PL ISSN 0324-833X

POLSKIE
TOWARZYSTWO
ANATOMICZNE

POLSKIE
TOWARZYSTWO
BIOLOGII
KOMORKI

POLISH
ANATOMICAL
SOCIETY

POLISH SOCIETY
FOR CELL
BIOLOGY

VOL. 26, ISSUE 2/1999
(217- 444)



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 26, 1999 NR 2(217-444)
ADVANCES IN CELL BIOLOGY VOL. 26, 1999 NR 2 (217-444)

Kwartalnik Polskiego Towarzy stwa Anatomicznego, Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki, Polskiej Sieci
UNESCO oraz Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej wydawany z cze¢Sciowg pomoca finansowg
Komitetu Badan Naukowych.

Quarterly of the Polish Anatomical Society, the Polish Society of Cell Biology, the Polish UNESCO Net, and
the Foundation for Cell Biology and Molecular Biology, partialy supported by the Committee for Scientific
Research (KBN)

Redaguje Kolegium - Editors:

Szczepan BILINSKI (biologia rozwoju, embriologia, cytoszkielet, potaczenia miedzykomorkowe - Instytut
Zoologii UJ, 30-060 Krakéw, ul. Ingardena 6),

Jerzy KAWIAK (immunologia, cytometria, hematologia, biologia nowotworéw - Zaktad Cytologii Klinicznej
CMKP, 01-813 Warszawa, ul. Marymoncka 99),

Wincenty KILARSKI (mie$nie, skurcz miesniowy, ruchy komérek - Instytut Zoologii UJ, 30-060 Krakéw, ul.
Ingardena 6),

Jacek KUZNICKI (biologia molekularna, biochemia - Instytut Biologii Do$wiadczalnej PAN

im. M. Nenckiego, 02-097 Warszawa, ul. Pasteura 3).

Jan MICHEJDA (szlaki informacyjne, btony komérek, energetyka komoérki - Zaktad Bioenergetyki UAM,
61-701 Poznan, ul. Fredry 10),

Maria OLSZEWSKA (komorki roslinne, informacja genetyczna w komérkach roslinnych i zwierzecych -
Zaktad Cytologii i Cytochemii Roélin Instytutu Fizjologii i Cytologii Uk, 90-237 £4dz, ul. Banacha 12/16),
Maciej ZABEL (histologia ogdlna, endokrynologia, histochemia (immunocytochemia, hybrydocytochemia),
ultrastruktura komoérek - Zaktad Histologii AM, 50-368 Wroctaw, ul. Chatubinskiego 6a)

Rada Redakcyjna - Advisory Board:

Zofia OSUCHOWSKA - przewodniczaca, Mieczystaw CHORAZY, Leszek CIECIURA, Antoni HORST,
Aleksander KOJ, Wiodzimierz KOROHODA, Leszek KUZNICKI, Olgierd NARKIEWICZ, Aleksandra
PRZELECKA, Aleksandra STOJALOWSKA, Lech WOJTCZAK

Adres Redakcji - Editorial Office: Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, ul. Marymon-
cka 99, 01-813 Warszawa, Poland, tel. 8340 344, fax 8340470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl.

© Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej - Foundation for Cell Biology and Molecular Biology

Wszystkie prawa zastrzezone. Zabrania sie kopiowania czesci lub catosci bez uprzedniego pisemnego zezwo-
lenia Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej.

All rights reserved. No part of this publication may be reproduced in any form or by any means without the
prior written permission of the publisher. Requests to the publisher for permission should be adressed to the
Fundacja Biologii Komdrki i Biologii Molekularne;j.

Ark. wyd. 16,5. Ark. druk. 14.25 Podpisano do druku w lutym 1999 r. Druk ukoficzono w marcu 1999 r.


mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl

W tym Zeszycie Postepow Biologii Komorki

Nagrode Nobla z fizjologii i medycyny w 1998 r. przyznano RF Furchgottowi,
LJ Ignarro i F Muradowi za odkrycie roli tlenku azotu jako czgsteczki sygnato-
wej. Krotkie oméwienie tego osiggniecia naukowego znajdzie Czytelnik na
stronie 219.

Dwa artykuly o mechanizmach kwitnienia ro$lin sa na stronach 231 i249.

Biatka szoku termicznego sa obecne w komorkach Prokaryota i Eukaryota.
Rozmieszczenie w komérce i role tych biatlek oméwiono w artykule na stronie
267.

Dalszy artykut w ,Postepach” o apoptozie (uprzednie artykuty: 22,247,1995;
23,299,1996; 24,561,1997; 25,315,1998; 25,649,1998) znajdzie Czytelnik na
stronie 285.

Omowienie podtoza molekularnego czestego schorzenia uwarunkowanego
genetycznie, rdzeniowego zaniku miesni znajdzie Czytelnik na stronie 311.

Czes¢ biatkowa kryptochroméw wykazuje duza homologie do fotoliaz - enzy-
mow uczestniczacych w procesie naprawy DNA. Budowe, wiasciwosci i me-
chanizm dziatania kryptochroméw, eukariotycznych fotoreceptoréow Swiatta
niebieskiego oméwiono na stronie 343.

Na stronie 375 Czytelnik znajdzie artykut na temat leptyny, hormonu dotad
znanego jako hormon hamujgcy apetyt. Czynnik ten jest produkowany przez
komorki ttuszczowe, komérki pecherzykéw jajnikowych i komorki tozyska w
rozwoju zarodka. Ostatnio (Science 281,1683,1998) opisano jeszcze inng
witasnosé leptyny. Jest ona czynnikiem angiogennym, pobudzajgcym wzrost
naczyn krwionosnych. To ttumaczy jej znaczenie w przebiegu gojenia sie ran
oraz we wczesnym rozwoju zarodka.
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OD DYNAMITU DO VIAGRY, CZYLI RZECZ
O NAGRODZIE NOBLA Z MEDYCYNY
I FIZIJOLOGII W 1998 ROKU*

FROM DYNAMITE TO VIAGRA - 1998 NOBEL PRIZE
IN MEDICINE AND PHYSIOLOGY

Cezary WOICIK1, Jakub GOLAB**2

]Zakiad Histologii i Embriologii oraz 2Zak’rad Immunologii, Instytutu Biostruktury
Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Nagrode Nobla z fizjologii i medycyny w 1998 roku przyznano Robertowi F. Furchgottowi
(Stale University of New York, Health Science Center), Louisowi J. Ignarro (University of California
Los Angeles School of Medicine) oraz Feridowi Muradowi (University of Texas Medical School w
Houston) za odkrycie roli tlenku azotu jako czasteczki sygnatowej w organizmie. Niestety, wsérod
nagrodzonych zabrakto miejsca dla Salvadora Moncady, ktéry pierwszy jednoznacznie zidentyfikowat
czynnik odpowiedzialny za rozszerzanie naczyn krwionos$nych jako tlenek azotu. Obecnie wiadomo, iz
tlenek azotu jest produkowany worganizmie cztowieka przez trzy izoenzymy syntazy tlenku azotu (NOS,
nitric oxide synthase) z aminokwasu argininy. Tlenek azotu jest reaktywnym wolnym rodnikiem i
oddziatuje z szeregiem czasteczek w komérce, w tym z grupg hemowg rozpuszczalnej formy cyklazy
guanylowej, co prowadzi do jej aktywacji. Cykliczne GMPjest wtérnym przekaznikiem odpowiedzial-
nym za wiekszo$¢ fizjologicznego dziatania tlenku azotu. Tlenek azotu uczestniczy m.in. w rozkurczu
naczyn krwionosnych, utrzymywaniu prawidtowego ci$nienia tetniczego, prawidtowym dziataniu ukta-
du odporno$ciowego, a zwtaszcza w zwalczaniu infekcji, przekazywaniu sygnatéw miedzy neuronami,
czynnosciach miesni poprzecznie prazkowanych szkieletowych i serca, erekcji pracia itd.

Stowa kluczowe: tlenek azotu, syntaza tlenku azotu, wolne rodniki, cyklaza guanylanowa, cytrynian
sildenafilu, Nagroda Nobla, naczynia krwiono$ne, uktad nerwowy, ukiad odpornosSciowy, miesnie
poprzecznie prazkowane

Summary: The 1998 Nobel Prize in Physiology and Medicine was granted to Robert F. Furchgott (State
University of New York Health Science Center), Louis J. Ignarro (University of California Los Angeles

*Artykut napisany w zwiazku z Nagroda Nobla z fizjologii i medycyny w 1998 r.
**). Gotab jest stypendystg Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej
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School of Medicine) and Ferid Murad (University of Texas Medical School in Houston), for their
achievements which lead to the discovery, that a simple gas, namely nitric oxide, is an important signal
molecule in our bodies. However, Salvador Moncada, who first proved that the endothelium derived
relaxing factor is indeed nitric oxide was omitted by the Nobel committee. Nitric oxide is produced in
the organism by three isozymes of nitric oxide synthase (NOS). Nitric oxide is a free radical, which
readily reacts with various chemical groups in the cell. Among them, is the heme group of the soluble
guanylate cyclase. Nitric oxide binding to this enzyme causes its activation and therefore cGMP
production. cGMP is indeed the main second messenger of the physiological action of nitric oxide.
Among the many roles of nitric oxide is the relaxation of blood vessels, maintenance of the normal blood
pressure, normal functioning of the immunological system, antimicrobial action, neuronal transmission,
function of the striated skeletal and cardiac muscles, penile erection, etc.

Key words: nitric oxide, nitric oxide synthase, free radicals, guanylate cyclase, sildenafil citrate, Nobel
Prize, blood vessels, nervous system, immunological system, striated muscles

HISTORIA ODKRYCIA ROLI TLENKU AZOTU

Alfred Nobel uzyskat stawe i majgtek dzieki wynalezieniu sposobu zwigzania
niebezpiecznej nitrogliceryny z ziemig krzemionkowg w stabilny dynamit. Na mocy
jego testamentu, majatek ten umozliwit po $Smierci wynalazcy ustanowienie Nagréd
Nobla. Zakrawa na ironie fakt, iz gdy pod koniec zycia cierpigcemu na chorobe
wiencowa Noblowi lekarz przepisywat nitrogliceryne ten odmawiat jej przyjmo-
wania, nie dowierzajgc, by substancja o tak silnych wiasciwosciach wybuchowych
mogta mie¢ dziatanie lecznicze. Tymczasem w sto lat pézniej Nagroda Nobla z
dziedziny fizjologii i medycyny przypadia w udziale trzem amerykanskim farma-
kologom za odkrycie biologicznej roli tlenku azotu (NO), ktéry jest miedzy innymi
odpowiedzialny za rozszerzajace dziatanie nitrogliceryny na naczynia wiefAcowe.
Uczeni uwienczeni noblowskim laurern w 1998 roku to Robert F. Furchgott z
State University of New York Health Science Center, Louis J. Ignarro z University
of California Los Angeles School of Medicine i Ferid Murad z University of Texas
Medical School w Houston (rys. 1).

R.F. Furchgott wraz z J.V. Zawadzkim opublikowali w 1980 roku prace, w
ktorej udowodniono, iz acetylocholina rozkurcza naczynia krwionosne dziatajgc
na komorki srodbtonka. Jezeli natomiast naczynie pozbawiono sréddbtonka, to ace-
tylocholina wywotywata efekt przeciwny - jego skurcz [16]. Tajemniczy czynnik
uwalniany pod wptywem acetylocholiny przez komorki srédbtonka zostat nazwany
EDRF, czyli czynnikiem rozkurczajgcym pochodzacym ze Srédbtonka (enclothe-
lium-derived relaxing factor).

Wiele grup badaczy rozpoczeto wéwczas wyscig majacy na celu identyfikacje
EDRF. L.J. Ignarro opublikowat w 1987 roku wyniki wskazujgce na to, iz czynnik
rozkurczajacy uwalniany przez srodbtonek jest tozsamy z tlenkiem azotu [23]. Wkrot-
ce potem ostateczne dowody potwierdzajagce te hipoteze dostarczyt S. Moncada
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RYSUNEK 1 Laureaci nagrody Nobla z fizjologii i medycyny w roku 1998, od lewej kolejno: Robert F.
Furchgott, Louis J. Ignarro i Ferid Murad (wg The Nobel Prize Internet Archive)

z University College London [40]. Wielu wybitnych uczonych uwaza, iz S. Moncada
Cco najmniej w tym samym stopniu co trzej noblisci przyczynit sie do odkrycia
roli tlenku azotu i zastuzyt na jednakowe wyrdznienie. Jego pominiecie wywotato
duzy niesmak, gdyz moze $Swiadczy¢ o uprzedzeniu komitetu noblowskiego wzgle-
dem naukowcow pracujgcych w Europie i bedacych w dodatku pochodzenia la-
tynoskiego (Moncada jest narodowosci honduraskiej) [50].

W czasie gdy Ignarro i Moncada dowiedli, iz tlenek azotu petni w organizmie
wazna fizjologicznie role, wiadomojuz byto, izjest on uwalniany przez nitrogliceryne
i inne azotany, odpowiadajac za ich efekty farmakologiczne. Wykazat to F. Murad
wraz ze wspOtpracownikami [2]. Dziatanie rozkurczajgce w miocytach Sciany naczyn
krwionosnych okazato sie zaleze¢ od aktywacji cyklazy guanylanowej [25, 36].

Rozgtosu laureatom Nagrody Nobla w $rodkach masowego przekazu dodat fakt,
iz ich odkrycia wigza sie z mechanizmem dziatania Viagry®, leku na impotencje
budzacego duze zainteresowanie opinii publicznej. Wér6d komorek miesni gtadkich
ludzkiego organizmu, ktére rozkurczajg sie pod wptywem tlenku azotu, znajduja
sie takze te, ktére tworzg beleczki w obrebie ciat jamistych pracia. Ich rozkurcz
umozliwia naptyw krwi do $wiatta ciat jamistych i erekcje pracia, a co za tym
idzie, mozliwos¢ odbycia stosunku piciowego. Nadmiernej aktywacji cyklazy gu-
anylanowej w komadrkach miesni gtadkich ciat jamistych pracia przeciwdziata fos-
fodiesteraza 5 (PDE5) rozktadajaca cGMP do nieaktywnego GMP. Cytrynian
sildenafilu, znany lepiej pod handlowa nazwg Viagra®, jest wyhiérczym inhibitorem
PDES5, zapobiega wiec rozktadowi cGMP i wzmaga w ten spos6b dziatanie tlenku
azotu [3, 6, 7, 35, 41].
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SYNTEZA TLENKU AZOTU

Tlenek azotu jest bardzo nietrwatym gazem o charakterze wolnego rodnika, re-
agujagcym szybko z czasteczkami zawierajgcymi niesparowane elektrony, takimi
jak: czasteczkowy tlen, anion nadtlenkowy, jony metali, zredukowany glutation,
wywotujgc powstawanie nietrwatych zwigzkéw wchodzacych w reakcje ze sktad-
nikami komérki [15]. G#¥dwnym fizjologicznym mediatorem tlenku azotu s grupy
hemowe rozpuszczalnej formy cyklazy guanytanowej. Pod wptywem nanomolarnych
stezen tego gazu aktywnos$é cyklazy guanylanowej zwieksza sie kilkusetkrotnie.
Tlenek azotu wigze sie takze z grupg hemowg hemoglobiny tworzgc S-nitrozohe-
moglobine w ptucach, z ktérej tlenek azotu jest uwalniany w postaci S-nitrozoglu-
tationu w tkankach [15, 33].

Tlenek azotu powstaje w organizmie pod wptywem jednego z trzech izoenzymow
syntazy tlenku azotu, czyli NOS {nitric oxide synthase). Dwa spos$rdd tych enzymow
ulegajg konstytutywnej ekspresji, odpowiednio w neuronach (NOS I, nNOS, 150
kDa) i w komérkach s$rédbtonka (NOS 11, eNOS, 21-22 kDa). Produkujg one
tlenek azotu pod wptywem czynnik6w zwiekszajacych wewngtrzkomaérkowe stezenie
jondw Ca2+. Trzeci izoenzym (NOS II, iNOS, 37 kDa) ulega indukcji w makrofagach
i innych komérkach pod wptywem licznych cytokin, za$ jego aktywno$¢ jest nie-
zalezna od wahan wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw Ca2+. Kazda z izoform
NOS moze wystepowac¢ w réznych wariantach powstatych wskutek alternatywnego
ciecia i sktadania pierwotnego transkryptu [12-14, 30, 33].

Synteze tlenku azotu katalizujg homodimeryczne kompleksy poszczegdlnych
NOS. Substratem sg L-arginina i dwie czasteczki tlenu przy udziale tetrahydro-
biopteryny, NADPH, FAD, FMN i kompleksu Ca2+kalmoduliny. Posrednim pro-
duktem reakcji jest NG-hydroksy-L-arginina, ostatecznie za$ uwalniana jest
L-cytrulina, tlenek azotu i dwie czgsteczki wody [22, 33, 52].

ZNACZENIE TLENKU AZOTU W UKLADZIE KRAZENIA

Tlenek azotu jest wydzielany w uktadzie kragzenia przez srodbtonek naczyn oraz
przez kardiomiocyty [4]. Syntetyzowany przez NOS Il iwydzielany przez srédbtonek
z pewng stalg czestotliwos$cia, tlenek azotu przyczynia sie do utrzymywania sie
prawidtowego ci$nienia tetniczego. Wzrost wydzielania tlenku azotu, a co za tym
idzie, rozkurcz naczyn nastepuje pod wpltywem mediatoréw, takich jak: acetylo-
cholina, trombina, ADP i bradykinina oraz czynnikéw fizykochemicznych, takich
jak rozcigganie naczyn [30]. Wszystkie te czynniki prowadzg do wzrostu stezenia
Ca2+ w komorkach $rédbtonka, a co za tym idzie aktywacji NOS IIlI.
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Enzym ten jest regulowany takze przez fosforylacje reszty tyrozynowej, ktéra
powoduje spadek jego aktywnos$ci o 50% [17] oraz przez odpowiednig lokalizacje
w komadrkach. W $srodbtonku NOS 111 jest zlokalizowany w okolicy aparatu Golgiego
oraz kaweoli btony komérkowej, gdzie oddziatuje z biatkiem okrywajacym - ka-
weoling 1 powodujacym obnizenie jego aktywnos$ci [17, 18]. Zakotwiczenie w
btonach komorki NOS Il zawdziecza myristylacji i/lub palmitylacji w poblizu konca
aminowego [11,45]. Sygnaly, takie jak: acetylocholina, kompleks Ca2+/kalmodulina
powodujg uwolnienie NOS Ill z kaweoli [111. W kardiomiocytachNOS Ill lokalizuje
sie w obrebie kaweoli oraz wstawek, oddziatujgc z kaweoling 3 [10]. Tlenek azotu
w kardiomiocytach inaktywuje rianodynowe kanaty Ca2+ w gtadkiej siateczce $réd-
plazmatycznej, modulujagc w ten sposéb kurczliwo$¢ miesnia sercowego [54].

Dziatanie inhibitorow NOS [42] oraz badania myszy pozbawionych NOS Il
wykazaty, ze brak aktywnos$ci tego enzymu prowadzi do znaczgcego wzrostu cisnienia
tetniczego u zwierzat doswiadczalnych. Upos$ledzenie aktywnosci NOS 111 w ko-
morkach $rodbtonka moze by¢é waznym czynnikiem przyczyniajgcym sie do rozwoju
samoistnego nadcisnienia u ludzi [34]. U dzieci z nadci$nieniem tetniczym stwier-
dzono zwiekszone stezenie w surowicy naturalnych inhibitoréw NOS, takich jak
symetryczna i asymetryczna dimetylarginina [19].

ZNACZENIE TLENKU AZOTU
W UKLADZIE ODPORNOSCIOWYM

Niekiedy trudno uwierzy¢, ze tlenek azotu o masie czgsteczkowej zaledwie
30 Da moze uczestniczy¢ zarébwno w obronie naszego organizmu przed drobnou-
strojami patogennymi, jak i w rozwoju $miertelnych niekiedy reakcji zwigzanych
z infekcjg. Jest to najmniejsza, najlepiej rozpuszczalna w wodzie i tluszczu czg-
steczka produkowana w zywym organizmie, ,,opiekujgca” sie niesparowanym ele-
ktronem. Mimo tych ,najmniejszosci”, aby¢é moze wiasnie dzieki nim, NO z fatwosciag
wnika do wnetrza wielu komdrek, w tym komorek bakteryjnych i zakazonych wi-
rusem, i modyfikuje aktywno$¢ wielu makromolekut. Moze na przyktad regulowaé
aktywnos$¢ kanatdw jonowych, kinaz tyrozynowych, fosfataz, GTPaz i czynnikéw
transkrypcyjnych [38].

W przebiegu infekcji, produkowany gtownie przez makrofagi i neutrofile, pod
wptywem mediatoréw zapalnych, takich jak: IFN-y, TNF-a, IL-1 i LPS, tlenek
azotu jest mediatorem odpowiedzi nieswoistej [27]. Reaktywne rodniki tlenowe
produkowane jednoczes$nie z NO tworzg wraz z nim jeszcze silniej dziatajace sub-
stancje, takie jak: peroksyazotyny (ONOQ"), S-nitrozotiole (RSNO), dwutlenek
azotu (N02*, N20 3, N20 4 i wiele innych [8]. Te niezwykle aktywne substancje
moga bezposrednio zabija¢ wiele drobnoustrojéw. Moga hamowac replikacje wi-
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rasow i indukowac apoptoze komorek nowotworowych [44, 53]. Tlenek azotu od-
grywa takze wazng role w obronie naszego organizmu przed bakteriami, pierwot-
niakami, grzybami irobakami [37]. W przebiegu infekcji niektérymi drobnoustrojami,
takimi jak: pratki gruzlicy czy Leishmania major, tlenek azotu wydaje si¢ odgrywac
najistotniejsza role w odpowiedzi przeciwzakaznej. W przebiegu innych infekcji,
na przyktad w toksoplazmozie, salmonellozie, w zakazeniach pikornawirasami oraz
HSV-1 (herpes simplex virus), tlenek azotu odgrywa wazng, ale nie niezastgpiong
role [37].

Tlenek azotu moze by¢ rowniez produkowany przy udziale niektérych bakterii
komensalnych, fizjologicznie zasiedlajagcych btony Sluzowe i skére cztowieka. Na
przyktad w jamie ustnej bakterie te redukujg azotany, znajdujgce sie w pokarmie,
do azotyndéw, ktére po potknieciu przeksztatcane sg w kwasnym Srodowisku zotgdka
w tlenek azotu [5]. Bakterie znajdujgce sie w skorze redukujg azotany wydzielane
wraz z potem, apowstajace azotyny ulegajg spontanicznej, nieenzymatycznej redukcji
do tlenku azotu, ponownie dzieki kwasnemu odczynowi na powierzchni skory [49].
W komorkach nabtonkowych biony sluzowej nosa, NOS Il jest aktywna konsty-
tutywnie inieustannie katalizuje produkcje tlenku azotu, ktéry w zatokach obocznych
nosa osigga stezenie przekraczajagce wszelkie dopuszczalne normy skazenia $ro-
dowiska [31]. Dziegki temu tlenek azotu moze uczestniczyé w reakcjach obronnych
organizmu - zabijaniu drobnoustrojow chorobotwdérczych, zanim jeszcze drobnou-
stroje te zdotajg przedrzeé sie przez nabtonkowe bariery skéry i bton Sluzowych.

Uktad odpornosciowy musi sie jednak postugiwaé tak silnie dziatajgcg substancja
z niezwykta ostroznoscia, bowiem nadmierna produkcja tlenku azotu prowadzi nie-
kiedy do nadmiernego rozszerzenia naczyn, spadku cisnienia tetniczego, zatamania
sie krazenia i Smierci. Do sytuacji takich dochodzi na przyktad w przebiegu wstrzasu
endotoksycznego [28].

Tlenek azotu wydaje sie odgrywac istotng role w przebiegu niektérych choréb
autoimmunizacyjnych. Jest odpowiedzialny miedzy innymi za niszczenie komérek
B trzustki w przebiegu cukrzycy oraz destrukcje chrzastki stawowej w reumatoi-
dalnym zapaleniu stawéw [26]. Ponadto, reaktywne pochodne azotowe moga usz-
kadza¢ DNA i indukowaé¢ mutacje, co z kolei sprzyja transformacji nowotworowej
[9].

Tlenek azotu nie jest jednak jedynie substancjg efektorowag uktadu odporno-
Sciowego. W ostatnim okresie zaobserwowano, ze jest to rowniez silnie dzialajacy
immunomodulator [29]. Dziatajac na limfocyty T, hamuje ich proliferacje. Wynika
to miedzy innymi z hamowania produkcji IL-2, jednego z najsilniejszych endo-
gennych mitogenoéw dla tych komérek. Dosé intrygujace jest to, ze tlenek azotu
wydaje sie silniej hamowa¢ namnazanie limfocytow T pomocniczych typu Thl,
wspomagajacych odpowiedz typu komérkowego, a znacznie stabiej antyprolifera-
cyjnie dziata na limfocyty Th2, wspomagajagce odpowiedz typu humoralnego [47].
Mato tego, tlenek azotu moze wrecz sprzyja¢ aktywacji limfocytdow Th2. Pobudza
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miedzy innymi produkcje IL-4 przez te komoérki. Zgodnie z tymi obserwacjami
tlenek azotu moze interferowa¢ z odpowiedzig przeciwwimsowa, sprzyjajac re-
plikacji wiruséw grypy, ktéra w prawidtowych warunkach jest skutecznie kon-
trolowana przez odpowiedz typu komérkowego [1]. Z drugiej strony, tlenek azotu
jest czesciowo odpowiedzialny za powstawanie choréb alergicznych.

ZNACZENIE TLENKU AZOTU
W UKLADZIE NERWOWYM

Tlenek azotu jest syntetyzowany przez neurony w wielu czesciach osrodkowego
uktadu nerwowego. Aktywacja NOS | zachodzi w cze$ciach postsynaptycznych
pod wptywem zaleznej od glutaminianu aktywacji receptorébw NMDA (N-methyl-
D-aspartate) prowadzacej do wzrostu wewnatrzkomérkowego stezeniajonéw Ca2+.
Podejrzewa sie, iz tlenek azotu uczestniczy w dtugoterminowym wzmocnieniu post-
synaptycznym (LTP - long term potentiation), gdyz inhibitory NOS zmniejszaty
zaréwno wydzielanie glutaminianu, jak i samo LTP [32]. Okazato sie jednak, ze
myszy pozbawione genu dla NOS | miaty normalne LTP [39]. W neuronach jednak
wystepuje takze izoforma NOS Ill, a podwdéjnie znokautowane myszy pozbawione
NOS | i NOS Ill majg uposledzone LTP [46, 51].

Trwajg dyskusje na temat tego, czy tlenek azotu wplywa korzystnie czy tez
niekorzystnie w uszkodzeniach mézgu na tle niedokrwienia i reperfuzji. U myszy
pozbawionych NOS | rzadziej wystepuje udar mézgu, natomiast u myszy pozba-
wionych NOS IIl zwieksza sie obszar objety niedokrwieniem Wydaje sie wiec,
ze podczas gdy tlenek azotu produkowany przez $rédbtonek dziata ochronnie, to
tlenek azotu produkowany przez neurony wptywa niekorzystnie na uszkodzenia
w przebiegu epizodéw niedokrwiennych [33].

TLENEK AZOTU W MIESNIACH SZKIELETOWYCH

Zaréwno NOS |, jak i NOS IIl wystepuje takze we widknach migsniowych
poprzecznie pragzkowanych. Podczas gdy NOS | wystepuje w powigzaniu z calg
sarkotemma, gtéwnie widkien szybkich (typu 1), NOS Il wystepuje jedynie na
drobnych plamkowatych obszarach sarkolemmy oraz w powigzaniu zmitochondriami
[48]. NOS | czesto tworzy makrokompleksy razem z kaweoling 3 w powigzaniu
z kompleksem dystroglikanéw [20]. Wystepuje takze w szczeg6lnie duzym stezeniu
w obrebie potgczen nerwowo-mieSniowych w potgczeniu z podjednostkg R1 re-
ceptora NMDA, zwtaszcza we widknach wolnych (typu Il) [21]. Pod wplywem



226 C. WOICIK, J. GOLAB

szkodliwych bodzcéw, takich jak endotoksyny, w miesniach pojawia sie takze NOS
Il [24].

Miesnie poprzecznie prazkowane wzmagaja produkcje tlenku azotu w czasie
skurczéw. Tlenek azotu petni w miesniach poprzecznie prazkowanych szereg waz-
nych funkcji. Prowadzi on do poszerzenia si¢ naczynh wiosowatych i zapobiega
adhezji leukocytéw, zmienia takze bezposrednio metabolizm witdkien miesniowych
wptywajagc na insulinozalezny transport glukozy, glikolize, zuzycie tlenu przez mi-
tochondria i aktywnos$c¢ kinazy kreatyniny. Tlenek azotu ostabia site skurczu miesnia
oraz reguluje powigzanie miedzy pobudzeniem widkna miesniowego a jego skur-
czem. Tlenek azotu oddziatuje zarowno bezpos$rednio na biatka wrazliwe na jego
dziatanie utleniajace, jak i przez wolne rodniki oraz przez cGMP [43].

PODSUMOWANIE

Odkrycie, iz prosta czasteczka nietrwatego, toksycznego gazu, jakim jest tlenek
azotu, nie tylko jest odpowiedzialna za dziatanie nitrogliceryny i innych azotandw,
leczjest wytwarzana w naszym organizmie w warunkach fizjologicznych odgrywajac
istotng role w jego homeostazie, stanowi niewatpliwie przetom w naszym poj-
mowaniu mechanizméw dziatania hormonéw i przekazywania sygnatow w komoér-
kach. W zwigzku z tym odkrywcy fizjologicznego dziatania tlenku azotu w petni
zastugujg na uhonorowanie najwyzszg nagrodg, jakg jest Nagroda Nobla. Kon-
trowersje wokoét przyznania tego wyrd6znienia sg znamienne dla odkry¢ naukowych
w dzisiejszych czasach, ktére w o wiele mniejszym stopniu opierajg sie na prze-
btyskach geniuszu poszczeg6lnych jednostek niz na ciezkiej, zespotowej pracy wielu
grup badawczych, czesto zazarcie ze sobg wspdtzawodniczgcych. Po raz kolejny
okazato sie, iz zwigzek chemiczny znany wpierw jako silna trucizna, moze w rze-
czywistosci wywierac silne dziatanie lecznicze, korzystne dla organizmu, potwier-
dzajac znang jeszcze od czasOw Paracelsusa doktryne, iz w odpowiedniej dawce
kazda trucizna jest lekarstwem.
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REGULATION OF FOWERING IN PLANTS.
I. PHYSIOLOGICAL AND ENVIRONMENTAL IMPLICATIONS
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Streszczenie. U wielu roslin kwitnienie jest uzaleznione od termoindukcji (wernalizacji) badz dziatania
odpowiedniego fotoperiodu - indukcji fotoperiodycznej. Badania fizjologiczne wykazaty, ze miejscem
percepcji sygnatow fotoperiodycznych sg liscie lub/i liscienie. Obnizona temperatura dziata bezposrednio
na merystemy wierzchotkowe pedéw. Zaréwno w przypadku termo-, jak i fotoindukcji wierzchotki
wzrostu stajg sie kompetentne do tworzenia kwiatow. Efekt wernalizacyjny jest stabilny w trakcie
kolejnych podziatéw mitotycznych, nawet dtugo po zakonczeniu termoindukcji. Wykazano, ze zmiany
we wzorcu metylacji DNA w dzielgcych sie komérkach merysteméw wierzchotkowych odgrywaja
kluczowa role w procesie wernalizacji. Molekularne mechanizmy fotoperiodycznej indukcji kwitnienia
sg bardzo ztozone. Waznym sktadnikiem biorgcym udziat w odbiorze bodzcéw fotoperiodycznych jest
fitochrom, ktory rejestruje wiaczenie i wytgczenie Swiatta w cyklu dobowym, a takze wspoétdziata z
endogennym zegarem biologicznym. Przypuszcza sie, ze zaréwno labilna, jak i stabilna pula fitochromu
odgrywajg kluczowa role w mechanizmie pomiaru czasu u roslin dnia dtugiego. Natomiast indukcja
kwitnienia roélin krotkodniowych wydaje sie by¢ gtéwnie pod kontrola fitochromu stabilnego. Droga
szczepieh wykazano, ze w organach odpowiadajgcych za odbiér bodzcéw fotoperiodycznych syntety-
zowane sg substancje, ktére transportowane do merysteméw wierzchotkowych pedu stymuluja badz
hamujg powstawanie zawigzkéw kwiatowych. Jednakze jak dotad nie ustalono chemicznej natury tych
substancji.

*Praca ta powstata w trakcie realizacji badan finansowanych przez Unie Europejska (INCO-Coper-
nicus Programme, Grant IC 15-CT96-0920) oraz Uniwersytet M. Kopernika (Grant JM Rektora
UMK).
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Stowa kluczowe: wernalizacja, fotoperiodyczna indukcja kwitnienia.

Summary. In many plant species flowering is promoted by exposure to low temperature (vernalization)
or to exact photoperiod (photoperiodic induction). By using different physiological approaches it have
been demonstrated that leaves are the sites of photoperiodic perception. Cold is perceived at the shoot
apex. However, in both cases cold- or photoperiod treatment causes the shoot apex to become competent
to formation of flower. Received low temperature information at the shoot apices stable through mitotic
cell division even in the absence of cold. It has been shown that changes in the DNA methylation pattern
of the dividing merystematic cells play a critical role in plant vernalization. The molecular mechanism
of photoperiodic flower induction is very complex. Photoreceptors are essential components of the
daylength-measuring mechanism, where they set the phase of, and interact with, the circadian rhythms
acting as biological timekeepers. Both labile and stable phytochromes play an important role in the
daylength-sensing mechanism in long-day-plants. On the other hand, daylength sensitivity in short-day-
plants seems to be controlled by stable phytochrome. The results of grafting experiments provide
evidences for the existence of transmissible flower-inducing and flower-inhibiting signals, which
formation is under phytochrome control. The identities of the flowering signals have been the subjects
of much research from which no clear-cut answers have emerged.

Key words: vernalization, photoperiodic flower induction.

1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA KWITNIENIA

Po zakonczeniu okresu miodocianego, w ktérym nastepuje réznicowanie we-
getatywne, roslina osigga stan gotowosci do kwitnienia i wchodzi w okres réz-
nicowania generatywnego. Gotowo$¢ do kwitnienia polega prawdopodobnie na
uzyskaniu zdolnosci do tworzenia poza wierzchotkami wzrostu okreslonych syg-
natéw, impulséw czy induktoréw kwitnienia, ktdre przemieszczajac sie w roSlinie,
indukujg w wierzchotkach wzrostu pedu tworzenie zawigzkow kwiatowych [27,36].
Zawiazki te powstajg z przeksztatcenia pgka wierzchotkowego w pojedynczy kwiat
terminalny lub tworza sie zamiast zawigzkdw lisciowych i pagkéw pachwinowych
[6,27].

U ro$lin okrytonasiennych wyréznia si¢ dwa odmienne wzorce rozwojowe zwig-
zane z przejsciem od fazy wegetatywnej do generatywnej. W pierwszym przypadku
niezr6znicowany merystem wegetatywny bezposrednio przeksztatca sie w merystem
generatywny. W przypadku drugim, merystem wegetatywny przeksztatca sie w
kwiatostanowy, z ktdrego nastepnie powstaja rozgatezione pedy kwiatostanowe
zakoriczone licznymi merystemami kwiatowymi [18,43]. Ro$liny w zalezno$ci od
przynaleznosci systematycznej wytwarzajg merystemy kwiatostanowe zdetermino-
wane (o ustalonej, genetycznie uwarunkowanej architekturze) i niezdeterminowane
(o ksztatcie zaleznym od modulacyjnego wptywu czynnikdéw zewnetrznych na okre-
$lone geny kwiatowe). Do pierwszego typu roslin zaliczy¢ mozna kukurydze oraz
stonecznik, ktore zawsze tworzg kwiatostany w ksztatcie kolby i gtowki. U innych
roslin, jak na przyktad rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), powstajgce kwiatostany
nie majg zdeterminowanego ksztattu i wielko$ci, ktére w duzej mierze zalezg od
warunkow Srodowiskowych [42].
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U roslin jednorocznych czy wieloletnich kwitngcych i owocujgcych tylko jeden
raz w ich cyklu zyciowym (monokarpicznych) tworzenie kwiatéw inicjuje proces
ich starzenia sie i obumierania. Natomiast u roslin wieloletnich, kwitngcych wie-
lokrotnie (polikarpicznych), kazdego roku (lub sezonu wegetacyjnego) tylko czes¢
merystemdw wegetatywnych przeksztatca sie w generatywne. Przejscie rosliny z
fazy wegetatywnej do generatywnej, czyli tzw. proces morfogenezy generatywnej,
jest sterowany genetycznie [2,29,32]. Rosliny podzieli¢ mozna na te, ktérych kwit-
nienie indukowane jest jedynie czynnikami wewnetrznymi (ro$liny neutralne) oraz
takie u ktérych kwitnienie uzaleznione jest przez warunki temperaturowo-swietlne
[19,27,36]. Rosliny drugiego typu pozostajg wegetatywne w niesprzyjajagcych wa-
runkach $rodowiskowych. Rosliny neutralne przechodza wiec w stan generatywny
bez wyraznego udziatu bodzcéw termicznych czy fotoperiodycznych, za$ rosliny
wrazliwe na czynniki srodowiskowe wkraczajg w faze rozwoju generatywnego w
wyniku indukcji kwitnienia, ktéra moze byé spowodowana temperaturg (termo-
indukcja, wemalizacja, jaryzacja) badz Swiattem (indukcja fotoperiodyczna, foto-
indukcja generatywna) [25,26,35]. Indukcja kwitnienia jest wiec poczgtkowym
etapem przejscia roslin do fazy generatywnej, ktéra rozpoczyna proces morfogenezy
generatywnej, a jego dalszymi etapami sg ewokacja i morfogeneza kwiatu (rys.

1),

2. TERMICZNA INDUKCJA KWITNIENIA
(WERNALIZACJA)

Kwitnienie niektérych roslin (tzw. jarych)jest niezalezne od dziatania temperatury.
U wielu ro$lin ozimych okresowe dziatanie obnizonej temperatury ma istotny wptyw
na przejscie z fazy wegetatywnej do generatywnej. Jednakze dla jednych czynnik
tenjest catkowicie niezbedny (obligatoryjny), dla innych za$ stanowijedynie element
przyspieszajacy (fakultatywny) kwitnienie. Ro$liny wymagajgce wernalizacji prze-
chodzg okres chtodéw pding jesienig lub/i zimg w formie speczniatych nasion
lub mtodych siewek (jednoroczne oziminy) badz w stadium dojrzatoSci wegetatywnej
(rosliny dwu- i wieloletnie). Temperatury indukujace kwitnienie wahajg sie w gra-
nicach od 0 do +10°C. Diugo$¢ okresu wernalizacji, to jest niezbedna liczba dni
trwania obnizonej temperatury, jest zréznicowana w zalezno$ci od gatunku. Naj-
czesciej wynosi on od kilkunastu do kilkudziesieciu dni. Wernalizacji mogga ulegaé
rézne organy roslin, jednakze efektywna indukcja kwitnienia zachodzi w dzielgcych
sie lub zdolnych do podziatu komdrkach [26,27,36]. W nasionach miejscem percepcji
bodZca temperaturowego sg zarodki, natomiast w przypadku siewek i dojrzatych
wegetatywnie roslin sg nim merystemy wierzchotkowe pedéw. Po odbiorze efekt
wernalizacji zostaje na pewien czas utrwalony. Przyktadowo zwemalizowane rosliny



234 A. TRETYN, J. KOPCEWICZ

$rodowisko Energia $wietlna (fotoperiod)

Roslina T 7 1

Fotoreceptor
(fitochrom)

| | | INDUKCJA
TRANSDUKCJA SYGNALU

EWOKACJA
(INICJACIA)
EK;RE%A GJ-NOW
Réznicowanie MORFOGENEZA
elementéw kwiatu (DYFERENCJACJA)

RYSUNEK 1. Schemat ilustrujacy przebieg kolejnych faz fotoperiodycznej indukcji kwitnienia; dodat-
kowo zaznaczono miejsca, w ktérych proces kwitnienia moze by¢ indukowany przez niskg temperature
(wernalizacje); w tym przypadku synteza czynnika stymulujagcego kwitnienie moze zaj$¢ na terenie
wierzchotka wzrostu pedu lub tez jest on transportowany do tego organu z innych czesci rosliny

Hyoscyamus niger moga utrzymac¢ efekt wernalizacyjny przez okres okoto 100
dni, jezeli rozwijajg sie w warunkach nieindukcyjnego fotoperiodu. Po pewnym
czasie jednak efekt wemalizacji zanika i rosliny ulegaja dewematizacji, ktéra za-
chodzi roéwniez w wyniku ich traktowania podwyzszong temperaturg (ok. 40°C
przez okres 1-2 dni).

Jak wykazano, efekt wernalizacji nie podlega przekazaniu nastepnym pokoleniom
roslin. Zdobyte podczas wernalizacji zdolnos$ci do kwitnienia zanikajg podczas pro-
cesu mejozy, prowadzacego do powstawania komdarek linii generatywnej. Wykazano
takze, ze ro$liny namnazane drogg mikropropagacji z materiatu poddanego wczesniej
wemalizacji sg zdolne do kwitnienia [10].
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Mechanizmy lezace u podstaw wemalizacji nie sa do konca poznane. Nie ma
jednak watpliwosci, iz wiazg sie one z wpltywem niskich temperatur na przepu-
szczalno$¢ bton komoérkowych oraz ekspresje tzw. genéw wernalizacyjnych. Duzg
role w tym procesie odgrywajg rowniez fitohormony, a zwtaszcza gibereliny
[4,31,42,60]. Badania nad genetyczng kontrolg wemalizacji wskazujg, ze odpo-
wiedzialne za wymagania wernalizacyjne, w zaleznosci od gatunku, sg pojedyncze
badZz wielokrotne geny o charakterze dominujgcym badZ recesywnym. Na przyktad
u pszenicy wymagania wernalizacyjne sg kontrolowane przez kilka genéw z rodziny
VRN. Zmienno$¢ pomiedzy tymi genami jest w gtéwnej mierze przyczyng réznic
w wymaganiach wernalizacyjnych odmian ozimych ijarych. Recesywne allele po-
wodujg ,,0zimo$¢” i wrazliwos$¢ na dziatanie niskich temperatur. Zidentyfikowanie
uroslin szeregu gendw zwigzanych zwymaganiami wernalizacyjnymi, stawiapytanie
0 charakter molekularnych zmian, ktére powstajg w wyniku ich ekspresji. Jedng
z pierwszych prac na ten temat byla publikacja [10], w ktérej wykazano, ze
péznokwitngce mutanty dwdéch roslin z rodziny krzyzowych - Arabiclopsis thaliana
1 Thlaspi arvense zakwitajg znacznie wcze$niej po potraktowaniu ich chtodem.
Z dmgiej strony rosliny poddane dziataniu 5-azacytydyng (zwigzkiem hamujgcym
aktywnos$¢ metylotransferazy DNA) zakwitalty bez uprzedniej termoindukcji. Jed-
nakze nastepne ich pokolenie do zakwitania wymagaty ponownego traktowania
chtodem [10]. Zablokowanie transkrypcji metylotransferazy przez wprowadzenie
antysensownego mRNA doprowadzito do okoto 70% spadku poziomu metylacji
DNA, podczas gdy u roslin kontrolnych, poddanych wemalizacji warto$¢ ta siega
jedynie 15% [18]. Transgeniczne rosliny rzodkiewnika zakwitaty znacznie szybciej
od kontrolnych, nawet bez ich uprzedniego traktowania chtodem. Wiasciwos$¢ te
utrzymywaty w dwoch kolejnych pokoleniach. Rowniez u mutanta ddml (od de-
creased DNA méthylation), charakteryzujgcego sie obnizonym poziomem metylacji
DNA, indukowane chtodem zakwitanie obserwowano znacznie wcze$niej niz u
roslin kontrolnych. Jednakze, podobniejak u form dzikich, potomstwo wspomnianego
mutanta nie byto zdolne do zakwitania bez uprzedniej termoindukcji [18].

Jakie konsekwencje biologiczne moze mieé proces metylacji DNA? Szacuje sie,
ze u ro$lin wyzszych okoto 30% reszt cytozynowych wchodzacych w sktad DNA
ulega metylacji [44]. Biorac pod uwage, ze u zwierzagt metylacja DNA prowadzi
do hamowania ekspresji pewnych genéw [23], mozna sadzi¢, ze podobny proces
ma rowniez miejsce w komorkach roslinnych. Jest zatem prawdopodobne, ze w
wamnkach obnizonej temperatury w komoérkach, ktére przechodzg faze S, dochodzi
do spadku poziomu metylacji nukleotydéw cytozynowych. Prowadzi to do odblo-
kowania genéw zwigzanych z indukcja kwitnienia, wéréd nich kodujacego hydro-
ksylaze kwasu kaurenowego, kluczowego enzymu uczestniczagcego w biosyntezie
giberelin [10]. Inne geny potencjalnie biorgce udziatl w procesie wemalizacji zostaty
nazwane odpowiednio FCA i VRNI2 i 3. [13,31,32]. Mutacja w pierwszym z nich
prowadzi do znacznego przyspieszenia procesu kwitnienia pdzno kwitnacych eko-
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typow rzodkiewnika po ich traktowaniu przez okres od 2 do 8 tygodni temperaturg
4°C [31,32]. Z kolei mutacja w loci VRN1 powodowata, ze termoindukowane
rosliny zakwitaty wczes$niej, gdy wytwarzaty o potowe mniej lisci niz formy typu
dzikiego [13]. Jak dotad, nie poznano struktury biatek kodowanych przez wszystkie
wyzej wymienione geny. Ostatnio przebadano ekspresje gendw podczas procesu
wemalizacji Brassica campestns [24]. W tym celu z merystemow oraz lisci roslin
kontrolnych i poddanych termoindukcji wyizolowano Poly(A)mRNA, a na jego
bazie skonstruowano biblioteke cDNA. Poréwnujac obie uzyskane biblioteki stwier-
dzono, ze dwa z czternastu otrzymanych opisang droga klonéw cDNA ulega wy-
biorczej ekspresji w tkankach szczytowego paka kwiatowego. Po zsekwencjonowaniu
tych klonéw okazato sie, ze nie wykazujg one istotnego podobienstwa do zadnego
z juz poznanych genow [24].

Jak wiadomo, do zajscia procesu wernalizacji wymagana jest obecno$¢ w me-
rystemie wierzchotkowym dzielgcych sie komdrek. Im diuzszy jest okres chiodu,
tym wieksza ich liczba poddana jest jego dziataniu, a tym samym odpowiedz wer-
nalizacyjna jest wieksza. Indukowana chtodem demetylacja moze efektywnie za-
chodzi¢ podczas fazy S cyklu komérkowego, kiedy zachodzi proces replikacji DNA.
Powoduje to, iz po kolejnych rundach replikacji przybywa komoérek z zdemety-
lowanym DNA, co prowadzi do zmian struktury przestrzennej chromatyny i od-
blokowania okreslonych gendéw. Po osiggnieciu ponadprogowego poziomu biatek
(prawdopodobnie specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych), bedacych produkta-
mi tych genéw, dochodzi do zainicjowania morfogenezy kwiatow, w ktérych, jak
mozna przypuszczaé, utrzymuje sie niski poziom metylacji DNA.

Wernalizacja moze prowadzi¢ do demetylacji jedynie pewnych specyficznych
odcinkéw chromatyny. Moze mie¢ ona charakter przejsSciowy, gdyz przeniesienie
roslin rzodkiewnika do podwyzszonej temperatury powoduje ponowna metylacje
DNA [18]. Aby po zakonczeniu okresu chtodu uzyskane wiasciwosci mogty po-
zostawac trwate w trakcie wzrostu ro$lin w wyzszej temperaturze (od zakoriczenia
wemalizacji do inicjacji zawigzkéw kwiatowych moze uptynaé wiele miesiecy),
istotne dla kwitnienia odcinki DNA muszg by¢ blokowane przez specyficzne biatka
(czynniki transkrypcyjne) lub podlega¢ konformacyjnym zmianom uniemozliwia-
jacym ich ponowng metylacje. Na podstawie dostepnej wiedzy mozna zaproponowac
nastepujacy schemat ilustrujgcy mechanizm procesu wernalizacji u rzodkiewnika

(rys. 2).

3. FOTOPERIODYCZNA INDUKCJA KWITNIENIA

Fotoperiodyzm jest reakcjg roslin na zmieniajacy sie w cyklu dobowym czas
trwania i periodyczne nastepstwo okreséw S$wiatta i ciemnosci. Poza strefg row-
nikowa, na catej kuli ziemskiej dtugos$¢ dnia i nocy zmienia sie sezonowo. Dlatego
fotoperiodyzm jest ewolucyjnym przystosowaniem sie roslin do zycia w strefach



KWITNIENIE ROSLIN. 1. 237

Metytacja DNA-

Blokada przetamywana przez 5-aza-cytydyne P .
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RYSUNEK 2. Schemat ilustrujacy przypuszczalny przebieg procesu wernalizacji u rzodkiewnika (Ara-
bidopsis thaliana)', w wyniku traktowania nasion lub siewek chtodem dochodzi do aktywacji specyficz-
nych genéw (VRN1 i VRN2), ktérych produkty przez zré6znicowany wptyw na aktywnos¢ innych genéw
(zwiazanych z metabolizmem giberelin) inicjujg proces kwitnienia; podobny efekt mozna uzyskaé
traktujac rosliny gibereling lub manipulujac procesami odpowiedzialnymi za kontrole metylacji DNA; w
wyniku obnizenia poziomu metylacji reszt cytozynowych mozna doprowadzi¢ do zakwitniecia roslin;
efekt ten mozna uzyskac traktujac je 5-aza-cytydyng, indukujac mutacje ddml kodujagcym metylotrans-
feraze DNA lub wprowadzajgc do roslin sekwencje antysensowng w stosunku do MET] mRNA (dalsze
szczegbty w tekscie, na podstawie [18], zmienione)

o okreslonym nastepstwie p6r roku, co wywiera zasadniczy wpltyw na diugosé
trwania okresu Swiatta i ciemnosci. Po raz pierwszy zjawisko fotoperiodyzmu u
roslin zostato opisane prawie 80 lat temu [19]. Od tego czasu opublikowano znaczng
liczbe prac doswiadczalnych i monografii dotyczacych tego zagadnienia. Istotny
postep w poznaniu podstaw fotoperiodyzmu u organizméw zywych nastgpit dopiero
po odkryciu mechanizmu dziatania zegaréw biologicznych [20,38].

Biorgc pod uwage wymagania fotoperiodyczne, wyr6znia sie rosliny dnia krét-
kiego (SDP, od ang. Short Day Plants) i dtugiego (LDP, od ang. Long Day Plants),
rosliny krétko-dtugo-dniowe (SLDP), dtugo-krétko-dniowe (LSDP) oraz fotoperio-
dycznie neutralne (DNP, od ang. Day Neutral Plants)[36]. Rosliny dnia krotkiego
(np. Pharbitis nil, Chenopodium rubrum) indukowane sg do kwitnienia, gdy okres
ciemnosci (nocy indukcyjnej) przekroczy krytyczng warto$¢ [27]. Tego typu rosliny
kwitng zazwyczaj wczesng wiosng lub wczesng jesienig. Rosliny dnia dtugiego
(np. Arabidopsis thaliana, Hyoscyamus niger) kwitng latem, gdyz do indukcji kwit-
nieniawymagajg odpowiednio dtugiej fazy jasnej (dnia) i krotkiego okresu ciemnosci
(nocy)[l,27]. U roélin typu SLDP i LSDP inicjacja kwitnienia jest uzalezniona
od ekspozycji roslin na okres$lone fotoperiody w odpowiedniej kolejnosci. Kwitnienie
roslin fotoperiodycznie neutralnych (np. pomidora, kukurydzy) jest niezalezne od
fotoperiodu, a ich przejscie z fazy rozwoju wegetatywnego do generatywnego jest
indukowane czynnikami natury wewnetrznej (osiggnieciem okre$lonego stadium
dojrzatosci i reagowaniem na induktory kwitnienia)[26,27,36].
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U roslin o iloSciowej reakcji fotoperiodycznej (wrazliwosci wzglednej) ekspozycja
na indukcyjny fotoperiod tylko przyspiesza kwitnienie, podczas gdy u ro$lin o
jakosciowej reakcji fotoperiodycznej (wrazliwos$ci bezwzglednej) ekspozycja na od-
powiedni fotoperiod bezwzglednie warunkuje indukcje fotoperiodyczng [36]. Nie-
ktérym ro$linom o bezwzglednej wrazliwo$ci wystarczy tylko jeden indukcyjny
fotoperiod do zakwitniecia (np. Pharbitis nil, Chenopodium rubrum), inne za$ wy-
magaja kilku odpowiednich fotoperiodéw (np. Hyoscyamus niger). U tych ostatnich
czesto obserwuje sie efekt sumowania indukcyjnych fotoperiodéw, nawet gdy prze-
rywane sg one nieindukcyjnymi warunkami $wietlnymi [27,36].

Indukcja fotoperiodyczng polega na percepcji przez rosline wiasciwego dla niej
fotoperiodu, co w konsekwencji powoduje uruchomienie tancucha reakcji meta-
bolicznych prowadzacych do morfogenezy kwiatu. Roslina zaindukowana zakwitnie
nawet po zmianie warunkéw fotoperiodycznych nanieindukcyjne. W wyniku indukcji
fotoperiodycznej dochodzi do powstania w ro$linie pewnych trwatych zmian, ktore
poczatkowo nie sg zauwazalne zar6wno na poziomie anatomicznym, jak i mor-
fologicznym. Ten przejsciowy stan nazywany jest czesto okresem ewokacji [6].

Najefektywniejszymi organami percepcji bodzca fotoperiodycznego sg miode
liscie badz liscienie [6,7,27,36,41]. W wyniku indukcji fotoperiodycznej powstaje
w lisciach okre$lony impuls, czesto nazywany ,,induktorem kwitnienia”, ktéry na-
stepnie transportowany jest do wierzchotkdw wzrostu pedu, gdzie zapoczatkowuje
zmiany o naturze biochemicznej, cytologicznej, anatomicznej i morfologicznej, za-
koiAczone wytworzeniem kwiatow [6,7].

3.1. Odbiér bodzcéw fotoperiodycznych

W indukcji fotoperiodycznej wystepuje pewna podstawowa sekwencja zdarzen
(rys. 1). Swiatto (jakos¢, fotoperiod) jest absorbowane przez specyficzny fotoreceptor
- fitochrom, ktérego wiasciwosci ulegajg zmianie. W wyniku zajécia tych zmian
dochodzi do inicjacji okre$lonych proceséw metabolicznych (faincuch transdukcji
sygnatu), prowadzacych do zréznicowanej ekspresji gendow oraz powstania hipo-
tetycznego induktora kwitnienia. Miejscem percepcji bodzcow fotoperiodycznych
sg liscie lub znacznie rzadziej liscienie [6,41]. W organach tych powstaje induktor
(natury chemicznej badz fizycznej) informujacy rosline o zaistnieniu indukcji ge-
neratywnej. Sygnat ten wigzkami przewodzgcymi (prawdopodobnie floemem) prze-
mieszcza sie z lisci do wierzchotkow wzrostu, gdzie uruchamia proces ewokacji
i morfogenezy kwiatu [6,7,41].

3.1.1. Fitochrom izegar biologiczny

Rosliny reaguja na bodzce fotoperiodyczne dzieki wyksztatceniu systemu foto-
receptordw zdolnych do recepcji natezenia, barwy i czasu trwania promieniowania.
Podstawowym barwnikiem uczestniczacym w odbiorze informacji niesionych przez



KWITNIENIE ROSLIN. 1. 239

Swiatto jest fitochrom [25,34], ktory wspdlnie z receptorem Swiatta niebieskiego
- kryptochromem [46,49] reguluje procesy fotomorfogenezy roslin [11,15].

Wiedza na temat budowy i mechanizmu dziatania fitochromu jest og6lnie do-
stepna zarOwno w piSmiennictwie zagranicznym [25], jak i polskojezycznym [34,45—
46,48,54], w zwigzku z czym w niniejszym artykule oméwimy tylko podstawowe
wiasciwosci tego fotoreceptora.

Fitochrom (Phy) jest chromoproteing zbudowang z cze$ci biatkowej i chromo-
forowej. Masa czasteczkowa apoproteiny, w zalezno$ci od gatunku, waha sie w
granicach od 120 do 130 kDa. Grupa chromoforowa fitochromu zbudowana jest
z otwartego pierScienia tetrapirolowego, o budowie zblizonej do barwnikéw foto-
syntetyzujacych (fikobilin) niektérych glonéw. Grupa chromoforowa przytgczona
jest do tancucha polipeptydowego przez reszte cysteinowa [46,48].

Fitochrom wystepuje w dwéch fotoodwracalnych formach molekularnych. Pier-
wsza z nich, okre$lana jako Pr absorbujgca $wiatto czerwone (maksimum ok. 660
nm) przeksztatca sie w forme Pfr. Ta za$ pochtaniajac daleka czerwien przeksztatca
sie ponownie do Pr [55]. Zjawisko to, o kluczowym znaczeniu biologicznym, nazwane
jest fotokonwersjg fitochromu. W zaleznosci od warunkéw s$wietlnych (to jest od
tego, ktora barwa Swiatlta - czerwona czy tez daleka czerwien - przewaza w $ro-
dowisku wzrostu rosliny), w tkankach roslinnych ilosciowo dominuje jedna ze wspo-
mnianych form fitochromu (w tych okoliczno$ciach ustanawia sie tzw. stan
fotostacjonarny)[33,54]. Aby w petni zrozumie¢ mechanizm percepcji Swiatta przez
Phy, nalezy pamieta¢, ze u roslin funkcjonujg dwie fizjologiczno-genetycznie od-
mienne pule fitochromu Pfr. W roslinach etiolowanych (wyrostych w ciemnosci)
lub poddanych dtugotrwatej ciemniowej adaptacji (reetiolacji) przewaza labilna pula
fitochromu, okres$lanajako PI lub PhyA [55]. Charakteryzuje sie ona drugim okresem
poéttrwania w ciemnosci, natomiast po naswietleniu Swiattem biatym lub czerwonym
(fotokonwersji Pr do Pfr) fitochrom labilny ulega szybkiej degradacji (dotyczy to
formy Pfr). Procesowi temu towarzyszy zahamowanie ekspresji genu kodujgcego
biatkowy sktadnik fotoreceptora [48]. Z drugiej strony fitochrom stabilny (Pil lub
PhyB) jest trwaly zaré6wno w ciemnosci, jak i na Swietle. Obie pule fitochromu
kodowane sg przez rézne grupy (rodziny) genow, ktérych ekspresja podlega od-
miennej (foto)regulacji [48].

Istnienie dwu form fitochromu Pfr u roslin wynika z ekofizjologicznych funkcji,
jakie petni ten barwnik. Fitochrom labilny wyspecjalizowany jest w percepcji bardzo
niskich (reakcje bardzo niskoenergetyczne) i wysokich (reakcje wysokoenergetyczne)
dawek Swiatta (gtdwnie dalekiej czerwieni). Natomiast fitochrom stabilny absorbuje
Swiatto czerwone o posrednich zakresach natezenia promieniowania [46,55]. Fi-
tochrom labilny zaangazowany jest w kontrole kietkowania nasion oraz zachodzace
pod powierzchnig gleby pierwsze etapy wzrostu siewek, a takze fotomorfogeneze
roslin rozwijajagcych sie pod baldachimem (w zacienieniu) innych roslin. W obu
tych warunkach srodowiskowych dominuje Swiatto dalekiej czerwieni. Z drugiej
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strony fitochrom stabilny kontroluje tzw. klasyczne (fotoodwracalne) reakcje foto-
morfogenetyczne, takie jak kietkowanie nasion na powierzchni gleby i wzrost roslin
na wolnej przestrzeni [55]. Obie pule fitochromu moga réwniez wspotdziataé ze
sobg, czego przyktadem jest fotoperiodyczna kontrola kwitnienia roslin [57].

Poza systemem fotoreceptorow fotoperiodyczna indukcja kwitnienia bezpos$red-
nio zwigzanajest z funkcjonowaniem zegara biologicznego. Ten za$jest nastepstwem
ruchu obrotowego Ziemi wokot wiasnej osi powodujacego dobowe zmiany zaréwno
w diugosci dnia i nocy, jak i temperatury. Zegar biologiczny peini podstawowe
funkcje regulatorowe u wszystkich organizmdéw zywych, od jednokomorkowych
po samego cztowieka. Kazda komorka wyposazonajest w swoj indywidualny miernik
czasu, a niektére nawet w dwa lub wiekszg ich liczbe [20]. Przykladem moze
by¢ Gonyaulax, jednokomdrkowy glon (obiekt wieloletnich zainteresowar chro-
nobiologéw), u ktérego stwierdzono funkcjonowanie co najmniej dwdch nieza-
leznych zegardéw biologicznych. W ostatnim czasie poczyniono ogromny postep
w badaniach nad mechanizmem dziatania zegar6w biologicznych u sinic, owadéw
(Drosophila melanogaster), grzybéw (Neurospora crassa) oraz organizméw bez-
i kregowych, a ostatnio rowniez u ro$lin wyzszych [20,38].

W skiad zegara biologicznego wchodzg trzy elementy. Pierwszy z nich to oscylator,
ktéry generuje 24-godzinny rytm. Kolejna sktadowa tego systemu to czujnik sygnatéw
Swietlnych (ang. the input signalling pathway), ktéry uczestniczy w dostrajaniu
(ang. reset) oscylatora. W wyniku wspotdziatania obu wymienionych elementow
powstaje zintegrowany sygnat wyjsciowy (ang. output pathway) oddziatujacy na
procesy regulowane przez zegar biologiczny [38]. U roslin wyzszych, w tym u
Arabidopsis thaliana, aktywno$¢ wielu gendéw regulowana jest przez zegar bio-
logiczny. Wsrod nich jednym z najlepiej poznanych jest gen CAB (wcze$niej okre-
$lany jako Ihch), kodujacy integralny sktadnik wewnetrznej btony chloroplastéw
- biatko wigzace chlorofil a/b (LHCB). Aktywno$¢ tego genu podlega dobowym
oscylacjom, a maksimum jego ekspresji obserwuje sie 4 do 6 godzin po wschodzie
stoica. Sam gen CAB nie jest jednak skiadnikiem systemu odmierzajgcego czas,
a jedynie podlega jego kontroli [38]. Ostatnio wykryto, ze nadrzedng w stosunku
do niego role petnia dwa inne geny: CCA1 i LHY, kodujace czynniki transkrypcyjne
z rodziny myb [38]. Ich ekspresja podlega dobowym oscylacjom, a ponadto biatko
CCAL1 wiaze sie z promotorowym odcinkiem genu CAB, ajego poziom regulowany
jest przez system fitochromowy. Ze wzgledu na swoje molekularne witasciwosci
(czynnikéw transkrypcyjnych) produkty obu wymienionych gendw moga regulowaé
aktywnos$¢ genow wykazujacych dobowe oscylacje swojej aktywnosci. Z drugiej
strony te same wiasciwosci wskazuja, ze rowniez one podlegajg regulacji wyzszego
rzedu. Dlatego u roslin poszukuje sie odpowiednikéw (ortologéw) genow ".frequency
(frg) u Neurospora oraz timeless (tim) iperiod (per) u Drosophila [20]. U Neurospora
frq jest transkrypcyjnie aktywny na poczatku dnia. Biatkowy produkt tego genu
transportowany jest do jadra okoto 3-4 godziny po tym, jak frqg mRNA osigga
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maksymalny poziom. Powoduje to szybkie obnizenie jego ekspresji pod koniec
kazdego dnia. Jednakze pod koniec nocy rezydujace w jadrze biatko FRQ podlega
fosforylacji, a nastepnie degradacji, co przyczynia sie do ponownego odblokowania
genufrq przed nastaniem kolejnego dnia [20]. U Drosophila odkryto inny od wyzej
opisanego, molekularny mechanizm powstawania dobowych oscylacji. Na poczatku
fazy jasnej obserwuje sie niski poziom transkrypcji gendw per i tim, ktéry nastepnie
wzrasta osiggajac swoje maksima krétko po rozpoczeciu sie fazy ciemnej. Najwyzszy
poziom biatek PER i TIM wystepuje 4—6 godzin pOzniej. Biatka te oddziatujg
ze sobg na terenie cytoplazmy, a nastepnie, okoto pdinocy, przedostajac sie do
jader powodujg stopniowe blokowanie kodujacych je genéw. Podobnie jak FRQ
réwniez biatka PER i TIM podlegaja w jadrze stopniowej fosforylacji, ktéra po-
przedza ich degradacje. Prowadzi to do ponownego odblokowania genow per i
tim [20].

