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W tym Zeszycie Postepow Biologii Komarki

W ciggu ostatnich pieciu lat osiggnieto zasadniczy postep w identyfikowaniu
genodw, ktorych produkty uczestniczaw percepcji roslinnych hormonéw. Wyse-
lekcjonowanie mutantéw Arabidopsis thaliana o zmienionej ,potréjnej odpo-
wiedzi” na etylen umozliwito zidentyfikowanie dwdch gendéw kodujgcych kinazy
biatkowe. Wiecej o kinazach biatkowych Czytelnik znajdzie na stronie 3 oraz
w PBK 1998, 25, 75.

Neutrofile (patrz str. 181) sg pierwszymi komérkami docierajacymi do tkanek

w odpowiedzi na czynnik zapalny. Dziatajg ochronnie, chociaz uwalnianie
wewnagtrzkomorkowych enzyméw proteolitycznych irodnikéw tlenowych moze
prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek. Nadreaktywno$¢ neutrofili moze zalezec¢
od nadmiernej ich preaktywacji w odpowiedzi na male stezenia czynnikéw
zapalnych (preaktywatorow).

Na stronie 101 opisano role p21 WAF1/CIP\ ktore jest biatkiem odgrywajgcym
istotng role w regulacji cyklu komaérkowego jako inhibitor aktywnos$ci podziato-
wej komorek. Hamuje ono aktywnos$¢ wiekszosci komplekséw: kinaza cykli-
nozalezna-cyklina, odgrywajacych kluczowa role w przechodzeniu komorki
przez poszczegdlne fazy cyklu mitotycznego

Wiekszos$¢ roslin okrytozalazkowych wytwarza kwiaty obuptciowe. U niewiel-
kiej liczby gatunkéw jednopiennych istnieje przestrzenne rozdzielenie organéw
ptciowych polegajace na istnieniu organéw meskich i zenskich w oddzielnych
kwiatach tej samej rosliny. U roslin dwupiennych kwiaty meskie i zenskie
tworzg sie na odrebnych osobnikach. W artykule na stronie 83 omdéwiono
aktualny stan wiedzy dotyczacy mechanizméw genetycznych i molekularnych,
ktére sg podstawa jedno- i dwupiennosci.

Fagocytoza jest zapoczgtkowana przez oddzialywanie wyspecjalizowanych
receptoréw blonowych fagocytu z odpowiednimi ligandami na powierzchni
pobieranej czastki. Aktywacja receptoréw skorelowana jest z ich agregacja -
wstepnym etapem generacji sygnatu fagocytarnego, ktory prowadzi ostatecz-
nie do przebudowy podbtonowego ukladu filamentéw aktynowych i internali-
zacji czastki. Artykut na ten temat znajdzie Czytelnik na stronie 59.
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RECEPTORY ETYLENU, CYTOKININ
| BRASINOSTEROIDOW - TRANSMEMBRANOWYMI
KINAZAMI BIALKOWYMI?7*

ETHYLENE, CYTOKININ AND BRASSINOSTEROIDS RECEPTORS
- ARE THEY TRANSMEMBRANE PROTEIN KINASES?

Stanistaw KOWALCZYK, Anna JAKUBOWSKA

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Og6lnej i Molekularnej,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Streszczenie: W ciggu ostatnich pieciu lat osiggnieto zasadniczy postep w identyfikowaniu genoéw,
ktérych produkty uczestnicza w percepcji roslinnych hormonéw. Wyselekcjonowanie mutantéw Arabi-
dopsis thaliana o zmienionej ,,potréjnej odpowiedzi” na etylen umozliwito zidentyfikowanie dwoch
gendéw kodujacych kinazy biatkowe. Gen ETR1 koduje biatko homologiczne z kinaza histydynowa, ktéra
u bakterii i drozdzy funkcjonuje w dwusktadnikowym uktadzie transdukcji sygnatu. Produkt genu CTR1
jest homologiczny z kinazami serynowo/treoninowymi z rodziny Raf. Kinaza CTR1, bedac ogniwem
szlaku transdukcji potozonym w dét od ETR1, petni funkcje negatywnego regulatora w transmisji
sygnatu. W ostatnim czasie zidentyfikowano gen CKI1 kodujacy biatko homologiczne z dwusktadniko-
wymi uktadami regulacji, ktére podobnie jak ETR1 moze funkcjonowaé¢ jako receptor cytokinin.
Analiza mutantéw niewrazliwych na brassinosteroidy doprowadzita do sklonowania genu BRI1. Biatko
BRI1nalezy do rodziny transbtonowych kinaz biatkowych zawierajacych zewnatrzkomérkowa domene
z powtérzeniami bogatymi w leucyne i wewngtrzkomérkowg domene charakterystyczng dla kinaz
serynowo/treoninowych.

Stowa kluczowe: etylen, cytokininy, brasinosteroidy, dwusktadnikowy uktad transdukcji, receptorowe
kinazy biatkowe

Summary: Over the last five years, substantial progress has been made toward the identification of genes
that are involved in plant hormone perception. Mutant screens in Arabidopsis thaliana looking for
alterations in the ,,triple response” to ethylene have identified two key signal transduction genes, both of
which are protein kinases. ETR1 encodes a protein that is similar to the histidine kinases of two component
systems of bacteria and yeast. The CTR1 gene product is a homolog of the Raf family of serine/threonine

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6P04C 050 09
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protein kinases. CTR1 acts downstream of ETR1 and functions as a negative regulator of the ethylene
signal transduction pathway. Recently, the gene CKIl was found to encode a protein similar to
two-component regulator, and by analogy, CKIl supposedly plays role of the cytokinin receptor. A
screen for brassinosteroid-insensitive mutants resulted in the cloning BRI1 gene. BR11belongs to a family
of plant receptor-like transmembrane kinases containing leucine-rich repeat and intracellular seri-
ne/threonine protein kinase domains.

Key words: ethylene, cytokinins, brassinosteroids, two-component systems, receptor-like protein kinases

WSTEP

Poszukiwania mechanizméw percepcji roslinnych hormondw, zainicjowane w
latach siedemdziesigtych, zwrécone byly poczatkowo na identyfikacje ,,miejsc wig-
zacych hormony”. W zalozeniu ,,miejscami wigzacymi” powinny by¢ biatka, ktore
specyficznie i odwracalnie wigzg fitohormony przenoszac informacje na sktadniki
komaérki petnigce funkcje efektorowe. Biatkowa koncepcja receptorow od samego
poczatku zyskiwata powszechng akceptacje, poniewaz uwzgledniata koniecznos$¢
precyzyjnego odréznienia struktury chemicznej hormonu od ogromnej liczby zwigz-
kéw chemicznych obecnych w roslinach. Tylko konformacja biatka receptorowego
pozwala na selektywne rozpoznanie okre$lonego hormonu i wytworzenie kompleksu
za pomocg odwracalnego wigzania niekowalencyjnego, co w efekcie prowadzi do
ciggu zdarzen koriczacych sie odpowiedzig fizjologiczng. Tak wiec biatko recep-
torowe wykrywa sygnat, a zarazem stanowi pierwsze ogniwo w taficuchu transmisji
sygnatu.

Na poczatku lat osiemdziesigtych sformutowano szereg kryteriéw, ktére opisuja
charakter oddziatywan zachodzacych miedzy hormonem a jego receptorem oraz
definiujg wiasciwosci samego receptora [117]. Kryteria te mozna by sformutowac
nastepujaco:

— Receptorem moze by¢ biatko charakteryzyjace sie wysoka specyficznoscia i

selektywnoscig wigzania czgsteczek hormonu.

— Wigzanie hormonu z receptorem powinno byé odwracalne, ajego usuniecie z

receptora powinno znosi¢ wywotany efekt.

— Liczba receptorow w komdrce powinna byé ograniczona, czego nastepstwem

jest wysyceniowa kinetyka wigzania hormonu z receptorem.

— Powinny istnie¢ réznice tkankowe w wystepowaniu okre$lonych receptorow

odzwierciedlajace réznice we wrazliwosci tkanek na okre$lony hormon.

— Wartosci statych wigzania powinny sie miesci¢c w zakresie fizjologicznych

stezerh hormonu.

— Stata szybkosci wigzania hormonu przez receptor powinna by¢ adekwatna do

czasu pojawienia sie reakcji biochemicznej badz fizjologiczne;j.

Mimo uptywu prawie 30 lat od czasu, gdy podjeto pierwsze préby izolacji biatek
wigzacych fitohormony, postep wiedzy na temat receptoréw fitohormonow jest nadal
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dalece niezadowalajacy. Wydaje sie, ze ten brak znaczgcego postepu wynika gtéwnie
z podjetej przed wielu laty metodyki badan. Identyfikowanie i oczyszczanie biatek
wigzacych hormony wydawato sie podejsciem oczywistym i prostym, a w dodatku
mogacym prowadzi¢ szybko do sukcesu. Z czasem dopiero okazato sie, ze bio-
chemiczna identyfikacja biatek wigzacych fitohormony moze prowadzi¢ do licznych
artefaktow, zwiaszcza wowczas gdy nie jest poparta poszukiwaniami funkcjonalnych
powigzah miedzy izolowanymi biatkami a wywolywanymi przez hormon efektami
biochemicznymi i fizjologicznymi [55,62,69,71,83,89,90,118,119]. Mozna wiec
przypuszczaé, ze to wiasnie trudnosci metodyczne sprawity, ze poszukiwania re-
ceptoréw fitohormondw, uwazane za bardzo interesujace i wazne, faktycznie nie
byly podejmowane na szerszg skale przez odpowiednio duze grono badaczy. Niewiele
sie zmieniato pod tym wzgledem réwniez wtedy, gdy problematyka percepcji syg-
natdw zewnatrzkomorkowych oraz przekazywania sygnatow wewnatrz komérki za-
czeta by¢ jednym z wiodacych probleméw biologii molekularnej. Ten wieloletni
zast6j zaczyna by¢ obecnie szybko przetamywany gtéwnie dzieki wprowadzaniu
do badan technik genetyki molekularnej. To nowe podejScie zaowocowato nie-
kwestionowanym postepem w poznawaniu receptoréw niektérych fitohormonéw
jak tez odkrywaniu nowych ogniw w szlaku transdukcji sygnatu. Na szczegdlng
uwage zastugujg badania, ktére w ostatnim piecioleciu doprowadzity do poznania
receptorow etylenu oraz odkrycia u roslin nowego mechanizmu odbierania i prze-
twarzania sygnatéw tzw. dwusktadnikowego uktadu, znanego stosunkowo dobrze
u bakterii, aniedawno odkrytego réwniez u innych eukariontdw. Godny odnotowania
jest rowniez fakt, ze tego rodzaju dwusktadnikowy uktad kinazy histydynowo/aspa-
raginianowej peini przypuszczalnie funkcje receptora cytokinin. Inna nowo odkryta
transbtonowa kinaza biatkowa zawierajgca domeny charakterystyczne dla kinaz se-
rynowo/treoninowych jest prawdopodobnie receptorem brasinosteroidéw.

ETYLEN

Ostatnia dekada przyniosta znaczacy postep w badaniach szlaku biosyntezy
etylenu wyrazajacy sie nie tylko poznaniem kolejnych etapéw syntezy, ale rowniez
sklonowaniem syntazy i oksydazy kwasu 1-aminocyklopropano-I -karboksylowego
- kluczowych enzyméw tego szlaku. Osiggniecia te prezentowane byty w ostatnim
czasie zarowno w polskich wydawnictwach i czasopismach monograficznych [47,95],
jak tez w licznych monografiach o zasiegu ogdlnoswiatowym [31,35,49,56,77,-
111,128]. Obecnie etylen budzi zainteresowanie badaczy gtownie w aspekcie jego
udziatu w regulacji transkrypcji genéw [30], regulacji syntezy w r6znych warunkach
stresowych [74,81,86], atakze jego percepcji i szlaku przekazywania sygnatu. Postep,
jaki sie dokonat w tym ostatnim przypadku, jest na tyle znaczacy, ze po prawie
30 latach poszukiwan receptoréw fitohormonéw mozna z satysfakcja stwierdzic,
ze w przypadku etylenu osiggnieto niewatpliwy sukces. Tak znaczacy przetom stat
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sie mozliwy dzieki wykorzystaniu w badaniach mutantéw rzodkiewnika (Arabidopsis
thaliana) o zmienionej odpowiedzi na etylen, co ostatecznie doprowadzito do ziden-
tyfikowania i sklonowania zmutowanych genéw. O wadze tych przetomowych badan
moze Swiadczy¢ liczba prac przegladowych na ten temat opublikowanych w li-
teraturze Swiatowej w ostatnich kilku latach [9,17,18,33,35,59,60].

Biatka wigzace etylen

Punktem wyjscia w poszukiwaniach receptora etylenu, podobnie jak w przypadku
innych fitohormondw, byto zatozenie, ze biatko receptorowe mozna bedzie iden-
tyfikowac na podstawie wigzania znakowanego izotopowo etylenu, jego analogéw
badzZ inhibitoréw wiazania. Zainicjowane pod koniec lat siedemdziesiatych pierwsze
proby identyfikacji ,,miejsc wigzacych” etylen, wskazywaty namozliwo$¢ znalezienia
takich biatek, bowiem stwierdzono, ze fragmenty bton liScieni fasoli wigzg swoiscie
etylen [110]. Wartosci statych szybkosci wiazania sg jednak stosunkowo niskie,
bo mieszcza sie w zakresie od kilku do kilkunastu godzin. W pdzniejszych badaniach
wykazano, ze z wyjatkiem liscieni fasoli, w tkankach innych roélin, takich jak:
ryz, groch, rzodkiewnik, obecne sg dwa rodzaje miejsc wigzacych, ktére roznig
sie wartoSciami statych szybkos$ci wigzania i uwalniania etylenu. Tak wiec oprocz
poznanych juz w fasoli miejsc wolno wigzacych etylen, obecne sg tutaj roéwniez
miejsca, ktérych wysycenie osiggane jest w czasie 40-60 min [100,101,102]. Badania
autoradiograficzne oraz frakcjonowanie struktur komérkowych metodg wirowania
w gradiencie sacharozy wykazaty, ze w liscieniach fasoli miejsca wigzace etylen
zlokalizowane sg gtdwnie w btonach siateczki srédplazmatycznej, btonach ciat biat-
kowych oraz w niewielkiej ilosci w btonie plazmatycznej [110].

Niska szybko$é uwalniania znakowanego etylenu z bton powinna sprzyja¢ oczy-
szczaniu biatek wigzacych. Okazato sie jednak, ze hydrofobowe biatka po uwolnieniu
z bton na og6t traca zdolno$¢ wigzania etylenu. Pewien sukces odniesli ostatnio
Harpham i wsp. [43], oczyszczajgc do stopnia homogenno$ci dwa polipetydy o
masie 26 i 28 kDa zachowujgce wihasciwosci wigzania etylenu. Sekwencja ami-
nokwasowa N-konca, atakze kilka wewnetrznych sekwencji wiekszego polipeptydu,
dajacych w sumie okoto 25% catego polipeptydu, nie wykazujg homologii z zadng
z sekwencji zdeponowanych w banku gendéw. Brak jest réwniez jakiegokolwiek
podobiefstwa sekwencji z biatkiem receptorowym ETR1 A. thaliana poznanym
przed pieciu laty [16].

Juz od poczatku badan nad wigzaniem etylenu zwracano uwage na zwigzki,
takie jak: propylen, acetylen, tlenek wegla, izocyjanek metylu, ktére w wyzszych
stezeniach wywotujg efekty fizjologiczne takie same jak etylen. Poznano takze
grupe zwigzkoéw, ktére wspotzawodnicza o miejsca wigzace, ale nie wywotujg efe-
ktéw fizjologicznych (2,5-norbomadien, 1,3-butadien, d.y-2-buten, cyklopentadien,
cyklopropen) [41,109,110].
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Mutanty A. thaliana i pomidora o zmienionej odpowiedzi na etylen

Zmiany morfologiczne, pojawiajgce sie u roslin rosngcych w atmosferze za-
wierajgcej etylen, atakze mozliwos$¢ indukowania przez etylen dojrzewania owocow,
zwrdcity uwage badaczy na mozliwo$¢ wyselekcjonowania mutantdw, ktérych mu-
tacje moga dotyczy¢ biatek biorgcych udziat w percepcji i transdukcji sygnatu.
Szczegolnie przydatne w identyfikowaniu tego typu mutantow okazaty sie znane
juz od dawna zmiany morfologiczne wystepujace u kietkujacych roslin dwuliscien-
nych rosnacych w ciemnosci w obecnosci etylenu. Zmiany te okres$lane jako ,,potréjna
odpowiedz” polegaja na zahamowaniu wzrostu wydtuzeniowego korzenia i hi-
pokotyla, pogrubieniu hipokotyla wynikajacego z reorientacji kierunku wzrostu z
podtuznego na izodiametryczny i zwiekszeniu zakrzywienia haczyka wierzchot-
kowego. Przypuszcza sie, ze zmiany te ufatwiajg wzrost i stuzg m.in. ochronie
merystemu wierzchotkowego w czasie przebijania sie kietkéw przez warstwe gleby.

Potréjna odpowiedZz u A. thaliana jest bardzo podobna do reakcji kietkow
grochu, ktéra zwrdcita uwage biologdéw na etylen, a przez szereg lat byta podstawa
jakosciowego, anawet iloSciowego oznaczaniaetylenu. Tak wiec rosliny o zmienionej
odpowiedzi na etylen sg tatwe w identyfikacji, a ich selekcja sposrdd tysiecy
»Skroconych” w obecnosci etylenu osobnikéw dzikich nie nastrecza trudnosci. W
ten sposdb wyodrebniono 2 grupy mutantéw wykazujacych zmieniong odpowiedz
na wysycajace stezenie egzogennego etylenu. Do pierwszej grupy zalicza sie te
mutacje, ktére prowadzg do catkowitego badz czesciowego zaniku wrazliwosci
na etylen. Pierwszym mutantem tego typu, wyselekcjonowanym 10 lat temu jest
mutant etrl (ethylene resistant) [8]. Wielkim utatwieniem w identyfikowaniu zmu-
towanych osobnikéw jest fakt, ze juz po 3 dniach od wysiania nasion, zmutowana
roslina rzodkiewnika rosngca w atmosferze etylenu wyrd6znia sie dtugoscia hipokotyla
i korzenia, ktéra jest prawie identyczna jak u roslin linii dzikiej rosngcych na
powietrzu. W testach pomiaru dtugosci hipokotyla stwierdzono, ze mutant etrl
jest niewrazliwy na etylen nawet przy stezeniu réwnym 100 pl/l, podczas gdy
rosliny dzikie juz przy stezeniu I|il/l sg krotsze o okoto 70%. Ponadto rosliny
dzikie w obecnosci etylenu zawierajg mniej chlorofilu w liSciach i charakteryzuja
sie prawie 3-"1-krotnie wyzszg aktywnos$cig peroksydazy. Mutant etrl produkuje
5-10-krotnie wiecej etylenu, co sugeruje, ze nie funkcjonuje u niego mechanizm
sprzezenia zwrotnego kontrolujacy biosynteze etylenu. Okazato sie tez, ze mutant
etrl w warunkach in vivo wigze pieciokrotnie mniej etylenu niz ro$liny dzikie
[8]. Brak wrazliwosci etrl na etylen jest cechg, ktdra segreguje w nastepnym po-
koleniu w stosunku 3:1, co dowodzi, ze wyselekcjonowany mutant byt heterozygota,
a mutacja miata charakter dominujacy. W wyniku wstecznych krzyzowan z ro$linami
dzikimi uzyskano kilka linii homozygotycznych etrl, ktére w krzyzowaniach ge-
netycznych postuzyly do ustalenia lokalizacji miejsca mutacji w chromosomie, a
nastepnie do identyfikacji i sklonowania genu ETR1.
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Zakonczone sukcesem klonowanie genu ETR1 przyczynito sie do wyselekcjo-
nowania i scharakteryzowania szeregu innych mutantéw. Do dzisiaj zidentyfi-
kowano co najmniej 6 innych loci, w ktérych mutacja dawata osobniki niewrazliwe
na etylen. Mutantem allelicznym z etrl jest mutant einl (ethylene insensitive) [40].
Obydwie mutacje potozone sg w chromosomie 1 i sg dominujace. Mutacjami re-
cesywnymi prowadzacymi w roznym stopniu do zaniku wrazliwosci na etylen sg
mutacje ein2, ein3,ein5, eind [19,99]. Szczegdlnie interesujace ze wzgledu na przy-
datno$¢ w badaniach szlaku transdukcji sygnatu sg mutanty ein2 i ein3. Mutant
ein2 charakteryzuje sie tym, ze po zakazeniu roslinnymi bakteriami patogennymi
nie wykazuje objawow typu chloroz czy lezji, a wiec zmian charakterystycznych
dla tzw. reakcji nadwrazliwosci [4]. Natomiast sklonowany gen EIN3 koduje biatko
jadrowe, ktérego miejsce w szlaku transdukcji sygnatu jest ostatnio intensywnie
badane [19].

Druga grupa mutantéw charakteryzuje sie konstytutywnymizmianami fenotypu,
bedacymi typowymi reakcjami na etylen, mimo ze ro$liny rosng w warunkach
pozbawionych etylenu. W tej grupie mozna wyodrebni¢ 2 klasy mutantéw.

Do pierwszej klasy zalicza sie mutacje prowadzgce do nadprodukcji etylenu.
Efektem takiej mutacji jest wystgpienie ,,potrojnej odpowiedzi” przy braku egzo-
gennego etylenu. Mutanty te okre$lane mianem eto (ethylene overproducers) pro-
dukujg od 10 do 100 razy wiecej etylenu niz ro$liny dzikie. Mutacje eto
identyfikowane sg na podstawie znoszenia charakterystycznych zmian fenotypowych
przez zwigzki hamujace synteze etylenu (aminowinyloglicyna, kwas oc-aminoizoma-
stowy) badz wspomniane juz wczesniej zwigzki hamujgce wigzanie etylenu do
biatek (rra/ur-cyklookten, jony srebra). Dotychczas zidentyfikowano 5 r6znych loci
eto [40,58].

Do drugiej klasy nalezag mutanty typu ctr (constitutive triple response), u ktorych
wystepuje ,,potréjna odpowiedz” w nieobecnosci egzogennego etylenu i to nawet
woweczas, gdy zahamowana jest jego synteza badz wigzanie. Mutacja ctr jest re-
cesywna i prowadzi do drastycznych zmian morfologicznych i morfogenetycznych
[58]. Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze mutanty ctr, mimo ze nie produkuja wiecej
etylenu niz szczepy dzikie, to w nieobecnosci egzogennego etylenu wykazuja wiele
fenotypowych podobienstw do osobnikdw dzikich rosngcych w obecnosci wysy-
cajacych stezen etylenu. I tak, liScie i korzenie mutantdw ctrl sa mniejsze, kwiatostany
sq bardziej zwarte, a rosliny zakwitajg p6zniej. Komorki epidermalne mutanta ctr
sg pieciokrotnie mniejsze niz u osobnikéw dzikich rosnacych na powietrzu. Zmniej-
szenie wielkoSci komérek u ctr i zwigzane z tym mniejsze rozmiary lisci, krotszy
hipokotyl i zredukowany system korzeniowy sg typowymi reakcjami roslin na etylen.
Przypuszcza sie, ze zmiany te maja zwigzek z reorientacjg $cian komérkowych
i cytoszkieletu [108]. Interesujaca cechg fenotypowg mutantow ctrl jest tez
tworzenie dodatkowych witosnikéw korzeniowych w miejscach, gdzie na og6t wios-
niki nie wystepujg [114]. Jednak jedng z najwazniejszych cech mutantow ctrl jest
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wysoki poziom ekspresji gendéw znanych jako geny regulowane przez etylen, mimo
ze zmutowana ro$lina roénie w atmosferze pozbawionej etylenu [30,58]. Zmutowany
allel Ctrl przy krzyzowaniu wstecznym przekazywany jest rzadziej niz allel dziki
przypuszczalnie z powodu defektu w gametoficie zenskim Ctrl.

Interesujace z punktu widzenia przewidywania miejsca produktéw zmutowanych
gendw w szlaku transdukcji sygnatu sa badania majace na celu $ledzenie oddziatywan
poszczegOllnych gendéw na ujawnienie cech fenotypowych zdeterminowanych przez
zmutowane geny. Zaleznosci te okre$lane mianem epistazy badane byly w krzy-
zowaniach miedzy poszczeg6lnymi mutantami. Wykazano w ten sposéb, ze epistaza
miedzy mutacjami Ctrl a etrl, ein2, ein3 iein4 jest kompletna oraz ze podwdjna
mutacja pomiedzy etrl, ein2, ein3 i ein4 nie jest addytywna w odniesieniu do
zmian fenotypowych [17,18,46,57,58,99]. Na tej podstawie zaproponowano naste-
pujace wzajemne potozenie produktéw zmutowanych genéw w tancuchu transdukcji
sygnatu:

EIN2
etylen o ETR1 « CTR1 o zmiany fenotypowe
EIN3

Dzisiaj juz wiadomo, ze etylen jest kluczowym hormonem w regulacji dojrzewania
owocow klimakterycznych, takich jak: jabtko, pomidor czy gruszka. Od wielu lat
znane sg tez mutanty pomidora, u ktérych dojrzewanie owocOw jest opdznione
lub catkowicie zahamowane. W ostatnich latach zwrécono ponownie uwage na
znanego od ponad 40 lat mutanta nr (never ripe), u ktorego tylko niewielki procent
gendéw okreslanych jako geny dojrzewania ulega ekspresji. W ostatnim czasie stwier-
dzono ponadto, ze sposréd badanych mutantéw pomidora tylko nr nie wykazuje
potréjnej odpowiedzi. Nie obserwowano u niego réwniez zmian epinastycznych
i zmian zwigzanych ze starzeniem i opadaniem kwiatow [68]. Ostatecznie mutant
nr, ktérego mutacja ma charakter czesciowo dominujacy, okazat sie réwniez mu-
tantem niewrazliwym na etylen.

Biatka ETR1 i ERS A. thaliana oraz TXTR-14 i eTAEI pomidora
- receptorami etylenu

Locus ETR1 A. thaliana mapowano technikg chromosome walking, a nastepnie
okreslony fragment DNA uzyto do screeningu biblioteki cDNA [16]. Tak ziden-
tyfikowane 4 zmutowane allele byty dominujgce w stosunku do alleli typu dzikiego.
Poréwnujac sekwencje cDNA z sekwencja genomowg ustalono, ze gen zawiera
6 intronéw. Eksony kodujg 738 aminokwaséw, ktére tworza biatko o wyliczonej
masie 82,5 kDa. Sekwencja aminokwasowa N-koncowego fragmentu zawierajacego
313 aminokwas6w nie wykazuje homologii z zadna ze znanych sekwencji. W tej
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czesci potozone sa 3 fragmenty hydrofobowe (pozycje:26-43, 48-76 i 83-115) two-
rzace domeny transhtonowe (rys. 1). Interesujgcy z punktu widzenia funkcjonowania
biatka ETR1 jest fakt, ze wszystkie 4 alleliczne mutacje etrl powstate w wyniku
zamiany 1 nukleotydu zlokalizowane sg w obrebie tych trzech regionéw hydro-
fobowych [16]. Gen ETR1 nie zawiera sekwencji sygnatowej, co przy braku badan
dotyczacych wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka nie pozwala przewidzie¢, z
jakimi btonami komérkowymi jest ono zwigzane. Pozostata wewngatrzkomorkowa
sekwencja zawiera domeny charakterystyczne dla bakteryjnego dwusktadnikowego
ukfadu transdukcji [91]. Obejmuja one 5 konserwatywnych sekwencji ,sensora”
i 3 charakterystyczne domeny ,,regulatora odpowiedzi” (rys. 1). W domenie kinazy

RYSUNEK 1. Biatka receptorowe ETR1 i ERS: a- schemat budowy z zaznaczonymi trzema
domenami transbtonowymi, domenami kinazy histydynowej transmitera oraz domenami regulatora
odpowiedzi w biatku ETR1; b - topologiczny model homodimerycznych receptoréw ETR1 i ERS z
zaznaczonym miejscem autofosforylacji histydyny (H) i fosforylacji reszty asparaginianu (D) w regula-
torze odpowiedzi (na podstawie danych [16,46,105])
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histydynowej ,transmittera” potozone sg konserwatywne sekwencje MNHEMRTPM
LMQIILNIVGNA VKDSGAGIN IFTKF GSGLGL z resztg histydyny ulegajaca
autofosforylacji. Regulator odpowiedzi zawiera konserwatywne sekwencje DE D
K. W bakteryjnych uktadach dwusktadnikowych reszta kwasu asparaginowego w
czesci ,,regulatora odpowiedzi” ulega ufosforylowaniu w wyniku przeniesienia reszty
fosforanowej z histydyny ,transmittera”.

Biatko ETR1 izolowane z bton A. thaliana oraz drozdzy transformowanych
genem ETR1 ma mase czasteczkowg 147 kDa [105]. Zwiazki hydrosulfidowe
zrywajace wigzania dwusiarczkowe umozliwiajg elektroforetyczny rozdziat poli-
peptydéw o masie czasteczkowej wynoszacej 79 kDa, co dowodzi, ze natywne
biatko jest homodimerem (rys. 1). Jest zatem wielce prawdopodobne, ze sgsiadujgce
ze sobg polipeptydy dimerycznego receptora ETR1 mogg fosforylowa¢ konser-
watywne reszty histydyny sgsiedniego monomeru.

Transformowanie genu ETR1 do komoérek drozdzy jednoznacznie potwierdzito
receptorowg role ETR1 [104]. Zrekombinowane biatko wigze odwracalnie etylen,
a stata dysocjacji réwna 2,4 x 10-9 M jest wartoScig podobnego rzedu do tych,
jakie uzyskano wczesniej w przypadku bton komérkowych izolowanych z réznych
roslin [110]. Wiazanie ma charakter wysyceniowy, hamowane jest przez 2,5-nor-
bomadien i rrans-cyklookten i charakteryzuje sie statg szybkosci dysocjacji rowng
12,5 godz. W warunkach, gdy ekspresji w drozdzach podlegat tylko N-koncowy
fragment ETR1 (od pozycji 1 do 165), w obrebie ktdrego potozone sg wszystkie
3 domeny hydrofobowe, to syntetyzowany tak skrécony polipetyd nadal wigzat
etylen. Na podstawie wcze$niejszych obserwacji przypuszcza sie, ze w wigzaniu
etylenu moga uczestniczy¢ reszty cysteiny, histydyny badz metioniny mogace koor-
dynacyjnie wigza¢ metale (cynk, miedz). Interesujacy z tego punktu widzenia jest
mutant etrl-1, w ktorym cysteina w pozycji 65 potozona w drugiej domenie trans-
btonowej zostata zamieniona natyrozyne. Biatko ETR1-1 drozdzy transformowanych
tak zmutowanym genem nie wigze etylenu, co sugeruje, ze to wiasnie ta reszta
cysteiny bezposrednio uczestniczy w wigzaniu hormonu. Zamiana cysteiny w pozycji
99 (trzecia domena transmembranowa) oraz w pozycjach 4 i 6 nie wptywa istotnie
na wigzanie hormonu, co moze wskazywag, ze reszty tych cystein moga uczestniczy¢
w tworzeniu mostkow dwusiarczkowych miedzy monomerami [104].

Catkowity brak wigzana etylenu przez zmutowane biatko ETR 1-1 produkowane
w komorkach drozdzy oraz niekompletny zanik wigzania u mutanta etrl-1 wska-
zywaty na obecno$é u A. thaliana innych biatek wiazacych etylen [8]. Przypuszczenie
to okazato sie trafne, bowiem stosujgc sonde cDNA komplementarng z ETRJ zna-
leziono w genomowej bibliotece fragmenty hybrydyzujace zETR1 [46]. Sklonowany
gen ERS (ethylene response sensor) potozony w chromosomie 2 koduje biatko,
ktére w czesSci N-koncowej (reszty 1-321) jest identyczne w 75% z ETR1, a w
domenie kinazy histydynowej procent identycznosci wynosi 58. W czesci C-korcowej
biatko ERS jest jednak krétsze od ETR o 125 reszt aminokwasow, bowiem nie
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zawiera domeny ,regulatora odpowiedzi” (rys. 1). Stwierdzenie tak zasadniczej
réznicy nasuwa pytanie o funkcje, jaka peitni kazde z tych biatek w percepcji
etylenu. Prébe wyjasnienia tego problemu podjeto w doswiadczeniach, w kt6érych
zmutowanym punktowo genem ERS (izoleucyna w pozycji 62 zastgpiona feny-
loalaning podobnie jak w mutancie etrl-4) transformowano dziki szczep A.thaliana.
Okazato sie, ze tak zmutowany gen ersl w mieszancach z osobnikami dzikimi
segregowat jako gen dominujacy dajac linie nie wykazujace ,,potréjnej odpowiedzi’
[46]. Wyniki te sugerujg zatem, ze obok ETR takze ERS jest biatkiem receptorowym
wigzacym etylen. Mozna réwniez zaktadaé, ze obydwa monomeryczne biatka moga
tworzy¢ funkcjonalne homo- i heterodimery, czego efektem moze by¢ zré6znicowana
wrazliwos$¢ tkanek na etylen. Nadal bez odpowiedzi pozostaje pytanie o to, czy
kinaza ERS w transdukcji odebranego sygnatu wspétdziata z oddzielnym niezi-
dentyfikowanym jeszcze ,regulatorem odpowiedzi”, podobnie jak to jest w wie-
kszosci przypadkoéw u bakterii.

W kontekscie poszukiwan receptoréw etylenu u A. thaliana zainteresowanie
badaczy budzit réwniez wspomniany wczes$niej mutant nr pomidora. W pierwszej
kolejnosci nasuwato sie pytanie o to, czy genom pomidora zawiera sekwencje homo-
logiczne z ETR1. W probach poszukiwania odpowiedzi na to pytanie wykonano
screening biblioteki ¢cDNA z owocéw, w ktérym uzyto sondy hybrydyzacyjnej
przygotowanej przy uzyciu fragmentu zawierajgcego okoto 50% sekwencji ko-
dujacej ETR1. W ten sposob wyselekcjonowano klon oznaczony jako TXTR-14
zawierajacy w otwartej ramce odczytu sekwencje kodujacg 635 aminokwasow two-
rzacych biatko o masie 71 kDa [123]. Biatko TXTR-14 jest w 68% identyczne
z ETR 1Jednakze podobnie jak ERS nie ma fragmentu o dtugosci 103 aminokwaséw
odpowiadajgcego domenie ,,regulatora odpowiedzi”. Poréwnujac gen TXTR-14 mu-
tanta nr i rodliny dzikiej stwierdzono, ze mutant w pozycji 36 ma reszte leucyny
zamiast proliny. Zamiana tych aminokwaséw w tej pozycji jest nastepstwem zamiany
wjednej tréjce nukleotydow DNA z C na T. Prolina w pozycji 36 jest konserwatywna
w ETR1 i ERS, co sugeruje, ze mutacja w tym miejscu moze by¢ przyczyng braku
wrazliwosci na etylen mutanta nr. Transkrypcja genu TXTR-14 indukowana jest
przez etylen, ale tylko w owocach wyros$nietych i zielonych, natomiast nie zachodzi
w owocach niedojrzatych, a takze, co sie wydaje oczywiste, u mutanta nr [123].

Sonda hybrydyzacyjng ETR1 wyznakowano w genomie pomidora co najmniej
5 loci, co wyraznie wskazywato, ze TXTR-14 jest przedstawicielem rodziny genéw
[126]. Wkrotce z biblioteki cDNA dojrzewajacych owocow wyizolowano klon tETR,
ktéry podobniejak TXTR-14 koduje biatko w 70% identyczne zETR1, nie zawierajace
réwniez domeny regulatora odpowiedzi [93]. W ostatnim czasie, cDNA genu ETR]
wykorzystano jako sonde do screeningu biblioteki cDNA przygotowanej na bazie
mRNA ze strefy odcinania lisci pomidora. Tak wyizolowano klon eTAEI, ktory
koduje polipeptyd o dtugosci 754 aminokwas6w i wyliczonej masie réwnej 84
kDa. Biatko to jest w 81% identyczne z biatkiem ETR1 i podobnie jak ETR1
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oprocz domeny kinazy histydynowej ma domene ,regulatora” odpowiedzi. Stwier-
dzono ponadto, ze eTAEI podlega konstytutywnej ekspresji we wszystkich ba-
danych tkankach [129].

Podsumowujac dotychczasowe wyniki mozna zatem stwierdzi¢, ze obydwie ba-
dane rosliny majg co najmniej dwa rodzaje biatek mogacych petni¢ funkcje receptora
etylenu. Biatka ETR1 i eTAEIl zawierajg domene kinazy histydynowej i domene
»regulatora odpowiedzi”, podczas gdy biatka ERS i TXTR-14 majg tylko domene
kinazy histydynowej transmittera.

Biatko CTR - serynowo/treoninowa kinaza biatkowa homologiczna
z biatkami rodziny Raf

Mutanty A. thaliana klasy ctr nie produkujg wiecej etylenu niz rosliny dzikie,
a mimo to rosngc na powietrzu fenotypowo przypominajg rosliny dzikie rosngce
w obecnosci etylenu [58]. Mutacja ctr potozona jest na chromosomie 5 ijest mutacjg
recesywng, aczkolwiek nie segreguje $cisle w stosunku 3:1. Przypuszcza sie, ze
przyczyna nieco zmienionego stosunku (4,8:1) jest obnizona zywotno$¢ gametofitu
badz zmienione wilasciwosci tagiewki pytkowej.

Gen CTR1 zidentyfikowany metodg mutagenezy insercyjnej (T-DNA tagging),
zawiera 15 eksonéw kodujacych biatko zbudowane z 821 aminokwasdw o wyliczonej
masie okoto 90 kDa (rys. 2). Ustalono réwniez sekwencje nukleotydowga 4 mutantow
alelicznych ctr. W sekwencji aminokwasowej stwierdzono 11 subdomen chara-
kterystycznych dla wszystkich kinaz biatkowych, jednakze najwyzszy stopien ho-
mologii (41%) taczy CTR1 z kinazami serynowo/treoninowymi rodziny Raf. O
przynalezno$ci do tej rodziny kinaz biatkowych $wiadczg sekwencje subdomeny
VIB (HRDLKSPN) i subdomeny VIII (TPEWMAPE). Chociaz biatko CTR1 jest
bardziej podobne do kinaz serynowo/treoninowych niz kinaz tyrozynowych, to ho-
mologia miedzy CTR1 a genem KYK1 z Dictyostelium kodujacym kinaze biatkowg
0 podwadjnej specyficznosci jest réwniez znaczaca [72]. Domena kinazowa obejmuje
ponadto konserwatywng sekwencje (IGAGSFGTV) potozong w subdomenie | (po-
zycja 557 do 565), ktdra jest miejscem wigzania ATP. Chociaz aktywno$¢ kinazowa
CTR1 nie zostata jeszcze potwierdzona eksperymentalnie, to o takiej wtasnie funkcji
moga Swiadczyé dwie z 5 mutacji, ktére dotyczg zamiany aminokwaséw zajmujacych
konserwatywne pozycje we wszystkich znanych kinazach biatkowych. U mutanta
Ctrl-1 zamiana ta dotyczy kwasu asparaginowego w subdomenie VII, ktéry zostat
zastgpiony przez kwas glutaminowy, natomiast u mutanta ctr1-4 kwas glutaminowy
potozony w subdomenie Il zostat zamieniony na lizyne.

W czesci N-koncowej CTR1 nie zawiera hydrofobowej domeny transhtonowej,
natomiast ma sekwencje podobng do biatek Raf z charakterystycznymi regionami
bogatymi w seryne. To podobieristwo jest szczegdlnie intrygujace zwazywszy, ze
kinazy Raf modulujg odpowiedz komdrki na sygnaty zewnatrzkomdérkowe [67,94].
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powtérzenia PEN miejsce wigzania ATP subdomena VI

IGAGSFGTV TPEWMAPE

HRDLKSPN

petla P subdomena VIB

RYSUNEK 2. Schemat budowy cytoplazmatycznej kinazy CTR1 z zaznaczonymi fragmentami typowy-
mi dla biatek z rodziny Raf (powt6rzenia PEN, petla P) oraz domenami kinazy serynowo/treoninowej (na
podstawie danych [58])

W cze$ci N-kofcowej potozone sg tez charakterystyczne dla Raf krétkie sekwencje
(-GGX-) okreslane jako powtérzenia PEN, a takze tzw. petla P utworzona przez
sekwencje wigzacg ATP lub GTP (rys. 2). Zaklada sie, ze te charakterystyczne
fragmenty kinaz Raf dziatajg jako negatywne regulatory aktywnos$ci kinazowej w
czesci C-koncowej. Podobnie moze by¢ réwniez w przypadku kinazy CTR1, gdyz
trzy z pieciu poznanych mutacji alelu ctr potozone sg w czesSci N-koncowej.

Percepcja i transdukcja sygnatu

Dominujacy charakter mutacji etrl mozna ttumaczy¢ modelem, w ktérym domena
kinazy histydynowej jest aktywna w nieobecnosci zwigzanego z receptorem etylenu
(rys. 3). W ten spos6b receptor ETR1 funkcjonuje jako negatywny regulator na-
stepnych ogniw szlaku transdukcji sygnatu. Zgodnie z tym mechanizmem, zwigzanie
etylenu przez ETR1 prowadzi do inaktywacji kinazy histydynowej i derepresji szlaku
odpowiedzi. Zmutowany receptor, ktéry nie potrafi zwigzac etylenu, pozostaje zatem
w stanie permanentnej aktywnos$ci, pobudzajac szlak odpowiedzi, czyli w sposéb
bezposredni lub posredni aktywujac kinaze CTR1. Aktywna kinaza CTR hamuje
aktywnos$¢ kaskady kinaz MAP, czego koncowym efektem jest brak ekspresji od-
powiednich genéw. Zwigzanie etylenu przez ETR, ktdremu towarzyszy zaha-
mowanie aktywnosci kinazy histydynowej receptora, prowadzi do zahamowania
aktywnosci kinazy serynowo/treoninowej CTR, a w efekcie do aktywacji kaskady
kinaz MAP i aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych.

Proponowany mechanizm przypomina sposéb dziatania receptora FixL/FixJ Rhi-
zobium meliloti regulujacego ekspresje genéw zwigzanych z asymilacjg azotu [39].
Na podobnej zasadzie dziata u drozdzy mechanizm rejestrujgcy zmiany osmolamosci
Srodowiska zewnetrznego, okreslany skrotowo jako HOG (high osmolarity glycerol
response) [97].

W alternatywnym modelu funkcjonowania receptora ETR1 zaktada sie, ze zwia-
zanie etylenu przez receptor uaktywnia kinaze histydynowa, ktora bezposrednio
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etylen

Wiqzanie ]

btona
hormonu

ETR1 X X

CTR1

KASKADA KINAZ MAP

ODPOWIEDZ

RYSUNEK 3. Schemat ilustrujacy funkcjonowanie receptora ETR1 i kinazy CTR1 w percepcji etylenu

i przekazywaniu sygnatu na kaskade kinaz MAP. Autofosforylacja receptora, fosforylacja reszty kwasu

asparaginowego w ,regulatorze odpowiedzi” i ufosforylowanie domeny regulatorowej kinazy CTR1

maja miejsce wowczas, gdy receptor niejest zwigzany z etylenem. Ufosforylowanie kinazy CTR1(kinaza

kinazy kinazy MAP; MAPKKK) powoduje jej aktywacje izahamowanie szlaku kinaz MAP. Zwigzanie

etylenu przez ETR1 hamuje aktywno$¢ kinazy histydynowej i fosforylacje kinazy CTR1, co prowadzi

do derepresji szlaku kaskady kinazy MAP i w efekcie do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych.

Schemat nie przedstawia alternatywnego mechanizmu opisanego krotko w tek$cie (wg [9,17,—
18,33,35,59,60], zmodyfikowane)

lub posrednio hamuje aktywnos$¢ kinazy CTR1.W obu modelach ETR1 posrednio
lub bezposrednio reguluje aktywno$¢ kinazy serynowo/treoninowej CTR1, ktora
dziata jako negatywny regulator odpowiedzi na etylen. Sugestia ta opiera sie na
zatozeniu, ze mutacje w CTR1 znoszg aktywno$¢ kinazowa, czego efektem sg zmiany
fenotypowe charakterystyczne dla odpowiedzi na etylen.

Odkrycie kinazy CTR 1zwraca uwage naroslinne kinazy homologiczne z kinazami
Raf, pelnigcymi role ,pierwszego stopnia” w kaskadzie kinaz biatkowych MAP.
Kinazy MAP (MAPKs - mitogen-activated protein kinases) sg kinazami seryno-
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wo/treoninowymi, ktére u eukariontow posredniczg w przekazywaniu réznorodnych
sygnatow zewnatrzkomérkowych na wewnatrzkomoérkowe efektory, integrujagc w
ten sposéb rozne szlaki transdukcji sygnatow [50,116]. Regulacja kaskady kinaz
MAP odbywa sie w drodze fosforylacji konserwatywnych reszt treoniny i tyrozyny
w motywie -T-X-Y-, ktéry potozony jest w poblizu domeny kinazowej (subdomena
VII). Na podstawie wynikéw prowadzonych obecnie badan sugeruje sie, ze roslinne
kinazy MAP posrednicza w przekazywaniu sygnatow miedzy receptorami odbie-
rajgcymi informacje o zranieniach, stresach abiotycznych, ataku patogenéw a czyn-
nikami transkrypcyjnymi [44,125].

Jak juz wczesniej wspomniano, epistaza miedzy mutacjami ctrl a ein2 i ein3
jest kompletna. Mutacje ein2 i ein3 maskujg fenotyp mutanta ctrl, co wskazuje,
ze w szlaku transdukcji sygnatu ogniwa te potozone sg ponizej CTR1 [99]. Mozna
wiec zatozy¢, ze CTR1 przez regulacje aktywnosci kaskady kinaz MAP wptywa
na aktywnos$¢ niezidentyfikowanych jeszcze biatek bedacych produktami gendow
EIN2 i EIN3 tworzac nastepujaca kaskade reakcji: ETRA"CTR 1f=>MAPKK m>MAPK
OEIN2; EIN3

Koncowymi ogniwami szlaku transdukcji sygnatu moga by¢ biatka EREBPs
(ethylene-responsive element-binding proteins), ktére wiazg sie do specyficznych
sekwencji promotorowych DNA (GCC box) okre$lanych skrétem ERE (ethylene
response elements). W ostatnim czasie zidentyfikowano cztery tego rodzaju biatka
charakteryzujace sie masg czasteczkowg 24-33 kDa [14,87].

Roéwnolegle z badaniami genetycznymi podejmowane byly rowniez badania bio-
chemiczne majace na celu $ledzenie fosforylacji biatek. Stwierdzono, ze indu-
kowanej przez etylen ekspresji genéw zwigzanych z patogenezag towarzyszy
fosforylacja biatek [98]. Do podobnych wnioskéw prowadzg rowniez wyniki badan
prowadzonych na Arabidopsis, fasoli, grochu i tytoniu [6,61,66,85,107].

Pewne doswiadczenia wskazujg réwniez na udziat biatek G w indukowanym
przez etylen starzeniu sie kwiatéw Phalaenopsis [96]. CzeSciowo oczyszczona frakcja
biatek zawierajgca biatka wiazace etylen wigze réwniez GTP. Ponadto liscienie
traktowane etylenem wykazujg wyzszy poziom wigzania GTP przez biatko o masie
czasteczkowej 23 kDa, ktdre reaguje z przeciwciatami przeciwko biatku Ras [73].
Podobne doswiadczenia wykonane na Arabidopsis sugeruja, ze biatka typu Ras
moga uczestniczyé w regulacji CTR analogicznie do regulacji kinaz Raf u zwierzat
i drozdzy [124].

CYTOKININY

Cytokininy zostaty odkryte dzieki ich zdolnosci do indukowania podziatow ko-
maérkowych, ale obecnie wiadomo, ze wspdélnie z innymi fitohormonami uczestniczg
w regulacji i koordynacji wielu proceséw fizjologicznych naroéznych etapach wzrostu
i rozwoju roslin [7,55,80]. Przez wiele lat badania cytokinin zmierzaty do poznania
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ich natury chemicznej, lokalizacji tkankowej oraz aktywnosci biologicznej. Dopiero
w ostatnich latach rozpoczeto badania genetyczne majgce na celu poznanie dziatania
cytokinin na poziomie molekularnym [45,55].

Ro6znorodnos$¢ odpowiedzi na cytokininy oraz ich wspétdziatanie z innymi fito-
hormonami w wywotywaniu pojedynczej odpowiedzi sprawia, Ze poznanie me-
chanizmu dziatania cytokinin nie jest tatwe. Juz od diuzszego czasu wiadomo,
ze cytokininy regulujg ekspresje genéw [21,28,38,76,106]. Wyniki badan wskazujg
na to, ze kontrola ekspresji gendéw zachodzi na poziomie transkrypcji, a takze
translacji, chociaz jak na razie szlak transdukcji sygnatu hormonalnego jest nieznany.
Przypuszcza sig, ze cytokininy podobnie jak inne roslinne regulatory wzrostu inicjuja
szlak transdukcji sygnatu przez zwiazanie ze specyficznym receptorem.

Biatka wigzace cytokininy

Poszukiwania biatek wigzacych cytokininy - CBP (cytokinin-binding proteins)
rozpoczeto prawie 30 lat temu, kiedy po raz pierwszy zidentyfikowano ,miejsca
wigzace” cytokininy we frakcji rybosomalnej [5]. Od tego czasu obecno$¢ biatek
wigzacych cytokininy stwierdzono u wielu gatunkéw roslin wyzszych, a takze u
mchu Funaria hygrometrica [11,13,65,79]. Wiekszo$¢ CBP sg to rozpuszczalne
biatka izolowane z frakcji cytosolowej, chociaz stwierdzono takze wystepowanie
CBP we frakcji mikrosomalnej oraz frakcji bton tylakoidow [11]. W wiekszosci
przypadkéw, biatka te majg zdolno$¢ specyficznego wigzania cytokinin, a takze
charakteryzujg sie wysokim powinowactwem wzgledem hormonu. Jednakze po-
dobnie jak w przypadku innych fitohormonéw nie udato sie uchwyci¢ zwigzku
miedzy wigzaniem cytokinin przez CBP a efektami biochemicznymi badZ fizjo-
logicznymi wywotywanymi przez hormon, a zatem nie dostarczono dowodéw na
to, ze CBP petnig funkcje receptoréw.

Mutanty ze zmieniong odpowiedzig na cytokininy

Badania mutantéw, ktére zaowocowaty sukcesem w poszukiwaniach receptora
etylenu, sg znacznie trudniejsze w przypadku cytokinin. Przyczyna tych trudnosci
lezy gtownie w braku dostatecznej wiedzy z zakresu biochemii i fizjologii tych
zwigzkdw, a takze ztozonosci efektéw fizjologicznych [121]. W ostatnich latach
nastgpitjednak i tutaj pewien postep, ktory umozliwit wyselekcjonowanie mutantéw
ze zmieniong odpowiedzig na hormon [7,34,45,106,121].

Na podstawie zmian morfologicznych wyizolowano kilka recesywnych mutantéw
cytokininowych, ktore wykazuja odpowiedzi zwigzane z nadprodukcjg cytokinin
badz brakiem wrazliwosci na hormon. Ws$rdd mutantéw nalezgcych do pierwszej
grupy najlepiej scharakteryzowanym jest kartowaty mutant ampl A. thaliana, wy-
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kazujagcy zredukowang dominacje wierzchotkowg i wytwarzajgcy w czasie kiet-
kowania zwiekszong liczbe liscieni i liSci [20].

Do drugiej grupy naleza mutanty, u ktérych mutacja zmienita wrazliwo$¢ na
cytokininy. Mutanty ckr (cytokinin-resistant) A. thaliana i Nicotiana plumbagi-
nifolia maja zmieniony system korzeniowy i wykazujg zdolno$¢ kietkowania w
warunkach wyzszego niz 10-5 M stezenia cytokinin, uwazanego za hamujgce wzrost
lub wrecz toksyczne dla roslin [10,113].

W przypadku N. plumbaginifolia, monogeniczne, recesywne mutanty, nazwane
oryginalnie ckr], wykazywaly znaczny wzrost w Srodowisku zawierajagcym ben-
zyloadenine (syntetyczna cytokinina) w stezeniu 20 pM. Ponadto stwierdzono, ze
rosliny ckrl majag znacznie obnizony poziom endogennego kwasu abscysynowego
(ABA), co przypuszczalnie jest spowodowane defektem w koficowym etapie szlaku
biosyntezy ABA [92]. Nadal nie jest jasne, czy brak wrazliwosci na cytokininy
powoduje u tych mutantéw defekt w szlaku biosyntezy ABA, czy tez jest efektem
wtérnym wywotanym przez zmiany w poziomie ABA.

Mutanty A. thaliana niewrazliwe na cytokininy izolowano na podstawie zmian
w wygladzie systemu korzeniowego. Zidentyfikowano pie¢ niezaleznych recesyw-
nych alleli nowego loci okre$lonych jako ckrl oraz ustalono, ze miejsce mutacji
znajduje sie w chromosomie 5. W dalszych badaniach okazato sie, ze mutanty
ckr A. thaliana sg niewrazliwe réwniez na etylen [15]. Rosliny Kkietkujace przy
niskim stezeniu benzyloadeniny w ciemnos$ci, poza wytwarzaniem charakterystycz-
nego systemu korzeniowego, wykazywaty takze typowa dla etylenu ,potréjna
odpowiedz”. Uzyskane rezultaty wskazujg na to, ze ckrl jest prawdopodobnie
alleliczny ze wspomnianym w poprzednim rozdziale niewrazliwym na etylen mu-
tantem ein2. Wyniki te wskazujg na zwigzek miedzy odpowiedzig roslin na cytokininy
ietylen, atakze sg doskonatym przyktadem ztozonosci funkcjonowania fitohormonow
oraz trudnosci z ustaleniem odpowiedzi na pojedynczy hormon.

Zastosowanie technik genetyki molekularnej umozliwito w ostatnim czasie uzy-
skanie nowej klasy mutantow o zmienionej odpowiedzi na cytokininy, okreslonych
jako cki ( cytokinin-independent) [52]. Kalusy pochodzace z hipokotyli kietkow
A. thaliana transformowano aktywowanym przez ,znakowanie” T-DNA (T-DNA
tagging) z Agrobacterium i hodowano w nieobecnosci cytokinin. Wyselekcjonowano
sposréd nich pie¢ mutantéw, ktére mimo braku tego fitohormonu w agarze, wy-
kazywaty typowe dla niego odpowiedzi, a wiec ulegaly szybkim podziatlom ko-
moérkowym, wytwarzaty kietki, miaty zahamowany wzrost korzenia i byly zielone.
Mutanty oznaczone jako ckil-1 do 4 nie wytwarzaty korzeni ani normalnych
kwiatow ibylty sterylne. Mutant cki2 réznit sie fenotypowo od wymienionych czterech
mutantéw, bowiem wytwarzat korzenie, normalne kwiaty i nasiona, a zdolno$¢
do wzrostu przy braku cytokinin byta dziedziczna. Zidentyfikowany i wyizolowany
gen CK11 po wigczeniu do kaluséw typu dzikiego indukowat odpowiedzi typowe
dla cytokinin w nieobecnos$ci egzogennych cytokinin.
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Biatko CKIl homologiczne z ETR1 - receptorem cytokinin?

Sekwencja wyizolowanego cDNA mutanta ckil zawiera otwartg ramke odczytu
kodujacg 1122 aminokwasy tworzace biatko o masie czgsteczkowej 125 kDa (rys.
4). Sekwencja aminokwasowa CKIl wykazuje znaczne podobienstwo do bakte-
ryjnych dwusktadnikowych uktadoéw transdukcji sygnatéw, bowiem podobnie jak
i inne biatka z rodziny kinaz histydynowo/asparaginianowych, ma dwa charaktery-
styczne regiony homologiczne z domeng ,transmittera” oraz domeng ,regulatora
odpowiedzi” [52]. W obszarze N-koncowym wystepujg dwie domeny transbtonowe,
a miedzy nimi znacznej dlugosci fragment zewnatrzkomoérkowy zawierajacy 11
potencjalnych miejsc dla N-glikozylacji. Katalityczna domena kinazy histydynowej,
podobnie jak w innych uktadach dwusktadnikowych, zawiera pie¢ konserwatywnych
sekwencji ASHDIRGAL, LKgILNNLVSNA, VDDTGKGIP, VFENY GTGLGL
z miejscem fosforylacji His , a domena ,regulatora odpowiedzi” trzy homo-

domeny domeny
transbtonowe regulatora odpowiedzi
H N F DD K

domeny
kinazy histydynowej

domena
zewnatrzkomérkowa

btona

domena kinazy
histydynowej

domena

reaulatora odbowiedzi
RYSUNEK 4. Schemat budowy biatka CK11: a- zaznaczone sa dwie domeny transbtonowe oraz domeny
kinazy histydynowej i ,regulatora odpowiedzi”; b— schemat utozenia petli zewngtrzkomoérkowej w
stosunku do hydrofobowych fragmentéw transbtonowych i domen kinazy histydynowo/asparaginianowej
(na podstawie danych [52])
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logiczne sekwencje DD, D, K z miejscem fosforylacji Asp1050. Charakterystyczng
cechg CKI1 jest stosunkowo diugi (okoto 300 aminokwaséw) odcinek zawarty
miedzy dwiema domenami transbtonowymi, mogacy petni¢ funkcje wigzania fi-
tohormonu. Tak wiec podobienstwo CKI1 do receptora etylenu ETR1 sugeruje,
ze CKI1 moze by¢ receptorem dla cytokinin. Sugestie te moze potwierdzaé rowniez
fakt, ze nadekspresja genu CKI1 indukuje reakcje typowe dla cytokinin. Efekt ten
moze by¢ zwiazany z reagowaniem transformowanych komorek na niski poziom
endogennych cytokinin, przy ktorym w normalnych komdrkach nie wystepuja chara-
kterystyczne zmiany fizjologiczne.

BRASINOSTEROIDY

Brasinosteroidy (Br), roslinne substancje przypominajgce budowa chemiczng hor-
mony steroidowe, budzg w ostatnich latach coraz wieksze zainteresowanie. Ob-
serwowane od wielu lat efekty fizjologiczne, a takze powszechno$¢ ich wystepowania
w roznych tkankach wskazywaty na ich hormonalng nature. Jednakze dopiero iden-
tyfikacja i sklonowanie genow regulowanych przez brasinosteroidy oraz znalezienie
mutantéw niewrazliwych i mutantéw z defektem w szlaku ich biosyntezy przyczynito
sie do powszechnego uznania tej grupy zwigzkéw za fitohormony. Nazewnictwo,
struktura chemiczna, wystepowanie, efekty fozjologiczne Br zostaly ostatnio opisane
w artykutach przegladowych opublikowanych w polskich wydawnictwach i cza-
sopismach monograficznych [3,48], a takze czasopismach ogélnoswiatowych
[2,26,27,37,103,127].

W odréznieniu od fitohormondw pozostatych pieciu grup, w badaniach percepcji
brasinosteroidow brak jest préb identyfikowania i izolowania biatek wigzacych hor-
mon. W poszukiwaniach receptora Br wykorzystano wyselekcjonowane wczesniej
mutanty A. thaliana o zmienionej odpowiedzi na Br. Badania te w ostatnim czasie
doprowadzity do sklonowania genu, ktérego produkt jest transbtonowg kinazg biat-
kowa petnigcq przypuszczalnie funkcje receptorowa. Wyniki tych badan zdecy-
dowanie zmieniajg dotychczasowg koncepcje dotyczaca percepcji Br, ktéra w
zasadzie nawigzywata do znanych u ssakdw wewnatrzkomoérkowych receptoréw
wigzacych hormony steroidowe i hormony tarczycy [53,112].

Mutanty A. thaliana niewrazliwe na brasinosteroidy

W identyfikowaniu mutantdw o zmienionej odpowiedzi na Br wykorzystano
poznane wczedniej efekty fizjologiczne, takie jak: stymulacja wzrostu wydiuze-
niowego pedu czy hamowanie wzrostu korzenia pierwotnego. Te ostatnie zmiany
okazaly sie szczegOlnie przydatne w poszukiwaniach mutanta niewrazliwego na
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Br [23,24,27]. Wyselekcjonowany mutantbr/7 (brassinosteroidinsensitive) wyr6znia
sie tym, ze ma diugie korzenie i bardzo kroétki hipokotyl w warunkach, gdy roslina
ro$nie na pozywce zawierajacej Br ( 24-epibrasinolid). Ten uderzajaco odmienny
fenotyp jest widoczny rowniez u rosliny dojrzatej. Mutant jest krancowo skarto-
waciaty, ma zgrubiate ciemnozielone liscie, wykazuje zredukowang dominacje wie-
rzchotkowag, jest meskosterylny, a ponadto rosnac w ciemnos$ci wykazuje cechy
rosliny deetiolowanej [24]. Mimo tak drastycznych zmian fenotypowych mutant
bril jest w petni wrazliwy na dziatanie auksyn, cytokinin, etylenu, giberelin i kwasu
abscysynowego. Przy krzyzowaniu z osobnikami dzikimi fenotyp bril wystepuje
w stosunku 1 3, co Swiadczy o tym, ze jest zdeterminowany przez pojedynczy
recesywny allel. Potozenie mutacji na chromosomie 4 rézni mutanta bril od innych
wczeéniej poznanych mutantéw o zmienionej wrazliwo$ci na hormony. Tak wiec
mutant bril nie jest alleliczny w stosunku do zadnego ze znanych wczes$niej ,kar-
towatych” mutantow [24]. Mutantem fenotypowo bardzo podobnym ijak sie okazato
allelicznym w stosunku do bril jest mutant cbb2 (cabbage 2) [54]. U obu tych
mutantdéw, zaden z plejotropowych defektow rozwojowych nie jest znoszony przez
egzogennie podawany Br. Ta cecha odrdznia cbb2 od pozostatych dwéch mutantow
cbb, a mianowicie cbbl i cbb3, ktére w obecnosci egzogennego Br upodobniajg
sie fenotypowo do roslin dzikich. Co wazniejsze, brasinosteroidy nie zmieniajg
ekspresji gendw u mutanta cbb2, natomiast indukuja ekspresje genow TCH4 i meri5
u mutantow cbbl i cbb3 [54]. Wyniki powyzsze $wiadczg o tym, ze mutacje typu
cbbl i cbb3 prowadzg raczej do nieokreslonych defektéw w szlaku biosyntezy
Br, natomiast nie zmieniajg percepcji Br. W ostatnim czasie Li i Chory [70]
zidentyfikowali 18 nowych niewrazliwych na Br, , kartowatych” mutantow bril-101
do -118.

Budowa i funkcja biatka BRI1

Gen BRI1 kodujacy biatko zbudowane z 1196 aminokwasow, o masie 130 kDa
zostat sklonowany przez Li i Chory [70]. Komputerowe poréwnanie sekwencji
BR11 z sekwencjami zgromadzonymi w bazach danych wskazywato na podobieAstwo
BRU z biatkami zawierajagcymi powtdrzenia bogate w leucyne LRR (leucine-rich
repeat). Jak sie jednak okazato, najwiekszy stopien identycznosci tgczy BRIL z
niedawno poznanymi genami ERECTA [115] i CLAVATAL [22], nalezacymi do
rodziny roslinnych receptorowych kinaz transbtonowych RLK (receptor-like kinase).

Na rysunku 5 pokazany jest schemat budowy biatka BRI1 z zaznaczonymi
charakterystycznymi jego domenami. Potozony na N-koncu hydrofobowy peptyd
sygnatowy skierowuje nowo syntetyzowany polipeptyd do siateczki srédplazmaty-
cznej. Za peptydem sygnatowym potozony jest motyw ,,zamka leucynowego”, utwo-
rzony przez siedmioaminokwasowe sekwencje, ktére jak obecnie wiadomo, sg
angazowane w tworzenie form dimerycznych. Najwiekszg domene zewnatrzko-
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maérkowa tworzy 25 powtdrzen 24-aminokwasowego fragmentu o charakterystycznej
konserwatywnej sekwencji (F——L—L-LS-N-FSG-IP—) okre$lanego jako powt6-
rzenie bogate w leucyne. Miedzy 21 a 22 powtdrzeniem tej charakterystycznej
sekwencji, domena LRR jest przerwana przez 70-aminokwasowg ,,wstawke” o od-
miennej sekwencji. W tej czesci u jednego z mutantow (bril-113) glicyna (pozycja
611) zostata zastgpiona przez kwas glutaminowy, co dowodzi znaczacej roli tego
fragmentu w wigzaniu hormonu badz w interakcji z innym skfadnikiem receptora
Br. Oprécz domen zewnatrzkomdérkowych BRI1 zawiera fragment transbtonowy
zbudowany z 21 aminokwaséw oraz wewnatrzcytoplazmatyczng domene chara-
kterystyczng dla kinaz biatkowych. Domena ta obejmuje 12 konserwatywnych sub-
domen, w obrebie ktoérych potozonych jest az 15 aminokwasow w pozycjach
konserwatywnych we wszystkich kinazach biatkowych. Sekwencje HRDMKSSN
w subdomenie VIB i GTPGYVPPEY w subdomenie VIII sg wysoko konserwatywne
we wszystkich kinazach serynowo/treoninowych [42]. Oprécz wspomnianego juz
allelu bril-113 wszystkie pozostate zsekwencjonowane allele, majg zmienione se-
kwencje wdomenie kinazowej. Zmiany te wystepuja w obrebie 50-aminokwasowego
fragmentu (od pozycji 1031 do 1080).

Zmiany fenotypowe towarzyszace mutacji bril, a takze znaczaca homologia
biatka BRI1 z szeregiem receptorowych kinaz biatkowych, mogg sugerowac, ze
biatko BRI1 jest rzeczywiscie poczatkowym ogniwem w szlaku transdukcji sygnatu
Br [32]. Obecnie uwaza sie, ze ligandami dla receptoréw zawierajacych domene
LRR sg krotkie peptydy badz glikoproteiny [63], Mozna wiec zatozy¢, ze Br
wigzane sg przez specjalne biatka wigzace, a dopiero taki kompleks rozpoznawany
jest przez domene LRR receptora BRI1. Koncepcja ta wydaje sie bardzo prawdo-
podobna zwazywszy na fakt, ze genom A. thaliana zawiera sekwencje homologiczne
ze zwierzecymi biatkami wiazacymi steroidy SHBG (sex hormone binding globulin)
[82]. Zidentyfikowanie takich biatek w roslinach bytoby kolejnym niezwykle waznym
krokiem w poznawaniu mechanizmu percepcji Br.

W rozwazaniach potencjalnych mechanizméw percepcji Br nie mozna tez wy-
kluczy¢ mozliwosci, ze to sama domena LRR bezposrednio wigze Br badz ze
miejsce wigzace potozone jest w 70-aminokwasowej ,,wstawce”. Ta ostatnia mo-
zliwo$¢ jest prawdopodobna o tyle, ze w tej czesci znajduje sie miejsce mutacji
w allelu bril-113.

