur macierzy jadrowej. Na tym strukturalnym poziomie
regulacji cyklu najwyrazniej rysujg sie r6znice miedzy komérkami grzybow i wyz-
szych organizmow eukariotycznych. W przeciwienstwie do komoérek Metazoa, po-
dziat zreplikowanego jadra komoérkowego u S. cerevisiae i S. pomhe przebiega
bez naruszenia integralnosci otoczki jgdrowej. By¢ moze to wtasnie ttumaczy wzgled-
ng niezaleznos$¢ procesu aktywacji sekwencji origin u drozdzy od ich wyposazenia
w regiony MAR (ang. matrix attachment region) [2].

RYSUNEK 1 Model przedstawiajgcy wybrane mechanizmy kontroli replikacji DNA na tle gtdwnych
etapow cyklu komdrkowego u Eukaryota (S. cerevisiae i Xenopus leavis). Kompleks ORC rozpoznajacy
sekwencje origin zwigzany jest z odcinkami ARS (linie pogrubione) przez caty cykl komérkowy (z
wyjatkiem pewnych elementow ORC u Xenopus; [18]). Na poczatku anafazy chromatydy siostrzane
roztgczajg sie; w procesie tym uczestniczy kompleks APC (ang. anaphase-promoting complex), ktéry
przy udziale ubikwityny (UBQ) powoduje proteolize czynnika (Y) blokujacego segregacje chromoso-
moéw. W anafazie, APC wspotuczesniczacy z UBQ w procesie degradatji cyklin (Clb) redukuje aktyw-
no$¢ komplekséw M-CDK (Clb-CDK). Miedzy anafazg a p6zna faza G 1(p. G 1) u S. cerevisiae i w czasie
przej$cia metafaza—»anafaza (M—A) u Xenopus, przy braku aktywnosci CDK, rozpoczyna sie okres
dostepnosci (OD) poczatkowo dla biatka Cdco, poézniej dla biatek Mcm (i RLF u Xenopus). Brak
aktywnosci CDK (Clb-CDK) wigze sie dodatkowo z obecnoscig biatka Siei, ktére przy przejsciu
komoérek do fazy S degradowane jest przy udziale biatek Cdc4, Cdc34, Cdc53 i UBQ. Mozliwa staje sie
aktywacja kinaz fazy S (S-CKD; Clb-CDK), ktére wraz zkompleksem Cdc7-Dbf4 inicjujg wczesne stadia
replikacji DNA (w.S). Odtaczenie biatek Cdc6 i Mcm (RLF) oraz aktywacja S-CDK, anastepnie M-CDK,
blokuje mozliwos$¢ resyntezy DNA w dalszych etapach fazy S (p.S) i fazie G2. Przebieg catego cyklu
komorkowego u S. cerevisiae zachodzi bez naruszenia integralnosci otoczki jadrowej (NE). U Xenopus
laevis okres dostepnosci (OD) chromatyny dla Cdcé i biatek Mcm przypada na krotkie stadia przejsciowe
miedzy metafazg i anafaza (M—>A), przed odbudowa NE. Model opracowano na podstawie publikacji:
[43], [93], [18] i innych.
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CZYNNIK ZEZWALAJACY NA REPLIKACJE DNA (RLF)

Strukturalne uwarunkowania procesu replikacji ujawniajg sie szczegdlnie
wyraznie w badaniach in vitro, wykorzystujgcych cytoplazme komérek jajowych
Xenopus laevis jako medium, w ktérym egzogenny DNA pozbawiony biatek ulega
stopniowo przeksztatceniu w nukleosomowg postaé chromatyny, nastepnie - przy
udziale topoizomerazy Il - kondensuje formujac domenowe jednostki wyzszego
rzedu, a w koncu, po zwiazaniu sie z biatkami macierzy organizuje ,pseudojadra”
[1, 12]. Warunkiem koniecznym do rozpoczecia syntezy DNA jest oddzielenie
spontanicznie tworzacych sie ,syntetycznych” jader od cytoplazmy kompletna,
dwubtonowg otoczka. Po zainicjowaniu replikacji, zawartos¢ DNA w kazdym z
pseudojader ulega podwojeniu, jednak proces syntezy odbywa sie tylko jednokrotnie.

Doswiadczenia prowadzone z uzyciem bezkomérkowego ,,modelu Xenopus” wy-
kazaty, ze zarbwno mechanizm wzbudzajacy synteze DNA, jak i mechanizm ochrony
jadra komorkowego przed jego ponowng synteza wiaze sie z dziataniem dwoch
odrebnych sygnatéw replikacyjnych [8, 9, 10, 12, 15, 16]. Pierwszy z nich, tzw.
»czynnik zezwalajacy na replikacje” - RLF (ang. replication licensing factor) -
sprawia, ze sekwencje origin zostajg wprowadzone w stan gotowosci do syntezy
DNA (initiation-competent state). Aktywno$¢ RLF uzalezniona jest m.in. od przy-
taczenia do chromatyny bialek ORC, Cdc6 i Mcm. Inicjacje replikacji w ufor-
mowanych jadrach oddzielonych od cytoplazmy kompletng otoczka uruchamia drugi
czynnik - SPF; réwnoczesnie jednak powoduje on zniesienie stanu kompetenciji
wywotanego wczesniejsza aktywnoscig RLF. Powielenie DNA jadrowego zalezy
wiec od nastepstwa obu procesdw i nie moga one przebiega¢ jednoczesnie.

Zgodnie z modelem proponowanym przez Blowa i Laskeya [8, 10], RLF jest
czynnikiem pozbawionym sygnatu lokalizacji jadrowej (NLS; ang. nuclear loca-
lization signal). Moze on tgczy¢ sie z chromatyng wprowadzona do cytoplazmy
Xenopus wytgcznie podczas mitozy, przed uformowaniem otoczki jgdrowej. Aktyw-
no$¢ RLF w przebiegu cyklu komérkowego zmienia sie; jest ona wyraznie ogra-
niczona w metafazie, nasila sie gwattownie w poczatkowych stadiach anafazy, po
czym stopniowo zanika w interfazie [8, 10,21,48]. Brak NLS sprawia, ze chromatyna
interfazowa, oddzielona od cytoplazmy btonami, zostaje pozbawiona szansy na
ponowne przytaczenie RLF w kolejnych stadiach cyklu jadrowego. Pojawienie sie
SPF [11] ijego efektywne dziatanie indukujgce replikacje uzaleznione jest, z kolei,
od zakonczenia procesu interfazowej rekonstrukcji jadra [12, 13,68, 89]. Biologiczna
funkcja RLF zwigzana z ochrong jadra przed endoreduplikacjg, wynika wiec z
faktu, ze chociaz czynnik ten jest niezbedny w procesie inicjacji syntezy DNA,
jest zarazem w chwili inicjacji pozbawiony aktywnosci. Wykorzystanie licencji
udzielonej na powielenie kazdego replikatora réwnoznaczne jest z pozbawieniem
waznosci tej licencji w stosunku do kolejnego aktu inicjacji syntezy, do czasu
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przejscia komorki przez mitoze. W warunkach in vitro, wznowienie syntezy w
jadrach o podwojonej zawartosci DNA (G2) mozna wywotaé takze uszkodzeniem
mechanicznym ich otoczek badZ tez dziataniem lizolecytyny [8].

Wysoki poziom MPF w metafazie, indukujgcy proces mitotycznej kondensacji
chromosomow (m.in. zjawisko PCC - ang. premature chromosome condensation
- w hybrydach komérek GI/M, S/M i G2/M [80]), skorelowany jest z niskg aktyw-
noscig RLF [8, 55]. Gwaltowny wzrost aktywno$ci RLF nastepuje po przejsciu
metafaza —anafaza, wraz z rozpoczeciem procesu proteolitycznej degradacji cyklin.
Zdolno$¢ do indukowania stanu gotowosci chromatyny do resyntezy DNA jest
wiec odsunieta w czasie i - w wyniku antagonistycznego oddziatywania CDK
(MPF) wobec aktywnosci RLF - pojawia sie dopiero po akcie roztaczenia chromatyd
siostrzanych (rys. 1).

Biologiczne funkcje RLF u Xenopus wynikaja z aktywnos$ci dwéch gtdwnych
frakcji: RLF-M i RLF-B [15]. Wyizolowanie i oczyszczenie RLF-M umozliwito
identyfikacje 6 elementéw sktadowych XMcm2-7 (Xenopus Mcm2-7) jako poli-
peptydéw nalezacych do rodziny MCM/P 1 Przeciwciata anty-XMcm3 wytracaja
wszystkie biatka MCM/P 1 formujac kompleks analogiczny do RLF-M [46, 53,
54], a cytoplazmatyczne ekstrakty komorek jajowych zmieszane z tymi przeciw-
ciatami tracg zdolnos¢ do indukowania stanu kompetencji chromatyny [15]. Charakter
chemiczny drugiej frakcji, RLF-B, nie zostal jeszcze poznany.

Badania Mahbubani i wsp. [55] wykazaly, ze niski poziom efektywnosci RLF
w replikacyjnym licencjonowaniu chromatyny wprowadzonej do metafazowych
esktraktéw cytoplazmy Xenopus (uzyskiwanych z niezaptodnionych komorek ja-
jowych bedacych w metafazie Il podziatu mejotycznego) wynika z braku aktywnosci
RLF-B. Frakcje RLF-M charakteryzuje wysoka aktywno$¢, mimo fosforylacji jed-
nego zjej 6 sktadnikéw -X M cm4 [20]. Proces aktywacji RLF moze by¢ zablokowany
dziataniem niektorych inhibitorow CDK, np. 6-dimetyloaminopuryny (6-DMAP)
lub staurosporyny [8]. Ekstrakty metafazowe, zawierajgce 6-DMAP spontanicznie
przeksztatcajg sie w ,ekstrakty interfazowe” [8, 100], w ktorych egzogenny DNA
formowany jest w kompletne pseudojadra. Struktury takie wyposazone sg we wszy-
stkie sktadniki niezbedne do replikacji, z wyjatkiem RLF [8]. Podobne przemiany
obserwuje sie takze po zastosowaniu staurosporyny [8, 45] lub olomucyny [97].
We wszystkich tych przypadkach wykazano Sciste korelacje miedzy blokowaniem
obu aktywnosci: MPF i RLF. Wywotanie efektu bloku w systemie licencjonowania
chromatyny przez 6-DMAP uzaleznione jest od momentu podania inhibitora; jego
dziatanie nastgpi¢ musi przed przekroczeniem krytycznego stadium przejscia
metafaza->anafaza [8, 45]. Wydaje sie wiec, ze inhibitory CDK blokujg proces
aktywacji RLF zachodzacy podczas wyjsScia komorki z metafazy, nie wplywajg
natomiast na efekty wywolywane dziataniem aktywnej formy RLF [55]. Zanik
aktywnosci RLF w metafazie zwigzany jest ponadto z obecnoscig inhibitora RLF,
blokujgcego prawdopodobnie tylko frakcje RLF-B [55]. Ze stopniowg redukcja
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aktywnosci RLF-B wiaze sie réwniez interfazowa redukcja aktywnosci RLF; nie
jest ona jednak skorelowana z pojawianiem sie inhibitora RLF. Jego obecnosé
w metafazowych esktraktach cytoplazmy Xenopus wykazuje wyrazny zwigzek z
aktywnoscig kinaz mitotycznych. Eliminacja MPF (dzieki zastosowaniu procedury
wykorzystujagcej silne powinowactwo tego czynnika do biatka p13 VK/) powoduje
réwnoczesny zanik inhibitora RLF, natomiast zablokowanie aktywnos$ci MPF i sta-
bilizacja cykliny B pod wptywem 6-DMAP przedtuza okres trwania inhibitora RLF
i prowadzi do zachowania go w ,ekstraktach interfazowych” [55]. Wydaje sie
wiec, ze funkcje inhibitora RLF polegaja na wspomaganiu gtéwnych mechanizméw
chronigcych DNA przed jego przedwczesng, ponowng syntezg (tj. nieprzenikalnoscia
otoczki jadrowej dla RLF, kolejnoscia aktywacji MPF i RLF oraz antagonizmem
tych czynnikow).

Nie ulega watpliwosci, ze inny niz u Xenopus system kontroli replikacji fun-
kcjonowaé¢ musi w komorkach, w ktérych mitoza odbywa sie wewnatrz otoczki
jadrowej (np. u drozdzy), inny po przetgczeniu cyklu mitotycznego na cykl endo-
reduplikacyjny, jeszcze inny podczas mejozy. Rézne modyfikacje mechanizmoéw
regulacyjnych zaangazowane sg w przebiegu cyklu pelnego (z wszystkimi jego
fazami) oraz w cyklu ,skréconym”, w ktérym replikacja DNA rozpoczyna sie
wraz z telofazowg dekondensacjg chromosoméw. Dlatego tez wydaje sie, ze o
ile gtdwne czynniki nieodzowne w organizowaniu uktadéw nadzoru nad replikacja
genomu sg w znacznym stopniu homologiczne, organizacje tych uktadéw roznig
sie w komérkach in situ, w cytoplazmatycznych ekstraktach in vitro, a takze w
komérkach réznych organizméw.

ENDOREDUPLIKACJA DNA

U Schizosaccharomyces pombe mitotyczny kompleks kinazy z cykling B -
p34CYi2/p56CHc13 - konieczny jest nie tylko do inicjacji mitozy [37], lecz takze
do hamowania ponownej syntezy DNA. Komorki pozbawione genu cdcl3+ nie
tworzg tego kompleksu i w konsekwencji, tracac zdolno$¢ do blokowania faz)/
S, przechodzg liczne rundy replikacyjne [31]. Tak wiec, aktywnos¢ p34t» “/p56(flc ?
chroni przed rozpoczeciem dodatkowej fazy S, natomiast zanik tej aktywnosci uwal-
nia komorke z bloku i zezwala na inicjacje ponownej syntezy DNA. Wysoki poziom
ekspresji cdc2+ i cdc!3+ w komédrkach zmuszonych do zatrzymania si¢ w po-
czatkowych stadiach fazy GI prowadzi do przedwczesnej (i letalnej) inicjacji mitozy
[31].

Innym czynnikiem réznicujacym zdolnos¢ komérki S. pombe do wejscia badz
to w faze S, badz tez mitoze jest gen ruml +. Jego nadekspresja w fazie G2 blokuje
inicjacje mitozy, stymuluje natomiast liczne rundy replikacji DNA. W przypadku
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delecji genu rmnl+ komérki zablokowane w poczatkowych stadiach fazy G1 przed-
wczesnie wchodzg w mitoze i ging [60]. Pojawianie sie fenotypdw tego rodzaju
ttumaczy¢ mozna jedynie faktem ze gen ruml+ odpowiedzialny jest za kodowanie
inhibitora kinazy p34c(lc2/p56cdc74 0 dziataniu zblizonym do biatek klasy p 15/p 161nk4,
p21 C1P1 7P 0885 1€ Torazp85FAR! 16, 8BY. Dowody potwierdzajace te hipoteze
pojawity sie wraz z wynikami badan Correa-Bordesa i Nursea [19]. Wykazali oni,
ze w komorkach zablokowanych we wczesnej fazie G2, eliminacja genu ruml+
wyraznie podnosi zazwyczaj niski w tym okresie poziom biatka p56¢ cL oraz aktyw-
no$¢ p34CC. Nadekspresja ruml+ prowadzi do wzmozonej syntezy biatka ruml,
ktore ulegajgc asocjacji z kinazg mitotyczng, tworzy warunki indukujace dodatkowe
rundy replikacji DNA. Poniewaz aktywnos$¢ kinazy biatkowej p34cafc (nie zwigzanej
z gtéwng cykling mitotyczng B - p56cdc 7?) pozostaje wzglednie stata, sadzi¢ mozna,
ze biatko mml jest silniejszym inhibitorem aktywnos$ci M-CDK, niezbednej w
indukcji mitotycznej, niz aktywnosci S-CDK koniecznej do inicjowania fazy S
[19].

Funkcje wielu cyklin typu B ijednej tylko kinazy CDK u drozdzy rozdzielone
sq w komérkach roslin i zwierzat miedzy cykliny typu A, B i E oraz liczne kinazy
CDK [69]. Cykliny A i B akumulujg sie w p6znych stadiach cyklu komdrkowego
i aktywujg cdkl. U Drosophila, mutacje cykliny A i cdkl (cdc2) powodujg prze-
ksztatcenie cykli mitotycznych w cykle endoreduplikacyjne [30, 86]. Analogicznie
jak w komarkach S. pombe, kinazy cdkl sg w tym przypadku konieczne nie tylko
w procesie indukcji samej mitozy, lecz takze w kontroli sprzezenia fazy S z mitoza.
Nalezy wiec sadzi¢, ze kompleksy cdkl u Drosophila przedtuzajg okres blokowania
zdolnosSci do ponownej inicjacji replikacji DNA w poznej fazie S i G2 az do momentu
zaniku kompleksu cyklina E/cdk2, odpowiedzialnego prawdopodobnie za indukcje
przejscia G 1—S [44].

Istotnym elementem regulacji procesu akumulowania sie cyklin mitotycznych
sg geny typufizzy-related (fzr), zidentyfikowane dotychczas u Drosophila, Xenopus
[91, 92] i w komorkach ludzkich [98], a homologiczny do fzr gen HTC1 - w
komorkach S. cerevisiae [87]. Gen fzr niezbedny jest w okresie rozwoju embrio-
nalnego Drosophila podczas wychodzenia komérek z cyklu mitotycznego. W za-
rodkach pozbawionych genu fzr, komorki epidermalne po terminalnej mitozie nie
zatrzymujg sie w fazie Gl i rozpoczynajg dodatkowy cykl podziatowy, natomiast
postmitotyczne komorki gruczotow $linowych traca zdolno$¢ do inicjowania cykli
endoreduplikacyjnych. Zaburzenia te poprzedzone sg nadplanowg akumulacjg cyklin
mitotycznych. Odwrotny efekt wywotany jest przedwczesnie wzmozong ekspresja
genu fzr. Aktywnos$¢ cyklin mitotycznych ulega wdwczas ograniczeniu, a komorki
pozbawione zdolnosci do wejscia w mitoze inicjujg cykle endoreduplikacyjne. Gen
fzr uczestniczy wiec prawdopodobnie w uruchamianiu proceséw zwigzanych z de-
strukcjg cyklin w komdrkach postmitotycznych, warunkujac albo ich zatrzymanie
w fazie GI, albo wejscie w cykle endoreduplikacyjne ([91], por. takze [64]).
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PODSUMOWANIE

Coraz wiecej argumentédw wydaje sie potwierdza¢ poglad, ze kinazy CDK i
ich zwiazki z cyklinami sg gtdwnymi, a zarazem najbardziej konserwatywnymi
elementami systemu kontroli replikacji DNA wszystkich Eukciryota [34]. W ko-
moérkach drozdzy stanowig one podstawe uktadu regulacyjnego, funkcjonujgcego
w kooperacji z kompleksami ORC, Cdcé, Mcm. U wyzszych Eukaryota pojawiajg
sie wtym systemie czynniki dodatkowe, towarzyszace zwiekszaniu genomu ibardziej
ztozonym modyfikacjom macierzy jadrowej. Niektore z nich wigzg sie z zanikiem
otoczki jadrowej podczas mitozy. Te nowe elementy rozbudowujg strukturalno-
biochemiczny aparat regulacji syntezy DNA. W komorkach wszystkich organizmow
system ten ma charakter wielopoziomowy, a jego niezawodno$¢ wynika ze zwie-
lokrotnienia czynnikow zabezpieczajgcych i dziatania roznych mechanizmoéw kon-
trolujacych fizjologiczny stan komérki [36,49,81,82]. Chociaz wiele z nich poznano,
wcigz otwarte pozostajg problemy zwigzane z przetgczaniem cykli mitotycznych
na cykle endoreduplikacji, z replikacja roéznicujacg przyrost niektorych tylko frakcji
genomu (ang. under- iover-replication), z premejotyczng syntezg DNA oraz zanikiem
replikacji miedzy | i Il podziatem w czasie mejozy.
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FIZJOLOGICZNA ROLA RECEPTOROW
GLIKOPROTEIN

PHYSIOLOGICAL ROLE OF GLYCOPROTEIN RECEPTORS

Jolanta ZUWALA-JAGIELLO, Jerzy OSADA

Katedra i Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Akademia Medyczna we Wroctawiu

Streszczenie: W artykule przedstawiono informacje dotyczace rozpoznawania przez komarki czasteczek
zawierajacych odstoniete reszty cukrowe, na podstawie badan cytowanych w literaturze ostatnich lat.
Receptory glikoprotein uczestnicza nie tylko w metabolizmie glikokoniugatéw. Biorg udziat miedzy
innymi w interakcjach komdérka-komorka i komérka-substancja miedzykomorkowa podczas embrioge-
nezy i rozwoju organizmu. Najlepiej poznang grupa receptoréw glikoprotein jest watrobowy receptor
asjaloglikoproteinowy (ASGP-R). Na poziomie komdrki gtéwng molekularng funkcja tego receptorajest
wychwyt i p6Zniejsza degradacja ligandéw z odstonietg resztg galaktozy lub N-acetylogalaktozoaminy,
jednak na poziomie organizmu funkcja receptora ASGP-R nie zostata $cisle okreslona. Zaburzenia
funkcji tego receptora, a takze innych receptoréw, miedzy innymi receptoréow mannozo-6-fosforanu,
prowadzi¢ moga do zmian patologicznych. Artykut ten proponuje wyjasnienie celu istnienia watrobo-
wego receptora ASGP-R ijego roli w regulacji metabolizmu glikokoniugatéw u ssakéw.

Stowa kluczowe: rodzina receptora glikoprotein, receptor ASGP-R, receptor M-6-P.

Summary': The information published during the last years, concerning the recognition of carbohydrate-
containing molecules by cells has been presented. Glycoprotein receptors play many biological roles in
addition to mediating glycoconjugates metabolism. They are responsible among other things for cell-cell
and cell-matrix interactions during embryogenesis and development. The hepatic asialoglycoprotein
receptor (ASGP-R) is the best known group of the glycoprotein receptors. At the cellular level, the basic
molecular function of the receptor is to mediate the uptake and degradation of galactosyl/N-acetylgalac-
tosaminyl-containing ligands. At the organism level, however, the physiological function is uncertain.
Dysfunction of the asialoglycoprotein receptor group and other receptors lead to various diseases. This
article proposes an explanation for the role of the hepatic ASGP-R in regulating the dynamic flux
glycoconjugates in mammals.

Key words: glycoprotein receptor family, hepatic ASGP-R, Man-6-P receptor.

Wykaz stosowanych skrétéw: ASGP-R (ang. asialoglycoprotein receptor) - receptor dla asjaloglikopro-
tein; Gal - galaktoza; GalNAc - N-acetylogalaktozoamina; ASGP - asjaloglikoproteiny; M-ASGP-R
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(ang. macrophage asialoglycoprotein receptor) - makrofagowy receptor dla asjaloglikoprotein; RHL
(ang. rat hepatic lectin) - watrobowa lektyna szczura; HHL (ang. human hepatic lectin) - watrobowa
lektyna ludzka; y-GT - transferaza glutamylowa; M-6-P (ang. mannose 6-phosphate) -mannozo-6-fos-
foran; IGF (ang. insulin-like growthfactor) - insulinopodobny czynnik wzrostu; Man - mannoza; Fuk
- fukoza; MBP (ang. mannose-binding protein)-biatko wigzace mannoze; Gic - glukoza; Hyl -
hydroksylizyna; HA - hialuronian; ICAM (ang. intercellular adhesion molecule) - czasteczka adhezji
miedzykomérkowej; AGE (ang. advanced glycosylation end products) - koficowe produkty zaawanso-
wanej glikacji; TNF - czynnik martwicy nowotworéw; PDGF - plytkopochodny czynnik wzrostu.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA RODZINY RECEPTORA
GLIKOPROTEIN

Dotychczas zidentyfikowano 4 klasy receptoréw rozpoznajacych glikoproteiny,
ktérych specyficznos$¢ jest zwigzana z rozpoznawaniem okreslonych koricowych
monocukrow w jednostkach oligosacharydowych, a mianowicie: galaktozy (lub
N-acetylogalaktozoaminy), mannozy i/lub N-acetyloglukozoaminy, mannozo-6-fos-
foranu i fukozy (tab. 1). Na rysunku 1 przedstawiono schemat budowy wigkszosci
cztonkow rodziny receptora glikoprotein.

Cechg wszystkich biatek nalezacych do rodziny receptora glikoprotein jest
budowa wielodomenowa [29]. Chociaz receptory glikoprotein stanowig zréznico-
wang grupe integralnych glikoprotein btonowych, schemat ich budowy jest po-
dobny. Kolejnos¢ domen od przestrzeni pozakomérkowej do Swiatta komérki
przedstawia sie nastepujgco:

domena wigzgca ligand

domena cukrowa majgca miejsce N-glikozylacji (i moze O-glikozylacji)

domena transbtonowa

domena cytoplazmatyczna.

Domena wigzaca ligand jest odpowiedzialna za przytaczanie skiadnika weglo-
wodanowego glikoprotein. Zadaniem domeny cukrowej (ogona cukrowego) jest
utrzymywanie pierwszej domeny w konformacji pozwalajacej na przytgczenie
ligandéw wielowartosciowych oligosacharydéw [64]. Domena czwarta umozliwia
receptorowi utrzymanie sie w btonie komorkowej.

BUDOWA | ROLA RECEPTORA ASJALOGLIKOPROTEIN

Receptory glikoprotein bton hepatocytow ssakow rozpoznajgce galaktoze (Gal)
lub N-acetylogalaktozoamine (GalNAc) uczestniczag w usuwaniu z Kkragzenia
glikoprotein z odstonietg reszta galaktozy, czyli asjaloglikoprotein (ASGP) [6,92].
Wykazano réwniez, ze komérki Kupffera i komoérki endotelialne wigzg ligandy
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RYSUNEK 1 Zarys budowy réznych typdw receptoréw glikoprotein: zaznaczono domeny strukturalne
receptoréw i ilo$¢ reszt aminokwasowych bioracych udziat w ich budowie (doktadny opis w tekscie, wg
[92] zmodyfikowany)

o wielkosci od 2,2 do 11,7 nm, podczas gdy hepatocyty wigzag czasteczki ponizej
7,8 nm [74]. Juz wczesne badania wykazaty, ze te dwa rodzaje receptora ASGP-R
sg ksztattowane niezaleznie podczas rozwoju embrionalnego i wykazujg rézng eks-
presje [13].