Uwaza sie, ze biatkowe produkty opisanych genéw u Neurospora i Drosophila
funkcjonujg jako czynniki transkrypcyjne. Czy sg one odpowiednikami odkrytych
u rzodkiewnika biatek CCAl i LHY? OdpowiedzZ jest negatywna. Ekspresja obu
tych czynnikéw transkrypcyjnych regulowana jest przez jeszcze inne geny. Jednym
z kandydatow do tej funkcji jest gen ELF3 (od early-flowering3)[59]. Mutacja
w tym genie prowadzi do zakwitania A. thaliana niezaleznie od warunkéw
Swietlnych otoczenia (fotoperiodu). Cho¢ nie jest to mutant fitochromowy, jego
wzrost na Swietle, jak i oscylacyjne zmiany w ekspresji genu CAB ulegajg za-
burzeniom [38,58]. Na tej podstawie mozna przypuszczac, ze gen ELF3, w jakis,
dotad nieznany spos6b, zaangazowany jest w funkcjonowanie zegara biologicznego
[58]. Jak mozna przypuszczaé, hipoteza ta zostanie wkrdtce zweryfikowana, gdyz
trwajg prace majgce na celu sklonowanie tego genu. Rzuci to nowe Swiatto na
molekularne podstawy zjawiska fotoperiodyzmu u roslin. Niewatpliwie cechg, ktora
utatwi poszukiwanie roslinnych genéw zaangazowanych w funkcjonowanie zegara
biologicznego, jest obecno$¢ we wszystkich ich biatkowych produktach domeny
okreslanej jako PAS (od Per, Arnt i Singlemined). Sekwencje te wykryto réwniez
w prokariotycznych biatkach fotoreceptorowych oraz w czasteczkach fitochromu
[20,38,46]. Przypuszcza sie wiec, ze z ewolucyjnego punktu widzenia produkty
gendw regulowanych przez zegar biologiczny moga by¢ elementami taczacymi
procesy fotorecepcji z mechanizmami umozliwiajgcymi odmierzanie komorkowego
uptywu czasu [20].

3.1.2. tancuch transdukcji sygnatu fotoperiodycznego

Mechanizm fotoperiodycznej kontroli indukcji kwitnienia jest zwigzany z wia-
sciwosciami fizykochemicznymi fitochromu, ktéry reguluje wiele reakcji o cha-
rakterze metabolicznym. Po pochtonieciu Swiatta przez ten fotoreceptor dochodzi
do zapoczatkowania kaskady uporzgdkowanych w czasie i przestrzeni okre$lonych
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reakcji (fancucha transdukcji sygnatu), ktére prowadzg do powstania stanu indukcji
generatywnej.

Elementy wchodzgce w skiad indukowanego przez fitochrom fancucha trans-
dukcji sygnatu sg stosunkowo mato znane. Przypuszcza sie, ze jego istotnymi og-
niwami sg biatka wigzgce GTP (G-biatka, Gp), fosfoinozytole, jony wapnia, a takze
kinazy i fosfatazy biatkowe [39,55].

Badania prowadzone w pracowni N.-H. Chua [8,9,39,40] doprowadzity do bliz-
szego poznania szlakow transdukcji sygnatow swietlnych. Stwierdzono, ze fitochrom
A kontroluje trzy szlaki transdukcji sygnatéw S$wietlnych. Pierwszy z nich jest
bezposrednio zalezny od jonéw wapnia, a jego uruchomienie prowadzi do indukcji
aktywowanej przez Ca2+ i kalmoduline kinazy biatkowej oraz aktywacji genéw
kodujagcych biatka fotosystemu Il i czeSciowego rozwoju chloroplastow [40]. Drugi
szlak, zalezny od cyklicznego GMP stymuluje aktywno$é odpowiedniej kinazy biat-
kowej oraz kontroluje aktywnos$¢ transkrypcyjng syntazy chalkonowej, kluczowego
enzymu w biosyntezie antocyjanéw [8,9]. Szlak trzeci zalezny jest zaréwno od
Ca ,jak icGMP, zasjego aktywacjajest niezbedna dla ekspresji genéw kodujacych
sktadniki fotosystemu | i hamowania aktywnos$ci genu syntazy asparaginianowej
[8,9,39]. Fakt istnienia kilku réznych, kontrolowanych przez fitochrom A szlakéw
transdukcji sygnatu zostat réwniez potwierdzony u mutanta Arabidopsis, ktérego
defekt dotyczyt genu FHY1 [5]. Do listy gendw kontrolowanych przez fitochrom
A dotaczono kolejne: CHI (izomerazy chalkonowej), NR (reduktazy azotanowej)
oraz PORA (oksydoreduktazy NADPH: protochlorofilid) [5].

Jak dotad, bardzo mato wiadomo o szlakach transdukcji sygnatu Swietlnego kon-
trolowanych przez fitochrom B (stabilny). Wyselekcjonowano jednak mutant Ara-
bidopsis, u ktérego defekt dotyczyt genu RED], uczestniczacego w zaleznej od
PhyB transdukcji sygnatu [56]. Jak mozna sie spodziewac, w najblizszym czasie
wiekszo$¢ uwagi fotobiologéw zwrocona bedzie na poznanie mechanizméw dzia-
tania stabilnej puli fitochromu.

tancuch transdukcji sygnatu fotoperiodycznego w indukcji kwitnienia nie jest
w chwili obecnej dobrze poznany. Zatozy¢ jednak mozna, ze istniejg ré6zne kaskady
dla PhyA i PhyB. Nie moznajednak wykluczy¢ mozliwosci, ze taficuchy transdukcji
u réznych roslin nie sg przynajmniej w szczeg6tach identyczne. Doktadne badania
przeprowadzono na modelowej roélinie dnia krétkiego Pharbitisnil. Stosujac zwigzki
modulujace aktywnos$¢ réznych skiadnikéw szlakéw transdukcyjnych wykazano,
ze poza fitochromem w transdukcji sygnatow Swietlnych uczestniczy biatko(a) G,
waph i cGMP [33,52,54]. Postuluje sie takze, ze fotoperiodycznej indukcji kwitnienia
u Pharbitis nil towarzyszy aktywacja dwoch réznych szlakéw transdukcyjnych -
zaleznego od wapnia i kalmoduliny [50-53] oraz zaleznego od cGMP [39,54].
Szlaki te wiodg przez odpowiednie kinazy do fosforylacji specyficznych biatek
docelowych odpowiedzialnych za powstanie odpowiedzi metabolicznej, ktorej prze-
jawem jest synteza specyficznego induktora kwitnienia [33,54].
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Tak wiec tancuch transdukcji sygnatu fotoperiodycznego w lisciu prowadzi za-
rébwno do istotnych zmian fizykochemicznych bton komérkowych, jak i do za-
inicjowania subtelnych zmian w ekspresji genéw. Umozliwia to powstanie
specyficznego stanu indukcji generatywnej oraz wytworzenie sie w lisciu indu-
ktora(6w) kwitnienia.

4. INDUKTORY KWITNIENIA

Badania poswiecone mechanizmowi fotoperiodycznej indukcji kwitnienia Swiad-
czgjednoznacznie o wytworzeniu sie w lisciach specyficznego sygnatu/induktora(éw)
kwitnienia, ktéry po przemieszczeniu sie do wierzchotka wzrostu inicjuje w nim
procesy generatywne [7]. Charakter induktora kwitnienia pozostaje jednak catkowicie
nieznany. Szesédziesiat trzy lata temu powstata koncepcja istnienia uniwersalnego
hormonu kwitnienia - florigenu [12]. Hormon taki nie zostal jednak nigdy wy-
izolowany i zidentyfikowany. TrudnoS$ci te spowodowaty pojawienie sie koncepcji,
ze induktor kwitnienia jest kompleksem zaréwno stymulatoréw, jak i inhibitoréw
kwitnienia [27,35]. Uznaje sie rowniez role czynnikéw pokarmowych [27]. W re-
zultacie zaproponowano tzw. wieloczynnikowy model kontroli kwitnienia uwazajac,
ze 0 zaistnieniu indukcji generatywnej decydujg rézne czynniki natury zaréwno
chemicznej, jak i fizycznej, wsrod ktérych wazna role odgrywajag naturalnie wy-
stepujgce regulatory wzrostu oraz asymilaty [7,8]. Tak wiec charakter powstajgcego
w wyniku indukcji fotoperiodycznej sygnatu (induktora kwitnienia), pomimo Kil-
kudziesieciu lat intensywnych badan, pozostaje nieznany. Nie mozna zanegowac
jego istnienia, poniewaz obecno$¢ zar6wno stymulatora, jak i inhibitora kwitnienia
zostata potwierdzona posrednio u wielu gatunkéw roslin metodg szczepieri. Do-
Swiadczenia prowadzone ostatnio na mutantach grochu réwniez Swiadczg o istnieniu
stymulatora(6éw) i inhibitora(6w) kwitnienia [57].

O ile stymulator wydaje sie specyficznie promowaé zakwitanie, to inhibitor wpty-
wa zaréwno na wzrost wegetatywny, jak i r6znicowanie generatywne. Poziom in-
hibitora jest regulowany przez szereg czynnikéw, wsréd ktorych najwazniejszym
jest fotoperiod i uktad fitochromowy. Fitochrom A hamuje, za$ fitochrom B -
stymuluje powstanie inhibitora [57]. DoSwiadczenia nad szczepieniami $wiadcza
natomiast, ze u ziemniaka PhyB kontroluje powstanie zaré6wno stymulatora, jak
i inhibitora kwitnienia [22].

Istotnym postepem w drodze poznania natury induktorow bytoby sklonowanie
i zsekwencjonowanie gendw odpowiedzialnych za synteze modulatorow kwitnienia.
Jak dotad okazato sie to jednak niemozliwe. Mutantéw mobilnego induktora (pro-
motora czy inhibitora) kwitnienia uzyska¢ sie nie udato [16,30-32]. Poznane do-
tychczas mutanty kwitnieniowe Arabidopsis thaliana sa mutantami fotoreceptoréw
(fitochromu), interakcji z zegarem okotodobowym badZz proceséw bezposrednio
zwigzanych z morfogenezg kwiatu. Badania nad wptywem rdznych zwigzkédw che-
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micznych na kwitnienie roslin wykazaty, ze wiele substancji w zr6znicowany spos6b
oddziatuje na ten proces. Niektdre z nich wykazujg takze endogenng korelacje z
procesami kwitnienia [26]. Do substancji aktywnych zaliczy¢ trzeba fitohormony,
poliaminy, brassinosteroidy, sterydy, fenole, oligosacharydy, witaminy.Niewatpliwie
waznymi sktadnikami kompleksu regulujagcego kwitnienie sg naturalne substancje
wzrostowe (fitohormony)[6,7]. Rola poszczeg6Inych fitohormondw w indukcji, ewo-
kacji i morfogenezie kwiatéw byta wielokrotnie badana i chociaz wyniki sg bardzo
rézne i niejednoznaczne, to jednak zauwazyé mozna, iz gibereliny i cytokininy
czesto stymulujg, za$ auksyny, etylen i kwas abscysynowy hamujg tworzenie kwia-
tow [7,33]. Szczeg6lng role wydajg sie odgrywac gibereliny [59]. W przypadku
pewnych roslin sg one w stanie zastgpi¢ wernalizacje oraz dtugi indukcyjny fotoperiod
[4,59]. Natomiast u roélin krétkiego dnia gibereliny stymulujg kwitnienie w wa-
runkach niepetnej (podprogowej) indukcji [33]. U wielu roslin stwierdza sie jed-
noczesnie podwyzszenie zawarto$ci endogennych giberelin w czasie indukcji
generatywnej [59]. W badaniach przeprowadzonych na mutantach Brassica, Sorgum,
Arabidopsis stwierdzono réwniez, iz obnizona zawarto$¢ PhyB (fitochromu sta-
bilnego) w tkankach tych ro$lin jest zwigzana z podwyzszonym poziomem en-
dogennych giberelin i zwiekszong wrazliwoscig na dziatanie giberelin [4,32,42].

Obecnie nie budzi wiec watpliwosci poglad, ze gibereliny, przynajmniej u nie-
ktorych roslin, wigczone sa w kontrolny mechanizm zakwitania. Istnieje jednak
potrzeba precyzyjnego okres$lenia ich roli w réznych etapach kwitnienia, jak réwniez
u roslin o réznej wrazliwosci fotoperiodycznej. Oczywiste jest, ze w kontroli indukcji
fotoperiodycznej, niezaleznie od czynnikow natury chemicznej, udziat biorg rowniez
czynniki fizyczne oraz znajdujgca sie u podstaw informacja genetyczna zawierajgca
0g6lny schemat rozwojowy rosliny. Dopdki jednak nie zostanie definitywnie roz-
strzygnieta natura induktoréw kwitnienia, mechanizm indukcji fotoperiodycznej po-
zostanie niejasny.

W  Swietle ostatnich badan poza teorig florigenu [3] nowego blasku nabiera
réwniez hipoteza sugerujaca troficzne poditoze procesu indukcji kwitnienia [14].
Od dawna byto wiadomo, ze cukry, a zwaszcza sacharoza mogg odgrywacé istotng
role w indukcji kwitnienia zaréwno u roslin krétko- [21], jak i dtugodniowych
[36]. Jednakze uwazano, ze zmiany w tempie transportu weglowodanéw w trakcie
indukcyjnego fotoperiodu odgrywajgjedynie drugorzedowag role. W ostatnim czasie
wyselekcjonowano jednak kilka mutantow rzodkiewnika, ktére wykazuja zaburzenia
w metabolizmie cukrowcéw i procesach fotoperiodycznej indukcji kwitnienia [31].

Znane sg dwa typy mutacji, ktére przez wptyw na og6lny metabolizm weglo-
wodanéw powodujg p6zniejsze zakwitanie A. thaliana. Z jednej strony sg to takie
mutacje jak pgm (od phosphoglucomutase) lub adgl (od ADP glucose pyrophos-
phorylase 7), ktore prowadzg do zaburzen w powstawaniu ziaren skrobi w komadrkach
lisSci. Z drugiej natomiast strony u mutantow sexl (od starch excess 1) i caml
(od carbohydrate accumulation mutant 7) obserwuje sie jej nadmierng akumulacje
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[31]. Dwa spos$réd wymienionych mutantdw, pgm i sexl zostaly doktadnie prze-
badane [14]. Ros$liny poddawano jednemu indukcyjnemu ditugiemu fotoperiodowi
(LD) lub krétkiemu dniowi o tak dobranych warunkach $wietlnych (DSD, od di-
splaced short day), ktére zapewnialy uzyskanie podobnej wydajnosci procesu fo-
tosyntezy. Okazato sie, ze oba typy mutantéw indukowane byty do kwitnienia,
gdy okres Swiatta byt dluzszy od 16 godzin. W wyniku ekspozycji roslin na LD
(prowadzacej do podwyzszonego kwitnienia) obserwowano szybki i przejSciowy
wzrost transportu weglowodandw z lisci. Natomiast po zastosowaniu pojedynczego
DSD, ktéry tylko w niewielkim stopniu stymulowat kwitnienie, nie zauwazono
istotnych zmian w transporcie tych zwigzkéw poza liscie [14]. Wykazano réwniez,
ze w przypadku stosowania LD przejsciowy wzrost transportu weglowodan6éw nie
wymaga ich mobilizacji z ziaren skrobi. Tego typu proces obserwowano jednak
podczas traktowania roslin A. thaliana DSD. Na podstawie przytoczonych, jak i
wczesniejszych wynikéw [21,37] ich autorzy sugerujg, ze transportowane przez
floem weglowodany sg jednym z wazniejszych sktadnikow kompleksu substancji
wptywajgcych na indukcje kwitnienia roslin fotoperiodycznie wrazliwych.

Przedstawiony wyzej poglad znajduje poparcie w wynikach badan dotyczacych
wspotzaleznosci miedzy fitochromem (gtownym fotoreceptorem roslin) a weglo-
wodanowymi szlakami transdukcji sygnatéw. Od dawna wiadomo byto, ze cukry
regulujg aktywnos¢ niektorych enzymaéw uczestniczacych w fotosyntezie oraz innych
procesach metabolicznych [28]. Jednak dopiero ostatnio wykazano, ze ich ufo-
sforylowane formy moga petni¢ funkcje sygnatowe, prowadzace do zmian ekspresji
wielu gendw [27]. Na szczeg6lne zainteresowanie zastuguje rola sacharozy w mo-
dulowaniu efektow wywotanych przez Swiatto, a kontrolowanych przez uktad fi-
tochromowy. Stwierdzono, ze sacharoza blokuje ekspresje genéw indukowanych
przez Swiatto [17]. Wyselekcjonowano takze mutanta, u ktdérego nie wystepuje
represja przez sacharoze genéw indukowanych przez fitochrom A [17].

Mimo silnych argumentéw przemawiajgcych za bezposrednim wptywem we-
glowodandw na proces indukcji kwitnienia, nalezy wyjasnié, czy transport asy-
milatéw z lisci do merysteméw ma charakter przyczynowy, czy tez jest jedynie
procesem wspomagajacym lub wzmagajagcym dziatanie induktoréw kwitnienia.

PODSUMOWANIE

Ostatnie lata przyniosty znaczgcy postep w badaniach nad mechanizmem indukcji
kwitnienia [47]. Wykazano, ze zmiany we wzorcu metylacji DNA w dzielgcych
sie komorkach merystemoéw wierzchotkowych pedéw odgrywaja kluczowga role w
procesie wemalizacji. Okres$lono udziat roznych pul fitochromu (labilnej i stabilnej)
w kontroli fotoperiodycznej indukcji kwitnienia. CzeSciowo opisano elementy fan-
cuchéw transdukcji sygnatow fitochromowych. U pewnych ros$lin (zwtaszcza rzod-
kiewnika) poznano niektére geny odpowiedzialne za powstanie odpowiedzi
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fotoperiodycznych [47]. Mimo nasilenia badan jak dotagd nie odkryto chemicznej
natury hipotetycznej substancji (florigenu), ktérej synteza (lub uwalnianie) i transport
do merysteméw wierzchotkowych pedéw prowadzitaby do indukcji kwitnienia. Istot-
nym krokiem na tej drodze bedzie prawdopodobnie sklonowanie i zsekwencjono-
wanie gendéw, ktérych biatkowe produkty sa bezposrednio zaangazowane w
metabolizm poszukiwanego od 63 lat florigenu. Rozstrzygnieciem tej zagadki zajmuje
sie obecnie wiele laboratoriow na catym Swiecie.
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Streszczenie: Najbardziej dramatyczng zmiang fazy rozwojowej u roslin kwiatowych jest przejscie od
wzrostu wegetatywnego do rozwoju generatywnego. Zjawisko to, kontrolowane przez czynniki zaréwno
wewnetrzne, jak i Srodowiskowe, nazywane jest indukcjg kwitnienia. Ostatnie osiggniecia genetyki i
biologii molekularnej wskazujg na bezposrednig zalezno$¢ miedzy oddziatywaniem czynnikéw rozwo-
jowych i srodowiskowych na ro$line a zréznicowang ekspresjg specyficznych genéw, bezposrednio
zaangazowanych w proces indukcji kwitnienia oraz samg morfogeneze kwiatéw. Badania prowadzone
na réznego typu mutantach rozwojowych doprowadzity do uzyskania roslin charakteryzujgcych sie
przyspieszonym (w stosunku do roslin typu dzikiego) lub op6Znionym kwitnieniem. Analiza tego typu
mutantéw, zwiaszcza u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) i grochu (Pisum sativum)
zwigksza szanse szybkiego poznania mechanizméw indukcji kwitnienia. W prezentowanej pracy szcze-
gétowo omowiono genetyczne i molekularne mechanizmy indukcji kwitnienia roslin dnia krétkiego
{Pharbitis nil) i dtugiego (A. thaliana i P. sativum) oraz fotoperiodycznie neutralnych {Zea mays).

Stowa kluczowe: fotoperiodyczng indukcja kwitnienia, Arabidopsis thaliana, Pharbitis nil, Pisum
sativum, Zea mays.

Summary: The most dramatic phase change that flowering plants undergo is the transition from vegetative
to reproductive development. A complex process termed floral induction, which is controlled by both
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nicus Programme, Grant IC 15-CT96-0920) oraz Uniwersytet M. Kopernika (Grant JM Rektora
UMK).



250 A. TRETYN, J. KOPCEWICZ

endogenous and environmental signals, causes the transition between the two phases. Recent develop-
mentin plant molecular genetics has revealed adirect relationship between gene structure and its function
in plant response to environmental stimuli and metabolic pathways. Physiological approaches to study
the molecular details of flower induction have recently been complemented by genetic studies, which
have led to the recognition of a large group of flowering mutations that either reduce or lengthen the time
to flowering. The rapid progress in this field depends mainly on intensive efforts at isolation of mutants
using selected model plants hke Arabidopsis thaliana or Pisum sativum. The steadily increasing use of
mutants of floral induction in morphological, physiological, biochemical and genetic studies will
undoubtedly increase the chances for progress in understanding the complexity of the mechanism
involved in control of flowering. In the presented paper the detailed genetic and molecular mechanisms
of floral induction in short-day (Pharbitis nil), long-day (A. thaliana and P. sativum), as well as
day-neutral (Zea mays) plants have been described.

Key words', photoperiodic flower induction, Arabidopsis thaliana, Pharbitis nil, Pisum sativum, Zea
mays.

WSTEP

W naszym poprzednim artykule [33] opisaliSmy og6lne, fizjologiczne i $ro-
dowiskowe aspekty procesu indukcji kwitnienia. Niniejszy artykut poswiecony zostat
genetycznej i molekularnej kontroli indukcji kwitnienia. W ostatnich latach po-
czyniono znaczacy postep w tej dziedzinie badan. Stat sie on mozliwy dzieki za-
stosowaniu prostych, modelowych uktadéw roslinnych (np. Arabidopsis thaliana,
Anthirrhinum majus), metod biologii molekularnej oraz naturalnych i sztucznie uzy-
skiwanych mutantéw [4,6,13,15,21,28].

1. KONTROLA INDUKCJI KWITNIENIA ROSLIN
KROTKODNIOWYCH

Jedng z modelowych i najczesciej badanych roslin krétkodniowych jest Pharbitis
nil (ang. Morning Glory). Jej japoriska odmiana Violet indukowana jest do kwit-
nienia pojedynczym, 16-godzinnym okresem ciemnosci w stadium mitodocianym,
4-6 dni od skietkowania nasion. Pierwsze zawigzki kwiatowe sg juz widoczne
12-14 dni od zakonczenia indukcji, natomiast caty cykl rozwojowy (ktéry mozna
przeprowadzi¢ w fitotronie) nie trwa diuzej niz 2-3 miesigce [17]. Naswietlanie
daleka czerwienig przed zapadnieciem nocy (zgaszeniem S$wiatta) lub krotki puls
Swiatta czerwonego w potowie 16-godzinnego okresu ciemnosci catkowicie hamuje
kwitnienie. Przez szczepienia i stosowanie technik mikrochirurgicznych ustalono,
ze miejscem percepcji bodzcow fotoperiodycznych sg liscienie, a syntetyzowany
tam, domniemany induktor transportowany jest do wierzchotka wzrostu, gdzie ini-
cjuje powstawanie zawigzkéw kwiatowych [24]. Wykazano réwniez, ze wewnatrz
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liscieni omawianej rosliny wystepujg struktury zwane ciatami liscieniowymi [38,40],
ktore wraz z otaczajgcymi je komorkami miekiszowi mogg stanowi¢ miejsce syntezy
badz uwalniania induktora kwitnienia [40]. Ustalono ponadto, ze podczas in-
dukcyjnej nocy w liscieniach P. nil dochodzi do istotnych zmian w akumulacji
jonow wapnia i endogennym poziomie poszczeg6lnych fitohormonoéw [17,36-39].

Intensywnie prowadzone badania cytologiczne, fizjologiczne i biochemiczne nie
daty jednak odpowiedzi na wiele istotnych pytan. Nie wiadomo byto takze, jaki
jest pierwotny mechanizm indukcji fotoperiodycznej. Istotnym przetomem w tych
badaniach sg wyniki prac opublikowanych ostatnio przez badaczy japonskich. Juz
ponad 10 lat temu udato sie wykazaé istnienie zasadniczych ilosciowych i jako-
sciowych réznic mRNA izolowanego z roslin rosngcych na ciggtym Swietle i tra-
ktowanych indukcyjng dtugg noca [18]. Przerwanie indukcyjnej nocy pulsem Swiatta
czerwonego prowadzi do obnizenia si¢ poziomu jednego z typéw mRNA [18].
Nastepnie odkryto, ze ekspresja niektdorych genéw modulowana jest przez indu-
kcyjny fotoperiod i ich aktywno$é wykazuje dobowe oscylacje [25-27,45]. Doktadna
analiza bibliotek cDNA uzyskanych z liscieni roslin rosnacych na ciggtym S$wietle
(kontrolnych) i poddanych indukcyjnemu okresowi ciemnosci pozwolita na ziden-
tyfikowanie kilku genéw, ktére wydaja sie byé bezposrednio zaangazowane w me-
chanizm fotoperiodycznej indukcji kwitnienia P. nil.

Stosujac techniki dwukierunkowej elektroforezy zauwazono, ze zawarto$¢ jednego
zpolipeptyddw (o molekularnej masie 22 kDa) wzrasta w drugiej potowie indukcyjnej
nocy [26]. Biatko to zostato wiec uzyte do przeszukiwania bibliotek cDNA uzy-
skanych z liscieni ro$lin rosngcych na ciggtym Swietle i poddanych indukcyjnemu
fotoperiodowi. Zidentyfikowany klon cDNA zostat nastepnie zsekwencjonowany,
a na podstawie odtworzonego skiadu nukleotydéw okre$lono budowe kodowanego
biatka, nazwanego PnGLP (od Pharbitisnil germin-likeprotein). Biatko to wykazuje
duzy stopien homologii do GLP wykrytego w lisciach Sinapis alba. Podobnie jak
u gorczycy, rowniez u P. nil zawarto§¢ mRNA dla GLP podlegata dobowym os-
cylacjom, z ta r6znica, ze u pierwszej z wymienionych rodlin maksimum aktywnosci
genu kodujacego to biatko przypadato na 14-tg godzine okresu $wiatta, a u drugiej
miato to miejsce 10 godzin po rozpoczeciu indukcyjnej nocy [25]. Ponadto stwier-
dzono, ze u P. nil mMRNA PnGLP wystepuje na terenie liScieni i mtodych lisci,
a jego zawarto$¢ znaczaco wzrasta w czasie indukcyjnej nocy. Akumulacja PnGLP
podczas okresu ciemno$ci hamowana jest przez krotki puls $wiatla czerwonego
zastosowany w potowie indukcyjnego okresu ciemnosci [25]. Autorom omoOwionej
pracy nie udato sie okresli¢ fizjologicznej funkcji GLP. Tego samego typu biatko
wystepujgce u pszenicy funkcjonuje jako oksydaza szczawianowa. W surowych
ekstraktach uzyskanych z liscieni P. nil nie wykryto jednak aktywnosci tego enzymu
[25].

Zastosowanie do analiz bibliotek cDNA uzyskiwanych z liscieni P. nil techniki
differential display pozwolito na identyfikacje kolejnych gendéw zaangazowanych
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w fotoperiodyczng indukcje tej rosliny. Jednym z nich okazal sie gen PnC40J,
ktéry ulegat preferencyjnej ekspresji podczas indukcyjnej nocy. Gen ten wystepuje
w pojedynczej kopii, a jego aktywnos$¢ nie jest zbyt wysoka nawet w warunkach
petnej indukcji fotoperiodycznej [30]. Koduje on biatko zbudowane z 665 reszt
aminokwasowych otgcznej masie 74 kDa, ktére wykazuje wysoki stopief homologii
do fragmentu jednego z polipeptydow rzodkiewnika o nie poznanej dotad funkcji.
Pomiary poziomu mRNA PnC401 wykazaly dobowe fluktuacje jego zawartosci.
Po przeniesieniu roslin z warunkdw nieindukcyjnych (ciggte $wiatto) do ciemnosci
obserwowano stopniowy wzrost poziomu transkryptu, ktory osiggat maksimum w
czasie 12-16 godzin, a nastepnie ulegat obnizeniu. RosSliny przetrzymywane przez
dtuzszy czas w ciemnosci wykazywaty dobowe oscylacje ekspresji analizowanego
genu. 10-minutowy puls Swiatta czerwonego zastosowany w 8 godzinie indukcyjnej
nocy obnizat poziom akumulacji mRNAPNC401.Jeszcze silniejszy wptyw na badany
proces miato naswietlenie siewek P. nil przed przeniesieniem ich do ciemnosci,
Swiattem dalekiej czerwieni [30]. Wyniki te jednoznacznie wskazujg, ze aktywnosé
genu PnC40J kontrolowana jest przez system fitochromowy, ajego ekspresja bez-
posrednio zwiazanajest z fotoperiodyczng indukcjg kwitnienia u P. nil. Te hipoteze
potwierdza réwniez preferencyjna aktywacja transkryptu omawianego genu w tkan-
kach liscieni. Wspomniana grupa japoiskich badaczy [31] zidentyfikowata u Phar-
bitis nil jeszcze jeden gen, oznaczony jako PnTCTP, ktdrego produkt jest
prawdopodobnie zwigzany z mechanizmem fotoperiodycznej indukcji kwitnienia.
Ekspresja tego genu powoduje powstanie polipeptydu zbudowanego ze 168 ami-
nokwasow o tgcznej masie wynoszacej 18,7 kDa. Biatko to wykazuje bardzo wysoki
stopien podobienstwa do tzw. transkrypcyjnie kontrolowanych biatek tumorowych;
TCTP (od ang. transcryptionally controlled tumor protein) zidentyfikowanych
wczesniej u grochu, ryzu, lucerny i ziemniaka, aw mniejszym stopniu do podobnego
typu polipeptydéw wystepujacych w komérkach drozdzy, kur, myszy i ludzi [31].
Na ciggtym Swietle lub w warunkach dtugiego dnia obserwowano niewielkg aku-
mulacje mRNA PnTCTP. Natomiast u roslin traktowanych dtuga indukcyjng noca
lub trzymanych przez dtuzszy czas w ciemnosci odnotowano stopniowy wzrost
poziomu tego informacyjnego RNA. Proces ten rozpoczynat sie w 4. godzinie i
osiggat swoje maksimum w 12. godzinie, a nastepnie utrzymywat sie na wysokim
poziomie az do 48. godziny ciemnos$ci [31]. Ekspresja analizowanego genu kon-
trolowana jest przez fitochrom. Podczas gdy poziom mRNA PnTCTP nie ulegat
zmianie po naswietleniu siewek P. nil w potowie indukcyjnej nocy pulsem $wiatta
czerwonego lub dalekiej czerwieni, zastosowanie dalekiej czerwieni pod koniec
fazy jasnej hamowato ekspresje. Na tej podstawie przypuszcza sig, ze ekspresja
genu PnTCTP bezposrednio lub posrednio regulowana jest przez stabilng pule
fitochromu. Jak dotad nie ustalono, jaka funkcje moze petni¢ produkt opisanego
genu w procesie fotoperiodycznej indukcji u P. nil. Biorac pod uwage zdolnos$¢
ludzkiego TCTP do wigzania jondw wapnia wyniki opisanych badahn moga rzucié



KWITNIENIE ROSLIN. Il 253

nowe Swiatto na role wapnia w procesie kwitnienia. Wielkie znaczenie wapnia
w kwitnieniu byto wielokrotnie sugerowane juz wczesniej przez Tretyna i wsp.
[17,36-40]. Jak mozna sie spodziewac, w najblizszym czasie nastapi nasilenie badan
nad molekularnymi mechanizmami fotoperiodycznej indukcji u Pharbitis nil. Za-
powiedzig tego jest ukazanie sie streszczenia referatu, jaki wygtoszony zostat na
ostatnim zjezdzie Amerykanskiego Towarzystwa Fizjologéw Roslin (Madison, USA)
wygtoszonego przez grupe badaczy kierowang przez J.A.D. Zeevaarta. Ich osigg-
nieciem byto uzyskanie bibliotek cDNA z liscieni siewek P. nil rosnacych na ciaggtym
Swietle i poddanych fotoperiodycznej indukcji [20]. R6znice miedzy obiema bib-
liotekami analizowano technikg differential display. Tg drogg zidentyfikowano az
150 gendw, ktérych aktywnos$¢ spada lub ulega podwyzszeniu w trakcie indukcyjnej
nocy [20]. Wsrod nich znalazty sie geny kodujgce rdzne enzymy zwigzane z me-
tabolizmem weglowym (biorgcych udziat w procesie fotosyntezy). Duzym zasko-
czeniem byto wykrycie u P. nil jednego klonu cDNA homologicznego do genu
CONSTANS (CO), funkcjonujgcego u Arabidopsis thaliana (patrz ponizej). Z tym,
ze u rzodkiewnika jego aktywno$¢ stymulowana jest w trakcie dtugiego, a u P.
nil  krétkiego fotoperiodu. Jak zapowiadaja autorzy przytoczonego doniesienia
[20], potowa ze 150 uzyskanych gendw moze kodowac nigdzie nie opisane dotad
biatka.

2. KONTROLA INDUKCJI KWITNIENIA
ROSLIN DLUGIEGO DNIA

Sposréd wielu roslin dtugiego dnia molekularny mechanizm fotoperiodycznej
indukcji poznano najlepiej w odniesieniu do dwdch gatunkow: grochu (Pisum sa-
tivum) i rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana). Druga z nich jest réwniez modelowg
rosling stosowang w badaniach nad morfogenezg réznych organéw roslinnych, a
zwilaszcza kwiatow.

2.1. Regulacja kwitnienia u grochu

Pierwszg osobg, ktora podjeta systematyczne badania nad procesem kwitnienia
grochu, byt G. Mendel. To on jako pierwszy stwierdzit wptyw czynnikéw $ro-
dowiskowych na ten proces. Jednakze dopiero pod koniec lat sze$¢dziesigtych obe-
cnego stulecia podjete zostaty systematyczne badania nad mechanizmami kwitnienia
tego gatunku. Ich wyniki pozwolity ustali¢, ze w lisciach tej rosliny, w zaleznosci
od warunkéw $rodowiskowych, powstaje induktor badz inhibitor kwitnienia. Obie
te substancje, o niepoznanej budowie, mogg przemieszcza¢ sie z lisci do wie-
rzchotkéw wzrostu wptywajac na indukcje procesu kwitnienia.
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Wiekszos$¢ odmian grochu to rodliny fakultatywnie diugiego dnia. Niektére z
nich sgrowniez fotoperiodycznie neutralne lub do kwitnienia, opr6cz odpowiedniego
fotoperiodu, wymagajg takze wernalizacji. Zawiazki kwiatéw powstajg w pachwi-
nach na kolejnych weztach. Jednak jeszcze przed ich pojawieniem sie roslina w
stadium wegetatywnym musi wytworzy¢ okre$long liczbe miedzywezti, wahajaca
sie od czterech (u wczesniej kwitngcych odmian) do ponad 100 (u p6zno kwitngcych
odmian rosngcych w nieindukcyjnych warunkach). RoSlina raz zaindukowana do
kwitnienia tworzy kolejne zawigzki kwiatowe, cho¢ znane sg réwniez przypadki
rewersji kwitnienia w warunkach utrzymujacego sie przez dtuzszy czas niekorzy-
stnego fotoperiodu [42].

Znaczacy postep w poznaniu molekularnych podstaw indukcji kwitnienia u
grochu stat sie mozliwy po zastosowaniu do badan r6znego typu mutantéw. Pozwolito
to na ustalenie sekwencji zdarzen, jaka prowadzi od procesu indukcji kwitnienia,
przez ewokacje do wytwarzania kwiatow. Zataczona tabela przedstawia nazwy oraz
funkcje genow zaangazowanych w proces indukcji kwitnienia grochu. Do$wiad-
czenia, w ktérych stosowano naswietlanie siewek grochu Swiattem czerwonym i
daleka czerwienig, wykazaty, ze barwnikiem uczestniczagcym w odbiorze bodzcow
fotoperiodycznych jest fitochrom [42].

W warunkach diugiego dnia mutant fitochromu labilnego, funl (od far-recl un-
responsive) kwitnie pézniej niz rosliny typu dzikiego, co moze sugerowac, ze ta
pula fotoreceptora odpowiada za synteze stymulatora kwitnienia. Podobnego typu
odpowiedz fizjologiczng (p6Zne kwitnienie) obserwuje sie rowniez u dwdch innych
mutantowpcdl ipcd2 (od phytochrome chromophore deficient), u ktdrych czasteczki
fitochromu pozbawione sg funkcjonalnej grupy chromoforowej [42]. Obok fito-
chromu labilnego w kontrole kwitnienia grochu zaangazowana jest rowniez stabilna
pula tego fotoreceptora. Przypuszcza sie, ze aktywna forma PhyB dziata hamujaco
na kwitnienie grochu, gdyz u mutanta fitochromu stabilnego, Iv (od lateflowering),
obserwuje sie wczesniejsze kwitnienie w porownaniu do WT. Jednakze ten hamujacy
wptyw PhyB ograniczony jestjedynie do warunkdw krétkiego dnia. Na tej podstawie
przypuszcza sig, ze fitochrom stabilny nie uczestniczy bezpos$rednio w procesie
mierzenia czasu, ajedynie w wykrywaniu barw $wiatta. Obok mutacji prowadzacych
u grochu do zaburzen w procesie percepcji bodzcow fotoperiodycznych uzyskano
robwniez takie, ktore mogg dotyczy¢ procesu syntezy stymulatora bgdZ inhibitora
kwitnienia [42].

Usuniecie jednego z liscieni grochu prowadzi do op6znienia procesu kwitnienia.
Przypuszcza¢ wiec mozna, ze w liscieniu produkowana jest substancja stymulujgca
ten proces. (Nie mozna jednak wykluczy¢, ze jest to reakcja stresowa prowadzgca
do hamowania kwitnienia.) We wczesnych etapach wzrostu siewek grochu dominuje
jednak synteza inhibitorow kwitnienia [42]. Ten poglad potwierdzajg wyniki badan
przeprowadzonych na mutancie gigas (gi), u ktérego obserwuje sie opdznienie kwit-
nienia (tab. 1) bez wzgledu na warunki $wietlne otoczenia. Jednakze kwitnienie
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TABELA 1 Lista genéw uczestniczagcych w kontroli kwitnienia grochu oraz ich przypuszczalne
funkcje (na podstawie [42], zmodyfikowane)

Gen Jego fizjologiczna funkcja

FUN1 Percepcja $wiatta przez fitochrom labilny (PhyA)

LV Percepcja $wiatta przez fitochrom stabilny (PhyB)

SN Synteza inhibitora kwitnienia w pedach i liscieniach

DNE Synteza inhibitora kwitnienia w pedach i liScieniach

PPD Synteza inhibitora kwitnienia w pedach i liScieniach

HR Synteza inhibitora kwitnienia w pedach

E Synteza inhibitora kwitnienia w liScieniach

Gl Synteza stymulatora kwitnienia w pedach, korzeniach i/lub liscieniach
LF Okreslenie wrazliwo$ci wierzchotka pedu na stymulator kwitnienia
VEG1 Niezbedny do inicjacji kwiatow w wierzchotku wzrostu pedu

mozna w znacznym stopniu przyspieszy¢ przez szczepienie mutanta gi na roslinach
typu dzikiego poddanych dziataniu diugiego dnia. Sugeruje to, ze gen Gl moze
kontrolowa¢ synteze induktora kwitnienia w obrebie liscieni i lisci pedowych. Na-
tomiast inny gen grochu VEGI (od vegetative) odpowiada prawdopodobnie za
kontrole morfogenezy kwiatdw juz po dotarciu do merystemu wierzchotkowego
stymulatora kwitnienia. U mutantéw vegl uprawianych przy dtugim fotoperiodzie
nie obserwuje sie powstawania zawigzkéw kwiatowych. Zamiast nich paki pachwi-
nowe rozwijajg sie w ulistnione odgatezienia boczne pedu [42].

U grochu zidentyfikowano takze kilka genow, ktére moga bra¢ udziat w po-
wstawaniu inhibitora kwitnienia (tab. 1, rys. 1). Mutacje powstajace na ich terenie
prowadzg do przyspieszonego kwitnienia. Pierwszy z tego typu mutantéw, sn (od
sterile nodes) zakwita wczesniej od form typu dzikiego bez wzgledu na stosowany
fotoperiod i termoindukcje. Prowadzac szczepienia wykazano, ze gen SN od-
powiada za synteze w liscieniach i liSciach pedowych inhibitora kwitnienia. Poziom
inhibitora moze by¢ modelowany w wyniku eksponowania roslin na oddziatywanie
dtugiego fotoperiodu lub poddawania wemalizacji [42]. U kolejnego mutanta, na-
zwanego If (od late flowering), podczas indukcyjnego fotoperiodu obserwuje sie
znaczne przyspieszenie powstawania kwiatbw w porownaniu z formami dzikimi.
U ros$lin homozygotycznych kwiaty pojawiajg sie wtedy, kiedy rosliny majg jedynie
5 weztdw - to jest najwczesniej, jak moze rozpoczagé sie kwitnienie tego gatunku
rosliny. Choé niewatpliwie gen LF odpowiada za synteze inhibitora kwitnienia,
to jego aktywnos$¢ ograniczona jest jedynie do pedu badz jego wierzchotkowej
czesci. Przez szczepienie pedow zmutowanych ros$lin na zaindukowanych uprzednio
roslinach typu dzikiego nie udato sie doprowadzi¢ do powstawania kwiatdw.

Ostatni z genéw wymienionych w tabeli 1, ktérego produkt moze braé udziat
w syntezie inhibitordw kwitnienia nazwano HR (od high response). Gen ten jest



256 A. TRETYN, J. KOPCEWICZ

RYSUNEK 1 Przebieg zaleznej od temperatury (wemalizacji) i warunkéw $wietlnych (fotoperiodu)
indukcji kwitnienia u grochu; funkcje wszystkich genéw uczestniczacych w tym procesie, a zaznaczo-
nych na schemacie zostaty opisane w tabeli 1, dalsze szczegoty w tekscie (na podstawie [42], zmienione)
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aktywny jedynie w pedzie, ajego ekspresja podlega fotoregulacji. U roslin rosnacych
w warunkach dtugiego dnia dochodzi do znacznego obnizenia hamujacego wptywu
produktu genu HR na kwitnienie grochu. Podobny wptyw wywiera wiek rosliny.
Ustalono, ze u mutanta hr synteza inhibitora kwitnienia gwattownie spada, gdy
osiggnie on wiek 4 tygodni [42].

Na podstawie przedstawionych wynikdw zaproponowano nastepujacy mecha-
nizm indukcji kwitnienia u grochu [42]. W jego mtodych siewkach przewaza synteza
inhibitora nad syntezg stymulatora kwitnienia. Proces inhibicji jest szczeg6lnie silny
przy niekorzystnym dla ro$liny fotoperiodzie. Za recepcje bodzcéw fotoperiody-
cznych odpowiadajg obie pule fitochromu - labilna i stabilna. Pierwsza z nich
(PhyA) ma hamujacy, a druga (PhyB) stymulujagcy wplyw na proces kwitnienia.
W warunkach niesprzyjajacego fotoperiodu rosliny produkujg inhibitor kwitnienia,
ktory wptywajgc na transport asymilatow pobudza rozwdj wegetatywny rosliny.
Prawdopodobnie substancja ta dziata hamujgco na produkcje lub/i transport induktora
kwitnienia z liscieni i lisci pedowych do wierzchotka wzrostu pedu. W warunkach
dtugiego fotoperiodu sytuacja ulega zmianie. Nastepuje obnizenie aktywnosci genow
uczestniczacych w syntezie inhibitora i aktywacja tych, ktére odpowiadajg za pro-
dukcje stymulatora kwitnienia. Po dotarciu do wierzchotka pedu induktor blokuje
aktywnos$¢ genu LF, co prowadzi do zapoczatkowania ewokacji i morfogenezy
kwiatu. Wemalizacja moze wptywac na kwitnienie grochu przez obnizenie tempa
syntezy inhibitoratego procesu. Natomiast bezposrednie dziatanie niskiej temperatury
na wierzchotek pedu moze zwiekszac jego wrazliwo$¢ na obecnos$¢ induktora kwit-
nienia. Na rysunku 1 strzatkami zaznaczono pozytywny, a tepo zakonczonymi od-
cinkami negatywny wptyw réznych czynnikdéw i produktéw gendéw na proces
kwitnienia.

3.2. Regulacja kwitnienia u rzodkiewnika

Rzodkiewnik jest rosling fakultatywnie dtugiego dnia [5,12]. Oznacza to, ze
gdy ros$nie w warunkach dtugiego dnia, zakwita znacznie wczesniej niz rozwijajac
sie w warunkach krétkiego dnia. U wiekszos¢ linii genetycznych A. thaliana réwniez
wernalizacja przyspiesza zakwitanie. W warunkach naturalnych do inicjacji kwit-
nienia dochodzi okoto 25 dni po skietkowaniu nasion. Natomiast odmiany labo-
ratoryjne, uprawiane w warunkach dtugiego dnia (16 godzin $wiatta/8 godzin
ciemnosci), zakwitajg o kilka dni wczesniej [5,12]. Jezeli rosliny tych samych odmian
(linii genetycznych) traktowane sa krotkim fotoperiodem (8-10 godzin $wiatta na
dobe), proces kwitnienia rozpoczyna sie po 6 tygodniach wzrostu wegetatywnego,
czemu towarzyszy wytworzenie si¢ wiekszej liczby lisci w rozyczce (rozecie) i
na pedzie [10,13,28]. Juz z tego pobieznego opisu wida¢, ze indukcja kwitnienia
u rzodkiewnika jest procesem bardzo ztozonym. Najbardziej sprzyjajace warunki
naturalne, prowadzgce do wczesnego zakwitania, a co za tym idzie wydania nasion,
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TABELA 2. Mutanty rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) charakteryzujace sie¢ wczesnym i
péznym zakwitaniem (na podstawie [3,28], uzupetnione i zmodyfikowane)

Mutant

Wczesne zakwitanie
elf3

emf 2

tif

Fenotyp

Dtugi hypokotyl, brak wrazliwosci
na fotoperiod

Brak fazy wegetatywnej, kwiaty
0 zaburzonej budowie
Zdeterminowany kwiatostan, rosliny
kartowate

P6zne zakwitanie
co, gi, fha

fd, fe, ft, fwa
fca, fpa, fve,ld

gal,gai

Obnizenia wrazliwo$ci na dziatanie
fotoperiodu i chtodu

Niska wrazliwo$¢ na fotoperiod,
bardzo mata na dziatanie chtodu
Wykazuja wrazliwo$¢ na fotoperiod
i dziatanie chtodu

P6zne kwitnienie przy nieindukcyj-
nym fotoperiodzie

Przypuszczalna funkcja genu

Hamowanie kwitnienia przy niein-
dukcyjnym fotoperiodzie
Regulacja przebiegu wczesnych faz
rozwoju wegetatywnego
Represor autonomicznego szlaku in-
dukcji kwitnienia

Promuje kwitnienie w odpowiedzi na
indukcyjny fotoperiod

Promuje kwitnienie w odpowiedzi
na indukcyjny fotoperiod

Reguluja przebieg autonomicznej
indukcji kwitnienia

Udziat w syntezie i wrazliwosci na
dziatanie gibereliny, ktéra indukuje

kwitnienie przy SD

ktdre moga jeszcze rozwina¢ sie w kolejne pokolenie roslin, panuje wiosng. Wy-
produkowane poprzedniego roku nasiona, ktore przeszty proces wemalizacji, kiet-
kuja, a powstate z nich rosliny kwitng i owocujg nawet w warunkach niesprzyjajacego
fotoperiodu. Natomiast nastepne pokolenie roslin, rozwijajagce sie z nasion po-
wstatych tego samego roku, indukowane sg do kwitnienia diugim fotoperiodem
i do jesieni majg wystarczajacg ilo$é czasu, by zakonczy¢ caty swéj cykl rozwojowy
[12].

Fotoperiodyczna indukcja kwitnienia Arabidopsis thaliana kontrolowana jest
przez dwa uktady fotoreceptorow: fitochrom [34] i kryptochrom [1,35]. Absorbowane
przez kryptochrom $wiatto niebieskie (od ok. 400 do 500 nm) stymuluje, podczas
gdy operujace przez fitochrom $wiatto czerwone (od ok. 600 do 700 nm) hamuje
kwitnienie rzodkiewnika. Rosliny typu dzikiego rosngce na ciggtym Swietle nie-
bieskim zakwitajgjuz w 15 dni, natomiast gdy rosng na ciggtym Swietle czerwonym
(o tym samym natezeniu co niebieskie) dopiero 30 dni po skietkowaniu nasion
[11]. W ostatnim czasie opublikowano dane $wiadczace o korelacyjnym udziale
obu wymienionych fotoreceptoréw w regulacji kwitnienia. Badania te prowadzono
na mutancie rzodkiewnika, niezdolnym do akumulacji biatkowego (CRY) sktadnika
kryptochromu 2 [11]. Ro$liny homozygotyczne pod wzgledem zmutowanej cechy
kwitly pdzniej, podczas gdy heterozygotyczne w tym samym czasie co rosliny
typu dzikiego. Tym samym cry2 zachowuje sie jak wiele sposréd pdznokwitnacych
mutantéw, takich jak: gi, co, fha, fca, fd, fe, ft, fwa, fve i Id (patrz tab. 2). Po
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analizie poziomu transkrypcji CRY2 u wszystkich wymienionych mutantéw okazato
sie, ze mutacjafha, prowadzaca do obnizenia wrazliwosci na fotoperiod, w rzeczy
samej dotyczy genu kodujgcego kryptochrom 2. Z kolei u mutanta co rosngcego
w warunkach dtugiego dnia zarejestrowano trzy razy nizszy poziom mRNA CRY2
w poréwnaniu do roslin typu dzikiego, podczas gdy u obu typdw roslin rosngcych
na krétkim fotoperiodzie wartosci te byty podobne [11]. Z drugiej strony rosliny
transgeniczne wykazujace nadekspresje CRY2 zawieraty jedynie wyzszy poziom
CO mRNA od WT, gdy uprawiane byty przy krotkim fotoperiodzie. Prowadzito
to réwniez do ich wczesniejszego zakwitania. Wyniki przedstawionych badan jed-
noznacznie wskazujg, ze Cry2 jest pozytywnym regulatorem aktywnosci genu CO
(CONSTANS), ktérego ekspresja stymulowana jest przez indukcyjny fotoperiod [29].
Aktywnos¢ tego samego genu, ale w drodze negatywnej regulowana jest réwniez
przez fitochrom B (PhyB). Mutanty pozbawione tej puli fitochromu (hyl i hy2),
ale zawierajgce funkcjonalny PhyA kwitng wczesniej od roslin typu dzikiego, czemu
towarzyszy podwyzszona ekspresja CO [9]. Biorgc pod uwage dostepng wiedze
oraz wyniki wyzej przedstawionych badan zaproponowano nastepujagcy model dzia-
tania Cry2 i PhyB w procesie fotoperiodycznej indukcji kwitnienia A. thaliana
[11]. Dziatanie obu fotoreceptoréw polega na regulacji aktywnosci transkrypcyjnej
CO. PhyB bytby wiec tym sposrod czterech pozostatych fitochroméw funkcjo-
nujagcych u rzodkiewnika [34], ktory blokujgc ekspresje CO opdzniajego kwitnienie.
Natomiast w obecnosci Swiatta niebieskiego, absorbujacy je Cry2 znoszac inhibicyjny
wptyw PhyB indukuje akumulacje CO mRNA prowadzac do wcze$niejszego za-
kwitania rosliny.

Istnieje wiele typéw mutacji, ktdre w warunkach okreslonego typu fotoperiodu
(krotkiego lub dtugiego) charakteryzujg sie op6znionym lub przedwczesnym kwit-
nieniem w poréwnaniu z formami dzikimi. Mutanty te mozna podzieli¢ na dwie
grupy: wczednie i pézno kwitngce (tab. 2).

Obecnie znanych jest szereg mutacji (wszystkie o charakterze recesywnym) pro-
wadzacych do nienormalnego, przedwczesnego zakwitania A. thaliana. Najbardziej
ekstremalnym przyktadem tego typu roslin sg mutanty emfl i emf2 (od embryogénie
flower 1-2), ktore sg niewrazliwe na fotoperiod i wernalizacje oraz kwitna w bardzo
wczesnych stadiach rozwojowych, bez uprzedniego wytworzenia rézyczki (roze-
ty)[43,44]. Badania anatomiczne wykazaly, ze jeszcze w stadium rozwoju embrio-
nalnego mutacja emf prowadzi do powstania merystemu kwiatostanowego, z
pominieciem stadium merystemu wegetatywnego (rys. 2). Omawiana mutacja ma
charakter plejotropowy, gdyz poza przedwczesnym zakwitaniem emfl i emf2 majg
nienormalnie zbudowane liscie i kwiaty [43,44]. Wydaje sie, ze geny EMF1 i 2
sg niezbedne do normalnego rozwoju wegetatywnego rzodkiewnika [3,28,43,44].
W wyniku ich ,wytgczenia” rosliny zachowujg sie tak jakby juz przeszty to stadium
rozwojowe. Jak dotad nie znany jest produkt aktywnos$ci transkrypcyjnej EMF.
Przyjmuje sie jednak, ze omawiane geny petnig kluczowga role w blokowaniu przed-
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RYSUNEK 2. Udziat produktéw réznych genéw w regulacji kwitnienia rzodkiewnika. Do inicjacji
zawigzkow kwiatowych moze dojs¢ w wyniku aktywacji trzech odmiennych szlakéw: autonomicznego
(1), zaleznego od gibereliny (Il) lub dtugiego fotoperiodu (l11). Diugi fotoperiod dziatajac przez FHA i
LHY/GI indukuje akumulacje CO mRNA, ktérego biatkowy produkt wptywa na ekspresje genu tozsa-
mosci merystemowej-LFY. Jego aktywacje indukujg z kolei geny AP1 i AG bezpos$rednio odpowiedzialne
za morfogeneze kwiatu. Prawdopodobnie bezposrednio na LFY wptywa giberelina. Natomiast niezaleznie
od CO i LFY dtugi fotoperiod przez produkty genéw FT i FWA moga aktywowaé gen AP1. Najmniej
znana jest rola produktéw genéw FCA, FVE i LD aktywowanych podczas realizacji szlaku autonomicz-
nego. Wydaje sig, ze ich biatkowe produkty (bedace czynnikami transkrypcyjnymi lub biatkami wiaza-
cymi RNA) dziatajg przez dotad niezidentyfikowany gen. Funkcje poszczego6lnych genéw zaznaczonych
na schemacie zostaty opisane w tabeli 1, dalsze szczegdty w tek$cie (na podstawie [28], zmienione)

wczesnego kwitnienia, a ich aktywno$¢ ulega stopniowemu obnizaniu podczas roz-
woju, az do podprogowego poziomu umozliwiajgcego przeksztatcenie merystemu
wegetatywnego w kwiatostanowy. Jednym z gendw, ktérego aktywnosé wydaje
sie by¢ requlowanaprzezEMF1 i2 Jest APETALAL (AP1)[23], Jest on bezposrednio
zaangazowany w proces morfogenezy kwiatow [23,28].

Kolejne mutanty, u ktérych obserwuje sie przedwczesne kwitnienie, to elf3 (od
early flowering 3), esd4 (od early short day 4) i tfl (od terminal jlower). Mutant
typu tfl charakteryzuje sie krotkimi pierwotnymi pedami kwiatostanowymi (na kto6-
rych powstaje od 1do 5 kwiatow) zakoriczonymi organami przypominajacymi kwiaty
szczytowe [2,4]. W warunkach diugiego dnia wymaga on krétszej fotoperiodycznej
‘indukcji w poréwnaniu do form dzikich rzodkiewnika. Gen TFL zostal ostatnio
sklonowany, ajego produkt przypomina zwierzece biatko wigzgce fosfatydyloeta-
noloamine [7]. Ponadto ustalono, ze jego ekspresja zachodzi w grupie komorek
lezacych pod zasadniczg cze$cig merystemu wierzchotkowego. TLF mRNA wy-
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krywany jest poczawszy od 2-3 dnia po skietkowaniu, a jego akumulacja w wyzej
wspomnianych komdrkach ro$nie po siddmym dniu wzrostu [7]. Uwaza sie, ze
ulegajacy ekspresji podczas wzrostu wegetatywnego gen TLF przez odhiér sygnatéw
Srodowiskowych reguluje czas wejscia rosliny w stadium rozwoju generatywnego
[28].

Réwniez w przypadku trzech innych genéw: COP (od constitutive photomor-
pho-genetic), DET (od de-etiolated) i PHYB (od phytochrome B), ktérych mutacje
prowadzg do przedwczesnego zakwitania rzodkiewnika, poznano biatkowe produkty
ich aktywnos$ci. Biatka kodowane przez te geny petnig og6ine funkcje w kontroli
morfogenezy roslin [3,9,28].

Warto jeszcze wspomnie¢ o mutantach, ktére wykazujg wrazliwo$¢ na dziatajacy
na nie fotoperiod. Mutant early short day 4 kwitnie po wytworzeniu 2 lub 4 lisci,
odpowiednio w warunkach dtugiego i krétkiego fotoperiodu. Nieco pdzniej zakwitajg
podobne do niego mutanty early short day 3 i 4 [3,4,13,14].

Wszystkie mutacje prowadzace do p6znego zakwitania rzodkiewnika mozna po-
dzieli¢ na trzy grupy. W skiad pierwszej wchodzg takie mutanty, jak: fca, fpa,
Id,fve ify [15,16]. Bez wzgledu na fotoperiod kwitng one pézniej od form dzikich,
natomiast wemalizacja przyspiesza ten proces. Z drugiej strony traktowanie chtodem
nie wywiera istotnego wptywu na kwitnienie drugiej grupy mutantéw, do ktorej
nalezg: co, fd, fe, fha, ft, fwa i gi [28]. Ich kwitnienie jest odwleczone w czasie
w warunkach dtugiego fotoperiodu. Natomiast opdznienie kwitnienia przedstawicieli
trzeciej ze wspomnianych grup mutantéw wynika z zaburzen w syntezie i wrazliwosci
komdrek na dziatanie giberelin. Uwaza sie, ze przedstawiona klasyfikacja jest od-
zwierciedleniem istniejgcych u rzodkiewnika trzech réznych szlakéw wiodacych
do kwitnienia: autonomicznego, zaleznego od dtugiego fotoperiodu i zachodzgcego
przy pos$rednictwie giberelin [15,16,28].

Pierwsza odkryta i dobrze udokumentowana mutacja, jaka wptywa na kwitnienie
rzodkiewnika, zostata nazwana gal (od gibberellic acid 7)[15]. Wykazano, ze za-
burzenia w funkcjonowaniu genu GAI prowadza do 2-3-tygodniowego opdznienia
kwitnienia. R6wniez mutacja w genie GAIl (od gibberellic acid insensitive), po-
wodujgca obnizenie wrazliwos$ci roslin na dziatanie giberelin, indukuje u nich syn-
drom pdznego kwitnienia [15].

Ostatnio udato sie sklonowa¢ dwa geny zaangazowane w funkcjonowanie auto-
nomicznego szlaku wiodgcego do kwitnienia. Pierwszy z nich, LUMINODEPEN-
DENS (LD) koduje biatko zbudowane z 953 reszt aminokwasowych, zawierajgce
dwie domeny pozwalajgce mu na oddziatywanie z kwasami nukleinowymi [19].
Z kolei FCA (FLOWERING CA) koduje biatko, ktére zawiera dwa miejsca wigzgce
RNA oraz tzw. domene WW odpowiedzialng za oddziatywania z innymi poli-
peptydami [22]. Gen FCA charakteryzuje sie niecodzienng budowg. W jego skitad
wchodzi az z 21 egzondw (o tacznej dtugosci 8,1 kb), kodujgcych $redniej wielkosci
biatko zbudowane z 747 reszt aminokwasowych [22]. Ponadto powstajacy na bazie
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FCA transkrypt podlega procesowi sktadania (ang. splicing), prowadzgcego do po-
wstawania czterech odmiennych produktow, charakteryzujgcych sie r6zng dtugoscia.
Tylko najdtuzszy z nich, zawierajgcy sekwencje kodujagcg domene WW wykazuje
aktywnos¢ biologiczng, polegajaca na stymulacji wczesnego zakwitania [22].

Jednym z najciekawszych i najlepiej poznanych genéw kontrolujgcych kwitnienie
rzodkiewnika jest CONSTANS (CO). Koduje on biatko (sktadajace sie z 373 ami-
nokwaséw) zawierajgce dwa tzw. palce cynkowe, ktére swg budowg przypomina
czynniki transkrypcyjne z rodziny GATA-1 [29]. CO mRNA ulega stopniowej
akumulacji w merystemie wierzchotkowym roslin traktowanych dtugim fotoperio-
dem. Mutanty co uprawiane przy diugim dniu kwitng p6Zniej, natomiast rosliny
transgeniczne zawierajgce wiecej kopii tego genu kwitng wczesniej niz formy typu
dzikiego [29]. Konczac przeglad mutacji wptywajacych na op6znienie kwitnienia
A. thaliana warto wspomnieé jeszcze o dwu innych: fha (o ktérym byta mowa
powyzej) oraz lhy (od late elongated hypocotyl). Jak sie okazato, gen FHA koduje
biatkowy sktadnik kryptochromu [11]. Z kolei na bazie LHY powstaje czynnik
transkrypcyjny zrodziny myb. Mutacja powstajagca w tym genie prowadzi do zaburzen
w funkcjonowaniu zegara biologicznego [28].

Jak dotad, nie uzyskano mutanta catkowicie pozbawionego zdolnosci do kwit-
nienia. Moze to Swiadczy¢ o ztozonosSci tego procesu i sugerowac, ze wytgczenie
ktérego$ z gendw zaangazowanych w proces indukcji kwitnienia prowadzi do kom-
pensacji jego aktywnos$ci przez inne geny [28].

Podsumowaniem rozwazahd na temat roli roznych gendw w procesie kontroli
kwitnienia moze by¢ schemat zaproponowany przez ostatnio przez Pinerio i Cou-
planda [28], z ktérego usunieto te elementy, ktore nie byty dyskutowane w niniejszej
pracy.