Przy braku ostatecznej odpowiedzi na pytanie, czy BRI1 jest biatkiem recep-
torowym wigzacym Br, czy tylko transblonowg kinazg wchodzacg w interakcje
z biatkiem wiagzacym Br, mozna jedynie oczekiwaé, ze rozstrzygniecie przyniosa
wyniki badan prowadzonych na zrekombinowanym biatku BRIt izolowanym na
wiekszg skale z bakterii lub drozdzy transformowanych genem BRI1.
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a)
domeny kinazy serynowo/treoninowej
motyw zamka
leucynowego LRR  LRrDMKSSN GTPGYVPPEY
peptyd wstawka domena transbtonowa
sygnatowy 0 odmiennej
sekwencji
motyw
zamka leucynowego
LRR
b)

wstawka o odmiennej
sekwencji

btona

domeny kinazy
serynowo/treoninowej

RYSUNEK 5. Schemat budowy transbtonowej kinazy serynowo/treoninowej BRI1; a- zaznaczone sg
domeny zamka leucynowego, 25 powtdrzen fragmentu bogatego w leucyne przedzielonych krétkim
fragmentem o odmiennej sekwencji, domeny transbtonowej i domen kinazy serynowo/treoninowej; b -
topologiczny model receptora BRI1 obrazujacy potozenie zewnatrzkomérkowej domeny zawierajacej
powtérzenia bogate w leucyne (LRR), krétkiego fragmentu o odmiennej sekwencji, hydrofobowego
fragmentu transbtonowego i domen kinazy serynowo/treoninowej (na podstawie danych [70])
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Regulacja ekspresji gendéw przez brasinosteroidy

Identyfikacja genow regulowanych przez Br ma istotne znaczenie, poniewaz
z jednej strony potwierdza hormonalng nature Br, a z drugiej utatwi w przysztosci
badania szlaku transdukcji sygnatu wewnatrz komérki. Juz pierwsze badania na
poczatku lat dziewigcdziesigtych wskazywaty, ze Br zmieniajg poziom transkryptow
mRNA w epikotylach soi i kietkach A. thaliana [23,25,26].

Pierwszym sklonowanym genem, ktory jest specyficznie regulowany przez Br,
jest gen BRU1 (brassinosteroid upregulated) [130]. W identyfikacji tego genu wy-
korzystano zmiany w szybkoS$ci wzrostu wydtuzeniowego epikotyla pod wptywem
Br, a wiec zmiany, ktdére postuzyty wczesniej do sklonowania pierwszego genu
regulowanego przez auksyny.Zmiany fenotypowe w obu przypadkach charakteryzujg
sie jednak odmienng kinetyka, bowiem Br wywotujg wieksze zmiany niz auksyny,
ale wymagaja dtuzszego czasu [23,131]. Sekwencja genu BRUL jest w wysokim
stopniu homologiczna (77% identycznosci, 89% podobieAstwa) z genem meri-5
[78] i z szeregiem genéw XET (48-74% identycznosci) kodujacych endotrans-
glikozylaze ksyloglukanowg [1,29,88]. Enzym ten odcina fragmenty taricucha ksylo-
glukanowego, ktdre sg nastepnie przenoszone na inne akceptorowe ksyloglukany
[36,84]. Zmiany te najprawdopodobniej prowadza do rozluznienia Sciany komor-
kowej i syntezy nowych polimerow ksyloglukanowych, a wiec reakcji, ktore przy-
puszczalnie towarzyszg wzrostowi komorki.

UWAGI KONCOWE

Znacznie lepiej poznane receptory organizmoéw zwierzecych zwykle dzieli sie
na bltonowe i wewnatrzkomérkowe. Receptory btonowe wystepujg na powierzchni
btony komérkowej i do ich aktywacji nie jest wymagane wnikniecie liganda do
wnetrza komorki. Receptory wewnatrzkomdrkowe, np. receptory hormonow ste-
roidowych czy hormonéw tarczycy sg biatkami cytosolowymi lub wewnatrzjadro-
wymi. W tym przypadku zwigzanie przedostajgcego sie do komérki hormonu
prowadzi do wzrostu powinowactwa biatka receptorowego do akceptora wyste-
pujacego w obrebie chromatyny jadrowej i w efekcie do ekspresji gendéw spe-
cyficznych biatek zwigzanych z odpowiedzig komdrki na hormon.

Receptory btonowe wigzace rézne ligandy na powierzchni komérki mozna po-
dzieli¢ natrzy klasy. Receptory pierwszej klasy (receptory jonotropowe) funkcjonujg
jako kanaty jonowe zamieniajgce informacje niesiong przez hormon na zmiany
w przeptywie przez btone okreslonych jonéw. Do tej grupy mozna zaliczy¢ rowniez
kanaty napieciowe, ktdére reagujg zmianami przepuszczalnosci na zmiany potencjatu
w najblizszym otoczeniu receptora. Druga klasa receptoréw funkcjonuje w ramach
trojsktadnikowego uktadu transdukcji przekazujac odebrany sygnat przez biatka
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G na specyficzne uktady enzyméw badz kanatow jonowych, co w efekcie prowadzi
do zmiany stezenia wewnatrzkomorkowych wtérnych przekaznikéw (cAMP, cGMP,
Ca+2, metabolity fosfolipidow). Trzecig klase receptoréw stanowig biatka trans-
btonowe, ktére po stronie zewnatrzkomoérkowej majag domene wiazacg ligand, na-
tomiast po stronie wewnatrzkomdrkowej domene enzymatyczng kinaz biatkowych.
Zwiazanie liganda przez domene receptorowa, ktorej towarzyszy czesto oligome-
ryzacja biatek receptorowych, moduluje aktywno$¢ kinazy biatkowej, a posrednio
innych wewngtrzkomorkowych enzymoéw.

Przedstawione w pracy biatka receptorowe etylenu, cytokinin i brasinosteroidéw
nalezg do Kklasy transbtonowych kinaz biatkowych. Najwiecej uwagi poswiecono
omowieniu receptorowych kinaz biatkowych uczestniczacych w percepcji etylenu
u rzodkiewnika i pomidora, ktére sa jedynymi dotychczas dobrze scharakteryzo-
wanymi receptorami hormonoéw roslinnych. Osobliwos$cig tych kinaz biatkowych
jest fakt, ze zarowno budowa, jak tez sposobem dziatania nawigzujg do bakteryjnego
i drozdzowego dwusktadnikowego uktadu transdukcji sygnatu. W biatkach ETR1
i eTAEI, a takze w CKII- hipotetycznym receptorze cytokinin, domeny ,.trans-
mittera” i ,receivera” polozone sg w obrebie tego samego biatka. Taka budowa
dwusktadnikowego uktadu transdukcji u bakterii jest raczej rzadkos$cig, bowiem
znacznie czesciej ,,sensor”, w ktdrego obrebie potozona jest domena ,transmittera”
i ,receiver” utworzone sg przez dwa oddzielne biatka. W kontekscie tych rdznic
rodzi sie pytanie o to, czy biatka ERS i TXTR-14 majg oddzielne, swoiste ,,regulatory
odpowiedzi”, analogiczne do uktadéw bakteryjnych i drozdzowych. Nie wiadomo
réwniez czy domeny ,transmittera” i ,,regulatora odpowiedzi” roslinnych receptoréw
wykazujg, podobnie jak u bakterii, aktywnos¢ fosfataz biatkowych [91].

Biatko BRI1 bedace przypuszczalnie receptorem brasinosteroidéw nalezy do ro-
dziny roslinnych transbtonowych kinaz serynowo/treoninowych. W tej grupie obok
kinaz, takich jak: ERECTA, CLAVATAL, TMK1, RLK5 [12,22,115,120], ktérych
funkcja jest jeszcze nieznana, mieszczg sie réwniez kinazy, ktérych wiasciwosci
i funkcja zostaly juz czeSciowo zbadane. Nalezy tu przede wszystkim wymienié
rodzine kinaz SRK uczestniczacych w mechanizmie samoniezgodnosci sporofity-
cznej.Szczegotowe omdwienie budowy ifunkcji tych kinaz zainteresowany Czytelnik
moze znalez¢ w pracy przeglagdowej opublikowanej w Postepach Biologii Komarki
[64].

Dzisiaj juz wiadomo, ze wszystkie fitohormony uczestnicza w regulacji ekspresji
genéw. Ponadto szereg obserwacji Swiadczy o bardzo precyzyjnym sposobie tej
regulacji. Stato sie wiec jasne, ze miedzy percepcjg sygnatu a ostatecznym efektem
fizjologicznym sygnat musi ulec odpowiedniemu przetworzeniu i wzmocnieniu w
mniej lub bardziej skomplikowanym uktadzie transdukcji. Nasza wiedza na temat
szlakow transdukcji sygnatéw hormondw roslinnych, zwtaszcza w skomplikowanych
odpowiedziach fizjologicznych, jest nadal bardzo ograniczona. W ostatnich latach
coraz wiecej faktéw przemawia za tym, ze podobnie jak u zwierzat, w transmisji
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i wzmocnieniu sygnatdw wewnatrzkomaérkowych uczestniczy kaskada kinaz MAP.
Aktywacja kinazy MAP odbywa sie przez fosforylacje reszt treoniny i tyrozyny
katalizowanej przez kinaze kinazy MAP o podwdjnej specyficznosci, ta za$ jest
aktywowana w wyniku ufosforylowania reszty seryny. Obecnie wiadomo juz, ze
genom A.thaliana zawiera co najmniej 9 genéw kodujacych rézne kinazy MAP
[44]. Dotychczas stosunkowo dobrze poznanym szlakiem transmisji sygnatu obej-
mujacym kaskade kinaz MAP jest szlak prowadzacy do uruchomienia mechanizméw
obronnych skierowanych przeciwko patogenom. Odkrycie kinazy CTR1 homolo-
gicznej z kinazami Raf dowodzi, ze ten szlak transdukcji zaangazowany jest rowniez
w przekazywanie sygnatow hormonalnych.

Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach prowadzg do wniosku, ze w
roslinach funkcjonuje wiecej niz jeden mechanizm dziatania fitohormonéw. Wydaje
sie niemal pewne, ze oprdcz receptorowych kinaz biatkowych, w percepcji sygnatow
hormonalnych uczestniczag biatka wspétdziatajgce z biatkami G. Dotychczas sklo-
nowano z A. thaliana, pomidora i kukurydzy szereg genéw kodujacych biatka
homologiczne z podjednostkg a biatka G. Podjednostka Ga zawiera wszystkie
konserwatywne regiony charakterystyczne dla biatek G drozdzy i ssakéw [75].
Ponadto, do niedawna tylko posrednie dane wskazujgce na obecnos¢ w roslinach
receptoréw z 7 domenami transbtonowymi uzyskaty ostatnio bezposrednie potwier-
dzenie [51,122]. Mozna wiec oczekiwac, ze dzieki technikom genetyki molekularnej
rozumienie mechanizmoéw percepcji i transdukcji sygnatdw hormonalnych w ro-
$linach ulegnie w najblizszych latach zdecydowanemu pogiebieniu.
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CALCIUM AND CYCLIC NUCLEOTIDES CONTROL OF CILIARY
AND FLAGELLAR ACTIVITY IN EUKARYOTIC CELLS

Hanna FABCZAK, Mirostawa WALERCZYK, Stanistaw FABCZAK

Zakltad Biologii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Streszczenie: Regulacja aktywnosci ruchowej rzesek i wici jest interesujagcym przyktadem mechanizmu
przekazywania sygnatéw w komérkach eukariotycznych. Bodzce wystepujace w $rodowisku odbierane
sg przez btonowe receptory tych komérek i przetwarzane na sygnat wewnatrzkomérkowy, wptywaja na
kierunek i czegstotliwo$¢ efektywnego uderzenia rzeski lub forme ruchu wici. Czynnikami wewnatrz-
komoérkowymi posredniczacymi pomiedzy btonowymi receptorami a aksonemg i regulujgcymi bezpo-
$rednio aktywno$¢ ruchowg rzesek i wici sg wtérne przekazniki, jony wapnia i cykliczne nukleotydy.
Zasadnicza role w kontrolowaniu mechanizméw regulujacych parametry ruchu rzesek i wici odgrywaja
zalezne od jonéw wapnia i kalmoduliny procesy fosforylacji i defosforylacji poszczegdélnych biatek
wchodzgcych w sktad aksonemy. Jony wapnia sa réwniez odpowiedzialne za aktywno$¢ enzymow
syntetyzujacych w komoérce cykliczne nukleotydy, cAMP i cGMP. Nukleotydy te z kolei przez zmiane
stopnia aktywnos$ci odpowiednich kinaz i fosfataz biatkowych zmieniajg stopien ufosforylowania
poszczegélnych biatek aksonemy. Ponadto zmiany poziomu wewngtrzkomdrkowego wapnia i cyklicz-
nych nukleotydéw moga modulowaé jonowe przewodnictwo pobudliwej btony komérkowej wptywajac
na komoérkowy potencjat btonowy.

Stowa kluczowe: aksonema, wi¢, rzeska, Ca"+, cGMP, cAMP, kanaly jonowe, kinazy biatkowe, kalmo-
dulina

Summary: The ciliary and flagellar locomotor systems are interesting examples of mechanisms which
are controlled by signal transduction pathways in eukaryotic cells. Different environmental stimuli are
translated across the cell membrane to generate intracellular signals that elicit changes in axoneme
activity, direction and frequency of effective ciliary beating or pattern of flagellar motion. The axoneme
and plasma membrane in these cells are tightly coupled and are communicating with each other by means

*Praca finansowana z grantu KBN nr 6PO4C08612 oraz badan wtasnych.
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of second messengers such as calcium ions or cyclic nucleotides. The primary role in these second
messenger regulatory mechanisms of ciliary and flagellar movement is played by phosphorylation and
dephosphorylation of axonemal proteins. Calcium ions may regulate also the level of cyclic AMP and
GMP by controlling the activity of cyclases for cAMP and cGMP. In addition, Ca ions and cyclic
nucleotides may regulate the ion channel conductances in the excitable cells, thus affecting the cell
membrane potential.

Key words', axoneme, cilium, flagellum, Ca2+, cGMP, cAMP, ion channels, protein kinases, calmodulin.

WPROWADZENIE

W komdrkach eukariotycznych obok systemu aktyno-miozynowego drugim od-
powiedzialnym za generowanie sity umozliwiajacej poruszanie sie komorek jest
system mikrotubularny. Mikrotubule wraz z wieloma biatkami regulatorowymi two-
rza aksoneme, szkielet rzesek i wici. Za pomoca tych organelli poruszajg sie pier-
wotniaki, glony, plemniki, larwy niektorych bezkregowcow, a takze transportowane
sg jaja wzdtuz jajowoddéw czy $luz w przewodach uktadu oddechowego.

Mikrotubule budujgce aksoneme, utozone wedtug konserwatywnego schematu
9 x 2+2 otacza btona, ktdra jest kontynuacjg btony komoérkowej. Do dziewieciu
zewnetrznych dubletow przylgczone jest zewnetrzne i wewnetrzne ramie dyneiny,
biatka motorycznego o wiasciwosciach Mg2+ ATP-azy. Mikrotubule zewnetrzne
taczg sie miedzy sobg wigzaniami neksynowymi, a z mikrotubulami pary centralnej
potgczone sg za pomocg szczebli promienistych [13, 14, 27, 28, 35].

U podstaw mechano-chemicznego mechanizmu ruchu rzesek i wici lezy ge-
nerowany przez dyneine, kosztem energii powstatej z hydrolizy ATP, $lizg mikrotubul
wzgledem siebie [17, 45]. Slizg dubletéw zewnetrznych wzgledem siebie, ogra-
niczony przez takie elementy strukturalne, jak wigzania neksynowe i szczeble pro-
mieniste, zostaje przeksztatcony w ruchome zgiecie bedace podstawa bicia wici
i rzesek [45]. Ruch wici mozna scharakteryzowaé jako oscylacyjny ruch w dwoch
ptaszczyznach. Bardziej ztozony jest ruch rzeski, w ktérym mozna wyodrebnié
szybkie uderzenie efektywne w jednej ptaszczyznie i wolng faze powrotng trwajaca
2-3 razy dituzej i odbywajacg sie w trzech ptaszczyznach [13]. Takie parametry,
jak: czestotliwos$¢ i kierunek efektywnego uderzenia rzeski lub zmiana ksztattu
fali wici (np. dlugosc¢ fali, asymetria, kat zgiecia), ulegajg zmianie, kiedy komorka
reaguje na bodzce ptynace ze Srodowiska. Tak wiec rzeska i wié sg ostatnim ogniwem
w skomplikowanym procesie przekazywania sygnatu ze $rodowiska do komorki.
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WAPN | KALMODULINA - CZYNNIKI REGULUJACE
RUCH RZESKI | WICI

BodZce odebrane przez receptory rozmieszczone w btonie komérkowej za po-
Srednictwem wtornych przekaznikéw, jonéw wapnia i cyklicznych nukleotyddw,
wptywaja na charakter ruchu aksonemy. Wtérne przekazniki petnig zatem role re-
gulatoréw ruchu, modyfikujac takie parametry, jak: kierunek iczestotliwos$é uderzen
rzeski lub ksztat fali wici. Najbardziej zaawansowane badania w zakresie regulacji
ruchu rzesek i wici prowadzone sg na komérkach orzeskéw [4, 48, 49] i Chla-
mydomonas [19, 56, 62]. U organizméw wyzszych najwiecej danych dostarczyty
badania dotyczace mechanizmu regulacji ruchu wici w plemnikach [6, 7, 8, 31,
56], a ostatnio opublikowano wiele prac na temat ruchu rzesek wyscielajgcych
drogi uktadu oddechowego [16, 42, 43].

U orzeskdéw od dawna znane jest zjawisko rewersji ruchu rzeskowego, polegajace
na krétkotrwatej zmianie kierunku efektywnego uderzenia rzesek na przeciwny i
zwigkszeniu czestotliwosci ich pracy, co w konsekwencji powoduje zmiang kierunku
ruchu komérki [13, 14, 40]. W naturalnych warunkach zjawisko takie wystepuje,
np. gdy orzesek podczas ptyniecia do przodu natrafia na przeszkode mechaniczng
(stymulacja mechaniczna przedniej czesci komorki) ijest zmuszony jg oming¢ zmie-
niajac kierunek mchu (reakcja ucieczki). Odwr6cenie kierunku efektywnego ude-
rzenia rzesek w tych komérkach jest Scisle skorelowane z wystgpieniem potencjatow:
receptorowego i czynnosciowego, generowanego na skutek aktywacji zaleznych
od napiecia na btonie kanatéw wapniowych zlokalizowanych w btonie rzeskowej
i wptynieciu do komorki jondw wapnia [11, 55]. Przywrdcenie poczatkowej wartosci
potencjatu btonowego (repolaryzacja) nastepuje przez aktywacje kanatéw potaso-
wych znajdujacych sie na btonie somatycznej [4,49]. Renormalizacja stezeniajonéw
wapnia w komorce nastepuje przy udziale ATP-azy wapniowej zlokalizowanej w
btonach plazmatycznej i alweolarnej [53].

Wzrostowi stezenia jonéw wapnia w obrebie aksonemy in vivo towarzyszy re-
wersja ruchu rzeskowego oraz zwiekszenie czestotliwosci efektywnego uderzenia
rzeski. Nasuwa to przypuszczenie, ze te dwa zjawiska sg ze sobg sprzezone. Jednak
badania na modelach komdrkowych Paramecium (pozbawionych btony komdérkowej
po traktowaniu Tritonem X-100) zaprzeczajg temu stwierdzeniu. Wykazaty one
bowiem, ze Mg“+ATP sa niezbedne do wprowadzenia odbtonionych modeli ko-
madrkowych w ruch. Natomiast jony wapnia i ATP mogg regulowaé kierunek efe-
ktywnego uderzenia rzesek bez zmiany czestotliwosci pracy rzesek [34]. Wynika
z tych obserwacji, ze te dwa zjawiska regulowane sg przez niezalezne od siebie
mechanizmy. Potwierdza to przypuszczenie seria doSwiadczeh na mutantach be-
hawioralnych atalanta, u ktérych nie obserwuje sie rewersji mchu rzeskowego.
Przyczyna tego zjawiska jest zmiana struktury aksonemy. W tym przypadku wpty-



36 H. FABCZAK, M. WALERCZYK, S. FABCZAK

wajacy do rzesek wapn powoduje jedynie przyspiesznie czestotliwos$ci bicia rzesek
bez zmiany kierunku ich uderzenia [24]. Jony wapnia zatem mogg wptywaé nie-
zaleznie na dwa parametry aktywnosci aksonemy u Paramecium zaréwno na kie-
runek, jak i czestotliwos¢ efektywnego uderzenia rzeski.

Mutacja atalanta, jaka wystgpita u Paramecium, by¢ moze zostata utrwalona
przez ewolucje w aksonemie rzesek nabtonka migawkowego. Okazuje sie bowiem,
ze rzeski pokrywajace nabtonek wyscielajgcy jajowody lub drogi uktadu odde-
chowego reagujg na wzrost stezenia jonéw wapnia w komorce wytgcznie zwie-
kszeniem czestotliwosci uderzenia efektywnego [46, 59, 61]. Zjawisko to mozna
zaobserwowac traktujac komdrki nabtonka orzesionego roztworem zawierajagcym
jony wapnia i jonofor A 23187. Natomiast odwrotny efekt, tj. obnizenie cze-
stotliwosci bicia rzesek, obserwowano w obecnosci czynnika chelatujgcego jony
wapnia, EGTA [18, 30, 44]. Podobnie jak ma to miejsce u orzeskdéw, w komérkach
orzesionego nabtonka drdg uktadu oddechowego stymulacja mechaniczna moze
spowodowal wzrost stezenia jonow wapnia w cytoplazmie [44]. Obserwowano
to zjawisko in vivo w komorkach uprzednio traktowanych fluorescencyjnym
wskaznikiem jonow wapnia - fura-2/AM [22]. Poréwnujac trwajacg utamek sekundy
odpowiedZ na bodziec mechaniczny u orzeskédw ze znacznie wolniejszg reakcja
w przypadku komérek nabtonka nalezy przypuszczaé, ze jony wapnia, ktére bez-
sprzecznie biorg udziat w tym procesie, wptywaja do komérki przez kanaty wapniowe
rozmieszczone na btonie komorkowej nie za$ rzeskowej [46]. Ponadto stwierdzono,
ze po stymulacji mechanicznej w komdrkach nabtonka obserwuje sie uwalnianie
jonéw wapnia z magazynow wewngtrzkomorkowych (siateczka endoplazmatyczna)
[22]. Ca2+ dziata bezposrednio na aksoneme zaréwno w komérkach epitelialnych
[60], jak iorzeskéw [34], zatem droga, jaka musza przeby¢ jony wapnia, w przypadku
komérek nabtonka orzesionego w poblize aksonemy jest znacznie dtuzsza. Fizjo-
logicznie stymulacja mechaniczna moze by¢ inicjowana przez przesuwajacg sie
wydzieline $luzowa, a towarzyszace temu zjawisku zwiekszenie czestotliwosci bicia
rzesek prowadzi do efektywniejszego oczyszczania drog oddechowych [46].

Wplyw stezenia jonéw wapnia na aktywno$é ruchowg wici plemnikéw jezowca
i ssakow byt rowniez badany na komorkowych modelach ruchowych. Reaktywowanie
ruchu wici nastepowato, podobnie jak u orzeskéw, w obecnosci ATP ijonéw mag-
nezu, natomiast dodanie jonéw wapnia powodowato zmiane ksztattu fali wici bez
wyraznego wptywu na czestotliwosci i dtugosci fali [5, 31]. Podobne zmiany w
ruchu wici plemnika obserwuje sie in vivo po zadziataniu speraktu, peptydowego
chemoatraktanta, wydzielanego przez jaja jezowca. Czynnik ten, ktérego przypu-
szczalny mechanizm dziatania bedzie omowiony pdzniej, powoduje w koncowym
efekcie wzrost stezenia jonéw wapnia w komorce [6, 7, 8].

Na podstawie dotychczasowych danych trudno jest precyzyjnie ustali¢ miejsce
dziatania wapnia na aksonemie. Prawdopodobnie przyczyng tych zmian sg zalezne
od wapnia procesy fosforylacji, i defosforylacji biatek wchodzacych w skiad akso-
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nemy. Obecno$¢ u Paramecium dwdch, r6znigcych sie immunologicznie, zaleznych
od jonéw wapnia, a niezaleznych od kalmoduliny kinaz biatkowych Ca-PK 1iCa-PK2
potwierdza te sugestie [4]. Jony wapnia mogg tez kontrolowaé aktywno$¢ ruchowa
aksonemy posrednio, przez biatka wigzgce wapn [63]. Jednym z nichjest kalmodulina,
niskoczasteczkowe biatko majace 4 miejsca wigzania jonéw wapnia [58] i wy-
stepujace we wszystkich komdrkach eukariotycznych. Stwierdzono jej obecnos$é,
miedzy innymi, na zewnetrznym dublecie mikrotubul rzeskowych Paramecium i
Tetrahymena [32, 63], w rzeskach komorek epitelialnych drég oddechowych, w
wiciach plemnikdw jezowca i ssakéw [37]. Taka lokalizacja kalmoduliny sugeruje
jej udziat w mechanizmie regulacji mchu rzeski, a doSwiadczenia na komdrkach
i modelach komérkowych potwierdzajg te sugestie [9, 29, 36, 60]. O kalmodulinie
wiadomo, ze nie tylko petni ona role bufom wigzgcego jony wapnia, ale jest biatkiem
regulatorowym, ktére po zwigzaniu co najmniej 3 jon6w wapnia zmienia swoja
strukture i tagczac sie z innymi biatkami, zmienia ich aktywnos$¢ [58]. W przypadku
Paramecium przynajmniej 9 polipeptydéw wigze sie specyficznie z kalmodulina.
Wsrdd nich znajduja sie zaréwno biatka $ciSle zwigzane z aksonema, z btong rze-
skowa, jak i biatka rozpuszczone we frakcji cytozolowej [4, 12]. Przede wszystkim
jednak kalmodulina reguluje stopien fosforylacji biatek aksonemy aktywujac kinaze
biatkowga zalezng od wapnia i kalmoduliny. Specyficznym substratem dla tego en-
zymu jest [3-tubulina, a wiec jedna z podjednostek dimeréw budujacych mikrotubule
[63]. Kalmodulina jest odpowiedzialna réwniez za defosforylacje biatek przez akty-
wacje fosfatazy, kalcyneuryny, ktérej obecnos¢ wykazano w rzeskach Paramecium,
Tetrahymena [4] oraz w wiciach Chlamydomonas [37] i plemnikow jezowca [37,57].
Enzym ten, jak pokazano w wiciach plemnikow, hamuje zalezng od cAMP
fosforylacje lekkiego fancucha dyneiny 21S [56, 57, 62].

Podane przyktady dowodzg wyraznie, ze kalmodulina moze petni¢ funkcje kom-
pleksowego modulatora aktywnosci rzesek i wici, regulujgc ich aktywno$¢ mchowg
przez wigzanie sie zardbwno z aksonemalnymi, jak i btonowymi biatkami badz przez
kontrolowanie stopnia ich ufosforylowania.

MODULACJA AKTYWNOSCI AKSONEMY
PRZEZ CYKLICZNE NUKLEOTYDY

Badania ostatniej dekady dotyczace mechanizmu mchu rzesek i wici wykazuja,
ze réwniez cykliczne nukleotydy biorg udziat w regulacji aktywnosci mchowej
aksonemy. W komoérkach orzesionego nabtonka tchawicy wykazano, ze podwy-
zszenie poziomu komdrkowego cAMP w wyniku inkubacji tych komorek z
8-Br-cAMP, przepuszczalnym przez btony analogiem cAMP, powoduje wzrost cze-
stotliwosci pracy rzesek [10, 54]. Podobny efekt uzyskuje sie przez traktowanie
tych komoérek izoproterenolem, agonistg |3-adrenergicznych receptoréw, ktéry akty-
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wujac okreslong kaskade enzymatyczng powoduje wzrost stezenia cAMP [30]. Row-
niez wzrost czestotliwosci bicia rzesek i zwigzane z tym przyspieszenie ruchu do
przodu obserwuje sie w modelach komoérkowych Paramecium w obecnosci ATP,
jonéw magnezu i CAMP [4]. In vivo zwiekszenie tempa pracy rzesek u tego orzeska
obserwuje sie podczas hiperpolaryzacji btony komdrkowej, ktérg mozna wywotaé
przez mechaniczng stymulacje tylnej czesci komorki. Hiperpolaryzacja btony ko-
madrkowej zachodzi w nastepstwie aktywacji kanatéw potasowych zlokalizowanych
w btonie somatycznej i zwiekszonego wyptywu jondw potasu z komorki [4, 50].
Konsekwencjg tego zjawiska wedtug Schultza i wspotpracownikéw jest wzrost po-
ziomu cAMP w komoérce w wyniku aktywacji cyklazy adenyfanowej, petnigcej
w tym wypadku funkcje kanatu potasowego [49-51]. Zatem, wedtug tych badaczy
aktywacja kanatu jest bezposrednim sygnatem do zwiekszonej syntezy cAMP. Po-
wyzsze badania sg jednak w pewnym stopniu negowane przez do$wiadczenia, w
ktérych stwierdzono, ze wstrzykniecie do komoérki cAMP powoduje hiperpolaryzacje
btony komorkowej [3, 23, 39]. Tak wiec aktywacja kanatu potasowego i zwigzana
z tym hiperpolaryzacja btony komérkowej bytaby zjawiskiem wtornym, wyste-
pujacym w odpowiedzi na wzrost poziomu cAMP. Pytanie, ktéry z tych procesow
jest pierwotny, pozostaje bez odpowiedzi. Jedno wydaje sie pewne, ze hiperpola-
ryzacji btony komorkowej towarzyszy wzrost stezenia cCAMP w komorce orzeska.

W jaki spos6b cAMP moze regulowac prace aksonemy? Czesciowo na to pytanie
odpowiedziaty badania stopnia ufosforylowaniapolipeptydéw, wchodzacych w skiad
dyneiny w rzeskach komérek Paramecium. Podczas stymulacji cyklicznymi nu-
kleotydami endogennych kinaz biatkowych, wsréd wielu polipeptydéw fosforylo-
wanych przez kinaze zalezng od cAMP, bardzo waznym wydaje sie biatko
sedymentujace z dyneing 22S, o masie czasteczkowej 29 kD [2, 21, 62]. Biatko
to wigze sie z aksonemg tylko w obecnosci ATP, a stopien jego fosforylacji zalezy
nie tylko od cAMP, ale réwniez od poziomu jonéw wapnia. Biatko to ulega fo-
sforylacji przy stezeniu 1CT7 M jondw wapnia, natomiast juz mikromolame stezenie
tego jonu powoduje zahamowanie fosforylacji. Nazwano je regulatorem dyneiny
i uwaza sie, ze stan jego ufosforylowania reguluje tempo pracy rzesek podczas
hiperpolaryzacji btony komérkowej u Paramecium.

Wzorujac sie na badaniach regulacji ruchu rzesek u pierwotniakéw, rozpoczeto
poszukiwania biatek kontrolujgcych aktywno$é ruchowg aksonemy u organizméw
wyzszych. Okazato sie, ze w rzeskach komorek orzesionego nabtonka tchawicy
biatko aksonemalne o masie czasteczkowej 26 kD podlega fosforylacji w obecnosci
cAMP. Fosforylacja ta jednakze, inaczej niz w przypadku orzeskow, nie ulega
zahamowaniu nawet w obecnosci wysokiego stezenia jondw wapnia. Czynnikiem,
ktéry w znacznym stopniu hamuje proces fosforylacji biatek aksonemy w komorkach
nabtonka orzesionego, jest KT-5720 - inhibitor kinazy biatkowej zaleznej od cAMP
[43]. Wydawac¢ by sie mogto, ze w tym wypadku wystepuje brak zaleznoSci stopnia
fosforylacji od poziomu jonow wapnia w komérce, co mozna ttumaczy¢é odmiennym
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efektem podwyzszonego stezeniajonow wapnia na aktywno$¢ aksonemy w rzeskach
tych komorek. Wzrost stezenia wapnia w obrebie aksonemy powoduje tutaj jedynie
zwiekszenie czestotliwosci bicia rzesek, a wiec efekt taki sam jak przy wzroscie
poziomu cAMP. Jednak pdzniejsze badania na komdrkach nabtonka orzesionego
wykazaty, ze mechanizm regulacji czestotliwosci bicia rzesek przez fosforylacje
zalezng od cAMP i jonow wapnia jest bardziej ztozony niz wydawato sie to po-
czatkowo. Smith iwspotpracownicy [52] napodstawie doswiadczen in vitro wyroznili
dwa poziomy czestotliwosci bicia rzesek. Czestotliwo$¢ uderzenia rzesek w ko-
mérkach nabtonka nie poddanych dziataniu stymulacji zewnetrznej okres$lono jako
wewnetrzng (intrinsic ciliary beat frequency), za$ po stymulacji zewnetrznej, w
wyniku ktérej nastapito pobudzenie receptora, nazwano czestotliwoscig stymulowang
(stimulated ciliary beatfrequency). Wedtug autoréw te dwa poziomy czestotliwosci
uderzenia rzesek okre$lane sg przez rozne szlaki fosforylacji; szlak fosforylacji
zalezny od kalmoduliny ijon6éw wapnia jest czynnikiem odpowiedzialnym za we-
wnetrzng czestotliwo$é uderzenia rzesek, natomiast fosforylacja zalezna od cAMP
i kinazy biatkowej A reguluje drugi poziom aktywnos$ci aksonemy. Ponadto cCAMP
moze hamowac fosforylacje zalezng od kalmoduliny, ale nie obserwowano zjawiska
odwrotnego.

W przypadku wici plemnikéw aktywno$é mchowa aksonemy jest takze regu-
lowana przez zalezng od cAMP fosforylacje biatek. Ruch wici w modelach tri-
tonowych plemnikéw moze by¢ hamowany przez inhibitor kinazy biatkowej zaleznej
od cAMP i cGMP, H-8 oraz przez PKI, specyficzny inhibitor kinazy zaleznej od
cAMP, co sugeruje, ze aktywnos$¢ tych kinaz biatkowych jest niezbedna dla ruchu
plemnikéw [25, 62]. Gtownym substratem kinazy biatkowej A jest biatko o masie
czasteczkowej 56 kD, regulatorowa podjednostka tej kinazy, nazwane réwniez akso-
kining [38, 62]. Z pewnoscig réwniez w przypadku wici mechanizm regulujacy
ruch zwigzany jest z procesami fosforylacji samej czasteczki dyneiny podobnie
jak ma to miejce w aksonemie rzeski. Potwierdzajg to badania wici plemnikéw
jezowca, ktore wskazuja, ze oprécz niezbednej, ale niewystarczajacej do wystgpienia
mchu autofosforylacji kinazy biatkowej A, dyneinajest kolejnym kompleksem biatek
fosforylowanych w obecnosci cAMP. Fosforylacja in vitro frakcji 21S dyneiny
wyraznie podwyzsza aktywno$¢ ATP-azowg dyneiny, jak réwniez powoduje wzrost
szybkosci $lizgu mikrotubul wzgledem siebie [57, 62]. W Chlamydomonas za$
stwierdzono, ze $lizg mikrotubul w obrebie aksonemy szczepu dzikiego jest re-
gulowany przez szczeble promieniste, a mechanizm regulujagcy wigcza zwigzang
z aksonemg zalezng od cAMP kinaze oraz fosfataze typu | [19]. W p6zniejszych
badaniach [20] wykazano dodatkowo, ze zalezna od cAMP fosforylacja lub defo-
sforylacja polipeptydu o masie czasteczkowej 138 kDa, wchodzgcego w skiad tan-
cucha posredniego wewnetrznego ramienia dyneiny moze odpowiednio hamowac¢
lub przywraca¢ zdolno$¢ do wykonania $lizgu mikrotubul w obrebie aksonemy.
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Udziat cAMP w regulacji ruchu wici plemnikdw jezowca wydaje sie by¢ Scisle
zwigzany z obecnoscig drugiego cyklicznego nukleotydu, a mianowicie cGMP.
Stwierdzono, ze aktywacja receptoréw btonowych przez chemoatraktant, sperakt,
stymuluje zwigzang z receptorem cyklaze guanylanowa, powodujac podwyzszenie
stezenia cGMP w cytoplazmie komorki. Cykliczny GMP za$, aktywujac posrednio
cyklaze adenytanowg powoduje wzrost poziomu cAMP i opr6cz oméwionej powyzej,
zaleznej od cAMP fosforylacji biatek, regulacji poddane zostajg réwniez jonowe
kanaty wapniowe. Zatem aktywacjacyklazy guanytanowej powodowataby posrednio
wzrost poziomu jonéw wapnia w komdrce plemnika, a w konsekwencji zmiang
parametrow ruchu wici [6, 7, 8].

W orzesionych komarkach epitelialnych wyscielajagcych drogi utadu oddechowego
wykazano obecno$é dwoch cyklaz guanylanowych, ktérych aktywno$¢ wzrasta po
zadziataniu takich czynnikéw, jak: sodopedny peptyd typu C (CNP) i nitroprusydek
sodu (SNP) [15]. Dziataniu czynnikéw powodujacych wzrost poziomu cGMP to-
warzyszy rowniez wzrost czestotliwosci uderzenia rzesek [16, 26]. Jak ostatnio
wykazali Sakai i wspdtpracownicy [41], stosujgc fura-2/AM, dziataniu czynnikow
powodujacych wzrost poziomu cGMP w komérkach nabtonka orzesionego towa-
rzyszy wzrost stezenia jondw wapnia w cytoplazmie.

U Paramecium natomiastjony wapnia wraz z kalmoduling sg regulatorami aktyw-
nosci cyklazy guanylanowej, stymulujacej synteze cGMP [47, 49, 51]. Udowadniaja
to wyniki badan przeprowadzonych na orzeskach ze szczepu dzikiego oraz na mu-
tancie typu pawn, u ktérego nie obserwuje sie rewersji ruchu rzeskowego z powodu
wadliwie funkcjonujacych kanatéw wapniowych zaleznych od napiecia. W komér-
kach szczepu dzikiego po zadziataniu bodzca wywotujgcego depolaryzacje btony
komorkowej, na skutek otwarcia zaleznych od napiecia na btonie kanatow wa-
pniowych, mozna zarejestrowaé¢ naptyw Ca2+ do komorki i wystgpienie rewersji
ruchu rzeskowego, a takze przejsciowy, gwaltowny wzrost poziomu cGMP [47,
51]. Taka sama stymulacja w komdrkach zmutowanych pawn nie powoduje ani
rewersji ruchu rzeskowego, ani zmian poziomu cGMP. Natomiast w obecnosci
alkaloidu veratrydyny otwierajagcego napieciowo-zalezne kanaty wapniowe mozna
rejestrowaé behawioralne i biochemiczne konsekwencje tego zjawiska, ktérego od-
zwierciedleniem jest rewersja ruchu rzeskowego oraz wzrost aktywnosci cyklazy
guanylanowej [47, 51].

Analogicznie do cAMP, réwniez cGMP moze by¢ odpowiedzialny za stopien
fosforylacji biatek aksonemy przez aktywowanie odpowiednich kinaz biatkowych
[2, 4, 33, 62]. Z badan wynika, ze w obecnosci cGMP fosforylacji ulegaja te
same polipeptydy aksonemalne u Paramecium jak w przypadku cAMP, z tg réznica,
ze stezenie cGMP musi by¢ duzo wyzsze [62]. Pewne rozbiezno$ci wystepuja w
stopniu ufosforylowania biatek aksonemy, w obecnosci cGMP, z komérek szczepu
dzikiego i mutanta typu atalanta. W mutancie tym istniejg funkcjonalne kanaty
wapniowe, a wiec synteza cGMP moze przebiega¢ normalnie, ale mutacja struktury
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aksonemy nie pozwala na rewersje ruchu rzeskowego. We wszystkich szczepach
atalanta w obecnosci kinazy biatkowej zaleznej od cGMP w znacznie wyzszym
stopniu ulega fosforylacji biatko p48 [1]. Za wcze$nie jest jednak na jednoznaczne
stwierdzenie, ze ten wiasnie polipeptyd moze odgrywac kluczowg role w regulacji
aktywnosci aksonemy podczas zmiany kierunku efektywnego uderzenia rzeski u
orzeskow.
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JAK POWSTAJE PRZEDZIALOWOSC NEURONU,
CZYLI O TRANSPORCIE WEWNATRZKOMOKOWYM

BASIS OF NEURONAL COMPARTMENTATION.
INTRACELLULAR TRANSPORT

Barbara MAJEWSKA

Zaktad Neurofizjologii, Instytut Biologii DoSwiadczalnej PAN, Warszawa

Streszczenie: Ultrastruktura komorki nerwowej charakteryzuje sie przedziatowoscig, czyli nieréwno-
miernym rozmieszczeniem elementéw komérkowych (organelli, biatek cytoszkieletu, mMRNA) w obsza-
rach neuronu wyznaczonych przez perikarion i dendryty (przedziat somatodendrytyczny) oraz akson
(przedziat aksonalny). Uwaza sig, ze ten charakterystyczny rozktad elementéw komoérkowych jest
efektem transportu odbywajgcego sie dzieki systemowi mikrotubul, ktdrych orientacja w poszczegéinych
przedziatach neuronu jest rézna. Wszystkie mikrotubule aksonalne sg skierowane koncem plus odko-
mérkowo, podczas gdy w dendrytach cze$¢ mikrotubul jest skierowana odkomérkowo, a cze$¢ doko-
moérkowo. Elementy komoérkowe sg transportowane po mikrotubulach przez biatka motoryczne nalezace
do dwoéch nadrodzin; nadrodziny kinezyn i nadrodziny dynein, ktére wykazuja odmienna preferencje
kierunku ruchu po mikrotubuli. Kinezyny wedrujg na og6t w kierunku konca plus mikrotubuli, adyneina
w kierunku korica minus. Poniewaz poszczeg6lne elementy komérkowe sg wigzane w sposéb specyfi-
czny przez odpowiednie biatka motoryczne, powstaje mozliwos¢ ich selektywnego kierowania do
poszczeg6lnych przedziatéw neuronu, co prowadzi do wyksztatcenia tzw. przedziatowosci komorki
nerwowej.

Stowa kluczowe: komérka nerwowa, przedziatowos$¢, cytoszkielet, transport, biatka motoryczne

Summary: Ultrastructure of the nerve cell is characterized by compartmentation which means that cellular
components (organelles, cytoskeletal proteins, mMRNASs) are non-uniformly distributed within compart-
ments defined by the cell body and dendrites (somatodendritic compartment) and the axon (axonal
compartment). Itis believed that the compartmentation is a result of intracellular transport going on the
basis of microtubule array which exhibits differential orientation in neuronal compartments. Axonal
microtubules are oriented with their plus end toward the axonal terminal, whereas in dendrites some
microtubules show axon-like orientation and some are directed with their plus end toward the soma.
Cellular components are transported along microtubules by molecular motors which belong to two protein
superfamilies: kinesins and dyneins. Kinesins preferentially move toward the plus end of microtubule
and dyneis translocate toward the minus end. Given that a certain cargo is specifically bound by a certain
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molecular motor the possibility arises for a selective distribution of cellular components within cellular
compartments and hence the compartmentation of the neuron develops.

Key words: nerve cell, compartmentation, cytoskeleton, transport, molecular motors

POLARYZACJA MORFOLOGII | PRZEDZIALOWOSC
ULTRASTRUKTURY NEURONU

Cechg komorki nerwowej jest morfologiczna polaryzacja wynikajaca z obecnosci
na przeciwlegtych biegunach wypustek dwdch rodzajéw: krétszych i licznych, na
ogot, dendrytdw oraz najczesciej pojedynczego, dtugiego aksonu. Okazuje sie, ze
réwniez ultrastruktura neuronu ma charakter biegunowy, co oznacza, ze rozmie-
szczenie organelli komdrkowych, poszczegblnych biatek, a takze mRNA nie jest
jednorodne i odpowiada przedziatom komérki wyznaczonym przez dwa typy wy-
pustek. Mowimy zatem o istnieniu dwéch przedziatéw (kompartmentéw) w obrebie
neuronu, z ktérych kazdy jest wyposazony w odrebny zestaw elementéw komor-
kowych (rys. 1). Jeden z nich, obejmujacy ciato neuronu (perikarion) i dendryty,
jest okreslany jako przedziat somatodendrytyczny, drugi natomiast to przedziat akso-
nalny.

W przedziale somatodendrytycznym sg zlokalizowane m.in. struktury komorkowe
tworzace aparat syntezy biatek: polirybosomy, siateczka $rddplazmatyczna, aparat
Golgiego oraz mRNA [3]. Obecno$¢ mRNA i polirybosoméw w koncowych od-
cinkach dendrytéw, zwitaszcza w poblizu synaps [25], stwarza mozliwos$¢ lokalnej
syntezy biatek w odpowiedzi na docierajacy sygnat, a zatem pozwala na modyfikacje
sity oraz wzorca potaczen w procesach plastycznosci neuronalnej m.in. w powsta-
waniu sladu pamieciowego (wiemy dzis$, ze powstawanie pamieci dtugotrwatej wiaze
sie z syntezg biatek, a zahamowanie tej syntezy zaburza powstawanie $ladu pa-
mieciowego - patrz [6]). Sposrod zidentyfikowanych dotad rodzajow dendrytycz-
nego mRNA wymieni¢ nalezy mRNA dla MAP-2 (ang. microtubule-associated
protein-2) [11], aCaM KIl (podjednostka a kinazy Il zaleznej od wapnia/kalmo-
duliny) [5], [22], a-spektryny z médzgu [12], czynnikéw transkrypcyjnych, w tym
CREB (ang. cAMP response element binding protein) i zif268 [7]. Specyficznym
dla tkanki mézgowej mRNA, ktore po raz pierwszy zidentyfikowano u szczura,
a ktérego odpowiednik znaleziono takze w ludzkiej tkance, jest tak zwane BC
(ang. brain cytoplasmic) mRNA, oznaczane jako BC1 (szczurze) i BC200 (ludzkie).
BC1 i BC200 mRNA wystepujg w dendrytach neuronéw mézgowych, gdzie pra-
wdopodobnie petnig funkcje pomocniczg w procesie syntezy biatek, jako ze same
nie kodujg biatka [25]. Nie stwierdza sie zachodzenia syntezy biatek w aksonach
(z wyjatkiem syntezy mitochondrialnej, ktdrajednak odbywa sie za pomocg odrebnej
maszynerii syntezy biatek na matrycy mitochondrialnego DNA), co wskazuje, ze
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akson jest obszarem mniej autonomicznym od dendrytéw, a biatka budujace jego
strukture iuczestniczace w funkcji sg produkowane na terenie perikarionu. Zadaniem
aksonu jest przekazanie do kolejnej komérki informacji odebranej z obszaru somato-
dendrytycznego. Informacja jest zakodowana w postaci impulsu nerwowego, ktory
po dotarciu do zakonczenia aksonalnego musi zosta¢ zamieniony w sygnat chemiczny,
aby w tej formie przekroczy¢ synapse. Akson jest zatem wyposazony w odpowiednie
struktury, pecherzyki synaptyczne zawierajgce substancje chemiczne uczestniczace
w transmisji synaptycznej - neuroprzekazniki i neuropeptydy. Neuroprzekazniki
to drobnoczasteczkowe zwigzki (acetylocholina, aminy biogenne, kwas y-amino-
mastowy, aminokwasy pobudzajgce), ktdre stanowig wiasciwy sygnat chemiczny
przenoszony miedzy zakonczeniem pre- i postsynaptycznym, a ktdrych synteza
zachodzi gtéwnie w cytoplazmie zakonczenia nerwowego z prostych prekursorow.
Neuropeptydy natomiast petnig przede wszystkim funkcje modulatoréw prze-
kaznictwa synaptycznego, sg produkowane w ciele komorki nerwowej i tam pa-
kowane do pecherzykéw, w ktorych odbywajg swojg wedréwke do zakonhczenia
aksonu.

Poréwnujac ultrastrukture dendrytow i aksonéw nie mozna zapominaé o od-
miennym skladzie biatkowym ich btony komérkowej. Wystepowanie biatek re-
ceptorow dla neuroprzekaznikéw w bionie wypustki neuronu jest uwarunkowane
funkcjg wypustki. Postsynaptyczna btona dendrytéw oraz czesto btona perikarionu
i rzadziej btona aksonalna jest przystosowana do odbioru sygnatu chemicznego
i jest sciSle zwigzana ze strukturg o charakterystycznym skiadzie biatkowym, zwang
zageszczeniem postsynaptycznym - patrz [17]. W bione postsynaptyczng sg wbu-
dowane receptory dla neuroprzekaznikow wydzielanych przez komorke presynap-
tyczng, a zakotwiczenie w niej znajduja liczne enzymy. W presynaptycznej btonie
aksonu znajduja sie m.in. takie struktury biatkowe, jak transportery btonowe petnigce
funkcje w zwrotnym wychwycie neuroprzekaznika ze szczeliny synaptycznej, po
zakonczeniu jego oddziatywania z btong postsynaptyczng oraz receptory, w tym
autoreceptory. Autoreceptory zlokalizowane na danym neuronie reaguja na dziatanie
neuroprzekaznika wydzielanego przez ten neuron i np. ich obecno$¢ w btonie za-
konczenia aksonalnego pozwala na regulowanie iloSci wydzielanego neuro-
przekaznika. Na powierzchni catej komdrki nerwowej rozsiane sg kanaty jonowe
(dzieki ktdrym mozliwe jest utrzymanie statej roznicy potencjatu miedzy zewnetrzng
i wewnetrzng powierzchnig btony oraz propagacja impulsu nerwowego w postaci
pradu jonowego), ktoérych rozmieszczenie w btonie dendrytéw jest odmienne niz
w Dblonie aksonu.

Ze wzgledu na swojg role w dostarczaniu energii niezbednej dla funkcjonowania
neuronu mitochondria sg obecne w obu przedziatach komérki, przy czym szczegoélnie
licznie wystepujg w zakoriczeniu aksonu, gdzie duze zapotrzebowanie na energie
jest zwigzane z synteza, gromadzeniem, uwalnianiem i zwrotnym wychwytem
neuroprzekaznikoéw. Struktury pecherzykowe, w tym endosomy, lizosomy i ciatka
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RYSUNEK 1. Schemat ultrastrukturalnej przedziatowosci neuronu ER - siateczka $rédplazmatyczna, G
- aparat Golgiego, J - jadro komérkowe, M - mitochondrium, MT - mikrotubula, P - struktury
pecherzykowe, PS - pecherzyki synaptyczne, pr - polirybosomy; na rysunku zaznaczono biatka MAP
ze wskazaniem na ich komdrkowa lokalizacje, mniejsza czcionka oznacza, ze biatko jest w danym
przedziale komorki stabiej reprezentowane

wielopecherzykowe, zaangazowane m.in. w przenoszenie substancji z odlegtych
miejsc w wypustkach nerwowych do perikarionu oraz w procesy degradacji, rowniez
nie wykazujg preferencji do zadnego z przedziatow neuronalnych i mozna ob-
serwowac ich obecnos$¢ zaréwno w obszarze somatodendrytycznym, jak iaksonalnym
3].
[ ]Spos’réd biatek o biegunowym rozmieszczeniu na uwage zastuguja biatka wcho-
dzace w skiad cytoszkieletu neuronalnego, nalezace do rodziny biatek zwigzanych
z mikrotubulami (MAPs - ang. microtubule-associatedproteins) - patrz [19]. Wy-
tacznie w obszarze somatodendrytycznym wystepujg wysokoczasteczkowe izoformy
MAP-2 (rys. 1). Za specyficzny aksonalnie i charakterystyczny dla rosngcych akso-
néw uznawany jest tzw. | typ ufosforylowania biatka MAP-IB. Pozostate biatka
MAP wystepujg we wszystkich obszarach neuronu réwnomiernie (nieufosfory-
lowana forma i typ Il ufosforylowania MAP-1B), badZ sg reprezentowane w obu
przedziatach komérki, przy czym wykazujg preferencje do jednego z nich. Sg to:
biatko MAP-1A, ktére przewaza w dendrytach i biatko Tau wystepujace gtéwnie
w aksonach. Do$é dtugo uznawano biatko Tau za specyficzne aksonalnie, obecnie
jednak wiadomo, ze dendrytyczne biatko Tau jest w charakterystyczny sposob ufo-
sforylowane, co utrudniato jego identyfikacje metodami immunocytochemicznymi
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[1]. Réznice w ufosforylowaniu biatek w poszczegdlnych przedziatach neuronu
moga by¢ wyrazem ograniczonego wystepowania kinaz w okre$lonym przedziale
neuronu lub réznic w ich lokalnej aktywnosci.

JAK POWSTAJE PRZEDZIALOWOSC NEURONU?

Jak widaé, réznice w ultrastrukturze przedziatdbw komorki nerwowej sg znaczace,
a przyczyna ich powstawania nie budzi watpliwosci - kazdy z przedziatéw neuronu
jest wyspecjalizowany w petnieniu innej funkcji. Zgodnie zatem ze swoja funkcjg
kazdy z nich jest wyposazony w struktury umozliwiajagce mu prawidtowe dziatanie.
Rodzi sie jednak pytanie o mechanizm wytwarzania ultrastrukturalnej przedzia-
towosci neuronu, pytanie o sygnat, ktéry ,nakazuje” jednym elementom kom@ar-
kowym kierowaé sie do dendrytdw, innym do aksonu, a jeszcze innym pozwala
rébwnomiernie rozlokowacé sie na terenie catego neuronu. Obszarem badan, w ktérym
zaczeto poszukiwac rozwigzania tego problemu, staty sie zjawiska transportu w
komorce nerwowej. Czesto stosowany termin ,transport aksonalny” pochodzi stad,
ze pionierskie badania nad tym zagadnieniem byty, z przyczyn technicznych, pro-
wadzone na tzw. aksonach olbrzymich. Obecnie wyniki tych badan ekstrapoluje
sie na zjawiska wewnatrzdendrytyczne, gdzie procesy transportu rowniez zachodza,
cho¢ by¢ moze odgrywaja tam mniejszg role z uwagi na mozliwos¢ lokalnej syntezy
biatek (przynajmniej czes¢ biatek nie musi byé transportowana z ciata komorki)
oraz zdecydowanie mniejsze do pokonania odlegtosci w poréwnaniu z aksonem
(aksony motoneuronéw duzych ssakow moga mie¢ dtugos$é przekraczajacg 3 m,
podczas gdy ich drzewka dendrytyczne rozposcierajg sie wokot perikarionu w pro-
mieniu najwyzej 3 mm).

Orientacja mikrotubul w komérce nerwowej

Transport w komorce nerwowej w znacznej mierze odbywa sie po szlakach
wyznaczonych przebiegiem mikrotubul. Jak tatwo sie domysli¢, jego przebieg w
kazdym z przedziatéw neuronu jest nieco inny, skoro prowadzi do niejednakowego
rozdziatu elementow komdérkowych. U podstaw odmiennosci transportu dendry-
tycznego iaksonalnego lezy orientacja mikrotubul, inna w kazdym z dwéch rodzajéow
wypustek nerwowych. Orientacja mikrotubuli jest konsekwencjg polamosci samego
polimeru. Mikrotubula ma swdj koniec szybko rosnacy, tzw. koniec plus, oraz
wolno rosnacy, tzw. koniec minus. W aksonie wszystkie mikrotubule sg zorientowane
kohAcem plus w kierunku zakonczenia aksonalnego”™ odkomdérkowo, natomiast w
dendrytach mikrotubule wykazujg mieszang orientacje, tzn. cze$¢ z nich kieruje
sie koncem plus do ciata neuronu (dokomoérkowo), a czes¢ odkomorkowo (jak
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w aksonie) [2]. Odmienna orientacja mikrotubul w dendrytach iaksonie jest nabywana
w procesie réznicowania neuronu (rys. 2). Réznicujacy sie neuron poczatkowo
wypuszcza krétkie wypustki o jednakowej morfologii, w ktérych wszystkie mi-
krotubule sa skierowane koricem plus odkomérkowo. W pewnym stadium rézni-
cowania jedna z wypustek zaczyna rosnaé szybciej niz pozostate (z niej powstanie

RYSUNEK 2. Schemat réznicowania si¢ komorki nerwowej: A - pojawiajace sie wypustki nie réznia sie
miedzy soba morfologia ani orientacjg mikrotubul, B - jedna z wypustek zaczyna rosna¢ szybciej od
pozostatych, orientacja mikrotubul jest nadal jednakowa we wszystkich wypustkach, C - wyréznicowany
neuron ma dendryty zawierajgce mikrotubule o mieszanej orientacji oraz akson, w ktérym wszystkie
mikrotubule sg zorientowane odkomérkowo; strzatki symbolizujg mikrotubule, a ich zwrot wskazuje na
koniec plus mikrotubuli
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akson), ale orientacja mikrotubul pozostaje nadal taka sama we wszystkich wy-
pustkach. Nastepnie w wyrdznicowanym neuronie pojawiajg sie dendryty wypo-
sazone w mikrotubule o mieszanej orientacji [26]. Przypuszcza sie, ze w procesie
nabywania mieszanej orientacji przez mikrotubule dendrytyczne bierze udziat biatko
motoryczne nalezace do nadrodziny kinezyn, tak zwane biatko CHOI. Zostato ono
opisane w réznych typach komorek dzielagcych sie (np. w komoérkach jajnikowych
CHO chomika chinskiego, w owadzich komorkach Sf9), gdzie w strefie Srodkowej
wrzeciona podziatowego prawdopodobnie odpowiada za ruch $lizgowy wzgledem
siebie mikrotubul o przeciwnej orientacji. W hodowanych mysich komorkach ob-
serwowano neuroblastomy (neuroblastoma to nowotwdr ztosliwy wywodzacy sie
z pierwotnych komoérek zwojowych), ktére w interfazie rozwijajg dendryto- i akso-
nopodobne wypustki, biatko to jest obecne w przedziale somatodendrytycznym,
ale nie w aksonalnym, a zahamowanie jego ekspresji przy uzyciu antysensowych
oligonukleotydéw hamuje wytwarzanie dendrytopodobnych, ale nie aksonopodob-
nych wypustek [24]. Doktadny mechanizm dziatania biatka CHOI w procesie usta-
lania mieszanej orientacji mikrotubul dendrytycznych nie jest jasny, mozna sobie
jednak wyobrazi¢, ze biatko to rezydujac u wejscia do dendrytéw oraz na ich
obszarze, transportuje mikrotubule skierowane koricem plus dokomdrkowo wzdiuz
mikrotubul o orientacji przeciwnej. Nadal bez odpowiedzi pozostaje pytanie, skad
bierze sie ,upodobanie” biatka CHOI do przedziatlu somatodendrytycznego.

Transport wewngtrzkomaérkowy

Kazdy przedziat neuronu jest wyposazony w zestaw mikrotubul o innej orientacji
(jednorodnej w aksonie i mieszanej w dendrytach), wzdtuz ktérych transportowane
sg elementy komorkowe, takie jak: obtonione organella komorkowe (mitochondria,
siateczka $réddplazmatyczna, elementy aparatu Golgiego oraz pecherzyki o réznej
zawartosci i réznym skladzie biatkowym btony), kompleksy biatkowe stanowigce
surowiec do budowy cytoszkieletu oraz mRNA. Wedrujac drogami wytyczonymi
w komorce poszczegélne elementy komérkowe odnajdujg wiasciwe sobie miejsce.
Transport wewngtrzkomérkowy w neuronie odbywa sie w réznym tempie i w réznych
kierunkach. Elementy cytoszkieletu przemieszczajg sie dzieki transportowi wolnemu,
czyli w tempie 0,1-3,0 mm dziennie [15]. Wiadomo, Ze w ten sposéb do miejsc
swego przeznaczenia trafiajg neurofilamenty i mikrotubule, cho¢ ciggle przedmiotem
kontrowersji jest forma, w jakiej sktadniki cytoszkieletu sg transportowane. Wyniki
pewnych badan sugeruja transport w postaci polimeru, co oznacza, ze neurofilamenty
i mikrotubule sg polimeryzowane na terenie perikarionu i jako gotowe struktury
wedruja do wypustek neuronu [18]. Nowsze badania wskazujg jednak, ze zar6wno
mikrotubule, jak i neurofilamenty sg w wypustkach nerwowych strukturami dyna-
micznymi, podlegajgcymi ciggtym procesom polimeryzacji i depolimeryzacji oraz
ze transportowi podlegajg nie gotowe polimery, a ich elementy skladowe: mono-
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lub oligomery [20, 21]. Obecnie wielu autoréw skiania sie ku hipotezie tgczacej
obie teorie, wedtug ktorej dynamiczne fragmenty polimer6éw przemieszczajg sie
wzdtuz wypustek nerwowych ulegajac stale polimeryzacji i depolimeryzacji, skut-
kiem czego, zaleznie od rodzaju i czutosci zastosowanej metody eksperymentalnej,
mozna obserwowac¢ badz transport polimeru, badZ budujacych go mono- lub oli-
gomerow [28]. Préby identyfikacji biatek motorycznych uczestniczacych w trans-
porcie wolnym nie przyniosty dotad jednoznacznego rozwigzania, cho¢ pewne
doniesienia $wiadczg o mozliwym udziale dyneiny cytoplazmatycznej [10].
Wiekszos$¢ organelli komdrkowych przemieszcza sie w wypustkach neuronalnych
w tempie 250-400 mm dziennie, tak zwanym szybkim transportem, ktory odbywa
sie dwukierunkowo: odkomorkowo (transport zstepujacy), czyli w kierunku od ciata
neuronu do zakonczenia wypustki nerwowej, oraz dokomérkowo (transport wste-
pujacy), czyli wstecznie, w kierunku do perikarionu [8]. Cho¢ transport w obu
kierunkach jest objety terminem transportu szybkiego, to istniejg roznice w predkosci
przemieszczania sie organelli w zaleznosci od kierunku mchu; transport wstepujacy
zachodzi wolniej od transportu zstepujacego i osigga maksymalng wartos¢ okoto
300 mm dziennie. Szybki transport zstepujacy to ruch organelli obtonionych, w
tym mitochondriéw i pecherzykow zawierajgcych biatka integralne btony, biatka
funkcjonalne (enzymy, neuropeptydy), fosfolipidy btonowe, cholesterol i ganglio-
zydy. Szybki transport wstepujacy przenosi pecherzyki zawierajgce materiat eg-
zogenny pobrany drogg endocytozy (np. czynniki troficzne) oraz takie, w ktdrych
zawarty jest zuzyty materiat komorkowy przeznaczony do degradacji lub powtérnego
wykorzystania. Szybkos$¢ transportu poszczeg6lych organelli komérkowych jest réz-
na i zalezy od tego, jakie biatko motoryczne bierze udziat w transporcie (patrz
tab. 1). Najszybciej przemieszczajg sie pecherzyki synaptyczne i ich prekursory
(1,5 m/s), réwniez duzg predkos¢ osigga transport mitochondriéw (0,66 |im/s), na-
tomiast wolniej poruszajg sie np. pecherzyki zwigzane z procesami degradacji, w
tym lizosomy i ciatka wielopecherzykowe (0,2-0,5 pm/s). Dwukierunkowos$¢ szyb-
kiego transportu jest mozliwa dzieki istnieniu biatek motorycznych nalezgcych do
dwoch nadrodzin, z ktérych kazda obejmuje biatka o odmiennej preferencji kierunku
mchu po mikrotubuli [4]. Biatka motoryczne sg ATP-azami, ktore przemieszczaja
sie wzdtuz polimem aktywujacego (np. mikrotubuli), a sita potrzebna do generacji
ich ruchu pochodzi z hydrolizy ATP - patrz [9] (istniejg réwniez biatka motoryczne
o aktywnosci GTP-azowej, tzw. dynaminy, ktére odgrywajg role w procesach en-
docytozy [27]). Biatka nalezace do nadrodziny kinezyn obejmujg kinezyne kon-
wencjonalng oraz liczne biatka pokrewne i wykazujg w wiekszosci przypadkow
zdolnos¢ do pomszania sie po mikrotubuli w kiemnku jej korica plus. Wyjatek
stanowi specyficzne dla tkanki nerwowej biatko KIFC2, ktdrego somatodendrytyczna
lokalizacja oraz sekwencja aminokwaséw wskazuja, ze po mikrotubuli pomsza sie
ono w kiemnku korica minus [24]. Aby jednak z cala pewnoscig stwierdzi¢, ze
kiemnek ruchu KIFC2 jest przeciwny do kiemnku mchu wiekszo$ci kinezyn, ko-
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nieczne jest przeprowadzenie testu ruchliwosci. W$rdd biatek z nadrodziny kinezyn,
ktérych wystepowanie stwierdzono w o$rodkowym uktadzie nerwowym, wymienic¢
nalezy KIF1A, KIF1B, KIF2, KIF3A/B, KIF4 KIF5A, KIF5B, KIF5C, KIFC1,
KIFC2, KIFC3 (patrz tabela 1). W czasteczce kazdego z tych biatek wyroznié
mozna gtowke stanowigcg domene motoryczng, ktéra przemieszcza sie po mikro-
tubuli, fragment Srodkowy utworzony przez superhelise oraz ogonek stuzacy do
przytgczenia transportowanego materiatu (rys. 3). Sekwencja aminokwaséw domeny
motorycznej zachowuje duzy stopien homologii pomiedzy poszczeg6lnymi przed-
stawicielami nadrodziny kinezyn, natomiast sekwencja ogonka wykazuje duzg zmien-
nos¢. Panuje poglad, ze istnieje zwigzek miedzy okre$long sekwencjg ogonka a
rodzajem przytaczanego materiatu, a zatem ze zmienno$¢ sekwencji wamnkuje ist-
nienie specyficznosci wigzania okreslonego materiatu przez okreslone biatko z nad-
rodziny kinezyn [15, 16].

W kierunku minus po mikrotubuli pomsza sie dyneina cytoplazmatyczna, bedaca
przedstawicielem nadrodziny dynein. Dyneina cytoplazmatyczna do spetnienia swej
funkcji motorycznej prawdopodobnie wymaga obecnosci duzego kompleksu biat-
kowego o nazwie dynaktyna (rys. 4). W skiad kompleksu dynaktyny wchodzg;
biatka pl50, p135, p62, dynamityna, krétki filament zbudowany z 9 czasteczek
biatka Arpl i zjednego monomeru aktyny oraz biatko czapeczki. Dynaktyna moze
uczestniczy¢ w tworzeniu potgczenia miedzy dyneing cytoplazmatyczng a trans-
portowanym przez nig organellum komdrkowym. O ile dyneina cytoplazmatyczna
moze swobodnie przemieszcza¢ sie w obu kierunkach w obszarze dendrytycznym,
gdzie orientacja mikrotubul ma charakter mieszany, o tyle w aksonie mozliwy
jest jedynie ruch wsteczny dyneiny cytoplazmatycznej. Zatem w aksonie biatko
to bierze udziat w transporcie wstecznym i aby spetnia¢ swojg funkcje musi samo
zostaC przetransportowane do zakonczenia aksonalnego przez jakie$ inne biatko
motoryczne wedrujace do konca plus mikrotubuli [15, 16].

