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W tym Zeszycie Postepow Biologii Komorki

Od stycznia br. ,Postepy” majg strone internetowg: www.mol.uj.edu.pl/pbk.
Mozna tam znalez¢ tytuly artykutéw z ,Postepéw” od roku 1990 oraz tytuly
i streszczenia artykutéw biezacych od stycznia 1999 r.

Tradycyjnie staramy sie informowac¢ o Noblistach z zakresu fizjologii i medy-
cyny. W roku 1999 zostat nim Gunter Blobel (s. 3).

W dwu kolejnych artykutach na stronach: 53 i68 przedstawiono sposob infekcji
wirusem HIV-1 irole glikoproteiny gp120. Przedstawiono réwniez préby immu-
nizacji przeciw temu wirusowi.

Peptydy z domeng koniczyno-podobng wystepuja gtdbwnie w przewodzie po-
karmowym. W artykule na stronie 125 opisano funkcje tych peptydow.


http://www.mol.uj.edu.pl/pbk
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GUNTER BLOBEL - NOBEL 1999*

JANINA KACZANOWSKA

Zaktad Cytofizjologii Instytutu Zoologicznego Uniwersytu Warszawskiego

Streszczenie: Nagrode Nobla z fizjologii i medycyny w 1999 r. przyznano Gunterowi Blobelowi.
(Postepy Biologii Komérki 1999; 27; 3-16)

Summary: The 1999 Nobel Prize in Physiology and Medicine was granted to Gunter Blobel.
(Advances in Cell Biology 1999; 27; 3-16)

Jednym z kluczowych problemoéw biologii jest wykrycie mechanizméw powo-
dujgcych, ze transkrypty (mRNA) tworzone na matrycy DNA wjadrze prowadza
do nieprzypadkowego rozmieszczenia biatek w trojwymiarowej strukturze ko-
morki eukaryotycznej. W komérkach Prokaryota wykryto, ze agregacja r6znych
enzymoéw z nukleoidem w wielkie kompleksy enzymatyczne umozliwia wydajng
replikacje DNA, transkrypcje informacyjnego mRNA, a nastepnie biosynteze biatek
in situ. Ale te mechanizmy dotyczyty tylko komérek, w ktorych istnieje mozliwos$¢
bezposredniego kontaktu molekut na zasadzie ich swobodnej dyfuzji. Komorka
eukaryotyczna ma wyodrebnione przedziaty: jadrowy, cytoplazmatyczny, mitochon-
drialny i plastydowy porozdzielane btonami. Funkcjonowanie komoérki wymaga
zatem zaréwno segregacji molekut, jak i mechanizméw wymiany i transportu cza-
steczek pomiedzy tymi przedziatami. Dotychczas poznano cztery podstawowe typy
mechanizmow nieprzypadkowego lokalizowania biatlek na terenie komarki:

- selektywng translacje biatek do obtonionych pecherzykéw siateczki srodpla-
zmatycznej,

- posttranslacyjng, docelowg segregacje biatek do réznych obtonionych peche-
rzyk6éw, nastepnie ich przemieszczanie i podczepianie do btony komdrkowej
z ewentualnym wydzielaniem zawartos$ci na zewnatrz (sekrecja),

*Praca zostata wykonana w ramach tematu statutowego Instytutu Zoologicznego UW.
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dwukierunkowg translokacje biatek i nukleoprotein przez pory otoczki jagdro-
Wej,
docelowy transport roznych typéw mRNA zwigzanych z uktadem motorycz-
nym cytoszkieletu i kontrolowang przestrzennie albo translacje transkryptow,
albo ich degradacije.
Okazato sig, ze zaburzenia w funkcjonowaniu mechanizméw sortowania biatek
w komorce sg przyczyng szeregu chordob (np. muscowiscydoza), a zakidcenia w
eksporcie mMRNA z jadra wigzg sie z wieloma chorobami wirusowymi.
Poznanie trzech pierwszych mechanizméw zawdzieczamy zaréwno bezposrednim
badaniom Blobela, jak i badaniom zainspirowanym jego hipotezami. Dorobek na-
ukowy Guntera Blobela zostat uhonorowany nagrodg Nobla w roku 1999.

1. ODKRYCIE ZJAWISKA KOTRANSLACJI;
HIPOTEZA SYGNALOWYCH PEPTYDOW
I SYGNALOWEJ PEPTYDAZY

Juz w latach sze$édziesigtych wykazano metodami cytochemicznymi, ze wy-
odrebnione btonami srodkomérkowymi terytoria (zwane réwniez przedziatami lub
kompartmentami) komarki eukaryotycznej spetniajg wyspecjalizowane funkcje, a
btony poszczegdlnych przedziatow rézniag sie chemicznie. Btony komorki spetniajg
szereg funkcji zwigzanych z regulacjg stezenia i sktadu jondw, syntezg ATP, ciggtym
odtwarzaniem dwuwarstwy lipidowej, importem prostych czgsteczek organicznych
i nieorganicznych oraz wydzielaniem pewnych substancji na zewnatrz, na zasadzie
albo dyfuzji, albo dyfuzji utatwionej. Jednoczes$nie btony biologiczne stanowig
wyrazng nieprzepuszczalng bariere dla wiekszosci biatek rozpuszczonych w cy-
toplazmie (biatek hydrofilowych).

Badania in vitro nad odtworzeniem (ang. reconstitution) biosyntezy biatek w
cytoplazmie wyizolowanej wraz z rybosomami, tRNA i enzymami pozwolity w
wielu przypadkach na translacje biatka kodowanego przez mRNA odrebnego gatunku
np. synteze biatek roslinnych w cytoplazmie zwierzecej. Wyniki te stanowity osta-
teczny dowdd na uniwersalny charakter mechanizmow translacji w komaorkach euka-
ryotycznych. Natomiast nie odpowiadaty na pytanie, dlaczego pewne typy mRNA
kodujace biatka sekrecyjne podlegajg translacji wytacznie w obecnosci siateczki
Srédplazmatycznej ziarnistej (ER), w ktorej rybosomy sg zwigzane z btonami. W
badaniach in vitro biatka nie tworzyty sie w cytosolu, natomiast translacja zachodzita
w obecnosci ER, a wytworzone biatka gromadzity sie w pecherzykach.

Szczego6towe badania Sabatiniego i Blobela [29], Blobela i Dobbersteina [5 i
6], doprowadzity do sformutowania zasadniczych zreb6w hipotezy sygnatowej [7]
rozwinietej w kolejnych publikacjach [36,25]. W badaniach nad biosyntezg hormonu
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trzustki psa we frakcjach komorkowych okazato sie, ze rybosomy rozpoczynajg
synteze peptydu hormonu w cytosolu po potgczeniu mRNA z rybosomami w po-
lisomy. Jednakze, po rozpoczeciu translacji tworzgcego poczatek peptydu zbudo-
wanego z 19-21 aminokwasow, dalsze kontynuowanie translacji wymaga kontaktu
utworzonego kompleksu (MRNA-i- rybosom + poczatek peptydu) z cytosolowg nisko-
czasteczkowg nukleoproteing rozpoznawczg, tzw. sn SRP (ang. smali nucleoprotein
SIGNAL RECOGNITION PARTICLE) oraz z receptorem znajdujgcym sie w btonach
ER [35, 15]. Wzajemne oddziatywanie kompleksu, SRP i receptora btonowego
powoduje wytworzenie w tej btonie pewnego typu niejonowego kanatu, przez ktory
pierwsze odczytane sekwencje peptydu kierowane sg wprost do wnetrza pecherzyka
i stanowia sygnat dla kontynuowania przerwanej translacji.

Te pierwsze kilkanascie aminokwaséw tworzg tzw. SEKWENCJE SYGNALO-
WA decydujagcg o translokacji tworzgcego sie peptydu do wnetrza pecherzyka. Oz-
nacza to, ze translacja i translokacja odbywajg sie #gcznie (kotranslacja). Po
zakonczeniu translacji, w pecherzyku wiele peptydéw jest uwalnianych z kontaktu
zbtong pecherzyka przez enzym znajdujgcy sie wjego wnetrzu, peptydaza sygnatowa
odcina sekwencje sygnatowe [10]. Po zakorczeniu translokacji, obciete sekwencje
sygnatowe podlegajg degradacji, a skrécone, uwolnione peptydy podlegajg dalszej
obrébce posttranslacyjnej (np. glikosylacji powodujacej wtasciwe fatdowanie czg-
steczki i jej stabilno$¢), natomiast uwolnione receptory kanatu translokacyjnego
podlegajg rozproszeniu w btonie pecherzyka. Réwnoczes$nie zarobwno SRP, jak i
rybosom odczepiajg sie od bton ER i mogg by¢ uzyte do nastepnej kotranslacji

(rys. 1).

RYSUNEK 1. Schemat kotranslacji (wg rys. 14-13, s. 462 w Podstawy biologii komérki. Albertsiin.,
PWN, 1999, nieco uproszczony [2])
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2. STUDIA NAD ROZMIESZCZANIEM BIALEK
W OBLONIONYCH ORGANELLACH; TOPOGENEZA
BIALEK (BLOBEL [3])

Dalsze badania wykazaty, ze ukierunkowany transport przez btony odbywa
sie albo przez kotranslacje, albo przez posttranslacyjny transport biatek cyto-
plazmatycznych. Taki posttranslacyjny transport wymaga mechanizmu oddzia-
tywania biatka ze sktadnikami bitony biologicznej umozliwiajgc albo ich
przenikanie przez btone, albo przynajmniej zakotwiczenie sie w niej. Badania
dotyczace istnienia sekwencji sygnatowych w biatkach, decydujgce o ich transporcie
(translokacji) do réznych typéw pecherzykéw lub ich bion zaowocowato poszu-
kiwaniem w réznych typach biatek sekwencji o charakterze ,ADRESU” oraz prze-
szukiwaniem réznych biatek wbhudowywanych w strukture dwuwarstwy lipidowej
(tzw. biatek przezbtonowych), ktére bytyby receptorem btonowym, czyli ,ADRE-
SATEM?” dla translokacji (rys. 2) (Blobel [3]). Zainspirowany zaréwno wynikami
wiasnych badan (9 cytowanych wiasnych publikacji), jak i rozwazaniami na temat
ewolucyjnych teorii pochodzenia przedziatéw (organelli) w komérce [19], zajat
sie charakterystyka i rozmieszczeniem biatek w réznych organellach komérki euka-
ryotycznej, czyli inaczej méwigc scharakteryzowat topogeneze biatek.

A Btony biologiczne Eukaryota stanowig labirynt, w ktérym btona zewnetrzna
komorki staje sie btona sieci siateczki $rodplazmatycznej (ER) cytoplazmy, aby

RYSUNEK 2. Dwufazowa integracja biatka przezbtonowego w btonie ER (rys. 14-15 ,s. 463 w [2])
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w niektdrych miejscach kontynuowac przebiegjako podwojna btona otoczkijgdrowe;j.
Mozna zatem przypuszczaé, ze w ewolucji prowadzgcej do powstania komorki
eukaryotycznej, wpuklenie btony zewnetrznej do jednorodnego regionu cytoplazmy
mogto doprowadzi¢ do powstania systemu siateczki $rédplazmatycznej ziarnistej
(ER), a takze do siateczki srodplazmatycznej gtadkiej aparatu Golgiego i licznych
wyspecjalizowanych obtonionych pecherzykdéw. Pecherzyki te mogg wedrowaé w
komadrce i wtdrnie tagczy¢ sie z powierzchnig komorki uwalniajgc wtedy na zewnatrz
swojg zawartos¢.

Obecnie, w komérkach réznych Eukaryota receptory dla kotranslacji wystepuja
w btonach ER oraz w wewnetrznej btonie mitochondrium i btonie tylakoidu. Kon-
translacja opiera sie na oddziatywaniu receptorow btonowych z peptydami zawie-
rajgcymi sekwencje sygnatowe.

Posttranslacyjny transport przez btony biatek wytworzonych na terenie cyto-
plazmy przez btony wymaga sekwencji sygnatowych hydrofobowych nazwanych
sekwencjami insercji lub zakotwiczania, zdolnych do kotwiczenia w bitonie.

Trwatg lokalizacje peptydu w btonie, a wiec translokacje wywotujgca powstanie
biatek przezbtonowych, powodujg hydrofobowe sekwencje typu stop-transfer znaj-
dujace sie nie tylko na poczatku, ale tez w dalszym odcinku polipeptydu. Sekwencje
stop-transfer przerywajg rozpoczety przez sekwencje sygnatowe transport biatka
przez btone iprowadzg do tego, ze ta hydrofobowa sekwencja zostaje przemieszczona
z kanatu translokacyjnego wprost do dwuwarstwy fosfolipidowej. A wiec mamy
dwa etapy procesu: pierwszy zwigzany z przezbtonowg translokacjg przez kanat
oraz drugi zwigzany z przemieszczeniem bocznym w dwuwarstwie btony fo-
sfolipidowej. Ten podwdéjny proces integracji przezbtonowych biatek w dwuwarstwie
fosfolipidowej zapewnia asymetryczng orientacje biatka zintegrowanego z btona.
Jest to jednoczes$nie mechanizm tworzenia receptoréw btonowych.

Taki transport posttranslacyjny jest charakterystyczny dla bton zewnetrznych
mitochondriéw i plastydéw oraz bton tzw. organelli detoksyfikujgcych zwigzanych
z metabolizmem lipidéw, czyli peroksysomow.

B. Mozna takze przypuszczac, ze powstanie komarki eukaryotycznej wigzato
sie z tworzeniem sie gtebokich wpukleh blony zewnetrznej takich, ktére opasaty
caty region chromatyny wyodrebniajgc w ten sposéb ciagta, ale podwdjng otoczke
jadrowa.

Obecna w komorce eukaryotycznej zewnetrzna i wewnetrzna btona tej otoczki
ma odmienne biatka i odrebne funkcje, a przestrzen miedzy nimi stanowi odrebne
Srodowisko. Kontakt miedzy wnetrzem jadra i cytoplazma staje sie mozliwy dzieki
bardzo ztozonym mechanizmom transportu w obu kierunkach przez pory otoczki
jadrowej penetrujagce przez system podwdjnych bton otoczki jadrowej.

C. Podobnie, btony mitochondriéw i otoczka chloroplastdw roslinnych sg takze
podwdjne, ale odmienne pod wzgledem zaréwno pochodzenia, jak i funkcji od
kompartmentu jgdrowego. Prawdopodobnie ewolucyjnie zaré6wno mitochondria,
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jak i plastydy powstalty w wyniku symbiozy miedzy komorka zerng ijej pozartymi
na zasadzie fagocytozy innymi gatunkowo komdrkami. Mitochondria zapewne po-
chodzg z symbiontycznych bakterii tlenowych, a chloroplasty z pewnych cyjano-
bakterii.

Istniejg dowody na posttranslacyjny ukierunkowany transport przez dwie biony
tzn. przez catg otoczke mitochondrialng i chloroplastowg. Sugeruje to (ale nie do-
wodzi), ze w obu btonach ustawiane sg naprzeciwko kanaty translokujgce biatka
w dwoéch etapach najpierw przez jedng, a potem przez druga bione.

Blobel [3] zwrdcit takze uwage na to, ze specyficzne sekwencje aminokwasowe
w biatkach translokowanych i w biatkach receptoréw btonowych mogg wystepowac
w skadinngd bardzo réznych chemicznie typach biatek. Sekwencje o charakterze
»adresu” i ,adresata” natomiast decydujg o asymetrii transportu i o réznicach w
poszczegdlnych typach bton. Wykazano, ze usuniecie tych sekwencji, np. przez
peptydazy w biatkach przezbtonowych, albo odwrotnie wprowadzanie tych sekwencji
metodami molekularnymi do biatek cytoplazmatycznych decydowato o ich osta-
tecznej lokalizacji w komérce.

3. BADANIA NAD WEASNOSCIAMI KANALU
TRANSLOKACYJNEGO BIALEK.
HIPOTEZA BRAMKOWANIA [31]

Chociaz hipoteza sekwencji sygnatowych [7] ukierunkowujacych kotranslacje
i translokacje posttranslacyjng rozpuszczalnych biatek cytosolowych do wnetrza
pecherzykéw ER zgadzata sie z danymi doswiadczalnymi, nadal nieznane sg me-
chanizmy transportu biatka przez kanat.

Wstepne doswiadczenia wykazaty, ze ma on prawdopodobnie charakter wodnego
kanatu [16] wytworzonego przez biatka transbtonowe receptora oraz biatka zew-
netrzne (kompleksu rybosomalnego, SRP i sekwencji sygnatowych patrz punkt 1).
Powstato wiec pytanie, czy taki kanal ma witasnosci kanatu jonowego.

Przy uzyciu technik elektrofizjologicznych badano przewodnictwo jonéw w réz-
nych fazach kotranslacji w izolowanych btonach ER trzustki psa i w btonie komorki
prokaryotycznej (Escherichia coli) [32]. Szczegdlnie interesujace byto poréwnanie
zdolnosci do przewodzenia jonowego kanatdw w obecnosci rybosoméw uczest-
niczacych w niezaktdconej kontranslacji i w rybosomach, w ktérych tworzony peptyd
byt przedwczesnie uwalniany z rybosomu w obecnosci puromycyny. Badania te
wykazaly, ze tworzony na rybosomie i translokowany przez kanat peptyd zatyka
kanat i nie dozwala na przewodzenie jondw, podczas gdy usuniecie peptydu (przez
puromycyne) umozliwia to przewodzenie.
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Dalsze badania nad przewodnictwem jonowym kanatu kontaktujgcego sie z ry-
bosomem pozwolito sformutowac hipoteze bramkowania; kontakt sekwencji syg-
natowej peptydu z receptorem powoduje organizacje kanatu wodnego w btonie
biologicznej w tzw. konformacji otwartej. Sekwencja sygnatowa peptydu uwal-
niana jest z SRP, w sposéb zalezny od hydrolizy GTP, i wtedy wigze sie do pod-
jednostki biatka kanatu. Tworzony w trakcie dalszej kotranslacji peptyd przybiera
forme petli wypetniajacej Swiatto kanatu i niedozwalajagcej na jego zamkniecie.
Prawdopodobnie, zakoriczenie translokacji biatka do srodka pecherzyka iodczepienie
rybosomu po przeciwnej stronie btony powoduje powstanie konformacji tzw. za-
mknietego kanatu. A wiec wystepujg kolejno mechanizmy prowadzace do kon-
formacji kanatu w sposdb powodujacy jego otwarcie w okresie translokacji, a
nastepnie zamkniecie po zakonczeniu tego procesu (bramkowanie).

4., FUNKCJONOWANIE KOMPLEKSOW BIALEK POROW

OTOCZKI JADROWEJ (NUKLEOPORYN) | CZYNNIKOW

TRANSLOKACJI (KARIOFERYN) W IMPORCIE BIALEK
DO JADRA

Sekwencje NLS (nuclear localization signal) sg adresem kierujgcym biatka do
jadra [27]. W przeciwienstwie do opisanych powyzej mechanizmdéw ukierunkowanej
translokacji biatek przez btony fosfolipidowe; kanat wytworzony przez por otoczki
jadrowej jest tak duzy, ze moga przezen przenikaé zaréwno biatka sfatdowane,
jak tez ich kompleksy, a mate rozpuszczalne w wodzie czgsteczki omasie ponizej
50 kDa mogg swobodnie dyfundowa¢ w obu kierunkach. Por stuzy zaréwno do
importu odpowiednich biatek do jadra, jak tez do eksportu nukleoprotein, mRNA
i innych czasteczek z jadra. Dziata wobec tego dwukierunkowo. Kompleks biatek
poru nie jest zdolny do wbudowywania biatek w btone fosfolipidowa, tak jak to
jest w przypadku wszystkich mechanizméw translokacji biatek opisanych powyzej.

Pory otoczki jadrowej, NPC (nuclear pore complex) stanowig bardzo duze stru-
ktury tworzace kanaly przechodzace przez catg otoczke jagdrowg. Co najmniej 50
réznych biatek wchodzi w obreb ztozonej struktury NPC w otoczce jadrowej kre-
gowcow, a okoto 30 w znacznie mniejszych porach drozdzy. Biatka stanowigce
strukture poru otoczkijgdrowej (NPC) nazwano nukleoporynami, czyli biatkami
NUP (NUcleoPorins). Otoczka sktada sie z oSmiu powtdrzonych kompletéw biatek
tworzacych pierscien zakotwiczony w sposob ciggty zarbwno z btong cytoplazmaty-
czna, jak i z blong jadrowgq otoczki. PierScief ten po stronie jagdrowej wigze sie
z warstwg lamin pods$cielajgcych otoczke jadrowa. Do Swiatta kanatu utworzonego
przez pierScien wystaje odpowiednio osiem struktur przypominajacych szprychy
{spokes) ograniczajace jego Swiatto do okoto 25 nm S$rednicy. W S$rodku kanatu
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wibkienka poru nukleoporyny
wigzace receptory biatek
cytoplazma NLS i zapewne NES

podwojny pierscien poru
otoczki jadrowej ztozony

z 8 czesci powtarzajacych sie
komplekséw biatek

( biona nukleoporyn
zewnetrzna
otoczka
jadrowa btona laminy podscietajace
wewnetrzna otoczke jadrowg

koszyk poru ztozony z nukleoporyn
z receptorami dla biatek NLS i zapewne NES

dwukierunkowy transport
z udzialem wahadtowo przemieszczanych
karioferyn

Swiatto kanatu pora
otoczki jgdrowej
centralny transporter

RYSUNEK 3. Budowa i sktad komplekséw poru jadrowego (wg [34] uproszczony)

znajduje sie luzno osadzona zatyczka nie zwigzana strukturalnie, noszgca nazwe
centralnego transportera. Od strony cytoplazmatycznej NPC wystaje osiem wtdkienek
cytoplazmatycznych prawdopodobnie odbierajagcych sygnat rozpoczynajacy import
biatka, a wiec biatek nukleoporynowych o charakterze receptorow dla transpo-
rtowanych biatek. Po stronie btony wewnetrznej otoczki wystaje o$miokrotnie
wzmocniony koszyk biatek nukleoporynowych uwalniajgcych importowane biatka
do wnetrza jadra i receptordw dla eksportu nukleoprotein i biatek o charakterze
wahadtowo pracujgcych przenos$nikow i regulatorow procesdw transportu [34] (rys.
3).

) Import biatek wytworzonych w cytoplazmie, a kierowanych do jadra zwigzany
jest z wystepowaniem w nich sekwencji noszgcych nazwe sekwencji lokalizacji
jadrowej NLS (nuclear localization signal). Jest co najmniej kilka typow sekwencji
NSL odrebnych dla biatek jadrowych uzywanych w dojrzewaniu tRNA w jaderku,
wigzagcych mRNA, biatek podjednostek rybosomalnych i biatek wigzgcych mate
jadrowe RNA. Zatem wystepujg rozne sekwencje NLS, ale mozna je uszeregowac
w dwa nadrzedne typy: pojedyncze np. w antygenie T SY40 z NLS typu sekwencji
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PKKKRKYV (z decydujgcym motywem bogatym w lizyne wyrdznionym ttustym
drukiem) i dwuczesciowe np. w nukleoplasminie z sekwencja KRPAATKKAG-
QAKKK (z dwoma odcinkami bogatymi w lizyne wyttuszczonymi).

Istnieje rodzina biatek przenosnikowych posredniczacych w mechanizmie
translokacji biatek NSL przez por otoczki jadrowej, nazwanych tgcznie ka-
rioferynami (KAaryoPherins) lub krocej KAP. Do biatek translokujacych typu
KAP nalezg importyna alfa, importyna beta i transportyna. Oba typy sekwencji
NSL majg powinowactwo do podjednostki alfa (importyny alfa) heterodimerowego
receptora karioferynowego. Druga podjednostka tego receptora, mianowicie im-
portyna beta (importin beta) wigze sie¢ do importyny alfa. Wykazano réwniez, ze
aktywny import prawie wszystkich (sg wyjatki) biatek do jgdra wymaga aktywnosci
hydrolitycznej specjalnej GTP-azy typu Ran (Ran GTPazy). Wcigz poszukiwane
sg odpowiednie biatka nukleoporynowe (NUP) o charakterze receptoréw, ktore
wigzatyby biatka niosace ligandy NLS, ktére wraz z karioferynami Kierowatyby
jego dalszg translokacjg do jadra.

Badanie nad mechanizmami importu biatek przez pory otoczki jadrowej Blobel
zainicjowat opublikowaniem metody izolacji poréw otoczki jadrowej drozdzy [28]
i charakterystykg NUP 145 to jest nukleoporyny o masie molekularnej 145 kDa
zawierajacej liczne powtdrzenia sekwencji glicyny-leucyny-fenyloalaniny-glicyny
(motywu GLFG). NUP 145 jest niezbedny dla utrzymania struktury poru otoczki
jadrowej drozdzy [37]. Podobne, ale nie identyczne, powtarzalne motywy (XFXFG)
zidentyfikowano w nukleoporynach wystepujacych na filamentach zewnetrznych
i w strukturze koszyka NPC w otoczce jadrowej komoérek watroby szczura [26].
U drozdzy wykryto rowniez homologi karioferyn alfa i beta ssakow. Te karioferyny
wypreparowane z drozdzy mogg utworzy¢ funkcjonalny heterodimer z biatkami
z sekwencjami NLS; a caly kompleks wprowadzony do komoérek ssakow lokuje
sie w okolicy receptorow poréw otoczki jadrowej [9].

Dalsze badania Blobela i wspotpracownikéw [20, 23] wykazaly, ze same hete-
rodimery karioferyny alfa i beta, (bez udziatu biatka niosgcego sekwencje NLS)
wigza sie z powtarzalnymi motywami typu XFXFG réznych nukleoporyn poru
otoczki jadrowej, ale nie wigzg sie do nukleoporyn posiadajgcych powtarzalne mo-
tywy GLFG. Nastepnie wykazano [24], ze miejsce wzajemnego wigzania karioferyny
alfa z karioferyna beta pokrywa sie z miejscem wiazania sekwencji NSL. Wobec
tego kompleks karioferyny alfa i beta rozpada sie przy wigzaniu biatka z sekwencjami
NLS, a wtedy karioferyny uwalniajg sie od wigzania z nukleoporyng o powtarzalnych
motywach FXFG. Z kolei inkubacja in vitro kompleksu karioferyn alfa i beta z
Ran GTP prowadzi do uwolnienia karioferyny alfa z heterodimeru i zwigzania
Ran GTP z karioferyna beta. Takie zalezno$ci nie zachodza w przypadku nie-
aktywnego RanGDP [12].

Tak ztozone interakcje wigzania i uwalniania biatka z sekwencjami NSL z ka-
rioferynami i nukleoporynami o powtarzalnych motywach XFXFG zasugerowaty
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model ,rakietkowego odbijania sie” w kanale poru translokowanego biatka z se-
kwencjami NSL. Model zaktada statystycznie przypadkowe i przejSciowe wigzanie
i odczepianie translokowanego biatka NLS z karioferynami wigzacymi sie i uwal-
nianymi z kontaktu z réznymi nukleoporynami niosgcymi motywy XFXFG wy-
Scietajgcymi kanat, a przemienne stany wigzania i rozpadu heterodimeru kario-
ferynowego bytyby regulowane przez Ran GTP. Dodatkowe dosSwiadczenia [27]
prowadzg do wniosku, ze prawdopodobnie hydroliza Ran GTPazy nie jest potrzebna
do rozpadu heterodimeru karioferynowego, natomiast jest niezbedna do odczepienia
enzymu Ran od karioferyny beta. A wiec jest potrzebna do odtworzenia z powrotem
wstepnego rozdziatu biatek kooperujacych w transporcie, co stanowi o mozliwosci
powtérzenia catego cyklu w poszczegblnych etapach translokacji biatka w kanale
poru.

Ostatnie badania Blobela i wspotpracownikdéw [33] dotyczg biatek taczacych
struktury NPC z wnetrzem jadra i roli proteolizy w biogenezie niektérych nu-
kleoporyn [13].