Biatko szczurzego receptora ASGP-R jest lektyng RHL skladajgcg sie z trzech
podjednostek 1, 2 i 3 odpowiednio o masie czasteczkowej 41,5, 49 i 54 kDa (tab.l).
Wszystkie podjednostki receptora ASGP-R stanowig produkt dwdch wspolnych
genéw. Modyfikacja tancuchéw oligosacharydowych, na etapie obrdbki po-
translacyjnej, prowadzi do powstania dwéch homologicznych podjednostek RHL
2 i 3 (RHL 2/3) oraz podjednostki RHL 1 [16,79]. Ludzki receptor ASGP-R jest
heterotetramerem sktadajagcym sie z dwéch homologicznych podjednostek HHL1
(m. cz.~45 kDa) i HHL2 (m. cz.~50 kDa), ktore wystepujg w stosunku molamym
2:2. Istniejg dowody, ze podjednostka HHL1 zawiera miejsce wigzania ligandéw
triantenowych oligosacharydéw [3,4,59]. Ponadto domena cytoplazmatyczna
ludzkiego receptora ASGP-R ma specyficzng kinaze tyrozynows, ktdrej obecnosé
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TABELA 1 Strukturalna klasyfikacja receptoréw glikoprotein

RECEPTOR RODZAJ KOMORKI MASA CZASTECZKOWA/ FIZJOLOGICZNE
BUDOWA LIGANDY
PODJEDNOSTKOWA
Galaktozy Hepatocyty Heteroheksamer-264 kDa Glikoproteiny rozpuszczalne
Komorki Kupffera Podjednostki szczurzego receptora: z odstonieta reszta
Komérki endotelialne RHL 1-42 kDa galaktozoaminy/
Makrofagi tkankowe RHL 2-49 kDa N-acetylogalaktozoaminy
RHL 3-50 kDa Czasteczkowe glikokoniugaty
Podjednostki ludzkiego receptora:  z galaktoza
HHL 1-45 kDa Kompleksy przeciwciat
HHL 2-50 kDa 1gG i IgA z antygenem
Mannozo-6- Prawdopodobnie M-6-P CD - 300 kDa Glikoproteiny zjednostkami
fosforanu wszystkie komérki M-6-P CI - 46 kDa; wielomannozowymi bedacymi
(MPR) dimer lub trimer fosfomonoesterazami
Mannozy Sinusoidalne komérki Pojedynczy polipeptyd Rozpuszczalne lub czasteczkowe
endotelialne 175-*-180 kDa glikoproteiny zawierajace
Komorki Kupffera oligosacharydy
Makrofagi tkankowe z koficowg mannoza, fukoza lub

N-acetyloglukozoaming

Biatko wigzagce Komoérki parenchy- Heksamer - 30 kDa (3-glukuronidaza
mannoze malne watroby (®-makroglobulina
Osocze krwi ludzkiej ai-kwasna glikoproteina

Glikokoniugaty na powierzchni
mikroorganizmoéw

Fukozy Komoérki parenchy- Oligomer-61 kDa Ligandy z koricowg L-fukozg
malne watroby potaczong wigzaniem a 1,3
Komorki Kupffera z N-acetylogalaktozoaming

jest istotna dla endocytozy [21]. Szczurzy receptor ASGP-R jest heteroheksamerem
sktadajagcym sie z czterech podjednostek RHL1, oraz z podjednostek 2 i 3
(RHL 2/3). Kazda podjednostka moze zawiera¢ miejsce wigzania istotne dla po-
jedynczych reszt cukrowych. Przypuszcza sie, ze kazdy heksamer zawiera domeny
wigzania tri- i tetraantenowych oligosacharydéw. Domena wigzaca ligand tego re-
ceptora jest heterotrimerem sktadajagcym sie z dwdch podjednostek RHL 1ijednej
podjednostki RHL 2/3. Kazda z trzech podjednostek receptorajest zdolna do wigzania
galaktozy [30,46]. W skiad domeny wigzacej ligand wchodzg trzy C-konce domen
wszystkich trzech podjednostek receptora [80]. Podjednostki te utozone sg w poziomy
trojkat o wymiarach bokéw 15, 22 i 25 A. Polipeptydy podjednostek RHL 2/3
zawierajg dodatkowy tafncuch weglowodanowy w domenie transbtonowej. Prawdo-
podobnie oddalenie miejsc wigzania Uganda w podjednostkach RHL 2/3 od btony
plazmatycznej moze by¢ wynikiem obecnosci tego taricucha [28,30,93]. Chara-
kterystyczna, dodatkowa sekwencja osiemnastu reszt aminokwasowych w pod-
jednostkach RHL 2/3 ma wptyw na roznice w masach czasteczkowych dojrzatych
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biatek. Masa czasteczkowa domeny wigzania asjaloorozomukoidu w natywnym re-
ceptorze zostata okres$lona na -105 kDa.

Swiezo izolowane hepatocyty i pierwotne ich hodowle endocytuja desjalowane
glikoproteiny w dwoch czynnos$ciowych subpopulacjach receptora ASGP-R (mniej-
szy szlak-1, wiekszy szlak-2); ktdre biorg udziat zaréwno w internalizacji, dysocjacji,
i rozktadzie asjaloglikoprotein [65,104]. Drogi te przebiegajg w sposdb nieseryjny
i rownolegle. Potowa powierzchniowych i ,,wewnetrznych” receptorow ASGP-R
bierze udziat réwnoczesnie w dwéch drogach endocytozy. W mniejszym szlaku-1
w odroznieniu od wiekszego szlaku-2, aktywnos$¢ powierzchniowa receptoréw nie
jest modulowana (tab. 2). Ostatnio sadzi sie, ze receptory ASGP-R recyrkuluja
i przechodzg cykl inaktywacji/reaktywacji tylko w szlaku-2, natomiast diacytoza
kompleksu receptor-ligand dotyczy mniejszego szlaku-1 endocytozy [102,103].

Najwazniejszg funkcjg receptora ASGP-R jest udziat w usuwaniu glikoprotein
z obiegu i w ich wewnatrzkomoérkowym procesie trawienia. Fizjologiczna funkcja
receptora ASGP-R nie zostata do koncajeszcze poznana. Przypuszczalnie uczestniczy
on w turnover glikoprotein osocza, w eliminacji z krgzenia kompleksdw antygen-
przeciwciato, adhezji typu komorka-komdrka oraz w wewnatrzkomérkowym
turnover i biosyntezie glikoprotein [74,92]. Wydaje sie, ze dwie pierwsze funkcje
sg najbardziej istotne.

Grupa pracujgca pod kierunkiem Ashwella [83] zaproponowata funkcje receptora
asjaloglikoprotein, jako usuwanie glikoprotein osocza, desjalowanych przez endo-
genne neuraminidazy. Sugerowano, ze normalny mechanizm dla turnover biatek
osocza wywotuje utrate kwasu sjalowego ,,spontanicznie” lub pod wptywem kra-
zacych neuraminidaz, a nastepnie wychwyt desjalowanych biatek przez receptor
w hepatocytach. Okazato sie jednak, ze turnover miedzy innymi transferyny,
choriogonadotropiny czy tez orozomukoidu nie odpowiada takiemu mechanizmowi.
Wydaje sig, ze turnover tych biatek nie zachodzi za posrednictwem ich desjalizacji,
ale tylko receptora obecnego w watrobie. Sg tez sugestie, ze wiekszo$¢ glikoprotein
z koncowa galaktoza nie nalezy do endogennych ligandéw [6,92]. Niedawno
wykazano, ze receptor ASGP-R uczestniczy w wychwycie transferazy y-glutamy-
lowej (y-GT). Nie zostato jeszcze do korica wyjasnione, czy receptor ASGP-R
poprzez regulacje ekspresji aktywnosci y-GT bierze udziat w przemianach, w ktérych
uczestniczy ten enzym [58].

Receptor wigzacy galaktoze moze posredniczy¢ w usuwaniu komplekséw prze-
ciwciat 1gG i IgA z antygenami in vivo [55]. Wiadomo ze, pewne tancuchy oligo-
sacharydowe obecne w IgG maja koncowa galaktoze, a mimo to przeciwciato nie
znika szybko z obiegu, by¢ moze konformacja przestrzenna biatka utrudnia roz-
poznanie galaktozy przez receptor. Przypuszczalnie dopiero po zwigzaniu antygenu
zachodzg zmiany konformacyjne immunoglobuliny, ktére umozliwiajg interakcje
jej reszty galaktozylowej z receptorem i w efekcie usuniecie kompleksu lgG-antygen
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TABELA 2. Niektére cechy pozwalajgce na rozr6znienie dwéch szlakéw endocytozy asjalogli-
koprotein za posrednictwem receptora ASGP-R (wg [90] zmodyfikowana)

Cechy charakterystyczne Szlak 1 (mniejszy) Szlak 2 (wigkszy)

Modulacja powierzchni receptora przez: Nie Tak
temperature, monenzyne, ATP

Recyrkulacja receptoréw Nie Tak

Inaktywacja/ reaktywacja aktywnosci Nie Tak
wigzacej receptora przez:

obnizenieATP/dodanie palmitylo CoA,

acylacje/deacylacje kwasu palmitynowego

Diacytoza internalizowanych kompleksoéw Tak Nie
receptor - ligand

Dysocjacja kompleksu receptor ligand Wolna Szybka

Hamowanie dysocjacji ligandu Nie Tak
przez monenzyne.

Hamowanie rozktadu ligandu Nie Tak
przez kolchicyne

z obiegu [92]. Przypuszcza sie, ze podobng role odgrywa receptor ASGP-R w
eliminacji komplekséw IgA-antygen [85].

FIZJOLOGICZNA ROLA RECEPTORA
ASJALOGLIKOPROTEIN

Istnieje teoria wyjasniajaca fizjologiczng role receptora ASGP-R w organizmie
ssakOw. Opiera sie ona na zatozeniu, ze powierzchniowe i wewngtrzkomorkowe
glikokoniugaty z terminalng Gal/GalNAc sa niezbednymi czasteczkami w czasie
embriogenezy i rozwoju organéw u ludzi. Morfogeneza i koficowe réznicowanie
tkanek przebiega przy udziale tych czasteczek, ale nieznang dotychczas droga.
Po ukonczeniu rozwoju utrzymywanie oddziatywan komorka-komorka, komorka-
substancja miedzykomérkowa i oddziatywan miedzy elementami substancji mie-
dzykomorkowej oraz kontrola wzrostu komoérek wymagajg ciagtego udziatu
glikokoniugatow z koncowg Gal/GalNAc i ich receptoréw. Z kolei w tkankach
utrzymywane jest okreslone stezenie glikokoniugatéw jako ligandéw, w wyniku
stale przebiegajacej ich degradacji i syntezy (rys. 2).

Okres rozwoju ptodowego charakteryzuje sie wysokim poziomem glikoko-
niugatow z konicowa Gal/GalNAc, podczas gdy sama morfogeneza przebiega bez
ekspresji receptorow Gal/GalNAc [100]. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ brak
zdolnosci do usuwania krazacych glikokoniugatéw przez ptod. Wydaje sie, ze
usuwanie tych czasteczek przez ptéd/embrion w czasie rozwoju mogtoby by¢ szkod-
liwe i wptywaé na nienormalny jego rozwoj. Lektyny wigzace [3-galaktozydaze
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uczestnicza w regulacji procesu rozwoju tkanek. Ich stezenie irozmieszczenie zmienia
sie w czasie rozwoju. Lektyny te sg rozpuszczalnymi, niskoczgsteczkowymi biatkami
towarzyszacymi substancji miedzykomérkowej, ponadto wiele tych biatek znajduje
sie wewnatrz komorek, skad sg uwalniane na zewnatrz we wczesnym okresie rozwoju
[72]. Traktowanie serc embrionéw lektyng z koricowag Gal lub haptenem gala-
ktozydazy powoduje liczne deformacje w rozwijajacym sie narzadzie [22]. Przyczyna
tego zjawiska moze by¢ zaburzenie normalnych oddziatywan Gal-lektyna, ktore
doprowadza do zmiany rozwoju tkanek. Glikokoniugaty z koncowa galaktozg na
powierzchni komérek podlegaja recyrkulacji w trakcie rozwoju organizmu. Okazato
sie np., ze szczurze makrofagi ptucne majg na powierzchni zwigzane reszty
a-galaktozy juz od 14. dnia cigzy [31]. Sa tez sugestie, ze migracja komorek w
czasie rozwoju zalezy od rozpoznawania i kolejnej modyfikacji czagsteczek zawie-
rajagcych galaktoze w macierzy zewnatrzkomérkowej. Uwaza sie obecnie, ze
transferazy galaktozy i N-acetylogalaktozoaminy spetniajg istotng role w migracji
komorek itworzeniu moruli [2]. Wiadomo np., ze transferazy galaktozy powierzchni
komarek spermy biorg udziat w rozpoznawaniu komorki jajowej. Wprawdzie lektyny
rozpoznajgce kofncowg Gal/GalNAc lub transferazy ipowierzchniowe glikokoniugaty
Gal/GalNAc pojawiajg sie we wczesnym okresie morfogenezy oraz podczas migracji
i reorganizacji komorek, to jednak wiekszo$¢ pozawatrobowych tkanek wykazuje
niski poziom receptora ASGP-R w okresie postnatalnym. Istnieje wiec duze praw-
dopodobienstwo, ze w czasie tego okresu jest bardzo wazne usuwanie ,,nadmiaru”
glikokoniugatow Gal/GalNAc z catkowicie uformowanego organizmu.
Rozpuszczalne lektyny Gal/GalNAc sg czynnikami mitogennymi wzrostu
komorek w hodowli. Glikokoniugaty Gal/GalNAc blony plazmatycznej posrednicza
w interakcji typu komorka-komorka i mogg regulowac wzrost ludzkich fibroblastow
[95]. Ponadto sugerowano, ze powierzchniowa transferaza galaktozy i [3-galakto-
zydaza moga posredniczy¢ we wzroscie komorek [33]. Wiele guzoéw i nowotworowe
linie komoérek zawierajg endogenne lektyny Gal/GalNAc, ktore sg prawdopodobnie
odpowiedzialne za wzrost komorek nowotworowych, ich adhezje iprzerzuty [12,70].
Komorki nowotworowe wywodzace sie z linii erytrocytow zawierajg (3-(1,4)-reszte
galaktozy w taricuchu oligosacharydowym, ktéra posredniczy w wigzaniu komorek
do naczyn wiosowatych i w kolonizacji ptuc oraz watroby [9]. Powierzchniowe
ugrupowania Gal/GalNAc prawdopodobnie regulujg wzrost komoérek przez ich
interakcje z odpowiednig ,,lektyng” powierzchniows, ktéra zachowuje sie podobnie
jak czynnik wzrostu. Wigzanie glikokoniugatow Gal/GalNAc przez zewnetrzne
lektyny moze uwolni¢ to normalne hamowanie i wptynaé na stymulacje wzrostu
komérek. Natomiast kontakt glikokoniugatéw z innymi komérkami przyczynia sie
do inaktywacji lektyny/receptora Gal/GalNAc. Przeciwciata skierowane przeciwko
komorkom nowotworowym czesto reaguja z glikoproteinami tych komoérek. Ostatnio
sgdzi sie, ze zdolno$¢ makrofagow, komaérek NK (ang. natural killers) i limfocytow
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cytotoksycznych do zabijania komérek nowotworowych zalezy od ekspresji powie-
rzchniowych receptoréw galaktozowych [34].

Glikokoniugaty Gal/GalNAc i odpowiednie lektyny powierzchniowe moga by¢
»ukryte” w trakcie rozwoju immunologicznego. Wydaje sie, ze te glikokoniugaty
mozna traktowa¢ jako potencjalne antygeny, zdolne do wywotania odpowiedzi
autoimmunologicznej. Podobnie, kompleksy lektyna-glikokoniugat mogg by¢ tez
umiejscowione wewnatrzkomorkowo. System immunologiczny moze wiec rozpoz-
nawac te czasteczki, ktére w normalnym rozwoju zwigzane sg z oddziatywaniami:
komorka-komaérka, komorka-substancja miedzykomérkowa lub miedzy elementami
substancji miedzykomoérkowej. Obecno$¢ przeciwciat skierowanych przeciwko re-
ceptorom galaktozowym moze zaburza¢ normalng interakcje glikokoniugat-lektyna
w tkance. W surowicy krwi ludzkiej krazy okoto 1% IgG, ktore rozpoznajg a-
(1,3)-zwiazang galaktoze [24]. Te przeciwciata rozpoznajac tancuchy oligosacha-
rydowe lamininy moga zaburza¢ interakcje sktadnikéw substancji miedzy-
komorkowej, w ktérych posrednicza oligosacharydy. Syndrom Sjdgrena (przewlekta
choroba autoimmunologiczna) przebiega z podwyzszonym poziomem asjalo-1gG
w surowicy krwi. Liczne jednostki chorobowe sg zwigzane z produkcja przeciwciat
skierowanych przeciwko Gal lub galaktozylacjg kragzacych 1gG. Uwaza sie obecnie,
ze przewlekte wirusowe zapalenia watroby typu B i C sg zwigzane z podwyzszonym
poziomem przeciwciat skierowanych przeciwko Gal [86].

Wprowadzenie rozpuszczalnych lub nierozpuszczalnych glikokoniugatéw
Gal/GalNAc do tkanek moze okaza¢ sie szkodliwe, poniewaz bedg one konkurowac
z endogennymi glikokoniugatami o wigzanie ze specyficznymi lektynami/re-
ceptorami macierzy zewnatrzkomdrkowej i na powierzchni komdérki. Konkurencja
miedzy tymi czasteczkami moze wplyna¢ szkodliwie na przebieg i kontrole wzrostu
komoérek oraz na zjawiska zwigzane z adhezjg typu komédrka-komorka. Jest to
przyczyna, dla ktorej glikokoniugaty Gal/GalNAc wytwarzane w procesach fizjo-
logicznych lub w czasie choroby, urazu czy $mierci komorki sg usuwane przez
dwa rodzaje receptoréw: receptor ASGP-R bton hepatocytow i receptor M-ASGP-R
komérek Kupffera. Niedawno stwierdzono ze, podwyzszony poziom glikoprotein
Gal/GalNAc w surowicy krwi moze by¢ przyczyng patologicznych zmian w tkankach
[91]. Przypuszcza sig, ze receptor ASGP-R w uktadzie siateczkowo-$rodbtonkowym

RYSUNEK 2. Schematyczne ujecie loséw glikoprotein i ich receptoréw w organizmie ludzkim, (wg
[91], zmodyfikowany). Receptory glikoprotein bton hepatocytéw uczestnicza w usuwaniu z krgzenia
rozpuszczalnych glikoprotein Gal/GalNAc. Komérki Kupffera wigzg rozpuszczalne i czasteczkowe
glikoproteiny. W tkankach utrzymywane jest okre$lone stezenie glikoprotein (glikokoniugatéw) jako
ligandéw, w wyniku stale przebiegajacej degradacji i syntezy. Wezty chtonne moga posredniczy¢ w
usuwaniu wiekszos$ci glikoprotein Gal/GalNAc przed ich doptywem do krwi. Zaktadajac, ze stezenie
glikoprotein w weztach chtonnych jest wyzsze niz we krwi to catkowity ich turnover moze znacznie
wzrosnaé. Zaktdcenie stanu réwnowagi miedzy ciggtym doptywem glikoprotein Gal/GalNAc do krwi a
ich wychwytem przez watrobe, zmienia stezenie krgzacych glikoprotein osocza i moze wptyna¢
szkodliwie na przebieg i kontrole wzrostu komérek w organizmie
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weztdw chtonnych moze posredniczy¢ w usuwaniu wiekszosci glikokoniugatéw
Gal/GalNAc przed ich doptywem do krwi. Przyczyng tego zjawiska jest wyzsze
stezenie glikoprotein w weztach dosrodkowych niz w odsrodkowych oraz znacznie
wyzsze niz we krwi. Zaktadajac, ze wezly chtonne biorg udziat w wychwycie
glikokoniugatow Gal/GalNAc, to catkowity ich turnover moze woéwczas znacznie
wzrosng€. Stezenie fizjologiczne asjaloglikoprotein  w surowicy krwi ($rednio
10 nM) jest zblizone do statej dysocjacji miejsc wigzania liganda o wysokim po-
winowactwie w hepatocytach. Zaktdcenie stanu réwnowagi pomiedzy ciggtym do-
ptywem glikoprotein Gal/GalNAc do krwi a ich wychwytem przez watrobe, zmienia
stezenie krazacych glikoprotein osocza. W stanach chorobowych zwigzanych np.
z marskoscia watroby, poziom glikokoniugatow Gal/GalNAc wzrasta od 2-6 razy,
prawdopodobnie na skutek zaburzenia/uszkodzenia funkcjonowania receptora
ASGP-R [8].

BUDOWA | FUNKCJA RECEPTORA
ASJALOGLIKOPROTEIN MAKROFAGOW / KOMOREK
UKELADU SIATECZKOWO-SRODBLONKOWEGO

Wystepujacy w blonie komdérkowej makrofagéw lub komorek uktadu siatecz-
kowo- srédbtonkowego receptor asjaloglikoprotein (M-ASGP-R) charakteryzuje sie
zdolnoscig wigzania kofAcowej galaktozy rozpuszczalnych i czasteczkowych
glikokoniugatow. Czesciowo okreslono budowe makrofagowego receptora M-
ASGP-R. Stato sie to mozliwe dzieki uzyciu metod klonowania cDNA [35]. Receptor
ten wykazuje wszystkie charakterystyczne cechy budowy rodziny zwierzecych lektyn
typu-C. Zachowawcze sekwencje aminokwasowe tych receptoréw o najsilniej wy-
razonej homologii (59%) sa zawarte w obrebie podjednostki RHL-1. Sklonowanie
genu makrofagowego receptora M-ASGP-R pozwolito wykaza¢, ze koduje on biatko
btonowe ztozone z 306 reszt aminokwasowych z dwoma miejscami N-glikozylacji
[17]. Sekwencja tgczaca domene transbtonowg z domeng wigzaca ligandy zawiera
24 aminokwasy.

Mimo homologii strukturalnej podjednostki RHL-1 obydwu receptoréw ASGP-R
hepatocytowego i makrofagowego, zachowana zostaje selektywno$¢ receptora
makrofagowego wzgledem rozpuszczalnych glikoprotein z koficowa Gal [67]. Brak
jest jednomysinosSci co do istoty oddziatywan molekularnych miedzy rozpusz-
czalnymi i/lub czasteczkowymi glikokoniugatami z koricowg Gal a hepatocytowym
lub makrofagowym ASGP-R. Proponowane sg dwa rozwigzania:

1) makrofagowy receptor M-ASGP-R petnitby role uzupetniajgcg funkcje
hepatocytowego receptora ASGP-R,
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2) tworzenie komplekséw czasteczkowych glikokoniugatéw z receptorem
ASGP-R postulowane dla makrofagéw, a niemozliwe w hepatocytach cechujgcych
sie specyficznoscia wzgledem rozpuszczalnych glikoprotein.

Receptor ASGP-R wystepujacy w watrobie iniektorych wedrujacych makrofagach
prawdopodobnie jest zwigzany z degradacjg dojrzatych erytrocytow. Desjalizacja
glikoprotein i gangliozydéw na powierzchni erytrocytbw moze zachodzi¢ spon-
tanicznie pod wptywem neuraminidazy lub w odpowiedzi na uszkodzenie czy $mier¢
komorki [73].

BUDOWA | FUNKCJA RECEPTORA
MANNOZO-6-FOSFORANOWEGO

Niedawno poznanymi cztonkami rodziny receptora glikoprotein sa receptory
mannozo-6-fosforanu (M-6-P). Nazwa ich wywodzi sie z duzego powinowactwa
do glikoprotein z odstonieta reszta mannozo-6-fosforanu, ktére wystepuja przede
wszystkim w nowo zsyntetyzowanych hydrolazach lizosomalnych.Wyro6znia sie re-
ceptor M-6-P CD (ang. CD-cation-dependent) i M-6-P CI (ang. Cl-cation-inde-
pendent). Receptor M-6-P CD wykazuje wieksze powinowactwo do ligandéw w
obecnosci dwuwartosciowych kationdw [41]. Poczatkowo sgadzono, ze masa cza-
steczkowa receptora M-6-P Cl wynosi 215 kDa. Obecnie wiadomo, ze M-6-P ClI
w postaci dojrzatej sktada sie z 2451 aminokwasOw, a jego masa czasteczkowa
wynosi 300 kDa [66]. Receptor ten sktada sie z peptydu N-koncowego zbudowanego
z 44 aminokwas6w, domeny przezbtonowej utworzonej przez 23 aminokwasy oraz
ogona cytoplazmatycznego przy C-koncu, ktéry ma 163 aminokwasy. Drugi re-
ceptorM-6-P CD jest dimerem lub trimerem sktadajagcym sie z transhtonowych
podjednostek o masie czgsteczkowej 46 kDa (rys.l). Te dwa receptory sg bardzo
podobne (ale nieidentyczne) i specyficzne dla glikoprotein z jednostkami wielo-
mannozowymi bedacymi fosfomonoesterazami [5]. Niedawno wyizolowano trzeci
rodzaj biatka wigzacego wielomannozowe oligosacharydy hydrolaz niezaleznie od
dwuwarto$ciowych kationéw, o masie czasteczkowej 42 kDa [14]. Obecno$¢ M-6-P
receptoréw wykazano prawie we wszystkich badanych komérkach, chociaz moga
by¢ typy komoérek, w ktorych jeden rodzaj receptora dominuje lub jest nieobecny.
Ludzki receptor czynnika wzrostu insulinopodobnego-Il (IGF-I1I), czyli biatko po-
krewne do receptora insuliny, jak wykazano niedawno, jest identyczne z ludzkim
receptorem M-6-P Cl [51,68,105]. Odkrycie to moze mie¢ wptyw na rozwoj badan
w kierunku poznawania nowej roli czynnosciowej receptora M-6-P.

W pewnych komérkach, gtéwnie fibroblastach i hepatocytach, M-6-P CD jest
zlokalizowany ,,wewnatrzkomérkowo”, a w innych np. monocytach jest obecny
na ich powierzchni. Najwazniejsza funkcjg receptora M-6-P CD jest udziat w
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$sré6dkomérkowym transporcie nowo zsyntetyzowanych hydrolaz lizosomalnych,
szczegblnie w sortowaniu i kierowaniu ich do lizosoméw. Receptorowi M-6-P CI
przypisuje sie role w internalizacji egzogennych ligandéw z odstonietg reszta
mannozo-6-fosforanu [23,81]. Wykazano, ze receptor M-6-P jest zaangazowany
w internalizacje i aktywacje proreniny w renine przez kardiomiocyty [87]. Inng,
dos¢ dobrze poznana funkcja receptora M-6-P, jest zdolno$¢ wigzania i internalizacji
wewnatrzkomdrkowych enzymoéw lizosomalnych uwolnionych do krazenia w przy-
padku uszkodzenia lub $mierci komérki. Jest to swoisty mechanizm ochrony przed
degradacyjnym potencjatem enzymdw lizosomalnych, ktéry mégtby doprowadzié¢
do uszkodzenia zdrowych komérek. Wewnatrzkomdrkowa lokalizacja receptora
M-6-P w obszarze trans-Golgiego wskazuje réwniez na jego udziat w regulacji
aktywnosci enzyméw lizosomalnych [7,42,45].