RYSUNEK 3. Schemat budowy czasteczki kinezyny: gtéwka (G) i $rodkowy fragment czasteczki o
strukturze superhelisy (S) sa zbudowane z ciezkich tancuchdéw o masie czasteczkowej 120 kDa, ogonek
(O) jest zbudowany z lekkich tancuchéw o masie czasteczkowej 64 kDa
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RYSUNEK 4. Schemat wigzania miedzy btong organellum komérkowego a kompleksem biatkowym
utworzonym przez dyneine cytoplazmatyczng i dynaktyne. Dyneina cytoplazmatyczna jest zbudowana
z dwdch tancuchéw cigezkich (530 kDa), trzech tancuchéw posrednich (74 kDa) i czterech tancuchéw
lekkich (55 kDa). W skiad kompleksu dynaktyny wchodzg biatka p 150, p 135, p62, dynamityna (DT),
krotki filament utworzony przez 9 czasteczek biatka Arp lijeden monomer aktyny (Arp 1-Akt) oraz biatko
czapeczki (BC). Kompleks dyneiny cytoplazmatycznej i dynaktyny wigze sie z mikrotubulg (MT) przez
domeng motoryczng utworzong z cigzkich tancuchéw dyneiny i przez biatko p150, a z receptorem w
btonie (B) transportowanego organellum za posrednictwem spektryny (Sp) i ankiryny (Ank)

Procesy transportu wewnatrzkomdrkowego sa regulowane przez réznorakie czyn-
niki. Stan ufosforylowania czasteczki biatka motorycznego moze niewatpliwie wpty-
waé na jego sklonno$¢ do zwigzania sie z mikrotubulg. Procesy fosforylacji i
defosforylacji mogg ponadto prowadzi¢ do aktywacji i inaktywacji biatek moto-
rycznych. Innym mechanizmem regulujagcym aktywnos¢ biatek motorycznych sa
oddziatywania z matymi biatkami G. Wreszcie niematg role w regulacji przebiegu
transportu odgrywa wspotzawodnictwo biatek MAP z biatkami motorycznymi o
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miejsce wigzania na mikrotubuli. Stwierdzono, ze biatka MAP-2 lub Tau mogg
wypiera¢ biatka motoryczne z mikrotubul. W przeprowadzonych doswiadczeniach
pokazano, ze przemieszczanie sie mikrotubul wzgledem siebie indukowane obe-
cnoscig kinezyny lub dyneiny cytoplazmatycznej ulega zahamowaniu, gdy biatka
te zostang wyparte ze swych miejsc wigzania na mikrotubuli przez MAP-2 lub
Tau [13].

UWAGI KONCOWE

Istnienie przedziatowos$ci neuronu na poziomie ultrastruktury komérki jest wy-
nikiem zachodzacych w nim procesdw transportu, dzieki ktorym elementy komor-
kowe docierajg do witasciwych sobie miejsc w komdrce nerwowej [3].
Dwukierunkowy transport wzdtuz mikrotubul jest zapewniony przez biatka mo-
toryczne o okreslonej preferencji kierunku mchu: kinezyny poruszajace sie na ogét
w kierunku korica plus mikrotubuli i dyneine cytoplazmatyczng poruszajaca sie
w kierunku konfica minus. Latwo zauwazyé, ze procesy transportu muszg zachodzi¢
nieco odmiennie w aksonach wyposazonych w mikrotubule o jednorodnej orientacji
niz w dendrytach majgcych zestaw mikrotubul o orientacji mieszanej. Mechanizmy
transportu sg skomplikowane, a ich regulacja nie ogranicza sie do istnienia dwéch
typéw biatek motorycznych. O ile bowiem mozna sobie wyobrazi¢, ze do aksondw
nie bedg miaty wstepu elementy komérkowe transportowane po mikrotubuli w
kierunku jej konca minus (np. aparat Golgiego), o tyle trudniej wyjasni¢ nieobecno$é
pewnych struktur, np. pecherzykéw synaptycznych, w dendrytach, gdzie przeciez
obecne sg mikrotubule o kazdej z dwoch mozliwych orientacji. By¢ moze istotng
role odgrywajg tutaj niezidentyfikowane jeszcze mechanizmy zakotwiczania or-
ganelli wdocelowych miejscach komorki. Organella komérkowe wchodzityby zatem
do wszystkich wypustek drogg transportu skierowanego do korica plus mikrotubul.
W aksonach ich wedréwka konczytaby sie wraz z dotarciem do zakonczenia akso-
nalnego, brak tam bowiem mikrotubul o przeciwnej orientacji, po ktérych mogtaby
odbywaé sie droga powrotna. W dendrytach natomiast organella transportowane
w kierunku konca plus, po osiggnieciu koncowego odcinka wypustki, kontynuo-
watyby wedréwke w kierunku ciata neuronu po mikrotubulach skierowanych koricem
plus dokomoérkowo. Takie elementy komdrkowe bylyby w efekcie eliminowane
z dendrytéw. Pewne organella bylyby natomiast w dendrytach zatrzymywane za
posrednictwem biatek kotwiczacych. W tym kontek$cie nalezy rowniez zwrdcic
uwage na konieczno$¢ istnienia specyficznosci wigzania struktur komérkowych przez
biatka motoryczne o okreslonym kierunku ruchu. Wydaje sig, ze istotnie taka spe-
cyficzno$¢ wigzania zachodzi, przynajmniej w przypadku kinezyn, i jest konse-
kwencjg duzej zmiennosci sekwencji domeny wigzacej organellum komorkowe.
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PRZEKAZYWANIE SYGNALU FAGOCYTARNEGO:
OD AGREGACJI RECEPTOROW DO PRZEBUDOWY
CYTOSZKIELETU

SIGNAL TRANSDUCTION DURING PHAGOCYTOSIS:
FROM RECEPTOR CLUSTERING TO CYTOSKELETON
REORGANIZATION

Katarzyna KWIATKOWSKA, Andrzej SOBOTA

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

Streszczenie: Fagocytoza jest zapoczatkowana przez oddziatywanie wyspecjalizowanych receptorow
btonowych fagocytu z odpowiednimi Ugandami na powierzchni pobieranej czastki. Aktywacja recepto-
row skorelowana jest z ich agregacjg - wstepnym etapem generacji sygnatu fagocytarnego, ktéry
prowadzi ostatecznie do przebudowy podbtonowego uktadu filamentéw aktynowych i internalizacji
czastki. Agregacji receptoréw towarzyszy ich fosforylacja, po ktérej nastepuje kaskada fosforylacji
kolejnych biatek. Wspétwystepuje z nig aktywacja enzyméw modyfikujacych lipidy btonowe, takich
jak: fosfolipaza C, D i A2 oraz Pl 3-kinaza. W trakcie fagocytozy aktywowane sg takze monomeryczne
GTPazy z rodziny Rho i ARF, ktdre lokalnie modulujg organizacje cytoszkieletu aktynowego.

Stowa kluczowe: fagocytoza, receptory Fc, receptor C3, agregacja receptoréw, kinaza tyrozynowa, kinaza
biatkowa C, Pl 3-kinaza, monomeryczne GTPazy.

Summary: Phagocytosis is initiated by interaction of specific plasma membrane receptors with ligands
on the surface of particles. Activation of the receptors is correlated with their clustering, a primary event
in generation of a signal that eventually leads to reorganization of peripheral actin-based cytoskeleton
and uptake of bound particles. Clustering of the receptors is accompanied by their phosphorylation that
is followed by acascade of phosphorylation of other proteins. Concomitantly, lipid modifying enzymes,
phospholipase C, D, A2and Pl 3-kinase, are activated. During phagocytosis activated are also monomeric
GPTases of Rho and ARF families, which locally modulate organization of the actin-based cytoskeleton.

*Praca finansowana w ramach projektu badawczego KBN, PB 0082/P2/94/07 i dziatalnosci
statutowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego.
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Key words: phagocytosis, Fc receptors, receptor C3, aggregation of receptors, tyrosine kinase, protein
kinase C, Pl 3-kinase, monomeric GTPase.

Wykaz stosowanych skrotéw: BCR (B-cell antigen-receptor) - antygenowy receptor limfocytéw B;
[Ca2+]j - wewnatrzkomdrkowe stezenie jondw wapnia; CR - receptor dla dopetniacza; domena SH2
(Src homology region 2) —domena homologiczna z regionem 2 kinazy Src; domena SH3 (Src homology
region 3)- domena homologiczna z regionem 3 kinazy Src; DAG (diacylglycerol)- dwuacyloglicerol;
FcyR - receptor Fcy; 1gG - immunoglobulina G; ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation
motif); IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate) - tréjfosforan inozytolu; PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bis-
phosphate) - fosfatydyloinozytolo 4,5-dwufosforan; PIP3 (phosphatidylinositol3,4,5-trisphosphate) -
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-tréjfosforan; PIP 5-kinaza (phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase) -
fosfatydyloinozytolo-5-kinaza; Pl 3-kinaza (phosphatidylinositol 3-kinase) - fosfatydyloinozytolo 3-
kinaza; PLC (phospholipase C) - fosfolipaza C; PKC (protein kinase C) - kinaza biatkowa C; PTK
(protein tyrosine kinase) - biatkowa kinaza tyrozynowa; TCR (T-cell antigen-receptor) — antygenowy
receptor limfocytéow T.

Fagocytoza to zjawisko pobierania czastek o $rednicy powyzej 0,5 |im przez
komorki. Zapoczatkowanajest przez oddziatywanie okre$lonych molekut, ligandéw,
zlokalizowanych na powierzchni wigzanej czastki z receptorami btonowymi komaérki
fagocytujacej. Interakcja ligand-receptor indukuje uruchomienie szlakéw sygnato-
wych, ktére prowadzg do lokalnej przebudowy sieci filamentéw aktynowych -
uktadu motorycznego odpowiedzialnego za internalizacje czastki (rys. 1). Fagocytoza
jestjednym z szeregu proceséw internalizacji egzogennych substancji przez komorki.
Zaangazowanie cytoszkieletu aktynowego odrézniajg od pinocytozy, w ktorej biorg
udziat pecherzyki optaszczone przez klatryne, pecherzyki nieoptaszczone lub ka-
wiole, a udziat receptoréw w wigzaniu czastki rézni fagocytoze do makropinocytozy.

U organizmo6w nizszych, takich jak pierwotniaki i $luzéwce, fagocytoza jest
sposobem pobierania pokarmu. W wyzszych Eukaryota komérki zdolne do fa-
gocytozy usuwajg mikroorganizmy, obumarte komorki i zanieczyszczenia, stanowiac
istotny element systemu obronnego organizmu. Funkcje te spetniajg makrofagi,
monocyty i neutrofile, okreslane czesto jako fagocyty profesjonalne [69]. Komorki,
takie jak; fibroblasty i komdrki nabtonkowe, ktére w ograniczonym stopniu zdolne
sg do pobierania czastek, tworzg grupe fagocytéw nieprofesjonalnych. Zdolnosé
pobierania réznorodnych czastek przez fagocyty ,profesjonalne” uwarunkowana
jest udziatem wyspecjalizowanych receptoréw inicjujagcych fagocytoze. W ,,nie-
profesjonalnych” fagocytach ich role przeja¢ moga receptory odpowiedzialne za
inne funkcje komorki.

RECEPTORY BIORACE UDZIAEL W FAGOCYTOZIE |
ICH AGREGACJA W TRAKCIE WIAZANIA CZASTKI

W tabeli 1 zebrano najlepiej dotad scharakteryzowane receptory zaangazowane
w pobieranie czastek przez ludzkie neutrofile, makrofagi i monocyty. Niektore z
tych receptorow wiazg ligandy, ktore sa integralng czescig skfadowa powierzchni
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WIAZANIE

INTERNALIZACJA
Kubek fagocytarny

Nowo powstaty
fagosom

RYSUNEK 1. Schemat przebiegu fagocytozy obrazujgcy dwa zasadnicze etapy procesu - wigzanie
czastki ijej internalizacje. Czastka wigzana jest z powierzchnig fagocytu przez oddziatywanie specyficz-
nych ligandéw zlokalizowanych najej powierzchni z btonowymi receptorami komérki. Prowadzi to do
generacji sygnatu fagocytarnego, warunkujacego lokalng polimeryzacje i przebudowe uktadu filamentéw
aktynowych. W nastepstwie dochodzi do internalizacji czastki, najpierw w obrebie kubka fagocytarnego,
ktory nastepnie zamyka sie tworzgc fagosom. W przypadku fagocytozy zaleznej od receptoréw Fcy kubek
fagocytarny tworzg wypustki btony komdrkowej, ktére stopniowo otaczajg czastke. Natomiast w czasie
fagocytozy zaleznej od receptora C3 dla dopetniacza kubek tworzy sie przez zagtebianie powierzchni
komérki
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TABELA 1. Wybrane receptory ludzkich ,,fagocytéw profesjonalnych”
zaangazowane w pobieranie czastek

Receptor Inna nazwa Nadrodzina Ligand Literatu-
ra

Wigzace opsoniny

FcyRI CD64 immunoglo- monomeryczne 1gG [25,73]
FcyRII CD32 buliny kompleksy immunologiczne 1gG  [25,73]
FcyRI1I CD16 immunoglo- kompleksy immunologiczne 1gG [25,73]
CR3(@) CDI Ib/CD18 buliny sktadnik dopetniacza iC3b [14]
Mac-1, ocmB2 immunoglo- fibrynogen
asB1 VLA-5 buliny fibronektyna [11]
ave3 integryny witronektyna/fibronektyna [11,82]
integryny
integryny
W iazace integralne skfadniki powierzchni czastki
Mannozowy lektyny reszty cukrowe: mannozy, [30]
fukozowy i N-acetyl-D -
(3-glukanowy glukozaminy [24]
Scavenger (3-glukan [76]
receptor polianiony (np. niektore lipidy
makro- $cian bakterii i starzejgcych sie
fagowy erytrocytéow)
klasa A
(typ i e — e — s

wérod innych liganddw receptora C3 jest (3-glukan.

pobieranych czastek. Nalezg do nich, na przyktad, receptor (3-glukanowy i man-
nozowy, ktére rozpoznajg odpowiednio (3-glukan i reszty mannozowe glikoproteidéw,
sktadnikow $cian i bton komdrkowych mikroorganizmoéw [24,30]. Natomiast poznany
ostatnio receptor makrofagowy scavenger wigze domeny polianionowe r6znorodnych
czastek [76]. Odrebna grupa receptoréw posredniczacych w fagocytozie rozpoznaje
specyficzne ligandy, ktdrymi czastki sa wstepnie pokrywane. Proces optaszczania
czastek nazywa sie opsonizacja, a gtdwnymi opsoninami znajdujacymi sie w surowicy
krwi sg przeciwciata klasy 1gG i IgM oraz fragmenty dopetniacza C3b i iC3b.
Optaszczajgc czastki przeciwciata oddziatujg z ich powierzchnig fragmentami Fab,
eksponujac do $rodowiska wolng domene Fc. Wolny fragment Fc rozpoznawany
jest przez specyficzne receptory, sposrod ktérych w konteksécie fagocytozy naj-
intesywniej badane sa receptory Fcy, rozpoznajace Fc fragment przeciwciat klasy
IgG. Wyodrebniono trzy klasy receptoréw Fcy, ktére nalezg do nadrodziny immu-
noglobulin, réznig sie jednak miedzy sobag budowa, powinowactwem do IgG i wy-
stepowaniem w komérkach hematopoetycznych [73]. Wsérdd receptorow dla
dopetniacza, zaangazowanych w fagocytoze, najwieksza uwage skupiat dotad re-
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ceptor C3 dla fragmentu iC3b dopetniacza, ktory w odrdznieniu od receptorow
Fcy jest integryng [14]. Do nadrodziny integryn naleza takze receptory dla fi-
bronektyny i witronektyny [11,82].

Wydaje sie, ze niezaleznie od natury receptora pierwszym zjawiskiem indu-
kowanym podczas wigzania odpowiedniego ligandu jest agregacja tego receptora.
W odniesieniu do receptoréw Fcy sugestie takg potwierdzajg obserwacje, ze szereg
procesow wewngtrzkomdrkowych, towarzyszacych fagocytozie czastek optaszczo-
nych przez 1gG mozna wywotaé w warunkach doswiadczalnych bez obecnosci
czastek sieciujgc receptory Fcy przez swoiste przeciwciata (rys. 2). Wywotana tg
drogg agregacja receptorow okreslanajest angielskim terminem patching (ang. patch
- tatka) i opisana byta wczesniej jako wstepny etap cappingu (ang. cap - czapka),
czyli biegunowej akumulacji usieciowanych receptorow [91]. W czasie agregacji
receptoréw Fcy, wywotanej ich usieciowaniem, dochodzi miedzy innymi do wzmo-
zonej fosforylacji reszt tyrozynowych szeregu biatek, w tym samych receptoréw,
aktywacji fosfolipazy C (PLC)y i wzrostu wewnatrzkomérkowego poziomu jondw
wapnia [52,60,72]. Procesy te sg rowniez elementami sygnatu fagocytamego i omo-
wione sg szczeg6towo ponizej.

Fagocytozie czastek optaszczonych przez iC3b takze towarzyszy agregacja do-
petniaczowego receptora C3 wokdt powstajacego fagosomu, a proces ten zwigzany
moze by¢ z fosforylacjg reszt serynowych receptora [3,16,29].

receptory Fcy
w komdérkach

] ] ] ] niestymulowanych
9 "M== 0

patching fagocytoza

czastka
optaszczona
przez IgG

RYSUNEK 2. Agregacja receptorow w czasie patchingu i fagocytozy. Receptory, na przyktad Fcy,
rozmieszczone réwnomiernie w btonie komérek niestymulowanych ulegajg agregacji w trakcie wigzania
wielowarto$ciowych ligandéw, w tym przeciwciat - patching badZz podczas wigzania i internalizacji
czastki - fagocytoza. W obu przypadkach generowane sg podobne sygnaty wewnatrzkomoérkowe, miedzy
innymi zachodzi fosforylacja reszt tyrozynowych receptoréw
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Stwierdzono, ze réwniez w przypadku chomiczych komérek nabtonkowych linii
hodowlanej CHO, reprezentujacych fagocyty ,,nieprofesjonalne”, efektywnos¢ in-
ternalizacji czastek zymosanu zwieksza wstepne optaszczenie tych czastek czte-
rowartosciowg konkanawaling A, ktéra sieciuje powierzchniowe glikoproteidy
komoérek CHO [94]. Te obserwacje ponownie wskazujg na konieczno$é agregacji
receptoréw dla zapoczatkowania fagocytozy.

UDZIAL AKTYNY | BIALEK JA WIAZACYCH
W FAGOCYTOZIE

Zaktada sie, ze agregacja receptoréw jest zjawiskiem indukujgcym powstanie
sygnatu fagocytarnego, ktéry wywotuje lokalng przebudowe podbtonowego cyto-
szkieletu aktynowego prowadzacag do pobrania czgstki. Zachodzaca przy udziale
aktyny internalizacja wymaga przypuszczalnie postepujgcej akumulacji receptoréw
w rejonie wigzanej czastki. Nowo nagromadzone receptory dziatajg na zasadzie
»zamka btyskawicznego” [42] i wigzg kolejne molekuly ligandu na powierzchni
czastki wzmacniajac jej interakcje z komorka (rys. 1).

Dwa klasyczne argumenty dowodzace udziatu filamentéw aktynowych w fa-
gocytozie to:

(1) lokalna akumulacja mikrofilamentow wokd6t pobieranej czastki;

(2) hamowanie fagocytozy przez cytochalazyne B, czynnik wywotujagcy depo-
limeryzacje aktyny [6,38,99].

Akumulacja mikrofilamentéw jest wynikiem polimeryzacji aktyny, a nie prze-
mieszczenia filamentéw z innych partii komorki [38,83]. Polimeryzacja aktyny jest
zjawiskiem przejSciowym, obserwuje sie ja na etapach formowania kubkéw fa-
gocytamych i wczesnych fagosomow, natomiast w trakcie dojrzewania fagosoméw
aktyna ulega stopniowej depolimeryzacji. Dojrzewanie fagosomoéw zachodzi poprzez
serie ich fuzji z endosomami i lizosomami, w wyniku ktérych srodowisko wewnatrz
fagosomu zakwasza sie i wzbogaca w enzymy hydrolityczne. Prowadzi to do de-
gradacji pobranej czastki w powstatym tg droga fagolizosomie. Opisane procesy
fuzji regulowane sg przy udziale monomerycznych itrimerycznych GTPaz, zaleznych
od jonéw wapnia aneksyn i fosfolipazy A: [9]. Zanik otoczki aktynowej fagosomow
moze warunkowaé ich sprawna fuzje z lizosomami [s], a role gtéwnego motoru
w wewngtrzkomdrkowym transporcie tych pecherzykéw przejmujg mikrotubule.

Wokot wezesnych fagosoméw zidentyfikowano dotad kilkadziesiat biatek wig-
zacych aktyne, ktére moga decydowaé o stopniu polimeryzacji aktyny, jej prze-
strzennej organizacji i interakcji z receptorami btonowymi. Niektére z tych biatek
przedstawiono w tabeli 2. Uwage zwraca obecno$¢ taliny, paksyliny, winkuliny
i a-aktyniny, wchodzgcych tez w skiad kompleksu biatek wigzacych filamenty



PRZEKAZYWANIE SYGNALU FAGOCYTARNEGO 65

TABELA 2. Wybrane biatka wigzace aktyne zlokalizowane wokét fagosomoéw

Biatko Receptor Komoérki Literatura
Talina Fcy, CR, mannozowy makrofagi mysie, mysie komorki [2,3,37]
i B-glukanowy makrofagopodobne linii J774
Paksylina Fcy, CR makrofagi mysie [3,40]
Winkulina Fcy, CR makrofagi mysie [3]
a-aktynina@ Fcy, CR makrofagi mysie [3]
Filamina mannozowy i B-glukanowy makrofagi krélicze [85]
Spektryna mannozowy(?) Acanthamoeba castellanii [57]
Koronina niezidentyfikowany Dictyostelium discoideum [62]
ABP-120 niezidentyfikowany Dictyostelium discoideum [21]
Biatko niezidentyfikowany Dictyostelium discoideum [36]
30 kDa(b)
Aneksyny 1-V Fcy, niezidentyfikowany mysie komarki [31]
makrofagopodobne linii J774
MARCKS Fcy, CR,
mannozowy i 6-glukanowy makrofagi mysie [2,3]
Miozyna | mannozowy i B-glukanowy makrofagi mysie 21
niezidentyfikowany Dictyostelium discoideum [35]
Miozyna IB mannozowy(?) Acanthamoeba castellanii [71

@ Eyrukawa i Fechheimer [36] stwierdzaja obecno$¢ a-aktyniny wokét uformowanych fagosomow,
ale nie kubkéw fagocytarnych, a Maniak et al. [62] brak akumulacji tego biatka woko6t intemalizowanych
czastek.

<biatko organizujace filamenty aktynowe w wigzki.

aktynowe z integrynami w miejscach kontaktu komoérki z podtozem [18]. Jednakze
w przypadku fagocytozy obecno$¢ tych biatek nie ogranicza si¢ do fagosomow
formowanych przy udziale integrynowego receptora dla dopetniacza. Innemu biatku
- miozynie | - przypisuje sie role motoru napedzajgcego ruch mikrofilamentéw
w pseudopodiach, ktére formujg kubek fagocytamy [7,35].

Aktywny udziat niektérych z biatek wiazacych aktyne w fagocytozie potwierdzity
prace na otrzymanych drogg inzynierii genetycznej mutantach Dictyostelium di-
scoideum. Uposledzenie lub zanik zdolnosci fagocytarnych stwierdzono w komor-
kach mutantéw pozbawionych taliny, koroniny i ABP-120, biatka sieciujgcego
mikrofilamenty oraz w podwdjnym mutancie pozbawionym biatka ABP-120 i a-
aktyniny [21,62,68,79]. Natomiast w komodrkach mutanta pozbawionego klasycznej
miozyny Il nie obserwowano zaburzeh w fagocytozie [28,34]. Wyniki te pozostajg
w zgodzie z obserwacjami mikroskopowymi o braku akumulacji miozyny Il w
miejscach fagocytozy [35] i zdajg sie wykluczaé udziat tego biatka w internalizacji
czastek.
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SZLAKI PRZEKAZYWANIA SYGNALU FAGOCYTARNEGO

Przebudowa cytoszkieletu aktynowego i internalizacja czastki jest ostateczna wy-
padkowag szeregu reakcji wewngtrzkomorkowych uruchamianych w czasie oddzia-
tywania czgstki z receptorami. Stymulacja receptoréw zaangazowanych w fagocytoze
wywotuje aktywacje kinaz tyrozynowych oraz aktywacje enzymow modyfikujgcych
lipidy blonowe, takich jak: fosfolipaza C, D, A: i fosfatydyloinozytolo-3-kinaza
(PI 3-kinaza). Uwalniane przy ich udziale przekazniki drugiego rzedu: tréjfosforan
inozytolu (IP:), dwuacyloglicerol (DAG), jony wapnia, kwas arachidonowy, fosfa-
tydyloinozytolo 3,4,5,-tréjfosforan (PIPs:) modyfikujg kolejne enzymy, wsrdd nich
serynowo/treoninowg kinaze C (PKC). Udziat lipidow btony komdrkowej i enzyméw
je modyfikujacych zapewnia lokalny charakter odpowiedzi komérki prowadzacej
do miejscowej przebudowy cytoszkieletu aktynowego. Istotng role w reorganizacji
podbtonowego uktadu filamentéw aktynowych odgrywajg monomeryczne GTPazy
z rodziny Rho i ARF.

Wiedza na temat szlakéw przekazywania sygnatu fagocytarnego jest obszerna,
niewiele natomiast wiadomo o wzajemnych relacjach tych szlakéw. Prace nad tym
problemem utrudnia wspotwystepowanie i wspotdziatanie réznorodnych receptoréw
w komérkach, a takze wielo$¢ uruchamianych sygnatow, z ktérych czes¢ indukuje
procesy towarzyszace fagocytozie, takie jak: aktywacja oksydazy NADPH i pro-
dukcja nadtlenkéw utatwiajgcych degradacje wchionietych mikroorganizmow oraz
synteza cytokin. Problemy te s om6wione blizej w kilku pracach przegladowych
[25,84]. Przedstawiona ponizej charakterystyka gtdwnych elementéw sygnatu fago-
cytamego wskazuje na swoisto$¢ mechanizmoéw regulujacych fagocytoze zaleznych
od typu zaangazowanego W hig receptora.

Rola kinaz tyrozynowych i fosforylacji reszt tyrozynowych biatek

Fosforylacja reszt tyrozynowych biatek ma kluczowe znaczenie dla fagocytozy
zaleznej od receptorow Fcy. Ufosforylowane biatka skupiajg sie przejsciowo wraz
z filamentami aktynowymi wokét miejsc fagocytozy [39,40,88], a proces ten jest
hamowany przez inhibitory kinaz tyrozynowych [39]. Ustalono, ze zdolno$¢ re-
ceptorow Fcy do posredniczenia w fagocytozie jest uwarunkowana obecnoscig w
ich cytoplazmatycznej domenie krotkiej sekwencji aminokwasowej okreslanej skré-
tem ITAM (od ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) [81]. Se-
kwencja ITAM zawiera dwie reszty tyrozynowe sparowane z dwoma resztami
leucyny i oddzielone 7 lub 12 innymi aminokwasami: YxxL(x)-/:.YxxL. Jest ona
obecna takze w receptorach pokrewnych receptorom Fcy, np. w receptorach Fee
i antygenowych receptorach limfocytow B i T (BCR i TCR). W przypadku receptora
Fcyll, bedacego monomerem, ITAM zlokalizowany jest w tancuchu a receptora,
ktory w czesci zewnatrzkomdrkowej wigze 1gG oplaszczajgce pobierane czastki.
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W receptorach Fcyl i FcylllA funkcje te sg rozdzielone; tancuch a wigze IgG,
natomiast sekwencje ITAM znajdujg sie w tancuchach y/e (rys. 3). Kluczowe zna-
czenie ITAM dla fagocytamych wiasnosci receptorow Fcy potwierdzita seria do-
Swiadczer prowadzonych na matpich komdrkach fibroblastopodobnych linii COS
transfekowanych rekombinowanym cDNA, kodujgcym te receptory. Ekspresja re-
ceptora FcyllA w komdrkach COS sprawiata, ze nabieraty one zdolnos$ci fagocytozy
czastek optaszczonych przez IgG. Zamianajednej z reszt tyrozynowych w sekwencji
ITAM na fenyloalanine redukowata fagocytoze w 50-60%, a analogiczna mutacja
obu reszt tyrozynowych catkowicie jg hamowata [65]. Natomiast receptor FcylIB2,
ktéry ma niekompletng sekwencje ITAM i w warunkach naturalnych hamuje aktyw-
no$¢ limfocytow B nie majac przy tym zdolnosci do inicjowania fagocytozy, nabierat
takich witasnosci po ,,uzupetnieniu” brakujacej sekwencji YxxL [47].

Jak wyjasni¢ centralng role sprawowang przez reszty tyrozynowe ITAM w ge-
nerowaniu sygnatu fagocytamego? Odpowiedzig jest interakcja tych reszt z bial-
kowymi kinazami tyrozynowymi (PTK) nalezacymi do dwoch rodzin: rodziny Src
i Syk/Zap-70 [87 i literatura tam cytowana]. Rysunek 4 ilustruje proponowany
cigg wydarzen uruchamiany przez zwigzanie czastki optaszczonej przez 1gG i wio-
dacy ostatecznie do jej internalizacji. Zakfada on nastepujace po sobie dziatanie
kinaz z rodziny Src i Syk, opisane juz wcze$niej dla limfocytamych receptoréw
BCR i TCR [48,56]. Jako pierwsze uaktywniane sg przypuszczalnie kinazy rodziny

RYSUNEK 3. Schemat budowy trzech klas receptoréw Fcy: FcyRI-FcyRI1I1. Kazda klasa obejmuje rézne
izoformy receptoréw, A-C, ktdre sg produktami réznych genéw. FcyRI i FcyRIIIA sg heterooligomerami
sktadajacymi sie z tancucha a i homodimeru tworzacego podjednostke y badz Receptory klasy 1l
zbudowane sa z jednego tanicucha a. Czeg$¢ zewnatrzkomérkowa taricuchéw a zawiera 2 lub 3 wysoce

homologiczne domeny immunoglobulinowe (¢ ). W cze$ci cytoplazmatycznej taficuchéw y i £ badz a
receptora Fcyll znajdujg sie sparowane reszty tyrozynowe (Y) tworzace sekwencje ITAM. Receptor
FcyllIB jest wyjatkiem - jego cze$¢ zewnatrzkomérkowa zakotwiczona jest w blonie przez domene
fosfatydyloinozytolowg. Schemat opracowano wg [73] z modyfikacjami
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A. Komoérki niestymulowane

B. Fagocytoza

RYSUNEK 4. Schemat aktywacji komoérki w trakcie fagocytozy zaleznej od receptoréw Fcy: A - w
komérkach niestymulowanych receptory rozmieszczone sa réwnomiernie w btonie komoérkowej, a
kinazy tyrozynowe sg nieaktywne; B - po zwigzaniu czastki, kinazy Src ulegaja aktywacji fosforylujac
sekwencje ITAM receptoréw Fcy, ktore stajg sie miejscem zakotwiczenia kinaz Src i Syk; aktywacji
ulegajg monomeryczne GTPazy (na przyktad Rho i Rac) i kinazy modyfikujace lipidy btonowe (Pl
3-kinaza i PIP 5-kinaza), aich wspétdziatanie prowadzi do polimeryzacji aktyny
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Src, ktérych pie¢ (Src, Fyn, Fgr, Hck i Lyn) zostato zidentyfikowanych w ,,pro-
fesjonalnych” fagocytach. Kinazy te sg zakotwiczone w btonie komorkowej dzieki
myrystylowanemu i palmitylowanemu koAcowi N. W komoérkach niestymulowanych
centrum katalityczne tych kinaz moze by¢ nieaktywne z uwagi na ,,zamknietg”
konformacje kinazy. Konformacje te wywotuje interakcja ufosforylowanej reszty
tyrozynowej kinazy, zlokalizowanej blisko jej konca C, z wiasng domeng SH2
biatka (rys. 4A). Za fosforylacje kinaz z rodziny Src wydaje sie odpowiada¢ kinaza
Csk. Z kolei aktywacja receptorow Fcy i ich agregacja w miejscu wigzania czastki
optaszczonej przez 1gG zwigzana jest z defosforylacja C-koncowej tyrozyny w
kinazach Src (by¢ moze przy udziale fosfatazy CD45), co prowadzi do ,,odstoniecia”
centrum Kkatalitycznego tych kinaz. Pierwszym celem kinaz Src sg przypuszczalnie
reszty tyrozynowe ITAM-u receptoréw Fcy (rys. 4B). Ufosforylowane ITAM stajg
sie nastepnie miejscem zakotwiczenia dla samych kinaz Src, a takze kinazy Syk,
ktéra majac 2 domeny SH2 wigze sie z receptorem szczegOlnie efektywnie. Warto
doda¢, ze fosforylacji ulegajg takze reszy tyrozynowe aktywowanych kinaz.

Istnieje wiele danych doswiadczalnych potwierdzajacych proponowany przebieg
transdukcji sygnatu fagocytarnego generowanego przez receptory Fcy. Fagocytoza
czastek optaszczonych przez IgG jest uposledzona w komoérkach pozbawionych
kinazy Src [46]. Natomiast wykluczenie ekspresji kinazy Syk w fagocytach cat-
kowicie hamowato pobieranie takich czastek - fagocytoza zalezna od receptoréw
Fcy nie zachodzita w makrofagach pochodzacych z myszy transgenicznych po-
zbawionych kinazy Syk, a takze w monocytach, w ktérych wytgczono ekspresje
tej kinazy stosujgc antysensowe oligonukleotydy hybrydyzujagce z mRNA Syk
[23,63]. Zgodnie z tymi danymi, stosujac technike immunoprecypitacji wykazano
asocjacje kinaz z rodziny Src, a takze kinazy Syk z receptorami Fcy i aktywacje
tych kinaz towarzyszaca aktywacji receptorow Fcy [87 i literatura tam cytowana].

Obserwacje immunocytochemiczne wykazaty akumulacje kinazy Syk wokot for-
mujacych sie fagosomow [s s ]. Na szczegdlng uwage zastuguja doswiadczenia grupy
Greenberga polegajace na nadekspresji réznorodnych chimer biatkowych w ko-
mérkach fagocytamie niekompetentnych [19,41]. W wyniku tych prac okazato sie,
ze transbtonowa chimera ,,ztozona” z zewnatrzkomaérkowej domeny receptora Fcylll
i cytoplazmatycznej domeny katalitycznej kinazy Syk jest wystarczajgca do prze-
prowadzenia efektywnego wigzania i internalizacji czastek optaszczonych przez
IgG w komaorkach linii COS [41]. Droga od aktywacji kinaz Src i Syk do przebudowy
cytoszkieletu aktynowego jest dotad niezbadana, choé przypuszczaé mozna, ze jej
elementem jest fosforylacja reszt tyrozynowych kolejnych biatek, wérdd nich PLCy,
Vav - biatka regulatorowego dla monomerycznej GTPazy Rac, a takze paksyliny
[26,40,60].

Fosforylacja reszt tyrozynowych biatek towarzyszy takze wigzaniu i inwazji sze-
regu patogennych bakterii, na przyktad Shigella flexneri i Yersinia enterocolitica,
do ludzkich fagocytéw ,,nieprofesjonalnych” [10,27]. Podobnie, niezalezna od op-
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sonizacji fagocytoza Neisseria gonorrhoeae przez ludzkie ,,profesjonalne” fagocyty
kontrolowana jest przez kinazy tyrozynowe [44]. Okre$lono, Zze w pobieraniu
Neisseria gonorrhoeae i Shigella flexneri zaangazowane sa kinazy Src [27,44].
Zaskakujgce okazato sie odkrycie, ze fagocytoza czastek lateksu i zymosanu w
komorkach odlegtego filogenetycznie pierwotniaka Acanthamoeba castellanii takze
skorelowana jest z fosforylacjg reszt tyrozynowych biatek. Ufosforylowane biatka
zbieraty sie wokét intemalizowanych czastek, a caty proces hamowany byt przez
inhibitor kinaz tyrozynowych [55].

Fosforylacja reszt tyrozynowych biatek nie jest jednak dominujacym mecha-
nizmem przekazywania sygnatu fagocytamego. Fagocytoza posredniczona przez
receptor C3 dla dopetniacza w makrofagach zachodzi w obecnosci inhibitorow
kinaz tyrozynowych, jednakze jej tempo ulega spowolnieniu [3]. Fosforylacja reszt
tyrozynowych samego receptora C3jest znikoma [16], a zatem gtéwnymi substratami
kinaz tyrozynowych sg w tym przypadku biatka zbierajgce sie wokot aktywowanych
receptordw C3. Interakcja ufosforylowanych reszt tyrozynowych z domeng SH2
innych biatek moze by¢ istotna w organizowaniu sie tych biatek w kompleksy,
ktére lokalnie modulujg przebudowe cytoszkieletu aktynowego.

Rola kinazy biatkowej C i fosforylacji reszt serynowo/treoninowych biatek

Kinazy biatkowe C tworzg rodzine enzyméw Kkatalizujgcych fosforylacje reszt
serynowo/treoninowych biatek, stymulowanych przez DAG i fosfatydyloseryne, a
takze, w przypadku niektorych izoenzymoéw PKC, przezjony wapnia [s s ]. Aktywacja
PKC moze by¢ jednym ze wspolnych elementéw sygnatu fagocytamego genero-
wanego przez receptory Fcy, receptor C3 i receptor mannozowy. Zatozenie takie
opiera sie na nastepujgcych danych:

1. PKC zbiera sie wokot fagosomow w trakcie fagocytozy zaleznej od receptorow
Fcy, receptora C3 i receptora mannozowego w makrofagach [2,3]. Wyizolowana
frakcja bton fagosomalnych monocytéw wzbogacona byta w ten enzym [95].

2. PKC jest aktywowana w trakcie fagocytozy, czego przejawem jest wzmozona
fosforylacja biatka MARCKS [2]. Zarébwno MARCKS, jak i pokrewny substrat
PKC - MacMARCKS - zbierajg sie wokot fagosoméw w makrofagach, a nad-
ekspresjpMacMARCKS, pozbawionego miejsc fosforylacji, w makrofagopodobnych
komoérkach linii J774 blokowata w nich fagocytoze [2,3,98]. MARCKS jest biatkiem
sieciujagcym filamenty aktynowe oddziatujagcym jednocze$nie z btong komdrkowa,
co sugeruje, ze moze on posredniczy¢ w interakcji mikrofilamentéw z btong w
trakcie fagocytozy. Sugestia taka jest jednak kwestionowana z uwagi na fakt, ze
oddziatywanie biatka MARCKS zaréwno z biong, jak i aktyng jest regulowane
negatywnie przez jego fosforylacje [1]. Alternatywng mozliwoscia jest udziat
MARCKS i PKC w dojrzewaniu fagosoméw, poniewaz oba te biatka pozostaja
skupione wokét fagosomoéw po depolimeryzacji otoczki aktynowej [2].
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Substratem PKC, poza biatkiem MARCKS, moze by¢ takze podjednostka s:
receptora C3 [16]. Fosforylacja tej podjednostki stymuluje agregacje receptora C3
[29], ktdra przypuszczalnie uruchamia formowanie kompleksu receptora z biatkami
cytoszkieletu zaangazowanymi w internalizacje czastek [3].

3. Zahamowanie aktywnosci PKC blokuje fagocytoze zalezng od receptoréw
Fcy, C3 i receptora mannozowego makrofagach, co skorelowane jest z brakiem
fosforylacji biatka MARCKS i reorganizacji cytoszkieletu aktynowego [2,3]. Warto
wspomnie¢ o sprzecznych w tej mierze badaniach grupy Greenberga wykazujacych
niewrazliwos¢ fagocytozy zaleznej od receptoréw Fcy na inhibitory PKC [39]. Ba-
dania te sugerujg mozliwos¢ zréznicowania sygnatow fagocytarnych generowanych
przez receptory Fcy i receptor C3 dla dopetniacza, ktére zaleza od fosforylaciji,
odpowiednio reszt tyrozynowych i serynowych tych receptoréw (tab. 3).

Czy jony wapnia uczestniczg w przekazywaniu sygnatu fagocytarnego?

Fagocytozie, zaréwno tej zaleznej od receptoréw Fcy, dopetniaczowego receptora
C3, jak i receptora mannozowego, towarzyszy przejsciowy wzrost wewngtrzkomor-
kowego stezeniajonow wapnia ([Ca: +]j) [8,38,49,54,59]. Obserwacje mikroskopowe
neutrofili wykazaty, ze wzrost ten nastepuje w sasiedztwie powstajagcych fagosomow
[8].

Proby wykazania regulatorowej funkcji jonéw wapnia w fagocytozie przyniosty
jednak sprzeczne dane. Wykazujg one, ze rozpatrujgc problem udziatu wapnia w
fagocytozie uwzglednia¢ nalezy nie tylko rodzaj badanego receptora, ale takze typ
fagocytu (tab. 3). W makrofagach, w przypadku fagocytozy zaleznej od receptoréw
Fcy, nie udato sie dotad sprecyzowac procesu, dla ktérego wzrost [Ca2+]i bytby
niezbedny. Obnizenie [Ca mw komorkach z okoto 100 nM, typowego dla komdrek
niestymulowanych, do 3 nM, przy uzyciu takich chelatoréw jonéw wapnia, jak:
quin2, fura-2 i EGTA (przy jednoczesnym braku jonéw wapnia w $rodowisku
zewnetrznym), nie hamowato ani wigzania, ani internalizacji czastek optaszczonych
przez 1gG. Fagocytoza zachodzita przy niezaktéconym cyklu polimeryzacji/depo-
limeryzacji aktyny [32,38]. Stosujgc analogiczng technike wykazano, zejony wapnia
nie sg takze konieczne do sprawnej fuzji fagosoméw z lizosomami w tych komérkach
[100].

W neutrofilach sytuacjajest odmienna. Zwigzanie wewngatrzkomérkowych jonéw
waphnia przy uzyciu chelatoréw nie zaburza wprawdzie w tych komdrkach fagocytozy
zaleznej od receptora C3 dla dopetniacza i receptordw mannozowych; wzrost [Ca2+]j
jestjednak w tym przypadku niezbedny do dojrzewania fagosomoéw. Wzrost [Ca2+]i
wydaje sie warunkowa¢ depolimeryzacje otoczki aktynowej fagosoméw, a to z
kolei umozliwia ich fuzje z lizosomami [8,49,59].

Obnizenie [Ca2+]j hamowato takze w neutrofilach zalezng od receptoréw Fcy
fagocytoze kompleksow immunologicznych IgG. Wykazano, ze dla efektywnej fa-
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TABELA 3. Poréwnanie fagocytozy zaleznej od receptoréw Fcy i receptora C3 dla dopetniacza

W tasciwosc Receptory Fcy Receptor C3 Literatura
morfologia powstajg- wypustki btony plazmatycz- ,zapadanie sig¢” czg- [3]
cych fagosomoéw nej obejmujace czastki stki w cytoplazmie

w kubku fagocytarnym
wrazliwo$é + -@ [3,39]
na inhibitory PTK
wrazliwo$é o9 + [3,39]
na inhibitory PKC
zaleznos¢ + (w neutrofilach) -© [38,49]
od wzrostu [Ca2¥li - (w makrofagach) [54,59]
udziat + + [84]
mikrofilamentow
akumulacja taliny, + + [2,3,37]

winkuliny, a-aktyni-

ny, MARCKS i PKC

zaleznos¢ - + [3]
od mikrotubul

(@) tempo fagocytozy zaleznej od receptora C3 ulega spowolnieniu [3];

(b) Grennberg at al. [39] donoszg o braku wptywu inhibitoréw PKC na fagocytoze zalezng od
receptorow Fc a Allen i Aderem [3] uzyskali wyniki przeciwstawne;

(c) wzrost [Ca+2]i nie jest wymagany przy internalizacji czastki, ale warunkuje fuzje fagosomoéw z
lizosomami [49,59]

gocytozy tych komplekséw konieczne jest zarowno uwolnienie jondw wapnia z
magazynow wewnatrzkomaérkowych, jak i ich naptyw ze Srodowiska zewnetrznego
komorki, przy czym ten drugi proces jest regulowany przez fosforylacje reszt ty-
rozynowych biatek. Sprzeczne wyniki dotyczace roli jonéw wapnia w fagocytozie
zaleznej od receptorow Fcy w makrofagach i neutrofilach moga odzwierciedlaé
subtelne réznice w regulacji tego procesu, w zaleznosci od klasy receptoréw Fcy
zaangazowanych w fagocytoze [54].

Aktywacja receptoréw Fcy w monocytach zwigzana jest z aktywacjg PLCy
[52,60]. Zaktada¢ wiec mozna, ze w trakcie fagocytozy zaleznej od receptoréw
Fcy waph uwalniany jest z zasob6w retikulum endoplazmatycznego przez IP3,
produkt hydrolizy fosfatydyloinozytolo-4,5-dwufosforanu (PIP.) Kkatalizowanej
przez PLCy. Jednakze, w neutrofilach jony wapnia mogg by¢ uwalniane w sposob
niezalezny od IP3. W procesie tym zaangazowane sg natomiast filamenty aktynowe
oraz i-plastyna (biatko organizujgce mikrofilamenty w wigzki), poniewaz zaréwno
wymuszona depolimeryzacja aktyny, jak i dezaktywacja :-plastyny hamuja wzrost
[Ca2+]j w tych komorkach [80].
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Udziat fosfatydyloinozytolo-3-kinazy w fagocytozie

Fosfatydyloinozytolo-3-kinaza fosforyluje fosfatydyloinozytol w pozycji 3 pier-
$cienia inozytolowego i w czasie stymulacji komorki fosforyluje PIP. do PIPs.
Kinaza Pl 3 jest dimerem, skfadajagcym sie z regulatorowej podjednostki p85 i
katalitycznej podjednostki pl 10. Podjednostka regulatorowa p85 maztozong budowe:
wyrdznia sie w niej jedng domene SH3, dwie domeny SH2, dwie sekwencje bogate
w proline oraz domene Ber [51]. Domeny te umozliwiajg interakcje p85 z rdz-
norodnymi biatkami, ktore w trakcie fagocytozy skupiajg sie wokot aktywowanych
receptorow.

Najwiecej danych wskazujgcych na udziat Pl 3-kinazy w pobieraniu czastek
dotyczy fagocytozy zaleznej od receptoréw Fcy. Wskazano na co najmniej dwie
mozliwosci interakcji Pl 3-kinazy ze ,sktadowymi” szlaku sygnatowego urucha-
mianego przez te receptory. Pierwsza polega na oddziatywaniu domen SH2 PI
3-kinazy z ufosforylowanymi resztami tyrozynowymi kinazy Syk [15], jak to ilustruje
rysunek 4B. Druga mozliwo$¢ zaktada udziat biatka c-Cbl. Podczas aktywacji re-
ceptorow Fcy reszty tyrozynowe tego biatka ulegajg fosforylacji i wigza sie z do-
menami SH2 Pl 3-kinazy. Jednoczesnie, fragmenty c-Cbl bogate w proling wigzg
domene SH3 kinaz z rodziny Src [33,64,67,89].

Whbrew oczekiwaniom, obserwacje immunocytochemiczne nie wykazaty aku-
mulacji Pl 3-kinazy wokd6t fagosomoéw podczas zaleznej od receptorow Fcy fa-
gocytozy w makrofagach [ss]. Wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ doniesienie
Rameh et al. [71] o interakcji domeny SH2 PI 3-kinazy z produktem wiasnej aktyw-
nosci enzymatycznej, to jest z PIPs. Takie oddziatywanie mogtoby rozprzega¢ wia-
zanie domen SH2 Pl 3-kinazy z kotwiczacymi je resztami fosfotyrozyny innych
biatek, uniemozliwiajgc nagromadzenie kinazy pod btong komorkows.

Aktywacja Pl 3-kinazy towarzyszy aktywacji receptoréw Fcyl i Fcyll w mo-
nocytach, FcyllA w ptytkach krwi i FcylllA w komoérkach NK [15,50,67]. Stosujac
inhibitory Pl 3-kinazy potwierdzono, ze aktywnos$¢ tego enzymu jest konieczna
dla fagocytozy zaleznej of Fcy receptorow w monocytach i makrofagach [5,67].
Praca Araki i wspoétaut. [s] sprecyzowata, ze udziat Pl 3-kinazy jest niezbedny
na etapie internalizacji czastki, to jest w trakcie postepujacej ekspansji pseudopodidéw
otaczajgcych czastke i zamykania sie ich bton w fagosom. Makrofagi poddane
dziataniu inhibitoréw Pl 3-kinazy zdolne byty bowiem do wigzania optaszczonych
przez 1gG erytrocytow i ich uchwycenia w obrebie kubkéw fagocytamych, ale
zwigzanych czastek nie intemalizowaty. Przypuszczalnie brak PIPs uniemozliwia
reorganizacje filamentow aktynowych wymagana do internalizacji czastki. W sposob
analogiczny do PIP2, PIPs moze modulowac aktywno$¢ profiliny i zelzoliny, biatek
kontrolujacych polimeryzacje aktyny [93]. Ponadto, Pl 3-kinaza moze bra¢ udziat
w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego wspotdziatajagc z Rho i Rac, monomery -
cznymi GTPazami (rys. 4B). Jak omdwiono ponizej, aktywnos$¢ Pl 3-kinazy jest
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stymulowana przez te biatka. Z drugiej strony aktywnos$¢ Pl 3-kinazy kontroluje
szlaki sygnatowe wiodgce przez Rho i Rac do przebudowy filamentéw aktynowych
[74].

Udziat monomerycznych GTPaz

Biatka z rodzin Rho/Rac/CDC42 i ARF, dwu z pieciu rodzin monomerycznych
GTPaz tworzacych nadrodzine Ras, peinig regulatorowg funkcje w przebudowie
cytoszkieletu aktynowego wywotang stymulacjg receptoréw btonowych w komor-
kach, w tym w makrofagach [4,70,77,78]. Dopiero jednak w roku 1997 wykazano,
ze Rho, Racl, Cdc42 i ARFs moga by¢ rozpatrywane jako potencjalne skiadowe
sygnatu fagocytarnego. Inaktywacja Rho przy uzyciu transferazy C3, katalizujacej
ADP-rybozylacje Rho, hamowata zarébwno wigzanie, jak i internalizacje czastek
optaszczonych przez IgG w komérkach linii J774 i komorkach linii COS trans-
fekowanych receptorem FcyllA. Zjawisko to wigzato sie z ogdélng depolimeryzacja
filamentéw aktynowych w komdrce [43]. Nadekspresja dominujgcych negatywnych
mutantow Rac 1, Cdc42 i ARFs réwniez hamowata fagocytoze zalezng od receptorow
Fcy w mysich komorkach makrofagopodobnych linii RAW 264.7 [20,97].

Ws$rdd enzymoéw efektorowych, ktorych aktywno$¢ moze byé stymulowana przez
Rho, znajduja sie: serynowo/treoninowa kinaza ROCK, ktdrej substratem jest fo-
sfataza lekkich fancuchow miozyny, fosfolipaza D, fosfatydyloinozytolo-5-kinaza
(PIP 5-kinaza) i Pl 3-kinaza [17,53,61,75,96]. Funkcja tych przypuszczalnych in-
terakcji w przebiegu fagocytozy nie jest zbadana, a ich potencjalne znaczenie w
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego stato sie przedmiotem odrebnych prac prze-
gladowych [m.in. 90].

Na uwage zastuguje fakt, ze stymulacja PIP 5-kinazy przez biatko Rho stawia
ponownie w centrum zainteresowania produkt aktywnosci katalitycznej tej kinazy,
jakim jest PIP9. PIP. jest bowiem nie tylko Zzrédiem takich przekaznikéw drugiego
rzedu, jak: [IP3, DAG i PIP3; jest ono takze istotnym btonowym miejscem ko-
twiczacym dla biatek majgcych domene plekstrynowg i szeregu biatek wigzacych
aktyne, takich jak: profilina, zelzolina i Gcap. Modyfikujac interakcje tych biatek
z aktyna, PIP. moze bezposrednio wptywaé na polimeryzacje/depolimeryzacje fi-
lamentéw aktynowych [ss]. W innych uktadach doswiadczalnych kinaza ROCK,
PIP 5-kinaza, a takze Pl 3-kinaza, stymulowane byly przez Rac, drugie biatko z
rodziny Rho [12,45,58,92], pozostawiajgc otwartym problem ewentualnego wspot-
udziatu tych biatek w regulacji cytoszkieletu aktynowego w trakcie fagocytozy
(rys. 4B). Aktywacja receptoréw Fcy moze prowadzi¢ do aktywacji Racl przy
udziale biatka adaptorowego Vav (rys. 4B). Vav jest substratem kinaz Src, a ufo-
sforylowany dziata jako aktywator Racl, stymulujagc wymiane zwigzanego z nim
GDP na GTP [22].
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Biatka Rac 1 lub Rac2 regulujg takze aktywnos¢ NADPH oksydazy, stymulowanej
w trakcie internalizacji czastki w profesjonalnych fagocytach. Modulacja aktywnosci
biatek Rac moze zatem stanowi¢ element koordynujacy przebudowe cytoszkieletu
aktynowego z produkcja nadtlenkow w trakcie fagocytozy. Aktywacja oksydazy
NADPH niesprzezona z pobieraniem czastki moze prowadzi¢ do zaburzen w fun-
kcjonowaniu fagocytéw i standéw zapalnych otaczajgcej tkanki [13].

PODSUMOWANIE

Aktywacja receptoréw w czasie wigzania czastki jest skorelowana z ich agregacja,
przypominajac mechanizm aktywacji innych receptoréw btonowych, na przyktad
integryn posredniczacych w oddziatywaniu komorki z podtozem [18]. Agregacja
receptoréw stabilizuje wigzanie fagocytowanych czastek i jednocze$nie indukuje
powstanie sygnatu fagocytamego. Jednym z pierwszych elementow tego sygnatu,
analogicznym do sygnatow generowanych przez inne receptory btonowe, jest fo-
sforylacja receptoréw - reszt tyrozynowych receptoréw Fcy, katalizowana przy-
puszczalnie przez kinazy Src, i fosforylacja reszt serynowych dopetniaczowego
receptora C3 przez PKC. Dalsze etapy przekazywania sygnatu prowadzace osta-
tecznie do przebudowy cytoszkieletu aktynowego i internalizacji czastki sa najpetniej
scharakteryzowane w przypadku fagocytozy zaleznej od receptoréw Fcy. Ustalono,
Ze zaangazowane sg tu kinazy tyrozynowe z rodziny Src i Syk, lipidowa kinaza
Pl 3, a takze monomeryczne GTPazy.

Wylaniajacy sie obraz wzajemnych relacji tych biatek ilustruje schematycznie
rysunek 4B. Schemat ten nie uwzglednia udziatu PLC ijonéw wapnia w fagocytozie,
ktéry w chwili obecnej wymyka sie uogélnieniom. Oczekiwa¢ mozna, ze najblizsza
przyszto$¢ przyniesie préby wyjasnienia roli Pl 3-kinazy i monomerycznych GTPaz
w fagocytozie zaleznej od receptora C3 dla dopetniacza. Biatka te, jak wykazujg
wyniki najnowszych badan, wydajg sie bowiem kontrolowaé przebudowe cyto-
szkieletu aktynowego komorki wywotang przez aktywacje ré6znorodnych receptoréw
btonowych.
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Streszczenie: Wigkszos¢ roélin okrytozalgzkowych wytwarza kwiaty obupitciowe. U niewielkiej liczby
gatunkow jednopiennych istnieje przestrzenne rozdzielenie organéw ptciowych polegajace na istnieniu
organéw meskich i zeAskich w oddzielnych kwiatach tej samej rosliny. U roslin dwupiennych kwiaty
meskie i zenskie tworzg sie na odrebnych osobnikach. W tym artykule oméwiony jest aktualny stan
wiedzy dotyczacy mechanizméw genetycznych i molekularnych, ktére sa podstawa jedno- i dwupien-
nosci. W mechanizmach tych u roslin jednopiennych uczestniczg regulatory wzrostu, za$ u ros$lin
dwupiennych - réwniez chromosomy pici (X i Y). Przedstawione sg ostatnie osiggniecia w dziedzinie
poszukiwania sekwencji DNA specyficznych dla pfci.

Stowa kluczowe: rosliny okrytozalazkowe, jednopiennos¢, dwupiennos¢, determinacja pici.

Summary: The majority of angiosperm plants produce flowers that are hermaphrodite. In a small number
of monoecious plant species, there is spatial separation of the sexual organs; the male and female organs
are carried on separate flowers on the same plant. In dioecious plants male and female flowers are carried
on separate individuals. This review focuses on the underlying genetic and molecular mechanisms of
monoecy and dioecy. In both monoecious and dioecious plants these mechanisms involve growth
substances while in the latter also sex chromosomes (X and Y) play an important role. The article reviews
current data on the discoveries of sex-specific DNA sequences.

Key words: angiosperm plants, monoecy, dioecy, sex determination.

Wykaz skrétéw: Amplifikacja DOP-PCR (ang. degenerate oligonucleotide primed - PCR) - wariant
konwencjonalnej reakcji PCR, w ktérej uzywa si¢ zdegenerowanych primerdw, aby zamplifikowa¢
reprezentatywna czes$¢ genomu (wliczajgc tu sekwencje repetytywne i unikalne); BSA (bulked segregant
analysis) - masowa analiza segregacji DNA, ktora oparta jest na identyfikacji markeréw sprzezonych
z badang cecha; RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA)- powielanie DNA z zastosowaniem
starteréw o dowolnej sekwencji; RDA (ang. representational difference analysis) - amplifikacja za
pomocg PCR polimorficznych sekwencji DNA w obrebie poréwnywanych genomoéw.
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WSTEP

W Swiecie zwierzat gatunki w wiekszosci sg jednopiciowe - gamety meskie
i zenskie powstajg w drodze mejozy u oddzielnych osobnikéw. Wiekszos¢ roslin
wytwarza kwiaty hermafrodytyczne, ktére sg uwazane za doskonate. Maja one organy
ptci zarowno meskiej, jak i zenskiej. W precikach w wyniku mejozy powstajg
mikrospory, z ktérych rozwija sie gametofit meski wytwarzajacy plemniki, za$
w zalgzkach - makrospory, dajace poczatek gametofitowi zenskiemu, w obrebie
ktérego powstaje komérka jajowa.

Obecnos¢ precikdw i stupkéw na jednym kwiecie pozwala na samopylnos$¢
(autogamia). Zgodnie z zasadami ewolucji faworyzowane sg gatunki, ktore na skutek
zmian w materiale genetycznym zyskujg wiekszg zdolno$¢ przetrwania. W mysl
tej idei korzystniejsze dla wzrostu rdznorodnosci genetycznej jest krzyzowanie
miedzy osobnikami pochodzgcymi z r6znych kwiatéw (allogamia). Mozna wymienic
trzy podstawowe mechanizmy zapobiegajgce samopylnosci:

1) rézny czas dojrzewania meskich i zenskich organdéw piciowych w obrebie
kwiatow doskonatych (dichogamia),

2 ) samoniezgodnos¢,

3) przestrzenne rozdzielenie meskich i zenAskich organdw rozmnazania, czyli:

— jednopiennos¢ - organy meskie i zenskie zlokalizowane sa w odrebnych

kwiatach na tej samej roslinie,

— dwupienno$¢ - poszczegdlne osobniki danego gatunku sg meskie lub zenskie

w zalezno$ci od tego, jaki typ kwiatow wyksztatcity.

Istnieje réwniez szereg typow posrednich. Zestawiono je w tabeli 1

Chociaz kwiatowa jednopienno$¢ wsrod roslin wyzszych wystepuje rzadziej niz
hermafrodytyzm, liczne gatunki majgce duze znaczenie dla rolnictwa s3 jedno-
lub dwupienne. Wsréd gatunkéw jednopiennych znajdujg sie: ogérek (Cucumis
sativus), melon (Cucumis melo), leszczyna (Corylus spp.), figowiec (Ficus carica),
ragcznik (Ricinus communis), orzech wioski (Juglans regia), kukurydza (Zea mays).
Dwupiennymi gatunkami sg: szparag (Asparagus officinalis), daktylowiec (Phoenix
dactylifera), kiwi (Actinidia deliciosa), konopie (Cannabis sativa), chmiel (Humulus
lupulus), pistacja (Pistacia vera), topola (Populus spp.), wierzba (Salix spp.), szpinak
(Spinacia oleracea).

Wiekszosci kwiatow jednoptciowych nie mozna odrézni¢ we wczesnych etapach
rozwoju od kwiatow hermafrodytycznych, poniewaz wyksztatcajg sie w nich zaczatki
zarébwno precikow, jak i stupkéw. Usuniecie lub zahamowanie rozwoju stupka
w kwiatach meskich i precikbw w kwiatach zenskich zachodzi pozZniej; jest to
cecha charakterystyczna dla gatunku.

Niektore gatunki, m.in. szpinak, konopie i szczyr roczny (Mercurialis annua)
wydajg sie ,,omijac” etap hermafrodytyczny, w ich kwiatach rozwijajg sie zaczatki
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TABELA 1 Posrednie typy jedno- i dwupiennosci

Typ gtéwny Typ posredni Fenotyp* Przyktadowy gatunek

Jednopiennos$é Meskojednopienno$¢ m m+z Cucumis nielo (Cucurbitaceae)
Zenskojednopienno$¢ 2z m+z Poa (Poaceae)
Tréjjednopiennosé m 2z, m+z Dimorphoteca pluvialis (Asteraceae)

Dwupiennos¢ Meskodwupienno$é m, m+z Datisca glomerata (Datiscaceae)
Zenskodwupiennosé Z, m+z Plantago coronopus (Plantaginaceae)
Trojdwupiennosé z, m, m+z Pachycereus pringlei (Cactaceae)

*m - meski, z- zeAski, m+z - obuptciowy

organéw tylko jednej pici: precikow lub stupkéw [:].Wsréd roslin okrytonasiennych
4% stanowig gatunki dwupienne, a 7% - jednopienne [22].

Modele ewolucyjne zaktadajg wytonienie sie dwupiennosci z hermafrodytyzmu
na skutek dwu oddzielnych mutacji w sprzezonych genach meskiej sterylnosci i
zenskiej sterylnosci [4].

Prawdopodobnie ewolucja wiodta przez zenfsko- lub meskodwupienno$é. Al-
ternatywna koncepcja zaktada powstanie gatunkéw dwupiennych z jednopiennych.
Mniej zbadana jest ewolucja jednopiennosci, jednak iw tym przypadku za forme
wyjsciowg przyjmuje sie rosliny obupiciowe, a za stadia przejsciowe organizmy
zensko- i meskojednopienne [:].

Determinacja pici u roslin kwiatowych, zarbwno w aspekcie genetycznym jak
i fizjologicznym, byta popularnym tematem badan juz od poczatkéw tego wieku.
Jednak dopiero ostatnia dekada przyniosta efekty w dziedzinie analiz molekularnych.
Mozliwe stato sie uzyskanie genetycznych markeréw DNA specyficznych dla okre-
$lonej pici, co stworzyto nowe perspektywy dla udzielenia odpowiedzi na kluczowe
pytanie: w jaki sposdb rosliny uzyskujg pte¢ meskg lub zeriskg? Celem tej pracy
jest przedstawienie wspétczesnej wiedzy na temat mechanizméw determinujacych
pte¢ u jedno- i dwupiennych gatunkéw roslin okrytozalgzkowych.

KONTROLA DETERMINACJI PLCI

Istnieje wiele réznych szlakdéw prowadzacych do wyksztatcenia sie kwiatdw
jednopitciowych. Wydaje sie, ze w przypadku roélin dwupiennych istniejg genetyczne
podstawy okresSlajace dang pte¢ - osobniki meskie i zefskie rdznia sie pod wzgledem
genetycznym. Trudniejszy do zanalizowania pod katem determinowania ptci kwia-
tow jest przypadek ros$lin jednopiennych, poniewaz sg one genetycznie jednolite.

Wytaniajg sie zatem podstawowe pytania: ktore geny zwigzane sa z determinacja,
jak determinowana jest pte¢ u roslin dwupiennych nie majgcych chromosomoéw
pici i jak determinowana jest pte¢ poszczegolnych kwiatow u roslin jednopiennych.
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Rosliny wykorzystujg rozmaite mechanizmy, aby uzyska¢ jedno- lub dwu-
piennos¢. Prawdopodobnie takie podstawowe mechanizmy molekularne sg zupetnie
odmienne u réznych gatunkéw. Wydaje sie zatem, ze trudno zaproponowac prosty
lub ogdlny model molekularny dla determinacji ptci u rodlin, co wynika m.in.
ze stosunkowo nielicznych badan prowadzonych do tej pory metodami biologii
molekularnej. Ponizej zostang przedstawione mechanizmy kontrolowania ptci u tych
gatunkow, u ktoérych systemy te zostaly najlepiej poznane.

DETERMINACJA PLCI U ROSLIN JEDNOPIENNYCH

Najintensywniej badana jest determinacja ptci u dwéch gatunkoéw roslin: ogorka
(Cucumis sativus) i kukurydzy {Zea mays). Wspolne cechy determinacji pici w
tych przypadkach to: wplyw regulatorow wzrostu na ten proces i wystepowanie
stadium biseksualnego w kwiatach meskich i zenskich.

Kukurydza (Zea mays)

Te same osobniki wytwarzajg oddzielne kwiatostany zenskie - kolby i meskie
- wiechy. Jednoptciowe kwiatostany sg szczegdlng cechg kukurydzy; wiasciwosé
ta umozliwia produkcje hybrydowych nasion i eksperymenty genetyczne. Jedno-
ptciowosé osiggana jest w niedojrzatych obuptciowych merystemach kwiatowych
na drodze selektywnego hamowania rozwoju lub zanikania organéw pici przeciwnej,
dzieki interakcji genéw determinujgcych pte¢, hormonéw i czynnikdw Srodowiska
[7]. Na wczesnym etapie rozwoju kwiatostany zenskie i meskie sg nie do roz-
poznania. Staje sie to mozliwe dopiero po osiggnieciu przez kwiatostan dtugosci
10 MM [1]

Wiasnie u kukurydzy po raz pierwszy wyizolowano geny determinujgce ptec.
Znane sg liczne loci, ktére wplywajg na pte¢ kwiatéw u kukurydzy, ale gtdwnie
uwage skupia sie na maskulinizujagcym genie TS 2 (Tasselseed 2) i feminizujgcym
An 1( anther ear 1) i D (dwarf).

W wyniku mutacji gendéw D czy An 1 rozwdj stupka w kolbie jest normalny,
ale nie zachodzi rozwdj precikéw. Mutacje tych genéw powodujg rowniez op6znienie
kwitnienia, a takze zmiane fenotypu (d - kartowaty, an 1 - pdtkartowaty). Z
badan biochemicznych wiadomo, ze mutanty te majg upo$ledzony szlak biosyntezy
giberelin. Egzogenne dostarczenie takim roslinom tego hormonu powoduje powrdt
do fenotypu dzikiego.

Gen An 1 zostat ostatnio sklonowany. Stwierdzono, ze koduje on biatko zwig-
zane z syntezg ercr-kaurenu, tetracykliny posredniczacej w biosyntezie giberelin.
Podanie enr-kaurenu powoduje feminizacje. U roslin typu dzikiego poziom giberelin
jest znacznie nizszy w wiechach niz w kolbach, sg one wiec niezbedne dla uni-
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cestwienia precikow w kwiatach zeriskich. Gibereliny wydaja sie mie¢ jednak zna-
czenie dla meskiej ptodnosci u wiekszosci gatunkdw dwulisciennych [15].