5. BADANIA NAD DWUKIERUNKOWYM TRANSPORTEM
W PORACH JADROWYCH: REGULACJA IMPORTU
BIALEK | EKSPORTU NUKLEOPROTEIN
I KARIOFERYN Z JADRA

Obecnie wiadomo, ze por otoczki jadrowej dziata dwukierunkowo: nie tylko
importuje biatkajgdrowe do $rodka i wyprowadza rybonukleoproteiny (RNP particie)
do cytoplazmy, ale takze reguluje dwukierunkowe przemieszczenia karioferyn i
innych biatek kontrolujgcych procesy translokacji. Ekspediowanie RNP z terenu
jadra do cytoplazmy wigze sie z przejsciowymi odksztatceniami struktury koszyka
po stronie jadrowej poru, a towarzyszy temu jednoczesny import pewnych biatek
do jadra [8]. Podobnie zahamowanie aktywno$ci Ran GTPazy (np. w mutancie
drozdzy) prowadzi do jednoczesnego zatrzymania zarowno importu biatek, jak i
eksportu mRNA [30]. Z drugiej strony sg inne dane wskazujgce na to, ze translokacja
niektérych biatek nie wymaga hydrolizy zadnych trojfosforanéw nukleotydowych
(szczeg6towe omoéwienie problemu w artykule Talcott i Moore [4]). A wiec na-
prawde nie wiadomo, jaki jest mechanizm i naped takich dwukierunkowych trans-
lokacji.

Badania Blobela i wsp6tpracownikéw dowodzg, ze rola Ran GTP jest jednak
prawdopodobnie wieloraka i bardzo wazna; poza rola RanGTP w rozpadzie hete-
rodimeru karioferyny, uczestniczy on takze w powrotnym eksporcie karioferyny
alfa z czesci jadrowej poru do czesci cytoplazmatycznej po translokacji biatek
NLS (ruch wahadtowy karioferyn). W powrocie karioferyny alfa do cze$ci cyto-



GUNTER BLOBEL - NOBEL 1999 13

plazmatycznej poru uczestniczy nukleoporyna NUP153 zlokalizowana w koszyczku
NPC [21]. Zatem by¢ moze aktywnos$¢ Ran G TPjest raczej zwigzana z mechanizmem
odtwarzania systemu asymetrii rozmieszczenia biatek uczestniczgcych w translokacji
(resetting system) niz z napedem samej translokacji w porze otoczki jadrowej. Wspo64-
czesne prace Blobeta i wspdipracownikéw dotycza whasnie réznych aspektéw
asymetrii proceséw zachodzacych po obu stronach NPC [20, 17, 38].

Nowe horyzonty badan nad eksportem biatek i nukleoprotein z jadra otworzyty
pionierskie odkrycia ostatnich lat wykazujace, ze: A. biatka wiazace sie z RNA
sgczynnikami regulujgcymi albo eksport, albo zatrzymanie RNA w jadrze, B. eksport
jest regulowany przez fosforylacje i defosforylacje pewnych biatek kontrolujagcych
ten proces i C. eksport mRNA jest regulowany przez przebieg dojrzewania mRNA
(przebieg wycinania intronéw i modyfikacje 57 i 3” koricéw transkryptow mRNA).
Oznacza to, ze podstawowe procesy regulujgce funkcjonowanie jgdra zwigzane
sg z procesami regulacji transportu w porze otoczki jgdrowej. Kilka grup ba-
dawczych poszukuje sekwencji NES (nuclear export signal) w eksportowanych
kompleksach rybonukleoprotein. Takie sekwencje znaleziono w dwéch biatkach,
to jest w inhibitorze kinazy biatkowej PKI wytgczajacym aktywacje pewnej klasy
czynnikow transkrypcyjnych (sekwencja NES; LALKLAGLDI), i w biatku Rev
zwigzanym z eksportem mRNA kodujgcym biatko wirusa AIDS, ktore hamuje
wycinanie introndw zaréwno we wiasnym mRNA HIV, jak i w innych transkryptach
RNA gospodarza (NES; LPPLERLTL) [14]. Otwiera sie zatem nowy rozdziat badan
dotyczacy nie tylko kontroli translokacji miedzy jadrem a cytoplazmg, ale takze
regulacji aktywacji czynnikow transkrypcyjnych i proceséw zwigzanych z chorobami
wirusowymi (np. AIDS).

Te odkrycia spowodowaty, ze drugim wspotczesnym nurtem badan Blobela
i wspdtpracownikéw sg biatka regulujgce eksport mRNA [1,18,12]. Juz z wczes-
niejszych badan Blobela i innych grup badaczy wiadomo, ze wiele nukleoporyn
zawiera powtarzalne motywy FG, XFXFG lub GLFG i ze motyw XFXFG ma
powinowactwo do karioferyn. Okazato sie jednak, ze te motywy nukleoporyn wigzg
rowniez bezposrednio sekwencje NES Kkilku biatek zwigzanych z regulacjg fun-
kcjonowania jadra. Zatem, by¢é moze, wspdélne lub podobne sekwencje receptorowe
nukleoporyn (bogate w motywy FG) uczestniczg w sprzezeniu importu pewnych
biatek do jadra i w eksporcie rybonukleoprotein.

W ciggu ostatnich dwdéch lat zaistniato szereg nowych pytan dotyczacych me-
chanizméw dwukierunkowej translokacji czasteczek przez por otoczki jadrowej,
a 67-letni noblista Gunter Blobel wigze zaskakujgce wcigz nowe dane z wybie-
gajacymi w przyszto$¢ hipotezami. Nic wiec dziwnego, ze Jego wyktad pod zna-
miennym tytutem ,,Nuclear transport: KAPs, NUPs and RAN™ [4] konczacy sesje
Europejskiego Kongresu Biologii Komérki w Bolonii (11 maja 1999 r.) przyciagnat
uwage zaréwno licznych stuchaczy, jak i dziennikarzy.
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Przegladajgc internetowy wydruk publikacji noblisty z ostatnich lat od potowy
1995 r. do czerwca 1999 r. obejmujacy az 45 (!) pozycji zdatam sobie sprawe,
ze Profesor Blobel reprezentuje wspoétczesny model uczonego. Jest to wybitnie
utalentowany strateg, koordynator i zapewne inspirator badan, ktore t3czg wydajnos¢
i elegancje standardu prezentowanych doswiadczen z ambitnymi, ale ostroznymi
odniesieniami teoretycznymi. Nie rozumiem, w jaki sposéb mozna bezbtednie i
szybko realizowac tak ambitne projekty badawcze. Prawdopodobnie potaczenie zalet
utalentowanego inspiratora, a zapewne rowniez zwigzanie ztym mozliwosci wptywu
na finansowanie zaprojektowanych badan tworzg wspéiczesnego Nobliste.
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CYKL KSANTOFILOWY
W WARUNKACH STRESU ABIOTYCZNEGO™*

THE XANTHOPHYLL CYCLE UNDER ABIOTIC STRESS

Renata MATYSIAK, Gabriela LORENC-PLUCINSKA

Instytut Dendrologii PAN, Ko6rnik

Streszczenie: W artykule oméwiono parametry opisujace cykl ksantofilowy ijego powigzanie z fluore-
scencjg chlorofilu oraz przedstawiono fotoochronna role cyklu ksantofilowego w fotosyntezie. Przedys-
kutowano réwniez zmiany aktywnosci cyklu ksantofilowego w aspekcie rytmiki dobowej i sezonowej
oraz pod wplywem dziatania abiotycznych czynnikéw stresowych, takich jak: wysoka i niska tempera-
tura, okresowy niedobdr wody, deficyt sktadnikéw mineralnych i substancji odzywczych oraz zanieczy-
szczenia przemystowe.

(Postepy Biologii Komrki 2000; 27: 17-29)

Stowa kluczowe: cykl ksantofilowy, fluorescencja chlorofilu, czynniki stresowe.

Summary: This paper discusses the xanthophyll cycle, its regulation and components and a connection
with chlorophyll a fluorescence and describes the importance of the xanthophyll cycle as a photoprotec-
tion mechanism of photosynthesis. The influence of abiotic stress factors such as high and low
temperature, temporary water and nutrient deficit and environmental pollution on xanthophyll cycle and
chlorophyll fluorescence are also explored.

(Advances in Cell Biology 2000; 27; 17-29)

Key words: xanthophyll cycle, chlorophyll fluorescence, stressing factors.

Wykaz stosowanych skrotéw: PSI - fotouktad I, PSU - fotouktad II, LHCII - zbierajacy $wiatto
kompleks chlorofil a/b-biatko zwigzany z PSI i PSII, CPPSII - zbierajacy $wiatto kompleks chlorofil
a-biatko z kompleksu rdzeniowego PSII, Di i D2 - biatka stanowigce centra reakcji PSII, FO -
fluorescencja poczatkowa, Fm- fluorescencja maksymalna, Fy’/Fm’- miara sprawnosci fotochemicznej
PSIl, Fv/Fm - miara fotochemicznej wydajnosci PSIl w warunkach réwnowagi, gN - wspétczynnik
niefotochemicznego wygaszenia fluorescencji (NPQ), gp - wspotczynnik fotochemicznego wygaszenia
fluorescencji, Opsn - kwantowa wydajnos¢ transportu elektronéw w PSII, Rfd - indeks witalnosci.

*Praca dofinansowana przez Fundacje Wsp6tpracy Polsko-Niemieckiej ze $rodkéw Republiki
Niemiec w ramach grantu nr 3264/97/1S6.
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| WSTEP

Cykl ksantofilowy (rys. 1) przebiega u roslin wyzszych, paprotnikéw, mszakéw
oraz w kilku grupach glonéw [2 i prace tam cytowane]. Najczesciej definiowany
jest jako odwracalna, $Swiattozalezna przemiana barwnikéw ksantofilowych [13,
14]. Okresla sie go réwniez jako cykl wiolaksantofilowy lub jako alternatywny
system askorbinowo-glutationowy rozpraszajagcy nadmiar zgromadzonej energii
Swietlnej przez transformacje wiolaksantyny do zeaksantyny [9, 13].

Dla aktywacji cyklu ksantofilowego niezbedna jest obecno$é barwnikéw ksan-
tofilowych, takich jak: zeaksantyna, wiolaksantyna i anteraksantyna [10, 67]. Barw-
niki te stanowig utlenione formy karotenoidéw, ktore przez wygaszanie reaktywnego,
singletowego tlenu w stanie wzbudzonym (10 2*) i usuwanie wolnych rodnikéw
chroniag btony tylakoidowe przed ich fotodynamicznym uszkodzeniem [13, 18, 24].

Zawarto$¢ barwnikdéw biorgcych udziat w cyklu ksantofilowym jest rézna. U
roslin zacienionych notuje sie zwiekszenie zawartosci luteiny z réwnoczesnym ob-
nizeniem zawartosci zeaksantyny, anteraksantyny i wiolaksantyny. Przy wzroscie
nastonecznienia zwieksza sie udziat barwnikdw nastepujaco: chlorofil a > chlorofil
b >neoksantyna > (3-karoten > zeaksantyna > anteraksantyna > wiolaksantyna
> |uteina [64].

Cykl ksantofilowy zachodzi w btonach tylakoidéw, w korowej i rdzeniowej czesci
PSU i PSI oraz w zbierajacym $wiatto kompleksie chlorofil o/zZ?-biatko (LHCII)
zwigzanym z PSI i PSU [55]. Rozpoczyna sie deepoksydacja, czyli fotyczng prze-
miana wiolaksantyny przez anteraksantyne do zeaksantyny, katalizowang przez de-
epoksydaze [2]. Enzym ten jest aktywny w kwasnym (5,8-6,3) pH Swiatta tylakoidéw
[50]. Do aktywacji cyklu ksantofilowanego wymagany jest takze askorbinian,
NADPH lub FMNH9 oraz monogalaktozylodwuacyloglicerol (MGDG) [2, 9, 18].

Reakcjg przeciwstawng do deepoksydacji jest epoksydacja. Przebiega ona w cie-
mnosci lub przy $redniej intensywnos$ci oswietlenia i katalizowana jest przez epo-
ksydaze, przy wspoétudziale czgsteczkowego tlenu oraz NADPH [11].

Istnieje zalezno$¢ miedzy natezeniem fotosyntezy i aktywnoscig cyklu ksan-
tofilowego w nastepstwie przemian zachodzgcych w wewnetrznych i zewnetrznych
kompleksach antenowych PSII absorbujgcych $wiatto i inicjujagcych transport ele-
ktronéw do centrum reakcji w PSII. Zaburzenia reakcji Hilla w wyniku fotoinhibicji
prowadzg do zahamowania transportu elektronow po akceptorowej stronie PSII
i uszkodzenia kompleksu utleniajacego wode po donorowej stronie PSIl. Reakcja
obronng rosdlin przed fotoinhibicjg jest rozproszenie nadmiaru wzbudzonej energii
dzieki fotosyntetycznej redukcji 0 2 w PSI (reakcja Mehlera) oraz stymulacji nie-
cyklicznego i cyklicznego transportu elektronéw. Rozproszenie energii nastepuje
w formie ciepta i fluorescencji [13].

Fluorescencja jest reemisjg zaabsorbowanej energii $wietlnej przez molekuty
chlorofilu w czasie krotszym niz pikosekunda ijest wskaznikiem natezenia transportu
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RYSUNEK 1 Cykl ksantofilowy (wg [11,13], zmienione): A - anteraksantyna, V - wiolaksantyna, Z -
zeaksantyna, ’chi* - singletowy chlorofil w stanie wzbudzonym, 3chl* — tripletowy chlorofil w stanie
wzbudzonym, ‘chi - singletowy chlorofil w stanie podstawowym, ’car - singletowy karoten w stanie
podstawowym, 3car* - tripletowy karoten w stanie wzbudzonym, '02* - singletowy tlen w stanie
wzbudzonym, 3Gz2 - tripletowy tlen w stanie wzbudzonym, Q - energia cieplna, CPPSII - zbierajacy
Swiatto kompleks chlorofil a-biatko wystepujacy w kompleksie rdzeniowym PSU, GSSG (GSH) -
utleniona (zredukowana) forma glutationu, NADP (NADPH2) - utleniona (zredukowana) forma dinu-
kleotydu nikotynamido-adeninowego, ATP-aza - adenozynotrifosfataza, ATP - adenozynotrifosforan,
ADP - adenozynodifosforan

elektronéw. Dotyczy ona réwniez proces6w zwigzanych z rozproszeniem energii
w drodze przemian fotochemicznych i niefotochemicznych. Charakterystyka od-
powiednich parametréw fluorescencji chlorofilu odzwierciedlajagcych zmiany wjas-
nej i ciemnej fazie fotosyntezy jest znana jako krzywa Kautsky’ego (rys. 2).

U wielu rodlin modulacje aktywnosci cyklu ksantofilowego pokrywajg sie z
rytmiczng zmienno$cig czynnikéw zewnetrznych. Rytmika dzienna obrazuje sy-
nergizm indukcji Swietlnej i deficytu wody, wptywajacy na synteze zeaksantyny
[56], anteraksantyny, (3-karotenu w godzinach dopotudniowych, chlorofilu a i b
i zeaksantyny w potudnie oraz (3-karotenu, luteiny i anteraksantyny po potudniu
[50].
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RYSUNEK 2. Krzywa Kautsky’ego dla igiet sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris L.) [Matysiak i Lorenc-
Plucinska, dane niepublikowane]: FO, Fm, Fv, Fs, FO\ Fm\ Fv’ - parametry fluorecsencji chlorofilu a

Rytmika sezonowa wskazuje z kolei na intensywng aktywnos$¢ cyklu ksantofi-
lowego wiosng i latem oraz zminimalizowang w okresie jesiennym i zimowym
(tab. 1). Stymulacja syntezy wiolaksyntyny, anteraksantyny i zeaksantyny jest zalezna
od zmian fotoperiodycznych [ii],

2. CZYNNIKI STRESU ABIOTYCZNEGO
INDUKUJACE ZMIANY CYKLU KSANTOFILOWEGO

2.1. Czynnik fotyczny

Swiatto o wysokim natezeniu powoduje utrate aktywnosci fotosyntetycznej czesci
CPPSII, wskutek fotoinaktywacji apoproteiny PSII [16, 17, 25]. Aby nie
doszto do catkowitej degradacji DjD 2, nadmiar pobudzonej energii musi by¢ roz-
proszony. Te funkcje realizujg odpowiednie struktury PSII, ktére zachowaty zdolnos¢
do wytapywania energii wzbudzonej i przekazania jej w reakcji deepoksydacji na
chlorofil oraz karotenoidy i nastepnie przeksztatcenia w energie fluorescencji lub
ciepta [60]. Rozproszenie nadmiaru pobudzonej energii w cyklu ksantofilowym
umozliwia reaktywacje PSII poprzez resynteze DjD2, co pozwala na adaptacje
aparatéw fotosyntetycznych do optymalnego poziomu aktywnos$ci, nawet przy nad-
miernym oswietleniu [17]. Konsekwencjgtegojestjednak wzmozona synteza luteiny,
R-karotenu, e-karotenu, zeaksantyny, anteraksantyny i neoksantyny kosztem chlo-
rofilu a i b [22, 23, 42] oraz aktywacja peroksydazy, dysmutazy ponadtlenowej
i katalazy [60]. Zmiany dotycza rowniez kinetyki fluorescencji chlorofilu a, gdzie
notuje sie wzrost niefotochemicznego wygaszenia (NP.Q) [15, 23, 50, 55] oraz
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TABELA 1. Wplyw pér roku na aktywno$é cyklu ksantofilowego: Twzrost, 4 spadek, Vpp-
aktywnos¢ procesu epoksydacji, V DEp- aktywno$¢ procesu deepoksydacji, asc - askorbinian,
chi - chlorofil (a, b), car - karotenoidy (a-, (3), lut - luteina, neo - neoksantyna, V - wiolaksan-
tyna, A - anteraksantyna, Z - zeaksantyna, CK - cykl ksantofilowy, Fm\ NPQ, FVFm, F ’/F °’,
AF/Fm’, R fd - parametry fluorescencji chlorofilu a

Pora roku Indukowane zmiany Litera-
tura
Wiosna 4f F [51]
Lato T4 Az, 4Tv, A+Z>V, AT FvF [U]
Tasc, T chi a, tchl b, Tlut, Tv, "tficar, 4neo, 4a, 4acar, Ttokoferol  [16]
4Rfd [35]
J-F,IF,’, IAF/Fm, |V (P [50]
Jesien Tasc, T chi a, Tchl b, Tlut, 4V, T(3car, Tneo, TA, Tacar, Ttokoferol [16]
T [51]
Zima T chi a, b, T AVZ, Tlut, Tneo, Tacar, TFm’, TyNPQ ,4 FVFm [1]
Tasc, 4 chi a, 4 chi b, 4 lut, 4 V, 4 Bear, 4 neo, 4acar, Ttokoferol, [16]
Ta
A+Z>V, i FUFm [U]
A Fv/Fm [51]

spadek sprawnosci fotochemicznej PSII (Fv/Fm) [15, 25, 26, 60] i kwantowej wy-
dajnosci transportu elektronéw w PSII (Opsu) [22].

Nadmiar promieniowania ultrafioletowego, zwtaszcza UV-B (280-320 nm) i
UV-A (32CM-00 nm) docierajgcego do powierzchni Ziemi na skutek zmniejszania
sie zawartosSci ozonu stratosferycznego powoduje destrukcyjne zmiany w fosfo-
lipidach bton tylakoidéw [46]. Promieniowanie UV-B zmienia PSI i PSIl przez
redukcje zawartosci chlorofilu b, czego nastepstwem jest zmniejszenie rozmiaréw
anten chlorofilowych [54]. UV-A powoduje destrukcje chlorofilu i karotenoidéw
[5, 37, 46]. UV-A u glonu Laminaria stymuluje synteze zeaksantyny i chorofilu
c z jednoczesng redukcjg zawartosci chlorofilu a [12]. Natomiast pod wptywem
UV-B nastepuje zwiekszenie syntezy zeaksantyny kosztem chlorofilu zaréwno a,
jak i c [12]. Uaktywniony cykl ksantofilowy rekompensuje fotouszkodzenia pig-
mentoéw i spadek aktywnosci fotosyntetycznej. Przyjmuje sie, ze wzrost zawartosci
biatkowo-barwnikowych receptoréw wychwytujacych UV (flawonoidéw) moze by¢
wskaznikiem wptywu czynnikéw stresowych na aktywno$¢ aparatu fotosyntetycz-
nego [37].

2.2. Czynnik termiczny

Wptyw stresu termicznego na aparat fotosyntetyczny w aspekcie kinetyki fluo-
rescencji chlorofilu przedstawiono w tabeli 2. Niska temperatura uszkadza aparat
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TABELA 2. Wptyw stresu termicznego na kinetyke fluorescencji chlorofilu (Fo, Fm gp, gN,
FylFm F */Fm\ O psil - parametry fluorescencji chlorofilu @)

Temperatura Indukowane zmiany w PSII Literatura
25-45°C FA apb M A F./FmA «W [39]
42°C [28]
FAmT- 0 PSIT
30-40°C qp4. [64]
10-30°C Qpi-fI P j. [27]
5-25°C npgT [1]
5-20°C [31]
15°C Fof fA 3 (14]
4-6°C ‘ol [3]
2-3°C 1, T Ff/F 1 [52]

fotosyntetyczny [3, 19, 28] i prowadzi do fotoinhibicji [1, 27] poprzez degradacje
kompleksow chlorofilowo-biatkowych, powodujac zmiane struktury PSII i PSI. Re-
akcja na powyzszy stres jest zr6znicowana intensywnos$¢ fotooksydacji barwnikéw;
(3-karoten > ksantofile > chlorofil a > chlorofil b [19, 21, 64]. Proces ten uwaza
sie za wskaznik uruchomienia syntezy ksantofili z |3-karotenu, przy jednoczesnym
rozproszeniu nadmiaru pobudzonej energii w cyklu ksantofilowym [28, 64].

W wysokiej temperaturze obserwuje sie fotowygaszanie w nastepstwie degradacji
chlorofilu [4, 14, 28, 39]. Jest ono silniejsze w PSI niz w PSII [45]. Wieksza
wrazliwos$¢ PSI wynika z braku ochronnej roli cyklu ksantofilowego, ktérego aktyw-
no$¢ w tym fotouktadzie jest znacznie ograniczona. W PSII karotenoidy przejmuja
nadwyzke energii i zapobiegajg dalszej degradacji chlorofilu [1, 2, 4, 21].

2.3. Deficyt wody

Stres wodny uszkadza aparat fotosyntetyczny [26] przez wzrastajgcg termosta-
bilnos¢ CPPSII [39] i degradacje Dj [17] i tym samym modyfikuje PSIl [51].
Obserwowany wowczas wzrost wartosci wspétczynnika niefotochemicznego wy-
gaszenia (gqN) i spadek wartosci wspotczynnika fotochemicznego wygaszenia (gp),
Fv/Fm, fotochemicznej wydajnosci PSII w warunkach réwnowagi (Fv’/Fm’) i Opsu
[26, 39, 51] odpowiadajg nadmiernej produkcji wolnych rodnikéw i aktywacji enzy-
matycznych inieenzymatycznych mechanizméw ochronnych eliminujgcych aktywne
formy tlenu [32].

2.4. Gazowe zanieczyszczenia atmosfery

Scenariusze przysztych zmian klimatycznych przewiduja wzrost stezenia dwu-
tlenku wegla, tlenkdw azotu (NOX) i azotanu nadtlenku acetylu (PAN), indukujacych
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degradacje ochronnej warstwy troposferycznej. Nastepstwem negatywnego oddzia-
tywania gazowych zanieczyszczen powietrza na zbiorowiska roslinne sg odwracalne
lub trwate zmiany produktywnosci fotosyntetycznej.

Ozon troposferyczny, jezeli wystepuje w nadmiarze, stwarza powazne zagrozenie
dla aktywnosci fotosyntetycznej (tab. 3). Przez redukcje pierwszego akceptora ele-
ktronéw, ubichinonu, nastepuje zakidcenie transportu elektronéw [7]. Nadmiar
zgromadzonej energii przyczynia sie do asocjacji barwnikéw anteny i inaktywacji
CPPSII [38, 48]. Moze ona jednak ulec rozproszeniu przez deepoksydacje wio-
laksantyny do zeaksantyny [7, 32]. Jednoczes$nie wzrasta zawarto$¢ chlorofilu a
i b, (3-karotenu, luteiny, neoksantyny, zeaksantyny [7, 32, 38].

Ozon jest silnym utleniaczem bton tylakoidéw. Pod wptywem UV ozon szybciej
rozpada sie na reaktywne formy tlenu, czego konsekwencjg sg zanizone wartosci
parametréw fluorescencji chlorofilu, takiejak: fluorescencja maksymalna (Fm), Fv/Fm
i qp [38, 48, 53]. Ich usuwanie moze nastepowaé miedzy innymi przez askorbinian
czy karotenoidy, ktére jako elementy cyklu ksantofilowego biorg udziat w reakcji
deepoksydacji. Na utlenianie szczegdlnie podatnajest neoksantyna w przeciwienstwie
do (3-karotenu, ktéry charakteryzuje sie duzg odpornoscia [32]. Fotooksydacji ulegaja
réwniez kompleksy biatkowo-barwnikowe [32]. Efekty szkodliwego dziatania ozonu
sg podobne do obserwowanych w starzejacych sie tkankach [48].

Dwutlenek siarki (S02), tlenki azotu (NOX) i azotan nadtlenku acetylu (PAN)
indukujg rozpad chlorofilu (tab. 3) powodujac widoczne uszkodzenia organéw asy-
milacyjnych. Intensywny przeptyw elektronéw z PSII do PSI w rezultacie przewagi
niecyklicznego transportu elektronow i wzrostu gN powoduje wzrost gradientu pro-
tondw w btonach tylakoidowych. Wzrost zakwaszenia $wiatta tylakoidow hamuje
synteze ATP oraz uaktywnia pH-zalezng deepoksydaze odpowiedzialng za synteze
zeaksantyny. Na dziatanie S02, NOx, PAN bardziej podatny jest chlorofil a i
(3-karoten niz chlorofil b i ksantofile. Sugeruje to, ze CPPSII jest szybciej de-
gradowane niz LHCII [67]. Objawem zaburzer funkcji aparatu fotosyntetycznego
sg tez niskie wartosci fluorescencji chlorofilu, zwtaszcza qp, Fv/Fm, Opsn, czy
tzw. indeksu witalnosci (Rfd) [8, 49, 58, 61]. Dtugotrwaty wptyw wymienionych
gazéw prowadzi do wzrostu zawarto$ci askorbinianu i aktywnos$ci katalazy, bio-
rgcych udziat w reakcji deepoksydaciji.

2.5. Biogennos$¢ podtoza

Sposrdd 3 biosfer jedynie litosfera wzbogaca witasne zanieczyszczenia o zanie-
czyszczenia atmosferyczne i hydrosferyczne. Podwyzszenie poziomu toksycznych
makro-, mikro- czy ultraelementéw wigze sie z obnizeniem poziomu waznych dla
roslin biogendw w kompleksie glebowym.

Nadmiar azotu przy stresie fotycznym prowadzi¢ moze do wzrostu poziomu
zeaksantyny (tab. 3). Przy dtuzszym dziataniu stresu obserwowano wzrost zawartosci
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TABELA 3. Wplyw réznych czynnikéw abiotycznych na aktywno$¢ cyklu ksantofilowego i
fluorescencje chlorofilu ] wzrost, j, spadek, chi - chlorofil, V - wiolaksantyna, Z - zeaksantyna, car

- karoteny, FO, Fm Fv, gp.gN, FVFm»Fv/Fni, Opsn, Rfd - parametry fluorescencji chlorofilu a

Czynnik Poziom barwnikéw  Wartosci parametréw fluorescencji chlorofilu Gatunek roslin Literatura
chi VvV z car F. F. F a3 on IVHAn F7F, Qan Rfd
v Hicotiana tabacum___[5]
UVA Zea mays, Triticum  [37]

aestivum, Avena
sativa, Amaranthus
caudatus, Helianthus
annuus, Nicotiana
tabacum, Portulaca
oleracea, Cucurbita
fici/olia, Spinacia

oleracea
uve i Ti Picea abies [46, 54]
Oj T T Cucurbita pepo 17]
Oj i T Ti Picea abies 1321
Oj Ti T T i T i Populus deltoidesx  [38, 53]

maximowiczi, P. x
euramericana

o, i Triticum aestivum, [48]
T.durum

Oj i i Pinus sylvestris [49]

SO:, NO: i i T 1 i | Pinus svlvestris [49, 57, 58]

SO, 1 i T i i Picea abies 1611

S02 T T i Spinacia oleracea, [63]
Pelargonium zonale

™ T i Spinacia oleracea [9, 65[

IN i T T iT i i Heuchera [9, 52, 59. 65.)

americana. Picea
abies, Spinacia
oleracea

Mn i i i Betula ermanii, [29]
Ainus hirsuta, Ulmus
davidiana, Acer

mono
Pb, Ni, 1 i Secale cereale [33]
Cd, Zn
Cd i i T i i Brassica napus [34]
Pb i i T i i Pisum sativum [401
Cu i T i i t Phaseolus coccineus 1411
Al i i i Triticum aestivum [44]
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A.-karotenu i (3-karotenu, luteiny i neoksantyny [47]. Wpiyw niedoboru azotu na
aktywnos$¢ cyklu ksantofilowego wigze sie ze spadkiem zawartosci chlorofilu i
z udziatem pH-zaleznej syntezy anteraksantyny i zeaksantyny w rozproszeniu nad-
miaru energii (tab. 3). U roélin z niedoborem N proces ten w spos6b ograniczony
moze zachodzi¢ p6znym popotudniem. Zwykle jednak ma miejsce w potudnie [65].