BUDOWA | FUNKCJA RECEPTORA ROZPOZNAJACEGO
TERMINALNA MANNOZE

Receptory rozpoznajagce mannoze i/lub N-acetyloglukozoamine oligosacharydow
glikoprotein (receptory Man) znajdujg sie na powierzchni komérek uktadu sia-
teczkowo-srédbtonkowego watroby, komérek Sledziony, szpiku kostnego oraz na
powierzchni makrofagéw [38,53]. Lokalizacja receptora Man w mézgu (lektyna
R1), neuronach i w komorkach endotelialnych centralnego uktadu nerwowego wska-
zuje, ze receptor ten moze regulowa¢ funkcjonowanie tych komérek [101]. Jedna
z funkcji receptora Man komoérek uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego watroby
jest jego udziat w turnover i degradacji glikoprotein z odstonietg reszta mannozy
[53]. Receptor Man komdrek endotelialnych wigze in vivo glikoproteiny z koncowg
N-acetyloglukozoaming, z powinowactwem od 3 do 7 razy wiekszym niz komoérki
Kupffera [69]. Zwigzek receptora Man z grupg komérek uktadu siateczkowo-$rdd-
btonkowego watroby sugeruje jego udziat w usuwaniu rozpuszczalnych lub cza-
steczkowych glikoprotein zawierajgcych oligosacharydy z koricowg mannoza, ktore
z roznych fizjologicznych czy patologicznych przyczyn dostaty sie do przestrzeni
pozakomorkowej.

Niedawno opisano makrofagowy receptor Man indukowany glikoproteinami, z
koncowg mannozg, fukoza lub N-acetyloglukozoaming [96]. Makrofagowy receptor
Man ludzi jest pojedynczym polipeptydem o masie czasteczkowej okoto 175-180
kDa (tab. 1) i wykazuje w 97% homologie z kréliczym i szczurzym odpowiednikiem
[49,82,84]. Receptor ten skilada sie z domeny btonowej i trzech domen zewna-
trzkomorkowych [60]. Pierwsza domena przy N-koncu skiada sie z 139 amino-
kwasow, wsrdd ktérych przewazajg reszty cysteinowe. Druga zawiera jedno
powtérzenie podobne do fibronektyny. W skifad domeny transbtonowej wchodzi
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8 powtorzen analogicznych do tych, ktére wystepuja w receptorze ASGP-R. Delecja
ogona cytoplazmatycznego w zmutowanym receptorze powoduje utrate zdolnosci
internalizacji ligandéw [20]. Ekspresja aktywnosci receptora Man jest modulowana
in vitro w komodrkach hodowlanych przez limfokiny i steroidy przeciwzapalne
[10,47,48,50]. Dostarczanie makrofagom rozpuszczalnych monocukréw, takich jak:
mannoza, N-acetyloglukozoamina, fukoza, rowniez stymuluje wzrost zdolnosci wig-
zace] na powierzchni tych komorek. Odkrycia te czynig prawdopodobnym udziat
makrofagowych receptoréw Man w usuwaniu drogg endocytozy bez posrednictwa
przeciwciat, substancji obcych dla ustroju (z odstonietymi resztami mannozylowymi)
wykazujacych powinowactwo do tego receptora [18].

BUDOWA | FUNKCJA RECEPTORA ROZPOZNAJACEGO
FUKOZE

Receptor rozpoznajgcy terminalng L-fukoze, zwany takze receptorem fu-
kozylowym (receptor Fuk), jest glikoproteing zawierajagcg 550 aminokwaséw, o
masie czasteczkowej 61 kDa (rys. 1) [1]. Domena wigzaca ligand zlokalizowana
w okolicy C-konca proteiny, sktada sie ze 135 aminokwaséw. Domena transbtonowa
zawiera 18 homologicznych powto6rzen, po 14-18 aminokwasow kazde. W skiad
domeny cytoplazmatycznej wchodzg 42 reszty aminokwasowe, w tym sze$¢ po-
tencjalnych miejsc glikozylacji, z czterema zrealizowanymi [27].

Receptor fukozylowy wystepuje w matej ilosci na powierzchni réznych komorek,
najliczniej jednak na powierzchni hepatocytow i komdrek Kupffera watroby [27,40].
Jego fizjologiczna funkcja nie zostata jeszcze doktadnie poznana. Podobnie jak
inne receptory z rodziny glikoprotein umozliwia on endocytoze wielu ligandom,
a szczegoOlnie zakonczonych fukoza, ktéra jest potgczona wiazaniem glikozydowym
a-(1,3) z N-acetylogalaktozoaming [37].

BUDOWA | FUNKCJA HEPATOCYTOWEGO BIALKA
WIAZACEGO MANNOZE

Biatko wigzace mannoze wystepujagce w bionach parenchymalnych komorek
watroby (mate ilosci) oraz w osoczu krwi ludzkiej (duze ilosci), od niedawna de-
finiowane jestjako ,,biatko wigzgce mannoze” (ang. MBP - mannose-bindingprotein)
parenchymalnych komérek watroby. W terminologii spotyka sie réwniez pojecie
rdzeniowo specyficznej lektyny (ang. core specific lectin) lub watrobowe biatko
wigzace mannoze [18].
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Struktura dwéch typéw biatka wigzacego mannoze (MBP-A i MBP-C) ziana
jest czeSciowo. Biatka wigzace obydwu typoéw skiadajg sie z szeSciu identycziych
podjednostek o masie czasteczkowej 30 kDa. Domena N-koricowa skiada ;ie z
120-150 aminokwasow i spetnia funkcje domeny wigzacej ligand. Kolejna donena
podobna jest do kolagenu i zawiera 18 powtérzen tripletu Glc-Gal-Hyl, ktére Worza
potréjng spirale. W dwoch typach biatek wigzacych mannoze znajdujg sie akze
powtérzenia podobne do acetylocholinoesterazy, CIl dopeiniacza oraz dlr sur-
faktantu ptuc. MBP-A i MBP-C zawierajag homologiczng sekwencje, charakery-
styczngdla rodziny receptoréw glikoprotein w szczeg6lnosci dla podjednostek R-+L-1
i RHL-2/3 szczurzego receptora ASGP-R, makrofagowego receptora fukozy, kuizego
receptora N-acetyloglukozoaminy [63].

Jednym z ligandéw MBP jest lizosomalna (3-glukuronidaza. Biatka wkzace
mannoze wigzg takze a 2-makroglobuline, ocj-kwasng glikoproteing a zatem noga
uczestniczy¢ w regulacji usuwania biatek ostrej fazy z krwi [56].

Obydwa typy MBP moga by¢ zwigzane z prymitywnym typem odpowiedzi inmu-
nologicznej przeciwko glikokoniugatom z kofAcowag mannoza na powienchni
mikroorganizmow [36]. Uwaza sig, ze osoczowe MBP-A biorg udziat w klasy:znej
drodze aktywacji dopetniacza oraz w procesie usuwania komplekséw antygen-prze-
ciwciato [56]. Nie zostata jeszcze do konca wyjasniona funkcja biatka MIP-C.
Lokalizacja tych dwoch typéw biatka wiazagcego mannoze w osoczu, moze vska-
zywacé, ze biatko to reguluje synteze i ,,przetwarzanie” rdzeniowo specyficznych
lektyn.

INNE LIGANDY DLA RECEPTOROW GLIKOPROTEIN

Glikozoaminoglikan (hialuronian-HA)

Hialuronian (glikozoaminoglikan-HA) jest gtéwnym sktadnikiem substancj mie-
dzykomorkowej i moze regulowac proces adhezji komérek, tworzenie procesu rowo-
tworowego i angiogeneze. Przypuszcza sie, ze hialuronian bierze udzat w
morfogenezie, ale jego rola nie jest znana. Zwiekszony poziom HA w surowicy
krwi w przypadku marskosci watroby, reumatoidalnego zapalenia stawdw i w wielu
nowotworach wskazuje, ze ten glikozoaminoglikan moze regulowaé przebieg tych
choréb. Ostatnio wzrosto znaczenie zastosowania HA w leczeniu artretyzmu, cioréb
oczu i uszkodzen Sciegien [43,44].

Hepatocyty szczura i komorki endotelialne specyficznie wigzag HA, podczas
gdy same komorki endotelialne sg gtownym miejscem jego wychwytywania i
degradacji. W zawiesinie komorek endotelialnych receptor HA obecny jest wewnatrz
komorki, podczas gdy w hodowli tych komérek znajduje sie w pecherzykach en-
dosomalnych i na powierzchni komorki [11,90,98].
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Proces endocytozy kompleksu receptora HA i hialuronianu moze by¢ wyko-
rzystany zaré6wno w mechanizmie degradacji hialuronianu, jak tez do uzupetnienia
liczby receptoréw na powierzchni komaérek w drodze ich recyrkulacji. Kompleksy
receptora z hialuronianem majg zdolno$¢ przemieszczania sie w ptaszczyznie btony
i grupowania w dotkach optaszczonych (ang. coated pit). Z dotkéw tych powstaja
pecherzyki okryte, ktére przeksztatcajg sie w endosomy. Dzieki obecno$ci w btonie
endosomow pompy protonowej, w przestrzeni tej utrzymywane jest niskie pH, ktore
sprzyja oddysocjowaniu ligandéw od receptoréw HA. Hialuronian ulega degradacji
po potgczeniu z lizosomami pierwotnymi, natomiast jego receptor powraca na po-
wierzchnige komarki [26,90]. Catkowity turnover hialuronianu u ludzi wynosi okoto
4 g na dobe. Mniejsze fragmenty HA sa dostarczane z tkanek do ukiadu
limfatycznego, a nastepnie tg drogg do krwi. Dowodzi to, ze hialuronian i inne
fancuchy glikozoaminoglikanéw nie przechodzace przez wezly chlonne sg oczy-
szczane przez watrobowe komérki endotelialne.

Ostatnio uwaza sie, ze ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule-1) jest
receptorem utatwiajgcym wnikanie hialuronianu do komorek endotelialnych watroby
[54]. Ekspresja ICAM-1 wzrasta na komorkach endotelialnych w trakcie reakcji
zapalnych inowotworzenia. Znaczenie interakcji ICAM-1z hialuronianem nie zostato
do tej pory wyjasnione [25].

Fizjologiczna funkcja receptora hialuronianu nie zostata do koncajeszcze poznana.
Podobnie jak inne receptory z rodziny glikoprotein umozliwia on endocytoze znanym
jego endogennym ligandom. Zwiazek receptora HA z metabolizmem fibrynogenu
i trombiny sugeruje unikalng funkcje hialuronianu w procesie krzepniecia krwi
[94].

Koncowe produkty zaawansowanej glikacji (AGE)

W warunkach fizjologicznych grupa ketonowa #taricuchowej formy cukrow
redukujacych reaguje z wolng grupg aminowa biatek tworzac zwigzek typu zasady
Schiffa (aldoimina). Aldoiminy podlegaja powolnej przebudowie, tzw. przegrupo-
waniu Amadori, do formy ketoaminowej, zwanej produktem wczesnego stadium
reakcji Miliarda. Ketozyloaminy podlegajg dalszej przemianie pod wptywem r6znych
proceséw, ktdre trwajg od Kilku miesiecy do kilkunastu lat i prowadza do formowania
koncowych produktéw zaawansowanej glikacji (ang. AGE - advanced glycosylation
end products).

Monocyty i makrofagi tkankowe byty pierwszymi komdrkami, w ktérych wykryto
swoisty receptor dla biatek zmodyfikowanych w reakcji Miliarda [88]. Dwa rodzaje
receptorow dla AGE wyizolowano z btony komorek parenchymalnych szczura.
Jeden z nich ma mase 60 kDa, drugi - 90 kDa, okresla sie je odpowiednio jako
p60 i p90 [97].



606 J. ZUWALA-JAGIELLO, J. OSADA

Istniejg dowody, ze zwigzanie AGE z receptorem monocytu moze wywotywac
liczne efekty metaboliczne. Zaktywowane monocyty wydzielajg interleuking 1,
insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-I), czynnik martwicy nowotworéw a
(TNF-a) oraz plytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), ktéry jest silnym czyn-
nikiem proliferacyjnym miesni gtadkich naczynia i fibroblastow [39,89,99]. Na-
turalnie tworzone AGE-proteiny indukujg cytokiny i czynniki proliferacyjne, ktore
Scisle ze sobg wspdtpracuja. Przyjmuje sig, ze zwiekszona liczba AGE w komorkach
warstwy podsrodbtonkowej naczyn staje sie sygnatem chemotaktycznym dla mo-
nocytéw i makrofagéw tkankowych. Prowadzi to do naciekania przez makrofagi
podsrédbtonkowej btony wewnetrznej tetnic [15,77].

Ostatnio wyizolowano z komérek $rédbtonka naczyrn dwa polipeptydy zdolne
do wigzania zmodyfikowanych biatek. Jeden z nich ma mase 35 kDa i nazywany
jest laktoferynopodobnym biatkiem wigzacym AGE. Drugi (46 kDa) jest cztonkiem
immunoglobulinowej rodziny receptoréw [62,75,76].

W czasie inkubacji in vitro komorek $rédbtonka z AGE zmodyfikowanymi
albuminami zmniejsza sie aktywno$¢ zawartej w komérkach srodbtonka trombomo-
duliny. Zapobiega to aktywacji antykoagulacyjnego biatka C oraz zwigksza ekspresje
powierzchniowg czynnika tkankowego, ktdry przez przylaczenie czynnika Vila,
aktywuje czynniki krzepniecia IX i X w zewngtrzpochodnym torze krzepniecia
[19]. Zwigzanie AGE z receptorem na komdrce srédbtonka zwieksza takze zalezng
od endotelium aktywnos$¢ endoteliny 1, ktéra powoduje dtugo utrzymujacy sie wzrost
oporu naczyniowego w krazeniu nerkowym [61]. Moze by¢ to przyczyng ogniskowej
zakrzepicy i zwezenia naczynia krwionos$nego.

W wigzaniu biatek zmodyfikowanych przez AGE uczestniczy réwniez receptor
zmiatajacy (ang. scavenger receptor). Znajduje sie on na powierzchni komérek
Kupffera oraz sinusoidalnych komérek endotelialnych i jest receptorem dla
acetylowanych LDL, utlenionych LDL ir6znych polianionéw [32,57,78]. Prawdo-
podobnie wigzanie AGE-protein z receptorem scavenger moze wyzwala¢ lub blo-
kowac¢ odpowiedzi komorki, takie jak uwalnianie reaktywnych zwigzkow azotowych
czy mediatoréw procesu zapalnego [52,71].

PODSUMOWANIE

Endocytoza za posrednictwem receptordw glikoprotein prawdopodobnie lezy u
podstaw usuwaniapewnych zmienionych glikoprotein z przestrzeni pozakomérkowej
i transportu ich do wnetrza komérki, gdzie podlegaja biodegradacji. Petnig réwniez
role nosnikow podczas obrobki i terminalnej glikozylacji nowo syntetyzowanych
glikoprotein.
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Badania nad receptorami glikoprotein ich strukturg i funkcjg majg charakter
poznawczy i utylitarny, gdyz w przysziosci glikoproteiny ssakow (specyficzne dla
okreslonych typéw komorek) zostang prawdopodobnie wykorzystane jako $Srodek
w terapii do wprowadzania okre$lonych biatek, enzyméw czy toksycznych lekéw
bezposrednio do okreslonych komorek danego narzadu.
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INHIBITORY TOPOIZOMERAZY | - NOWA KLASA
LEKOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH*

TOPOISOMERASE | INHIBITORS -
A NEW CLASS OF ANTICANCER DRUGS

Ewa CIESIELSKA
Zaktad Chemii Ogélnej Akademii Medycznej w todzi

Streszczenie: ldentyfikacja topoizomerazy | jako komérkowego receptora kamptotecyny - alkaloidu o
silnym dziataniu przeciwnowotworowym - spowodowata wzrost zainteresowania inhibitorami tego
enzymu. Badania mechanizmu ich dziatania oraz zalezno$ci miedzy strukturg i aktywnoscia, doprowa-
dzity do syntezy szeregu pochodnych kamptotecyny o korzystniejszych witasciwosciach terapeutycz-
nych. Dwa z nich, topotecan i irinotecan (CPT-11), przeszty pomysinie proby kliniczne, a inne, {j.
9-aminokamptotecyna, 9-nitrokamptotecyna i 7-(4-metylopiperazynometyleno)10,11-etyleno-dioksy-
kamptotecyna przechodzg obecnie 1i Il faze tych prob. Wérdd inhibitoréw topoizomerazy | niespokrew-
nionych z kamptotecyng, poszukuje sie takze nowych lekéw przeciwnowotworowych.

Stowa kluczowe: topoizomeraza, kamptotecyny, leki przeciwnowotworowe.

Summary. Topoisomerase | identification as a cell target for camptothecin, a potent anticancer alkaloid,
stimulated an interest of this enzyme inhibitors. Research on their mechanism of action as well as on
their structure - activity relationships has led to the development of effective analogues with improved
therapeutic properties. Two of them, topotecan and irinotecan (CPT-11) were registered for clinical use,
others, 9-aminocamptothecin, 9-nitrocamptothecin and 7-(4-methylpiperazinomethylene)10,l 1-ethyle-
ne-dioxycamptothecin are undergoing phase | and Il evaluation. The search for new noncamptothecin
topoisomerase | inhibitors is also observed.

Key words: topoisomerase, camptothecins, anticancer drugs.

WSTEP
Topoizomerazy wystepujg we wszystkich organizmach zywych poczynajgc od

wiruséw, bakterii, roslin, na ssakach skonczywszy. Wzrost zainteresowania tymi
enzymami w ostatnich latach wynika z obserwacji, ze okazaty sie one by¢ receptorami
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wielu lekow przeciwnowotworowych. Topoizomerazy biorg udziat we wszystkich
zwigzanych z rozplataniem komplementarnych nici DNA procesach komaérkowych,
takich jak: replikacja, transkrypcja, rekombinacja i reperacja. Rozdzieleniu dwdch
nici DNA towarzyszy rozkrecenie czasteczki (jedno na kazde 10 par nukleotyddw).
Zmiana ta wywotuje w sasiednich fragmentach tancucha naprezenia spowodowane
powstawaniem nowych superhelikalnych skretéw. Dotyczy to zaréwno kolistego
genomu prokariontéw, jak i tworzacego struktury wyzszego rzedu DNA euka-
riontow. Rolg topoizomeraz jest usuwanie takich naprezen poprzez relaksacje DNA,
czyli nacinanie jednej lub obu jego nici, przeplatanie ich i ponowne faczenie. Wszelkie
zaburzenia tego procesu, szczegdlnie w momencie naruszenia ciggtosci DNA, moga
by¢ niebezpieczne dlakomdrki, wywotywac¢ mutacje (insercje idelecje) oraz aberracje
chromosomowe lub nawet powodowac jej Smier¢ [1,16]. Dlatego sposréd inhibitorow
topoizomeraz najbardziej cytotoksycznymi okazaty sie te, ktére uniemozliwiajg lub
utrudniajg przywrocenie ciggtosci DNA. Dla odréznienia od pozostatych inhibitorow
zwanych katalitycznymi nazwano je ,,blokerami” (ang. blockers) lub ,truciznami”

(poisons).
Ze wzgledu na sposéb przecinania DNA (jednej lub obu nici) topoizomerazy
zaklasyfikowano do dwoch grup: typu | (topo I) i Il (topo Il). Ludzka topo |

jest monomerycznym biatkiem o masie czasteczkowej 100 kD, kodowanym przez
jeden gen na diuzszym ramieniu chromosomu 20. w locus 20q12-13.2 [8, 32].
Wystepuje w jaderku w liczbie okoto 106 czgsteczek [28]. Obecnos¢ topo | stwier-
dzono réwniez w mitochondriach: oocytow Xenopus laevis, komérek ludzkiej leu-
kemii igrasicy cielecej [22,31]. Enzym ten katalizuje relaksacje dodatnich iujemnych
superhelikalnych skretéw w czasteczkach DNA. W odr6znieniu od topo Il, topo
I moze zrelaksowaé DNA bez udziatu dostarczajagcych energie nukleozydotrifo-
sforanow i dwuwarto$ciowych kationow, chociaz obecnos¢ jonéw Mg~+ utatwia
dysocjacje kompleksu enzym-DNA i w ten sposéb podwyzsza szybko$é reakcji
[48]. Jest fosfoproteing - jej aktywnos$¢ jest hamowana przez defosforylacje i ADP-
rybozylacje [22], ktére wydajg sie by¢ ze soba SciSle powigzane [56]. Ostatnie
odkrycia wskazujg na istnienie dodatkowych topoizomeraz typu | w komorkach
ludzkich. Na chromosomie 17p11.2-12 zidentyfikowano gen TOP3 kodujacy biatko
homologiczne z bakteryjng topo | - enzymem odmiennym pod wzgledem struktury
i sposobu dziatania od eukariotycznej topo I [23].

BUDOWA TOPOIZOMERAZY |

Ludzka topo | jest pojedynczym tarnicuchem polipeptydowym ztozonym z 765
aminokwaséw, z ktérych 40% stanowig aminokwasy zjonizowane [8]. Najnowsze
badania rentgenokrystalograficzne i rekonstytucyjne [50] wykazaty, ze tancuch ten



PRZECIWNOWOTWOROWE INHIBITORY TOPO | 615

zawiera cztery gtowne dome-
ny: N-koncowsa, korowa, fa-
cznikowa (linker) i
C-koncowa. Dwie z nich, ko-
rowa i C-koricowa sg to glo-
bularne regiony o wysokiej
konserwaty wnosci i majg klu-
czowe znaczenie dla katality-
cznej funkcji enzymu. Topo
I pozbawiona domeny N-kon-
cowej i facznikowej zachowu-
je nie zmieniong aktywnos¢
wiasciwa. W skiad czesci ko-
rowej wchodzg trzy subdome-
ny, ktére wraz z regionem
C-konncowym tworzg ,,klam-
re” otaczajaca heliks DNA  RyYSUNEK 1 Schemat budowy kompleksu ludzkiej topo | z

(rys. 1). Wewnatrz tej klamry ~ DNA: I, 1, 1l - subdomeny I, Il i Il enzymu korowego, C -
znajdua sie dodatnio nalado- {ETete CHCIne L (109 e sarieins ey e
wane aminokwasy (15 lizyn czono domeny N-koricowej i tacznikowej

i 8 arginin) oddziatujgce z re-

sztami fosforanowymi tancu-

cha fosfocukrowego. Dolng czes¢ klamry buduje subdomena Ill zawierajaca wszy-
stkie reszty aminokwasowe centrum aktywnego enzymu opréocz katalitycznej Tyr
723, ktora znajduje sie w domenie C-kohcowej. W sktad subdomeny Il wchodza
miedzy innymi dwa dtugie tafncuchy o strukturze a helisy, petnigce role zawiasow
otwierajgcych izamykajgcych topoizomerazowg klamre wok6t heliksu DNA. Miejsce
zamkniecia zwane ,,wargami” (lips) jest potagczeniem subdomeny I i Ill wigzaniem
typu soli pomiedzy resztg lizyny i kwasu glutaminowego (rys. 1).

MECHANIZM DZIALANIA TOPOIZOMERAZY |

W reakcji katalizowanej przez topo | mozna wyroznic cztery etapy: 1) przytgczenie
enzymu do DNA (rys. 2a), 2) przeciecie jednej nici zjednoczesnym kowalencyjnym
zwigzaniem sie enzymu z DNA (rys. 2b), 3) przejscie nieprzecietej nici przez utwo-
rzone w drugiej pekniecie, 4) ligacja przecietej nici.

Eukariotyczna topo | przytacza sie tylko do dwuniciowego DNA tworzac z nim
kompleks niekowalencyjny. Przytaczony enzym oddziatuje z heliksem na odcinku
10 par zasad [50]. W wiekszo$ci tych oddziatywan uczestniczg reszty fosforanowe
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RYSUNEK 2. Mechanizm powstawania dwuniciowych peknig¢ DNA indukowanych przez kamptote-
cyny: a) Topo | przytacza sie niekowalencyjnie do DNA (,,kompleks nierozcinalny”).b) Topo 1lprzecina
jedna ni¢ heliksu, wiazac sie kowalencyjnie z koricem 3’ przeciecia i niekowalencyjnie zjego koricem 5’
(»kompleks rozcinalny”). W warunkach fizjologicznych kompleks rozcinalny pozostaje w réwnowadze
z nierozcinalnym utworzonym przed lub po topoizomeryzacji. ¢) Stabilizacja rozcinalnego kompleksu
przez kamptotecyne, ktéra przytacza sie do niego odwracalnie w miejscu kontaktu enzymu z DNA.
Preferowang przez CPT zasadg na koricu 5’ jest guanina. CPT zaktdca rownowage pomiedzy kompleksem
nierozcinalnym i rozcinalnym podwyzszajac stezenie ostatniego, d i e) Kolizja pomiedzy widetkami
replikacyjnymi i kompleksem topo I-DNA-CPT: gdy posuwajgce sie widetki replikacyjne dochodzg do
stabilizowanego przez CPT kompleksu topo |1 z DNA, przecieta ni¢ zwigzana niekowalen-cyjnie z
enzymem ulega odtgczeniu, co prowadzi do utworzenia dwuniciowego pekniecia DNA



PRZECIWNOWOTWOROWE INHIBITORY TOPO | 617

taricucha fosfocukrowego DNA oraz aminokwasy | i Il subdomeny korowej czesci
enzymu [50]. Wiazanie to nie wykazuje specyficznosci w stosunku do sekwencji
DNA, zalezy natomiast od jego stanu topologicznego [39, 60]. Cho¢ superhelikalny
DNA jest znacznie lepszym substratem topo | niz zrelaksowany [6, 41], to jednak
enzym w uktadzie bezkomorkowym wigze sie z wiekszg wydajnosScig z tym ostatnim
[39]. W przypadku potaczenia sie topo | z DNA zrelaksowanym, topoizomeryzacja
nie zachodzi. Inicjuje jg obecno$¢ superhelikalnych skretow lub zagie¢ heliksu,
a jej szybkos¢ zalezy od stopnia skrecenia DNA [39]. W miare zmniejszania sie
liczby wzajemnych oplecen nici DNA, szybkos$¢ topoizomeryzacji maleje. Wy-
kazano, ze enzym rozpoznaje nawet tak matg rdznice w topologii substratow, jaka
jest jedno oplecenie przypadajagce na kilka tysiecy par zasad [39, 67]. Topo | rozrywa
wigzanie fosfodiestrowe w jednej nici DNA wiagzac sie z koncem 3’ przeciecia.
Tyrozyna w centrum katalitycznym enzymu wigze sie estrowo z resztg fosforanowg
(rys. 3). Na koncu 5’ przeciecia pozostaje wolna grupa hydroksylowa [8, 22, 32,
47]. Proces ten wymaga oddziatywania enzymu z obiema niémi DNA: przecinang
i komplementarng - nieprzecinang [9]. Enzym stuzy jako tgcznik obu koncéw prze-
cietej nici (rys. 2b). Kowalencyjne potgczenie topoizomerazy z przecietym DNA
nosi nazwe ,kompleksu rozcinalnego” (cleavable complex), poniewaz pekniecia
DNA ujawniajg sie dopiero po denaturacji biatka pod wptywem detergentéw, gdy
dochodzi do rozpadu kompleksu enzymu z DNA [32].

Kompleks rozcinalny pozostaje w réwnowadze z ,,kompleksem nierozcinalnym”,
czyli z enzymem potgczonym niekowalencyjnie z DNA przed lub po topoizome-
ryzacji [32]. Struktura przestrzenna kowalencyjnego iniekowalencyjnego kompleksu
jest prawie identyczna. R6znica dotyczy gtdwnie katalitycznej tyrozyny oraz grupy
fosforanowej miejsca przeciecia, ktére w kompleksie rozcinalnym sa lekko prze-
suniete [50].