Zmapowano 5 loci genu TASSELSEED (TS), ktérego mutacje feminizujg rosliny:
ts 1, ts 2, ts 3, ts 4 i ts 5. W najbardziej ekstremalnych przypadkach (ts 1,
ts 2) powoduja one odwrocenie pici w kwiatach wiechy - rozwijajg sie w nich
stupki, a rozwo0j precikobw zostaje zahamowany. Uwaza sie, ze geny TS 1 i TS
2 powodujg zanik stupka w kwiatach meskich i determinujg drugorzedowe cechy
pitciowe. Gen TS 2 zostat sklonowany - koduje on biatko, ktére przypomina dehy-
drogenazy steroidowe [1]. Funkcja dehydrogenazy sugeruje, ze mogtoby ono ina-
ktywowac¢ hormony konieczne do rozwoju stupka. Z drugiej strony, mogtoby
prowadzi¢ do produkowania toksyn zabijajgcych komérki, w ktérych powstajg [15].
Analiza podwojnych mutacji w genach TS i D sugeruje, ze geny te dzialajg nie-
zaleznie i addytywnie, u mutantow ts 2 / d 1 kwiaty w kolbach i wiechach maja
dobrze rozwiniete preciki. Moze z tego wynika¢, ze substancje hamujace rozwdj
precikow, byé moze gibereliny, produkowane sg przez rozwijajace sie stupki [7].

Unicestwienie zawigzkéw organdw zenskich w kwiatach meskich uwazane jest
za klasyczny przyktad apoptozy u roslin [i:1].

Zaproponowano nastepujacy model dla determinacji ptci u kukurydzy: gen SIL-
KLESS 1 (SK 1) daje sygnat do rozwoju stupka, stupek wytwarza specyficzny
czynnik (PSF - ang. pistil specific factor) - prawdopodobnie jest on gibereling,
czynnik ten hamuje rozwdj precikow i feminizuje tkanki kwiatowe. TS 2 indukuje
zanikanie stupka i hamuje ekspresje genu SK 1, blokuje wiec rozwdj stupka, pro-
dukcje PSF i hamowanie rozwoju precikéw [7]. Zasadniczg kwestig, ktdra w dalszym
ciggu pozostaje do wyjasnienia, jest: czy istnieje gen, ktdry decyduje o rozwoju
kolby lub wiechy oraz w jaki sposéb zachodzi taka kontrola ?

Ogorek (Cucumis sativus)

Gruntowna analiza determinacji pici u ogdrka przyniosta korzysci zardbwno na-
ukowe, jak i praktyczne, szczeg6lnie ze wzgledu na tworzenie hybrydowych nasion
w pokoleniu FI.

Generalnie gatunek ten jest jednopienny, mozna jednak znalez¢ szereg geno-
typow, ktére maja kwiaty zenskie, meskie lub hermafrodytyczne. Kwiaty z precikami
wystepuja w grupach, kwiaty ze stupkami za$ pojedynczo. W paczkach kwiatowych
pojawiajg sie zaczatki organdw pici przeciwnej, ktoérych rozwdj zostaje zahamowany.
Szczatkowe organy sg obecne w dojrzatych kwiatach ogoérka.

Ekspresje pici u tego gatunku charakteryzuja 3 fazy:

1) wytwarzanie kwiatow meskich,

2 ) wytwarzanie kwiatéw meskich i zenAskich,

3) wytwarzanie kwiatow zenskich.
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Musza zatem istnie¢ geny, ktore regulujg pte¢ kwiatdw i determinujg ich umiej-
scowienie na roslinie. Zidentyfikowano 7 genéw dotyczacych fenotypu pici, kom-
binacja alleli w 3 niesprzezonych genach odpowiada za wiekszo$¢ fenotypow pici
u ogérka [16]. Dominujacy allel M wywotuje obuptciowos¢ kwiatdw, czeSciowo
dominujacy allel F kontroluje wytwarzanie kwiatéw zenskich, a recesywny allel
genu A zwieksza prawdopodobiefAstwo meskich homozygot wzgledem recesywnego
allelu genu F [16].

Pte¢ ogdrka moze ulega¢ zmianie pod wptywem egzogennych regulatoréw wzro-
stu. Zensko$é wywotuje etylen i auksyny, mesko$¢ za$ powodowana jest przez
gibereliny i zwigzki, Kktore sg antagonistami etylenu [16]. Gibereliny nie tylko
indukujg kwiaty meskie na roslinach zenskich, ale rowniez powodujg $mier¢ kwia-
tow zenskich i tworzenie przypadkowych paczkow kwiatow meskich [:].

Istnieja dwie hipotezy dotyczace determinacji pici u roélin o kwiatach jed-
noptciowych przez regulatory wzrostu. W systemie dwoéch regulatoréw wzrostu,
kazdy odpowiadazajedna pte¢. W systemie pojedynczego regulatora wzrostu zwigzek
taki teoretycznie ma receptory meskie i zenskie, ktére powodujg niezalezne ha-
mowanie jednej ptci i indukowanie przeciwnej. Trafno$¢ drugiego modelu zostata
sprawdzona na ogorku. Wyniki doswiadczehA poparty zatozenie, w mysl ktoérego
w tym przypadku tylko jeden regulator wzrostu zwigzany jest z determinacja ptci.
Jest nim etylen, a nie gibereliny, poniewaz ma on zdolno$¢ znoszenia aktywnosci
giberelin. Hipotetyczny gen F  kontroluje wewnetrzne stezenie etylenu, a hipo-
tetyczny gen M kontroluje wrazliwos¢ osobnikow meskich na etylen. Kombinacje
alleli dominujacych i recesywnych w tych loci prowadzg do réznych poziomoéw
etylenu i roznych wrazliwo$ci na ten zwigzek, co odpowiada za pte¢ fenotypowg
[1]. W tym modelu dopiero wyizolowanie stosownych gendw moze potwierdzic¢
te hipoteze.

2. DETERMINACJA P£CIl U ROSLIN DWUPIENNYCH

Wsréd wielu gatunkéw roslin dwupiennych jedynie niewielka liczba byta szcze-
gétowo analizowana z uwzglednieniem mechanizmu determinacji ptci. Nalezg do
nich m.in. konopie, chmiel, szczaw. Badania takie wigzg sie z poszukiwaniem u
danego gatunku chromosomow pici, sprawdzeniem, czy na determinacje majg
wptyw regulatory wzrostu, a takze ze stwierdzeniem stabilnosci dwupiennosci w
odpowiedzi na zmiany warunkéw Srodowiska. Liczne doswiadczenia prowadzone
na gatunkach, u ktérych udokumentowano wystepowanie chromosoméw pici, po-
twierdzity zalozenie, ze wsrdd roslin istniejg rozne strategie determinacji pici, np.
system aktywnego chromosomu Y, system stosunku liczby chromosomoéw X do
liczby autosomoéw oraz regulowana hormonalnie konwersja pici [2:].
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Chromosomowe podstawy dwupiennosci

Roslinne chromosomy ptci opisat po raz pierwszy Allen w 1919 roku u watrobowca
Sphaerocarpus donnelii. Kilka lat p6zniej odkryto heteromorficzne chromosomy
ptci u osobnikéw meskich i homomorficzne u osobnikéw Zzenskich roslin - kwia-
towych Rumex acetosa i Melandrium rubrum (syn. Silene dioica). Od tego czasu
prowadzi sie intensywne poszukiwania chromosomaéw ptci wéréd dwupiennych roslin
kwiatowych, jednak lista dobrze udokumentowanych przypadkdw jest krotka. Ogra-
nicza sie do przedstawicieli pieciu rodzin: Cannabinaceae, Caryophyllaceae, Cu-
curbitaceae, Loranthaceae i Polygonaceae. Mimo znacznego rozwoju technik
cytologicznych w ciggu ostatnich 40 lat udato sie opisa¢ bardzo mato systemow
chromosomoéw pici. Fakt ten sugeruje, ze systemy chromosomaéw pici u roslin okry-
tozalagzkowych sg raczej wyjatkiem; wystepuja one u zaledwie 1 czy » gatunkow
w obrebie rodziny. Np. rodzine Caryophyllaceae tworzy ponad 2000 gatunkdw,
jednym z rodzajow wchodzacych w jej skiad jest Melandrium (500 gatunkdéw),
ale tylko dwa - M. album i M. rubrum maja chromosomy pici (ref. [1]). Can-
nabinaceae jest jedyng rodzing, w ktorej u wszystkich gatunkéw (3) stwierdzono
obecnos$¢ chromosomoéw pici. Tworzg ja 2 gatunki chmielu: Humulus lupulus i
Humulus japonica oraz konopie - Cannabis sativa. Jednak nawet w obrebie tak
matej rodziny istniejg réznice w tych systemach [18]. Chromosomy pici u roslin
kwiatowych ewoluowaty zatem niezaleznie, badania poréwnawcze nie doprowadzg
wiec do odkrycia ewolucyjnych drég prowadzacych do wyréznicowania sie chro-
mosomow ptci.

W genomie roslinnym chromosomy Y sg wieksze niz X u wszystkich gatunkéw
z wyjatkiem H. lupulus i Viscum. Poza tym, chromosomy X i Y sg najwieksze
w obrebie rodzaju Melandrium, Rumex, Coccinia. Ewolucja chromosomoéw pici
wydaje sie by¢ zwigzana ze wzrostem zawartosci DNA w chromosomach Y. Zaktada
sig, ze wielko$¢ chromosomu Y to jedynie przypadkowa zbiezno$¢. Inne wythu-
maczenie tego zjawiska bedzie bardzo trudne [:].

System aktywnego chromosomu Y

Rosling dwupienng, u ktorej pte¢ determinuje system aktywnego chromosomu
Y jest Melandrium album. Osobniki meskie majg kariotyp 2n = 2x = 24, XY,
zenskie za$ 2n = 2x = 24, XX [5]. Jeden z dwo6ch chromosoméw X jest bardzo
wysoko zmetylowany, p6zno replikujacy i wzglednie silnie skondensowany [z1,
22]. Stan taki jest efektem tzw. mechanizmu kompensacji, ktéry ma na celu wy-
réwnanie poziomu ekspresji gendw zwigzanych z chromosomami X u obu pici
(tzw. lyonizacja odkryta u ssakow). Specyficzny dla osobnikéw meskich chromosom
Y jest zwykle opisywany jako heterochromatynowy i pdzno replikujacy, jednak
wykazano, ze nie jest wysoko zmetylowany, zatem odgrywa aktywna role w rozwoju
roslin meskich [22]. Geny, kt6re wptywajg narozwdj cech meskich i hamujg zernskosc,
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znajdujg sie w chromosomie Y. Chromosom X wydaje sie by¢ istotny zaréwno
dla osobnikéw meskich, jak i zenskich, poniewaz technikg in vitro mozna otrzymac
jedynie haploidalne osobniki zenskie [23]. Egzogenne regulatory wzrostu: gibereliny,
auksyny icytokininy nie wywotujg konwersji ptci [1]. Jednak 5-azacytydyna, zwigzek
powodujacy demetylacje reszt cytydyny hamuje supresje cech zenskich u osobnikow
meskich. W populacji pojawiaja sie tzw. androhermafrodyty, czyli rosliny majace
kwiaty meskie i obuptciowe. Genotypowo sg to osobniki meskie majgce chromosom
Y. Androhermafrodytyzm moze byé wynikiem procesdéw epigenetycznych, ktdre
znosza dziatanie genéw hamujacych rozwdj cech zeriskich zwigzanych z chromo-
somem Y lub aktywujg geny determinujgce zenskos¢, zlokalizowane w autosomach
[14]. Obecnos¢ pojedynczego chromosomu Y moze hamowaé rozwoj zenskosci
nawet przy obecnosci trzech chromosomow X. Wyzsza liczba kopii chromosomu
X ,zagtusza” maskulinizujagcy efekt dziatania chromosomu Y. Zwielokrotnienie
zespotu autosomoéw nie wywiera wptywu na geny determinujgce pte¢ obecne w
chromosomie Y. Sugeruje to, ze wasnie chromosom Y odgrywa decydujacg role
w determinowaniu pitci u M. album. Zidentyfikowano 3 rézne regiony tego chro-
mosomu, ktore spetniajg odrebne funkcje przy determinacji pici. Jeden odcinek
dystalny chromosomu zawiera geny, ktore hamujg tworzenie stupka, drugi odcinek
dystalny zawiera gen(y) meskiej ptodnosci, region $rodkowy zawiera gen(y) wy-
magane do zainicjowania precikow, zatem chromosom Y u M. album zawiera
kompletne sprzezenie miedzy genami hamujgcymi rozw@j pici zenskiej iniezbednymi
do rozwoju pici meskiej.

U szparaga istnieje system homomorficznych chromosoméw pici XX / XY,
gdzie ptcig heterogametyczng sa osobniki meskie. Szparag jest ,,mesko” dominujacy
i zawiera dwuczesciowy gen typu aktywacja meskosci /hamowanie zeriskosci, po-
dobnie jak M. album. Poziom cytokinin, IAA i ABA (antygiberelina) jest wyzszy
u osobnikéw meskich niz u zenskich.

Prawdopodobnie miedzy poszczego6lnymi regulatorami istnieje stan rownowagi,
nie ma za$ okreSlonego ich poziomu, ktérego warto$¢ bytaby istotna dla deter-
minowania pici [2]. Wykazano, ze gibereliny wywotuja efekt maskulinizujacy [7].
Sugeruje to, ze ABA odgrywa role w okre$laniu stanu réwnowagi miedzy regu-
latorami wzrostu [2]. W dwupiennych populacjach szparaga czasem znajdowane
sq rosliny meskie z nielicznymi kwiatami hermafrodytycznymi. Kwiaty te sg sa-
mopylne i tworzg homogametyczne osobniki meskie (YY). Poniewaz do pra-
ktycznego zastosowania wymagane sg osobniki o okre$lonej pici, rosliny YY i
XX ze wzgledu na zwigkszong zywotnos¢ wykorzystuje sie jako osobniki rodzi-
cielskie w celu uzyskania meskich hybrydowych nasion w pokoleniu F1. Brak
heteromorficznych chromosoméw i zywotno$¢ genotypu YY sugeruje, ze dwu-
pienno$¢ u szparaga pojawita sie wzglednie niedawno [s].
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System stosunku liczby chromosomoéw X do liczby autosomoéw (X : A)

Rodzaj Rumex, podrodzaj acetosa zawiera 10 gatunkéw roslin dwupiennych,
u ktorych determinacje pici kontroluje stosunek X : autosomy. Kariotyp osobnikdw
zenskich to: 2n=14,XX a meskich 2n=15, XYjYO0, jednak roéliny o kariotypach
XXY i XXYjY. sg ptodnymi osobnikami zeniskimi. Chromosomy Y sg p6zno
replikujgce i heterochromatynowe. Wsrdd poliploidéw organizmy o stosunku X
. autosomy réwnym 1 i wiecej sa osobnikami zenskimi, warto$¢ 0,5 i nizsza
charakteryzuje pte¢ meska. Interseksy powstajg przy wartosci miedzy 05 a 1
[18].

Chromosomy Y u Rumex sg konieczne do uzyskania ptodnego pytku, ale nie
wydajg sie niezbedne do rozwoju precikow. Obecno$é Yji Y. pozwala na prawidtowy
przebieg mejozy komoérek macierzystych pytku. W przeciwieristwie do Melandrium
album, chromosomy Y u Rumex nie hamujg rozwoju stupka [s].

Humulus lupulus - chmiel uprawny ma 2n = 20 u obu ptci. G¥dwne znaczenie
gospodarcze majg rosliny zenAskie. Istnieje co najmniej 5 réznych systeméw chro-
mosomoéw pici u H. lupulus. W$rdd roslin pochodzenia europejskiego organizmy
zenskie majg chromosomy pici typu XX, a meskie XY oprécz tego 9 par autosomow.
Istniejg rowniez roznice pod wzgledem proporcji wielkosci miedzy X a Y wsrod
odmian, niektdre s homomorficzne. U H. lupulus subsp. cordifolius 2z Japonii
powstaty systemy zwielokrotnione u pici zenskiej XjX]X:X2, a u meskiej
XjX2Y|Y 2. Poza odmianami homomorficznymi, chromosomy Y u chmielu sg wy-
jatkiem wsrod roslin - jako jedyne sg mniejsze od chromosoméw X. H. japonicus
ma system chromosomoéw pici podobny do systemu Rumex acetosa: kariotyp osob-
nikow zenskich 2n = 14, XX, a meskich 2n = 14, YjYO9.

Determinacja pici u H. lupulus i H. japonicus opiera sie ha mechanizmie ana-
logicznym do Rumex. Stosunek liczbowy chromosoméw X do autosomoéw nizszy
i rowny 0,5 zwigzany jest z fenotypem meskim, natomiast . to fenotyp zenski.
Wartos$ci posrednie to fenotypy jednopienne interseksualne. Meski fenotyp nie zalezy
od obecnosci chromosomu Y, chociaz jego brak powoduje tworzenie niezywotnego
pytku. Moznajednak manipulowac ptcig kilku odmianjaponicus przez zastosowanie
stabej syntetycznej auksyny - kwasu a-propionowego. Indukuje on wytwarzanie
na zenskich roslinach pewnej liczby kwiatow meskich [:].

Zmienno$¢ wsrod genetycznych mechanizméw, ktore leza u podstaw determinacji
pici, odzwierciedla kontrola tego procesu na poziomie fizjologicznym. Mozna bo-
wiem mowi¢ o hormonalnym typie regulowania pici, ktéry bywa przez niektdrych
uznawany za trzeci gtowny rodzaj determinowania meskosci lub zenskosci.

Regulacja hormonalna pici

Mercurialis annua jest gatunkiem dwupiennym o homomorficznych chromo-
somach i heterogametycznosci ptci meskiej (2n = 16). Z determinacja ptci wigza
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sie kombinacje 2 alternatywnych alleli w kazdym z 3 niesprzezonych loci A, Bj
i B2. Loci te dotyczg poziomu regulatoréw wzrostu: auksyn i cytokinin. Meskos$é
jest indukowana przez obecnos¢ dominujacego allelu A wraz z jednym czy wiecej
dominujacych alleli w loci Bj i B-,. ,,Sita” meskosci w znaczeniu opornosci na
feminizujgce efekty cytokinin jest odzwierciedleniem liczby dominujgcych alleli
B. Zenskos¢ jest indukowana przez obecno$é dominujacego allelu A i recesywnych
alleli w obu loci B albo przez obecnos$¢ recesywnego allelu w locus A i dominujacego
allelu w jednym z loci B [10].

Ekspresja ptci u M. annua podlega dziataniu regulatorébw wzrostu. Auksyny
wptywajg maskulinizujagco, cytokininy zas$ feminizujagco. Wysoki poziom endogennej
cytokininy (trans-zeatyny) wydaje sie by¢ skorelowany z indukowaniem rozwoju
owocolistkdbw w zaczatkach kwiatéw. U osobnikdéw meskich kumulowane sg nu-
kleotydy zeatyny, nie za$ wolne zasady. Wykazano, ze jakosciowa i iloSciowa
zmienno$¢ zeatyny u roslin meskich i zenskich znajduje sie pod kontrolg genéw
determinujacych pteé. Zaobserwowano u kilku innych roslin dwupiennych, u ga-
tunkow: Spinacia, Cannabis feminizacje kwiatow meskich przez wptyw cytokinin.
Zdolno$¢ mechanizmu determinacji ptci do konwersji przez traktowanie hormonalne
sugeruje, ze zaczatki kwiatow sg bipotencjalne piciowo, a takze geny determinacji
pici reguluja alternatywne programy piciowosci prawdopodobnie przez mechanizm
przesytania sygnatu, ktory modyfikuje endogenny poziom auksyn i cytokinin [:0].

Podsumowujac, dziatanie maskulinizujace i feminizujace poszczeg6lnych regu-
latorow wydaje sie by¢ zalezne od gatunku. Te same regulatory mogg odwrotnie
dziata¢ na rozne rosliny, np. cytokininy powodujg konwersje ptci meskiej do zenskiej
u Mercurialis annua, ale dziatajg przeciwnie u innych gatunkéw. U Melandrium
album regulatory majg bardzo maty wptyw na pte¢ lub nie majg go wcale. Zmienno$¢
ta moze by¢ wynikiem rdznicy w podstawowych mechanizmach determinujacych
ptec.

Kryptodwupiennos$¢ - Actinidia deliciosa

U dwupiennego gatunku kiwi (Actinidia deliciosa) dojrzate kwiaty meskie i
zenskie sg pozornie identyczne. Rosliny meskie majg kwiaty z precikami, w ktérych
tworzg sie zywotne ziarna pytku oraz malg zalgznie o szczgtkowym znamieniu,
ktora nie zawiera komdérek jajowych. Rosliny zeAskie majg kwiaty z precikami,
w ktérych tworzy sie sterylny pytek i zalaznie z zalgzkami zawierajgcymi komoérki
jajowe.

Roznice strukturalne miedzy kwiatami meskimi i zeriskimi powstajg w bardzo
péznym etapie rozwoju, rownolegle z mikrosporogeneza. Analiza tego procesu u
osobnikéw zenskich wykazata, ze niezywotnos¢ ziaren pyiku spowodowana jest
zaktéceniami w tworzeniu intynowej czesci Sciany pyiku.
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Zjawisko pozornie identycznej budowy kwiatow meskich i zeAskich u roslin
dwupiennych potaczone z funkcjonalnym upos$ledzeniem organéw rozmnazania pici
przeciwnej, czyli kryptodwupienno$é¢, spotykana jest u wszystkich 60 gatunkow
rodzaju Actinidia. Kryptodwupienno$¢ gatunkdw roslinnych obecna jest u wielu
nie spokrewnionych rodzin; w obrebie rodziny moze by¢ jeden taki rodzaj lub
gatunek, co $wiadczy o niezaleznym ewoluowaniu tego zjawiska. Wytwarzanie
sterylnego pytku moze wydawaé sie rozrzutnoscia natury, moze byé jednak wy-
jasnione przez fakt, ze nawet taki pytek jest atrakcyjny dla zapylajacych kwiaty
owadéw. Prawdopodobnie mutacje, ktére sprzyjajg usuwaniu sterylnych organéw,
ulegajg negatywnej selekcji.

U diploidalnych i poliploidalnych osobnikéw Actinidia kontrolowane krzyzéwki
dajg w potomstwie stosunek roslin meskich do zenskich 1 : 1, a pte¢ meska wydaje
sie by¢ heterogametyczna. Zaproponowano w tym przypadku system kontroli eks-
presji ptci oparty najednym lub wiecej sprzezonych gendw lub parze chromosoméw
X /Y. Jak na razie brak dowodow na istnienie u kiwi chromosoméw pici.

Bardziej podrzedne geny modyfikujace wydajg sie odpowiadac za feminizowanie
roslin meskich, a ich ekspresja prawdopodobnie wzmacniana jest przez wptyw $ro-
dowiska. Nie uwaza sie, aby geny maskulinizujgce byty obecne u roslin zenskich.

Niestabilno$é systemu endogennych regulatoréw wzrostu moze sugerowac ich
wpltyw na determinacje pici u kiwi, choé informacje na ten temat sg bardzo

skape [:].

MOLEKULARNE ROZNICE MIEDZY DNA OSOBNIKOW
O ROZNEJ PLCIl; GENETYCZNE MARKERY

Niezwykle interesujgce wydaje sie by¢ zagadnienie, jakie sg réznice pod wzgledem
molekularnym miedzy genomami organizméw meskich i zeAskich tego samego
gatunku. Wiadomo np. ze genom osobnikéw meskich Melandrium album skiada
sie z 5.645 x 10, pz, a u zenskich 2C DNA = 5.532 x 10, pz [3].

Roznice w zawartosci DNA miedzy organizmami meskimi a zefskimi sg punktem
wyjscia do opracowania technik szybkiej identyfikacji ptci. Wsrdd roslin dwupien-
nych duze znaczenie ekonomiczne majg rosliny zenskie, ktore uprawiane sg dla
owocOw i nasion, np. kiwi, chmiel, daktylowiec, pistacja. Wyjatkiem jest szparag
- preferuje sie tu rosliny meskie. Wazny jest zatem rozwo¢j systemow wczesnego
diagnozowania ptci u owocowych roslin dwupiennych. Mozna tego dokona¢ np.
dzieki analizie DNA technika cytometrii przeptywowej. Metoda ta jest szczegélnie
przydatna przy okre$laniu pici we wczesnych etapach rozwoju rosliny [s].

Wsrod catkowitego DNA wyizolowanego z roslin o okre$lonej pici szuka sie
sekwencji DNA specyficznych dla pici. Na przyktad technika RAPD pozwolita
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na amplifikowanie kilkunastu losowo wybranych sekwencji (kryterium byt dobor
primeréw) z DNA Cannabis sativa, w ten spos6b znaleziono jedng sekwencje
specyficzna dla ptci meskiej o dtugosci 729 pz [20]. Jest to sekwencja nie kodujgca
i nie wykazujgca homologii z innymi sekwencjami. Moze ona by¢ linkerem lub
sekwencjg zwigzang z konstrukcja chromosoméw pici [20]. U pistacji za pomoca
tej samej techniki udato sie wsréd zamplifikowanych 700 sekwencji znalez¢ jedng
specyficzng dla organizmow zeniskich - OP0O08945. Dalsze badania potwierdzity,
ze marker OPO08945 jest SciSle zwigzany z segmentem chromosomu determinu-
jacego pte¢ u Pistacia vera [12]. U dwupiennego gatunku Atriplex garrettii (Che-
nopodiaceae) dzieki RAPD zidentyfikowano fragment DNA o dlugosci 2075 pz,
ktory byt charakterystyczny dla organizmdéw meskich ijedynej analizowanej rosliny
hermafrodytycznej. Zostat on catkowicie zsekwencjonowany. Az 318 pz w tym
fragmencie stanowig rézne warianty sekwencji powtarzalnych; sg to powtdrzenia
zarbwno doskonate (ang. perfect), jak i niedoskonate (ang. imperfect). Sekwencja
ta nie jest czescig regionu transkrybowanego. Analiza cytogenetyczna nie wykazata
u A. garrettii heteromorficznych chromosoméw pici [19]. R6wniez u szparaga mar-
kery RFLP zostaly z powodzeniem wykorzystane dla wykazania molekularnych
réznic miedzy picia.

W stosunku do gatunkéw roslin dwupiennych, ktdre majg chromosomy pici,
znalazty zastosowanie metody cytologiczne. U daktylowca mozna tatwo rozréznié
pte¢ badajac jadra interfazowe w komorkach merystemu korzeniowego przy za-
tozeniu, ze w komérkach roslin meskich wystepujg dwa niejednakowo fluoryzujace
bloki heterochromatynowe, za$ w komdrkach roslin zernskich bloki te wykazuja
jednakowg intensywnos$¢ fluorescencji [:1].

SEKWENCJE DNA W CHROMOSOMACH P£CI U ROSLIN

Mato wiadomo o naturze sekwencji DNA znajdujgcych sie w roslinnych chro-
mosomach pici. Chromosomy Y u szczawiu wydajg sie by¢ chromocentrami w
jadrach interfazowych. Zbudowane sg z tzw. fakultatywnej heterochromatyny i sg
aktywne transkrypcyjnie podczas kilku cykli bezposrednio przed mejoza w ko-
maérkach macierzystych pytku. Probowano wyizolowaé sekwencje powtarzalne spe-
cyficzne dla chromosomu Y, préby te zakonczyly sie niepowodzeniem, chociaz
uzyskano 7 niehomologicznych powtdrzen. Sekwencje te byly rozproszone w ge-
nomie. Sekwencja powtarzalna o df. 180 pz wyizolowana z roslin tego samego
gatunku hybrydyzowata in situ tylko z DNA chromosoméw pici Yj i Y2, rowniez
oba ramiona chromosomu X dawaty silny sygnat hybrydyzacyjny. Brak dowodu
na wystepowanie tej sekwencji w obrebie autosoméw. Jej rozklad sugeruje po-
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chodzenie chromosomoéw Y od chromosomu X lub jego ewolucyjnego prekursora
(ref. [1]).

Za pomocg techniki BSA udato sie zamplifikowac cztery sekwencje charaktery-
styczne dla DNA meskich osobnikow Melandrium album [17].

Technika RDA pozwala amplifikowa¢ za pomocg PCR sekwencje DNA, ktdre
sg polimorficzne w obrebie pordwnywanych genoméw. Mozliwe jest wiec prze-
prowadzenie tego typu analizy miedzy DNA wyizolowanymi z osobnikéw réznej
pici tego samego gatunku; te odmienne DNA traktuje sie jako odrebne genomy.
Zastosowanie réznych enzyméw restrykcyjnych w poczatkowych etapach prepa-
ratyki pozwala zanalizowaé rézne czesci genomu. U Melandrium album «zyskano
w ten sposOb cztery klony zawierajgce sekwencje specyficzne dla chromosomu
Y. Wszystkie sg sekwencjami powtarzalnymi i nie kodujg genéw aktywnych trans-
krypcyjnie, nie majg tez znaczacej homologii ze znanymi genami. Niewielkie po-
dobieristwo ogranicza sie jedynie do ciggéw powtarzalnego DNA w jednym z
klonéw Bgl 16 (72% homologii z retrotranspozonem u Arabidopsis thaliana)', sklo-
nowana sekwencja Barn 37 wykazywata za$ 89% homologii z powtarzalng se-
kwencjg rodziny Alu u cztowieka. Uzyskane sekwencje wykorzystuje sie ponadto
do mapowania chromosomu Y M. album na podstawie analizy kariotypéw mutantow
otrzymanych przez poddawanie ziaren pyiku dziataniu promieni X. Znajomos¢ ro-
dzaju mutacji, o czym S$wiadczy wystepowanie kwiatow hermafrodytycznych lub
bezptciowych u testowanych roslin, pozwala na wstepne okreslenie funkcji genéw
sgsiadujgcych z sekwencjami markerowymi [9]. Bezposrednim podejSciem przy
izolowaniu sekwencji chromosomowo-specyficznych moze by¢ zastosowanie cy-
tometrii przeptywowej (ang. chromosome sorting) i mikrorozdziatu z wykorzy-
staniem mikromanipulatora (ang. microdissection). Cytometria przeptywowa zostata
zastosowana przy izolowaniu chromosomu Y u M. album. Pozwolito to na tworzenie
bogatych bibliotek genomowych i wyizolowanie sekwencji DNA, ktore sg spe-
cyficzne dla chromosomu Y (ref. [1]). Mikrorozdziat chromosomdw zostat zasto-
sowany w przypadku chromosomu X u M. album. Przez amplifikacje DOP-PCR
skonstruowano biblioteke genomowa, z ktdrej szes¢ klondw charakteryzowano szcze-
gétowo przez hybrydyzacje typu Southern, Northern i FISH. Wszystkie klony za-
wieraty sekwencje powtarzalne i pochodzity z telomerowego regionu chromosomu
X. Mapowaty sie one w subterminalnych regionach wiekszosci ramion chromo-
somowych, brakowato ich w niehomologicznym ramieniu chromosomu Y, stad
whniosek, ze chromosom Y rdzni sie od pozostatych elementéw genomu. Po zse-
kwencjonowaniu zaden ztych klondw nie byt dostatecznie charakterystyczny, chociaz
jeden zawieral krotkie powtdrzenia konserwatywnych roslinnych sekwencji telo-
merowych [3].

Wobec ogromu pracy i zaangazowania autoréw szukajgcych sekwencji specy-
ficznych dla pici u gatunkéw roslinnych, liczba wynikéw pozytywnych wydaje
sie by¢ niewielka. Zrealizowanie takiego zamierzeniajest bowiem niezwykle trudne.
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TABELA 2. Zidentyfikowane sekwencje DNA specyficzne dla ptci u roslin okrytozalgzkowych

Gatunek Sekwencja Specyfi- Lokalizacja Wykorzystana Autor
DNA cznos$é technika
pici
Cannabis sativa MADCI 729 pz Meska 7 RAPD [20]
Pistacia vera OPO08 945 pz  Zenska Chromosom de- RAPD [12]
terminujacy pieé
Atriplex garrettii 2075 pz Meska 7 RAPD [19]
Melandrium 800 pz Meska Chromosom Y BSA [17]
album
Melandrium Bgl7, X99865 Meska Chromosom Y RDA [9]
album BgllO, X99866

Bgl 16, X99867
Bam37, X99864

Melandrium X -3, 254 pz Zenska Telomerowy DOP-PCR [3]
album X - 12, 750 pz region
X - 36, 310 pz chromosomu X
X - 41, 256 pz
X - 43.1, 208 pz
X - 43.2, 400 pz
Melandrium Biblioteki Meska Chromosom Y Cytometria prze- ref. [1]
album cDNA ptywowa, sorto-
wanie chromoso-
mow

Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze segment(y) DNA zwigzane z determinacjg
ptci nie sg duze i zawierajg od jednego do kilku genéw. W przypadku roslin o
wyodrebnionych chromosomach ptci sekwencje takie zlokalizowane sa w ich obrebie,
jednak rosliny pozbawione chromosoméw pici majg takie sekwencje zlokalizowane
w réznych obszarach genomu. Mozliwy niski poziom ekspresji tych genow i ttumiacy
efekt catkowitego DNA utrudnia poszukiwania. W tabeli 2 zestawiono zidentyfi-
kowane u poszczegblnych gatunkéw sekwencje DNA specyficzne dla pici

PERSPEKTYWY

Wiadomo, ze identyfikacja kluczowych gendw, ktore determinujg pteé¢ u roslin,
nie bedzie tatwa. Celem klonowania majg by¢ geny, ktére kontrolujg rozwoj kwiatow
u rodlin hermafrodytycznych. Problemem przy izolowaniu genéw z ro$lin dwu-
piennych jak Rumex czy Melandrium jest fakt, ze standardowe genetyczne ma-
powanie i spacerowanie po chromosomie (ang. chromosome walking) nie dajg sie
w tym przypadku zastosowac. Trudno jest uzyskiwaé uzyteczne dla mapowania
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populacje gatunkéw, ktére nie sg samopylne, poniewaz mutacje dotyczace pici
nie wywotywane przez poliploidyzacje czy delecje duzych fragmentow DNA beda
wystepowac rzadko. Standardowe metody molekularne tacznie z przeszukiwaniem
bibliotek cDNA moga nie przynies¢ efektow, bowiem poziom ekspresji genow
determinujacych ptec jest prawdopodobnie bardzo niski. tatwiejsze do zidentyfi-
kowania i scharakteryzowania wydaja sie geny zwigzane z réznicowaniem pici.

W celu izolowania gendéw determinujacych pteé stosowane sg rézne metody,
np. mikrorozdziat chromosoméw, hybrydyzacja in situ, differential display, RDA,
RAPD. Przy pomocy tych technik prowadzone sg ostatnie badania, ktdre maja
na celu: identyfikowanie genéw ulegajacych zréznicowanej ekspresji podczas roz-
woju osobnikéw meskich i zenskich Melandrium album i szparaga. U M. album
wykryto kilka klonéw cDNA, ktdre stanowig geny zwiazane z rozwojem precikow.
Tworzone sg rowniez chromosomowo-specyficzne biblioteki w celu scharakteryzo-
wania sekwencji DNA znajdujacych sie w tych chromosomach. Aktualnie izoluje
sie rowniez geny chromosomu X u szczawiu, ktdre podlegaja ekspresji w czasie
rozwoju kwiatébw. Na obecnym etapie badan ani M. album, ani szczaw nie byly
transformowane. Jezeli przypuszczalna determinacja pici przez okre$lone geny zo-
stanie potwierdzona przez ich wyizolowanie, konieczny stanie sie rozwdj systemow
transformowania tych gatunkoéw roélin.

PODSUMOWANIE

Systemy determinacji ptci u roslin, prowadzace do jednopiciowosci: jedno- i
dwupiennos$ci ewoluowaty niezaleznie wiele razy isa jedng ze strategii zapobiegania
krzyzowaniu wsobnemu. W systemach jednoptciowych standardowe hermafrody-
tyczne kwiaty zostaty zmodyfikowane w kierunku odrebnych kwiatdw meskich
i zenskich. W przypadku jednopiennosci u kukurydzy i ogorka wydaje sie istnie¢
silny wptyw roslinnych substancji wzrostowych na determinacje pici, chociaz systemy
te r6znig sie. Manipulowanie picig przez zmiane poziomu substancji wzrostowych
czy réwnowagi miedzy réznymi regulatorami wydaje sie by¢ sposobem na wy-
znaczanie réznych pozycji dwu typow kwiatow na tej samej roélinie. Nie jest dotad
wyjasnione, w jaki sposdb zachodzi kontrola réznych pozioméw tych substancji
w todydze.

O zmiennoSci podstaw genetycznych u gatunkéw dwupiennych $wiadczy np.
duza zmienno$¢ miedzy gatunkami. Rosliny dwupienne mozna jednak sprobowaé
podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza zawierataby takie gatunki, jak: Mercurialis annua,
Spinacia oleracea, Cannabis sativa i Humulus lupulus. Pochodzg one z taksondw,
w ktorych gatunki pokrewne sg roslinami w wiekszym stopniu jednopiennymi niz
hermafrodytycznymi (albo wszystkie sg dwupienne). Roznice miedzy kwiatami me-
skimi a zenskimi sg tu programowane we wczesnych etapach ich rozwoju, pra-
wdopodobnie w drodze zmiany poziomu regulatordw wzrostu. Druga grupa to np.
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Melandrium i Rumex, ktérych krewni sa w wigkszosci roslinami hermafrodytycz-
nymi. Kwiaty meskie i zefskie w tej grupie majg szczatkowe organy przeciwnej
ptci. Mato jest dowodow na wpltyw u tych roélin substancji wzrostowych na ptec.
Dwupiennos$é jest u nich bardzo stabilna, srodowisko wywiera na nig nieznaczny
wplyw. Zaproponowano wiec, ze dwupienno$¢ powstata z jednopiennosci jako $ro-
dowiskowo niestabilnego systemu kontrolowanego przez substancje wzrostowe lub
z hermafrodytyzmu, gdzie podstawowe mechanizmy sg bardzo stabilne i kontrola
nie jest zwigzana z regulatorami wzrostu [1]. Fakt, ze te same substancje wzrostowe
majg catkiem odmienny wptyw na rozne rosliny, swiadczy o tym, ze mechanizmy
zwigzane z pierwszg grupa sg fundamentalnie rozne.

Nie wydaje sig, aby istniata korelacja miedzy ewolucjg heteromorficznych chro-
mosomOw pici i mechanizmem determinacji ptci. W terminach ewolucyjnych naj-
starszymi, istniejacymi systemami mogg byé te o wysoko wyewoluowanych
chromosomach ptci. Jednak wierzba i topola z rodziny Salicaceae, w ktorej wszystkie
gatunki sg dwupienne, majg kwiaty jednoptciowe, ale brak u nich chromosomow
ptci. By¢ moze, nowoczesne metody cytologiczne pozwolg je odréznié.

Determinacja pici stanowi przykiad decyzji rozwojowej podejmowanej przez
komorke. Wybiera ona zaledwie miedzy dwoma stanami: meskosciag a zenskoscia.
Jednak wyizolowanie kluczowych gendw zwigzanych z taka determinacjg nie bedzie
proste.
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p2i  WARU/CPLrola w fizjologii komodrki
I W ROZROSTACH NOWOTWOROWYCH
P2 FOLE IN CELL PHYSIOLOGY
AND IN MALIGNANCIES

Dariusz WOLOWIEC

Katedra i Klinika Hematologii i Choréb Rozrostowych Akademii Medycznej
we Wroctawiu

Streszczenie: p21WAFI/CPI jest biatkiem odgrywajacym istotng role w regulacji cyklu komérkowego
jako inhibitor aktywnos$ci podziatowej komdrek. Hamuje ono aktywnos$¢ wiekszosci komplekséw kinaz
cyklinozaleznych-cykliny, odgrywajacych kluczowa role w przechodzeniu komérki przez poszczeg6ine
fazy cyklu mitotycznego, a ponadto dziata hamujgco na polimeraze DNA przez interakcje z jego
podjednostkg PCNA (proliferating cell nuclear antigen). Transkrypcja genu p21WAF,/CIPI jest pobudza-
na przez p53 po zadziataniu na komérke czynnikami genotoksycznymi, tak wiec biatko to odpowiada
za obserwowane po uszkodzeniu DNA zatrzymanie komorki w fazie GL Ekspresja p21 ~AF,/C,PI
zwieksza sie tez droga niezalezng od p53, gtéwnie podczas réznicowania i dojrzewania komorek.
Odgrywa ono tez role w przezyciu komorek i w apoptozie. In vitro p2\WAFI hamuje wzrost i
klonogenno$¢ wielu linii komdérek nowotworowych oraz ich zdolno$¢ do tworzenia guzéw wszczepial-
nych. Jego ekspresja w guzach nowotworowych wykazuje czesto zaburzenia: jest ona obnizona lub
zwiekszona w stosunku do zdrowych tkanek, co moze mie¢ niekiedy znaczenie rokownicze. Czesto$é
zaburzen ekspresji p2\WAF,/c,pl w rozrostach zto$liwych i duza zmienno$¢ jego ekspresji sugeruje
konieczno$¢ dalszych badan nad jego rolag w patogenezie transformacji nowotworowych.

Stowa kluczowe: p21WAFI/c,PIt cy”j komérkowy, inhibitor, nowotwor zto$liwy

Summary: p2\WAF./c,Pl plays an important role in the cell cycle regulation as an inhibitor of the
proliferative activity of mammalian cells. It suppresses the activity of the most complexes of cyclin-de-
pendent kinases with cyclins, their regulatory sub-units, known as crucial promoters of the cell cycle
progression. Moreover, it blocks directly the DNA replication owing to its inhibitory interaction with the
proliferating cell nuclear antigen, a sub-unit of DNA polymerase. The transcription of its gene is
stimulated by p53 after DNA injury, so that p21WAF,/C,P js responsible for G1 arrest brought about by
genotoxic agents. Expression of p21WAF!/CI 1may be also enhanced on a p53-independent way, mainly
during celklifferentiation. Moreover, it is supposed to play a role in cell survival and apoptosis. In vitro
p21 inhibits growth, clonogenicity and tumorigenicity of a number of malignant cell lines. Its
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expression in human tumor cells is often altered (diminished or increased) comparatively to their normal
counterparts and, in some instances, may have prognostic importance. The frequency of p21
aberrations in malignancies, and a great variability of its expression in human tumors, point out to the
necessity of carrying on investigations on its role in the mechanisms of malignant transformation.

Key words: p21 WAF,/CIPI>cell cycle, inhibitor, malignancy

1. WSTEP

Centralng role w regulacji proliferacji komorkowej odgrywa rodzina kinaz se-
rynowo-treoninowych zwanych kinazami cyklinozaleznymi (cyclin-dependent ki-
nases, CDK). Ich aktywacja na okreslonych etapach cyklu komoérkowego warunkuje
jego wiasciwy przebieg, a w szczegdlnosci jest niezbedna do replikacji DNA oraz
mitozy. Do chwili obecnej zidentyfikowano u cziowieka kilkanascie genéw ko-
dujgcych enzymy tej rodziny, z ktérych najwazniejsze i najlepiej poznane zostaty
okre$lone jako CDK1-CDK®9. Ich aktywno$é enzymatyczna wymaga przytaczenia
podjednostki regulacyjnej, ktorg stanowi biatko zwane cykling (znanych jest obecnie
kilkanascie cyklin, okreslonych kolejnymi literami alfabetu: A do H), a takze zde-
terminowana jest stanem ich fosforylacji i interakcjami z inng grupg biatek, zwanych
inhibitorami CDK [34,35,94,95].

Inhibitory CDK sg to biatka, ktérych potgczenie sie z CDK lub z dimerem
CDK-cyklina uniemozliwia nabycie przez nie aktywnos$ci enzymatycznej. Inhibitory
CDK sg wiec biatkami o wiasciwosciach antyproliferacyjnych. Podzieli¢ je mozna
na dwie rodzmly Pierwsza z nfth zawiera Biall kg 1gMTSI/INK4a/CDKN2A
p [5MTS2/INK4b’ plgINKAC Qraz p] 9/MWc ,aczace sje Wybjorcz0 z CDK4 j CDKG6
ktére to CDK sg kinazami biatka pRb kodowanego przez gen podatnosci na reti-
noblastoma. Do drugiej za$ rodziny nalezg biatka p21 AFI/ PI, p21KPI i p51KIP2,
bedace inhibitorami wiekszosci znanych kompleksow CDK-cykliny [40].

Szczeg6lng uwage badaczy zaréwno biologii komorki, jak i patologii procesow
rozrostowych zwraca biatko p2\WAPL/CIPI a to z uwagi na funkcje wewnatrzkomor-
kowe wykraczajgce poza hamowanie aktywnosci podziatowej oraz przypuszczalng
role w transformacji nowotworowej.

2. WAF1/CIP1: GEN, JEGO PRODUKT | REGULACJA EKS-
PRESJI

Biatko p2\WAF,/CIPI [ kodujacy je gen zostaty opisane przez kilka zespotow
badawczych, a na rézne okolicznosci jego odkrycia wskazuja ich synonimiczne
nazwy. Gen kodujacy biatko p21 zidentyfikowano jako jeden z efektorow czynnika
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transkrypcji p53 w dzikiej, niezmutowanej postaci (wild-type p53, wt p53) (wild-type
p53-activated fragment: WAF1; p53-regulated inhibitor of CDKs: PIC1) [21].
p21 Wa,l/Cipl zostato tez znalezione w potaczeniu z Cdk2 w fibroblastach mysich
3T3 (cdk2-associatedprotein: Cap 20) [36], jako biatko majace zdolnos¢ interakcji
z CDK i hamowania ich aktywnosci (CDK-Interacting Protein 1. CIP1) [39] i
jako sktadnik czteroczgsteczkowego kompleksu zawierajgcego ponadto CDK (CDK?2
lub CDK4), cykline (A, B, D lub E) oraz antygen jadrowy komdérek proliferujgcych
(proliferating cell nuclear antigen, PCNA) w fibroblastach ludzkich [97]. Opisano
je tez jako biatko, ktérego ekspresja ulega stymulacji podczas starzenia sie fi-
broblastow (senescent cell-derived inhibitor 1, SDI1) [67] oraz podczas inhibicji
wzrostu i terminalnego dojrzewania komoérek czerniaka (melanoma differentiation
associated gene-6, MDA-6) [44]. Biatko omawiane w niniejszej pracy jest okre-
$lane, zgodnie z tendencjg w biezagcym piSmiennictwie, jako p2\WAF,/ ,Pl. Gen
jego zlokalizowany jest w chromosomie 6p21.2 [12], w wyniku jego transkrypcji
powstaje MRNA dtugosci ok. 2,1 kb, wykrywalny w wiekszosci ludzkich tkanek
[39]. Koduje on biatko bogate w arginine zawierajgce 164 aminokwasy i majgce
teoretyczng mase czasteczkowg (m. cz.) 18,107 kDa, a migrujace w zelu polia-
krylamidowym z szybkoscig odpowiadajagcg m. cz. 21 kDa. [39].

Regulacja ekspresji genu WAF1/CIP1 dokonuje sie zaleznie i niezaleznie od
wt p53. p53 uwazany jest za najwazniejszy fizjologiczny stymulator tej ekspresji:
akumulacja p53 w komérce po zadziataniu czynnika szkodliwego, np. promienio-
wan”omzuj”gcego lub substancji uszkadzajgcej DNA, prowadzi do wzrostu ekspresji
p21 iw nastepstwie do zablokowania komoérki na pograniczu faz GI/S
cyklu mitotycznego. Efektu tego nie obserwuje sie w komérkach zawierajacych
zmutowany gen p53 [15,18,21,62,65]. Za indukcje genu WAF1/CIP1 pod wpltywem
p53 odpowiedzialna jest sekwencja w jego promotorze potozona 2,4 kb w kierunku
57 od sekwencji kodujacej [22]. Ekspresja genu WAF1/CIP1 moze by¢ tez pobudzona
droga niezalezng od p53. Dzieje sie tak przede wszystkim, cho¢ nie tylko, podczas
réznicowania komérek [11,38,54,62,71] i zalezne jest od sekwencji promotorowych
potozonych poza regionem zaangazowanym w odpowiedZ na p53. Pomimo ze do
stymulacji ekspresji p21 WA<,/C,P po zadziataniu na komorke promieni jonizujgcych
wymagane jest funkcjonalne biatko p53, niezalezne od p53 pobudzenie transkrypcji
genu WAF1/CIP1 obserwowano w niektérych przypadkach uszkodzenia genomu
pod wptywem innych czynnikow: promieni ultrafioletowych i siarczanu metylo-
metanu [100]. Indukcja genu WAF1/CIP1 moze tez by¢é wynikiem dziatania takich
czynnikdw transkrypciji, jak: Myo D [38J, IRF1 [86], STAT1 [9] i E2F [41]. Innym
mechanizmem regulacji ekspresji p21 AF,/CIP jest zwiekszenie stabilnosci jego
mRNA, co opisano pod wptywem dziatania pochodnej kwasu retinowego CD437
na komérki linii HBC [50], podczas roznicowania sie komérek HL-60 w kierunku
linii monocytowej [77] i w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego dwue-
tylmaleinianem [25]. Zidentyfikowano tez mechanizm transkrypcyjnej represji genu
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WAF1/CIP1 poprzez element(y) obecny(e) na 3’ kohicu mRNA nie ulegajagcym
translacji [74]; w tym tez odcinku mRNA miesci si*r*ion“odpowiedzialny za
jego niestabilnos¢ [50]. Regulacja ekspresji biatka p21 moze tez polegac
na modyfikacji jego stabilnos$ci: czynnik transkrypcji p 120E4F, dziatajacy represyjnie
na promotor E4 adenowirusa w nieobecnosci onkoproteiny adenowirusowej™ 1 A
1przez to zatrzymujacy komorki w fazie G I, zwieksza okres pottrwaniap21

z ok. 45 do ok. 165 min [26].

Ekspresja genu WAF1/CIP1 w komérkach spoczynkowych jest, inaczej niz
innego inhibitora CDK tej samej rodziny, tj. p27” P, najczesciej niska lub niekiedy
nawet niewykrywalna. Podczas cyklu komdrkowego fibroblastéw ludzkich IMR90
zawarto$¢ jego mRNA zwieksza sie bezposrednio po ich rekrutacji do cyklu, obniza
sie w pbznej fazie Gl oraz S, a nastepnie ponownie zwieksza sie w fazie G2
[51]. Podobng stymulacje ekspresji p21 AFI/ Pl podczas rekrutacji do cyklu mito-
tycznego zaobserwowano w komaérkach limfoidalnych T po zadziataniu interleukiny
2 [68].

Otrzymanie przeciwciat specyficznie reagujacych z p2\WAF,/CIP1 i mozliwych
do zastosowania w parafinowych lub rezynowych preparatach hi*tojo”jcznych utrwa-
lonych w formalinie pozwolito na zbadanie ekspresji biatka p21 w réznych
tkankach inarzgdach. Biatko to, o lokalizacji jadrowej, wykazy wato w btonie sluzowej
przewodu pokarmowego wyrazng odwrotng zalezno$¢ od aktywnos$ci podziatowej,
tzn. wystepowato tylko w komoérkach nie wykazujacych ekspresji markera proliferacji
Ki-67. Szczegdlnie byto to widoczne w kryptach jelitowych, na ktérych dnie, czyli
w ich strefie podziatowej, wystepowaty komorki Ki-67+/p21-, podczas gdy w gornej
potowie, kontaktujgce”sie™ ze Swiattem przewodu pokarmowego, komorki wyka-
zywaty ekspresje p21 A I/CIPlya nie Ki-67 [23]. W innych tkankach zaleznos$¢
pomiedzy ekspresjag p21WAF,/CPI a aktywnos$cig podziatowg byta mniej wyrazna.
W szczegoélnosci, w narzgdach takich, jak: serce, watroba, $ledziona, mdzgowie,
ptuca i wezty chtonne, w ktorych wiekszo$¢ komoérek znajduje sie w fazie GO,
p2\WAF,/ 1P bylo wykrywalne tylko w pojedynczych z nich [23,27].

3. ROLA V21WAF1/CIP1 JAKO NEGATYWNEGO
REGULATORA PROLIFERACJI KOMORKOWE;j

Do najwazniejszych zadan p 2\WAF]J/CIP1, wynikajacych zjego wiasciwosci anty-
proliferacyjnych, zalicza sie blokowanie komérki pod koniec fazy G| w odpowiedzi
na uszkodzenie genomu pod wpltywem czynnikéw fizycznych lub chemicznych.
Nastepuje wéwczas wzrost zawartosci w komorce ,,straznika genomu”, biatka p53,
ktére zkoleijako czynnik transkrypcji pobudza ekspresje takich gendw efektorowych,
jak: MDM2, GADD45 czy WAF1/CIP1. p2\"AF /C 1jest wiec kluczowym skfad-
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nikiem mechanizmu zabezpieczajacego stabilno$¢ genomu, gdyz pobudzenie jego
ekspresji jest niezbednym warunkiem zaleznego od p53 zablokowania aktywnosci
podziatowej, takze w komoérkach nowotworowych [92]. Wykazano to na modelu
doswiadczalnym myszy z unieczynnionym genem wafl/cipl: nie stwierdzono u
nich anomalii rozwojowych, lecz ,,punkt kontrolny” genomu pod koniec fazy Gl
byt w ich komoérkach zniesiony [13].

Zahamowanie aktywnos$ci podziatowej komorki za posrednictwem p21
jest wynikiem przede wszystkim jego hamujacego wpltywu na aktywnos$¢ enzy-
matyczng CDK: p21WAFL/C PI blokuje fosforylacje histonu H 1i pRb przez kompleksy
CDK4-cyklina D, CDK2-cyklina A, CDK2-cyklina E oraz CDK 1-cyklina B [39,96].
Nalezy tu podkresli¢, ze p21 , W odrdznieniu od inhibitoréw CDK z rodziny
p16C KN majgcych powinowactwo do monomeréw CDK, dziata hamujgco na utwo-
rzone juz kompleksy CDK-cykliny. Mechanizm”te®o”ziatania, za ktére odpowie-
dzialny jest fragment N-koncowy czasteczki p21 WA 1 IP"j6,33"56], nie jest znany.
Zaobserwowane ostatnio w fibroblastach zalezne od p21 zwiekszenie za-
wartosci nieufosforylowanej CDK2 zwigzanej z cykling A sugerowatoby hamowanie
przez ten inhibitor aktywacyjnej fosforylacji CDK2 przez CAK (cyclin-activatin
kinase) [19]. Nie jest to jednak mechanizm uniwersalny, gdyz indukcja p 2 Ilwa*1/cip
w keratynocytach noworodka szczura z nastepowym blokiem komérek w fazach
Gl i S pod wptywem promieni ultrafioletowych B nie spowodowata zaburzen akty-
wacyjnej fosforylacji Cdk2 na treoninie 160 [72].

Drugim mechanizmem zahamowania progresji komérki w cyklu mitotycznym
przez p21WAF,/CIPI jest jego hamujgce dziatanie na PCNA, za ktore odpowiedzialny
jest fragment C-koncowy czasteczki p2 1IWAF,/CIPI Delecjatego fragmentu zapobiega
replikacji genomu wirusa SV40, ma jednak maly wptyw na wzrost populacji ko-
markowej [6,33,56]. p21 zaburza¢ ma jedynie zalezng od PCNA synteze
replikacyjng, nie za$ reparacyjng DNA [49,90]. Rola p2\WAF,/CIPI w zaleznym
od PCNA hamowaniu replikagii fANA {n vivo niejest}ednakjiednoznacznie ustalona,
gdyz interakcja miedzy p21 a PCNA wydaje sie mie¢ miejsce wytgcznie
w fazie G1 i G2, nie za$ w fazie S [61,76], a indukcja ekspresji p21 AFI/CIPI
komdrek linii UTA21.15 (komdrki miesaka kostnego transfekowane plazmidem
zawierajagcym WAF1/CIP1) blokuje inicjacje fazy S, lecz nie zaburza przebiegu
zapoczatkowanej juz replikacji DNA [61].

p21 AF,/CIP wywiera ponadto hamujacy wptyw na promotory genéw zaleznych
od czynnika transkrypcji E2F, sgto geny kodujace takie biatka niezbedne do realizacji
cyklu mitotycznego, jak: DHFR i CDK1. Powoduje ono rozbicie kompleksu za-
wierajacego E2F, CDK?2 i pl07, modyfikujac przez to jego powinowactwo do DNA
i zdolno$¢ do transaktywacji genéw uczestniczacych w replikacji DNA [16,81].

Ostatnio zwraca sie uwage na role p2\WAFL/ClI 1w drugim ,,punkcie kontrolnym”
cyklu mitotycznego: przejsciu G2/M. Jak wspomniano, stymulacja fibroblastow
do cyklu komérkowego powoduje dwuszczytowy wzrost mRNA WAF1/CIP1: na

WAF1/CIP1
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poczatku fazy G1 i pod koniec G2 [51], co sugeruje role tego inhibitora CDK
takze pod koniec interfaa.w\l/yy/l_@}zano ostatnio, ze w niestransformowanych fi-
broblastach ludzkich p21 pod koniec fazy G2 przemieszczane jest z cy-
toplazmy do jadra komdrkowego, gdzie jest wykrywalne tylko do poczatku mitozy.
To przemieszczenie jest zbiezne w czasie z translokacjg jadrowg cykliny B 1 (trans-
lokacja ta nie zachodzi w ptodowych fibroblastach myszy nie zawierajacych genu
wafl/cipl) i, prawdopodobnie w nastepstwie zahamowania kompleksow Cdk-cy-
kliny, powoduje przejsciowe zatrzymanie komdrek w péznej fazie G2, tuz przed
rozpoczeciem mitozy [19]. Ekspresja p2\WA*,/CI11 w komérkach zawierajacych
funkcjonalny pRb prowadzi do ich zablokowania w fazie GI, gdy za$ pRb jest
nieobecny lub unieczynniony, dochodzi do inaktywacji CDK zaleznej od cykliny
A ido zatrzymania komorek pod koniec fazy G2, przy czym niektére z nich wykazuja
replikacje DNA bez towarzyszacego podziatu komoérkowego [66]. Obserwacje te
wskazuja na niedoceniang dotychczas i nie w petni jeszcze wyjasniona role
p21™ /CIPI w regulacji drugiego ,,punktu kontrolnego” stabilnosci genomu, tzn.
przejScia G2/M. Wydaje sie jednak, ze rola tajest in vivo mniejsza niz w odniesieniu
do przejscia GI/S i ogranicza sie do szczegOlnych sytuacji, gdyz u myszy z unie-
czynnionym genem wafl/cipl nie stwierdzono zaburzeri kontroli przejscia G2/M
[13].

4. INNE ZADANIA p2IWAFI/C'PI W FIZJOLOGII
KOMORKI

Coraz wiecej danych wskazuje, ze rola p21WAPI/CIPI w fizjologii komorki wy-
kracza poza negatywng regulacje cyklu podziatowego. Juz w roku 1994 zauwazono
w trakcie badann nad kilkoma liniami komoérkowymi, ze p2\WAF,/c,pl wchodzi
w sktad zarowno aktywnych, jak i nieaktywnych komplekséw CDK-cyMn//rzA”
czym kompleksy nieaktywne zawierajg wiecej niz jedng czasteczke p2l
[101]. Autorzy sugeruja, opierajac sie na pomiarach™akt*wnos$ci kinazowej kom-
plekséw CDK-cykliny po dodaniu roznej ilosci d2\"AF [CIPI ze biatko to dziata
na te aktywno$¢ badz pobudzajgco (mata zawartosé p21 T w kompleksie),
badz hamujgco (wieksza zawarto$¢) [101]. Koncepcja p21WAFL/C,PI jakO czynnika
niezbednego do aktywacji CDK uzyskuje tez poparcie w cytowanych juz obser-
wacjach stymulacji jego ekspresji po zadziataniu na komorki spoczynkowe (fi-
broblasty, Mlimfocyty T) czynnikiem wzrostu [51,68]. Wreszcie, taczenie sie
p 2\WAF /CIFI z kompleksami CDK-cykliny moze mie¢ znaczenie w zapewnieniu
wiasciwej ich lokalizacji subkomorkowej.

Wspomniano juz, ze p21 WAFL/CIP1 przypuszczalnie odgrywa role w translokacji
jadrowej cykliny BIl. Stwierdzono tez korelacje pomiedzy tgczeniem sie
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p21 WAH/CIPI z LojyjpieLsarpi CDK4-cyklina D a gromadzeniem sie ich w jadrach
proliferujgcych hepatocytéw”w”"troFy po czesciowej hepatektomii [43].

Duzg role odgrywa "2\WAFI/CIP w procesie réznicowania komorek. Stwier-
dzono, ze podczas terminalnego rdznicowania sie i dojrzewania komdérek mies-
niowych czynnik transkrypcji MyoD pobudza ekspresje WAF1/CIP1 droga
niezalezng od p53. Z kolei wymuszona ekspresja cykliny DI hamuje aktywacje
przez MyoD transkrypcji genéw specyficznych dla miesni szkieletowych [38,82].
Wykazano na wielu modelach doswiadczalnych, Ze podczas rdéznicowania sie i
dojrzewania komérek réznego pochodzenia (komorki krwiotwércze, komorki pheo-
chromocytoma, komorki czerniaka i in.) pod wptywem specyficznych bodzcow
chemicznych i biologicznych, jak np. TPA, DMSO, retinoidy, NGF (nerve growth
factor), czynnik transkrypcji MyoD, interferon gamma, dochodzi do pobudzenia
ekspresji p2\WAFL/CIPI i zahamowania aktywnosci r6znych komplekséw CDK-cy-
kliny [37,38,44,45,77,85,102]. Rola p21 AF,/CIPI polega tu gtéwnie na indukcji
wiasciwego procesowi réznicowania sie i dojrzewania zahamowania proliferacji
komodrkowej, ale by¢ moze wykracza poza prostg inhibicje aktywnosci podziatowej.
Doirzewaniu mioblastéw linii C2C12 do miotub towarzyszy bowiem znaczne zwie-
kszenie sie ekspresji p21 WAFLICIPL e obnizajagcej sie po stymulacji dojrzatych
miotub do podziatéw [37]. Keratynocyty myszy z homozygotycznym brakiem genu
wafl/cipl zachowujg zdolno$¢ do bloku w fazie G1 po zadziataniu jon6éw wapnia
lub czynnika transformujacego wzrost @ (TGF-[3), ale wykazujg upos$ledzenie eks-
presji markeréw réznicowania [63]. Ponadto, transfekcja proliferujagcych mioblastow
za pomocg WAF1/CIP1 pobudza zdolno$¢ czynnika transkrypcji MyoD do trans-
aktywacji genéw uczestniczgcych w tym dojrzewaniu, prawdopodobnie w wyniku
inhibicji kompleksow CDK-cyklina DI hamuj*c”~ch aktywno$¢ MyoD [82]. Warto
zwroci¢ tez uwage na zréznicowana role p21  FI/CIP w zaleznosci od kierunku
réznicowania sie komorek: pobudzenie komorek ostrej biataczki do réznicowania
w Kierunku szeregu monocytowego za pomocg estru forbohy TPAM interferonu y
lub (1,25)dihydroksywitaminy D3 zwieksza ekspresje p21 , podczas gdy
dimetylsulfotlenek (DMSO) i kwas all-trans retinowy, stymulujac réznicowanie w
kierunku szeregu granulocytowego, nie wywiera tego efektu [77,102]. Rola
p2]waf }cipl w zjawiskach r6znicowania i dojrzewania in vivo zostata udokumen-
towana w badaniach nad rozwojem zarodkowym myszy. Transkryptu wafl/cipl
nie stwierdzono we wczesnych 7,5-dniowych zarodkach, pojawiat sie on natomiast
w miare postepu embriogenezy w réznych tkankach zawierajacych postmitotyczne,
zréznicowane komorki. Przyktadowo, mRNA byt niewykrywalny w mézgu i rdzeniu
kregowym zarodkéw mysich, byt natomiast obecny w znacznych ilosciach w mézgu
dorostych zwierzat. Ekspresja wafl/cipl obecna byta rowniez u myszy nie za-
wierajacych genu p53, co potwierdza niezaleznos$¢ jego aktywacji od p53 w procesie
réznicowania i dojrzewania [71].
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Nie jest jasna rola p2 IWAF,/CIPI w indukcji apoptozy. Indukcja jego genu byta
obserwowana w czasie apoptozy wywotanej przez p53 w nastepstwie dziatania
czynmkoéw” enotoksycznych [21,28]. W niektérych sytuacjach zwiekszona ekspresja
p21 , Nnp. w wyniku transfekcji komérek ludzkiego raka sutka, miesaka
kostnego lub komorek nerki oseska chomika (BHKZ1) odpowiednim nukleotydem,
prowadzita nie tylko do zahamowania wzrostu, ale i do $mierci komorki [78, 79,83].
Udziat p2Iwe cipl w indukcji apoptozy jest jednak kontrowersyjny, gdyz myszy
nie majace jego genu nie wykazuja zaburzen apoptozy wewnatrzgrasicznej [13].
Ponadto infekcja komérek linii raka oskrzela, raka sutka i odpowiadajgcych im
komdrek nienowotworowych wektorem adenowirusowym zawierajgcym cDNA
WAF1/CIP1 spowodowata zatrzymanie ich w fazie GI, lecz w odrdznieniu od
wymuszonej ekspresji wt p53 nie wywotata apoptozy [47]. Nie wykazano réwniez
wpltywu p 21" 7 cip] na apoptoze w dojrzewajgcych pod jego dziataniem komérkach
PCI12 (feochromocytoma szczura) [24]. Co wiecej, opisano szereg sytuacji wska-
zujacych na to, ze WAF1/CIP1 moze by¢ traktowany jako ,,gen przezycia”. Za-
hamowanie ekspresji WAF1/CIP1 sekwencjami antysensowymi hamuje
réznicowanie komérek neuroblastoma SH-SY5Y i prowadzi do apoptozy [731; po-
dobny tez wptyw ma ona na przezycie komorek raka sutka MCF-7 [31]. p21 AF/ IPI
chroni réwniez komorki raka jelita grubego i czerniaka ztosliwego przed apoptoza
odpowiednio wywotan”~irzerostaglandyne A2 i zalezng od p53. [30,32]. Anty-
apoptotyczny efektp21 moze by¢, przynajmniej w niektdrych przypadkach,
zalezny od® hamowania aktywnosci kompleksow CDK-cyklin, gdyz mutant
p2]WA I/cn 1 pozbawiony zdolnosci ich inhibicji nie chroni komérek raka jelita
grubego przed tg forma Smierci [55]. Bytoby to tez zgodne ze znana, wykazang
w wielu ukfadach doSwiadczalnych rolg komplekséw CDK-cykliny w aktywacji
apoptozy.

Ten krétki przeglad funkcji p21 WAFI/C,PI wskazuje na jego centralne, cho¢ nie
do konca poznane miejsce w regulacji podstawowych zjawisk skiadajgcych sie
napojecie proliferacjikomorkowej: aktywnosci podziatowej komorki,jei dojrzewania
i Smierci. Wyjasnia to zainteresowanie, jakie w ostatnich latach p21 A 1/ ,PI budzi
w kontek$cie badan nad rozrostami nowotworowymi.