Dostepno$é dla roslin biogenéw (N, K, P, S, Cl i licznych mikroelementow)
wptywa na sktad barwnikéw. Niedobdér Mg, K, Ca sprzyja oksydacyjnej degradacji
biatka Dt, kompleksow chlorofilowo-biatkowych PSU [17], np. LHCII [30]. Nie-
dobdr S i P obniza poziom chlorofilu do 15%, sprzyja 20-30% fotouszkodzeniom
CPPSII, a funkcje akceptora energii $wietlnej przejmuje LHCII. Nastepuje woéwczas
aktywacja procesu deepoksydacji, potaczona z 2-krotnym spadkiem zawarto$ci wio-
laksantyny, 9-krotnym wzrostem anteraksantyny i 20-krotnym wzrostem zeaksantyny
i rozproszeniem nadmiaru zaabsorbowanej energii w postaci ciepta. Role rozpra-
szacza energii petni prawdopodobnie rowniez luteina, bowiem jej zawarto$¢ zwieksza
sie wowczas 2-krotnie [66].

Nadmiar Cu, Cd, Pb, Ni, Zn, Fe, Al i Mn zmniejsza zawarto$¢ chlorofilu i
karotenoidéw [33, 34,40,44], co obniza mozliwo$¢ fotochemicznego wykorzystania
nadmiaru zaabsorbowanej energii stonecznej (tab. 3). Pod wpltywem Cu, Mn, Al,
Pb, Cd obserwuje sie niskie wartosci gp i FWFm, co Swiadczy¢ moze o inhibicji
PSU [23, 29, 33, 34, 41, 44]. Z kolei obserwowany wzrost qN pod wpltywem
Cu, Al, Cd wskazuje na rozproszenie energii w postaci ciepta oraz kumulacji H+
[29, 33, 34, 40, 41, 44]. Zmiany te wskazujg rowniez na zaktdcenia w reakcjach
deepoksydacji i zminimalizowaniu kwantowej wydajno$ci transportu elektronéw
w PSII [34, 41, 44]. Niekorzystne dziatanie Mn i Pb prowadzi réwniez do degradacji
biatka Dj [29, 40].

2.6. Herbicydy

Chemiczne $rodki chwastobdjcze stosowane sg do catkowitego (herbicydy to-
talne) lub wybiérczego (herbicydy selektywne) hamowania rozwoju niepozadanych
gatunkow roélin. Wiele herbicydéw typu DCMU, bentazon czy atrazyna, blokuje
przeptyw elektrondw przez PSIl. Nastepstwem petnej inhibicji PSII jest bliska zeru
warto$¢ Rfd, Swiadczaca o zaniku fluorescencji chlorofilu [5, 37].

Herbicydy fotodynamiczne powodujg peroksydacje lipiddw bton tylakoidow i
destrukcje barwnikow fotosyntetycznie czynnych [5,43]. Wigzac sie zsemichinonem
blokujg transport elektronéw z PSII [6, 20, 36, 62].

PODSUMOWANIE

U ros$lin autotroficznych cykl ksantofilowy petni istotne funkcje fotoochronne,
umozliwiajgce zachowanie homeostazy w warunkach stresowych. Powstaty pod
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wpltywem czynnikow stresu abiotycznego nadmiar zaabsorbowanej energii Swietlnej
zostaje przekazany w reakcji deepoksydacji na alternatywny szlak syntezy utle-
nionych karotenéw. Przemiane wiolaksantyny do anteraksantyny i nastepnie do
zeaksantyny indukuje obnizone pH wewnatrztylakoidalne. Z kolei reakcja od-
wrotna - epoksydacja wymaga neutralnego pH i prowadzi do zniwelowania po-
tencjalnych uszkodzen wywotanych przez wolne rodniki w PSI1 i PSI, wspomagajac
reorganizacje fotosystemow, np. przez resynteze apoprotein D1 i D2. Tak wiec
aktywacja odpowiednich reakcji cyklu ksantofilowego umozliwia usuwanie usz-
kodzen fotosystemédw wywotanych przez réznorodne czynniki stresowe, zapobie-
gajac w ten sposéb obnizeniu natezenia fotosyntezy.
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ROLA BAX I BCL-2 W REGULACJI APOPTOZY
KOMOREK NABLONKA GRUCZOtLU MLEKOWEGO

ROLE OF BAX AND BCL-2 IN REGULATION
OF MAMMARY EPITHELIAL CELLS APOPTOSIS
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Streszczenie: Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie przegladu wiadomosci dotyczgcego
konkretnego modelu apoptozy, a mianowicie fizjologicznie wystepujgcej $Smierci komdrek nabtonka
gruczotu mlekowego, a w szczegélnosci roli biatek z rodziny Bcl-2 w regulacji tego procesu. Prace te
napisano na podstawie dotychczasowych danych literaturowych oraz wynikéw wiasnych badan nad
mechanizmami przebudowy gruczotu mlekowego. Bax i Bcl-2 nalezg do kluczowych regulatoréw
apoptozy, kontrolujgcych przeptyw jonéw (K+, H+, CI", Ca2+) i reaktywnych form tlenu w komérce,
uwalnianie apoptogennych czynnikéw (AIF, cytochromu c) z mitochondriéw oraz aktywacje egzekuto-
réw apoptozy (kaspaz, DNaz). Apoptoza komoérek nabtonka gruczotowego badana zaréwno na modelu
in vitro (linie komoérkowe, np. HC11, MCF-7), jak i modelu in vivo (np. gruczot mlekowy kozy w cyklu
laktacyjnym oraz lochy w czasie inwolucji) zwigzana jest ze zmianami ekspresji bax i bcl-2 oraz
wewnatrzkomdrkowa redystrybucjg ich produktéw. Generalnie ,,czynniki przezycia”, np. prolaktyna,
EGF, zwiekszaja ekspresje bcl-2 i hamujg ekspresje bax, natomiast ,,czynniki $mierci”, np. auto-/para-
krynnie dziatajgcy TGF-(3i zwieksza stosunek Bax/Bcl-2 w komdrce. TGF-(3i poza aktywacjg transkry-
pcji stymuluje redystrybucje Bax z cytozolu do bton mitochondrialnych, siateczki srédplazmatycznej i
aparatu Golgiego oraz do jadra komdrkowego. Zakonczenie laktacji zwigzane jest ze spadkiem wydzie-
lania hormonéw laktogennych (prolaktyna, hormon wzrostu), co prowadzi do zwiekszenia ekspresji
lokalnych, wewnatrzgruczotowych inhibitoréw wzrostu i induktoréw apoptozy (TGF-(3S FIL, MDGlI,
mammastatyny) i w nastepstwie wzrostu ekspresji promotoréw apoptozy (Bax, Bcl-xs), aktywacji jej
egzekutoréw i w konsekwencji do masowej apoptozy komérek nabtonkowych, warunkujacej inwolucje
gruczotu mlekowego.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 31-40)

Stowa kluczowe: apoptoza, Bax, Bcl-2, gruczot mlekowy.
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Summary: The aim of this review is to present a concrete model of apoptosis, namely the physiological
death of mammary epithelial cells, and put emphasis on the role of Bcl-2 related proteins in the regulation
of this process. The paper is based on the literature and our own observations related to the regulatory
mechanisms of mammary gland remodelling. Bax and Bcl-2 belong to the key regulators of apoptosis
controlling ion (K+, H+ CI", Ca2+) and reactive oxygen species fluxes within the cell, releasing
apoptogenic factors (AIF, cytochrome c) from mitochondria and activating executors of apoptosis
(caspases, DNases). Apoptosis of mammary epithelial cells studied both in vitro (cell cultures i.e. HC11
and MCF-7) and in vivo (i.e. mammary gland of goat during lactation and involuting mammary gland of
sow) is associated with the altered expression of box and bcl-2 and intracellular redistribution of their
products. In general, ,,survival factors”, i.e. prolactin, EGF increase expression of bcl-2 and inhibit
expression of box, whereas ,,death factors” i.e. auto-/paracrine functioning TGF-(3i increase intracellular
Bax/Bcl-2 ratio. TGF-(3i in addition to transcriptional activation stimulates redistribution of Bax protein
from cytosol to organellar membranes (mitochondrial, endoplasmic reticulum, Golgi apparatus) and to
nucleus. The end of lactation is associated with the drop of endocrine secretion of lactogenic hormones
(prolactin, growth hormone), which in turn leads to augmented expression of local, intramammary
derived growth inhibitors and inductors of apoptosis (TGF-(3s, FIL, MDGI, mammastatin). Consequent-
ly, increased expression of apoptotic promoters (Bax, Bcl-xs) and activation of executors inevitably leads
to massive apoptosis of epithelial cells, responsible for involution of mammary gland.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 31-40)

Key words: apoptosis, Bax, Bcl-2, mammary gland.

Przebudowa gruczotu mlekowego polega na nastepujacych po sobie procesach
inwolucji i wzrostu tkanki wydzielniczej, regulowanych przez dynamiczng réw-

RYSUNEK 1. Dynamiczna réwnowaga miedzy mitoza a apoptozg jako zjawisko odpowiedzialne za
wzrost i inwolucje tkanki gruczotowej w procesie przebudowy gruczotu mlekowego
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nowage miedzy apoptoza i mitoza komorek nabtonka gruczotowego (rys. 1). In-
wolucja gruczotu mlekowego polega na degradacji glikoprotein macierzy poza-
komorkowej i btony podstawnej, masowej apoptozie komoérek nabtonkowych i
zastepowaniu ich przez tkanke tgczng, co w konsekwencji prowadzi do zaniku
wiekszosci pecherzykéw wydzielniczych wraz z przewodami mlekowymi. Rolg
inwolucji jest przygotowanie narzadu do fazy spoczynku lub powtérnego cyklu
laktacyjnego.

BIALKA Z RODZINY BCL-2: PODZIAL, WYSTEPOWANIE,
STRUKTURA, FUNKCJE, MECHANIZM DZIALANIA

Apoptoza w przeciwienstwie do martwicy jest czynng $Smiercig komorki, wy-
magajacag w swym przebiegu syntezy RNA i biatka [40]. Kluczowa role w regulacji
apoptozy w jej fazie decyzyjnej odgrywajg biatka z rodziny Bcl-2 [1, 27, 43].
Sa to bardzo konserwatywne biatka, ktorych homologi wystepuja na réznych etapach
rozwoju filogenetycznego zar6wno u wirus6w, nicieni, jak i kregowcéw. Cecha
charakterystyczng biatek rodziny Bcl-2 jest wystepowanie homologicznych sekwen-
cji: BH1, BH2, BH3, BH4 (Bcl-2 homology regions). Domeny te determinujg zdol-
no$¢ do dimeryzacji biatek nalezgcych do tej rodziny utatwiajgc formowanie homo-
i heterodimerdéw, a takze interakcje z innymi biatkami regulujgcymi apoptoze, lecz
strukturalnie nie spokrewnionymi z Bcl-2 (np. Bagl, Raf-1). Na podstawie wy-
stepowania poszczego6lnych domen i wynikajacych stad wiasciwosci biatek rodzine
Bcl-2 podzielono na 3 podrodziny: podrodzine Bcl-2 (np. wystepujace u ssakow:
Bcl-2, Bcel-xl, Bcl-xs, Bcl-w, Mcl-1, Al), podrodzing Bax (Bax, Bak, Bok) oraz
podrodzing BH3, charakteryzujgca sie wystepowaniem wiasnie tej domeny (np.
Bad, Bik, Bid). Biatka z podrodziny Bcl-2 (z wyjatkiem Bcl-xs) sa inhibitorami
apoptozy, natomiast biatka z podrodzin: Bax i BH3 sg promotorami $mierci. Cecha
charakterystyczng wiekszosci biatek zrodziny Bcl-2jest wystepowanie C-terminalnej
domeny transbtonowej, ktéra umozliwia ich ,,zakotwiczanie” w btonach organelli:
mitochondrialnych, siateczki $ré6dplazmatycznej, jadrowej i aparatu Golgiego. Usu-
niecie domen kotwiczacych biatka w btonach powoduje ograniczenie ich zdolnosci
jako regulatoréw $mierci [16, 74]. Udowodniono, ze w mysich tymocytach Bcl-2
jest zlokalizowane wytgcznie we frakcji btonowej, Bax w cytozolu, natomiast Bcl-xI
jest obecne w obydwu: cytozolowej i btonowej frakcji komorkowej [18]. Indukcja
apoptozy deksametazonem lub promieniowaniem w tymocytach zmienia wewnatrz-
komdrkowe rozmieszczenie Bax i Bcl-xl, ktére przechodzg z formy rozpuszczonej
w cytozolu do formy zwigzanej z btong. Transbtonowe domeny biatek bcl-2 moga
rowniez mie¢ znaczenie inne niz ,kotwice” btonowe: miedzy innymi jako pod-
stawowe miejsce dla homodimerycznych interakcji lub miejsca wigzania biatek
prionowych [28].
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RYSUNEK 2. Konfokalny obraz ekspresji bcl-2 w: a - komoérce mysiej biataczki limfatycznej linii
L1210, b - szczurzym mioblascie szkieletowym linii L6, c,d-komérkach nabtonka gruczotu mlekowego
myszy linii HC11 (c - komérka o mniejszej ekspresji bcl-2, d - komérka o wiekszej ekspresji bcl-2)\
Bcl-2 wyznakowano monoklonalnymi przeciwciatami anty-Bcl-2 sprzezonymi z fluoresceing
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Protoonkogen bcl-2 zostat po raz pierwszy odkryty w wyniku chromosomalnej
translokacji t( 14; 18) powszechnie stwierdzanej w nie-Hodgkinowskich chtoniakach
[66, 67]. bcl-2 jest normalnie zlokalizowany na chromosomie 18 21, jednakze
w wyniku translokacji dostaje sie on pod wptyw genu IgH na chromosomie 14
32, co w konsekwencji prowadzi do wzmozenia ekspresji i nadprodukcji biatka
Bcl-2. Nadekspresja bcl-2 wystepuje nie tylko w ztosliwych chorobach prolife-
racyjnych uktadu krwiotworczego, ale rowniez w wielu typach ztoSliwych guzéw
litych i jest odpowiedzialna za ich opornos$¢ na radio- i chemioterapie [55]. Do-
wiedziono, ze w 57% przypadkdw raka piersi [73] i w 27% raka prostaty [5]
wystepuje nadekspresja bcl-2. Wysokg ekspresje bcl-2 stwierdziliSmy w stan-
dardowych liniach komérek biataczkowych: L1210 (rys. 2a), MOLT-4, K562 oraz
w stransformowanych liniach: szczurzych mioblastéw szkieletowych L6 (rys. 2b)
oraz mysich komadrkach nabtonka gruczotu mlekowego HC11 (rys. 2c, d). Poziom
Bcl-2 w badanych komérkach byt rézny i zalezny od linii komérkowej, cyklu
komérkowego, dostepnosci czynnikow wzrostowych i troficznych oraz apoptogen-
nych i antyapoptogennych stymulacji [41, 50, 76, 77]. Sposréd wszystkich znanych
dotychczas biatek komérkowych Bcl-2 jest najsilniejszym inhibitorem apoptozy
wywotanej przez bardzo rézne czynniki, np. promieniowanie jonizujace, hipertermie,
deficyt czynnikéw wzrostowych, glikokortykoidy, chemioterapeutyki [16] oraz re-
aktywne formy tlenu [76].

Bax (Bcl-2 associated X protein) jest najlepiej opisanym promotorem apoptozy,
zaleznym od czynnika transkrypcyjnego p53, jakkolwiek w niektérych typach ko-
mérek nie zawsze aktywacja genu p53 indukuje proces apoptozy za posrednictwem
wyzej wymienionego biatka [21]. Ludzki gen zlokalizowany jest na chromosomie
19q13,3-13,4 [2]. Gen ten ma dtugo$¢ 4500 par zasad oraz ztozony jest z 6 egzondéw
przedzielonych 5 intronami. U cztowieka, w wyniku procesu alternatywnego spli-
cingu pierwotnego transkryptu powstaja az trzy rézne formy dojrzatego biatka.
Sa to: aktywna biologicznie forma Baxa zbudowana ze 192 aminokwasdw (0 masie
czasteczkowej wynoszacej 21 kDa)[47], majgca hydrofobowg domene C-terminalng,
mogacg zakotwiczy¢ catg czasteczke w btonach organelli komoérkowych oraz cy-
tozolowe biatka Bax(3 i Baxy nie majgce transmembranowej domeny (rola tych
ostatnich nie zostatajak dotad poznana). Biatko Baxa (Bax) moze tworzy¢ z biatkami
z rodziny Bcl-2 zaréwno homodimery stymulujace apoptoze, jak i heterodimery.
Sposrdd licznych cztonkdéw rodziny Bcl-2 biatko Bax ma wysokie powinowactwo
jedynie do czterech antyapoptotycznych biatek: Bcl-2 i Al (z ktdorymi formuje
heterodimery hamujgce apoptoze) oraz do Bcl-xl i Mcl-1, z ktérymi tworzy hete-
rodimery proapoptotyczne. Podobnie jak w przypadku bcl-2, najwyzszy poziom
ekspresji bax wystepuje w komdrkach nowotworowych i stransformowanych. Ostat-
nie nasze badania przeprowadzone na liniach ludzkich komérek nowotworowych:
raka sutka MCF-7, glejaka U373MG, raka jajnika PAl i raka okreznicy COLO205
z zastosowaniem laserowej cytometrii skaningowej wykazaty zalezno$¢ ekspresji
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bax od cyklu komorkowego z najwyzszym poziomem Bax w komdrkach w fazie
G2/M (rys. 3). Przechodzenie komorki przez kolejne fazy cyklu zwigzane jest takze
zwewnatrzkomaérkowa redystrybucjg Bax z obszaru cytoplazmatycznego do obszaru
jadrowego, co sugeruje udziat tego biatka w regulacji cyklu komérkowego.

Immunohistochemiczna analiza biatek z rodziny Bcl-2 w zdrowych tkankach
wykazata szeroka, lecz zr6znicowang ekspresje bcl-2, bcix, bcl-x i mcl-1 [23, 24,
25, 37]. Stosunkowo wysoki poziom biatka Bax wystepuje w komérkach licznych
narzagdéw cztowieka, np. watroby, zewnatrzwydzielniczej czesci trzustki, jelita cien-
kiego, miesni szkieletowych i gtadkich, uktadu nerwowego, nerek, grasicy, szpiku
kostnego, weztow chtonnych, gruczotu krokowego oraz gruczotu mlekowego [37].
Generalnie Bax jest bardziej rozpowszechniony w zdrowych tkankach niz Bcl-2.
Ekspresje bcl-2 wykryto przede wszystkim w komérkach niezréznicowanych o duzej
witalnosci, np. prekursorowych szpiku kostnego, nabtonka przewodu pokarmowego,
gruczotu mlekowego i gruczotu krokowego [17].

Odpowiedz ze strony biatek z rodziny Bcl-2 na sygnaty przezycia i $mierci
odbywa sie na poziomie zaréwno transkrypcyjnym, jak i potranslacyjnym, w tym
przez fosforylacje oraz proteolityczne rozszczepienie [1]. Istotnym i mato poznanym
dotychczas zjawiskiem jest przemieszczanie sie biatek z rodziny Bcl-2 z cytoplazmy
do bton organelli w odpowiedzi na czynnik apoptotyczny [18]. Uwaza sie, iz prze-
suniecie Bax z cytozolu do zewnetrznej btony mitochondrialnej w czasie apoptozy
odbywa sie w ciggu 30 min i wyprzedza w czasie takie symptomy apoptozy, jak
obkurczenie komorki i kondensacje chromatyny [72].

Pomimo intensywnych badarn molekularny mechanizm regulacji apoptozy przez
biatka z rodziny Bcl-2 jest wcigz mato poznany. Strukturalne podobienistwo biatek
rodziny Bcl-2 z tworzacg pory domeng btonowg toksyny blonicznej sugeruje, ze
biatka te tworza kanaly btonowe regulowane przez sygnaty zalezne od napiecia
i pH [45]. Bax i Bcl-2 tworzg w sztucznych btonach kanaty jonowe o rdznej se-
lektywnosci, przewodnosci, zalezno$ci od napiecia i wtasciwos$ciach prostowniczych
[60]. Bax jest bardziej selektywny dla CU, podczas gdy Bcl-2 dla K+. Biatka z
rodziny Bcl-2 moga rowniez regulowaé przeptyw H+ oraz Ca" przez blony we-
wnatrzkomorkowe [29]. Poznanie struktury trzeciorzedowej Bcl-xI i Bax potwier-
dzito mozliwos$¢ ich wbudowywania w biony wewnatrzkomorkowe i tworzenie
kanatow jonowych [3]. Uwaza sie, iz sygnat apoptotyczny powoduje oligomeryzacje
Bax (wystepujacego w cytozolu w postaci monomerdéw) i wbudowywanie w btony
organelli oligomeréw Bax, ktérych strukturaczwartorzedowa pozwala naformowanie
kanatéw jonowych. Agonisci i antagonisci apoptozy z rodziny Bcl-2 moga wchodzié
w sktad wiekszych komplekséw biatkowych tworzgacych pory w btonach mito-
chondrialnych, przepuszczalne dla czasteczek <1,5 kDa [74]. W procesie apoptozy
dochodzi prawdopodobnie do wigczania Bax, Bcl-xs lub/i innych agonistéw apoptozy
w te kompleksy i wzrostu przepuszczalnosci bton mitochondrialnych dla wody,
jonow izwiazkéw drobnoczasteczkowych, pecznienia mitochondriéw, pekania zew-
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RYSUNEK 3. Wspoétzalezno$¢ pomiedzy cyklem komérkowym aekspresjg bax w komérkach ludzkiego
raka sutka linii MCF-7. Poziom Bax w komdrkach wyznakowanych poliklonalnymi przeciwciatami
anty-Bax i wtérnymi przeciwciatami sprzezonymi z fluoresceing oceniano metodga laserowej cytometrii
skaningowej. Zawartos¢ Bax w komorce wzrasta podczas przechodzenia komorki przez kolejne fazy
cyklu osiggajac najwyzsze wartosci w fazie G2/M. A - komdrki apoptotyczne w fazie zniszczenia o bardzo
niskim poziomie Bax. Cykl komérkowy oceniano na podstawie zawartosci DNA w komérce, wybarwio-
nego 7-aminoaktynomycyna D

netrznej btony mitochondrialnej i uwalniania z przestrzeni miedzybtonowej czyn-
nikéw indukujacych apoptoze: cytochromu c i AIF (Apoptosis Inducing Factor)[\2],
AIF jest 50 kDa proteaza, ktéra jest niezbedna do proteolitycznego uaktywnienia
kaspazy 3 i do pézniejszej aktywacji jadrowych endonukleaz w warunkach in vitro
[27, 74]. W przeciwienstwie do AIF, cytochrom c, ktory zostat zidentyfikowany
jako czynnik 2 uaktywniajacy apoptoze (Apaf 2)[33], wymaga cytozolowych biatek
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zwanych Apaf 1i Apaf 3 do proteolitycznej aktywacji kaspazy 3 [68, 78]. Odkryto,
ze Apaf 1jest homologiem Ced-4, biatka regulujgcego apoptoze u nicienia Cae-
norhabditis elegans. Vaux [68] zaproponowat dyskusyjny model aktywacji kaspazy
3 w obecnosci dATP, cytochromu c (Apaf-2), Apaf-1 i Apaf-3 (niezdefiniowane
45 kDa biatko). Zgodnie z tym modelem cytochrom c i Apaf-3 aktywuje Apaf-1,
ktéry w obecnosci dATP rozszczepia prokaspaze-3, umozliwiajac jej przeksztatcenie
w forme proteolitycznie aktywng. Bcl-2 lub Bcl-xI moga hamowaé aktywacje ka-
spazy-3 zaréwno przez zapobieganie uwalniania AIF i cytochromu ¢ z mitochon-
driéw, jak i przez bezposrednie wigzanie z Apaf-1 (Ced-4). Jak juz wcze$niej
wspomniano, cechy budowy Bcl-xI dowodzg zaréwno mozliwosci kotwiczenia w
btonie, jak i ewentualnego sprzezenia z homologami Ced-4 [3]. Spokrewnieni z
Bcl-2 antagoni$ci apoptozy moga formowaé kompleksy zawierajgce Ced-4 i liczne
prokaspazy, jak réwniez hamowa¢ aktywacje kaspaz [7]. Agonisci programowanej
Smierci z rodziny Bcl-2 prawdopodobnie rozszczepiajg te kompleksy doprowadzajgc
do aktywacji kaspaz, bedgcych egzekutorami apoptozy, uczestniczacymi w roz-
szczepianiu biatek cytozolowych i jadrowych [20, 69] oraz aktywacji DNaz od-
powiedzialnych za apoptotyczng fragmentacje DNA [8].

APOPTOZA - PODSTAWOWY PROCES ODPOWIEDZIALNY
ZA INWOLUCJE GRUCZOtU MLEKOWEGO

Apoptoza jest odpowiedzialna za spadek liczby komérek w czasie inwolucji
gruczotu mlekowego po naturalnym odsgdzeniu lub zabraniu miotu u gryzoni [53,
54] oraz uprzezuwaczy w okresie zasuszania [52,70]. Uwaza sie takze, iz postepujacy
spadek liczby komdrek gruczotowych u przezuwaczy miedzy szczytem laktacji
a zasuszeniem jest wynikiem przesuniecia rGwnowagi miedzy mitozg a apoptoza
(rys. 1) na korzys$¢ tej ostatniej [70]. W czasie inwolucji gruczolu mlekowego
poza nasilong apoptozg komoérek nabtonka wydzielniczego dochodzi do proteolizy
substancji miedzykomorkowej [61].

Najlepiej dotychczas poznany proces inwolucji gruczotu mlekowego u myszy
zostat przez niektorych badaczy [35, 11] podzielony na dwie fazy: faze |- trwajgca
od 1 do 3. dnia po zakonczeniu karmienia, zalezng od czynnikdw wydzielonych
do mleka [31] oraz faze Il - trwajgcg od 4. do 10. dnia, zalezng od obnizenia
poziomu hormonéw i czynnikéw wzrostowych [35].

Podczas pierwszej fazy inwolucji zaobserwowano 6 kolejno po sobie nastepu-
jacych zjawisk:

a) spadek aktywnos$ci biatek Stat5a i Stat5b bedacych wtdrnymi przekaznikami
receptoréw prolaktynowych, cytokinowych i czynnikéw wzrostowych [30],

b) wzrost poziomu ekspresji genéw c-fos ijun-d, a nastepnie formowanie sie
z ich produktow biatkowych czynnika transkrypcyjnego AP-1 [10],
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c) zwiekszenie sie w 1 i 2. dniu zasuszania ekspresji cytokin: TGF-(3l, -(32,
-(33, TNF-a i KGF [22],

d) podwyzszenie poziomu biosyntezy biatek Bax, Bcl-xI i Bcl-xs [14, 30],

e) wzrost ekspresji zardwno TIMP (tkankowego inhibitora metaloproteinaz), jak
i kaspaz zaangazowanych w degradacje hiatek komoérkowych i substancji miedzyko-
morkowej [6],

f) zwiekszenie liczby komoérek apoptotycznych w pecherzykach wydzielniczych.