Przecinanie tafcucha DNA przez topo | charakteryzuje sie selektywnosciag se-
kwencyjng i wykazuje silng preferencje do tymidyny, z ktdérg enzym wigze sie
kowalencyjnie [8, 47]. Tymina w mniejszym rowku DNA rozpoznawana jest przez
centrum aktywne enzymu poprzez lizyne subdomeny Ill. Grupa aminowa £ tego
aminokwasu tworzy wigzanie wodorowe z 0-2 grupy karbonylowej tyminy [50].
Przeciecie moze powsta¢ réwniez wéwczas, gdy tymina zastgpiona jest cytozyng
lub nawet w przypadku braku zasady azotowej w tym miejscu [67]. Nie stwierdzono
natomiast tworzenia kompleksu rozcinalnego topo | z DNA poprzez nukleotyd
purynowy [67]. Istotny wplyw na aktywno$¢ tngca enzymu moze mie¢ réwniez
metylacja cytozyn sgsiadujagcych z miejscem przeciecia. Metylacja Cyt-4 stymuluje
ja, a Cyt-3 hamuje [67]. Koniec przecietej nici niekowalencyjnie zwigzany z en-
zymem obraca sie wokét nici komplementarnej zmieniajagc liczbe oplecen o 1
Topo | moze sie takze przytagczaé do podwaojnego heliksu w miejscu jednoniciowego
pekniecia DNA i przecina¢ ni¢ komplementarng, co prowadzi do nieuprawnionej
rekombinacji DNA [9, 49].
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RYSUNEK 3. Transestryfikacja katalizowana przez topo I. Grupa hydroksylowa tyrozyny w centrum

aktywnym topo | atakuje wigzanie fosfodiestrowe DNA, w wyniku czego enzym przez reszte tyrozynowa

wigze sie z koncem 3’ fosforanowym uwalniajac koniec 5°. Preferowang zasada na koricu 3’ przeciecia
jest tymina

Ostatnim etapem relaksacyjnego cyklu topo | jest zszycie przecietej nici. Jest
to nastepna reakcja transestryfikacji, w ktorej grupa hydroksylowa z korica 5° prze-
ciecia dziata jako nukleofil atakujgc wigzanie fosfotyrozynowe i ponownie tgczac
przerwang ni¢ [22]. Szybko$¢ tego etapu zalezy od sekwencji DNA w miejscu
przeciecia [47].

Inhibitory topo | dziatajg albo przez stabilizacje kompleksu rozcinalnego, albo
przez hamowanie wigzania sie enzymu z DNA. Najwiekszg aktywno$¢ przeciwno-
wotworowg wykazujg inhibitory stabilizujgce kompleks rozcinalny topo | z DNA.
Zwigzki te mogg wigzac sie zjednym lub obydwoma skfadnikami tego kompleksu,
uniemozliwiajac ligacje przecietej nici. Obok kamptotecyny ijej pochodnych, ktére
nie wigzg sie z samym DNA lub oddziatujg z nim bardzo stabo, nalezg tu zwigzki
silnie sie z nim wigzace badz przez interkalacje (aktynomycyna D, morfolinodo-
ksorubicyna, saintopina), badz kowalencyjnie (1-nitroakrydyny). Stabilizacja roz-
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cinalnych komplekséw przez te zwigzki moze powodowac trudne do reperacji lub
nieodwracalne uszkodzenia DNA.

INHIBITORY KAMPTOTECYNOWE

Przeciwnowotworowe wiasciwosci kamptotecyny (CPT) - alkaloidu wyizolowa-
nego z drzewa Camptotheca acuminata, znane sg od ponad 30 lat [65]. Pomimo
zachecajacych rezultatdw préb przedklinicznych oraz | fazy badan klinicznych,
proby fazy Il przeprowadzone z CPT oraz ze znacznie lepiej rozpuszczalng jej
solg sodowg wykazaty wysoka toksycznos¢ leku i spowodowaly jego wycofanie
z lecznictwa [5]. Dopiero w pdznych latach osiemdziesigtych, kiedy Hsiang i Liu
[27] wykazali, ze komorkowym receptorem CPT jest topo |, wzrosto zainteresowanie
tym zwiagzkiem i dokonano syntezy wielu jego analogéw [66]. Kamptotecynowe
inhibitory topo | stanowig obecnie nowg, obiecujgcg klase lekow przeciwnowotwo-
rowych. Dwa z nich: topotecan oraz irinotecan zostaty zarejestrowane do uzytku
klinicznego, a trzy inne przechodza badania | i Il fazy [12, 18]. Ponawiane sg
réwniez préby kliniczne ze zwigzkiem macierzystym, podawanym obecnie doustnie,
ktéry zostat dopuszczony do Il ich fazy [12, 38]. Eukariotyczna topo | jest, jak
dotad, jedynym znanym komorkowym receptorem CPT oraz jej pochodnych. Ko-
marki drozdzy z delecjg genu topo | pozostajg oporne na te klase zwigzkow [32].

MECHANIZM HAMOWANIA TOPOIZOMERAZY |
PRZEZ KAMPTOTECYNE

CPT nie wigze sie ani z oczyszczong topo I, ani z samym DNA [24]. Oddziatuje
natomiast z kazdym z nich, gdy sg ze soba potgczone kowalencyjnie na etapie
kompleksu rozcinalnego [22, 24]. CPT stabilizuje ten kompleks przez zablokowanie
ligacji przecietej nici [10]. Nalezy zaznaczy¢, ze stabilizacja ta nie polega na nie-
odwracalnym zablokowaniu kompleksu, lecz jedynie na zaburzeniu réwnowagi tego
etapu reakcji [24, 32] (rys. 2c). Po usunieciu CPT z hodowli komdérkowej natychmiast
maleje czestos$¢ jednoniciowych peknieé indukowanych przez topo I. Takze w ukita-
dzie bezkomorkowym ilos¢ kompleksu rozcinalnego stabilizowanego przez CPT
ulega obnizeniu, gdy zastosuje sie warunki utatwiajace dysocjacje leku z kompleksu
(podwyzszenie sity jonowej, dodanie nadmiaru DNA, rozcienczenie mieszaniny
reakcyjnej lub krotkie jej ogrzanie w temperaturze 65°C) [11, 24, 27, 32]. Nie
wszystkie kompleksy topo | z nacietym DNA sg jednakowo wrazliwe na CPT.
Zwigzek ten wykazuje silng preferencje do tych sposrdd nich, w ktérych w miejscu
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RYSUNEK 4. Przeksztatcenie laktonowej formy kamptotecyny w hydroksykarboksylan: otwarcie
pierscienia E kamptotecyny w pH 7 jest reakcjg odwracalng i prowadzi do utworzenia rozpuszczalnej w
wodzie, lecz nieaktywnej biologicznie soli sodowej kamptotecyny

przeciecia na koncu 5’ zwigzanym przez enzym niekowalencyjnie znajduje sie gu-
anozyna [22, 30, 47]. Poniewaz 90% komplekséw rozcinalnych na zwigzanym ko-
walencyjnie koncu 3’ zawiera tymidyne, w konsekwencji CPT ,rozpoznaje”
indukowane przez topo | przeciecia sekwencji TpG (rys. 2¢). Lek oddziatuje réwniez
z biatkiem enzymatycznym w kompleksie rozcinalnym. W oddziatywaniu tym ucze-
stniczg niewielkie fragmenty subdomeny 1 i Il oraz domeny C-koncowej. O ich
udziale w wigzaniu CPT $wiadczy fakt, ze mutacje w tych fragmentach wywotujg
oporno$¢ na CPT [17, 50].

Oddziatywanie leku z miejscem wigzacym kompleksu rozcinalnego charakte-
ryzuje sie stereospecyficzno$cig. CPT jest czgsteczkg asymetryczng: atom C20 pier-
$cienia laktonowego (E) ma konfiguracje S (rys. 4). Syntetyczny enancjomer leku
(20-R CPT) okazat sie nieaktywny zaréwno jako inhibitor topo I, jak i zwigzek
przeciwnowotworowy [43,47]. Modyfikacje pierscienia A rowniez modulujg aktyw-
no$¢ CPT. Podstawienie duzymi podstawnikami w pozycjach 11 lub 12 jg znosi,
aw pozycjach 7,9 lub 10 podwyzsza [43,47]. Pochodna CPT z grupa chloromety lowg
w pozycji 7 alkiluje N-3 guaniny obecnej w miejscu przeciecia [45].

Na podstawie tych obserwacji oraz badan struktury topo | potgczonej z 22-
nukleotydowym fragmentem DNA, Redinbo i wsp. [50] zaproponowali model kom-
pleksu rozcinalnego stabilizowanego przez CPT. Wedtug tego modelu pierscien
A kamptotecyny wsuniety jest miedzy guanozyne z korica 5’ przeciecia oraz reszte
asparaginy sasiadujacej z katalityczng tyrozyna. Komplementarna do tej guanozyny
cytydyna+1l tworzy wigzanie wodorowe z tlenem grupy karbonylowej pierScienia
D leku (rys. 5). Pierscien laktonowy CPT zwigzany jest trzema mostkami wo-
dorowymi z argining subdomeny | i kwasem asparaginowym subdomeny Il (rys.
5). Utworzenie tych wigzan jest niemozliwe w przypadku enancjomeru 20-R CPT.
W proponowanym modelu wolna grupa hydroksylowa na korficu 5’ przeciecia od-
dalona jest od reszty fosforanowej konica 3’ o0 4,5 A, co uniemozliwia religacje
przecietej nici.
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RYSUNEK 5. Struktura kamptotecyny ijej pochodnych oraz model wigzania tych zwigzkéw przez
kompleks rozcinalny topo | z DNA

MECHANIZM CYTOTOKSYCZNOSCI KAMPTOTECYNY

Cytotoksyczno$¢ inhibitoréw topo | nie jest zwigzana z hamowaniem relaksacji
DNA, lecz z zablokowaniem enzymu na etapie kompleksu rozcinalnego. Sama
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jednak stabilizacja tego kompleksu nie wystarcza do $mierci komorki. Koniecznym
warunkiem letalnego efektu CPT jest rownoczesna synteza DNA [26]. Najwyzszg
wrazliwo$¢ na CPT wykazujg komorki proliferujace, znajdujace sie w fazie S cyklu
komdrkowego [32, 53, 62, 66]. Inhibitory syntezy DNA jak afidykolina czy hy-
droksymocznik niemal catkowicie ,,znoszg” cytotoksyczno$é CPT pomimo niezmie-
nionej ilosci jednoniciowych peknie¢ DNA indukowanych przez lek [5, 26, 47].
Na podstawie tych obserwacji Hsiang i Liu [26] zaproponowali, ze letalnym usz-
kodzeniem w komorce sg dwuniciowe pekniecia DNA powstate w wyniku kolizji
widetek replikacyjnych z kompleksem rozcinalnym stabilizowanym przez CPT.
W skutek nieodwracalnego zablokowania widetek, przecietani¢, zwigzana zenzymem
niekowalencyjnie, po replikacji ulega odfaczeniu (rys. 2D). W konsekwencji, in-
dukowane przez topo | jednoniciowe pekniecia DNA przeksztatcane sg w dwu-
niciowe [8, 26, 47, 53, 57]. Delecje genu odpowiedzialnego za reperacje
dwuniciowych peknie¢ DNA, jakie maja miejsce w komérkach drozdzy RAD52
lub ssakéw: ataxia telangiectasia oraz syndromu Cockayne’a powodujg znaczny
wzrost wrazliwosci na CPT [8, 29, 46]. Naprawa tych uszkodzen jest zwykle dosé
powolna i towarzyszy jej przedtuzenie fazy S lub blok w fazie G2 cyklu, co
spowodowane jest zahamowaniem aktywacji kompleksu p34cdc2/cyklina B po-
trzebnego do przejscia z fazy G2 do mitozy [20, 22, 53]. Komérki, ktdre pomimo
uszkodzen dos$¢ szybko przechodzg faze S oraz nie zostaja zatrzymane w punkcie
kontrolnym G2, wykazujg podwyzszong wrazliwo$¢ na CPT [20, 53]. Nienaprawione
dwuniciowe pekniecia DNA moga by¢ sygnatem do uruchomienia mechanizmu
$mierci programowanej - apoptozy. Komérki HL60, znane z nadwrazliwosci na
rézne czynniki z inhibitorami topoizomeraz wiacznie, charakteryzuje duza tatwosc
wchodzenia w apoptoze [3, 46]. Apoptoza indukowana w tych komorkach przez
CPT jest Scisle zwiagzana z uszkodzeniami powstatymi w czasie replikacji, poniewaz
afidykolina skutecznie je chroni przed apoptotyczng fragmentacjg DNA [3]. Ochron-
nego efektu afidykoliny nie obserwuje sie w przypadku indukcji apoptozy w ko-
mérkach HL60 przez klasyczny inhibitor topo Il, jakim jest tenipozyd [3]. Podczas
naprawy peknie¢ DNA, topo | moze indukowa¢ rekombinacje odpowiedzialne za
liczne mutacje. CPT jest rzeczywiscie aktywnym induktorem wymiany chromatyd
siostrzanych iaberracji chromosomowych [1], jak rowniez silnym inhibitorem trans-
krypcji. Zahamowanie tego ostatniego procesu wynika z zablokowania polimerazy
RNA na etapie elongacji przez zawade, jakg stanowi dla niej kompleks: topo I-
CPT-matrycowy DNA [22, 33, 34, 43]. Zablokowanie elongacji RNA prowadzi
do utworzenia jednoniciowych peknie¢ DNA i ma miejsce wéwczas, gdy kompleks
rozcinalny zlokalizowany jest na nici transkrybowanej [70]. Podczas gdy zaha-
mowanie transkrypcji DNA przez CPT jest odwracalne, inhibicja syntezy DNA
wysokimi stezeniami leku jest procesem nieodwracalnym [32]. Potwierdza to stu-
szno$¢ modelu kolizji widetek replikacyjnych z kompleksem rozcinalnym stabili-
zowanym przez CPT (rys. 2d i e). Model ten nie wyjasnia jednak wszystkich
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komaérkowych efektébw CPT. Lek ten podwyzsza ilosS¢ mRNA protoonkogenéw
c-fos i c-jun. Indukcja ta jest niezalezna od syntezy DNA [8]. CPT wywotuje
réwniez réznicowanie sie¢ komorek [8]. W przypadku niektérych linii komdrkowych
nie zaobserwowano korelacji pomiedzy cytotoksycznoscig leku a iloscig komdrek
w fazie S [19, 53]. Zaburzenie replikacji DNA nie jest wiec jedynym sposobem
dziatania CPT. Catkowite wyjasnienie mechanizmu cytotoksycznosci leku wymaga
dalszych badan. Nie jest rowniez w petni zrozumiata selektywna cytotoksycznosé
CPT w stosunku do komérek nowotworowych, jako ze topo | o identycznej sekwencji
aminokwasowej wystepuje zaréwno w komorkach prawidtowych, jak i zmienionych
nowotworowo [43, 67]. Wrazliwos¢ na CPT moze zaleze¢ od poziomu enzymu
w réznych liniach nowotworowych. Podwyzszony poziom topo | stwierdzono w
raku okreznicy, przetyku, prostaty ijajnika, nie obserwuje sie natomiast tego pod-
wyzszenia w raku nerek [22, 43, 66]. Jednak te roznice nie sg wystarczajgcym
wyjasnieniem preferencyjnej cytotoksycznosci CPT wobec komérek nowotworo-
wych [19]. Krytyczne wydajg sie réznice w zdolnosci do naprawy dwuniciowych
peknie¢ DNA [8, 21, 43, 46, 53], w kontroli cyklu komérkowego [13, 20, 46,
53] oraz w sktonnosci komérek do uruchomienia apoptozy [13, 61].

Bioragc pod uwage, ze komorki nowotworowe pozbawione sg wielu szlakéw
metabolicznych, mozna pokusi¢ sie o spekulacje, ze uposledzenie w nich mecha-
nizméw naprawy uszkodzen DNA, wszelkie zaburzenia dziatania cyklin, kinaz i
fosfataz regulujgcych cykl komdrkowy oraz niezdolno$¢ unikniecia apoptozy moga
decydowac¢ o ich nadwrazliwosci na CPT.

POCHODNE KAMPTOTECYNY STOSOWANE
W LECZNICTWIE

Poniewaz CPT w formie laktonu ma niskg rozpuszczalno$¢, do badan klinicznych
stosowano jej forme z otwartym pierScieniem - w postaci soli sodowej (rys. 4).
Zrezygnowano z tych prob z powodu znacznej toksycznosci leku [5]. Obecnie
wiadomo, ze forma z otwartym pierscieniem E jest nieaktywna wobec topo I. Re-
sztkowg aktywnos$¢ soli sodowej kamptotecyny zwigzek ten zawdziecza zaleznej
od pH konwersji w forme laktonowa [47] (rys. 4). Poszukiwania nowych pochodnych
CPT zmierzaty w kierunku uzyskania zwigzkéw lepiej rozpuszczalnych w wodzie
i oczywiscie mniej toksycznych. Sposrdd przebadanych kilkudziesieciu analogow
CPT udato sie znalez¢ kilka o korzystniejszych wiasciwos$ciach terapeutycznych.
Dwa z nich, topotecan i irinotecan (CPT-11) weszty do rejestru lekéw i sg stosowane
w leczeniu raka jajnika i okreznicy, a trzy inne, tj. 9-aminokamptotecyna (9-ami-
no-CPT), 9-nitrokamptotecyna i 7-(4-metylopiperazynometyleno)-10,11 -etylenodio-
ksy-CPT (Gl 147211C) poddawane sg probom klinicznym 1 i Il fazy [4, 5, 12,
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14, 18, 38]. Zwigzki te otrzymano przez modyfikacje pierscieni A i/lub B kamp-
totecyny prowadzacg do podwyzszenia ich hydrofilowosci oraz aktywnosci wobec
topo | (rys. 5). Irinotecan uzyskuje te aktywno$é dopiero w wyniku katalizowanej
przez esteraze metabolicznej przemiany w 10-hydroksy pochodng: SN-38 [43, 51]
(rys. 5). Zwiazki te sa laktonami w konfiguracji S. W pH 7 i wyzszym, tak jak
w przypadku CPT, pierScien E ulega otwarciu w wyniku przemiany w hydro-
ksykarboksylan (rys. 4). Pochodne te nie r6znig sie mechanizmem dziatania od
CPT. Wszystkie one stabilizujg kompleks rozcinalny topo | z DNA [4, 43, 58].
Najsilniejszym stabilizatorem okazat sie SN-38, a najstabszym topotecan [58, 59].
Zaobserwowano rowniez niewielkie roznice w selektywnos$ci sekwencyjnej kamp-
totecyn w stosunku do DNA [43]. Cenng cechg tych lekdw jest ich znacznie nizsza
toksyczno$¢ w poréwnaniu ze zwigzkiem macierzystym. Zaden z nich nie wywotuje
krwotocznego zapalenia pecherza, objawu tak dokuczliwego w przypadku dozylnego
stosowania CPT [5, 12, 18, 36, 52, 54]. Toksyczno$¢ topotecanu, irinotecanu i
amino-CPT jest odwracalna i ograniczona do szybko proliferujgcych tkanek: szpiku
kostnego i nabtonka przewodu pokarmowego [5, 36, 54, 69]. Stosowanie lekéw
wspomagajacych w duzej mierze chroni przed szkodliwym dziataniem ubocznym
pochodnych CPT i pozwala na podwyzszenie ich dawki [5, 69].
Przeciwnowotworowe inhibitory topo | charakteryzuja sie bardzo szerokim spe-
ktrum dziatania. Wykazujg aktywno$¢ zarowno wobec nowotworow szybko pro-
liferujacych (np. biataczek), jak i wolno rosngcych guzow litych [5, 12, 18, 36,
52, 69]. Nie ustajg poszukiwania nowych aktywnych analogédw CPT. W ostatnich
latach koncentrujg sie one na kilku grupach zwiazkoéw. Sg to: 7-(aminoacylohydra-
zono)formylokamptotecyny, pochodne Gl 147211C, 7-karboksylokamptotecyny,
cykloheksakamptotecyny [15, 66] oraz alkilujgce pochodne CPT [45, 63].

OPORNOSC NA KAMPTOTECYNY

Oporno$é na kamptotecyny moze wynika¢ z ograniczenia ich akumulacji w ko-
maérce, z mutacji genu topo | prowadzacej do zmian w strukturze i funkcji enzymu
oraz obnizenia jego aktywnosci. Leki te nie indukujg opornosci wielolekowej zwia-
zanej ze wzmozong ekspresjg genu MDR1, wrecz przeciwnie, diugotrwate ich sto-
sowanie wydaje sie podwyzsza¢ skuteczno$¢ terapii [18]. Komorki z nabytg
opornoscig wielolekowg pozostajg wrazliwe na te zwigzki, poniewaz CPT, ami-
no-CPT i Gl 1147211C nie sg substratami glikoproteiny P-170, a topotecan oraz
irinotecan sg stosunkowo stabo przez nig rozpoznawane [12, 37, 46, 54]. Obnizenie
wrazliwos$ci na irinotecan moze wynikaé¢ z upo$ledzenia jego aktywacji do SN-38
[43, 46]. Mutacje genu TOP | dotyczace dziesiecioaminokwasowego fragmentu
subdomeny |, dwuaminokwasowego fragmentu subdomeny Il oraz szescioamino-



PRZECIWNOWOTWOROWE INHIBITORY TOPO | 625

kwasowego fragmentu domeny C-koricowej wywotujg opornos¢ na kamptotecyny
[2, 17, 35, 50, 68]. Zaburzenia fosforylacji i ADP-rybozylacji enzymu moga réwniez
w istotny sposob modyfikowa¢ jego wrazliwo$¢ na inhibitory [22, 46, 56, 57].
Innym mechanizmem odpowiedzialnym za oporno$é na kamptotecyny moze byé
obnizenie stezenia topo | w komdrkach w wyniku rearanzacji, delecji lub hipermety-
lacji jednego z jej alleli [1, 22, 43]. Obnizenie ilosci topo | przy jednoczesnym
podwyzszeniu poziomu topo Il zaobserwowano w niewrazliwych na CPT komérkach
biataczki P388 [22].

INNE INHIBITORY

Odkrycie, ze topoizomeraza | jest receptorem zwigzkdw przeciwnowotworowych,
spowodowato wzmozenie poszukiwania dalszych jej inhibitorow. Okazato sie, ze
wiele znanych wczesniej lekobw moze hamowac topo |. Wiekszo$¢ z nich dziata
jednak na nig niespecyficznie. Niektore blokuja réwniez topo Il. Inhibicja topo
| polega badZ na stabilizacji kompleksu rozcinalnego, badZ na ochronie DNA przed
dostepem enzymu, przy czym w pierwszym wypadku rosnie, w drugim maleje
ilo$¢ jednoniciowych peknie¢ DNA. Bez wzgledu jednak na ten efekt, niemal wszy-
stkie poznane dotychczas inhibitory, w odr6znieniu od kamptotecyn, moga od-
dziatywaé z samym DNA. Oddziatywania te majg rézny charakter: interkalacja,
wigzanie w mniejszym rowku, wigzanie kowalencyjne. Interkalatory moga hamowac
relaksacje DNA przez zmiane jego konformacji. Zwiazki te interkalujagc powoduja
rozkrecenie heliksu i zmniejszenie liczby superhelikalnych zwojéw, co prowadzi
do obnizenia powinowactwa enzymu do DNA. Dziatajg tak np.: 9-aminoakrydyny,
bromek etydyny i silny inhibitor topo Il - amsakryna [44]. Niektore interkalatory
(aktynomycyna D, morfolinodoksorubicyna, saintopina, intoplicyna, indolokarbazole
i protoberberyny) stabilizujg kompleks rozcinalny enzymu z DNA [42, 66]. Wiele
z nich indukuje pekniecia DNA katalizowane zaréwno przez topo |, jak i topo
Il. Inna grupa inhibitoréw topo I, to zwigzki wigzace si¢ w mniejszym rowku
DNA. Nalezg do nich Hoechst 33258 i 33342, ktore wykazujg powinowactwo do
miejsc bogatych w AT, powodujac rozszerzenie rowka. Barwniki te stabilizujg
odwracalnie kompleks rozcinalny topo | z DNA [66] z niezwykta specyficznoscig
sekwencyjng: 5’-T*CATTTTT-3’ (gwiazdkapokazuje miejsce naciecia) [8]. Z mniej-
szym rowkiem DNA oddziatujg rowniez takie inhibitory topo I, jak: nogalamycyna,
mitramycyna,chromomycyna A3 (resztami cukrowymi) iaktynomycyna (faficuchami
peptydowymi) oraz protoberberyny, bulgareina i indolochinolinodion (azalQD) [8,
42, 47, 66]. Niektére stabilizatory kompleksu rozcinalnego wykazujg ,,mieszany”
mechanizm oddziatywania z DNA. Naleza do nich aktynomycyna D, morfolinodo-
ksorubicyny i protoberberyny. Zwigzki te jednym fragmentem czasteczki interkalujg
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do DNA, a innym wigzg sie w mniejszym jego rowku. Sposrdéd nich jedynie pro-
toberberyny hamuja specyficznie topoizomeraze | [42].

Niejasny jest wptyw sity wigzania leku z DNA najego aktywnos$¢ inhibitorowa.
Aniw przypadku interkalatorow, ani zwigzkow oddziatujgcych z mniejszym rowkiem
nie obserwuje sie korelacji pomiedzy sitg ich wigzania z DNA i zdolnoscig do
stymulacji jednoniciowych jego peknie¢ katalizowanych przez topo | [8, 42]. Na-
tomiast wsrod kamptotecyn, ktore tgczg sie z DNA tylko wowczas, gdy jest on
zwiazany z enzymem, stwierdzono wyrazna zalezno$¢ ich aktywnosci indukujacej
kompleks rozcinalny od stabilnoSci tego kompleksu [59]. Miarg tej stabilnosci byto
zmniejszenie szybkoS$ci ligacji przecietych nici DNA w wyniku oddysocjowania
leku z kompleksu rozcinalnego pod wptywem soli.

Nasuwa sie pytanie, czy zwigzki wigzace sie z DNA nieodwracalnie, moga
hamowac¢ katalizowang przez topo | jego relaksacje. Alkilujagce pochodne CPT oka-
zaty sie by¢ zaréwno aktywnymi inhibitorami topo I, jak i silnymi ,stabilizatorami”
kompleksu rozcinalnego, cho¢ alkilacja zachodzita wytgcznie w obecnosci enzymu.
Zwiazki te wykazujg podwyzszong cytotoksycznos¢ w poréwnaniu z niealkilujgcymi
pochodnymi CPT [45, 63]. Badania przeprowadzone w naszej pracowni wykazaty,
ze nitrakryna (I-nitro-9-(3,3-N,N-dimetyloaminopropyloamino)-akrydyna), zwig-
zek, ktory wysoka aktywnos$¢ cytotoksyczna uzyskuje w wyniku reduktywnej akty-
wacji prowadzacej do utworzenia kowalencyjnego adduktu z DNA, hamuje
katalizowang przez topo | relaksacje DNA przez stabilizacje kompleksu rozcinalnego
[7]. Poniewaz efekt ten obserwowany jest wytacznie w obecnosci zwigzkéw sulf-
hydrylowych, sadzi¢ nalezy, ze warunkiem koniecznym tego hamowania jest utwo-
rzenie kowalencyjnego wigzania nitrakryny, a raczej jej aktywnego metabolitu z
DNA.