5. ROLA p2IWAF,/clpl w ROZROSTACH
NOWOTWOROWYCH

5.1. p2\WAF1/CIPI jako inhibitor proliferacji komdrek nowotworowych

Liczne dane doswiadczalne wskazujg na ochronny wptyw p21WAF,/CIPI przed
transformacja nowotworowa. Mozliwo$¢é taka wynika juz z negatywnej roli tego
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biatka w regulacji aktywnosci podziatowej wynikajgcej z jego wiasciwosci ha-
muj”~o/ch™aktywnos$¢ komplekséw CDK-cykliny. Liczne obserwacje wskazujg, ze
p21 dziata antyproliferacyjnie takze na komédrki nowotworowe: wymu-
szona ekspresja tego biatka w wielu liniach nowotworowch powoduje nie tylko
in vitro zahamowanie wzrostu i zablokowanie komoérek w fazie GI, ale takze ob-
nizenie ich klonogennosci i zdolnosci tworzenia wszczepialnych guzow [7,20,-
48,53,98]. Ekspresja p21WAFL/CIPI w immortalizowanych fibroblastach powoduje
nie tylko zahamowanie ich wzrostu, ale tez i inhibicje aktywnosci telomerazy ule-
gajacej hiperekspresji w wielu rozrostach nowotworowych [46]. Podjeto tez prébe
doSwiadczalnej terapii genowej raka prostaty myszy za pomocg infekcji adeno-
wirusem zawierajgcym sekwencje kodujgca wafl/cip 1, uzyskujac zmniejszenie masy
guza oraz wydtuzenie przezycia badanych zwierzat 120].

Omoéwione wyzej antyonkogenne dziatanie p21 A !/ 4 1wynika, przynajmniej
czesciowo, z jego hamujgcego wptywu na aktywnos$é kompleksow CDK-cykliny.
Swiadczy o tym cze$ciowe przywrécenie zablokowanej przez p21 WAF,/CIPI aktyw-
nosci proliferacyjnej komérek linii Saos-2 i H1299 przez kotransfekcje komoérek
za pomocg cDNA WAFYVCIP1 oraz cykliny DI lub cykliny E [53].

5.2. Zaburzenia ekspresji p2\WAF]/CIPI w rozrostach nowotworowych

Zaburzeniaregulacji ekspresji biatek cyklu komérkowego, w szczegélnosci cyklin,
CDK i ich inhibitorow, sg czestym zjawiskiem w rozrostach nowotworowych. W
szczegolnosci, w duzym odsetku nowotworéw réznego pochodzenia zaburzenia
te dotycz, inhibitoréw CDK p 16 CDKN2/MTS,/,NK4P , skn&INK4b ||
czym polegajg one zawsze na ich niedoborze najczesciej w wyniku delecji homo-
zygotycznej lub hipermetylacji genu (p16 i p15) badZ zaburzen stabilnosci biatka
(p27) (np. [40, 84]). Deregulacja ekspresji dotyka tez p21lwAFi/CIP1~ przy Czym
sytuacja jest tu bardziej ztozona niz w przypadku innych inhibitoréw i trudna do
jednoznacznego wyjasnienia.

Somatyczne mutacje punktowe genu WAF1/CIP1 w nowotworach opisywane
sg bardzo rzadko [4, 52, 80], jednak obnizenie jego ekspresji na poziomie RNA
i/lub biatka bywa obserwowane w tkance patologicznej u czesci chorych na rézne
nowotwory. Matsushita i wsp. [60] stwierdzili nizszg ekspresje genu WAF1/CIP1
w tkance nowotworowej w stosunku do zdrowej u 16 chorych na raka jelita grubego,
przy czym w guzach przerzutujacych ekspresja ta byta mniejsza niz u chorych
bez przerzutéw. Podobnie, mniejszg zawartos¢ mMRNA WAF1/CIP1 w guzie niz
w zdrowej tkance stwierdzono u 27 sposrdd 28 chorych na raka pecherza moczowego
[58], a nizsza niz w prawidtowym endometrium ekspresje biatka wykazano immuno-
histochemicznie u 48 pacjentek chorych na raka szyjki lub trzonu macicy [70].

Czesciej opisuje sie w nowotworach zwiekszong w stosunku do komorek zdrowych
ekspresje WAF1/CIP1 na poziomie mRNA i/lub biatka ito nieraz w schorzeniach,
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w ktorych inni autorzy wykazali jej obnizenie. Oznaczajac immunchistochemicznie
p21 F w komérkach nowotworowych 124 chorych na raka pecherza mo-
czowego Clasen i wsp. wykazali jego obecno$é w ok. potowie przypadkow, gtéwnie
raka powierzchownego, dobrze zrdznicowanego, rzadziej natomiast w rakach na-
ciekajacych glebsze warstwy $ciany pecherza. Biatko to natomiast byto niewy-
krywalne w zdrowej btonie Sluzowej. Ekspresja mRNA natomiast w czesci probek
byta wyzsza, w niektérych innych zas$ nizsza w poréwnaniu ze zdrowg bton”$luzow”
[10]. Dwa zespoty badawcze wykazaty zwiekszenie zawartosci biatka p2 1VAF/CIF>
w komorkach raka jelita grubego u 19 sposréd 38 [17] i 21 sposréd 4(“chory”ch
[93], gtéwnie o niskim stopniu zaawansowania klinicznego. Zawarto$¢ p21
byta za$ obnizona u 5 pacjentow, z ktérych 4 wykazywato pr2rzu”~do okolicznych
weztow chionnych [93]. Patologiczng ekspresje biatka p21 stwierdzono
tez histochemicznie u znaczacej czesci chorych na raka sutka [2,5], zotadka [29,99],
miesniaki, a zwlaszcza miesaki miesni gtadkich macicy [70], raka ptaskonabtonko-
wego skory [87], tarczycy [42], niedrobnokomorkowego raka oskrzela [59], chtoniaki
ztosliwe nieziamicze [8,89] i chorobe Hodgkina, gdzie p21 WAFI/CIPI obserwowane
byto gtéwnie w komorkach Reed-Stemberga [75].

Istniejg rozbieznosci co do oceny zaleznosci pomiedzy ekspresjg p21WAFL/CIP]
a stopniem inwazyinosci i stadium kliniczvr%r;wl/g%vlvotworu. Wspomniano juz, ze
w raku jelita grubego wyzsza zawarto$¢ p21 zostata stwierdzona u chorych
we wczesnych stadiach zaawansowania choroby [17,93]. Podobnie, w raku pecherza
moczowego poziom mRNA byt nizszy w raku powierzchownym w poréwnaniu
z formami inwazyjnymi [58], a hiperekspresje tego biatka stwierdzono najczesciej
w raku powierzchownym i dobrze zr6znicowanym [10” U~22"posrdod 34 pacjentdw
chorych na przerzutujacego czerniaka zawarto$é p21 byfa nizsza w prze-
rzutach niz w ognisku pierwotnym, ale w czerniakach powierzchownych ekspresja
jego byfa tym wyzsza, im zmiana byta grubsza [57]. Badania grupy 343 chorych
na gruczolakoraka zotadka wykazaty z kolei wiekszy odsetek pacjentéw z wysoka
zawartoscig p21 WAFL/ IPI w grupie z naciekiem btony podsluzowej lub w stadiach
klinicznych 2, 3 i4 (wg klasyfikacji japonskiej) niz w grupie rakdw ograniczonych
do btony $luzowej lub w stadium 1, jak rowniez w grupie chorych z rakiem prze-
rzutujacym w stosunku do pacjentdw bez przerzutéw [99]. W raku zotgdka wiec,
inaczej*riizw raku jelita grubego lub pecherza moczowego, wysoka ekspresja
p 2\WAFI/CIPI bytaby zwigzana z agresywnos$cig choroby.

Nieznane sg mechanizmy prowadzace do takich zmian zawartosci p 2\WAf,/C,PI
w komdrkach nowotworowych w stosunku do tkanek, z~ktér“ch sie wywodza.
Jest mato prawdopodobne, zeby hiperekspresja biatka p21 byta wynikiem
jego zwiekszonej stabilnosci w wyniku mutacji genu, jak to sie dzieje w przypadku
p53, gdyz, jak wspomniano wcze$niej, mutacje genu WAF1/CIP1 sa bardzo rzadkie.
W kilku badaniach wykonanych na réznych komoérkach ztosliwych (czerniaka, raka
jajnika i niedrobnokomoérkowego raka oskrzela) wykazano ponadto korelacje po-
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miedzy zawartoScig mRNA i biatka p2\*AF,/CIPI, co sugeruje, ze jego zaburzenia
majg miejsce na poziomie regulacji transkrypcji [3,57,59]. Kieruje to uwage na
mutacje p53 upos$ledzajace jego funkcje jako czynnika stymulujgcego transkrypcje
m.in. genu WAF1/CIP1. Wyniki dotychczasowych badarh nad zaleznos$cig miedzy
ekspresjg p2\WAFL/CIPI a mutacjami p53 daty jednak rozbiezne wyniki. Niektdre
doniesienia wykazaty zmniejszenie transkryptu WAF1/CIP1 w tkance raka sutka
[69] ipecherza moczowego [58] majacej zmutowany gen p53 w poréwnaniu chorymi
z wt p53. Wykazano tez ujemng korelacje pomiedzy obecnoscig mutacji p53 (lub
jego wykrywalnoscig histochemiczng) a ekspresjg p2\WAH/C,PI w raku sutka [5,91].
Podobng zalezno$¢ wykazano tez w chtoniakach nieziamiczych: badania wykonane
na grupie 253 pacjentow wykazaty, ze gen p53 jest zmutowany tylko u tych sposrod
chorych wykazujgcych immunohistochemiczng ekspresje p53, u ktoérych nie stwier-
dza sie réwnoczesnej ekspresji p2\WAF,/CIPI [s ]. Wykrywalno$¢ p21 WAF,/CIPI do-
wodzi wiec obecnosci wt p53 i pozwala zidentyfikowaé chorych, u ktérych
immunocytochemiczna ekspresja p53 jest wynikiem jego mutacji.

Wigkszos$¢ opublikowanych badan na nowotworach réznego pochodzenia (rak
trzustki [14], okreznicy [60], niedrobnokomdrkowy oskrzela [59], tarczycy [42],
zotadka [29], przetyku~”~jajnika [3] i inne) nie wykazaty wspétzaleznosci po-
miedzy ekspresjg p21 a stanem genu p53. Nalezy jednak pamieta¢, ze
cze$¢ tych badan opierata sie na posredniej ocenie stanu p53, tzn. wylgcznie hi-
stochemicznej wykrywalnosci jego produktu, co, jak obecnie wiadomo, nie zawsze
pozwala wnioskowac o obecno$ci mutacji lub ich braku. Mimo tego jednak mozna
przyjaé, ze w czesci chor6b nowotworowych pobudzenie transkrypcji WAF1/CIP1
dokonuje sie niezaleznie od p53.

Innym mechanizmem wplywajacym na ekspresje p21 WAFI/CIP1L w komorkach
ztosliwych mogg by¢ zaburzenia ich réznicowania i dojrzewania. Sugerujg to ob-
serwacje wykazujace zwigzek zawartosci biatka p.: WAFI/C,PI w komérkach nie-
drobnokomdérkowego raka oskrzela a stopniem ich zréznicowania [s+] oraz
zwiekszenie jego ekspresji w powierzchowych, bardziej zréznicowanych zawie-
rajacych keratyne warstwach raka ptaskonabtonkowego skory [87].

Ro6znorodnos¢ zaburzen ekspresji p21 *fy/C/P/ mQ:e wjeChyé wypadkowa wie-
lorakich funkcji petnionych przez to biatko w fizjologii komorki i zaktdcanych
podczas transformacji nowotworowej: zahamowanie proliferacji, udziat w rozni-
cowaniu idojrzewaniu oraz regulacja przezycia komarki ijej programowanej $mierci.
Tak wiec jego niedob6r moze by¢ wyrazem np. derepresji proliferacji komorkowej,
nadmiar za$ moze $wiadczy¢ o zahamowaniu apoptozy lub patologii dojrzewania.

Nie sg tez znane konsekwencje nieprawidtowej ekspresji p2\W FI/CI 1in vivo.
Niektére badania wykazaty, w nowotworach macicy i raku skory, szczegélnie czeste
wystepowaniep21 AFI/C P! wkomorkach nie wykazujacych ekspresji Ki-67 [70,871.
Inne doniesienia nie opisuja jednak zwigzku pomiedzy zawartoscig p2\ C
a aktywnoscia podziatowa komorek raka zotgdka ijajnika [3,99] ani tez aktywnoscig
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kinazowg CDK2 i CDK4 w liniach wywodzacych sie z raka watroby [s s ]. Wreszcie,
myszy z unieczynnionym genem wafl/cipl nie zapadajg czesciej na nowotwory
niz myszy z funkcjonalnymi oboma jego allelami [13].
Pomimo zasygnalizowanych wyzej niejasnosci dotyczacych roli p21

w rozrostach ztosliwych nie ulega watpliwosci, ze zagadnienia te, chocby z uwagi
na czestos¢ zaburzen ekspresji p2: * + w chorobach nowotworowych zastugujg
na dalsze badania. Dla klinicysty interesujace sa pojedyncze na razie doniesienia
sugerujace ich znaczenie rokownicze. U chorych na raka zotgdka odsetek pacjentéw
z 5-letnim przezyciem okazat sie istotnie w”zszy”w grupie wykazujacej w tkance
guza immunohistochemiczng ekspresje p 1 niz u pacjentoéw bez tego biatka
[29]. W przypadku raka sutka dane sg rozbiezne. W badaniach grupy wioskiej
na 91 pacjentkach, wysoka ekspresja p 2\WAF,/CIPI byta zwigzana z krétszym okre-
sem wolnym od wznowy [2]. Zdaniem tej samej grupy badaczy jednoczasowe
histochemiczne okreslenie obecnosci p. 1 WA I/CIPI \ ps: pozwala na prognozowanie
wynikéw leczenia adjuwantowego [1]. Wakasugi i wsp. natomiast oceniajgc
A2\WA{ /CIPI w tkance guza 104 chorych na raka sutka leczonych operacyjnie
wykazali dtuzszy okres wolny od nawrotu u pac”entek”z wysoka ekspresjg tego
biatka [91]. Sprawa znaczenia rokowniczego p21VAFI/CIP1 wymaga wiec dalszych
badan na wiekszych grupach chorych, z uwzglednieniem sposobu ich leczenia
i ewentualnych interakcji z innymi czynnikami prognostycznymi. Uzyskane do-
tychczas wyniki pozwalajagjednak przypuszczac, ze okreslanie ekspresji omawianego
biatka bedzie interesowato nie tylko badaczy fizjologii i patologii komorki, ale
takze w coraz szerszym zakresie lekarzy onkologow.
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Streszczenie: Obecnie istniejg dwie odmienne hipotezy prébujace wyjasni¢ pochodzenie komérek B
CD5+. W wyniku wszechstronnych badan prowadzonych na myszach zaproponowano, ze komorki B
CD5+pochodzg z odrebnych komoérek prekursorowych, znajdujacych sie w ptodowej watrobie lub sieci,
ale nie wystepujacych (lub wystepujacych sporadycznie) w szpiku osobnikéw dorostych. Alternatywna
hipoteza przyjmuje, ze ekspresje CD5 mozna indukowa¢ najakiejkolwiek ,,dziewiczej” komérce B przez
odpowiednie krzyzowe wigzanie powierzchniowego receptora immunoglobulinowego (indukcja anty-
genem). W niniejszej pracy dokonano przegladu pismiennictwa odnoszacego sie do obu hipotez.

Stowa kluczowe: komoérki B CD5+, konwencjonalne komérki B, linia rozwojowa, fenotyp immunologi-
czny powierzchni, indukcja ekspresji CD5.

Summary: At present there are two hypotheses explaining the origin of CD5+ B cells. From studies on
mice it was found that CD5+ B cells come from separate precursors. These precursors can be detected in
the fetal liver and fetal omentum but they do not exist in adult bone marrow in detectable quantities. The
alternative hypothesis claims that any ,,virgin” B cell may be induced to become CD5 positive by
appropriate cross-linking of the surface Ig receptor. We have reviewed the literature concerning these
hypotheses.

Key words: CD5+ B cells, conventional B cells, developmental lineage, surface phenotype, induction of
CD5 expression.

Czynno$¢ uktadu immunologicznego ssakoéw zasadza si¢ na trzech gtéwnych
populacjach limfocytéw réznigcych sie uktadami czasteczek rozpoznajacych antygen
(receptoréw dla antygenu). Sa to: komérki T, komorki B i naturalne komérki cyto-
toksyczne (natural killer cells). (Wiecej danych czytelnik znajdzie w podrecznikach
immunologii, np. poz. [27]). W obrebie kazdej z tych populacji wyrdzniono jeszcze
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kilka subpopulacji. | tak np. z uwagi na budowe fafncuchow wchodzacych w skiad
receptora dla antygenu komérki T, wyréznia sie limfocyty T o receptorach typu
a|3 i limfocyty T o receptorach typu y5, za$ z uwagi na petnione czynnosci wy-
rézniono: limfocyty T cytotoksyczno-supresorowe i limfocyty T o czynnoSciach
pomocniczych. Limfocyty B mozna oczywiscie podzieli¢ w zaleznosci od wytwa-
rzanych przeciwciat, ale zatym podziatem nie idg zadne istotne réznice czynnosciowe.
Przed kilkunastu laty u myszy [20] iu cztowieka [36] wyr6zniono mata subpopulacje
komorek B, ktére charakteryzuje ekspresja czasteczki CD5 (u myszy komorki B
Ly-1+). Szczegblny fenotyp immunologiczny komdérek CD5+, zdolno$¢ do wytwa-
rzania autoprzeciwciat, praktyczny brak prekursoréw tych komoérek w szpiku osob-
nikow dorostych budzg ciekawo$¢ immunologéw. Ciekawo$¢ te podzielajg
hemato-onkolodzy i histopatolodzy m.in. dlatego, ze nowotworowe komorki nie-
ktorych przewlektych biataczek limfatycznych i chtoniakow wywodzacych sie z
komorek strefy ptaszcza grudek chtonnych (mantle cell lymphoma) noszg antygen
CD5.

Obecnie istniejg dwie hipotezy prébujace wyjasni¢ pochodzenie komorek B CD5+:

— Pierwsza z nich to hipoteza wiernosci wobec linii rozwojowej [15, 16, 22,
30,31], ktoéra zaktada, ze ukierunkowane prekursory komdérek B w tkankach
ptodowych, np. w ptodowej watrobie i sieci, ale nie w szpiku osobnikow
dorostych sg predysponowane do ekspresji czasteczki CD5.

— Alternatywna hipoteza [s, 17, 75] przyjmuje, ze ekspresje CD5 mozna
indukowa¢ na jakiejkolwiek ,dziewiczej” komorce B przez odpowiednie
krzyzowe wigzanie powierzchniowego receptora immunoglobulinowego
(slg) (indukcja antygenem).

Dotychczas jednak nie dostarczono wystarczajgcych dowodéw, ktére mogtyby

potwierdzi¢ lub zaprzeczy¢ ktdrej$ z tych hipotez.

Kantor i Herzenberg [30], wspétautorzy pierwszej z omawianych hipotez, wy-
rézniajg u myszy trzy linie rozwojowe komorki B, ktére pochodza z trzech od-
miennych komdrek prekursorowych (progenitors). Linie te przedstawiono w
tabeli .

Na populacje komoérek B-2 skiada sie szereg odmiennych subpopulacji, ktére
tworzg jednak pojedynczg jednostke. Natomiast komérki B-la i B-Ib, chociaz maja
wiele cech wspdlnych, takich np. jak: zdolno$¢ do samoodnowy i zdolno$¢ do
regulacji wiasnego rozwoju przez sprzezenie zwrotne (feedback regulation of de-
velopment), to jednak pochodza z odrebnych komérek prekursorowych i re-
prezentujg dwie odmienne linie. Odmienno$¢ linii komoérek B-la i B-lb
odzwierciedla kontrolowana genetycznie zmienno$¢ w ich liczbie w réznych szcze-
pach myszy. Tak np. w jamie otrzewnej i optucnowej u myszy Balb/c znajduje
sie 20-25% komorek B-lb, za$ u myszy CBA jest ich 40-50% [s¢].

Komorki B-l sa stosunkowo tatwe do odréznienia od komérek B-2 dzieki ich
charakterystycznej lokalizacji i to zaréwno w zyciu ptodowym, jak i u osobnikéw



POCHODZENIE KOMOREK B CD5 DODATNICH ”

TABELA 1 Trzy linie komérek B u myszy [wg 30]

KOMORKI B-la (komérki B CD5+ lub Ly-1+) pochodzace
z komérek prekursorowych wystepujacych
w ptodowej sieci i watrobie, ale nieobecnych
w szpiku osobnikéw dorostych

KOMORKI B-Ib (populacja ,,siostrzana” niemal identyczna
czynnos$ciowo, ale CD5~ lub Ly-T) pochodzaca
z prekursoréw znajdujacych sie w ptodowej sieci
i watrobie, a takze w szpiku osobnikéw

dorostych
L,KONWENCJONALNE” KOMORKI B ich prekursory nie wystepuja w ptodowej sieci,
nazywane takze KOMORKAMI B-2 ale wykryto je w ptodowej watrobie i w szpiku

osobnikéw dorostych

dorostych. Komorki B-lI rozwijajg sie we wczesnym okresie ontogenezy. | tak
w sieci 13-dniowego ptodu myszy juz sie znajdujag prekursorowe komarki slg ujemne,
odrebne dla linii komoérek B-la i B-Ib. Natomiast w sieci nie wykryto prekursoréow
dla ,,konwencjonalnych” komoérek B-2. U 13- i 14-dniowych ptodéw w watrobie
znajduja sie prekursorowe komorki, réwniez slg ujemne, z ktérych mozna odtworzy¢
zarowno dwie linie komdrek B-l (B-la i B-1b), jak i linie komérek B-2. Wydaje
sie, ze w plodowej watrobie prekursory komérek B-1 i komorek B-2 sg roz-
mieszczone w anatomicznie réznych miejscach. | tak prekursory komérek B-2 znaj-
dujg sie we wnetrzu ptodowej watroby, za$ prekursory komérek B-t sg zwigzane
z jej torebkg [30]. Komérki B-1 sg tatwe do wykrycia w ptodowej $ledzionie [20],
a takze w matych iloSciach wystepuja w grasicy [51], natomiast nie wykryto ich
w szpiku [19, 31, 32]. Sugeruje sie, ze u dorostych myszy jama otrzewnowa jest
zrodtem prekursoréw komérek B-I (B-la i B-lb) [49], komorki B-I wystepuja
takze w duzych ilosciach w jamie optucnowej [19, 39, 48]. Z populacji komérek
B-l1 pochodzi wiekszo$¢ komorek plazmatycznych wydzielajgcych IgA, zlokali-
zowanych w blaszce wiasciwej jelit i Sledzionowe komérki wydzielajagce IgM [40].
Jednakze u dorostych zwierzat tylko niewielkie ilosci komérek B-l1 znajdujg sie
w $ledzionie i praktycznie nie ma ich w weztach chtonnych, kepkach Peyera i
krwi obwodowej, gdzie znamiennie przewazajg komérki B-2. W szpiku dorostych
myszy znajdujg sie gtdwnie prekursory ,.konwencjonalnych” komorek B-2 i w mniej-
szych ilosciach - prekursory komorek B-Ib. Natomiast liczba prekursorow komérek
B-lajest zbyt mata, aby mozliwa byta rekonstytucja tej linii po przeszczepie komorek
szpiku [30].

Marcos i wsp. [49] sugeruja, ze komo6rki B CD5+ (B-la) reprezentujg najwczes-
niejszy okres limfopoezy w zyciu zarodkowym ssakéw. Przypuszczalnie komorki
te pochodzg z limfo-hemopoetycznej komoérki macierzystej (HSC - haematopoietic
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stem cell) znajdujacej sie w tzw. regionie aortalno-gonadalno-$rédnerczowym (aor-
ta-gonad-mesonephros region). HSC wykazuje zdolno$¢ do regionalnej kolonizacji
tkanek hemopoetycznych w podobny spos6b jak u embrionéw ptakéw. Zresztg
komorki CD5+ charakteryzuje szereg podobienstw czynnosciowych do komdrek
B pochodzacych z kaletki Fabrycjusza ptakdw. Do cech tych m.in. naleza: trwato$¢
ekspansywnych klonéw i zdolno$¢ do samoodnowy, a wiec cechy ,atawistyczne”.

Niezwykle interesujace sg pewne powigzania, jakie wystepuja miedzy komdérkami
B CD5+ a komérkami T, ktorych receptor sktada sie z tancuchéw y i s (komérki
Ty5) [28]:

Komorki Ty5, podobnie jak komorki B CD5+, powstajg stosunkowo wczesnie
w rozwoju filogenetycznym (komdrki Ty5 wykryto juz u ryb chrzestnoszkiele-
towych) [61].

Obie populacje powstaja z wyjatkowo wczesnej rozwojowo ptodowej komorki
macierzystej (HSC) ijako pierwsze pojawiajg sie w ontogenezie myszy. Kantor
i Herzenberg [30] sadza, ze komérki B-la i komérki Ty8 (Vy3) reprezentuja
najbardziej pierwotng ,warstwe” uktadu immunologicznego. Komorki TVy3
powstajg tylko z ptodowych HSC, zanim osiedlg sie one w szpiku. Natomiast
w szpiku ptodowe HSC tracg zdolno$¢ tworzenia komérek TVy3, podobnie jak
HSC osobnikéw dorostych [26].

Komorki B CD 5+, jak i komérki Ty5 stanowig niewielki odsetek w ogélnej
puli limfocytéw u myszy i ludzi. Przebywaja one w niezwyklych miejscach,
gdzie stanowig dominujgcg populacje. Wart odnotowania jest fakt, ze prymi-
tywne organizmy sktadajg sie gtéwnie z powierzchni nabtonkowych z pierwot-
nym jelitem w jamie ciata. Komorki Ty5 znajdujg sie wtasnie w nabtonkach.
W ontogenezie myszy pierwsza fala komorek Ty5 zasiedla skére. Komorki B
CD5+ wystepujg jako dominujaca populacja w jamie otrzewnowej myszy.
Natomiast w szpiku dorostych myszy praktycznie nie wystepuja ani prekursory
komorek B CD5+ [19, 31, 32], ani komdrek Ty8 [35].

Obie populacje majg zdolno$¢ do samoodnowy w tkankach obwodowych (w
ciggu zycia zwierzecia ubytki w puli komérek B CD5+ i komorek Tys nie sg
uzupetniane przez rdznicowanie sie komoérek prekursorowych osiadtych w
szpiku).

Charakterystyczny jest brak lub bardzo ograniczona zmiennos$¢ na ztaczach
miedzy rearanzowanymi segmentami genéw kodujacych receptor komorki B
CD5+ireceptor komorki TyS. (Przy tworzeniu receptoréw immunoglobulino-
wych ,.konwencjonalnych” komérek B zmiennos$¢ na ztgczach miedzy V i D
oraz miedzy D iJ powstaje dzieki doczepieniu nowych nukleotydéw - sekwen-
cji N. Podobnie doczepiane sg sekwencje N przy rekombinacji genéw dla
receptora komorki T).

Obie populacje majg zdolno$¢ do rozpoznawania autoantygendw. Niektére z
komorek Ty5 potrafig specyficznie rozpoznawac idiotypy Ig znajdujacych sie
na powierzchni komorek B CD5+[76]. W chorobach autoimmunologicznych,
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takich jak: zespot Sjogrena, toczen rumieniowaty trzewny, limfocyty Tyémoga
petni¢ funkcje komaérek pomocniczych wobec limfocytéw B (B CD5+ ?) w
procesie tworzenia autoprzeciwciat [11,60]. (Przeglad piSmiennictwa natemat
komorek Tyé czytelnik znajdzie w pozycji [s s ]).

Odnosnie zwigzkéw komérek B-I z innymi rodzajami komdrek uktadu immu-
nologicznego, Borello i Phipps [4] podajg, ze w pewnych warunkach komorki B-I
moga nabywac zdolnosci zernych i upodabnia¢ sie do makrofagdw. A zatem niektére
komorki B-1 taczytyby pewne cechy limfocytéw z ewolucyjnie znacznie starszym
mechanizmem fagocytozy. W zwigzku z powyzszg publikacja Ptytycz i Seljelid
[s s , 56] spekuluja, ze makrofagi prehistorycznych kregowcéw byty tymi komérkami,
w ktorych dokonata sie prarearanzacja genéw VDJ, co w dalszym przebiegu ewolucji
umozliwito powstanie receptoréw dla antygenu i wyksztatcenie sie m.in. komdrek
B-1 i TyS.

Komorki B-l charakteryzuje szczegdlny fenotyp immunologiczny pozwalajacy
stosunkowo fatwo odrézni¢ je od komorek B-2 (patrz tab. 2). Istniejg takze pewne
réznice fenotypowe miedzy komérkami B -lai B-I b. Najbardziej charakterystycznym
markerem komorek B-lajest antygen CD5, ktory podobnie jak CDs ityp | receptora
makrofagéw (Scav R 1) nalezy do rodziny receptorow ,zmiataczy” (scaveneger
receptor) bogatych w cysteine [7]. CD5 poczatkowo byt uwazany za antygen chara-
kteryzujacy wylacznie komoérki T. W ontogenezie CD5 na komérkach T pojawia
sie¢ pdzniej niz antygen CD7, dopiero po migracji ptodowych komorek
pro-T CD34+CD7+ z watroby lub szpiku w warstwe podtorebkowg grasicy [70]
na tzw. grasiczych komérkach pro-T w ich | etapie réznicowania. Ekspresja CD5
zwieksza sie w miare dojrzewania komorki T [62]. Na komorkach B-l ekspresja
CDS5 jest wyraznie stabsza niz na komérkach T [niepublikowane badania wiasne,
poz. 43]. Fizjologiczna rola, jaka petni czasteczka CD5 na limfocytach B, nie jest
w petni wyjasniona. Wydaje sie, ze CD5 na komorkach B-I dziata jako negatywny
regulator funkcji immunoglobulinowego receptora komorki B [3]. Mianowicie zwig-
zanie powierzchniowej IgM na komorkach B-l indukuje apoptoze, natomiast zwig-
zanie IgM na komérkach B-2 powoduje ich wejscie w faze S cyklu komérkowego.
U myszy CD5~/~ komorki B-I po zwigzaniu powierzchniowej IgM stajg sie oporne
na apoptoze i wchodzg w cykl komdérkowy. Jesli w komérkach B-I typu dzikiego
(wild-type) zostang przerwane kontakty miedzy CD5 a powierzchniowg IgM, to
odzyskujg one zdolno$¢ do proliferacji po krzyzowym zwigzaniu powierzchniowej
IgM. CD5 moze regulowa¢ sygnaty pochodzace z IgM, poniewaz pozostaje w
zwigzku z cytoplazmatyczng fosfatazg tyrozynowg SHP-1 (wewngtrzkomorkowy
enzym regulujacy droge przemian fosfolipazy Cy) [cyt. wg 3]. U myszy z niedoborem
fosfatazy tyrozynowej SHP-1 wystepuje proliferacja komérek B CD5+ [cyt. wg
38].

Innym markerem otrzewnowych i optucnowych komoérék B-l jest czasteczka
CDI Ib, ktora jednak nie wystepuje na $ledzionowych komérkach B-l, a takze
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TABELA 2. Wybrane markery komorek B-1 i B-2 u myszy [modyfikacja wg 5, 30]

Markery powierzchni
s lg M*

s Ig D

CD 5 (Ly-I, Tp 67)

Integryna CD 11b (receptor
typu 3 dopetniacza - CR 3)
CD 23 (antygen aktywaciji,
Fce RII)

CD 44 (receptor dla
hialuronianu)

CD 45 RA (B 220)

CD 72 (ligand CD5)

Komérki B-I

(+ + +)

(+ / -), ale takze (+ +)
komérki B-la (+);
komoérki B-Ib (-)

w jamach ciata (+),

w $ledzionie (-)

)
(+ +)
(+ +)

(+) na komérkach B-la

~Konwencjonalne” komoérki B-2
(+)

zwykle (+ + +), rzadziej (+ +)

w zasadzie (-), ale ekspresja CD5
moze zosta¢ wzbudzona in vitro

)

(+) komérki B-2 slgD+++

w zasadzie (-), ale ekspresja CD44
moze zosta¢ wzbudzona in vitro
(+ + +)

(+ +)

i B-lb

CDw 125 (receptor IL-5)** (4) (-), ale ekspresja R-1L5 moze zostac

wzbudzona in vitro

*slg - powierzchniowa immunoglobulina, **IL-5 - interleukina-5

nie majej na komoérkach B-2 [30]. CDI Ib stanowi tancuch a integryny leukocytow
i moze pozostawa¢ w niekowalentnym zwiagzku z taricuchen [3integryny (CDls)
jako heterodimer CDI Ib/CD18. Inne nazwy CDIIb to: MAC-1, OKM 1, receptor
typu 3 dopetniacza (CR3). Istnieje kilka ligandéw CDIlb, sg to: C3bi, sktadniki
macierzy pozakomdrkowej (np. fibronektyna), X czynnik krzepniecia. Ligandy mogg
znajdowac sie takze na komorkach srédbtonkéw (np. adresyna CD54, inna nazwa
ICAM-1 - intercellular adhesion molecule-1) [7]. U ludzi ekspresja CDIlb cha-
rakteryzuje przede wszystkim monocyty-makrofagi i granulocyty, na ktorych to
komérkach odgrywa kluczowg role w procesach adherencji do $rodbtonkéw, poza-
naczyniowej migracji, homotypowej agregacji neutrofili, chemotaksji i fagocytozie
[44].

CD23 u myszy wystepuje na komdrkach B-2 z jamy otrzewnowej i na $le-
dzionowych komorkach B-2, ktére cechuje silna ekspresja slgD. Natomiast nie
ma go na komédrkach B-2 ze strefy brzeznej $ledziony noszacych skapa warstwe
slgD i na wszystkich komérkach B-l1 [30]. CD23 jest nazywany receptorem o
niskim powinowactwie wobec IgE (Fce R II), markerem komoérek B stransfor-
mowanych wirusem Epsteina-Barr lub antygenem aktywacji komdrek B, poniewaz
komorki B pozostajgce w stanie spoczynku nabywajg CD23 po aktywacji, zwtaszcza
przy wspotudziale IL-4. Czasteczka CD23 petni wiele czynnosci, takich jak: regulacja
syntezy IgE, skupianie antygenéw IgE-zaleznych, cytotoksycznos¢ zalezna od IgE,
aktywnos$¢ promujaca wzrost komérki B, zapobieganie apoptozie komoérki B w
osrodkach rozrodczych, wptyw na réznicowanie tymocytéw i proliferacje prekur-
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sorow komorek mieloidalnych. U ludzi CD23 wybiérczo wystepuje na komdrkach
B slgM+slgD+ i jest gubiony podczas ich réznicowania do komorek sekrecyjnych.
W przeciwienstwie do myszy, u ludzi ekspresja CD23 charakteryzuje zwiaszcza
komdrki B CD5+ strefy ptaszcza grudki chionnej (mantle cells). Rozpuszczalna
posta¢c CD23 wykazuje aktywnos$¢ czynnika wzrostu [63].

Ekspresja CD 44 charakteryzuje komorki B-1 myszy, chociaz marker ten przez
stymulacje moze zosta¢ wzbudzony takze na komérkach B-2 [5]. Inne nazwy CD44,
ktére okreslaja jego wiasciwosci to: fagocytarna glikoproteina-1 (Pgp-1), receptor
typu Il dla macierzy pozakomérkowej. CD44 jest receptorem dla kwasu hialuro-
nowego. Odgrywa on role w wigzaniu limfocytow z komorkami wysokiego $réd-
btonka zytek weztow chtonnych ikepek Peyera, co utatwia zasiedlanie sie limfocytow.
Wskutek zréznicowanego scalania (splicing) mRNA, CD44 wystepuje w kilku izo-
formach. Niektére z nich odgrywaja role w limfopoezie, wptywajac na przyczepnosé
prekursorowych komoérek B do elementéw zrebowych tkanek. l1zoforma CD44 M
(od metastasis) bierze udziat w powstawaniu przerzutéw nowotworowych [7, 37].

Inna nazwa CD45 to LCA (leucocyte-common antigen). Wewnatrzkomérkowa
domena CD45 jest fosfatazg tyrozynowsa. Enzym ten powoduje defosforylacje kinaz
komérkowych i aktywacje komarki. Czasteczka CD45 jest konieczna dla transdukcji
sygnatu pochodzacego z receptora dla antygenu znajdujgcego sie na powierzchni
komorki (kompleksy receptora komérki B lub T). Zmiany w zewngtrzkomorkowej
domenie CD45 nie wptywajg na aktywnos$¢ fosfatazy tyrozynowej domeny cyto-
plazmatycznej. CD 45 wystepuje w pieciu izoformach, jedng z nich jest CD45
RA (inna nazwa 220 kD isoform of LCA) - marker komérek B (u myszy komorek
B-I), a takze tzw. ,,naiwnych” pomocniczych komoérek T (komoérki T CD4+), ktore
jeszcze nie zetknely sie z antygenem oraz monocytéw [37].

Nalezy jeszcze wspomnie¢ o czgsteczce CD72, ktdrajak sie wydaje, jest ligandem
dla CD5 [45, 73]. CD72 wystepuje zaréwno na komérkach B CD5+ (komorki
B-la), jak i na komoérkach B CD5’ (komérki B-lb i B-2), co sugeruje istnienie
réznic czynnos$ciowych miedzy tymi pozornie ,siostrzanymi” populacjami B-la
i B-lb, chociazby dlatego, ze komorki B-la noszg zaréwno receptor, jak i jego
ligand.

Ponadto komorki B-1 z jamy otrzewnowej myszy noszga receptor dla IL-5 (CDw
125) [24, 74]. Jeszcze inng cechg charakteryzujgca komérki B-I (ale nie B-2) jest
zdolno$¢ do sekrecji IL-10, po stymulacji lipopolisacharydami. Ta wasciwo$é ko-
madrek B-1 moze odgrywac istotng role w ich rozwoju [29, 53].

Niestety u ludzi cechy réznigce komorki B-1 od B-2 nie sg tak wyrazne jak
u myszy, z wyjatkiem ekspresji CD5, ktérg jednak mozna takze wywota¢ na ko-
morkach B CD5~ (patrz nizej).

W rozwoju komorek B-I po narodzeniu i w dalszym zyciu myszy, zdaniem
Kantora i Herzenberg [30], zasadniczg role odgrywajg dwa mechanizmy, sg to:
zdolno$¢ do samoodnowy i dziatanie sprzezenia zwrotnego.
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Konwencjonalne komérki B-2 sg uzupetniane w ciggu zycia zwierzecia dzieki
réznicowaniu sie de novo z pierwotnych prekursoréw osiadtych w szpiku. Przeciwnie
natomiast populacja komorek B -1, powstata w zyciu ptodowym, utrzymuje sie przez
cate pOzniejsze zycie myszy, a ubytki w puli obwodowej sg uzupetniane przez
samoodnowe, tj. przez podziaty catkowicie dojrzatych komérek B-1 [19, 21].

Drugi mechanizm regulujacy rozwd6j komoérek B-1 to sprzezenie zwrotne. Me-
chanizm ten hamuje réznicowanie sie de novo komoérek B-lI (zaréwno komorek
B-la, jak i B-Ib) z niedojrzatych prekursorow, ale nie wptywa na rozwdj komorek
B-2 [41, 42]. Rozwdj komérek B-l z niezr6znicowanych prekursor6w konczy sie
mniej wiecej miedzy 3 a s tygodniem zycia, podczas gdy komérki B-2 kontynuuja
swdj rozwdj przez cate zycie myszy. W zasadzie repertuar przeciwciat wytwarzanych
przez komoérki B-1 pozostaje niezmienny juz od wczesnego okresu rozwoju zwie-
rzecia i w miare starzenia sie jest coraz bardziej ograniczony przez mechanizm
sprzezenia zwrotnego. Mechanizm ten z jednej strony zapobiega powiekszaniu sie
0g0lnej puli komorek B-1 przez nowe komorki, co jest korzystne, poniewaz komérki
B-lwytwarzajg m.in. naturalne autoprzeciwciata skierowane przeciw wiasnym kra-
zacym antygenom. Z drugiej jednak strony hamujace sprzezenie zwrotne sprzyja
ekspansji populacji klonalnej. Niemal wszystkie myszy powyzej 15 miesigca zycia
majg klonalng populacje komorek B-1 w Sledzionie lub otrzewnej, wykrywalng
technikg Southema w zelu agarozowym [69]. Ta klonalna populacja w niektérych
szczepach myszy pojawia sie juz u 5-miesiecznych zwierzat, a nawet u noworodkow
np. w szczepie NZB [67], przy czym dtugo istniejacy klon komérkowy tatwo ulega
transformacji nowotworowej. W tabeli 3, cytowanej z pracy Kantora i Herzenberg
[30], przedstawiono ontogeneze komoérek B u myszy, wptyw sprzezenia zwrotnego
na przebieg tego procesu i pojawienie sie klonalnej populacji komérki B-I.

Jak to juz powiedziano, komorki B-l pojawiajg sie we wczesnym okresie on-
togenezy, kiedy to zaréwno zdolno$é do wykorzystania repertuaru genéw regionu
zmiennego V, jak i dodatek sekwencji N przy zigczach V-D-J sg ograniczone.
W procesie rekombinacji genéw Ig w komoérkach B-l sg wykorzystywane prawie
wytgcznie VHIL i VH12 [s, 14, 54]. Ponadto geny Ig komdrek B-1 nie podlegaja
hipermutacji, co jeszcze bardziej ogranicza repertuar tych komérek [12]. Komorki
B-1 wytwarzaja przeciwciata gtéwnie klasy IgM, chociaz uczestnicza takze w wy-
twarzaniu 1gGs i IgA [23, 64, 65]. Jak juz powiedziano, wiekszo$¢ komérek pla-
zmatycznych, wytwarzajacych IgA w btonach $sluzowych, pochodzi z komorek B-I
[40]. Przeciwciata IgM wytwarzane przez komérki B-1 charakteryzuje niskie po-
winowactwo wobec antygenow i wielospecyficzno$¢. Niskie powinowactwo wobec
antygenéw dotyczy zaréwno powszechnych antygendw bakteryjnych, jak i auto-
antygendw [18]. Wielospecyficzno$¢ oznacza, ze okre$lone przeciwciato jest zdolne
do wiazania wielu rédznych antygenéw (w tym takze autoantygendw). Przeciwciata
te wigzg preferencyjnie antygeny niezalezne od komérki T, zwlaszcza polisacharydy,
co wskazuje, ze komérki B-1 sajakas forma prymitywnego uktadu immunologicznego
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TABELA 3. Ontogeneza linii komoérek B u myszy i rozwdj klonalnej populacji komérek B-I

[wg 30]
OKkres Wiek Komérki B-I Komorki B-2
rozwoju
zwierzecia
Zycie 12-13 dni Limfopoetyczne komoérki macie- Limfopoetyczne HSC znaj-
ptodowe rzyste (HSC) znajduja sie w pto- dujg sie w ptodowej watro-
dowej watrobie i w sieci bie, ale nie w sieci
>16 dni Komérki prekursorowe (w tym

komorki pro-B) zapoczatkowuja
rozwdj linii komoérki B-I
URUCHOMIENIE SZCZEGOLNYCH SIt. KSZTAETUJACYCH POTENCIALNY SKEAD

KOMOREK B-
Zycie po na- 0-4 tyg. Komorki prekursorowe kontynuuja Populacjazaczyna sie powie-
rodzeniu rozwdj linii samoodnawiajacych sie kszac

komérek B-1; wielko$¢ populacji
zbliza sie do rozmiarow spotykanych
u osobnikoéw dorostych

Okres 4-8 tyg. Hamujace sprzezenie zwrotne blo- Wielko$¢ populacji zbliza sie
dorastania kuje ponowny rozwéj z komérek do rozmiaréw populacji u
prekursorowych osobnikéw dorostych; utrzy-

muje sie réznicowanie de no-
VO z prekursoréow
POTENCJALNY SKEAD KOMOREK B-I ZOSTAJE UTRWALONY

Okres 8-20 tyg. Wystepuje ekspansja lub eliminacja Populacja osigga maksymal-
dojrzatosci poszczeg6lnych klonéw ng wielkos$¢ (12-14 tyg.); na-
dal utrzymuje sie réznicowa-
nie de novo z komérek pre-

kursorowych
SKELAD KOMOREK B-I ZOSTAJE JESZCZE BARDZIEJ ZAWEZONY
OKkres >20 tyg. Dochodzi do monoklonalnej hyper-
starosci plazji i transformacji nowotworowej
(PBL-B)

pozbawionego tej elastycznosci i zmiennosci, ktéra charakteryzuje komérki B-2.
Geny V, wykorzystywane przez komoérki B-l, prawdopodobnie zostaty wysele-
kcjonowane w przebiegu ewolucji z uwagi na ich zdolno$¢ do szybkiej odpowiedzi
poczatkowej na patogeny bakteryjne [34].

Sprawag niezwykle interesujgcgjest roznicowanie sie komorek B-1do plazmocytow
wytwarzajacych IgM u zwierzat hodowanych wjatowych warunkach ipozostajgcych
na chemicznie okreslonej diecie. Dotychczas stanowi zagadke pochodzenie bodZca
stymulujagcego koncowe roznicowanie sie komoérek B-1 [461.
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Z kolei nalezatoby oméwié alternatywng do hipotezy Kantora i Herzenberg
teorie zaktadajaca, ze ekspresje czasteczki CD5 mozna indukowaé na jakiejkolwiek
dziewiczej komorce B [s, 17, 75]. Tak np. Cong i wsp. [s ] wykazali, ze czasteczka
CDS5, jak réwniez inne markery powierzchni komérki B-la mogg in vitro zosta¢
wzbudzone na komérkach B-2 po stymulacji przeciwciatem anty-p i IL-s . Takze
estry forbolu [10, 50] lub stymulacja szczepem Covan | gronkowca ztocistego [2,
33, 52, 71] wywotujg ekspresje czagsteczki CD5 na komdérkach B CD5~. Z drugiej
strony ekspresja CD 5 na prawidtowych komérkach B CD5+ moze zosta¢ obnizona
przez dziatanie IL-4 [9]. Allison i wsp. [1] stymulujac $ledzionowe ,konwencjo-
nalne” komarki B-2 przeciwciatem anty-lIg-dekstran uzyskiwali ekspresje receptora
dla IL-5, ktory charakteryzuje komorki B-I.

Bardzo waznym testem przemawiajacym za stusznoS$cia drugiej hipotezy bytoby
wykrycie w szpiku osobnikéw dorostych komoérek prekursorowych zapoczatkowu-
jacych rozwdj linii komérek B CD5+. W przeciwienstwie do Kantora i Herzenberg
[22, 30, 31], a takze Hardy i Hayakawa [15, 16] zespdt kierowany przez Wortisa
[25] sugeruje, ze w szpiku dorostych myszy znajdujg sie prekursorowe komorki
B zdolne do generowania komoérek B CD5+. Autorzy ci rekonstytuowali noworodki
myszy szczepu C3H.SCID (severe combined immunodeficiency) szpikiem pocho-
dzacym od dorostych (s -miesiecznych) myszy C57BL/6 i po uptywie 10 miesiecy
w $ledzionach rekonstytuowanych zwierzat znajdowali komoérki B CD5+. Jednakze
wiek 10 miesiecy zycia myszy jest wiasciwie okresem bliskim starosci zwierzecia,
nie mozna wiec wykluczyé, ze ekspresja CD5 zostata wtérnie wzbudzona na ko-
mérkach CD5- dawcy wskutek stymulacji antygenowej w ciggu zycia biorcy. By¢
moze ekspresje CD5 ujawniajg komorki B-1b dawcy, ktére wystepujg w szpiku
osobnikdéw dorostych [30]. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze u myszy istniejg
dwie subpopulacje komérek B Ly-1+ (CD5+): otrzewnowa i wystepujaca w grasicy,
ktére nieco sie r6znig markerami powierzchni iczynnoscig. Than iwsp. [72] wykazali,
ze u letalnie napromienionej myszy C57BL/6 grasicze komoérki B Ly-1+ mogg
by¢ rekonstytuowane przez przeszczepienie szpiku. Natomiast otrzewnowe komarki
B Ly-1+ moga zosta¢ zrekonstytuowane dopiero po przeszczepieniu watroby 14-
dniowego ptodu. Komérki ptodowej watroby majg zresztg takze zdolno$¢ do re-
konstytucji grasiczych komorek B Ly-1+. Hardy i wsp. [13] podaja, ze prekursorowe
komérki B w szpiku majg wzglednie wysoki poziom mRNA CD5, ale na ich po-
wierzchni nie mozna wykry¢ ekspresji CD5. Pospisil i Mage [59] sugeruja, ze
wszystkie komorki B, nawet komérki B-2 noszg na swojej powierzchni czgsteczki
CD5, chociaz na tych ostatnich ekspresja CD 5 jest $ladowa.

Czasteczka CD 5 na komdrce B sama moze petnic role ligandu dla szczegdlnego
regionu zrebowego (FR - frame region) czesci zmiennej fancucha ciezkiego (VH)
powierzchniowych Ig [57, 58] (czes¢ zmienna kazdego tarcucha sktada sie z 3
regiondw hiperzmiennych, miedzy ktérymi znajdujg sie 4 regiony FR). Taka nie-
konwencjonalna interakcja miedzy czasteczkg CD5 a strukturami FR VH na tej
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samej lub innej komdrce B moze powodowac jej stymulacje. Przedtuzajgca sie
stymulacja komoérki B o szczeg6lnej strukturze FR VH moze sprzyja¢ klonalnej
ekspansji tej komarki i by¢ jednym z istotnych mechanizméw w patogenezie prze-
wlekiej biataczki limfatycznej B-komérkowej (PBL-B) [59].

Z przedstawionych badan wynika, ze chociaz czasteczka CD5 jest uwazana za
charakterystyczny marker komdrek B-I, to jednak brak jej ekspresji nie wyklucza
przynaleznosci danej komérki B do linii B-l. Z drugiej strony MacLennan [46]
sugeruje, ze obecno$¢ czasteczki CD5 na ludzkiej komérce B nie jest jednoznaczna
z przynalezno$cig tej komorki do linii B-I, jak to ustalono u myszy. Ponad potowa
komorek B w strefie ptaszcza grudek chtonnych migdatkow u dzieci powyzej 5
roku zycia charakteryzuje ekspresja czgsteczek CD5 i CD23. Nie jest jednak pewne,
czy komorki te wchodzg w tancuch rozwojowy ,,konwencjonalnych” komorek B-2,
czy komérek B-1. Wydaje sie wiec, ze dopiero w przysztosci bedzie mozna ustali¢
pochodzenie komérek B CD5+, a takze pochodzenie komorek PBL-B.
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HUMANS. PART |
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Streszczenie: Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze w watrobie dorostych zwierzat i cztowieka znajdujg
sie pierwotne, niezréznicowane komoérki nabtonkowe, ktére przypominaja komorki ujawnione w watro-
bie zarodkowej i ptodowej. Pierwotne komorki, zidentyfikowane w watrobie dojrzatej, podobnie jak
komérki watroby ptodowej, stanowia heterogenng populacje. Na populacje te sktadaja sie wielopoten-
cjalne komoérki macierzyste i/lub komoérki potomne, tj. bipotencjalne komoérki rodzicielskie hepatocytow
i cholangiocytéw oraz komoérki prekursorowe, tj. formy blastyczne komdrek nabtonkowych. Wsp6lnag
cechg tych komorek jest owalny ksztatt duzego jadra komdérkowego. Nalezy nadmieni¢, ze termin:
komorki macierzyste nie zawsze jest stosowany jednoznacznie w piSmiennictwie i czgsto odnosi sie do
wszystkich komoérek pierwotnych watroby. Wyniki licznych prac sugeruja, ze komoérki macierzyste
watroby sg umiejscowione w strefie okotowrotnej zrazika, a ich liczba w miare rozwoju organizmu
maleje.

Stowa kluczowe: komérki macierzyste watroby, rozwéj watroby, komorki owalne w watrobie, komorki
owalne w trzustce, rak.

Summary: Recent results indicate that the liver of adult animals and humans contains a primitive, a
nondifferentiated epithelial cells that resembles the early embryonic liver cells. Primitive adult liver cells
like embryonic liver cells are a heterogenous population. They consist of multipotential stem cells, and/or
progeny cells, i.e. bipotential progenitor cells able to differentiate into hepatocytes and cholangiocytes,
and precursors of epithelial cells, i.e. blast-form of cells. The term ,,stem cells” often has more than one
meaning in the literature. It is used for description of less or more differentiated liver epithelial cells.
Common feature of all these cells is an oval-shaped, large nucleus. Extensive evidence described in many
publications indicates, that in adult liver, stem cells are located in periportall region of liver lobulus, and
that the proportion of this cells gradually decreases during the development of animals.

Key words: liver stem cells, liver development, oval cells in liver, oval cells in pancreas, cancer.
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I. WPROWADZENIE

Wyniki licznych prac wskazujg, ze w zaleznosci od charakteru i stopnia usz-
kodzenia komorek migzszu watroby obserwuje sie dwa rdzne typy regeneracji.
Pierwszy, zwany proliferacjg typowa, polega na podziatach komoérkowych zroz-
nicowanych hepatocytéw i wystepuje po chirurgicznym usunieciu czesci narzadu
- zabiegu czesciowej hepatektomii (PH, ang. partial hepatectomy), ktéry u ludzi
wykonywany jest ze wskazanh medycznych, a u zwierzat doswiadczalnych stanowi
model badawczy hepatocytow, proliferujgcych w warunkach in vivo. W tym przy-
padku zabieg polega na usunieciu lewego - bocznego oraz srodkowego ptata
watroby, ktore stanowig okoto 2/3 masy narzadu.

Drugi typ regeneracji przebiega z zaangazowaniem pierwotnych, niezréznico-
wanych komorek nazywanych komérkami macierzystymi (ang. stem cells).

Pierwsze obserwacje komorek macierzystych poczyniono w trakcie badan pro-
wadzonych nad hepatokarcynogeneza eksperymentalng. Wyniki analizy histologi-
cznej sugerowaty, ze w watrobie badanych zwierzat obecne sg niezidentyfikowane
komarki, ktorych proliferacje obserwowano na wczesnych etapach hepatokarcyno-
genezy. Cho¢ obserwowane komorki okre$lano réznymi terminami, np. komorki
owalne (ze wzgledu na ksztat jagdra komérkowego), to jednak zgodnie sugerowano,
ze wszystkie one uczestniczg w procesach naprawczych przebiegajgcych w zni-
szczonym narzadzie jako populacja komorek ,rezerwowych”. Wydawato sie, ze
komorki te sa aktywowane do podziatéw jedynie w przypadku uszkodzenia he-
patocytéw czynnikami hamujacymi lub opdzniajgcymi ich podziaty komorkowe
oraz ze komdérki te umozliwiaja odbudowe watroby, poniewaz wykazujg zdolnosé
do réznicowania zaréwno w kierunku hepatocytéw, jak i cholangiocytéw. Jed-
noczesnie wyniki wielu prac wskazywaty, ze proliferujgce komérki maja cechy
komorek odnajdywanych w prawidtowej watrobie zarodkoéw zwierzat. Spostrzezenia
te pozwolity na wysuniecie hipotezy, ze w watrobie dorostych zwierzat i cztowieka
istnieje populacja komérek, ktére sg odpowiednikiem zarodkowych komorek ma-
cierzystych.

Obecnie przyjmuje sie, ze okoto 1-3% masy watroby prawidtowej stanowig
pierwotne komérki, rowniez nazywane: komorkami owalnymi (ang. oval cells).
Wydaje sig, ze termin ten obejmuje w réznym stopniu zréznicowane pierwotne
komaérki pochodzenia nabtonkowego, ktorych wspdlng cechg jest duze jadro ko-
maérkowe o owalnym ksztatcie [5, 17, 40]. Wielu autorow sadzi, ze w rozwijajgcej
sie watrobie pozostaje niewielka liczba niezréznicowanych komérek watroby za-
rodkowej [12,13, 30]. Komodrkami tymi mogg by¢ wielopotencjalne komorki ma-
cierzyste (ang. stem cells) lub/i - morfologicznie bardzo podobne do nich komérki
potomne - bipotencjalne komérki rodzicielskie (ang. bipotential progenitor cells),
a takze ukierunkowane formy przejSciowe (ang. transitional cells) - blastyczne,
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z ktérych wywodzg sie zréznicowane komorki nabtonkowe watroby. Nalezg do
nich hepatocyty - komdrki migzszowe - parenchymalne, ktére stanowig okoto 60%
masy narzadu, i cholangiocyty (BDEs, ang. bile duet epithelial cells) - komorki
wyscietajace Swiatto kanalikow zétciowych, na ktére przypada okoto 3-5% masy
watroby. Na pozostate 30-35% sktadajg sie nieparenchymalne komorki pochodzenia
mezenchymalnego: komorki przestrzeni zatokowej - sinusoidalnej, tj. komorki $rod-
btonka, komérki Kupffera i komdrki ziarnkowe, tzw. Pit oraz komorki przestrzeni
okotozatokowej - perisinusoidalnej, tj. komarki gwiazdziste - lipocyty, zwane row-
niez komoérkami Ito [5,17, 40].

Od wielu lat prébuje sie odpowiedzie¢ na nastepujace pytania: jaki jest charakter
pokrewienstwa komorek owalnych z komérkami macierzystymi? Kolejne pytanie
dotyczy wzajemnych relacji miedzy komérkami owalnymi, ktorych proliferacje zaob-
serwowano podczas hepatokarcynogenezy a komdrkami owalnymi obecnymi w pra-
widtowej watrobie i w trzustce. W artykule zaprezentowano aktualne poglady
naukowe na problemy zwigzane z wyzej postawionymi pytaniami, a takze przed-
stawiono odpowiedzi formutowane na podstawie wynikoéw najnowszych badan
eksperymentalnych, opublikowanych w literaturze przedmiotu.

W pracy przyjeto nazewnictwo stosowane w hematologii doswiadczalnej, za-
proponowane przez Wiktora-Jedrzejczaka [70], i przez analogie komorki okreslane
w piSmiennictwie anglojezycznym terminem - stem cells - nazwano komo&rkami
macierzystymi, Swiadomie rezygnujac z terminu komorki pnia. Termin: komorki
owalne zastosowano zgodnie z mianownictwem zaproponowanym przez Moska-
lewskiego [38] w pracy pt. Watroba i pecherzyk zéiciowy.

Il. WYBRANE BIALKA MARKEROWE KOMOREK
WATROBY

Aby odnalezé komorki macierzyste watroby lub/i komorki prekursorowe dla
hepatocytoéw icholangiocytéw, analizowano komorki pojawiajgce sie we wczesnych
fazach rozwoju organizmu, kiedy nastepujg procesy morfogenezy i proliferacji.
Analize zmian w czasie rozwoju watroby umozliwity badania ekspresji i translacji
biatek, ktére pojawiajg sie w roznych komoérkach nalezacych do danego szlaku
rozwojowego i w okreslonym momencie wzrostu organizmu, tzw. biatek marke-
rowych. Do biatek markerowych komorek nabtonkowych watroby, analizowanych
w czasie rozwoju, nalezg miedzy innymi: a-fetoproteina (AFP) - typowy marker
onkofetalny i albumina (ALB), ktéra réwniez cechuje komoérki watroby zarodkowej
i ptodowej, a takze jest markerem zrdoznicowanych hepatocytow. Do markerdw
podstawowych, tj. obecnych we wszystkich komoérkach narzadu, zalicza sie przede
wszystkim biatka cytoszkieletu -cytokeratyny (CK), ktorych ekspresja, w zaleznosci
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od: typu komérki, etapu jej rozwoju i stopnia zréznicowania, jest wysoce spe-
cyficzna. Cytokeratyny sg swoistymi markerami histiogenezy komérek [39]. Komorki
watroby, podobnie jak kazdy typ komdrki nabtonkowej, ujawniajg parami ekspresje
swoich wilasnych cytokeratyn, z ktorych jedna nalezy do typu | (CK9-19, pl<s),
a druga, o masie czasteczkowej o 7 000-10 000 wyzszej od masy cytokeratyny
typu | - do typu Il (CK1-8, pl>s). Hepatocyty i cholangiocyty cechuje obecno$é
cytokeratyn specyficznych dla nabtonka jednowarstwowego, tj. CK18om.cz.
45 000/pl 5,7 i CKs 0 m. cz. 52 000/pl 6,1. W hepatocytach szczura cytokeratyny
oznaczone literami A i D sg odpowiednikiem CKs i CK 18 ludzkich komorek [20].
Wieksza iloS¢ obu biatek w cholangiocytach pozwala na odrdznienie ich od he-
patocytow [67,53,32]. Cholangiocyty majg ponadto cytokeratyny specyficzne dla
nabtonkowych komérek gruczotowych, tj. CK19 o m. cz. 40 000/pl 5,2 i CK7
0 m. cz. 54 000/pl 6,0 [20, 39 ,52]. Komorki nabtonkowe watroby cechuje rowniez
CKM o m. cz. 50 000/pl 5,3 [39 ].

Biatkami markerowymi komorek watroby sg réwniez enzymy. W przypadku
hepatocytdw sg to np.: aminotransferaza tyrozyny (TAT), forma L (alfa) i P (pi
- lozyskowa) transferazy glutationowej (GST), kinaza pirogronianowa (PK), al-
kaliczna fosfataza (AP), a w przypadku cholangiocytéw: transpeptydaza gamma-
glutamylowa (GGT) [30, 53, 58, 59, 60, 63].

W badaniach wykorzystuje sie oprdcz poznanych i zidentyfikowanych markeréw
réwniez i takie, ktdrych nie scharakteryzowano w pelni, a znana jest wytacznie
ich specyficzno$¢ tkankowa/komoérkowa, specyficzna ekspresja w komérce lubl/i
ich masa czasteczkowa. Nalezg do nich miedzy innymi antygeny powierzchniowe:
BDS: - zidentyfikowany na cholangiocytach i HESs - charakteryzujgcy wytacznie
hepatocyty [31]. Do tej grupy markerow zalicza sie rowniez takie, ktére w watrobie
szczura sg charakterystyczne zarowno dla cholangiocytow, jak i komoérek owalnych,
np. OV-, OV-l, OC.I, 0OC.2, OC.3 [18, 27, 19].

Antygen oznaczony przez Dunsforda i wsp. [18] symbolem OV-s, ujawniony
w komdrkach owalnych, ktorych proliferacje indukowano za pomocg diety po-
zbawionej choliny, a zawierajacej A-acetylo-2-aminofluoren (2-AAF), jest miesza-
ning cytokeratyn: CKM i CKM. Bialka te sg obecne wylgcznie w komdrkach
przewodéw zo6iciowych watroby ptodowej i watroby osobnikéw dorostych, a nie-
obecne w hepatocytach prawidtowych [8,18]. Drugi antygen - OV-I, ujawniony
przez Dunsforda i wsp. [18], nie zostat blizej scharakteryzowany. Wiadomo jedynie,
zejest to biatko o charakterze powierzchniowym, wystepujace réwniez na komaérkach
kanalikow zdtciowych watroby ptodowej [18].

Z kolei, antygeny OC.I OC.2 ujawniono w komorkach owalnych podczas pro-
liferacji indukowanej za pomocg diety pozbawionej choliny i wzbogaconej w etionine
badz zapomocg 2-AAF [27]. W przypadku antygenu OC. 1ujawniono jego lokalizacje
na terenie cytoplazmy komorkowej, a w przypadku antygenu OC.2 - oznaczono
wyltgcznie mase czasteczkowa, ktdra wynosi 93 000 [27]. Antygen oznaczony sym-
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bélem OC.3 cechuje m.in. komoérki owalne proliferujagce podczas hepatokarcyno-
genezy indukowanej zgodnie z procedurg Solta-Farbera oraz komdrki przewodéw
z6kciowych watroby. Nie zostat on jednak blizej scharakteryzowany [19].

Kolejny antygen, oznaczony symbolem BD1, ujawniany jest w komérkach w
postaci sieci filamentow cytoplazmatycznych, ale nie wykazuje cech wspdélnych
z cytokeratynami [71]. Marker ten réznicuje komdrki nabtonkowe przewodoéw zé4-
ciowych, gdyz okoto 60% tych komorek cechuje wysoki poziom ekspresji tego
biatka, pozostatg czes¢ cechuje niski poziom ekspresji badz jej brak. Jednoczesnie
ujawniono, ze antygen BD1 nieobecny jest w komoérkach owalnych. Analiza immu-
nochemiczna z zastosowaniem przeciwciat skierowanych przeciwko antygenowi
BD1,ujawnita obecnosé trzech polipeptydéw, ktérych mase czgsteczkowg oznaczono
jako 220 000, 165 000 i 175 000. Pierwszy polipeptyd odpowiada prawdopodobnie
biatku BD1, dwa pozostate peptydy sa przypuszczalnie jego fragmentami, stanowigc
produkty degradacji proteolitycznej [71].

Z kolei cytoplazmatyczny antygen Hbdl o m. cz. 46 000 ujawniono w komérkach
przewoddéw zotciowych i hepatocytach [27]. Antygeny oznaczone symbolami Fil
i H2 oraz Hep Parl cechujg hepatocyty [27, 69]. Antygen HI to biatko powie-
rzchniowe o m. cz. 115 000, natomiast H2 to biatko cytoplazmatyczne o m.cz.
50 000 [27]. W przypadku antygenu Hep Parl wykazano jego lokalizacje w obrebie
cytoplazmy. Biatko to ujawniono we frakcji mitochondrialnej hepatocytéw watroby
cztowieka [69].

I1l. ORGANOGENEZA WATROBY
W OKRESIE ZARODKOWYM

Uchytek watrobowy (diverticulum hepaticum) lub inaczej paczek watrobowy
powstaje z elementow endodermalnych, tj. z komérek nabtonka w ogonowym
odcinku przedniego prajelita. Z brzusznej czesci odcinka ogonowego rozwijaja sie:
watroba, zewnetrzne drogi zétciowe ijedynie fragment glowy trzustki, a z grzbietowej
czesci powstajg trzon, ogon i reszta gltowy trzustki. Uchylek watrobowy pojawia
sie u szczura okoto 10. dnia rozwoju prenatalnego a u cztowieka okoto 18. dnia
[7,30,26]. Pierwotne, niedojrzate, endodermalne komérki uchytka szybko proliferuja
i uktadajg sie tworzac pasma. Komorki pasm dzielg sie na dwie czesci: wieksza
- glowowsq zwang czasami czaszkowg (ang. cranial) i mniejszg - ogonowg (ang.
caudal). Komorki réznicujgce sie dogtowowo formujg lity twér zwany zawigzkiem
watroby (pars hepatica), natomiast komarki réznicujgce sie doogonowo formujg
zawiagzek zewnetrznych przewodéw zétciowych (zwany réwniez czescig peche-
rzykowa, pars cystica), tj. wspolnego przewodu zo6tciowego i pecherzyka zétciowego.
Komoérki obydwu zawigzkéw rozrastajg sie w mezenchymie krezki brzusznej, ktora
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jest czescig przegrody poprzecznej (ang. septum transversum), w miejscu zwanym
zatokg watrobowga. Roéwnoczesnie w mezenchymie krezki pojawiajg sie komorki
krwiotworcze, migrujace z pierwotnych ognisk krwiotworzenia, ktére zlokalizowane
sq w $cianie pecherzyka zottkowego. Nastepnie rozwijajg sie naczynia wiosowate
- sinusoidy. Komadrki pozostajace w Scistym kontakcie z zytg wrotng przeksztatcaja
sie w komorki nabtonka szeSciennego i formujg w watrobie cztowieka, w 7. tygodniu
cigzy, poczatkowo jedno-, a potem dwuwarstwowy cylinder zwany ductal plate,
ktérego odpowiednikiem w watrobie szczura jest jednowarstwowa struktura, po-
jawiajaca sie w 17. dniu rozwoju, zwana pearl-like structure [51, 67]. W trakcie
rozwoju organizmu z mezenchymy powstajg: torebka watroby, zrgb tgcznotkankowy
i komorki zatok watroby [7, 17].