W okresie trwania drugiej fazy inwolucji gruczotu mlekowego myszy zaob-
serwowano 4 kolejno po sobie nastepujgce procesy:

a) wzgledny spadek liczby komérek apoptotycznych [14],

b) wzgledny wzrost ekspresji metaloproteinaz stromelizyny-1 i gelatynazy A
[35, 63] w stosunku do TIMP,

c) proteolityczng degradacje btony podstawnej nabtonka wydzielniczego oraz
pozostatych skitadnikéw substancji miedzykomérkowej [35],

d) przebudowe ptacikowo-pecherzykowej struktury gruczotu mlekowego [35,
63].

EKSPRESJA | ROZMIESZCZENIE BAX | BCL-2
W KOMORKACH NABLONKA WYDZIELNICZEGO
GRUCZOtU MLEKOWEGO

Dotychczasowe dane dotyczace zmian ekspresji niektérych gendw z rodziny
bcl-2 podczas apoptozy komérek nabtonka wydzielniczego gruczotu mlekowego
odnoszg sie przede wszystkim do myszy. W okresie spoczynku i podczas laktacji
transkrypcja genéw bax i bcl-x zachodzi na do$é niskim poziomie (biatko p53
nie wydaje sie mie¢ wptywu na ekspresje gendw z rodziny /x7-2)[30, 31, 38].
Znaczacy wzrost liczby komorek apoptotycznych w nabtonku wydzielniczym wy-
kazano dopiero w 3. dniu po zakonczeniu laktacji (w okresie trwania | etapu in-
wolucji); jednocze$nie stwierdzono w komorkach nabtonka wydzielniczego
podwyzszony poziom biatka Bax, poprzedzony (w 1.-2. dniu) wzrostem poziomu
transkrypcji odpowiedniego mRNA [30]. Nalezy zwr6ci¢ uwage, ze gidwny an-
tagonista Bax, biatko Bcl-2 wydaje sie mie¢ niewielkie znaczenie podczas apoptozy
komérek nabtonkowych myszy [51]; role jego peini biatko Bcl-xl, podczas gdy
Bcl-xs petni synergistyczng role w stosunku do Bax. Wzrost ekspresji genu bcl-x
zachodzi w drugim dniu po zakonczeniu laktacji: zwieksza sie wowczas stosunek
stezenia biatka Bcl-xs do Bcel-xI (w wyniku zjawiska alternatywnego splicingu pre-
mRNA dla genu bcl-x i powstawania wiekszej ilosci kréotkiej formy mRNA) [14,
30]. Stosunek Bcl-xs:Bcl-xlI zwieksza sie wowczas do okoto 1:7, podczas gdy w
okresie cigzy i laktacji osigga warto$¢ 1:40. Wydaje sie, ze wzrost stezenia biatek
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Bax i Bcl-xs w stosunku do Bcl-xI stanowi¢ moze bezposredni bodziec stymulujacy
komorki nabtonka wydzielniczego gruczotu mlekowego myszy do masowej apoptozy
[14, 30, 54], wystepujacej pod koniec | fazy inwolucji i na poczatku fazy II: od
3. do 5. dnia po zakonczeniu laktacji.

Dotychczas nie wyjasniono, co jest bezposrednim sygnatem zmieniajagcym row-
nowage pro- i antyapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2 i kierujacym komorki
nabtonka wydzielniczego na droge masowej apoptozy w procesie inwolucji gruczotu
mlekowego. Banes i wsp. [4] twierdza, iz dtugotrwaty mechaniczny nacisk mleka
(zalegajgcego pecherzyki wydzielnicze zasuszanego gruczotu mlekowego) na ko-
morki nabtonkowe moze stanowi¢ dla nich silny proapoptotyczny sygnat. Gtdwna
jednakze przyczyng inwolucji wydaje sie byé obnizenie syntezy prolaktyny [70],
hormonu wzrostu [65], estradiolu iprogesteronu, atakze wydzielanie przez nabtonek
do mleka zatrzymanego w gruczole licznych czynnikéw, oddziatujacych zwrotnie
[52, 53]:

a) FIL (Feedback Inhibitor of Lactation) - hamujacego u k6z konstytutywna
synteze a-kazeiny i laktozy oraz obnizajgcego liczebno$¢ komorek nabtonkowych
i poziom ekspresji receptora prolaktynowego [71, 48];

b) TGF-(3j blokujgcego in vitro wzrost i réznicowanie oraz synteze kazein w
stransformowanych komdrkach nabtonka wydzielniczego gruczotu mlekowego my-
szy linii HC11 [39];

c¢) MDGI - Mammary Derived Growth Inhibitor [13], a-laktoalbuminy [64]
i mammastatyny [9] - hamujacych laktacje oraz blokujacych rozwdj gruczotu.

Wiasne badania [50] wykazaty, iz prolaktyna jest nie tylko kluczowym hormonem
laktogennym, lecz réwniez antyapoptotycznym. Podanie prolaktyny do kultury ko-
madrek nabtonka gruczotu mlekowego myszy linii HC11 hamuje apoptoze wywotang
deficytem EGF. Powyzszy efekt prolaktyny zwigzany jest ze wzrostem ekspresji
bcl-2 i obnizeniem ekspresji bax. Nie jesteSmy jednak przekonani, czy antyapo-
ptotyczny efekt prolaktyny w komérkach nabtonka wydzielniczego jest bezposredni,
czy tez zachodzi posrednio przez obnizenie ekspresji TGF-P] - auto/parakrynnego
czynnika hamujgcego mitoze i apoptotycznego. Wyniki doswiadczen przeprowa-
dzonych na linii HC 11wskazujg, ze prolaktyna oddziatuje supresyjnie natranskrypcje
TGF-(3[ [44]. Efekt ten ma bardzo istotne znaczenie fizjologiczne i moze wyjasniaé
niski poziom TGF-PpnRNA w czasie laktoguiezy i galaktopoezy [49], a takze
wzrost ekspresji TGF-(3|] w koncu laktacji i okresie zasuszania [42]. Z literatury
wiadomo, iz TGF-(3| hamuje auto/parakrynnie synteze biatek mleka oraz odpowiada
za hamowanie wzrostu gruczotu mlekowego [36, 57, 62]. Stwierdzono ponadto,
ze nadekspresja TGF-(3| u karmigcych transgenicznych myszy blokuje réznicowanie
sie komérek wydzielniczych i synteze biatek mleka [19]. Z drugiej strony zjawisko
obnizenia ekspresji TGF-Pp -(3-,, -(33podczas laktacji [56] wydaje sie by¢ przyczyna
odblokowania procesu rozwoju nabtonka pecherzykow i przewoddw mlecznych
oraz syntezy [3-kazeiny. Wtasne obserwacje przeprowadzone na komaérkach mysiej



ROLA BAX I BCL-2 W REGULACJI APOPTOZY KOMOREK 41
NABLONKA GRUCZOtLU MLEKOWEGO

biataczki limfatycznej linii L1210 wykazaty, ze TGF-(3j poza blokowaniem komorek
w fazie Gj cyklu komérkowego, zwieksza ekspresje bcix i hamuje ekspresje bcl-2
prowadzac do apoptozy [41]. Podobny wptyw wywiera TGF-(3j na komérki nabtonka
wydzielniczego gruczotu mlekowego myszy linii HC11, w ktérych stwierdzono
wzrost poziomu mRNA Bax, spadek poziomu Bcl-2 oraz indukcje apoptozy [44].
Prolaktyna znaczagco modyfikuje ten efekt zmniejszajac stymulujacy wptyw TGF-(3]
na ekspresje bax, znoszgc catkowicie jego supresyjny wptyw na ekspresje bcl-2
oraz ograniczajac wysoce istotnie rozmiar apoptozy w badanych kulturach FICU.
Na podstawie dotychczasowych danych literaturowych i wiasnych obserwacji mozna
zaproponowaé hipoteze, iz wysokie stezenie prolaktyny w krwi docierajacej do
tkanki gruczotowej w przebiegu laktacji oddziatuje supresyjnie na ekspresje TGF-(3[
ijego receptora. Obnizenie syntezy prolaktyny u schytku laktacji pozwala na wzrost
ekspresji TGF-(3j i TGF-(3j-R w komorkach nabtonka wydzielniczego, co z kolei
rozpoczyna kaskade reakcji prowadzacych do zahamowania wzrostu komorek, ob-
nizenia syntezy biatek mleka i apoptozy. Kluczowy punkt kontrolny w procesie
apoptozy indukowanej przez TGF-Pj stanowig biatka z rodziny Bcl-2.

Do najwczes$niejszych odpowiedzi komoérkowych na sygnatl wzbudzany przez
TGF-[3,, poza aktywacjg transkrypcji bax, nalezy wewnatrzkomérkowa redystrybucja
biatka Bax, zachodzaca w ciggu minut od podania cytokiny do kultury komorek
nabtonka wydzielniczego gruczotu mlekowego. Zastosowanie mikroskopii immu-
noelektronowej ze znakowaniem Bax przeciwciatami sprzezonymi z koloidalnym
ztotem pozwolito na stwierdzenie, iz w nie stymulowanych TGF-(3, mysich ko-
moérkach nabtonka gruczotowego linii HC11 Bax znajduje sie przede wszystkim
w cytozolu oraz na btonach: komorkowej, siateczki srddplazmatycznej ijadrowe;j.
Juz po 15 min od podania TGF-Pj do hodowli komédrek stwierdza sie jego prze-
suniecie do mitochondriéw, gdzie lokalizuje sie na btonach oraz we wnetrzu organelli.
Po 30 min poza wigzaniem Bax z btonami mitochondrialnymi zaobserwowano
jego obecnos$¢ na btonach aparatu Golgiego (rys. 4a), co stanowi nowe, nieopisane
dotychczas miejsce wigzania Bax. Po 60 min dochodzi do znaczacego wzrostu
koncentracji Bax w cytozolu, na btonach mitochondrialnych, w porach btonyjadrowej
oraz w heterochromatynie (rys. 4b). Obecno$¢ Bax w jagdrze komdrkowym staje
sie jeszcze bardziej widoczna po uptywie dalszych 60 min. Generalnie obserwacje
te sg zgodne z poprzednimi, wykonywanymi na innych liniach komérkowych (np.
HL-60, Cos-7, L-929, FL5.12) z zastosowaniem innych metod (np. Western biot,
mikroskopia konfokalna) wykazujacymi przesuniecie Bax z cytozolu do organelli
podczas stymulacji apoptogennej, wywotanej deksametazonem, promieniowaniem
y czy staurosporyng [18, 72, 75]. Najbardziej interesujacy jest wzrost koncentracji
Bax w jadrze komorkowym (rys. 4b), jednakze jego losy i fizjologiczne znaczenie
w tym miejscu sg nieznane. Juz wcze$niej stwierdzono obecno$¢ biatka o masie
31 kDa wykazujgcego reakcje krzyzowg z przeciwcialami anty-Bax w materiale
jadrowym pochodzacym ze szczurzej watroby po uprzedniej ekstrakcji biatek ja-
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RYSUNEK 4. Lokalizacja Bax okreslona metodg post-embedding immuno-gold w stymulowanych
TGF-(3i mysich komérkach nabtonka gruczotowego linii HC11 Biatko Bax wyznakowane zostato 18
nm koloidalnym ztotem: a-fragment aparatu Golgiego (AG): czasteczki ztota pojedyncze lub w formie
skupisk obecne sg na btonach kanatow AG, b- koncentracja czgsteczek ztota w postaci skupisk widoczna
jest w cytozolu oraz wjadrze komoérkowym (N). Wyraznie znakowane czasteczkami ztota sg takze btony:
mitochondrialne (M), siateczki $rédplazmatycznej (RER) oraz btona jadrowa
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RYSUNEK 5. Zmiany stosunku Bax obszaru jadrowego (green integral) do Bax obszaru cytoplazmaty-
cznego (green pmtr int.) w komérkach ludzkiego raka sutka MCF-7 poddanych oddziatywaniu TGF-(3i
(2 ng/ml) w ciagu 3 godzin. Komoérki wyznakowano poliklonalnymi przeciwciatami anty-Bax i wtérnymi
przeciwciatami sprzezonymi z fluoresceing oraz 7-aminoaktynomycyng D (barwienie DNA) - zdjecie w
prawym gérnym rogu. Intensywno$¢ fluorescencji zielonej (Bax) i czerwonej (DNA) oceniano metoda
laserowej cytometrii skaningowej
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RYSUNEK 6. Poréwnanie ekspresji bax w tkance gruczotu mlekowego kozy we wczesnej laktacji (40.
dzien) - a i w okresie zasuszania (270. dzien) - b. Bax widoczny w postaci czerwonych punktéw
wyznakowany zostat poliklonalnymi przeciwcialami anty-Bax i biotynylowanymi wtdrnymi przeciwcia-
tami sprzezonymi z zasadowag) fosfataza. Komérki apoptotyczne wyznakowane metodg TUNEL (z6tto-
zielona fluorescencja DNA) wystepuja pojedynczo w tkance gruczotowej kozy w czasie pdznej laktacji
(c) i masowo w okresie zasuszania (d) (pow. 600 x)
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drowych, sugerujaca funkcjonalny zwiazek Bax z chromatyng [26]. Warto zauwazy¢,
iz antagonista Bax - Bcl-2 réwniez wystepuje w jadrze komorkowym w powigzaniu
z chromosomami w nabtonkowych liniach komérkowych, przy czym jego ekspresja
jest zalezna od cyklu komdérkowego i jest najwieksza w czasie mitozy [34, 46,
58, 59]. Najnowsze badania z zastosowaniem laserowej cytometrii skaningowej
potwierdzity wzrost ekspresji bax oraz wzrost udziatu Bax jadrowego pod wptywem
TGF-(3j w komorkach ludzkiego raka sutka linii MCF-7 (rys. 5). Stwierdzono wzrost
anty-Bax fluorescencji w obszarze jadrowym w stosunku do obszaru cytoplazmaty-
cznego wraz z uptywem czasu (1 i 3 h) od podania TGF-(3j do hodowli komdrkowej.
Warto zauwazy¢, iz po 3 h pojawia sie dodatkowy szczyt komorek o bardzo matej
anty-Bax fluorescencji tworzony przez komdérki apoptotyczne, znajdujace sie w
fazie zniszczenia, w ktorej dochodzi do rozpadu biatek komdérkowych, w tym réwniez
Bax i Bcl-2. Juz wcze$niej zaobserwowaliSmy wysoce istotng ujemng korelacje
pomiedzy liczhg komérek apoptotycznych a liczbg komérek wykazujacych ekspresje
bcl-2 [50, 77], co potwierdza proces degradacji Bcl-2 zachodzgcy w fazie zniszczenia
apoptozy.

Rola Bax i Bcl-2 jako regulatorow apoptozy, a TGF-(3j jako jej induktora w
komérkach nabtonka gruczotu mlekowego zostala potwierdzona w badaniach in
vivo na gruczole mlekowym kozy w cyklu laktacyjnym oraz gruczole mlekowym
lochy po odsadzeniu prosigt. W badaniach na modelu kozim [42] stwierdzono,
iz wzrostowi ekspresji TGF-(3! i TGF-PpR u schytku laktacji (210.-230. dzien)
i w okresie zasuszania (260.-280. dzien) towarzyszy podwyzszenie poziomu Bax
(rys. 6a vs b), CPP-32 (kaspazy 3) oraz zwiekszenie liczby komorek apoptotycznych
w tkance gruczotowej. Ciekawe, ze wzrost ekspresji bax i cpp-32 obserwowany
juz w koncowej fazie laktacji wyprzedza w czasie wzrost liczby komérek apo-
ptotycznych widoczny wyraznie dopiero w czasie zasuszania (rys. 6¢ vs d). Kom-
puterowa analiza obrazu immunohistochemicznego wykazata, iz najwyzszy stosunek
Bax/Bcl-2 w komérkach gruczotowych wystepuje w koAcowym okresie laktaciji,
co moze by¢ przejawem przygotowania gruczotu mlekowego do inwolucji.

Badania przeprowadzone na modelu gruczotu mlekowego lochy w czasie in-
wolucji pozwolity na stwierdzenie, iz ekspresja bax nie jest jednakowa w poszcze-
go6lInych gruczotach u tego samego zwierzecia i wzrasta wraz ze stopniem zasuszenia
gruczotu (rys. 7a vs b). Badania ultrastrukturalne z zastosowaniem mikroskopii
immunoelektronowej potwierdzity obecno$¢ Bax w cytozolu, na btonach mitochon-
drialnych, siateczki $rédplazmatycznej, w porach btony jadrowej oraz w samym
jadrze komorkowym (rys. 7c i d). Stwierdzono takze, iz wzrostowi ekspresji bax
W procesie zasuszania gruczotu towarzyszy wzrost poziomu egzekutora apoptozy
- CPP-32. Godnym uwagi jest fakt, iz wzrost liczby widocznych komorek apo-
ptotycznych (wybarwianych metodg TUNEL) jest niewielki w stosunku do ubytku
komorek gruczotowych w czasie zasuszania, co wynika prawdopodobnie z naty-
chmiastowej fagocytozy komoérek apoptotycznych.
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RYSUNEK 7. Ekspresja bax w gruczole mlekowym lochy (brazowo zabarwiona tkanka) w zaleznosci
od stopnia zasuszenia: a- gruczot stabo zasuszony, b - gruczot dobrze zasuszony. Bax zostat wyznako-
wany przeciwciatami poliklonalnymi anty-Bax i biotynylowanymi wtérnymi przeciwciatami sprzezony-
mi z peroksydazg (pow. 200 x),c,d - lokalizacja Bax okre$lona metodgpost-embedding immuno-gold w
gruczole mlekowym lochy, biatko Bax znakowane 18 nm koloidalnym ztotem, ¢ - obecno$¢ biatka Bax
zaznaczonajest strzatkami w porach jadrowych oraz na btonie zewnetrznej mitochondrium, d - skupiska
czasteczek ztota wyznaczajace lokalizacje Bax obecne sg na btonie zewnetrznej i wewnetrznej mitochon-
drium oraz w macierzy mitochondrialnej
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Podsumowujac, duze zmiany w ekspresji bax i bcl-2 oraz wewnatrzkomérkowym
rozmieszczeniu ich produktéw, obserwowane na modelach gruczotu mlekowego
zaréwno in vitro, jak i in vivo, wskazujg na kluczowa role biatek rodziny Bcl-2
w regulacji apoptozy komdrek nabtonka wydzielniczego gruczotu mlekowego, be-
dacej podstawg inwolucji tkanki gruczotowej po zakonczeniu laktacji. Czynniki
przezycia, np. prolaktyna i EGF zwiekszaja ekspresje bcl-2 i hamujg ekspresje
bax, z kolei czynniki $mierci, np. TGF-(3j dziatajg odwrotnie zwiekszajgc stosunek
Bax/Bcl-2 w komoérce. Ciekawag reakcjg komarki jest przemieszczanie Bax z obszaru
cytoplazmatycznego (obszaru powstawania) do obszaru jagdrowego w cyklu ko-
morkowym oraz podczas stymulacji apoptogennej. Fizjologiczne znaczenie tego
zjawiska, podobnie jak i caty molekularny mechanizm funkcjonowania biatek z
rodziny Bcl-2 jest mato poznany i pozostaje wyzwaniem dla dalszych badan.
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Streszczenie: W pracy przedstawiono sposéb infekcji wirusem HIV-1 i role glikoproteiny 120 (gpl20)
w tym procesie. Biatko gpl20 jest odpowiedzialne za szereg zjawisk wywotanych zakazeniem HIV-1.
Przeciwko epitopom gpl20 rozwijajg sie odpowiedzi humoralna i komérkowa. Jednakze, z powodu
wysokiego stopnia zmiennosci tego biatka, wywotanego mutacjami, w trakcie trwania infekcji odpowie-
dzi te stajg sie nieefektywne. Ponadto, biatko gp 120, jak wynika z rezultatéw licznych badan, powoduje
zmniejszenie liczby limfocytéw T CD4+ krwi obwodowej zaréwno zakazonych, jak i niezakazonych.
Przyczynia sie do tego przez wywotanie i udziat w zjawiskach, takich jak: zahamowanie ekspresji
receptora CD4 na powierzchni zakazonego limfocytu, tworzenie zespélni, cytotoksycznos$¢ komérkowa
zalezna od przeciwciat i apoptoza. W potgczeniu z innymi czynnikami, procesy te przyczyniaja sie do
rozwiniecia sie petnoobjawowego zespotu nabytego niedoboru odpornosci (AIDS).

(Postepy Biologii Komdrki 2000; 27: 53-68)

Stowa kluczowe: HIV-1, gpl20, ADCC, syncytia, apoptoza.

Summary: In this article the mode of infection with HIV-1 virus and the role of glycoprotein 120 (gpl20)
in this process were described. The gpl20 is responsible for a number of phenomena resulting from
HIV-1 infection. Against the epitopes of gpl20 humoral and cellular responses develop. However,
because of a high variability of this protein, caused by mutations, in the process of infection these
responses become ineffective. Moreover, gpl20, as revealed from numerous studies, causes a decrease
in the number of peripheral blood CD4+T lymphocytes, both infected and uninfected. This is caused by
induction and participation in the processes such as: inhibition of CD4 receptor expression on the surface
of infected lymphocyte, formation of syncytia, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity and

*Praca finansowana z grantu promotorskiego KBN nr 4 PO5A 016 15.



54 D. KMIECIAK, W. H. TRZECIAK

apoptosis. Together with other factors, these processes result in developing of fully symptomatic acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS).
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 53-68)

Key words: HIV-1, gp!20, ADCC, syncytia, apoptosis.

1. BUDOWA WIRUSA HIV-1

Wirus HIV-1 (human immunodeficiency virus 7), wywotujacy zespdt nabytego
niedoboru odpornosci (acquired immunodeficiency syndrome - AIDS), jest za-
liczany do rodziny lentiwiruséw. Do rodziny tej nalezg takze HIV-2 oraz SIV
{simian immunodeficiency virus) [25, 28]. Genom HIV-1 stanowig dwie pojedyncze
nici RNA, ktore z dwiema czasteczkami odwrotnej transkryptazy, integraza oraz
zwigzanymi z RNA biatkami p7 i p9 stanowig rdzenn wirusa. RdzeA wirusa oraz
otaczajgce go warstwy biatek p24 ipl7 tworzg cylindryczny nukleokapsyd, otoczony
btong pochodzacq z komérki gospodarza, nabyta w trakcie wypaczkowania. W
btonie tej, oprocz biatek komdrkowych, znajdujg sie glikoproteiny wirusowe gp41l
i gpl20, majagce wazne znaczenie w infekcyjnosci wirusa.

Po wejsciu do komorki wirusowe RNA zostaje przepisane na DNA, ktory nastepnie
przy pomocy enzymu integrazy zostaje wbudowany do jgdrowego DNA gospodarza,
tworzac tzw. prowirus. Genom wirusa tworzg trzy geny gtéwne, wspélne dla re-
trowiruséw: gag, poi i env. Produkt genu gag - p53, jest prekursorem biatek kapsydu,
pl7, p24 oraz p9 i p7. Gen poi koduje biatka enzymatyczne zwigzane z prze-
ksztatceniem wirusowego RNA w DNA i wbudowaniem go do genomu gospodarza:
p64 ip51, majace aktywnos$¢ odwrotnej transkryptazy (p64 wykazuje rdwniez aktyw-
no$¢é RNazy H); plO o aktywnosci proteazy, hydrolizujacej pierwotny produkt biat-
kowy genu gag oraz p32 o wiasciwosciach integrazy. Produkt biatkowy genu env,
gpl60, ulega proteolizie na dwa fragmenty, stanowigce biatka otoczki wirusowe;j:
przezbtonowe biatko gp4l oraz powierzchniowe biatko gpl20, zwigzane nieko-
walencyjnie z gp4l.

Genom HIV-1 zawiera takze sze$¢ genéw, kodujacych biatka regulacyjne: vif
{virion injectivity factor, p23), vpr {viral protein R, pi5), tat {transactivator, pi5),
rev {regulator ofexpression ofvirion proteins, p19), nef{negative regulatoryfactor,
p27) i vpu {viral protein U, pi6).

Prowirus jest otoczony sekwencjami LTR (long terminal repeats). 5’-LTR dziata
jako promotor, natomiast 3’-LTR wymagany jest do wydajnej poliadenylacji po-
wstajgcych transkryptéw. W obrebie promotora zidentyfikowano szereg sekwencji
identycznych lub homologicznych do rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne
komdrki gospodarza. Rozpoznano m.in. dwa miejsca wigzace dla indukowalnego
czynnika transkrypcyjnego NFKB, aktywujacego wiele genéw biorgcych udziat w
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odpowiedzi komdrkowej na infekcje czy tez uszkodzenie tkanki. Ponadto, w 5°-LTR
wystepujg miejsca wigzania czynnika indukowanego poprzez aktywacje limfocytow
T: NFAT-1, oraz indukowalnego czynnika transkrypcyjnego AP-1. Bezposrednio
przed sekwencjg TATA, po stronie 5°, znajdujg sie trzy miejsca wigzania odpo-
wiedzialnego za ekspresje konstytutywna czynnika Spl. Wydaje sie, ze witasnie
te sekwencje stanowig podstawowy promotor HIV-1, wigzacy czynniki transkry-
pcyjne TFIID i Spl. Opr6cz sekwencji pozytywnie wptywajacych na transkrypcje
prowirusowego DNA, w 5°-LTR wystepujg sekwencje, ktére sg zgodne z sekwen-
cjami wigzacymi czynniki transkrypcyjne USF i LBP. Sadzi sie, przynajmniej w
odniesieniu do USF, ze czynnik ten moze oddziatywac jako staby element regulacji
negatywnej [19].

Pomimo wystepowania w promotorze miejsc rozpoznawanych przez czynniki
transkrypcyjne, wigzanie polimerazy RNA jest stabe i poziom ekspresji genow
wirusa niski. Transkrypty poczatkowe, docierajgce do cytoplazmy, sg krotkie (ok.
2 kpz). Koduja one biatka regulatorowe: tat, rev i nef. Biatka te, szczegdlnie tat,
regulujg pozytywnie transkrypcje genéw prowirusa, co prowadzi do zwiekszenia
syntezy wirusowego RNA oraz biatek [9]. Gen tat podzielony jest na dwa eksony,
ktére tacznie koduja biatko zawierajagce 86 aminokwaséw. Jednakze, odcinek o
dtugosci 72 aminokwasow, kodowany przez ekson pierwszy, jest wystarczajacy
do uzyskania petnej aktywnosci tego biatka. Biatko tat rozpoznaje krotkg sekwencje
RNA znajdujacg sie na koncu 5’ powstajacych transkryptéw. Sekwencja ta, zwana
TAR (trans-acting responsive element), o dtugosci 59 nukleotydéw tworzy strukture
typu szyputa-petla (stem-loop). Oddziatywanie biatka tat z tg strukturg przypusz-
czalnie zwieksza czesto$¢ inicjacji transkrypcji oraz jej stabilno$¢, co zapewnia
synteze transkryptow o peinej diugosci.

2. INFEKCJA KOMORKI GOSPODARZA

2.1. Receptor CD4 i tropizm HIV-1

Limfocyty T rozpoznajg obce antygeny prezentowane w potaczeniu z gtéwnym
kompleksem zgodnosci tkankowej (MHC). Przekazywanie sygnatu nastepuje za
pomocg receptora gtbwnego - TCR (T-cell receptor). Z TCR zwigzane sg m.in.
czasteczki: CD2, CD3, CD4 i CD8. Dziatajg one jako czasteczki pomocnicze, zwie-
kszajac interakcje miedzy limfocytem T a komérka prezentujaca antygen badz do-
celowg i uczestniczg w transdukcji sygnatu. W zalezno$ci od ekspresji receptora
pomocniczego wyrdznia sie limfocyty T CD4+iCD8+. Limfocyty CD8+rozpoznajg
antygen w pofgczeniu z gtdwnym kompleksem zgodnosci tkankowej klasy pierwszej
(MHC-I) idziatajg gtéwnie jako komorki cytotoksyczne. Natomiast limfocyty CD4+
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rozpoznaja antygen w potaczeniu z gtdwnym kompleksem zgodnosci tkankowej
klasy drugiej (MHC-II), funkcjonujac przewaznie jako komorki pomocnicze [28].