Kwitnienie rzodkiewnika kontrolowane jest przez trzy odmienne, aczkolwiek
czesciowo kompensujace sie szlaki. Pierwszy z nich, zalezny od metabolizmu gi-
bereliny, prowadzi do aktywacji genu LEAFY (LFY) bezposrednio odpowiedzialnego
za przeksztatcanie merystemu wegetatywnego w kwiatostanowy [32,41]. Drugi ze
szlakéw, tzw. autonomiczny, indukowany jest w wyniku wemalizacji, ajego przebieg
kontrolowany jest przez takie geny, jak: FCA, FVE i LD [16,22]. Trzeci szlak
uruchamiany jest w warunkach diugiego fotoperiodu. Na jego przebieg antagoni-
styczny wpltyw wywierajg kryptochrom i fitochrom typu B, ktére w zrdéznicowany
sposéb oddziatujg na ekspresje genu CO [11]. Akumulacja CO mRNA prowadzi
do stymulacji aktywnos$ci genu LFY oraz przypuszczalnie wpltywa na ekspresje
genu AGAMOUS (AG), bezposrednio zaangazowanego w morfogeneze kwiatow
[21,41]. Na rysunku 2 strzatkami zaznaczono stymulacyjny, natomiast tepo za-
koAczonymi odcinkami hamujacy wptyw jednych genéw na aktywno$¢ innych.
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4. KONTROLA INDUKCJI KWITNIENIA ROSLIN
FOTOPERIODYCZNIE NEUTRALNYCH

Do tej pory mato byto wiadomo natemat mechanizmdw kontrolujgcych kwitnienie
roslin fotoperiodycznie neutralnych. Przypuszczano, ze wraz ze wzrostem stopnia
dojrzatosci rosliny w jej merystemie wegetatywnym zachodza stopniowo odpo-
wiednie procesy metaboliczne lub strukturalne umozliwiajgce zmiane wzorca roz-
wojowego, co prowadzi do pobudzenia morfogenezy kwiatoéw. Osiggniecie takiej
dojrzato$ci miatoby wynika¢ miedzy innymi z odpowiedniego ,dokarmiania” me-
rystemow wierzchotkowych pedéw substancjami produkowanymi w fotosyntetyzu-
jacych lisciach. Stad tez liczba lisci miataby zasadniczy wptyw na przebieg samej
indukcji kwitnienia. Nowe $wiatto na mechanizm kwitnienia roslin fotoperiodycznie
neutralnych rzucity badania przeprowadzone na kukurydzy [8].

Wywodzgca sie z tropikéw kukurydza kwitnie po wytworzeniu okre$lonej liczby
lisSci. Odmiennie od tego wzorca rozwojowego zachowuje sie mutant idl (inde-
terminate). W poczatkowym okresie rozwoju tworzy on znacznie wiecej lisci w
poréwnaniu z ro$linami typu dzikiego. Mimo to nie jest on zdolny do osiggniecia
etapu petnej dojrzatosci poprzedzajacego inicjacje kwiatow. W miejsce kwiatostanéw
rozwijajacych sie w pachwinach lisci powstajg rozgatezione pedy wegetatywne.
Po sklonowaniu genu okazato sie, ze koduje on biatko majgce tzw. palce cynkowe.
Na tej podstawie mozna sadzi¢, ze produkt genu ID1 dziata jako regulator trans-
krypcji i moze byé bezposrednio zaangazowany w proces indukcji kwitnienia. Hi-
poteze te potwierdzity wyniki badar nad wzorcem ekspresji tego genu [8]. Okazato
sie, ze ulega on aktywacji w najmtodszych, niedojrzatych lisciach trzydniowych
siewek kukurydzy i ekspresja jego rosnie az do momentu osiggniecia przez ros$line
wieku dojrzato$ci generatywnej. Ponadto jest ona ograniczona do pewnych regionéw
lisci, a mianowicie najmtodszych ich zawiazkow (primordiéw), przy zupetnym jej
braku w komérkach merystemu wierzchotkowego. Opisywany gen nie podlega row-
niez ekspresji w innych tkankach i organach, takich jak: dojrzate liscie i korzenie
oraz elementy kwiatostanu i kwiatéw [8]. Mozna wiec sadzi¢, ze w niedojrzatych
lisciach kukurydzy syntetyzowana jest czasteczka sygnatowa, ktéra po dotarciu
do merystemu wierzchotkowego inicjuje proces przeksztatcania go z wegetatywnego
w generatywny. Substancja ta syntetyzowana jest w wyspecjalizowanych czes$ciach
lisci (revertant somatic sectors), w miejscach aktywnosci genu ID1. Nie wyklucza
sie mozliwos$ci, ze bezposredni produkt tego genu ma zdolno$¢ przemieszczania
sie z lisci do wierzchotka wzrostu. Do indukcji kwitnienia dochodzi po osiggnieciu
przez produkt genu ID1 pewnej wartosci w komdrkach wchodzacych w sktad me-
rystemu kwiatostanowego. ID1 jest pierwszym zidentyfikowanym i sklonowanym
genem roslin jednolisciennych, ktérego produkt moze bezposrednio uczestniczy¢
w procesie indukcji kwitnienia [8]. Jego ekspresja na terenie niedojrzatych lisci
przeczy tzw. troficznej teorii kwitnienia. Popiera natomiast hipoteze funkcjonowania
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u rodlin naturalnego induktora, to jest zdolnej do swobodnego przemieszczania
sie czasteczki sygnatowej, ktorej synteza zachodzi w lisciach (lub liscieniach), a
jej miejscem docelowego dziatania jest wegetatywny wierzchotek wzrostu pedu

[8].

PODSUMOWANIE

Metody biologii molekularnej oraz zastosowanie odpowiednich mutantéw po-
zwolity pozna¢ podstawowe mechanizmy kontrolujgce przebieg indukcji kwitnienia.
Zaréwno u ro$lin fotoperiodycznie wrazliwych (krotko- i dtugodniowych), jak i
niewrazliwych (fotoperiodycznie neutralnych) zidentyfikowano szereg genéw zaan-
gazowanych w kontrole fotoperiodycznej indukcji kwitnienia. Aktywnos$¢ niekto-
rych z tych genéw jest kontrolowana przez system filochromowy lub kryptochrom.
Znaczacy postep w poznaniu molekularnych mechanizmdw indukcji kwitnienia
zostat uczyniony dzieki uzyciu do badan rdéznego typu mutantow. U rzodkiewnika
wyselekcjonowano szereg mutantow charakteryzujacych sie wczesnym lub péZznym
zakwitaniem, jak i okre$lono produkty genéw, w ktérych doszto do tych mutacji.
Niektore biatka kodowane przez te geny petnig ogdlne funkcje kontroli mor-
fogenezy roslin. Jak dotad nie uzyskano mutanta catkowicie pozbawionego zdolnosci
do kwitnienia. Swiadczyé to moze, ze wytaczenie ktérego$ z genéw zaangazowanych
w kontrole kwitnienia prowadzi do kompensacji jego funkcji przez inne geny.

Molekularne mechanizmy indukcji kwitnienia sg zwigzane z pojawianiem sie
stymulatoréw i inhibitorow kwitnienia. Natura tych substancji sygnatowych, prze-
mieszczajacych sie w koncowej fazie indukcji kwitnienia z lisci do wierzchotkéw
wzrostu, pozostaje ciggle nieznana.
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ROZMIESZCZENIE | ROLA BIALEK SZOKU
TERMICZNEGO W KOMORCE ZWIERZECEJ

LOCALIZATION AND FUNCTION OF HEAT SHOCK PROTEINS
IN THE ANIMAL CELL

Joanna JAKUBOWICZ-GIL, Antoni GAWRON

Zaktad Anatomii Poréwnawczej i Antropologii, Instytut Biologii, UMCS, Lublin

Streszczenie: Biatka szoku termicznego odnajdywane sg w komérkach organizméw Procaryota i
Eucaryota zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i w warunkach stresowych. Obecne sg na terenie
cytoplazmy, wigzg sie z cytoszkieletem oraz wystepuja w wielu organellach komérkowych. Podstawowa
funkcja biatek szoku jest kontrola prawidtowego zwijania polipeptydéw oraz ich ochrona przed denatu-
racja, agregacja i precypitacjg. Sa takze odpowiedzialne za utrzymanie rozwinietej struktury biatek
transportowanych przez btony. Regulujg aktywno$¢ kinaz oraz receptoréw sterydowych. Moga by¢
induktorami lub tez inhibitorami apoptozy. Biatka szoku termicznego sg réwniez zaangazowane w
nabywanie termotolerancji.

Stéwa kluczowe: biatka szoku termicznego, biatka opiekuricze, termotolerancja, apoptoza.

Summary: Heat shock proteins are found in Procaryota and Eucaryota cells in normal enviroment and
in response to stress conditions. They are present in cytoplasm and in many intracellular organells. They
are connected with cytoskeleton. Heat shock proteins control polypeptides folding and protect them
from dénaturation, agrégation and precipitation. They are responsed for keeping unfolded structure of
transported proteins. They regulate kinases and steroid receptors activity. They can induce or inhibit
apoptosis. Heat shock proteins are also involved in acquiring thermotolerance.

Key words: heat shock proteins, molecular chaperones, thermotolerance, apoptosis.

|. WSTEP

Gwattowne podwyzszenie temperatury indukuje w organizmach Procaryota i
Eucaryota wzrost syntezy okreSlonej grupy biatek, nazwanej biatkami szoku ter-
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micznego Hsp (ang. Heat shock proteins). Hsp pojawiajg sie takze w komorkach
poddanych dziataniu analogdw aminokwaséw, metali ciezkich, alkoholi, wolnych
rodnikbw i wielu trucizn metabolicznych. Biatka szoku termicznego znaleziono
réwniez w tkankach gorgczkujacych osobnikéw, uszkodzonych narzadach oraz u
pacjentéw z chorobg nowotworowg, u ktorych zastosowano chemioterapie. Po-
niewaz Hsp indukowane sg przez tak réznorodne czynniki nazwano je biatkami
stresowymi, a proces, w ktdrego wyniku sg syntetyzowane - reakcja stresowa [75].

Rodzina biatek Hsp charakteryzuje sie niezwyk#g stabilnoScig w procesie ewolucji.
Analiza genéw kodujgcych biatka stresowe u bakterii, drozdzy, Drosophila me-
lanogaster i cztowieka pozwolita wykazaé, ze sg one w wysokim stopniu homo-
logiczne [75].

Wielo$¢ oraz réznorodnos$¢ biatek stresu pojawiajacych sie w komorkach po
szoku termicznym zrodzita potrzebe ich sklasyfikowania. Za kryterium podziatu
uznano mase czasteczkowg i wyrézniono kilka rodzin [36,61,75]:

Hsp 100 (m. cz. 100-110 kDa)
Hsp90 (80-100 kDa)
Hsp70 (68-78 kDa)
Hsp20 (18-32 kDa)

Istnieje takze szereg biatek stresu nie dajacych sie zakwalifikowac¢ do zadnej
z wymienionych grup, np.:
Hsp 10 i Hsp60 (homologi bakteryjnych GroES i GroEL) obecne w mitochondriach
i chloroplastach

Hsp40 (homolog bakteryjnego Dnal) zlokalizowane w cytoplazmie
i we wszystkich organellach
komérkowych

Problem szoku, towarzyszaca mu synteza Hsp oraz struktura gendw kodujgcych
te biatka od lat znajdujg sie w centrum uwagi naukowcoéw. ROdwniez w polskich
czasopismach pojawity sie na ten temat artykuty przeglagdowe [30,31,36,37]. Celem
niniejszej pracy byto zebranie najwazniejszych informacji dotyczgcych rozmiesz-
czenia oraz funkcji poszczegdlnych rodzin biatek szoku w komdrce zwierzecej.

II. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA POSZCZEGOLNYCH
RODZIN Hsp

1. Rodzina biatek HsplOO/Clp

Hsp 100 stanowig niedawno wyodrebniong rodzine biatek szoku, wykryta w ko-
morkach ssakow, drozdzy oraz bakterii (bakteryjna rodzina biatek Cip - ang. Ca-
seinolytic protease). Biatka tej rodziny charakteryzujg sie niezwyktg odpornoscig
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na dziatanie czynnikéw fizycznych i chemicznych. Nie tracg swojej aktywnosci
nawet w temperaturze 50°C i w obecno$ci 20% etanolu [61].

Ze wzgledu na mnogo$¢ i roznorodno$é biatek HsplOO, rodzina ta zostata po-
dzielona na dwie gtowne klasy: 1i2, w ktérych dodatkowo wyrdzniono 8 podrodzin:
A, B, Ci D oraz M, N, X i Y. Biatka nalezace do klasy 1 majg dwie domeny
wigzania nukleotydéw NBD (ang. Nucleotide-Binding Domain), w przeciwienstwie
do biatek klasy 2, ktére majg krotszy tancuch polipeptydowy i tylko 1 domeneg
NBD [52,61].

Struktura biatek z rodziny HsplOO wykazuje duze zréznicowanie. Przy braku
ADP czy ATP, biatka Hspl 00: CIpA oraz Hspl04, odnajdywane sg w formie mono-,
di- i trimerycznej. W obecnosci nukleotydéw oba biatka tworzg pierscieniowy uktad
heksameryczny [53].

2. Rodzina biatek Hsp90

Biatka z rodziny Hsp90 sg syntetyzowane zaréwno w wamnkach normalnych,
jak i pod wptywem szoku. Sg to biatka, ktérych sekwencja aminokwasowa w duzym
stopniu pozostata nie zmieniona w czasie ewolucji. Na podstawie analizy DNA
stwierdzono, ze homologia sekwencji aminokwasowych w biatkach Hsp90 réznych
organizmdw eukariotycznych wynosi ok. 50% oraz ze sekwencje te sg homologiczne
z Hsp90 z E. coli w co najmniej 40% [36].

U drozdzy S. cerevisiae stwierdzono dwa geny typu hsp90: hsp83 i hsc83, przy
czym ekspresja hsc83 jest stabiej indukowana przez wzrost temperatury. Ostatnie
doniesienia sugerujg, ze mutacje w genach hsp83 sg odpowiedzialne za podwyzszenie
$miertelnosci komorek [32].

U kregowcdw znajduje sie kilka gendw kodujacych biatka z rodziny Hsp90.
W komoérkach ssakéw biatko Hsp90 wystepuje w dwoch izoformach - Hsp90 alfa
i Hsp90 beta, ktdre tworzg oligomeryczne kompleksy [49].

Oprécz Hsp90, stanowigcego 1-2% catkowitej zawartosci biatek cytoplazmaty-
cznych, wewnatrz retikulum endoplazmatycznego znajduje sie nieco wieksze biatko
- endoplazmina Grp94 (ang. Glucose regulatedprotein) [30,36]. Biatko to reguluje
najprawdopodobniej sekrecje biatek. Zaobserwowano bowiem gwattowny wzrost
stezenia Grp94 w komdarkach potraktowanych zwigzkami zaburzajgcymi transport
polipeptydéw [75].

3. Rodzina biatek Hsp70

Biatka szoku termicznego o masie ok. 70 kDa nalezg do najlepiej poznanych.
U E. coli wystepujg dwa biatka nalezgce do tej rodziny: Hsp70, bedace produktem
genu dnaK oraz Hsc66, produkt genu hscA [31,70]. Natomiast u S. cerevisiae,
Drosophila melanogaster i ssakéw wystepuje szereg odmian Hsp70, ztozonych
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z wielu biatek o podobnych sekwencjach aminokwasow [31,37]. W warunkach
in vitro biatka Hsp70 wykazujg aktywno$¢ ATP-azowg i reagujg z wieloma sub-
stratami biatkowymi w spos6b ATP-zalezny [9,58]. Aktywno$¢ Hsp70 regulowana
jest przez biatko Hsp40, ktére zar6wno aktywuje hydrolize ATP zwigzanego z
Hsp70, jak i umozliwia tworzenie stabilnego kompleksu Hsp70-substrat [3,23,42].
Za usuwanie produktu hydrolizy ATP odpowiedzialne jest biatko GrpE (Mgelp)
wystepujace u bakterii i w mitochondriach [14].

Biatkiem syntetyzowanym w komorkach, nie tylko w szoku, jest Hsc70 (ang.
Heat shock cognate), czyli Hsp73. Wystepuje ono w jadrze i cytoplazmie na statym
poziomie, niezaleznie od fazy cyklu komorkowego [25]. Hsp73 towarzyszg 3 biatka
regulujagce jego aktywnos¢:

Hip/ p48 (ang. Hsc70 interacting protein) - zapobiegajgce dysocjacji ADP-Hsc70
[56],

Hop/ p60 (ang. Hsc70/Hsp90 organizing protein) - biatko wymiany ADP/ATP
[29],

Hup/ p16 (ang. Hsc70 unbinding protein), kinaza NDP (ang. Nm23/nucleoside
diphosphate kinase) — odpowiedzialne za odtgczanie polipeptydowych substratéw
od Hsc70 i oddysocjowywanie multimeréw Hsc70 [33].

Ostatnie badania wykazaty obecnos$¢ kolejnego biatka regulujgcego aktywnos$é
Hsc70 - BA G I.Biatko to wigzac sie z ATP-azowg domeng Hsc70 hamuje aktywnos¢
biatka szoku jako biatka opiekuficzego (ang. molecular chaperone) [27,67].

Innymi, stale syntetyzowanymi biatkami szoku z rodziny Hsp70 sg biatka Grp78
(ang. Glucose regulated protein), czyli Bip (ang. Binding protein) [30,46] oraz
Grp75 [41].

W przeciwieAstwie do wymienionych biatek z rodziny Hsp70, stale rezydujacych
w komarce, obecno$¢ Hsp72 jest scisle zwigzana z szokiem. Dlatego tez biatka
te czesto nazywane sg diagnostycznymi markerami stresu [43]. Ich poziom zalezy
od fazy cyklu komdrkowego i najwyzsze stezenie osigga w fazie S [25]. Ekspresja
gendéw hsp72 jest regulowana przez czynniki transkrypcyjne HSF1-4 (ang. Heat
Shock Factors), ktére wiagzac sie ze specyficznym fragmentem DNA tzw. HSE
(ang. Heat Shock Element) dajg sygnat do rozpoczecia transkrypcji gendw i bio-
syntezy biatek Hsp72 [25,48].

Waznym induktorem ekspresji genéw hsp72/73 moze okaza¢ sie biatko p-53.
Zaobserwowano, ze w komdrkach nowotworowych jelita grubego mutacja w genie
p-53 powoduje konformacyjne zmiany w strukturze biatka p-53 orazjego akumulacje,
czemu towarzyszy silna ekspresja genu hsp72 [71].

4. Rodzina biatek Hsp20

Rodzina oligomerycznych biatek Hsp20 (sHsp - ang. smali Hsp) jest, jak do
tej pory, najmniej poznana. Sklada sie z réznorodnej grupy biatek o masach od
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18 do 32 kDa. Geny shsp wystepujg u nizszych i wyzszych Eucaryota. U ssakéw
wykryto tylko jeden typ genu kodujacy biatka o masach 25-27 kDa. Mate Hsp
odnajdywane sg w homo- i heteropolimerycznych kompleksach o masie od 500
do 800 kDa. W skiad tych komplekséw mogg wchodzié¢ m.in. Hsp27, Hsp25, oc
B-krystalina, ubikwityna. Hsp25 i a-B-krystalina sg najprawdopodobniej pro-
duktami proteolitycznego rozpadu Hsp27. Sg bowiem rozpoznawane przez
przeciwciata anty-Hsp27, co $wiadczy o ich immunologicznym podobienistwie [44].

Wiadomo, ze biatka Hsp20 sg stale syntetyzowane w organizmach, a ich stezenie
gwattownie ros$nie po szoku. Biatka te mogg wystepowaé¢ w 3 izoformach, w r6znym
stopniu ufosforylowania. Za fosforylacyjng modyfikacje Hsp20 odpowiedzialna jest
specyficzna dla tej grupy bialek kinaza i fosfataza. lzoformy Hsp20 zawierajg 2
potencjalne miejsca fosforylacji w resztach serynowych [11,44,75]. Nieufosfory-
lowana izoforma wystepuje w duzej ilosci w komérkach nie poddanych dziataniu
szoku. Po ekspozycji tkanek na wysoka temperature juz w ciggu pierwszych minut
ro$nie poziom form ufosforylowanych, a obniza sie zawarto$¢ postaci nieufosfory-
lowanej. Ufosforylowane Hsp20 chronig komoérki przed szkodliwym dziataniem
szoku termicznego i innych toksycznych zwigzkéw. Komoérki zawierajgce Hsp20,
ktére nie moga ulegac fosforylacji, majg zmniejszong odporno$¢ na dziatanie czyn-
nikow uszkadzajacych [44].

Do rodziny Hsp20 nalezy tez biatko Hsp32 wystepujace u kregowcédw. Syn-
tetyzowanejestw warunkach podwyzszonej temperatury w obecnosci metali ciezkich,
zwigzkdw sulfhydrylowych ipromieniowania UV. Biatko to zostato zidentyfikowane
jako oksygenaza-1 hemu [4,45].

Pomimo niskiej masy czagsteczkowej (8 kDa) do matych Hsp zaliczana jest tez
ubikwityna. Jest to biatko o mato zmienionej sekwencji aminokwasowej, odnalezione
u Eucaryota. Ubikwityna wigze sie z uszkodzonymi biatkami i uczestniczy w ich
degradacji [5,51].

I1l. ROZMIESZCZENIE BIALEK SZOKU W KOMORCE

Lokalizacja biatek szoku termicznego w komérkach jest zdeterminowana ich
powinowactwem do okreslonego organellum komérkowego lub obszaru cytoplazmy,
w ktérym znajduje sie substrat.

W warunkach fizjologicznych biatka z rodziny Hsp70 wykrywane sg gtdwnie
w cytoplazmie (Hsp73), w regionach, w ktérych odbywa sie proces biosyntezy
polipeptydéw. Odnajdywane sg tez w mitochondriach (Grp75) oraz w retikulum
endoplazmatycznym (Grp78), gdzie uczestniczg w transporcie polipeptydoéw przez
btony. Hsp70 lokalizujg sie tez na powierzchni komérek niektérych nowotworéw,
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RYSUNEK 1. Rozmieszczenie biatek szoku w komérce

stajac sie antygenami rozpoznawanymi przez komorki NK (ang. Natural Killers)
[8,47].

Biatka z rodziny Hsp20 odnajdywane sg gtéwnie w cytoplazmie komdrek miesni
gtadkich, witdékien miesni szkieletowych i miesniu sercowym, gdzie zasocjowane
sg z miofilamentami aktynowymi. Wystepujg, ponadto, w mniejszej ilosci w jadrze
komérkowym [26,69].

Z cytoszkieletem zwigzane sg tez biatka szoku o masie 90 kDa. Zaobserwowano,
ze wyizolowane Hsp90 taczy sie z F-aktyng w sposéb zalezny od stezenia jonow
Ca2+. Sg réwniez zasocjowane z mikrotubulami na wszystkich etapach cyklu ko-
morkowego. Tworzg tez kompleksy z cytokeratynowymi filamentami posSrednimi.
Biatka Hsp90 tacza sie z wieloma enzymami komérkowymi, jak np. z pp60src,
kinazg zalezng od hemu (HRI) czy kinazg zalezng od dsDNA oraz receptorami
sterydowymi. Odnajdywane sg tez w jagdrze komdrkowym [17].

Pod wptywem szoku obserwuje sie wzrost poziomu biatek stresu na terenie
cytoplazmy oraz wzmozong translokacje Hsp z cytoplazmy do jadra ijaderka. W
jadrze podczas stresu nastepuje bowiem akumulacja i agregacja ziarnistosci peri-
chromatyny, sktadajacej sie gtéwnie z niedojrzatego mMRNA. W jaderku natomiast
agregacji ulegaja prerybosomy i inne nukleoproteinowe kompleksy, co prowadzi
do zahamowania biogenezy rybosoméw. Zadaniem przemieszczonych z cytoplazmy
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do jadra biatek szoku jest zatem ochrona struktur jagdra ijaderka oraz przywracanie
utraconych funkcji [6,75,77].

Szok termiczny powoduje tez niekorzystne zmiany w strukturze cytoszkieletu,
a przede wszystkim w organizacji filamentéw posrednich (IFs). Zjawisku temu
towarzyszy zwiekszona asocjacja pozostajgcych w cytoplazmie oraz nowo syn-
tetyzowanych Hsp25, 72 i 90 z cytoszkieletem [6,35,59,62].

IV. ROLA BIALEK SZOKU TERMICZNEGO W KOMORCE

1 Biatka szoku jako biatka opiekuncze

Podstawg prawidtowego funkcjonowania biatek jest ich odpowiednia, trojwy-
miarowa konformacja. Asocjacja powstajgcych podczas translacji tancuchow poli-
peptydowych z biatkami opiekuficzymi zapobiega przypadkowej agregacji i wptywa
na prawidtowe ich ksztaltowanie po opuszczeniu rybosoméw. Do grapy biatek
opiekunczych naleza niektére biatka szoku termicznego z rodzin Flsp20, 70, 90
i 100 [16,63].

Biatka zrodziny FIsp70 wykazujg duze powinowactwo do catkowicie rozwinietych
fragmentéw biatka, pojawiajgcych sie podczas translacji jako nowo powstajacy tan-
cuch polipeptydowy lub podczas translokacji tancucha przez btony mitochondrialne
i retikulum endoplazmatycznego (ER). Translokacja ta moze zachodzi¢ rowno-
czed$nie z procesem translacji lub tez potranslacyjnie. Mechanizm dziatania cyto-
plazmatycznego, mitochondrialnego czy tez obecnego na terenie ER Hsp70 polega
najprawdopodobniej na ATP-zaleznym rozwijaniu i utrzymywaniu rozwinietej stru-
ktury transportowanych biatek. Natomiast translokacja zwinietych biatek do wnetrza
organellum wymaga interakcji miedzy mitochondrialnym (ewentualnie obecnym
na terenie ER) Hsp70 i biatkiem btonowym Tim 44 (Sec 63 w ER) [7,72,80].
W ponownym zwijaniu i tworzeniu przestrzennej struktury przetransportowywanych
biatek uczestnicza, oprécz Hsp70, réwniez biatka Hsp60 i Hsp 10 [38]. Czasteczka
Hsp60 sktada sie zdwoch siedmiocztonowych pierscieni utozonych jeden na drugim.
Stanowi to powierzchnie robocza, do ktérej wigzg sie rozwiniete biatka i na ktorej
uzyskuja swa ostateczng trojwymiarowa strukture. Proces ten jest bardzo dynamiczny
i sktada sie z szeregu reakcji wigzania i uwalniania. Kazda reakcja wymaga energii
pochodzacej z hydrolizy ATP oraz udzialu HsplO [18,24,50,57].

Biatka z rodziny Hsp70 odgrywajg wazng role w eliminacji uszkodzen, takich
jak nieprawidtowe zwiniecie biatka czy denaturacja. Istniejg przypuszczalnie dwa
sposoby usuwania tych uszkodze na poziomie molekularnym:

Hsp moga wigzac sie z nieprawidtowo uformowanym biatkiem, umozliwiajac
mu odzyskanie prawidtowej struktury.
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TABELA 1 Rola biatek szoku w komérce

Rodzina Hsp Rola w komérce

Hsp 100/ Cip:

Klasal: A,B,C,D rozpuszczanie agregatow biatkowych

Klasa2: M,N,X,Y przeksztatcanie formy PrPc biatka prionowego w forme zakazng PrPL
Hsp 90:

Hsp 90 hamowanie agregacji biatek

Grp 94 regulacja aktywnos$ci i transportu kinaz wewnatrzkomdérkowych

regulacja aktywnosci receptorow sterydowych
indukcja apoptozy komoérkowej

redukcja cytochromu C

regulacja sekrecji biatek

Hsp70:

Hsp72 kontrola prawidtowego zwijania biatek

Hsp73 zapobieganie denaturacji i agregacji polipeptydéw

Grp78 utrzymywanie rozwinietej struktury biatek transportowanych przez btony
hamowanie apoptozy
uczestniczenie w rozpoznawaniu komérek nowotworowych
przez komorki NK

Hsp20:

Hsp25/27 regulacja polimeryzacji aktyny

Hsp32 ochrona biatek przed agregacjg i precypitacja

Ubikwityna ochrona komérek przed stresem oksydacyjnym

a-B-krystalina hamowanie apoptozy

Hsp 10 i Hsp 60 regulacja prawidtowego zwijania biatek

Hsp moga tez angazowacé sie w ratowanie zle zwinietych biatek przez rozpad
powstajgcych agregatow biatkowych.

Jak wynika z prowadzonych obserwacji, oba mechanizmy sg wykorzystywane
w komérkach [63].

SzczegOtowg hipoteze dziatania biatek opiekunczych przedstawit Pelham na
przyktadzie Hsp72 [55]. W czasie szoku termicznego biatka ulegaja czeSciowej
denaturacji, eksponujac rejony hydrofobowe, ktére oddziatujg ze sobg i tworza
nierozerwalne agregaty biatkowe. Hsp72 wigzac sie z hydrofobowymi rejonami
moze ogranicza¢ te interakcje. Nastepnie, wykorzystujac energie hydrolizy ATP,
biatka szoku przypuszczalnie zmieniajg swojg konformacje i dysocjujg z kompleksu.
Zmiana konformacji Hsp moze z kolei indukowa¢ zmiane struktury zwigzanego
z nim biatka i powr6t do konformacji sprzed szoku termicznego. Pelham zaob-
serwowat réwniez, ze jesli biatka te nie osiggaja prawidtowego zwiniecia pozostajg
zwigzane z biatkiem szoku i ulegajg degradacji.

W warunkach, w ktérych nastepuje nadmierna akumulacja nieprawidtowo zwi-
nietych biatek, komérka reaguje wzmozong syntezg biatek szoku. Jezeli jednak
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ilos¢ nie zwinietych polipeptyddw przewyzsza mozliwosci Hsp72 do zapobiegania
akumulacji agregatéw biatkowych w komérce, funkcje ochronna przejmujg woéwczas
HsplOO. Wykazujg one bowiem bardzo wysokie powinowactwo do powstajgcych
pod wptywem szoku agregatéw biatkowych, indukujgc tym samym ich rozpuszczanie
w sposéb ATP-zalezny [54]. Mechanizm tego procesu opiera si¢ najprawdopo-
dobniej na przerywaniu niekowalencyjnych potaczen miedzy poszczegdlnymi poli-
peptydami [22]. Losy powstajgcych w tej reakcji produktow uzaleznione sg m.in.
od obecnosci dodatkowych biatek cytoplazmatycznych, takich jak: Hsp70, Hsp40
czy enzymu-proteazy. HsplOO wspoétpracujgc z Hsp70 i Hsp40 umozliwiaja re-
aktywacje polipeptydéw. Natomiast obecno$é proteaz w kompleksie z HsplOO po-
woduje ich proteolize [22,61,73].

Aktywno$¢ niezalezng lub tylko czeSciowo zalezng od ATP wykazujg biatka
z rodziny Hsp90 [60]. Biatka te hamujg agregacje i utatwiajg renaturacje zle zwi-
nietych biatek [63]. Cytoplazmatyczne Hsp90 tworzg kompleksy z szeregiem biatek
o aktywnos$ci kinaz tyrozynowych, np.: pp60src, biatkiem wirusa RSV odpowie-
dzialnym za transformacje nowotworowg. Pp60src po zsyntetyzowaniu w cyto-
plazmie natychmiast tgczy sie z Hsp90. Dysocjacja Hsp90 z kompleksu zbiega
sie w czasie z fosforylacjg onkoproteiny, podwyzszeniem jej aktywnosci kinazowej
oraz wbudowaniem do btony cytoplazmatycznej. Hsp90 bierze wiec udziat w we-
whnatrzkomorkowym transporcie kinaz oraz reguluje aktywnos$¢ tych enzymoéw [36].

W innych badaniach odkryto powigzania Hsp90 z receptorami sterydowymi m.in.
progesteronu, estrogenow, glukokortykoidéw, androgendw i mineralokortykoidow.
W igzanie odpowiedniego hormonu do receptora ijego oddziatywanie zDNA inicjuje
aktywacje lub represje okreslonych genéw. Za utrzymanie receptora w stanie go-
towosci do zwigzania hormonu odpowiedzialne jest Hsp90, ktore wigzac sie do-
datkowo z biatkami cytoplazmatycznymi: Hsp73, p23, p48 (Hip), p60 (Hop) oraz
immunofilinami (FKBP51, FKBP52 i Cyp-40) tworzy wielosktadnikowy kompleks
receptor-Hsp90-biatka towarzyszace. Jezeli proces tworzenia kompleksu zostanie
zahamowany, to receptor pozostaje w stanie nieaktywnym. Zwigzanie hormonu
powoduje dysocjacje kompleksu, co z kolei odstania domene receptora wigzacg
DNA. Hsp90 zapobiega wiec interakcjom miedzy receptorem a DNA przy braku
sygnatu-hormonu [15,64,79].

Do biatek opiekuriczych nalezg tez biatka z rodziny Hsp20. a-B-krystalina wiaze
sie z nie zwinietymi lub tylko cze$ciowo zwinietymi polipeptydami. Stabilizuje
w ten sposéb biatka i chroni je przed wywotang szokiem agregacja i precypitacja
[12]. Mechanizm tej aktywnos$ci nie jest jeszcze doktadnie poznany.

Hsp27 odgrywa wazng role w regulacji polimeryzacji aktyny. W komoérkach
nie poddanych szokowi, nieufosforylowane Hsp27 przytacza sie do haczykowatego
konca prawidtowo zsyntetyzowanego filamentu aktynowego, ograniczajac jego dal-
szg polimeryzacje. Szok termiczny oraz fosforylacja Hsp27 powoduje odtgczanie
biatek szoku od tych koncéw, umozliwiajac w ten sposéb wigzanie kolejnych mo-
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nomeréw aktyny z odblokowanymi filamentami. Przyspiesza to powr6t uszko-
dzonych mikrofilamentéw do prawidtowego stanu fizjologicznego sprzed szoku
[44].

2. Biatka szoku a termotolerancja

Istnieje szereg doniesieA sugerujacych, ze biatka szoku termicznego odgrywaja
kluczowg role w nabywaniu termotolerancji. Stan ten, wywotany subletalnym Szo-
kiem termicznym lub chemicznym, okresla odpornos¢ komorki na dziatanie wysokiej,
normalnie letalnej temperatury [34]. In vitro, termotolerancja moze by¢ indukowana
przez krotka ekspozycje komoérek na temperature ponad 43°C, poprzedzajacg na-
stepng inkubacje w temperaturze 37°C (tzw. termotolerancja ostra). Termotolerancja
moze by¢ tez indukowana ciggtym ogrzewaniem w temperaturze powyzej 43°C
(tzw. termotolerancja chroniczna) [78]. Na osiggniecie przez komoérki ssakéw ter-
motolerancji, oprécz podwyzszonej temperatury, ma wptyw wiele dodatkowych
czynnikow, takich jak: dtugo$¢ dziatania wysokiej temperatury, warunki powrotu
do stanu fizjologicznego sprzed szoku, stan proliferacji oraz stan odzywczy komorek.
Ogromng role odgrywa pH zewngtrzkomdrkowe. Jego obnizenie moze czesciowo
zahamowac indukcje oraz ekspresje termotolerancji [34]. Nabywania odpornosci
na wysokie temperatury zalezy tez od fazy cyklu, w jakiej komdrka sie znajduje.
Komérki w S-fazie sg szczeg6lnie wrazliwe na podwyzszong temperature i nie
rozwijajg zadnego typu termotolerancji Aby uzyskaty chroniczng termotolerancje,
komérki musza by¢ zablokowane w fazie G1 [78].

Mechanizm termotolerancji nie jest do konica poznany. Jednak wiele badan su-
geruje, ze Hsp sg zaangazowane w ten proces. Zaobserwowano bowiem, ze:

szok termiczny wzmacnia synteze Hsp, co ma zwigzek zchwilowym rozwojem
termotoleranciji;
trwatos$¢ termotolerancji jest zwigzana ze stabilnoscig Hsp;
czynniki indukujace synteze Hsp indukujg tez termotolerancje i odwrotnie;
- komdrki trwale odporne na szok termiczny wykazujg stata, wysokga ekspresje
Hsp [34,78].
Z odpornoscig termiczng SciSle zwigzane sg biatka szoku termicznego o masie
70 kDa. Swiadczy o tym fakt wyprowadzenia catkowicie odpornej na wysoka tem-
perature chomiczej linii komdérkowej HR-1, charakteryzujgcej sie nadekspresjg hsc70
w normalnych, jak i w stresowych warunkach. Nadekspresje uzyskano przez am-
plifikacje genu hsc70 [10]. Bezposrednim dowodem na udziat biatek szoku o masie
70 kDa w nabywaniu termotolerancji sg tez dosSwiadczenia wykorzystujgce anty-
sensowne oligonukleotydy hsc70. Wykazano, ze transfekcja komdrek takim anty-
sensem powodowata ograniczong ekspresje genéw hsp70 i hsc70, zwiekszata
wrazliwo$¢ komérek na szok termiczny oraz ograniczata zdolno$é rozwijania ter-
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motolerancji [34]. Ostatnie badania wskazujg, ze termotolerancja komdérkowa jest
bezposrednio zwigzana z lokalizacja Hsp72 i Hsp73 w jadrze komorkowym [68].

Biatka szoku termicznego sg tez zaangazowane w ochrone maszynerii skfadania
gendéw (ang. splicing) przed dziataniem czynnika termicznego. Wysokie temperatury
powodujg akumulacje prekursorow mRNA, co wigze sie¢ z zahamowaniem procesu
sktadania genéw. W komérkach z nabytg termotolerancjg proces ten nie jest za-
burzony i powstaje dojrzaty mRNA [34].

Problem termotolerancji byt tez rozpatrywany na poziomie embrionalnym. Ter-
motolerancja wywotana nieletalnym szokiem termicznym obnizata $miertelnos¢ ko-
moérkowaq, zwiekszata przezywalno$¢ embrionéw, wptywata na ich lepszy wzrost
i rozw0j. W nabywanie termotolerancji embrionalnej zaangazowane jest przede
wszystkim Hsp27 [44].

3. Biatka szoku a apoptoza

Apoptoza - zaprogramowana $mier¢ komorki - odgrywa ogromng role w em-
briogenezie i metamorfozie oraz w rozwoju nowotworéw u organizmow wielo-
komérkowych [74].

Doskonatym modelem do badania apoptozy in vitro jest linia monoblastyczna
U937. W linii tej mozna zarbwno wywota¢ apoptoze, jak i uzyska¢ synteze Hsp,
stosujgc szeroka game czynnikow, takich jak: szok termiczny, TNFa czy cyklo-
heksimid [20]. Poniewaz apoptoza i ekspresja biatek szoku sg indukowane przez
te same czynniki, zaczeto doszukiwac sie korelacji miedzy tymi dwoma procesami.
Zaobserwowano, ze warunki stresowe powodujg aktywacje kinaz biatkowych JNK
i p38, ktoére wchodzg w sktad wewnatrzkomaérkowej drogi przekazywania sygnatow,
prowadzacej do zaprogramowanej $mierci komorki. Nadekspresja biatek Hsp72
wywotana szokiem lub dodatek oczyszczonego Hsp72, hamujg aktywacje JNK i
p38, zapobiegajac tym samym apoptozie [19,40].

Potwierdzeniem hamujacego wptywu Hsp70 na apoptoze sg badania wykorzy-
stujgce kwercetyne jako czynnik wywotujacy zaprogramowang $mieré w komdrkach
nowotworowych. Ciagte traktowanie komérek nowotworowych kwercetyng powo-
duje czasowo zalezne obnizenie poziomu Hsp70, jak réwniez hamuje p0zniejszg
odpowiedz Hsp70 na szok termiczny. Umozliwia to kwercetynie indukcje apoptozy.
Jezeli natomiast komorki nowotworowe byty najpierw poddane szokowi i dochodzito
w nich do syntezy Hsp70, p6zniejsze traktowanie kwercetyng nie wywotywato
$mierci komorki [74].

Odmienny wptyw na indukcje apoptozy w linii U937 maja biatka szoku o
masie 90 kDa. Obecno$¢ Hsp90 zwieksza wrazliwos¢ linii U937 na apoptoze wy-
wotang przez TNFa i cykloheximid, natomiast obnizenie poziomu Hsp90 chroni
komorki U937 przed apoptozg. Przypuszczalnie Hsp90 wigze sie z inhibitorem
apoptozy, przez co hamuje jego dziatanie [20].
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Do wewnatrzkomérkowych inhibitoréw apoptozy nalezy biatko szoku o masie
27 kDa. Wykazano, ze w komdrkach poddanych dziataniu czynnikéw wywotujgcych
zaprogramowang $mieré¢ Hsp27 blokuje btonowy receptor Fas/APO-1. Obecnos¢
Hsp27 i a-B-krystaliny chroni ludzkie komérki przed apoptotycznym wplywem
staurosporyny - inhibitora kinazy C oraz stresem oksydacyjnym [1,28,39].

V. PODSUMOWANIE

Czynniki fizyczne, chemiczne ibiologiczne oraz towarzyszgcy im wzrost poziomu
biatek stresowych od ponad 30 lat jest obiektem badan w wielu o$rodkach catego
Swiata. Wyniki prowadzonych doswiadczen umozliwity wyjasnienie mechanizmoéw
licznych proces6w wewnatrzkomaérkowych, takich jak np. dojrzewanie biatek czy
dziatanie biatek opiekunczych. Wykazano, ze biatka stresu wybidrczo tacza sie
z niekompletnymi lub nieprawidtowo zwinietymi biatkami, zapobiegajgc ich agre-
gacji. Uczestniczg tez w ksztattowaniu prawidtowej struktury biatek i przywracajg
natywna forme biatkom zdenaturowanym. Kontrolujg wejscie polipeptydéw na szlak
wydzielania, zatrzymujac biatka nieprawidtowo zwiniete. Regulujg proliferacje i
réznicowanie komdrek. Sg odpowiedzialne za stabilizacje cytoszkieletu.

Istnieje szereg mozliwoS$ci praktycznego wykorzystania biatek szoku w medy-
cynie. Liczne prdéby kliniczne wykazaty, ze podwyzszony poziom biatek stresu
w komoérkach chroni organizmy przed uszkodzeniami wynikajagcymi z niedokrwienia
tkanek podczas zabiegéw chirurgicznych np. przed paralizem [66,76]. Wzrost ste-
zenia biatek szoku wywotany np. srodkami farmakologicznymi mégtby stanowié
dodatkowg ochrone narzaddw zranionych oraz organéw uzywanych do transplan-
tacji [2].

Odkryto réwniez powigzania miedzy biatkami stresowymi a chorobami autoim-
munologicznymi. Reumatoidalne zapalenie stawéw czy uktadowy liszaj rumienio-
waty charakteryzujg sie podwyzszonym poziomem przeciwciat skierowanych
przeciwko wtasnym biatkom stresowym chorego. Obserwacjata moze mie¢ kluczowe
znaczenie w diagnostyce i leczeniu zaburzen immunologicznych [21,75]. Odpowiedz
stresowa moze tez okaza¢ sie pomocna w walce z rakiem. Niektére guzy nowo-
tworowe sg bowiem bardziej wrazliwe na dziatanie wysokiej temperatury niz tkanki
normalne. Mechanizm tej reakcji opiera sie najprawdopodobniej na zdolnosci nie-
ktorych biatek szoku termicznego do wywotywania apoptozy w stransformowanych
komérkach [78]. Bardzo obiecujgce wydajg sie by¢ tez badania, z ktérych wynika,
ze zdrowe myszy immunizowane biatkami szoku, wyizolowanymi z komérek no-
wotworowych, uzyskujg czesciowg oporno$é na transformacje nowotworowg [65].
Czasem jednak biatka stresu mogg stanowi¢ przeszkode w walce z rakiem, gdyz
chronig tkanki nowotworowe przed stosowanymi onkostatykami [74].
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Biatka szoku mogga tez w przysztosci odegra¢ wazng role w walce z chorobami
wywotanymi przez priony. Zaobserwowano bowiem, ze biatka Hsp 104 uczestnicza
w indukcji konformacyjnych zmian biatek ssakow PrPc w ich forme zakazna PrPsc
[13].

Tak wiec synteza biatek szoku jest przyktadem interesujgcego modelu odpowiedzi
komorkowej na réznorodny stres zewnetrzny. Wykorzystujac wysoka immunogen-
no$¢ biatek szoku wiele firm biotechnologicznych pracuje nad zastosowaniem
ich do produkcji szczepionek, ktore w przysztosci moga odegra¢ wazng role w
transplantologii, w zapobieganiu i leczeniu choréb autoimmunologicznych,
zakaznych i nowotworow.
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APOPTOZA POPROMIENNA - MECHANIZMY, ROLA
BIOLOGICZNA I MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA
W TERAPII NOWOTWOROW*

RADIATION-INDUCED APOPTOSIS: MECHANISMS,
BIOLOGICAL RELEVANCE AND POTENTIAL APPLICATION
TO RADIOTHERAPY OF CANCER

Marek Krzysztof JANIAK, Jolanta WREMBEL-WARGOCKA, Aneta CHEDA

Zaktad Ochrony Radiologicznej i Radiobiologii,
Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii, Warszawa

Streszczenie: Ostanie dwie dekady, a zw#aszcza lata dziewieédziesigte sa $wiadkiem ogromnego postepu
w badaniach nad mechanizmami i biologiczng rolg zaprogramowanej $mierci (apoptozy) komoérek
wywotanej dziataniem promieniowania jonizujagcego. Niniejsze opracowanie dokonuje przegladu naj-
nowszych danych dotyczacych szlakéw sygnalizacyjnych oraz czynnikéw regulacyjnych iefektorowych
programu apoptotycznego uruchamianego w napromienianych komérkach prawidtowych i nowotworo-
wych, ze szczeg6Inym uwzglednieniem mechanizmdéw zaleznych iniezaleznych od ekspresji biatka p53.
Poznanie czynnikéw modyfikujacych podatno$c¢ i nasilenie procesu apoptozy w komérkach stwarza
nadzieje na ich wykorzystanie w terapii nowotworéw. W ostatniej czesci niniejszego przegladu opisano
préby doswiadczalne ikliniczne indukcji i/lub zwigkszenia stopnia apoptozy w komérkach nowotworo-
wych jako nowa strategie leczniczg wspierajgca tradycyjne formy radioterapii.

Stowa kluczowe: Promieniowanie jonizujace, apoptoza, p53, radioterapia.

Summary: Programmed (apoptotic) cell death has been on the forefront of biomedical studies for the
last two decades. Indeed, during the nineties we have witnessed the unparalleled accumulation of new
data describing the mechanisms and biological relevance of the programmed cell death (apoptosis)
induced by ionizing radiation. The present paper reviews most of the recent results from studies of the
signaling pathways, molecular regulators, and effectors of the apoptotic program triggered by radiation
in normal and tumor cells with special emphasis on the p53-dependent and p53-independent mechanisms.
The establishment that apoptotic propensity is under genetic regulation opens new avenues in the
treatment of cancer. In the final section of the review potential therapeutic strategies aimed at stimulation
of the programmed cell death in tumor cells in vivo are discussed.

Key words: lonizing radiation, apoptosis, p53, radiotherapy.
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WPROWADZENIE

Od roku 1972, kiedy to J.F.R. Kerr, A.H. Willie i A.R. Currie nadali tzw. za-
programowanej $mierci komdrkowej (ang. programmed celi death, PCD) nazwe
apoptoza (od greckiego stowa oznaczajgcego opadanie lisci drzew lub platkéw
kwiatéw) [70], intensywne badania prowadzone na roslinach, robakach, owadach
i ssakach wykazaty znaczenie irole tego zjawiska zaréwno w rozwoju embrionalnym
i utrzymaniu dojrzatego organizmu w homeostazie, jak i w patogenezie catego
szeregu chorob i zaburzen ustrojowych (tab. 1) [9,29,44,51,59,112,139,156]. Obecnie

TABELA 1. Choroby zwigzane z zahamowaniem lub nasileniem apoptozy

Zahamowanie apoptozy Nasilenie apoptozy
Nowotwory: Zaburzenia uktadu odpornosciowego:
Chloniaki AIDS
Biataczki Cukrzyca typu |
Nowotwory ze zmutowanym p53 Zaburzenia neurologiczne:
Nowotwory hormonozalezne: Choroba Alzheimera

rak sutka Choroba Parkinsona

rak _ prostaty Stwardnienie zanikowe boczne

rak jajnika Stwardnienie rozsiane

Barwnikowe zwyrodnienie siatkéwki
Zwyrodnienie mo6zdzku

Choroby prionowe

Ataxia teleangiectasia

Choroby z auto- i alloagresji: Zespoty mielodysplastyczne:
Liszaj rumieniowaty ukfadowy Niedokrwisto$¢ aplastyczna
Immunogenne zapalenie kigbkoéw nerkowych Niedokrwienie tkanek:
Reumatoidalne zapalenie stawow Zawat mieénia sercowego
Choroba Gravesa Udarv

Zesp6t Canale’a-Smitha (autoagresywny zasp6t Uszkodzenia po reperfuzii
limtoprohteracyjny)

Ostra choroba przeszcze rzeciw gospoda Nowotwory:
rzowi (GvH) P PP o Czernla.k

W atrobiak

Rak okreznicy

Nabtoniak nerwowy (retinoblastoma)
Infekcje wirusowe wywotane: Zaburzenia jelitowe:
wirusami typu Herpes Wrzodziejagce zapalenie jelit
adenowirusami Czerwonka
wirusami typu Pox Biegunki indukowane promieniowaniem

jonizujacym lub wirusem HIV

Torbielowato$¢ nerek
Toksyczne uszkodzenie watroby
Choroba Wilsona

Przewlekta neutropenia
Choroba Hashimoto
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przewazapoglad, ze apoptozajestnajwazniejszym,jezeli niejedynym, mechanizmem
eliminacji pojedynczych grup komorek zaréwno prawidtowych, wyprodukowanych
w nadmiarze lub nadmiernie pobudzonych w swej aktywnosci, jak i tych, ktérych
materiat genetyczny zostat zmieniony lub uszkodzony pod wptywem dziatania czyn-
nikow zewnetrznych. Nic wiec dziwnego, ze ten rodzaj Smierci komdrkowej odgrywa
istotng role w zapobieganiu powielania sie zaburzen w materiale genetycznym wy-
wotanych dziataniem promieniowania jonizujgcego i innych czynnikéw klastogen-
nych (uszkadzajgcych DNA). Istotnie, wiele danych dotyczacych charak-
terystycznych cech i mechanizmoéw molekularnych apoptozy pochodzi z badan radio-
biologicznych, w ktérych cate zwierzeta lub wyizolowane komérki poddawane byty
dziataniu promieniowania jonizujagcego. Co wiecej, na dtugo przed powstaniem
terminu apoptoza, bo juz w roku 1952, C. A. Trowell opisat wystepowanie pyk-
notycznych jader limfocytow weztéw chtonnych myszy, ktére napromieniano in
vitro promieniami X w zakresie dawek od 0,5 do 8,0 Gy [140] (tab. 2). Tego
typu morfologiczne zmiany w jadrze, polegajgce na kondensacji i zmianie barw-

TABELA 2. Historia badan dotyczacych apoptozy indukowanej przez promieniowanie jonizujace

1952 opis pyknotycznych limfocytéw weztéw chtonnych po napromienieniu in vitro
dawkami 0,5-8,0 Gy [Trowell C.A., J. Pathol. Bacteriol. 64: 687, 1952]
1955 zmiany wjadrach limfocytow poddanych in vitro dziataniu promieni X opisywane

jako potksiezycowate, pyknotyczne i pofragmentowane [Schrek R., Radiology
65: 912, 1955]

1972 Kerr i wsp. definiujg zjawisko apoptozy [Kerr J.F.R., Willie A.H., Currie A.R.,
Br. J Cancer 26:239, 1972]
opis ciat apoptotycznych w komérkach przytarczyc szczura poddanych dziataniu
promieni X [Pratt N., Sodicoff M., Arch. Oral Biol. 17: 1177, 1972]

1975 opis apoptozy w komoérkach nowotworowych indukowanej przez czynniki
chemiczne i promieniowanie jonizujace [Searle J., et al. J. Pathol. 116: 129,
1975]

1977 opis zmian typu apoptotycznego w komoérkach krypt jelitowych poddanych
dziataniu promieni X i gamma [Potten C. Nature 269: 518, 1977]

1980 opis apoptozy w napromienionych limfocytach (napromienione fibroblasty nie

ulegaja apoptozie) [Willie A.H., Kerr J.F.R.,, Currie A.R., Int. Rev. Cytol.
68:251,1980]

1982 opis apoptozy w napromienionych komadrkach krypty jelita [Hendry J.H. & Potten
C.S., Int. J. Radiat. Biol. 42; 621, 1982]

1986-1989 opisy apoptozy, jako gtéwnego rodzaju $mierci, w napromienionych pomito-
tycznych komdrkach S$linianek

Od 1990 apoptoza popromienna opisywana w roznych liniach komoérkowych in vitro i
komérkach nowotworowych in vivo;
pierwsze préby klinicznego wykorzystania czynnikéw modyfikujgcych nasilenie
apoptozy w komérkach nowotworowych
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liwosci chromatyny, sa charakterystycznym zjawiskiem towarzyszacym $mierci apo-
ptotycznej komdarek.

W ostatnich latach intensywnie prowadzone badania dostarczajg ciggle wielu
nowych szczegétéw na temat roli biologicznej i molekularnego podtoza apoptozy,
co jest na biezagco podsumowywane w licznych opracowaniach autoréow polskich
i zagranicznych [29, 85,106,121,139,156]. W obecnej pracy skupiliSmy sie wiec
na prezentacji aktualnych danych dotyczacych wytacznie funkcji i mechanizméw
zaprogramowanej $mierci komérkowej indukowanej i/lub nasilanej przez promie-
niowanie jonizujace i wynikajacych stad nowych mozliwosci terapeutycznych.

APOPTOZA POPROMIENNA

Krytyczng strukturg komdrkowg uszkadzang przez promieniowanie jonizujace
jest materiat genetyczny. W komérkach aktywnie rozmnazajacych sie, czyli znaj-
dujacych sie w cyklu komorkowym, materiat ten jest nieustannie powielany i prze-
kazywany komoérkom potomnym. Zaburzeniami wywotanymi przez promieniowanie
jonizujace, ktére majg najwieksze znaczenie biologiczne, sa tzw. jedno-, a zwiaszcza
dwuniciowe pekniecia taricucha DNA (ang. single- oraz double-strand breaks) [10,
68, 149]. Jezeli takie uszkodzenia nie zostang naprawione lub w inny sposéb ,unie-
szkodliwione”, ich powielenie w fazie S cyklu i rozdziat w mitozie prawdopodobnie
doprowadzi do ich utrwalenia i pojawienia si¢ aberracji chromosomalnych w ko-
moérkach potomnych [10]. Nic wiec dziwnego, ze - zgodnie z prawem Bergonie
i Tribondeau - najbardziej radiowrazliwe sg komaorki aktywnie dzielgce sie i najmniej
zréznicowane. Istotnie, promieniowanie jonizujace na ogo6t nie indukuje zaprogra-
mowanej Smierci komorkowej w wiekszosci dojrzatych, nieprolifemjgcych komorek;
wyjatkiem od tej reguty sg postmitotyczne komorki $linianek [132] oraz spoczynkowe
lub aktywowane limfocyty obwodowe [27].

W radiobiologii, promieniowrazliwo$s¢ komdrek proliferujagcych mierzona jest
ich zdolnoscig do kontynuacji podziatow po napromienieniu i tworzenia kolonii
ztozonych z co najmniej 50 komorek potomnych [50]. Blokada tworzenia takich
kolonii wynika¢ moze z przejsciowego albo trwatego popromiennego zahamowania
cyklu komérkowego w tzw. punktach kontrolnych (ang. check points) fazy Gl,
S lub G2 cyklu komé6rkowego (rys. 1). Rola punktdw kontrolnych polega na rejestracj i
sygnatow piyngcych zarébwno z wnetrza, jak i z otoczenia komorki oraz ,,podej-
mowaniu decyzji” o mozliwosci kontynuowania cyklu [57, 89]. Do najwazniejszych
sygnatéw endogennych, ktdre regulujg cykl komérkowy, nalezy informacja o stanie
integralnosci genomu. Na przyktad informacja (sygnat) o powstaniu uszkodzenia
w tancuchu DNA w fazie Gl doprowadzi do zablokowania przejScia komérki do
fazy S (blokada w punkcie kontrolnym G1) po to, aby nie doszto do powielenia
i utrwalenia uszkodzenia w trakcie replikacji materiatu genetycznego. Jezeli sygnat
taki odebrany zostanie w fazie S lub G2, cykl komérkowy zatrzyma sie w jednej
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RYSUNEK L Cykl komérkowy, punkty kontrolne i czynniki regulacyjne, cdk = kinaza zalezna od
cykliny (ang. cyclin-dependent kinase)

z tych faz (odpowiednio w punktach kontrolnych S i G2), co zapobiega¢ ma po-
dziatowi uszkodzonego DNA w mitozie i zwigzanej z tym indukcji aberracji chro-
mosomalnych.

Kazde uszkodzenie nici DNA uruchamia w komoérce mechanizmy naprawcze.
Dziegki duzej wydajnosci i sprawnosci tych mechanizméw wiekszo$é endogennych
oraz znaczna cze$¢ egzogennych uszkodzen materiatu genetycznego (w tym réwniez
peknie¢ dwuniciowych) jest szybko i precyzyjnie usuwana [68]. Wykrycie usz-
kodzenia i zwigzane z tym zatrzymanie podziatu komorki w okreslonym punkcie
kontrolnym daje komorce czas potrzebny na naprawe swej nici DNA [57]. Jezeli
jednak uszkodzenie jest zbyt duze i/lub naprawa jest nieskuteczna, to jedynym
sposobem ,,unieszkodliwienia” tego uszkodzenia, a wiec i potencjalnych skutkéw
powstania aberracji chromosomalnych (w tym transformacji nowotworowej), jest
eliminacja komérki majacej takie nieusuwalne zaburzenie materiatu genetycznego.
Uruchamiany jest wtedy mechanizm zaprogramowanej $mierci komorkowej [19].
Poniewaz komorka ginie, zanim jeszcze wejdzie w faze podziatowg, moéwimy o
tzw. interfazalnej Smierci popromiennej. Obecnie uwaza sie, ze typowym rodzajem
$mierci napromienianych komdrek w interfazie jest apoptoza [40,159].

Jednakze apoptoza uruchamiana jest rowniez wtedy, gdy - mimo istnienia usz-
kodzen popromiennych w DNA - nie dochodzi do zablokowania cyklu komor-
kowego i komodrka przechodzi przez kolejne fazy podziatowe. Prowadzi to do
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nagromadzenia sie réznych aberracji chromosomalnych, ktérych ilos¢ ijakos$¢ jest
letalna dla komorki. Odpowiada to od dawna znanemu w radiobiologii terminowi
$Smierci mitotycznej [138]. Poniewaz napromienione i dalej dzielgce sie komorki
ging ostatecznie zaréwno $miercig apoptotyczna, jak i nekrotyczng [27, 138], nie
jestdo konca wyjasnione, czy aberracje chromosomalne sg bezposrednim induktorem
procesu apoptotycznego i czy martwica komérek nie ma charakteru wtérnego w
stosunku do apoptozy.

Nie do konca ustalony jest rowniez udziat (rola) apoptozy w okreslaniu stopnia
radiowrazliwo$ci komoérek ocenianej za pomocg ich potencjatu klonogennego po
napromienieniu. Wiele danych sugeruje, ze istnieje proporcjonalna, odwrotna za-
lezno$¢ miedzy nasileniem apoptozy popromiennej a zdolnoscia tworzenia kolonii
[6, 48], czego wyrazem ma byc¢ redukcja tzw. ramienia na krzywej przezywalnosci
populacji komorek klonogennych [86]. Istotnie, jezeli obserwacje prowadzone sg
wystarczajaco dtugo, $miercig apoptotyczng ginie niemal cata populacja napromie-
nianych komorek [100]. Inni autorzy twierdzg jednak, ze zaprogramowana, po-
promienna $mieré komaérek niejest zwigzana lub tylko czeSciowo jest odpowiedzialna
za utrate potencjatu klonogennego (awiec radiowrazliwos$¢) populacji komdérkowych
poddanych dziataniu promieniowania [6, 27, 63], co moze by¢ zwigzane z naturalng
podatnos$cig tych komdérek na indukcje popromiennej apoptozy [119].

Nasilenie apoptozy wywotanej dziataniem promieniowania jonizujagcego w po-
datnych na jej indukcje komoérkach zmienia sie w zaleznosci od fazy cyklu ko-
morkowego. W odrdznieniu jednak od klasycznej radioczutosci mierzonej zdolnoscig
tworzeniakolonii invitro, w ktérej najbardziej oporne na promieniowanie sg komorki
w trakcie syntezy DNA [50, 51], apoptoza jest najsilniej wyrazona po ekspozycji
komorek znajdujacych sie w fazie S i G2 cyklu, najstabiej natomiast w komdrkach
w fazie G| [48, 87, 111]. Co wiecej, odwrotnie niz w klasycznych testach prze-
zywalnosci, w ktérych podziat dawki catkowitej na frakcje prowadzi do wzrostu
radioopornosci komdérek wskutek dziatania mechanizméw naprawczych (tzw. efekt
Elkinda-Suttona) [30], apoptoza ulega nasileniu w przypadku stosowania dawek
frakcjonowanych w poréwnaniu z jednorazowg dawka promieniowania (tzw. od-
wrocony efekt dawki podzielonej; ang. inverse split-close effect) [84, 86, 101]. Efekt
ten wynika prawdopodobnie z oddziatywania promieniowania na subpopulacje ko-
mérek podatnych na apoptoze, ktére pojawiajg sie kolejno po kazdej frakcji dawki
og6lnej [101]. Nalezy zaznaczyé, ze wyniki te odnosi¢ sie moga tylko do niektérych
typéw komoérek nowotworowych i/lub transfekowanych onkogenami. | tak, w przy-
padku komorek potwomiaka (linia F9), dla ktérych apoptoza jest podstawowym
rodzajem $mierci popromiennej, nie obserwowano réznic w stopniu apoptozy za-
leznych od fazy cyklu komérkowego czy frakcjonowania dawki catkowitej [80].
Co ciekawe, w badaniach tych i innych autorow nie stwierdzono zmian nasilenia
apoptozy wynikajgcych ze stosowania ré6znych mocy dawek promieniowania, co
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réwniez odrdznia ten rodzaj $mierci komorkowej od ,$Smierci” klonogennej [80,
86].

Indukcja apoptozy przez promieniowanie nie zalezy réwniez od stopnia utle-
nowania komorek, ktérych potencjat klonogenny po napromienieniu jest wiekszy
w warunkach hipoksji niz przy normalnym stezeniu tlenu. Rzeczywiscie, w niektérych
badaniach nie stwierdzono zadnej korelacji miedzy stezeniem tlenu komoérkowego
a stopniem apoptozy popromiennej [109], w innych natomiast zaréwno hiper-, jak
i hipoksja indukowaty proces zaprogramowanej $mierci komdrek [5, 43, 109]; w
niektérych z tych badan prowadzonych na komdrkach mézgowych apoptoza wy-
wotana niedotlenieniem zwigzana byta z pobudzeniem ekspresji genéw tzw. reakcji
wczesnej (ang. immediate early response genes), nalezagcych do rodzin jun ifos
[5]. Istniejgjednak réwniez dane wskazujace, ze w komorkach nerwowych hipoksja
prowadzi do ekspresji takich genoéw, jak: c-jun, bFGF i NGF, czemu towarzyszy
zahamowanie lub opdznienie procesu apoptotycznego [161]. Z kolei, zdolno$¢ in-
dukcji apoptozy przez promieniowaniejonizujgce oréznym wspotczynniku liniowego
przenoszenia energii (ang. linear energy transfer, LET) koreluje ze wzgledng efe-
ktywnoscig biologiczng (ang. relative biological effectiveness, RBE) tego promie-
niowania. | tak, Palayoor i wsp. wykazali, ze 4 razy wiecej komdrek chioniaka
mysiego podlegato blokadzie w fazie G2 cyklu i gineto $miercig apoptotyczng
po napromienieniu tych komérek czastkami alfa w poréwnaniu z ekspozycjg na
promienie gamma [113], natomiast Hendry i wsp. stwierdzili, Ze neutrony o energiach
od 14 do 600 MeV sg 3-4 razy bardziej skuteczne w indukcji apoptozy w komorkach
krypt jelitowych myszy niz promienie gamma [58]. Te ostatnie wyniki nie znalazty
jednak potwierdzenia w badaniach Wareniusa i Downa, ktérzy nie wykryli réznic
w stopniu apoptozy indukowanej w mysich tymocytach przez szybkie neutrony
0 energi 62,5 MeV oraz fotony o energii 4 MeV [150].