Rozwijajacy sie zawigzek watroby, zbudowany z pierwotnych, niezréznicowanych
komorek nazywany jest hepatoblastem (ang. hepatoblast) [53]. Nalezy zaznaczy¢
jednak, ze termin ten w piSmiennictwie anglojezycznym jest stosowany niepre-
cyzyjnie i czesto utozsamiany jest ze stowem hepatoblasty (ang. hepatoblasts),
przez co rozumie sie pierwotng forme hepatocytdéw i funkcjonuje z nim zamiennie.
Zgodnie z przyjetym w pracy mianownictwem, zaproponowanym przez Wikto-
ra-Jedrzejczaka [70] termin hepatoblasty powinien odnosi¢ sie do komorek pre-
kursorowych hepatocytéw, a wiec ,,...morfologicznie wyrédznialnych, majacych juz
pewne cechy komérek koncowych...”. Ze wzgledu na wspomniane niescistosci,
niektorzy autorzy proponuja, aby blastyczne formy hepatocytow (hepatoblasty) okre-
$la¢ terminem ,,niedojrzate hepatocyty” (ang. immature hepatocytes), a zawigzek
watroby hepatoblastem [53].

Wydaje sie, ze proces dwukierunkowego roznicowania komorek hepatoblastu
rozpoczyna sie okoto 1.. dnia wzrostu embrionu szczura, u cztowieka za$ miedzy
3.-4. tygodniem cigzy [17, 23, 26, 30]. Miedzy 13. a 16. dniem rozwoju embrionu
szczura mozna zaobserwowac pierwsze, pierwotne komarki parenchymalne, ktére
tworzg kilkukomérkowe pasma, przypominajgce beleczki watrobowe (ang. hepatic
cords). Pasma te rozlokowane sg po$rod wysp komorek krwiotwoérczych [60, s ].
W 17. dniu rozwoju szczura widoczne sg mate pecherzyki, bedace pierwotng forma
przewoddw zoiciowych. W tym czasie mozna tez wyrozni¢ obszar wokot zyly
wrotnej [30, 60]. Wyrazne zmiany w morfologii watroby nastepujg miedzy 19.
a 21 . dniem rozwoju embrionu szczura, kiedy komorki powiekszajg sie i wzrasta
ich liczba [60, ss]. Wiele niedojrzatych przewodéw zo6tciowych, w formie pe-
cherzykdw, pozwala na odrdznienie strefy okotowrotnej (periportal), zwanej tez
strefg okotobramng, od strefy Srodkowej (centrilobular) zrazika [60]. W obrebie
zawigzka watroby, roznicujgce sie komorki szybko proliferujg i ostatecznie formuja:
sznury pierwotnych komorek hepatocytamych oraz sie¢ przewodzikéw i przewodow
z6kciowych, ktére wykazujg cechy niedojrzato$ci jeszcze w 10. dniu po urodzeniu
szczura [67].
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IV. EKSPRESJA BIALEK MARKEROWYCH
W KOMORKACH HEPATOBLASTU

Przyjmuje sie, ze na bardzo wczesnym etapie rozwoju organizmu, tj. zanim
rozpoczyna sie proces organogenezy i morfogenezy watroby, o watrobowym kierunku
rozwoju komorek przedniej czesci prajelita $wiadczy obecnos$¢ w tych komérkach
mRNA dla a-fetoproteiny (mMRNA AFP) [17, 53]. Stosujgc metode hybrydyzacji
in situ oraz technike immunocytochemiczng, Shiojiri i wsp. [53 ] zbadali ekspresje
tego markera w komérkach embrionu szczura. Choé mRNA AFP ujawniono juz
w komoérkach pecherzyka zottkowego, to jednak miedzy 9,5. a 10. dniem rozwoju
embrionu, tj. w stadium 0-4 somitéw, w komérkach uchytka watroby nie wykazano
obecnosci ani mMRNA AFP, ani samego biatka. Jednak juz w 12 godzin pozniej,
tj. po okoto 10,5 dniach rozwoju embrionu, w stadium 9-14 somitéw wykazano
obecnos¢ mRNA AFP, natomiast po 11,5 dniach wykazano obecnos$¢ biatka. W
czasie rozwoju watroby szczura bardzo wczesnie pojawia sie ekspresja drugiego
biatka, tj. albuminy. mRNA dla albuminy (MRNA ALB) wykazano w komérkach
hepatoblastu 11,5-dniowego zarodka, natomiast obecno$¢ biatka ujawniono o jeden
dzien pdézniej, tj. po 12,5 dniach. Autorzy zwracajg uwage na fakt, ze ekspresja
obydwu biatek wymaga wczesniejszej obecnosci w komdérkach hepatoblastu, tkan-
kowo-specyficznych aktywatoréw transkrypcji [53]. Sugeruja oni takze, ze zaréwno
wewnatrzwatrobowe, jak icze$¢ zewnatrzwatrobowych przewodéw zétciowych wy-
wodza sie z tych komorek hepatoblastu, ktore jako pierwsze ujawniajg ekspresje
AFP [53].

Wydaje sie, ze pierwotne komdrki hepatoblastu, zaréwno pod wzgledem pre-
zentowanych markeréw jak réwniez pod wzgledem cech morfologicznych, sg ho-
mogenne do okoto 13. dnia rozwoju. Komorki sg wydtuzone, przyjmujg owalny
ksztatt i cechuje je wysoki stosunek jadrowo-cytoplazmatyczny, ktéry w miare
rozwoju zmniejsza sie. Efekt ten, obserwowany miedzy 12. a 14. dniem rozwoju,
wywotany jest przez wzrost objetosSci cytoplazmy, gdyz wielko$¢ duzego jadra
komdrkowego pozostaje w tym okresie niezmieniona [30,53,68].

V. KOMORKI BIPOTENCJALNE W WATROBIE
ZARODKOWEJ | PLODOWEJ ZWIERZAT

W toku licznych badan, przeprowadzonych w ostatnich latach, wykazano, ze
komorki hepatoblastu przechodza proces réznicowania i stopniowego dojrzewania,
o czym S$wiadczy sekwencja, w jakiej pojawiaja sie badZ zanikajg analizowane
biatka markerowe. Przypuszczano, ze kluczowym momentem w rozwoju watroby
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jest pojawienie sie komorek bipotencjalnych, tzn. zdolnych do réznicowania zaréwno
w kierunku hepatocytéw, jak i cholangiocytow. Komorek tych poszukiwano w
warunkach in vivo i metodami in vitro.

W 1988 roku Germain i wsp. [23] sugerowali - na podstawie analizy immu-
nologicznej przeprowadzonej za pomocg przeciwciat skierowanych przeciwko: CKs,
CK7 i CK 19 (o masach czasteczkowych oznaczonych wowczas odpowiednio na:
55 000, 52 000 i 39 000), wimentynie, AFP, ALB i antygenom BDS: i HESs
- ze bipotencjalne komorki watroby pojawiajg sie w okoto 1. . dniu rozwoju embrionu
szczura. Wykazano, ze w tym czasie wszystkie komoérki watroby ptodowej chara-
kteryzowata obecno$¢ AFP, ALB, CK7, CKs i GGT, natomiast antygen BDS-
obecny byt sporadycznie na niewielu komorkach. Germain i wsp. [23] sadzg, ze
komérki rodzicielskie hepatocytow i cholangiocytow nie majg jeszcze markerow
liniowo specyficznych, tj. biatek BDS- i HES”. Biatko HES” pojawia sie w 15.
dniu rozwoju na nielicznych komérkach, przypominajacych morfologicznie hepa-
tocyty. W 18. dniu rozwoju marker ten osigga poziom obserwowany na hepatocytach
u osobnikéw dorostych. Od okoto 16. dnia rozwoju komorki ujawniajace antygen
BDS: dodatkowo cechuje obecno$¢ CK 19.

Ponadto w badaniach in vitro wykazano, ze komérki 12-dniowego hepatoblastu,
w zaleznosci od obecnych w Srodowisku hodowli czynnikéw chemicznych, ujawniaja
cechy hepatocytéw, o czym Swiadczy obecnos¢ antygenu HESs badz cechy komorek
kanalikéw zétciowych, czego Swiadectwem jest prezentowany antygen BDS7, przy
czym obydwie grupy komoérek zachowujg ekspresje ALB [24].

W zgodzie z sugestiami Germain [23] i Marceau [30] pozostaje koncepcja modelu
rozwoju watroby zaproponowana przez Hixona [28]. Réwniez on proponuje, aby
za komérki macierzyste uznaé populacje, pojawiajaca sie w 12 . dniu rozwoju zarodka
szczura. Hipotetyczng komérke prekursorowg charakteryzuja poczatkowo: antygen
EP1, bedacy markerem komoérek nabtonkowych, oraz antygeny OC.2 i OC.3, ktére
sg typowe rowniez dla komorek owalnych. Okoto 12. dnia rozwoju czes¢ komadrek
hepatoblastu ujawnia dodatkowo antygen HBD1. Zdaniem Hixona [28], wiasnie
te komodrki moga byé traktowane jako komérki macierzyste watroby. W okoto
18. dniu rozwoju watroby, komorki macierzyste lub ich komérki potomne zaczynaja
sie roznicowa¢ w dwoch kierunkach. Pierwszag grupe komorek cechujg - obecne
juz weczedniej antygeny: EP1, OC.2, OC.3 oraz antygen Hbdl, ujawniany jednak
na bardzo niskim poziomie. Dodatkowo, na tych komdérkach pojawia sie antygen
- BD1, ktérego obecno$é wyraznie wskazuje na cholangiocytamy kierunek réz-
nicowania. Drugg grupe komorek charakteryzuje utrata dotychczasowych antygendw,
tj. OC.2 i OC.3, zachowanie antygenu EP1 i wzmozona ekspresja biatka HBD1.
Pojawienie sie nowych antygendw, tj. HI i H2, sugeruje hepatocytarny kierunek
réznicowania drugiej grupy komoérek. W modelu rozwoju watroby, zaproponowanym
przez Hixona [28], pierwotne komorki watroby, uznane za komoérki macierzyste,
wyraznie wykazujg cechy wspélne z komérkami owalnymi.
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Rowniez Shiojiri i wsp. [53 ] podjeli probe scharakteryzowania bipotencjalnych
komarek rodzicielskich. Markerami, ktérych ekspresje zbadano, byty - oprécz wspo-
mnianych juz markerow hepatoblastu, tj. AFP i ALB - takie biatka, jak: cytokeratyny,
GGT i antygeny BDS: i HES6. Ponadto, komdrki zanalizowano pod wzgledem
obecnosci ziaren glikogenu na terenie cytoplazmy, co uznaje sie za ceche chara-
kteryzujaca hepatocyty. Kolejne zmiany w skfadzie biatek markerowych, zaob-
serwowane w rozwijajagcych sie komorkach hepatoblastu byty odzwierciedleniem
zmian morfologicznych nastepujgcych w czasie rozwoju watroby. Wykazano, ze
miedzy 11,5. a 12,5. dniem rozwoju szczura w komorkach hepatoblastu pojawia
sie ekspresja cytokeratyn. Jako pierwsza ujawniana jest ekspresja CKs, a dopiero
nieco pézniej widoczna jest ekspresja CK18. Kolejnym markerem pojawiajgcym
sie w komérkach jest GGT. Nalezy zaznaczy¢, ze na tym etapie rozwoju komorki
hepatoblastu nie stanowig juz populacji homogennej i wykazujg zréznicowanie za-
réwno pod wzgledem ilosci CK 18, jak i aktywnosci GGT. W okresie prenatalnym,
wysoka aktywno$é tego enzymu ujawniana jest w wielu komorkach watroby, w
okresie postnatalnym stopniowo maleje w komérkach, natomiast u osobnikéw do-
rostych w zroznicowanych, prawidtowych hepatocytach zanika catkowicie.

Wydaje sie, ze pomiedzy 11. a 13. dniem rozwoju nie nastepuje jeszcze proces
dwukierunkowego réznicowania komdrek hepatoblastu, gdyz nie ujawniono w nich
ani obecnosci biatka powierzchniowego hepatocytow - HES6, ani nie wykazano
gromadzenia ziaren glikogenu [53]. Autorzy sugeruja, Ze proces ten rozpoczyna
sie dopiero okoto 15. dnia rozwoju. Wtedy to, wieksza cze$¢ pierwotnych komarek
hepatoblastu wrasta pasmami miedzy mezenchymatyczne komérki przegrody po-
przecznej i rozpoczyna proces formowania komorek o charakterze gruczotowym.
Przyjmuje sie, ze te wtasnie komorki dajg poczatek hepatocytom i tworzg nastepnie
podstawe architektoniki narzadu, tj. beleczki watroby, ktére jednak w watrobie
ptodowej jeszcze nie wystepuja. Shiojiri i wsp. [53] wykazali, ze antygen powie-
rzchniowy hepatocytow - HES: pojawia sie na komoérkach wiasnie miedzy 15.
a 16. dniem rozwoju embrionu. Jednak dopiero miedzy 19. a 20. dniem rozwoju,
w komorkach linii hepatocytarnej zaobserwowano pierwsze ziarna glikogenu [s s ].
Pozostata, mniej liczna cze$¢ komérek hepatoblastu, bedac w kontakcie z komaérkami
mezenchymy, w sasiedztwie zyly wrotnej, takze okoto 15. a 16. dnia rozwoju
embrionu réznicuje sie w kierunku komérek nabtonkowych wyscietajgcych Sciany
przewoddéw zdétciowych [5, 67]. Shiojiri i wsp. [53] wykazali, ze w komorkach
hepatoblastu, otaczajgcych strefe naczyniowa badz zlokalizowanych w jej poblizu,
zaczynaja pojawiac¢ sie markery drugiej linii komoérkowej, tj. markery komérek
nabtonkowych przewodéw zétciowych. Od 15. dnia rozwoju wszystkie komorki
drugiej linii rozwojowej wykazujg obecnos¢ CKs i CK18, przy czym poziom CK18
jest znacznie wyzszy anizeli w komorkach parenchymalnych. Wyzsza jest w tych
komarkach réowniez aktywnos¢ GGT. Ponadto, niektore komérki ujawniajg obecnos¢
cytokeratyny CK19, przy czym wiekszo$¢ komorek, bo 50-75%), nadal cechuje



144 M. T. MARSZALEK

obecnos$é AFP i ALB. Stopniowy rozwdj tych komaérek zwigzany jest z pojawieniem
sie kolejnych markeréw cholangiocytéw, tj. CK7 i BDS7. Komorki nalezace do
tej linii rozwojowej coraz wyrazniej réznicujg sie w kierunku komorek nabtonkowych
kanalikéw zétciowych, gdyz oprécz obecnosci: CK7, CKs ,CK18 i CK19, ujawnianej
aktywnosci GGT, coraz silniej manifestujg marker powierzchniowy charakteryzujacy
komorki przewoddw zdétciowych, tj. biatko BDS7.Obecny jeszcze na tych komérkach
marker powierzchniowy hepatocytéw - biatko HESs - powoli zanika i staje sie
zupetnie niewykrywalny w drugim tygodniu rozwoju noworodka szczura. Zdaniem
autoréw, wyniki badan wskazujg na to, ze raczej grupa komorek pojawiajacych
sie miedzy 15. a 18. dniem rozwoju embrionu, a nie jak wcze$niej sugerowano
W 12 .dniu, nosi znamiona komaérek bipotencjalnych i moze by¢ uznana za komorki
rodzicielskie zardwno dla hepatocytow, jak i dla komdrek kanalikow zétciowych.

Do zbadania pierwotnych komorek watroby ptodowej Shiojiri i wsp. [53] wy-
korzystali réwniez metode transplantacji. Pomimo sugestii, ze komérki bipotencjalne
to komérki identyfikowane miedzy 15. a 18. dniem rozwoju embrionu szczura,
to jednak do jader szczura biorcy przetransplantowano fragmenty watroby
13,5-dniowego embrionu szczura. Ze wzgledow metodycznych, eksperyment wy-
konano wiec wtedy, gdy bipotencjalne komérki rodzicielskie zlokalizowane s3 je-
dynie w niewielkim fragmencie hepatoblastu, ktory otacza przestrzerh naczyniowa.
Podobnie jak Germain i wsp. [24] rowniez i ta grupa badaczy pobrata do badan
komorki bardziej pierwotne anizeli te, ktoére obecne sag w watrobie ptodowej w
15.-17. dniu, kiedy rozwijajg sie struktury przewodoéw zotciowych. Po 2. miesigcach
od momentu transplantacji, u szczura biorcy zaobserwowano obecno$é hepatocytéw
i wykazano rozwdj struktur podobnych do przewodow zétciowych. Wyniki badan
Shijori i wsp. [53] potwierdzity obecno$¢ w watrobie ptodowej szczura bipoten-
cjalnych komérek rodzicielskich. Jednocze$nie autorzy zwracajg uwage, ze cechy
tych komoérek sg podobne do cech charakteryzujgcych komérki owalne.

W toku kolejnych badan, przeprowadzonych przez Tee i wsp. [60], komérki
obecne pomiedzy 13. a 21. dniem rozwoju watroby szczura zanalizowano metoda
immunocytochemiczng, wykorzystujac do badan nastepujace biatka markerowe: for-
me tozyskowg transferazy glutationowej (PGST) oraz forme ptodowg kinazy piro-
gronianowej (Ms-PK) - jako markery niedojrzatych hepatocytow watroby
embrionalnej, forme a (alfa) kinazy pirogronianowej (L-PK) i forme a (alfa) trans-
ferazy glutationowej (LGST) - jako markery hepatocytéw dojrzatych, natomiast
CK19 - jako marker komérek kanalikow zotciowych [60]. Ponadto w komérkach
zbadano ekspresje albuminy (ALB) [63].

Wykazano, ze w 13. dniu rozwoju embrionu szczura komérki hepatoblastu cechuje
obecno$¢ PGST, M2-PK oraz ALB, przy braku pozostatych markeréw. Tian i wsp.
[63] okreslili te komérki jako oval-shaped cells. Jednoczesnie wykazano, ze liczba
tych komorek w trakcie rozwoju watroby drastycznie maleje. W dojrzatym narzadzie
pozostajg jedynie nieliczne. Zdaniem autoréw te komérki sg potomstwem komaérek
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macierzystych watroby. W 15. dniu rozwoju, w komérkach watroby pojawia sie
kolejny marker - forma L-PK, a pomiedzy 16. a 19. dniem - LGST. W 19. dniu
rozwoju embrionu szczura, komorki watroby charakteryzuje zatem obecnosé: PGST,
M:-PK, ALB, L-PK i LGST. Jedynie dwa ostatnie markery wystepuja w zroz-
nicowanych hepatocytach watroby zwierzat dorostych. Brak ekspresji CK19 w tych
komorkach moze potwierdzaé hepatocytamy kierunek ich rozwoju. Z kolei komorki
pierwotnych kanalikow zéiciowych, ktére w prawidtowej watrobie szczura widoczne
sq od 18. dnia rozwoju, cechuje obecno$¢: PGST, ALB i M:-PK, a od 19. dnia
- ekspresja CK19. Jednoczesnie ekspresja pozostatych markeréw w tych komoérkach
stopniowo zanika tak, ze w 19. dniu ujawniana jest sporadycznie, na bardzo niskim
poziomie. Niktg ekspresje albuminy obserwowano jednak w tych komdrkach do
7. dnia po urodzeniu szczura [63]. Wydaje sie, ze proces dwukierunkowego réz-
nicowania réwniez w tym eksperymencie zaobserwowano okoto 15. dnia rozwoju
embrionu.

Poszukiwania bipotencjalnych komoérek rodzicielskich w watrobie zwierzat, w
celu ich analizy i poznania specyficznych antygenow, prowadzone sg robwniez me-
todami in vitro [55]. Wykazano, ze jednym z rodzajow komorek, otrzymanych
w efekcie hodowli epiblastow $wini, sa komdrki oznaczone symbolem PICM-19.
Obecnie sadzi sie, ze z epiblastu wywodzg sie wszystkie trzy listki zarodkowe
[7]. Talbot i wsp. [55] uwazajg, ze komdrki PICM-19 sg ekwiwalentem embrio-
nalnych, bipotencjalnych komorek watroby. Przypominaja one zarodkowe komorki
watroby Swini z hodowli pierwotnej, poniewaz ujawniono w nich mRNA dla ALB
oraz wykazano sekrecje biatka do srodowiska hodowli.Generalnie, komérki PIMC-19
cechuje: duze, owalne jadro komérkowe, liczne owalne lub mocno wydtuzone mi-
tochondria, dobrze rozwinigeta siateczka srédplazmatyczna zaréwno szorstka, jak
i gtadka, aparat Golgiego, a ponadto obecno$¢ w ich wnetrzu wakuoli lipidowych
i ziaren glikogenu.

Dalsza analiza komérek PICM-19 ujawnita w $rodowisku hodowli obecno$é
trzech subpopulacji komorek. Do subpopulacji pierwszej zaliczono komorki sto-
sunkowo duze, stabo zorganizowane, przypominajgce hepatocyty. O hepatocytamym
charakterze niektorych komérek PIMC-19 $wiadczy zardwno mozliwo$¢ indukcji
cytochromu P-450 oraz ujawniana aktywnos¢ tego enzymu, jak i zdolno$¢ do trans-
portu fluoresceiny do Swiatta formowanych kanalikdw zdtciowych. Do subpopulacji
drugiej zaliczono komorki mniejsze, przypominajace wygladem komarki przewodow
zo0tciowych, gdyz zorganizowane sg one w struktury przewodowe. Ponadto wysoka
aktywnos$¢ GGT, ponad 19 razy wyzsza niz w hepatocytach $wini, sugeruje réwniez
cholangiocytarny typ komérek nalezacych do drugiej grupy. Do trzeciej grupy za-
liczono komorki wyrézniane jedynie na podstawie wyraznie zarysowanego aparatu
Golgiego, o innych niejednoznacznych cechach. Sadzi sie, ze ostatni typ komoérek
przypomina komorki sekrecyjne, odnajdywane w zewngtrzwatrobowych przewodach
z6kciowych.
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Zdaniem autoréw, o bipotencjalnosci komoérek PICM-19 $wiadczy fakt, ze sg
one zdolne do formowania - w warunkach hodowli - zaréwno jednowarstwowych
struktur, przypominajacych beleczki watrobowe, jak i struktur wielowarstwowych,
przypominajacych przewody zétciowe. Utrzymywane w hodowli przez ponad 2.
lata nie tracg cechy bipotencjalnosci i nadal ujawniaja sekrecje biatek watrobo-
wo-specyficznych [55].

VI. KOMORKI BIPOTENCJALNE W WATROBIE
ZARODKOWEJ | PLODOWEJ CZLOWIEKA

Wyniki badahn preparatow watroby ludzkiej, przeprowadzone technikg immu-
nocytochemiczng, sugerujag obecno$¢ w watrobie zarodka i ptodu ludzkiego bi-
potencjalnych komorek, ktoére wykazujg cechy komorek nalezacych do dwdéch
réznych szeregbéw rozwojowych [26].

Haruna i wsp. [26] zbadali komérki watroby ludzkiej w trakcie rozwoju i wzrostu
organizmu pod katem obecno$ci na terenie cytoplazmy: wimentyny, CKM, CK19
i antygenu specyficznego dla hepatocytéw, oznaczonego symbolem HepParl. Tkanki
zanalizowano miedzy 4. a 40. tygodniem zycia ptodowego, 4. miesigcem a . . rokiem
oraz miedzy 43. a 65. rokiem zycia. Wyrazem kolejnych etapéw rozwoju komorek
watroby jest, zdaniem autoréw, stopniowe ujawnienie w komdrkach ekspresji nowych
biatek z jednoczesng utrata ekspresji biatek markerowych, obecnych juz wczesniej
w komorece.

W 4. tygodniu rozwoju embrionalnego cztowieka komérki zawigzka watroby
cechuja jedynie dwa, sposrdd czterech zbadanych markeréw, tj. CKM oraz antygen
HepParl. Rozwdj komorek watroby w okresie miedzy s. a 14. tygodniem cigzy
zZwigzany jest z pojawieniem sie populacji komoérek, w ktérych cytoplazmie ujaw-
niono dodatkowo obecno$¢ CKM. Sugeruje sie, ze ta wiasnie populacja komorek
ma cechy zaréwno hepatocytéw, tj. antygen HepParl, jak icechy dojrzatych komérek
przewodow zétciowych, tj. CKM, oraz ze nosi znamiona komérek bipotencjalnych,
gdyz w okoto 15. tygodniu cigzy nastepuje proces réznicowania tych komorek
w dwoch kierunkach, tzn. w kierunku linii hepatocytarnej i cholangiocytarnej.

Od 16. tygodnia cigzy, pierwszg z tych linii reprezentujg kolejno: komérki wy-
kazujgce obecno$¢ CKM i HepParl z jednoczesnym zanikiem ekspresji CKM,
a nastepnie komdrki wykazujace stabilng, bo siegajagca wieku dojrzatego, obecnosé
tylko jednego z badanych antygenoéw, tj. biatka HepParl, przy nieobecnosci trzech
pozostatych markerow. Drugi szereg rozwojowy reprezentujg poczatkowo komaérki,
ktére charakteryzuje CKM i CK19 oraz dodatkowo, jedynie przejsciowo - wi-
mentyna. W komorkach tych zanika antygen HepParl. Nastepna, pojawiajaca sie
w tym szeregu rozwojowym grupa komorek, ujawnia stabilng, bo siegajaca dojrzatego
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okresu zycia organizmu obecno$é CK 19, przy braku w komoérkach przewodéw
z06tciowych watroby zwierzat dorostych wszystkich pozostatych biatek markerowych
[26].

Zdaniem autorow, komorki zdolne do dwukierunkowego réznicowania oraz ujaw-
niajgce cechy zaréwno hepatocytéw, jak i cholangiocytéw, zidentyfikowane miedzy
s . a 14. tygodniem cigzy w watrobie ptodowej cztowieka sg odpowiednikiem bi-
potencjalnych komorek wykrytych u zwierzat, np. u szczura [26].

Szczegoblnie interesujgca wydaje sie obecno$é, w pierwotnych komdrkach na-
btonkowych watroby markera komdérek mezenchymatycznych - wimentyny, zwia-
szcza ze biatko to ujawniono réwniez w komorkach trzustki embrionu szczura.
PrzejSciowa ekspresje wimentyny wiaze sie z aktywno$cig morfogenetyczna pier-
wotnych komorek [10]. Wykazano takze, ze komorki watroby ptodowej cztowieka
cechuje ekspresja markerow specyficznych dla krwiotwérczych komérek macie-
rzystych [9, 21].

VII. PIERWOTNE, NIEZROZNICOWANE KOMORKI W
WATROBIE OSOBNIKOW DOROSLYCH

Przypuszcza sie, ze liczba pierwotnych, niezréznicowanych komérek z okresu
zarodkowego, tj. zaréwno komdrek macierzystych i by¢ moze takze bipotencjalnych,
W rozwoju organizmu stopniowo maleje. Germaine i wsp. [23] sugeruja, ze w
12. dniu rozwoju komorki te stanowig 70%, a w 18. dniu jedynie 20% wszystkich
komoérek watroby szczura. Marceau [30] szacuje, ze w watrobie 2- i 14-dniowych
noworodkéw szczura populacja komoérek bipotencjalnych stanowi mniej niz s %
wszystkich komorek. Rowniez Brill i wsp. [13] oceniajg, ze komorki ujawniajgce
a-fetoproteine lub albumine, obecne w watrobie noworodkéw szczura, stanowig
mniej niz 10% wszystkich komorek narzadu. Jednocze$nie od dawna przypuszczano,
ze w watrobie dorostych zwierzat i w watrobie cztowieka pozostaje niewielka li-
czebnie populacja pierwotnych, niezréznicowanych komorek okresu zarodkowego
[28, 35, 49].

Wyniki badan przeprowadzonych w 1985 roku przez Petropulosa i wsp. [43,
44] ujawnity, ze w watrobie zwierzat dojrzatych obecne sg komdrki o cechach
charakteryzujacych komarki watroby ptodowej. W toku analizy poréwnawczej RNA,
uzyskanego z komorek . o -dniowych embrionow szczura i z komérek watroby zwie-
rzat dorostych, wykazano miedzy nimi znaczne réznice. Wyrazaja sie one, z jednej
strony, nieobecnoscig w komadrkach embrionu takich RNA, ktdre obecne sg z kolei
w komoarkach zwierzat dorostych (okoto ::%), a z drugiej strony, obecnoscig w
komoérkach embrionu pewnych RNA, ktore nieobecne sg w komorkach zrdzni-
cowanych. Fragmenty RNA, nieobecne w komdérkach 20-dniowego zarodka, a obecne
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w komoérkach zwierzat dorostych zwigzane sg, zdaniem autor6w, z odmiennym
fenotypem ifunkcjg komaorek zréznicowanych [43]. W dalszych badaniach wykazano,
ze fragmenty o dtugosci 2,3 kp zasad, ktére ujawniono w komoérkach ptodowych,
odpowiadajg przede wszystkim mRNA AFP [44]. Ponadto wykazano, ze omawiany
MmRNA, charakterystyczny dla komérek watroby 20-dniowych embrionéw szczura,
obecny jest jednak w watrobie zwierzat dorostych w minimalnej ilosci, jedynie
we frakcji niezidentyfikowanych komorek nieparenchymalnych. W zr6znicowanych
hepatocytach nie wykazano obecnos$ci tych fragmentéw mRNA. Sugerowano, ze
komorki, w ktérych ujawniono obecno$¢ mRNA AFP, stanowia, by¢ moze, populacje
pierwotnych komérek hepatoblastu, obecng takze w watrobie zwierzat dojrzatych.
Nie zlokalizowano jednak woéwczas w zraziku watrobowym potozenia komoérek
ujawniajacych markery okresu ptodowego [44].

W kolejnych pracach Alpini i wsp. [4] wykazali, ze w watrobie prawidtowej
dorostych szczurdw istnieje niewielka liczebnie grupa matych, bo znacznie mniej-
szych od hepatocytow, komorek nieparenchymalnych, ktdrych szczegdlng cechg
byto duze jadro komérkowe o owalnym ksztatcie. Komorki te przypominaty komorki
watroby ptodowej, gdyz ujawniono w nich zaréwno obecno$¢ mRNA dla AFP,
jak imRNA dla ALB.Zlokalizowane byty wytacznie w strefie okotowrotnej. Rowniez
Sirica i wsp. [54] ujawnili w dojrzatej prawidtowej watrobie szczura obecno$¢
matych komorek, sporadycznie wykazujgcych mRNA dla AFP, zlokalizowanych
wylgcznie w sgsiedztwie kanalikow zotcionosnych.

Komoérek macierzystych poszukiwano w réznych subpopulacjach komorek na-
btonkowych watroby. Wielu autoréw sadzi, ze komorki rodzicielskie hepatocytéw
i cholangiocytéw sg spokrewnione z komorkami przewoddéw zétciowych i znajdujg
sie w watrobie zwierzat dorostych w poblizu kanalikéw zétcionosnych (kanaliki
Heringa) [, 72].

Zajicek i wsp. [72] uwazaja, ze na komaérki nabtonkowe przewoddw zo6tciowych
watroby szczura sktadajg sie dwie r6zne pod wzgledem funkcjonalnym grupy ko-
morek. Pierwszg - zlokalizowang w odlegto$ci okoto 200 |im w obszarze wokot
zyty wrotnej - stanowig komorki, okreslone w pracy jako komorki rodzicielskie,
zdolne do proliferacji w odpowiedzi na r6zne bodzce; druga - zlokalizowang w
trzeciej strefie zrazika - stanowig komorki o charakterze funkcjonalnym, o niskim
potencjale proliferacyjnym, tj. zréznicowane hepatocyty.

Wykazano, ze w odpowiedzi na bromobenzen - czynnik, ktéry wywotuje rozlegta
martwice jedynie hepatocytéw ito zlokalizowanych gtéwnie w trzeciej strefie zrazika,
a ktéry nie uszkadza komérek nabtonkowych przewoddw zétciowych, wzrost pro-
liferacji dotyczy wytacznie komorek zlokalizowanych w strefie, gdzie obecne sg
komorki rodzicielskie. Wzrost ten koreluje ze wzrostem proliferacji komoérek na-
btonkowych przewoddéw zotciowych. Jednoczesnie zwrdocono uwage na fakt, ze
w sytuacji odwrotnej, tj. gdy uszkodzeniu ulegajg jedynie komorki nabtonkowe
przewoddw zbétciowych, a hepatocyty pozostaja niezniszczone, do regeneracji utra-
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conych komoérek mobilizowana jest ta sama grupa komoérek rodzicielskich. Swiadczy
to, zdaniem autoréw, o obecnosci w watrobie dorostych szczuréw komérek bi-
potencjalnych, ktére spokrewnione sg zkomdrkami przewodoéw zétciowych. Komorki
bipotencjalne zlokalizowano w strefie okotowrotnej zrazika [72]. Wyniki licznych
prac potwierdzajg te przypuszczenia [1, 2, 3, 42].

Nalezy jednocze$nie nadmieni¢, ze mechanizm regeneracji komdrek trzeciej
strefy zrazika, polegajacy, zdaniem autoréw, na przeptywie nowo formowanych,
niedojrzatych komorek ze strefy, gdzie znajdujg sie¢ komorki rodzicielskie, do strefy
funkcjonalnej zrazika, budzi spore kontrowersje [11].

Podobnie Brill i wsp. [12, 13] uwazaja, ze w gronku watrobowym watroby
dorostego szczura, w regionie triady watrobowej, obecne sg komdrki o cechach
bardzo pierwotnych, ktdre jednocze$nie charakteryzuje duzy potencjat proliferacyjny.
Komoérki te okreslono terminem small cells with oval-shaped nuclei. Procesy ich
podziatu na komérki potomne rozpoczynaja sie w strefie okotowrotnej zrazika wa-
trobowego, natomiast procesy réznicowania i dojrzewania komorek odbywajg sie
w regionie zyly Srodkowej. Pierwotne komorki watroby dojrzatej sg zdaniem Brilla
i wsp. [13] podobne do komdrek hepatoblastu. Scharakteryzowano je jako jed-
nojadrowe, diploidalne, z duzg iloscig lizosoméw, o wyraznie zaznaczonej auto-
fluorescencji. Ponadto cechuje je ekspresja AFP i ALB [13].

Wyniki ostatnich badan réwniez wskazuja na obecno$¢ w watrobie osobnikow
dorostych komorek watroby embrionalnej. Poczatkowo Tee i wsp. [60] zasygnali-
zowali jedynie, ze w prawidtowej watrobie dorostych szczuréw, w otoczeniu prze-
woddw zotciowych, obecne sg nieliczne komorki ksztattem przypominajace komorki
watroby ptodowej, ktére wykazujg zdolnosé do inkorporacji radioaktywnej tymidyny.
Wyniki kolejnych badan, przeprowadzonych przez Tian i wsp. [63], potwierdzity,
ze w watrobie 5-8-tygodniowych szczurow, w strefie okotowrotnej zrazika, znajdujg
sie nieliczne komorki, podobne do komérek hepatoblastu 13-dniowego embrionu.
Komoérki te okreslono terminem ,,komérki o owalnym ksztatcie” (ang. oval shaped
cells) dla podkreslenia faktu, ze zidentyfikowano je w watrobie prawidtowej, i
w celu odréznienia ich od komoérek owalnych proliferujagcych w watrobie zwierzat
podczas hepatokarcynogenezy eksperymentalnej. Cechuje je ekspresja albuminy oraz
formy ptodowej kinazy pirogronianowej (M2-PK). W zréznicowanych hepatocytach
enzym ten wystepuje w formie alfa (L-PK) [63].

Badania komoérek bipotencjalnych w watrobie dojrzatej prowadzono réwniez
w warunkach in vitro.

Komorek macierzystych poszukiwano w populacji, tzw. ,,matych hepatocytow”.
Terminem tym okreslono mate, jednojgdrowe, diploidalne komorki, ktére pojawiaty
sie w warunkach in vitro, w czasie hodowli zr6znicowanych, gtéwnie dwujadrowych
hepatocytéw szczura. Poczatkowo przypuszczano, ze wiasnie one sg komérkami
macierzystymi, gdyz zaobserwowano, ze tylko te komorki szybko proliferujg i for-
muja kolonie otoczone przez dwujadrowe [33]. W kolejnych badaniach wykazano,
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ze cho¢ mate komorki ujawniajg wysoki potencjat proliferacyjny, to jednak zaréwno
morfologicznie, immunofenotypowo, jak i funkcjonalnie przypominajg hepatocyty
[35]. Komorki te nie sg w petni zr6znicowanymi hepatocytami i dlatego nazwano
je committed progenitor cells [36]. Liczne badania, ktoére przeprowadzili Mitaka
i wsp. [34-37], potwierdzity przypuszczenia o zrdznicowaniu hepatocytéw pod
wzgledem zdolnosci tych komorek do przejscia podziatéw komérkowych. Nie przy-
czynity sie one do odnalezienia w populacji hepatocytdw komérek macierzystych
watroby.

Pomimo ze ,mate hepatocyty” cechuje wysoki potencjat proliferacyjny, jednak
bardzo trudno utrzymac te ceche przez dtuzszy czas w warunkach in vitro . Dopiero
niedawno Tateno i wsp. [56] opracowali nowg metode dtugoterminowej hodowli
hepatocytéw, ktdére utrzymywane w warunkach in vitro wykazuja zdolno$¢ do po-
dziatbw komorkowych przez caly czas trwania hodowli. Nowo opracowana metoda
pozwolita na zbadanie parenchymalnych komdrek watroby pod katem obecnosci
w tej grupie bipotencjalnych komérek rodzicielskich [57]. Komérki zbadano miedzy
4. a 56. tygodniem zycia szczurow. Wyizolowang - w kolejnych tygodniach zycia
zwierzat - pule komorek hepatocytarnych rozdzielano na dwie frakcje rdznigce
sie wielkos$cig komérek. Pierwszg frakcje, zawierajgcg komorki najwieksze, tj. w
zakresie 500-1250 fl.m2, okreslano jako komorki parenchymalne watroby, druga
frakcje, zawierajgcg komorki o rozmiarach w zakresie 180-750 pm (okoto 55%
powierzchni komorek frakcji pierwszej), okreslano jako frakcje tzw. ,,matych he-
patocytdw” (ang. smali hepatocytes). Komorki drugiej frakcji cechowata obecnosé
biatek markerowych hepatocytéw; np. albuminy, transferyny, CK8 i CK18. Nie
stwierdzono w tej frakcji komorek ujawniajgcych antygeny, jakie charakteryzuja
komorki nabtonkowe przewodow z6tciowych. Komdrki te nie prezentowaty rowniez
CK 14, ktdra charakteryzuje komorki nabtonkowe watroby ptodowe;.

Dalszej analizie poddano frakcje, ktéra, zdaniem autoréw, stanowity wytacznie
»mate hepatocyty”. Komorki te utrzymywano w odpowiednio dobranych warunkach
Srodowiska tak, aby w warunkach in vitro mogty przechodzi¢ wiecej anizeli kilka
podziatdw komoérkowych i aby w efekcie mogly uformowac kolonie. Wykazano,
ze zar6wno zwierzeta Kilku- (8-9), kilkunasto- (11—14), jak i kilkudziesieciotygo-
dniowe (22, 52 i 56) zawierajg we frakcji ,matych hepatocytdw” komorki o wy-
jatkowo wysokim potencjale proliferacyjnym. Komorki te nie ginety w srodowisku
hodowli i przechodzity wiele rund podziatowych. Cho¢ analizowang frakcje ,,matych
hepatocytow” stanowig zaréwno komérki mono-, jak i dwujadrowe, to jednak na
populacje o najwiekszym potencjale proliferacyjnym sktadajg sie wytgcznie komorki
jednojadrowe.

Od 7. dnia, w hodowli pojawiajg sie komaorki prezentujgce nowe cechy, ktérych
nie obserwowano wczesniej. Komarki ujawniajg - nieobecng do tej pory - CK19,
a od 10. dnia - CK7. Autorzy zwracajg uwage na fakt, ze ekspresja cytokeratyn
w omawianych komérkach jest identyczna z sekwencjg ekspresji cytokeratyn w
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watrobie embrionalnej szczura. Jednoczesnie od 10. dnia, w hodowli pojawiaja
sie komorki, w ktérych zanika ekspresja typowego dla hepatocytédw markera, tj.
albuminy, a w ktoérych zaczyna dominowa¢ ekspresja markeréw specyficznych dla
komérek nabtonkowych przewodow zétciowych. Zdaniem autoréw, sugeruje to obe-
cnos¢ w populacji ,,matych hepatocytdw” bipotencjalnych komérek rodzicielskich.
Szacunkowo stanowig one okoto 1% wszystkich komérek hodowli, natomiast w
catej puli hepatocytdw, wyizolowanych z perfundowanej roztworem kolagenazy
watroby 10-dniowych szczuréw, ilos¢ komdrek o cechach odpowiadajgcych bi-
potencjalnym komérkom rodzicielskim wynosi okoto 0,002%. Ponadto, niezwykle
interesujacy wydaje sie fakt pojawienia sie w 10. dniu wzrostu hodowli komadrek
ujawniajagcych ekspresje nieobecnego wczes$niej markera, tj. AFP. By¢ moze, po-
jawienie sie AFP wskazuje na przejscie niewielkiej grupy komdrek w forme przy-
pominajgcg stadium blastyczne (blast-like) [57].

Wydaje sie, ze w populacji hepatocytow istnieje subpopulacja komorek o wy-
sokim potencjale proliferacyjnym. Nalezy jednoczesnie zaznaczy¢, ze zdaniem Sella
[50] sprawg dyskusyjng jest to, czy komorki te moga przechodzi¢ proces trans-
dyferencjacji, tj.odréznicowania do form bardziej pierwotnych, o fenotypie blast-like.
Takze Overtuf[41] wykazat, ze wysoki potencjat proliferacyjny cechuje subpopulacje
hepatocytéw myszy. Sugeruje on jednak, ze w obrebie tej grupy komarek nie mozna
poszukiwac ani komdrek bipotencjalnych, ani tym bardziej komdrek macierzystych.

Wydaje sie, ze odpowiednikiem bipotencjalnych komoérek watroby prawidiowej
sq mate, diploidalne komaérki oznaczone symbolem WB-F344, ktére wyizolowano
z watroby miodych, dojrzatych szczuréw Fischer 344. Komorki te wykazujg cechy
komorek owalnych, co sugeruje, ze nie stanowig one subpopulacji hepatocytow
[25, 64]. Utrzymywane w warunkach hodowli wykazujg zdolno$¢ do proliferacji
[64]. Komorki WB-F344, transformowane in vitro za pomocg /V-metylo-/V-nitro-
/V-nitrozoguanidyny (linia oznaczona WB-5-11), a nastepnie wszczepione podskérnie
lub dootrzewnowo myszom rozwijajg u biorcy guzy klasyfikowane jako pierwotne
nowotwory watroby, tj. watrobiak ptodowy, rak i gruczolakorak watrobowokomaér-
kowy [65, 66]. Wykazano takze, ze komorki WB-F344 przetransplantowane do
watroby réznicuja sie w kierunku hepatocytéw i integruja z komérkami otaczajacej
je parenchymy [14]. Zdaniem autoréw wskazuje to na znaczacg role czynnikow
matriks zewnatrzkomérkowej w procesie réznicowania. By¢ moze z tego wzgledu
w tym eksperymencie nie zaobserwowano procesu réznicowania komoérek WB-F344
w kierunku cholangiocytéw. W toku kolejnych badan wykazano, ze komorki
WB-F344 hodowane w medium o odpowiednio dobranym skiadzie, pod wptywem
maslanu sodu, wykazujg ekspresje amiotransferazy tyrozynowej, markera zrozni-
cowanych hepatocytéw [15]. Wyniki badah wskazujg na duzg plastycznosc¢ tej grupy
komorek, co potwierdza ich pierwotny charakter. Dlatego tez okre$la sie je jako
stemlike cells [14].
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Wyniki wielu prac wskazujg na to, ze réwniez w watrobie prawidtowej ludzi
dorostych znajduja sie nieliczne komorki o cechach zblizonych do cech komoérek
rodzicielskich. Haruna i wsp. [26] wykazali, ze w watrobie, pochodzacej od oséb
w wieku od 45. do 65 lat, obecne sg mate, komaérki nabtonkowe o owalnym ksztatcie.
Komorki te, zlokalizowane wytgcznie w strefie okotowrotnej, charakteryzuje eks-
presja CK 19, ajednoczesnie brak CK 14 i wimentyny. Autorzy zachowuja jednak
ostrozno$¢ w nazwaniu tych komdrek rodzicielskimi, wskazujagc na konieczno$é
przeprowadzenia dalszych badan. Jednocze$nie wysuwajg sugestie, ze komorki te
moga stanowi¢ komérki kanalikdw zotciono$nych badZz pozostatosé komérek tzw.
blaszki przewodowej (ductal plate) [26]. Terminem tym okresla sie komérki, ktore
w watrobie 14-tygodniowego ptodu cztowieka pojawiajg sie w zatoce watrobowej
i proliferujg tworzac warstwe ulokowang w regionie zyty wrotnej. W 14. tygodniu
komorki te cechujg: CK8 CK18 i CK19, a od 20 tygodnia CK7. Wydaje sie, ze
struktura ta koresponduje z warstwg laminin otaczajgcg przewody zo6iciowe w doj-
rzatej watrobie [20]. Jak wykazano, niektére komorki blaszki przewodowej watroby
ptodowej majg markery krwiotwdrczych komorek macierzystych [Blakolmer 1995].

Komorki o cechach zblizonych do cech komérek pierwotnych ujawniono takze
w chorobowo zmienionej watrobie cztowieka [16, 29, 45-48].

Jednoczesnie wykazano, ze pierwotne, nabtonkowe komarki watroby cztowieka
stanowig heterogenng populacje, na ktdra sktadajg sie zar6wno komorki rodzicielskie,
jak iich komorki potomne. Wydaje sig, ze komdrki potomne sg bardziej zr6znicowane
i majg cechy posrednie miedzy komorkami rodzicielskimi a hepatocytami lub cho-
langiocytami [45].

Rowniez obecno$¢ komérek trzustki w watrobie prawidtowej cztowieka mozna
wyttumaczy¢ istnieniem wielopotencjalnych komérek macierzystych [22]. Terada
i wsp. [61] wykazali, ze w watrobie cztowieka, zaréwno prawidtowej jak i chorobowo
zmienionej, pochodzacej od oséb w wieku od 1 miesigca do 84 lat, az w 41 przy-
padkach na 1000 obecne sa komorki czesci egzokrynnej trzustki. Komorki prze-
wodowe, pecherzykowe i komorki przypominajagce komorki $rédpecherzykowe
wystepujg w formie skupisk o $rednicy 250-900 pm. Skupiska te znajdujg sie
gtéwnie w poblizu wewnatrzwatrobowych przewodoéw zotciowych i przeplatajg sie
z komdrkami gruczotéw okotozotciowych (ang. intrahepatic peribiliary glands).
W toku dalszych badan ujawniono, ze gruczoty okotozotciowe powstajg z pier-
wotnych komdrek hepatoblastu, zlokalizowanych w obszarze okotowrotnym [62].
Wydaje sie, ze komorki trzustki ujawnione w watrobie prawidtowej cztowieka row-
niez moga wywodzi¢ sie z komorek hepatoblastu. Jest to jednak tylko posredni
dowdd na istnienie wielopotencjalnych komérek macierzystych watroby [22].



KOMORKI MACIERZYSTE WATROBY I TRZUSTKI...CZESC | 153

VIII. UWAGI KONCOWE

W watrobie dorostych zwierzat i w watrobie cztowieka, w strefie okotowrotnej
zrazika wykazano obecno$¢ pierwotnych, niezréznicowanych komorek wielo lub/i
bipotencjalnych, o cechach morfologicznych i immunofenotypowych zblizonych
do cech komérek, jakie ujawniono w watrobie ptodowej. Wyniki licznych prac
wskazujg, ze komorki te sg odpowiednikiem komdérek macierzystych watroby. Wy-
daje sie, ze sg zwigzane z najmniejszymi strukturami przewodow zétciowych. Jednak
na podstawie badan watroby prawidtowej, trudno jest precyzyjnie wskazac ich lo-
kalizacje, gdyz trudno powiedzie¢, ktére z pierwotnych komérek watroby osobnikéw
dorostych sg ,prawdziwymi” komdrkami macierzystymi (ang. true stem cells), a
ktére stanowia ich potomstwo [2].
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STEM CELLS IN LIVER AND PANCREAS OF ANIMALS
AND HUMANS. PART Il
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Streszczenie: Wyniki badan wskazuja, ze zaréwno w watrobie, jak i w trzustce dorostych zwierzat
znajdujg sie podobne komdrki, o charakterze wielopotencjalnym i/lub bipotencjalnym, przypominajace
komoérki watroby embrionalnej. Sadzi sie, ze komoérki te, nazwane komérkami owalnymi, sg potom-
stwem komoérek macierzystych. Komérki owalne odgrywaja role nie tylko w rozwoju watroby i trzustki,
ale takze w procesach regeneracyjnych i stanach nowotworowych obu narzadéw. Multipotencjalny
charakter komérek owalnych zidentyfikowanych w trzustce, atakze ich rola w histiogenezie gruczolako-
raka przewodéw trzustkowych potwierdzajg sugerowane pokrewienistwo tych komoérek z komérkami
macierzystymi.

Stowa kluczowe: komérki macierzyste watroby, rozwdj watroby, komérki owalne w watrobie, komorki
owalne w trzustce, rak.

Summary: Research results indicate that in the liver and pancreas of both animals and human there are
similar multipotential and/or bipotential cells, which resemble liver embryonal cells. These findings
suggest, that these cells, called oval cells, represent a progeny of the hepatic stem cell compartment. Oval
cells play role not only in embryogenesis and fetal development but also in regenerating processes of
liver and pancreas. These cells contribute also to the neoplastic transformation of both organs. Multipo-
tency of oval cells of pancreas as well their role in histiogenesis of ductal type adenocarcinomas confirm
closely relationship of this cells to stem cells.

Key words: liver stem cells, liver development, oval cells in liver, oval cells in pancreas, cancer.

I. KONCEPCJA KOMOREK MACIERZYSTYCH WATROBY

Od dawna przypuszczano, ze w watrobie prawidtowej dorostych zwierzat obecne
sg pierwotne, niezréznicowane komorki, ktére okreslano terminem: komérki ma-
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cierzyste (ang. stem cells). Poczatkowo wskazywaty na to jedynie wyniki badan
watroby patologicznej. Pierwsze sugestie natemat obecnosci komdrek macierzystych
w watrobie poczynit w 1937 roku Kinosita, a nastepnie w 1952 roku Price i wsp.
[cyt. wg poz. 39] na podstawie wynikéw badan hepatokarcynogenezy ekspery-
mentalnej. W 1957 roku Popper i wsp. [cyt. wg poz. 60] zaobserwowali, ze w
efekcie 3-4-tygodniowej podazy karcynogenu, powodujgcego uszkodzenie miazszu
watroby, nastepuje wzmozona proliferacja komérek zlokalizowanych w poblizu
kanalikéw Heringa. Juz wowczas uwazano, ze w watrobie badanych zwierzat znajduja
sie niezidentyfikowane komorki, ktore w przypadku uszkodzenia hepatocytéw umo-
zliwiajg odbudowe zniszczonego narzadu, gdyz zachowujg zdolno$¢ do wzmozonej
proliferacji, atakze do réznicowania zardwno w kierunku hepatocytdw, jak i komérek
nabtonkowych przewodéw zotciowych (BDEs, ang. bile duct epithelial cells) -
cholangiocytéw [cyt. wg poz. 60]. W 1958 roku Wilson i Leduc [cyt. wg poz.
34, 71] réwniez sugerowali obecno$¢ w watrobie dorostych myszy subpopulacji
komorek niezréznicowanych, obardzo pierwotnych cechach, ajednoczeénie zdolnych
do dwukierunkowego réznicowania w przypadku uszkodzenia narzgdu karcynogenng
dietg (ang. indifferent cholangiole cells). Twierdzili oni, ze komorki takie zlokali-
zowane sg w tzw. cholangiolach. Do niedawna, terminem tym okreslano kanaliki
z0tciowe taczace i przypuszczano, ze taczg one kanaliki zdtcionos$ne (kanaliki He-
ringa) z przewodzikami miedzyzrazikowymi stanowiac tzw. posredniag droge prze-
ptywu zélci. Obecnie przyjmuje sie, ze cholangiole sg identyczne z kanalikami
Heringa [40].

W latach 60. [cyt. wg poz. 24] na podstawie wynikéw badar hepatokarcynogenezy
indukowanej zwigzkami azowymi, wysunieto hipoteze, ze zdolno$¢ do dwukie-
runkowego roznicowania cechuje takze inne komorki watroby, tzw. komorki owalne
(ang. oval cells), ktdre wykryto znacznie wczesniej [25]. Jednoczes$nie zaobser-
wowano, ze komadrki owalne, proliferujgce w strefie okotowrotnej zrazika, wnikajg
w gtgb parenchymy, przemieszczajg sie w strone strefy centralnej zrazika i formujg
struktury rzekomo-kanalikowe, przypominajace przewodziki zo6tcionosne. Wyka-
zano, ze $ciany tych przewodéw majg charakter hybrydowy, gdyz zbudowane sa
nie tylko z komdrek owalnych, ale takze z innych rodzajow komorek przypomi-
najacych niedojrzate cholangiocyty badz hepatocyty. Wyniki badan sugerowaly za-
tem bipotencjalny charakter komérek owalnych.

Poczatkowo gtéwnym modelem badawczym proliferujacych komérek owalnych
hepatokarcynogenezy eksperymentalnej zaproponowany przez Solta i Farbera [65].
Podstawowe zatozenie tego modelu sprowadzato sie do stwierdzenia, ze w proces
hepatokarcynogenezy zaangazowane moga by¢ tylko nieliczne, zainicjowane he-
patocyty, tj. te, ktére nabyty ceche opornosci na czynniki karcynogenne (inicjatorem
byta MN-dietyloW-nitrozo-amina, DENA). W warunkach eksperymentu Solta-Far-
bera, gdy proliferacje prawidtowych hepatocytéw zahamowano toksyczng dawka
/V-acetylo-2-aminofluorenu (2-AAF), jedynymi proliferujagcymi komérkami powinny
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by¢ hepatocyty zainicjowane. Prawidtowe hepatocyty, cho¢ stymulowane do pro-
liferacji zabiegiem czeSciowej hepatektomii (PH, ang. partial hepatectomy) nie po-
winny przechodzi¢ podziatow komdrkowych. Wynik eksperymentu byt jednak
zaskakujacy. Pierwszymi, proliferujgcymi komdrkami byty komorki owalne i ko-
morki Ito [65, 66].

Z czasem do badan wprowadzono liczne modyfikacje modelu Solta-Farbera,
okreslane w literaturze symbolem 2-AAF/PH, ktdre polegaty na ominieciu etapu
inicjacji i/lub stosowaniu réznych dawek 2-AAF. W watrobie zwierzat poddanych
tej procedurze pierwsze zmiany komdrkowe byly podobne jak w przypadku za-
stosowania oryginalnej metody [2, 4, 20, 21, 27].

W toku kolejnych badan wykazano, ze proliferacja komorek, takze okreslanych
terminem komérki owalne, nastepuje w przypadku uszkodzenia migzszu watroby
nie tylko hepatokarcynogenami, ale takze r6znymi innymi czynnikami chemicznymi,
ktére hamujg lub op6Zniaja podziaty komérkowe zr6znicowanych hepatocytéw [36,
66]. Dlatego tez sgdzono, ze zjawisko proliferacji komorek owalnych moze stanowic
alternatywng - wobec proliferacji typowej - forme regeneracji narzadu, przebiegajacg
z zaangazowaniem komdrek macierzystych lub komérek blisko z nimi spokrew-
nionych, za ktére uznawano komarki owalne.

Wyniki nastepnych badan wskazywaty, ze podczas hepatokarcynogenezy ekspe-
rymentalnej w watrobie szczura obecne sg takze inne intensywnie proliferujace,
mate komorki, ktore od komorek owalnych réznig sie jedynie nieznacznie obecnoscia
cech charakteryzujgcych hepatocyty [67]. Te komorki nazwano komérkami przej-
Sciowymi przewodow (ang. transitional duct cells), bowiem miaty cechy posrednie
miedzy hepatocytami a cholangiocytami. Sugerowano, ze komorki te zlokalizowane
sa w kanalikach witosowatych zoétciowych [67].

W toku dalszych badan wykazano, ze podczas hepatokarcynogenezy indukowanej
za pomocg diety pozbawionej choliny, a zawierajacej 2-AAF, pierwszymi, inten-
sywnie proliferujagcymi komoérkami sg jeszcze inne komorki, tzw. okotoprzewodzi-
kowe (ang. periductular cells), a nie - jak wcze$niej sugerowano - tzw. komorki
przejsciowe ani nie komérki kanalikowe zlokalizowane w kanalikach z6tcionosnych
(kanalikach Heringa). Komorki okotoprzewodzikowe ujawniono w tkance fgcznej,
poza $ciang kanalikdw zoétciono$nych [58]. Komérki te byly znacznie mniejsze
od komérek przejsciowych, nie tworzyly potaczen z hepatocytami, a takze nie
formowaly w otaczajgcej je parenchymie struktur kanalikowych. Sell i Salman [58]
zaproponowali, aby wiasnie te komérki uzna¢ za komorki macierzyste watroby.

Jednoczesnie wysunieto sugestie, ze komorki owalne, ktérych proliferacja w
analizowanym modelu hepatokarcynogenezy nastepowata nieco pozniej anizeli w
komérkach przejsciowych, sg komorkami potomnymi tych ostatnich badz jeszcze
innych komorek, spokrewnionych jednak z komdrkami macierzystymi. Nie wy-
kluczono zatem istnienia ogniwa posredniego miedzy komdrkami macierzystymi
a owalnymi, ktérym to ogniwem mogg by¢ komorki przejSciowe [58].
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Z kolei Lenzi [37], na podstawie badan watroby szczura podczas hepatokar-
cynogenezy indukowanej za pomoca etioniny sugerowat, ze komérki owalne wy-
wodzg sie z komorek usadowionych w najmniejszych strukturach drég zétciowych,
cho¢ nie sprecyzowat, ktére to komorki. Nie wykluczyt on jednak mozliwosci,
ze komérkami macierzystymi watroby sga komorki okotoprzewodzikowe (periduc-
tular).

W ten sposob powstawat zarys koncepcji zhierarchizowanego rozwoju watro-
bowych komorek macierzystych. Jednoczesnie pojawito sie pytanie: ktére z wy-
mienionych komorek sg ,,prawdziwymi” komdrkami (ang. true stem cells), a ktore
stanowig ich potomstwo, oraz jaka pozycje w tej hierarchii zajmujg komorki owalne?

Il. KOMORKI OWALNE WATROBY

W literaturze naukowej czesto spotykamy sie z probg utozsamiania komérek
owalnych z komoérkami macierzystymi watroby. Zaréwno problem pochodzenia,
jak i pokrewienstwa komérek owalnych z innymi komaérkami, obecnymi w watrobie,
nie jest sprawg ostatecznie wyjasniong. Jedna grupa badaczy sugeruje, ze komorki
owalne sg niezr6znicowanymi, niedojrzatymi cholangiocytami i stanowig wytgcznie
jedna z licznych subpopulacji komorek wyscietajacych swiatto kanalikow zotciowych
(BDEs, ang. bile duet epithelial cells). W Swietle tej teorii komorki owalne sg
prekursorami jedynie cholangiocytow, co eliminuje ich udziat w takich procesach,
jak powstawanie raka watrobowokomoérkowego (HCC ang. hepatocellular carci-
noma) oraz raka przewoddéw zétciowych wewnatrzwatrobowych (CC, ang. cho-
langiocarcinoma). Z kolei inna grupa badaczy uwaza, ze podobienstwo komédrek
owalnych do komérek BDE nie jest jednak na tyle wyrazne, aby klasyfikowaé
komaérki owalne jako cholangiocyty, aréznice ujawnione pomiedzy tymi komorkami
sg na tyle ewidentne, aby traktowa¢ komérki owalne raczej jako odrebng grupe.
Sugeruja oni, ze komorki owalne spokrewnione z populacjag komoérek macierzystych
sg ich komoérkami potomnymi [5,18, 60].

Wyniki badarn wskazujg na ogromne zrdznicowanie w obrebie populacji okre-
$lanej mianem ,.komérki owalne”. Wydaje sie, ze termin ten w literaturze naukowej
jest stosowany do$¢ nieprecyzyjnie i odnosi sie do wielu réznych rodzajéow spo-
krewnionych ze sobg pierwotnych komérek, ktdrych wspélng cechg jest duze jadro
komérkowe o owalnym ksztatcie. Czesto spotykamy sie tez z probg utozsamiania
komérek owalnych z komdrkami macierzystymi watroby. Dlatego tez podejmuje
sie préby ujednolicenia mianownictwa stosowanego w piSmiennictwie, a odnosza-
cego sie do problematyki komdrek macierzystych. Dabeva i wsp. [15] zaproponowali,
aby komérki owalne okres$la¢ terminem facultative epithelial progenitor cells, w
odréznieniu od embrionalnych komdrek macierzystych, tj. ang. primordal epithelial
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stem cells. Ostatnio Sell [62] zaproponowat nowy sposob uprecyzyjnienia funkcjo-
nujgcego mianownictwa. Zostanie on zaprezentowany w dalszej czeSci pracy.

Wyniki licznych prac sugeruja, ze komérki owalne wykazuja wiele cech wspolnych
z pierwotnymi komdrkami watroby embrionalnej. Wskazuje na to ekspresja
a-fetoproteiny (AFP) i albuminy (ALB) wykazana w wielu, cho¢ nie wszystkich,
proliferujgcych komorkach owalnych [17, 20, 31, 57, 63, 67]. Takze analiza po-
rdwnawcza innych biatek markerowych, ktére charakteryzujg zaréwno komorki
watroby ptodowej, jak i komérki owalne, np. OC.2, OC.3, OV-6 (CK 14 i CK 19),
Hbdl, PGST, M2-PK, a takze bipotencjalny charakter komdrek owalnych, prze-
jawiajacy sie mozliwoscig roznicowania ich w kierunku hepatocytéw i cholan-
giocytow potwierdza te teze [4, 19, 20, 24, 33, 34, 70, 72].

Wykazane wzajemne podobieristwo tych dwadch grup komérek sugeruje ich bliskie
pokrewienstwo. Dlatego tez podobienstwo komdrek owalnych do cholangiocytow,
ktére réwniez wywodza sie z komorek macierzystych (a bezposrednio, moze wiasnie
z komérek owalnych?), nie powinno zaskakiwac. Nie jest ono takze réwnoznaczne
z zaprzeczeniem teorii zakladajagcej mozliwos¢ réznicowania komérek owalnych
w kierunku hepatocytow i cholangiocytdéw i nie wyklucza mozliwo$ci powstawania
z komérek owalnych CC oraz HCC, zaréwno typu anaplastycznego czy typu dobrze
zréznicowanego

Juz dawno zwrdcono uwage, ze wzmozona proliferacja komérek owalnych na-
stepuje podczas pierwszych etapéw hepatokarcynogenezy eksperymentalnej indu-
kowanej za pomocg jedynie takich czynnikéw chemicznych, ktére hamujg lub
opdzniajg proliferacje hepatocytéw. Z powodu szczeg6lnych warunkéw srodowiska,
w ktdrych wystepuje zjawisko proliferacji komérek owalnych, wielu badaczy sadzi,
ze wiasnie te komérki odpowiadajg za odnowe uszkodzonego narzadu. Sugeruje
sig, ze komarki owalne, umiejscowione w strefie okotowrotnej zrazika, przechodzg
podziaty komérkowe, a nastepnie przemieszczajg sie w strone zyty srodkowej do
strefy centralnej i réznicuja, dajac w efekcie hepatocyty lub cholangiocyty.

Z jednej strony, mozliwos$¢ réznicowania komoérek owalnych w kierunku he-
patocytéw tlumaczy ich udziat w regeneracji narzadu uszkodzonego przez czynniki
chemiczne, z drugiej za$ angazuje je w histiogeneze pierwotnych nowotworéw
watroby [5, 26, 21-24, 59-61]. Taka histiogeneza guza moze mie¢ miejsce w przy-
padku akumulacji dostatecznej liczby mutacji w genomie komorek owalnych. O
ile sam proces proliferacji nie musi by¢ per se mutagenny, o tyle aktywna proliferacja
tych komoérek i procesy ich réznicowania na pierwszych etapach hepatokarcyno-
genezy, moga sprzyja¢ kolejnym wydarzeniom mutacyjnym. Problem ten nadal
budzi jednak spore kontrowersje [30].

Potwierdzeniem sugerowanego, bliskiego zwigzku watrobowych komérek owal-
nych z komoérkami macierzystymi moze by¢ obecnos$é tych komérek w trzustce,
organie majacym embriologicznie wsp6lne pochodzenie z watrobg. Wydaje sie,
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ze réwniez i w trzustce moga one by¢ zaangazowane w powstawanie nowotworu,
wystepujacego jednak sporadycznie [35, 48-51].

I11. ROZNORODNOSC PIERWOTNYCH KOMOREK
WATROBY W ROZNYCH STANACH
PATOLOGICZNYCH - KOMORKI OWALNE
A KOMORKI MACIERZYSTE

Wyniki prac wskazuja, ze niezr6znicowane, pierwotne komdrki pojawiajace sie
zarbwno na pierwszych etapach hepatokarcynogenezy, jak i w réznych stanach
patologicznych, cho¢ sa bardzo roznorodne, to jednak tgczy je pokrewienstwo.

Analize zmian komorkowych nastepujacych w watrobie szczura podczas hepa-
tokarcynogenezy indukowanej zgodnie z modelem Solta-Farbera przeprowadzili
Novikoff i wsp. [43]. Wyniki badan ujawnity obecno$¢ kilku rodzajéw pierwotnych
komérek, w tym nowy ich rodzaj, ktérego nie opisano wczesniej.

Zaobserwowano, ze w 2.-3. dniu po PH, w watrobie szczura obecne sg mate
komorki, o $rednicy 3-5 pm, ulokowane u podstawy komoérek nabtonkowych two-
rzacych $ciany nowo formowanych przewoddéw zétciowych - duet like. Komorki
te nie miaty potaczenia ze Swiattem przewodu zétciowego i dlatego okreslono je
terminem ,.komérki podstawowe” (ang. duet basal cells). Zidentyfikowane komorki,
zlokalizowane w regionie wokot zyty wrotnej, przechodzity podziaty komorkowe,
0 czym Swiadczy obecnos$e biatka PCNA (ang. Proliferating Celi Nuclear Antigen)
oraz fakt, ze liczne komorki utozone byly parami. Znaczna byta takze proliferacja
komorek tworzacych nowe przewody zotciowe. Wyrézniono dwa rodzaje tych ko-
morek: pierwszy, dominujacy cechowato duze owalne jadro komoérkowe z licznymi
jaderkami, drugi - znacznie wieksze jadro komorkowe. Ekspresji PCNA nie zaob-
serwowano w zréznicowanych hepatocytach, co potwierdza toksyczny wptyw 2-AAF
na te komorki.