UWAGI KONCOWE

Inhibitory topoizomeraz stanowig nowa, obiecujaca grupe lekéw przeciwno-
wotworowych réznigcych sie mechanizmem dziatania od dotad stosowanych. Dzia-
tanie to sprowadza sie do przeksztatcenia potrzebnego do proliferacji komaérki enzymu
w narzedzie jej zniszczenia. W ostatnim czasie obserwuje sie gwattowny wzrost
zainteresowania inhibitorami topo |. Wynika to by¢ moze z pewnej przewagi, jaka
majg one nad stosowanymi w Klinikach inhibitorami topo Il (antracykliny, epipo-
dofylotoksyny, amsakryna). Terapia przy udziale tych ostatnich stwarza bowiem
szereg problemow:

1 Topo Iljest enzymem zaleznym od cyklu komoérkowego i najwyzszg aktywnos$é
osigga w logarytmicznej fazie wzrostu [32, 67], dlatego jej inhibitory aktywne
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sg wobec szybko proliferujgcych komorek, natomiast wolno rosngce guzy lite po-
zostajg na nie niewrazliwe [54].

2. W komorkach nowotworowych obserwuje sie obnizenie poziomu topo Il lub
rozwo6j mutacji powodujacych zaburzenia struktury jej miejsc wigzacych, co prowadzi
do zmniejszenia ich wrazliwos$ci na inhibitory tego enzymu [16, 36, 54].

3. Poniewaz inhibitory topo Il sg substratami glikoproteiny P, stosowanie ich
wywotuje oporno$¢ wielolekowg [8, 46, 54].

4. Mechanizm cytotoksycznosci inhibitorow topo Il nie jest jednolity. Przeciwno-
wotworowe dziatanie niektérych z nich, np. doksorubicyny i etopozydu, polega
nie tylko na stabilizacji rozcinalnego kompleksu topo Il z DNA, ale i na tworzeniu
wolnych rodnikéw powodujacych uszkodzenia DNA oraz biatka enzymatycznego
[36, 54]. Etopozyd i antrachinony moga ponadto tworzy¢ kowalencyjne addukty
z DNA, a takze indukowaé w nim miedzyniciowe wigzania sieciujgce [55].

5. Wysoka toksyczno$é lekdw hamujacych topo Il, szczeg6lnie kardiotoksycznosé
antracyklin, ogranicza ich kliniczne zastosowanie [1, 36].

W przeciwienstwie do inhibitoréw topo Il, leki, ktorych kom6rkowym receptorem
jesttopo I, oferujg wiele klinicznych korzysci w terapii nowotwordw, z nastepujacych
wzgledow:

1 Aktywno$¢ topo | nie zmienia sie w czasie wzrostu komorki, prawdopodobnie
dlatego jej inhibitory dziatajg na wolno rosnace guzy lite [52, 54]. W wielu tkankach
nowotworowych enzym ten wystepuje w znacznie wiekszej ilosci niz w komérkach
prawidtowych, czego nie obserwuje sie w przypadku topo Il [5, 22, 43, 66]. Pomimo
jedrak, ze ani stezenie tego enzymu, ani jego aktywno$é nie zmieniajg sie w czasie
trwania cyklu, inhibitory topo | wykazujg wysoka specyficzno$¢ fazowg. Komorki
w fazie S sg 1000 razy bardziej wrazliwe na CPT niz komérki w fazie G1 i G2
[18, 32, 53, 66]. Z punktu widzenia selektywnosci dziatania jest to zdecydowanie
korzystna cecha leku.

2. Rozwazajac przydatno$é kamptotecyn w chemioterapii nalezy podkresli¢, ze
pozostajg one aktywne nawet wobec zaawansowanych nowotworéw, wykazujgcych
opornos¢ wielolekowg. Nowotwory niewrazliwe na doksorubicyne, 5-fluorouracyl,
cyk.ofosfamid i etopozyd odpowiadajg pozytywnie na kamptotecyny, poniewaz nie
sg cne dobrymi substratami glikoproteiny P [25, 40, 52]. Nawet jesli nadekspresja
genu kodujacego jest silna, to biatko wywoluje w komoérkach nowotworowych
3-5-krotny wzrost opornosci na topotecan, pozostajg one przeszto 100 razy bardziej
wrazliwe na te pochodng CPT niz na inhibitory topo Il [25, 54].

3. Leki hamujace topo | nie dziatajg przez wolne rodniki i dlatego wykazuja
cytctoksycznosé takze wobec nowotwordw, takich jak rak jelita grubego, prostaty
czy watroby, ktére odznaczajg sie wysokg zawarto$cig enzymow zwigzanych z
metubolizmem glutationu (peroksydazy i S-transferazy glutationu) [54].

Foniewaz nie stwierdzono dotad jednoczesnej opornosci na inhibitory topo |
i topo Il, lecz przeciwnie obnizeniu wrazliwosci na jedng z tych grup towarzyszy
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jej wzrost na druga, podejmowane sg proby terapii skojarzonej, prowadzonej z
uzyciem lekéw nalezacych do obu tych grup [64, 67].

Uzyskanie pochodnych kamptotecyny o korzystniejszych wiasciwosciach tera-
peutycznych oraz powroét tej grupy zwigzkéw do klinik doskonale ilustrujg znaczenie
badan nad molekularnym mechanizmem dziatania lekdw, nawet takich, ktére nie
sprawdzity sie w warunkach klinicznych. Odkrycie, ze CPT jest selektywnym in-
hibitorem topo |, nastgpito prawie 20 lat po jej wycofaniu z lecznictwa i stato
sie podstawa do rozwoju nowej klasy lekéw.
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ULATWIONA DYFUZJA GLUKOZY W KOMORKACH
SSACZYCH. I. BUDOWA, MECHANIZM DZIALANIA
I LOKALIZACJA Glut*

FACILITATIVE GLUCOSE DIFFUSION IN MAMMALIAN CELLS.
I. STRUCTURE, MECHANISM OF TRANSPORT
AND DISTRIBUTION OF Gluts

Leszek SZABLEWSKI

Zaktad Biologii Ogolnej i Parazytologii, Instytut Biostruktury,
Akademia Medyczna, Warszawa

Streszczenie: Spozycie weglowodandéw powoduje wzrost stezenia glukozy we krwi przy jednoczesnym
odktadaniu jej nadmiaru w miesniach szkieletowych i adipocytach. Homeostaza glukozowa jest warun-
kowana réwnowagg miedzy uwalnianiem glukozy z watroby a jej pobieraniem przez tkanki. Glukoza
jest podstawowym zrédtem energii dla wigkszosci komérek ssaczych, a staty doptyw tego substratu jest
podstawg normalnego funkcjonowania komérek. Heksoza jest transportowana do komérek za pomoca
transportu aktywnego lub utatwionej dyfuzji. Ten drugi mechanizm jest warunkowany obecnoscig
specyficznych biatek btonowych. Dotychczas opisano u ssakéw sze$¢ izoform transporteréw glukozy.
Kazda izoforma charakteryzuje sie specyficzng kinetyka reakcji, specyficznos$cig substratowg i lokaliza-
cjg w tkankach lub narzadach.

Stowa kluczowe: utatwiona dyfuzja, Glut, ssaki, struktura, mechanizm transportu, lokalizacja.

Summary: In mammals, ingestion of carbohydrates causes an increase in blood glucose concentrations,
and increased glucose disposal into skeletal muscle and adipocytes. Glucose homeostasis is maintained
within a normal range by the adjustment of glucose production in the liver and glucose uptake by
peripheral tissues. Glucose is a fundamental energy-yielding substrate for most mammalian cells and a
continuous supply of this substrate is essential to maintain normal cellular function. Hexose is transported
into cells by a sodium dependent-mechanism or by facilitative diffusion. The latter process is mediated
by a family of integral membrane proteins of which there are least six different isoforms. Each glucose
transporter has distinct kinetic and substrate specifities and their relative distributions determine the
characteristic glucose regulatory potential of that particular tissue.

*Badania finansowano z tematu wtasnego Uczelni 11d/8.
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Key words: Glut, mammals, a sodium dependent-mechanism of transport, facilitative diffusion

Wykaz stosowanych skrotdw: Aminokwasy, skroty w kodzie jednoliterowym: A - alanina, C - cysteina,
D - kwas asparginowy, E - kwas glutaminowy, F - fenyloalanina, G - glicyna, H - histydyna, | -
izoleucyna, K - lizyna, L - leucyna, M - metionina, N - asparagina, P - prolina, Q - glutamina, R -
arginina, S - seryna, T - treonina, V - walina, W - tryptofan, Y - tyrozyna, X - dowolny aminokwas;
aminokwasy - skroty w kodzie tr6j literowym: Arg - arginina, Asn - asparagina, Gin - glutamina, Pro
- prolina, Ser - seryna, Thr - treonina, Trp - tryptofan; BBB - bariera krew-mo6zg, FGF - czynnik
wzrostu fibroblastow, G IP - glukozozalezny insulinotropowy polipeptyd, GLP-1 - peptyd glukagono-
podobny-1, IGF-1 - czynnik wzrostu insulinopodobny-1, IDDM (insulin-depenclent diahetes mollitus)
- cukrzyca insulinozalezna, Km- stata Michaelisa, NIDDM (non-insulin-dependent diabetes mellitus)
- cukrzyca niezalezna od insuliny, P1-3K - 3-kinaza fosfatydylo-inozytolu, PKA - kinaza biatkowa A,
PDGF - czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek krwi, TGF-(3 - transformujacy czynnik wzrostu P, TNFa
- czynnik martwicy nowotworu a

I. WSTEP

Glukoza odgrywa wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu organizmu. Sta-
nowi podstawowe zrodto energii dla komdrek. Jej metabolizm dostarcza ATP za-
réwno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych [42, 70]. Posrednio moze takze
oddziatywa¢ na wiele proceséw zachodzacych w komorce. Wykazano, ze glukoza
indukuje sekrecje insuliny przez komorki @ trzustki. Heksoza pobrana przez te
komorki ulega fosforylacji pod wptywem glukokinazy (heksokinazy typu I1V). Dalsze
przemiany metaboliczne cukru powodujg sekrecje insuliny wskutek depolaryzacji
btony komérkowej, wniknieciajonow wapniowych i fuzji pecherzykdw sekrecyjnych
z btong komoérkowa [19]. Uwolniony hormon przytacza sie do receptora insuliny
zlokalizowanego na powierzchni komérek. Efektem dalszych przemian jest indu-
kowana przez insuling synteza DNA [15, 37, 79]. Omawiany hormon moze wptywaé
takze na ekspresje niektérych genoéw [17, 79].

Transport cukru przez btone plazmatyczng umozliwiajg biatka, ktére sg produktami
dwu odrebnych rodzin genéw. Pierwsza rodzina nos$nikéw heksoz jest reprezen-
towana przez tzw. kotransporter (Na+/glucosecotransporter, Sglt 1), ktéry warunkuje
transport glukozy i galaktozy wbrew gradientowi stezen cukru. Prawidtowe fun-
kcjonowanie kotransporterajest uzaleznione od elektrochemicznego gradientu jonow
sodowych. Jego obecno$¢ stwierdzono u ssakéw w nabtonku jelita cienkiego i
kanalika proksymalnego nefronu (w obu przypadkach od strony Swiatta przewodu).
Umozliwia on wchianianie nawet $ladowych ilosci wymienionych heksoz z po-
zywienia oraz reabsorpcje cukru z moczu w nefronie [1, 4, 14, 40, 66, 72, 82].

Druga grupa nos$nikéw glukozy sg tzw. Glut (facilitative glucose transporter).
Transport zachodzacy przy udziale tych biatek odbywa sie zgodnie z gradientem
stezeri cukru, bez nakladéw energetycznych (utatwiona dyfuzja). Jest on stereose-
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lektywny i dwukierunkowy. Biatka Glut sg obecne we wszystkich dotychczas zba-
danych komorkach ssaczych [2, 20, 54, 61].

Pierwszy no$nik glukozy transportujacy cukier drogg utatwionej dyfuzji wy-
izolowano w roku 1977 z ludzkich erytrocytow. W roku 1985 uzyskano klony
cDNA transporterow glukozy z ludzkiej linii komdrkowej HepG2 [55] i mdzgu
szczura [56]. Dotychczas u ssakow zidentyfikowano szes¢ izoform transporterow
glukozy. Geny kodujace te biatka sg okreslane jako GLUT 1-5 i GLUT 7. GLUT
6 jest pseudogenem opisanym wytacznie u cztowieka. Nie ulega ekspresji ze wzgledu
na duzg zawartos¢ sekwencji terminalnych [54, 58, 61]. Produkty biatkowe tych
genéw sg oznaczane odpowiednio Glut 1, Glut 2 itd. Jakkolwiek nosniki te sg
okreslane jako transportery glukozy, moga one transportowac takze inne heksozy.
Przyktadem moze by¢ Glut 5 odpowiedzialny przede wszystkim za transport fruktozy
do komérek [38, 50, 58, 59, 67]. Lokalizacja poszczegdlnych izoform jest chara-
kterystyczna dla tkanek, a okreslone komorki moga wykazywaé ekspresje dwu
lub wiecej izoform [49, 75].

Ssacze geny GLUT naleza do duzej nadrodziny gendw, ktérych produkty biat-
kowe sg odpowiedzialne za transport roznych substratéw do komorki. Na podstawie
podobienistwa sekwencji aminokwaséw, do tej nadrodziny zalicza sie wiele biat-
kowych nosnikéw btonowych. Oprécz ssakdw obecno$¢ homologicznych trans-
porteréw i/lub odpowiednich genéw stwierdzono np. u bakterii (araE, xylE i galP
u Escherichia coli, arakE u Bacillus subtilis), drozdzy (SNF3, GALZ2), pierwotniakow
pasozytniczych (LTP u Leishmania enrietti, TcrHTI u Trypanosoma cruzi), pier-
wotniakow wolno zyjacych (Tetrahymena thermophila, Szablewski - dane niepub-
likowane), glondw, rodlin wyzszych, w oocytach Xenopus laevis [7, 20, 54, 63,
64, 69]. U wymienionych przyktadowo organizméw, homologi ssaczych Glut moga
transportowa¢ oprécz glukozy takze inne heksozy, pentozy, disacharydy, kwasy
karboksylowe, antybiotyki, pochodne chininy. Przenoszenie przez btone komdrkowa
wymienionych przyktadowo substratow moze zachodzi¢ drogg utatwionej dyfuzji
(charakterystycznej dla Glut), jak i transportu aktywnego [2, 20]. Wykazano takze,
ze geny ssaczych transporterdw moga réwniez ulegac ekspresji w komdrkach innych
gatunkéw. Przyktadem moga byé szczurze geny GLUT wykazujace ekspresje u
ameby Dictyostelium discoideum i u drozdzy Saccharomyces cerevisiae [9, 29,
30] oraz ludzki GLUT-1 u Saccharomyces cerevisiae [68].

Il. BUDOWA TRANSPORTERA GLUKOZY

Ssacze nosniki glukozy (Glut) wykazuja w stosunku do siebie bardzo wysoki
stopien homologii. Na przyktad sekwencja aminokwaséw ludzkiego Glut 1 jest
podobna na poziomie 97- 98% do sekwencji stwierdzonej w transporterze u szczura,
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myszy, krolika i $wini. Poréwnanie pod tym wzgledem ludzkiego Glut 2 ze szczurzym
i mysim wykazuje okoto 82% identycznosci [54]. Analiza sekwencji aminokwasow
w poszczegdlnych transporterach, ale w obrebie tego samego gatunku, takze wy-
kazuje wysoki stopied homologii. Ludzkie Glut 1-5 wykazujg identyczng sekwencje
aminokwasow w granicach 39-65%, a podobienstwo sekwencji na poziomie 50-76%
[2]. Poniewaz GLUT 6 nie koduje zadnego biatka, analogiczne badania wykonano
porownujac sekwencje nukleotydoéw GLUT 6 cDNA z sekwencja nukleotydéw cDNA
poszczegblnych GLUT. Najwiekszy stopie homologii (79,6%) stwierdzono miedzy
GLUT 6 cDNA i GLUT 3 cDNA [20]. Natomiast na temat sekwencji aminokwasow
Glut 7 brak jest szczegdtowych danych [54], mimo to niektdrzy autorzy [20] sugeruja,
ze podobieAstwo miedzy Glut 7 i Glut 2 na poziomie aminokwaséw wynosi 68%.
Jednoczesnie sadzi sie, ze Glut 1wydaje sie by¢ najbardziej konserwatywng izoforma
[54].

Stosunkowo najlepiej poznano budowe Glut 1 [2, 19, 20, 54, 58, 61]. Biatko
to skiada sie z 492 aminokwas6w i moze by¢ rozpatrywane jako struktura ztozona
z 25 odcinkéw (rys. 1). Trzynascie odcinkow ma charakter silnie hydrofilowy i
najprawdopodobniej wykazuje powinowactwo do wodnego $rodowiska pozakomaér-
kowego i wewnatrzkomorkowego. Wystepujg one na przemian z 12 hydrofobowymi
odcinkami, wykazujacymi najprawdopodobniej powinowactwo do lipidowego $ro-
dowiska btony komorkowej. £ancuch jest tak utozony, ze oba konce (N i C) znajdujg
sie w cytoplazmie. W strukturze transportera wystepujg dwie duze petle: miedzy
helisa 1 2 oraz miedzy 6 i 7. Duza petla miedzy helisami 6 i 7 dzieli strukture
na dwie czesci: domene N-koncowg i C-koncowa. Petle miedzy pozostatymi helisami
w Srodowisku cytoplazmatycznym sg bardzo krotkie (okoto 8 aminokwasow) i
ich sktad jest konserwatywna cechg catej rodziny. Te krotkie petle warunkujg strukture
trzeciorzedowaq i sugerujg bardzo Sciste upakowanie helis w wewnetrznym $ro-
dowisku komorki w kazdej potdéwce biatka. Dtugos¢ i sekwencja aminokwasowa
petli w Srodowisku ekstracelulamym tych biatek jest bardzo r6zna, ale generalnie
sq dtuzsze niz petle w $rodowisku wewnetrznym. Spektroskopia w podczerwieni
sugeruje ponadto wysokg (ponad 80%) helikoidalng strukture biatka Glut 1

Konserwatywne motywy w transporterach glukozy zawierajg GRR(K) miedzy
helisami 1 i 2 na koncu N i stosownie do tego miedzy helisami 7 i 8 na koncu
C. Podobnie, EXXXXXXR wystepuje miedzy helisami 4 i 5 na koncu N i od-
powiednio miedzy helisami 10i 11 na koicu C. Motywy te moga by¢ konserwowane,
aby zachowaé stabilno$¢ konformacyjng biatka i by¢é moze tworza mostki miedzy
dwiema potéwkami. Powtorzenie tych motywow miedzy dwiema potéwkami biatka
moze sugerowa¢ réwniez co innego, ze nastgpita duplikacja genu odziedziczonego
po przodkach. Gen, ktéry poczatkowo kodowat biatko btonowe 6-cztonowe, obecnie
warunkuje dwie domeny 12-cztonowej helikoidalnej struktury btonowej.Przeciwnicy
tej koncepcji, ktérzy nadajg znaczenie krotkim petlom cytoplazmatycznym, takze
sadza, ze pojedyncza grupa 12 helis jest nieprawdopodobna. Sugerujg natomiast.
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ze 6 helis, z ktérych kazda zawiera domeny N- i C-koncowe, kazda tworzaca
strukture dwuptatkowg (bilobular), mogty zosta¢ silnie upakowane i obecnie za-
chowujg sie jak jedno biatko. Potwierdzeniem tej teorii moze by¢ struktura permeazy
laktozowej u Escherichici coli [2].

Transporter zawiera przynajmniej jeden tancuch oligosacharydowy, ktéry moze
by¢ zlokalizowany na koncu C lub N, ale nigdy na obu koricach. Sekwencja ami-
nokwasow zawiera dwa potencjalne miejsca N-glikozylacji: Asn45 i Asn 1 Ale
tylko jedno miejsce moze by¢ glikozylowane. Asn4lljest zlokalizowana wewnatrz-
btonowo, co sugeruje, ze glikozylacji ulega Asn45. Ponadto, wyniki doswiadczen,
w ktérych transporter byt przecinany w miejscu cysteiny, wskazujg, ze fragment
31 kDa odpowiadajacy reszcie 133 do 420 (lub 133 do 428), nie zawiera we-
glowodanu. To bezposrednio wskazuje, ze miejscem glikozylacji jest asparagina
45 (Asn4b).

Jaka jest rola poszczeg6lnych fragmentdw Glut w transporcie heksozy? Aby
odpowiedzie¢ na to pytanie, indukowano mutacje w tym biatku, a nastepnie badano
kinetyke reakcji, czyli szybkos¢ transportu cukru oraz powinowactwo do ligandow.
Jako ligandéw uzywano cytochalazyne B, ktdra przytgcza sie w (lub w poblizu)
miejsca przytaczania cukru na wewnetrznej powierzchni blony (helisy 10 i 11).
Jest wiec kompetytywnym inhibitorem ucieczki cukru z komorki. 1APS-forskolina
i ATB-BMPA, pochodne bis-mannozy, przyfaczajg sie w poblizu miejsca wigzania
cukru (helisy 6 i7), ale po stronie zewnetrznej. Sg wiec kompetytywnymi inhibitorami
wnikania cukru do komérki [12].

Odciecie regionu C-koncowego powoduje w zmutowanym transporterze ob-
nizenie powinowactwa do ligandéw zewnatrzkomérkowych (mimo ze region ten
znajduje sie w $rodowisku wewngtrzkomoérkowym) oraz obniza aktywno$¢ trans-
portowa nosnika. Kazda mutacja konserwowanych Gin16l, Gin"82, Pro58> i Trp41“
zlokalizowanych odpowiednio w helisach 5, 7, 10 i 11 powoduje catkowita utrate
powinowactwa do ligandéw zewnatrzsrodowiskowych [22, 31, 56, 73]. Nieth(Qore
z tych mutacji mogg ponadto obniza¢ aktywnos¢ transportowg biatka (np. Gin*“ ).
Natomiast w zasadzie nie wplywajg na znakowanie cytochalazyng B.

Konserwowane regiony szczegOlnie interesujgce wystepujg w C-terminalnej po-
towie biatka i prawdopodobnie mogg by¢ odpowiedzialne za rozpoznawanie liganda
[85]. Motyw QQXSGXNXXXYY w helisie 7 jest obecny we wszystkich trans-
porterach ssaczych ijest wysoce konserwowany u wszystkich przedstawicieli nad-
rodziny transporterow glukozy. Pierwsza glutamina (Gin“8") prawdopodobnie
odgrywa istotng role w rozpoznawaniu liganda zewnatrzpowierzchniowego (ATB-
BMPA), a caty motyw jest podobny do tworzacego istotng cze$¢ zewnatrzpowierzch-
niowego miejsca wigzania cukru. Bezpos$rednio poprzedzaja te sekwencje reszty
QLS, ktére sg wysoce konserwatywne w transporterach Glut 1, Glut 3 i Glut 4,
wykazujacych duze powinowactwo do D-glukozy. Brak jest natomiast tej sekwencji
w transporterach Glut 2 i Glut 5 oraz u trypanosomy, akceptujacych D-fruktoze.
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GHéwna roznica miedzy D-glukozg i D-fruktozgjest widoczna odpowiednio w pozycji
C-l i C-2. Reszty QLS moga wiec by¢ odpowiedzialne za dokowanie pozycji
C-l1 D-glukozy.

Przylegajgce do zachowawczych regionéw w helisie 7 sg serie konserwatywnych
reszt treoninowych i asparaginowych w helisie 8. Moga one by¢ odpowiedzialne
za wytworzenie czeSci wigzan wodorowych kanatu, ktdry heksozom, przytgczonym
W miejscu wigzania na zewnetrznej powierzchni, pozwala na przyfgczenie ich
w odpowiednim miejscu wewnatrz transportera. Uwalnianie cukru wewnatrz ko-
morki moze by¢ kontrolowane przez zmiany konformacyjne wystepujace w helisach
10 i 11, gdzie sg wysoce konserwatywne reszty tryptofanowe i prolinowe. Mo-
delowanie molekularne i badania dynamiki molekularnej sugeruja, ze proliny 383
i 385 sg szczegOlnie istotne w utatwianiu nastepujacego po sobie otwierania i za-
mykania zewnetrznej czesci transportera [15].

Zamiana seryny 294 w petli miedzy helisami 7 i 8 na alanine lub treonine
blokuje aktywnoS¢ transportowg nosnika oraz przytaczanie cytochalazyny B. Nie
wptywa natomiast na znakowanie za pomocg ATB-BMPA. Mutacja polegajagca
na zamianie treoniny 295 na alanine daje podobne efekty. Te dane sugeruja, ze
Ser294 i Thr295 sg odpowiedzialne za zmiany konformacyjne Glut podczas trans-
portu glukozy [13]. Zamiana w Glut 4 Arg9- lub Arg333/ '4 na inne aminokwasy
obniza lub wrecz blokuje aktywnos$¢ transportowg nosnika, nie wptywa natomiast
(lub tylko w nieznacznym stopniu) na przytgczenie ATB-BMPA lub cytochalazyny
B. Wynik ten wskazuje, ze te aminokwasy warunkujg indukowane substratem zmiany
konformacyjne biatka®odczas transportu cukru. Podobng funkcje spetniajg takze
Glu3“9, Glu 93 i Arg4 0 [65, 86].

1. MECHANIZM TRANSPORTU CUKRU

Jak mogtaby taka struktura przenosi¢ glukoze do komérki? Zaktada sie, ze musi
powstaé¢ por w btonie komdrkowej. Architekture takiego pora sugeruje pofatdowane
utozenie fancucha polipeptydowego i rozmieszczenie aminokwaséw w odcinkach
transbtonowych. Badania spektroskopowe wskazujg, ze kazdy odcinek jest zwiniety
w helise (prawie 80% fancucha). Poniewaz helisa przybiera ksztatt cylindra, che-
micznie reaktywne grupy aminokwasdw sg rozmieszczone periodycznie wzdtuz
jego powierzchni. Okazuje sie, ze w pieciu odcinkach transbtonowych (3, 5, 7,
8 i 11) grupy te sg hydrofilne po jednej stronie cylindra i hydrofobowe po drugiej.
Tych pie¢ odcinkéw powigzanych razem, zwréconych swymi hydrofobowymi stro-
nami na zewngatrz wspolnej osi - w kierunku pozostatych odcinkéw transbtonowych
i lipidowego Srodowiska btony - tworzytoby por, ktérego wewnetrzna powierzchnia
mogtaby wigza¢ glukoze [19, 20, 54].



640 L. SZABLEWSKI

Przedstawiony trojwymiarowy model struktury nosnika glukozy jest jedynie teo-
retyczny. Aby okresli¢ rzeczywistg strukture metodami krystalografii rentgenowskiej,
trzeba przeksztatci¢ te nosniki w dobrze uporzadkowane struktury krystaliczne.
Jednak lipofilna natura tych biatek zniecheca na razie do takich préb. Tworzac
model no$nika opierano sie czesciowo na przyktadach nielicznych biatek btonowych,
ktére poddajg sie krystalizacji i dzieki temu zostaty zobrazowane. Jedno z nich,
zwane bakteryjnym centrum reakcji fotosyntezy, zawiera trzy oddzielne tancuchy
biatkowe: dwa przechodza przez btone pieciokrotnie, a trzeci przechodzi przez
nig raz. Kazdy z tych 11 odcinkdw transbtonowych ma helikoidalng strukture,
podobng do zaproponowanej dla nosnika glukozy [39].