Apoptoza zalezna od funkcji biatka p53

Jednym z najwazniejszych czynnikdw wewngatrzkomorkowych zwigzanych z re-
gulacjg odpowiedzi komérki na promieniowanie jonizujgce jest biatko o masie cza-
steczkowej 53 kDa, bedace produktem genu p53 [13]. Gen ten nalezy do grupy
tzw. supresor6w nowotworzenia, czego $wiadectwem jest m.in. obecnos¢ jego zmu-
towanej, nieczynnej formy w ok. 60% wszystkich nowotworéw cztowieka [62].
Biatko p53 jest z kolei aktywnym czynnikiem jadrowym, ktéry stymuluje (trans-
aktywuje) lub hamuje (transrepresjonuje) transkrypcje wielu réznych genow [148]
(tab. 3). W warunkach prawidtowych, biatko p53 jest mato stabilne i nie petni
swej funkcji regulatora transkrypcji. Aktywacja genu p53 prowadzi do nasilenia
translacji mRNA, stabilizacji i translokacji produktu do jadra komérkowego, co
indukuje aktywnos$¢ transkrypcyjng biatka p53. Ostatnio wykazano, ze dwufazowe
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TABELA 3. Geny, ktdrych funkcjajest pobu- przemieszczanie sie tego biatka z cyto-

dzana i hamowana przez aktywnos¢ transkry- plazmy do jadra stymulowane jest przez

pcyjng biatka p53 L ,
wolne rodniki generowane w komarce
przez promieniowanie jonizujgce [96].

Geny aktywowane  Geny hamowane Gtownym czynnikiem, ktory sam w
p2jwdl/cipt I . .. ..

Bcl-2 sobie wystarcza dla aktywacji funkcji ge-
EAD?/E;E’ IPchlA nu p53,jest uszkodzenie nici DNA; p53
Bax Rb moze rozpoznawac to uszkodzenie bez-
Fas c-fos posrednio lub za posrednictwem innych
Mck MDR1 detektorow, np. produktu genu ATM
TGF-a p53 (ataxiateleangiectcisiainutated) [8,358].
cyklina G1 NOS-2

Dochodzi wtedy do wzrostu poziomu
biatka p53 w komérce, co prowadzi do
pobudzenia transkrypcji m.in., takich ge-
néw jak GADD45 ip2j WAF]/CIP'\ kt6-
rych produkty biorg, odpowiednio, udzial w naprawie DNA i indukujg blokade
cyklu komoérkowego w punkcie kontrolnym G1 [2, 20]. Zahamowanie cyklu ko-
morkowego w fazie G2 moze réwniez zaleze¢ od aktywacji genu p53 [2, 47, 126].
Nic wiec dziwnego, ze biatko p53 nazwano ,straznikiem genomu” [79].

Alternatywnie, wzrostpoziomu biatka p53 w komérce prowadzi¢ moze do indukcji
zaprogramowanej $mierci komorkowej. Apoptoza zalezna od p53, indukowana przez
promieniowanie jonizujgce o niskim LET w zakresie dawek od 1do 10 Gy, zachodzi
przede wszystkim w limfoblastach [91, 111, 157], komorkach macierzystych krypt
jelitowych [99] oraz w réznych komdrkach nowotworowych in vitro i in vivo [15,
77, 97, 113], natomiast napromieniane tymi samymi dawkami fibroblasty nie ging
$Smiercig apoptotyczng, ale ich wzrost ulega zahamowaniu [91, 139].

Obecnie uwaza sie, ze - przynajmniej w niektdrych typach nowotworow - funkcja
supresyjna nowotworzenia genu p53 wiaze sie zjego dziataniem proapoptotycznym,
anie zindukcjg blokady cyklu komérkowego [11,56,136]. Co wiecej,unieczynnienie
funkcji tego genu w drodze mutacji prowadzi do spadku prowieniowrazliwosci
komérek [81, 97], a takze do wyhidrczego wzrostu w guzie nowotworowym liczby
komorek niepodatnych na indukcje apoptozy pod wptywem niedotlenienia [43].
Co ciekawe, w niektérych badaniach wykazano, ze pochtoniecie tzw. matych, ,,$ro-
dowiskowych” dawek promieniowania jonizujgcego (0,025-0,5 Gy) nie tylko nie
nasila, ale prowadzi do obnizenia spontanicznego poziomu apoptozy w tymocytach
pobranych od napromienianych myszy oraz w hodowli komérek chtoniaka EL4
poddanych dziataniu promieniowania jonizujgcego in vitro [88, 128]. Ponadto, w
komérkach napromienionych promieniami gamma najpierw w dawce 0,01 Gy, a
nastepnie w dawkach od 4 do 12 Gy, nasilenie charakterystycznej dla apoptozy
fragmentacji DNA byto znamiennie mniejsze niz w komorkach nie poddanych dzia-
faniu pierwszej dawki (0,01 Gy) promieniowania [72].

IGF-BP3 trombospondyna 1
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Mimo iz zahamowanie cyklu komérkowego w ktéryms$ z punktéw kontrolnych,
ktére maumozliwiaé eliminacje wykrytych uszkodzen DNA, powinno - w przypadku
niemoznosci usuniecia tego uszkodzenia - prowadzi¢ do uruchomienia mechanizmu
zaprogramowanej Smierci komérkowej, wiele danych wskazuje, ze blokada cyklu
i apoptoza sg zjawiskami niezaleznymi od siebie [87, 144]. Jak dotad, nie znaleziono
przekonujacej odpowiedzi na pytanie, dlaczego w jednych warunkach stabilizacja
p53 indukuje blokade cyklu komérkowego, w innych natomiast prowadzi do uru-
chomienia sygnatéw proapoptotycznych. Istniejg dane wskazujgce na to, ze istotng
role - poza rodzajem komdrek - moze odgrywac stopien uszkodzenia DNA: przy
niewielkim uszkodzeniu dochodzi¢ ma do przejSciowej, krdtkotrwatej stabilizacji
p53 i zwigzanej z tym blokady w fazie GI (lub G2) cyklu, natomiast wigksze
uszkodzenie indukowa¢ ma bardziej trwaltg kumulacje duzej liczby czasteczek tego
biatka, prowadzac do zapoczatkowania procesu apoptotycznego [31]. Istotnie, w
niektérych rodzajach komoérek nowotworowych podwyzszony poziom biatka p53
prowadzi do indukcji apoptozy [129]. Wydaje sie réwniez prawodopodobne, ze
réwnoczesna ekspresja p53 (co prowadzi do blokady cyklu komdérkowego) oraz
niektérych produktow onkogenéw wirusowych w stransformowanych komadrkach
(np. pochodzacego z adenowirusa peptydu EIA, ktéry stymuluje proliferacje) pro-
wadzi¢ moze do ,konfliktu intereséw”, czego koicowym wyrazem jest wejscie
komorki na droge zaprogramowanej $mierci [37].

Nie wiadomo réwniez doktadnie, jaki jest molekularny mechanizm indukcji apo-
ptozy zaleznej od p53. By¢ moze, p53 pobudza transkrypcje gendw, ktorych produkty
dziataja proapoptotycznie. Istotnie, uszkodzenie genomu komdrki indukuje zalezng
od p53 ekspresje genu bax, ktérego produkt jest stymulatorem apoptozy [152].
O tym, ze bax moze by¢ jednym z mediatorow popromiennej apoptozy in vivo
Swiadcza wyniki badan, w ktérych wykazano, ze w komdrkach narzadoéw limfa-
tycznych i nabtonku jelita cienkiego myszy poddanych dziataniu 8 Gy promie-
niowania gamma dochodzi do gwaltownego wzrostu poziomu tego biatka, czemu
towarzyszy masywna apoptoza obserwowana w tych narzgdach [74].

Stabilizacja p53 prowadzi rowniez do pobudzenia i/lub nasilenia w komdérce
ekspresji receptora Fas (Apo-1; CD95), ktéry - po potaczeniu ze swoim ligandem
na powierzchni komorki (FasL; CD95L) - jestjednym z najsilniejszych generatorow
sygnatéw prowadzacych do apoptozy [110]. Ostatnio wykazano, ze podwyzszona
ekspresja receptora Fas wystepuje po napromienieniu tylko w tych w komorkach
nowotworowych, ktére majg czynny (tzw. dziki) gen p53\ co ciekawe, w napro-
mienianych komodrkach prawidtowych nie obserwowano wzrostu poziomu biatka
Fas [130]. Biatko p53 aktywuje wreszcie gen IGF-BP3, ktdérego produkt wigze
sie z czynnikiem IGF (insulin-like growthfactor) i blokuje jego funkcje; pozbawienie
komorek wptywu tego czynnika moze by¢ wystarczajgcym bodzcem proapoptoty-
cznym [14]. Poniewaz jednak wykazano, ze do uruchomienia programu wiasnej
Smierci nie jest konieczna ekspresja nowych genéw (mMRNA) ani synteza nowych
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biatek w komorce, w gre moze wchodzi¢ réwniez blokada transkrypcji genow
odpowiedzialnych za utrzymanie komérki w cyklu zyciowym i/lub dziatajacych
antyapoptotycznie. Rzeczywiscie, p53 hamuje ekspresje takich genéw, jak: bcl-2
[105], IL-6 [125], PCNA [98], Rb [131] oraz c-fos [75] (tab. 3).

Obecnie uwaza sie, ze niezaleznie od funkcji transkrypcyjnej i/lub represyjnej
czynnika p53 w mechanizmie jego dziatania proapoptotycznego istotng role odgrywa
bezposrednia interakcja tego biatka zjuz istniejgcymi wewngtrzkomaérkowymi czyn-
nikami regulatorowymi. Ostatnio, w badaniach prowadzonych na ludzkich fibro-
blastach in vitro wykazano, ze helikazy DNA - XPB i XPD, ktore wchodzg w
sktad kompleksu transkrypcyjno-naprawczego TFIIH, swoisScie wigzg sie z p53,
co prowadzi do blokady aktywnosci tych enzymoéw [146] oraz uruchomienia we-
wnatrzkomorkowego szlaku proapoptotycznego [145, 147].

Poniewaz apoptoze zalezng od funkcji biatka p53 wywotujg - poza uszkodzeniem
DNA - niedobdr niektérych czynnikow wzrostowych [14, 69] oraz ekspresja on-
kogendw wirusowych lub ich komdrkowych odpowiednikéw (protoonkogendw)
[16, 64, 144, 160], wydaje sie, ze zaprogramowana $mier¢ komorki wywotana
dziataniem popromieniowania jonizujgcego dominowaé bedzie w komorkach po-
zbawionych wystarczajgcej iloSci sktadnikoéw odzywczych i/lub zakazonych on-
kowirusem, ktorego geny stymulujg nadmierng proliferacje [37, 82].

Apoptoza niezalezna od funkcji biatka p53

Gdy w roku 1995 Fian i wsp. wykazali, ze komorki ludzkiej biataczki pro-
mielocytarnej (linia HL-60), ktore nie wykazujg ekspresji biatka p53, ale majg
czynny produkt genu bcl-2, ging zaprogramowang $mierciag pod wplywem pro-
mieniowania X, okazato sie, ze p53 nie jest niezbednym mediatorem indukcji po-
promiennej apoptozy [54]. W tym samym roku inna grupa badaczy stwierdzita,
ze aktywowane mitogenem mysie limfocyty T zabijane sa promieniami gamma,
ktore indukujg proces apoptotyczny niezaleznie od ekspresji biatka p53 w tych
komérkach [137]. Podobnie, w enterocytachjelita cienkiego myszy homozygotycznie
ujemnych pod wzgledem ekspresji genu p53 (p53~/~), apoptoza wystepowata po
poddaniu tych zwierzat dziataniu promieni gammaw dawkach réwnych lub wyzszych
od 8 Gy [100]. Dane te wskazujg, ze popromienne uruchomienie procesu apo-
ptotycznego nie musi by¢ zwiagzane z indukcjg funkcji biatka p53 pod wptywem
uszkadzajgcego dziatania promieniowania na DNA. Istotnie, w badaniach Tamury
i wsp. [137] wykazano, ze popromienne uszkodzenie DNA w pobudzonych lim-
focytach T prowadzito do niezaleznej od p53 aktywacji czynnika transkrypcyjnego
IRF-1 (ang. interferon regulatoryfactor-1), ktérego funkcja korelowata z indukcja
apoptozy w tych komorkach.

Popromienne uruchomienie procesu apoptotycznego moze jednakze przebiegaé
niezaleznie od pierwotnych zmian wywotanych przez promieniowanie w jadrze
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komérkowym. Istotnie, jedng z najwcze$niej obserwowanych zmian w komdrkach
poddanych dziataniu tzw. stresoréw, w tym promieniowania jonizujgcego, jest po-
budzenie szlakéw sygnalizacyjnych rozpoczynajgcych sie w btonie komorkowej
i prowadzacych do uruchomienia ekspresji genéw reakcji wczesnej, takich jak pro-
toonkogeny c-fos, c-jun oraz Egr-1 [151]. Geny te kodujg biatka transkrypcyjne,
ktére sg waznymi regulatorami odpowiedzi komdrki na dziatanie czynnikéw zew-
netrznych. Produkt protoonkogenu c-fos aczy sie z przedstawicielami rodziny Jun,
tworzac funkcjonalny kompleks transkrypcyjny AP-1. Wiele danych wskazuje na
zwiazek funkcji genow c-fos i/lub c-jun z zaprogramowang $miercig komaérkowg
indukowang réznymi stresorami, w tym promieniami X i gamma [32, 36, 94, 135].
Na przyktad, w ludzkich komérkach biataczkowych oraz w mysich limfocytach
T poddanych dziataniu promieniowania jonizujgcego fragmentacji DNA i apoptozie
towarzyszyta nasilona ekspresja genéw c-jun oraz/lub c-fos [117, 135]. Wybidrczy
wzrost poziomu biatka Jun wraz z nasilong apoptozg obserwowano takze w ko-
mérkach mézgowych szczurzych noworodkéw, ktére napromieniano promieniowa-
niami gamma (2 Gy) [36]. Jednakze, wyniki tych i innych badahA sugeruja, ze
w napromienianych komdrkach nowotworowych ekspresja protoonkogendw c-fos
oraz c-jun i/lub funkcja ich produktéw, chociaz towarzyszy procesowi apoptotycz-
nemu, nie jest przyczynowo zwigzana z indukcjg tego procesu [41, 135]. Pro-
mieniowanie jonizujgce prowadzi réwniez do ekspresji genu EGR-1 (ang. early
growth response-1), ktérego produkt nalezy do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych
Egr. Wykazano, ze blokada tego genu w ludzkich komorkach czerniaka zwigzana
jest z indukcjg radioopomosci, mimo prawidtowej ekspresji biatka p53 w tych
komarkach [3]. Ostatnio, ta sama grupa badaczy stwierdzita, ze apoptoza indukowana
przez promienie X w komorkach raka prostaty, ktére nie majg czynnego (dzikiego)
genu p53, zwigzana jest z ekspresjg czynnika transkrypcyjnego EGR-1 [4]. W tych
badaniach, aktywacja EGR-1 prowadzita do uruchomienia funkcji genu kodujgcego
czynnik martwicy nowotworéw (TNF-a), ktéry jest znanym induktorem zaréwno
auto-, jak i parakrynnej $mierci komérek [4, 52].

Od roku 1994 wiadomo, ze promieniowanie jonizujgce moze indukowac réwniez
inny szlak metaboliczny (sygnalizacyjny) rozpoczynajacy sie w btonie cytopla-
zmatycznej, tzw. droge sfingomielinowo-ceramidowg [49]. Pod wptywem takich
»stresorow”, jak: TNFa, 11-1(3, FasL, czy promieniowanie UV i gamma dochodzi
do pobudzenia kwasnej i/lub obojetnej sfingomielinazy, ktére trawig czasteczke
sfingomieliny, jednego z gtéwnych lipidéw bton komérkowych u ssakéw, prowadzac
do powstania ceramidu, ktéry funkcjonuje jako tzw. wtérny przekaznik [49, 55,
76, 95, 142, 155]. Ceramid z kolei - prawdopodobnie za posrednictwem zaleznej
od siebie kinazy CAPK (ang. ceramide-activatedprotein kinase) lub fosfatazy CAPP
(ang. ceramide-activatedprotein phosphatase) - aktywuje kaskade kinaz SAPK/INK
(ang. stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase), co prowadzi do uru-
chomienia funkcji caspaz odpowiedzialnych za indukcje apoptozy [17, 114, 142].
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Ceramid bezposrednio stymuluje rowniez izoforme £ (dzeta) kinazy biatkowej
C (PKCQ [108], prowadzgc do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB [92],
ktorego funkcja moze wigzaé sie z indukcjg apoptozy popromiennej w niektérych
rodzajach komérek [141]. Réwniez, produkt metabolizmu ceramidu, sfingozyna,
dziata proapoptotycznie w réznych komoérkach nowotworowych [134], ale efekt
ten nie zalezy w tym przypadku od aktywacji kompleksu SAPK/IJNK; w gre moze
wchodzié¢ natomiast indukowana przez sfingozyne blokada biatek bcl-2 i/lub bcl-xL
[66]. Z kolei, powstajacy ze sfingozyny 1-fosforan sfingozyny (ang. sphingosi-
ne-1-phosphate), zapobiega degradacji DNA i rozwojowi zmian morfologicznych
typowych dla apoptozy, ktére uruchamiane sg przez zwiekszone stezenie ceramidu
w komoarce [25] (rys. 2).

W badaniach grupy Kolesnicka wykazano, ze generacja ceramidu jest koniecznym
warunkiem indukcji apoptozy w bydlecych komorkach endotelialnych oraz ludzkich
komarkach biataczkowych (liniaU937) poddanych dziataniu promieniowaniagamma
w dawkach od 0,5 do 10 Gy [49, 142]. Generacja ceramidu wystepowata w czasie
od kilkunastu sekund do kilku minut od napromienienia, co wyraznie poprzedzato
apoptoze, ktorg obserwowano w tych komdrkach po 6-12 godzinach. Co wazne,
wzrost poziomu ceramidu wykrywano réwniez w preparatach komérkowych po-
zbawionych jadra komérkowego, co Swiadczy o tym, ze efekt ten byt niezalezny
od wpltywu promieniowania na materiat genetyczny komérki. W tych badaniach,
hydroliza sfingomieliny do ceramidu zalezata prawdopodobnie od pobudzenia funkcji
sfingomielinazy aktywnej przy pH obojetnym, podczas gdy w innych badaniach
tej samej grupy, a takze w badaniach innych autoréw, napromienienie ludzkich
komérek limfoidalnych prowadzito do aktywacji sfingomielinazy kwasnej [21,124].
Nie wiadomo doktadnie, jakie czynniki regulacyjne i efektorowe uruchamiane sg
w tym mechanizmie apoptozy popromiennej, ale istniejg dane wskazujace, ze w
gre wchodzi¢ moze pobudzenie funkcji kaskady kinaz typu JNK [17, 18]. Niedawno,
Herriwsp. stwierdzili, Zze generacja ceramidu pod wptywem promieniowania gamma
w komaérkach ludzkich biataczek wywodzacych sie z limfocytéw T (T-limfatycznych)
wigze sie z indukcja liganda dla receptora Fas (FasL, CD95L), aktywacjg kompleksu
SAPK/INK oraz pobudzeniem funkcji caspaz [60]. Ostatnio wykazano, ze ekspresja
FasL oraz uruchomienie apoptozy w ludzkich komérkach biataczkowych (linia Jur-
kat) zwigzane sg z aktywacjg kaskady kinaz typu JNK [34]. W ten sposdb, dwie
dotychczas uwazane za niezalezne drogi stymulacji procesu apoptotycznego, czyli
szlak sfingomielinowo-ceramidowy oraz sygnalizacja zalezna od interakcji CD95-
CD95L, zostaly ze sobg powigzane w mechanizmie komdrkobojczego dziatania
promieniowania jonizujacego (rys. 2).

Wsrod drog indukcji apoptozy popromiennej niezaleznej od ekspresji biatka p53
wymieni¢ nalezy tez opisywang w ostatnim okresie role ptytkopochodnego czynnika
wzrostowego PDGF (ang. platelet-derived growth factor). Okazato sie bowiem,
ze czynnik ten pobudza zaprogramowang $mieré mysich fibroblastéw poddanych
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RYSUNEK 2. Szlak sfingomielionowo-ceramidowy i sygnalizacja wewnatrzkomérkowa prowadzaca do
proliferacji lub apoptozy; CAPK - kinaza zalezna od ceramidu (ang. ceramide-activatedprotein kinase),
CAPP - fosfataza zalezna od ceramidu (ang. ceramide-activated protein phosphatase), RAF1 - kinaza
serynowo-treoninowa aktywowana przez produkt onkogenu Ras (ang. Ras-acivated factor 1),
MAPK/ERK - kinaza aktywowana przez mitogeny/kinaza zalezna od sygnatéw zewnatrzkomoérkowych
(ang. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase), MEKKI - kinaza kinazy
MAP (ang. MAP kinase kinase kinase 1), SAPK/IJNK - kinaza aktywowana przez stresory/N-terminalna
kinaza c-Jun (ang. stress-activated protein kinase/c-Jun NH2-terminal protein kinase)', PKCC - izoforma
£ (dzeta) kinazy biatkowej C (ang. protein kinase C), FasL - ligand dla receptora proapoptotycznego Fas
(CD95); -i - stymulacja lub indukcja aktywnosci, + - hamowanie aktywnosci

dziataniu promieniowania jonizujgcego niezaleznie od ekspresji dzikiego genu p53
w tych komoérkach [71]. Podobnie, w ludzkich komorkach raka prostaty, ktére
sg radiooporne ze wzgledu na mutacje genu p53, indukcja apoptozy popromiennej
byta mozliwa po wywotaniu ektopowej ekspresji receptoréw alfa i beta dla PDGF
(PDGFRa, PDGFRP) na powierzchni tych komérek [72]. Mechanizm dziatania
proapoptotycznego PDGF nie zostat jak dotad wyjasniony, ale nie jest wykluczone,
ze wykorzystywane sg tu te same szlaki sygnalizacyjne i metaboliczne, ktére uru-
chamiane sg w komérkach poddanych dziataniu czynnikéw uszkadzajacych DNA
i/lub innych stresor6w prowadzacych do apoptozy [154].
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IMPLIKACJE TERAPEUTYCZNE

Coraz lepsza znajomo$¢ mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw pro-
cesu zaprogramowanej Smierci komarek, azwtaszczapoznanie czynnikow o dziataniu
regulacyjnym na szlaki sygnalizacyjne i efektory tego procesu, stwarza potencjalne
mozliwos$ci wykorzystania tych czynnikéw w terapii choréb zaleznych od zaburzen
apoptozy, w tym przede wszystkim nowotworéw ztos$liwych. Obecnie duze nadzieje
wigze sie z doSwiadczalnymi prébami pobudzenia procesu apoptotycznego i/lub
uczulenia komorek nowotworowych na indukcje zaprogramowanej Smierci przez
promieniowanie jonizujgce i/lub cytostatyki chemiczne.

Wiele danych wskazuje, ze podatno$¢ réznych komérek nowotworowych na
apoptoze wywotang dziataniem promieniowania jonizujgcego jest wprost propo-
rcjonalna do wyjsciowego, spontanicznego poziomu apoptozy w tych komoérkach
[83, 152, 163]. Ocena tego wyjsciowego poziomu moze wiec miec istotne znaczenie
przy okreslaniu wrazliwosci danego typu nowotworu naradioterapie. Istniejg sugestie,
ze oporno$¢ na indukcje apoptozy przez promienie X i gamma oraz/lub cytostatyki
lezy u podstaw niskiej skuteczno$ci radio- i chemioterapii w wielu typach no-
wotworéw [37,53, 61].

W nowotworach, w ktérych niski spontaniczny poziom apoptozy oraz/lub radio-
i chemioopornos¢ sa wynikiem zaburzonego dziatania biatka p53, korzystne efekty
przynie$¢ powinna reaktywacja prawidtowej funkcji tego czynnika (patrz przeglad
aktualnych danych na ten temat w [35]). Indukcja aktywnosci dzikiego genu p53
w komérkach nowotworowych moze z jednej strony pobudza¢ apoptoze sponta-
niczng, a z drugiej, uczula¢ te komorki na cytobdjcze dziatanie promieniowania
jonizujacego i cytostatykéw [11]. Obiecujacag metodg indukcji tej aktywnos$ci jest
wprowadzanie genu p53 do komoérek przy uzyciu rekombinowanego adenowirusa
jako wektora [38]. Taka restytucja prawidtowej czynnosci biatka p53 w warunkach
eksperymentalnych prowadzita do apoptozy i hamowata in vitro i/lub in vivo wzrost
komérek szeregu nowotworow ztosliwych cztowieka, takich jak: czerniak, glejak,
raki sutka, jajnika, ptuc i prostaty oraz tuskowatokomorkowy rak gtowy i szyi
[7, 23, 39, 42, 107, 115]. Wektorem wprowadzajagcym syntetyczne fragmenty biatka
p53 do komorek nowotworowych moga by¢ tez liposomy lub peptydy penetrujace
btony cytoplazmatyczne [65,120,127]. Co wazne zterapeutycznego punktu widzenia,
przeniesienie dzikiego genu p53 do komorek prawidtowych (tj. niestransformo-
wanych nowotworowo) nie prowadzito do indukcji apoptozy w tych komoérkach
zaréwno in vitro, jak iin vivo [115, 164]. Ostatnio wykazano rowniez, ze sztucznie
zmutowana postaé adenowirusa wybidrczo zakaza i zabija komoérki nowotworowe
pozbawione funkcjonalnego biatka p53 [12].

Rekonstytucja funkcji biatka p53 moze by¢é réwniez osiggnieta w drodze in-
terwencji farmakologicznej. Istotnie, doktadne poznanie budowy czgsteczki tego
biatkaumozliwia sporzadzenie lekow o dziataniu nasladujacym i/lub przywracajgcym
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funkcje p53 [153]. | tak, Abarzua i wsp. wykazali, ze chemicznie zmodyfikowany
koniec karboksylowy monomeru czgsteczki p53 przywraca prawidtowg czynnos$é
transkrypcyjng zmutowanej formy tego biatka w ludzkich komdérkach nowotwo-
rowych in vitro [1]. Co wiecej, okazato sie ze kotransfekcja dzikiego genu p53
z syntetycznym peptydem odpowiadajgcym koncowi karboksylowemu biatka p53
pobudza wigzanie sie zardwno dzikiej, jak i zmutowanej formy tego biatka z od-
powiednim obszarem DNA iprowadzi do indukcji apoptozy (127). Inng mozliwoScia
jest stosowanie czynnikéw, ktére zmieniajg in vivo konformacje zmutowanej cza-
steczki p53 i w ten spos6b przywracaja prawidtowg funkcje tego biatka [103].

Poniewaz ekspozycja komdrek na promieniowanie jonizujgce prowadzi do za-
hamowania cyklu komdrkowego w ktoryms$ z punktow kontrolnych, korzystne efekty
przynieS¢ moze stosowanie lekow o dziataniu swoistym dla poszczeg6lnych faz
cyklu [93]. Na przyktad, metyloksantyny, takie jak: kofeina i pentoksyfilina, a
takze popularny ostatnio cytostatyk - paklitaksel (Taxol), prowadzac do redukcji
bloku w punkcie G2/M, nasilajg popromienng apoptoze w komadrkach nie wyka-
zujacych ekspresji biatka p53 [33, 90, 116, 118, 122]. Co wiecej, czynniki te moga
dziata¢ z duzg wybidrczoscig ha guz nowotworowy, jako ze komaorki prawidtowych
tkanek otaczajgcych wykazujg normalng ekspresje p53 i ulegajg pod wptywem
napromienienia blokadzie w punkcie G1 cyklu [93]. Kofeina jest, niestety, zbyt
toksyczna, aby mogta by¢ stosowana z powodzeniem w klinice, ale wyniki z Taxolem
sg na tyle obiecujace, ze w ostatnim okresie rozpoczeto udane préby skojarzonego
stosowania tego leku i radioterapii w zaawansowanych nowotworach u ludzi [123].
Proapoptotycznie dziata¢ moze takze radioterapia skojarzona z cytostatykami dzia-
tajacymi w fazie S cyklu; napromieniane komdrki ze zmutowang formg p53 nie
ulegajg bowiem zahamowaniu w punkcie GI/S cyklu, przechodzg do fazy S i stajg
sie podatne na cytobojcze dziatanie takich lekéw, jak: metotreksat, hydroksymocznik
czy adriamycyna [13].

W komdrkach z zaburzong funkcjg biatka p53 potencjalne zastosowanie tera-
peutyczne znalez¢ moga tez mediatory apoptozy popromiennej niezaleznej od eks-
presji genu p53. Takimi mediatorami, ktdrych wykorzystanie w klinice prowadzi¢
powinno do uczulenia lub zwiekszenia podatno$ci komdérek nowotworowych na
radioterapie, moga okaza¢ sie sfingomielina, ceramid i/lub sfingomielinazy [55,
124; 142], PDGF [72], wewnatrzkomorkowe helikazy XPB i XPD [146] albol/i
przeciwciata anty-Fas (anty-CD95) [67]. Ostatnio, duzo uwagi poswieca sie wy-
korzystaniu czynnika martwicy nowotworéw alfa (TNFa), ktory - podobnie jak
ligand dla receptora Fas (FasL) - jest jednym ze znanych induktoréw procesu
apoptotycznego w komérkach [26, 145]. Istotnie, w modelach doswiadczalnych
u zwierzat wykazano, ze skojarzone stosowanie TNFaipromieniowaniajonizujgcego
jest duzo skuteczniejsze w leczeniu takich nowotwordéw ludzkich, jak gruczolakorak
ptuc i glejak, niz kazdy z tych czynnikow osobno [45, 46].
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Alternatywng strategiag terapeutyczng moze okaza¢ sie blokowanie funkcji in-
hibitoréw apoptozy w komérkach nowotworowych, ktore wykazuja czesto wyrazna
ekspresje biatek bcl-2 i bcl-xL [28, 78]. Wykazano, ze blokada lub op06znienie
indukcji popromiennej apoptozy w réznych stransformowanych komérkach zwia-
zane jest m.in. z ekspresjg genu bcl-2 [78, 133], ktérego produkt dziata hamujaco
na mechanizmy proapoptotyczne uruchamiane przez biatko p53. W celu zniesienia
funkcji genu bcl-2 stosowane byé mogg oligonukleotydy typu anty-sens, ktore blo-
kujac translacje hamuja ekspresje genu, ,,przeciw” ktéremu sg skierowane. | tak,
przy uzyciu oligonukleotydu mty-bcl-2, udato sie w warunkach eksperymentalnych
zniwelowaé oporno$¢ komorek chtoniaka na cytostatyki [73]. Z kolei, taki zwiazek
farmakologiczny jak maslan sodu jest w stanie blokowac¢ indukowang przez pro-
mieniowanie jonizujace ekspresje genu bcl-xL i - stosowany w skojarzeniu z ra-
dioterapig - uruchamia¢ apoptoze w komdrkach opornych na indukcje zapro-
gramowanej Smierci komorek [22]. Alternatywnie, przeniesienie do komaorek bia-
taczkowych wariantu genu bcl-x o dziataniu proapoptotycznym - bcl-xs - przy
uzyciu adenowirusa prowadzito wybidrczo do indukcji zaprogramowanej $mierci
tych komdrek, czego nie obserwowano w przypadku prawidtowych komoérek hema-
topoetycznych [24].

Konczac te rozwazania nalezy wymieni¢ niektdre z zagrozen, jakie niesie ze
sobg terapia przeciwnowotworowa oparta o indukcje zjawiska popromiennej apo-
ptozy. Poniewaz w wiekszosci typéw nowotworow (wyjatkiem sa biataczki i chto-
niaki) apoptoza wystepuje po 72-120 godzinach od jednorazowej ekspozycji na
promienie X lub gamma [143], istnieje niebezpieczeristwo kompensacyjnego wzrostu
liczby klonogenéw wywodzgcych sie zkomarek, w ktérych nie doszto do uszkodzenia
DNA i indukcji procesu zaprogramowanej $mierci [143]. Efekt ten odpowiadac
ma za wskazang przez Deweya i wsp. niezgodno$¢ pomiedzy réznicg w podatnosci
szeregu komorek nowotworowych na popromienng apoptoze, a réznicg w radio-
wrazliwosci tych komérek mierzong liczbg tworzonych kolonii in vitro [27, 102].
CzesSciowym rozwigzaniem tego problemu moze by¢ stosowanie radioterapii fra-
kcjonowanej, ktéra-jak juz wczesniej wspomniano-umozliwia ,odnowe” populacji
komorek wrazliwych na apoptoze po kazdej kolejnej dawce promieniowania [102],
co powinno eliminowa¢ efekt nadmiernej proliferacji nieuszkodzonych przez to
promieniowanie komorek klonogennych. Ponadto, wykazano, ze utrata duzej liczby
komdrek guza w drodze zaprogramowanej $mierci indukowanej promieniowaniem
jonizujacym moze by¢ istotng przyczyng poprawy utlenowania (reoksygenacji) i
zwigzanego z tym wzrostu radiowrazliwosci tych komdrek [104].
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PODSUMOWANIE

Przedstawiony wyzej - z koniecznosci niepetny i uproszczony - zarys mecha-
nizmoéw i funkcji apoptozy poradiacyjnej wyraznie wskazuje na ten rodzaj $Smierci
komadrkowej jako istotng metode obrony ustroju przed utrwalaniem mutacji i trans-
formacjg nowotworowa, najgrozniejszymi skutkami ekspozycji na promieniowanie
jonizujace. Niezaleznie od tego, badania nad apoptoza popromienna maja inne wazne
aspekty poznawcze i aplikacyjne. Po pierwsze, sg one zrédiem nowych danych
na temat interakcji promieniowania jonizujgcego z materiatem biologicznym na
poziomie komoérkowym i subkomdérkowym, a takze poszerzajg naszg znajomos$¢
podstawowych szlakéw sygnalizacyjnych i metabolicznych zwigzanych z prawid-
towym lub patologicznym zachowaniem sie komdrek w organizmie. Po drugie,
uswiadomienie sobie faktu, ze proces zaprogramowanej smierci komérkowej moze
by¢ modyfikowany przez czynniki zewnetrzne, coraz lepsza znajomos$¢ mecha-
nizmoéw regulacyjnych i efektorowych apoptozy, a takze dowody, ze podatno$é
na indukcje apoptozy w znacznym stopniu determinuje radiowrazliwo$¢ réznych
populacji komdrek nowotworowych, uzasadniajg podejmowanie préb doswiadczal-
nych i klinicznych modyfikacji tego procesu w celu zwiekszenia skutecznosci i/lub
obnizenia toksyczno$ci klasycznych metod radio- i/lub chemioterapeutycznych. Jak-
kolwiek jesteSmy dopiero na poczatku drogi wiodacej do w petni racjonalnego i
ukiemnkowanego stosowania czynnikéw modyfikujacych przebieg inasilenie aktyw-
nej, zaprogramowanej $mierci komorek in vivo, niezwykie tempo badan w tym
zakresie pozwala zywic¢ uzasadnione nadzieje na rychte wykorzystanie tych czyn-
nikéw w praktyce klinicznej.
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RDZENIOWY ZANIK MIESNI -
PODLOZE MOLEKULARNE CHOROBY

SPINAL MUSCULAR ATROPHY - MOLECULAR BACKGROUND
OF THE DISEASE

Janusz G. ZIMOWSKI

Zaktad Genetyki, Instytut Psychiatrii i Neurologii, Warszawa,

Streszczenie: Rdzeniowy zanik mies$ni jestjedng z najczestszych chor6b uwarunkowanych genetycznie
dziedziczacych sie w spos6b autosomalny recesywny. Choroba polega na postepujagcym zwyrodnieniu
i obumieraniu obwodowych neuronéw ruchowych rdzenia kregowego. Postugujac sie kryterium nasile-
nia objawow przyjeto podziat choroby natrzy grupy: typ | (choroba Werdniga-Hoffmanna), typ Il (posta¢
posrednia) i typ Ill (choroba Kugelberga-Welander). Stosujac analize sprzezeri powigzano chorobe z
rejonem gl 1.2-13.3 chromosomu 5. W obszarze tym wykryto i scharakteryzowano zduplikowane trzy
geny: gen przezycia neuronéw ruchowych (survival of motor neuron gene), gen biatkowego inhibitora
apoptozy neuronéw (neuronal apoptosis inhibitory protein gene) i gen podjednostki p44 podstawowego
czynnika transkrypcyjnego TFIIH. Wykrycie mutacji punktowych i wysoka korelacja zachorowan z
wystgpieniem delecji (>95%) moga wskazywac, ze molekularnym podtozem rdzeniowego zaniku migsni
sg uszkodzenia genu przezycia neuronéw ruchowych. R6zny obraz kliniczny w typie I, Il i Il choroby
moze by¢ wywotany, powstatymi w wyniku rearanzacji, zmodyfikowanymi allelami. Biatkowy produkt
genu wykrywany zaréwno w cytoplazmie, jak i jadrze komérkowym wspéttworzy nowe struktury
jadrowe gems.

Stowa kluczowe:rdzeniowy zanik miesni, SMA, SMN, NAIP.

Summary’: Spinal muscular atrophy is the one of the most common genetically-based disease inherited
as an autosomal recessive. The disease involves progressive degeneration and mortification of the
peripheral motor neurons of the spinal cord. There is an accepted division of this disease into three groups
using a criteria based on the severity of symptoms: type | (Werdnig-Hoffmann disease), type Il (the
intermediate form) and type Il (Kugelberg-Welander disease). By means of linkage analysis the disease
has been mapped to chromosome 5¢ 11.2-13.3. In this region three genes with their respective and highly
homologous copies were discovered and characterized: the survival of motor neuron gene, the neuronal
apoptosis inhibitory protein and p44, asubunit of the basal transcription factor TFIIH gene. The discovery
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of point mutations and a high correlation of disease with the presence of deletions (>95%) in the damages
of survival of motor neuron gene suggests that defects within this gene are the molecular basis of spinal
muscular atrophy. The modified alleles of spinal muscular atrophy may be due to rearrangements that
result in the various clinical severity represented in type I, Il and Ill. The expressed protein of this gene
is present in the cytoplasm and in the nucleus where it is found in new nuclear structures called ,,gems”.

Key words: spinal muscular atrophy, SMA, SMN, NAIP.

1. OBRAZ KLINICZNY CHOROBY

Rdzeniowy zanik miesni (ang. spinat muscular atrophy - SMA) jest chorobg
uwarunkowang genetycznie dziedziczacg sie w sposéb recesywny autosomalny.
Polega na zwyrodnieniu i obumieraniu neuronéw ruchowych rogéw przednich
rdzenia kregowego, co prowadzi do postepujgcego niedowtadu i zaniku mieséni.
SMA wystepuje z czesto$cig 1 na 6000-10000 urodzen [31]. Ocenia sie wiec,
ze co 40-50 cztowiek jest nosicielem recesywnej mutacji wywotujacej chorobe.
Obraz Kkliniczny choroby jest bardzo zréznicowany. W najostrzejszych przypadkach
choroby objawy rozpoczynajg sie jeszcze przed urodzeniem - kobiety ciezarne
zwracajg uwage na stabniecie ruchéw ptodu pod koniec cigzy. W przypadkach
najtagodniejszych niedowtad wystepuje dopiero w wieku dorostym. W celach pra-
ktycznych proponuje sie obecnie nastepujacg uproszczong klasyfikacje [29]:

Typ | - Choroba Werdniga-Hoffmanna (posta¢ ciezka); wiek zachorowania od
0 do 6 miesiaca zycia, dziecko nigdy nie osigga zdolnosci do samodzielnego siadania
(bez podparcia); zgon nastepuje przed ukornczeniem 2 roku zycia.

Typ Il - Postac¢ posrednia; wiek zachorowania przed 18 miesigcem zycia, dziecko
zaczyna samodzielnie siada¢, lecz nigdy nie osigga zdolnosci do stania i chodzenia
bez pomocy; zgon nastepuje po 2 roku zycia.

Typ Il - Choroba Kugelberga-Welander, posta¢ miodziencza; wiek zacho-
rowania po 18 miesigcu zycia; dziecko osigga zdolno$¢ samodzielnego stania i
chodzenia; zgon w wieku dorostym.

2. POSZUKIWANIA GENU ODPOWIEDZIALNEGO
ZA CHOROBE - REGION SMA

W 1990 roku stosujgc analize sprzezen powigzano wszystkie trzy typy rdze-
niowego zaniku miesni z obszarem 11.2-13.3 diugiego ramienia chromosomu 5
sugerujac ich alleliczno$¢ [4,27]. W 1993 roku skonstruowano czesciowg fizyczng
mape regionu 5ql3 obejmujgcg locus choroby i w roku nastepnym wykazano obe-
cno$¢ w nim delecji (dziedziczonych lub powstatych de novo) swoistych dla pa-
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p44 NAIP SMN# SMN1 NAIPL p44T

Cen- Tel
:Cen Tel

RYSUNEK 1. Schemat rejonu SMA (5ql 1.2-13.3), wyszczegdlniono fragmenty: centromerowy - gce"
i telomerowy - ETel, geny p44, NAIP i SMN (na schemacie nie zachowano proporcji przedstawionych
elementow)

cjentéw dotknietych SMA [15,28]. W 1995 roku w badanym locus wykryto obecno$¢
dwoéch powtdrzonych ipotozonych w stosunku do siebie przeciwnie - ,,gtowa-gtowa”
fragmentow wielkos$ci 500 kpz, obszaréw ETel - telomerowego i ECen - centro-
merowego. W kazdym z nich zidentyfikowano i scharakteryzowano po trzy gen’/
[21,33,7]. Sato w obszarze telomerowym gen przezycia neuronéw ruchowych SMN
(survival of motor neuron gene), gen biatkowego inhibitora apoptozy neuronéw
NAIPT (neuronal apoptosis inhibitory protein gene) oraz gen p44 (gen podjednostki
p44 podstawowego czynnikatranskrypcyjnegoTFIIH), aw obszarze centromerowym
ich kopie SMN , NAIPC i p44C (rys. 1). Obszar 5ql 1.2-13.3 zawiera ponadto
liczne sekwencje powtorzone i elementy retrotranspozonowe odpowiedzialne za
jego znaczng niestabilno$¢ [16].

3. TRZY GENY - SMN, NAIP, p44
| ICH BIALKOWE PRODUKTY

Gen SMN - gen przezycia neuronéw ruchowych (kopia telomerowa)

Gen SMN , ktérego wielko$¢ okre$lono na 28 kpz, zbudowany jest z 9 eksonéw;
taczna ich diugo$¢ wynosi 1575 pz. mRNA o diugosci 1,7 kpz, w tym otwarta
ramka odczytu dtugosci 882 nukleotydow, koduje biatko zbudowane z 294 ami-
nokwaséw o przewidywanej masie czgsteczkowej 32 kDa. Na poziomie sekwencji
aminokwasowej biatko SMN nie wykazuje homologii z dotychczas poznanymi biat-
kami [21,6,11]. Jego wysoka ekspresje stwierdzono w mdzgu, watrobie i nerkach,
umiarkowany poziom w mieéniu sercowym i miesniach szkieletowych, a niski w
fibroblastach i limfocytach.

Gen SMN - gen przezycia neurondéw ruchowych (kopia centromerowa)

Gen SMNC zawiera niemal identyczng sekwencje jak gen SMNT | rézni sie
od niego piecioma jednonukleotydowymi substytucjami, po jednej w 7 i 8 eksonie
(ostatnia w regionie niekodujgcym) oraz jedng w 6 i dwoma w 7 intronie; nie
zmieniajg one sekwencji aminokwasowej. Gen ten ulega ekspresji, jednak wieksza
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cze$¢ powstajagcego mRNA w wyniku alternatywnego sktadania nie zawiera se-
kwencji eksonu 7 [21]. Biatkowy produkt jest znajdowany w tych samych tkankach
co biatko SMNT.

Gen NAIP' - gen biatkowego inhibitora apoptozy neuronéw
(kopia telomerowa)

Wielko$¢ genu NAIP okre$lono na 56 kpz. Zbudowany jest z 17 eksondw,
ktorych taczna diugosé¢ wynosi 6124 pz. Otwarta ramka odczytu diugosci 4212
nukleotydow zawiera informacje o sekwencji 1403 aminokwasOw, a przewidywana
masa czasteczkowa biatka wynosi 156 kDa [11]. Wysoki poziom ekspresji genu,
mierzony ilo$cig odpowiadajgcego mu mRNA, stwierdzono w watrobie i tozysku,
znacznie nizszy w rdzeniu kregowym, fibroblastach i limfoblastach [33].

Na podstawie analizy sekwencji aminokwasowej wyrdézniono w domniemanym
biatku 3 motywy BIR (od ang. baculoviral inhibitor of apoptosis protein repeat)
charakterystyczne dla wykrytych w bakulowirusach biatkowych inhibitoréw apo-
ptozy i miejsce wigzania ATP/GTP [33,11]. W hodowlach komérkowych stwier-
dzono, ze ekspresja wprowadzonego egzogennie genu NAIP zmniejsza poziom
indukowanej apoptozy [23]. Pozostaje to w zgodzie z oczekiwanym dziataniem
genu, ktérego mutacje mogtyby wywotywaé SMA, gdyz zanik miesni wywotuje
apoptotyczny zanik obwodowych neuronéw ruchowych.

Gen NAIP - gen biatkowego inhibitora apoptozy neuronow
(kopia centromerowa)

Centromerowo potozony gen NAIP (niekiedy oznaczany T'-NAIP) nie zawiera
sekwencji odpowiadajgcych eksonom 4 i 5 genu NAIPT [33,11]. Ulega on pra-
wdopodobnie transkrypcji (odnajdywane sg krétsze mMRNA) i by¢é moze ulega trans-
lacji [33]. Nie byt on przedmiotem intensywnych badan, dlatego wiedza o nim
jest znikoma.

Gen p44T - gen podjednostki p44 TFIIH (kopia telomerowa)

Gen p44 (inaczej okreSlany T-BTF2p44) zlokalizowany jest dystalnie w stosunku
do pozostatych genoéw obszaru SMA. Jego wielko$¢ szacuje sie na 20-30 kpz.
Tworzy go 16 eksondw o tgcznej dtugosci 1237 pz [10] kodujacych biatko ztozone
z 395 aminokwaséw o tacznej masie czasteczkowej 44 kDa [20]. Biatko to pekni
role podjednostki p44 podstawowego czynnika transkrypcyjnego TFIIH, ktory jest
czescig wielofunkcyjnego kompleksu polimerazy Il RNA biorgcego udziat w trans-
krypcji, naprawie DNA i prawdopodobnie kontroli cyklu komorkowego [19]. Usz-
kodzenia tego kompleksu spowodowane mutacjami w innych podjednostkach (p89
i p80) odpowiedzialne sg za choroby dziedziczace sie w sposéb autosomalny re-
cesywny: Xeroderma pigmentosum, zespot Cockayne’a i trichotiodystrofia [17].
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p44n - gen podjednostki p44 TFIIH (kopia centromerowa)

Kopia centromerowa p44 umiejscowiona jest na koincu proksymalnym regionu
SMA. W sekwencji nukleotydowej tej kopii w poréwnaniu z kopig telomerowg
wystepujg cztery substytucje: w pozycjach 397 i 453 (ekson 7) oraz w pozycji
706 (ekson 10) zmieniajace sekwencje aminokwasowg oraz jedna w 3 UTR [7,10].
Ekspresje p44 obserwuje sie, podobnie jak kopii telomerowej, w szeregu ptodowych
i dojrzatych narzadach: trzustce, nerkach, miesniach szkieletowych, watrobie, ptu-
cach, tozysku, mézgu i sercu [7]. Nie wiadomo dotychczas, jakie jest znaczenie
réznic miedzy dwoma postaciami produktow biatkowych genu telomerowego i cen-
tromerowego.

4. PODLOZE MOLEKULARNE A OBRAZ KLINICZNY SMA

4.1. Mutacje w genach obszaru SMA

U 98% o0s6b dotknietych SMA wykrywa sie homozygotyczne delecje w obrebie
genu SMNT - stwierdza sie brak eksonéw 7 i 8 lub brak eksonu 7 [21]. U pozostatych
chorych na og6t odnajduje sie mutacje punktowe. Jak dotychczas opisano: mi-
krodelecje w eksonie 3 [8,3] i duplikacje 11 pz w eksonie 6 [30] powodujgce
przesuniecie ramki odczytu, mutacje miejsca sktadania (splice site mutation) po-
wodujgcg usuniecie eksonu 7 [21] oraz mutacje zmiany sensu grupujgce sie w
eksonie 7 [34]. Te ostatnie uszkadzajg motyw YXXGYxxGY xxG charakterystyczny
dla biatek wigzacych RNA. Ws$rdd rodzicow pacjentow opisano bardzo rzadkie
przypadki (1%) zdrowych nosicieli homozygotycznych delecji eksonéw 7 i 8 [36].
Delecje genu SMNC nie wywotujg objawdw chorobowych - spotyka sie je u 5%
0s6b zdrowych [21].

U oséb dotknietych SMA nie wykrywa sie biatka SMNT, a liczba jgdrowych
struktur, w ktérych ono wystepuje, jest silnie zredukowana [12] (patrz rozdz. 5).
llo$¢ biatka SMNC jest r6zna, u oso6b dotknietych SMA typu | jest zmniejszona,
u o0s6b dotknietych SMA typu Ill pozostaje na niezmienionym poziomie [22].

U 45% chorych dotknietych ostrg postaciag SMA i 18% chorych dotknietych
postaciami Il i 11l wykrywa sie homozygotyczne delecje w obrebie genu NAIPT
- stwierdza sie brak eksonéw 4 i 5. Delecje takie wykryto réwniez u 0séb zdrowych.

Mutacjom w genie p44T nie przypisuje sie obecnie wywotywania jakichkolwiek
zmian chorobowych. Delecje obejmujace oba allele genu p44T wykrywa si¢ natomiast
u 15% osob dotknietych SMA (gtdwnie w ostrej postaci choroby), ale takze u
0s6b zdrowych. Uszkodzenia telomerowej kopii genu nie wydajg sie wiec by¢
zwigzane z klinicznymi objawami SMA - nie obserwuje sie takze cech uszkodzenia
systemu naprawy DNA [7,10].
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4.2. Hipotezy tlumaczgce obraz kliniczny SMA

Poznanie budowy isekwencji, atakze biatkowych produktéw trzech genéw SMN ,
NAIPT i p44T wywotato dyskusje nad ich rola w patogenezie rdzeniowego zaniku
miesni. Brak objawéw uszkodzenia systemu naprawy DNA u chorych dotknietych
SMA prawdopodobnie wyklucza udziat obu kopii genéw p44 w powstawaniu tej
choroby [7,10]. Obserwowane u chorych zaprogramowane obumieranie komérek
nerwowych rogow przednich rdzenia kregowego oraz doSwiadczenia wykazujgce
inhibicyjne dziatanie biatka NAIP na apoptoze sugerujg istotny udziat mutacji te-
lomerowej kopii tego genu w powstawaniu SMA, przynajmniej u czesci pacjentow
[23]. Przeczy temu jednak obecno$¢ homozygotycznych delecji genu NAIP u 5%
zdrowych osdéb z grupy kontrolnej [33]. Wykrycie mutacji punktowych w genie
SMN i wysoka korelacja zachorowan z wystgpieniem delecji (ponad 95%) prze-
mawia za trafnoscig hipotezy moéwiacej, ze*molekularnym_podtozem rdzeniowego
zaniku miesni sg uszkodzenia genu SMN , a gen NAIP ma jedynie dzialanie
modyfikujgce. Nasilenie intensywnos$ci objawéw SMA wigzano z wielko$cig delecji
sugerujac, ze duze delecje obejmujace dwa, a nawet trzy geny obszaru telomerowego
E , moga wywolywac ostrg postaé choroby (typ | SMA), za$ delecje obejmujace
jedynie gen SMN postacie: posrednig (typ Il SMA) i tagodng (typ Il SMA)
[13]. PbéZniejsze badania nie potwierdzity tej hipotezy.

W zwigzku z powyzszym zaproponowano hipoteze ttumaczgcg nasilenie objawow
choroby dawka genu SMNC [37,35]. Poniewaz produkty biatkowe obu kopii genu
sg bardzo podobne i réznig sie sekwencjg C-konca, przyjeto, ze biatko SMNC
(nie zawiera 17 aminokwasow kodowanych przez ekson 7) moze cze$ciowo kom-
pensowac brak biatka SMNT. Przyjeto réwniez, ze odnajdywane u 0s6b zdrowych
homozygotyczne delecje centromerowej kopii genu SMN [21] $wiadczg, iz biatko
SMNC moze by¢ w petni zastgpione biatkiem SMNT. Zaproponowano, ze co
najmniej podwojenie liczby kopii genu SMNC (tacznie 4 kopie, dwie w miejsce
kopii SMN ) mogtoby catkowicie zapobiec rozwinieciu sie choroby i bytoby wy-
ttumaczeniem istnienia homozygotycznych delecji genu SMNT u niektérych zdro-
wych oséb. Wedtug tej hipotezy posta¢ posrednia i tagodna SMA powstawatyby
wowczas, gdy delecjom obu alleli SMN towarzyszytyby dwie badz trzy kopie
genu SMN . Obecno$¢ tylko jednej kopii genu SMN powodowataby ostrg postac
choroby. Poniewaz jak dotychczas nie napotkano przypadku, w ktérym homozygo-
tycznej delecji genu SMN towarzyszytby catkowity brak genu SMNC, uznano,
ze mutacja taka jest letalna juz w okresie ptodowym [9].

Niestabilno$¢ obszaru ql 1.2-13.3 chromosomu 5 sugeruje mozliwo$¢ istnienia
zmiennej liczby wystepujacych tam gendéw, moga wiec zdarza¢ sie przypadki za-
stepowania telomerowej kopii genu SMN kopig centromerowg. Hipoteze te wydajg
sie potwierdza¢ wyniki analizy polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnych (po-
wtorzenia CA) scisle sprzezonych z genami SMN. U os6b dotknietych typem Il
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i 11 SMA, u ktérych stwierdzono delecje obu kopii genu SMN , analizujac liczbe
powtérzen CA, wykrywa sie wiecej niz dwie kopie genu SMNC [37]. U 5-12%
pacjentéw dotknietych SMA wykrywa sie delecje eksonu 7, ktérej nie towarzyszy
delecja eksonu 8 [21,8,35]. Fakt ten ttumaczy sie powstawaniem w czasie rearanzacji
obszaru SMA hybrydowych genéw, ktérych cze$¢ 5 pochodzaca z kopii centro-
merowej siega eksonu 7 i jest potgczona z koricem 3’ czesci telomerowej. Brane
sg pod uwage trzy mozliwe mechanizmy powstawania hybrydowych genéw SMN:
nieré6wna rekombinacja, wewnatrzchromosomowa delecja i konwersja ~genu (rys.
2) [18]. Biatkowy produkt hybrydowego genu jest w istocie biatkiem SMN , dlatego
nieco czeSciej opisywane sg przypadki wystepowania takich genéw u oséb do-

tknietych typem 11 i 11l SMA [9].
Powyzsza hipoteza nie ttumaczy wystarczajgco dobrze przypadkéw odnajdywania
dwoéch kopii genu SMNC u chorych dotknietych typami: I, Il i Il SMA. Wy-

ttumaczeniem takiego zjawiska jest rozszerzenie hipotezy dawki genu SMNC za-
proponowane w ubiegtym roku przez Artura Burghesa [5]. Punktem wyjscia jest
postulat Beckera z 1964 roku mdwiacy o mozliwej modyfikacji genu [2], jak
rowniez sugestia DiDonato z 1994 roku [13] istnienia dwoch typdéw alleli wy-
wotujacych rdzeniowy zanik miesni - ,0strego” i, tagodnego”.Typ | SMA wywotany
bytby allelami ,,ostry/ostry”, typ Il SMA allelami ,0stry/tagodny”, za$ typ 11l SMA
allelami ,tagodny/tagodny”. Burghes zaproponowat powstawanie alleli ,0strych”
i ,fagodnych” w wyniku opisanej powyzej rearanzacji. Allelami ,,ostrymi” bytyby
niezmienione kopie SMN lub hybrydowe geny SMNC/T, ktérych jedynie maty
fragment konca 3’ (by¢ moze ekson 8) pochodzithy z g"enu*SMNT. Allelami ta-
godnymi” bylyby hybrydowe geny SMNT/C lub SMN /CIT, ktére powstatyby z
kopii telomerowej na skutek wymiany w nich czesci konca 3’ (rys. 3).

Ostatnie badania wykazaly, ze czgsteczki biatka SMNT oddziatujg z sobg. Stwier-
dzono, ze fragmentem odpowiedzialnym za tworzenie kompleksu jest sekwencja
30 aminokwaséw kodowana przez eksony 6 i 7. Wykryto, ze mutacje punktowe
w genie SMNT mogg czeSciowo lub catkowicie znosi¢ takie oddziatywania upo-
dobniajgc zmutowane biatko do biatka SMNC (tworzy ono jedynie nietrwate kom-
pleksy). Oznacza to, ze mutacje takie prowadzg, co prawda inng drogg, do
powstawania alleli ,,ostrych” i ,fagodnych” analogicznych do postulowanych przez
Burghesa. Wydaje sie wiec, ze mutacje w genie SMNT zmieniaja wiasciwosci
kodowanego biatka ograniczajgc w réznym stopniu jego zdolno$¢ do agregaciji,
co powoduje rézny obraz kliniczny SMA (im mniej trwaty kompleks biatek SMN,
tym ostrzejsze objawy choroby) [26].
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RYSUNEK 2. Hipotetyczny mechanizm odpowiedzialny za powstanie hybrydowych genéw SMN (wg
E. Hahnen [18]): A - nierébwna rekombinacja, B - wewnatrzchromosomowa delecja, C - konwersja
genu
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RYSUNEK 3. Hipotetyczny schemat alleli ,,normalnych” oraz ,fagodnych” i ,,ostrych” wariantéw mutacji
genu SMN wywotujacych rézne postacie kliniczne SMA (wg AHM Burghesa [5]): Typ | SMA wywotany
bytby kombinacjg alleli - ,ostry/ostry”, typ Il SMA kombinacja - ,,0stry/tagodny”, zas$ typ Il SMA
kombinacjg -,,tagodny/tagodny”; allelami ,tagodnymi” bytyby hybrydowe geny SMNT/C lub SMNT/C/T,
ktore powstawatyby z kopii telomerowej na skutek wymiany czesci korica 3; allelami ,,ostrymi” bytyby
niezmienione kopie SMNC lub hybrydowe geny SMNOT majace jedynie maty fragment konfca 3 (ekson
8) pochodzacy z genu SMNT

5. WEWNATRZKOMORKOWA LOKALIZACJA
BIALKA SMN

Badania nad wewnatrzkomérkowa lokalizacjg biatka SMN - z uzyciem mo-
noklonalnych przeciwciat - doprowadzity dojego wykrycia zaréwno w cytoplazmie,
jak ijadrze komorkowym; za pomoca metody Western biot okreslono mase cza-
steczkowg natywnego biatka na -38 kDa. Stwierdzono, ze biatko SMN gromadzi
sie w nowo odkrytych strukturach jadra komorkowego, ktére odkrywcy z powodu
znacznego podobienstwa i bliskiego usytuowania w stosunku do znanych od 1903
roku coiled bodies [32] nazwali gems (od ang. gemini ofcoiled bodies) [24]. Liczbe
struktur gems wystepujacych w zdrowych komaérkach okreslono na 2 do 6 na jadro,
awielko$¢ na 0,1 do 1,0 pm. Zaobserwowano, ze zaleznie od zmian Srodowiskowych
i warunkdw metabolizmu komérki coiled bodies i gems podlegajg tym samym
zmianom (agregacja i zanik). Ich liczba i wielko$¢ zalezg od temperatury. Poniewaz
coiled bodies wydajg sie by¢ odpowiedzialne za metabolizm snRNA (mate jadrowe
RNA), wysunieto hipoteze, ze gems moga odgrywa¢ podobng role.

Znaczna ilo$¢ biatka SMN w gemsjest charakterystycznadla komérek intensywnie
dzielagcych sie (odkryto je w hodowlach komoérek Hela). W komdrkach zrézni-
cowanych, jakimi sa neurony, wiekszos$¢ tego biatka znajduje sie w cytoplazmie

1].

: ]Ubieg’roroczne badania przyniosty odkrycie nowego biatka, zbudowanego z 279
aminokwaséw, o masie czasteczkowej 32 kDa, nazwanego SIP1 (od ang. SMN
interacting protein 7). Ustalono, ze biatko to tworzy trwate kompleksy z biatkiem
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SMN wystepujace zaréwno w strukturach gems, jak i w cytoplazmie. Oba biatka
wchodza w sktad duzego kompleksu biatkowego wielkosci -300 kDa zawierajacego
réwniez biatka snRNP, budujace spliceosom oraz szereg innych jeszcze niezbadanych
biatek. Ustalono, ze N-koniec biatka SMN odpowiedzialny jest za wigzanie biatka
SIP1, za$ C-koniec przytgcza biatka z grupy Sm tworzace rdzerh sSnRNP [25]. Udo-
wodniono, rowniez, ze kompleks biatek SMN-SIP1 jest bezposrednio zaangazowany
w cytoplazmatyczng biogeneze spliceosomalnych snRNP. Immunologiczne zablo-
kowanie kompleksu SMN-SIP1 nie dopuszcza do faczenia sie biatek Sm z od-
powiednimi snRNA i hamuje ich transport do jadra [14]. By¢ moze mutacje w
eksonach 6 i 7 oraz brak aminokwaséw kodowanych przez ekson 7 w biatku SMNC
powoduja, iz jedynie biatko SMNT moze budowaé funkcjonalnie czynny kompleks
z biatkiem SIP1. Zauwazono réwniez, ze neurony ruchowe rdzenia kregowego
zawierajg zdecydowanie wiekszg niz inne tkanki ilos¢ biatek SMN i SIP1 i ze
wystepujg w nich wyrazniejsze struktury gems i coiled bodies [25]. W neuronach
ruchowych os6b z typem I SMA nie wykrywa sie w ogo6le gems, podczas gdy
coiled bodies wydajg sie by¢é nie zmienione. Mozna przypuszczac, ze neurony te
wykazujgc wrazliwos$¢ na brak lub zmniejszenie ilosci biatka SMN i liczby gems
ulegaja degeneracji. Mozliwe, ze biatko SMN petni jaka$ swoistg dla nich funkcje.