Receptor CD4, o masie czasteczkowej 55 kDa, jest glikoproteing nalezgcg do
nadrodziny immunoglobulin. Sklada sie z czterech, przypominajgcych immuno-
globuliny, domen zewnatrzkomoérkowych, hydrofobowej czesci przezbtonowej i dtu-
giej domeny cytoplazmatycznej, zawierajgcej trzy reszty seryny, ktére moga ulegaé
fosforylacji. Domena cytoplazmatyczna CD4 moze posredniczy¢ w transdukcji syg-
natu w odpowiedzi na antygen, gdyz, jak wykazano, zwigzana jest z kinazg biatkowg
p56¢c , ktéra moze fosforylowa¢ podjednostki receptora CD3 [28].

Do procesu fuzji z komorka gospodarza HIV-1 wykorzystuje przede wszystkim
receptor CD4 [10,27]. Wiele szczepdw pierwotnych wirusa zakaza gtéwnie monocyty
i makrofagi, chociaz mogg tez infekowac¢ pierwotne limfocyty T (ale nie stran-
sformowane komdrki linii T), dlatego okresla sie je jako wirusy M-tropowe (mo-
notropowe) [6]. Szczepy wirusa, ktére preferencyjnie zakazajg limfocyty T i dobrze
rosng w komorkach linii ustalonych limfocytéw T, nazywa si¢ wirusami T-tropowymi
[54]. Infekcji dokonujg zwykle szczepy M-tropowe, jednakze w przebiegu choroby
zostajg one zastapione przez wirusy T-tropowe [54]. Okreslenie ,,wirusy M-tropowe”
czesto uzywane jest zamiennie z okresleniem ,wirusy nie indukujgce tworzenia
zespolni” (non-syncytia inducing, NSI), poniewaz nie majg one zdolno$ci do two-
rzenia zesp6lni in vitro, natomiast nazwa: wirusy T-tropowe jest czgsto synonimem
wiruséw indukujgcych tworzenie zespéIni (syncytia inducing, SI) [41]. Tropizm
HIV-1 zalezy gtownie od sekwencji regionu zmiennego V3 gpl20 [23].

2.2. Koreceptory wirusa HIV-1

Oprocz receptora CD4, do fuzji z btong komdrkowa gospodarza i wejscia HIV-1
do komorki, wymagane sg tzw. ,koreceptory”. Wirusy M-tropowe korzystajg z
receptora CCR5, dla ktérego naturalnym ligandem sa chemokiny RANTES (re-
gulated-upon-activation, normal T expressed and secreted) oraz M IP-la i MIP-IR
(macrophage inflammatory protein) [7, 11, 12]. Ligandy te hamujg infekcje wirusem
M-tropowym, ale nie T-tropowym. Wirusy T-tropowe wykorzystujg koreceptor
CXCR4, inaczej zwany fuzyng lub LESTR (leukocyte-expressed seven-transmem-
brane-domain receptor) [14]. Pozwala on wirusom T-tropowym na wejscie do lim-
focytow CD4 oraz na fuzje i tworzenie syncytiéw, natomiast nie mogg z niego
skorzysta¢ wirusy M-tropowe [14,36]. Wykazano, ze CXCR4, poczatkowo zaliczany
do receptoréw sierocych, wigze SDF-1 (stromal cell-derivedfactor-1) [3, 36]. Wy-
kryto rowniez podobne strukturalnie koreceptory, jak np. CCR3 (dla ktérego li-
gandem jest eotaksyna), wykorzystywany, razem z CCR5, podczas infekcji komdrek
mikrogleju [20]. Wszystkie one majg charakterystyczng budowe - wystepuje siedem
domen przezbtonowych i sprzezone sg z biatkiem G [21]. Naturalnymi ligandami
dla tych zwigzkdw sa B-chemokiny, zwiazki produkowane i wydzielane przez ko-
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morki uktadu immunologicznego w odpowiedzi na stan zapalny, tzw. chemoatra-
ktanty, MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1), MCP-2, MCP-3, eotaksyna (eo-
taxin) oraz wspomniane RANTES, MIP-la, i MIP-IR. R-chemokiny aktywuja
limfocyty T, bazofile, eozynofile i makrofagi, podczas gdy chemoatraktant lim-
focytow T, SDF-1, tworzy osobna grupe [42].

2.3. Budowa biatka gpl20

Sposrod biatek wirusa HIV-1, gpl20 i gp4l wykazujg najwieksze zréznicowanie
sekwencji [28]. W gpl20 wyrézni¢ mozna regiony state (C) oraz regiony zmienne
(V) (rys. 1). Regiony state wykazujg identyczno$é albo prawie catkowitg homologie
sekwencji u réznych szczepéw wirusa. Nalezy do nich region C4 odpowiedzialny
za wigzanie sie z receptorem CD4. Sposrdd regionéw zmiennych, tzn. ulegajacych
czestym mutacjom, ktére nie wpltywajg na funkcje gpl20, najwiecej uwagi po-
Swiecono regionowi V3. Region V3, czyli trzeci hiperzmienny region gpl20, zwany
rowniez petlg V3, tworzg reszty aminokwasowe 307-330. W réznych szczepach
wirusa podane liczby mogg sie nieznacznie rdzni¢, z powodu przesunigecia i/lub
delecji jednego albo kilku aminokwaséw. Struktura petli V3 powstaje wskutek po-
tagczenia sie mostkiem disiarczkowym wysoce konserwatywnych reszt cysteiny, two-
rzacych pierwszy i ostatni aminokwas regionu V3. Region ten najczesciej podlega
mutacjom irdzne szczepy wirusa moga wykazywaé nawet 50% réznicy w sekwencji
tego obszaru. Jednakze, istnieje krotki odcinek petli V3 wzglednie konserwatywny,

RYSUNEK 1. Schemat produktu biatkowego genu env: - gp!60 , ktéry ulega proteolizie i tworzg sie
biatka: gpl20 oraz gp4l; zaznaczono regiony state (C) oraz zmienne (V) gpl20, miejsce wigzania
receptora CD4 oraz mostek disiarczkowy -C-C- petli V3; innych mostkoéw disiarczkowych nie pokazano;
w domenie zewnetrznej gp4l wyrézniono peptyd odpowiadajacy za fuzje btony HIV-1 z blong komor-
kowa, AA - reszty aminokwasowe
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tzw. korona, ktérg tworzg reszty aminokwasowe od 316 (lub 317) do 324. W
jej obrebie, stosunkowo najbardziej konserwatywne sg cztery reszty, tworzace se-
kwencje gly-pro-gly-arg (GPGR) [28].

2.4. Rola gpl20 w infekcji wirusem

Wejscie HIV-1 do komoérki gospodarza wymaga oddziatywania regionu C4 gpl20
z receptorem CD4 [10, 27]. Przypuszczalnie powoduje to wyeksponowanie petli
V3, ktéra wchodzi w interakcje z odpowiednim koreceptorem [48, 50]. Jak wspo-
mniano poprzednio, za tropizm wirusa odpowiada gtéwnie sekwencja aminokwa-
sowa petli V3 [23]. Wykazano, ze przeciwciata anty-V3 hamowaty wigzanie gpl20
z koreceptorem CCRS5, nie majagc wptywu na wigzanie gpl20 z receptorem CD4
[48]. Zwigzanie gpl20 do obu receptoré6w wywotuje zmiany konformacyjne, ktére
prowadzgdo wyeksponowaniagp41, azwitaszczajej regionu N-koncowego, bogatego
w reszty aminokwaséw hydrofobowych i odpowiedzialnego za fuzje z btong komoérki
gospodarza [16]. Mutacje punktowe w obrebie tego obszaru, polegajgce na zamianach
aminokwaséw hydrofobowych na polarne, nie majag wptywu na ekspresje gpl60
ijego modyfikacje potranslacyjne, ale znacznie obnizajg zdolnos$¢ fuzji zkomorkami
CD4+. Po oddysocjowaniu gpl20 od gp4l nastepuje fuzja btony wirusa z btong
cytoplazmatyczngiinfekcja komérki [5,35,49]. Wyniki doswiadczen prowadzonych
w hodowlach limfocytéw T z krwi obwodowej ujawnity, ze zakazeniu ulegaty
nie tylko komérki dzielgce sie, ale takze spoczynkowe [47]. W tych ostatnich na-
stepowato przepisanie informacji na DNA, ktérego obecno$¢ wykrywano nawet
po dwdéch tygodniach hodowli. Jednakze, w przeciwieAstwie do limfocytéw za-
ktywowanych, w limfocytach spoczynkowych nie nastepowata integracja wiruso-
wego DNA z DNA komorki. Tak wiec, wydaje sie, ze aktywacja komdrki jest
konieczna po to, aby nastgpito wbudowanie sie wirusowego DNA do genomu go-
spodarza, ekspresja i produkcja infekcyjnych wiruséw potomnych [47].

3. ZJAWISKA CYTOTOKSYCZNE, ZALEZNE OD gpl20,
W INFEKCJI HIV-1

Infekcja wirusem HIV-1 powoduje pobudzenie uktadu immunologicznego. Wazng
role w procesie tym odgrywa gpl20. Oprocz podstawowej funkcji, jaka jest po-
Sredniczenie w infekcji wirusem poprzez tgczenie sie z receptorem CD4 [10], gpl20
moze wywota¢ odpowiedZz immunologiczng typu humoralnego [26] oraz typu ko-
morkowego [38]. W obu tych typach odpowiedzi wazng role odgrywajg regiony
zmienne gpl20, a szczeg6lnie petla V3 [52, 53]. Petla V3, wraz z V2, tworzy
najbardziej wyeksponowane fragmenty gp!20 [34]. Przeciwko epitopom znajdu-
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jacym sie w regionie V3 wytwarza sie duza liczba przeciwciat, a takze pojawia
sie odpowiedz komérkowa. Jednakze z powodu wysokiego tempa mutacji w tym
regionie, wytworzone przeciwciata oraz indukowane cytotoksyczne limfocyty CD8
stajg sie po pewnym czasie nieefektywne, co przyczynia sie do postepu choroby,
a w koncu do rozwiniecia sie petnoobjawowego zespotu nabytego niedoboru od-
pornosci (AIDS).

3.1. Wptyw gpl20, zwigzanego na powierzchni komérki,
na efekt cytotoksyczny

3.1.1. Bezposredni efekt cytotoksyczny

Cechg charakterystyczng infekcji wirusem HIV-1 jest postepujace zmniejszenie
sie liczby komdérek CD4+ krwi obwodowej. Przyjeto, ze osoby zakazone wirusem
sg uznane za chorych na AIDS, kiedy liczba komoérek CD4+ w ich krwi spada
ponizej 200/pl. Za proces ten odpowiedzialne jest szereg zjawisk, w ktorych duza
role odgrywa gpl20. Wér6d nich wymieni¢ nalezy bezposredni efekt cytotoksyczny
wirusa. Kiedy wirus wychodzi ze stanu latencji i rozpoczyna sie produkcja oraz
sktadanie wiriondw potomnych, te uwalniane na zewnatrz przez wypaczkowanie
powoduja $mier¢ komarki. Bezposredni efekt cytotoksyczny zwigzany jest takze
z tym, ze w siateczce $rédplazmatycznej zakazonej komorki dochodzi do interakcji
pomiedzy nowo zsyntetyzowanymi czgsteczkami gpl6O ireceptora CD4 [8]. Obniza
to liczbe czasteczek receptora CD4 na powierzchni komorki, co uposledzajej funkcje
[10, 27]. Komorki linii ustalonych T (np. MOLT4), ktére po zakazeniu HIV-1
i zwigzanych z tym poczatkowych efektach cytotoksycznych rozwijajg stabilne,
namnazajgce sie i produkujgce wirusa klony, wykazujg znaczne obnizenie ilosci
czasteczek receptora CD4 na swojej powierzchni [22]. Wydaje sie zatem, ze na
poziomie pojedynczej komorki, za efekt cytotoksyczny odpowiedzialne sg kompleksy
gpl60-CD4, ktore ulegajg nagromadzeniu w siateczce $Srédplazmatycznej.

3.1.2. Odpowiedz immunologiczna przeciwko komérkom zakazonym HIV-1

Inny mechanizm, odpowiedzialny za obnizenie sie liczby zakazonych komoérek
CD4+, zwiazany jest z odpowiedzia immunologiczna organizmu. Duza czes$¢ prze-
ciwciat neutralizujacych, ktérych produkcja wzbudzona jest po infekcji organizmu,
skierowana jest przeciwko epitopom gpl20, zwtaszcza w obrebie petli V3 [53],
natomiast wydaje sie, ze tylko niewielka cze$¢ przeciwciat anty-gpl20 neutralizuje
miejsce wigzace CD4 [26]. Przeciwciata anty-gpl20 wigzg sie do epitopdw tego
biatka i wraz z uktadem dopetniacza wywotujg lize komoérek zakazonych. W od-
powiedzi komdrkowej, limfocyty cytotoksyczne CD8+ rozpoznajg antygeny wi-
rusowe, w tym pochodzace z gpl20, w formie peptydéw ztozonych z dziewieciu
do dziesieciu reszt aminokwasowych, zwigzanych z czgsteczkami biatek MHC-I



60 D. KMIECIAK, W. H. TRZECIAK

RYSUNEK 2. Wzbudzenie odpowiedzi komérkowej anty-gpl20 w infekcji HIV-1: kontakt miedzy
gpl20 napowierzchni HIV-1 areceptorem CD4 komorki prowadzi do fuzji ich bton i infekcji; w komérce
nowo wyprodukowane biatka wirusowe, w tym gpl20, mogg ulec fragmentacji i wystawieniu na
powierzchnie w kontekscie gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy | (MHC-I); prowadzi to do
uaktywnienia specyficznych limfocytéw cytotoksycznych CD8+, ktére przez swéj receptor (TCR)
rozpoznaja obce antygeny zwigzane z MHC-I i zabijajg zakazong komorke

i prezentowanych na powierzchni zakazonej komoérki (rys. 2). Rozpoznanie antygenu
wirusowego powoduje, ze limfocyty cytotoksyczne zabijajg komérke. W przypadku
HIV-1 paradoks polega na tym, ze uktad immunologiczny eliminuje swojg wazng
sktadowag, tj. komoérki CD4+. Zaréwno odpowiedZ humoralna, jak i komorkowa
stajg sie jednak nieefektywne z powodu wytonienia sie mutantéw HIV-1 opornych
na te dwa typy odpowiedzi.

3.1.3. Tworzenie zespdlni

Kolejny proces, ktéry moze byé odpowiedzialny za obnizenie sie liczby lim-
focytéw CD4+ zarowno zakazonych HIV-1, jak i niezakazonych, to tworzenie ze-
sp6lni. W badaniach in vitro zaobserwowano, ze po dodaniu do komdérek
zakazonych HIV-1 niezainfekowanych komoérek CD4+ nastepowato zlewanie sie
obu rodzajow komarek, co prowadzito do tworzenia komorek olbrzymich i wreszcie
krotko zyjacych zespdélni (rys. 3) [44]. Zjawisko to wywotane jest interakcjg miedzy
gpl20 wystepujgcg na powierzchni komdrek zakazonych a receptorem CD4 gtéwnie
komdrek niezakazonych, gdyz komorki zakazone majgzmniejszong liczbe czasteczek
tego receptora [22]. Mechanizm reakcji jest przypuszczalnie taki sam albo prawie
identyczny jak podczas fuzji wirusa z btong komdrki gospodarza, co wskazuje,
ze obok regionu C4 uczestniczy w tym réwniez petla V3. Jak wykazano, sekwencja
aminokwasowa gpl20 ma wptyw na to, czy dany szczep HIV-1 indukuje zlewanie
sie komarek, czy tez nie [46]. Stopien ubytku limfocytow CD4+w wyniku tworzenia
zespolni in vivo jest jednak niejasny, poniewaz badania nad ich tworzeniem prze-
prowadzano z reguty in vitro. Niektdre badania wskazujgjednak, ze w miare postepu
choroby pojawia sie korelacja miedzy gwattownym spadkiem liczby limfocytow
CD4+ a pojawieniem sie izolatdw wirusa zdolnych do tworzenia zespdlni [4]. Jak
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RYSUNEK 3. Schemat tworzenia zespélni: kontakt komérek zainfekowanych HIV-1 o ekspresji powie-
rzchniowej gpl20 z komérkami CD4 niezainfekowanymi prowadzi przez potaczenie sie gpl20 z CD4
do zlania sie obu tych rodzajow komérek i powstania krétko zyjacych zespolni

wynika z prac Laurent-Crawford i wsp. [30, 31], jednym z mechanizméw $mierci
komérek po fuzji i utworzeniu zesp6ini moze byé apoptoza.

3.2. Udziat w efekcie cytotoksycznym gpl20 uwolnionej z powierzchni
komorki

3.2.1. Liza niezainfekowanych komérek CD4+ przez gpl20-specyficzne,
cytotoksyczne limfocyty CD4+

Kolejne zjawiska, prowadzace do zmniejszenia si¢ puli limfocytéw CD4+, sg
zwigzane z oderwaniem sie gpl20 z powierzchni HIV-1 i/lub zakazonej komorki
[39]. Jak wspomniano, jedynie niewielka cze$¢ przeciwciat anty-gpl20 skierowana
jest przeciwko miejscu wigzacemu receptor CD4 [26,40], zatem wydaje sie¢ mozliwe,
iz kragzagca w osoczu i limfie gpl20 oddziatuje z receptorami CD4 komorek nie-
zakazonych. Mogtoby to indukowac nastepne procesy obnizajgce liczbe komorek
CD4+w zakazonym organizmie, a mianowicie: cytotoksyczno$¢ komorkowa zalezng
od przeciwciat (ADCC - antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) [32, 37],
apoptoze [2] i gpl20-zalezng lize niezakazonych komérek CD4+ przez gpl20-spe-
cyficzne, cytotoksyczne limfocyty CD4+, jako komérki efektorowe (gpl20-depend-
entlysis ofnoninfected CD4+T cells by gp!20-specific CD4+cytolytic T lymphocytes)
[43, 45]. W tym ostatnim przypadku, zaktywowane komorki, prowadzgce ekspresje
MHC-II i majagce na swojej powierzchni receptory CD4, mogg wigza¢ gpl20 po-
chodzace z osocza, nastepnie internalizowa¢ powstaty kompleks, trawi¢ i po zwig-
zaniu z MHC-II eksponowaé na zewnatrz peptydy stanowigce fragment gpl20,
czynigc sie tym samym podatnymi na atak gpl20-specyficznych, cytotoksycznych
limfocytow CD4+ (rys. 4). Aktywnos$¢ tych limfocytow wykryto u oséb zakazonych.
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RYSUNEK 4. Aktywno$¢ HIV-1-specyficznych cytotoksycznych limfocytéw CD4+: komérki prezen-
tujace antygen, majace na swojej powierzchni receptor CD4 wigzg krazace w osoczu gpl20; powstaty
kompleks podlega internalizacji, a nastepnie trawieniu, po czym powstate fragmenty gpl20 zostaja
wystawione na zewnatrz w kontekscie gtdéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy Il (MHC-I11); po
rozpoznaniu przez receptor (TCR) HIV-1-specyficznych cytotoksycznych limfocytéw CD4+, komérka
prezentujaca antygen ulega lizie

Nie wiadomo jednak, jaki jest udziat tego procesu w ogo6lnym zmniejszeniu ilosci
komérek CD4+ w trakcie infekcji, alobowiem wiekszo$¢ aktywnosci cytotoksycznej
anty-gpl60, zaleznej od MHC zwigzana jest z limfocytami T, CD8+, zaleznymi
od MHC-I [24].

3.2.2. Cytotoksycznos¢ komorkowa
zalezna od przeciwciat

W cytotoksycznos$ci komérkowej za-
leznej od przeciwciat (antibody-depend-
ent cell-mediated cytotoxicity - ADCC)
komérkami efektorowymi moga byé:
makrofagi, monocyty, niektére limfocy-
ty T, komorki NK (natural killers), neu-
trofile, eozynofile, a takze trombocyty,
majace receptory Fcy, zwiaszcza typ
FcylllA (inaczej CD 16) [29]. Receptor

RYSUNEK 5. Zjawisko cytotoksycznosci komor-  tap wystepuje na powierzchni 80-90%
kowej zaleznej od przeciwciat (ADCC) w infekcji p . . . .

HIV-1: w procesie ADCC bierze udziat gpl20 wy- komorek NK i wykazuje duze powino-
stawione na powierzchni zakazonej komérki prze- wactwo do fragmentéw Fc przeciwciat
ciwciato anty-gpl20 (anty-gpl20 Ab) oraz komoérki IgG u cztowieka, w tym przypadku anty-

majace na swojej powierzchni receptor CD16 (np. p . . iz
NK); przeciwciato anty-gp 120 wigze sig koricem Fab gpl20, kiore stanowia wigkszos¢ prze-

do gpl20, a koricem Fc do CD 16 sieciujac w ten  Ciwciat u zakazonych osobnikow [13].
spos6b oba rodzaje komorek; nastepnie dochodzi do Zwiazanie przez przeciwciata anty-

lizy komorki zakazonej; przypuszczalnie w procesie L .
ADCC lizie ulegaja tez komorki CD4+ niezakazone gpl20, potaczone z tym biatkiem, zjed-

przez przytaczenie do receptoréw CD4 wolnego Nej strony komodrek CD4+, a z drugiej
gpl20 z osocza
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komérek CD16+, prowadzi do lizy komorek CD4+ (rys. 5). Wydaje sie prawdo-
podobne, ze na lize podatne sg nie tylko komorki CD4+ zainfekowane HIV-1,
ale takze i te niezainfekowane zardwno zaktywowane, jak i spoczynkowe, ktére
przez przytaczenie wolnej gpl20, a nastepnie przeciwciat anty-gpl20, stajg sie
celem dla komoérek CD16+.

3.2.3. Apoptoza

Krgzgca w osoczu gpl20 przez zwigzanie sie z receptorem CD4 niezainfeko-
wanych komaérek T, moze nie tylko powodowaé zaburzenia w ich interakcji z
komoérkami prezentujacymi antygeny w kontek$cie MHC-II, ale réwniez ich apo-
ptoze. Rola apoptozy w obnizeniu sie liczby limfocytéw CD4+ u pacjentéw HIV-1+
jest jeszcze niejasna. Szereg doniesien z badan in vitro wskazuje jednak, ze proces
ten moze odgrywac¢ wazng role w ubytku komérek CD4+. Kiedy po zwigzaniu
wolnej gpl20, a nastepnie przeciwciat anty-gpl20, limfocyty CD4+ zostaty poddane
aktywacji przez receptor komorkowy TCR (T celi receptor - TCR), okazato sie,
ze stanowito to sygnat do programowanej $Smierci komérki [2]. Istotng role odgrywa
tutaj przypuszczalnie odwrécenie sekwencji zdarzen, poniewaz w warunkach pra-
widtowych aktywacja limfocytu T, CD4+ polega na rozpoznaniu antygenu przez
TCR, a nastepnie zachodzi transdukcja sygnatu aktywujgcego do wnetrza komorki,
w czym uczestniczy receptor CD4. W przypadku opisanym powyzej [2], najpierw
nastapito zaktywowanie drugiego sygnatu przez CD4, a potem dopiero aktywacja
wiasciwa przez TCR, co spowodowato apoptoze. W ten spos6b apoptozie ulegataby
gtdwnie pula zaktywowanych komorek T, CD4+. Warto dodaé, ze niektore do-
niesienia, oparte na eksperymentach wykonanych w podobny sposéb, nie potwier-
dzity wystepowania apoptozy w odwrotnie stymulowanych limfocytach CD4+ [33].
Z innej pracy wynika, ze apoptozie ulegajg najczesciej komérki CD4+ niezakazone,
natomiast zakazone jej nie podlegajg [15]. O tym, Ze proces apoptozy nastepuje
po zwigzaniu sie gpl20 z receptorem CD4, moze Swiadczy¢ fakt, iz efekt blokujgcy
miato dodanie przeciwciata OKT4A, skierowanego przeciwko regionowi CD4 wig-
zacemu gpl20 [31]. Groux i wsp. [18] doniesli, ze wstrzymanie proliferacji komorek
oraz apoptoza nastapity, gdy do limfocytéw CD4+, pochodzacych od pacjentéw
seropozytywnych pod wzgledem HIV-1 i nie wykazujgcych objawéw choroby, do-
dano mitogen PWM (pokeweed mitogen) czy tez superantygen SEB (staphylococcal
enterotoxin B), ale nie, gdy stymulantami byly superantygen PHA (phytohemag-
glutinin) i przeciwciato anty-CD3. Zatrzymania proliferacji i apoptozy po podaniu
PWM i SEB nie zaobserwowano w komoérkach pobranych od zdrowych pacjentow.
Oproécz tego, dodanie do uktadu z SEB badz PWM przeciwciata anty-CD28, blo-
kujacego biatko powierzchniowe CD28 komérek T, powodowato przywrdécenie wia-
sciwosci proliferacyjnych komérek CD4+ pobranych od dawcéw HIV-1+ i
wstrzymanie procesu apoptozy. Samo przeciwciato anty-CD28 nie pobudzato po-
dziatdw tych komorek. Zatem, w procesie apoptozy moze mie¢ znaczenie sygnat
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przekazywany przez CD28. W innym eksperymencie wykazano, ze nie tylko SEB
i inne superantygeny zalezne od MHC-II wywotywaty apoptoze limfocytow CD4+
pochodzgcych od bezobjawowych dawcéw HIV-1+, ale induktorem apoptozy byt
réwniez jonofor wapniowy, jonomycyna (ionomycin), ktéry dziatal nie tylko na
limfocyty CD4+, ale takze CD8+ [17]. Natomiast, jak doniesli Wu i wsp. [51],
apoptoze komorek CD4+ i CD8+ zdrowych dawcéw po stymulacji poliklonalnej
(np. mysim przeciwciatem anty-CD3 lub anty-CD4) i zsieciowaniu za pomocg GA-
MIgG (goat anti-mouse IgG) lub inkubacji z mieszaning: gpl20+mysie przeciwciato
anty-gpl20+GAMIgG wywotywat tez kontakt z utrwalonymi autologicznymi badz
allogenicznymi monocytami stymulowanymi wcze$niej estrem forbolu - PMA (phor-
boi 12-myristate 13-acetate), co mogto by¢ spowodowane wydzielaniem przez mo-
nocyty rozpuszczalnych czynnikéw indukujgcych proces apoptozy. Aktywacja
komorek T byta niezbedna, albowiem bez tego utrwalone monocyty, traktowane
PMA, nie wywotywaly procesu apoptozy. Wyniki te doprowadzity do hipotezy,
ze w trakcie infekcji wirusem HIV-1, kiedy to, zwtaszcza w fazie bezobjawowej,
przewazajg szczepy M-tropowe, zakazajg one monocyty i makrofagi, aktywujgc
je bezposrednio przez sam akt infekcji albo posrednio przez indukcje produkcji
i wydzielania czynnikéw aktywujacych, a to z kolei wzbudzatoby proces apoptozy
w limfocytach CD4+ ze zwigzanym gpl20. Zauwazono, ze jednym z takich czyn-
nikéw jest ligand Fas wydzielany przez makrofagi w zwiekszonej ilosci po infekcji
HI1V-1 Ligand ten, w potgczeniu z powierzchniowym biatkiem Fas (CD95), indukuje
proces apoptozy limfocytéw [1].