Procesy zachodzace podczas przenikania glukozy przez btone komdrkowg sg
bardzo skomplikowane. Zaktada sie, ze nos$nik ,manipuluje” glukozg utrzymujac
ja w shabych, krotkotrwalych wigzaniach wodorowych. Transbtonowe odcinki: 3,
5,7, 81 11 zawierajg wiele aminokwaséw majacych grupy wodorotlenowe (OH)
i karbamidowe (CONHZ2), ktére moga tworzy¢ wigzania wodorowe z grupami wodo-
rotlenowymi glukozy [2,19,20,39,54]. Dane do$wiadczalne wskazuja, ze pobieranie
glukozy przez komoérke zachodzi w czterech etapach. W pierwszym etapie glukoza
przytacza sie do skierowanego na zewngatrz miejsca wigzacego. Wskutek tego kom-
pleks nosnik-glukoza zmienia konformacje w ten sposob, ze miejsce wigzace wraz
z glukozg kieruje sie do wnetrza komorki. Jest to drugi etap. W trzecim etapie
transporter uwalnia glukoze do wnetrza komérki. W ostatnim, czwartym etapie,
wolny nosnik zmienia konformacje na taka, w ktorej miejsce wigzania glukozy
ponownie jest skierowane na zewnatrz. Dzieki temu Glut jest zdolny do transportu
nastepnej czasteczki glukozy.

Struktura wspomnianych dwdch postaci konformacyjnych nosnika nie jest znana.
Jednak wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze w kazdej z tych postaci, utworzony
por jest otwarty na jednym koncu i zwezony na drugim. Zaklada sie przy tym,
ze glukoza jest wigzana przy otwartym koncu. Glukoza przesuwataby sie w miare,
jak otwarty koniec zamykatby sie za nig, a zwezony koniec otwierat przed nia.
W przedstawionym modelu nosnik funkcjonowatby jako konformacyjny oscylator.
Badania kinetyczne wskazujg, ze taka oscylacja jest bardzo szybka. Przy braku
glukozy w $rodowisku czgsteczka nos$nika w btonie erytrocytu przechodzi z jednego
w drugi stan konformacyjny okoto 100 razy na sekunde (w temp. 20°C). Kiedy
glukoza jest zwigzana z nosnikiem, szybkos¢ ta wzrasta do okoto 900 razy na
sekunde. Zaktada sie, ze glukoza przyspiesza oscylacje transportera przez obnizenie
bariery energetycznej miedzy dwiema konformacjami [39].
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IV. LOKALIZACJA TRANSPORTEROW GLUKOZY
| CHARAKTERYSTYKA

1 Glut 1

Gen jest zlokalizowany w pierwszym chromosomie. Noénik sktada sie z 492
aminokwasow. Jest pierwotnym transporterem w tkankach ptodowych. U osob-
nikéw dorostych jego najwyzszy poziom stwierdzono w erytrocytach, mézgu, ner-
kach, jelicie grubym i komérkach $rdédbtonka BBB. Mniejsze ilosci Glut 1
stwierdzono w tkance miesniowej i tluszczowej. Wystepuje jako dwie formy: 45
kDai55 kDa, rdznigce sie stopniem glikozylacji. Lokalizacja poszczegdlnych izoform
Glut 1 w moézgu jest bardzo charakterystyczna. Ekspresja genu uzalezniona jest
od czynnikéw egzogennych, takich jak np.: estry forbolu, wanadianu, glukozy,
cAMP, hormony tarczycy i wzrostu, surowicy, insuliny, IGF-1, PDGF, EGF,
TNF a, TGF p, onkogeny. Zasadniczg role w wewnatrzkomoérkowej translokacji
Glut 1 odgrywa PI-3-kinaza [2, 5, 19, 23, 28, 33, 43, 45, 46, 48, 49, 53, 62,
71, 80, 81, 87, 88, 92].

2. Glut 2

Gen jest zlokalizowany w 3 chromosomie, a w sklad transportera wchodza 524
aminokwasy. Jest zlokalizowany przede wszystkim w watrobie, kanaliku proksy-
malnym nefronu, nabtonku jelita cienkiego, komérkach @trzustki, oocytach Xenopus.
W niewielkich ilosciach takze w mézgu. Ekspresja Glut 2 w komdrkach [Btrzustki
jest skorelowana z poziomem glukozy we krwi. Prawdopodobnie wspdtdziata z
GIP i GLP-1 w sekrecji insuliny. W komérkach [3 trzustki ulega fosforylacji pod
wpltywem PKA. Rola tego procesu nie jest jednak do korica wyjasniona. Podczas
podwyzszonej glukoneogenezy i glikogenolizy w hepatocytach, Glut 2 moze uwal-
nia¢ cukier z watroby do krwi. Oprocz glukozy moze transportowac takze fruktoze
[2, 8 10, 11, 16, 18, 19, 21, 24, 25, 34, 54, 58, 76, 77, 78, 84, 90, 92, 93, 94].

3. Glut 3

Genjest zlokalizowany w 12 chromosomie. Biatko sktada sie z496 aminokwasow.
Wysoki poziom tego transportera stwierdzono w mézgu i wydaje sie by¢ specyficzny
dla neuronéw. W mniejszej ilosci wystepuje w tozysku, watrobie, sercu, nerkach
i miesniach zarodka. Niewiele jest danych dotyczacych wplywu czynnikéw eg-
zogennych na ekspresje GLUT 3. Wyniki niektorych doswiadczen wskazujg na
mozliwo$¢ regulacji ekspresji pod wptywem glukozy, insuliny, IGF-1 [3, 5, 6,
19, 20, 27, 35, 36, 41, 44, 47, 49, 52, 57, 75, 89, 92].
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4. Glut 4

Gen kodujacy biatko jest zlokalizowany w 17 chromosomie, natomiast nosnik
sktada sie z 509 aminokwaséw. Jest to gtowny transporter glukozy w miesniach
szkieletowych i sercowym oraz w komorkach tkanki ttuszczowej. W niewielkich
ilosciach stwierdzany jest takze w moézgu. Ogromny wplyw na aktywno$é trans-
portowg biatka ma insulina. Ze wzgledu na bardzo ztozone procesy zachodzace
podczas translokacji Glut 4 pod wptywem insuliny, jak rowniez na ogromne znaczenie
tego transportera w stanach patologicznych, zagadnienie to zostanie szerzej omo-
wione w osobnym artykule [2, 12, 19, 20, 26, 58, 92].

5. Glut 5

Gen jest zlokalizowany w pierwszym chromosomie. W sktad nos$nika wchodzi
501 aminokwasow. Wysoki poziom tej izoformy stwierdzono w jelicie cienkim,
jadrach ispermie. W mniejszych ilosciach byt identyfikowany w nerkach, miesniach
szkieletowych i mézgu. Wystepowanie Glut 5 w oocytach Xenopus, jak réwniez
jego wyzsze powinowactwo do fruktozy niz do glukozy sugeruja, Ze jest on od-
powiedzialny gtéwnie za transport fruktozy do komérki. Glut 5 prawdopodobnie
nie ulega stymulacji insuling. Transport glukozy przy udziale Glut 5 nie zostaje
zahamowany pod wptywem cytochalazyny B [2, 19, 20, 49, 51, 54, 58, 60, 92].

6. Glut 7

Stwierdzony wytgcznie w hepatocytach jako mikrosomalny transporter glukozy,
jakkolwiek niektdre doniesienia wskazujg na jego lokalizacje takze w mézgu. Glut
7 wykazuje duze podobienstwo pod wzgledem skiadu aminokwaséw do Glut 2
(68% identycznosci). Szczegdlne podobienstwo dotyczy pierwszych 4 domen mem-
branowych, a takze rejonéw transbtonowych helisy 9 i 10. Ponadto, sekwencja
nukleotydéw cDNA Glut 7 jest w 100% identyczna z cDNA Glut 2 w trzech
miejscach. Jednak te regiony identycznos$ci nie pokrywaja sie z zakresami intron-
egzon [2, 20, 54, 83, 92].

7. GLUT 6

Niefunkcjonalny pseudogen zostat zidentyfikowany dotychczas wytgcznie u czto-
wieka. Poniewaz cDNA zawiera wiele kodondw terminalnych, jest niemozliwe ko-
dowanie przez GLUT 6 funkcjonalnego transportera glukozy [2, 20, 32].

V. UWAGI KONCOWE

Poznanie budowy i w pewnym stopniu mechanizmu dziatania transporterow glu-
kozy przyczynito sie znacznie do zrozumienia powodéw cukrzycy. Juz obecnie
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wiadomo, ze za wystepowanie cukrzycy typu 1 (cukrzyca insulinozalezna, IDDM)
odpowiedzialne sg przeciwciata skierowane m.in. przeciwko Glut 2 (choroba auto-
immunologiczna). Jednak dotychczas nie udato sie jednoznacznie stwierdzié, czy
miejscem dziatania przeciwciat w komoérkach @trzustki jest Glut 2, czy tez biatko,
ktére modyfikuje aktywno$¢ omawianego transportera. Z kolei cukrzyca typu 2
(niezalezna od insuliny, NIDDM) zwigzana jest m.in. z nieprawidtowg budowa
i/lub funkcjg Glut 4. U chorych stwierdza sie normalng lub tylko nieznacznie obnizong
zawarto$¢ tego biatka. Lecz Glut 4 moze spowodowac opornos¢ komoérek na insuline
w inny spos6b, by¢ moze przez kierowanie sie do niewlasciwego kompartmentu
wewnatrzkomérkowego - takiego, z ktérego nie moze nastgpi¢ rekrutacja na po-
wierzchnie komérki. Inna mozliwos¢ wiaze sie z uszkodzeniem jakiej$ czesci szlaku
sygnalizacji, przez ktéry insulina stymuluje egzocytoze Glut 4. Takie uszkodzenie
moze dotyczy¢ receptora insuliny na powierzchni komoérek lub jednego z biatek,
ktére przekazuje sygnat od receptora do pecherzykéw zawierajgcych Glut 4 [12,
19, 20, 30, 37, 61]. Obecnie prowadzone sg bardzo intensywne badania majace
na celu wyjasnienie roli transporteréw glukozy w stanach chorobowych.
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PROGRAMOWANA SMIERC KOMOREK (PCD)
W ORGANIZMACH JEDNOKOMORKOWYCH
| U BEZKREGOWCOW

PROGRAMMED CELL DEATH (PCD) IN UNICELLULAR
ORGANISMS AND INVERTEBRATES

Dorota WLOGA
Zaktad Cytofizjologii, Instytut Zoologii, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie: W ciggu ostatnich Kilku lat dokonat sie znaczacy postep w zrozumieniu biochemicznego i
genetycznego podtoza procesu programowanej $mierci komorek (PCD). Artykut jest proba przedsta-
wienia obecnego stanu wiedzy na temat mechanizméw PCD u nicienia Ceanorhabditis elegans i muszki
owocowej Drosophila melanogaster, przy jednoczesnym wskazaniu na elementy homologiczne z
elementami PCD ssakéw. Pewne aspekty programowanej $mierci komdrek zostaty rowniez wykryte u
organizmow jednokomoérkowych, zaréwno wolnozyjacych (Tetrahymena thermophila) jak i form paso-
zytniczych (Trypanosoma crusi i Trypanosoma brucei rhodesiense) oraz w wielokomorkowej fazie
rozwoju $luzowca Dictyostelium discoideum. W przypadku Trypanosoma w sposéb programowany ging
cate komérki, natomiast w przypadku Tetrahymena, w trakcie procesu piciowego tego orzeska, w sposéb
podobny do apoptozy eliminowane jest jedynie jedno zjader (przedkoniugacyjny makronukleus).

Stowa kluczowe: programowana $mieré komorki, apoptoza, Tetrahymena thermophila, koniugacja, C.
elegans, Drosophila melanogaster.

Summary: The great progress in understanding of the biochemical and genetical background of the
programmed cell death (PCD) was achieved in last few years. This paper shows a current knowledge
concerning the mechanisms of PCD in nematode C. elegans and fruit fly Drosophila melanogaster and
simultanously the homology between PCD in invertebrates and mammals. Some features of PCD were
discovered also in free living (Tetrahymena thermophila) and parasitic (Trypanosoma crusi and Trypa-
nosoma brucei rhodesiense) unicellular organisms and in multicellular stage of development in Dictyo-
stelium discoideum. In the case of trypanosoma the whole cells die in programmed process. In the case
of tetrahymena, during the sexual process of this ciliate, apoptotic-like degradation of only one nucleus
(preconjugational macronucleus) is observed.

Key words: programmed cell death, apoptosis, Tetrahymena thermophila, conjugation, C. elegans,
Drosophila melanogaster.
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WSTEP

Determinacja losow komérek w organizmach wielokomérkowych zalezy od syg-
natéw docierajgcych do komorek oraz od zdolnosci (kompetencji) komérek do
odpowiedzi na okre$lone sygnaty. W ramach tej odpowiedzi komorki moga sie
np. dzieli¢, réznicowaé lub ging¢ $miercig samobdjcza. Wszystkie te procesy pro-
wadzg, w efekcie, do zdumiewajacej przemiany - powstania z jednej, zaptodnionej
komorki jajowej wielokomérkowego organizmu, ktéry jako catos¢ jest zdolny do
odpowiedzi na bodzce Srodowiska.

Programowana $Smier¢ komdrek jestjednym z proceséw zaangazowanych w ksztat-
towanie rozwijajgcego sie organizmu. Poczatkowo terminem ,,programowana smier¢
komorki” (PCD ang. programmed celideath) okreslano $mier¢ komérek indukowang
przez okre$lone bodzce fizjologiczne podczas prawidtowego rozwoju organizmu.
W miare postepu badan nad genetycznymi aspektami PCD, terminem tym zaczeto
okresla¢ kazdg smieré komérki sterowana przez produkty wiasnych gendéw (czyli
zaprogramowang genetycznie), niezaleznie od bodzca wywotujgcego te zmiany [72].

W 1972 roku zostaly opisane charakterystyczne zmiany morfologiczne towa-
rzyszace programowanej $mierci komorek ssakéw, ktére okreslono terminem ,,apo-
ptoza” [43, 103]. Zmiany apoptotyczne komarki dotyczg zaréwno cytoplazmy, jak
i jadra komorkowego. Cytoplazma komoérek apoptotycznych ulega zageszczeniu,
a cata komorka traci kontakt z sasiednimi komdrkami i obkurcza sie. Jednoczesnie
w jgdrze komorkowym chromatyna ulega kondensacji i tworzy skupienia tuz pod
btong jadrowa. W miare zaawansowania procesu apoptozy od umierajagcej komorki
odrywajg sie obtonione fragmenty, tzw. ciatka apoptotyczne, zawierajgce organella
komorkowe i fragmenty jadra. Ciatka apoptotyczne sg fagocytowane przez makrofagi
lub komorki sasiadujgce. Biochemicznym wskaznikiem apoptozy jest fragmentacja
DNA na odcinki nukleosomalne i ich wielokrotnosci (charakterystyczny obraz dra-
binki apoptotycznej na zelu agarozowym) [102]. P6zniej wykazano, ze DNA jest
ciete rowniez na odcinki 30-50 kb i 200-300 kb [21, 94].

Od czasu opisania zjawiska apoptozy, terminy: programowana $mier¢ komaorki
i apoptoza zaczeto uzywa¢ wymiennie. Nalezy jednak podkres$li¢, ze terminy te
nie sg rownoznaczne. Apoptoza odnosi sie do zespotu okreslonych cech morfolo-
gicznych towarzyszacych smierci komaorek inie kazda programowana $mier¢ komorki
ma cechy morfologiczne charakterystyczne dla apoptozy. Tak np. programowana
$mier¢ komorek miesniowych w czasie przeobrazenia u émy Manduca sexta nie
ma cech morfologicznych charakterystycznych dla apoptozy i nie towarzyszy jej
fragmentacja DNA [73].

Celem ponizszego artykulu jest przedstawienie przykfadéw programowanej
$mierci komorek w rozwoju niektérych bezkregowcéw oraz zwrdcenie uwagi na
wystepowanie pewnych elementéw programowanej $mierci u organizméw jedno-
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komoérkowych. Wséréd bezkregowcdw szerzej zostanie oméwiona PCD u nicienia
Caenorhabditis elegans i muszki owocowej Drosophila melanogaster, u ktorych
proces ten zostat poznany nie tylko pod wzgledem morfologicznym i rozwojowym,
ale rowniez czeSciowo pod wzgledem genetycznym. Z kolei, poznanie biochemicz-
nego i genetycznego podioza PCD u tych bezkregowcéw pozwala na pokazanie

podobienstw miedzy procesem programowanej $Smierci komérek bezkregowcow i
ssakdéw.

1. ORGANIZMY JEDNOKOMORKOWE

W ciggu ostatnich kilku lat pojawity sie prace méwiace o programowanej Smierci
organizmdw jednokomorkowych: orzeska Tetrahymena thermophila [18, 55] i pa-
sozytniczych wiciowcdw Trypanosoma cruzi [4] i Trypanosoma brucei rhodensiense
[97], przy czym we wszystkich tych przypadkach wida¢ wyrazne podobienstwo
do apoptozy obserwowanej u organizméw wielokomorkowych. W przypadku Try-
panosoma programowang $miercig ginie cata komaérka pasozyta, w przypadku Te-
trahymena w sposdb apoptotyczny degradowane jest jedynie jedno z jader
komérkowych.

U Sluzowca Dictyostelium discoideum [16] PCD jest obserwowana w wieloko-
moérkowej fazie rozwoju w komorkach budujgcych trzonek ,,owocnika” i nie ma
charakteru $mierci apoptotycznej.

Tetrahymena thermophila - podobna do apoptotycznej degradacja jadra
wegetatywnego podczas procesu piciowego

Tetrahymena thermophila jest wolno zyjagcym orzeskiem. W Srodowisku bogatym
w pokarm rozmnaza sie przez wegetatywne podziaty komorki. W przypadku braku
pozywienia w $rodowisku (gtodzenie) i w obecnosci odpowiedniego partnera, ini-
cjowany jest proces piciowy (koniugacja), pozwalajgcy na odnowienie materiatu
genetycznego. W koncowym etapie procesu ptciowego dochodzi do degradacji przed-
koniugacyjnego jadra wegetatywnego podobnej (patrz nizej) do degradacji jader
w komorkach apoptotycznych ssakéw [18, 55].

Jak wszystkie orzeski Tetrahymena ma dwa rodzaje jader: generatywny mi-
kronukleus i wegetatywny makronukleus. Obecno$¢ mikro- i makronukleusa w
komorce orzeska jest przyktadem najprostszego zréznicowaniajader na linie ptciowg
i somatyczng [107].

Diploidalny mikronukleus, poza krotkim okresem we wczesnym etapie procesu
ptciowego, jest nieaktywny transkrypcyjnie. Natomiast makronukleus jest jadrem
aktywnym transkrypcyjnie, w ktérym, w pordwnaniu do mikronukleusa, doszto
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do wyciecia i zniszczenia pewnych sekwencji DNA, zwielokrotnienia (amplifikacji)
pewnych odcinkdw DNA ($rednio 45 razy), zwilaszcza genéw rDNA oraz frag-
mentacji chromosomoéw na odcinki subchromosomalne (od 21 kbp do 1500 kbp)
i wymiany biatek towarzyszacych DNA [61]. Oba jadra, tj. mikro - i makronukleus,
wywodzg sie z tego samego jadra zygotycznego powstajgcego w komaérce w trakcie
koniugacji.

Przebieg procesu pitciowego (koniugacji) u T. thermophila

W przebiegu procesu piciowego Tetrahymena na szczegdlng uwage zastuguje
fakt, ze podziatom jader (mikronukleuséw) nie towarzyszy podziat cytoplazmy (cy-
tokineza), co prowadzi do powstania stadiow wielojgdrowych, przy czym niektore
jadra dzielg sie i r6znicuja, za$ inne podlegajag degradacji. Tak rézne zatem procesy,
jak podziaty, réznicowanie i programowana degradacja, ktére w organizmach wielo-
komorkowych moga zachodzié jednoczesnie, ale w réznych komérkach organizmu,
u koniugujacych orzeskéw odbywajg sie w tym samym czasie w jednej komorce
(na terenie wspdlnej cytoplazmy). Swiadczy to o istnieniu dobrze wyodrebnionych
kompartmentow komérkowych io bardzo Scistej kontroli przebiegajgcych procesow.
Z drugiej strony, wspotwystepowanie tych proceséw w jednej komoérce umozliwia
badanie wzajemnych wptywdw ipowigzan pomiedzy réznymi szlakami sygnatowymi
w komaérce oraz badanie kompetencji poszczeg6lnych jagder do odpowiedzi na kon-
kretny sygnat na danym etapie rozwoju.

Brak pozywienia w $rodowisku powoduje zmiane w metabolizmie pierwotniak6w
i przygotowanie do rozpoczecia procesu ptciowego (koniugacji). Komorki réznych
typow piciowych Tetrahymena tgczg sie ze sobg przez czeSciowg fuzje bton przedniej
czesci koniugujacych komorek. Powstate potgczenie (ang. conjugation junction)
umozliwia nie tylko kontakt cytoplazm obu komoérek (wymiana biatek, RNA), ale
takze pozwala, na pewnym etapie koniugacji, na wymiane jader miedzy koniu-
gujacymi partnerami.

W kazdej komérce powstatej pary (rys. 1) mikronukleus dzieli sie mejotycznie
dajac cztery haploidalne jadra. Jedno z nich, potozone w przedniej czesci komorki,
dzieli sie mitotycznie dajgc dwa przedjadrza: stacjonarne, czyli to ktére pozostaje
w danej komérce koniugujacej pary i migracyjne, czyli to, ktére zostanie przekazane
drugiej komdrce pary. Pozostate trzy jagdra postmejotyczne sg przesuwane ku tytowi
komérki i degradowane. Po wzajemnej wymianie przedjadrzy, przedjadrze stacjo-
narne tgczy sie z otrzymanym od partnera przedjgdrzem migracyjnym, tworzac
jadro zygotyczne. Po dwdéch podziatach mitotycznych zygoty powstajg cztery jadra
potomne, ktére w zaleznosci od ich lokalizacji w cytoplazmie pozostajg mikro-
nukleusami lub réznicujg sie w nowe makronukleusy (wigze sie¢ to z rearanzacja
iamplifikacja DNA, wymiang biatek jadrowych [61]. W czasie r6znicowania nowych
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RYSUNEK 1 Schemat przemian jadrowych podczas koniugacji orzeska Tetrahymena thermophila: 1-
para tuz po pofaczeniu komérek dwoch réznych typéw piciowych, 2 - produkty mejozy, 3 - mitoza
prezygotyczna, 4 - wymiana przedjadrzy pomiedzy koniugujagcymi komérkami, 5 - podziat jadra
zygotycznego (I podziat postzygotyczny), 6 - produkty Il podziatu postzygotycznego, 7 - réznicowanie
zawiazkéw nowych makronukleuséw i kondensacja przedkoniugacyjnego makronukleusa, 8 - wczesny
ekskoniugant, 9 - pézny ekskoniugant; strzatka wskazuje przedkoniugacyjny makronukleus zlokalizo-
wany w tyle komorki; ponizej pokazano tylny fragment koniugujacej komaorki i etapy resorpcji przed-
koniugacyjnego makronukleusa (wg [50] zmodyfikowane)

makronukleuséw, ,,stary” makronukleus, zwany dalej ,,przedkoniugacyjnym”, prze-
suwa sie ku tytowi komorki, gdzie ulega kondensacji i resorpcji [50].
Podobna do apoptozy degradacja przedkoniugacyjnego makronukleusa

Degradacja przedkoniugacyjnego makronukleusa odbywa sie w sposob podobny
do degradacji jader komorek apoptotycznych w organizmach wielokomorkowych.
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Chromatyna przedkoniugacyjnego makronukleusa ulega bardzo silnej kondensacji.
Jednoczesnie zanikajg pory jadrowe i ciggtos¢ zewnetrznej otoczki jadrowej z ER
W odréznieniu od apoptozy u organizméw wielokomérkowych, skondensowany,
stary makronukleus jest otaczany przez sptaszczone pecherzyki (cysterny), a na-
stepnie zamykany w tzw. wodniczce autofagosomalnej (autofagosomia) i degra-
dowany w jej wnetrzu [96]. W organizmach wielokomérkowych ciatka apoptotyczne
sg otaczane przez komérki fagocytujgce. By¢ moze odpowiednikiem tego procesu
jest odizolowywanie degradowanego makronukleusa przez, opisany wyzej, system
bton wewnetrznych, co pozwala na odizolowanie degradowanego jadra od reszty
cytoplazmy, podobnie jak degradowane fragmenty komorki sg izolowane od po-
zostatych komérek tkanki.

Przyzyciowy barwnik, oranz akrydyny, pozwala na odréznienie komorek apo-
ptotycznych od komorek zywych [1]. W koricowym etapie koniugacji, skonden-
sowany, przedkoniugacyjny makronukleus jest barwiony przez oranz akrydyny
podobnie jak jadra komérek apoptotycznych Metazoci. Jednoczes$nie, w tych samych
koniugantach, mikronukleusy i nowe makronukleusy zabarwione sg na kolor z64-
tozielony (jak jadra w zywych komérkach Metazoa) - Wtoga, obserwacje nie-
publikowane. Réznice w barwieniu jader Tetrahymena uzyskano réwniez stosujac
mieszaninge oranzu akrydyny i barwnika Hoechst 33342 [56]. DNA wyizolowane
ze skondensowanych, przedkoniugacyjnych makronukleuséw dawato po elektro-
forezie na zelu agarozowym charakterystyczny dla apoptozy wzér drabinki apo-
ptotycznej [18]. Rowniez znakowanie metodg TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase- mediated dUTP-biotin Nick End Labeling) potwierdzito apoptotyczny
charakter degradacji przedkoniugacyjnego makronukleusa [55]. Zaréwno etap kon-
densacji przedkoniugacyjnego makronukleusa, jak i sama resorpcja zalezg od eks-
presji pewnych gendéw. Podanie inhibitora transkrypcji - aktynomycyny D [55]
lub translacji - CHX [42, 55] tuz po drugim podziale postzygotycznym, zatrzymuje
kondensacje i resorpcje starego makronukleusa.

Kontrola degradacji przedkoniugacyjnego makronukleusa

Jak sie wydaje, kondensacja i resoipcja przedkoniugacyjnego makronukleusa
jest kontrolowana zaréwno przez sam przedkoniugacyjny makronukleus, jak iprzez
nowopowstate zawiazki jader wegetatywnych (,nowe” makronukleusy). W przy-
padku tzw. koniugacji poronnej (koniugacja miedzy komorka prawidtowg a komérka
z defektywnym mikronukleusem) i mutantéw bcd (broadened cortical domains)
koniugujace komérki nie rozwijajg zawigzkéw nowych makronukleuséw, wobec
czego przedkoniugacyjny makronukleus nie jest degradowany i nadal petni funkcje
jadra wegetatywnego w ekskoniugantach [2, 15].