Opisane powyzej wyniki prowadzonych badan wydajg sie zbliza¢ nas do poznania
molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw rdzeniowego zaniku miesni. Nie-
stety nie wiemy jeszcze, dlaczego brak powszechnie wystepujgcego biatka SMN
wywotuje tak dramatyczng reakcje tylko w komdrkach rogbéw przednich rdzenia
kregowego. Nie wiemy réwniez, jaka role petni biatkowy produkt centromerowej
kopii genu SMN. Byé moze poznanie odpowiedzi na te i inne pytania umozliwi
w przysztosci zaproponowanie skutecznej terapii. Do chwili obecnej dysponujemy
jedynie diagnostyka prenatalng opartg na mozliwosci wykrywania homozygoty-
cznych delecji eksonu 7 i 8 w genie SMNT.
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THE METHODS OF THE LEAD DETECTION
IN THE PLANT CELLS
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Streszczenie: Jednym z kluczowych zagadnien dotyczacych badan nad reakcjami roslin na otow jest
jego lokalizacja w komérce. Ten toksyczny metal mozna wykrywac za pomocg metody rodizonianowej,
transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) oraz metody mikroanalizy rentgenowskiej w TEM.
Zalety i wady powyzszych metod zaprezentowano na przyktadzie lokalizacji Pb w wybranych regionach
korzenia Lenina minor L. Ponadto przedstawiono najwazniejsze cechy innych nowoczesnych metod
wykrywania pierwiastkow.

Stowa kluczowe: otéw, wykrywanie, tolerancja, mikroanaliza rentgenowska.

Summary: One of the key issues in the study of the reactions to lead in plants is the localization of this
element in the cell. The toxic metal can be located by means of the rhodizonate method, transmission
electron microscope (TEM) observations or the X-ray microanalysis method using TEM. The advantages
and disadvantages of the above-mentioned methods and some other modern methods of element detection
were demonstrated using as example the localization of lead in a selected region of the Lemna minor L.
root.

Key word: lead, detection, tolerance, X-ray microanalysis.

WSTEP

O4éw jest najbardziej rozpowszechnionym w $rodowisku przyrodniczym toksy-
cznym metalem $ladowym. Jest wiec potencjalnym zrddiem szkodliwych zmian

APrzedstawione wyniki stanowig fragment projektu badawczego KBN nr 6 P04C 090 14.
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fizycznych lub chemicznych u wielu organizmoéw. Jego oddziatlywanie na organizmy
moze réwniez powodowac uruchomienie i/lub uaktywnienie okreslonej strategii
obronnej. Jedna z nich sprowadza sie do unikania zagrazajagcego czynnika, druga
do jego tolerancji [39]. Unikanie czynnika stresowego u roslin polega m.in. na
ograniczaniu jego pobierania przez unieruchamianie w S$cianie komérkowej
[15,32,42,43,49,60,76,83, 86,87]. Wnikniecie czynnika stresowego do protoplastu
intensyfikuje natomiast procesy tolerancji, m.in. kompartmentacje w okreslonych
strukturach komérkowych, np. w wakuoli [32,60,78,79,83,86,87].

W celu okreslenia rodzaju wykorzystywanych przez rosliny strategii obronnych
wobec otowiu wskazane jest m.in. zlokalizowanie tego pierwiastka na terenie ko-
morki oraz poznanie drogi lub drég jego rozprzestrzeniania sie w organizmie i
ustalenie ewentualnej bariery (lub barier) ograniczajgcej transport. Uzyskujemy w
ten sposéb réwniez informacje, czy obserwowane zmiany w roélinie sg spowodowane
bezposrednim lub posrednim oddziatywaniem metalu na komérki. Otéw w roslinach
mozna wykrywac¢ réznymi sposobami:

- w mikroskopie Swietlnym, np. cytochemicznie za pomocg metody rodizonia-

nowej;

w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM), bez dodatkowego wy-
posazenia, wykorzystujac zdolno$¢ rozpraszania elektronéw przez ten pierwia-
stek;

w transmisyjnym lub skaningowym mikroskopie elektronowym z przystawka
do mikroanalizy rentgenowskiej.

OBSERWACJE W MIKROSKOPIE SWIETLNYM

Pierwsze préby wykrywania otowiu polegajace na obserwacji w mikroskopie
Swietlnym zaczernionych regionoéw u roslin traktowanych tym metalem podejmo-
wano na poczatku naszego wieku [24]. Dopiero jednak wprowadzenie metod histo-
chemicznych pozwolito na bardziej precyzyjne wykrywanie metali w komérkach
roslinnych. Jedng z nich jest metoda Timmy’ego [11,30,90] - zwana inaczej siar-
czkowo-srebrowg (SSM, ang. sulphide silver method). Polega ona na uwidacznianiu
poszukiwanych metali w tkankach za pomocg srebra metalicznego. Metoda ta jest
jednak mato specyficzna, poniewaz umozliwia wykrycie wielu metali, takich jak
np.: Cu, Fe, Zn, Co, Ni, Hg, Cd, Pb, As, Tl, Au, Ag [11]. Znalazta ona zastosowanie
gtéwnie do badain materiatu zwierzecego, natomiast w przypadku wykrywaniajonéw
otowiu w materiale roslinnym lepszg wydaje sie metoda rodizonianowa [20]. Ro-
dizonian sodu (Na2C60 6) tworzy z jonami otowiu straty rodizonianu otowiu o
barwie fioletowej w srodowisku obojetnym lub o barwie czerwonej w $rodowisku
lekko kwasnym. Reakcja tajest reakcjg przyzyciowa, stosunkowo czutg (w materiale
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roslinnym wykrywano otéw przy jego stezeniu 16 jig x g_1 suchej masy [29],
a w analizie wyrobow ceramicznych czuto$¢ tej metody siega nawet do
0,05 pg x F [12]) i szybka, cho¢ nie zawsze bardzo specyficzng. Trzeba bowiem
pamieta¢, ze jony Ag2+, Hg2+i Cd2+ mogg tworzy¢ osad o podobnym kolorze
[64,75]. Metoda rodizonianowa jest przydatna przede wszystkim do wstepnej lo-
kalizacji jonéw otowiu w obrebie tkanek roslinnych [32,75,76,88]. Nie dostarcza
jednak zbyt doktadnych informacji o rozmieszczeniu metalu wewnatrz komaorki.
Przyktadem wykorzystania metody rodizonianowej moze byé wykrywanie jondw
otowiu wkorzeniu Lemnaminor [66]. Zapomoca tej metody przyzyciowo (mozliwo$¢
przyzyciowej obserwacjijest niewatpliwie zaletg tej metody) stwierdzono, ze istnieja
rejony szczegodlnie aktywnie pobierajgce Pb, np.: nasada korzenia oraz jego czes¢
wierzchotkowa. Przeprowadzone réwnolegle wykrywanie kalozy w mikroskopie
fluorescencyjnym wykazato jej obecno$é w Scianach protodermy. Wystepowanie
wykrywalnych jonodw otowiu w korzeniu tylko na zewnatrz od strefy deponowania
kalozy moze Swiadczyé, ze kaloza stanowi przeszkode dla przenikania Pb w gigb
korzenia [66].

OBSERWACJE W TRANSMISYJNYM MIKROSKOPIE
ELEKTRONOWYM

Obrazy w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM) uzyskuje sie dzieki
rozproszeniu elektronéw przez struktury preparatu. Jony wiekszosci metali sg wi-
doczne w TEM po ich wytrgceniu (np. przez zwigzki wystepujace w strukturach
komorkowych) lub po przeprowadzeniu odpowiedniej reakcji histochemicznej (np.
metoda Timmy’ego [11]). Przyktadem moze by¢ otdéw widoczny w strukturach
komoérkowych, w TEM jako czarne straty [32,53,75,76,83,86].

Metoda TEM pozwala obserwowaé pierwiastki doktadniej - na poziomie ultra-
strukturowym. Sg one jednak widoczne jedynie wtedy, gdy wystepujg w postaci
wytraconej.Ponadto metoda TEM nie daje pewnosci, czy straty sg obrazem szukanych
pierwiastkéw. Istnieje bowiem i taka mozliwos¢, ze poszukiwany pierwiastek nie
jest widoczny ze wzgledu na duzg gesto$¢ elektronowgq innych zwigzkdéw.

Metodg obserwacji w TEM mozna takze uzyskaé¢ pewne informacje o strategiach
obronnych komdrek. U Lemna minor stwierdzono m.in. inaktywowanie jonéw Pb
przez ich deponowanie w wakuolach i $cianie komorkowej [32, tab. | fot. 1].

Wyniki z mikroskopu $wietlnego i TEM mozna zweryfikowaé i uzupetni¢ metoda
mikroanalizy rentgenowskiej.



TABLICA I Fot. 1L Obserwacje w TEM: obraz ultrastrukturowy przekroju poprzecznego komaérek strefy
merystematycznej korzenia Lenina minor traktowanego roztworem Pb(NC>3)2 o stezeniu Pb 3 pg x |
(24 godz.), widoczne czarne straty Pb w $cianach komérkowych (strzatka);

Fot. 2. MAR - system WDS: mapa analogowa rozmieszczenia otowiu (Pb widoczny w postaci jasnych
punktéw) na przekroju poprzecznym korzenia Lenina minor L. w strefie komoérek zréznicowanych;
najwieksze zageszczenie punktow jest widoczne w $cianach komoérkowych; rosliny byly traktowane
przez 24 godz. wodnym roztworem Pb(NO0.3)2 o stezeniu Pb 60 pg x F1; obserwacje wykonano w
mikroskopie skaningowym JSM-50A z mikroanalizatorem rentgenowskim JXA-50A firmy JEOL;
Fot. 3. MAR - system EDS: mapa cyfrowa rozmieszczenia otowiu (biate krzyzyki) skorelowana z
obrazem ultrastrukturowym komorek korzenia Lenina minor w przekroju poprzecznym na wysokosci
strely komérek zréznicowanych (potozenie analogiczne do fot. 2); lokalizacja otowiu widoczna w
Scianach komdérkowychjedynie na zewnatrz od endodermy i walca osiowego moze sugerowac barierowga
funkcje endodermy w przenikaniu otowiu do walca osiowego; rosliny byly traktowane przez 12 h
roztworem Pb(NC>3)2 o stezeniu Pb 3 pg x 1* obiekty obserwowano w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym JEM 1200EX wyposazonym w, energodyspersyjny system (EDS) Link AN 10000 firmy
LINK
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METODA MIKROANALIZY RENTGENOWSKIEJ

Promieniowanie rentgenowskie (rtg) jest promieniowaniem elektromagnetycz-
nym, ktére w mikroskopie elektronowym jest generowane w trakcie oddziatywania
pierwotnej wigzki elektronowej z atomami badanej probki. Czes¢ z tych elektrondw
w wyniku zderzen z elektronami wewnetrznych powtok atomu prébki (np. powtoki
K), powoduje ich wybicie na wyzszg powtoke (atom zostat wprowadzony w stan
wzbudzenia). Aby réwnowaga atomu zostata przywrdcona, konieczne jest obsa-
dzenie zwolnionego miejsca przez jeden elektron z wyzszego energetycznie poziomu,
np.: L, M lub N. Taki przeskok elektronu z powtoki zewnetrznej do powtoki blizszej
jadru, przyczynia sie do wypromieniowania nadmiaru energii w postaci charaktery-
stycznego promieniowania rentgenowskiego. Przejscie z powtoki L do K okresla
sie iako linie charakterystyczne Koc, przejscie z M do K - KB, a przejscie z M
doL - La [2,3,6,7,26].

Atomy réznych pierwiastkOw charakteryzujg sie odmiennymi, charakterystycz-
nymi dla siebie warto$ciami energii poszczegélnych powtok. Pierwiastki emitujg
wiec promieniowanie rtg o réznej energii i odpowiadajacej jej odmiennej dtugosci
fali. Stanowi to podstawe mikroanalizy rentgenowskiej (MAR; w literaturze mozna
spotka¢ réwniez oznaczenia: XMA - ang. X-ray microanalysis lub EPMA - ang.
electron probe microanalyser, poi. mikrosonda elektronowa) poszczeg6lnych pier-
wiastkéw w badanej prébce. Mozna jg przeprowadza¢ zarbwno w transmisyjnym,
jak i skaningowym mikroskopie elektronowym, przy uzyciu odpowiedniego de-
tektora umozliwiajgcego wychwytywanie emitowanego promieniowania rtg
[2,3,6,7,9,26,77].

Wyréznia sie dwa podstawowe systemy MAR: spektrometrie falowo-dyspersyjna
(WDS) oraz spektrometrie energo-dyspersyjna (EDS). System WDS dziata na za-
sadzie analizy dtugo$ci fali promieniowania charakterystycznego, co pozwala na
analizowanie w danej chwili obecnos$ci tylko jednego, wybranego pierwiastka w
badanej prébce. Jest to mozliwe dzieki zastosowaniu odpowiednich krysztatow ana-
lizujgcych, znajdujacych sie pomiedzy prébka a detektorem [2,3,6,7,49,77]. Przy-
ktadem ilustrujagcym mozliwosci tego systemu jest lokalizacja obecnosci Pb w
korzeniu Lenina minor L. (tab. I fot. 2). Druga z metod polega na pomiarze energii
promieniowania charakterystycznego [2,3,7]. Zaletg tego systemu jest mozliwos¢
jednoczesnego analizowania wiekszej liczby réznych pierwiastkéw.

Istniejg trzy sposoby zbierania sygnatow rentgenowskich z badanego obszaru
dla EDS i WDS. Jeden z nich to analiza punktowa: $rednica analizowanego obszaru
moze przyktadowo wynosi¢ zaledwie 10 nm dla mikroskopu JEM 1200 EX (dla
poréwnania $rednica rybosoméw wynosi od 15 do 30 nm), co umozliwia duza
precyzje odczytu w przypadku bardzo drobnych struktur. Jest to mozliwe dzieki
silnemu zogniskowaniu wigzki elektronéw. W przypadku analizy punktowej wigzka
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tajest nieruchoma, natomiast w dwdch pozostatych metodach, a mianowicie: analizie
wzdtuz wybranej linii oraz analizie z pola o regulowanej wielko$ci powierzchni,
obserwacje przeprowadza sie ruchoma wiazka skanujaca.

Wyniki zliczen mozna przedstawi¢, w zaleznosci od sposobu zbierania sygnatu,
w postaci:

widm pierwiastkow (tab. I1)
map analogowych lub cyfrowych (tab. I fot. 1i 2).

Mozliwos$ci mikroanalizy rentgenowskiej nie konczg sie jednak tylko na samym
ilustrowaniu sktadu elementarnego badanej prébki. Rozmieszczenie poszczegdlnych
pierwiastkbw mozna bowiem skorelowa¢ z obrazem ultrastrukturowym (tab. II).

Niezwykle cenng witasciwoscia MAR jest mozliwos¢ jej wykorzystania do pot-
iloSciowego, anawet iloSciowego oznaczaniapierwiastkdw. Podstawg tych pomiaréw
jest proporcjonalna zalezno$¢ miedzy stezeniem pierwiastkow a natezeniem linii
widmowych ich promieniowania. W praktyce polega to czesto na porownaniu po-
wierzchni odpowiednich wierzchotkéw (krzywych linii charakterystycznych, np.
Ka), ktdre sg miarg intensywnosci promieniowania, a tym samym réwniez stezenia
pierwiastkébw. W analizie zarbwno poétilosciowej, jak i iloSciowej poréwnuje sie
znang zawarto$¢ pierwiastka w standardzie z jego zawarto$Scig w prébce uwzgled-
niajac przy tym tto (dla prébki i standardu), a niekiedy takze odpowiednie wspot-
czynniki korygujace [2,3,6,7,26,50,77].

W mikroanalizie rtg, zwitaszcza w analizie ilosciowej, niezwykle wazny jest
sposéb przygotowania prébki i standardu. Nalezy bowiem tak dobra¢ preparatyke
materiatu, by zachowac wiernie nie tylko jego strukture, ale rowniez sktad chemiczny,
pamietajgc o tym, aby ograniczyé do maksimum wprowadzanie dodatkowych, eg-
zogennych pierwiastkéw. W przypadku sprzezenia mikroanalizy rentgenowskiej z
TEM czesto bywa stosowana rutynowa preparatyka materiatu, wtedy jednak ko-
nieczne jest wyeliminowanie czterotlenku osmu (do utrwalenia materiatu) i kon-
trastowania (np. zwigzkami metali ciezkich). Wprawdzie ma to ujemny wplyw
na jakos¢é obrazu, jednak zwigzki te mogg utrudnia¢ interpretacje wynikdw; przy-
ktadowo linia L otowiu znajduje sie zbyt blisko linii L osmu. Metoda tajest przydatna
jedynie do analizy pierwiastkéw wolno dyfundujgcych (np. niektérych metali ciez-
kich), wystepujagcych w trudno rozpuszczalnych zwigzkach [2,3,6,7,26,77].

Metody chemiczne utrwalania nie nadajg sie jednak do analizy pierwiastkow
wystepujacych w postaci jonéw lub zwigzkéw tatwo rozpuszczalnych. Prowadza
one bowiem czesto do zmian lokalizacji pierwiastka, a nawet jego wyptywu z
tkanek (np. K+, Ca2+, Mg2+). W takiej sytuacji rozwigzaniem moze by¢ wprowadzenie
do preparatyki dodatkowych zwigzkéw unieruchamiajgcych dany pierwiastek w
postaci stratu. Przykladem moze byé wytrgcanie wapnia za pomoca szczawianu
amonowego [59].
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Najskuteczniejszym przeciwdziataniem dyfuzji sgjednak metody fizyczne zwig-

zane ze stosowaniem niskich temperatur, np. mrozenie z podstawianiem (freeze
substitution), mrozenie i odwadnianie materiatu przez sublimacje wody w prdzni
(freeze-drying) lub mrozenie bez odwadniania probek (freeze-hydratation) [3,6,7,-
18,25,26,77].

W przygotowaniu i interpretacji analizy probek roslinnych nalezy uwzglednié

specyfike tego materiatu. Okazuje sie, ze jest on znacznie trudniejszy pod tym
wzgledem niz materiat zwierzecy, poniewaz spotykamy w nim:

bariere w postaci kutykuli pokrywajgcej powierzchnie niektérych $cian komor-
kowych;
- duze przestwory miedzykomorkowe wypetnione powietrzem;
duze, silnie uwodnione wakuole (wieksze ryzyko zniszczenia komérek przez
krysztaly lodu podczas stosowania metod zamrazania) zawierajgce wysoce
mobilne jony;
wreszcie duze réznice w zwartosci struktur (Sciana komoérkowa, cytoplazma,
wakuola) czy - w niektérych dojrzatych komérkach - cienki obszar przyscien-
nej cytoplazmy itp. [77].
Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze MAR ma szereg zalet, m.in.:
Nie wymaga zniszczenia struktury badanego materiatu (np. spalania prébki, jak
to ma miejsce w spektrofotometrii atomowej).
Charakteryzuje sie bardzo wysokg czutoscia, rzedu 10-15-1C f 18g [7,26].
Pozwala z duzg precyzjg lokalizowac pierwiastek na niewielkim obszarze rzedu
nawet 10 nm (analiza punktowa).
Moze stuzy¢ do analizy ilosciowej i potilosciowe;j.
Umozliwia analize lokalizacji rownoczes$nie wielu pierwiastkéw (EDS).
Pozwala weryfikowa¢ wyniki z TEM: np. potwierdzac i uscisla¢ lokalizacje
badanych pierwiastkéw, a takze lokalizowa¢ pierwiastki, ktérych nie mozna
wykry¢é w TEM.
Mimo wielu zalet nalezy pamieta¢ takze o pewnych minusach tej metody, a

mianowicie o:

konieczno$ci maksymalnego ograniczania wprowadzania pierwiastkow wraz
z odczynnikami podczas preparatyki (co moze prowadzi¢ do zmniejszenia
kontrastowosci obrazéw);
wymogu stosowania odczynnikéw o analitycznej czystosci;

- mozliwosci zaistnienia (w czasie preparatyki) zmiany w lokalizacji substancji
tatwo rozpuszczalnych; stad zalecenie, aby w miare mozliwosci stosowac
metody fizyczne przygotowania materiatu;

prawdopodobienstwie pokrycia sie wierzchotkow krzywych zawartos$ci dwdch
pierwiastkéw, co utrudnia interpretacje wynikow.
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Metoda mikroanalizy rtg znalazta szerokie zastosowanie m.in. w takich dzie-
dzinach wiedzy, jak: archeologia, biologia, chemia, farmakologia, geologia, me-
dycyna, metalurgia, paleontologia, a nawet kryminalistyka [2,3,7,17,33,46,56,58,77].
MAR w badaniach biologicznych jest najczesciej wykorzystywana do analiz pier-
wiastkéw zarowno endogennych, jak i egzogennych oraz w $ledzeniu proceséw
fizjologicznych [3,7,34,77]. Dynamiczny rozwdj tej metody dotyczy rdwniez analizy
materiatu roslinnego, np.: w anatomii i histologii roslin [51], embriologii roslin
[8,22,81,82], fizjologii roslin [3,19,31] itd.

W przypadku naszych doswiadczen stwierdzono rowniez przydatno$¢ metody
MAR do innych celow. Przyktadem mogg by¢ doswiadczenia dotyczace lokalizacji
Pb  w komorkach Lemna minor traktowanych azotanem otowiawym o stezeniu
3 mg x F 1Pb przez 1godz. i 12 godz. Po inkubacji z otowiem ro$liny przygotowano
wg rutynowej procedury do TEM, jednak nie zastosowano czterotlenku osmu (jak
juz wspomniano, linia L otowiu pokrywa sie z linig L osmu). Do obserwacji wybrano
rejon korzenia w strefie merystematycznej znajdujacy sie na wysokosci czesci wie-
rzchotkowej czapeczki. Korzenie zatopione w zywicy o niskiej lepkosci [72] byty
krojone na skrawki o grubosci 100 nm, a nastepnie umieszczane na siatkach mie-
dzianych i napylane weglem (w celu podniesienia przewodnictwa preparatu).
Obiekty obserwowano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym JEM 1200EX
wyposazonym w przystawke skaningowg i energodyspersyjny system (EDS) Link
AN 10000 firmy LINK do analizy rentgenowskiej pierwiastkéw. Analizy punktowe
o $rednicy 40 nm przeprowadzono przy napieciu przyspieszajgcym 80 keV. Czas
rejestrowania sygnatow skiadajagcych sie na widmo wynosit kazdorazowo 200 s.
Zawarto$¢ Pb analizowano na podstawie wierzchotkow dla linii Lal (10,540 keV),
LRI (12,611 keV), LR2 (12,610 keV).

Po 1godz. traktowania otowiem, pierwiastek ten w duzych ilosciach wystepowat
w rejonie merystemu jedynie w wakuolach; Sciany zawieraty niewiele otowiu. Na-
tomiast 12 godz. proporcje zmienity sie na korzy$¢ Scian komodrkowych (tab. 1l
fot. 1-4]. Wyniki te sugeruja, ze po krétkim czasie od podania otowiu, gtéwny
mechanizm detoksyfikacyjny polega na umieszczeniu (kompartmentacja) w wa-
kuolach. Rola éciany komérkowej w strategii tolerancji stresu zwieksza sie natomiast
po dtuzszym czasie kontaktu z czynnikiem stresowym. Podobng role $ciany ko-
morkowej i/lub wakuoli w reakcjach odpornosciowych stwierdzono za pomocg mi-
kroanalizy rtg u wielu roélin [21,42,43,44,49,66,75,76,78,83,85]. Powyzszy przykiad
moze Swiadczy¢ o tym, ze MAR nie tylko pozwala zlokalizowa¢ dany pierwiastek,
jak ma to miejsce w TEM, ale pozwala rdwniez uchwyci¢ zmiany iloSciowe w
jego zawartosci.

WSrdd reakcji obronnych komoérek roslinnych wobec Pb, przy uzyciu MAR,
wykryto ponadto m.in.:

barierowe funkcje endodermy w transporcie tego metalu do walca osiowego
[65, tab. | fot. 3];
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unieruchamianie zwigzkéw organometalicznych w neutralnych lipidach [84];

- udziat szczawianéw wapnia w wigzaniu Pb w obrebie krysztatéw [45] itd.

Stratom otowiu czesto towarzyszg inne pierwiastki. Ich identyfikacja metoda
MAR pozwala wnioskowaé o zwigzkach chemicznych mogacych bra¢ udziat w
unieczynnianiu toksycznych metali [77,78]. W$rdd takich zwigzkéw wymieniane
sg m.in. cukry proste, aminokwasy, kwasy organiczne, zwigzki fenolowe, polisa-
charydy, Sluzy i metalotioneiny klasy 111 [87 icyt. tam lit.]. W Scianach komdrkowych
Lemna minor zauwazono, ze w stratach Pb zlokalizowanych na ich terenie znajdujg
sie duze ilosci Ca i P (tab. Il fot. 1i 3). Prawdopodobnie otéw jest tu wigzany
m.in. przez pochodne poligalakturonianu, ktére wykazujg duze powinowactwo do
metali, zwtaszcza do otowiu [15]. W tych doSwiadczeniach stwierdzono takze, ze
w przypadku stragtéw otowiu w wakuolach i drobnych pecherzykach cytoplazmaty-
cznych wzrastata w nich zawarto$¢ P, Ca, Mg i K (zwtaszcza po 1 godz.,
fot. 2). Podobny skiad pierwiastkow zostatjuz wczesniej odnotowany w globularnych
depozytach wigzacych jony cynku w wakuolach Lemna minor [78]. Na podstawie
wzorcow autorzy zidentyfikowali metodg MAR substancje odpowiedzialng za wig-
zanie Zn we wspomnianych depozytach - byt nig kwas fitynowy. Jest to substancja,
ktora petni wazng role w magazynowaniu sktadnikéw mineralnych w strukturach
generatywnych (rzadziej w tkankach somatycznych). Lemna minor jest jedng z
roslin wodnych, u ktorej substancja ta jest syntetyzowana réwniez w komorkach
somatycznych [37 i cyt. tam lit.].

Przy zbyt wysokich dawkach otowiu mechanizmy obronne ro$lin okazywaty
sie niewystarczajace, by zapobiec wnikaniu Pb do tak waznych dla komarki roslinnej
organelli, jak jadro komorkowe czy chloroplasty [53].

Omowione wyniki dotyczg reakcji roslin na toksyczne dziatanie pierwiastkow
$ladowych, ale MAR jest przydatna réwniez w badaniu innych czynnikéw stre-
sowych, zaréwno biotycznych [10] jak i abiotycznych (ozon [19], zasolenie [23],
zwigzki chemiczne powodujgce wysuszenie [55] itd.).

Nazakonczenie nalezy wspomnie€ o innych, niz porownywane powyzej, metodach
analizy otowiu w materiale ro$linnym. Sg nimi m.in.: absorpcyjna spektrofotometria
atomowa (ASA), autoradiografia, mikroanaliza laserowa (LAMMA), mikroskopia
protonowa (PIXE), fluorescencja rentgenowska (XRF) oraz metody transmisyjnej
mikroskopii elektronowej, w ktérych wykorzystuje sie filtry energii (EELS, ESI).

Dzieki metodzie ASA (ang. atomie absorption spectroscopy) mozemy uzyskac
dane dotyczace globalnej zawartosci Pb we wczesniej zmineralizowanych tkankach
[62,69], nie otrzymamy jednak informacji, w jakich strukturach otéw jest loka-
lizowany. Metoda autoradiografii otow mozna wykrywac jakoSciowo i ilosciowo
[5,83]. Metoda ta wymaga jednak uzywania izotopéw promieniotwoérczych i jest
bardzo czasochtonna. Stosunkowo wysokg czuto$cig charakteryzuje sie mikroanaliza
laserowa (LAMMA, ang. laser microprobe mass analysis; w praktyce wynosi ona
I(T8g do 10-14g [36], a wedtug innego Zrédta 1-3 ppm dla wiekszosci metalicznych



TABLICA 2, fot. 1-4. MAR - system EDS: przyktady punktowej mikroanalizy rlg w komoérkach
przekrojéw poprzecznych strefy merystematycznej korzeni Lenina minor traktowanych roztworem
Pb(NC>3)2 (stezenie Pb 3mg x F ); obiekty obserwowano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym
JEM 1200EX wyposazonym w energodyspersyjny system (EDS) Link AN 10000 firmy LINK; szcze-
gbtowy opis warunkéw doswiadczalnych w tekscie, widmo pochodzace z analizy punktowej: fot. 1- w
Scianie komorkowej rosliny traktowanej Pb przez 1godz., fot. 2- w drobnej wakuoli rosliny traktowanej
Pb przez 1godz., fot. 3- w Scianie komdrkowej rosliny traktowanej Pb przez 12 godz., fot. 4 - w drobnej
wakuoli roéliny traktowanej Pb przez 12 godz.
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pierwiastkow [27]). Metoda ta polega na dziataniu wigzka promieni laserowych
na odpowiednio wybrane miejsce w prébce biologicznej, czemu towarzyszy wy-
parowanie badanej tkanki w postaci zjonizowanych atoméw. Podczas tego procesu
emitowane jest promieniowanie swietlne, ktére z kolei analizowane jest przez spe-
ktograf, auzyskane tg drogg widmo spektrograficzne dostarcza informacji o sktadzie
pierwiastkowym badanej prébki. W poréwnaniu z wigzka elektrondw obszar ana-
lizowany przez wiazke laserowg jest wiekszy niz w MAR i wynosi 10-30 |am
[36]. Metoda ta nie jest wiec tak precyzyjna jak MAR.

Na podobnej zasadzie co EDX, dziata metoda PIXE (ang. proton-induced X-ray
emission lub particle-induced X-ray emission). R6znica polega na tym, ze atomy
wchodzg w stan wzbudzenia pod wptywem protonéw (nie elektronéw, jak to ma
miejsce w EDX) [26]. Jestto metoda czuta (10_ g), majednak mniejszgarozdzielczo$é
przestrzenng niz EDX. Szerokie zastosowanie znalazta metoda PIXE w medycynie,
w tym m.in. w badaniu proceséw apoptozy [16,28,52,54,70,73,74]. Mozna jg wy-
korzystywac¢ nie tylko w analizie poszczeg6lnych pierwiastkéw, ale rowniez w
szczegbtowym okre$laniu stezen metaloprotein w elektroforezie cienkowarstwowej
(analiza elektroforograméw) [73]. Badania, z wykorzystaniem PIXE, dziatania to-
ksycznych pierwiastkdw $ladowych na ro$liny sa w znacznie mniejszym stopniu
zaawansowane. Wykazano dotychczas, ze np.: jony aluminium byty gromadzone
na powierzchni korzeni Allium cepa traktowanych tym metalem. Roéwnoczesne ba-
dania zawarto$ci Ca nie potwierdzity hipotezy, ze Al istotnie wypiera Ca, przez
co powaznie redukuje ilosci zwigzanego w komaérkach Ca [67].

Promieniowanie X moze by¢ rowniez wzbudzane przez oddziatywanie na prébke
promieniowaniem y lub X. Towarzyszy temu zjawisko fluorescencji rentgenowskiej,
ktore mozna wykorzystywaé do badania zawartosSci pierwiastkow w organizmach
zywych [3]. Metoda fluorescencji rentgenowskiej (XRF, ang. X-ray fluorescence)
znalazta szerokie zastosowanie w medycynie, poniewaz pozwala ona w sposob
nieinwazyjny, in vivo wykrywacé toksyczne pierwiastki $ladowe (w tym réwniez
Pb) np. wkosciach [1,4,71]. Dzieki tym badaniom uzyskano wiele cennych informacji
0 mozliwych sposobach odtruwania organizmdw narazonych na duze stezenia to-
ksycznych pierwiastkéw $ladowych, w tym Pb [63]. XRF mozna wykorzystywaé
réwniez do badan materiatu roslinnego, np. materiatu zielarskiego [57] lub w bio-
monitoringu $rodowiska skazonego metalami ciezkimi (z wykorzystaniem m.in.
roslin) [14,61,80].

Pewng alternatywga dla MAR moze by¢ metoda spektrometrycznej analizy chara-
kterystycznych strat energii elektronéw wigzki pierwotnej (EELS, ang. electron
energy loss spectroscopy), ktére sg rozpraszane nieelastycznie w wyniku zderzenia
z atomami prébki [6,29,89]. Rozréznianie odmiennych pozioméw energii elektrondw
zachodzi przy uzyciu spektometru elektromagnetycznego. Bieg elektronéw wcho-
dzacych w pole elektromagnetyczne spektrometru ulega odchyleniu (elektrony o
nizszej energii sg odchylane na wiekszg odlegtos$¢ niz elektrony o wyzszej energii);
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w ten sposob ogniskowe réznych grup (wigzek) elektrondw sa od siebie fizycznie
oddzielane. Ruchoma ptytka z waska szczeling przepuszcza do detektora tylko ele-
ktrony o specyficznej wartosci energii. Metoda ta szybko rozwija sie w ostatnich
latach, ma ona bowiem m.in. wieksza czuto$¢ niz MAR (rzedu nawet do 10-21g)
[29,38,77], zwtaszcza dla pierwiastkéw o niskiej liczbie atomowej [77]. W ostatnich
latach przewaga ta traci jednak na znaczeniu, poniewaz po wprowadzeniu nowych
systemow detekcji, rowniez MAR pozwala na efektywng analize pierwiastkow lek-
kich, takich jak np.: B i Be [77]. EELS charakteryzuje sie takze wysokim stopniem
rozdzielczos$ci przestrzennej [13] (np. sygnaty EELS dla Al linii K mozna uzyskiwaé
przy rozdzielczosci 3,3 nm w 30 nm skrawkach z 2,78 x 10~21g Al [89]). Uzycie
metody EELS ogranicza konieczno$¢ stosowania ultracienkich skrawkéw
(30-90 nm) [6,68,77]; stad wieksze mozliwos$ci uszkodzenia prébki podczas analizy.
Z kolei uzycie grubszych skrawkdw zwieksza ilo$¢ nieelastycznie rozproszonego
promieniowania i poziom tla, co powaznie ogranicza czutos¢ tej metody [68]. Na-
ktadajgce sie w grubszych skrawkach struktury dodatkowo wptywajg niekorzystnie
nie tylko na interpretacje wynikéw mikroanalizy, ale réwniez na jako$¢ obrazu
[6]. Wyniki otrzymywane tg metodg sg ponadto bardziej ztozone niz otrzymane
w MAR i wymagaja wiekszej wprawy w interpretacji [77].

Metoda EELS znalazta zastosowanie m.in. w badaniach nad reakcjami obronnymi
komdrek na toksyczne dziatanie pierwiastkow $ladowych na komorki roslinne
[40,41,48,49]. Stwierdzono m.in., ze metale, takie jak: Cd i Cu, byty transportowane
w komérkach Skeletonema costatum do wakuoli. Dzigki mozliwos$ci okre$lania sto-
pnia utlenienia w EELS wykazano, ze pierwiastki te kumulowaty sie jako dwu-
wartosciowe kationy (Cd+2 i Cu+2) [47]. Wykazano réwniez udzial S w wigzaniu
Cd, stad sugestia, ze toksyczne jony kadmu byty prawdopodobnie przytaczane przez
zwiagzki organiczne wigzaniami S-Cd.

EELS jest jedng z metod w obrebie transmisyjnej mikroskopii elektronowej
wykorzystujaca filtry energii (EFTEM, ang. energy-filtering transmission electron
microscopy) [35]. Innym przyktadem EFTEM jest ESI (ang. electron spectroscopic
imaging), ktora jest wykorzystywana do mapowej analizy rozmieszczenia pierwia-
stkow [35,41,48,49,89]. Charakteryzuje sie ona wysokga rozdzietczoscg i czutoscia,
jednak pewnych trudnosci przysparzaniewystarczajgcaspecyficzno$é rozpoznawania
niektérych pierwiastkow i udziat tla.

Interesujgcych wnioskéw dostarczajg doSwiadczenia oparte na potgczeniu da-
nych z MAR, EELS, ESI i kwantowej analizy chemicznej [41,48,49,]. Zastosowanie
tych metod umozliwito m.in. stwierdzenie, ze jony Zn byly wigzane w $cianach
komdrkowych Minuartia verna (rosliny tolerancyjnej w stosunku do Zn) przez
krzemiany; z kolei jony Cu byly chelatowane przez grupy hydroksylowe zwigzkéw
fenolowych w wakuolach ro$liny Armeria maritima ssp. Halleri (tolerancyjnej wobec
metali ciezkich). Dzieki tej ztozonej metodzie stwierdzono réwniez, ze w skiad
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strgtow naterenie wakuoli komérek pomidoratraktowanych Cd wchodzity kompleksy
CdS/fitochelatyny [41,48,49].

PODSUMOWANIE

Sposréod omoéwionych metod, ktdre z reguty sa uzywane do wykrywania otowiu
w komorkach roslinnych, najpetniejsze informacje mozna uzyskac stosujgc mikro-
analize rentgenowska. Dzieki precyzyjnej lokalizacji tego metalu pozwala ona po-
Srednio okresli¢ takze typy reakcji obronnych komorek traktowanych otowiem. Te
wysoka precyzje zapewnia nie tylko duza czuto$¢ metody, ale rowniez mozliwosé
badania niewielkiego obszaru prébki. MAR pozwala ponadto weryfikowaé¢ wyniki
uzyskane za pomocg TEM. Dostarcza bowiem jednoznacznych informacji o tym,
czy dane straty sg rzeczywiscie stragtami badanego metalu oraz pozwala wykrywaé
formy metali niewidoczne w TEM. Postugujac sie analizg ilosciowa lub pétilosciowa
mozemy posrednio dowiedzie¢ sie, ktéra z reakcji obronnych odgrywa wieksza
role po okre$lonym czasie inkubacji w roztworze soli tego pierwiastka. U Lemna
minor na. przyktad stwierdzono, ze po krétszym czasie inkubacji w roztworze azotanu
otowiawego wiekszg role w kompartmentacji Pb odgrywa wakuola, zas po dtuzszych
czasach - $ciana komdrkowa.

Zasadniczgjednak zaleta metody MAR jest mozliwo$¢ wykrywania zajej pomoca
pierwiastkéw towarzyszacych metalom ciezkim. To z kolei pozwala okresli¢ sub-
stancje biorgce udziat w reakcjach obronnych komorki, a doktadniej substancje
mogace unieczynnia¢ metal na terenie komaérki lub poza nig. Przyktadem jest udziat
kwasu fitynowego w unieczynnianiu Zn, a prawdopodobnie takze Pb.

Sposrdd innych wspomnianych metod jedynie EELS wydaje sie konkurencyjng
wobec MAR. Mimo szeregu zalet metody EELS metoda MAR jest jednak nadal
czesciej stosowana w badaniach ze wzgledu na wiekszg dostepnos¢. W przypadku
analizy jonow otowiu metoda mikroanalizy rentgenowskiej jest wystarczajgco do-
ktadna ijednoczesnie tatwiejsza do interpretacji uzyskiwanych wynikéw niz EELS.
Co wiecej, w praktyce okazuje sie, ze przy uzyciu metody EELS widma atoméw
otowiu pokrywajg sie z widmami uranu (Turnau - informacja ustna), co czesto
uniemozliwia analize zawarto$ci jonéw otowiu. Stosowanie EELS moze by¢ na-
tomiast doskonatym uzupetnieniem badan nad reakcjami obronnymi komoérek ro-
$linnych wobec otowiu, zwlaszcza w zakresie analizy pierwiastkéw lekkich.
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BUDOWA, WEASCIWOSCI | MECHANIZM
DZIALANIA KRYPTOCHROMOW -
EUKARIOTYCZNYCH FOTORECEPTOROW
SWIATLA NIEBIESKIEGO*

STRUCTURE, PROPERTIES AND MECHANISM
OF ACTION OF THE CRYPTOCHROMES -
THE BLUE-LIGHT PHOTORECEPTORS OF EUKARYOTA

Andrzej TRETYN 1,2 Justyna WISNIEWSKA1

1Zaktad Fizjologii i Morfogenezy Roslin, Instytut Biologii Ogolnej i Molekularnej,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun, 2Zaktad Biologii Komorki,
Akademia Rolniczo-Techniczna im. M. Oczapowskiego, Kortowo-Olsztyn

Streszczenie-. Kryptochromy (1 i 2) to grupa barwnikéw pochtaniajacych Swiatto niebieskie i bliski
ultrafiolet. Ich 60-70 kDa cze$¢ biatkowa wykazuje duzg homologie do fotoliaz - enzymdéw uczestni-
czacych w procesie naprawy DNA. Podobnie jak fotoliazy réwniez kryptochrony majg dwie grupy
chromoformowe: FAD i pteryne. Jak wykazano, kryptochrom 1kontroluje wiele zaleznych od $wiatta
niebieskiego i ultrafioletowego proceséw, miedzy innymi wptywa hamujaco na wydtuzanie hypokotyli
i ogonkdw lisciowych, natomiast indukuje synteze antocyjanéw, proces kwitnienia i ekspresje pewnych
genéw. Z drugiej strony kryptochrom 2 kontroluje proces fotoperiodycznej indukcji kwitnienia oraz
oddziatuje na endogenny zegar biologiczny. Obydwa typy kryptochroméw regulujg fototropizm rzod-
kiewnika. Ostatnio geny kodujace kryptochrom % i 2 oraz ich biatkowe produkty zostaty wykryte w
tkankach zwierzecych. U myszy najwyzszy poziom ekspresji tych genéw obserwowano w wewnetrznej
warstwie siatkowki. Ponadto wykazano, ze ekspresja kryptochromu 1ulega okotodobowym oscylacjom
w tej czesci podwzgorza, ktére odpowiada za funkcjonowanie zegara biologicznego. Na tej podstawie
sugeruje sie, ze zaroéwno u roslin, jak i u zwierzat kryptochromy zaangazowane sg w zjawisko fotope-
riodyzmu i dziatanie zegaréw biologicznych.

Stowa kluczowe: ekspresja genéw, fitochrom, kryptochrom, zegar biologiczny.

Summary. Cryptochromes (1 and 2), the blue-ultraviolet A light receptors are 60-70 kDa proteins with
high degree of both DNA and aminoacid homologies to DNA photolyases - the light-activated repair

*Praca ta powstata w trakcie realizacji badan finansowanych przez Unie Europejska (INCO-Co-
pernicus Programme, Grant IC 15-CT96-0920) oraz Uniwersytet im. M. Kopernika (Grant JM
Rektora UMK).
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enzymes. Like photolyases, cryptochromes contain FAD and a pterine as chromophore groups. However,
they do not possess DNA repair activity. Cryptochrome 1has been shown to mediate different blue light
responses, including inhibition of hypocotyl and petiole elongation, stimulation of anthocyanin accumu-
lation and flowering process, as well as expression of blue light regulated genes. On the other hand
cryptochrome 2 seems to be involved in regulation of flowering time, as well as in entraining circadian
rhythms in Arabidopsis. Both types of the pigment are involved in phototropism. Cryptochrome 1 and
2 have been recently discovered in animal tissues too, especially, in the inner layer of mouse retina. It
was shown that the expression of cryptochrome 1 gene in the suprachiasmatic nucleus oscillated in a
circadian manner. It is proposed that cryptochromes may be involved in setting of the circadian clock in
both, plants and animals.

Key words: cryptochrome, phytochrome, gene expression, circadian clock.

WSTEP

Indukowane przez Swiatto procesy wzrostu i rozwoju roslin (tzw. fotomorfoge-
neza) regulowane sg przez fotoreceptory pochitaniajgce bliski ultrafiolet (UV-A),
Swiatto niebieskie oraz Swiatto czerwone i dalekg czerwien. Zaré6wno budowa, jak
i mechanizm dziatania fitochromu (barwnika pochtaniajagcego dwie ostatnie z wy-
mienionych diugosci fal Swietlnych) zostaly wcze$niej przez nas opisane [40, 41,
42]. Do tej pory mato byto wiadomo o kryptochromie, fotoreceptorze absorbujgcym
niebieski zakres widma stonecznego [40]. Historie badan nad tym fotomorfogenety-
cznym barwnikiem mozna podzieli¢ na dwa okresy: przed i po 1993 roku. Wiedza,
jaka byta dostepna na temat kryptochromu przed 1993 rokiem, zostata omdwiona
w artykutach Gallanda [18], Kaufmana [24] oraz Short i Briggsa [38]. Z szeregu
prac przegladowych, ktdre ukazaty sie po tym okresie, mozna poleci¢ publikacje
Ninnemanna [33], Whitelama [46], Ahmad i Cashmore’a [2] oraz Cashmore’a [13].

ODKRYCIE KRYPTOCHROMU

Od kilkudziesieciu lat opisywano wptyw Swiatta niebieskiego na ekspresje genéw,
aktywnos$¢ enzymdéw, wzrost i rozwdj roslin [11, 18, 19, 24, 38]. Juz w zesztym
stuleciu K. Darwin stwierdzit, ze Swiatto niebieskie indukuje reakcje fototropiczne
u roslin. P6zniej okazato sie, ze odpowiada ono za indukcje syntezy antocyjanin,
otwieranie sie aparatdw szparkowych, hamowanie wzrostu wydtuzeniowego roslin.
Przyjmowano, ze wszystkie te procesy regulowane sg przez specyficzny fotoreceptor
absorbujgcy niebieski zakres widma stonecznego. Ze wzgledu na powszechne wy-
stepowanie reakcji indukowanych przez te barwe Swiatta u roélin krytogamicznych
(skrytoptciowych) oraz tajemniczy (ang. cryptic) charakter tego fotoreceptora na-
zwano go kryptochromem [19].

Przed rokiem 1993, na podstawie szerokiej wiedzy dotyczgcej molekularnej bu-
dowy fitochromu spekulowano, ze réwniez kryptochrom zbudowany jest z czesci
biatkowej i grupy chromoforowej. Przez wiele lat nikomu nie udato sie jednak
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wyizolowac i oczysci¢ czasteczek tego barwnika, a zatem nic nie mozna byto po-
wiedzie¢ na temat budowy jego apoproteiny. Natomiast o naturze grupy chromo-
forowej wnioskowano na podstawie analizy widm czynnos$ciowych (rozktadu barw
Swiatta indukujgcych okreslony proces biologiczny). Przypuszczano, ze ma ona
strukture zblizong do flawin lub karotenoidéw [11, 21, 38].

Przetomowym odkryciem w badaniach nad kryptochromem byto dokonanie mo-
lekularnej charakterystyki mutanta rzodkiewnika (Arabiclapsis thaliana) upos$ledzo-
nego w reakcjach na $wiatto niebieskie. Jednym z najtatwiej dostrzegalnych efektéw
oddziatywania tej barwy Swiatta na rosliny wyzsze jest szybkie zahamowanie ich
wzrostu. Tego efektu nie obserwowano u mutanta hy4 (od ang. hypocotyl) [24].
Wykazywat on normalne reakcje na ciggte Swiatto czerwone i dalekiej czerwieni
(absorbowane przez fitochrom), podczas gdy hypokotyle kilkudniowych siewek
roslin typu dzikiego (WT) byly znacznie krétsze od siewek badanego mutanta,
rosngcych na ciggtym Swietle niebieskim [1]. Podobny efekt uzyskano u czesci
mutantdw otrzymanych w wyniku traktowania nasion A. thaliana za pomocg T-DNA
wyizolowanego z bakterii Agrobacterium twnefaciens. Pozwolito to na odszukanie
genu, do ktérego zostato wigczone T-DNA, a nastepnie jego sklonowanie.

MOLEKULARNA BUDOWA KRYPTOCHROMU

Zbudowany z trzech intronéw i czterech eksonéw gen HY4 koduje biatko CRY 1
sktadajace sie z 681 reszt aminokwasowych o tacznej masie czasteczkowej wy-
noszacej 75,8 kDa [1]. Biatko to ma bardzo nietypowe witasciwosci. Jego N-koricowa
domena wykazuje wysoki stopien homotogii do bakteryjnych fotoliaz (patrz ponizej).
Z drugiej strony fragment C-koncowy swa budowg zblizony jest do zwierzecej
tropomiozyny (biatka kurczliwego). Miedzy obiema domenami wystepuje odcinek
tacznikowy, nie wykazujgcy podobiefAstwa do dotagd znanych polipeptydow (rys.
1). Analiza pierwszorzedowej struktury CRY1 wykazata brak w nim potencjalnych
odcinkow transbtonowych [1].

Postugujac sie technikg Northern biot stwierdzono, ze HY4 mRNA ulega row-
nomiernej akumulacji w pedach, lisciach, elementach kwiatdw i korzeniach dzikich
form rzodkiewnika, Poziom tego transkryptu byt podobny w lisciach roélin zardwno
etiolowanych, rosnacych naciggtym Swietle biatym, jak i poddanych tzw. ciemniowej
adaptacji [1].

Ustalono, ze kryptochrom 1 (Cryl) jest biatkiem rozpuszczalnym, majgcym dwie
grupy chromoformowe [26]. Zgodnie z wcze$niejszymi przypuszczeniami pierwsza
z nich to flawina, ktéra moze wystepowac w formie utlenionej (FAD) oraz cze$ciowo
(FADH") lub w petni zredukowanej (FADH2) [28]. Badania wykazaty, ze zwigzana
z biatkiem CRY1 flawina moze réwniez funkcjonowa¢ w stosunkowo stabilnej
formie semichinonowej (FAD ), ktéra ma zdolnos¢ pochtaniania Swiatta zielonego
[13, 28].
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Fotoliaza Tropomiozyna

1 1
Deazoflawina FADH2

RYSUNEK 1 Domenowa budowa biatkowego sktadnika (CRY 1) kryptochromu i rzodkiewnika, dalszy
opis w teks$cie (na podstawie [1] zmodyfikowane)

Druga grupa chromoformowa kryptochromu dziala jak antena zbierajgca ele-
ktrony. Jej widmo adsorpcyjne rzutuje na widmo czynnos$ciowe barwnika. W przy-
padku Cryt rzodkiewnika jest to pochtaniajgca Swiatto gtdwnie niebieskie
deazoflawina [1, 13, 28]. Budowe chemiczna obu grap chromoformowych kryp-
tochromu przedstawiono na rysunku 2.

Tego samego roku co Ahmad i Cashmore [1] rowniez Batschauer [9] sklonowat
gen kodujacy u gorczycy (Sinapis alba) biatko wykazujace wtasciwosci fotoreceptora
Swiatta niebieskiego. Na bazie tego genu (oznaczony jako SA-PHR1) powstaje po-
lipeptyd (w ktérego skitad wchodzi 501 reszt aminokwasowych o tgcznej masie
57 kDa), o witasciwosciach zblizonych do fotoliaz bakterii i grzybéw. Poréwnujac
pierwszorzedowg strukture wszystkich 8 w tym czasie znanych fotoliaz organizméw
nizszych oraz pierwszej zidentyfikowanej u gorczycy okazato sie, ze ich N-kornicowe
fragmenty wykazuja wysoki, bo prawie 78% stopieA homologii [9].

Analizujgc wyniki uzyskane przez Ahmad i Cashmore’a [1] oraz Batschauera
[9] mozna zauwazy¢, ze cho¢ zidentyfikowane przez nich geny kodujg biatka o
podobnej budowie molekularnej podlegajg one odmiennej regulacji. Gen HY4 ulega
rGwnomiernej ekspresji, na ktérg nie majg wptywu warunki Swietlne otoczenia [1].
Natomiast gen SA-phrl gorczycy ulega wybiorczej ekspresji w lisciach (brak jej
w tkankach korzeni), a ponadto poziom jego aktywnosci regulowany jest przez
Swiatto [9]. Poza genem HY4 (CRYL1), kodujagcym biatkowy sktadnik kryptochromu
typu CRY1, ostatnio Lin i inni [28] sklonowali gen, ktérego produkt wchodzi w
sktad drugiego typu tego fotoreceptora. Do jego wykrycia doszto w wyniku prze-
szukiwania sondg zawierajgcg fragment genu CRY1 (HY4)biblioteki cDNA uzyskanej
z siewek A. thaliana. Po izolacji i zsekwencjonowaniu nowego genu kryptochro-
mowego (CRY2) stwierdzono, ze jego biatkowy produkt wykazuje 52% stopien
identycznosci sktadu aminokwaséw w stosunku do CRY1 [29]. Duza homologia
miedzy tymi fotoreceptorami jest zauwazalna w N-koncowych fragmentach ich
polipeptydéw. Natomiast w przypadku korica C stopien ich podobieristwa wynosi
jedynie 14% [29]. Stosujac przeciwciata poliklonalne skierowane przeciw CRY1
stwierdzono, ze CRY 2 jest biatkiem rozpuszczalnym, wystepujacym we wszystkich
organach i tkankach rzodkiewnika [31].

Zasadniczar6znicapomiedzy Cry 1iCry2 dotyczy mechanizmu regulacji ekspresji
kodujacych je genow. Jak juz pisano powyzej, na ekspresje genu CRY1 nie majg
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RYSUNEK 2. Budowa chemiczna podstawowych grup chromoforowych fotoliaz bakterii: fotoliazy
pierwszego typu zawierajg FADH- oraz 5,10-MTHF (5,10-metynyl-tetrahydropteroylpoliglutaminian),
natomiast fotoliazy drugiego typu zawierajg FADH- i 8-HDF (8-hydroksy-7,8-didemetyl-5-deazoryboUa-
wina) (na podstawie [34], zmodyfikowane)

wplywu warunki Swietlne otoczenia. W przeciwieAstwie do niego, poziom CRY2
spadat dramatycznie, gdy etiolowane siewki rzodkiewnika poddawano dziataniu
Swiatta niebieskiego. Podobny wptyw na ekspresje CRY2 wywieraty bliski ultrafiolet
i Swiatto zielone [31]. Degradacja Cry2 jest bardzo szybka, gdyz w ciggu godziny
od zakonczenia naswietlenia etiolowanych siewek rzodkiewnika Swiattem nie-
bieskim rejestruje sie znikomy poziom biatkowego sktadnika tego fotoreceptora.
Jednakze spadek poziomu CRY2 nie jest spowodowany obnizeniem ilosci CRY2
mRNA ani przyspieszeniem tempajego degradacji [31]. Poza dwoma wymienionymi
genami kryptochromowymi u rzodkiewnika moze funkcjonowac jeszcze jeden, na-
zwany PHH1 (od PHR homolog) [22]. Odkryto go przeszukujgc biblioteke cDNA
tej rosliny za pomocg sondy sporzadzonej na podstawie sekwencji wystepujgcych
w genie kryptochromowym gorczycy (SA-PHR1). Okazato sie, ze produkt tego
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genu w 99,3% jest identyczny z biatkiem kodowanym przez CRY2 [29]. Réznica
miedzy oboma genami moze polegaé¢ na odmiennej budowie niepodlegajacych trans-
lacji ich odcinkdw 57 i 3’ [22]. Nie wykluczone jednak, ze CRY2 i PHH1 koduja
ten sam typ kryptochromu 2 [29].

Poza rzodkiewnikiem i gorczycg gen kodujacy biatkowy sktadnik kryptochromu
wykryto i sklonowano rdwniez u jednokomorkowego glonu Chlamydomonas
reinhardtii [37]. Na bazie funkcjonujgcego u tej zielenicy genu CPH1 powstaje
polipeptyd zbudowany z 867 reszt aminokwasowych. Pierwszych piecset amino-
kwasow konica N omawianego biatka wykazuje wysoki stopied podobiefstwa do
CRY1! i fotoliaz bakteryjnych [36]. Natomiast C-koficowa domena, zbudowana z
367 reszt aminokwasowych jest znacznie dtuzsza (o 167 reszt) od wystepujacej
w CRY1 i wykazuje w stosunku do niej bardzo niski stopien podobieristwa [37].

U paproci Adiantum capillus-veneris odkryto az pie¢ genéw, ktére moga kodowaé
biatko o wiasciwosciach zblizonych do fotoliaz i kryptochromu [13]. Poszczegdlne
typy tych biatek moga wyrdznia¢ sie odmienng lokalizacjg komorkowga. Zlokali-
zowane wewnatrz jadra kryptochromy moga bra¢ udziat w kontroli podziatéw ko-
morkowych. Natomiast barwniki zwigzane z blong komdérkowa moga regulowac
zalezne od Swiatta niebieskiego ruchy chloroplastow [13]. Poza ro$linami wyzszymi
ultrafiolet i Swiatlo niebieskie wywierajg bardzo silny wptyw na wzrost i rozwoj
grzybow. Mimo zakrojonych na duzg skale poszukiwan, jak dotagd nie udato sie
zidentyfikowaé¢ gendéw kodujgcych fotoreceptor Swiatta niebieskiego dla tej grupy
organizmoéw [21].

MECHANIZM DZIALANIA KRYPTOCHROMU

Cho¢ badania nad mechanizmem dziatania fotoreceptorow pochtaniajacych swia-
tto niebieskie iultrafioletowe trwajg od kilkudziesieciu lat, dopiero poznanie budowy
molekularnej kryptochromu otworzyto nowe perspektywy dla ich kontynuacji. Sze-
rokie stosowanie mutantéw pozbawionych funkcjonalnych czgsteczek tego barwnika
oraz uzyskiwanie transgenicznych roslin, charakteryzujacych sie nadekspresjg genow
kodujacych jego biatkowe sktadniki umozliwity okreslanie molekularnych podstaw
dziatania kryptochromu [5, 7, 10]. Nim przejdziemy do omawiania wiadomosci
na temat mechanizmu dziatania kryptochromu u roslin wyzszych, warto zastanowi¢
sie nad mozliwoS$cig dziatania tego barwnika jako typowej fotoliazy.

CzZY KRYPTOCHROM JEST FOTOLIAZA?

Zwazywszy, ze wszystkie dotagd opisane kryptochromy swg budowg molekularng
i obecnoscig grup chromoforowych przypominajg bakteryjne fotoliazy, nalezato
rozstrzygnaé, czy petnig one podobne funkcje w procesach naprawczych DNA.
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Powszechnie wiadomo, ze krotkofalowe Swiatto ultrafioletowe (UV-C, <320 nm)
wywiera szkodliwy wptyw na wszystkie organizmy zywe. Spowodowane jest to
wybidrczg absorpcja tej czesci widma stonecznego przez czagsteczki DNA, czemu
towarzyszy pojawianie sie zamiast nukleotydéw pirymidynowych ich dimeréw [35].
Akumulacja tych dimeréw w DNA prowadzi do $mierci komdrek. Ten szkodliwy
wplyw dalekiego ultrafioletu ograniczany jest w wyniku réwnolegtego dziatania
bliskiego ultrafioletu (320-400 nm) oraz Swiatla niebieskiego (400-500 nm). Te
barwy Swiatta, wykorzystywane w procesie zwanym fotoreaktywacja, absorbowane
sa przez fotoliazy - grupe enzymdw bioragcych udzial w procesach naprawczych
DNA. Petnig one zarobwno funkcje biokatalizatoréw, jak ireceptorow promieniowania
krotkofalowego, ktorych energia wykorzystywana jest do podtrzymywania aktyw-
nosci biologicznej enzymow [36].

Pozaczescig biatkowg (apoproteinowg) fotoliazy majg dwie grupy chromoforowe,
ktére w sposéb niekowalencyjny przytgczone sa do tancucha polipeptydowego.
Ze wzgledu na widmo absorpcyjne omawiane enzymy podzieli¢c mozna na trzy
typy [36]. Fotoliazy pierwszego i drugiego typu pochtaniajg Swiatto odpowiednio
w zakresie 350-370 i 450 nm. Obok nich w komdrkach mikroorganizméw fun-
kcjonuja fotoliazy o cechach posrednich, wykazujace maksimum absorpcji przy
410 nm. Odmienne wiasciwosci spektralne wymienionych typéw fotoliaz sg wy-
nikiem obecnosci roznych grup chromoforowych zwigzanych z N-korncowymi frag-
mentami ich polipeptydow [30, 36]. Fotoliazy pierwszego (krotkofalowe) i
posredniego typu majg jako grupe chromoforowa zredukowang pteryne, natomiast
drugiego typu (dtugofalowe) - deazoryboflawine lub jej pochodne (rys. 2). Wszy-
stkie poznane dotad fotoliazy jako drugg grupe chromoforowg zawierajg zredukowang
ryboflawine (FADH?2), ktéra niekowalencyjnie przytgczona jest do C-konncowej do-
meny tafncuchéw polipeptydowych [30, 36]. Domena ta odpowiada réwniez za
wigzanie sie enzymu z uszkodzonym DNA i przeprowadzanie reakcji naprawczej
[30].

Mechanizm dziatania fotoliaz polega na pochtanianiu przez pierwszg grupe chro-
moforowg $wiatta o charakterystycznej dla niej barwie, a nastepnie przekazywania
energii fotoné6w na zredukowang flawine. Energia ta wykorzystywana jest przez
enzym do rozrywania wigzan powstajgcych miedzy dimerami pirymidynowymi [30,
36].

Po sklonowaniu genéw HY4 [1] u rzodkiewnika oraz SA-PHR1 u gorczycy [9]
poréwnano je z genami phr kodujgcymi fotoliazy mikroorganizmoéw [30]. Ekspresja
obu gendéw w komdrkach E. coli pozbawionych aktywnosci fotoliazowej nie spo-
wodowatajej przywrocenia. Aktywnosci fotoliazowej nie wykazywaty rowniez oczy-
szczone biatka HY4 (CRY1) i SA-PHR1 w testach prowadzonych in vitro [8].
Prawdopodobnie jest to spowodowane brakiem w obu biatkach sekwencji ami-
nokwasowych odpowiedzialnych za wiazanie sie kryptochroméw z czasteczkami
DNA. Jak ustalono, biatka HY4 i SA-PHR1 moga wigza¢ podobne grupy chro-
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moforowe - flawinowg i deazoflawinowg. Na podstawie przeprowadzonych badan
mozna wyciggnaé szereg wnioskéw [30]. | tak gen SA-PHR1 u gorczycy nie koduje
fotoliazy, a czasteczki fotoreceptora Swiatta niebieskiego (kryptochromu). Cza-
steczki kryptochromu funkcjonujace u obu roslin (rzodkiewnika i gorczycy), cho¢
wykazujg wysoki stopiefn homologii do bakteryjnych fotoliaz, pozbawione sg ich
aktywnosci biologicznej. W zwigzku z tym nie maja one mozliwosci wigzania
sie DNA iprzeprowadzania reakcji naprawczych. | cho¢ fotoliazy mikroorganizméw
i receptory Swiatta niebieskiego roslin wyzszych moga wywodzi¢ sie od wspolnego
pragenu, zmodyfikowane w drodze diugotrwatej ewolucji funkcje biologiczne i
mechanizm dziatania ich biatkowych produktéw wydajg sie byé odmienne [30].

ODBIOR | PRZEMIESZCZANIE SYGNALOW
SWIETLNYCH

Absorpcja Swiatlta niebieskiego przez kryptochrom przypuszczalnie zapoczat-
kowuje serie zdarzen (tancuch przemieszczania sygnatu) prowadzaca do powstania
odpowiedzi komérkowych. Jednym z najszybszych proceséw indukowanych przez
te barwe S$wiatla jest depolaryzacja bton komdrkowych w hypokotylach ogo6rka
[39] i rzodkiewnika [15]. Mechanizm dziatania Swiatta niebieskiego na te organy
moze polegaé na hamowaniu aktywnosci plazmolemowej H+-ATPazy (w trakcie
depolaryzacji) oraz stymulacji kanatow jonowych (podczas repolaryzacji). Miedzy
depolaryzacja btony komérkowej a zahamowaniem wzrostu wydtuzeniowego hy-
pokotyli ogérka rejestrowano jedynie 15 sekund. Wplyw S$wiatta niebieskiego na
wiasciwosci elektryczne bton komoérkowych potwierdzono w do$wiadczeniach prze-
prowadzonych na siewkach rzodkiewnika [14, 15]. Naswietlaniu hypokotyli etio-
lowanych siewek rzodkiewnika S$wiattem niebieskim towarzyszyta przejsciowa
depolaryzacja bton komorkowych, poprzedzajaca szybkie (w ciggu sekund) za-
hamowanie wzrostu tych organéw. Stosujgc protoplasty izolowane z etiolowanych
hypokotyli A. thaliana oraz technike patch clamp wykazano, ze mechanizm dziatania
Swiatta niebieskiego na rosliny polega na przejsciowej aktywacji kanatow chlor-
kowych [14, 15]. Na obecnym poziomie wiedzy mozna przypuszczac, ze pierwotny
mechanizm dziatania $wiatta niebieskiego na ro$liny polega na hamowaniu aktyw-
nosci pompy protonowej [39] oraz aktywacji kanatéw jonowych zaréwno anionowych
[14, 15], jak i kationowych [39]. Zmiany w skiadzie jonowym cytoplazmy moga
natomiast prowadzi¢ do indukcji proceséw komorkowych, ktére ujawniajg sie w
dtuzszym okresie.