4. UWAGI KONCOWE

Zaréwno udziat w infekcji wirusem HIV-1, jak i posredniczenie w efektach
cytotoksycznych, a takze wywotywanie silnej odpowiedzi immunologicznej, po-
woduja, ze biatko gpl20 pozostaje w sferze intensywnych badan majacych na celu
zrozumienie mechanizmdw infekcji. Rolagp 120 oraz gp41 w procesie wejscia wirusa
do komorki zostata ostatnio do$¢ dobrze poznana. Inaczej sprawa ma sie ze zja-
wiskami cytotoksycznymi, opisanymi w artykule. Cze$¢ z nich, np. tworzenie syn-
cytiow, obserwuje sie przewaznie w eksperymentach in vitro, mato jest danych
na temat znaczenia tych zjawisk in vivo, podczas infekcji. Zdania sg réwniez po-
dzielone co do interpretacji zjawisk, w ktérych bierze udziat gpl20. Czes$¢ badaczy
uwaza, ze procesy, takie jak ADCC, mogg by¢ korzystne dla organizmu, gdyz
prowadza do lizy zakazonych komorek, jednakze istnieje mozliwo$¢, ze w procesie
tym zmniejszy sie réwniez, przez fakt przytaczenia wolnej gpl20 z osocza, pula
komérek CD4+ niezakazonych. Ponadto, ukazaty sie doniesienia w rézny sposéb
okreslajace role gp!20 w procesie apoptozy. Zatem bardzo wazne jest doktadne
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wyjasnienie roli tego biatka w efektach cytotoksycznych spowodowanych infekcjg
wirusem HIV-1, tym bardziej ze gpl20, w réznej postaci, probuje sie wykorzystac
do szczepienia przeciwko HIV-1 oraz w terapii AIDS. Niekt6ére problemy, ktore
wigza sie z prébami immunizacji za pomocga gpl20, zostang opisane w nastepnym
artykule.
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Streszczenie:Celem pracy jest przedstawienie prob immunizacji przeciwko H1V-1za pomocg produktéw
biatkowych genu env. Nowo opracowane techniki pozwolity na zastgpienie konwencjonalnych metod
szczepienia, ktére w przypadku wysoce zmiennego wirusa H1V-1okazuja sie nieskuteczne i poszukiwa-
nie alternatywnych rozwigzan, takich jak: immunizacja za pomocg rekombinowanych wiruséw jako
wektoréw czy tez ,,nagim” DNA. Wyniki tych badan sg obiecujace i wskazujg droge do rozwigzania
problemu. Jednakze, z powodu wysokiej zmiennosci HIV-1, zmiennosci haplotypowej w populacji
ludzkiej oraz ciggle niedostatecznej znajomosci interakcji gospodarz-patogen, wydaje sie, ze skonstruo-
wanie uniwersalnej szczepionki anty-HIV-I, niepredko, jesli w ogéle, nastapi.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 68-79)

Stowa kluczowe: HIV-1, env, gpl60, gpl20, wirus krowianki, immunizacja.

Summary: The aim of this article is to present the attempts of immunization against HIV-1 with the use
of protein products of the env gene. Newly elaborated techniques allowed replacing traditional vaccina-
tion methods, ineffective in case of highly variable HIV-1 virus and investigating alternative solutions
such as: immunization with the use of recombinant viruses as vectors or ,,naked” DNA. The results of
these studies are promising and indicate the way to solve this problem. However, because of high
variability of HIV-1, haplotype variability in human population and still insufficient knowledge on
host:pathogen interaction, it seems that effective, universal vaccine against HIV-1 will not, if ever, be
constructed soon.

(Advances in Cell Biology 2000; 26: 68-79)
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1. WSTEP

Préby ograniczenia infekcji wirusem HIV-1 zmierzajg w dwoch kierunkach.
Jednym z nich jest chemioterapia za pomocg inhibitoréw odwrotnej transkryptazy:
azydotymidyny {3’-azido-3’-deoxythymidine- AZT), dideoksycytozyny (dideoxycy-
tosine - ddC), dideoksyinozyny (dideoxyinosine - ddl) [14, 21], czy tezjiewirapiny
{nevirapine - lek nienukleozydowy, ktéry po zwigzaniu sie blisko centrum kata-
litycznego transkryptazy, blokuje jej aktywno$é, niekompetycyjnie w stosunku do
matrycy i nukleotydow) [10]. Stosuje sie takze inhibitory proteazy: saquinavir (Hof-
fman-La Roche), indinavir (Merck), ritonavir (Abott) i inne. W prébach klinicznych
leki te sg stosowane oddzielnie albo w kombinacjach. Obnizajg one znacznie poziom
wirusa we krwi. Podnosi sie tez liczba limfocytdw CD4+, jednakze nie zmniejszajg
one ilosci wirusa w innych tkankach, m.in. w weztach chtonnych, bedacych jego
rezerwuarem [14, 21]. W krotkim czasie powstajg rowniez warianty wirusa oporne
na chemioterapie. Ponadto, leki te wykazujg dziatania uboczne.

Drugi kierunek badan skupia sie na prébach stworzenia skutecznej szczepionki
anty-HIV-Il, ktéra wzbudzataby dwa typy odpowiedzi immunologicznej: humoralng
i komorkowg. Prébuje sie to osiggnac:

(1) przez zastosowanie oczyszczonych biatek wirusa badz immunogennych pep-
tydéw bedacych czescig sekwencji wirusa i

(2) uzycie wektorow ekspresyjnych zawierajacych gen(y) HIV-1.

Natomiast uzycie jako szczepionki zywego, ostabionego wirusa, nawet zawie-
rajgcego mutacje w obrebie sekwencji kluczowych dla replikacji, zwigzane jest
z niebezpieczenistwem powrotu do petnej wirulencji, a poza tym szczepionka taka
chronitaby tylko przed wirusem tego samego lub bardzo bliskiego genetycznie szcze-
pu.

2. IMMUNIZACJA ZA POMOCA OCZYSZCZONEGO
gpl20 ORAZ PEPTYDOW STANOWIACYCH FRAGMENT
TEGO BIALKA

Clerici i wsp. [5] zastosowali rekombinowang glikoproteine 160 (rgpl6O - re-
combinant gpld0) - otrzymana z komo6rek owadzich w hodowli po ich uprzedniej
infekcji bakulowirusem majacym wklonowany gen env, do immunizacji ochotnikéw
seronegatywnych pod wzgledem H1V-1. Udato si¢ w ten spos6b pobudzi¢ iwzmocni¢
funkcje pomocniczych limfocytéw T (TH) mierzong stopniem proliferacji komorek
i produkcjg interleukiny-2 (IL-2). Ponadto, stwierdzono, ze aktywnos$¢ anty-HIV-I
komdrek THbyta ponad sto razy wyzsza uwielokrotnie immunizowanych ochotnikoéw
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niz u bezobjawowych pacjentdéw HIV-1-pozytywnych. Podobne eksperymenty z
uzyciem rgpl60, podawanym tgcznie z adjuwantem bezobjawowym pacjentom HIV-
1+ wykazaty znaczne zwiekszenie aktywnosci env-specyficznych limfocytow CD4+
i CD8+ [15]. Szczepionka ta okazata sie wiec immunogenna, gdyz wzmacniata
odpowiedz e/?v-specyficznych limfocytéw cytotoksycznych. Jednakze istnieje ry-
zyko, ze rgpl6O moze wzbudzi¢ tez odpowiedZ immunologiczng w postaci prze-
ciwciat wzmacniajacych infekcyjno$¢ wirusa [23]. Tak wiec, pojawity sie préby
wzbudzenia odpowiedzi immunologicznej za pomocg peptydéw zawierajgcych wy-
tacznie determinanty antygenowe. Takahashi i wsp. [27] inkubowali komaérki $le-
dziony myszy BALB/c z peptydem 18I1IB (sekwencja RIQRGPGRAFVTIGK z
petli V3 biatka gpl20), nastepnie napromieniowali je i podawali myszom o takim
samym haplotypie. Po 3-4 tygodniach izolowali z nich komdrki $ledziony, re-
stymulowali in vitro, a nastepnie sprawdzali aktywnos$¢ limfocytow CD8+ w teScie
cytotoksycznos$ci (pomiar stopniawrazliwosci komdérek docelowych, wystawiajacych
obcy antygen w konteks$cie gtownego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy | {MHC-
1], na lize prowadzong przez limfocyty cytotoksyczne, o takim samym haplotypie
i rozpoznajace obcy antygen), w ktérym komdrkami docelowymi byty fibroblasty
myszy BALB/c, inkubowane z peptydem 18I11IB lub tez transfekowane plazmidem
zawierajagcym gen env, a wiec wykazujgce ekspresje tego genu. Wykazano w ten
sposéb, ze immunizacja za pomocg napromieniowanych komoérek z przytgczonym
peptydem jest efektywna. Napromieniowanie w tym przypadku prawdopodobnie
zwieksza akumulacje komoérek w $ledzionie immunizowanej myszy, przyczyniajac
sie do lepszej prezentacji immunogennego peptydu, réwniez w ten sposob, ze na-
promieniowane, a wiec uszkodzone komorki, oprocz prezentowania antygenu, mo-
gtyby byc¢ tatwiej fagocytowane przez inne komoérki prezentujace antygen.

Jak sie wydaje, indukcja limfocytéw cytotoksycznych czesto wymaga wspot-
udziatu limfocytow TH, produkujgcych odpowiednie limfokiny. Zatem, potgczono
syntetyczne peptydy stanowigce fragment gpléO i stymulujgce proliferacje-lim-
focytow TH oraz wydzielanie cytokin z peptydem 1811IB, stymulujacym limfocyty
cytotoksyczne. Podano je myszom i po dwoch tygodniach wyizolowano komorki
$ledziony, restymulowano i uzyto jako komérki efektorowe w tescie cytotoksy-
cznosci, w ktérym komorkami docelowymi byty fibroblasty mysie BALB/c 3T3,
o tym samym kompleksie zgodnosci tkankowej, wykazujgce ekspresje gpl60. Ponad-
to, aby wykazaé, ze jest to aktywnos$¢ limfocytow cytotoksycznych CD8+, a nie
CD4+, wykonano test cytotoksycznosci, w ktérym komdrkami docelowymi byty
inkubowane z peptydem 1811IB fibroblasty mysie BALB/c 3T3, majagce MHC-I,
ale bez ekspresji MHC-I1. Stwierdzono, ze potgczone peptydy byty znacznie bardziej
wydajne w indukcji env-specyficznych limfocytow cytotoksycznych niz sam peptyd
18111B [25].

Immunizacja peptydami, stanowigcymi dominanty antygenowe gpl60, moze by¢
korzystniejszanizimmunizacja kompletnym gp 160, gdyz: (1)jak wspomniano wczes-
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niej, biatko o petnej dtugosci moze pobudzi¢ produkcje niekorzystnych przeciwciat
[23] i (2) wyizolowane biatko moze mie¢ zupetnie inng strukture trzecio- i czwar-
torzedowg, zatem wyprodukowane przeciwciata nie bedg rozpoznawaty natywnej
struktury biatka.

Dlatego immunizacja za pomocg oligomerycznego, niezdenaturowanego biatka
gpl60, bardziej przypominajgcego natywng forme, pobudza tworzenie frakcji prze-
ciwciat przeciwko epitopom konformacyjnym gp 120 i gp41, natomiast moze zmniej-
szyé produkcje przeciwciat przeciwko liniowym epitopom tego biatka, mnigj
skutecznym w neutralizacji natywnej formy gpl60 [7]. Reszty oligosacharydowe
spetniajg role ochronng przed rozpoznaniem przez ukfad immunologiczny, zatem,
jak sie wydaje, odpowiedZ w postaci przeciwciat neutralizujgcych jest jeszcze efe-
ktywniejsza, jezeli do szczepienia uzyje sie natywnej, oligomerycznej formy gpl20,
pozbawionej wybranych miejsc glikozylacji [20]. Oprocz tego, odpowiedz humoralna
moze by¢ ograniczona do homologicznego szczepu HIV-1, nie majac zadnego albo
majac niewielki wptyw na inne szczepy. Salmon-Ceron i wsp. [24] podawali rgpl6O
ochotnikom HIV-1-negatywnym, tgcznie z peptydem stanowigcym sekwencje petli
V3 z izolatu MN wirusa HIV-1. Po kilku miesigcach badali aktywno$¢ przeciwciat
neutralizujagcych oraz ercv-specyficznych limfocytéw cytotoksycznych. Okazato sie,
ze te ostatnie zostaly stabo wyindukowane, natomiast uzyskano wysoki poziom
przeciwciat neutralizujgcych, ograniczonych jednak do homologicznego szczepu
wirusa.

3. ZASTOSOWANIE ZREKOMBINOWANEGO
WIRUSA KROWIANKI ZAWIERAJACEGO GEN env

Uzycie do immunizacji zrekombinowanego wirusa krowianki (vaccinia virus),
zawierajacego gen(y) HIV-1, stanowi przyktad drugiego toru badan, w ktérych
prébuje sie wykorzysta¢ ten wirus jako wektor ekspresyjny. Po podaniu zwierzetom
doswiadczalnym i/lub ochotnikom odpowiednio przygotowanego wektora, oczekuje
sie, ze zrekombinowany gen ulegnie ekspresji, a nastepnie wyindukuje trwatg
odpowiedz immunologiczna chronigca przed skutkami infekcji.

O ekspresji genu env HIV-1 w systemie wirusa krowianki doniesiono juz w
1986 r. [4, 12]. Réwnie wczes$nie zaczeto wykorzystywac ten wirus do préb im-
munizacji przeciwko HIV-1. Cooney i wsp. [6] wykazali, ze szczepienie ochotnikdw
seronegatywnych pod wzgledem HIV-1 zywym, zrekombinowanym wirusem kro-
wianki zawierajgcym gen env HIV-ljest bezpieczne i dobrze tolerowane. Jednakze,
znacznie lepsza odpowiedZ rozwineta sie u tych osobnikoéw, ktdrzy wczesniej nie
byli szczepieni wirusem krowianki przeciwko ospie. Z tego tez wzgledu Hammond
i wsp. [11] uzyli do badan osoby nie majgce wczes$niej stycznosci z tym wirusem
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i seronegatywne pod wzgledem HIV-1. Podano im szczepionke w postaci zre-
kombinowanego wirusa krowianki, zawierajacego gen env HIV-1 szczepu LAI.
Dwa miesigce pozniej, w celu wzmocnienia odpowiedzi immunologicznej, szcze-
piono ich dodatkowo uzywajac oczyszczonego biatka rgpl6O. Zgodnie z zatozeniami
pracy, udato sie wzbudzi¢ aktywnos$¢ anty-gpl60 limfocytéw cytotoksycznych CD8+
(zapomocg zrekombinowanego wirusa krowianki) oraz limfocytow cytotoksycznych
CD4+(zapomocargp 160). Podobniejak w innych pracach [26], aktywno$¢ wykazano
w stosunku do tego samego szczepu HIV-1, z ktérego pochodzit gen env uzywany
do immunizacji, chociaz inne szczepy tez byly podatne na lize, ale w mniejszym
stopniu, gtéwnie za posrednictwem limfocytéw cytotoksycznych CD8+. Ponadto,
okre$lono restrykcje haplotypowg wyizolowanych klondéw limfocytéw cytotoksy-
cznych CD4+ i CD8+ badajgc stopien lizy komdrek docelowych, wykazujacych
ekspresje genu env i dopasowanych pod wzgledem jednego allelu HLA-1 i HLA-II
w stosunku do limfocytéw cytotoksycznych (w przypadku cztowieka, czesto zamiast
skrotow MHC-1 i MHC-II, uzywa sie na okreSlenie gtdwnego uktadu zgodnosci
tkankowej terminu: human leukocyte antigen, w skrécie HLA). Dalszym krokiem
byto scharakteryzowanie specyficznosci epitopowej klonéw limfocytéw cytotoksy-
cznych CD8+ i CD4+ o aktywnosci anty-HIV-l, otrzymanych od szczepionych
ochotnikéw [13]. W tym celu autologiczne komoérki docelowe zostaty zainfekowane
wirusami krowianki zawierajgcymi geny env charakteryzujgce sie seryjnymi de-
lecjami, a w celu doktadniejszego poznania - inkubowane z krétkimi peptydami
pochodzacymi z tych regionéw, ktdre jak mozna wnioskowaé z seryjnych delecji
genu env, dawaty najwiekszg lize. Jak sie okazalo, rozpoznawane byty epitopy
w obrebie genu env, charakterystyczne dla kilku typéw HLA-1 i HLA-II. Co ciekawe
jednak, odpowiedZ wiekszosci klonow limfocytéw CD8+ rozwineta sie przeciwko
wysoce konserwatywnemu regionowi biatka gpl20 (aminokwasy 38 do 47) pre-
zentowanemu w kontek$cie HLA-A3.1 [13]. Wyniki te sg zachecajace, gdyz roz-
poznawany region jest wysoce konserwatywny u réznych szczepdéw wirusa HIV-1,
z drugiej jednak strony specyficzno$¢ epitopowa limfocytow cytotoksycznych CD8+
jest gtdwnie zdeterminowana przez haplotyp dawcy, zatem nie wiadomo, czy osob-
nicy posiadajacy inny allel niz HLA-A3, réwniez beda silnie rozpoznawaé ten
region biatka.

Mimo ze zrekombinowany wirus krowianki jest bezpieczny po podaniu ochot-
nikom w celu wzbudzenia odpowiedzi immunologicznej anty-HIV-l, w niektérych
eksperymentach stosuje sie zrekombinowany wirus ospy ptasiej (canarypox), za-
wierajacy gen env HIV-1 [8]. Wirus ten, cho¢ infekuje komdrki ssacze, to jednak
nie podlega w nich replikacji, a wiec jego cykl zyciowy nie jest w nich ukonczony.
Wazne jednak jest to, ze po infekcji, cze$¢ gendw, tzw. wczesnych, ulega ekspresji
ijesli gen-wstawka (w tym przypadku env) znajduje sie takze pod kontrolg promotora
dla genéw wczesnych, to rowniez powstanie jego produkt biatkowy. W ten sposéb
u czesci immunizowanych ochotnikéw, seronegatywnych pod wzgledem HIV-1,
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udato sie wzbudzi¢ aktywnos$¢ HIV-1-specyficznych limfocytéw cytotoksycznych
CD8+. Co wiecej, rowniez u tych, ktdrzy wczesniej byli szczepieni wirusem Kkro-
wianki przeciwko ospie.

4. IMMUNIZACJA Z UZYCIEM DNA PLAZMIDOWEGO

Stosowanie zrekombinowanego wirusa krowianki, jak réwniez i innych wiruséw
(polio, adenowirus) wydaje sie by¢ bezpieczne i efektywne. Niektérzy badacze
jednak zaczeli szczepi¢ zwierzeta doSwiadczalne zapomoca bezpos$redniej inokulacji
plazmidowego DNA (domiesniowo, dootrzewnowo lub dozylnie), zawierajgcego
obcy gen, ktérego ekspresja znajduje sie pod kontrola silnego promotora, np. z
cytomegalowirusa (cytomegalovirus - CMV). Po pobraniu przez komorki, obcy
gen ulega ekspresji, a zatem moze wywotywa¢ odpowiedz immunologiczng. Co
wazne, immunizacja za pomocg DNA na$laduje naturalng infekcje, gdyz biatko/a
wirusowe sg produkowane w ,zainfekowanej” komdérce.

Dane z badan in vitro wskazujg, ze aby nastgpita wydajna ekspresja genu env
HIV-1, potrzebna jest koekspresja genu rev [18]. Omawiany powyzej system wirusa
krowianki stanowit wyjatek, poniewaz wirus ten ma wasne sekwencje promotorowe
i wlasny aparat transkrypcyjny, a wiec gen env ulegat wydajnej ekspresji bez ,,po-
mocy” rev. W innych uktadach jednak stosuje sie koekspresje genu rev. Okuda
i wsp. [19] uzyli plazmidu ekspresyjnego z promotorem CMV do wstawienia regionu
cDNA HIV-1 obejmujacego zaréwno gen env, jak i segmenty genu rev. Nastepnie
podawali plazmidowe DNA, dwukrotnie w odstepie dwutygodniowym, myszom,
krolikom i makakom. W niektorych przypadkach dodawali do mieszaniny ino-
kulacyjnej dodatkowy plazmid zawierajacy tylko gen rev, zeby wzmocni¢ dodatkowo
ekspresje env. Po miesigcu od ostatniej immunizacji pobierali oni komaérki do testu
cytotoksycznos$ci oraz surowice do testu neutralizujagcego. W tym ostatnim chodzito
0 sprawdzenie, czy wytworzyty sie przeciwciata anty-gpl60, zdolne do blokowania
infekcji wirusem HIV-1 in vitro. Wyniki tych badarh wskazuja, ze szczepienie za
pomocga tej techniki jest w stanie wzbudzi¢ silng odpowiedZz immunologiczng w
postaci przeciwciat oraz limfocytow cytotoksycznych CD8+. Boyer i wsp. [2] uzyli
dwdch plazmidow, jednego zawierajagcego geny env+rev (ze szczepu wirusa MN),
1 drugiego: gag+pol (ze szczepu I1IB), do immunizacji szympanséw, po ktorej
infekowano je wirusem HIV-1 szczepu SF2. Immunizowane szympansy, chociaz
poczatkowo HIV-pozytywne, nie wykazywaty potem oznak zakazenia w postaci
wysokiej wiremii. W ich surowicy metodg RT-PCR nie stwierdzono obecnosci
wirusowego RNA. Natomiast kontrola, czyli szympans nieimmunizowany, stat sie
HIV-pozytywny dwa tygodnie po podaniu wirusa i pozostawat w tym stanie przez
48 tygodni. U immunizowanych szympanséw wykryto aktywno$¢ limfocytéw cyto-
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toksycznych anty-env i anty-gag/pol; wykryto tez przeciwciata anty-gpl60. Dane
te wskazuja, ze mozliwa jest ochrona przed infekcjg po immunizacji za pomoca
plazmidowego DNA i to nawet wtedy, gdy HIV-1 uzyty do infekcji nalezy do
innego szczepu. W tym przypadku jednak wirusy HIV-1 MN i IlIB, z ktérych
sekwencji skonstruowano plazmidy, jak i SF2, uzyty do infekcji, nalezg do tej
samej grupy B, a wiec sg blisko spokrewnione genetycznie.

Ochrone przeciw infekcji wirusem HIV-1, trwajgcg do roku po ostatniej im-
munizacji, osiaggnieto takze u szympansow, ktérym kilkakrotnie podano w formie
aerozolu do nosa, szczepionke w postaci zrekombinowanego adenowirusa zawie-
rajagcego gen env izolata MN oraz domiesniowo biatko gpl20 izolata SF2 w ad-
juwancie. Efektywno$¢ szczepienia sprawdzono poprzez infekcje wirusem
HIV-1-SF2, 52 i 98 tygodni po pierwszej immunizacji [17]. Jednakze, w przypadku
szympanséw immunizowanych ,nagim” DNA, ktoére nastepnie zostaly kontrolnie
infekowane HIV-1-SF2, pojawity sie gtosy krytyki, ze szczep SF2, jako laboratoryjny,
a wiec tatwy do neutralizacji, nie nadaje sie do tego typu eksperymentéw, poniewaz
dos¢ tatwo mozna otrzymac¢ pozytywne rezultaty, ktore z kolei mogag wzbudzac
zbyt daleko idgce nadzieje [3].

Na zakonczenie tego rozdziatu warto wspomniec¢, cho¢ nie dotyczy to wprawdzie
genu env, o nowej koncepcji ograniczenia infekcji wirusem HIV-1, przez wyko-
rzystanie biatka Casp3 (caspase-3), uczestniczacego w apoptozie komérek. Biatko
to wystepuje w komorce w postaci nieaktywnego zymogenu. Sygnat apoptotyczny
uruchamia kaskade reakcji, podczas ktdrej nastepuje proteolityczne cigcie zymogenu
do formy aktywnej Casp3. Nastepnie, forma ta, przez proteolize inhibitora de-
oksyrybonukleazy, aktywuje ja, co prowadzi do apoptozy. Jednoczes$nie, aktywna
forma Casp3 dokonuje proteolizy kolejnych czgsteczek swojego zymogenu, co zwie-
lokratnia sygnat. Vocero-Akbani i wsp. [28] wymienili proteolityczne miejsca ciecia
w biatku Casp3 i zamienili je na sekwencje rozpoznawane przez proteaze HIV-1
(miejsca ciecia pl7-p24 gag oraz p7-pl). Po podaniu komérkom zakazonym HIV-1,
nastepowata w nich aktywacja biatka Casp3 i apoptoza. W komdrkach niezakazonych
zmodyfikowane biatko Casp3 pozostawato w formie zymogenu.

5. PERSPEKTYWY SKONSTRUOWANIA EFEKTYWNEJ
SZCZEPIONKI ANTY-HIV-1

W chemioterapii wirusa HIV-1, a takze w wytworzeniu mozliwie najbardziej
skutecznej szczepionki konieczna jest znajomo$¢ mechanizméw prowadzgcych do
zatamania sie ukladu obronnego organizmu w trakcie infekcji i utraty limfocytéw
CD4+i CD8+. Wazne sg np. dane na temat kinetyki zmian w repertuarze limfocytow
u zakazonych oso6b, u ktérych AIDS rozwija sie szybko lub powoli (10 lat i dtuzej
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od momentu zakazenia). U tych ostatnich wykryto np. wysoki poziom odpowiedzi
komérkowej w postaci limfocytéw cytotoksycznych CD8+ i ich prekursoréw, spe-
cyficznych dla epitopéw HIV-1: env, gag i poi [22]. Goulder i wsp. [9] badali
wybrane osoby HIV-1-pozytywne, pozostajgce przez diugi czas w fazie bezob-
jawowej. Przez caly ten okres (ok. 10-12 lat od momentu zakazenia) wykrywali
oni silng odpowiedZ komérkows, skierowang gtéwnie przeciwko epitopowi
KRWIIMGLNK (aminokwasy: 263-272) produktu genu gag, prezentowanemu w
konteks$cie HLA-B27. Przejsciu do fazy objawowej choroby towarzyszyto pojawienie
sie wirusow zawierajagcych mutacje (K/R - lizyna/arginina) w obrebie tego epitopu,
w pozycji drugiej, a wiec pozycji odpowiedzialnej za zakotwiczenie w czasteczce
HLA. Réwniez aktywnos$é limfocytéw cytotoksycznych znacznie zmalata. Nie wia-
domo doktadnie, czy mutacja ta pojawiata sie wczesniej, ale byta selektywnie eli-
minowana, czy tez pojawita sie pdzniej, gdy nastagpito wyczerpanie sie ukiadu
immunologicznego. Mozliwe jeszcze jest, ze nagromadzenie sie mutacji w innych
regionach genu gag doprowadzito w koncu do wytonienia sie stabilnej mutacji
K/R w tym epitopie. Inny sposéb selekcji w kierunku zmutowanych wiruséw, wy-
mykajgcych sie spod kontroli uktadu immunologicznego, opisany zostat w pracy
Borrow i wsp. [1]. Mianowicie, krotko po infekcji wytworzyta sie silna odpowiedz
komdrkowa limfocytéw CD8+przeciwko epitopowi produktu genu env (aminokwasy:
30-38) prezentowanemu w kontekscie HLA-B44. Silna presja uktadu immunolo-
gicznego doprowadzita w ciagu kilkudziesieciu dni do wyselekcjonowania mutantow
wirusa w tym regionie, natomiast mutacje w innych obszarach genu env byty znacznie
rzadsze. Zatem limfocyty cytotoksyczne, specyficzne dla tego regionu, nie byly
juz efektywne i wkrétce, z powodu braku silnej odpowiedzi przeciwko innym epi-
topom wirusa, nastgpito szybkie wejscie w faze objawowgq choroby, mimo ze wraz
z selekcjg mutantéw pojawita sie staba odpowiedz komérkowa skierowana przeciwko
epitopom produktéw genoéw gag, poi, nef, a takze innemu epitopowi env. By¢
moze, za szybkie wejscie w faze symptomatyczng odpowiedzialny jest réwniez
efekt antagonisty, tzn. env-specyficzne limfocyty skierowane przeciwko epitopowi
30-38, mogty rozpoznawac nie tylko ten epitop, ale takze zmutowane, o ile wyka-
zywalyby one podobienistwo do wersji pierwotnej. Jednakze w tym ostatnim przy-
padku zamiast ich aktywacji, dochodzitoby do czesSciowego albo catkowitego
zahamowania aktywnosci limfocytow i to nie tylko w stosunku do komérek zain-
fekowanych zmutowang wersja wirusa, ale réwniez i wersjg pierwotna.