Od wymienionych rodzajéw komérek przewoddw zoétciowych, komérki “pod-
stawowe” (basal cells) réznity sie brakiem ekspresji: CK19, antygenu O.C.2 komérek
owalnych. Zidentyfikowane komaérki zaliczono do form blast-like, gdyz cechowato
je duze, owalne jagdro komdérkowe bez jaderek, z obwodowo rozmieszczona chro-
matyna, a takze brak cech wskazujgcych na zréznicowanie tych komérek. Nie ujaw-
niono bowiem obecnosci w cytoplazmie filamentéw aktyny, a na powierzchni btony
komdrkowej mikrorzesek, a takze desmosomalnych potgczen z innymi komdrkami.

Autorzy zachowujg daleko idacg ostrozno$¢ w okresleniu pozycji, jakg moga
zajmowac¢ komorki blast-like basal cells w hierarchii niezr6znicowanych komorek,
pojawiajacych sie na pierwszych etapach hepatokarcynogenezy. Novikoff i wsp.
[43] sugerowali, ze komdrki te mogg by¢ odpowiednikiem wspomnianych juz ko-
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moarek okotoprzewodzikowych (periductular). Te zaobserwowano jednak, ich zda-
niem, na nieco wczesniejszym etapie nowotworzenia. Przypuszczano zatem, ze opi-
sane komarki moga stanowi¢ ogniwo posrednie pomiedzy komérkami macierzystymi
a komoérkami owalnymi, tj. tymi, ktére w swoich pierwszych badaniach opisat
Farber [25].

Novikoff i wsp. [43] sugerowali takze, ze komorki owalne przechodzg proces
stopniowego réznicowania, czego wyrazem jest pojawienie sie w watrobie szczura
kolejnych dwéch grup komérek: komérki pierwszej wykazujg pewne cechy cho-
langiocytéw, drugiej — hepatocytéw. Te ostatnie komorki nazwano komoérkami
przejsciowymi (ang. transitional cells). Cechuje je wieksze i bardziej okragte niz
w cholangiocytach jadro komorkowe z licznymi jaderkami; w obrebie cytoplazmy
obserwuje sie mate, sferyczne struktury o aktywnosci katalazowej, przypominajace
peroksysomy hepatocytow; na powierzchni btony komdrkowej, od strony szczytowej
(apikalnej), obecne sg mikrorzeski, cho¢ mniej liczne niz na cholangiocytach. Ko-
moérki te faczg sie z innymi komérkami za pomocg desmosoméw. Autorzy przy-
puszczajg, ze opisane komorki sg pierwsza, niedojrzalg formag hepatocytow,
pojawiajacg sie podczas hepatokarcynogenezy indukowanej zgodnie z modelem
Solta-Farbera. Podobne komérki, pojawiajace sie w watrobie szczura podczas hepa-
tokarcynogenezy indukowanej za pomocg diety pozbawionej choliny, a zawierajacej
etionine (CDE diet), zaobserwowali i opisali juz wcze$niej Novikoff i wsp. [42].

W Swietle najnowszych badan wydaje sie, ze komorki ,,podstawowe” (basal
cells), odkryte i opisane przez Novikoffa, sa najbardziej pierwotng forma komérek
zidentyfikowanych w watrobie [62]. Czy one sg komorkami macierzystymi? - po-
zostaje jednak do wyjasnienia.

Wyniki ostatnich badari rozwoju embrionalnej watroby szczura i watroby szczura
podczas hepatokarcynogenezy indukowanej za pomocg diety z niedoborem choliny
i ubogiej w etionine (CDE diet), przeprowadzone przez Tee i wsp. [70] oraz Tian
i wsp. [72], takze wskazujg, ze komdrki owalne mogg by¢ komoérkami potomnymi
komérek rodzicielskich, ktore wystepujg rowniez w watrobie zwierzat dorostych.
Wydaje sig, ze proliferujgce komorki owalne przechodzg jednocze$nie proces sto-
pniowego dojrzewania, ktory stanowi rekapitulacje rozwoju embrionalnego pto-
dowych komoérek watroby. Wyrazem tego procesu jest pojawianie sie w watrobie
badanych zwierzat kolejno réznych innych grup komorek, ktoére - podobnie jak
komarki owalne - takze przypominajg pierwotne komarki watroby embrionalne;j.
Przypuszcza sie, ze sq one potomstwem komdrek owalnych. Cechuje je bardziej
okragte niz w komorkach owalnych jadro komérkowe. Komorki te okre$lono jako
»podobne do komdrek przewodowych” (ang. duct-like cells) [68,69]. Cechy komérek
owalnych i komérek duct-like, ktore proliferujg w tym modelu hepatokarcynogenezy
poréwnano z cechami komorek watroby embrionalnej [70, 72].

Wyniki badan ujawnity, ze komorkami proliferujacymi najwczesniej i najliczniej
sq komérki owalne, zlokalizowane w strefie okotowrotnej zrazika watrobowego.
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Tee i wsp. [70] zidentyfikowali dwa rodzaje tych komorek. Pierwszy rodzaj cechuja
PGST i MO9PK - biatka obecne w pierwotnych komorkach hepatoblastu 13-dnio-
wego embrionu. Drugi rodzaj cechuje dodatkowo ekspresja markera cholangiocytéw
- CK 19. Autorzy przypuszczajg, ze obydwie grupy komérek stanowig potomstwo
bipotencjalnych komérek rodzicielskich. Jednoczes$nie wykazano, ze proliferujgce
komérki owalne formujg w watrobie szczura pecherzykowate struktury, przypomi-
najace pierwotne kanaliki zotciowe, ktére obserwowano w 18-19-dniowej watrobie
ptodowe;j.

Wyniki badan przeprowadzonych przez Tian i wsp. [72] potwierdzity, ze w
3. dniu podawania diety CDE, pierwszymi proliferujagcymi komdrkami sg komorki
owalne, ktére cechuje obecno$¢ ALB i M2-PK. Zdaniem autoréw proliferujace
komorki immunofenotypowo odpowiadajg komérkom okreslanym jako oval-shaped
cells, ktérych obecnos$¢ wykazano w hepatoblascie 13-dniowego embrionu szczura
[72].

Komarki okreslane terminem duct-like pojawiajg sie w 3. tygodniu podawania
karcynogennej diety CDE i formujg w migzszu watroby struktury przewodowe
okreslane terminem duct-like - dla odrdznienia ich od istniejacych wczesniej, pra-
widtowych przewodow zotciowych. W tej grupie wyrdzniono trzy rodzaje komorek.
Komorki te, oprécz markeréw cholangiocytow, tj. CK 19 i PGST, dodatkowo ujaw-
niajg ekspresje markeréw hepatocytamych, pojawiajgcych sie w 13. (M2PK),
15.(L-PK) i miedzy 16. a 19. dniem (L-GST) rozwoju watroby szczura. | tak komorki
pierwszego rodzaju, bedace pod wzgledem prezentowanych markeréw, odpowied-
nikiem komoérek watroby 13-dniowego embrionu, cechuje obecno$é: CK 19, PGST
i M2PK; komorki rodzaju drugiego (odpowiednik komoérek watroby 15-dniowego
embrionu) majg dodatkowo marker - L-PK, a trzeciego (odpowiednik komorek
16-19-dniowego embrionu) - jeszcze jeden marker - LGST [70]. Ponadto Tian
i wsp. [72] wykazali zréznicowanie pod wzgledem ilosci L-PK w obrebie komoérek
ujawniajacych ten enzym. Ich zdaniem niski poziom ekspresji tego biatka odpowiada
hepatocytom 15-dniowego embrionu szczura, wysoki - komérkom obecnym w 19,
dniu rozwoju. Jednoczesnie Tian i wsp. [72] wykazali, ze w 2. tygodniu podawania
diety CDE, rowniez w komorkach prawidtowych przewodow zdtciowych nastepuje
podobny proces, tj. reekspresji markeréw z okresu embrionalnego. Komérki te ce-
chuje ponowna ekspresja albuminy i L-PK. Obydwa biatka obecne sag w komdrkach
przewoddw zo6iciowych do 7. dnia po urodzeniu szczura. Ponadto wykazano, ze
po odstawieniu karcynogennej diety obydwie grupy komdérek, tj. komorki owalne
i duct like, moga réwnolegle i réwnocze$nie réznicowac sie w kierunku hepatocytow
[70].

Wydaje sie, ze zmiany, ktére nastepujg w proliferujagcych podczas hepatokar-
cynogenezy indukowanej za pomocg diety CDE komérkach owalnych i w ich ko-
moérkach potomnych sg podobne do zmian obserwowanych w komorkach -
oval-shaped cells w czasie rozwoju watroby [70]. Autorzy nie stawiajg jednak
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znaku réwnosci miedzy tymi dwoma rodzajami komdrek. Sugeruja jedynie, ze ko-
morki owalne, proliferujace na pierwszych etapach hepatokarcynogenezy, wywodza
sie z komdrek oval-shaped cells, obecnych w watrobie prawidtowej osobnikow
dorostych. Na podstawie przedstawionych wynikow badan trudno oceni¢, czy te
dwa rodzaje komérek réznig sie od siebie. Ewentualne réznice moga dotyczyé
stopnia ich zréznicowania.

Wydaje sie, ze pierwotne komorki nabtonkowe, ktérych obecno$é wykazano
zarowno w prawidtowej, jak i chorobowo zmienionej watrobie ludzkiej, takze sta-
nowig heterogenng populacje. Roskams i wsp. [52] zaproponowali, aby zaklasyfi-
kowac je do trzech typéw [52]. Pierwszy typ stanowig mate, niedojrzate komorki
0 ksztatcie owalnym i owalnym jadrze komérkowym, nazwane komorkami pro-
genitorowymi - rodzicielskimi. Na terenie ich cytoplazmy widoczna jest niewielka
ilos¢ organelli wewnatrzkomorkowych. Otoczone nieciggta btong podstawng, czesto
towarzyszg hepatocytom, z ktérymi tgczg sie desmosomami. Analiza immunocy-
tochemiczna wykazata, ze komorki te cechuje obecno$¢ cytokeratyn CK 19 i CK7
oraz antygenu OV-6, specyficznego dla komdrek owalnych, rozpoznawanego przez
przeciwciata skierowane przeciwko temu biatku wyizolowanemu z komérek watroby
szczura. Sugeruje to, zdaniem autor6éw, wzajemne podobienstwo ludzkich i zwie-
rzecych komorek rodzicielskich. Drugi typ stanowig komorki okreslane jako in-
termediate bile duct-like cells. Maja cechy fenotypowe komorek typu pierwszego
oraz dodatkowo, niektore cechy specyficzne dla nabtonkowych komérek kanalikow
z6tciowych, jak chocby palczaste wpuklenia btony komoérkowej (ang., interdigi-
tations). Komorki te, zlokalizowane w strukturach przewodow zétciowych, sgsiadujg
z cholangiocytami. Komorki trzeciego typu, wystepujace w poblizu hepatocytéw,
charakteryzuje dodatkowo - oprdécz cech komérek typu pierwszego - obecnos$¢
Swiatta wlosowatego kanalika zotciowego. Te komorki okre$lono jako intermediate
hepatocyte-like cells. Autorzy sugeruja, ze wszystkie opisane komorki sg ze sobg
spokrewnione. Przypuszczajg, ze nalezace do ostatnich typéw wywodzg sie z ko-
mérek rodzicielskich, zaliczanych do pierwszej wymienionej grupy [52].

Z kolei Yavorkowki i wsp. [74] oraz Sell i wsp. [61] przeprowadzili analize
komorek proliferujacych w watrobie szczura po uszkodzeniu narzadu alkoholem
allilowym, ktéry powoduje martwice komérek potozonych w strefie okotowrotnej
zrazika. Zaobserwowali, ze po uszkodzeniu watroby, pierwsze, proliferujgce komarki
widoczne w 24. godzinie eksperymentu, zlokalizowane byly w wewnatrzwrotnym
(ang. intraportal). Komorki te sg mate, majg duze, owalne jagdro komérkowe bez
jaderek, z obwodowo rozmieszczong heterochromatyng. W obrebie cytoplazmy po-
czatkowo niewidoczne sg zadne organella komorkowe. Stabo zaznaczong siateczke
$rodplazmatyczng mozna zaobserwowa¢ od 2. dnia procesu regeneracji. Opisane
komorki okreslono jako komérki typu O [61, 74].

Od 3. dnia eksperymentu w uszkodzonej strefie zrazika pojawiajg sie kolejno
inne rodzaje komoarek, ktére zaklasyfikowano do trzech typow. Komorki typu I,
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zlokalizowane w przestrzeni zatokowej strefy okotowrotnej zrazika, takze sa ko-
madrkami pierwotnymi. Cechuje je duze owalne jadro komdrkowe, z obwodowo
potozonymi nielicznymi jaderkami i obwodowo rozproszong heterochromatyng. W
obrebie cytoplazmy widoczne sg : nieliczne mitochondria, lizosomy itonofilamenty,
stabo wyksztatcony aparat Golgiego oraz siateczka $rédplazmatyczna zarysowana
nieco wyrazniej niz w komorkach typu O. Na btonie komérkowej znajdujg sie
stabo rozwiniete mikrorzeski. Komorki tgczg sie wzajemnie ze sobg za pomocg
desmosomow. Wydaje sie, ze z komérek typu | wywodzg sie komérki typu Il i
11,

Komorki typu Il, tzw. ,,podobne do komorek przewoddw” (ang. duct-like cells)
ulokowane sgu podstawy nowoformowanych prawidtowych przewoddéw zotciowych.
Cechujeje owalne lub okragte jadro komorkowe z niewielka iloScig heterochromatyny
i centralnie potozonymi nielicznymi jaderkami. W obrebie cytoplazmy obserwuje
sie mitochondria, nieliczne lizosomy, stabo wyksztatcony aparat Golgiego i dobrze
widoczng szorstky siateczke $rédplazmatyczng oraz liczne tonofilamenty. Na btonie
komorkowej, w czesci szczytowej komorki, widoczne sg mikrorzeski. Proliferujace
komorki typu Il zaobserwowano wytgcznie w obrebie komérek przewodéw zo6t-
ciowych, z ktorymi facza sie desmosomami. Sell [61] zwraca uwage na fakt, ze
w rozwazanym typie regeneracji proliferujgce komérki typu Il nie formujg struktur
rzekomo-kanalikowych, obserwowanych w watrobie zwierzat podczas hepatokar-
cynogenezy eksperymentalnej, a takze nie uczestniczg w odbudowie zniszczonych
hepatocytéw. Nie wyklucza to jednak, ze podobnie jak komorki typu I, zachowuja
ceche bipotencjalnosci, ktéra nie jest jednak ujawniana w warunkach tego eks-
perymentu.

Komérki rodzicielskie hepatocytéw typu Ill - okreslane jako: ,,komdrki podobne
do hepatocytéw” (ang. hepatocyte-like cells) - sg bezposrednim potomstwem ko-
mérek typu I. W obrebie komérek typu Il wyrdzniono dwa podtypy: komorki
»odnawiajgce” (ang. restitutive) i komorki ,przejsciowe” (ang. transitional), ktére
uktadajg sie w blaszki watrobowe. Wymienione podtypy komorek reprezentujg ko-
lejne stopnie zr6znicowania dojrzewajacych hepatocytéw, i 0d3. dnia po uszkodzeniu
stanowig 90% komorek obszaru nekrotycznego. Oba rodzaje komérek cechuje sto-
sunkowo duze jadro komérkowe o ksztatcie okragtym lub nieregularnym, zawierajace
liczne jaderka oraz nieréwnomiernie rozproszong heterochromatyne. Ponadto w ko-
morkach stwierdza sie szorstkg siateczke Srodplazmatyczng lepiej rozwinietg niz
w komdrkach typu Il, liczne tonofibrylle oraz mikrorzeski zlokalizowane na btonie
komadrkowej czesci lateralnej komorki (lateral). Starsze formy komérek typu I,
w poréwnaniu z mtodszymi, cechuje wieksza liczba mitochondriow i lizosomow
oraz lepiej wyksztatcony aparat Golgiego. Z komdrek typu Il powstajg dojrzate,
zréznicowane hepatocyty.
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Na podstawie przeprowadzonej analizy Sell [61] sugeruje, ze w omawianym
modelu, w proces regeneracji watroby zaangazowane sg ,,prawdziwe” komaérki ma-
cierzyste, ktore okreslit jako komorki typu O.

Sadzi on réwniez, ze w zaleznosci od rodzaju uszkodzenia komorek watroby,
W proces regeneracji tego narzadu zaangazowane mogg by¢ rézne typy komérek
pierwotnych, zréznicowanych w réznym stopniu. | tak w proces regeneracji watroby
wystepujacy w réznych modelach hepatokarcynogenezy, np. w modelu Solta-Far-
bera, a takze po uszkodzeniu narzgdu galaktozaming, zaangazowane sg zarOwno
»prawdziwe komérki macierzyste” okreSlone przez niego jako typ O, jak i ich
komorki potomne, tj. typu I, 11§ IILLW réznych modelach liczebnie dominujg jednak
rézne typy tych komérek. OdpowiedZ komorek typu O zaobserwowano takze podczas
regeneracji watroby po uszkodzeniu alkoholem allilowym, cho¢ w tym przypadku
wykazano bezposrednie réznicowanie komdrek typu | do typu Il

Jednoczes$nie Sell [62] zwraca uwage na koniecznos¢ odréznienia kilku rodzajow
w obrebie grupy: ,,komérki owalne”. Zwiaszcza jest to konieczne w odniesieniu
do komorek proliferujgcych podczas regeneracji w réznych stanach patologicznych
oraz do komorek proliferujgcych podczas hepatokarcynogenezy eksperymentalnej.
Na pierwszych etapach hepatokarcynogenezy w modelu Solta-Farbera widoczna
jest najpierw proliferacja nielicznych komorek okotoprzewodzikowych (ang. pe-
riductular), nieco pézniej proliferacja komérek owalnych rozprzestrzeniajagcych sie
w kierunku strefy centralnej zrazika. Bardzo czesto komdrki te formujg kanaliki
rzekome, ktére moga jednak taczy¢ sie z obecnymi w watrobie prawidtowej ka-
nalikami zétciowymi. Proliferujace komorki tworza potgczenia z hepatocytami i
innymi komdrkami owalnymi. Mogg roznicowac sie w kierunku cholangiocytéw
(odpowiednik komorek typu Il) i w kierunku hepatocytéw (odpowiednik komorek
typu 1ll) oraz uczestniczy¢ w histiogenezie HCC i CC. Sell [62] uwaza zatem,
ze odpowiednikiem komorek owalnych, proliferujgcych podczas hepatokarcyno-
genezy sg komarki okreslone przez niego jako typu I i Il i, by¢ moze formy posrednie
pomiedzy nimi. Jednoczes$nie przypuszcza, ze komorki typu Il zachowujg bipo-
tencjalny charakter. Cho¢ w przypadku regeneracji watroby uszkodzonej alkoholem
allilowym cecha ta nie wystepuje, to jednak w czasie hepatokarcynogenezy jest
ujawniana i dlatego proliferujgce komérki powinny by¢ odréznione od komorek
typu 1.

Sell [62] uwaza takze, ze komorki okotoprzewodzikowe stanowig potomstwo
komorek typu O, ulokowanych w kanalikach zotciowych w obszarze wewnatrz-
wrotnym (intraportal). Komorki typu O sg przypuszczalnie odpowiednikiem ko-
morek basal cells odkrytych i opisanych przez Novikoffa [43, 62].

Rowniez wyniki badah nowotworu zawigzkow watroby - watrobiaka ptodowego
(hepatoblastoma) potwierdzity obecnos¢ w watrobie ludzkiej populacji komoérek
macierzystych lub/i rodzicielskich badz ich komorek potomnych [53, 54]. Watrobiak
ptodowy nalezy do stosunkowo rzadkich, pierwotnych guzéw watrobowokomor-
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kowych. Najczesciej wykrywany jest u dzieci, natomiast sporadycznie u dorostych
[6, 13, 73]. W watrobie pacjentow w wieku od 4. miesiecy do 5. lat wykazano
istnienie Kilku typow tego nowotworu [54]. Nowotwdr okreslany mianem smali
celi hepatoblastoma ma charakter guza anaplastycznego i uformowany jest z bardzo
matych komorek nabtonkowych (SEC, ang. smali epithelial cells), sporadycznie
zorganizowanych w pierwotne struktury przewodowe. Komarki guza charakteryzuje
wysoki potencjat proliferacyjny i obecno$¢ CK19, CK18, CK8 i CK7. Kolejny,
zidentyfikowany typ guza ma charakter nowotworu mieszanego, gdyz budujg go
dwa rodzaje komorek, ktore tworza zmiany okre$lane jako obszar o charakterze
zarodkowym i obszar o charakterze ptodowym. Komérki obszaru zarodkowego
réwniez sg mate; cechuje je: zasadochtonna cytoplazma, wysoki stosunek jadro-
wo-cytoplazmatyczny, znaczny pleomorfizm jagder komdrkowych i - podobnie jak
komorki budujgce smali celi hepatoblastoma - wysoka aktywno$é mitotyczna. Wiele
komorek tego obszaru ma: CK 19, CK 18 i CK8, znacznie mniej - CK7. Komorki
obszaru o charakterze ptodowym sa znacznie wieksze, moga by¢ zorganizowane
w beleczki badz gniazda lub skupiska, majajasng cytoplazme, a ich jadra komérkowe
wykazujg pleomorfizm jedynie sporadycznie. Liczne komorki ujawniajg obecno$é
CK 19, niewielka ilos¢ komorek - CK8, a ekspresja CK7 zanika zupetnie.

Autorzy sugerujg, ze komdrki nowotworowe, zidentyfikowane w rdéznych sub-
typach guza, wywodzg sie z pierwotnych komoérek rodzicielskich watroby i z ich
komorek potomnych, ktére przestaty sie réznicowa¢ w czasie rozwoju ptodowego.
Wydaje sie, ze komorki guza o typie mieszanym moga wywodzi¢ sie nie z bi-
potencjalnych komdrek rodzicielskich, ale z bardziej pierwotnych, wielopotencjal-
nych komdrek watroby ptodowej [54]. Wykazano bowiem, ze nieliczne komérki
- smali celi hepatoblastoma cechuje ekspresja biatka CD-34 [53].

Ruck i wsp. [54] zwracajag uwage na fakt, ze transformowane komorki SEC,
zidentyfikowane w watrobiaku ptodowym, pod wzgledem morfologicznym przy-
pominajg komorki odnalezione w nienowotworowych stanach patologicznych wa-
troby, takich jak: przewlekta reakcja przewodowa (ang. chronic ductular reaction)
i guzkowa ogniskowa hiperplazja (ang. focal nodular hyperplasia) [16, 52, 55].

W kolejnych badaniach potwierdzono, ze komérki SEC, oprécz markeréw spe-
cyficznych dla komérek owalnych, np. OV-l i OV-6, ujawniajg takze ekspresje
markera hepatocytéw, tj. albuminy, i markeracholangiocytow, tj. CK7 [55]. Zdaniem
autorow, komérki SEC zarowno pod wzgledem morfologicznym, jak i immunofe-
notypowym przypominajg komorki owalne watroby zwierzat [54, 55].

W Swietle licznych badan wydaje sie, ze komorki owalne, zachowujgce wiele
cech: morfologicznych, fenotypowych i funkcjonalnych komérek macierzystych,
mogg by¢ ich komdrkami potomnymi [1-4, 32]. Wykazano, ze komorki owalne,
proliferujgce w odpowiedzi na uszkodzenie watroby czynnikami hamujacymi pro-
liferacje hepatocytow, cechuje ekspresja biatek specyficznych dla krwiotworczych
komorek macierzystych: c-kit, CD34 i Thy-1 (antygen theta) [27, 44, 45]. Istotny
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jest rowniez fakt, ze transkrypty biatka c-kit i CD34 obserwowano w komdrkach
przed pojawieniem sie AFP. W prawidtowej watrobie szczura ujawniono niewielka
ilo§¢ transkryptow biatka CD34 w populacji nablonkowych komérek przewodow
z6tciowych, co - zdaniem autoréw - potwierdza sugerowany zwigzek komorek
rodzicielskich i komérek owalnych z ta populacjg komaérek.

W komorkach owalnych, aktywowanych do wzmozonej proliferacji podaza 2-
AAF i zabiegiem PFL lub podaza galaktozaminy wykazano jednoczesna ekspresje
biatka c-kit i jego Uganda - czynnika wzrostu komérek macierzystych (SCF, ang.
stem celi factor). Ekspresje obu biatek ujawniono takze w nielicznych komaérkach
przewodéw zotciowych watroby prawidlowej osobnikéw dorostych [28]. Ponadto
zwrocono uwage, ze ekspresji biatka CD34 w proliferujacych komérkach owalnych
towarzyszy wzrost ekspresji innego biatka - L-selektyny, obserwowany jedynie
we frakcji komorek nieparenchymalnych watroby. Podobny wz6r ekspresji tych
biatek ujawniono w czasie hemopoezy, a ich interakcja - by¢ moze - odgrywa
role w procesie osiedlenia sie komdrek w mikrosrodowisku krwiotwdrczym szpiku
kostnego [44]. Z kolei przypuszcza sig, ze antygen Thy-1 odgrywa role w procesach
adhezji komorek i ze jest zaangazowany w mechanizmy ich rozpoznawania. Dlatego
tez autorzy sugeruja, ze obecno$¢ antygenu na komérkach owalnych moze wa-
runkowac ich interakcje z komérkami Ito, ktore - jak wykazano - w czasie wzmo-
zonej proliferacji komorek owalnych lokujg sie w ich bliskim sgsiedztwie [45].

IV. KOMORKI OWALNE W TRZUSTCE

Wyniki badan wskazuja, ze zarbwno w watrobie, jak i w trzustce znajdujg sie
podobne komarki prekursorowe o charakterze wielopotencjalnym, poniewaz organy
te majq wspdélne embriologiczne pochodzenie. Rozwijajg sie z komdrek ogonowego
odcinka przedniego, zlokalizowanych w tym samym obszarze zwanym pierscieniem
watrobowo-trzustkowyn (ang. hepatopancreatic ring) [8, 10, 11]. Wydaje sie, ze
trzustkowe komarki macierzyste lub ich komaérki potomne (stanowigce w trzustce
funkcjonalny ekwiwalent komorek macierzystych), podobnie jak komérki watro-
bowe, sg aktywne nie tylko podczas zycia embrionalnego, ale funkcjonujg takze
u organizméw dojrzatych i odgrywaja role w procesach regeneracji komorek en-
dokrynnych i egzokrynnych [11].

Wyniki licznych prac wskazujg, ze w trzustce organizmdéw dojrzatych wysoki
potencjat proliferacyjny cechuje komorki nabtonkowe przewodéw trzustkowych i
komorki owalne. Wydaje sie, ze w przypadku komorek nabtonkowych przewoddw
trzustki jest to uwarunkowane m.in. wysokim poziomem ekspresji antyapoptoty-
cznego biatka bcl-2. Wysoki poziom ekspresji tego biatka ujawniono takze w ko-
moérkach trzustki 15-dniowego embrionu [10, 11].Wykazano, ze u osobnikéw



12 M. T. MARSZALEK

dorostych komorki nabtonkowe przewoddw trzustkowych nie uczestniczg w fi-
zjologicznych procesach odnowy komdrkowej, a jedynie w procesach regenera-
cyjnych zaréwno czesci endokrynnej, jak i egzokrynnej. Trudno jednak powiedzie¢,
czy komorki te mozna traktowac jako potomne formy ,,drzemiace” ptodowych ko-
maérek macierzystych [9].

Komorkami ,,drzemigcymi” w trzustce sg z pewnoscia komdrki owalne. Juz
w latach 80. wykazano, ze w przypadku rozlegtej martwicy migzszu trzustki (typ
Il martwicy), gdy zniszczeniu ulegta znaczna cze$¢ komdrek pecherzykowych (okoto
90%), komérki owalne mogga réznicowac sie w kierunku komérek nabtonkowych
przewoddw trzustkowych i hepatocytéw. Zaobserwowano, ze komoérki nabtonkowe
przewoddw trzustkowych réwniez rdznicuja sie w kierunku hepatocytéw. Obie grupy
komoérek nie réznicujg sie jednak w kierunku komérek utraconych, tj. komérek
pecherzykowych trzustki [35, 48-51]. Dlatego tez, zdaniem Rao i wsp. [48], proces
ten nie moze by¢ rozpatrywany jako rekapitulacja rozwoju komérek w okresie
embrionalnym.

Martwice typu Il wywotuje sie eksperymentalnie za pomocg diety zawierajgcej
nietoksyczny czynnik chelatujagcy miedz - trien (czterochlorek trojetylenoczteroami-
ny, ang. triethylenetetraamine tetrahydrochloride), przez co dieta staje sie ubozsza
w ten pierwiastek (CuD, ang. copper-deficient diet). Po pieciu tygodniach po-
dawania tej diety, w uszkodzonej tkance obserwuje sie - poczatkowo proliferacje
komorek zawierajgcych duze, owalne lub wydtuzone jagdro komorkowe, a nieco
pbzniej - formowanie przez te komarki struktur rzekomo-kanalikowych. Komorki
proliferujace w trzustce takze okreslono terminem: komérki owalne. Po 8. tygodniach
eksperymentu, zwierzetom przywraca sie podaz diety prawidtowej. W 16. tygodniu,
w migzszu trzustki widoczne sg liczne hepatocyty, ktére stanowig do 60% jej masy.
Hepatocyty obecne w trzustce, pod wzgledem fenotypowym podobne sg do he-
patocytow budujacych watrobe [48]. Cechuje je takze ekspresja albuminy [46, 47,
56]. Podobne zmiany zaobserwowano takze podczas hepatokarcynogenezy indu-
kowanej za pomocg karcynogennej diety ubogiej w metionine lub diety pozbawionej
choliny, a wzbogaconej w etionine (CDE) [34, 38, 46, 56].

Wyniki badan wskazuja, ze hepatocyty trzustkowe (ang. pancreas hepatocytes)
wywodzg sie zkomorek nabtonkowych przewodéw trzustkowych, a takze z komorek
lezacych $rodmigzszowo, tj. wokdt przewodzikéw trzustkowych, i dlatego okre-
$lanych jako ,,okotoprzewodzikowe” (periductular). Obydwie grupy komérek cha-
rakteryzuje duze, owalne jadro komdrkowe, obecnos¢ antygendw komaérek owalnych,
tj. OC.2 i OC.3, przy czym komérki pierwszego rodzaju ujawniajg ekspresje GGT.
Obecnie trudno precyzyjnie wskazac, ktére z komarek trzustki reprezentujg komarki
macierzyste [14, 34, 48].

Komorki owalne, ktérych proliferacje obserwuje sie na wczesnym etapie procesu
regeneracji trzustki, wykazujg cechy podobne do cech komérek owalnych prolife-
rujacych w watrobie.
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Stwierdzono, ze na poczatkowym etapie proliferacji komorek owalnych w trzustce,
pojawia sie w nich czynnik wzrostowy komdrek macierzystych. Sugeruje sie, ze
czynnik ten, podobnie jak w przypadku komdérek owalnych watroby, moze odgrywac
role takze w procesach proliferacji i roznicowania komoérek owalnych trzustki [50].

W 5. tygodniu podawania diety ubogiej w miedZ, na wczesnym etapie regeneracji
trzustki, tj. zanim staje sie mozliwa identyfikacja pierwszych hepatocytéw, w pro-
liferujacych komoérkach owalnych ujawniono, stosujagc metode hybrydyzacji in situ,
obecnos¢ mRNA dla a-fetoproteiny i albuminy [48]. W toku dalszych badan
wykazano, ze w 6. tygodniu eksperymentu w komorkach owalnych trzustki pojawia
sie mMRNA aj-antytrypsyny (aj-AT), a w 8. mRNA glukozo-6-fosfatazy (G-6-P)
[15]. Zdaniem Dabeva i wsp. [15], kolejno$¢ ekspresji wymienionych biatek wska-
zuje, ze komarki owalne trzustki w poczatkowym okresie proliferacji przechodza
proces réznicowania podobny do procesu obserwowanego w komdrkach watroby
ptodowej. Wydaje sie, ze proces ten zostaje jednak zatrzymany na pewnym etapie
i roznicujace sie komorki owalne trzustki nie stajg sie w petni dojrzatymi hepa-
tocytami. Swiadczy o tym brak ekspresji genu aminotransferazy tyrozynowej i de-
hydratazy serynowej ijedynie staba ekspresja genu mdr Ib. Geny te sg aktywne
w komaorkach watroby: w hepatocytach - w okresie postnatalnym, aw proliferujgcych
komorkach owalnych - na etapie ich r6znicowania w kierunku hepatocytéw [15].

Dabeva i wsp. [15] wysuneli sugestie, ze uwarunkowane jest to réznicami matriks
zewnatrzkomorkowej watroby i trzustki, co moze mie¢ znaczacy wptyw na ekspresje
czynnikdw transkrypcyjnych. Wyniki analizy poréwnawczej ekspresji czynnikéw
transkrypcyjnych w komaérkach owalnych trzustki i w komaérkach owalnych watroby,
indukowanych do proliferacji za pomoca galaktozaminy, przeprowadzone przez
Dabeva i wsp. [15] potwierdzity to przypuszczenie.

Pierwszym czynnikiem transkrypcyjnym, ktérego mRNA wykryto w komérkach
owalnych proliferujgcych zaréwno w trzustce, jak i w watrobie jest C/EBP8 -
biatko wiazace sie z sekwencjg wzmacniajgca CCAAT (ang. CCAAT/enhancer bin-
ding protein delta). Wydaje sie, ze czynnik ten odpowiada za aktywacje komorek
owalnych do proliferacji [15]. Kolejne czynniki, tj. HNF-3(3, HNF-3y i C/EBP[3,
obecne w komdrkach owalnych proliferujgcych w trzustce i w watrobie, odpowiadajg
przypuszczalnie za ukierunkowanie procesu réznicowania komdrek owalnych.

Z kolei r6znicowanie komorek owalnych w kierunku hepatocytéw trzustkowych,
manifestujgce sie obecnoscig a-fetoproteiny i watrobowo-specyficznego markera
- albuminy i aj-antytrypsyny, jest poprzedzone w czasie ekspresja mRNA dla
czynnikow transkrypcyjnych: C/EBPa i HNF-la (ang. hepatocyte nuclear factor),
ktére przypuszczalnie warunkujg ekspresje wymienionych biatek. W sekwencjach
promotorowych genéw AFP, ALB i aj-AT zlokalizowane sg miejsca wigzania
C/EBPa i HNF-la [15, 50].

W komorkach owalnych trzustki nie wykazano natomiast ekspresji HNF-3a [15,
50]. Trudno powiedzie¢, czy ekspresja wymienionych biatek nie wymaga obecnosci
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tego czynnika, czy poziom jego ekspresji jest minimalny idlatego tmdny do wykrycia.
Ekspresje tego biatka wykazano w komoérkach watroby ptodowej, w komorkach
owalnych watroby, proliferujacych po podaniu 2-AAF i wykonaniu zabiegu PH,
a takze w komoérkach owalnych watroby, proliferujagcych po podaniu galaktozaminy
[7, 15, 41]. Czynnik ten jest nieobecny w komorkach trzustki prawidtowej. Dabeva
i wsp. [15] sugerujg tez, ze brak ekspresji HNF-3a w komérkach owalnych trzustki
spowodowany jest innym sktadem matriks zewnatrzkomérkowej w watrobie i w
trzustce. Ekspresja tego czynnika jest bowiem $cisle kontrolowana przez czynniki
matriks zewnatrzkomaorkowej. Mozliwe, ze brak indukcji ekspresji HNF-3 odpowiada
za zatrzymanie procesu réznicowania trzustkowych komérek owalnych, co ma-
nifestuje sie z kolei réznicami w ekspresji biatek watrobowo-specyficznych [15].
Potwierdza to takze wynik badania ekspresji HNF-4: w proliferujgcych komorkach
owalnych trzustki - jest minimalna, w komorkach trzustki prawidtowej - obser-
wowana jest jedynie w komorkach czesci endokrynnej, a wykazano ja w komorkach
watroby ptodowej i w komdrkach owalnych watroby, ktérych proliferacje stymu-
lowano za pomocg galaktozaminy badz 2-AAF/PH [15, 41]. Przypuszcza sie, ze
czynnik ten odpowiada za utrzymanie cech fenotypowych dojrzatych hepatocytéw
[15, 41].

Wykazano takze, ze komorki owalne trzustki, podobnie jak komorki owalne
watroby, cechuje brak ekspresji GGT, obecno$é antygenéw OC.2, OC.3, OV.6 i
ekspresja receptora MET [19, 33-35]. Wyniki badan wskazujg, ze proces formowania
dobrze rozwinietych - bo z wyraznie zaznaczonym $wiattem, struktur przewodowych
przez komorki owalne trzustki uwarunkowany jest dziataniem czynnika wzrostu
hepatocytow (HGF/SF, ang. hepatocyte growth factor/scater factor). Wydaje sie,
ze czynnik ten odpowiada takze za proces migracji komaérek owalnych obserwowany
w warunkach in vitro [35].

Problem, ktére z wymienionych na wstepie komorek trzustki stanowia populacje
komaérek macierzystych trzustki: czy komarki nabtonkowe przewoddw trzustkowych,
czy komdrki owalne? - nie zostat jeszcze ostatecznie rozstrzygniety, cho¢ wyniki
ostatnich badan wskazujg na komoérki owalne. Wydaje sie, ze wiasnie one petnig
role rodzicielskg (progenitorowa) réwniez wobec komorek nabtonkowych przewo-
déw trzustki [50].

O wielopotencjalnym charakterze komérek owalnych trzustki Swiadczy takze
ich udziat w histiogenezie gruczolakoraka przewoddw trzustkowych. Komorki owal-
ne, ktére aktywowano do wzmozonej proliferacji za pomocg diety ubogiej w miedz,
wyizolowane z trzustki, a nastepnie utrzymywane w warunkach in vitro, po 13.
pasazu wykazujg spontaniczngtransformacje. Wszczepione podskdrnie lub dootrzew-
nowo myszom pozbawionym grasicy rozwijajg dobrze zr6znicowany typ gruczo-
lakoraka przewodéw trzustkowych [35, 51]
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V. UWAGI KONCOWE

Przypuszcza sie, ze komdrki owalne odgrywaja role nie tylko w rozwoju watroby
i trzustki, ale takze w procesach regeneracyjnych obu narzadéw. Zdaniem wielu
badaczy, aktywna proliferacja komérek owalnych, obserwowana w sytuacji roz-
legtego uszkodzenia migzszu watroby, spowodowanego przez czynniki chemiczne,
ktére uniemozliwiaja regeneracje narzadu wefekcie procesu proliferacji hepatocytéw,
pozwala przypuszczaé, ze komérki owalne stanowig w watrobie populacje komorek
tzw. ,,drzemigcych”. Mozliwos¢ réznicowania komérek owalnych w kierunku he-
patocytow moze ttumaczy¢ ich udzial w procesie regeneracji watroby. Dlatego
tez wydaje sie, ze komorki owalne, aktywowane wylgcznie w tak szczegdlnych
okolicznosciach, sg zwigzane z populacjg komaérek macierzystych. Réwniez miejsce
wystepowania proliferujgcych komdrek owalnych w strefie okotowrotnej pokrywa
sie z lokalizacjg komdrek wymienianych jako przypuszczalne komdrki macierzyste.
Do wyjasnienia pozostaje jednak zaréwno problem podobienstwa komdrek owalnych
do innych wymienionych rodzajéw komorek, jak i problem ich wzajemnego po-
krewienstwa, gdyz - by¢ moze - liczne komérki nazywane macierzystymi roznig
sie jedynie stopniem zrdznicowania [12, 64,70, ].

Multipotencjalny charakter komorek owalnych zidentyfikowanych w trzustce,
a takze ich rola w histiogenezie gruczolakoraka przewoddw trzustkowych potwier-
dzajg przypuszczenie, ze komarki te spokrewnione sg z komérkami macierzystym.
By¢ moze w trzustce one wiasnie stanowig odpowiednik komérek macierzystych.
Na przestrzeni ostatnich lat komdrki owalne budzg ogromne zainteresowanie m.in.
ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania ich do leczenia wielu schorzefn meta-
bolicznych watroby metodg terapii genowej [3, 29].
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ROLA NIEKTORYCH RECEPTOROW | SZLAKOW
TRANSDUKCJI SYGNALU W PREAKTYWACJI
NEUTROFILA PRZEZ TNF-oc*

ROLE OF SOME RECEPTORS AND SIGNAL TRANSDUCTION
WAYS IN TNF-a-PRIMING OF NEUTROPHIL

Jarostaw PASNIK*, Piotr BUKOWSKI*, Robert PIETRUSZYNSKI**

*Zaktad Patofizjologii i **Zaktad Immunologii Klinicznej
Katedry Nauk Patofizjologicznych Wojskowej Akademii Medycznej, £6dz

Streszczenie: Neutrofile sa pierwszymi komoérkami docierajgcymi do tkanek w odpowiedzi na czynnik
zapalny. Dziataja ochronnie; chociaz uwalnianie wewnatrzkomdrkowych enzymow proteolitycznych i
rodnikéw tlenowych moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek. Nadreaktywnos$¢ neutrofili moze zaleze¢
od nadmiernej ich preaktywacji w odpowiedzi na mate stezenia czynnikéw zapalnych (preaktywatoréw).
Preaktywacja przez TNF-a zwieksza odpowiedZz neutrofili na nastepny czynnik aktywujacy przez
zwiekszenie adhezji, wybuchu oddechowego i degranulacji. Mechanizm zjawiska preaktywacji nie jest
jeszcze poznany. Preaktywacja neutrofila moze by¢ indukowana w wyniku reakcji ligandu (preaktywa-
tora) ze swoistym receptorem. Potaczenie sie¢ specyficznego receptora z ligandem rozpoczyna kaskade
biochemicznych zjawisk powodujaca przenoszenie sygnatu i doprowadzajaca do odpowiedzi komorki.
W niniejszej pracy dokonano przegladu danych na temat wspoétzaleznosSci miedzy receptorami i
przekaznikami informacji doprowadzajacymi do odpowiedzi preaktywowanej komorki.

Stowa kluczowe: neutrofile, TNF-a, preaktywacja, molekuty adhezyjne, kinazy tyrozynowe, kinaza
biatkowa C, przenoszenie sygnatu.

Summary: Neutrophils are the first cells that migrate into tissues in response to invading pathogens. These
cells are protective, but extracellular release of proteolytic enzymes and oxygen radicals may lead to
tissue destruction. Neutrophil hyperactivity may depend on abnormal priming of the cells in response to
low concentrations of inflammatory mediators (primers). TNF-a-mediated priming enhances the neu-
trophils’ ability to respond to a secondary agonist, with increased adhesion, respiratory burst, and
degranulation. The mechanisms involved in neutrophil priming are unknown. Neutrophil preactivation
can be triggered by ligands (primers) for specific membrane receptors. Occupancy of specific receptors
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begins the neutrophils’ response which is propagated and amplified by a biochemical cascade of
transduction reactions. In our review some of the relationship between these transduction events and the
specific receptor system are briefly considered.

Key words: neutrophils, TNF-a, priming, adhesion molecule, tyrosine kinases, protein kinase C, signal
transduction.

WSTEP

Neutrofil petni szczegdlnie wazng role we wczesnej odpowiedzi na inwazje mi-
kroorganizméw w ustroju. Jest pierwszg komorka przybywajaca do miejsca to-
czacego sie zapalenia. Tworzy ,,oddziat szybkiego reagowania”, ktéry jako pierwszy
stawia czoto czastkom inwazyjnym [79]. Neutrofil ma umiejetnos¢ wykrywania
gradientu chemotaktycznego, moze adherowa¢ do powierzchni komérek endote-
lialnych, migrowac z krazenia do tkanek objetych procesem zapalnym, rozpoznawac
i fagocytowaé czastki uprzednio opsonizowane. Po aktywacji jest zdolny do de-
strukcji pochtonietego materiatu, degranulacji i uwalniania zawartosci ziarnistosci
wewnatrzkomorkowych i produktéw metabolizmu tlenowego oraz do wyzwalania
tlenowych i pozatlenowych mechanizméw zabijania mikroorganizméw [67].

Badania ostatnich Kilkunastu lat wykazaty, ze odpowiedZ neutrofila na czynniki
stymulujace jest zdecydowanie wieksza po uprzedniej preaktywacji tej komorki
z takimi czynnikami, jak: TNF-a, LPS, PAF, LTB4 i inne metabolity kwasu ara-
chidonowego, a takze czynniki wzrostowe: GM-CSF, G-CSF oraz IL-8 [28, 32].
Zjawisko, w ktorym dany czynnik - zwykle dziatajagcy w bardzo matych dawkach
- zwieksza odpowiedz funkcjonalna neutrofila na nastepny, swoisty czynnik sty-
mulujacy, nosi miano preaktywacji (od ang. priming) [11, 28]. W rezultacie pre-
aktywacji, zwanej takze uzbrajaniem, neutrofile preaktywowane na przyktad z
TNF-awykazujgwzmozong wielokierunkowg odpowiedz na peptyd chemotaktyczny
(fMLP). Badania wielu autoréw potwierdzity, ze neutrofil preaktywowany przez
TNF-a, a nastepnie stymulowany fMLP charakteryzowat sie zdecydowanie wie-
kszym wybuchem oddechowym, wiekszg ekspresja czasteczek adhezyjnych, wzmo-
zonym uwalnianiem ziarnisto$ci i wzmozong fagocytozg w poréwnaniu do neutrofila
nie poddanego preaktywacji [5, 11, 27].

Zjawisko preaktywacji neutrofili przez TNF-a jest korzystne ze wzgledu na
potencjalnie wigksze wihasciwosci bdjcze tych komoérek w stosunku do bakterii,
pasozytow, grzybow itp. [30, 79]. Jednoczes$nie zaburzenia w autokontroli tego
procesu mogg prowadzi¢ do destrukcji tkanek obwodowych przez neutrofile pre-
aktywowane po zadziataniu swoistego stymulatora [4, 42]. Dlatego istotne wydaje
sie poznanie mechanizmow tego zjawiska, atakze poszukiwanie metod jego regulacji.
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W dalszej czeSci pracy przeanalizowano doniesienia dotyczace roli niektérych
receptoréw neutrofili i szlakéw transdukcji sygnatu w zjawisku preaktywacji komarki
przez TNF-a.

ROLA NIEKTORYCH RECEPTOROW NEUTROFILI

Receptor dla fMLP (N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalaniny)

Czynniki chemotaktyczne, takie jak n-formylowane oligopeptydy, aktywuja che-
motaksje neutrofili. Wplywajg takze stymulujgco na inne funkcje tych komérek:
degranulacje, wybuch oddechowy czy tez adhezje i adherencje. Neutrofile maja
specyficzne dla tych oligopeptyddw receptory. Potaczenie fMLP z receptorem na
neutrofilu prowadzi do zmian w cytoszkielecie komorki ijej elementow kurczliwych.
Ostatecznym efektem zmian rozmieszczenia receptoréw i zmian ksztattu komorki
jest jej gotowos¢ do chemotaksji czy tez adherencji [67].

Receptory dla peptydu chemotaktycznego - fMLP wydaja sie odgrywaé istotng
role w mechanizmie preaktywacji. Sg to integralne glikoproteiny btony komorkowej
0 masie czasteczkowej 50-70 kDa [2, 62]. Jednym z mozliwych mechanizmoéw
zjawiska preaktywacji jest mobilizacja receptoréw dla fMLP na powierzchni komérki.
Receptory te na neutrofilach moga wystepowaé przynajmniej w dwéch, a wedtug
niektérych autoréw w trzech stanach, réznigcych sie powinowactwem do ligandu
[2,82]. W zaleznosci od stanu pobudzenia komorki dominuje jeden z typow receptora,
ktéry moze przechodzi¢ w inny [82]. Potaczenie fMLP z receptorem na neutrofilu
wzbudza jego odpowiedz: nasila adhezje, chemotaksje, degranulacje i produkcije
wolnych rodnikéw tlenowych [40, 62]. Prawdopodobnie poszczegélne typy recep-
toréw dla czynnika chemotaktycznego odpowiadajg za konkretne funkcje neutrofila.
Jeden z podtypoéw tego receptora posredniczy w oddziatywaniu ze skfadowymi
szkieletu komorki i zdaniem niektérych autoréw ma najwieksze znaczenie dla aktyw-
nosci lokomocyjnych neutrofila [77, 82]. W warunkach eksperymentalnych fMLP
w niskich stezeniach (10 ~-10-8 M) bardziej wptywa na odpowiedZ chemotaktyczng
granulocytdéw, natomiast w stezeniach wyzszych (>1CT6 M) ,,przetgcza sie” na akty-
wacje wybuchu oddechowego i degranulacji [64, 82]. Paradoksalny efekt zablo-
kowania chemotaksji przy wysokich stezeniach peptydu chemotaktycznego ttumaczy
sie topografig wiazan ligandu z receptorem. Stwierdzono, ze fMLP w niskich ste-
zeniach wigze sie jedynie z receptorami na ,,przednim” biegunie komarki, natomiast
ten sam peptyd w wysokich stezeniach wigze sie réwnomiernie z receptorami na
catej powierzchni komorki [44]. Rezultatem réwnomiernego wysycenia receptoréw
po zastosowaniu wysokich dawek fMLP jest wzmozona aktywacja wybuchu tle-
nowego i niewielki wptyw chemoatraktantu na aktywnos$¢ lokomocyjng neutrofili.
Niskie stezenia peptydu chemotaktycznego prowadza do redystrybucji receptorow
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dla fMLP na jednym biegunie komérki i do wzrostu chemotaksji. W badaniach
opublikowanych ostatnio wykazano, ze aktywacja neutrofili przez fMLP w niskich
stezeniach prowadzi do analogicznych zmian rozmieszczenia czgsteczek adhezyjnych
CD 18 [29]. Zdaniem autoréw, przesuniecie tych czasteczek na jeden z biegunow
komorki jest charakterystyczne dla komorek preaktywowanych - zdolnych do wzmo-
zonej odpowiedzi na nastepny czynnik stymulujacy. Stusznos$¢ takiej hipotezy moga
potwierdzi¢ wczesniejsze badania, w ktérych wykazano, ze niskie dawki fMLP
moga dziata¢ jak czynniki preaktywujgce [46].

Wyniki badan innych autoréw potwierdzaja, ze dziatanie fMLP zalezne jest od
liczby specyficznych dla niego receptorow na powierzchni komorki. McLeish i
wspdtpr. [53] wykazali, ze preaktywacja neutrofili przez TNF-a prowadzita do
trzykrotnego wzrostu liczby receptoréw dla fMLP na pojedynczej komoérce. To-
warzyszyt temu wzrost ekspresji podjednostek aj? i ai3 biatek G, zwigzanych z
receptorami dla chemoatraktantu na preaktywowanych neutrofilach. Zdaniem tych
autoréw, preaktywacja neutrofili przez TNF-a zalezna jest od pobudzenia recep-
toréw dla fMLP, natomiast dla waSciwego jej przebiegu niezbedne sg klasyczne
drogi przenoszenia sygnatu z udziatem biatek G.

Receptory dla TNF-a

Dyskutowana jest rola receptoréw dla TNF-a w zjawisku priming. Efekt dziatania
biologicznego TNF-a zalezny jest od taczenia sie tego czynnika ze specyficznymi
receptorami obecnymi na neutrofilach. TNF-a wigze sie zdwoma typami receptorow
0 masach czasteczkowych 55 kDa i 75 kDa; okreslanymi jako p55 (TNFR typ
I, TNFRa) oraz p75 (TNFR typ Il, TNFR(3) [7]. Oba typy receptoréw sg gliko-
proteinami. Wykazano duze podobieristwo sekwencji aminokwasowej obu recep-
toréw [7]. Niewiele wiadomo natomiast na temat ich znaczenia biologicznego.
Mozliwy jest rézny mechanizm transdukcji sygnatu za posrednictwem obu recep-
toréw, co moze sugerowaé, ze biologiczna funkcja obu typéw receptoréw jest od-
mienna [69]. W badaniach DellaBiancai wspotpr. wykazano, ze oba typy receptorow
uczestnicza w procesie fagocytozy. Podczas gdy do przenoszenia sygnatu konieczny
jest receptor p55, to za wiasciwe tgczenie swoistego ligandu z tym receptorem
odpowiedzialny jest receptor p75 [17]. Menegazzi i wspoOipr. [54] potwierdzili
udziat obu typéw receptorédw w wybuchu tlenowym. Opisano decydujaca role re-
ceptora p55 w indukowanym przez TNF-a zwiekszeniu ekspresji receptorow in-
tegrynowych na neutrofilach [57].

Dziatanie preaktywujgce TNF-a na neutrofile sklonito badaczy do okre$lenia
roli obu typéw receptoréw w zjawisku priming. W badaniach Niwa i wspoipr.
wykazano, ze zmniejszeniu zdolnos$ci wigzania ligandow przez receptory dla TNF-a
na neutrofilach tkankowych towarzyszyto zmniejszenie efektow preaktywacji [59].
Richter i wspotpr. stwierdzili, ze oba typy receptoréw uczestnicza w indukowanej
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przez TNF-a syntezie reaktywnych form tlenu przez adherujgce neutrofile [65].
Balazovich i wspotpr. porownywali wplyw przeciwciat przeciw receptorom p75
i p55 na uwalnianie H20 2 przez ludzkie neutrofile stymulowane przez fMLP [6].
Najwieksze zahamowanie obserwowano po zastosowaniu jednoczes$nie obu prze-
ciwciat. W najnowszych badaniach Zeman i wspotpr. wykazali, ze zastosowanie
przeciwciata Htr-9, bedacego swoistym agonistg receptora p55 i nasladujacego dzia-
tanie TNF-a, znacznie zwiekszato chemiluminescencje neutrofili stymulowanych
przez fMLP [81]. Inne przeciwcialo MR-2, wykazujace dziatanie agonistyczne na
receptor p75, zmniejszato spoczynkowg i stymulowang fMLP chemiluminescencje
neutrofili, a takze wptywato hamujaco na efekt dziatania TN F-a i agonisty receptora
p55. Wyniki tych badan wydajg sie sugerowaé, ze w mechanizmie preaktywacji
neutrofili przez TNF-a szczeg6lnie istotny jest receptor p55. Obserwacje te moze
potwierdza¢ fakt, ze TNF-a indukuje internalizacje tego receptora w neutrofilach
[60]. Z drugiej strony obserwowane przez Porteu i wspoOtpr. selektywne ztuszczanie
receptora p75 pod wptywem TNF-a moze Swiadczy¢ o roli takze tego receptora
[61]. Ztuszczony receptor moze bowiem przez kompetycyjne blokowanie wigzania
TNF-a z receptorami komoérkowymi, ostabia¢ efekt biologicznego dziatania tego
czynnika. Ward i wspotpr. wykazali, ze zdolno$¢ TNF-a do wzmacniania wybuchu
oddechowego neutrofili stymulowanych fMLP zmniejsza sie w miare wzrostu ste-
zenia rozpuszczalnych form receptora p75 w osoczu krwi obwodowej [74, 75].
Takie protekcyjne dziatanie ztuszczonego receptora p75 moze zapobiegac nie kon-
trolowanej reakcji neutrofili na TNF-a. Receptor ten moze wiec odgrywac role
regulacyjng w zjawisku preaktywacji. Brak dziatania ochronnego moze nie$¢ okre-
Slone skutki Kkliniczne, moze na przyktad przyczynia¢ sie do wystgpienia chordb
autoimmunizacyjnych [4, 74, 75].

Receptory integrynowe

W wyniku preaktywacji neutrofila przez TNF-a dochodzi do wzmozonej jego
odpowiedzi nabodziec stymulujacy: zwiekszonej adhezji do komaérek endotelialnych,
diapedezy i fagocytozy czy tez wybuchu tlenowego. Do spetnienia tych funkcji
potrzebna jest ekspresja na powierzchni komorki receptoréw integrynowych [67,
81].

Integryny sg glikoproteinami. Czastki te sktadajg sie z dwéch niekowalencyjnie
potaczonych heterodimeréw -a(3. Dotad poznano 14 odmiennych podjednostek a
i 8 podjednostek (3 mogacych teoretycznie tworzy¢ okoto 100 heterodimerow. Na
ludzkich neutrofilach zidentyfikowano 3 integryny, ich wspd6lng cechg jest tancuch
P2 [50].

LFA-1 (aL(32; CDI la/CDI 8) wykazuje ekspresje na monocytach, makrofagach;
jego agonistami na komoérkach tarczowych sg ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3. Mac-1
(aM[32; CDI Ib/CDI 8, CR3) jest obecny na monocytach i granulocytach; rozpoznaje
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wiele egzogennych i endogennych substancji, takich jak: iC3b (fragment powstajacy
po aktywacji dopetniacza drogg klasyczng lub alternatywng), ICAM-1, fibrynogen,
zymosan, E. coli pI50,90 (aX[J2, CDIllc/CD18, CR4) wykazuje ekspresje na ma-
krofagach, monocytach, granulocytach, aktywowanych komdrkach B i niekt6rych
populacjach komérek T; jego agonistami sg ICAM-1, ICAM-2 i ICAM-3 [37, 9].

Receptory integrynowe wystepuja na powierzchni granulocyta w duzych ilosciach.
Pobudzenie neutrofili przez fMLP, PMA, Cba, IL-8, czy tez PAF powoduje szybki
i znaczny wzrost ekspresji tych receptorow (zwiaszcza CDIIb i CDlIc) na po-
wierzchni komorek. W spoczynkowych komérkach stwierdza sie okoto 6-7 tysiecy
molekut kompleksu CD11/CD18, a po stymulacji liczba ta zwieksza sie czesto
kilkudziesieciokrotnie [20, 78].

Receptorom integrynowym szczeg6lne znaczenie przypisuje sie w procesie ad-
hezji neutrofili do komérek endotelialnych [9,78]. Podkreslany jest takze ich udziat
w produkcji rodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru przez neutrofile, w che-
motaksji i reakcji ADCC, a takze w procesie fagocytozy [9, 78]. Jak wykazano
w ostatnich badaniach, nie wykluczony jest takze udziat czastek adhezyjnych w
apoptozie neutrofili [73].

Receptory integrynowe zlokalizowano w ziamistosciach azurofilnych i specy-
ficznych [3, 12]. Preaktywacja neutrofili przez TNF-a doprowadza do przesuniecia
tych ziarnisto$ci w kierunku powierzchni komérki [13]. Wykazano, ze preaktywacja
neutrofili przez TNF-a zwieksza liczbe poszczegblnych adhezyn (LFA-1, CR3,
gpl50, 90) na ich powierzchni, zwieksza adherencje do komdrek endotelialnych
i do powierzchni biologicznych Gamble i wspotpr. [31].

Czy mozliwy jest udziat czasteczek adhezyjnych w preaktywacji komorek przez
TNF-a? Wiele wczesniejszych doniesien moze $wiadczy¢ o kooperacji czynnika
preaktywujacego (TNF-a) i kompleksu adhezyjnego w regulacji tego zjawiska.
W komdrkach izolowanych od os6b z zespotem LAD (od ang. leukocyte adhesion
deficiency), w ktdrych brak jest receptorow (2 nie obserwowano efektu wzmocnienia
wybuchu tlenowego pod wptywem preaktywacji przez TNF-a [72]. Komérki ad-
herujace do powierzchni biologicznych w warunkach eksperymentalnych reaguja
odmiennie na bodzce, w poréwnaniu do komorek zawieszonych w ptynie doswiad-
czalnym [45, 63]. Wybuch tlenowy adherujgcych neutrofili, uprzednio preakty-
wowanych przez TNF-a jest zdecydowanie wyzszy w poréwnaniu do komérek
zawieszonych w medium doswiadczalnym [6, 16].

W komadrkach spoczynkowych duze ilosci czasteczek adhezyjnych magazynowane
sg w ziamistoSciach specyficznych i azurofilnych; gdzie obecne sg takze sktadowe
NADPH-oksydazy - enzymu odpowiedzialnego za wybuch oddechowy neutrofili
[68]. Po stymulacji neutrofili, preaktywowanych uprzednio przez TNF-a obserwuje
sie wzmozong degranulacje i wybuch tlenowy [13, 19, 80]. W sposob dotychczas
niewyjasniony priming utatwia degranulacje ziarnistosci neutrofili i zwieksza uwal-
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nianie czynnikdw istotnych dla jego funkcji, takich jak: receptory integrynowe czy
tez sktadowe NADPH-oksydazy.

Modelem doswiadczalnym do badania funkcji czasteczek adhezyjnych jest te-
chnika ich krzyzowego wigzania (od ang. cross-linking). Polega na tgczeniu re-
ceptorow na komdrkach, preinkubowanych z awidyna, z ligandem za pomocg
przeciwciat monoklonalnych sprzezonych z biotyng. Uzycie przeciwciata podsta-
wowego sprzezonego z biotyng i awidyny znakowanej fluorochromem zapewnia
wysokg czuto$é pomiaru [45]. Taki typ tgczenia receptora nasladuje naturalne in-
terakcje ligand-receptor i indukuje aktywacje czasteczek adhezyjnych [45]. Wigzanie
receptoréw adhezyjnych za pomocg techniki cross-linking prowadzi w neutrofilach
do wzrostu uwalniania wewngatrzkomdérkowego Ca“+, degranulacji ziarnistosci azu-
rofilnych, polimeryzacji aktyny, uwalniania LTB4 i nieznacznego wzrostu chemi-
luminescencji [45]. Krzyzowe wigzanie tancucha 3kompleksu CDI 1/CD18 zwieksza
efekt preaktywacji przez TNF-a mierzony np. poziomem wybuchu tlenowego [37].
Ostatnie doniesienia wskazuja, ze aktywacja receptora CD 18 na neutrofilach per
se wywotuje zjawisko ich preaktywacji [45]. O roli receptoréw integrynowych w
procesie preaktywacji moga Swiadczy¢ takze wyniki prac Kowanko i Ferrante [41,
42]. Wykazali oni, ze zablokowanie czgsteczek adhezyjnych CD 11ai CD 11b zmniej-
sza degeneracje chrzastek stawowych przez obecne w jamach stawowych neutrofile
preaktywowane przez TNF-a. Preaktywacja neutrofili przez TNF-a aktywuje kinazy
tyrozynowe i seryno-treoninowe, a w konsekwencji prowadzi do fosforylacji od-
powiednich biatek [15, 33]. Wykazano, ze tempo fosforylacji biatek tyrozynowych
w komérkach, preakty wowanych przez TNF-a, zwieksza sie po zwigzaniu receptora
CDI 8 z ligandem [22]. W innych badaniach potwierdzono, ze do wzbudzenia kinazy
tyrozynowej w komorkach preaktywowanych konieczny jest sygnat z receptorow
[® integrynowych, w szczeg6lnosci Mac-1 [63].

W Swietle tych doniesienn wydaje sie, ze precyzyjne okreSlenie roli czasteczek
adhezyjnych w zjawisku preaktywacji nie jest jeszcze ustalone. Wyniki badan wielu
autoréw wskazuja, ze molekuty te moga kontrolowac¢ przenoszenie sygnatu do ko-
mérek uzbrajanych poprzez wptyw na procesy fosforylacji biatek. Obserwowany
w badaniach niektérych autoréw wzrost ekspresji receptoréw CDI Ib i CD 18 na
preaktywowanych przez TNF-a neutrofilach po ich stymulacji przez fMLP jest
skutkiem zjawiska preaktywacji, a jednoczes$nie jest prawdopodobnie czynnikiem
utatwiajagcym przenoszenie sygnatu w tych komérkach.

Receptor dla fragmentu Fc immunoglobulin

Najefektywniejszymi osponinami sg przeciwciata klasy 1gG. Fagocytoza czastek
optaszczonych przeciwciatami klasy 1gG przebiega bardzo efektywnie. Istotng role
dla wiasciwego jej przebiegu odgrywa obecno$¢ na komdrkach zernych czastek
receptorowych, rozpoznajacych fragment Fc immunoglobulin [18]. Przeciwciata
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klasy 1gG optaszczajac czastki lub komdérki, np. bakterie, umozliwiaja rozpoznanie
i fagocytoze tych struktur przez komorki zerne, majgce receptory dla fragmentow
Fc. Istniejg trzy zasadnicze formy tego receptora, nalezace do tej samej nadrodziny
czasteczek immunoglobulinowych. Poszczeg6lne formy: FcyRI, FcyRIl, FcyRIII
réznig sie masg czasteczkowa, powinowactwem do 1gG, a takze sitg ekspresji i
rolag w procesach odpornosciowych [26]. Neutrofile wykazuja ekspresje wszystkich
trzech typow receptorow dla fragmentu Fc immunoglobulin. Ekspresja tych czastek
zalezna jest od stanu czynnos$ciowego komorki; receptor typu FcyRI pojawia sie
na neutrofilach dopiero po ich pobudzeniu (na przyktad przez IFN-y). Oprécz zdol-
nosci wiazania fragmentu Fc, receptory tej klasy biorg udziat w regulacji odpowiedzi
immunologicznej, prezentacji antygenow, odpowiadajg za uwalnianie z neutrofili
mediatoréw reakcji zapalnej, takich jak: IL-1, IL-6, TNF-a [18].

Receptor typu FcyRII wystepuje w dwoch odmianach A i B, ktdre sg kodowane
przez wa rézne geny. W granulocytach spoczynkowych wystepuje az 100-300
tysiecy receptorow FcyRIIIB [18]. W przeciwienstwie do innych receptoréw FcyR,
receptor FcyRIIIB (CD 16 b) jest przytwierdzony do btony komorkowej neutrofila
przez tgcznik glikozylofosfatydyloinozytolowy, co umozliwia mu duzg ruchliwos¢
[25, 26]. Receptor ten ma zdolno$é do wigzania lektyn, wystepujacych na niektérych
bakteriach, co takze prowadzi do fagocytozy. Utrata tego receptora przez neutrofile
jest jednym z miernikow procesu apoptozy tych komorek [23].