W prawidtowej koniugacji, w parach, ktére utworzyty nowe makronukleusy,
stary, przedkoniugacyjny makronukleus jest zawsze przesuwany ku tytowi komorki,
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gdzie kondensuje i nastepnie jest resorbowany. Etap kondensacji przedkoniugacyj-
nego makronukleusa jest kontrolowany przez jego wiasny genom, ale etap resorpcji
zalezy juz od aktywnosci transkrypcyjnej podjetej przez nowe makronukleusy. W
mutancie mra (macronuclear resorption arrest - mutacja jest wyrazana w nowo-
powstatych makronukleusach) przedkoniugacyjny makronukleus jest prawidtowo
kondensowany, ale jego resorpcja jest zatrzymana [41]. Badania cytogenetyczne
[95] wykazaty, ze na chromosomie 3 oraz lewym ramieniu chromosomu 2 znajdujg
sie geny niezbedne do tego, by zaszta resorpcja starego makronukleusa. W ko-
niugantach, u ktérych w zawigzkach nowych makronukleuséw wystepuje delecja
jednego z tych chromosoméw, przedkoniugacyjny makronukleus jest wprawdzie
kondensowany, ale nie dochodzi do jego resorpcji. W takich komorkach, pomimo
braku oznak resorpcji przedkoniugacyjnego makronukleusa, jego DNA ulega de-
gradacji (drabinka apoptotyczna), co $wiadczy o tym, ze nukleazy tngce DNA na
odcinki nukleosomalne dziatajg w trakcie kondensacji makronukleusa [18]. Uzyskane
do tej pory dane pozwalajg przypuszczaé, ze dwa etapy degradacji przedkoniu-
gacyjnego makronukleusa (kondensacja i resorpcja) sa genetycznie rozdzielone.

Kondensacja i resorpcja przedkoniugacyjnego makronukleusa, pomimo obecnosci
zawigzkow nowych makronukleuséw, moze by¢ znaczaco op6zniona lub catkowicie
zahamowana pod wptywem inhibitora kinaz serynowo-treoninowych, 6-DMAP. Su-
geruje to, ze zmiany w ufosforylowaniu biatek (kontrolowane przez kinaze wrazliwg
na 6-DMAP) sg konieczne do tego, by nastgpita kondensacja przedkoniugacyjnego
makronukleusa (Wtoga, dane niepublikowane).

Pojawity sie réwniez doniesienia o $mierci komérek wegetatywnych Tetrahymenci
w hodowlach o zbyt niskiej gestosci komérek [12]. W tym przypadku brak jednak
dowodow, ze $mieré komérek odbywa sie w spos6b podobny do apoptozy.

U organizmdéw wielokomorkowych w sposob programowany usuwane sg cale
komorki. W przypadku Tetrahymena, w koncowym stadium procesu piciowego
(ktdre jest stadium wielojgdrowym) dochodzi do programowanej degradacji przed-
koniugacyjnego makronukleusa. Degradacja ta odbywa sie w okreslonym regionie
komorki, na tym samym etapie rozwoju (koniugacji) i ma cechy degradacji apo-
ptotycznej (drabinka apoptotyczna i TUNEL). Podobnie jak apoptoza w organizmach
wielokomdrkowych, degradacja przedkoniugacyjnego makronukleusa jest procesem
wieloetapowym, kontrolowanym przez szereg czynnikéw. Te podobienstwa do apo-
ptozy u organizmoéw wielokomdrkowych $wiadczg o bardzo wczesnym pojawieniu
sie tego procesu w ewolucji oraz o konserwatywnym charakterze przynajmniej
niektérych jego elementéw [3].

U niektorych organizmoéw jednokomaérkowych udato sie odnalez¢ elementy pro-
gramowanej $mierci komérek charakterystyczne dla organizméw wielokomérko-
wych. Trudno jednak powiedzie¢, czy proces ten jest kontrolowany przez te same
geny, co u Metazoa, bowiem jak do tej pory nie znaleziono u organizmoéw jedno-
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RYSUNEK 2. Indukcja apoptozy przez pobudzenie receptoréw Fas i TNF (ang. tumor necrosisfactor):
zwiazanie liganta Fas lub TNF powoduje aktywacje receptoréw (odpowiednio) Fas i TNF R, aktywne
receptory oddziatujg domeng cytoplazmatyczng (tzw. domena $mierci, ang. cleath domain - DD) z
podobng domeng S$mierci bialek adaptorowych - FADD (ang. Fas-associating protein with death
domain) w przypadku receptora Fas i TRADD (ang. TNF R I-associated death domain protein) i FADD
w przypadku receptora TNF; z kolei biatka adaptorowe za posrednictwem domeny DED (ang. death
efector domain) oddziatuje z podobng domeng prokaspazy 8 (prokaspaza FLICE) (ang. FADD - like
ICE)\ w wyniku tego oddziatywania prokaspaza zostaje aktywowana ijako taka moze aktywowac przez
proteolize inne kaspazy; aktywny receptor TNF R2 oddziatuje z biatkami cytoplazmatycznymi TRAFI
i TRAF2, a za ich posrednictwem z antyapoptotycznym biatkiem 1AP (wg [6, 57] zmodyfikowane)

komorkowych biatek homologicznych do biatek kluczowych dla PCD organizmoéw
wielokomérkowych.

2. PCD U BEZKREGOWCOW

Programowana $Smier¢ komorek w trakcie rozwoju bezkregowcédw byta opisywana
od bardzo dawna. Obserwowano, na przyktad: $mieré komdérek migsniowych w
trakcie rozwoju ¢my Antheraea polyphemus [74, 75] i konika polnego [5], $mier¢
komérek nerwowych u ¢my Manduca sexta [88] i pijawek [49, 83, 84], Smierc
niezréznicowanych komérek we wczesnym rozwoju pijawek [79] oraz zanikanie
nematocytow podczas regeneracji u Hydra [26].
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Nicienn Caenorhabditis elegans i muszka owocowa Drosophila melanogaster
nalezg do tych bezkregowcow, u ktérych programowana $mier¢ komdrek zostata
poznana nie tylko pod wzgledem morfologicznym. Doskonale rozwiniete techniki
badan biochemicznych i genetycznych pozwolity na okre$lenie niektérych ele-
mentdw kontroli mechanizméw procesu programowanej $mierci w komérkach w
trakcie rozwoju tych organizmow.

Caenorhabditis elegans

Nicien Caenorhabditis elegans jest wspaniatym modelem do badad nad pro-
gramowang S$miercig komérek. Jego przezroczyste ciato pozwala na przezyciowe
obserwacje komérek i Sledzenie ich loséw: podziatdw, migracji, réznicowania i
programowanej $mierci na kazdym etapie rozwoju. Jednocze$nie zaawansowane
badania biochemiczne igenetyczne pozwalajg na powigzanie obserwowanych zmian
morfologicznych ze zmianami na poziomie molekularnym.

U formy hermafrodytycznej nicienia w trakcie rozwoju na skutek programowanej
$mierci ginie 131 z 1090 komorek [44, 86, 87]. Wykazano, ze w kazdym osobniku
eliminowane sg te same komorki, na tym samym, scisle okreslonym etapie rozwoju.
Pod pewnymi wzgledami morfologia gingcych komérek nicienia jest zblizona do
morfologii komoérek apoptotycznych. Komérki zaokraglaja sie, obserwuje sie po-
czatkowo kondensacje cytoplazmy i agregacje chromatyny w jgdrze komdrkowym,
a nastepnie rozpad komérki na fragmenty otoczone btong komdrkowa. Ginaca ko-
morka jest bardzo wczesnie rozpoznawana przez komdarki sasiadujace, a po sfa-
gocytowaniu przewaznie szybko degradowana (nawet w ciggu 1godz. od ostatniego
podziatu komérki macierzystej) [64, 87]. Obserwowano rozpoznanie komorki prze-
znaczonej w rozwoju do $mierci juz na etapie p6znej telofazy, przy czym komoérka
siostrzana (nieco wieksza) przezywala i dalej sie dzielita [64]. To wczesne roz-
poznanie komorki umierajgcej programowang $miercig powoduje, ze fragmentacja
ginacej komérki odbywa sie czesto juz we wnetrzu komorki fagocytujacej. W trakcie
PCD u Caenorhabditis elegans obserwuje sie powstawanie autofagicznych wakuol
oraz tworzenie okétkow z bton wewnetrznych i btony komoérkowej [64], czego
nie stwierdzono w ssaczych komorkach apoptotycznych.

Do tej pory poznano 14 gendw kontrolujagcych programowang $Smier¢ komdrek
w rozwoju C. elegans, ktére mozna podzieli¢ na cztery grupy:

1) geny odpowiedzialne za podjecie decyzji o dalszych losach komorki (przezycie
lub programowana $mierg),

2) geny zaangazowane w kontrole wykonania (ang. execution) procesu progra-
mowanej $mierci,

3) geny kontrolujagce fagocytoze,

4) geny kontrolujgce degradacje DNA, [19, 82].
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Ponizej zostanie omowione dziatanie gendéw ced-3, ced-4 i ced-9 (ang. celi
death abnormal), majacych zasadnicze znaczenie dla etapu wykonawczego w pro-
cesie programowanej $mierci komorek nicienia.

CED-9 jest biatkiem homologicznym do obecnego u ssakoéw biatka Bcl-2 [67,
70] i powstrzymuje dziatanie biatek CED-3 i CED-4 [35, 37]. CED-3 nalezy do
rodziny proteaz cysteinowych [109] zwanych kaspazami [58, 60, 91]. CED-3, wraz
z biatkiem CED-4, aktywuje $mier¢ komoérek w rozwoju nicienia [10, 11, 22, 34,
76, 108].

Biatko CED-4

Przez wiele lat CED-4 stanowit prawdziwa zagadke dla badaczy. Dopiero badania
ostatniego roku rzucity nieco Swiatta na budowe i funkcje tego biatka. Okazato
sie, przede wszystkim, ze transkrypt ced-4 moze podlega¢ alternatywnemu doj-
rzewaniu (ang. splicing). Tak wiec, précz od dawna znanej formy stymulujacej
$mier¢ komorki (CED-4S), okreslanej po prostu jako CED-4, istnieje rowniez forma
antyapoptotyczna (CED-4L). Wykazano, ze nadekspresja biatka CED-4L hamuje
programowang $mier¢ komorek podczas prawidtowego rozwoju nicienia oraz ha-
muje $mier¢ komoérek w przypadku inaktywacji genu ced-9 [77].

Przez szereg lat trwaty poszukiwania biatka ssakéw, homologicznego do biatka
CED-4 nicienia. Ostatnio zostaty one uwienczone sukcesem. Okazuje sie, ze ludzki
gen APAF-1 (ang. apoptotic protease activating factor) koduje biatko, ktére ma
odcinki homologiczne zaréwno do biatka CED-4, jak i CED-3. 85 poczatkowych
aminokwasdw na koncu N-terminalnym biatka APAF-1 wykazuje 21 % identycznosci
i 53% podobienstwa do N-koncowej prodomeny kaspazy CED-3, za$ kolejnych
320 aminokwaséw ma 22% identycznos$ci i 48% podobienstwa do biatka CED-4
[111]. Ludzkie biatko APAF-1 jest pierwszym poznanym biatkiem ssaczym wy-
kazujgcym tak znaczng homologie z biatkiem CED-4 nicienia.

W tym samym czasie pojawity sie réwniez doniesienia dwoch niezaleznych
grup badaczy o wystepowaniu na kofncu N biatka CED-4 motywu, specyficznego
dla biatek adaptorowych i oddziatujgcych z nimi kaspaz. Pierwsza grupa badaczy
wykazata podobienstwo motywu znalezionego w CED-4 do tzw. domeny DED
(death effector domain) biatka adaptorowego FADD i kaspazy 8 (FL1CE) [7] (biatko
adaptorowe FADD i kaspaza 8 uczestnicza w S$ciezce sygnatowej biegnacej od
receptora Fas - rys. 2) [57]. Druga grupa badaczy pokazata homologie tego samego
regionu biatka CED-4 do domeny CARD (ang. Caspase Recruitment Domain) obe-
cnej w innym biatku adaptorowym i w kaspazie 2 (1CH-1) [38]. W obu pracach
poréwnywano sekwencje w tym samym rejonie biatka CED-4, w podobnym zakresie
aminokwaséw (odpowiednio 17-87 i 2-89).

By¢ moze, za pomocg opisanego wyzej motywu biatko CED-4 mogtoby od-
dziatywaé z kaspazg CED-3, tak jak oddziatujg ze sobg biatka adaptorowe i kaspazy
w komorkach ssaczych.
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W oddziatywanie CED-3/CED-4 zaangazowany jest rowniez odcinek CED-4,
zwany petlg P. Petla P ma, przypuszczalnie, wtasciwosci ATP-azy i moze dostarczac
energii do oddziatywan pomiedzy CED-3 a CED-4 [10]. Jest to prawdopodobne,
gdyz mutacja w rejonie petli P, inaktywuje biatko CED-4 [10, 39, 76].

Biatko CED-3

Jak juz wspomniano, CED-3 nalezy do rodziny kaspaz [109]. Mutacje w genie
ced-3, podobnie jak w ced-4, hamujg $mieré komoérek, a wiec powodujg wzrost
liczby komérek w organizmie nicienia. Przezywajagce komérki ze zmutowanym,
nieaktywnym genem ced-3 lub ced-4,w odrdznieniu od swoich komorek siostrzanych,
nie dzielg sie, ale moga sie réznicowaé i przynajmniej niektére z nich dostosowuja
sie do petnienia, cho¢ w sposob niedoskonaty, funkcji wynikajacych z ich lokalizacji
w danym regionie ciata. W ten spos6b zostaje zwigkszona np. liczba komérek
w uktadzie nerwowym [22]. Mutacje w genie ced-3 lub ced-4 nie sg letalne. Zatem
programowana $mier¢ 131 komorek nie jest konieczna do rozwoju nicienia. Jakie,
wobec tego, korzysci ma organizm usuwajac te komérki? Obserwowano, ze mutanty
nieco wolniej reagujg na bodzce ze Srodowiska (chemotaksja), prawdopodobnie
przez wydtuzenie szlaku przekazywania sygnatu nerwowego, spowodowane wsta-
wieniem dodatkowych neuronéw, a takze wolniej rosng i nieco pdzniej dojrzewaja
ptciowo [71]. Pozwolito to na wysuniecie hipotezy o korzysciach behawioralnych
wynikajagcych ze $mierci komorek.

O ile mutacja inaktywujgca geny ced-3 lub ced-4 powodowata wzrost liczby
komérek w dorostym organizmie nicienia, to nadekspresja genu ced-3 lub ced-4
wystarczy, by zabi¢ czesé komorek, ktére normalnie przezywaja. Nadekspresja ka-
spazy CED-3 powoduje sSmier¢ nie tylko komorek nicienia, ale rdwniez, sztucznie
wprowadzona, moze indukowaé apoptoze fibroblastéw szczura [54].

By sprawdzi¢, czy produkty gendw ced-3 i ced-4 dziatajg niezaleznie, czy tez
wspoétdziatajg ze soba, mutantom z nieaktywnymi genami ced-3 i ced-4  wpro-
wadzano odpowiednio tylko gen ced-3 lub tylko gen ced-4. Okazato sie, ze ekspresja
ced-3 przy braku funkcjonalnego, endogennego ced-4 moze indukowa¢ PCD, za$
biatko CED-4 wymaga dziatania kaspazy CED-3, by indukowa¢ $mier¢ komorek
[78].

Biatko CED-9

W odréznieniu od CED-3 iCED-4 biatko CED-9 jest inhibitorem programowanej
$mierci u C. elegans [35]. Antyapoptotyczne wiasciwosci CED-9 zawdziecza swojej
podwadjnej aktywnosci [105]: jest substratem dla kaspazy CED-3 [105] oraz od-
dziatuje z CED-3 podobnie jak biatko Bcl-2 (patrz nizej) [36, 37].

Dziatania biatka CED-9 jako substratu dla kaspazy CED-3 jest mozliwe dzieki
obecnosci na N-terminalnym koncu biatka CED-9 specyficznych sekwencji roz-
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poznawanych przez CED-3. Jak sie okazuje, delecja tych miejsc zmniejsza (o okoto
2/3) antyapoptotyczne wiasciwosci biatka CED-9. Drugi mechanizm dziatania, ktd-
remu CED-9 zawdziecza swoj antyapoptotyczny charakter, zwigzany jest z wia-
Sciwosciami konca C-terminalnego CED-9. W regionie tym znajdujg sie domeny
BH1 i BH2 (bel homology domain) homologiczne do domen biatka Bcl-2 [105].
Za posrednictwem regionu C-terminalnego biatko CED-9 oddziatuje z biatkiem
CED-4 [81].

Mutacja zwiekszajaca aktywnos$¢ ced-9 (ced-9gf - gain offunction) [35, 36]
podobnie jak nadekspresja ced-9 [37] hamuje Smieré komdrek, ktére w prawidtowym
rozwoju powinny umrze¢. Poréwnywano mutanta ced-9(gf) z mutantami, ktére maja
inaktywowane geny ced-3 lub ced-4. Okazato sie, ze w obu przypadkach pojawia
sie podobna liczba dodatkowych komorek (podobna liczba komorek nie ulega pro-
gramowanej $mierci).

Z kolei, mutacja inaktywujgca dziatanie genu ced-9 (ced-91f - loss offunction)
powoduje uogdlnienie PCD rowniez nate komarki, ktére przezywajg w prawidtowym
rozwoju nicienia. Spowodowana inaktywacjg ced-9 nadmierna umieralnos¢ ko-
mérek prowadzi do $mierci nicienia na wczesnym etapie rozwoju [35]. Dziatanie
biatka CED-9 moze by¢ czeSciowo zastapione przez biatko Bcl-2, co wskazuje
na bardzo silnie konserwowang ewolucyjnie funkcje tych biatek. Nadekspresja bcl-2
podobnie jak nadekspresja ced-9 w dzikich komérkach C. elegans powodowata
przezywanie komorek, ktére w prawidtowym rozwoju nicienia powinny umrzeé.
Z kolei, wprowadzenie genu bcl-2  do komérek mutanta ced-91f hamowato masowa
$mier¢ komérek mutanta [36, 37, 90].

Wirusowe biatko P35 jako inhibitor PCD u C. elegans

Smieré komérek mutanta ced-9 /moze by¢ réwniez zahamowana przez ekspresje
wirusowego biatka P35 [85]. P35 hamuje apoptoze w réznych typach komérek
[13]. Poniewaz P35 wstrzymuje $Smier¢ komorek nicienia spowodowang przez mu-
tacje inaktywujaca gen ced-9, oznacza to, ze P35 dziata pdzniej w stosunku do
biatka CED-9 w szlaku kontroli PCD u nicienia. Jak wykazano, antyapoptotyczne
wiasciwosci biatka P35 sg zwigzane z wystepowaniem w tym biatku miejsc cie¢
specyficznych dla kaspazy CED-3 [104]. W badaniach in vitro wykazano, ze kaspaza
CED-3 tnie biatko P35 pomiedzy aminokwasami: Asp 87 a Gly 88. In vivo, ekspresja
p35 chroni komdrki przed programowang $miercig i prowadzi do powstania nicieni
z dodatkowymi komorkami (jak w przypadku mutacji inaktywujacych ced-3 i ced-4).
Natomiast ekspresja p35 zmutowanego wiasnie w miejscu specyficznie rozpozna-
wanym przez CED-3 (tzn. w 87-88 aminokwasie), nie hamuje juz $mierci komorek.

W odrdznieniu od P35 inne biatko wirusowe - Crm A, bedace inhibitorem
kaspazy-1 [63], nie hamuje dziatania CED-3, a w zwigzku z tym ekspresja crm
A nie chroni komérek nicienia przed $miercia. Dopiero wbudowanie do genu crm
A czesci genu p35 kodujacego miejsca specyficznego cieciadla CED-3 spowodowato,
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ze produkt tak zmienionego genu crm A zyskiwat antyapoptotyczne wiasciwosci
[104].

Ekspresja p35 znacznie wzmacnia antyapoptotyczne dziatanie specyficznego dla
ssakow biatka Bcl-2 w przypadku wprowadzenia go do komérek nicienia. Podobne
skutki wywotuje jednoczesna ekspresja bcl-2 i N-terminalnego (1-80) korica ced-9
(P35 i N-koniec CED-9 zawierajag miejsce cie¢ dla kaspazy CED-3) [105].

Wspotdziatanie proapoptotycznych biatek CED-3 i CED-4
i antyapoptotyczne dziatanie CED-9

Jak juz wspomniatam, CED-3 i CED-4 sg biatkami proapoptotycznymi i choé
oba biatka pobudzajg $mieré komérek nicienia, to mechanizm ich dziatania jest
rézny. Nadekspresja ced-3 indukuje apoptoze niezaleznie od obecnosci en-
dogennego biatka CED-4, ale do tego, by nadekspresja ced-4 spowodowata PCD,
potrzebna jest jednoczesna obecnos¢ funkcjonalnej kaspazy CED-3 w komorce.
Ochronna rola, jakg petni biatko CED-9 w komorce antagonizujac dziatanie CED-3,
jest zmniejszona w przypadku mutacji redukujacej aktywno$¢ biatka CED-4. Wynika
stad, ze do petnienia swej ochronnej funkcji w komorce biatko CED-9 potrzebuje
czeSciowo biatka CED-4 [78].

Jak sie wydaje, CED-4 jest biatkiem adaptorowym i jako takie oddziatuje bez-
posrednio z biatkiem CED-9 [11, 39, 81, 101] i kaspaza CED-3 [U, 76], przy
czym CED-9 i CED-3 mogg by¢ wigzane przez CED-4 jednoczes$nie [11, 28, 34].
W ten sposéb CED-4 posredniczy w dziataniu CED-9 i CED-3.

W badaniach prowadzonych in vitro wykazano, ze mutacje w CED-9 unie-
mozliwiajgce oddziatywanie biatka CED-9 z biatkiem CED-4, redukujg lub znoszg
antyapoptotyczne wiasciwosci CED-9. Zatem fizyczne oddziatywanie tych dwdch
biatek jest wazne dla funkcjonowania CED-9 [39, 81, 101]. Oddziatywanie CED-4
/ CED-9 jest uwarunkowane obecnoscig w biatku CED-9 domen homologicznych
do domen biatka Bcl-2 - BH1 i BH2 (Bcl-2 homology domain) [11, 81]. Dzieki
obecnosci wihasnie tych domen inne biatko z rodziny biatek Bel: Bcl-xL precypitowato
razem z biatkiem CED-4. Alternatywna forma Bcl-x: Bcl-xS, nie majaca tych domen
nie wigzata sie z CED-4 [101]. Podobnie delecja z biatka CED-9 domen BH1 i
BH2 catkowicie uniemozliwiata wigzanie CED-9/ CED-4S [81].

W komorkach 293 T, do ktérych wprowadzono plazmid z genem ced-4 badz
ced-9, wykazano (mikroskopia konfokalna) r6zng subkomoérkowsg lokalizacje pro-
duktéw tych genéw. CED-9 byt zlokalizowany w rejonie perinuklearnym i ER,
zas CED-4 w cytoplazmie komorki. Koekspresja CED-9 i CED-4 powodowata
wyrazng zmiane w subkomérkowej lokalizacji biatka CED-4 (przemieszczenie w
rejony, gdzie zlokalizowany jest CED-9) [39, 101]. Wszystkie przytoczone powyzej
wyniki badah $wiadczg o tym, ze CED-9 peini swoje antyapoptotyczne funkcje
przez zwigzanie z CED-4.
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Z kolei, oddziatywanie miedzy biatkami CED-3 i CED-4 zalezy, prawdopodobnie,
od obecnosci w biatku CED-3, dwdch rejonéw: jednego w prodomenie kaspazy
i drugiego w domenie Kkatalitycznej kaspazy [11]. Biatko CED-4 katalizuje sa-
moaktywacje CED-3, przy czym w proces ten zaangazowane sg: prodomena biatka
CED-3 i prawdopodobnie petla P w biatku CED-4. Petla P petni, prawdopodobnie,
funkcje ATP-azy. Delecja tego regionu w biatku CED-4 uniemozliwia aktywacje
CED-3 przez CED-4.

Jednoczesna koekspresja CED-9 z CED-3 i CED-4 zapobiega aktywacji CED-3
przez CED-4 [10, 76]. Dodatkowych argumentéw za funkcjonalnymi powigzaniami
pomiedzy tymi biatkami dostarczajg badania genetyczne nad mutantami C. elegans.
Okazuje sie, ze nadekspresja ced-3 w komdrkach nicienia powoduje znacznie wieksza
Smiertelnos¢ komorek w przypadku pojedynczego mutanta ced-9 (If) niz w przy-
padku podwdjnej mutacji - ced-9 (If)/ced-4. A wiec obecnos¢ biatka CED-4 wzmac-
nia proapoptotyczne dziatanie CED-3 [78].

Obecnie proponowany model oddziatywan (rys. 3) miedzy trzema kluczowymi
dla PCD C. elegans biatkami zaklada, ze zakotwiczone w btonach koricem hy-
drofobowym biatko CED-9 jest zwigzane z CED-3 za po$rednictwem CED-4. Kom-
pleks ten pozostaje nieaktywny az do czasu odebrania przez komoérke bodzca
stymulujacego PCD. Wdwczas CED-4 stymuluje samoaktywacje CED-3 (by¢ moze
odfgczenie CED-3/CED-4 od CED-9), w wyniku czego uruchamiany jest etap wy-
konawczy programu apoptozy [34]. Dodatkowo, CED-9 hamuje dziatanie kaspazy
CED-3 dzieki posiadaniu miejsc cie¢ specyficznych dla CED-3 [105].

RYSUNEK 3. Udziat CED-4 (C. elegans) i Apaf-1 (ssaki) w indukcji $mierci komdrki (wg [34, 47]
zmodyfikowane)
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Czesciowe poznanie mechanizmu kontrolujgcego programowang $mieré komoérek
C. elegans, wykrycie biatek homologicznych do biatek komorek ssakdéw oraz wy-
kazanie mozliwosci wzajemnej substytucji funkcji tych biatek moze poméc w zro-
zumieniu pewnych mechanizméw kontrolujgcych apoptoze ssakdw. Jednoczesnie
wskazuje to na wysokag konserwatywno$¢ procesu PCD w procesie ewoluciji.

Drosophila melanogaster

Muszka owocowa Drosophila melanogaster jest atrakcyjnym obiektem badan
nad programowang $miercig komoérek oraz rolg tego procesu w rozwoju organizmu.
Smieré komérek muszki owocowej moze byé indukowana np. przez zmiany hor-
monalne [40,65,66] czy przez oddziatywanie miedzy komérkami [53]. W normalnym
rozwoju zarodka $mier¢ komorek jest obserwowana poczawszy od ~ 7 godz. po
AEL (after egg lying) i obszar o szczeg6lnie nasilonej apoptozie zmienia sie dy-
namicznie wraz z przechodzeniem przez kolejne stadia embriogenezy [1]. PCD
jest procesem powszechnie wystepujacym réwniez na pézniejszych etapach rozwoju
Drosophila melanogaster, np. w trakcie rozwoju oka [100], uktadu nerwowego
[65] w dyskach imaginalnych skrzydet [53], Sliniankach i gruczotach jelita $rod-
kowego (midgut glands) [40]. Jednakze, w odrdéznieniu od nicienia C. elegans,
brak lub zmniejszenie liczby komaérek, ulegajacych programowanej $mierci w trakcie
embriogenezy, mogag by¢ letalne [98].