Wydaje sig, ze stworzenie efektywnej szczepionki anty-HIV -l powinno polegaé
na wzbudzeniu silnej odpowiedzi humoralnej i komdrkowej, skierowanej przeciwko
wielu wspotdominujagcym epitopom wirusowym tak, ze ewentualna mutacja wjednym
z nich nie spowoduje natychmiastowego wytonienia sie mutanta, wymykajgcego
sie spod kontroli uktadu immunologicznego. W poszukiwaniu odpowiednich epi-
topéw w biatku wirusowym trzeba oczywiscie bra¢ pod uwage wystepowanie re-
giondw zmiennych i statych oraz rozwazyé¢, ktére domeny w regionach statych
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sg najbardziej konserwatywne w réznych szczepach wirusa. Wreszcie, poszukiwania
odpowiednich epitopéw nalezy wiaza¢ z haplotypami cztowieka, starajac sie dobraé
takie sekwencje, ktére sg efektywnie prezentowane z kilkoma haplotypami albo/i
haplotypem, ktéry wystepuje najliczniej w danej populacji [16].
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ROLA HOMOCYSTEINY
W PROCESIE ROZWOJU ZMIAN
MIAZDZYCOWYCH NA POZIOMIE KOMORKOWYM

ROLE OF HOMOCYSTEINE IN PROGRESS
OF ATHEROSCLEROSIS ON CELLULAR LEVEL

AGNIESZKA BRZEZINSKA, MALGORZATA BALINSKA

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

Streszczenie: Homocysteina, aminokwas siarkowy nie wchodzacy w skiad biatek, jest nielipidowym
czynnikiem w patogenezie miazdzycy. Opisano metabolizm homocysteiny i procesy stymulujace pod-
wyzszanie jej poziomu w surowicy krwi. Stan ten wptywa w sposéb bezposredni lub posredni na
patogeneze miazdzycy. W wyniku podwyzszonego stezenia homocysteiny nastepuja zaburzenia proce-
sow metylacji biatek, lipidow i DNA, zmiany w ekspresji niektérych genéw oraz w uwalnianiu EDRF.
Posredni udziat homocysteiny w generowaniu zmian miazdzycowych polega na wytwarzaniu wolnych
rodnikéw, ktére prowadzg do uszkodzen komoérek srédbtonka, zwiekszenia proliferacji miesni gtadkich
naczyn krwionosnych i zmian strukturalnych elementéw substancji zewnatrzkomorkowej. Wszystkie te
procesy przyczyniajg sie do powstawania ptytek miazdzycowych, przerostu miesnidwki i zwezenia
Swiatta naczyn oraz zmian w procesach krzepniecia krwi, co przyczynia sie¢ do postepu procesow
miazdzycowych.

{Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 81-96)

Stowa kluczowe: Homocysteina, miazdzyca, $Srédbtonek, krzepliwos¢, metylacje, tlenek azotu.

Summary: Homocysteine, a sulphur-containing non-structural protein aminoacid is a non-lipid factor in
the pathogenesis of artheriosclerosis. The metabolism of homocysteine and the processes responsible for
the high serum level of this aminoacid are described. The pathogenesis of artheriosclerosis depends
directly or indirectly on high serum levels of homocysteine, which generate disorders in proteins, DNA
and lipid méthylation, changes the expresion of some genes and secretion of EDRF. Indirect effects of
homocysteine mostly involve the generation of free radicals causing endothelium injury, proliferation
ofvacular smooth muscle cells and structural changes in the extracellular matrix. All these changes result
in the generation of artheriosclerosis plates, hyperproliferation of vacular myocytes and changes in
vasodilator and artheriotrombosis activities, which cause the progression of artheriosclerosis.
{Advances in Cell Biology 2000; 27: 81-96)
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WSTEP

Pod koniec lat siedemdziesigtych pojawily sie pierwsze doniesienia na temat
korelacji miedzy podwyzszonym stezeniem homocysteiny w surowicy krwi a wy-
stepowaniem choroby niedokrwiennej miesnia sercowego. W wyniku badan sta-
tystycznych z zastosowaniem wielu testow korelacyjnych uznano homocysteine
za niezalezny, nielipidowy czynnik ryzyka rozwoju miazdzycy [20, 41, 73]. Ob-
serwacje te zaczety budzi¢ zrozumiate zainteresowanie i staty sie przedmiotem
nowych obserwacji zaréwno Klinicznych, jak i na poziomie metabolizmu komér-
kowego i molekularnym. Mechanizm komorkowy tego procesu nie zostat jeszcze
do konca poznany, a obserwowane klinicznie zmiany sg wypadkowa wielu niezwykle
skomplikowanych, powigzanych wzajemnie proceséw. Wiele wynikéw na ten temat
byto przedstawionych w pismiennictwie monograficznym o charakterze opisu Kli-
nicznego [50, 61], jednak brak jest usystematyzowanych danych opisujacych ten
proces na poziomie molekularnym.

REGULACJA METABOLIZMU HOMOCYSTEINY

Homocysteina jest aminokwasem siarkowym nie wchodzgcym w skiad struktury
biatek, ale petniagcym wazng role w metabolizmie komorki. W organizmie ssakow
ulega procesom metylacji (do metioniny) i transsulfuracji (do (3-cystationiny). Po-
wstajgca metionina bierze udziat w syntezie biatek, w wielu reakcjach transmetylacji
(w tym metylacji DNA), w tworzeniu poliamin - sperminy i spermidyny. Metylacje
homocysteiny, jak sie uwaza, katalizujg dwa rézne enzymy: MFMT (transmetylaza
metylotetrahydrofolian:homocysteina) i BHMT (transmetylaza betaina:homocystei-
na). Enzym MFMT jako kofaktora wymaga cyjanokobalaminy (wit. B 12), a grupy
metylowe w tej reakcji pochodzg z metylotetrahydrofolianu, zwigzku powstajgcego
w reakcji katalizowanej przez MTHFR (reduktaza metylenotetrahydrofolianu). Dla
enzymu BHMT donorem grupy metylowej jest betaina (powstajgca w wyniku prze-
mian choliny). MFMT jest enzymem obecnym we wszystkich tkankach ssakow,
aBHMT wystepuje przede wszystkim w watrobie i nerkach. W reakcji transsulfuracji
homocysteina jest nieodwracalnie katabolizowana przez enzym CBS (syntaza [3-
cystationiny), ktéry w obecnosci fosforanu pirydoksalu (wit. B6) prowadzi synteze
cystationiny, przeksztatcanej nastepnie do cysteiny, tauryny, glutationu (rys. 1).

Trzy wyzej wymienione enzymy odpowiadaja za utrzymanie wasciwego stezenia
homocysteiny w komdrce. Ich aktywno$éjest regulowana przez wewnatrzkomorkowe
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stezenie S-adenozylometioniny (SAM) - metabolitu metioniny. W zaleznosci od
jej stezenia homocysteina podlega przemianom albo na szlaku katabolizmu lub
na szlaku syntezy metioniny, gdyz SAM jest aktywatorem CBS [19] i allosterycznym
inhibitorem syntezy metylotetrahydrofolianu [42]. Tak wiec wysoki poziom SAM
stymuluje nieodwracalny proces katabolizmu homocysteiny, a niski - remetylacje,
czyli powstawanie metioniny. Wysokie stezenie homocysteiny we krwi nie jest
zatem spowodowane nadmierng produkcjg tego aminokwasu, ale zablokowaniem
jednego ze szlakéw jej usuwania. Ten patologiczny stan powstaje w warunkach
zaburzajacych remetylacje, w wyniku czego nastepuje znaczne obnizenie syntezy
SAM, tak ze jej stezenie jest zbyt niskie, aby aktywowaé synteze cystationiny,
a wiec zahamowany jest alternatywny szlak usuwania homocysteiny. Natomiast
w warunkach zaburzajgcych transsulfuracje gromadzi sie SAM jako produkt re-
metylacji, co w konsekwencji powoduje zwrotng inhibicje syntezy metenylotetra-
hydrofolianu oraz zablokowanie metylacji homocysteiny. Do przyczyn
uposledzajacych remetylacje lub transsulfuracje nalezg defekty genetyczne, ktore
obejmuja heterozygotyczny niedob6r CBS [84, 90] oraz polimorfizm genu MTHFR
spowodowany mutacjg punktowa zmieniajgca alanine na waling. Mutacja ta po-
woduje termolabilno$é i zmniejsza aktywnos$é enzymu, wywotujac niedobdr metylo-
tetrahydrofolianu - donora grup metylowych w reakcji metylacji homocysteiny
[29,85]. Zaburzenia metabolizmu homocysteiny wystepujgtez przy braku kofaktorow
enzymdw biorgcych udziat w metabolizmie homocysteiny, a wiec wit. B6, B]2,
kwasu foliowego. Niedobdr folianéw jest czesto spotykany u os6b starszych, u

CBS

RYSUNEK 1. Przemiany metaboliczne homocysteiny: MFMT - transmetylaza metylotetrahydrofo-
liamhomocysteina (EC 2.1.1.13); BHMT - transmetylaza betaina:homocysteina (EC 2.1.1.5), MTHFR
- reduktaza metylenotetrahydrofolianu (EC 1.7.99.5), CBS - syntaza (3-cystationiny (EC 4.2.1.22), SAM
- S-adenozylometionina, SAH - S-adenozylohomocysteina, GPx - peroksydaza glutationu, MetyloTHF
-metylotetrahydrofolian,MetylenoTHF-metylenotetrahydrofolian (linia przerywana oznaczona plusem
oznacza proces aktywowania reakcji, a minusem - hamowania)
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ktérych wchianianie tych zwigzkoéw jest uposledzone, jak rowniez u kobiet w ciazy
lub stosujagcych doustne $rodki antykoncepcyjne, u palaczy i alkoholikow, a takze
u os6b leczonych srodkami przeciwdrgawkowymi [14], Opisano obnizone wchta-
nianie folian6éw przy infekcji Helicobacter pylori, ktéra powoduje podwyzszenie
pH soku zotadkowego [54]. Deficyt folianéw ma wiele patologicznych konsekwencji.
Obok zwiekszonego ryzyka chordb krazenia, niedobér moze byé przyczyng po-
wstawania anemii megaloblastycznej, czestszych uszkodzen uktadu nerwowego roz-
wijajgcego sie ptodu (ang. neural tube defects), zaburzen neuropsychiatrycznych,
znacznego wzrostu zachorowan na nowotwory [15]. Inng przyczyng zwiekszajaca
wewnatrzkomoérkowe stezenie homocysteiny jest terapia ze stosowaniem antyfo-
lianow, np. MTX, w leczeniu nowotworéw, choréb reumatoidalnych i tuszczycy
[10]. W tym wypadku zaburzenia metabolizmu sg zwigzane ze zmniejszeniem sie
puli zredukowanych folianow.

Opisane procesy prowadzg do wzrostu stezenia homocysteiny w komarce i jej
zwiekszonego transportu do krwi [72]. Usuwanie homocysteiny z osocza zachodzi
w nerkach, gtownie w szlaku transsulfuracji [34]. U os6b z wadami nerek lub
po hemodializie obserwuje sie czesto podwyzszony poziom homocysteiny [37].
Stezenie homocysteiny w surowicy moze osiggac¢ stezenie do 15 pmol/l, co jest
uwazane za poziom prawidtowy. W stanach patologicznych, nazywanych hiper-
homocysteinemia, wyréznia sie fagodne podwyzszenie poziomu homocysteiny (16-
30 pmol/1l), umiarkowane (31-100 pmol/l) i ciezkie (powyzej 100 pmol/1) [50].

METABOLICZNE EFEKTY PODWYZSZONEGO
STEZENIA HOMOCYSTEINY W KOMORCE
A PATOLOGIA MIAZDZYCY

Podwyzszone stezenie homocysteiny, nawet uwazane za tagodng hiperhomocy-
steinemie, moze prowadzi¢ do zaburzen wielu procesow metabolicznych, miedzy
innymi zwigzanych z przemianami lipiddw. Zaobserwowano, ze u os6b z hiper-
homocysteinemig moze zachodzi¢ pozytywna korelacja miedzy podwyzszonym ste-
zeniem homocysteiny apoziomem cholesterolu w surowicy krwi. W doswiadczeniach
in vitro komdrki watrobiaka inkubowane z homocysteing produkujg i wydzielaja
zwiekszong ilos¢ cholesterolu oraz apolipoproteiny B 100, a takze majg podwyzszong
aktywnos¢ reduktazy HMG-CoA [62]. Zwiekszenie stezenia lipidow pod wplywem
homocysteiny mozejuz powodowaé miazdzycowe zmiany patologiczne. Szczeg6lnie
dotyczy to zestryfikowanych form lipidow. Metylacja LDL obnizajego przytaczanie
do receptorow na makrofagach [27] zapobiegajac w ten spos6b inicjowaniu procesdw
oksydacji LDL [2]. Wystepujgce przy hiperhomocysteinemii uposledzenie proceséw
metylacji sprzyja powstawaniu utlenionych form LDL, ktére sg efektywniej po-
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chtaniane przez makrofagi, osiadajgce nastepnie pod srédbtonkiem itworzace ptytki
miazdzycowe w naczyniach [71]. Reakcje metylacji sg rdwniez czescig procesu
naprawy uszkodzen wynikajacych ze spontanicznych deaminacji i izomeryzacji po-
datnych na te reakcje miejsc biatkowych. Zaburzenia metylacji powodujg groma-
dzenie sie tak uszkodzonych biatek w btonach erytrocytéw ludzi, u ktérych wady
nerek powodujg podwyzszone stezenie homocysteiny [66].

Nagromadzenie sie homocysteiny nasila réwniez niekorzystny proces, w ktérym
jest ona btednie aktywowana przez syntaze metionylo-tRNA, tworzac homocystei-
nylo-AMP. Przeksztatcenie homocysteinylo-AMP do tiolaktonu zapobiega niepo-
zadanej inkorporacji tego zwiazku podczas syntezy tafdcucha polipeptydowego.
Nadmiar tiolaktonu homocysteiny pojawiajacy sie przy hiperhomocysteinemii jest
odpowiedzialny za posttranslacyjne modyfikacje biatek poprzez acylacje grup li-
zylowych w taricuchu polipeptydowym, co zmienia strukture biatek i zaburza ich
funkcjonowanie [36]. Reaktywno$¢ tiolaktonu wzgledem biatek jest uwazana za
kolejng przyczyne patologii wywotywanych przez podwyzszony poziom homocy-
steiny np. moze powodowac dysplazje roznych komorek, zwiekszong produkcje
elementéw keratynowych, nasilenie agregacji ptytek krwi [56]. Ponadto wolne grupy
aminowe LDL ulegajg procesom dotowania, co powoduje zwiekszone pobieranie
tych czastek przez makrofagi i odktadanie lipiddbw w ptytkach miazdzycowych.
W $cianach naczyn, gdzie osiadajg makrofagi, tiolakton jest uwalniany z LDL
wywotujgc oksydacje cholesterolu i nienasyconych lipidéw, uszkodzenia miejscowe
oraz agregacje plytek, wzmozone uwalnianie czynnikéw krzepniecia, miohyper-
plazje, odktadanie siarczanow glikozoaminoglikanéw, a takze powazne w skutkach
widknienie i wapnienie pltytek miazdzycowych [55].

W patologii miazdzycy nastepujg zmiany powodujgce uszkodzenia, srodbtonka,
nadmierng krzepliwo$¢ krwi i proliferacje miesniéwki naczyn oraz zmiany w sub-
stancji zewnatrzkomdrkowej. Z badan ostatnich lat wynika, ze podwyzszony poziom
homocysteiny ma istotny udziat w tych procesach.

Toksyczne dziatanie homocysteiny na srodbtonek

Srédbtonek naczyniowy, pod wptywem czynnikéw powstajacych podczas krze-
pniecia krwi i hormonéw tkankowych, takich jak: acetylcholina, histamina, bra-
dykinina, a takze w odpowiedzi na ci$nienie przeptywajacej krwi, uwalnia substancje
nazywang EDRF (ang. endothelium derived relaxing factors), tlenek azotu (NO)
petnigcy wazng role w regulacji homeostazy i relaksacji naczyn. Wydaje sie, ze
toksyczny wptyw homocysteiny na funkcjonowanie $rédbtonka moze wywotywac
poczatkowe fazy rozwoju miazdzycy [58]. Inkubacja in vitro komorek $rédbtonka
z homocysteing prowadzi do zmniejszenia zywotnosci i odrywania sie komdrek
od podtoza [13] oraz stymuluje adhezje granulocytéw obojetnochtonnych iniszczenie
przez nie warstwy komérek $rédbtonka [12]. w organizmie uszkodzenie komdrek
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Srédbtonka powoduje adhezje ptytek krwi do odstonietego kolagenu $cian naczyn
stwarzajace warunki do powstawania skrzepéw, a takze stymuluje produkcje cytokin
i czynnikdw wzrostowych (np. PDGF), ktore oddziatujg na otaczajgce je miocyty
zwiekszajgc ich proliferacje.

Efekt homocysteiny przypisywany jest przede wszystkim stresowi oksydacyj-
nemu zwigzanemu z reaktywnoscig grup tiolowych tego aminokwasu [5, 35], ktore
w obecnosci jonéw zelaza i miedzi generujg wolne rodniki, takie jak: rodniki tlenowe
i rodniki homocysteinowe. Uwaza sie to za przyczyne uszkodzen w komérkach,
gdyz antyoksydanty, np. katalaza, zmniejszajg cytotoksyczno$¢ homocysteiny [16].
Stres oksydacyjny powoduje obnizenie poziomu glutationu w komoérce, oksydacje
lipidéw, uszkodzenia bton i struktury DNA, a takze aktywacje proteaz, nukleaz
i kinaz biatkowych [25]. Wysoki poziom utlenionych form lipiddw jest skorelowany
ze zmniejszong przezywalnoscia komoérek srédbtonka [86]. Wiadomo, ze utlenione
czasteczki LDL niszczg btony iorganella komérkowe, hamujg synteze prostacyklin
[77], aktywujg kaspazy i sfingomielinazy [28], a takze powodujg, ze komarki $rod-
btonka stajg sie wrazliwe na apoptotyczne sygnaty receptora Fas [70]. Utlenione
czasteczki LDL sa tatwiej pobierane przez makrofagi, ktére nastepnie osiadaja pod
srédbtonkiem uszkadzajac strukture naczynia [71], adodatkowym czynnikiem wzma-
gajacym ten proces jest wieksza liczba receptoréw dla LDL na oksydacyjnie zmo-
dyfikowanych makrofagach [23]. Prowadzi to do gromadzenia cholesterolu w
$cianach naczyn i powstawania ptytek miazdzycowych. Z kolei oksydacyjne mo-
dyfikacje biatek moga powodowac zmiany ich struktury przestrzennej, podatno$¢
na proteolize, a takze wptywac na ich posttranslacyjne przemiany [3]. Nadtlenek
wodoru, przez zwiekszenie naptywu jonéw wapnia do komarki, stwarza tez sygnat
indukujacy synteze czynnika aktywujgcego ptytki, co stymuluje adhezje neutrofili
do powierzchni $rédbtonka [63].

Wolne rodniki wptywaja tez na zmiane stezenia tlenku azotu uwalnianego przez
Srddbtonek. Efektywne funkcjonowanie tlenku azotu odbywa sie przy udziale pe-
roksydazy glutationu (GPx), ktéra zapobiega jego inaktywacji redukujac utlenione
lipidy. Homocysteina uszkadza enzymy antyoksydacyjne, a gtownie wiasnie we-
whnatrzkomaérkowgq izoforme GPx, zmniejszajgc w ten sposéb biologiczng dostepnos¢
tlenku azotu, mimo ze jego produkcja mierzona poziomem mRNA i biatka enzymu
NOS nie zmienia sie [81].

W komoérkach srodbtonka opisano takze uszkodzenia struktury DNA w wyniku
dziatania wolnych rodnikéw generowanych przez homocysteing. Obserwowany
wzrost aktywnos$ci polimerazy poli-ADPrybozy, ktéry jest stymulowany przez usz-
kodzenia syntezy jednej z nici DNA, prowadzi do wyczerpania puli NAD+ i $mierci
komorki [4, 78]. Dodatkowo, oprdcz indukcji zaburzen w strukturze DNA, ho-
mocysteina bezposrednio wywiera hamujacy wptyw na synteze kwasoéw nuklei-
nowych, powodujac niekorzystng dystrybucje grup metylowych dla kofaktoréw
syntezy nukleotydéw. Obnizenie syntezy DNA i zahamowanie podziatow kom@or-
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kowych jest selektywnym dziataniem homocysteiny na komérki $rédbtonka (w od-
réznieniu od odmiennego wptywu nakomorki miesni gtadkich naczyn). W srédbtonku
obserwuje sie wzrost aktywnosci syntazy SAH, ktorej nagromadzany produkt -
SAH jest inhibitorem transmetylacji. Zaindukowana przez homocysteine hypome-
tylacjajest zwigzana z obnizeniem posttranstacyjnej metylacji biatka p21rasizmniej-
szeniem jego powinowactwa do btony komoérkowej [44]. Przypuszcza sig, ze ten
proces jest odpowiedzialny za spadek aktywowania MAP kinaz uczestniczgcych
w regulacji podziatéw komérkowych, co w efekcie zatrzymuje komérki $rédbtonka
w fazie G1 cyklu komérkowego [87].

Ostatnio rozpoczeto tez prace nad molekularnym dziataniem homocysteiny na
ekspresje niektérych genéw. Wykryto jej wptyw na indukcje in vitro ekspresji
biatka GRP78 [65, 40] i sekwencji homologicznej z kompleksem regulujagcym trans-
lacje mRNA - EF-1 delta [9]. Podobne zjawisko obserwuje sie in vivo, gdy hiper-
homocysteinemia jest wywotana przez defekt genu CBS [9, 65]. Gen GRP78 koduje
biatko opiekuricze taczace sie z siateczkg endoplazmatyczng i utatwiajagce prze-
chodzenie do niej biatek, gdzie sg postranslacyjnie modyfikowane i kierowane do
innych organelli. Uwaza sie, ze akumulacja w siateczce endoplazmatycznej usz-
kodzonych biatek jest spowodowana indukcjag GRP78 wywotywanej specyficznie
przez homocysteing. Tym mechanizmem mozna wiec ttumaczy¢ wptyw homocy-
steiny na selektywng inhibicje ekspresji powierzchniowej niektorych biatek, takich
jak trombomodulina lub sekrecji czynnika von Willebranda [45, 46]. Aktywacja
wymienionych genéw w potaczeniu z redukcjg ekspresji GPx i czynnika B wzmac-
niajgcego komorki NK (ang. natural Killer-enhancing factor B) wskazuje na role
homocysteiny we wzmacnianiu cytotoksycznej odpowiedzi komérek na stres oksy-
dacyjny [65]. Inne geny, dla ktérych opisano regulacje przez homocysteine, to
gen kodujacy enzym o aktywnosci dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianowej
i cyklohydrolazy metenylotetrahydrofolianu, ktoéry bierze udziat w metabolizmie
homocysteiny poprzez szlak remetylacji, gen ATF-4 (ang. activating transcription
factor), gen RTP [40]. Wyizolowano réwniez gen RIT42 (ang. reduced in tumor),
ktéry w komérkach $rédbtonka jest indukowany przez homocysteine, a ktérego
wprowadzenie do komorek nowotworowych powoduje zahamowanie ich pro-
liferacji [43].

Wpiyw homocysteiny na procesy krzepliwosci krwi

Jednym z efektéw w patologii miazdzycy jest rowniez nieprawidtowy przebieg
proceséw krzepniecia krwi, powodujacy powstawanie zatorow w naczyniach. Pra-
widtowy Srodbtonek ma system mechanizméw antykoagulacyjnych i regulujgcych
fibrynolize. Homocysteina hamuje niektére z tych funkcji $rédbtonka. Jednym z
wazniejszych systemow zapobiegajacych koagulacji jest aktywacja kaskady pro-
cesOw z udziatem enzymu, tzw. biatka C, w ktorej kofaktorami jest trombina oraz
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trombomodulina powstajgca w srédbtonku. Wykazano, ze homocysteina, redukujgc
mostki dwusiarczkowe trombomoduliny, zmniejszajej udziat w posredniczeniu akty-
wacji biatka C [33]. Pod wptywem homocysteiny ulega uszkodzeniu réwniez sekrecja
i zakotwiczanie trombomoduliny na powierzchni komorek srodbtonka [46]. Innym
mechanizmem antykoagulacyjnym jest oddziatywanie antytrombiny 111 z hepary-
no-podobnymi proteoglikanami obecnymi na powierzchni $rédbtonka, powodujace
inhibicje czynnikéw krzepliwosci, takich jak czynnik Xa, Vila. Wysokie stezenie
homocysteiny zmniejsza poziom antytrombiny Il zwigzanej na powierzchni komarek
[59]. W Srodbtonku odbywa sie synteza prostacyklin i tlenku azotu, ktére sg zwigz-
kami obnizajacymi agregacje ptytek. Stwierdzono, ze w hodowlach komdrkowych
homocysteina i SAH inhibujg synteze prostacyklin [88], a przez generacje wolnych
rodnikdw inaktywuja tlenek azotu [81]. Homocysteina, przez inhibicje aktywnosci
srédbtonkowej ADP-azy, zwieksza stezenie ADP - nukleotydu majacego wplyw
na agregacje ptytek krwi [30] oraz powoduje wzrost aktywnosci prokoagulacyjnego
czynnika TF (ang. tissue factor) [22].

Komorki srodbtonka wplywajg na utrzymanie prawidtowego przeptywu krwi
réwniez przez regulacje proceséw fibrynolizy. Poziom plazminy - czynnika zapo-
biegajacego procesom fibrynylacji - jest regulowany przez syntetyzowany w $réd-
btonku tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA) oraz inhibitor aktywatora
plazminogenu (PAI-1). Dziatanie homocysteiny jest zwigzane ze zmniejszeniem
aktywacji plazminogenu. Dzieje sie to przez zahamowanie tgczenia t-PA do aneksyny
I, bedacej receptorem warunkujgcym dziatanie czynnikéw fibrynolitycznych [24],
jak réwniez przez zwiekszenie inkorporacji Lp(a) do $Sciany naczyn [32]. Wysokie
stezenie Lp(a) inhibuje fibrynolize, gdyz obniza taczenie aneksyny z plazminogenem
[24, 18] i stymuluje komorki $rédbtonka do uwalniania inhibitora aktywatora pla-
zminogenu PAI-1 [31].

Wplyw homocysteiny na miocyty naczyn

Komorki miocytéw $cian naczyn podlegajg w odpowiedzi na miazdzycogenne
dziatanie homocysteiny procesom biochemicznym odmiennym niz komérki $réd-
btonka. Homocysteina stymuluje proliferacje miocytow prowadzac do patologicz-
nego zgrubienia $Scian i zwezenia Swiatta naczyn krwionosnych [7]. Nie wiadomo
jednak, czy przewaza bezposredni wptyw homocysteiny, czy posredni - poprzez
inne typy komorek. Jakjuz wspomniano, uszkodzenie $rédbtonka powoduje agregacje
w miejscach uszkodzen phytek krwi i uwalnianie przez nie PDGF, ktéry jest czyn-
nikiem mitogennym dla miocytdéw. Homocysteina dodatkowo zwieksza dziatanie
PDGF prawdopodobnie przez uszkodzenie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych
[60]. Stres oksydacyjny wywotywany bezposrednim dziataniem homocysteiny po-
woduje takze aktywacje czynnika transkrypcyjnego NFkB i ekspresje indukowalnej
izoformy syntazy tlenku azotu (iNOS). Zwigkszenie wytwarzania tlenku azotu przy-
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czynig sie dodatkowo do powstania odczynu zapalnego, ktéry charakteryzuje wczesne
procesy miazdzycowe [89].

Okreslenie roli homocysteiny jako agonisty receptorow NMDA w uktadzie ner-
wowym [39, 64] przyczynito sie do rozpoczecia badan na innych typach komorek
nad mitogennym wptywem tego aminokwasu przez mechanizm receptorowy. Wyniki
tych poszukiwan wykazaty, ze homocysteina aktywuje czynnik receptorowo-po-
dobny, co powoduje zwiekszone wytwarzanie diacyloglicerolu i indukcje kinazy
biatkowej C. Obserwuje sie rowniez zwielokrotniona transkrypcje c-fos i c-myb,
ktérej zahamowanie przez inhibitory receptora NMDA ogranicza tempo proliferacji
[11]. Zaproponowano hipoteze o zaleznej od MAP kinaz transdukcji sygnatéw,
gdyz w miocytach z zaindukowang przez homocysteine transkrypcja c-fos nastepuje
aktywacja ERK2 [6]. Poza tym opisano wzrost poziomu mRNA cyklin A i DI
[79] oraz podwyzszony poziom Kkinaz cyklino-zaleznych [21, 49], kt6re reguluja,
jak wiadomo, wchodzenie w faze S cyklu komérkowego i rozpoczynanie mitozy.
Uwaza sie wiec, ze by¢ moze w btonie komérkowej lub w cytoplazmie sg receptory
dla homocysteiny, ktérych stymulacja prowadzi do powstania kaskady przekaznikéw
sygnatéw z powierzchni komorki do jadra i w rezultacie wzrost syntezy DNA.