Podobnie jak w przypadku fitochromu [31, 43] przypuszcza sie, ze absorpcji
Swiatta niebieskiego przez kryptochrom towarzyszy aktywacja biatek wigzgcych
GTP iwzroststezenia cytoplazmatycznego Ca2+ [24, 38]. Wykazano, ze naswietlaniu
Swiattem niebieskim frakcji bton komorkowych uzyskanej z wierzchotkéw etio-
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lowanych pedoéw grochu towarzyszy szybki (w ciggu 30-60 sekund) wzrost aktyw-
nosci GTPazy [45]. Po okoto 3 minutach od zakonfczenia pulsu $wiatta niebieskiego
badana aktywnos$¢ enzymu wracata do poziomu wyjsciowego. Stosujac przeciwciata
skierowane na duza podjednostke a zwierzecego biatka G zidentyfikowano
40 kDa polipeptyd, ktéry w obecnosci toksyny cholery podlegat zaleznej od Swiatta
niebieskiego ADP-rybozylacji [45]. Na podstawie tych, jak i innych, nie opisanych
tu wynikdéw badan wnioskowano, ze wykryte biatko stanowi wiekszg podjednostke
biatka G, ktére wchodzi w sktad kontrolowanego przez $wiatto niebieskie tafcucha
przekazywania sygnatu.

Istniejg uzasadnione podstawy, aby sadzié¢, ze aktywacji kryptochromu towarzyszy
fosforylacja biatek [38]. Stwierdzono, ze naswietlaniu pedéw etiolowanych siewek
grochu Swiattem niebieskim towarzyszy fosforylacja 120 kDa biatka [17]. Polipeptyd
ten zostat zlokalizowany na terenie plazmolemy. Jak wykazano, indukowana przez
Swiatto niebieskie fosforylacja biatek btonowych moze by¢é procesem ogélnym,
gdyz dotyczy wszystkich dotad przebadanych roélin [34]. Zar6wno u grochu, jak
i u rzodkiewnika katalizowana przez specyficzne kinazy fosforylacja biatek wy-
stepujgcych w obrebie btony komdérkowej moze by¢ jednym ze wstepnych elementéw
indukowanego przez $wiatlo niebieskie tafcucha przemieszczania sygnatu zwia-
zanego z procesem fototropizmu [34, 35, 38, 44].

MOLEKULARNE PODSTAWY DZIALANIA
KRYPTOCHROMU

W celu lepszego poznania funkcji Cryl do komérek rzodkiewnika i tytoniu
wprowadzono gen HY4 (CRY1), a nastepnie badano efekty jego nadekspresji [27,
29]. Uzyskane transgeniczne rosliny tytoniu fenotypowo nie odbiegaty od roslin
kontrolnych, gdy kietkowanie nasion i wzrost siewek odbywaty sie w ciemnosci.
Rowniez rosliny transformowane i typu dzikiego naswietlane Swiattem czerwonym
lub daleka czerwienig nie roznity sie miedzy sobg wygladem. Jednakze transgeniczne
siewki tytoniu bytly znacznie nizsze od kontrolnych, gdy naswietlano je $wiattem
niebieskim, UV-A i zielonym [27]. Zauwazono, ze poziom odpowiedzi na dziatanie
tych barw Swiatta zalezy od zawartosci Cryl w komorkach. Jego podwyzszenie
powoduje wzrost wrazliwosci nie tylko na Swiatto niebieskie, ale réwniez na bliski
ultrafiolet i Swiatto zielone [27]. Do podobnych efektow fenotypowych i wzrostu
wrazliwosci na dziatanie tych trzech barw Swiatta prowadzito rowniez wprowazdenie
do ros$lin rzodkiewnika dodatkowej kopii genu CRY2 [29]. Transgeniczne rosliny
A. thaliana, charakteryzujace si¢ nadekspresjg genu CRY2, akumulowaty znaczne
ilosci biatka CRY2, podczas gdy poziom ekspresji genu CRY1 byt podobny jak
u roslin kontrolnych [29]. Transgeniczne rosliny rosngce na Swietle niebieskim
miaty krétsze hypokotyle i wieksze liscienie w poréwnaniu z WT. Udziat Cry2
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w regulacji wzrostu hypokotyli zostat potwierdzony w doswiadczeniach przepro-
wadzonych na mutantach pozbawionych tego biatka. Mutanty te (cry2-1 i cry2-2)
miaty znacznie dtuzsze hypokotyle, a ich liscienie otwieraty sie pdzniej niz u roslin
kontrolnych, gdy naswietlono je Swiattem niebieskim o niskim natezeniu. R6znice
te nie byly jednak dostrzegalne, gdy rosliny kontrolne i mutanty poddawane byty
wysokim dawkom Swiatta niebieskiego [29].

Doswiadczenie przeprowadzone na mutantach cry2 i roslinach transgenicznych
charakteryzujacych sie nadekspresja CRY2 wskazuja, ze produkt tego genu ucze-
stniczy w regulacji procesu deetiolacji [29]. Hipoteze te potwierdza réwniez fakt,
ze poziom CRY2 ulega szybkiemu obnizeniu po kontakcie etiolowanej siewki z
Swiattem niebieskim, ultrafioletowym i zielonym. W warunkach niskiego natezenia
tych barw Swiatta deetiolacja wydaje sie by¢ kontrolowana przez oba typy kryp-
tochroméw rzodkiewnika. Natomiast w $rodowisku o duzym natezeniu Swiatha,
indukujacego szybka degradacje CRY2, gtéwng funkcje w regulacji tego procesu
zaczyna petni¢ Cryl [27, 29].

Jak wykazano ostatnio, dotagd poznane typy kryptochromu biorg udziat w regulacji
fototropowego wygiecia hypokotyli rzodkiewnika. Fototropowa reakcja obserwo-
wana jest u mutanta cryl (hy4). Nie stwierdzono jej jednak u podwdjnego mutanta
cryl/cry2 [4].

W przypadku obu dotad sklonowanych genéw kryptochromowych rzodkiewnika
ich biatkowe produkty wykazujg duzg homologie w odniesieniu do ich N-koAcow,
w ktérych znajdujg sie domeny wigzace grupy chromoformowe. Natomiast istnieja
zasadnicze roznice w budowie koncéw C obu tych biatek. W zwigzku z tym po-
stanowiono zbadac, jakg aktywnos$¢ biologiczng bedg miaty biatka hybrydowe, skia-
dajace sie z r6znych fragmentéw obu kryptochroméw [4]. W tym celu do mutantéw
hy4 wprowadzono konstrukty kodujgce biatka CRY1 i CRY2 lub sktadajace sie
z fragmentéw kodujacych odpowiednio N-koniec kryptochromu 1 oraz domene
C-koncowa kryptochromu 2 i vice versa. Uzyskane rosliny transgeniczne uprawiano
na ciggtym Swietle niebieskim. W tych warunkach najkrétsze hypokotyle miaty
rosliny charakteryzujace sie nadekspresjg CRY1 oraz zawierajagce konstrukt, w kt6-
rego sktad wchodzi odcinek DNA kodujacy N-koniec CRY2 i C-koricowg domene
CRY1. Podobng sytuacje obserwowano, gdy analizowano zawarto$¢ antocyjanow
[4]. Pozostate linie roslin transgenicznych charakteryzowaly sie mniejszg wrazli-
woscig na dziatanie Swiatta niebieskiego. Efekt ten mozna ttumaczy¢ zréznicowang
stabilnoscig biatlek powstajacych na bazie réznych konstruktéw. Okazato sie, ze
za duzg labilno$¢ Cry2 odpowiada jego domena C-koricowa. Podobne jak Cry2
wiasciwosci (szybka degradacja apoproteiny na $wietle) ma odpowiednik Cryl u
tytoniu i pomidora. W zwiagzku z tym mozna przypuszczac, ze stabilno$¢ poszcze-
g6lnych typéw kryptochromu u réznych rodlin nie jest cechg ewolucyjnie zacho-
wawczg [4].
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WSPOLDZIALANIE KRYPTOCHROMU Z FITOCHROMEM

Istnienie w tych samych komaérkach réznych fotoreceptoréw sugeruje, ze miedzy
nimi wystepowaé¢ mogg trzy typy oddziatywan:

(1) Ich mechanizm dziatania moze by¢ niezalezny od siebie.

(2) Moga one wspotdziata¢ wregulacji okreslonego procesu (efekt synergistyczny)
lub

(3) wptywaé na niego w sposéb, przeciwstawny (efekt antagonistyczny).

Jak sie wydaje, wiekszos¢ reakcji fotomorfogenetycznych kontrolowanajest przez
konkretny typ fotoreceptora. Ale poznano réwniez procesy, ktoére regulowane sg
w sposéb synergistyczny lub antagonistyczny przez fitochrom i kryptochrom. Przy-
ktadem takiego typu oddziatywarn miedzy oboma fotoreceptorami jest kontrola
kwitnieniarzodkiewnika [8,20]. Swiatto niebieskie (400-500 nm) stymuluje, podczas
gdy czerwone (600-700 nm) hamuje kwitnienie tej rosliny. Tego typu efektu nie
obserwowano jednak u mutanta hy4 (cryl), ktéry charakteryzuje sie pdzniejszym
zakwitaniem (o 50-60 dni) w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego [8]. Byt on
jednak szczeg6lnie wyrazny, gdy oba typy roslin uprawiano w $wietle wzbogaconym
w niebieska i zubozonym w czerwong cze$¢ widma. Natomiast jezeli zrodto $wiatta
poza niebieska barwg emitowato dalekg czerwien, zaréwno mutanty, jak i rosliny
typu dzikiego zakwitaty w podobnym czasie [8]. Na tej podstawie mozna wnio-
skowaé, ze kryptochrom oraz fitochrom mogg regulowaé w odmienny sposéb kwit-
nieniarzodkiewnika, lecz w pewnych warunkach $wietlnych mechanizm ich dziatania
moze mie¢ synergistyczny charakter [8]. Nalezy jednak dodac, ze opisany mechanizm
wspotdziatania obu fotoreceptoréw moze dotyczy¢ jedynie Cryl i fitochromu sta-
bilnego.

Bardzo gruntowne badania nad mechanizmem wspotdziatania omawianych foto-
receptorow przeprowadzili ostatnio Guo i in. [20]. Badacze ci uzyskali dwa mutanty
kryptochromu 2 (Cry2), ktére charakteryzowaly sie p6zniejszym zakwitaniem w
poréwnaniu z ro$linami kontrolnymi, gdy uprawiano je w warunkach indukcyjnego,
dtugiego fotoperiodu (LD). Natomiast w warunkach krotkiego fotoperiodu (SD)
obserwowano sytuacje odwrotng. Mutanty cry2 zakwitaly nieco wczes$niej w po-
réwnaniu z typem dzikim. Z drugiej strony rosliny transgeniczne charakteryzujace
sie nadekspresjg CRY2 kwitty nieco wcze$niej w warunkach SD, lecz w tym
samym czasie jak rosliny kontrolne - w warunkach LD [20]. Jednakze gdy mutanty
cry2 uprawiano na Swietle wzbogaconym zaréwno w niebieskg, jak i czerwong
jego barwe, zakwitaty one znacznie pdzniej w poréwnaniu z ro$linami typu dzikiego.
Na tej podstawie wnioskowano, ze fitochrom reguluje zalezne od $wiatta czer-
wonego hamowanie kwitnienia rzodkiewnika, podczas gdy Cry2 przez hamujacy
wplyw na dziatanie fitochromu indukuje ten proces. U mutantéw fitochromowych
(hyl i hy2) pozbawionych funkcjonalnych czasteczek obu typéw tego barwnika
obserwuje sie wczesniejsze zakwitanie. Analizujagc mutacje prowadzace do eliminacji
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tylko jednej z pul fotoreceptora przedwczesne zakwitanie stwierdzono jedynie u
mutanta (phyB) fitochromu stabilnego. Natomiast mutant fitochromu labilnego,
phyA, kwitnie w podobnych czasie jak rosliny typu dzikiego [20]. Chociaz w przed-
stawionych badaniach wykazano bezposrednie oddziatywanie kryptochromu 2 i fi-
tochromu stabilnego (PhyB) w regulacji kwitnienia u rzodkiewnika, nalezy pamietac,
ze proces ten wydaje sie by¢ réwniez kontrolowany przez kryptochrom 1i fitochrom
labilny. Lecz w tym przypadku obydwa fotoreceptory moga wspotdziata¢ ze soba.
Przyktadem takiego synergistycznego wspoétdziatania moze by¢ regulacja ekspresji
genu kodujgcego u rzodkiewnika czgsteczki katalazy [47]. Z drugiej strony kon-
trolowane przez Cry Lhamowanie wydtuzania hypokotyli wzmaganejest przez aktyw-
ng forme fitochromu B. Natomiast w procesie tym nie obserwuje sie wspétdziatania
Cryl i PhyA [12]. Z kolei stymulacja syntezy antocyjanéw zachodzi w wyniku
aktywacji jednej z form fitochromu oraz Cryl [4].

Poza oméwionymi wyzej przyktadami wykazano, ze fitochromy i kryptochromy
moga wspotdziata¢ w regulacji wielu innych proceséw. Dotyczy to miedzy innymi
kontroli ruchéw chloroplastéw u zielenicy Mougeotia [16], fototropizmu [5], syn-
tezy antocyjanow i wzrostu powierzchniowego liscieni rzodkiewnika [10].

Nowe Swiatto na mechanizm wspdétdziatania fitochromu labilnego (PhyA) i kryp-
tochromdw (Cryl i Cry2) rzodkiewnika rzucajg wyniki badan opublikowanych ostat-
nio przez Cashmore’a i wsp. [6]. Przeprowadzono je w warunkach in vitro, na
izolowanych czasteczkach obu typow fotoreceptoréw. Stwierdzono, ze krypto-
chromy moga stanowié substrat dla zwigzanej z PhyA kinazy biatkowej. Przy-
puszczalnym miejscem fosforylacji sg C-koricowe domeny CRY. Nie wyklucza
sie réwniez mozliwosci bezposredniego, fizycznego oddziatywania czasteczek fi-
tochromu ze wspomniang domeng kryptochromoéw. Jednoczes$nie uzyskano dowody,
ze podobnego typu oddziatywania miedzy fotoreceptorami mogg zachodzi¢ wewnatrz
zywych komérek [6]. Na zalezne od temperatury oddziatywania miedzy fitochromem
akryptochromem w warunkach invitro, u zielenicy Mougeotia wskazywata wczesniej
Gabry$ z wspétpracownikami [16].

KRYPTOCHROMY SSAKOW

Za niecodzienne odkrycie mozna uznaé stwierdzenie obecnosci kryptochromu
u ssakéw, a zwtaszcza u cztowieka. W 1996 roku odkryto, ze w genomie ludzkim
funkcjonujg dwa geny, ktére wykazujg duzg homologie do fotoliaz i kryptochromow
roslinnych [23]. Podobnie jak kryptochromy rzodkiewnika réwniez produkty genéw
ludzkich (ktére nazwano hCRYI i hCRY2) sg flawoproteinami i majg dwie grapy
chromoforowe, ryboflawine i pteryne. Kryptochromy zwierzece, podobnie jak ro-
$linne, nie wykazujg aktywnosci fotoliazowych [23]. Dwa geny kodujace biatka
o wihasciwosciach kryptochromowych wykryto rowniez u myszy [32]. Ostatnio opi-
sano wzorzec ekspresji tych genéw w réznych tkankach i organach tego zwierzecia
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[32]. Za pomocg techniki Northern biot wykazano, ze ekspresja CRY1 i CRY2
zachodzi w wiegkszosci przebadanych tkanek. Przez analogie do roslin zbadano
mozliwo$é udziatu obu kryptochromdéw w regulacji fotoperiodyzmu u myszy.Dlatego
szczegblng uwage zwrdécono na ekspresje badanych genéw w siatkowce oka oraz
w podwzgorzu (w jego czeSci zwanej jadrem nadskrzyzowanym - SCN od ang.
suprachiasmatic nucleus), to jest w tkankach, ktére odpowiadajg za odbidr sygnatéw
Swietlnych iregulacje rytmow okotodobowych. Okazato sig, ze w siatkwce ekspresja
CRY1 i CRY2 zachodzi jedynie w wewnetrznej warstwie ziarnistej i warstwie zwo-
jowej, w ktorej nie obserwuje sie ekspresji genu kodujgcego opsyne [32]. We wspo-
mnianych warstwach siatkowki, jak i w catym mdzgu obserwowano wyzszy poziom
ekspresji genu CRY2 w poréwnaniu z CRY1. Wyjatkiem jest SCN, gdzie zare-
jestrowano sytuacje odwrotng do opisanej [32]. Co wiecej, zawartos¢ CRYL mRNA
w SCN podlega okotodobowym fluktuacjom. Jej szczyt przypadat na okres dziatania
Swiatta, natomiast w ciggu pierwszych 8 godzin ciemnosci obserwowano stopniowy
spadek CRY1 mRNA do prawie niewykrywalnego poziomu [32]. Poniewaz SCN
petni podstawowg role w regulacji rytméw okotodobowych, sugeruje sie, ze oba
typy zwierzecych kryptochromow (w tym tez i ludzkich) sg poszukiwanymi od
dawna fotoreceptorami, ktére moga by¢ sktadnikami systemoéw odmierzajgcych czas
- zegar6w biologicznych. Jednakze to zagadnienie bedzie obszernie przedys-
kutowane w odrebnym artykule (Tretyn i in., w przygotowaniu).

PODSUMOWANIE

Izolacja genu HY4 (CRY1) okazata si¢ kamieniem milowym w badaniach nad
wpltywem Swiatlta niebieskiego na morfogeneze roélin, otwierajagc droge do po-
szukiwan nowych typow fotoreceptoréw absorbujacych te barwe $wiatla. Ponadto
doprowadzita do odkrycia nieznanego dotagd mechanizmu transdukcji sygnatéw
Swietlnych u roslin. Podobienstwo w funkcjonowaniu Cryl i fotoliaz sugeruje, ze
inicjowany przez kryptochrom szlak sygnalizacyjny moze polegaé na reakcjach
przenoszenia elektronéw z fotoreceptora na biatka docelowe.

Pierwotnie terminem kryptochrom okreslano barwnik, ktéry pochtania bliski ultra-
fiolet (UV-A) i Swiatto niebieskie [19]. Okazato sie jednak, ze te dwie barwy
Swiatta moga by¢ absorbowane przez odmienne typy fotoreceptoréw. Tylko jeden
sposrdd nich, pochtaniajgcy Swiatto niebieskie zostat scharakteryzowany od strony
molekularnej. Podobnie jak w przypadku fitochromu [40], biatkowy sktadnik tego
fotoreceptora kodowany jest przez rodzine genow. U Arabidopsis thaliana fun-
kcjonuja co najmniej dwa odrebne geny kryptochromowe (CRY1 i CRY2), ktorych
biatkowe produkty (CRY1 i CRY2) charakteryzujg sie odmienng trwato$cig przy
réznym natezeniu Swiatta niebieskiego [2, 13]. Réwniez u innych roslin odkryto
geny kodujace czasteczki kryptochromu. W zwiazku z tym, podobnie jak to miato
miejsce w przypadku fitochromow [41, 42], zaistniatla konieczno$¢ wprowadzenia
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przejrzystej klasyfikacji tej rodziny fotoreceptorow. Tego typu klasyfikacja zapro-
ponowana zostata przez Ahmad i Cashmore’a [2]. Jej podstawe stanowi budowa
domeny C-koncowej biatkowych sktadnikow kryptochromdéw oraz budowa che-
miczna obu grup chromoforowych. Jak juz pisano wyzej, Cryl i Cry2 rzodkiewnika
zawierajg podobne grupy chromoforowe (jak fotoliazy). Natomiast ré6znia sie miedzy
soba budowa C-koncowej domeny biatkowej [2]. W zwigzku z tym oba te kryp-
tochromy wchodzityby w sktad réznych klas (Cryl-1 i Cryl-2) nalezacych do tego
samego typu barwnika. Natomiast zasadniczo réznigcy sie od nich budowa domeny
C-koncowej kryptochrom wystepujacy u Clamydomonas tworzytby odmienny typ
kryptochromu - Cry2. W miare poszerzania wiedzy na temat molekularnych wta-
sciwosci kryptochroméw wystepujacych u innych roslin nizszych i wyzszych za-
proponowana klasyfikacja ulega¢ bedzie poszerzeniu, a przez poréwnywanie
homologii poszczegélnych typédw tego barwnika oraz budowy jego grup chromo-
formowych przypisywane bedg do nowych typdéw i klas [2].

Badania wptywu $wiatta niebieskiego na fotomorfogeneze roslin i roli kryp-
tochromu w regulacji tego procesu przezywaja swojg drugg mtodos¢. Wzrastajgca
liczba publikacji na ten temat i ranga czasopism, w ktérych sga one publikowane
Swiadczg o istotnym, naukowym znaczeniu tych badan.

Odkrycie u zwierzat i u cztowieka odpowiednikéw Cryl i Cry2 [23, 32] rzuca
nowe Swiatto na mechanizm odbioru bodzcéw Swietlnych i funkcjonowania zegara
biologicznego u zwierzat i roslin.
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STRUKTURA | FUNKCJE RECEPTORA GABAa
STRUCTURE AND FUNCTIONS OF GABAa- RECEPTOR

Lilia LACHOWICZ, Tomasz PODKUL, Ludmita ZYLINSKA
Zaktad Biochemii IFiB, Akademii Medycznej w Lodzi

Streszczenie: Kwas y-aminomastowy (GABA) jest gtéwnym i najlepiej poznanym neuroprzekaznikiem
o wiasciwosciach inhibitorowych w oSrodkowym uktadzie nerwowym. Receptor GABAa jest zwigzany
funkcjonalnie z blonowym kanatem chlorkowym. GABA uwalniany podczas impulsu fizjologicznego
oddziatuje na swoiste struktury receptorowe neuronéw, powoduje ich hiperpolaryzacje oraz spadek
aktywnosci bioelektrycznej. Receptor GABAa ma pie¢ réznych podjednostek nazwanych kolejno: a,(3,
y, 8 i p. Dodatkowo obecno$¢ siedemnastu podtypéw daje teoretyczng mozliwo$¢ istnienia wielu
rozmaitych form receptora GABAa. Podjednostki receptora GABAa budujg $ciane kanatu jonowego
CL i tworzg molekularng strukture o masie czasteczkowej od 220-355 kDa. Na receptor GABAa
wyrazny wptyw majg agonisci i antagonisci tego receptora, a funkcje poszczeg6lnych struktur nerwo-
wych sg w bezposredni sposéb zwigzane z wystepowaniem poszczeg6lnych typéw podjednostek
receptora w OUN. Celem niniejszego opracowania jest syntetyczne przyblizenie najnowszych danych
dotyczacych budowy i funkcji GABAa, jednego z najwazniejszych receptorow wystepujgcych w
o$rodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym.

Summary: The y-aminobutyric acid (GABA) is the major and the best known neurotransmitter with
inhibitory properties in the central nervous system (CNS). GABAa receptor is functionally connected
with the CF-channel complex. GABA which is released during physiological impulse, influences
neuronal receptors, leds to the hiperpolarisation of neurons and also decreases their bioelectric activity.
GABAa receptor consists of five subunits: a,p, y, 8 and p. In addition, the existence of 17 types of
subunits makes it theoretically posible for other various forms of GABAa receptor to occur. Subunits of
GABAa receptor create the C~-channel complex with a molecular weight from 220 to 355 kDa. GABAa
receptor is influenced by agonists and antagonists of this receptor, and the functions of particular nervous
structures are directly connected with the existence of individual types of the receptor subunits in CNS.
The aim of this paper is to present the latest data related to the structure and functions of GABAa receptor,
which is one of the most important receptors in CNS.

Wykaz stosowanych skrotéw. GABA - kwas y-aminomastowy; GABA-T - transaminaza GABA; GAD
- dekarboksylaza glutaminianowa; SSADH - dehydrogenaza semialdehydu bursztynianowego; PKA -

*Praca finansowana w ramach tematu AM Nr 502-11-334 (98).
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kinaza zalezna od cAMP; PKG - kinaza zaleznaod cGMP; PKC - kinaza zalezna od Ca2+i fosfolipidéw;
PTK - kinaza tyrozynowa; CaM-kinaza Il - kinaza zalezna od Ca2+i kalmoduliny typ II; NO - tlenek
azotu

I. WSTEP

Kwas y-aminomastowy (GABA) jest gtdwnym i najlepiej poznanym hamujgcym
neuroprzekaznikiem w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN). Jest on syntety-
zowany i magazynowany w neuronach, uwalniany za$ podczas impulsu fizjologi-
cznego dziala na swoiste receptory - GABAa i GABAB. Receptor GABAa jest
bezposrednio zwigzany z btonowym kanatem chlorkowym, a jego pobudzenie wy-
wotuje zwiekszenie przepuszczalnosci dla jonéw CF. Receptory GABAB sg po-
wigzane zwapniowym lub potasowym kanatem jonowym przez biatka G. Pobudzenie
receptora GABAB powoduje:

1) spadek aktywnosci cyklazy adenytanowej,

2) otwarcie kanatu dla jonéw K+ oraz

3) zamkniecie kanatu dla jondw Ca2+ [55].

Ostatnio, obok dwo6ch wymienionych wyzej typéw receptoréw, w siatkéwce
kregowcow wykazano obecno$¢ trzeciej klasy - receptora GABAC [3,4,19]. Jest
on niewrazliwy na czynniki, ktére modulujg GABAa i GABAB, natomiast jest
selektywnie aktywowany przez kwas cA-4-aminokrotonowy [24]. W skiad receptora
GABAC wchodzg podjednostki pj i p2, (wystepujgce takze w GABAa), jednakze
w GABAC podjednostki te tworzg receptor homomeryczny. Receptor GABAC jest
integralng czescig kanatéw btonowych, stabilizujgcych potencjat spoczynkowy ko-
morki przez wzrost przepuszczalnosci btony dla CF. Uwaza sig, ze inhibicja, w
ktérej posredniczy receptor GABAC, wystepuje przy nizszych stezeniach GABA
i trwa diuzej niz ta, ktéra zachodzi poprzez receptor GABAa [40]. Wykazano
tez, ze receptor GABAC hamuje uwalnianie transmiterow w zakonczeniach bi-
polarnych komorki.

Celem niniejszego opracowaniajest syntetyczne przyblizenie najnowszych danych
dotyczacych budowy i funkcji GABAa, jednego z najwazniejszych receptoréw wy-
stepujagcych w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym.

Il. Zarys metabolizmu GABA

Kwas y-aminomastowy wystepuje w duzych ilosciach w osrodkowym uktadzie
nerwowym (OUN). Stezenie GABA waha si¢ w szerokich granicach od 10 pM
w strukturach mézgowia, do 500 pM-1 mM w szczelinie synaptycznej, podczas
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przewodzenia impulsu neuronalnego [54]. Najwieksze stezenie GABA stwierdzono
w uktadzie pozapiramidowym (gatka blada, istota czarna) oraz w podwzg6rzu.
Duze stezenie GABA w tych strukturach skorelowane jest jednocze$nie z odpo-
wiednio wysoka aktywnos$cig dekarboksylazy kwasu glutaminowego (GAD, E.C.
4.1.1.15), enzymu syntetyzujacego y-aminomaslan. W mdzgu szczura i cztowieka
wystepujg dwie formy dekarboksylazy kwasu glutaminowego o masie czgsteczkowej
65 kDa (GADG65) i 67 kDa (GADG67), bedace produktem dwoéch réznych genéw
[20,21]. Forma GADG67 jest réwnomiernie rozmieszczona w neuronie, natomiast
GADG65 wystepuje gtéwnie w aksonach i generalnie, w poréwnaniu z GADG67, jest
jej w komorce wiecej [13]. Obecnosé dwéch form GAD potwierdzona zostata takze
u innych kregowcéw [1,29]. GABA moze powstawac rdwniez w wyniku przemiany
putrescyny i homokamozyny, jednak jest to droga o bardzo matym znaczeniu.

Za katabolizm GABA odpowiedzialne sg dwa enzymy - transaminaza GABA
(GABA-T, E.C. 2.6.1.19) i dehydrogenaza semialdehydu bursztynianowego
(SSADH, E.C. 1.2.1.24). GABA-T wyizolowana z mézgu sktada sie z dwéch iden-
tycznych podjednostek o masie czgsteczkowej 55 kDa i zlokalizowana jest w we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej. W ludzkim moézgu SSADH wystepuje jako
tetramer, sktadajgcy sie z czterech jednakowych podjednostek o masie czasteczkowej
58 kDa. Jest to rGwniez enzym mitochondrialny [58]. Powstajacy bursztynian moze
wiaczac sie do cyklu Krebsa, za$ GABA - opréocz petnienia funkcji neuroprzekaznika
- stanowi¢ moze takze potencjalne, alternatywne Zrodio energii w komdrce.

GABA spetnia wszystkie warunki stawiane przez neurofizjologéw substancjom,
ktore moga by¢ uznane za przekaznik hamujacy w OUN [37]. GABA uwalniany
z zakonczenia nerwowego dziata na swoiste struktury receptorowe neuronéw, po-
wodujac hiperpolaryzacje btony komdérkowej oraz spadek aktywnosci bioelektry-
cznej. Jest to tzw. hamowanie postsynaptyczne. GABA moze dziata¢ rowniez na
uwalnianie neuroprzekaznikdw z czesci presynaptycznej,tgczy sie wtedy ze swoistym
receptorem znajdujacym sie w btonie zakonczenia nerwowego. Dziatanie to okreslane
jest jako tzw. hamowanie presynaptyczne [37].

I1l. Struktura receptora GABAa

Najwiekszy postep w badaniach nad molekularng budowg receptora GABAa
nastapit po odkryciu, ze zwigzek nalezacy do benzodiazepin - flunitrazepam, silnie
wigze sie z receptorem GABAa [46]. Dodanie znakowanego [3H]flunitrazepamu
do homogenatu uzyskanego z mézgowia powodowato jego specyficzne wigzanie
z biatkiem o masie czasteczkowej ok. 51 kDa. Jak sie nastepnie okazato, biatko
to stanowito jedng ze sktadowych czesci receptora GABAa. Receptor GABAa
to heterooligomeryczny kompleks zbudowany z pieciu polipeptydowych podjed-
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TABELA 1. Charakterystyka znanych podjednostek receptora GABAa (na podstawie
[2,4,11,27,30,31,42,43]

Podjednostka a ] y 5 p
Liczba znanych podtypow 6 4 4 1 3
Masa czgsteczkowa podtypow
[kDa] aj 51 Pi 2 7.9 5 54 Pi 9
a2 53 2 56 y2 45 p2 ?
oc, 58 (3, 58 A ? pP3 ?
a4 2 pg 2 % ?
00, 55
a6 57
Kinazy odpowiedzialne PKA PKA PTK PKC
za fosforylacje poszczeg6l- PKC PKC PKC
nych podtypow PKG
CaM-kinaza Il

nostek, tworzacych $ciany kanatu chlorkowego. Wyodrebniony i oczyszczony re-
ceptorjest zbudowany z dwoch gtéwnych polipeptydéw: a - 0 masie czasteczkowej
51 kDa i @3- o masie 56 kDa, wchodzgcych w sktad kompleksu o catkowitej
masie czasteczkowej 220-355 kDa [9,10,54]. Kolejne prace pozwolity na ostateczne
wyodrebnienie pozostatych podjednostek receptora GABAa nazwanych kolejno:
y, 5 i p (tab. 1). Homologia I-rzedowej struktury podjednostek szacowana jest
na 30-40% [16,45,48,62]. Wiele z podjednostek ma jeden lub wiecej typow, a
wsréd nich homologia sekwencji aminokwaséw jest bliska 80% (rys. 1).

W kazdej podjednostce receptora GABAa wystepuja:

N-koncowa zewnatrzkomdrkowa cze$¢ z dwoma miejscami glikozylacji w
pozycji 10 i 110, z mostkiem cysteinowym #gczacym pozycje 138 i 152 oraz
cztery transbtonowe, hydrofobowe domeny o strukturze a-helisy (rys. 2).

Pomiedzy trzecig a czwartg a-helisg znajduje sie wewnatrzkomo6rkowy, hydro-
filowy tancuch charakteryzujacy sie duzg zmiennos$cig sekwencji aminokwasowej.
Fragment ten ma miejsca ulegajgce fosforylacji, co ma duze znaczenie w regulacji
funkcji receptora.

Badania z kilku ostatnich lat pozwolity na odkrycie kolejnych izoform pod-
jednostek receptora GABAa . Stwierdzono takze, ze ekspresja poszczegdlnych izo-
form podlega zmianom podczas rozwoju organizmu [5,27,35,36]. Pritchett i wsp.[53]
wykazali, ze w tkankach myszy i wotu istniejg dwa rodzaje podjednostki y2. Jedna
z nich, y2S (ang. short), jest prawie identyczna z poprzednio wyizolowang formg
y2, natomiast drugi rodzaj - y2L (ang. long), zawiera w sekwencji nukleotydowej
0 24 pary zasad (8 reszt aminokwasowych) wiecej niz y2. Ten fragment tancucha
whbudowany jest w cze$¢ wewngtrzkomadrkowa receptora i co wazniejsze, wystepuje
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RYSUNEK 2. Schemat budowy podjednostki receptora GABAa : N-kofcowa (zewnatrzkomérkowa)
cze$¢ polipeptydu ma dwa miejsca glikozylacji zaznaczone na schemacie w pozycji 10i 110 oraz mostek
cysteinowy fgczacy pozycje 138 i 152; kazda z podjednostek budujgcych receptor GABAa ma cztery
transbtonowe domeny o strukturze a-helisy (przedstawione na schemacie w postaci cylindréw); C-kon-
cowa czes$¢ polipeptydu znajduje sie w czwartej domenie i zwrdconajest do przestrzeni zewnatrzkomor-
kowej; C-koricowa cze$¢ nie ma wptywu na aktywno$¢ podjednostki kompleksu receptorowego; trzecia
i czwarta domena potaczone sg dtugim, wewngtrzkomérkowym tancuchem decydujagcym o podstawo-
wych funkcjach receptora; masa czgsteczkowa podjednostki receptora GABAa wynosi ok. 50 kDa (na
podstawie [48], zmodyfikowane)

w nim miejsce dla dziatania PKC. Przeprowadzone p6zZniej badania potwierdzity
obecno$é Y2S i YoL rowniez w moézgowiu cztowieka i szczura. W moézgowiu kur
zidentyfikowano dodatkowy rodzaj podjednostki (3. Forma ta okreslona jako (34
ma o 12 par zasad wiecej (4 reszty aminokwasowe) niz (& [27]. Najnowszym
odkryciem jest wykazanie obecno$ci 17 dodatkowych aminokwaséw w rodzaju
j2L w poroéwnaniu z [XS oraz brak 10 reszt aminokwasowych w rodzaju a6S
w porownaniu z a6 [27,36]. Ciekawym jest rowniez fakt, ze a6S, ktora przypu-
szczalnie powstata w wyniku nieprawidtowego przebiegu proceséw posttransla-
cyjnych, utracita swoje znaczenie funkcjonalne. Zwigzane jest to prawdopodobnie
z brakiem w rodzaju a6S pewnych aminokwasow w N-konicowej, zewnatrzko-
morkowej czesci receptora. Podobna modyfikacja wystepujgca w wiekszos$ci pod-
jednostek dotyczy wewnatrzkomdrkowego odcinka miedzy domeng 3 i 4 [36].
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IV. Kompleks receptorowy GABAa

Kompleks receptora GABAa skiada sie z kombinacji pieciu podjednostek (a,
3 vy, 6, p), a kazda z nich ma cztery transbtonowe domeny oznaczone 1-4 (rys.
3). Na $ciane kanatu jonowego CF sktadajg sie jedna lub wiecej domen z kazdej
z podjednostek [48]. Skonstruowanie prawdopodobnego modelu kompleksu recep-
torowego GABAa w znacznej mierze oparte byto na podobieAstwie budowy do
receptora cholinergicznego-nikotynowego.

Mozliwo$¢ wystepowania duzej liczby kombinacji w uktadzie domen i pod-
jednostek w obrebie kompleksu receptorowego nasuwa szereg pytan:

(1) Jak wiele r6znych odmian kompleksu receptorowego GABAa istnieje w
komorkach organizméw zywych?

(2) Z jakich podjednostek i domen sktadajg sie kolejne odmiany kompleksu
receptorowego, majace okreslone fizjologiczne i farmakologiczne znaczenie?

(3) W jakim zakresie zmiany struktury warunkujg dziatanie poszczegdlnych form?

Na pytania te nie mozna dzi$ jeszcze udzieli¢ wyczerpujacej odpowiedzi, chociaz
zgromadzono juz wiele interesujgcych informacji. Podjednostka p wystepuje na
przyktad jedynie w siatkbwce, podczas gdy podjednostki a, 3 i y oraz jedng z
podjednostek O znaleziono w wielu réznych regionach o$rodkowego i obwodowego
uktadu nerwowego [12,27]. Widsen i wsp. [66] udowodnili, ze takie podtypy, jak:
ab>$2'72a2 P3*QC3 7], 5, 05 (3 i o, ktére wchodzg w sktad kompleksu receptora
GABAa,wystepujgnajczesciej wbtonach komérek nerwowych. Zastosowanie metod
immunoprecypitacyjnych z wykorzystaniem przeciwciat dla poszczeg6lnych pod-
typéw pozwolito na wykazanie, ze podtypy: aj i/lub ( i/lub y2 w 60-70%
stanowig podstawe budowy kazdego z komplekséw receptorowych [22]. Badania
przeprowadzone przez Persohna i wsp. [51] przy zastosowaniu technik histoche-
micznych bardziej precyzyjnie scharakteryzowaty obszary wystepowania mRNA,
odpowiedzialnego za synteze poszczegdlnych podjednostek receptora GABAa (tab.
2).

1. Wptyw proceséw fosforylacji na aktywnos$¢ kompleksu
receptorowego GABAa

Obecnie uwaza sie, ze dziatanie kompleksu receptorowego GABAa w duzym
stopniu zalezy od poziomu ufosforylowania biatek, wchodzacych w jego skiad
[38,61]. Wiekszos¢ podjednostek receptora GABAa ma miejsca rozpoznawane przez
trzy kinazy: zalezng od cAMP (PKA), zalezng od Ca2+ i fosfolipidow (PKC)
oraz kinaze tyrozynowg (PKT), cho¢ opisano rowniez wptyw kinazy zaleznej od
cGMP (PKQG) ikinazy zaleznej od kompleksu Ca2+/CaM (patrz tez tabela 1). Kinazy
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RYSUNEK 3. Schemat budowy kompleksu receptorowego GABAa: kompleks receptorowy GABAa
sktada sie z pieciu podjednostek; kazda z nich ma cztery transbtonowe domeny (cylindry) ponumerowane
od 1do 4; rysunek gérny przedstawia kompleks receptorowy w formie, gdy kanatjest nieprzepuszczalny
dlajonéw CE, rysunek dolny przedstawia jedna z mozliwych konfiguracji kompleksu receptorowego w
potaczeniu z btong komorkowa, dla przejrzystego przedstawienia receptorajedna z podjednostek zostata
wysunieta (kierunek pokazuje strzatka), masa czgsteczkowa przedstawionego kompleksu wynosi ok.
220-355 kDa (na podstawie [18, 48,54])

PKA i PKC rozpoznaja charakterystyczne sekwencje aminokwasowe znajdujace
sie w czesci cytoplazmatycznej receptora, w tancuchu tgczacym trzecig i czwartg
domene [48]. Browning i wsp. [7,8] zaobserwowali in vitro fosforylacje biatka
receptorowego GABAa przy udziale PKA i PKC. Najlepszym substratem zaréwno
dla PKA, jak i PKC jest podjednostka (3 W doswiadczeniach in vitro reakcje
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TABELA 2. Wystepowanie mRNA podjednostek receptora GABAa w poszczeg6élnych obsza-
rach osrodkowego uktadu nerwowego u szczura (na podstawie [12, 22, 47, 51, 66])

Obszar OUN Podjednostka receptora GABA”"

a, ag °h ab a6 Pi Po Pj Yi Yo 5
Kora moézgu + + + + + + +
Moézdzek + + + + +
Hipokamp + + + + + + +
Wzg6rze + + + + +
Istota szara + + 4 +
Gatka blada + + 4 +
Rdzen kregowy + + + + + +

fosforylacji katalizowane przez te kinazy hamowane bylty w wyniku preinkubacji
z przeciwciatami, skierowanymi przeciwko sekwencjom aminokwaséw rozpozna-
wanych przez poszczeg6lne kinazy w podjednostce [3 Podwyzszenie stezenia cCAMP
w synaptosomach oraz w hodowlach komoérek nerwowych powodowato spadek
aktywnosci receptora GABAa W badaniach in vivo prowadzonych na myszach,
dordzeniowe podanie katalitycznej podjednostki PKA zmniejszato czesto$¢ otwie-
rania kanatu jonowego CF. Podobne efekty w warunkach in vitro obserwowano
w obecnosci estréw forbolu aktywujacych PKC [41]. Chociaz znaczenie fizjologiczne
proces6w fosforylacji receptora GABAa nie zostato do konca zbadane, sugeruje
sie, ze odgrywajg one kluczowg role w krotko- i dtugotrwatej regulacji dziatania
kompleksu receptorowego GABAa. W Swietle ostatnich doniesien, dodatkowym
specyficznym regulatorem procesu fosforylacji receptora GABAa wydaje sie by¢
tlenek azotu, ktéry w odmienny sposéb wptywa na aktywnos$é kinaz PKG i PKA,
ajednoczes$nie wykazano, ze NO dziata bezposrednio na podjednostke y2S receptora
[23,64]

2. Agonisci i antagonisci kompleksu receptorowego GABAa

Pierwsze doSwiadczenia majace na celu zbadanie funkcji receptora GABAa wy-
kazaty, ze jest on, wraz z integralnym kanatem jonowym CF, cze$cig sktadowg
btony komodrkowej i zdolny jest do przytgczania GABA oraz, w wiekszosci przy-
padkow, zwigzkdw nalezgcych do benzodiazepin [49]. Badajagc wptyw muscimolu
na receptor GABAa udowodniono, ze benzodiazepiny dziatajag na btone komoérkowa
doktadnie w tym miejscu, w ktdrym znajduje sie receptor GAB Aa .W mianownictwie
farmakologicznym receptor GABAa wraz z innymi biatkami oraz kanatem chlor-
kowym, tworzy kompleks receptorowy GABAa. Z istnieniem tego kompleksu
wigze sie dziatanie wielu innych zwigzkow, takich jak: pikrotoksyna, barbiturany,
benzodiazepiny i steroidy (tab. 3). Wyrazny wptyw agonistéw i antagonistéw kom-
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pleksu receptorowego GAB Aa na funkcje poszczegdlnych struktur nerwowych jest
w bezposredni sposdb zwigzany z wystepowaniem okreslonych typéw podjednostek
receptora w OUN. Zwiazki dziatajagce na receptor GABAa majg wybidrcze po-
winowactwo wobec okreslonych podjednostek receptora, np.: benzodiazepiny, tgczg
sie jedynie z podjednostkami a, podczas gdy GABA jedynie z podjednostkami
P [22]. Ponadto obecnos$é okreslonych typow podjednostek receptora GABAa zmie-
nia farmakologiczng funkcje danego kompleksu receptorowego [15]. Wptyw do-
wolnego zwigzku z grupy benzodiazepin na receptor sktadajacy sie z podjednostek
0C|, P7, y2 objawia sie dziataniem przeciwlekowym, a z podjednostek a2, (33, y2
wykazuje dziatanie uspokajajgce i przeciwdrgawkowe. Efektem przytgczenia ben-
zodiazepiny do podjednostki a receptora GABAa jest zmiana struktury kompleksu
receptorowego i wzmocnienie sity wigzania GABA z podjednostkg p. Jest to tzw.
bezposrednie dziatanie uktadu agonisci-benzodiazepina powodujace zwiekszenie
przepuszczalnos$ci jonow CE przez btony komadrkowe, hiperpolaryzacje btony ko-
madrkowej, zmniejszenie pobudliwos$ci neuronalnej, a w rezultacie prowadzace do
dziatania uspokajajacego i przeciwdrgawkowego. Przy zastosowaniu metody emi-
syjnej tomografii pozytronowej réznice w dziataniu kompleksu receptorowego GA-
BAa (pod wpltywem wybranych agonistow i antagonistéw) zostaly réwniez
udowodnione invivo u zwierzat i ludzi [25]. Ostatnie doniesienia znacznie poszerzajg
liste posrednich i bezposrednich modulatoréw receptora GABAa . Trijodotyronina
w obecnosci GABA dziatata jako niekompetycyjny antagonista, natomiast bezpo-
Srednio aktywuje kanat chlorkowy w nieobecnosci kwasu y-aminomastowego [14].
Ciekawg obserwacja byto stwierdzenie, ze agonistyczny lub antagonistyczny efekt
dziatania sulfopochodnych steroidow zalezy od konfiguracji a lub P grupy siar-
czanowej [17]. Wykazanie bezpos$redniej interakcji miedzy somatostatyng a kom-
pleksem receptorowym otwiera kolejng droge regulacji receptora GABAa [63].
Zaobserwowano rowniez, ze niektore anestetyki, jak na przykiad halotan oraz
etomidat, regulujg funkcjonowanie receptora GABAa w sposob stereospecyficzny

TABELA 3. Wybrane zwigzki dziatajace na receptor GABAa (na podstawie [ 28, 32, 33, 39, 41,
44, 45, 50, 52, 56, 80])

Agonisci selektywni Muscimol, GABA

Agonisci (benzodiazepiny) Diazepam, klonazepam

Agonisci (barbituriany) Pentobarbital, fenobarbital, heksobarbital
Agonisci (steroidy o dziataniu znieczulajgcym) Alfaksalon, alprazolam

Antagonisci kompetytywni Bikukulina

Antagonisci (benzodiazepiny) Flumazenil

Antagonisci (steroidy) Siarczan dehydroepiandrosteronu

Blokery kanatu chlorkowego Penicylina, pikrotoksyna
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AMagoniici Agowsca GABA

+ /+ cimot
* * + Etanol

Odwrotni
agoniici
Miejsce wigzania
bemodiazepm
atloprcgnandion
Miejsce wigzania
GABA
3aba Prrgncnolon
DHEAS
reurosteroidéw \  jonowy O barbituranéw
f

Siarczan pregncnotoou

Miejsce wiazania zwigzkéw
idrgawki

allopregnenocton

DHEAS

RYSUNEK 4. Zwiazki lub grupy zwigzkéw wykazujace powinowactwo do kompleksu receptorowego
GABAa : polaczenie agonistéw receptora GABAa z odpowiednim miejscem wigzacym w receptorze
powoduje nasilenie przeptywu jonéw CU przez kanat jonowy, a w nastepstwie hiperpolaryzacje i
zmniejszenie przewodnictwa neuronalnego; potaczenie antagonistow i odwrotnych agonistéw z recep-
torem przez hamowanie dziatania GABA, zmniejsza przewodzenie jonéw CF i w nastepstwie zwieksza
aktywno$¢ neuronalng, znakiem ,,+” oznaczono efekt pobudzenia przeptywu jondw CF, oznakowanie

zaktada mozliwo$¢ wystapienia zarébwno zwiekszenia, jak i zmniejszenia przeptywu j<jnéw CF
(na podstawie [6, 34,43, 52, 57, 65])

[26,59]. Schemat dziatania poznanych grup zwiazkéw oddziatujagcych z kompleksem
receptorowym przedstawiono na rysunku 4.

V. UWAGI KONCOWE

Ogromne zainteresowanie budowga i funkcjonowaniem receptora GABAa
wynika z faktu jego dominacji w o$rodkowym uktadzie nerwowym kregowcow.
Wystepowanie szeregu rodzajow podjednostek daje mozliwo$é zréznicowanych efek-
téw dziatania kompleksu receptorowego w poszczeg6lnych obszarach uktadu ner-
wowego. Mimo wielu lat badan nad receptorem GABAa zapewne nie wykryto
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jeszcze wszystkich jego form natywnych oraz form powstatych w wyniku modyfikacji
posttranslacyjnych. Dotychczas poznano 17 réznych typéw podjednostek receptora
GABAa, a odkrycie dodatkowych form, takich jak: L, (RS, {84, y2L, y2S i a 6S,
sugeruje mozliwo$é tworzenia wielu réznych kombinacji w obrebie kompleksu re-
ceptorowego GABAa. Istotna wydaje sie takze zbieznos$¢ czestosci wystepowania
okreslonych typoéw podjednostek receptora GABAa oraz pewnych funkcji fizjo-
logicznych. Ponadto zaohserwowano wptyw dtugotrwatego podawania lekéw z grupy
benzodiazepin na zawarto$¢ okreslonych izoform podjednostek w OUN cztowieka
[52]. Z terapeutycznego punktu widzenia wazna jest wrazliwos¢ receptora GABAa
i integralnie potgczonego z nim kanatu jonowego na dziatanie odmiennych farma-
kologicznie grup zwigzkow. Wiele z nich okazato sie niezastagpionymi lekami, ale
ze wzgledu na ztozono$¢ i obszemo$¢ zagadnien dotyczacych interakcji pomiedzy
lekami i receptorem GABAa, opisowi ich nalezatoby poswieci¢ odrebne opra-
cowanie.
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LEPTYNA | JEJ ROLA W REGULACJI MASY CIALA

LEPTIN AND ITS ROLE IN THE REGULATION
OF BODY WEIGHT

Leszek SZABLEWSKI

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

Streszczenie: Leptyna, peptyd kodowany przez gen ob, jest wydzielana przez adipocyty i bierze udziat
w regulacji pobierania pokarmu, wydatkéw energetycznych iilosci zmagazynowanego ttuszczu. Odgry-
wa istotna role w kontroli masy ciata. Przypuszczalnie przez dziatanie na podwzg6rze hamuje apetyt.
Brak funkcjonalnej leptyny u zwierzat powoduje obnizenie aktywnosci fizycznej, hypotermie, otytos¢ i
inne defekty metaboliczne. Poziom leptyny w organizmie zalezy przede wszystkim od iloSci zmagazy-
nowanego tluszczu, jakkolwiek inne czynniki takze wptywajg na jej synteze i wydzielanie. Korelacja
miedzy stezeniem leptyny w surowicy a masa ciata sugeruje, ze adipocyty informujag mézg i inne tkanki
o wielko$ci tkanki tluszczowej. Receptor leptyny i jego izoformy, bedgce efektem alternatywnego
sktadania, nalezy do rodziny klasy | receptora cytokiny.

Stowa kluczowe: leptyna, receptor leptyny, adipocyty, regulacja masy ciata

Summary. Leptin, the peptide encoded by the ob gene, is secreted by adipose cells and plays a role in
regulating food intake, energy expenditure and adiposity. Leptin plays a vital role in controlling body
weight, presumably by acting in the hypothalamus to supress appetite. In addition, animals lacking leptin
also exhibit decreased physiological activity, hypothermia, and other metabolic defects. Body fat is the
most important determinant of circulating leptin levels, but other factors also acutely regulate the
production and secretion of leptin. Serum leptin concentrations correlate with body mass and percent
body fat, suggesting that adipocytes are signaling the brain and other tissues about the size of the adipose
tissue-depot. The leptin receptor and various splice variants were cloned and found to have sequence
similarity to the class | cytokine receptor family.

Key words: leptin, leptin receptor, adiposity, body weight control.

Wykaz stosowanych skrétow: ACTH - hormon adrenokortykotropowy, CRH - hormon uwalniajacy
kortykotroping, CART - transkrypt regulowany kokaing i amfetaming, GCSF - czynnik stymulujacy
wzrost kolonii granulocytéw, G-M CSF - czynnik stymulujgcy wzrost kolonii granulocytéw i makrofa-
goéw, gp!30- przekaznik sygnatdw zwigzany z receptorem np. interleukiny 6, IL-1, IL -2... - interleukina
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1 2 IRS-1 - substrat receptora insuliny-1, LIF - czynnik hamujacy biataczke, LH - hormon
luteinizujagcy, MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogen, MCSF - czynnik stymulujacy
wzrost kolonii makrofagéw, P1-3K - 3 kinaza fosfatydyloinozytolu, STAT - cytoplazmatyczny czynnik
transkrypcyjny, TGF-p - transformujgcy czynnik wzrostu (3 TNF - czynnik martwicy nowotworu.

WSTEP

W 1953 roku Kennedy [37] przedstawit teorie dotyczacq regulacji ilosci po-
bieranego przez organizm pokarmu. Tak zwany model lipostatyczny zaktadat, ze
proporcjonalnie do ilosci zmagazynowanego ttuszczu, generowane sg sygnaty hu-
moralne. One z kolei, dziatajac na specyficzne rejony mézgu, powodowaty obnizenie
iloSci pobieranego pokarmu (ujemne sprzezenie zwrotne). Model lipostatyczny zostat
uzupetniony w roku 1973 przez Colemana [10]. Autor wykonat badania na dwéch
modelach genetycznie warunkowanej otytosci, powodowanej przez autosomalna,
recesywng mutacje, myszach ob/ob i db/db. W obu przypadkach u zwierzat wystepuje
hyperfagia i ciezka forma otytosci. Coleman zasugerowat, ze mutacja genu ob
(iobesity) powoduje brak sygnatu hamujacego pobieranie pokarmu. Natomiast skut-
kiem mutacji db (diabetes) jest niezdolno$¢ organizmu do odpowiedzi na krazace
sygnaty.

Badania przeprowadzone w ostatnich latach potwierdzity teorie Kennedy’ego
i Colemana. W roku 1994 zidentyfikowano gen ob u myszy [72]. Jego produkt
nazwano leptyng. Czasami uzywa sie okre$lenia biatko OB. Podanie leptyny myszom
ob/ob hamuje hyperfagie oraz przywraca wtasciwg mase ciata [6, 27, 52, 67]. Zwie-
kszenie stezenia leptyny u myszy typu dzikiego zmniejsza ilo$¢ pobieranego po-
karmu, powoduje ubytek masy ciata i wzrost wydatkéw energetycznych [27, 52].

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA LEPTYNY

Dowodow posrednich, potwierdzajagcych omawiane teorie dostarczajg takze inne
obserwacje dokonane na ludziach i gryzoniach. Wykazano, ze poziom leptyny w
surowicy jest skorelowany z iloScig zmagazynowanego ttuszczu [7, 28, 41, 45].
U ludzi szczuptych stezenie leptyny we krwi wynosi 7,5+9,3 ng/ml, natomiast u
otytych 31,3+24,1 ng/ml [15]. Ogromny rozrzut wynikéw mierzony wartos$cig SD
(dla ludzi szczuptych nawet SD > x) wynika z celu przeprowadzonych badan.
W badaniach uczestniczyto 136 szczuptych oséb (84 kobiety i 52 mezczyzn) oraz
139 os6b otytych (99 kobiet i 40 mezczyzn). Autorzy pracy usrednili uzyskane
wyniki nie uwzgledniajac réznic w stezeniu leptyny w surowicy w zalezno$ci od
pici. Chodzito wytgcznie o wykazanie korelacji miedzy stezeniem leptyny w surowicy
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ailoscig zmagazynowanego ttuszczu. Stad paradoksalny wynik, ze u 0s6b szczuptych
stezenie leptyny w surowicy moze mieé¢ warto$¢ ujemng. W bardziej szczegétowych
badaniach stwierdzono, ze stezenie leptyny we krwi zalezy takze od ptci. U szczuptych
kobiet wynosi 7,36+3,73 ng/ml, a u mezczyzn 3,84+1,79 ng/ml [46]. Natomiast
u kobiet otytych warto$¢ ta waha sie w granicach od 15,2+1,3 ng/ml do 46,3+8,4
ng/ml. Dla otytych mezczyzn wartoSci te wynoszg od 6,9+0,3 ng/ml do 10,0+2,3
ng/ml [26, 33, 56]. U dzieci szczuptych, stezenie leptyny we krwi wynosi 7,8+2,3
ng/ml, au otytych 38,6+21,0 ng/ml [29]. Nie stwierdzono zaleznoSci stezenia leptyny
od pici u dzieci szczuptych (wiek badanych dzieci 10,5%0,2 roku) [2]. Natomiast
u starszych, otytych dziewczat (12,9+2,7 lat), poziom biatka jest wyzszy niz u
chtopcéw (13,2+2,5 lat) i wynosi odpowiednio 25,2+14,1 i 17,2+12,6 ng/ml [66].
Okres pottrwania leptyny we krwi wynosi 24,9+4,4 min [38].

STRUKTURA GENU ob

Mysi gen ob jest zlokalizowany w chromosomie 6-10.5 [72]. Zawiera trzy
eksony rozdzielone dwoma intronami [32]. Region kodujacy genu jest zawarty
w eksonach 2 i 3, miedzy ktérymi znajduje sie intron (2.3 kz) zlokalizowany miedzy
kodonami dla glutaminy-49 i seryny-50. Ekson 1 zawiera tylko 26 pz. Transkrypt
genu ob u myszy stanowi mRNA o wielkosci okoto 4,5 kz [72].

Ludzki gen ob jest zlokalizowany w chromosomie 7q31.3 i strukturalnie jest
podobny do opisanego u myszy [1, 11, 22, 24, 36]. Gen zawiera okoto 20 kz i
sktada sie z 3 eksonow i 2 intronéw. Transkrypt ludzkiego genu ob o wielkoSci
okoto 3,5 kz wykazuje najwyzszg ekspresje w tkance ttuszczowej [14, 24, 48].
Technika Northern biot stwierdzono u cztowieka obecno$¢ omawianego mRNA
takze w sercu itozysku [24]. Poziom tego mRNA w tozysku jest okoto 100 razy
nizszy niz w adipocytach [5]. Ekspresja ob mMRNA zostata wykazana takze podczas
réznicowania mysich fibroblastow 3T3-L1 w adipocyty [47] oraz w mysich adi-
pocytach 3T3-F422A [42]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ekspresja genu ob w tych
liniach komdrkowych jest o wiele nizsza niz stwierdzana w pierwotnie izolowanych
fibroblastach [47].

BUDOWA LEPTYNY

Pierwszym produktem translacji jest biatko ztozone ze 167 aminokwaséw. Na
koricu N znajduje sie sekwencja sygnatowa, sktadajgca sie z 21 aminokwaséw.
Warunkuje ona translokacje biatka do mikrosomdw. Podczas obrébki potranslacyjne;j
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usuwana jest sekwencja sygnatowa ijuz jako biatko ztozone ze 146 aminokwaséw
leptyna jest uwalniana do krwi. Ludzka leptyna jest homologiczna do mysiej w
84% [12, 14, 72] i w 83% do szczurzej [51]. Masa czgsteczkowa leptyny wynosi
okoto 16 kDa [13]. Sekwencjaaminokwaséw szczurzej leptyny jest w 96% identyczna
z mysig [50, 51]. Leptyna owcza ma w 88% identyczng sekwencje aminokwasowa
w poréwnaniu z mysig i rézni sie tylko dwoma aminokwasami od leptyny bydlecej
[17, 21, 71].

Strukture drugorzedowg leptyny tworzg cztery helisy a: helisa A (pozycja
3 -24), helisa B (51-67), helisa C (72-94) i helisa D (122-141). Kazda helisa
zawiera 5-6 skretow. Wystepuje jedno (3-zgiecie wg Kline i wsp. [39] lub dwa
wg Considine i Caro [13]. Miedzy pozycjami 25-50 oraz 95 -121 wystepujg dtugie
petle, okreslane odpowiednio AB i CD, natomiast miedzy pozycjami 68-71, petla
krotka [39]. Pomiedzy cysteing-96 icysteing-146 wystepuje wigzanie dwusiarczkowe
[13].

Struktura trzeciorzedowa leptyny wskazuje, ze jest to biatko globulame, podobne
do cytokin, takich jak: interleukiny i G-MCSF. Pod wzgledem dtugosci helis, leptyna
wykazuje najwieksze podobienstwo do IL-2, IL-4, MCSF - przedstawicieli rodziny
o krétkich helisach. Pojedynczy mostek dwusiarczkowy miedzy poczatkiem petli
CD i koncem C przypomina G-MCSF, innego przedstawiciela cytokin o krétkich
helisach. Struktura drugorzedowg leptyny pozwala zaliczy¢ jg do cytokin o krotkich
helisach [16, 39].

RECEPTOR LEPTYNY

Receptor leptyny jest zaliczany do rodziny klasy | receptora cytokiny [61]. Jak-
kolwiek znany jest jeden gen (OB-R) zlokalizowany u cztowieka w chromosomie
1p31 [8, 9], jednak w wyniku alternatywnego skiadania, istniejg rozne izoformy
jego biatkowego produktu. Dotychczas zidentyfikowano 6 funkcjonalnych izoform
receptora leptyny (Ob-Ra, Ob-Rb, .., Ob-Rf) [13, 54, 61]. Wszystkie izoformy
majg domene zewngtrzkomoérkowga zbudowang z 840 aminokwaséw. Domena prze-
zbtonowa, z wyjatkiem Ob-Re, ztozona jest z 34 aminokwaséw. Ob-Re nie ma
tej domeny, jak rowniez domeny cytoplazmatycznej. Poszczeg6lne izoformy rdznig
sie wielkoscig domeny cytoplazmatycznej. Na tej podstawie wyrdznia sie dtugie
receptory leptyny (np. Ob-Rb) i krétkie (np. Ob-Ra) [13, 61].

Receptor leptyny zawiera fragment homologiczny do gpl30. To upodabnia Ob-R
do receptorow IL-6, LIF, GCSF, onkostatyny M - czyli receptoréw cytokin o dtugich
helisach [35, 39]. Jednak gpl 30 nie bierze udziatu w transmisji sygnatu leptynowego
w komdrce.



ROLA LEPTYNY 379

Ob-Rb ma najdtuzszg domene cytoplazmatyczng (302 aminokwasy), zawierajgca
miejsca interakcji dla kinazy tyrozynowej, kinazy Janus (kinaza Jak, Jak) i biatek
STAT, czyli cytoplazmatycznych czynnikéw transkrypcyjnych, ktore sg charaktery-
stycznymi przekaznikami drugiego rzedu w transmisji sygnatu od receptora cytokiny.
Ponadto znajdujg sie tu dwa wysoce konserwatywne rejony, box 1 i box 2, ucze-
stniczgce prawdopodobnie w transmisji sygnatu. Ob-Ra, nalezacy do krétkich re-
ceptoréw, ma domene cytoplazmatyczng ztozong z 34 aminokwasow, zawierajacg
miejsce interakcji tylko dla kinazy Jak. Inne, takze krotkie receptory moga zawierac
tylko box 1 [61, 69, 70].

Poczgtkowo sgdzono, ze ze wzgledu na budowe domeny cytoplazmatycznej,
tylko Ob-Rb jest zdolny do transmisji sygnatu w komdrce. Obecnie wiadomo, ze
takg role moze spetniaé takze Ob-Ra [70]. Interesujaca wydaje sie by¢ rola Ob-Re,
ktéry nie ma domeny przezbtonowej i cytoplazmatycznej i dlatego moze by¢ wy-
dzielany jako rozpuszczalny receptor. By¢ moze jego funkcja polega na przy-
taczaniu i inaktywacji krazacej we krwi leptyny [20, 31].