Aktywacja neutrofili peptydem fMLP prowadzi do uwalniania receptora FcyRIIIB
do srodowiska [70, 71]. Po ekspozycji neutrofili na TNF-a obserwowano zmniej-
szenie ekspresji tego receptora [3, 30]. Czy efektem preaktywacji neutrofila przez
TNF-a jest zwiekszona utrata czastek FcyRIIIB? W badaniach Asmana i wspotpr.
wykazano, ze inhibitory proteaz umozliwiajagcych ztuszczanie sie molekuty CD16
zmniejszajg efekty preaktywacji neutrofili przez TNF-a [3]. W S$wietle tych do-
niesien wydaje sie wiec, ze proteoliza fgcznika glikozylofosfatydyloinozytolowego
i ztuszczanie sie receptora CDI 6 moga by¢ istotnym sygnatem preaktywacji. Czastka
FcyRIIIB jest czynno$ciowo uzalezniona od innego receptora - CDIIb/CD18. O
powigzaniu funkcjonalnym obu typow receptoréw Swiadczy¢ moze fakt, ze na neu-
trofilach wystepujag one w duzej bliskosci, ,,czapkujac sie” (od ang. cocapping)
przy udziale domeny lektyno-podobnej [27]. Zablokowanie tej domeny swoistym
inhibitorem (N-acetyl-D-glukozamina - NAG) znosi efekty preaktywacji neutrofili
przez TNF-a [3]. Prawdopodobnie nie mozna wykluczy¢ udziatu zwigzanych czyn-
nosciowo obu typdw receptoréw w zjawisku preaktywacji. Jest mozliwe, ze czastki
CD 16 zwigzane przez tacznik glikozylofosfatydyloinozytolowy z btong komérkowg
neutrofili sa, oproécz receptorow adhezyjnych, niezbedne do przenoszenia sygnatu
preaktywacji tych komdérek.
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Niektére szlaki transdukcji sygnatu preaktywaciji

Wyspecjalizowane biatka receptorowe, takie jak przedstawione powyzej receptory
dla fMLP, TNF-a czy tez czastki adhezyjne kompleksu CDII/CD 18 rozpoznajg
sygnaty zewnatrzkomérkowe. Po rozpoznaniu i przetworzeniu sygnatu nastepuje
przekazanie informacji na odpowiedni wewnatrzkomorkowy szlak sygnalizacyjny,
sktadajacy sie z szeregu biatek regulatorowych i efektorowych oraz z czasteczek
ijonéw bedacych wtornymi przekaznikami informacji. Ostatecznym efektem tego
procesu jest odpowiedz komorki, ktora zalezna jest zaréwno od uruchamianych
szlakéw przekazywania informacji, jak i od wzajemnych interakcji miedzy tymi
szlakami. Odpowiedz neutrofila, preaktywowanego przez TNF-a, na czynnik sty-
mulujacy (fMLP) jest wypadkowa wzajemnych oddziatywarn miedzy szlakami trans-
dukcji sygnatu uruchamiany mi podczas preaktywacji i nastepujacej po niej stymulacji.

Jednym z wazniejszych efektdw preaktywacji neutrofila przez TNF-a jest jego
zdecydowanie wiekszy wybuch oddechowy po stymulacji przez fMLP w poréwnaniu
z komérka uprzednio nie preaktywowana. Zjawisko wybuchu oddechowego (od
ang. respiratory burst) polega na wytwarzaniu i uwalnianiu przez neutrofil duzych
ilosci anionorodnikaponadtlenkowego 0 2, ktéry czeSciowo ulega reakcji dysmutacji
do nadtlenku wodoru H20 2 [67]. Zjawisko wybuchu oddechowego zalezne jest
od aktywnos$ci w neutrofilu enzymu NADPH-oksydazy (EC 1.6.99.6) [34]. Jest
to uktad biatek przenoszacy elektrony z przestrzeni wewnatrzkomaérkowej na czastki
tlenu na zewnetrznej powierzchni btony komérkowej. W komorkach spoczynkowych
aktywnos$¢ enzymu jest niewielka, wzrasta znacznie pod wplywem stymulatorow,
takich jak: fMLP, nienasyconych kwasow ttuszczowych i estrow forbolu [34]. Zda-
niem wigkszosci autordw mechanizm aktywacji polega na przesunieciu z cytozolu
do blony komodrkowej specyficznych biatek cytozolowych bedacych elementami
kompleksu NADPH-oksydazy (p67phox i p47pll0x) i taczeniu sie ich z flawocy-
tOChromem b [1, 24]. Analogiczng translokacje biatka cytozolowego p47phox ob-
serwuje sie w przypadku inkubacji neutrofila z TNF-a [3, 39]. Aktywacja
NADPH-oksydazy moze mie¢ wiec decydujgce znaczenie dla witasciwego efektu
zjawiska preaktywacji.

W dalszej czesci pracy przeanalizowano szlaki transdukcji sygnatu uruchamiane
w trakcie preaktywacji neutrofila przez TNF-a i w trakcie stymulacji przez fMLP,
ktore ostatecznie doprowadzajg do wzrostu aktywnosci NADPH-oksydazy i do spe-
cyficznej odpowiedzi komérki - wybuchu oddechowego.

DROGI AKTYWACJI PO PRZYLACZENIU LIGANDU
DO RECEPTORA DLA fMLP

Po przytaczeniu TMLP do specyficznych receptoréw na neutrofilach uruchamiane
sg klasyczne drogi przenoszenia sygnatu, zwigzane z biatkami G. Aktywowana
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RYSUNEK 1 Przyktadowy przebieg chemiluminescencji izolowanych neutrofili spoczynkowych (PBS)
i preaktywowanych przez TNF-a po stymulacji fMLP (badania wtasne)

przez biatka G fosfolipaza C hydrolizuje PtdInS(4,5)P2 do dwo6ch wtérnych
przekaznikéw informacji: diacyloglicerolu - DAG i trisfosfoinozytolu - InsP3 [47,
56].

Pierwszy z nich pozostaje w plazmolemmie i przy udziale Ca aktywuje kinaze
biatkowg C (PKC) [36, 56]. W neutrofilach enzym ten petni okreslong role w
przenoszeniu sygnatu. Przemieszczanie sie kinazy biatkowej C z cytozolu do btony
komorkowej jest sygnatem bezposrednio poprzedzajacym wybuch oddechowy [66].
Po stymulacji komérki przez fMLP dochodzi do przemieszczenia sie kinazy biatkowej
C z cytozolu do btony komoérkowej i do jednoczesnego wzrostu poziomu wewnatrz-
komoérkowego wapnia Ca2+ [76]. Towarzyszacy tym efektom wzrost aktywnosci
NADPH-oksydazy moze Swiadczy¢ o udziale kinazy biatkowej C w pobudzaniu
wybuchu oddechowego w neutrofilu [24]. Obecnie wiadomo takze, ze nie jest to
jedyna droga pobudzenia NADPH-oksydazy. W badaniach Kawakami i wspoipr.
wykazali, ze inhibitor kinazy biatkowej C H-7 hamuje translokacje obu sktadowych
NADPH-oksydazy nie wplywajac jednocze$nie na uwalnianie wolnych rodnikéw
tlenowych przez neutrofil [39]. Istnieje wiec niezalezna od PKC droga pobudzenia
NADPH-oksydazy.
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Inny wtorny przekaznik trisfosfoinozytol (InsP3) zostaje uwolniony do cytozolu.
Moze tutaj podlega¢ kolejnym przeksztatceniom metabolicznym, prowadzacym do
powstawania inozytolu i polifosfoinozytoli. Badania dotychczasowe potwierdzaja,
ze InsP3 odgrywa szczeg6lng role w mobilizacji Ca"+ w neutrofilu [43]. Wraz
ze wzrostem stezenia trisfosfoinozytolu w neutrofilu, stymulowanym przez fMLP,
obserwuje sie zwiekszenie poziomu wewnatrzkomérkowego wapnia [2]. Jak po-
twierdzono w badaniach wielu autoréw, proces uwalniania Ca2+jest Scisle zalezny
od obecnosci InsP3 Trisfosfoinozytol wigze sie ze specyficznym receptorem obecnym
na btonie siateczki $rédplazmatycznej neutrofila i w ten sposéb wptywa na otwieranie
kanatéw, przez ktore do cytozolu uwalniany jest Ca2+ [2, 43]. Powstanie wtdrnych
przekaznikéw informacji: DAG i InsP3 a nastepnie aktywacja kinazy biatkowej
C i mobilizacja jonéw Ca2+prowadza w neutrofilu do aktywacji NADPH-oksydazy.
W jej wyniku dochodzi do wzrostu syntezy iuwalniania wolnych rodnikéw tlenowych
przez komorke.

DROGI AKTYWACJI PO PRZYLACZENIU LIGANDU
DO RECEPTORA DLA TNF-a

Kinazy tyrozynowe

Jak wspomniano w niniejszej pracy, dwa typy receptoréw dla TNF-a maja
podobng morfologie. Majg tylko jedng transbtonowg sekwencje peptydows, co umo-
zliwia im duza ruchliwos$¢ i wnikanie do wnetrza komérki (internalizacje). Receptory
te w czesci zewngtrzkomdrkowej majg cztery domeny zawierajgce reszty seryny,
treoniny i proliny, ktére sg potencjalnymi miejscami fosforylacji przy udziale kinaz
tyrozynowych, seryno-treoninowych ikinaz zaleznych od cyklicznych nukleotydéw
[7]. Mechanizm transdukcji sygnatu przez receptory dla TNF-a jest stosunkowo
stabo poznany. Wiadomo, ze receptory dla TNF-a nie majg wlasnej kinazy ty-
rozynowej i w procesie przenoszenia sygnatu wykorzystuja kinazy tyrozynowe cyto-
plazmatyczne. Pobudzenie komdrki odbywa sie w sposob zblizony do receptorow
majacych aktywno$é kinazy tyrozynowej. Po zwigzaniu sie TNF-a ze swoistymi
receptorami dochodzi do trimeryzacji receptora. Umozliwia to wzrost powinowactwa
receptora do cytokiny [7]. Region transbtonowy przenosi nastepnie sygnat o przy-
taczeniu cytokiny do domeny katalitycznej. Ta katalizuje autofosforylacje i prze-
niesienie reszty fosofranowej yATP na reszty tyrozynowe biatek substratowych
[70].

Wiele doniesiert wskazuje na kluczowg role fosforylacji z wykorzystaniem kinaz
tyrozynowych w preaktywacji neutrofili przez TNF-a. W neutrofilach preaktywo-
wanych przez TNF-a obserwowano wzrost iloSciowy niektérych biatek - substratow
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RYSUNEK 2. Model aktywacji wybuchu tlenowego neutrofila preaktywowanego przez TNF-a i
stymulowanego przez fMLP. Na rysunku zastosowano nastepujace skréty: DAG -diacyloglicerol, 111SP3
- trisfosfoinozytol, NFB - jadrowy czynnik transkrypcyjny B, NADPH - dinukleotyd nikotynamido-
adeninowy, p47phox- jedno ze sktadowych biatek NADPH-oksydazy, P 1-3K - kinaza-3 fosfatydyloino-
zytolu, PLC - fosfolipaza C, PKC - kinaza biatkowa C, PTK - kinaza tyrozynowa, RAC -GDP - mate
biatko G zwigzane z NADPH-oksydaza

kinazy tyrozynowej [15, 49]. W badaniach innych autoréw wykazano, ze obser-
wowana w neutrofilach stymulowanych réznymi czynnikami fosforylacja z udziatem
kinazy tyrozynowej ulegata wzmocnieniu w obecnosci TNF-a [45, 63]. W czasie,
w ktérym notowano najsilniejsza odpowiedz preaktywowanego przez TNF-a neu-
trofila na fMLP, obserwowano najwiekszy wzrost ilosci biatek bedgcych substratami
kinazy tyrozynowej [63]. W badaniach Rafiee i wspotpr. wykazano, ze inhibitor
kinazy tyrozynowej - genisteina zmniejszat stymulowang przez fMLP chemilumi-
nescencje neutrofili preaktywowanych przez TNF-a [63]. Analogiczny wplyw ge-
nisteiny na neutrofile preaktywowane przez TNF-a lub substancje P opisywat Lloyds
i wspotpr. [46]. W badaniach Liles i wspotpr. potwierdzono, ze dziatanie genisteiny
na neutrofile preaktywowane przez TNF-a jest niezalezne od zablokowania re-
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ceptoréw integrynowych [45]. Uzyty inhibitor kinazy tyrozynowej (genisteina)
zmniejszat uwalnianie H20 2 przez komorki, w ktérych receptory integrynowe po-
taczono ze swoistymi przeciwciatami aktywujgcymi. Inne inhibitory kinazy tyro-
zynowej: ST 638 i herbimycyna hamowaty uwalnianie reaktywnych form tlenu
i enzyméw antyoksydacyjnych przez neutrofile preaktywowane przez TNF-a w
badaniach Niwa i wspotpr. [59]. W wyzej wymienionych badaniach nie obserwowano
catkowitego zahamowania preaktywacji pod wptywem inhibitorow kinaz tyrozy-
nowych. Taki wynik nasuwa przypuszczenie, ze proces fosforylacji z udziatem
kinaz tyrozynowych jest waznym, chociaz nie decydujgcym etapem transdukcji
sygnatu podczas preaktywacji neutrofili przez TNF-a. Badania innych autorow
wskazujg, ze preaktywacja kompleksu NADPH-oksydazy zalezna jest takze od
udziatu kinaz seryno-treoninowych. Berkdw i wspotpr., a nastepnie Crowley i Raffin
wykazali, ze TNF-a indukuje fosforylacje kilku biatek neutrofili przy udziale tych
kinaz [8, 15]. Jedna ze sktadowych kompleksu biatko p47phox ma 6 potencjalnych
miejsc fosforylacji z udziatem kinaz seryno-treoninowych [34]. Nie zidentyfikowano
w tym biatku natomiast zadnego miejsca fosforylacji tyrozynowej [33]. Wedtug
teorii wysunietej przez Lloydsa i wspoipr. biatko p47phox odgrywa role tacznika
wszystkich mozliwych drég przenoszenia sygnatu w neutrofilach preaktywowanych
przez TNF-a [46]. Dlatego dalsze badania procesow fosforylacji tego biatka moga
mie¢ kluczowe znaczenie dla wyjasnienia mechanizmu zjawiska preaktywacji.

Szlak sfingomielinowy

W procesie preaktywacji neutrofili przez TNF-a dochodzi do indukowania
aktywnos$ci czynnikow transkrypcyjnych AP-1 i NF-kB [48, 53]. Dokfadny me-
chanizm aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB nie jest jeszcze poznany.
Przypuszczalnie aktywacja nastepuje poprzez szlak sfingomielinowy. Potgczenie
TNF-a z receptorem p55 prawdopodobnie indukuje aktywnos¢ obojetnej sfingo-
mielinazy btonowej (SMaza). Enzym ten katalizuje proces hydrolizy sfingomieliny
btonowej, co prowadzi do utworzenia ceramidu [35]. Ten z kolei, stymuluje kinazy
biatkowe z grupy kinaz seryno-treoninowych, a takze izoenzym £ kinazy biatkowej
C, kinaze biatkowag aktywowang ceramidem (CAPK) i fosfataze biatkowg akty-
wowang ceramidem (CAPP) [48]. W dalszym etapie dochodzi do fosforylacji kom-
pleksu NF-KB/IKB-a i odszczepienia skfadowej iKB-a [35, 51]. Czynnik martwicy
nowotworow wigzac sie z receptorem aktywuje nieznang jeszcze kinaze inhibitora
IkB. Kinaza fosforyluje nastepnie inhibitor, co doprowadza do odigczenia IkB
od NFkB [52]. Jadrowy czynnik transkrypcyjny NFkB przemieszcza sie do jadra
komorkowego, a nastepnie taczy z promotorami genéw docelowych [38]. Proces
ten moze prowadzi¢ do zahamowania cyklu komérkowego lub przez zahamowanie
aktywnosci fosfolipazy D do apoptozy [55].
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W Swietle doniesien ostatnich kilku lat wydaje sie, ze ta droga przenoszenia
sygnatu, alternatywna do szlaku poprzez kinaze biatkowag C i DAG, moze mieé
znaczenie w mechanizmie zjawiska preaktywacji neutrofila przez TNF-a. Badania
dowiodly, ze proces transdukcji sygnatu prowadzgcej przez szlak sfingomielinowy
odbywa sie przy udziale proteaz serynowych itiolowych. Henkel i wspotpr. wykazali,
ze aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB jest hamowana pod wptywem in-
hibitoréw proteaz - TPCK i TLCK [35]. W badaniach Asman i wspotpr. wykazano,
ze inkubacja neutrofili z TLCK znosi efekt preaktywacji tych komorek przez TNF-a
[3]. Wydaje sie wiec, ze udziat proteaz serynowych w procesie preaktywacji jest
bardzo prawdopodobny.

Cykl fosfoinozytoli

Elementem wspolnym dla drég przenoszenia sygnatu preaktywacji komorki przez
TNF-a i stymulacji przez fMLP jest udziat pochodnych fosfoinozytoli. Jak juz
wspomniano, zwigzanie TNF-a ze swoistymi receptorami prowadzi do ich auto-
fosforylacji przez aktywacje kinaz tyrozynowych. Kinazy aktywujg fosfolipaze C
i uruchamiajg szlak generowania drugich przekaznikdbw DAG i InsP3 [10]. Akty-
wowana jest takze kinaza-3 fosfatydyloinozytolu - PI-3K [14, 21]. Enzym ten
ma zdolno$¢ wprowadzania grupy fosforanowej w pozycje 3 pierScienia inozyto-
lowego. Powstate przy udziale tego enzymu fosfolipidy nalezg do rodziny nowo
odkrytych fosfolipidow inozytolowych, majacych grupe fosforanowg w pozycji 3
pierscienia inozytolowego [43]. Nieznana jest obecnie rola biologiczna tych fo-
sfolipidéw. W neutrofilu prawdopodobnie wptywajg na konformacje btony komér-
kowej, uczestniczag w zmianach cytoszkieletu komorki. Jak wykazaty badania Niggli
i Keller, zahamowanie aktywnosci kinazy PI-3K przez inhibitor (wortmanina)
zmniejsza chemotaksje neutrofila [58]. Wydaje sie, Zze substraty tej kinazy moga
miec znaczenie w prawidtowej aktywnos$ci lokomocyjnej neutrofila. Jak stwierdzono,
kinaza-3 fosfatydyloinozytolu - PI-3K przy udziale malego biatka Rac wptywa
na fosforylacje podjednostki p47pllox NADPH-oksydazy, przez co bierze udziat
w produkcji nadtlenkéw w neutrofilach [70]. Wykazano, ze inkubacja neutrofili
ze specyficznym inhibitorem kinazy PI-3K (LY294002) hamuje efekty preaktywacji
tych komérek przez TNF-a [14]. W Swietle tych doniesien nalezy sadzi¢, aktywacja
3-kinazy fosfatydyloinozytolu przez kinazy tyrozynowe jestjeszcze jednym, istotnym
elementem w szlaku przenoszenia sygnatu preaktywacji neutrofila przez TNF-a.

PODSUMOWANIE

Mechanizm zjawiska preaktywacji neutrofili przez TNF-a jest wcigz niewy-
jasniony. Jak wykazaly badania prezentowane w niniejszej pracy, mozliwy jest
udziatréznych drog przenoszenia sygnatu w komoérkach. W procesie tym uczestniczy¢
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moga zaréwno biatka G, kinazy biatkowe, kinazy seryno-treoninowe i tyrozynowe,
a takze cykl fosfatydyloinozytoli. Niewyjasniona pozostaje takze rola proteaz se-
rynowych i tiolowych. Wiele ostatnich doniesien podkresla role szlaku sfingomie-
linowego w mechanizmie zjawiska preaktywacji. Przypuszczalnie, w przenoszeniu
sygnatu w neutrofilu preaktywowanym przez TNF-a uczestniczg zaréwno klasyczne
receptory dla fMLP zwiazane z biatkami G, jak i receptory dla TNF-a zwigzane
z kinaza tyrozynowg. Ostateczny efekt preaktywacji jest sumg oddziatywan czynnika
preaktywujacego na receptory dla TNF-a i czynnika stymulujgcego, np. fMLP,
na receptory dla peptydu chemotaktycznego. Duzg role wydajg sie odgrywaé takze,
obecne na powierzchni neutrofili czastki adhezyjne oraz receptory dla fragmentu
Fc immunoglobulin. Dalsze badania potwierdzg prawdopodobnie role jonow wa-
pniowych w przenoszeniu sygnatu preaktywacji.
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POCHODZENIE MIKROGLEJU

ORIGIN OF MICROGLIA

Marek ZIAJA

Zaktad Neuroanatomii Instytutu Zoologii UJ, Krakéw

Streszczenie: Mimo wielu lat badan problem pochodzenia mikrogleju pozostaje sprawg kontrowersyjna.
Obecnos$¢ antygenéw btonowych, a takze pewne cechy morfologiczne i funkcjonalne sugerujag pocho-
dzenie komdrek mikrogleju od monocytéw. Hipoteza taka zostata sformutowana ponad sze$¢dziesiat lat
temu i wiele pozniejszych badan wydawato sie w petni ja potwierdzaé. Pojawitly sie jednak réwniez
wyniki, ktére kazg zwrd6ci¢ uwage na inne mozliwe zrédta komérek mikroglejowych. Wséréd potencjal-
nych prekursoréw mikrogleju wymienia sie komoérki neuroektodermalne, makrofagi ptodowe czy
pierwotne komérki mezodermalne. Jest réwniez mozliwe pochodzenie komérek mikrogleju z réznych
populacji prekursorowych. Wiemy, ze mikroglej spoczynkowy powstaje w wyniku przeksztatcania sie
komorek tzw. mikrogleju amebowego. Dlatego tez zasadniczy problem dotyczy przede wszystkim zrédia
komérek mikrogleju amebowego, a nie mikrogleju spoczynkowego.

Stowa kluczowe: mikroglej, neuroektoderma, monocyty, LC-1, makrofagi, mezoderma.

Summary. Despite many years of investigations, the origin of microglia remains a controversial issue.
The presence of surface antigens and some morphological and functional features suggest monocytic
origin of microglial cells. This hypothesis was first formulated over 60 years ago and numerous
subsequent studies seemed to confirm it. Some other results arose that indicate other possible sources of
microglia. Other potential sources of microglia mentioned in these studies are for example neuroecto-
dermal cells, fetal macrophages or primitive mesodermal cells. Microglia could also originate from
various precursor populations. We know that the resting form of microglia, ramified microglia, is formed
through transformation of so-called amoeboid microglial cells. Therefore the key problem is the source
of amoeboid microglia rather than the source of the resting form.

Key words: microglia, neuroectoderm, monocytes, LC-1 antigen, macrophages, mesoderm.

WSTEP

Komorki mikrogleju stanowig wazny element uktadu nerwowego. Badania pro-
wadzone w ostatnich dwudziestu latach znacznie zwiekszyty nasza wiedze o roli
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tych komérek. Pomimo poznania wielu aspektéw zachowania sie mikrogleju zaréwno
w zdrowej tkance, jak i podczas zmian patologicznych jest ono niewystarczajace.
Uwaza sie, ze poczatkowo okragte komdrki ameboidalne, pojawiajace sie wczesnie
w rozwoju, przeksztatcajg sie stopniowo w rozgatezione komorki mikrogleju spo-
czynkowego wystepujacego w dojrzatym mozgu [20, 44]. Jednakze wcigz istniejg
kontrowersje zwigzane z pochodzeniem mikrogleju. Del Rio Hortega na podstawie
wilasnych obserwacji uwazat, ze pochodzg one z komoérek mezodermalnych na-
ptywajacych w czasie rozwoju embrionalnego z tworzacych sie opon [cyt. za 20].
Z kolei Santha i Juba [cyt. za 20] zauwazyli, ze moga one zachowywa¢ sie jak
makrofagi, a ich pojawienie si¢ w tkance zbiega sie w czasie z rozwojem naczyn
krwionosnych. Dato to podstawe popularnej do dzisiaj hipotezie monocytamego
pochodzenia mikrogleju. W ostatnich latach pojawit sie takze poglad, ze mikroglej
nie powstaje bezposrednio z monocytéw, ale ze oba typy komoérek rozwijajg sie
z makrofagéw ptodowych [13]. Przyjecie takiego rozwigzania daje mozliwos¢ pet-
niejszego wyjasnienia roli mikrogleju w reakcjach odpornosciowych uktadu ner-
wowego. Nie mozna jednak zapomina¢ o badaniach, ktére wskazujg na niewielki
lub nawet zaden udziat komoérek krwiopochodnych w tworzeniu populacji komérek
mikrogleju [5, 7, 8, 10, 20, 23, 30, 32]. Dlatego tez w dalszym ciggu kwestia
ta nie jest rozwigzana do korca. Wyniki niektorych badain mogag wskazywaé, ze
populacja mikrogleju w uktadzie nerwowym nie jest jednorodna, ale tworzg ja
komérki o podobnych cechach morfologicznych i czynno$ciowych, lecz o réznym
pochodzeniu, ekto- lub mezodermalnym [5, 23].

MONOCYTY?

Jedna z przestanek najsilniej $wiadczacych o istnieniu zwigzkdw mikrogleju
z monocytami jest ekspresja antygendw powierzchniowych. Liczne badania wy-
kazaty, ze mikroglej ma antygeny charakterystyczne dla komorek uktadu odpo-
rnosciowego, takie jak: receptor sktadnika 3 uktadu dopetniacza (CR3) [17, 25,
38, 41, 42], receptor Fc tancucha przeciwciat [36], antygen wspdlny dla leukocytow
(leucocyte common antigen - LCA) [17, 38, 39], a takze gtéwne antygeny zgodnosci
tkankowej klasy 1 i Il (major histocompatibility complex - MHC)[ 17, 25, 38,
39, 41, 42,] czy biatko CD4 [38, 39]. Ekspresja tych antygenéw zmienia sie wraz
z rozwojem tych komorek, a szczegolnie silnie objawia sie w przypadku zmian
patologicznych wystepujacych w uktadzie nerwowym [44].

Podawanie znacznikéw, ktére moga byé pobrane przez monocyty krwi obwo-
dowej, a nastepnie wykrywanie ich w komdrkach ameboidalnego mikrogleju stanowi
podstawe drugiej grupy eksperymentéw, majgcych za zadanie sprawdzenie hipotezy
0 monocytamym pochodzeniu mikrogleju. Kaur i wsp. [14] podawali dozylnie pe-
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roksydaze chrzanowag, Ling i wsp. [19] koloidalny wegiel, Xu i wsp. [40] i Li
i wsp. [18] znacznik fluorescencyjny, rodamine. Wszyscy oni stwierdzili pojawienie
sie tych zwigzkéw w komoérkach ameboidalnego mikrogleju znajdujacego sie w
spoidle wielkim, co moze $wiadczy¢ o naptywie monocytéw do uktadu nerwowego.
Jednakze, jak sugerujg Hurley i Streit [13], istnieje mozliwo$¢ innej interpretacji
ich wynikéw. Poniewaz znaczniki te podawano w pierwszych dniach po urodzeniu,
kiedy bariera krew-mdzg nie jest jeszcze w peitni wytworzona, mogly one przez
naczynia dostawaé sie do mézgu i by¢ fagocytowane przez mikroglej ameboidalny,
co spowodowato ich obecno$¢ w tych komdrkach. Takze Xu i wsp. [40] sugeruja
mozliwos$¢ fagocytowania rodaminy przez ameboidalny mikroglej, bowiem tuz po
podaniu znacznika wybarwione byly przede wszystkim komérki $Scian naczyn i
lezgce w ich poblizu ameboidalne komoérki mikrogleju. Pozwala to twierdzi¢, ze
rodamina dostaje sie do mézgu przez Sciany naczynh i dopiero wtedy moze by¢
aktywnie fagocytowana przez ameboidalny mikroglej. Ponadto intensywno$¢ zna-
kowania komdrek mikrogleju rodaming podang obwodowo spada wraz z wiekiem,
co moze by¢ wynikiem dojrzewania bariery krew-mdzg, a tym samym zmniejszenia
naptywu monocytdw lub zmniejszenia sie aktywnosci fagocytamej mikrogleju ame-
boidalnego zwigzanej z jego dojrzewaniem i przeksztatcaniem sie w mikroglej roz-
gateziony [40]. Cytowani wyzej autorzy stwierdzajg, ze wyniki ich badan moga
wskazywaé nie tyle na monocyty jako prekursory mikrogleju, co na fakt, iz ame-
boidalny mikroglej stanowi bardzo efektywng bariere fagocytujacag rézne zwiazki
pochodzace z krwi, zanim w petni wyksztalci sie bariera krew-mozg.
Systematyczne badania nad przebiegiem rozwoju populacji mikrogleju u myszy
przeprowadzili m.in. Perry i wsp. [31]. Uzywali oni przeciwciat wykrywajacych
receptor Fc i CR3, oraz przeciwciata F4/80, wykrywajacego antygen charaktery-
styczny dlamonocytow [31]. Wykazali, ze znakujg one populacje komorek, majgcych
cechy morfologiczne mikrogleju. Zauwazyli tez, ze w rozwoju embrionalnym ko-
morki o cechach mikrogleju pojawiajg sie w poblizu naczyi krwiono$nych, a nie
wystepuja w rejonach, gdzie powstaja neurony i makroglej. W 16 dniu rozwoju
embrionalnego komorki F4/80+ znajdowaty sie w oponach, splotach naczyniow-
kowych i w strefie okotokomorowej. Nastepnie znajdowano je w mézgu, gdzie
stopniowo stawaly sie coraz bardziej rozgatezione [31]. Badania te wydajg sie po-
twierdza¢ poglad o powstawaniu mikrogleju z monocytow, gdyz pierwsze obser-
wowane komorki F4/80+ znajdowaly sie poza zasadniczg tkankg mozgu, a dopiero
p6zniej obserwowano je w niej samej. Moze to Swiadczy¢ o naptywie komorek
krwiopochodnych do ukfadu nerwowego. Z drugiej strony Ashwell [1] stwierdzit
wystepowanie ameboidalnego mikrogleju juz w 11 dniu rozwoju embrionalnego.
Prawdopodobnie te wczesne komoérki ameboidalne w ukfadzie nerwowym sg ma-
krofagami ptodowymi, ktére pojawiajq sie juz okoto 9 dnia [37]. W innych badaniach
zauwazono, ze makrofagi ptodowe zasiedlajg neuroektoderme przez opone pajecza,
jeszcze zanim wyksztatci sie sie¢ naczyniowa [35]. Wyniki te moga wskazywaé
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na to, ze to nie monocyty, ale makrofagi ptodowe sg komdérkami, z ktérych pézniej
powstaje mikroglej, zwtaszcza ze dzielg sie aktywnie w narzadach, ktore zasiedlajg
[35]. Przemawia za tym rowniez fakt, ze pierwsze monocyty pojawiajg sie okoto
10-11 dniarozwoju embrionalnego [37], zatem takze mogg pochodzi¢ z makrofagow
ptodowych.

Kolejne wskazowki co do pochodzenia mikrogleju przyniosty badania nad chi-
merami radiacyjnymi [16]. Dojrzatym zwierzetom niszczono szpik kostny przez
napromienianie. Nastepnie szpik kostny odtwarzano za pomocg transfuzji komorek
szpikowych ze zwierzat z antygenem MHC |, réznigcym sie od MHC | biorcy.
Przy uzyciu przeciwciat specyficznych dla MHC | dawcy badano wystepowanie
tego antygenu u komoérek mikrogleju biorcy [16]. Wyniki wskazuja, ze tylko niewielka
cze$¢ mikrogleju miata MHC | dawcy. Mimo iz komorek takich byto tylko 10%,
to pewne jest, ze pochodzity one z przeszczepionych komdrek szpikowych. Z drugiej
strony interpretacje tych wynikdw utrudnia fakt, ze w normalnym, dojrzatym mézgu
jest bardzo mato komédrek, w ktérych mozna wykry¢ MHC | i aby zaobserwowac
jego wystepowanie, trzeba wywota¢ stan zapalny, np. eksperymentalne zapalenie
mézgu lub rdzenia kregowego [16]. To powoduje powstanie sytuacji odmiennej
niz w normalnym mézgu, co moze wptywac na uzyskiwane wyniki. Stan zapalny
w ukladzie nerwowym wytworzony eksperymentalnie moze powodowac naptyw
komérek krwiopochodnych majgcych za zadanie wspomaganie endogennych ma-
krofagéw w reakcji na uszkodzenie, a nie by¢ odbiciem naturalnej migracji tych
komdrek w celu odnawiania populacji mikrogleju.

Inne badania wskazujg, ze udziat komérek pochodzenia szpikowego w mozgu
rozwijajgcym sie moze by¢ wiekszy niz w dojrzatym. De Groot i wsp. [5] niszczyli
szpik kostny myszy jedno- i trzydziestodniowych przez naswietlenie promienio-
waniem jonizujacym. Jako dawcOw szpiku uzywali zwierzat transgenicznych. Do
komérek tych zwierzat wprowadzano bakteriofaga y, ktéry wbudowywat sie do
DNA komorki. Nastepnie w réznym czasie po zabiegu identyfikowali w moézgu
biorcy komérki zgenomem dawcy. Okazato sie, ze duzo komorek przypominajacych
makrofagi miato bakteriofaga y zintegrowanego z DNA, ale znajdowaty sie one
gtéwnie w oponach, komorach mdézgowia i niekiedy w $cianach naczyn krwio-
no$nych. W samym mézgu komérki dawcy wystepowaty w moézdzku, rdzeniu prze-
dtuzonym i spoidle wielkim, przy braku ich w istocie szarej i stanowity zaledwie
10% wszystkich obserwowanych komaérek mikrogleju. Udziat procentowy komorek
dawcy byt podobny we wszystkich badanych okresach po zabiegu, co wedtug autoréw
mogto wskazywaé, ze komérki te naptynety do uktadu nerwowego we wczesnym
okresie po urodzeniu. Poniewaz jednak duza liczba komérek mikrogleju nie wy-
kazywata cech dawcy, uwazali oni, ze populacja tych komdérek jest heterogenna
i tylko niewielka ich cze$é wyksztatca sie z komérek pochodzenia szpikowego,
a zdecydowana wiekszo$¢ z wystepujacych lokalnie prekursoréw, byé moze po-
chodzenia ektodermalnego. Wydaje sie prawdopodobne, ze niewielka liczba komérek
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dawcy obserwowana w moézgu biorcy zwigzana byta z tym, ze po urodzeniu tylko
niewiele spos$rod nich moze jeszcze przechodzi¢ do uktadu nerwowego, zanim doj-
rzeje bariera krew-mézg. Mozliwe, ze ich naptyw do uktadu nerwowego zachodzi
jedynie we wczesnym okresie rozwoju embrionalnego, za$ w dojrzatym médzgu
jest niewielki. Pozatym na przedstawione wyniki mégt wptyna¢ sam fakt naswietlania
zwierzat promieniowaniem jonizujgcym, ktére powoduje obumieranie przede wszy-
stkim dzielacych sie komorek, réwniez w uktadzie nerwowym. W zwigzku z tym
komorki uktadu odpornos$ciowego moga naptywac¢ do miejsc degeneracji komarek,
co nie musi by¢ zwigzane z naturalnym zasiedlaniem mézgu przez monocyty. Dlatego
tez mozna przypuszczaé, ze monocyty majg zdolno$¢ przechodzenia do mdzgu
przez bariere krew-mozg, jezeli wystapia zmiany patologiczne, ale niekoniecznie
proces ten musi odbywaé sie w zdrowej tkance, po osiagnieciu dojrzatosci. Ponadto
istnieje mozliwos¢ bardzo wczesnego w rozwoju embrionalnym zasiedlania uktadu
nerwowego przez makrofagi ptodowe, z ktérych powstaje mikroglej [13]. Dlatego
tez po urodzeniu moze wystepowac jedynie niewielki naptyw komorek krwiopo-
chodnych przez dojrzewajaca bariere krew-mozg.

Poparciem dla hipotezy o monocytamym pochodzeniu mikrogleju sa badania
nad przebiegiem rozwoju mikrogleju u myszy pozbawionych grasicy. U zwierzat
tych uposledzone jest wydzielanie przez limfocyty T czynnikdw regulujacych he-
matopoeze i wptywajacych na dojrzewanie komérek pochodzenia szpikowego. Htain
i wsp. [12] stwierdzili, ze w takim przypadku zageszczenie komoérek mikrogleju
w roznych rejonach mozgu, a przede wszystkim w korze médzgowej i w spoidle
wielkim, byto mniejsze niz u zwierzat normalnych. Swiadczy¢ to moze, ze komérki
mikrogleju rzeczywiscie powstajg z komorek krwiopochodnych. Z drugiej strony
wystepowanie ich, chociaz w mniejszej liczbie, mozna wytlumaczy¢ tym, ze czes¢
limfocytbw T moze przedostawac sie przez tozysko matki do organizmu ptodu
i wptywac na przebieg rozwoju komérek krwiopochodnych, a zarazem mikrogleju.
Poza tym dojrzewanie komdrek uktadu odpornosciowego u tych zwierzat moze
odbywac sie w §ledzionie inaczyniach limfatycznych. Pozwala to wyjasni¢ niewielkie
roznice miedzy liczbg komoérek mikrogleju u myszy bez grasicy a myszami nor-
malnymi. Przede wszystkim doswiadczenie to wykazuje, ze zaburzenia rozwoju
komorek krwiopochodnych maja wptyw na ksztattowanie sie populacji mikrogleju,
co moze SwiadczyC¢ o ich bliskich zwigzkach z komérkami krwiopochodnymi.

Rowniez badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazujg na zwigzek mi-
krogleju z linig komdrek krwiopochodnych. Interesujacych wynikéw dostarczyty
badania Eglitis i Mezey [6]. Wykorzystali oni zdolno$é komérek pochodzenia szpi-
kowego, transplantowanych do organizmu biorcy, do zasiedlania jego tkanek. Daw-
cami komorek szpikowych byty samce myszy C57BL/J. Cze$¢ komorek szpikowych
wyznakowano genem opornos$ci na neomycyne (neoR). Nastepnie tak przygotowane
komorki podawano samicom myszy szczepu WBB6F1/J-Kit /Kit 'V, ktére maja
genetycznie uszkodzone komarki szpikowe. Po transplantacji przeprowadzono hy-
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brydyzacje in situ, aby wykryé gen neo" i biatko GFAP (ang.: glial fibrillary
acidic protein), wystepujgce w komdrkach astrocytéw, w skrawkach mrozeniowych
uzyskanych z mézgoéw w réznym czasie po zabiegu. Wykrywano takze obecno$¢
chromosomu Y samcéw w komorkach. Komorki majgce albo gen neoR, albo chro-
mosom Y byty obecne w réznych rejonach médzgowia, co dowodzi, ze pochodzity
one z komérek szpikowych dawcy. Udato sie réwniez obliczy¢, ze' liczba komaérek,
ktora dostaje sie do parenchymy moézgu, waha sie od 500 w 3 dniu po transplantacji
do 2000 po 2-4 tygodniach, a u niektérych zwierzat nawet do 10000. Autorzy
tych badan uwazaja, ze liczby te $wiadczg o do$¢ intensywnym naptywie komorek
pochodzenia szpikowego. Poza tym stwierdzili, ze czes¢ komdrek majgca gen neo
lub chromosom Y byta wyznakowana przez przeciwciata F4/80. O ile mozna sie
byto tego spodziewad, to jednak zadziwiajace jest, ze w komoérkach pochodzacych
od dawcy stwierdzono obecno$¢ GFAP, biatka cytoszkieletowego charakterystycz-
nego dla astrocytow. Znaczyloby to, ze takze astrocyty moga w pewnych warunkach
powstawac z komorek szpikowych. Zastanawiajgcejest, ze tylko okoto 10% komarek
pochodzacych od dawcy wykazywato antygeny charakterystyczne dla mikrogleju.
Bardzo podobne wyniki otrzymywano w badaniach ze zwierzetami naswietlanymi
promieniowaniem jonizujgcym [5, 16]. Ich wyniki moga wskazywac na niewielki,
ale jednak staty naptyw komorek krwiopochodnych przez bariere krew-mézg do
uktadu nerwowego. Nalezy podkre$li¢, ze wyniki przedstawione przez Eglitis i
Mezey Swiadczg o wystepowaniu dwu istotnych zjawisk: przedostawaniu sie komadrek
pochodzenia szpikowego do parenchymy dojrzatego mézgu i ich udziale w tworzeniu
populacji mikrogleju.

Rowniez badania in vitro potwierdzajg hipoteze o $cistych zwigzkach mikrogleju
z linig komérek krwiopochodnych. Sievers i wsp. [33, 34] hodowali komorki mi-
krogleju razem z astrocytami. Okazato sie, ze w takich warunkach poczatkowo
mate, okragte komdérki réznicowaty sie do form ameboidalnych, a nastepnie do
w petni rozgatezionych form spoczynkowego mikrogleju. Ponadto hodowali oni
takze w ten sam sposob monocyty pobrane z krwi i makrofagi ze $ledziony. Stwier-
dzili, ze zarbwno monocyty, jak i makrofagi zachowywaly sie w hodowli tak samo
jak komdrki mikrogleju. Ich podziaty i rdznicowanie morfologiczne przebiegaty
identycznie jak w przypadku mikrogleju, a komérki rozgatezione powstate z mo-
nocytéw i makrofagow nie réznity sie morfologicznie i antygenowo od mikrogleju
spoczynkowego [33, 34]. Wyniki te moga wskazywa¢ na stuszno$¢ hipotezy o
istnieniu uktadu fagocytow jednojgdrowych, ktére powstajg ze wspélnych prekur-
soréw w szpiku kostnym, a pod wpltywem mikrosrodowiska réznicujg sie do spe-
cyficznych makrofagéw tkankowych podobnie jak mikroglej w uktadzie nerwowym
czy komérki Kupffera w watrobie. Jednoczes$nie badania te dowiodtly, ze aby komorki
krwiopochodne naptywajace do uktadu nerwowego przeksztatcity sie w mikroglej,
wymaganajest obecnos¢ astrocytow tworzacych specyficzne warunki srodowiskowe,
gdyz mikroglej nie rozwijat sie w hodowli z fibroblastami.
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Przedstawione badania wskazuja, ze komorki mikrogleju pozostajg w $cistym
zwigzku z komorkami krwiopochodnymi. Jednakze ich bezposrednimi prekursorami
prawdopodobnie nie sg monocyty, ale makrofagi ptodowe. Taka hipoteza wyjasnia
zarbwno zbiezne w czasie pojawienie sie w okresie ptodowym mikrogleju ame-
boidalnego i monocytoéw, jak i bardzo zblizone cechy morfologiczne i funkcjonalne
tych dwoch rodzajow komarek. Jak sugerujg Hurley i Streit [13], makrofagi ptodowe
i/lub komorki prekursorowe makrofagow zasiedlajg uktad nerwowy, stajac sie ame-
boidalnym mikroglejem, wystepujagcym w charakterystycznych grupach, ktéry na-
stepnie migruje do otaczajgcej je parenchymy. Tam z kolei rozgateziajg sie,
przyjmujac stopniowo wyglad typowego mikrogleju spoczynkowego. Kurz i Christ
[15] stwierdzili, ze pierwsze makrofagi, obserwowane w rozwoju embrionalnym,
ktére nastepnie przeksztatcajg sie w embrionalny mikroglej [2, 3,4,29], nie zasiedlajg
uktadu nerwowego przechodzac przez $ciany naczyn, ale w zdecydowanej wiekszosci
przez powierzchnie oponowa. Twierdza, ze komérki te we wczesnym rozwoju em-
brionalnym migruja z woreczka zéttkowego do embrionu, a nastepnie dziela sie
w zawigzku uktadu nerwowego na tyle intensywnie, aby mozna byto wyjasnic¢
obserwowang tam liczbe makrofagéw [2]. Taka interpretacja nie wyklucza mo-
zliwosci, ze we wczesnym okresie rozwoju embrionalnego monocyty naptywajace
do moézgu w wyniku reakcji zapalnej moga po6zniej osiedla¢ sie i przeksztatcac
w mikroglej rozgateziony. Mozliwy wydaje sie takze dodatkowy naptyw komorek
pochodzenia szpikowego do normalnego i uszkodzonego mézgu po zakonczeniu
rozwoju embrionalnego i po osiggnieciu dojrzatosci [6, 9].

A MOZE JEDNAK NEUROEKTODERMA?

Oprdcz badan wskazujgcych na zwiazki mikrogleju z uktadem fagocytow jed-
nojadrzastych narasta liczba faktow przemawiajagcych za neuroektodermalnym po-
chodzeniem mikrogleju. Zaktadaja one, ze mikroglej powstaje z glioblastéw, komoérek
macierzystych neurogleju, obecnych w komorowej, a p6zniej w okotokomorowej
strefie rozwijajacej sie cewki nerwowej. W tym przypadku populacja komérek mi-
krogleju bytaby odgatezieniem linii glejowej. Ponadto komérki odpowiedzialne za
odnawianie sie populacji astrogleju i oligodendrocytéw w dojrzatym mézgu mogtyby
bra¢ udziat réwniez w odnawianiu populacji mikrogleju.

Uzycie hodowli komérek neopalium i neuroepitelium dostarczyto nowych inte-
resujgcych danych o pochodzeniu komérek mikrogleju. Aby sprawdzi¢, czy neu-
roektoderma moze by¢ zrédtem komorek prekursorowych mikrogleju, Hao i wsp.
[10] hodowali komorki neuroepitelium pobrane z 8,5-dniowych embrionéw myszy,
czyli przed powstaniem sieci naczyniowej. Na tym etapie rozwoju nie wystepuja
jeszcze makrofagi ptodowe i monocyty. Aby mie¢ pewnos$¢, ze do hodowli nie
zostaty przeniesione zadne komorki mezodermalne, na wycietg tkanke dziatali try-
psyna, aby oddzieli¢ przyczepione do niej inne komérki. Tak pobrang tkanke ho-
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dowano przez 10dni, regularnie co 2-3 dni zmieniajac pozywke. W 10 dniu hodowli
95% komdrek miato biatko GFAP, ktérego wystepowanie jest charakterystyczne
dla astrocytéw. Potem zaprzestano zmieniania pozywki, stwarzajagc warunki de-
prywacji pokarmowej. Po uptywie 10-12 dni od zaprzestania podawania skfadnikdw
pokarmowych, w hodowli pojawiaty sie komérki przejawiajace ekspresje receptoréw
sktadnika uktadu dopetniacza 3 (CR3), wystepujgcg u mikrogleju i monocytéw
[17, 25, 38, 40, 41], przy jednoczesnym zaniku komérek GFAP pozytywnych.
Wyniki pozwolity autorom na stwierdzenie, ze komoérki przypominajace makrofagi,
ktére pojawiajg sie whodowli poddanej deprywacjipokarmowej, pochodzg zkomorek
linii astrocytarnej. Zaobserwowali ponadto, ze mimo iz w okresie, kiedy zostaty
pobrane komorki, neuroepitelium, monocyty i makrofagi ptodowe jeszcze nie wy-
stepuja, to w hodowli pojawiajg sie komorki mikrogleju. Na tej podstawie przyjeli
teze, ze mikroglej pochodzi z multipotencjalnych komdrek neuroektodermalnych,
a nie mezodermalnych [7, 10].

Rozwijajgc ten model doswiadczalny, Neuhauss i Fedoroff [30] hodowali ko-
morki pobrane z neopallium nowo narodzonych myszy. Uzywajagc ponownie prze-
ciwciat Mac-1 w celu wykrycia ekspresji CR3, stwierdzili po okoto 2 tygodniach
od ostatniej zmiany pozywki gwattowny wzrost liczby komérek Mac-1-pozytywnych
(Mac-1+). Ponadto, w ciagu pierwszego tygodnia hodowli zaledwie 0,1% komérek
byto Mac-1+ przy $rednio 50% zawartosci komérek GFAP+. Poczawszy od 9 dnia
od ostatniej zmiany pozywki nastgpity dwa zjawiska:

(1) gwattowny spadek liczby komérek GFAP+, do zaledwie 5% w 14 dniu
deprywacji pokarmowej i

(2) wzrost liczby komoérek Mac-1+ do 60% réwniez w 14 dniu deprywacji.

O ile w pierwszym okresie hodowli dzielgce sie komarki stanowity 15% wszystkich
komédrek w hodowli, o tyle wraz z chwilg zaprzestania podawania sktadnikéw po-
karmowych podziaty stopniowo spadly. Autorzy tej pracy [30] znalezli jedynie
kilka dzielgcych sie komorek Mac-1+. Na tej podstawie wysuneli poglad, ze komaérki
prekursorowe mikrogleju w neopallium sg w stanie nieaktywnym, natomiast w
przypadku ograniczonego dostepu do skiadnikéw pokarmowych, pod wpltywem
czynnikéw wydzielanych przez astrocyty, przeksztatcajg sie w komadrki Mac-1+.
Zaproponowali hipoteze, ze komorki, ktére poczatkowo zawieraty GFAP, prawdo-
podobnie astrocyty, w wyniku zmian w mikrosrodowisku przeksztatcity sie bez
podziatbw w komérki Mac-1+, czyli mikroglej.

Richardson iwsp. [32] przeprowadzili eksperyment podobny do wyzej opisanych.
Rowniez w tej pracy autorzy stwierdzajg, ze komorki prekursorowe mikrogleju
sq morfologicznie i antygenowo nierozroznialne od komorek prekursorowych astro-
cytéw. Zauwazyli, ze aby komérki w tych hodowlach przeksztatcity sie w mikroglej,
wymagane jest prawdopodobnie okre$lone stezenie czynnikéw troficznych. Swiadczy
o tym fakt, ze mikroglej nie pojawiat si¢ w przypadku bardzo matej liczby komérek
w hodowli lub przy czestym zmienianiu pozywki. Jezeli natomiast komérek w
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hodowli byto co najmniej 2x104 /cm2lub nie zmieniano pozyweki, mikroglej pojawiat
sie. Ponadto oszacowali, ze co najmniej 12% komorek neopallium pobranych do
hodowli mogto sie przeksztatcaé w mikroglej. Komérki te byly Mac-1-, F4/80-,
GFAP-, ale zawieraly wimentyne.

Fedoroffiwsp. [8] zbadali takze mozliwos¢ pojawiania sie komorek, ktére miatyby
antygeny charakterystyczne zaréwno dla astrocytéw, jak i mikrogleju. Komoérki
neopallium hodowali przez 8-10 dni, w pozywce zawierajagcej CSF-1 w réznych
stezeniach i zmienianej co 2-3 dni. W tak prowadzonych kulturach stwierdzili
wystepowanie komorek Mac-1+/GFAP+, ktérych liczba zalezata od stezenia CSF-1
w pozywce. Wystepowaly takze komodrki jedynie GFAP+ jak i Mac-1+. Znalezli
réwniez pewng liczbe komérek, ktére byty zaréwno GFAP, jak i Mac-1 negatywne.
By¢ moze byty to prekursory wspolne dla astrocytow i mikrogleju. Wyniki przed-
stawione przez Fedoroffa i wsp. [8], a zwiaszcza wptyw stezenia CSF-1 na rozwoj
komérek mikrogleju sugeruja, ze astrocyty i mikroglej pochodza z jednej linii ko-
mérkowej, a ich transformacja do komorek okre$lonego typu zalezy od mikro-
Srodowiska. Twierdzg oni, ze mogg wystepowac¢ dwie odrebne populacje mikrogleju:
jedna, ktoéra naptywa do uktadu nerwowego we wczesnym okresie rozwoju em-
brionalnego i pozostaje makrofagami, oraz druga, ktéra w rozwoju postnatalnym
dominuje, a powstaje z komérek zwiazanych z linig astroglejows i jest populacja
komorek, z ktorych pozniej powstaje mikroglej spoczynkowy.

Rowniez badania in vivo dostarczyty pewnych informacji mogacych $wiadczy¢
0 neuroektodermalnym pochodzeniu mikrogleju [7, 21, 22]. W rozwoju embrio-
nalnym komorki ptytki dennej (ang. floor plate) réznicujg sie bardzo wczesnie
[21, 22]. Przeksztatcajg sie one w szew glejowy (ang. glial raphe) w miare, jak
tworzy sie cewka nerwowa [22]. Zbudowany jest on z komérek glejowych, two-
rzacych o$ posrodkowa ciggnaca sie poprzez most i rdzen kregowy, rozdzielajac
ich brzuszne cze$ci na dwie symetryczne potowy. Od okoto 11 dnia rozwoju em-
brionalnego komorki glejowe phytki dennej barwig sie na obecno$¢ lipokortyny
1(LC-1+), biatka wigzacego wapn [21,22]. W okresie od dnia 15 do 18 intensywnos¢
barwienia jest najwieksza, a pézniej stopniowo spada [22].

Poczawszy od 1tygodnia zycia w poblizu szwu pojawiajg sie pojedynczo mate,
okragte komorki LC-1+. W dalszym rozwoju zwigksza sie ich liczba, a w obszarach
bardziej oddalonych od szwu mozna zaobserwowaé rozgatezione komérki LC-1+.
W 4 tygodniu zycia, w poblizu zanikajgcego szwu gromadzi sie duza liczba komdrek
LC-1+ zar6wno ameboidalnych, jak i rozgatezionych. Od 6 tygodnia rozwoju post-
natalnego, rozgatezione komérki LC-1 + obecne sgjuz w catym uktadzie nerwowym,
zarébwno w istocie biatej jak i szarej. Majg one wiele wypustek, a niektore otaczaja
nimi $ciany naczyn krwionosnych. Komoérki te wybarwiajg sie lektynami Bandeirea
simplicifolia BSI-B4, a nie stwierdzono w nich natomiast biatka S100(3, co sugeruje,
ze nie sg to astrocyty, ale najprawdopodobniej komorki mikrogleju [22]. Ponadto
komérki LC-1+ podlegaja aktywacji w przypadku réznych uszkodzen uktadu ner-
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wowego, zwiekszajac swojg liczbe i przeksztatcajac sie w fagocyty [26]. Wydaje
sie wiec prawdopodobne, ze komorki rozgatezione L C-1+ opisywane przez McKanna
[21, 22] mogg by¢ komodrkami mikrogleju, powstajagcymi z komérek glejowych
znajdujacych sie w szwie plytki dennej tytlomdzgowia i rdzenia kregowego. Sugeruje
to okreslong sekwencje rozwoju komoérek LC-1+. W linii posrodkowej w szwie
wystepuja najpierw komorki glejowe. Nastepnie w jego sasiedztwie pojawiajg sie
komarki ameboidalne, a pdzniej, w odlegtosci wiekszej niz 100 |am od szwu, komorki
rozgatezione. Poczawszy od 6 tygodnia rozgatezione komdrki LC-1+ sg réwno-
miernie rozrzucone w ukfadzie nerwowym [43]. Wedlug McKanna [21, 22], ten
przebieg wskazuje na réznicowanie si¢ komorek glejowych szwu w komérki mi-
krogleju, poprzez znane z innych badan formy posrednie. Jednakze trudnos¢ w
interpretacji tych wynikow stwarzajg watpliwosci, czy lipokortyna 1moze by¢ uznana
za marker mikrogleju. We wczesniejszych badaniach stwierdzono bowiem, ze oprocz
mikrogleju [24], wystepuje ona takze w neuronach [11] i astrocytach [27]. Z kolei
McKanna i Fedoroff oraz McKanna i Zhang [23, 24] uwazajg, Ze to jedynie mikroglej
wykazuje ekspresje tego biatka. Twierdza, ze lipokortyna-1 jest bardzo wrazliwa
na warunki utrwalania tkanki, powszechnie stosowane w badaniach. Na podstawie
wiasnych doswiadczen utrzymuja, ze immunoreaktywnos$¢ neuronéw i astrocytow
jest artefaktem wynikajacym ze sposobu utrwalania tkanki [23, 24].

Opisane w tym rozdziale prace nad hodowlami komdrek neuroepitelium sugeruja
mozliwo$é powstawania komoérek mikrogleju z komérek neuroektodermy [7, 8,
10, 21, 22, 32]. Wydaje sie jednak, ze z duzg ostrozno$cig nalezy podchodzié
do wynikdw badan in vitro. Mimo calej swojej uzytecznosci stwarzajg one sytuacje,
ktéra nie wystepuje in vivo. Powstawanie komorek zblizonych morfologicznie i
antygenowo do mikrogleju, zwtaszcza z komdrek pobranych bardzo wczesnie w
rozwoju embrionalnym, moze by¢ $wiadectwem mozliwosci plastycznych komérek,
ktére w naturalnych warunkach mogg nigdy nie by¢ realizowane.

PODSUMOWANIE

Trudno jednoznacznie rozstrzygnaé, z jakiego rodzaju komorek powstaje mi-
kroglej. Niektdrzy autorzy sugeruja, ze fakt, iz mikroglej i makrofagi majg podobne
antygeny i funkcje, nie musi $wiadczyé o ich wspolnym pochodzeniu, a komorki
mikrogleju moga powstawac réwniez z neuroektodermy. Jednakze wiekszos$¢ cech
i dane o przebiegu rozwoju mikrogleju $wiadcza najsilniej o ich zwigzkach z uktadem
fagocytow jednojgdrzastych. Z drugiej natomiast strony, wyniki czesci badan
przecza tej tezie wskazujac na istnienie komaérek rodowych wsp6lnych dla astrocytow
i mikrogleju. Co ciekawe, niektore badania [5, 6, 16] z jednej strony wskazuja
na mozliwos¢ zasiedlania uktadu nerwowego przez komérki krwiopochodne, prze-
ksztatcajace sie nastepnie do mikrogleju rozgatezionego, a z drugiej przemawiajg
za neuroektodermalnym pochodzeniu mikrogleju. Mozliwa do przyjeciajest hipoteza
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De Groot [5], ze populacja mikrogleju jest heterogenna. W tej sytuacji jej czes¢
tworzytyby komorki zwigzane z linig monocytama, a pozostata miataby zwigzki
z linig astrocytéw, a wiec powstawataby z neuroektodermy. Biorgc pod uwage
zdecydowang przewage dowoddw na powigzania mikrogleju i komérek linii mo-
nocyty/makrofagi, zaréwno rozwojowe jak i funkcjonalne, wiekszo$¢ autoréw przy-
chyla sie do hipotezy o pochodzeniu mikrogleju zkomérek krwiopochodnych. Sievers
et al. [33] nawigzujac do wynikéw badain McKanna [21, 22], Fedoroff i wsp. [8],
Ftao i wsp. [10], Richardson i wsp. [32] sugerujg, iz neuroektoderma w rozwoju
embrionalnym moze by¢ zasiedlana przez komdrki pochodzace z otaczajacej ja
mezodermy/mezenchymy i nie majace antygendw charakterystycznych dla w petni
zréznicowanych monocytdw, przez co nie mozna byto stwierdzi¢ ich obecnosci
w hodowlach neuroepitelium. Takie komorki mogtyby naptywa¢ do zawiazkow
uktadu nerwowego bardzo wcze$nie w rozwoju embrionalnym, jeszcze przed wy-
ksztatceniem sieci naczyniowej, dzieli¢ sie i przeksztatca¢ do obserwowanego, pry-
mitywnego mikrogleju [28, 33, 34]. Podobna sytuacja wystepuje w watrobie, gdzie
komérki Kupffera pojawiajg sie przed powstaniem szpiku i sieci naczyniowej [28].
Hipoteza ta wydaje sie prawdopodobna i dobrze wyjasnia wyniki uzyskane z r6znych
badan nad przebiegiem rozwoju komérek mikrogleju w uktadzie nerwowym. Dalsze
badania moga ja potwierdzi¢ lub dostarczy¢ nowych informacji, ktére przewaza
szale na korzy$¢ jednej z przedstawionych tutaj hipotez.
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KOMUNIKATY

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

Uprzejmie informujemy, ze VII Ogolnopolska Konferencja Biologii Komdrki
zostanie zorganizowana w 1999 roku, w dniach 9 (Sroda) do 12 (sobota) wrzesnia,
w Krakowie.

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

Zainteresowanych prosimy o $ledzenie dalszych komunikatéw.

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, Wio-
dzimierz Korohoda and Stanistaw Przestalski have been chosen by the Polish Cell
Biology Society.

Please keep attention to the forthcoming communicates.

INTERNATIONAL SYMPOSIUM on
Molecular and Clinical Aspects of Regulation of Ovarian Function:
Impact on the Reproductive Health of Women

October 6-10 1999, New Delhi, India
(includes a Workshop on Ovulation: Lessons from in vitro Approaches)

Topics to be discussed include:

Hypothalamo-pituitary-ovarian axis, molecular biology of steroid hormone syn-
thesis and action, interovarian regulators offollicular maturation, ovulation and
atresia, regulation of luteal function, hormone replacement therapy, ovarian car-
cinoma

Organizers:

Dr A. K. Mukhopadhyay, IHF, Grandweg 64, D-22529 Hamburg

email: mukhopadhyay@ ihf.de Tel.: (+49 40) 561908-20/23, Fax:(+49 40) 561908-64

Dr Anand Kumar, Dept, of Reproductive Physiology, AIIMS, New Delhi 110029, India
email: anand@medinst.ernet.in Fax: (+9111) 6862663
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W. Mejbaum-Katzenellenbogen’s Molecular Biology Seminars

6. LIPOSOMES AND RELATED STRUCTURES

June 10-12, 1999, Wroctaw/Szklarska Poreba, Poland

General Objective of the Seminar: To discuss recent advances in construction
and application of liposomes and related vesicular structures in biomembrane mo-
deling and delivery of therapeutic agents.

The scientificprogramme will include plenary lectures by invited speakers (30+10
min) and oral and poster presentation. Oral communications (15+5 min) will be
chosen from the abstracts send by participants.

The main topics of the seminar are:

« Monolayers, Bilayers and Liposomes - Laboratory practice
. Proteoliposomes and Biomembrane Reconstitution

. Cationic Lipids and Nucleic Acids

e Liposomes as Carriers in Drug Delivery

e Non-liposomal Vesicular and Submicron Delivery Systems
. Other Applications of Liposomes

Poster presentations may relate to the Seminar themes or to other areas of lipids,
amphiphiles and membrane structure.

The Seminar will be held in a resort of Szklarska Poreba near Jelenia Géra.
Szklarska Poreba is situated in the south-west Poland in the scenic Sudety
Mountains. Participants will be offered accommodations which will be placed in
the easy walking distance of the lecture audithorium and restaurants.

Preliminary listofinvited speakers: T. M. Allen (CA), D. Arndt (DE), G. Betageri (USA),
J. R. Chantres (ES), A. Fahr (DE), D. Hoekstra (NL), P. Kinnunen (FI), B. Kloesgen (DE),
J.-Y. Legrende (FR), L. Leserman (FR), J. Monkkonen (FI), N. Oku (JP). G. Rapp (DE), G.
Scherphof (NL), R. Schwendener (CH), M. Sentjurc (SL), E. Touitou (IL), R. Zeisig (DE).

The second announcement containing further details of the scientific and social
programme of Seminar will be send in March 1999. Please register using an ap-
propriate form of the first announcement or on-line registration form to ensure
receipt of the second and final announcement.

Please send all requests related to the Seminar to:

Organising Committee of Mejbaum-Katzenellenbogen’s Seminar
6. LIPOSOMES IN BIOLOGY AND MEDICINE
Institute of Biochemistry and Molecular Biology, Wroclaw University
Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroclaw, Poland
tel/fax +48 (71) 3252930
E-mail: meisem @ angband.microb.uni.wroc.pl
or visit Seminar www Page at: http://angDand.mirob.uni.wroc.pl.Diochem/sem-99.htm

Early application is advised as the Liposome Seminar is limited to 150 persons.
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http://angDand.mirob.uni.wroc.pl.Diochem/sem-99.htm
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Wskazowki przygotowania rysunkoéw 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

Zamoéwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektag pracy.

Warunki prenumeraty kwartalnika POSTEPY BIOLOGII KOMORKI
Prenumerata na rok 1999
Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 1999 na konto;
FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ, ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV OAVarszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Cena prenumeraty rocznika na rok 1999:
dla instytucji (bibliotek) wynosi 60 zt,
a dla odbiorcéw indywidualnych 20 zi.

Subscription orders for POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 1999 should be placed at
local press distributors or directly at Editorial Board of POSTEPY BIOLOGII KOMORKI,
Marymoncka str. 99, 01-813 Warszawa/Poland:

FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI IBIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa;

Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/Warszawa
account No 12401053-40006576-2700-401112-001.

Price per year 20 dollars USA
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Od Redakcji

Od stycznia 1999 roku Czytelnicy ,,Postep6w Biologii Komérki” otrzymajg ze-
szyty ze zmieniong oktadka. Tytut i informacje na okladce bedg w jezyku polskim
i angielskim. Nowa oktadke opracowata Zofia Zawada z V klasy Panstwowego
Liceum Sztuk Plastycznych im. W. Gersona w Warszawie. Dla udostepnienia
naszego czasopisma réwniez Czytelnikom za granica, bedziemy prosi¢ Autoréw
0 obszerniejsze streszczenia do artykutdw publikowanych w ,,Postepach”.

»W tym Zeszycie PBK” stuzy zaangazowanym Czytelnikom, gdyz oprécz skré-
conej informacji o artykule mozna tam czesto znalez¢ informacje o wcze$niejszych
publikacjach na temat zblizony do tresci artykutu, bez zasiegania informacji u innych
0s6b.

Roczna prenumerata ,,Postepdw” kosztuje zaledwie 20 ztotych. Naprawde kazdy
student, asystent, adiunkt czy profesor moze sobie pozwoli¢ na taki roczny wydatek.
Wygoda z posiadania zeszytéw ,Postepéw” pod reka, na péice w pracy czy
w domu jest duza. Publikujemy artykuty z bardzo réznych dziedzin biologii komorki
1 napewno kazdy znajdzie tam co$ interesujacego dla siebie, jak réwniez moze
poszerzy¢ swoje wiadomosci o problemy, ktorymi na codzien sie nie interesuje.

Mito jest nam przekaza¢ wiadomo$é, ze Nagrode Fundacji Biologii Komarki
i Biologii Molekularnej w roku 1998 otrzymat dr Zbigniew Polanski z Zaktadu
Genetyki i Ewolucjonizmu, Instytutu Zoologii UJ w Krakowie za prace:

a) Genetic background of differences in timing of meiotic maturation in mouse oocytes: a
study using recombinant inbred strains. J Reprod Fertil 1997, 109, 109-114.

b) Strain difference in timing of meiosis resumption in mouse oocytes: involvement of a
cytoplasmic factor(s) acting presumably upstream of the dephosphorylation of p34tdt'2 kinase.
Zygote 1997,5, 105-109.

Dyplom nagrody chcielibySmy wreczy¢ podczas VII Ogolnopolskiej Konferencji
Biologii Komorki, ktora odbedzie sie w dniach 9-12 wrzesnia 1999 r. w Krakowie.
Zapraszamy na te uroczystosc.

Prof, dr hab. Jerzy Kawiak Prof, dr hab. Zofia Osuchowska
Prezes Fundacji Biologii Komarki Przewodniczaca Komisji Nagrod
i Biologii Molekularnej Fundacji Biologii Komoérki

i Biologii Molekularnej

Warszawa 2 grudnia 1998 r.
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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 odpowiadaja zadnej z
wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

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

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

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

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwéch 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 s. 216) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona i nazwiska autoréow oraz ich tytuty
naukowe, adresy: w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron
maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy wjezyku
polskim iangielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zakfadu naukowego, nazwisko i adres
autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrot tytutu (do 40 znakéw). Nastepna
strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw) oraz stowa kluczowe - 3 do 10
stéw zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sa tam zawarte. W tytule i streszczeniu
mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony.
W tek$cie nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rysunkéw, a jedynie zaznaczyé otdwkiem na marginesie ich
lokalizacje (np. tab. 1, rys. litp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdzialy. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skroty nazw czasopism podawac¢ nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sa corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tek$cie nastepuje
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury nalezy
zestawic¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

[2] SACHSENMAIJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium polycephaium. 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 poszczeg6lnych rysunkdw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zataczniki sa zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
Wszystkie zataczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SlI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do wykonania korekty
autorskiej i zwrécenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wigekszymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza
poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1egz. zeszytu PBK z opublikowanga pracg oraz moga
zamowi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik w PBK. Redakcja prosi o propozycje do 5 0s6b (nazwisko, imie, adres, fax), ktére
bytyby odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego
wspétpracownikami. Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwréci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcjazrezygnuje
z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedzg na list redaktora.

Redakcja prosi takze gléwnego Autora o dotgczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujgce pytania:

Dotgczono 2 kopie maszynopisu, Tres¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata

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

Jest zgoda o0s6b, 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 wiasno$¢ reda-
kcji i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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