Apoptotyczne cechy PCD u D. melanogaster

Smieré komérek Drosophila ma cechy émierci apoptotycznej. Swiadczg o tym
obserwowane zmiany w morfologii komorek [1, 24, 46, 59, 62, 100] rdznice w
barwieniu oranzem akrydyny [1] fragmentacja DNA na odcinki nukleosomowe,
dajace obraz drabinki apoptotycznej na zelu agarozowym [31, 80] oraz znakowanie
umierajagcych komérek metodg TUNEL [9, 30, 40, 46, 52, 53, 80, 98, 99].

Dziatanie biatek Reaper, Grim i Hid

Badania genetyczne [98] wykazaty, ze obecnos¢ regionu 75C na jednym z chro-
mosomOw ma zasadnicze znaczenie dla realizacji programu apoptozy u Drosophila
melanogaster. W regionie tym zlokalizowano trzy geny: reaper (rpr) [98], hid
(head involution defective) [30] i grim [9] kodujace niezaleznie dziatajgce produkty.
Niewielki odcinek na N-terminalnym koncu biatka Grim wykazuje znaczace po-
dobienstwo do sekwencji w biatku Reaper, nieco mniejsze za$ do biatka Hid [9].
Ekspresja mRNA grim, podobnie jak ekspresja mRNA reaper i hid pokrywata
sie ze wzorem rozmieszczenia komoérek apoptotycznych w zarodku [9, 30, 98]
z pewnym wyjatkiem w przypadku ekspresji hid [30]. W przypadku wszystkich
trzech gendw, indukowana przez nie $mier¢ komérki moze byé zatrzymana przez
koekspresje wirusowego genu p35 [9, 30, 99, 110]. Wskazuje to, ze wszystkie
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RYSUNEK 4. Schemat powigzan pomiedzy biatkami zaangazowanymi w przebieg apoptozy u Droso-
phila (wg [51] zmodyfikowane)

trzy biatka, tj. Reaper, Grim i Hid, indukujg $mier¢ komorek przez kaspazy oraz
ze w Sciezce sygnatowej kontrolujgcej PCD dziatajg one powyzej kaspaz (rys. 4).

Wiecej Swiatta na dziatanie biatka Reaper rzucity doswiadczenia z biatkiem
Fas. Transdukcja sygnatu apoptotycznego od receptora Fas [67] jest obecnie najlepiej
poznanym szlakiem przekazywania sygnatu do apoptozy w komérkach ssakéw.
Po pobudzeniu receptora (indukcja procesu) sygnat zostaje przekazany przez biatka
posredniczace do efektora (kaspazy i endonukleaza aktywowana przez kaspaze).
W pobudzeniu biatek posredniczacych (adaptorowych) uczestniczy cytoplazmaty-
czna domena receptora Fas (FasC), tzw. domena $mierci (ang. death domain) [57].
Fragment genu fas kodujacy jedynie domene cytoplazmatyczng (FasC), wprowa-
dzony do komdrek Drosophila moze indukowa¢ apoptoze i fragmentacje DNA.
Rownolegle prowadzone badania nad biatkiem Reaper wykazaty, ze FasC i Reaper
pobudzajg rézne kaspazy w komorkach Drosophila. W obu przypadkach s$mier¢
komorek byla hamowana przez biatka wirusowe: P35 i Crm A, co wskazuje, ze
FasC wprowadzony do komérek owada pobudza dziatanie jego kaspaz. Smieré
komorek indukowana przez nadekspresje FasC byta niezalezna od biatka Reaper
[46]. W komorkach ssaczych Fas pobudza dziatanie kaspaz przez biatka adaptorowe
[57]. By¢ moze w aktywacji apoptozy przez FasC w komorkach Drosophila po-
Sredniczyty biatka Hid lub Grim.

Jak wspomniatam, cytoplazmatyczna domena receptora Fas, tzw. domena $mierci,
posredniczy w przekazywaniu sygnatu do biatek adaptorowych i nastepnie kaspaz.
Wykryta, ewentualna homologia biatka Reaper do domeny $mierci biatka Fas po-
zostaje jednak kwestig sporng. Pojawity sie doniesienia potwierdzajace [14, 29],
jak i przeczace dziataniu domniemanej domeny S$mierci biatka Reaper [8, 93].
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Wprowadzenie do ekstraktu z jaj Xenopus genu reaper indukowato aktywacje
kaspaz i zmiany apoptotyczne. W aktywacji kaspaz przez biatko Reaper posredniczyt
uwolniony z mitochondriow cytochrom C, z tym ze biatko Reaper nie byto bez-
posrednio odpowiedzialne za uwolnienie cytochromu C (udziat endogennej ma-
kroczasteczki cytoplazmatycznej). Z badan nad komorkami ssaczymi wiadomo, ze
uwalnianie cytochromu C z mitochondriéw jest hamowane przez antyapoptotyczne
biatko Bcl-2 [45, 106]. W ekstraktach z jaj Xenopus Bcl-2 zatrzymywat zmiany
apoptotyczne jedynie w przypadku niskiego poziomu syntezy biatka Reaper [23].

Biatka wirusowe i ich komorkowe homologii w kontroli PCD u Drosophila

Wirusowe biatko P35, podobnie jak w przypadku PCD u C. elegans, hamuje
apoptotyczng $mieré komorek Drosophila [9, 17, 24, 30, 32, 33, 40, 59, 92, 99,
110]. P35 nie jest jedynym biatkiem wirusowym wstrzymujgcym proces apoptozy.
Do wirusowych inhibitoréw PCD nalezy rdwniez wspomniane juz wczesniej biatko
Crm A oraz biatka IAP (inhibitor of apoptosis protein). Zaréwno biatka IAP, jak
i poznane niedawno ich komoérkowe odpowiedniki - clAP (celi IAP) hamujg apo-
ptotyczng $mier¢ komérek Drosophila. Do tej pory biatka clAP znaleziono u ssakow
[20, 48, 68, 69 89] oraz u Drosophila (Diap 1 i Diap 2 (ang. Drosophila IAP)
/ Dih A (ang. Drosophila IAP homolog A) / Dilp (ang. Drosophila IAP like protein)
[20, 32, 89]. Wirusowe biatka IAP charakteryzujg sie wystepowaniem na korcu
N-terminalnym dwukrotnie powtorzonego motywu BIR (baculovirus IAP repeat
motifs). W homologach komdrkowych, z wyjatkiem Diapl[32], motyw ten jest
powtdrzony trzy razy [20, 32, 48, 68, 89]. Na koricu C-terminalnym biatek 1AP
z wyjatkiem ludzkiego biatka NAIP (ang. neuronal apoptosis inhibitory protein)
[48] wystepuje domena wigzaca cynk (palec cynkowy - RING finger motif).

W komoérkach ludzkich ekspresja ¢ IAP zachodzi w wielu typach tkanek. Jak
wykazano w badaniach nad komdérkami ludzkimi (komorki embrionalne nerki 293),
IAP asocjuje z biatkami TRAFI i TRAF2 (ang. TNF receptor associated factor
I and 2) bioracymi udziat w przekazywaniu sygnatu od receptora TNF2 zaan-
gazowanego w proliferacje i przetrwanie komorek [68]. O ogromnym znaczeniu,
jakie majg te biatka, Swiadczy chociazby fakt, ze czeSciowa delecja genu NAIP
powoduje grozng chorobe SMA (ang. spinal muscular atrophy) [69].

U Drosophila ekspresja komdrkowych biatek IAP zachodzi we wszystkich ko-
mérkach ciata, ale z ré6znym nasileniem [20, 32]. Nadekspresja Diapl i Diap2
hamuje programowang $mieré komérek podczas rozwoju oka oraz Smier¢ komérek
indukowang przez nadekspresje genu reaper (catkowicie) i hid (umiarkowanie).
Delecja C-terminalnego odcinka zawierajgcego domene RING zwieksza antyapo-
ptotyczne wiasciwosci biatka Diap. Byé moze domena RING jest negatywnym
regulatorem aktywnosci biatek zrodziny IAP [32]. Z kolei, domeny BIRs umozliwiajg
oddziatywanie biatek IAP z innymi biatkami. Za posrednictwem domen BIRs, wi-
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rasowe biatka IAP oraz biatko komérkowe Drosophila (Diap2) oddziatujg fizycznie
z biatkiem Reaper i powstrzymujg indukowang przez biatko Reaper apoptoze.

Ustalono, ze biatko Reaper pojawia sie w komérkach okoto 80 min po indukcji
apoptozy, a zanika po okoto 4 godz od indukcji. Koekspresja Reaper z Diap lub
IAP nie tylko powstrzymywata apoptoze komorek, ale rowniez spowodowata, ze
biatko Reaper nie zanikato. Biatka Reaper i Diap (lub IAP) majg odmienng lokalizacje
w komorce. Biato Reaper znajduje sie w cytosolu, za$ Diap i IAP w rejonie jadra
komérkowego. Podobnie jak w przypadku biatek CED-4 i CED-9 nicienia C. elegans,
koekspresja reaper z diap lub iap powodowata zmiane lokalizacji biatka Reaper
(z cytoplazmatycznej na okotojadrowg zgodnie z perinuklearng lokalizacja biatek
Diap i IAP). Koekspresja reaper wraz z p35 powstrzymywata wprawdzie zanikanie
biatka Reaper po 4 godz. od indukcji apoptozy, ale nie powodowata zmian w
lokalizacji biatka Reaper [92].

Kaspazy i ich dziatanie

Pobudzenie apoptozy w komoérkach muszki owocowej pod wpltywem dziatania
cytoplazmatycznej domeny receptora Fas [46], doSwiadczenia z biatkiem Reaper
[46, 62] oraz blokowanie $mierci komérek przez biatka wirusowe: P35 [24, 32,
99] i IAP [92] i komérkowe homologii clAP [32, 40] sugerujg dziatanie proteaz
cysteinowych (kaspaz) na etapie egzekucji programowanej $mierci. W poréwnaniu
z ssakami i nicieniem C. elegans, u Drosophila kaspazy zostaty znalezione sto-
sunkowo po6zno. Jak do tej pory znaleziono dwie kaspazy, sg to: DCP-1 (od
Drosophila caspase-1) [80] idrICE (odDrosophila ICE) [24]. Poréwnujac sekwencje
nowopoznanych kaspaz z innymi proteazami tej rodziny stwierdzono identyczno$é
drICE rzedu 38,9% do ludzkiej kaspazy 3 i30,4% do CED-3 [24] oraz identyczno$¢
DCP-1 rzedu 37% do kaspazy 3 i28% do CED-3 [80]. DCP-1 idrICE sa identyczne
w 55%, za$ ich konce C-terminalne w 42% [25].

Analiza metodg northern biot wykazata wysoka ekspresje drICE miedzy 2 a
6 godz. po AEL, tj. znacznie wcze$niej niz pojawia sie pierwsza fala programowanej
Smierci komorek w rozwoju zarodka Drosophila. Wskazuje to na synteze drICE
jako nieaktywnego proenzymu [24].

Podobnie jak w kaspazie CED-3 koniec N-terminalny kaspazy drICE jest bogaty
w seryne i glicyne, przy czym zaréwno w CED-3, jak i w drICE sekwencja ta
jest zlokalizowana przed kluczowg dla aktywacji kaspaz asparaging [24]. Nade-
kspresja drICE w linii komorkowej S2 Drosophila nie powoduje $mierci komaérek,
a jedynie uwrazliwia je na indukcje apoptozy pod wptywem CHX lub etopozydu.
Sugeruje to, ze kaspaza drICE jest obecna w komorkach w formie nieaktywnej
i postranslacyjna aktywacja jest konieczna do indukcji apoptozy. W przeciwienstwie
do drICE nadekspresja konstraktu drICE, pozbawionego N-terminalnego konca,
pobudza apoptoze. Wskazuje to na role domeny N-terminalnej w hamowaniu pro-
teolitycznych wiasSciwos$ci drICE. W wyniku ekspresji genu reaper oraz dziatania
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etopozydu lub CHX, endogenna drICE jest cieta na fragmenty 21kd i 12 kd [24].
Badania in vitro wykazaly specyficzno$¢ substratowg kaspazy drICE w stosunku
do biatka wirusowego P35 oraz w stosunku do biatka DmO (homolog laminy B
u Drosophila), przy czym lamina byta cieta mniej wydajnie [24, 25]. Jak wykazano,
kaspaza drICE jest réwniez zdolna do autoproteolizy [25].

Podobnie jak drIiCE, kaspaza DCP-1 jest produkowana jako forma nieaktywna.
Obciecie 33 poczatkowych aminokwaséw (prodomena) aktywuje kaspaze DCP-1.
Aktywna kaspaza tnie specyficznie biatko PARP (polimeraza poli - ADP rybozy)
i P35. Ekspresja DCP-1 w komérkach ssaczych lub ekstraktach z tych komérek,
wystarcza do aktywacji zmian apoptotycznych i degradacji DNA (drabinka apo-
ptotyczna) [80]. Swiadczy to o wysokiej konserwatywnosci funkcji kaspaz w ewo-
lucji.

Metodg hybrydyzacji in situ wykazano obecno$¢ mRNA dcp-1 w zarodku Dro-
sophila jeszcze przed wigczeniem transkrypcji wiasnych genéw zarodka,. Wskazuje
to, ze obecny mRNA dcp-1jest produktem matczynym. Na tym etapie embriogenezy,
dcp-1 byt rozmieszczony rownomiernie w catym zarodku. Wraz z zaawansowaniem
procesu embriogenezy obszar wystepowania mMRNA dcp-1 staje sie coraz bardziej
ograniczony. Uzyskane tg metoda wyniki dobrze korelujg ze wzrastajgcg opornoscia
zarodka na indukcje $mierci komdrek pod wptywem promieniowania X i ekspresji
reaper [80].

DCP-1 peini wazna role rozwojowa poczawszy juz od oogenezy [52]. Larwy
mutanta dcp-1 sg pozbawione dyskéw imaginalnych i gonad oraz majg bardzo
delikatne tchawki. W larwach, ktore przezyly do pdzniejszych stadibw rozwoju,
obserwowano powstawanie guzéw czemiaczkowych (melanotic tumors) zlokali-
zowanych w réznych cze$ciach ciata. Ich powstanie byto spowodowane prawdo-
podobnie autoimmunoagresjg przeciwko wiasnym komérkom. Brak dyskéw
imaginalnych w larwach mutantéw dcp-1 wskazuje nie tylko na zaangazowanie

tego genu w regulacje Smierci komérek, ale takze na jego znaczenie rozwojowe
[80].

3. PODSUMOWANIE

Programowana $mier¢ komarek odgrywa istotna role w rozwoju organizmu i
utrzymaniu homeostazy osobnikéw dorostych. Opisane powyzej przyktady PCD
u bezkregowcow oraz u organizmow jednokomorkowych, $Swiadczg nie tylko o
powszechnym wystepowaniu tego procesu, ale rowniez wskazujg, ze jest to proces
wysoce konserwatywny w ewolucji. To z kolei Swiadczy o tym, jak PCD jest
istotna dla zycia organizmu jako catosci. Niewatpliwie nasza wiedza na temat
kontroli procesu apoptozy jest nadal niepetna. W przypadku organizméw jedno-
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komorkowych nie znaleziono zadnego biatka homologicznego do biatek kontro-
lujgcych przebieg tego procesu u organizmow wielokomorkowych. W przypadku
nicienia zagadka pozostaje, w jaki sposéb sygnat zewnatrzkomérkowy ,dociera”
do kompleksu biatek CED-9/ CED-4/ CED3. U Drosophila nie znaleziono biatek
homologicznych do biatek z rodziny bel. Réwniez jest sprawg otwarta, czy wykryte
u Drosophila biatka homologiczne do Myc i Max [27] wzorem biatek z komdrek
ssakOw sg zaangazowane w kontrole programowanej $mierci komdrek?

Jak sie wydaje, przy obecnym stanie wiedzy, ciagle jest jeszcze wiecej pytan
niz odpowiedzi, a odkrycie kazdego nowego ogniwa w taricuchu kontroli procesu
PCD nasuwa, gtdwnie, kolejne pytania.
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KOMUNIKATY

IV KONFERENCJA POLSKIEGO TOWARZYSTWA CYTOMLTRII
PRZEPLYWOWEJ

Konferencja nt. ,,Cytometria przeptywowa w badaniach naukowych idiagnostyce”
odbedzie sie w Gdansku w dniu 18 pazdziernika 1998 roku. W programie prze-
widujemy wystapienia zaproszonych gosci oraz sesje plakatowg. Wyktadowcami
beda: Zbigniew Darzynkiewicz (Nowy Jork, USA), Jim Watson (Cambridge, W.
Brytania), Carleton Stewart (Buffalo, USA), Paul Robinson (West Lafayette, USA),
David Hedley (Toronto, Kanada), Jan Kapuscinski (Gdansk,Polska).

Bezposrednio po Konferencji wdniach 18-21 pazdziernika zostang zorganizowane
warsztaty metodyczne z udziatem zaproszonych wyktadowcéw. Konferencja oraz
warsztaty beda prowadzone w jezyku angielskim. Liczba uczestnikow warsztatow
jest ograniczona, prosimy zatem o oddzielne zaznacznie zamiaru udziatlu w tej
czesci Konferencji. Osoby zainteresowane udziatem prosimy o nadsytanie zgtoszen
uczestnictwa w terminie do 30 kwietnia 1998 roku na adres Komitetu Organiza-
cyjnego:

Dr hab. Jacek Bigda Prof. dr hab. Andrzej Mysliwski

Sekretarz Komitetu Organizacyjnego Przewodniczagcy Komitetu Organizacyjnego
Katedra Histologii i Immunologii AM Gdansk E-mail: anmys@amedOl.amg.gda.pl

ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk

tel/fax 058-3023673

e-mail: jjbigd@amed01 .amg.gda.pl

Ponizszy formularz prosze odcigé i przesia¢ na adres Komitetu Organizacyjnego

Zgtoszenie uczestnictwa
w IV Konferencji Polskiego Towarzystwa Cytometrii Przeptywowej

Imie i nazwisko

Adres

Jestem zainteresowanal/y/ udziatem w warsztatach metodycznych
(wihasciwe zakreslic):
tak / nie

podpis


mailto:anmys@amed01.amg.gda.pl
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XXVIII KONFERENCJA SZKOLENIOWA
Z ZAKRESU BIOLOGII KOMORKI

Uprzejmie zawiadamiamy, ze Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Anatomi-
cznego, Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytochemikdw, Redakcja Postepow Biologii
Komorki oraz prof. dr hab. L. Kaczmarek z Instytutu Biologii Doswiadczalnej
PAN im. M. Nenckiego organizujg doroczng konferencje szkoleniowg na temat:

»NEURODEGENERACJA”,

ktéra odbedzie sie w dniu 5 grudnia 1998 r. (sobota) w Warszawie, w sali
wyktadowej im. L. Paszkiewicza w Anatomicum Akademii Medycznej przy ul.
Chatubinskiego 5.

Poczatek obrad o godz. 10.00. Optata za uczestnictwo 5 zt ptatna na miejscu
obrad. W ramach optaty uczestnicy otrzymajg suplement 11/98 PBK zawierajacy
materiaty Konferencji.

PROGRAM:

Maria Barcikowska (Instytut-Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
PAN, Warszawa):
Choroba Alzheimera jako przykiad schorzenia neurodegeneracyjnego

Bozena Kaminska (Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Warszawa): Biologia molekularna apoptozy

Jacek Kuznicki (Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, War-
szawa): Wapn a apoptoza

Ewa M. Urbanska, Waldemar A. Turski (Katedra i Zaktad Farmakologii,
Akademia Medyczna, Lublin, Zaktad Toksykologii Klinicznej, Instytutu Medycyny
Wsi, Lublin): Toksyny mitochondrialne - neurodegeneracja i drgawki

Izabela Figiel (Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, War-
szawa): Apoptoza neuronéw w hodowli in vitro

Leszek Kaczmarek - Podsumowanie

Uczestnikom Konferencji zostang udostepnione po nizszej cenie zeszyty PBK.



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

Uprzejmie informujemy, ze VII Ogodlnopolska Konferencja Biologii Komorki
zostanie zorganizowana w 1999 roku , w dniach 9 (Sroda) do 12 (sobota) wrze$nia,
w Krakowie.

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

Zainteresowanych prosimy o S$ledzenie dalszych komunikatow.

First Announcement. The VIIth 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, Wito-
dzimierz Korohoda and Stanistaw Przestalski have been chosen by the Polish Cell
Biology Society.

Please keep attention to the forthcoming communicates.

Wskazowki przygotowania rysunkéw 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 wczesniejsza. 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

ZamoOwienie na odbitki musi by¢ zlozone wraz z przestang korektg pracy.
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DRUGA MIEDZYNARODOWA SZKOtA CYTOMERII

W dniach 07-12 czerwca 1998 r. odbyta sie w Uniwersytecie Jagiellonskim
w Krakowie Druga Miedzynarodowa Szkota Cytomerii. Zostata zorganizowana
przez Laboratorium Mikroskopii Konfokalnej i Analizy Obrazu w Instytucie Biologii
Molekularnej UJ przy wspétudziale International Society for Analytical Cytology
(ISAC), Polskiego Towarzystwa Cytometrii, Sieci Biologii Molekularnej i Komér-
kowej UNESCO/PAN i Komitetu Cytobiologii PAN. Zajecia prowadzito 14 wy-
ktadowcow iwzieto w nich udziat 44 uczestnikdw z Polski oraz Hiszpanii, Holandii,
Republiki Czeskiej i USA.

Wygtoszone zostaty nastepujace wyktady.

1. The Physics of Flow Cytometry -J. V. Watson (Addenbrooke’s Hospital,
Cambridge, UK)

2. Confocal microscopy - principles and instrumentation - F. Brakenhoff (University of
Amsterdam, Institute for Molecular Cell Biology, Amsterdam, The Netherlands)

3. Fluorescent probes for flow and image cytometry - J. W. Dobrucki (Uniwersytet Jagiel-
lonski, Instytut Biologii Molekularnej, Krakéw, Poland)

4. Confocal microscopy - technological progress and new applications - F. Brakenhoff
(University of Amsterdam, Institute for Molecular Cell Biology, The Netherlands)

5. Functional T-cell Cytometry - A. Radhruch (Deutsches Rheuma-Forschungszentrum,
Berlin, Germany)

6. Flow cytometric analysis of platelet activation and function - G. Schmitz (Klinikum der
Universitdt Regensburg, Institut fur Klinische Chemie, Regensburg, Germany)

7. Multiparametric analysis of lymphocyte phenotype: Clinical perspectives-A. Cossariz-
za (Department of Biomedical Sciences, Section of General Pathology, Modena, Italy)

8. Green fluorescentprotein - D. Galbraith (Department of Plant Sciences, University of
Arizona, Tucson, Arizona, USA)

9. Absolute count of CD34 positive and other immunolabelled cells - W. Gdhde
(Westfélische Wilhelms-Universitat, Institut fur Strahlenbiologie, Minster, Germany)

10. DNA content and cell cycle analysis - V. Shankey (Loyola University, Medical Center,
Maywood, Il. USA)

11. Characterization apoptosis and necrosis - Z. Dariynkiewicz (New York Medical Colle-
ge, The Cancer Center Institute, New York, USA)

12. New frontiers in flow and image cytometry - J. P. Robinson (Purdue University Cyto-
metry Laboratories, Purdue University, West Lafayette, IN, USA)

Zajecia praktyczne ilustrowaty podstawowe i niektére wybrane zaawansowane
techniki uzywane w cytometrii przeptywowej i obrazowej, m.in.:

. Flow cytometry principles and instrumentation

. Multidimensional immunophenotyping including analysis of infracellular antigens
. Functional cell studies using fluorogenic probes, fluorescent ligands and FRET

. Analysis of activation, proliferation and cell cycle progression

. Characterisation of apoptosis and necrosis

g R WN e
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6. Analysis of rare events including pre-enrichment

7. Conlocal microscopy - principles and instrumentation

8. Optimizing data collection in image cytometry

9. Multiphoton confocal imaging

10. Principles of image processing and deconvolution of 3D data
11. Ratio imaging

W czasie zaje¢ praktycznych korzystano z cytometréw przeptywowych firm Bec-
ton-Dickinson i Partec oraz mikroskopow konfokalnych BioRad MRC1024 i Bio-
Rad MicroRadiance.

Szkota odbyta sie dzieki pomocy wielu organizacji i firm. Organizatorzy sg
szczego6lnie wdzieczni za pomoc okazang przez firmy: Becton-Dickinson, BioRad
i Partec. Szkota otrzymata réwniez wsparcie z nastepujgcych zrodet: AutoQuant,
BioD srl, BUIK ,,GAMBIT”, Beckman-Coulter, Cytomation, Dako/ALAB, Gruppo
di Cooperazione in Immunologia, Uniwersytet Jagiellofiski, Miltenyi Biotec GmbH,
Molecular Probes, National Sciences Foundation (USA), Phoenix Flow Labs, Purdue
University Cytometry Laboratories, Schering AG, Sigma-Aldrich, University of
Arizona, Wilov.

Informacje o nastepnej Szkole Cytometrii:

dr J. Dobrucki
Uniwersytet Jagiellonski,
Instytut Biologii Molekularnej, Z-d Biofizyki,
Laboratorium Mikroskopii Konfokalnej i Analizy Obrazu
tel. (48-12) 634-14-42 w. 268
fax. (48-12) 633-69-07
Internet: dobrucki@ mol.uj.edu.pl


mailto:dobrucki@mol.uj.edu.pl
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiggnie¢ biologii
komorki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez zgody redakcji
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 odpowiadajg zadnej
zwymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie z ostatnich 5 lat
(do 10% pozycji bibliograficznych starszych);

2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach maszynopisu'z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (liczac od
daty wystania do redakcji);

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

Tekst pracy i zataczniki nalezy przesyta¢ w dwdch 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. 676) powinna by¢ przystana na yskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub 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 iangielskim oraz liczbe stron
maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy podac kolejno tytut pracy w jezyku
polskim iangielskim, imiona (w pelnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres
autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna
strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw) oraz stowa kluczowe - 3 do 10
stéw zgodnych zterminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sagtam zawarte. W tytule i streszczeniu
mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpoczaé¢ od nowej strony.
W tek$cie nie zamieszczac tabel, schematéw lub rysunkéw, a jedynie zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie ich
lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1litp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdzialy. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism podawac nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sa corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tek$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. [Histone 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 irysunkéw powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczegélnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zatgczniki sa zapozyczone z innych zrodet, nalezy poda¢, skad zostaly zaczerpnigte i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
Wszystkie zataczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem goéry i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszg by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skr6tow uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwrécenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wiekszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymujg bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga zamo6wic odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik nas. 676.

Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, anijego wspotpracownikami.
Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotgczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:
Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Treé¢ pracy nie byla uprzednio publikowana i nie zostata

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakcii. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptujg prace, tak nie Dotaczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda os6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sg zamieszczone w tek$cie artykutu tak nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postepach Biologii Komérki" przechodzi na wtasno$¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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