Lokalizacjaposzczeg6lnych izoform receptora leptyny wydaje sie by¢ specyficzna.
Obecno$¢ Ob-Ra wykazano w podwzgdrzu, jadrach i tkance ttuszczowej. Podobng
lokalizacje opisano dla Ob-Rb, jakkolwiek najwiekszg jego ilo$¢ stwierdzono w
podwzg6rzu i tytlomézgowiu [49]. Ob-Rc i Ob-Rd wystepuje przede wszystkim
w tkance tluszczowej, natomiast Ob-Re mRNA - w podwzgérzu, sercu, jadrach,
tkance tluszczowej i tozysku [13, 20], a Ob-Rf w wysepkach Langerhansa trzustki
[54]. Poziom poszczeg6lnych izoform receptora w danej tkance lub narzadzie jest
rézny [70].

Dtuga forma szczurzego receptora leptyny wykazuje 91 % identycznosci z mysim
i 76% identycznosci z ludzkim receptorem [53].

ROLA LEPTYNY W REGULACJI MASY CIALA

Leptyna wptywa na wiele procesdw zachodzacych w organizmie. Przede wszy-
stkim warunkuje homeostaze wagi ciata. Ponadto wpltywa na sekrecje insuliny,
stymuluje system immunologiczny, wptywa na hemopoeze, u myszy pobudza doj-
rzewanie piciowe, warunkuje prawidtowy przebieg cigzy, podwyzsza poziom hor-
monu luteinizujgcego, kontroluje wrazliwo$¢ na insuline i wzmaga pobieranie
glukozy przez tkanki wrazliwe na ten hormon, zmienia metabolizm wodny (za-
trzymuje potas w organizmie, a zwieksza wydalanie wody), podwyzsza temperature
ciata, wzmaga aktywno$¢ fizyczna, wpltywa na laktacje [3, 30, 34, 41, 44, 63,
64, 65, 73]. Sa to tylko przyktadowo wymienione procesy, ktdre sg kontrolowane
przez leptyne.
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Stosunkowo najwiecej wiadomo na temat roli leptyny w regulacji masy ciata.
Zgodnie z teorig Kennedy’ego, rozszerzong nastepnie przez Colemana, syntety-
zowana i wydzielana przez adipocyty leptyna dziata na podwzgorze. Jedng z sub-
stancji, aktywng w rejonach podwzgorza, zwigzanych zregulacjg pobierania pokarmu
jest neuropeptyd Y (NPY). Jest on syntetyzowany w jadrze tukowatym iuwalniany
w jadrze przykorowym, gdzie zachodzi stymulacja pobierania pokarmu [4]. Te
dwa rejony podwzgOrza zawierajg receptory leptyny. Neuropeptyd Y pobudza pro-
cesy anaboliczne w organizmie. Stymuluje pobieranie pokarmu, synteze enzymow
lipogenicznych, a tym samym zwieksza ilos¢ zmagazynowanego ttuszczu, hamujac
jednoczes$nie wydatki energetyczne organizmu [59]. Leptyna hamuje synteze NPY,
obnizajac ilos¢ NPY mRNA w jadrze tukowatym podwzgérza [57, 58, 62]. Tym
samym obnizone zostaje tempo wymienionych procesdw anabolicznych. Mozna
wiec stwierdzié, ze leptyna i NPY dziatajg na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrot-
nego.

Jednak wyniki badan wskazywaty, ze istnienie tylko tego mechanizmu bytoby
niewystarczajgce w regulacji masy ciata. Erickson iwsp. [18] uzyskali szczep myszy
zuszkodzonym genem kodujgcym NPY. Mimo ze u tych organizmdw nie wykrywano
NPY mRNA w moézgu, mialy one wasciwg mase ciata oraz pobieralty normalng
ilos¢ pokarmu. Ponadto, myszy te wykazywaty wiasciwg reakcje na podang leptyne,
redukujgc ilos¢ pobieranego pozywienia. Te i inne obserwacje sugerowaty, ze musi
istnie¢ takze inny mechanizm/czynnik, za posrednictwem ktérego leptyna wywiera
swoje fizjologiczne oddziatywanie.

Jednym z ,kandydatéw” jest CRH [55]. Wykazuje on przeciwne efekty w po-
rownaniu z NPY. Hamuje pobieranie pokarmu, obniza ilo§¢ zmagazynowanego
thuszczu, podwyzsza wydatki energetyczne. Pierwotnie CRH wykazuje ekspresje
w jadrze przykorowym, a ten rejon jest takze bardzo wrazliwy na anorektyczne
i termogeniczne efekty CRH. Wykazano, ze leptyna stymuluje ekspresje genu ko-
dujacego CRH w jadrze przykorowym [58]. Mozna wiec stwierdzi¢, ze leptyna
przez CRH pobudza procesy kataboliczne w organizmie [59, 68].

Innym czynnikiem regulujacym pobieranie pokarmu jest CART, peptyd zlo-
kalizowany w mézgu. U do$wiadczalnych, otytych zwierzat zuszkodzonym sygnatem
leptynowym nie stwierdzono CART mRNA w jadrze tukowatym. Podanie tym
zwierzetom leptyny stymuluje proces transkrypcji genu CART [40]. Rola CART
w organizmie jest podobna do roli CRH i polega na pobudzeniu proceséw kata-
bolicznych.

Przedstawiony model regulacji pobierania pokarmu polega na zachowaniu row-
nowagi miedzy procesami anabolicznymi i katabolicznymi. Funkcje regulatora spet-
nia leptyna, ktéra w zaleznosci od stezenia, w odpowiednim stopniu pobudza procesy
kataboliczne (stymulacja syntezy i wydzielania CRH i CART, przy jednoczesnym
zahamowaniu syntezy i wydzielania NPY).
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LEPTYNA A INNE CZYNNIKI

Opisany mechanizm regulacji masy ciata jest w rzeczywistosci bardziej skom-
plikowany. W wielu procesach leptyna wspoétdziata z niektdrymi hormonami. Po-
dobne do leptyny dziatanie na podwzgo6rze wykazuje takze insulina. Hormon ten
hamuje synteze i/lub wydzielanie NPY [60]. Réwniez wykazano, ze leptyna hamuje
wydzielanie insuliny przez komorki [B trzustki [54], a jednocze$nie podwyzsza
wrazliwos$¢ adipocytdw na insuline [63]. Z drugiej strony, insulina stymuluje pro-
dukcje i sekrecje leptyny w tkance ttuszczowej [3]. Leptyna wzmaga indukowang
insuling aktywno$¢ IRS-1 i Pl 3-kinazy, czynniki niezbedne do aktywacji stymulo-
wanego insuling transportu glukozy. Ponadto leptyna wptywa na transport cukru
(w badaniach in vitro) w komérkach miesniowych i adipocytach nie stymulowanych
insuling [73].

Przedstawione interakcje leptyna - insulina nie sg jedynymi, jakie opisano. Za-
leznosci réznego rodzaju wykazano takze w przypadku ACTH [55], endotoksyny
LPS, TNF [25], IL-1 [19, 25], TGF-(3 , IL-6, IL-11 [23], niektérych hormondw
ptciowych (LH, estradiol) [43] itd. Nie nalezy zapominaé, ze w regulacji ilosci
pobieranego pokarmu biorg udziat takze sygnaly docierajagce do podwzgorza z
jelita (mechaniczne i hormonalne) oraz zwigzane z czynnikami psychicznymi [13].

ZAKONCZENIE

Rola leptyny w regulacji proceséw zachodzacych w organizmie jest intensywnie
badana w wielu os$rodkach naukowych. Jakkolwiek badania prowadzone sg w
réznych kierunkach, zasadniczo koncentrujg sie na pewnej grupie zagadnien, takich
jak:

« Jakie mechanizmy regulujg synteze iwydzielanie leptyny napoziomie organizmu
i komorki?

o Jakijest powdd réznicy w stezeniu leptyny w zaleznos$ci od pici?

e Skad tkanka ttuszczowa wie, ze osobnik jest otyty lub pobiera nadmiar pokarmu?

« Jak wielkos¢ adipocytu jest ,,ttumaczona” na produkcje leptyny? Czy jest to efekt
rozciggniecia btony plazmatycznej, czy produkcji specyficznego dla adipocytéw
metabolitu lipidowego, ktéry aktywuje lub blokuje promotor genu obi

« Jaka jest regulatorowa rola innych hormon6éw metabolicznych (insuliny, korty-

zolu, GH itp.) i jak sgte sygnaty zintegrowane. Czy hormony te majg bezpos$redni

wptyw na promotor genu ob, czy tez regulujg produkcje leptyny przez wptyw na

magazynowanie lipidéw i metabolizm?

Jak wyglada transdukcja sygnatu leptynowego w mozgu od fosforylacji pierwszej

molekuty po przytaczeniu leptyny do receptora do aktywacji genéw. Obecnie
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wiadomo, ze leptyna aktywuje IRS-1, Pl 3-K, uruchamia $ciezke kinaz MAP oraz
c-jun, c-fos, jun-B.

« Naczym polega integracja sygnatu leptynowego z innymi przekaznikami docie-
rajgcymi do podwzgdérza?

» Jakajest przyczyna wystepowania opornosci na leptyne u ludzi otytych. Jakajest
rola leptyny w patogenezie niektdrych chorob. Czy jest to defekt w transmisji
sygnatu leptynowego, czy mechanizmu efektorowego?

e Czy leptynamoze by¢ efektywnym Srodkiem terapeutycznym u otytych ludzi, jak
to wykazano dla zwierzat.

« Jakajest rola receptoréw leptyny zlokalizowanych w tkankach obwodowych.

e Czy leptyna reguluje metabolizm specyficznych narzadow i tkanek, czy tylko
przekazuje informacje o zmagazynowanej energii w postaci ttuszczu, jak robi to
w centralnym uktadzie nerwowym?

Jak wyglada korelacja miedzy dziataniem leptyny a hibernacjg?

Wymienione przyktadowo kierunki badan ukazuja, jak ogromng role spetnia

leptyna w organizmie. Jednocze$nie uzmystawia fakt, ze dalecy jeszcze jesteSmy

od odpowiedzi na postawione pytania.
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ROLE OF Glut PROTEINS IN GLUCOSE TRANSPORT
INTO MAMMALIAN CELLS. Il. THE EFFECT OF INSULIN
ON ACTIVITY OF Glut 1 AND Glut 4
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Streszczenie: Badania nad biologig transporterow glukozy dotycza miedzy innymi wyjasnienia roli
insuliny w regulacji funkcji no$nikéw. Jednym z pierwszych, istotnych wynikéw byto opisanie recyrku-
lacji Glut 4 w komoérce przez system bton endosoméw i btony plazmatycznej. W procesie internalizacji
i eksternalizacji transportera prawdopodobnie istotng role odgrywa motyw dileucynowy zlokalizowany
w C-koncowej czesci transportera. Innym, rownie waznym momentem przetomowym w badaniach, byto
poznanie wczesnych sygnatéw uruchamianej przez insuline $ciezki sygnatowej w komérce, majacej
wplyw na regulacje transportu glukozy.

Stowa kluczowe: Glut 1, Glut 4, recyrkulacja, aktywno$¢ katalityczna, insulina, $ciezki sygnatowe.

Summary: Studies on glucose transporter biology have focused predominantly on the insulin-regulated
glucose transport system. One approach to unraveling the molecular details of the regulation of glucose
transport exploits new findings indicating that Glut 4 continuously recycles through membranes of the
endosomal tubulovesicular system and plasma membrane. Insulin-mediated Glut 4 occupancy of the
cell-surface membrane occurs by partial depletion of Glut 4 content in intracellular membranes. A
dileucine motif located in COOH-terminus appears to cause rapid endocytosis and retention of Glut 4
within intracellular membranes. Another approach to understanding insulin action on glucose transport
isto discoverthe earliest events trigerred by insulin receptor activation that specifically relate to regulation
of glucose transport.

Key words: Glut 1, Glut 4, recycling, insulin.

Wykaz stosowanych skrétéw: EGF - czynnik wzrostu naskérka; Glut 1, Glut 4 - transportery glukozy
(izoforma 11i 4); Grb - biatko zwigzane z receptorem czynnika wzrostu; GSK-3 - 3 kinaza syntazy
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glikogenu, IR - receptor insuliny; IRS-1 - substrat biatkowej kinazy tyrozynowej receptora insuliny;
Km - stata Michaelisa; MAPK - kinaza biatkowa aktywowana przez mitogen; PI-3K - 3 kinaza
fosfatydyloinozytolu; PDGF - czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek krwi; PtdIns(4)P - fosfatydy-
loinozytolo(4)fosforan; PtdIns(4,5)P2- fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan; PTP2 - biatkowa fosfa-
taza tyrozynowa-2; Raf - biatkowa kinaza serynowo-treoninowa; Ras - rodzina biatek onkogennych;
SH-2 - domena homologii z biatkiem Src; Shc - substrat biatkowych kinaz receptoréw EGF, PDGF i
insuliny; Sos - czynnik wymieniajacy nukleotydy guaninowe; V max - maksymalna szybkos¢ transportu
glukozy.

WSTEP

Szybko$¢ pobierania glukozy przez komoérki zalezy m.in. od aktywnos$ci danego
transportera, mierzonej wartosciag Km. Jednak badania wykazaly, ze w przypadku
niektérych narzadéw szybko$¢ transportu cukru przez btone komdrkowg jest uza-
lezniona od obecnosci insuliny. W adipocytach ludzkich hormon ten powoduje
2-4-krotny wzrost transportu glukozy, w szczurzych nawet 20-30-krotny [35, 63,
74, 78, 83]. Podobng wrazliwos¢ komdrek na insuline opisano w mieéniach szkie-
letowych iserca. U szczura hormon zwieksza Vmax pobierania glukozy przez komorki
miesniowe 7 razy [67], u cztowieka - 2 razy [14].

Istniaty rézne teorie probujace wyjasni¢ wzrost Vmax pobierania glukozy pod
wptywem insuliny. Jednak dopiero zastosowanie metod immunochemicznych po-
zwolito zrozumieé podtoze tych zmian. Stymulowany insuling wzrost transportu
glukozy do komérek w znacznym stopniu jest spowodowany zwiekszeniem stezenia
no$nika w btonie komérkowej. W btonie plazmatycznej komorek nie kontaktujagcych
sie z hormonem znajduje sie okoto 10% puli transportera. Reszta jest zlokalizowana
wewngatrzkomoérkowo [24]. Tak wiec insulina powoduje translokacje transportera
do btony plazmatycznej [11, 24, 25, 42, 64, 69]. W komorkach tkanki ttuszczowej
i miesni szkieletowych transport heksoz zachodzi gtdwnie przy udziale Glut 1 i
Glut 4. Aktywno$¢ obu izoform noénikéw jest regulowana insuling [11, 47].

MECHANIZM DZIAELANIA INSULINY

Insulina, hormon wydzielany przez komérki (3 trzustki, reguluje wiele proceséw
biologicznych, zarbwno metabotropowych jak i mitogennych, wykazujgc tym samym
efekt plejotropowy [50]. Hormon przytgcza sie do podjednostki a receptora insuliny.
W skutek tego zachodzg zmiany konformacyjne powodujgce uaktywnienie podjed-
nostki [3 wykazujacej aktywno$¢ kinazy tyrozynowej. Autofosforylacja miejsc ty-
rozynowych podjednostek [3stymuluje takze aktywno$¢ kinazy tyrozynowej receptora
w stosunku do biatkowych substratéw cytoplazmatycznych. Jednym z nich jest



REGULACJA AKTYWNOSCI Glut 11Glut4 389

IRS-1. Maon liczne miejscatyrozynowe, serynowe i treoninowe, potencjalne miejsca
fosforylacji. Fosforylacja tyrozyn IRS-1 umozliwia asocjacje tego biatka z innymi
cytoplazmatycznymi biatkami regulatorowymi, zawierajgcymi domeny SH2. Do
takich biatek naleza np. PI-3K, PTP2 (SYP, SHPTP2), Grb2, Nck (rys. 1).

1. Rola p21 Ras w translokacji transportera

Insulina moze stymulowac aktywnos¢ biologiczng biatek Ras przy udziale dwoch
niezaleznych wiacznikéw [11]. Fosforylacja miejsc tyrozynowych w IRS-1 i Shc
ujawnia wysokie powinowactwo wobec domeny SH2 w biatku Grb2, ktoére asocjuje
poprzez swoje regiony SH3 z bogatymi w proling biatkami Sos (Sos-t i Sos-2).
Insulina powoduje gwattowng asocjacje Grb-2 zaréwno z IRS-1, jak i biatkami
Shc. Ponadto, biatka Sos tworzg kompleksy z IRS-1 i Shc w odpowiedzi na insuline
[2, 68]. Shc jest biatkiem cytoplazmatycznym. Nieznany jest dotychczas mechanizm
przytaczania tego biatka do btony plazmatycznej w komaérkach insulino-wrazliwych
w odpowiedzi na hormon. By¢ moze Shc tgczy sie przez swojg domene SH2 z
jakim$ biatkiem btonowym majacym ufosforylowang tyrozyne.

RYSUNEK 1. Wptyw insuliny na procesy zachodzace w komérce, na schemacie przedstawiono takze
Sciezki sygnatowe zwiazane z translokacjg Glut 4 (wg réznych autoréw)
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Biatko p21 Ras oddziatujgc z N-kofAcowg domeng kinazy biatkowej Raf po-
woduje uaktywnienie $ciezki MAP-kinaz (MAPKK, MAPK) [11, 50, 59]. Fosfo-
rylacja MAP-kinaz w efekcie katalizuje fosforylacje GSK-3, hamujgc tym samym
dziatanie enzymu [76,82]. Uruchomienie tej sSciezki sygnatowej w komérce powoduje
takze uaktywnienie czynnikéw transkrypcyjnych, odpowiedzialnych za regulacje
ekspresji gendw w komérce (rys. 1).

Wyniki badan wskazujg jednoznacznie, ze udziat biatka Ras jest niezbedny w
transmisji sygnatow komorkowych pod wptywem insuliny. Natomiast niejasna po-
zostaje rola tego biatka w przemieszczaniu transporteréw glukozy. Mikroiniekcja
przeciwciat anyt-p21 Ras do kardiomiocytdw spowodowata obnizenie o okoto 50%
stymulowanego insuling pobierania glukozy [60]. Natomiast analogiczne badania
wykonane na adipocytach 3T3-L1 nie wykazaly zadnego wptywu przeciwciat na
omawiany proces [32]. Ekspresja onkogennego mutanta p21 Ras w adipocytach
[52] lubkardiomiocytach [60] powodowatawzrostpobieraniaglukozy przez komorki,
a ponadto w adipocytach obserwowano wzrost redystrybucji Glut 1 i Glut 4 do
btony plazmatycznej [36, 52]. Wyniki innych doswiadczen wskazujg natomiast na
udziat Ras wytacznie w mitogennej Sciezce sygnatowej [21, 28, 31]. Ponadto, EGF
takze aktywuje kaskade MAP-kinaz, ale nie wptywa na transport glukozy [18,
70]. Jesli wiec p21 Ras odgrywa jaka$ role w tym procesie, stanowi¢ moze wytgcznie
jeden z dodatkowych sygnatéw [11].

2. Rola PI-3K w translokacji transportera

3-kinaza fosfatydyloinozytolu sktada sie z podjednostki regulatorowej o masie
85 kDa (p85) i z podjednostki katalitycznej o masie 110 kDa (pllO). Podjednostka
regulatorowa przez swoje domeny SH2 tgczy sie z IRS-1. Powstate w wyniku
asocjacji zmiany konformacyjne p85 umozliwiajg przytgczenie pl 10 i aktywacje
PI-3K. Czynny enzym przez fosforylacje PtdIins(4)P oraz PtdIns(4,5)P2 stymuluje
biosynteze nowych przekaznikéw drugiego rzedu [50]. Jednak molekularny me-
chanizm ich dziatania nie zostal w petni poznany.

Wyniki doswiadczen wskazujg, ze aktywacja PI-3-kinazy jest konieczna w re-
gulacji transportu glukozy [15, 20, 21, 28, 34]. Dodanie do hodowli komérek spe-
cyficznego inhibitora tego enzymu, wortmaniny, blokuje stymulowany insuling
transport glukozy w adipocytach 3T3-L1 i miocytach [17, 66]. Analogiczny wynik
uzyskano po dodaniu do hodowli adipocytow inhibitora LY 294002 [4]. Mikroiniekcja
dominujgcego negatywnego mutanta podjednostki 85 kDa PI-3-kinazy do komérek
3T3-L1 takze spowodowata zahamowanie translokacji Glut 4 w odpowiedzi na
insuline [51, 61].

EGF oraz PDGF takze aktywuja PI-3K, ale nie wptywajg na transport glukozy
w adipocytach [18, 65, 70, 84]. Istniejg dwie hipotezy ttumaczace ten wynik [11].
Pierwsza z nich zaklada, ze aktywacja PI-3-kinazy nie wystarcza do stymulacji
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transportu glukozy do komoérki. Konieczne jest w tym przypadku uruchomienie
innych Sciezek sygnatowych w komérce [11, 34]. Wedtug dmgiej teorii, lokalizacja
PI-3-kinazy inagromadzenie produktow fosforylacji w specyficznym kompartmencie
komoérkowym warunkuje translokacje transporteréw glukozy w btonie plazmatycznej
[11,33,65,77].

WPLYW INSULINY NA RECYRKULACJIE
TRANSPORTEROW GLUKOZY

1 Recyrkulacja transporterow glukozy

W adipocytach i komérkach mie$niowych zidentyfikowano dwie izoformy re-
cyrkulujgcych transporteréw. Sg to Glut 1 i Glut 4 [11]. Udziat Glut 4 w pod-
stawowym, bez stymulacji insuling pobieraniu glukozy przez komorki tkanki
tluszczowej i mieSniowej jest niewielki. Wynika to z faktu lokalizacji transportera
przede wszystkim w kompartmentach wewngatrzkomérkowych. Ogélna zawarto$é
Glut 1w tych komérkach jest znacznie nizsza niz Glut 4 [16]. Jednak ze wzgledu
na jego lokalizacje przede wszystkim w btonie plazmatycznej, prawdopodobnie
odgrywa on istotng role w transporcie glukozy do komorki w stanie podstawowym.
Obie izoformy transporterow majg zdolno$¢ recyrkulacji. Pod wptywem insuliny
gwattownie wzrasta ilos¢ Glut 4 w blonie plazmatycznej (okoto 50% zlokali-
zowanego wewnatrzkomdérkowo transportera ulega eksternalizacji w ciggu okoto
5 minut, w temperaturze 37°C) [11]. Wéwczas ta izoforma odgrywa istotng role
w transporcie glukozy.

Wiekszo$¢ badan dotyczy recyrkulacji Glut 4. Z tego powodu omawiany proces
zostanie przedstawiony na przyktadzie tej izoformy. Podczas endocytozy, czgsteczki
transporteragrupuja sie w wgtebieniach btony plazmatycznej optaszczonych klatryna.
Powstaje kompleks transporter-klatryna. W wyniku dalszego wpuklania wgtebien
i ich odrywania, tworzg sie endosomy. Wewnatrz komérki Glut 4 jest stwierdzany
w tubularno-pecherzykowych elementach endosomalno-trans Golgi (szczegblnie w
mikrosomach o niskiej gestosci elektronowej). W procesie egzocytozy nastepuje
wbudowanie transportera w btone plazmatyczna.

2. Model regulowanej egzocytozy [38]

Wedtug tego modelu, mechanizm transportu Glut 4 do btony plazmatycznej
w odpowiedzi na insuline jest analogiczny do sekrecji w wyspecjalizowanych ko-
morkach endokrynowych lub komadrkach, ktére uwalniajg neurotransmitery. Zgod-
nie ztym zatozeniem, Glut4jest zlokalizowany w btonie specyficznych pecherzykow
sekrecyjnych. Specyficzno$é tych struktur polega na obecnosci charakterystycznych
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biatek, takich jak np. synaptobrewina, VAMPs (vesicle-associated membrane pro-
teins), SCAMPs (secretory carrier membrane proteins). W pecherzykach zawie-
rajagcych Glut 4 w szczurzych adipocytach stwierdzono obecno$¢ trzech biatek
(36-40 kDa), ktore zidentyfikowano jako SCAMP [54, 79]. Ponadto wykazano,
ze pecherzyki te majg podobng wielkos$¢, wspotczynnik sedymentacji, gestos¢ i
sktad polipeptydowy [43], zawierajg przynajmniej jedno biatko, oprocz Glut, jako
marker (amino-peptydaza gp 160) [42, 46, 47]. Te wszystkie dane moga Swiadczy¢
0 unikalnym, wyspecjalizowanym przedziale komorki [56, 57, 58, 59, 80, 81].

Jednak szczegétowa analiza danych doswiadczalnych wskazuje, ze zatozona ana-
logia moze byc¢ niestuszna. Badania w mikroskopie elektronowym komorek wra-
zliwych na insuline wykazaty lokalizacje immunoreaktywnego Glut 4 w btonach
endosomalno-trans Golgi retikulum, ktére zawieraty biatka podlegajace ciagtej re-
cyrkulacji [27, 62, 72, 75, 88]. Ponadto, biatka obecne w izolowanych pecherzykach
bogatych w Glut 4 regulujg przemieszczanie membran i $ciezke recyrkulacyjna
we wszystkich komorkach. Przyktadem takiego biatka jest Rab 4, biatko wigzace
GTP [7, 8]. Efektem dziatania insuliny na adipocyty jest obnizenie poziomu zaréwno
biatek regulatorowych, jak i Glut 4 w tych pecherzykach. W pecherzykach bogatych
w Glut 4 stwierdzono takze Pl-4-kinaze, co mogtoby sugerowaé, ze obecnos$¢ ufo-
sforylowanych pochodnych fosfatydyloinozytolu jest niezbedna w translokacji trans-
portera. Ale Pl-4-kinaza jest obecna we wszystkich innych frakcjach btonowych
izolowanych adipocytéw, tgcznie z mitochondriami ijgdrem [11]. Ponadto, wyniki
badan zuzyciem specyficznych inhibitorow wskazujg, ze za translokacje transportera
jest odpowiedzialna PI-3K, a nie Pl-4-kinaza [11, 49, 87]. Powyzsze dane raczej
wiec wykluczajg specyficzng lokalizacje Glut 4.

3. Model regulowanej recyrkulacji [38]

Alternatywny model translokacji Glut 4 sugeruje, ze kompartment zawierajgcy
Glut 4 stanowi czes$¢ systemu endosomalno-trans Golgi retikulum, ajego translokacja
do btony komoérkowej jestuwarunkowana zmiangtempaendocytozy i/lub egzocytozy.

Istotng role w insulinowej regulacji recyrkulacji Glut 4 odgrywa fragment C-
koAcowy transportera [12, 22]. Zawiera on motyw dileucynowy w pozycjach 489
1490 [9, 85]. Jest on poprzedzony seryng (Ser 488). W wielu receptorach ta sekwencja
aminokwasOw wydaje sie by¢ odpowiedzialna za internalizacje i dalsze losy receptora
w systemie endosomalnym. Przyktadem moze byé receptor IGF-11/Man-6-P [40,
41, 45] lub CD3 w limfocytach [13]. W tym ostatnim, internalizacja biatka jest
regulowana fosforylacjg seryny [13]. W Glut 4 seryna 488 jest fosforylowana pod
wptywem czynnik6w podwyzszajgcych poziom cAMP w komdrce i defosforylowana
w odpowiedzi na insuline [55]. Receptor IGF-II takze ulega defosforylacji pod
wptywem insuliny [10]. Dane te sugerujg, ze recyrkulacja Glut 4 jest regulowana
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fosforylacjg/defosforylacja Ser488, jednak bezposrednich badan w tym kierunku
dotychczas nie przeprowadzono.

Wedtug modetu regulowanej recyrkulacji, insulina stymuluje takze egzocytoze
Glut 4. Rowniez w tym procesie istotng role odgrywa motyw dileucynowy. Po
internalizacji transportera, jego wedréwka jest ograniczona w wyniku potgczenia
sie specyficznego receptora (rétention receptor) z leucynami 489 i 490 transportera.
Powoduje to opéznienie egzocytozy. Natomiast insulina ,,uszkadzajac” te sekwencje,
uniemozliwia potaczenie transportera z receptorem. Jednak mechanizm, w wyniku
ktérego hormon powoduje dezaktywacje motywu dileucynowego, pozostaje nieznany
[11, 38]. Potwierdzeniem tej koncepcji moze by¢ szybsze tempo recyrkulacji Glut
1, w ktorym brak jest sekwencji Leu-Leu, w pordwnaniu z Glut 4. Aby w pekni
potwierdzi¢ stuszno$¢ tej koncepcji, badano tempo endocytozy i egzocytozy w ko-
madrkach kontrolnych i stymulowanych insuling. Niestety, uzyskiwano bardzo r6zne
wyniki. Wedtug jednych autoréw [86] insulina, w poréwnaniu z kontrolg, powoduje
w adipocytach wzrost egzocytozy Glut 4 0 900%, a zahamowanie tempa endocytozy
transportera o 30%. Wedtug innych badaczy [39], wartosci te wynoszg odpowiednio:
300% i 70%.

Inna wersja tego modelu zaktada, ze aktywacja receptora insuliny prowadzi do
fosforylacji miejsc tyrozynowych IRS-1 zlokalizowanego w btonie systemu endo-
somalnego. Prowadzi to do pobudzenia znajdujgcej sie w poblizu PI-3-kinazy, czego
efektem jest nagromadzenie 3’ ufosforylowanych fosfoinozytoli, katalizujacych ruch
btony do powierzchni komorki.

Dodanie toksyny cholery [5] lub kadmu [29] do hodowli adipocytéw 3T3-L1,
powoduje znaczacy wzrost pobierania glukozy przez komorki. Jednak te czynniki
nie wptywajg na zmiane stezenia Glut 1i Glut4 w btonie plazmatycznej. W przypadku
Glut 1 stwierdzono, ze pod wptywem niektorych substancji catkowita ilos¢ trans-
portera w btonie komdrkowej nie zmienia sig, wzrasta natomiast ilos¢ aktywnego
transportera [6, 19, 30]. By¢ moze insulina powoduje, oprdcz innych efektow, takze
wzrost wewnetrznej aktywnosci katalitycznej Glut 4 [23]. Mozliwos$¢ wzrostu aktyw-
nosci katalitycznej tego transportera wykazano np. pod wptywem wanadianu sodu
[53] oraz noradrenaliny [73]. Jednak molekularny mechanizm lezacy u podstaw
tej regulacji nie zostat dotychczas poznany.

UWAGI KONCOWE

Poznanie roli insuliny w transporcie heksoz do komdérek ma ogromne znaczenie
dla medycyny. Pozwoli lepiej poznaé¢ przyczyny cukrzycy typu Il, a tym samym
skuteczniej leczy¢ chorych. Jednak przedstawione dane wskazujg, ze wiele pytan
pozostaje na razie bez odpowiedzi, wzglednie istniejg teorie, ktére nie zostaty po-
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twierdzone. Jednocze$nie wyniki niektérych doswiadczen jeszcze bardziej kom-
plikujg ten problem. Stwierdzono np. transmisje sygnatu dla translokacji Glut 4
przez Sciezke niezalezng od insuliny [48], PI-3-kinazy [72] lub IRS-1 [1,71]. Trans-
lokacja Glut 4 moze by¢ regulowana takze przez diacylglicerol [26]. Glut 1i Glut
4 przez kwas tiooctowy [16]. Skomplikowanym zagadnieniem wydaje sie takze
kontrola ekspresji genu GLUT 1 [3]. Wazna role w aktywnoSci katalitycznej trans-
portera takze wydaje sie odgrywa¢ N-glikozylacja transportera [37]. Przedstawione
hipotezy i pytania wskazujg na ogromng ztozono$¢ mechanizmoéw zwigzanych z
transportem glukozy do komérki. Trwaja doswiadczenia majace na celu pomoc
chorym na cukrzyce. W bardzo szerokim zakresie prowadzone sg badania dotyczgce
poznania przyczyn cukrzycy obu typdw. Jednocze$nie poszukuje sie coraz sku-
teczniejszych metod leczenia. Bada sie $rodki farmakologiczne, potencjalne leki,
zapobiegajace hiperglikemii. Duze znaczenie przypisuje sie odpowiedniej diecie
i wysitkowi fizycznemu. Prowadzi sie réwniez badania, na razie laboratoryjne,
wykorzystujace metody inzynierii genetycznej [11, 22, 31, 37, 42, 64, 69, 81, 88].
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Streszczenie: Omowiono budowe i funkcje receptora folitropiny. Dojrzate biatko zawiera dtugg N-kon-
cowg domeneg zewnatrzkomérkowa, konserwatywna domene przezbtonowa ztozong z siedmiu a-heli-
kséw potgczonych przez petle zewnatrzkomérkowe i wewngtrzkomorkowe oraz C-koricowg domene
wewnatrzkomérkowa. Receptor FSH nalezy do klasy receptoréw sprzezonych z biatkiem G i przekazuje
sygnat hormonalny na cyklaze adenylanowg gtéwnie przez aktywujace biatko Gs. Oméwiono budowe
genu receptora FSH i regulacje jego ekspresji. Przedstawiono wyniki badan mutacji genu receptora FSH,
powodujacych dziedziczne zaburzenia ptodnosci.

Stowa kluczowe: receptor folitropiny, transdukcja sygnatu, mutacje.

Summary: The follicle-stimulating hormone receptor structure and function were described. The mature
protein contains a large N-terminal extracellular domain, a conserved transmembrane domain, that has
7 membrane-spanning a-helices connected by extracellular and intracellular loops, and a C-terminal
intracellular domain. The FSH receptor belongs to the class of G protein-coupled receptors and
transduces the hormonal signal to adenyl cyclase mainly through the stimulatory Gs protein. The
structure of the FSH receptor gene and regulation of its expression were described. The results of
investigation of mutations in the FSH receptor gene causing hereditary reproductive failures were
discussed.

Key words: follitropin receptor, signal transduction, mutations.

WSTEP

Hormony glikoproteinowe, do ktérych zaliczamy tyreotropine (TSH) oraz gona-
dotropiny: lutropine (LH), gonadotropine kosmdwkowg (CG) i folitropine (FSH),
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sg heterodimerami zbudowanymi z identycznej dla wszystkich czterech hormonéw
podjednostki a i réznych dla kazdego z tych biatek podjednostek [3 Wszystkie
te hormony, z wyjatkiem CG, wydzielane sg przez przedni ptat przysadki mézgowej.
Gonadotropiny odgrywaja wazng role w fizjologii rozrodu regulujac zaréwno ste-
roidogeneze, jak i gametogeneze w gonadach u obu pici [6, 24, 92].

Komorkami docelowymi dla LH w gonadzie zenskiej sg komérki ostonki pe-
cherzyka Graafa, komarki ziarniste i ciatka z6ttego, natomiast w gonadzie meskiej
- komorki Leydiga. Syntetyzowana w komorkach trofoblastu tozyska gonadotropina
kosmowkowa zastepuje dziatanie LH na ciatko zokte.

Lolitropina dziata na komorki ziarniste jajnika i komorki Sertoliego jadra.
Hormon ten stymuluje wzrost pecherzykéw jajnikowych, lecz jego rola w procesie
dojrzewania i selekcji pecherzykdw Graafa jest stabo poznana [6, 18, 30, 68, 96,
104]. W jadrach FSH jest konieczny do zapoczatkowania i przebiegu spermatogenezy
oraz funkcji komdrek Sertoliego [18, 30, 80, 93]. Podczas gdy rola LH polega
na stymulowaniu komaérek srédmigzszowych Leydiga do syntezy androgenow, ktére
sg gtbwnym regulatorem spermatogenezy, funkcja FSH w tym procesie ijego dzia-
tanie w nabtonku plemnikotwdrczym pozostaje niewyjasniona [77,109]. W badaniach
na zwierzetach doswiadczalnych wykazano, ze w okresie ptodowym i okotopo-
rodowym FSH wywotuje mitozy komorek Sertoliego [62, 77] oraz ze jego dziatanie
jest zalezne od stadium cyklu nabtonka plemnikotwdrczego i jest skorelowane z
produkcjg androgendw [77]. Poniewaz FSH zwieksza liczbe spermatogonii i pobudza
ich przemiane w spermatydy, hormon ten odgrywa wazng role w procesie sper-
matogenezy nie tylko podczas rozwoju jader, ale i u osobnikéw dorostych [61].
Role FSH w spermatogenezie potwierdzajg wyniki badan, w ktérych wykazano
zmniejszenie liczby plemnikéw u szczuréw immunizowanych przeciw receptorom
FSH i LH [20]. Niektére doniesienia sugerujg, ze aczkolwiek FSH jest niezbedny
dla zachowania ptodnosci u osobnikéw pici zenskiej, to ptodnos¢ u osobnikéw
meskich jest zachowana bez udziatu tego hormonu [92].

Gonadotropiny wigza sie ze swoistymi receptorami btonowymi komorek do-
celowych i zjawisko to inicjuje przekazanie sygnatu do wnetrza komorki.
W przypadku hormonow glikoproteinowych transdukcja sygnatu odbywa sie za
posrednictwem biatka Gs, ktére aktywuje cyklaze adenylanowg potrzebng do pro-
dukcji cAMP. Wzrost poziomu tego zwigzku w komérce powoduje uaktywnienie
kinazy biatkowej A, ktora fosforyluje czynniki transkrypcyjne, wptywajac na eks-
presje odpowiednich genéw (rys. 1) [40]. W przypadku FSH wykazano réwniez,
ze zwigzanie hormonu z receptorem wzmaga przemiany fosfatydyloinozytolu i po-
woduje wzrost poziomu wapnia w cytozolu [19, 32, 75]. Przypuszcza sie wiec,
ze FSH uruchamia rowniez kaskade fosfolipazy C [64].

Przez szereg lat ustalano strukture pierwszorzedowg receptoréw gonadotropin.
W poprzedniej pracy, ktdra ukazata sie w tym czasopismie, szczegétowo omdwiona
zostata budowa i funkcja receptora tutropiny [89].
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RYSUNEK 1 Schemat dziatania receptora FSH. Zwigzanie hormonu wywotuje zmiany konformacyjne
w czasteczce receptora, ktére wptywaja na biatko Gs zwiagzane z domeng cytoplazmatyczng receptora.
Podjednostka a biatka G aktywuje cyklaze adenylanowa i wzmaga synteze cAMP, ktéry uaktywnia
kinaze biatkowg: R - receptor FSH, Gs - biatko wiazace GTP, AC - cyklaza adenylanowa, r -
podjednostka regulatorowa kinazy biatkowej, C - podjednostka katalityczna kinazy biatkowej

Specyficznos$¢ tkankowa ekspresji genu receptora folitropiny w poszczegélnych
okresach rozwoju ptodu i fazach cykléw fizjologicznych oraz mechanizm regulacji
ekspresji receptora moga wskazywaé na funkcje hormonu. Dlatego wazne jest po-
znanie budowy i funkcji receptora.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najnowszych danych na temat budowy
i funkcji receptora FSH, zwaszcza oméwienie jego roli w gametogenezie i wptywie
zmian w strukturze receptora na rozrodczos$é.

BUDOWA RECEPTORA FSH

Receptor FSH nalezy do nadrodziny receptor6w dziatajacych za posrednictwem
biatek G, wsrod ktorych wyroznia sie szesé typéw [21, 24, 39, 71, 83, 90]. Ligandy
dla tych receptoréw stanowig nie tylko hormony i neuroprzekazniki, poczawszy
od matoczgsteczkowych amin biogennych przez peptydy do wielkoczgsteczkowych
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hormonéw glikoproteinowych [90], lecz takze substancje zapachowe i smakowe
oraz Swiatto o réznej diugosci fali [21, 71]. W obrebie nadrodziny receptoréw
wigzacych biatko G wyr6zniono rodzing 7TMR (R7G) charakteryzujaca sie obe-
cnoscig siedmiu segmentow przezbtonowych [39]. Receptory hormonéw glikopro-
teinowych tworzgnieliczng podklase receptoréw majacych dtugg N-koricowg domene
zewnatrzkomorkowg [94].

W wyniku wieloletnich badan ustalono sekwencje aminokwasowg réznych re-
ceptoréw dziatajacych za posrednictwem biatka G, w tym takze ludzkiego receptora
FSH (FSHR) [16, 26, 38] (rys. 2). W piSmiennictwie istnieje jednak niezgodno$¢
dotyczaca pozycji niektérych aminokwaséw w zaleznos$ci od tkanki, z ktorej izo-
lowano DNA, np. z jajnikéw i jader (112 Thr > Asn, 197 Ala > Glu, 198 Val
> Leu, 307 Ala > Thr) [25].

Wzgledna masa czgsteczkowa FSHR cztowieka i matpy wynosi ok. 77 kD [26],
a szczura ok. 74 kD [83], cho¢ sadzi sie, ze masa czasteczkowa tego receptora
zalezy od stopnia glikozylacji biatka lub dojrzatosci prekursora [12]. Ludzki receptor
FSH zawiera 695 aminokwasow, z ktérych 17 N-koAcowych stanowi przypuszczalnie
peptyd sygnatowy [26]. Stwierdzono tez wystepowanie skréconych form jadrowego
receptora 0 mniejszej masie czasteczkowej (rys. 2).

W receptorze folitropiny wyrdéznia sie:

N-koincowg domene zewngtrzkomérkowga - ED (extracellular domain) o cha-
rakterze hydrofilowym,

- domene przezbtonowg - TD (transmembrane domain), bogatg w reszty ami-

nokwasdw hydrofobowych oraz
krétka hydrofitowag domene wewnatrzkomérkowa - 1D (intracellulardomain)
(rys. 21 3).

Charakterystyczna dla receptorow hormonéw glikoproteinowych dtuga domena
zewnatrzkomdrkowg FSHR wraz z peptydem sygnatowym zawiera 366 amino-
kwaséw. Podobnie jak w innych receptorach glikoproteinowych, w ED FSHR
wystepuje 14 niedoktadnie powtérzonych sekwencji po okoto 25 aminokwaséw
kazda, nazywanych motywami bogatymi w Leu (leucine-rich-motifs) [24]. Prawie
cata ED tworzy helikalng strukture odpowiadajaca motywom bogatym w Leu i
bierze udziat w wigzaniu hormonu.

Struktura pierwszorzedowa ED wykazuje duze podobieristwo miedzygatunkowe
i jest zblizona u cztowieka, owcy, $wini, wotu i szczura [33, 79].

Receptor FSH podczas syntezy ulega glikozylacji, a oligosacharydy przytgczane
sg do ED receptora. Potencjalne miejsca glikozylacji u roznych gatunkéw to reszty
asparaginy Asnl191, Asnl199 i Asnz93 . U cztowieka i matp waskonosych stwierdzono
dodatkowe, czwarte potencjalne miejsce glikozylacji Asn3i8 [12, 26] (rys. 2). Nie-
wyjasniona pozostaje rola glikozylacji w procesie wigzania tiganda. Badania wy-
kazaty, ze syntetyzowana in vitro domena zewngtrzkomorkowg ulega glikozylacji
i wigze hormon. Jednak w dojrzatym FSHR Asnl199 nie jest glikozylowana, co
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RYSUNEK 2. Sekwencja aminokwaséw czasteczki ludzkiego receptora FSH. Peptyd sygnatowy
zawiera 17 reszt aminokwasowych. Oznaczono 10 eksonéw przedzielonych kreskami oznaczajacymi
introny. Siedem segmentéw przezbtonowych (TM) zamknieto w ramkach i oznaczono taczace je petle
wewnatrzkomorkowe (il) i zewnatrzkomérkowe (el). Konserwatywne cysteiny oznaczono gwiazdkami,
a krzyzykami miejsca mozliwej fosforylacji przez kinaze biatkowg C. Podkreslono miejsca potencjalnej
glikozylacji. Strzatkami oznaczono sekwencje aminokwasowe, ktére nie wystepuja w dwoch krotszych
formach wyizolowanych zjader (wg [27] i danych SWISS-PROT)
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RYSUNEK 3. Struktura receptora FSH: ED - domena zewnatrzkomoérkowa, TM - siedem przezbtono-
wych odcinkéw a-helikalnych, ID - domena wewnatrzkomaérkowa, el - petle zewnatrzkomérkowe, il -
petle wewnatrzkomaérkowe

nie wptywa na wigzanie hormonu [12]. Reszty glikozytowe wszystkich glikoprotein
przytaczane sg podczas syntezy, a w aparacie Golgiego nastepuje ich modyfikacja
polegajgca na odcinaniu reszt mannozy i dotaczaniu czgsteczek innych cukréw
[83]. Wykazano, ze fatdowanie czgsteczek receptoréw gonadotropin utatwia biatko
opiekuncze (chaperonowe) - kalneksyna (ang. calnexin) [84]. Niedojrzate formy
zmutowanych receptordw LH i FSH zawierajagce wiele reszt mannozy sg zatrzy-
mywane w siateczce srédplazmatycznej przez biatka chaperonowe [14, 70]. Ponadto
zmutowany, szczurzy receptor LH, ktéry jest zatrzymywany w komorce, wigze
CG, a zmutowany FSHR nie wigze FSH [83]. Wyniki badah wskazujg na to, ze
glikozylacja odgrywa role w prawidtowym fatdowaniu biatka receptora, a nie w
oddziatywaniu receptora z ligandem. Wyjatkiem jest szczurzy LHR, w ktorym gli-
kozylacja wydaje sie nie mie¢ znaczenia w fatdowaniu dojrzatego receptora [13].
W domenie zewngtrzkomoérkowej FSHR znajdujg sie liczne konserwatywne reszty
Cys (rys. 2) zlokalizowane gtdwnie w N-koAcowym i C-koficowym odcinku ED,
a ich rola w stmkturze receptora nie jest catkowicie wyjasniona [11, 26].
Najbardziej zmienny gatunkowo region znajduje sie na C-kotficu ED i poprzedza
domene przezbtonowa. Z kolei 53 reszty aminokwasowe od 282 do 334 stanowig
sekwencje unikalng dla FSHR w poréwnaniu do LHR i TSHR. W tym odcinku
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znajduje sie tez czwarte, charakterystyczne dla Naczelnych miejsce glikozylacji
[26]. ¢

Domena, przy pomocy ktdrej receptor zakotwiczony jest w btonie, ztozona jest
zsiedmiu segmentdw (TM) o strukturze oc-heliksu ijest bogata w reszty aminokwasow
hydrofobowych (rys. 2 i 3). Segmenty przezbtonowe potgczone sg ze sobg przez
trzy petle znajdujgce sie na zewnatrz komaérki (el) oraz trzy petle cytoplazmatyczne

(i) o réznej dtugosci. Segmenty te, szczeg6lnie TM Il i TM VII, majg najbardziej
konserwatywny skiad aminokwasowy. Z kolei TM IV i TM V zawierajg wiele
substytucji w porownaniu z receptorem LH/CG. Reszta Asp w TM Il i czgsteczka

Asn w TM VII sg obecne we wszystkich receptorach wigzacych biatko G.

Podobnie jak ED, czes$¢ przezbtonowa zawiera liczne konserwatywne reszty Cys
zlokalizowane zaré6wno w TM, jak i petlach zewnatrz- i wewngtrzkomdrkowych.
Konserwatywne reszty Cys w ell iel2, wystepujgce w wielu receptorach wigzgcych
biatko G, moga tworzy¢ wigzania disiarczkowe tgczace sasiadujace ze sobg petle
[27].

Szczegolnie interesujaca jest budowa trzeciej petli wewnatrzkomorkowej wszy-
stkich receptor6w hormonéw glikoproteinowych, w ktdrej wystepuje 8 konserwa-
tywnych reszt aminokwasowych (KDTKIAKK). Wyniki badan wykazuja, ze ten
fragment, przylegajacy do TM VI, moze by¢ odpowiedzialny za wigzanie biatka
G [21].

W czes$ci przezbtonowej FSHR zlokalizowane sg dwa miejsca potencjalnej fo-
sforylacji przez kinaze biatkowag C. Sg to reszty Thr555 w il 3 oraz Ser596 w
TM VI [26] (rys. 2).

Cytoplazmatyczny C-koniec receptora FSH zawiera 65 reszt aminokwasowych
i charakteryzuje sie duzg zmienno$cig gatunkowag [26]. W ludzkim FSHR stwierdzono
trzy reszty Cys, z ktérych dwie sg konserwatywne i mogg bra¢ udziat w tworzeniu
wigzan disiarczkowych (rys. 2).

W iekszos$¢ receptorow wigzacych biatko G, np. a2- i (R-adrenergiczne zawiera
w ID konserwatywne reszty cysteiny, ktore moga by¢ kowalencyjnie palmitylowane.
Mutacja Cys > Gly w receptorze (3-adrenergicznym zmniejsza zdolno$¢ interakcji
receptora z biatkiem G. Podobnie, w wyniku badan zmutowanego szczurzego re-
ceptora LH/CG, w ktérym sasiadujagce ze sobg dwie reszty Cys w ID zastgpiono
reszta Ala, nie stwierdzono palmitylacji receptora. Taki receptor jest zatrzymywany
wewnatrz komaérki, choé wykazuje zdolno$¢ wigzania hormonu i stymulacji syntezy
cCAMP [37, 108]. W analogicznym odcinku ID ludzkiego receptora FSH wystepujg
dwie reszty Cys (644, 646), mozna wiec przypuszczaé, ze receptor moze by¢ do-
datkowo zakotwiczony w btonie cytoplazmatycznej poprzez reszty palmitylanu.
Jednak badan takich w odniesieniu do receptora FSH dotad nie przeprowadzono.

Sposrdd 25 reszt Ser lub Thr, wystepujacych w cze$ci wewnatrzkomorkowej
FSHR, trzynascie zlokalizowanych jest w poblizu C-kohca. Stanowig one po-
tencjalne miejsca fosforylacji receptora przez kinaze biatkowg C [32]. Z kolei reszty
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aminokwasowe od 650 do 653, w czeSci cytoplazmatycznej szczurzego receptora
folitropiny, moga bra¢ udziat w wigzaniu biatka G [21].

Wykazano, ze domena wewnatrzkomoérkowa receptora folitropiny zawiera sygnat
dla podstawno-bocznej lokalizacji w btonie cytoplazmatycznej. Sygnatem tym jest
sekwencja 14 reszt aminokwasowych (VTSGSTYILVPLSH) odlegta o 47 ami-
nokwaséw od btony. Najwazniejsza role w tej sekwencji odgrywajg Tyr684 i Leu689.
W wyniku delecji tego odcinka ID lokalizacja receptora zmienia sie na szczytowg
(apical). Przypuszcza sie, ze struktura tego odcinka zawiera skret-p ((3-tum), a
jego mutacje, zmieniajace orientacje przestrzenng receptora, moga powodowac jego
nieprawidtowe dziatanie i prowadzi¢ do réznych choréb [7].

Ostatnie doniesienia wykazuja, ze struktura siedmiu segmentow przezbtonowych
w receptorze FSH nie jest konieczna do wigczania receptora do btony i wigzania
hormonu. Dowodem tego sg wyniki badan, w ktérych cDNA kodujacy pierwsze
osiem eksonéw owczego FSHR ulegat ekspresji na powierzchni komérek HEK
293 (human embryonic kidney) i takie biatko wykazywato duze powinowactwo
oraz specyficzno$¢ wigzania FSH. Stwierdzono ponadto obecno$¢ podobnych trans-
kryptéw zaréwno w jadrach, jak i jajnikach [85].

GEN RECEPTORA FSH

Gen ludzkiego receptora FSH znajduje sie w chromosomie 2 (2p21) w poblizu
genu receptora lutropiny [1, 5, 28] i obejmuje obszar 54 kpz [29, 30] (rys. 4
A). Zawiera on 10 ekson6w, z ktdrych dziewie¢ pierwszych, o diugosci od 69
do 251 pz koduje domene zewnatrzkomérkowa, a dziesiaty (1234 pz) C-kohAcowy
fragment ED i domeny: przezbtonowg oraz wewnatrzkomorkowa [29] (rys. 4 B
i rys. 2). Struktura ludzkiego genu FSHR wykazuje duze podobienstwo do genu
szczura, rowniez w pofaczeniach ekson/intron [29], ktére utworzone sg przez se-
kwencje kodujace reszty leucyny iizoleucyny [25, 28]. Podobienstwo oraz potozenie
gendéw FSHR i LH/CG natym samym chromosomie [5] wskazujg na ich pochodzenie
od wspolnego prekursora, zktérego mogtyby powstac przez serie duplikacji odcinkow
kodujacych motywy bogate w Leu (eksony 2 do 9) i potgczenie z pierwotnym
genem receptora wigzacego biatko G [24].

Badania genu FSHR malpy Macaca fasciculans wykazaty, ze podobnie jak u
cztowieka, na koncu 5’ znajduje sie kodon ATG rozpoczynajacy otwartg ramke
odczytu ztozong z 2085 nukleotyddw kodujacych 695 aminokwasow. Stwierdzono
tez wystepowanie wysoce konserwatywnej sekwencji (nukleotydy 1396-1404) ko-
dujacej trzy aminokwasy Glu, Arg, Trp, ktdre przypuszczalnie oddziatuja z biatkiem
G [26].
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RYSUNEK 4. Lokalizacja chromosomowa, budowa i fragment sekwencji nukleotydowej regionu regu-
latorowego genu receptora FSH: A - lokalizacja ludzkiego genu FSH w chromosomie 2; B - organizacja
genu FSF1R, eksony oznaczono prostokatami i ponumerowano od 1 do 10, introny oznaczono liniami
przerywanymi; C - sekwencja nukleotydowa regionu regulatorowego szczurzego genu FSHR, podkre-
$lono i oznaczono sekwencje regulatorowe AP-1 lub CRE, E Box i INR, strzatkami oznaczono dwa
miejsca startu transkrypcji, a ttustym drukiem miejsce startu translacji

Promotor genu FSHR badanych gatunkéw ssakow (cztowiek, matpa, szczur)
nie zawiera typowych sekwencji TATA lub CCAAT [18, 24, 27]. W ludzkim
genie FSHR stwierdzono wiele miejsc startu transkrypcji, z ktérych czesciej uzywane
mieszczg sie miedzy -114 i -79 pz. Analiza delecyjna wskazuje, ze promotor jest
zlokalizowany miedzy -225 a -1 pz [27, 56].

Ludzki i mysi gen receptora folitropiny nie zawiera elementu odpowiedzi na
CAMP (CRE) lub miejsca AP-1 (activator protein 1-binding site) [27], cho¢ szczurzy
gen zawiera sekwencje podobne (TTAGTCA) (rys. 4 C) [18]. Sekwencje CRE
zawiera natomiast gen LH/CGR, ktorego ekspresja moze by¢ regulowana przez
FSH za pos$rednictwem cAMP [5].

Szczurzy promotor genu FSHR zawiera konserwatywne sekwencje: kasete E
(E box) i InR (initiator-like region), ktdre sg odpowiedzialne za okoto 75% funkcji
promotora (rys. 4 C). Miejsca te sg chronione przez biatka jagdrowe z komorek
Sertoliego. Usuniecie kasety E powoduje zniesienie aktywno$ci promotora [18].
Sekwencja kasety E (CANNTG) oddziatuje z rodzing czynnikow transkrypcyjnych
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znanych jako biatka zasadowe bHLH (heliks-petla-heliks) [57], w ktérych region
zasadowy jest konieczny do wigzania DNA, a motyw HLH warunkuje dimeryzacje
biatka. Z kolei InR to region bogaty w nukleotydy pirymidynowe [82], w ktorym
znajduja sie miejsca inicjacji transkrypcji. Moze on wspoétdziata¢ z sekwencjg TATA.
Region ten wigze si¢ z réznymi biatkami regulatorowymi.

Wsréd promotordw nie zawierajgcych sekwencji TATA wyrdznia sie dwie klasy:
promotory bogate w GC, o ciagtej (konstytutywnej) ekspresji, z wieloma miejscami
startu transkrypcji oraz promotory nie zawierajgce duzej ilosci CG, regulowane
podczas réznicowania, zawierajgce jeden lub kilka blisko potozonych miejsc startu
transkrypcji (region inicjatorowy). Budowa promotora genu FSHR odpowiada klasie
drugiej promotoréw. Jego regulacja moze odbywac sie przez oddziatywanie biatek
z InR, by¢ moze kooperatywnie z kasetg E [18]. W jadrach myszy stwierdzono
czynniki transkrypcyjne z rodziny bHLH np. USF (upstream stimulatory factor)
[55], ktére tworzg homo- lub heterodimery i wptywaja na specyficzno$é tkankowa
ekspresji genu przez oddziatywanie z biatkami wigzacymi InR [18].

Réznice w ekspresji genu FSHR w poszczegblnych tkankach prébowano tez
wyjasni¢ badajac poziom metylacji tego genu. Stwierdzono, ze specyficzne sekwencje
CCGG w promotorze genu w komorkach Sertoliego nie byty metylowane, podczas
gdy w innych tkankach zachodzita ich metylacja [56].

Gen receptora FSH ulega ekspresji w komdrkach ziarnistych jajnika [58, 68]
oraz w komoérkach Sertoliego jader [11, 24, 26, 77]. Cho¢ w badaniach nad ekspresja
genu FSHR u samcéw makaka mRNA tego receptora wykryto tylko w gonadach
[11], u ludzi jego ekspresja nastepuje réwniez w nabtonku jajnikéw i jajowodow
[106]. Ekspresja tego genu jest uzalezniona od etapdw rozwoju gamet [58]. W
zawigzkach pecherzykdw (primordialfollicle) nie stwierdzono mRNA FSHR. Jego
synteza rozpoczyna sie na etapie rozwoju pecherzyka pierwotnego (primaryfollicle)
i kontynuowana jest w dalszych stadiach rozwoju pecherzykéw. Wysoka ekspresje
genu, mierzong stezeniem mRNA dla FSHR stwierdzono réwniez w komérkach
ziarnistych we wczesnych stadiach rozwoju pecherzyka u ptakéw [105].

Wykazano, ze inicjacja wzrostu pecherzykéw jajnikowych jest niezalezna od
FSH i ekspresja genu receptora tego hormonu nie oznacza, ze dochodzi do syntezy
receptora [68]. Wyniki badan jajnikow szczuréw czesciowo wyjasniajg proces ini-
cjacji wzrostu pecherzykow. Wykazano bowiem, ze nerwy jajnikowe, poprzez
neuroprzekazniki (neurotransmitery) zwigzane z systemem produkujagcym cAMP,
powodujgc ekspresje receptora FSH wptywajg na proces ré6znicowania pecherzykow
pierwotnych (primaryfollicle) [60]. Stwierdzono tez, ze w pecherzykach jajnikowych
szczura nastepuje koekspresja mRNA receptora FSH i IGF-1 (insuline-like growth
factor-1). Czynnik ten pobudza ekspresje FSHR i przyczynia sie do zwiekszenia
odpowiedzi komdrek ziarnistych na dziatanie FSH [107].

Ekspresja FSHR w komorkach Sertoliego zmienia sie in vivo w poszczeg6lnych
stadiach cyklu nabtonka plemnikotwdrczego i in vitro po dodaniu hormondéw [24].
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W badaniach na szczurach stwierdzono, ze w fazie | i X111 oraz XIV cyklu komérek
nabtonka plemnikotwdrczego produkcja mRNA FSHR jest najwyzsza, a miedzy
tymi fazami ekspresja ulega obnizeniu. Z ekspresjg genu FSHR skorelowane sg
produkcja cAMP oraz wigzanie FSH do receptora. Stwierdzono tez, ze FSH dziata
synergistycznie z androgenami na przebieg spermatogenezy [77].

Badania transkryptow genu receptora FSH wykazaly ich duza r6znorodnos$¢.
Stwierdzono siedem czasteczek mRNA ludzkiego FSHR o dilugosci: 6,5, 4,2, 2,5,
2,2, 2,0, 1,6, 1,3 kz. Uzyskiwane wyniki sg zalezne od rodzaju badanej tkanki,
i tak MRNA z ludzkich jajnikéw majg dtugos¢ 2,5, 4,2 i 7,0 kz [26] lub 2,4 i
4,1 kz [63]. Podobne czasteczki uzyskano z jader szczura (2,6 i 7,2 kz) i jader
makaka (2,6 kz) [26]. Sadzi sie, ze rozne dtugosci mMRNA wynikaja z wykorzystania
réznych miejsc poliadenylacji [24] oraz réznej diugosci regionéw niekodujacych
5711 3’ [63], a takze z alternatywnego skiadania pierwotnych transkryptéw, ktore
sg gatunkowo i ptciowo specyficzne [26]. Stwierdzono bowiem obecnos¢ izoform
funkcjonalnych oraz niefunkcjonalnych receptora, ktére sg wynikiem przedwczes-
nego odczytania kodonu terminacyjnego [26, 98].

W jadrach barana wykryto réwniez alternatywne sktadanie, w wyniku ktdrego
powstaje wiele transkryptéw genu FSHR. Prowadzi ono do tworzeniaréznych typéw
receptoréow, ktére moga bra¢ udziat w regulacji dziatania hormonu [85].

WIAZANIE HORMONU | TRANSDUKCJA SYGNALU

Charakterystyczna budowa receptoréw hormonoéw glikoproteinowych umozliwia
zwigzanie ligandaiprzekazanie sygnatu do wnetrzakomorki (rys. 1). Zainteresowanie
badaczy skupia sie wokot zagadnien lokalizacji miejsca wigzania hormonu przez
receptor oraz sposobu transdukcji sygnatu. Ludzki receptor FSH nie wigze ludzkiej
gonadotropiny kosmowkowej i reaguje tylko na duze stezenia hormonu bydlecego
[63]. Swiadczy to o specyficznosci wigzania hormonu przez receptor. Role domeny
zewnatrzkomdérkowej w tym procesie wykazaty wyniki badan chimer receptorow.
Receptor ztozony z ED FSHR i TM LHR przekazuje sygnat folitropiny, a chimera
skonstruowana odwrotnie - sygnat lutropiny [78]. W przypadku badania formy
receptora FSH skroconej w czesci cytoplazmatycznej, ktéra zawierata 635 reszt
aminokwasowych, wykazano, ze taki receptor wigzat ludzki FSH z powinowactwem
podobnym do wigzania catego receptora. Ponadto nastepowat wzrost stezenia CAMP
i gromadzenie fosforanu inozytolu w komdrce [32].

Nawet wolna domena zewngatrzkomoérkowa FSHR wigze hormon podobnie jak
caly receptor. Sugeruje to, ze N-koncowa ED tego receptora, tak samo jak ED
TSHR i LH/CGR, bierze udziat w rozpoznawaniu i wiazaniu hormonu [12]. Hipoteze
te potwierdzajg badania pozostatych receptorow hormondw glikoproteinowych, w
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ktoérych wykazano wiagzanie hormonu zwolng formg ED [87,95]. Jednak stwierdzono,
ze hormon moze sie tez taczy¢ z koncem karboksylowym (TM 1) receptora LH/CG
[74]. Uwaza sie, ze ED LH/CGR jest odpowiedzialna za wigzanie hormonu z duzym
powinowactwem, a TD za transdukcje sygnatu przez wigzanie biatka G [78, 80].
Substytucja Asp397 w pierwszej petli zewnatrzkomdrkowej receptora LH/CG po-
woduje zmniejszenie produkcji cCAMP po zwigzaniu hormonu, dlatego przypuszcza
sie, ze ta petla moze bra¢ udziat w wigzaniu hormonu. Odpowiednikiem tej reszty
w FSHR jest Aspa22 (rys. 2). Badania potwierdzity, ze zastgpienie tego aminokwasu
przez Glu, Ala lub Lys uniemozliwia wigzanie FSH. Takie substytucje powodujg
niekompletne fatdowanie biatka receptora i zatrzymywanie go w siateczce $réd-
plazmatycznej. Podobne zjawisko zaobserwowano syntetyzujac niepetng forme re-
ceptora pozbawiong domeny wewnatrzkomdrkowej (ID) [83].

Wyniki badan sugeruja, ze reszty weglowodanowe FSHR sgkonieczne do wigzania
hormonu. Usuniecie miejsc potencjalnej glikozylacji przez ukierunkowang muta-
geneze powoduje, ze hormon nie wigze sie z receptorem. Podobnie dzieje sig,
gdy zapobiega sie N-glikozylacji przez dodanie tunikamycyny. Jednak gdy usuwa
sie weglowodany z receptora metodami enzymatycznymi, uzyskuje sie wysokie
powinowactwo FSH do receptora. Swiadczy to, ze reszty glikozylowe zwigzane
z FSHR nie sg bezpos$rednio wymagane przy wigzaniu hormonu, lecz oligosacharydy
(szczegOlnie zwigzane z Asnj9] i Asn293) sg konieczne do prawidtowego fatdowania
syntetyzowanego biatka receptora [12]. Znaczenie N-glikozylacji w ustaleniu pra-
widtowej konformacji innych biatek zostato udokumentowane, cho¢ weglowodany
moga tez wptywaé na wigzanie liganda w innych receptorach (np. w receptorze
urokinazy) [12].

Wigzanie folitropiny do jej receptora nie zostato doktadnie zbadane, lecz ze
wzgledu na podobienstwo budowy hormondéw glikoproteinowych, jak i ich recep-
tor6w mozna przypuszczac, ze przebiega podobnie jak wigzanie LH/CG [89]. Pod-
jednostki a i [3 hormonu przypuszczalnie tworzg bruzde, ktéra bierze udziat w
kontakcie z receptorem [10]. Domena zewnatrzkomo6rkowg LH/CGR, zawierajaca
helikalnie zwiniete odcinki odpowiadajgce motywom bogatym w Leu, utozona jest
w ksztatcie litery U lub J (rys. 1). Wigzanie hormonu z duzym powinowactwem
wynika z oddziatywania reszt aminokwasowych w zgietej czesci receptora i rowku
utworzonym przez pierwszg petle a-podjednostki oraz pierwszg i trzecig petle
(3-podjednostki hormonu. Po przytgczeniu do receptora hormon znajduje sie w prze-
strzeni pomiedzy ramionami wygietej ED receptora. Przypuszczalnie istnieje tez
kilka miejsc kontaktu ED z domeng przezbtonowg. Transdukcja sygnatu wywotana
jest wptywem hormonu na odlegto$¢ pomiedzy ramionami ED i modulowana jest
przez oligosacharydy zwigzane z podjednostkami hormonu [65]. Prawidtowa gli-
kozylacja czasteczki hormonu wydaje sie wazniejsza niz obecno$¢ reszt weglo-
wodanowych w receptorze [54]. Oligosacharydy zwigzane z Asn56 a-podjednostki
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FSH, w zaleznosci od ich wielkosci, majg wptyw hamujacy na reasocjacje pod-
jednostek i wigzanie hormonu z receptorem [8].

W poroéwnaniu do LH/CGR i TSHR sekwencje aminokwaséw od 282 do 334
nalezy uzna¢ za unikalng w FSHR. Odcinek ten, zawierajagcy 53 reszty amino-
kwasowe, moze warunkowaé specyficzne wigzanie hormonu [26].

Zwigzanie agonisty do receptora indukuje zmiany konformacyjne, ktére utatwiajg
jego oddziatywanie z biatkiem G [21]. Syntetyczne peptydy, odpowiadajgce se-
kwencjom aminokwasow regionu il3 (533 do 555) i konca karboksylowego (645
do 653) jadrowego receptora szczura, stymulowaty bowiem wymiane nukleotydéw
guanylowych w btonach i modulowaty odpowiedz komdrek Sertoliego na stymulacje
przez FSH [22, 23]. Usuniecie z receptora FSH fragmentu sekwencji aminokwaséw
od 645 do 653 powodowato, ze nie oddziatywat on z biatkiem G. Przypuszcza
sie, ze w tym miejscu nastepuje przytaczenie biatka G do receptora [21, 31]. W
niektérych receptorach wigzacych biatko G wystepuje sekwencja aminokwaséw
tworzgca motywy B-B-X-X-B lub B-B-X-B (B - reszty aminokwaséw zasadowych).
Motywom tym odpowiadajg sekwencje KIAKR (aminokwasy 551 do 555) i RKSH
(650 do 653) szczurzego receptora FSH. Stanowig one minimalny motyw strukturalny
odpowiedzialny za wigzanie biatka G [21]. Z biatkiem G moze oddziatywac fragment
C-koncowy trzeciej petli wewnatrzkomaérkowej, ktéry tworzy amfifilowg strukture
a-heliksu. Inne badania dowodzg, ze C-koncowa reszta aminokwasu zasadowego
w wyzej wymienionych motywach w il3 a2-receptora adrenergicznego moze by¢
zastgpiona przez reszte aminokwasu aromatycznego (Phe) bez zakiocenia oddzia-
tywania z biatkiem G [21]. Zauwazono, ze usuniecie aminokwaséw 645-653 hamuje
biosynteze estradiolu stymulowang przez FSH w hodowli komorek Sertoliego, przy-
puszcza sie wiec, ze reszty N-koncowe (przypuszczalnie His645i His648) tego regionu
FSHR moga braé¢ udziat w aktywacji biatka G [21]. Przypuszczenie to potwierdza
fakt, ze reszty te sg konserwatywne u wielu gatunkéw ssakéw [26].

REGULACJA DZIALANIA RECEPTORA

Na transdukcje sygnatu za posrednictwem receptora FSH mozna wptywac¢ na
etapie ekspresji genu receptora, a takze przez modyfikacje struktury utworzonego
biatka.

Na poczatkowych etapach ontogenezy ekspresja genu FSHR jest zahamowana
i rozpoczyna sie w okresie przechodzenia do stadium pecherzyka pierwotnego [68].
Podobnie, w nabtonku plemnikotwérczym ekspresja genu FSHR zalezy od stadium
cyklu i moze by¢ regulowana parakrynowo przez zwigzki syntetyzowane
w spermatogoniach i spermatocytach [77]. Badania in vitro i in vivo na szczurach
wykazaly, ze w obecnos$ci FSH zmniejsza sie zawarto$¢ mMRNA FSHR w komaérkach
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Sertoliego [59]. Podobne zjawisko zaobserwowano w komérkach ziarnistych jajnika
krowy, hodowanych in vitro [33].

Transdukcja sygnatu za posrednictwem receptora FSH moze by¢ regulowana
przez produkty biatkowe genu FSHR powstate w wyniku alternatywnego sktadania
(splicing) pierwotnego transkryptu. W gonadzie meskiej stwierdzono alternatywne
sktadanie pierwotnego transkryptu genu FSHR prowadzace do delecji 186 pz z
eksonu IX i w konsekwencji do skrocenia produktu biatkowego o 62 reszty ami-
nokwasow (rys. 2). Ta izoforma receptora, zwana FSHR/E [25], jest biatkiem o
okreslonej funkcji, pomimo ze nie zawiera konserwatywnych Cys275 i Cys276 wpty-
wajacych na strukture przestrzenng receptora i wigzanie liganda. Moze ona brac
udziat w modulacji odpowiedzi komoérkowej na gonadotropiny [25].

W badaniach szczuréw pomiedzy 12,5 a 14,5 dniem zycia ptodowego wykazano,
ze w jadrach ijajnikach najwcze$niej pojawia sie mMRNA kodujagcy domene zewng-
trzkomdrkowa, a dwa dni pézniej catkowity mMRNA FSHR [76]. Z kolei w dojrzatych
jajnikach myszy, poza mRNA kodujagcym kompletny receptor FSH, stwierdzono
trzy rodzaje czasteczek bedacych wynikiem delecji eksonu 2 oraz 2, 5 i/lub 6.
Ekspresja wszystkich czasteczek wynikajgcych z alternatywnego sktadaniajest gona-
dotropino-niezalezna, a krotsze formy pojawiajg sie wcze$niej podczas rozwoju
jajnikéw [69].

Krotkie fragmenty receptora FSH stwierdzono réwniez u innych zwierzat m.in.
u bydfa i krdlika. Alternatywne skladanie pierwotnego transkryptu genu receptora
FSH u owcy doprowadza do produkcji formy mRNA receptora, zawierajacej eksony
od pierwszego do 6smego, lub rozpuszczalnego biatka, ktére jest wynikiem translacji
mMRNA zawierajgcego eksony od pierwszego do czwartego. W komoérkach HEK
293 ekspresji ulega owczy gen receptora FSH, ktéry r6zni sie w regionie 3’ od
zwykle wystepujacego genu. Jego produkt biatkowy wigze specyficznie FSH, lecz
nie indukuje syntezy cAMP, dziata wiec jako receptor negatywny [103].

Izoformy pozbawione funkcji, bedagce wynikiem alternatywnego sktadania re-
ceptoré6w LH/CG i TSH, moga takze odgrywac role jako biatka wigzace hormon
lub autoantygeny [72].

Prowadzone badania sg rowniez ukierunkowane na poznanie mechanizmu re-
gulacji receptora na etapie potranslacyjnym, gdyz stwierdzono, ze fosforylacja FSHR
uniemozliwia aktywacje cyklazy adenytanowej przez receptor [32]. Gdy komarki
docelowe sg poddawane dziataniu hormonu, ich odpowiedZ zmniejsza sie przy statej
obecnosci hormonu. To zjawisko zwane odczuleniem (desensitization) opiera sie
na dwoch mechanizmach regulacyjnych. Pierwszy z nich, krétkotrwaty, polega na
zmianie wtasciwosci receptoréw bez zmiany ich liczby i prowadzi do zmniejszenia
zdolnosci receptorow do aktywacji ich systemu efektorowego. Drugi mechanizm,
0 dtuzszym czasie dziatania, zwany down-regulation polega na zredukowaniu liczby
receptorow na powierzchni komarki.
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Zmiana wiasciwosci receptoréw przebiega w drodze modyfikacji potranslacyj-
nych, adown-regulation przez zahamowanie syntezy lub dojrzewania, internalizacje
lub degradacje i/lub przez zmniejszenie wydzielania na zewnatrz komorki [32].

W przypadku receptora [®-adrenergicznego wigzaniu agonisty towarzyszy fo-
sforylacja, ktéra doprowadza do zablokowania jego ponownego wigzania [35]. Mu-
tacje w miejscach fosforylacji w innych receptorach wigzgcych biatko G prowadzg
do zmniejszenia fosforylacji indukowanej przez agoniste [3, 32, 36, 49, 73, 91].
Zaobserwowano réwniez zjawisko odczulenia ludzkiego FSHR po dziataniu FSH,
choc¢jego mechanizm nie zostat ostatecznie wyjasniony [63, 64]. Zwigzaniu hormonu
towarzyszy internalizacja i po 4 godz. inkubacji z hormonem obserwowano utrate
50% receptoréw z powierzchni komorki [64].

Gdy stwierdzono, ze FSH indukuje fosforylacje receptora, przyjeto zatozenie,
ze fosforylacja FSHR przez kinaze biatkowg C moze wptywaé na jego dziatanie.
Skonstruowano receptor skrécony w swej czesci cytoplazmatycznej, w ktdrej zlo-
kalizowano miejsca potencjalnej fosforylacji. Takie biatko, ktére nie miato dwunastu
miejsc fosforylacji, reagowato na ludzki FSH trzy razy silniej i ulegato fosforylacji.
Whnioskuje sie z tego, ze postulowane miejsca nie podlegajg fosforylacji, a tak
skonstruowane biatko ma wyeksponowane inne miejsca fosforylacji lub reakcja
ta przebiega w miejscach zlokalizowanych na petlach wewnatrzkomérkowych i
Ser624 [32]. Wyniki przeprowadzonych badan wykazuja, ze kinaza biatkowa C
jest tylko czeSciowo odpowiedzialna za fosforylacje receptora indukowang przez
hormon [75]. Dalsze badania miejsc fosforylacji szczurzego receptora FSH, w ktérych
uzyto mutantéw receptora pozbawionych reszt Ser i Thr w petlach cytoplazmaty-
cznych, doprowadzity do wnioskéw, ze fosforylacja indukowana hormonem jest
czynnikiem powodujgcym zarowno brak wigzania agonisty, jak i internalizacje re-
ceptora. Ustalono ponadto, ze fosforylacja w trzeciej petli wewnatrzkomorkowej
przyczynia sie do braku wigzania agonisty, lecz nie jest konieczna do internalizacji
receptora. Nie wyjasniono do tej pory, czy do internalizacji jest konieczna fosforylacja
w pierwszej, trzeciej, czy w obu petlach wewnatrzkomorkowych [66].

Wptyw na dziatanie receptorow FSH wykazuje tez biatko FSH-BI (follicle sti-
mulating hormone receptor-binding inhibitor) wydzielane przez ludzkie komorki
ziarniste i hamujace wigzanie FSH z receptorem. Poniewaz biatko to stymuluje
synteze estradiolu z androstendionu w hodowlach komoérek Sertoliego, jego rola
moze polega¢ na miejscowej regulacji dziatania FSH w jajnikach [4].

WPLYW NIEPRAWIDLOWEJ BUDOWY RECEPTORA
NA JEGO DZIALANIE

Zmiany w sekwencji aminokwasowej receptorow moga powodowac¢ przekazy-
wanie sygnatu do komorki bez udziatu liganda. W receptorach o nieskomplikowanej
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TABELA 1 Skutki mutacji w receptorach gonadotropin

Receptor Zamiana Lokaliza- Efekt Pismien-
aminokwasu cja* nictwo
FSHR Asp 567 —Gly il 3 Aktywacja konstytutywna u mezczyzn [30]
po usunieciu przysadki mézgowej
FSHR Ser 164 — Phe ED Nieprawidtowe fatdowanie receptora [2]
Ala 189 -> Val ED powodujace rozny stopien zaburzen [1]

spermatogenezy u mezczyzn
i dysgenezje jajnikow (ODG) u kobiet

LH/CGR Met 398 -> Thr TM 1l Aktywacja konstytutywna receptora [15], [43],
powodujgca sporadyczne i rodzinne [50], [102]
lle 542 — Leu TM V przedwczesne dojrzewanie meskie [50]
Asp 564 — Gly il 3 (FMPP) [50]
Ala 568 -4 Val il 3 [47]
Met 571 lle TM VI [43], [44]
Ala 572 -A Val TM VI [100], [101]
lle 575 — Leu TM VI [51]
Thr 577 -4 lle TM VI [41]
Asp 578 Gly TM VI [44], [88]
Asp 578 — Tyr TM VI [50]
Cys 581 — Arg TM VI [501
LH/CGR Asn 291 — Ser ED Inaktywacja receptora powodujgca [52]
Ala 593 —=Pro TM VI hypoplazje komoérek Leydiga (LCH) [45], [97]
Ser 616 — Tyr TM VII i meski pseudohermafrodytyzm [48]

*il - petla wewnatrzkomdrkowa, TM - segment przezbtonowy, ED - domena zewngtrzkomérkowa.

budowie, np. receptorze bakteryjnym Trg, zamiana jednej reszty aminokwasowej
wywotana mutacjg genu powoduje uaktywnienie przekazywania sygnatu bez zwig-
zania liganda (mimicked-occupancy). W tym przypadku miejsce wigzania znajduje
sie w domenie przezbtonowej, a substytucja aminokwasu dotyczy miejsca rozpo-
znawania liganda i uniemozliwia jego wigzanie z receptorem [99].

Podobny efekt, cho¢ jego mechanizm jest odmienny, daje aktywacja konsty-
tutywna, polegajgca na statym uaktywnieniu receptora i ciggtym przekazywaniu
sygnatu bez udziatu liganda. W sekwencjach aminokwasowych receptoréw wia-
zacych biatko G, np. otjg-, a2- i (R-adrenergicznych, stwierdzono wiele mutacji
konstytutywnych [81, 86, 90] zlokalizowanych gtéwnie w il3, ktra przypuszczalnie
bierze udziat w wiazaniu biatka G [31]. Mutacje konstytutywne wystepuja tez w
receptorach hormondéw glikoproteinowych [15, 30, 41, 45, 47, 53, 100] (tab. 1).
Wiekszo$¢ mutacji wptywajacych na transdukcje sygnatu w receptorach TSH
i LH/CG znajduje sie¢ w domenie przezbtonowej. Tam tez zlokalizowane sa mutacje
aktywujgce receptory LH/CG i FSH. Z kolei mutacje inaktywujgce receptory sg
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rozproszone w catej sekwencji kodujgcej. Mutacje aktywujgce sg z reguty dzie-
dziczone w sposéb dominujgcy, a inaktywujagce w sposéb recesywny [9].

Stwierdzono, ze u mezczyzn, ktérym usunieto przysadke mozgowa, wytwarzanie
nasienia nie byto zaburzone. Préba wyjasnienia tej anomalii doprowadzita do wy-
krycia tranzycji w trzeciej petli wewngtrzkomdrkowej, powodujacej zamiane Asp
567 Gly w produkcie biatkowym genu FSHR. Wykazano, ze ta heterozygotyczna
mutacja wywotata konstytutywng aktywacje receptorai zwiekszenie produkcji cCAMP
[30].

W receptorze folitropiny stwierdzono réwniez mutacje w domenie zewnatrzko-
morkowej. Choé nie powoduja one aktywacji konstytutywnej, wptywaja na funkcje
biologiczng receptora. Mutacja w eksonie si6dmym, kodujacym ED (Ala 189 Val),
powoduje nieprawidtowe fatdowanie biatka i utrate jego aktywnosci [93]. Mutacja
ta wyjasnia okoto 50% dziedzicznych form dysgenezji jajnikéw (hypergonadotropic
ovarian dysgenesis) w populacji finskiej [1, 34]. Schorzenie to jest dziedziczone
recesywnie ichociaz nie znosi wigzania FSH, doprowadza do zahamowania produkcji
cAMP [34].

W eksonie széstym, kodujacym domene zewnatrzkomérkowa FSHR stwierdzono
tranzycje (C566T) powodujagcg zamiane Ser w pozycji 164 na Phe. U pacjentek
powoduje ona oporno$¢ jajnikdw na FSH i objawy dysgenezji jajnikéw [2].

Mutacje genu receptora FSH moga takze wigza¢ sie z nowotworami gonad.
W przypadku 69% badanych guzéw jajnika (sex cord tumor) stwierdzono hete-
rozygotyczng mutacje (T1777C) powodujacg zamiane Phe 591 Ser w sz6stym seg-
mencie przezbtonowym. Powodowata ona zahamowanie produkcji CAMP po
stymulacji folitroping w komérkach hodowanych in vitro [42].

MezczyZzni homozygotyczni z mutacjami w obrebie FSHR majg w réznym stopniu
zaburzong spermatogeneze, lecz nie wykazujg azoospermii. Potwierdza to przy-
puszczenia, ze FSH jest bardziej istotny w ptodno$ci kobiet niz mezczyzn [93].

Podczas badan nieptodnych mezczyzn z objawami zespotu komérek Sertoliego
(Sertoli-cell-only syndrome) nie potwierdzono mutacji w receptorze FSH, natomiast
u pacjentéw tych wykazano wysokg aktywno$¢ immunologiczng przeciw FSH [54].

UWAGI KONCOWE

Komérki docelowe FSH (komérki ziarniste wzglednie komorki Sertoliego) sa
niezbedne w procesie gametogenezy. Komorki Sertoliego stanowig fizyczng podpore
dla rozwoju plemnikéw, a komaérki ziarniste jajnika stanowig ostone komarkijajowej
i rozwijajgcego sie pecherzyka. Komorki te syntetyzujg réwniez czynniki wzrostu
niezbedne do rozwoju komorek rozrodczych [24].

Obecnos¢ receptorow FSH w pecherzykach jajnikowych wskazuje, ze FSH moze
odgrywac role w ich rozwoju i réznicowaniu we wczesniejszych stadiach niz do-
tychczas przypuszczano. Mozliwe jest tez, ze efekty stymulacyjne czynnikoéw in-
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dukujacych jajeczkowanie nie sg ograniczone do pecherzykéw przedsionkowych
(antralfollicles). Wiele dowoddw na heterogeniczno$¢ FSHR oraz jego odpowiedzi
na hormony we wczesnych stadiach rozwoju pecherzykéw budzi szczegdlne zain-
teresowanie, gdyz, jak sie sadzi, zjawiska te moga powodowac réznicowy wzrost
pecherzykdw i ustalenie pecherzyka dominujgcego [68].

Cyklicznos¢ ekspresji receptora FSH stwierdzona w komaérkach Sertoliego przy-
bliza poznanie funkcji tego hormonu podczas spermato- i spermiogenezy [24]. Role
FSH w procesie spermatogenezy podkres$lajg wyniki badan na szczurach, u ktérych
indukowano reakcje immunologiczng przeciw receptorom FSH. U zwierzat tych
zaobserwowano redukcje liczby plemnikéw wynikajgcg z supresji wigzania hormonu
z receptorem [20].

Zwraca sie tez uwage na role gonadotropin i ich receptoréw w powstawaniu
guzoéw narzadéw rodnych u kobiet [17, 42, 106]. Ostatnio np. stwierdzono obecno$¢
FSHR w komorkach raka endometrium macicy [67].

Poznanie budowy i funkcji receptora FSH stanowi podioze do dalszych badan
zaburzen rozrodczosci cztowieka, w ktérych lokalizacja mutacji powodujacych jego
nieprawidtowe dziatanie odgrywa szczegdlng role.
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Streszczenie: Komdrki tuczne (mastocyty) znajduja sie niemal we wszystkich gtéwnych narzadach i
tkankach naszego organizmu. Cho¢ dzi$ duzo juz o nich wiadomo, wiele jeszcze pozostato do odkrycia.
Mastocyty zawierajg liczne ziarnistosci wydzielnicze. Ziarnisto$ci produkujg wiele zwigzkéw biologi-
cznie czynnych, takich jak: aminy biogenne, proteazy, metabolity kwasu arachidonowego, cytokiny.
Komérki tuczne cztowieka mozemy podzieli¢ w zalezno$ci od zawartosci ziarnistosci na trzy podtypy:
1) MCct - zawierajgce chymaze i tryptaze, 2) MCt - zawierajgce tryptaze, 3) MCc - zawierajace
chymaze. Obecnie wiadomo, ze komorki tuczne poza réznorodnos$cig pod wzgledem histochemicznym
i biochemicznym wykazujg takze zré6znicowanie funkcjonalne. Komérki tuczne petnig kluczowa role w
reakcjach nadwrazliwos$ci i w tzw. niealergicznych reakcjach immunologicznych. Udowodniony jest
réwniez udziat komdrek tucznych w procesie zapalnym, w regulacji napiecia $cian drég oddechowych,
procesie wykrzepiania wewnatrznaczyniowego, regulacji ci$nienia tetniczego krwi, moga one wptywacé
na procesy angiogenezy oraz przebudowy tkankowej. Szczegdétowe poznanie fizjologii tych komorek
moze pozwoli¢ na zrozumienie wielu dotychczas nie wyjasnionych procesow.

Stowa kluczowe: komérka tuczna, tryptaza, chymaza

Summary: Mast cells are found in almost every main organs and tissues of our body. Although we know
a lot about them, they still arouse much controversy. They produce or store many substances, among
them: biogenic amins, proteases, mediators synthesized from arachidonic acid and cytokines. Mast cells
in human represent a heterogeneous cell population. According to the content of the specific proteases
we can distinguish: 1) M Cct - mast cells containning chymase and tryptase, 2) MCt - mast cells
containning tryptase, 3) MCc - mast cells containning chymase. Now it is clear that mast cells in addition
to their histochemical and biochemical heterogeneity can also be distinguished by their functional
activity. Mast cells play a great role in hypersensivity reactions, inflammatory reactions, airway and
vascular tone regulation, intravascular coagulation, vascularisation and tissue remodeling. Better know-
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ledge of mast cell physiology can help to understand many reactions which have not been acknowledged
yet.

Key words: mast cell, tryptase, chymase.

Komorki tuczne (mastocyty, ang.: mast cells, niem.: Mastzellen) znajdujg sie
niemal we wszystkich gtdwnych narzadach i tkankach naszego organizmu i biorg
udziat w wielu procesach, zaréwno fizjologicznych jak i patologicznych. Choc
dzi$ duzo juz o nich wiadomo, nadal wzbudzaja wiele kontrowersji.

Po raz pierwszy zaobserwowat je von Recklinghausen w 1863 roku, jednakze
odkrycie ich przypisuje sie Pawtowi Ehrlichowi. Ten niemiecki uczony, jeszcze
jako student w 1877 roku badat zdolnosci barwienia barwnikéw anilinowych i
stwierdzit, ze pewne komorki zawierajg ziarnistosci barwiace sie pod wptywem
niebieskich barwnikéw na kolor fioletowy. Poniewaz podejrzewat, ze tak duze ko-
morki magazynujgsubstancje odzywcze dla tkanki tgcznej, wiec nazwatje komorkami
tucznymi. | cho¢ pézniejsze badania innych uczonych nie potwierdzity tej hipotezy,
nazwa przetrwata do dzi§ [32].

Komarki tuczne majg ksztatt okragty lub lekko wydtuzony. Jadro jest na ogot
niesegmentowane, heterochromatyna rozproszona. Wyposazone s w typowe or-
ganelle komdrkowe: mitochondria, retikulum endoplazmatyczne, aparat Golgiego,
rybosomy i polisomy. W cytoplazmie stwierdza sie ponadto ziarna lipidowe nie
otoczone btong, mikrotubule, mikrofilamenty oraz bardzo liczne ziarnisto$ci wy-
dzielnicze.

Pochodzenie komérek tucznych diugo pozostawato niejasne. Sugerowano, ze
réznicuja sie one z limfocytow T, makrofagéw lub fibroblastéw. Obecnie wiadomo,
ze rozwijajg sie z wielopotencjalnych komérek krwiotwdérczych w szpiku kostnym
[13, 20]. Komérki te sa mniej zrédznicowane niz komarki prekursowe linii ery-
trocytamej czy granulocytarnej. Podczas gdy komorki krwi (erytrocyty, granulocyty)
nie opuszczajg tkanki krwiotwoérczej przed ukofAczeniem dojrzewania, komorki tu-
czne docierajg do tkanki tgcznej jako niezréznicowane komérki progenitorowe i
dopiero tam nabierajg swoistych cech.

Dojrzewanie komorek tucznych zachodzi pod wptywem specyficznych czynnikéw
wzrostu, ktérymi sag: IL-3, IL-4, SCF (stem cell factor, czynnik wzrostu komdrek
pnia), IL-9, IL-10 [18]. W odrdznieniu od pozostatych dojrzatych komérek krwi,
mastocyty zachowuja zdolno$¢ do proliferacji (chociaz podziaty tych komérek nie
byty dotad obserwowane w tkankach) [31].

Liczba komorek tucznych w organizmie jest znaczna. Dowiedziono, ze gdyby
komorki te tworzyty jeden narzad, jego masa bytaby poréwnywalna z masa $ledziony
[31]. Rozmieszczone sgjednak nieregularnie. Zageszczenie tych komorek wystepuje
w skorze, btonie $luzowej drég oddechowych i przewodu pokarmowego - czyli
wszedzie tam, gdzie organizm narazony jest na kontakt z obcymi antygenami. Su-
geruje to, ze petnig one kluczowg role w procesach obronnych organizmu.
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Aktywno$¢ immunologiczng mastocytdw mozna, w pewnym uproszczeniu, spro-
wadzi¢ do zdolno$ci uwalniania przez nie mediatorow.

Mediatory zawarte w ziarnistosciach komorek tucznych mozna podzieli¢ na
trzy grupy:

1) mediatory preformowane,

2) mediatory syntetyzowane de novo z fosfolipidéw bton komdrkowych pod
wptywem aktywacji komdrek tucznych,

3) cytokiny [31].

Do mediatoréw preformowanych zaliczamy:

e aminybiogenne: histaming i serotonine; zawartos$¢ histaminy jestroznaw réznych
komérkach tucznych - najwiecej 5,6 pg/kom. znajduje sie w mastocytach mig-
datkéw, mniej - 4,6 pg/kom. - w mastocytach skéry, 1,0-5,5 - w mastocytach
ptuc, 3,7 - w mastocytach krezki, 2,8 - w mastocytach jelita grubego; serotonina
nie wystepuje w mastocytach cztowieka (wystepuje tylko w komdrkach tucznych
gryzoni) [27];

e proteoglikany: proteoglikan heparyny i niektore siarczany chondroityn;

e obojetne proteazy: tryptaze, chymaze, karboksypeptydaze B, katepsyne G [21];

« kwasne hydrolazy: arylosulfataze-[3, (3-heksozaminidaze, [3-galaktozydaze;

e enzymy utleniajgce: peroksydaze, dysmutaze ponadtlenkowa, kininogenaze;

» czynniki chemotaktyczne: ECF-A (eosinophil chemotactic factor, czynnik che-
motaktyczny dla eozynofiléw), NCF-A (neutrophil chemotacticfactor, czynnik
chemotaktyczny dla neutrofilow) [32].

Do mediatorow syntetyzowanych z kwasu arachidonowego bton komérkowych
pod wptywem aktywacji komérek tucznych nalezg: PGD2, LTC4, PAF (platelet
-activacting factor, czynnik aktywujacy ptytki) i wystepujacy w mniejszej ilosci
LTB4 [12, 20].

Mechanizm syntezy i magazynowania cytokin nie jest doktadnie wyjasniony,
ale udowodniono, ze profil wydzielania komdrek tucznych jest zblizony do profilu
limfocytow Th typu 2. Stwierdzono, ze komorki tuczne gryzoni produkujg: IL-1,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y (interferon-y), TGF-(3 (transforming growth
factor-3, transformujacy czynnik wzrostu), TNF-a (tumor necrosisfactor-a, czynnik
nekrotyczny nowotworéw), MIP-1 (macrophage inflammatory protein-1), GM-CSF
(granulocyte - macrophage colony-stimulating factor). Natomiast komérki tuczne
cztowieka produkujg: TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6 (TNF-a i IL-4 mogg by¢ natych-
miastowo uwalniane z ziarnistosci w procesie degranulacji) [1, 5, 16].

Zdolno$¢ komorek tucznych do uwalniania cytokin, ktére majg szeroki i bardzo
réznorodny wptyw na wiele proceséw zachodzacych w organizmie, $wiadczy o
réznej roli tych komdrek. Biorg one m.in. udziat w takich procesach, jak: gojenie
sie ran, przebudowa tkanek, patologiczne wtdknienie, angiogeneza, tworzenie skrze-
péw, odpowiedz swoista na infekcje bakteryjne, rozrost niektérych nowotworow,
hematopoeza i produkcja przeciwciat [31].
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Odpowiedz komorek tucznych na bodziec moze przebiega¢ w dwojaki sposéb:
1) jako degranulacja komorek lub 2) jako wzrost liczby mastocytow.

Pierwszy typ odpowiedzi (tj. degranulacja) jest charakterystyczny dla reakcji
nadwrazliwo$ci typu wczesnego. Degranulacja moze by¢ zalezna od IgE, aniezalezna
od dopetniacza (jak w reakcji anafilaksji) lub zalezna od dopetniacza (jak w reakcji
anafilaksji wywotanej przez kompleksy immunologiczne).

Rozrost komorek tucznych jest z kolei charakterystyczny dla reakcji nadwra-
zliwosci typu p6znego. Akumulacja mastocytow w tym procesie jest poprzedzona
agregacja limfocytéw T. IL-1 i TNF-a uwolnione z komérek tucznych moga wtornie
przyczyniac¢ sie do gromadzenia sie limfocytow.

Degranulacja komérek tucznych nastepuje pod wptywem ich aktywacji. Gtownym
czynnikiem aktywujagcym mastocyty jest reakcja swoistego antygenu z czasteczkami
odpowiednich IgE zwigzanych z komdérkowymi receptorami FceRIl (reakcja ana-
filaktyczna). Wiadomo, ze reaktywno$¢ komorek tucznych pochodzgcych z réznych
narzagdow nie jest taka sama. Zwigzane jest to przede wszystkim z r6zng gestoscia
receptoréw FceRIl na powierzchni tych komoérek.

Do aktywacji mastocytow moze dojs¢ takze w drodze tzw. mechanizmow anafi-
laktoidalnych, bez udziatu IgE. Ta aktywacja komoérek moze by¢ wywotana przez
czynniki endogenne lub egzogenne [32].

Czynnikami endogennymi wywotujacymi aktywacje komérek tucznych sa: ana-
filatoksyny C3a, C4a, C5a, czynniki uwalniajgce histamine (HRFs), enzymy (fo-
sfolipaza A2, fosfolipaza C, chymotrypsyna), neuropeptydy (somatostatyna,
neurotensyna, angiotensyna, substancja P, endorfina, gastryna), interleukiny (IL-1,
IL-3), biatka pochodzgce z eozynofilow (gtéwne biatko zasadowe: MBP - major
basie protein, kationowe biatko eozynofilowe: ECP - eosinophil cationic protein)
i inne.

Niektore z tych czynnikéw, np. anafilatoksyny tgczg sie ze swoistymi receptorami
na powierzchni komorek tucznych i w ten sposéb aktywujg je; mechanizm dziatania
pozostatych nie zostat poznany. Reaktywno$¢ mastocytow réznych gatunkéw zwie-
rzat i cztowieka na wyzej wymienione czynniki jest bardzo zréznicowana [13,
15].

Wséréd czynnikow egzogennych aktywujacych mastocyty nalezy wymienié:
niektore leki, srodki cieniujgce, jonofory wapnia, polimery weglowodandw, bakterie
i ich produkty [4, 28].

Komarki tuczne nie stanowig jednolitej populacji komorek. Pierwsze doniesienia
0 ich zréznicowaniu pochodzg z 1906 roku, kiedy to Maksiméw zaobserwowat,
ze mastocyty przewodu pokarmowego réznych gatunkéw zwierzat s§ mniejsze i
zawierajg mniej ziarnistosci niz wyizolowane z innych narzadéw; obserwacje te
potwierdzity takze pdzniejsze badaniainnych uczonych [3,10,23]. Obecnie wiadomo,
ze komorki tuczne, poza réznorodno$cig pod wzgledem histochemicznym i bio-
chemicznym, wykazujg takze zréznicowanie funkcjonalne [10, 29].
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Komoérki tuczne gryzoni mozna podzielié¢ na dwie subpopulacje. Sg to: 1) komorki
tuczne zwigzane z btong $luzowg: MMC - mucosal mast cells i 2) komérki tuczne
zwigzane z tkanka tgczng: CTMC - connective tissue mast cells.

Ludzkich komdrek tucznych nie mozna podzieli¢ na mastocyty zwigzane z biong
§luzowgq i zwigzane z tkanka taczng. Réwniez klasyfikacja histochemiczna, oparta
na obecnosci lub braku heparyny, dobra do réznicowania mastocytéw u gryzoni,
nie jest przydatna w analizowaniu tych komorek, gdyz wszystkie komorki tuczne
cztowieka zawierajg heparyne.

Podobniejak u gryzoni, dominujagcym sktadnikiem ziarnistosci ludzkich komérek
tucznych sg obojetne proteazy: chymaza i tryptaza [2, 11, 12, 17, 19, 22, 30, 31].

W zaleznosci od zawartosci proteaz komorki tuczne cztowieka mozemy po-
dzieli¢ na trzy podtypy: 1) MCT - zawierajgce tryptaze, 2) MCCT - zawierajgce
chymaze i tryptaze, 3) MCc - zawierajgce chymaze.

Trzecia subpopulacja komdrek tucznych, tzn. zawierajaca tylko chymaze (a nie
zawierajgca tryptazy) zostata odkryta dopiero niedawno w 1993 roku przez Weidnera
i Austena [30]. Komoérki te wystepuja w bionie pods$luzowej przewodu pokarmowego
i w weztach chtonnych. Poniewaz jednak zadnemu innemu badaczowi nie udato
sie uwidoczni¢ tych komdrek, ich wystepowanie czeka na potwierdzenie.

Subpopulacje MCT i MCCT r6znig sie pod wzgledem budowy ultrastrukturalnej.
Ziarnistosci MCCT zawieraja struktury parakrystaliczne w ksztatcie siatki lub kry-
sztatow, podczas gdy ziarnistosci MCT zawierajg struktury utozone w miony, sku-
pione na obrzezach ziarnistosci [12]. Ponadto subpopulacje te r6znig sie zawartosciag
cytokin, a mianowicie: IL-4 wystepuje w 85% MCCT i tylko w 15% MCT, a
IL-5 i IL-6 znajdujg sie prawie wytacznie w MCT [6].

Aldenborg i Enerback [2] wykazali wiele r6znic w lokalizacji miedzy komorkami
MCCT i MCT. Stwierdzili oni, ze MCCT sa dominujagcymi komodrkami zaréwno
w bionie pod$luzowej, jak i $luzowej przewodu pokarmowego, natomiast MCT
sg zlokalizowane w btonie Sluzowej (tylko btona Sluzowa katnicy wykazuje duze
zréznicowanie w zakresie zawartosci komorek MCT). Natomiast wg Matina i wsp.
MCc wystepuja z tg samg czestoscig we wszystkich narzgdach [22].

R6znorodnos¢ komorek tucznych dyskutowano od dawna, podobnie jak pocho-
dzenie poszczeg6lnych subpopulacji mastocytow. Kitamura i wsp. [15, 17] na pod-
stawie badan in vitro i in vivo stwierdzili, ze réznicowanie w kierunku
poszczeg6lnych podtypdw mastocytéw zalezy od mikrosrodowiska, w ktérym za-
chodzi ostateczne dojrzewanie tych komérek. Komdrki MMC (komdérki tuczne zwig-
zane z btong $luzowg) mogq przeksztatca¢ sie w CTMC (komdarki tuczne zwigzane
z tkankga tgczng) i odwrotnie. Ro6znicowanie zwigzane jest z wptywem pewnych
czynnikéw obecnych w mikro$rodowisku. Wykazano, ze mysie komorki tuczne
w obecnosci IL-3 réznicujg sie w kiemnku MMC, podczas gdy hodowane w obecnosci
SCF (stem cell factor, czynnik wzrostu komérek pnia) lub fibroblastow Iub po
prostu bez dostepu egzogennej IL-3, r6znicuja sie w CTMC. U cztowieka réz-
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nicowanie komorek tucznych przebiega inaczej. Dowiedziono, ze IL-3 nie wptywa
znaczaco na proliferacje mastocytéw, lecz jest czynnikiem wzrostu granulocytéw
obojetnochtonnych [25]. Zwigzane jest to z brakiem receptorow dla IL-3 na po-
wierzchni ludzkich mastocytéw. Udowodniono takze, ze IL-4, pobudzajgca pro-
liferacje komorek tucznych gryzoni, nie odgrywa zadnej roli jako czynnik wzrostu
dla mastocytow cztowieka [25]. Natomiast SCF indukuje réznicowanie komorek
tucznych w kierunku MCT [24, 33]. Podczas badania nad wptywem SCF na komorki
tuczne cztowieka stwierdzono interesujaca zalezno$¢: po inkubacji przez 8 tygodni
mysich fibroblastow 3T3 (gtéwnego zrodta SCF) i linii jednojadrzastych komérek
krwi okazato sie, ze ponad 90% komorek przeksztatcito sie w dojrzate komarki
tuczne zawierajgce chymaze i tryptaze. To doSwiadczenie sugeruje, ze fibroblasty
produkujg inne niz SCF czynniki odpowiedzialne za réznicowanie sie komorek
tucznych w kierunku MCCT [14].

Ostatnie doniesienia méwig, ze histochemiczne zréznicowanie komdrek tucznych
mozna odnie$¢ takze do ich réznorodnosci funkcjonalnej [7]. Wykazano, ze 90%
mastocytéw zlokalizowanych w sercu to MCCT [26]. Komorki te wykazujg wiele
podobienstw funkcjonalnych do subpopulacji komdrek tucznych pochodzacych z
ptuc lub z macicy. Wykazano ponadto, ze zawarto$¢ tryptazy w sercowych ko-
markach tucznych (HHMC - human heart mast celi) jest wyzsza niz w komdrkach
pochodzgcych z ptuc, a nizsza niz w skornych komarkach tucznych. Stymulowanie
HHMC przeciwciatami anty-lgE powoduje uwalnianie UTC4 i PGD2. Komorki
tuczne skoéry natomiast uwalniajg wiecej PGD2, ale znacznie mniej LTC4. Ana-
filatoksyna C5a i protamina indukujg uwalnianie histaminy z HHMC i mastocytow
skornych, ale nie wptywajg na komdrki tuczne ptuc.

Z kolei morfina, substancja P i zwigzek 48/80 selektywnie uwalniajg histamine
ze skérnych mastocytéw, a nie wpltywajg na reaktywno$¢ komorek tucznych serca
i ptuc [26, 28].

Tryptaza jest obok chymazy gtdwng proteing produkowang i magazynowana
przez komorki tuczne; wystepuje ona jako w petni aktywny tetramer. Istniejg dwa
rodzaje tryptazy: a-tryptaza i [3-tryptaza [27]. Nie wiadomo, czy sa one produktami
dwoch réznych genéw (a i (3), czy tez wystepowanie dwéch izoform jest wynikiem
modyfikacji potranslacyjnej [19]. Alfa-tryptaza nie jest przechowywana w ziar-
nistoSciach wydzielniczych, lecz jest ciggle uwalniana przez komorki tuczne i jest
dominujacg formg tego enzymu wystepujacg we krwi. Beta-tryptaza wystepuje jako
nieaktywny monomer. Konwersja tej nieaktywnej formy do aktywnego homote-
trameru wymaga kwasnego pH i heparyny, dlatego proces ten moze zachodzié
jedynie w komorkach tucznych. Tryptaza jest magazynowana w ziarnisto$ciach
wydzielniczych razem z chymazg, karboksypeptydazg i proteazg podobng do ka-
tepsyny G. Tryptaza wystepuje w potgczeniach z proteoglikanami. Kompleksy te
sgmniejsze niz kompleksy wigzace chymaze i karboksypeptydaze. Tryptaza znajduje
sie w elektronowo rzadkich obszarach ziarnisto$ci, podczas gdy chymaza i proteaza
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podobna do katepsyny G zajmujg elektronowo geste fragmenty ziarnistosci. U ludzi
tryptaza wydaje sie by¢ stabilizowana przez histamine. Biologiczne znaczenie tryp-
tazy polega na hydrolizie biatek. Jest to enzym wysoce specyficzny, hamowany
jedynie przez inhibitory proteaz serynowych.

Tryptaza ma wielokierunkowe dziatanie:

1) rozszczepia takie zwigzki, jak: VIP (vasoactive intestinalpeptide, wazoaktywny
peptyd jelitowy), HMMK (high-molecular-mass kininogen, kininogen o wysokiej
masie czasteczkowej), PHM (peptide histidine-methionine, peptyd histydynowo-
metioninowy), CGRP (calcitonin gene related peptide, peptyd pochodny genu kal-
cytoninowego) - neuropeptydy te dziatajg rozluzniajaco na miesnie gtadkie oskrzeli,
a zatem ich rozpad moze by¢ przyczyna skurczu tych miesni po stymulacji trypsyna;

2) stymuluje synteze DNA w komdrkach nabtonka oskrzeli, a zatem moze by¢
traktowana jako potencjalny mitogen;

3) zwieksza ekspresje ICAM-1 (intercellular adhesion molecule, czasteczka ad-
hezji miedzykomérkowej) na komdrkach nabtonka, przez co moze przyczyniac
sie do regeneracji nabtonka i mobilizacji granulocytéw;

4) w naskorku rozszczepia fibronektyne i kolagenaze typu 1V, przez co bierze
aktywny udziat w przebudowie tkankowej; ponadto w dos$wiadczeniach in vivo
wykazano, ze aktywuje ona MMP 111 (metaloproteiny, ktdre degradujg tkanke taczng
i saq wydzielane przez komérki w formie nieaktywnej);

5) odgrywa role w rozszczepianiu i inaktywacji fibrynogenu, przez co dziata
jak miejscowy antykoagulant;

6) hamuje mitogenne dziatanie trombiny na miesnie gtadkie naczyn, przez co
zwieksza przepuszczalnosé naczyn;

7) jest czynnikiem wzrostu dla fibroblastow, wiec wptywa na witdknienie tkanek
i gojenie sie ran [11].

Druga proteaza serynowg produkowang i magazynowang przez komorki tuczne
jest chymaza. Istnieje bardzo wiele izoform tego enzymu u réznych gatunkéw
zwierzat.

U cztowieka odkryto dotychczas jedng forme chymazy. Zdolno$¢ syntezy tego
enzymu majg komarki tuczne i niektore komérki srédbtonka naczyn. Interesujacy
jest fakt, ze najbardziej zblizona do ludzkiej chymazy pod wzgledem strukturalnym
jest chymaza psia i mysia (zupetnie inng sekwencje ma natomiast chymaza pro-
dukowana przez szczury, co zmusza do ostroznej interpretacji wynikéw doswiadczen
prowadzonych na tych zwierzetach). Podobnie jak tryptaza, chymaza ludzka takze
wykazuje wiele dziatan:

1) ma zdolno$¢ konwersji angiotensyny | do angiotensyny Il (niezalezng od
konwertazy), przez co moze regulowaé ci$nienie krwi;

2) wywiera dwukierunkowe dziatanie na migé$nie gtadkie oskrzeli:

zwieksza ich napiecie przez rozszczepianie VIP (ktéry rozluZznia miesnie
gtadkie oskrzeli),
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zmniejsza ich napiecie przez hamowanie wazokonstryktorow: bradykininy,
kalidyny;

3) stymuluje wydzielanie gruczotow warstwy podsluzowej oskrzeli;

4) poprzez IL-1 i TGF-|3] moduluje zapalenie w skérze;

5) aktywuje MMP 11l, rozszczepia fibronektyne i kolagen typu IV, przez co
wptywa na degradacje substancji miedzykomdérkowej i przebudowe tkanek.

Komorki tuczne wystepujg we wszystkich niemal tkankach i narzadach. Majg
zdolnos¢ uwalniania wietu biologicznie czynnych substancji. Petnig kluczowg role
w reakcji nadwrazliwos$ci typu anafilaktycznego w fazie natychmiastowej (EPR
- early phase reaction) i w fazie p6znej (LPR - late phase reaction) [9]. Biorg
takze udziat w tzw. ,niealergicznych reakcjach immunologicznych”. Udowodniony
jest réwniez udziat komdrek tucznych w procesie zapalnym [8]. Przez uwalniane
mediatory zwiekszajg przepuszczalno$é naczyn krwionosnych. Mastocyty wptywajg
takze na napiecie $cian drég oddechowych (przez rozktad zwigzkdw rozluzniajacych
miesnie gtadkie, powodujg skurcz oskrzeli), procesy wykrzepiania wewnatrznaczy-
niowego i ci$nienie tetnicze krwi. Histamina i heparyna, uwalniane w procesie
aktywacji komdrek tucznych, wptywajg na angiogeneze (zwiekszajg proliferacje
komérek srodbtonka naczyn krwionos$nych). Mastocyty biorg takze udziat w procesie
przebudowy tkankowej i wibknienia: dryptaza jest bowiem czynnikiem wzrostu
dla fibroblastow, a jednocze$nie razem z chymazg rozszczepia kolagenaze IV i
fibrynogen. Ponadto sugeruje sig, ze komorki tuczne mogg wptywac na regulacje
skérnego przeptywu krwi (dzieki komunikacji miedzy tymi komdérkami i nerwami
czuciowymi) oraz na procesy regeneracji wtdkien nerwowych.

Wiele pytan zwigzanych z komdrka tuczng wcigz czeka na odpowiedz. Szcze-
gotowe poznanie fizjologii tej komorki moze pozwoli¢ na zrozumienie wielu do-
tychczas nie wyjasnionych proceséw i rzuci¢ nowe $wiatto na mechanizmy juz
poznane.
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RECENZJA

Ultrastruktura i funkcja komoérki. Tom 7: Mechanizmy regulujace
spermatogeneze. A. tukaszyk, B. Bilinska, J. Kawiak, Z. Bielanska-
Osuchowska (red.). PWN Warszawa, 1998.

Kiedy inicjowano serie wydawniczg "Ultrastruktura ifunkcja komorki", tytut
odzwierciedlat roztozenie akcentow w badaniach nad komorka: ultrastruktura uka-
zywana przez coraz doskonalsze mikroskopy elektronowe i nowe techniki przy-
gotowania materiatu stanowita przedmiot wigkszos$ci liczacych sie publikacji. Po
latach, wraz z postepem wiedzy o komdrce irozwojem metod biochemii komorkowej,
cytochemii, a przede wszystkim biologii molekularnej, badania ultrastrukturalne
przesunety sie na nieco dalszy plan.

Sytuacje te mozna dostrzec wyraznie w wydanym niedawno VII tomie serii,
noszacym tytut "Mechanizmy regulujgce spermatogeneze": zaledwie 3 z 13 roz-
dziatéw poswiecone sg problemom ultrastruktury, pozostate natomiast dotycza -
ogo6lnie rzecz ujmujac - cytofizjologicznych aspektéw procesu spermatogenezy.
Autorzy poszczeg6lnych rozdziatow sg specjalistami w tej dziedzinie i w wiekszosci
uwzgledniajg w omawianej przez siebie problematyce réwniez wyniki wiasnych
badan.

Tom ma troche niejednolity charakter: dwa pierwsze rozdziaty (Godula i Wi-
talinski) dotyczg niewatpliwie ciekawej, cho¢ raczej egzotycznej spermatogenezy
u bezkregowcoéw, prezentujgc zdumiewajgce zrdéznicowanie strukturalne meskich
komérek rozrodczych w tej grupie, ktére mozna powigza¢ z adaptacjami funkcjo-
nalnymi, a nawet z filogenezg poszczeg6lnych gatunkéw. Rozdziaty pozostate oma-
wiajg najlepiej poznany meski uktad rozrodczy u ssakow.

Cze$¢ te otwiera prezentacja ultrastruktury plemnikéw ssakéw (Bielariska-Osu-
chowska i Sysa), po czym omawiane sg aspekty biochemiczne (Strzezek), immu-
nologiczne (Kurpisz) i genetyczne (Krzanowska) procesu spermatogenezy. Zgodnie
z tytutem tomu, wiele miejsca poswiecono mechanizmom regulacyjnym kontro-
lujacym przebieg spermatogenezy: czynnikom wzrostu (Bartmariska) i regulacji
hormonalnej. Czytelnik znajdzie zatem omdwienie lokalnej regulacji spermatoge-
nezy, w ktérej kluczowa role odgrywaja komorki Leydiga (Bilinska), charakterystyke
receptorow LH/CG w komorkach Leydiga (Niedzielaitukaszyk) iFSH w komérkach
Sertoliego (Lukaszyk i wsp.), a takze rozwazania na temat specyficznej, zaleznej
od dtugosci fotoperiodu regulacji mechanizméw reprodukcyjnych u samcéw gryzoni
rozmnazajgcych sie sezonowo (Bartke i wsp.).

Tom zamykajg rozdziaty poswiecone roli mézgu w regulacji proceséw repro-
dukcyjnych, co znajduje odbicie w jego "zréznicowaniu ptciowym" na poziomie
zaréwno morfologicznym, jak i molekularnym (Jarzgb) oraz funkcjom regulacyjnym
najadrza w procesie dojrzewania plemnikéw (Wenda-R6zewicka).
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Jest to niewatpliwie bardzo warto$ciowa pozycja, wszechstronnie przedstawiajgca
obecny stan wiedzy na temat spermatogenezy i regulacji meskich funkcji repro-
dukcyjnych. Czytelny tekst uzupetniajg dobrze dobrane schematy, rysunki, a w
niektérych rozdziatach réwniez mikrofotografie. Kazdy rozdziat zostat opatrzony
wyczerpujacg bibliografiag doprowadzong do 1996 roku.

Redaktorom i autorom mozna wytknaé tylko drobne niedociggniecia: zawartos¢
treSciowa rozdziatow 3 i 4 czeSciowo pokrywajg sie ze sobg, opis rysunku 5.1
nie daje zadnych szans na jego zrozumienie (jedynie specjalista domysli sie, ze
przedstawiono rysunkowga wersje obrazéw potgczenn miedzykomoérkowych uwido-
cznionych metoda mrozenia i tamania), a na rysunku 4.5 struktura wskazana jako
"mikrotubula centralna™ jest w istocie tzw. powtoczkga srodkowg otaczajgcg centralng
pare mikrotubul.

Monografie t¢ mozna poleci¢ zar6wno studentom, jak i biologom i lekarzom
zainteresowanym komorkowymi i fizjologicznymi aspektami proceséw zwigzanych
z reprodukcja.

Jan A. Litwin



SPRAWOZDANIE
z dziatalnosci
Zarzadu Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej
za okres od stycznia do grudnia 1998 roku

W obecnym okresie sprawozdawczym Zarzad dziatal w niezmienionym sktadzie:
Jerzy KAW IAK-prezes, Macief NALECZ-wiceprezes, Maciej ZABEL-sekretarz,
dr Joanna LIWSKA - skarbnik. Skiad Rady Fundacji réwniez sie nie zmienit:
ZofiaOSUCHOWSKA-przewodniczaca, cztonkowie: Tadeusz CICHOCKI, Antoni
HORST, Jozef KALUZA, Aleksander KOJ, Wtodzimierz KOROHODA, Andrzej
FUKASZYK, Andrzej MYSLIWSKI, Maria OLSZEWSKA, Aleksandra STOJA-
LOWSKA, Jan STEFFEN. Zarzad pracowat spotecznie. Kadencja Zarzadu uptywa
w roku 1999.

W pracy Zarzadu uczestniczyty panie: EwaProchniewicz - ksiegowa oraz Barbara
Miks i Danuta Wasilewska w rozprowadzaniu zeszytéw ,,Postepéw Biologii Ko-
morki”. Zarzad sktada tym osobom serdeczne podziekowania.

1 Dziatalnos¢ wydawnicza

Jest to gtéwny zakres dziatania Zarzadu Fundacji. Fundacja wspiera wydawanie
czasopism: ,,Folia Histochemica et Cytobiologica” oraz ,,Postepy Biologii Komorki”.

A. Folia Histochemica et Cytobiologica

Czasopismo ukazywato sie regularnie w dotychczasowej formie odpowiadajgcej
standardom miedzynarodowym. Rada Redakcyjna i Zarzad PTHIiC zdecydowaly
0 wprowadzeniu od stycznia 1999 grona wspotredaktorow celem pozyskania wiekszej
liczby artykutdéw z zagranicy oraz lepszej oceny poziomu czasopisma. Wprowadzono
zwyczaj czestego publikowania artykutéw przegladowych pisanych przez wybitnych
specjalistéw. Skitad i druk czasopisma odbywa sie w Krakowie. Merytoryczng piecze
ldecyzje o sktadzie redaktorow ,Folia” ma Polskie Towarzystwo Histochemikéw
i Cytochemikéw. ROwniez Towarzystwo od 1995 r. jest formalnym wiascicielem
czasopisma. Wspotpraca Fundacji z Redakcjg ,,Folii” uktada sie bardzo dobrze.
Wydawanie czasopisma odbywa sie z pomocg finansowg Komitetu Badarh Nauko-
wych oraz z funduszy zebranych ze sprzedazy czasopisma. Otwarto subkonto Fun-
dacji w PKO SA w Krakowie dla utatwienia redaktorom prowadzenia czasopisma.
Artykuty z ,Folia” sg indeksowane w: Medline, Biological Abstracts, Excerpta
Medica, Index Medicus, SciSearch, Research Alert.
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B. Postepy Biologii Komorki

Czasopismo ukazywato sie regularnie w dotychczasowej formie, w dalszym ciagu
wydawano suplementy:

suplement nr 10 pt. ,,Postepy Biologii Molekularnej” pod redakcjg prof. R. Stom-
skiego, zawierajacy materiaty z 10 Szkoty Biologii Molekularnej organizowanej
w Poznaniu;

suplement 11 pt. ,,Neurodegeneracja” pod redakcjg prof. L. Kaczmarka; sg to
wyktady wygtoszone podczas 28 Konferencji Biologii Komarki 1998, tradycyjnie
zoorganizowanej wspoélnie przez zarzady: Polskiego Towarzystwa Anatomicznego,
Polskiego Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikéw, Fundacje Biologii Ko-
morki i Biologii Molekularnej oraz redakcje ,Postepéw Biologii Komorki” pod
koniec roku.

Sktad czasopisma odbywa sie w dalszym ciggu w Wydawnictwie Fundacji
*Rozwdéj SGGW «w Warszawie, a f-ma,,Script” pomaga w przygotowaniu rysunkéw
czasopisma i wspomaga wspOtprace z drukarniami.

Merytoryczng piecze nad ,,Postepami” ma od 26 lat Polskie Towarzystwo Ana-
tomiczne oraz od 5 lat Polskie Towarzystwo Biologii Komérki. Tytut witasnosci
czasopisma ,Postepy Biologii Komérki” ma Fundacja Biologii Komorki i Biologii
Molekularnej. Wydawanie czasopisma odbywa sie z pomocg finansowg Komitetu
Badan Naukowych oraz z funduszy zebranych przez Fundacje ze sprzedazy cza-
sopisma.

Bedg czynione starania o wigczenie ,,Postepdw” do Medline. W zwigzku z
tym od stycznia 1999 r. czasopismo bedzie miato oktadke z napisami w j. polskim
i j. angielskim.

2. Wyrdlznienia

W dalszym ciggu dziata stata Komisja Nagrod Fundacji pod przewodnictwem
prof. Zofii Osuchowskiej. Cztonkami Komisji sg: prof. dr Barbara Sztabert-Grze-
lakowska, dr hab. Agnieszka Mostowska, prof. dr Hieronim Bartel, prof. dr Stanistaw
Moskalewski, prof. dr Jerzy Kawiak. Komisja opracowata regulamin dorocznej
nagrody Fundacji. Konkurs nagréd w 1994 r. zostat ogtoszony w ,,Postepach Biologii
Komorki” , w ,,Postepach” podano tez regulamin nagrody Fundacji.

W 1998 roku nadeszty 4 prace zgtoszone do nagrody. W roku 1998 Komisja
przyznata nagrode dr Zbigniewowi Polanskiemu z Zaktadu Genetyki i Ewolucjo-
nizmu UJ w Krakowie za prace:

a) Genetic background of differences in timing of meiotic maturation in mouse
oocytes: a study using recombinant inbread strains. J Reprod Fertil 1997, 109,
109-114.
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b) Strain difference in timing ofmeiosis resumption in mouse oocytes: involvement
of a cytoplasmic factor(s) acting presumably upstream of the dephosphorylation
ofpf kinase. Zygote 1997, 5, 105-109.

3. Finanse

Zarzad Fundacji wystgpit do Komitetu Badan Naukowych o dotacje na dalsze
wydawanie obu czasopism w roku 1999. Zarzad musi zlikwidowa¢ kserokopiarke,
ktorajest wiasnoscig Fundacji, ale ciggle sie psuje. Zarzad przeznacza cze$¢ funduszy
na optaty pocztowe oraz zakup materiatow biurowych koniecznych do prowadzenia
dziatalnosci biezacej, optaca prace ksiegowej i pan rozprowadzajacych ,,Postepy”.
Sprawozdanie finansowe w zatgczeniu.

Prezes Fundacji Wiceprezes Sekretarz.
Jerzy Kawiak Maciej Natecz Maciej Zabel

Warszawa grudzien 1998 r.



442

KOMUNIKATY

W OGOLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMORKI
THE VnTH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

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

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

Zainteresowanych prosimy o S$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, Wto-
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 ofsteroid 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

. Liposomes as Carriers in Drug Delivery

. 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 Gora.
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://angband.mirob.uni.wroc.pl.biochem/sem-99.htm

Early application is advised as the Liposome Seminar is limited to 150 persons.
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Wskazowki przygotowania rysunkow i streszczen 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 zosta¢ umieszczone
osobno na dyskietce. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, .PCX), albo pliki z Corela,
wersja 5,0 lub wczes$niejsza. Kazda wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy
w formacie wersji wczesniejszej.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 1997 r.

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

Zamowienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korekta pracy.
Wprowadzamy nowy standard streszczen w ,Postepach”. Streszczenie po polsku bedzie

jak dotychczas pierwsze przed streszczeniem w jezyku angielskim. Streszczenie ma mieé
nastepujgca strukture:

j. polski j. angielski
Podstawy zagadnienia: jedno zdanie Background:
Podtytuty: do kazdego podtytutu 3-5 zdan Subtitles:
Whioski: 2 zdania Conclusions:
Stowa kluczowe: do 8 stow Keywords:

Takie streszczenia standardowe moga by¢ wazne, gdyz obecnie czyta sie je komputerowo.
Tres$¢ streszczenia zacheca badz nie zacheca do przeczytania catego artykutu.
Prosimy réwniez Autoréw o podawanie adreséw e-mail, o ile je maja.

Warunki prenumeraty kwartalnika POSTEPY BIOLOGII KOMORKI
Prenumerata na rok 1999

Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 1999 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ, ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa; tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI IBIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa;
Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/Warszawa 12401053-40006576-2700-401112-001.
Cena prenumeraty rocznika na rok 1999:
dla instytucji (bibliotek) wynosi 60 zi,
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,

tel. 8340 344, fax. 8340 470, email: jkawiak@ cmkp.edu.pl:

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa;
Bank Polska Kasa Opieki S. A., IV O/Warszawa, No 12401053-40006576-2700-401112-001.

Price per year 20 dollars USA
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INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukuja artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiagnie¢ biologii
komaérki, nie publikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cisto$¢ podawanych informacji.
Obowiazuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i
embriologicznym. Artykuty drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga byé bez zgody redakcji
publikowane w innych periodykach. Prosimy Autoréw o nadsytanie prac bezpo$rednio do Redaktoréw odpowiedniej
specjalnosci (adresy na 2 str. oktadki), a do Redakcji w Warszawie tylko te artykuty, ktdre nie odpowiadajg zadnej z
wymienionych specjalnosci.

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

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

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

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

Tekst pracy i zataczniki nalezy przesyta¢ w dwéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 z podwajng interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Ostateczna wersja tekstu i
rysunki (wskazdwki s. 444) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona, nazwiska, tytuty naukowe autoréw, i
adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron
maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy podac kolejno tytut pracy wjezyku
polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres
autora prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrot tytutu (do 40 znakéw). Nastepna
strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 1str.) 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 skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony.
W teks$cie nie zamieszczaé tabel, schematéw lub rysunkéw, a jedynie zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie ich
lokalizacje (np. tab. 1, rys. litp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism podawac nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie nastepuje
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury nalezy
zestawi¢ alfabetycznie wedhug nastepujacego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schematéw i rysunkéw powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczegdlnych rysunkéw, schematéw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zatgczniki sg zapozyczone z innych zrédet, nalezy podaé, skad zostaly zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie.
Wszystkie zataczniki muszg by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i 0znaczeniem goéry i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszg by¢ zgodne z uktadem SlI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skr6tow uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do wykonania korekty
autorskiej i zwrécenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu wprowadzanymi w korekcie poza
poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1egz. zeszytu PBK z opublikowanga praca oraz moga
zamowic¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik w PBK. Redakcja prosi o propozycje do 5 0séb (nazwisko, imie, adres, fax), ktére
bytyby odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego
wspotpracownikami. Poprawiongpo recenzji wersje pracy nalezy zwréci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja zrezygnuje
z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedzg na list redaktora.

Redakcja prosi takze gtéwnego Autora o dotaczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotgczono 2 kopie maszynopisu, Treé¢ pracy nie byla uprzednio publikowana i nie zostata

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

Jest zgoda osob, 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 ijego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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