Wplyw homocysteiny na substancje zewngtrzkomdrkowg

Substancja zewnatrzkomorkowga, tworzgca otoczenie dla komaorek Scian naczyn,
jest ztozona gtéwnie z biatkowych elementow, takich jak kolagen i elastyna, ktore
nadajg naczyniom elastycznos$¢ i sprezystos¢. Stres oksydacyjny w naczyniach krwio-
nosnych powoduje wzrost stezenia cytokin, ktére stymulujg aktywnos¢ elastaz, co
prowadzi do ubytku wibékien elastynowych bez zmian w ilosci wiokien kolage-
nowych. Takie zaburzenia w strukturze przyczyniaja sie do stwierdzanych zmian
naczyniowych w procesach miazdzycowych [26]. Wykazano ponadto, ze homo-
cysteina dziata takze w sposéb bezposredni, indukujac w naczyniach krwiono$nych
nasilenie proceséw elastynolizy przez uaktywnienie proteaz serynowych [38] i za-
stepowanie komponentéw elastycznych skiadnikami widknistymi [69]. Komarki
miocytow hodowane w obecnosci homocysteiny szybciej sie namnazajg i produkuja
zwiekszong ilos¢ kolagenu [51, 80]. Jednoczes$nie od dawna wiadomo, ze w hiper-
homocysteinemii wystepuja zmiany strukturalne wiékien kolagenowych polegajace
na redukowaniu potaczen sieciujacych, co powoduje destabilizacje wtokien [48,
53]. Wiazania sieciujgce w kolagenie i elastynie sg inicjowane przez oksydaze
lizylowa. Przy niedoborze wit. B6 stwierdzono zmniejszenie aktywnos$ci oksydazy
lizylowej obnizajace ilo$¢ reszt lizynowych w elastynie, co zaburza sieciowanie
i powstawanie fibrylli [57]. Niedobor tej witaminy - kofaktora CBS - sugerowatby
wptyw homocysteiny na ten proces. Jednak homocysteina w fizjologicznych ste-
zeniach in vitro nie hamuje oksydazy lizylowej [53]. Wykazano natomiast, ze tio-
lakton homocysteiny jest nieodwracalnym inhibitorem tego enzymu, a wiec
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akumulacja tego zwigzku, a nie samej homocysteiny, moze by¢ przyczyng zmniej-
szonego powstawania wiékien, atym samym zmian w substancji miedzykomaérkowej
[47].

Ostatnio stwierdzono, ze zwiekszenie stezenia miedzykomdrkowej czasteczki
adhezyjnej ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule) wptywa na adhezje i
migracje leukocytéw przez warstwe komorek srodbtonka, co jest uwazane za kry-
tyczny moment w inicjacji i postepie procesow miazdzycowych. Wydaje sie, ze
wysoki poziom homocysteiny, tréjglicerydéw, cholesterolu, t-PA ma wplyw na
zwiekszenie sie liczby czgsteczek adhezyjnych ICAM-1, co zwieksza ryzyko miaz-
dzycy i zawatu serca [68].

WSPOLDZIALANIE HOMOCYSTEINY
Z TLENKIEM AZOTU A PROCESY MIAZDZYCOWE

Tlenek azotu, nazywany czynnikiem relaksacyjnym (EDRF), syntetyzowany jest
przez obecng w $rodbtonku syntaze NO (eNOS) w odpowiedzi na ci$nienie wy-
wotywane przeptywem Kkrwi, co jest sygnatem do rozkurczu mies$ni gtadkich i roz-
szerzenia naczyn. Szereg warunkéw zwigzanych z ryzykiem rozwoju miazdzycy,
m.in. podwyzszone stezenie homocysteiny we krwi, powoduje uposledzenie wy-
dzielania EDRF. Z kolei wiadomo, ze grupy tiolowe w obecno$ci tlenku azotu
tworza S-nitrozotiole. Sa to zwiazki o postulowanym dziataniu przeciwskrzepowym
i powodujagcym rozszerzenie naczyn krwionosnych, a wiec przypisuje im sie role
w tagodzeniu uszkodzen wywotywanych przez homocysteine [83]. S-nitrozotiole
- majagc stosunkowo wiegkszg stabilno$¢ i brak reaktywnos$ci wzgledem rodnikéw
tlenowych — stuza jako donory NO po rozpadzie wigzania S-N uwalnia sie
ponownie tlenek azotu [1]. Zwigzek ten uczestniczy w reakcjach nitrozylacji miejsc
nukleofilowych aminokwaséw i biatek regulujgc ich funkcjonowanie [74]. S-ni-
trozylacja t-PA stymuluje procesy antykoagulacyjne i rozszerzanie sie naczyn [76].
Podobnie czynnik XIII - transglutaminaza katalizujgca sieciowanie monomeréw
fibryny podczas koagulacji - jest inhibowany po S-nitrozylacji [8]. S-nitrozo-
proteiny powodujg réwniez supresje proliferacji miesni gtadkich naczyn krwio-
nosnych [17]. W reakcjach nitrozylacji najbardziej reaktywne sg tiole. Nitrozylacja
homocysteiny prowadzi do powstania S-nitrozohomocysteiny, ktéra nie stymuluje
powstawania nadtlenku wodoru i nie przechodzi konwersji do tiolaktonu, nie po-
woduje wiec dysfunkcji komaérek [75]. Prawidtowy $rédbtonek moduluje wiec nie-
korzystny wptyw homocysteiny dzieki produkcji EDRF i nitrozylacji. Natomiast
toksyczny wptyw homocysteiny moze wynika¢ z pogorszenia tworzenia S-nitro-
zohomocysteiny ze wzgledu na brak rownowagi miedzy produkcjg EDRF przez
uszkodzony $rédbtonek a podwyzszonym poziomem homocysteiny we krwi [75].
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Stymulacja produkcji tlenku azotu moze stuzy¢ jako mechanizm detoksyfikacji przy
hiperhomocysteinemii. W obecnos$ci agonisty tlenku azotu, bradykininy, homocy-
steina powoduje podwyzszenie poziomu S-nitrozopochodnych, czemu towarzyszy
wieksza aktywnos$¢ syntazy tlenku azotu i transkrypcja genu NOS3 [82]. Wydaje
sie wiec, ze homocysteina w obecnosci tlenku azotu moze mie¢ pozytywny wplyw
antymiazdzycowy, o ile jej stezenie nie przekroczy poziomu, przy ktérym efekt
korzystny bedzie niweczony przez ujemne dziatanie homocysteiny.

UWAGI KONCOWE

Z przedstawionych danych wida¢, ze mechanizm dziatania homocysteiny w pro-
cesie powstawania zmian miazdzycowych jest wielostronny ze wzgledu najej wptyw
na réznorodne procesy komorkowe. Stezenie homocysteiny w surowicy jest od-
wrotnie proporcjonalne do poziomu foliandw. Zapobieganie hiperhomocysteinemii
w surowicy krwi polega zatem na dostarczaniu gtdwnie folianéw, wit. B12 i B6
- zwigzkow, ktdére biorg udziat w utylizacji homocysteiny [52]. Istnieje wiele opi-
sanych terapii, w ktérych stosowanie kwasu foliowego (5-10 mg dziennie) i witamin
z grupy B powoduje znaczne obnizenie stezenia homocysteiny [37, 67]. Podobny
efekt powoduje réwniez podanie metioniny czy nawet betainy, a zwigzki te moga
by¢ podawane osobom z upos$ledzonym wchtanianiem folianéw [91]. W pewnych
szczegolnych przypadkach, np. Scistych diet wegetarianskich, moze nastgpi¢ niedob6r
wit.B j2,co odgrywa istotng role w potencjalnej patologii miazdzycy ludzi stosujgcych
te diety.
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W podziekowaniu za gtoszenie pochwaty rados$ci badania.

Streszczenie: Zmiany podstawowego planu budowy kwiatu to zmiany osiowe oznaczajgce utrate doty-
chczasowej lub nabycie nowej tozsamosci przez zawiazki kolejnych okétkow albo tez zmiany obwodowe
zmieniajace symetrie i krotno$¢ kwiatu. W pracy dokonano przegladu najnowszych osiggnie¢ genetyki
molekularnej wskazujgcych na istnienie w merystemach kwiatowych interaktywnych systeméw steru-
jacych rozmieszczeniem i tozsamoscig organéw kwiatowych. Podkre$lono znaczenie mutacji genow
homeotycznych, zmieniajacych fenotypowe cechy kwiatu, ktére po ustabilizowaniu sie w populacjach
w wyniku selekcyjnej presji Srodowiska daty poczatek réznym liniom rozwojowym roélin okrytozalgz-
kowych i przyczynity sie do wzrostu réznorodnosci kwiatowej morfologii.

(Postepy Biologii Komorki 2000; 27: 97-109)

Stowa kluczowe: Morfogeneza kwiatu, geny homeotyczne, zmienno$¢ merystyczna, symetria, tozsamosé
organdéw kwiatowych.

Summary: New developments in molecular genetics, explaining over the past decade the changes in floral
organ identity and distribution, are presented and discussed. Specific mutations of homeotic genes
changing flower phenotype are described as factors leading to the outstanding diversity of floral patterns
present in Angiosperms. Special attention is paid to the systems interacting with each other as well as
acting independently. Aspects of meristic variation are underlined as important for the development of
different floral symmetry in evolutionary lines of Monocots and Eudicots.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 97-109)

Key words: Flower morphogenesis, homeotic genes, meristic variation, symmetry, floral organ identity.
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Motto:

Obiecato sie dziewczynie

W pieciolistnym bzie kwitngce
W czterolistnej koniczynie

Na rosami srebrnej tgce

Maryla Wolska "Szczescie"

WPROWADZENIE

Morfologia, a w szczeg6lnosci organografia kwiatu jako struktury konserwa-
tywnej, jest podstawa diagnostyki taksonomicznej w systematyce roslin okrytoza-
lazkowych od czaséw Linneusza. Stabilno$¢ cech budowy kwiatu w obrebie danego
taksonu stala sie dla systematykéw niemal dogmatem. Wynika ona ze Scistego,
ewolucyjnie wyksztatconego dopasowania tej budowy do petnionej funkcji roz-
mnazania generatywnego z zastosowaniem charakterystycznego dla tego taksonu
wzorcarozmnazania. Wzorzec ten jest zwigzany gtéwnie, choé nie tylko (apomiksja),
z biologig zapylania, na co wskazujg takie tendencje ewolucyjne w kwiecie, jak:
zmiana symerii z promienistej na grzbiecistg, redukcja elementédw przez ich zrastanie
itp. Wszelka niestabilno$¢ budowy kwiatu mogtaby nies¢ ryzyko niepowodzenia
w przekazywaniu genoéw kolejnym pokoleniom.

Stabilno$¢ w obrebie taksondw nizszego rzedu, a zarazem znaczna réznorodnos¢
budowy kwiatu wsrdod catej grupy roslin okrytozalgzkowych rodzi pytanie o me-
chanizmy ewolucyjnych przemian prowadzacych do tej ré6znorodnosci. Dlaczego
i jak zmieniata sie krotno$¢ i symetria kwiatu? Dlaczego niektore kwiaty majg
petny okwiat, a inne pojedynczy? Dlaczego jedne kwiaty sg doskonate, a inne
jednopiciowe? W ciggu ostatnich lat wiele nowych informacji na temat filogenezy
kwiatu - struktury, ktéra zapewnita najwiekszy w historii zycia na Ziemi sukces
ewolucyjny roslinom okrytozalagzkowym, przyniosty badania genetyki molekularnej.
JesteSmy w chwili obecnej $wiadkami bodaj najwiekszej rewolucji w poznawaniu
i rozumieniu genetycznych mechanizméw rzadzacych procesami morfogenetycz-
nymi u roslin.

W KWIECIE DZIALA SYSTEM OKRESLAJACY
TOZSAMOSC ZAWIAZKOW ORGANOW KWIATOWYCH

Badania mutantéw kwiatowych genéw homeotycznych u rzodkiewnika (Ara-
bidopsis) i wyzlinu (Antirrhinum) wskazaty na istnienie trzech klas genéw A, B
i C, ktorych wspotdziatanie decyduje o tozsamosci zawigzkéw organdéw kwiatowych
produkowanych przez merystem generatywny [2, 3]. Aktywno$¢ ich zmienia sie
podczas tworzenia sie kolejnych okotkéw kwiatu doskonatego w sposob, ktory
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zapewnia prawidtowg sekwencje tych okotkow i okreslong, a zarazem r6zng po-
miedzy kolejnymi okdétkami, tozsamos$¢ elementéw kazdego z nich. Pierwszy po-
ziom w kwiecie to domena aktywnosci genéw klasy A -z okétka tego powstajg
dziatki kielicha. Drugi poziom, w ktorym aktywne sg zaréwno geny z klasy A,
jak i B, to okétek ptatkéw korony. Na poziomie trzecim nie ma juz aktywnosci
genow A, pojawiajg sie natomiast produkty aktywnosci genéw klasy C i wcigz
jeszcze aktywne sg geny B - tu tworzg sie preciki. Na ostatnim poziomie zostajg
wytaczone geny klasy B, aktywnos$¢ gendéw C zapewnia tworzacym sie najwyzej
w kwiecie zawigzkom tozsamos$¢ stupkowia. Domeny aktywnosci genéw homeo-
tycznych wszystkich trzech klas jak wida¢ zachodzg na siebie wzdtuz osi kwiatu.
Prawidlowe dziatanie systemu polega na precyzyjnym, regulowanym w czasie i
przestrzeni wiaczaniu i wylaczaniu tych genéw.

Elegancja powyzszej propozycji polega na tym, ze mozna funkcjonowaniem
systemu ABC objasni¢ ogromnag liczbe ciekawych i spotykanych w r6znych rodzinach
odstepstw od typowego planu budowy kwiatu. Pozwala bada¢ pochodzenie i przy-
naleznos¢ struktur w kwiatach o nietypowym fenotypie, takich jak np. plewki i
tuszczki w kwiecie traw (tuszczki sa odpowiednikiem ptatkéw korony), a takze,
dla przyktadu, zrozumie¢ przemiane, jaka zaszta na drodze udomowiania kukurydzy,
polegajaca na zmianie pici kwiatow (mutacja silky 1) w terminalnych kwiatostanach
osi bocznych dzikiego jej przodka - teosinte.

Jednym z najwazniejszych dla filogenezy osiggnieé jest to, ze w wyniku badan
genetyki molekularnej potwierdzone zostaty poglady o lisciowym pochodzeniu or-
ganoéw kwiatowych: potrojne mutanty genéw homeotycznych systemu ABC, okre-
Slajacych tozsamos$¢ tych organdw, tworzag zamiast ptatkdw, precikow i stupkéw
struktury lisciopodobne. Rewersja - zjawisko polegajace na spontanicznym powrocie
merystemu generatywnego do tworzenia lisci w miejscu organdw kwiatowych, opi-
sane dla Impatiens balsamina i Anagallis arvensis [1], spotykane réwniez niekiedy
u Trifolium pratense (obserwacje wtasne) sg zapewne efektem unieczynnienia tych
genéw. Mozliwo$¢ wpisania zjawiska reiteracji czesSci programu rozwojowego w
strategie zyciowa rosliny, prowadzaca do podniesienia skutecznosci jej propagacji
w $rodowisku, zostata niedawno udokumentowana dla egzotycznego gatunku Nym-
phea prolifera, w ktérego kwiatach produkowane sg nowe, stuzgce rozmnazaniu
paczki [18].

Fenotypy mutantéw kwiatowych genéw homeotycznych pokazuja zjawisko na-
zwane przez Coena i Meyerowitza [9] wojng ok6tkéw (the war of the whorls).
Efekt homeotyczny polegajgcy na pojawieniu sie prawidtowego organu w niewta-
sciwym dlan potozeniu w roslinie objawia sie w tych mutantach wkraczaniem na
teren danego okdika kwiatowego obcych dla niego struktur: ptatkow lub stupkow
na teren precikdw lub precikdw na teren stupkowia.

U Arabidopsis przy braku aktywnosci genéw A (mutant apetala 1, apetala 2)
funkcja gendw klasy C pojawia sie na poziomie wszystkich czterech okdétkéw kwia-
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towych. Daje to efekt fenotypowy kwiatu pozbawionego okwiatu, ze stupkami na
poziomie dziatek kielicha i precikami na poziomie ptatkéw korony. Kwiat taki
obuptciowy, z dwoma okotkami precikéw skiada sie wytgcznie z organéw gene-
ratywnych. Przypomina bezokwiatowe, obuptciowe kwiaty w rodzinach Piperaceae
i Ceratophyllaceae uznane obecnie zajedne z najpierwotniejszych. Brak aktywnosci
B (mutant apetala3 lub pistillata) oznacza, ze w wyniku mutacji powstaje jed-
noptciowy kwiat zenski zawierajacy jedynie stupki. W tym wypadku stupki po-
jawiajg sie juz na poziomie precikéw, a wiec efekt fenotypowy polega znéw, jak
poprzednio, na zwiekszeniu liczby okétkéw, w ktérych wystepujg organy o iden-
tycznej tozsamosci. Szczegdlny efekt mnozenia oktkéw obserwuje sie w przypadku
braku aktywnos$ci C, w trzecim typie mutanta homeotycznego u Arabidopsis, jakim
jest agamous. Tutaj, komplementarnie do sytuacji opisanej w przypadku mutanta
apetala 1, brak aktywnosci C oznacza pojawienie sie aktywnosci A we wszystkich
okotkach. Kwiat traci swa funkcje generatywng: sktada sie wytgcznie z elementow
okwiatu: ptatkéw i dziatek kielicha. Ma charakter kwiatu petnego, bowiem wraz
z mutacjg genow klasy C nastepuje utrata zdeterminowanego charakteru wzrostu
wierzchotka kwiatowego. Program tworzenia kolejnych okdtkéw, przy nieograni-
czonym wzroscie merystemu, podlega kilkakrotnej reiteracji. Odpowiednikami wyzej
wymienionych genéw tozsamosci organéw kwiatowych u Antirrhinum sg odpo-
wiednio w klasie A - gen squamosa, w B - deficiens, globosa oraz w C - plena.

Scharakteryzowane wyzej fenotypy pojedynczych mutantow homeotycznych ge-
néw kwiatowych systemu ABC nie wyczerpujg wszystkich mozliwosci odstepstw
od typowego planu budowy kwiatu. Istnieje bowiem szereg interesujgcych mutacji
podwdjnych, a ponadto granice domen, w ktdrych ekspresjonowane sg geny po-
szczeg6lnych klas, mogga ulega¢ osiowym przesunieciom. Przesunigecie akropetalne
granicy domeny, w ktorej obecne sg produkty gendw klasy B, i rozciggniecie sie
jej na czwarty okétek powoduje powstanie fenotypu superman. W kwiecie takim
zamiast stupkéw pojawia sie terminalnie dodatkowy okdétek precikéw!

Nalezy na koniec zauwazy¢, ze znaleziono ostatnio roéline, ktérej kwiaty tamig
»,boski porzadek” nadany przez system ABC, bowiem stupki znajdujg sie tu w
trzecim, apreciki w czwartym, czyli ostatnim, okétku. Jest to Lacandoniaschismatica
(Triuridales). Kwiat ten, o odwrdconej polarnosci osi generatywnej, jest w chwili
obecnej analizowany przez genetykdw [19] jako niezwykle atrakcyjny dla dalszego
poznania mechanizmow rzgdzacych zmiennoscig kwiatowej morfologii. Sprawdzana
jest hipoteza o nieciggtosci domeny, w ktérej ekspresjonowane sa geny klasy B
i przesunieciu jej apikalnego segmentu na obszar okotka czwartego.

Wojna okdtkow ttumaczy nastepujgce zmiany planu budowy kwiatu doskonatego:
» mnozenie wzdtuz osi okétkédw organéw kwiatowych o tej samej tozsamosci (ape-

tala 1, apetala 3, agamous)

e utrate pewnych typow tozsamosci:

redukcja okwiatu (apetala 1, apetala 3),
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RYSUNEK 1 Magnolia stellata-petalodia. powoduje zwielokrotnienie tréjkrotnego zazwyczaj okwiatu:
A - ped generatywny kwiatu normalnego po przekwitnieniu, blizny po opadiych ptatkach utozonych w
trzech trdjkrotnych okdtkach sg znacznie wigksze od blizn po opadtych precikach; B - ped kwiatu, w
ktérym wystgpita petalodia; osiowe przeniesienie tozsamosci ptatkowej nateren precikowia spowodowato
rozwoj ptatkéw (wieksze blizny) ze spiralnie utozonych niedosztych precikéw; C - kwiat petny tworzacy
sie w wyniku petalodii staje sie bardziej efektowny
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- tworzg sie one w okdtkach. Oznacza to znéw, ze system okreslajagcy wzor roz-
mieszczenia zawigzkdw dziata niezaleznie od systemu okre$lajagcego ich tozsamosé.

U Antirrhinum genami sterujgcymi przemiang uktadu spiralnego (kwiatostanowe-
go) w okdtkowy (kwiatowy) sg geny floricaula i sguamosa okreslajgce tozsamos¢
kwiatowg merystemu [4]. Wierzchotki mutantéw tych gendéw nie rozpoczynajg two-
rzenia kwiatu w odpowiednim plastochronie przez formowanie okétkéw, lecz kon-
tynuujg tworzenie zawigzkow w uktadzie spiralnym. Geny te sg zwigzane nie tyle
z tozsamoscig organéw kwiatowych, ile z tozsamoscia catego merystemu. Zmiana
tozsamosci wierzchotka pociggajednak w tym wypadku za sobg i zmiane tozsamosci
organow, i zmiane ich rozmieszczenia. Wiemy skadinad, ze zardbwno generatywny,
jak i wegetatywny wierzchotek moze w pewnych wypadkach zmienia¢ system roz-
mieszczenia inicjowanych przez siebie zawiazkéw bez zmiany ich tozsamosci,
awiec w sposob prawdopodobnie niezalezny od systemu okre$lajagcego te tozsamosc.
Zjawisko to spotykamy w obrebie stupkowia w kwiecie magnolii drzewiastej (Mag-
nolia acuminata) oraz w wegetatywnych pedach szpilkowych [20, 21]. W obu
tych wypadkach jeden wzoér spiralny zmienia sie w inny, réwniez spiralny. Przyczynia
sie to do znacznego powiekszenia réznorodnosci istniejgcych wzoréw rozmieszczenia
zawigzkow w merystemie, choé zakres mozliwych zmian zdaje sie by¢ pod Scista
kontrolg genetyczng [23].

Powyzsze przyktady dowodzg, ze istnieje wielka tatwo$¢ w ontogenetycznym
przechodzeniu jednego systemu rozmieszczenia organéw w drugi: okétkowego w
spiralny, spiralnego w inny spiralny, jak w kwiecie magnolii, a takze spiralnego
w okotkowy jak przy przejsciu merystemu kwiatostanowego w kwiatowy u wyzlinu.
Nie wydaje sie w tym Swietle stuszny poglad o filogenetycznej pierwotnosci uktadu
spiralnego, zwilaszcza wobec powszechnos$ci ulistnienia okétkowego w pedach we-
getatywnych nagozalgzkowych (Cupressaceae, Wollemia nobilis).

O genach uruchamiajgcych zdarzenia prowadzace do zmiany utozenia zawigzkdéw
inicjowanych przez merystem niewiele wiadomo. Jeszcze mniej wiemy o0 naste-
pujacych po ich ekspresji procesach. Mozna domniemywaé, ze geny te dzialajg
za posrednictwem innych genéw, odpowiedzialnych za ekspresje genu kodujacego
biatko rozluzniajace strukture $ciany komoérkowej - ekspansyne. Lokalne podanie
ekspansyny pomiedzy zawigzki na merystemie powoduje inicjacje nowego zawigzka
W miejscu nieprzewidzianym regutami realizowanego aktualnie wzoru rozmiesz-
czania organéw, a W nastepstwie zmiane tego wzoru [13]. Udowodniono, ze
ekspresja genu LeExpl8 kodujgcego ekspansyne okresla miejsce inicjacji kolejnego
zawigzka na merystemie przed pojawieniem siejakichkolwiek zmian histologicznych
w tym miejscu [16].

Fakty te wcigz jednak nie daja odpowiedzi na to, co ostatecznie okre$la miejsce
ekspresji ekspansyny i inicjacji zawigzka w nowym potozeniu. Pewne $wiatto na
to rzucajg wyniki badan modelowych nad transformacjami wzoréw rozmieszczenia
zawigzkéw w symulacjach komputerowych [10, 11, 12, 22]. Przyczyng moze by¢
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pojawienie sie dostepnej dla nowego zawigzka przestrzeni na wierzchotku w wyniku
zmiany stosunku wielkosci zawigzkéw do wielkosci powierzchni organogenicznej
merystemu. Z badan tych wynika, ze zaréwno akumulacja zmian stopniowych,
zachodzgcych kierunkowo w sposob cigglty, jak i zmiana skokowa w sektorze
obwodu wierzchotka mogaspowodowac zmiane systemu rozmieszczania zawigzkow.
Tiumaczy to zar6wno osiowe przejscia miedzy systemem spiralnym i ok6tkowym,
zachodzgce w obie strony, jak to widzimy na przyktadach magnolii (okwiat-pre-
cikowie) lub wyzlinu (0§ kwiatostanu - kwiat terminalny), jak i obwodowsa, tj.
jednopoziomowa zmiane rozmieszczenia lub liczby elementéw o tej samej tozsamosci
(zmiana krotnosci kwiatu).

LICZBA ORGANOW W DANYM OKOLKU,
A WIEC KROTNOSC | SYMETRIA KWIATU MOZE BYC
ZMIENNA W OBREBIE TEGO SAMEGO TAKSONU

Czy roslina potrafi ,liczy¢” liczbe zawigzkéw o tej samej tozsamosci, tj. znaj-
dujgcych sie na obwodzie merystemu w tym samym okotku, a jeSli tak, to jaki
system okresla ich liczbe i czy moze ona by¢ zmienna? Odpowiedz na to pytanie
mozna da¢ na podstawie wyzej przedstawionych rozwazan o sposobach rozmie-
szczania organow kwiatowych.

Od liczby organéw w danym oko6tku zalezy wazna dla taksonomii cecha planu
budowy kwiatu, jakajestjego symetria i krotnos¢. Wiadomo, ze rosliny jednoliscienne
réznig sie pod tym wzgledem od dwulisciennych. Kwiat tych pierwszych jest
trojkrotny, a tych drugich cztero- lub pieciokrotny. Jak doszto w ewolucji do po-
wstania tak zdecydowanej réznicy? W wyniku odbywajgcej sie obecnie rewolucji
w ustalaniu filogenetycznych powigzan na podstawie syntezy danych molekularnych
z danymi o mikro- i makromorfologicznych cechach budowy roélin, wyodrebniono
zdwulisciennych pierwotna grupe majaca szereg cech wspoélnych zjednolisciennymi.
Nalezy do nich miedzy innymi Magnolia, ktéra, bedac dotad zaliczana do dwu-
lisSciennych, ma z reguly okwiat trojkrotny. U wielu przedstawicieli tzw. Eucli-
cotyledones, czyli dwulisciennych wiasciwych, spotykamy przykiady merystycznej
zmiennoS$ci budowy kwiatu: u forsycji (Forsythia), powojnika (Clematis) czy bzu
lilaka (Syringa) kwiaty typowe sg czterokrotne, ale na tym samym krzewie mozna
spotka¢ kwiatki tréj-, piecio-, a nawet szesciokrotne (rys. 2B). U niezapominajki
(Myosotis) lub pierwiosnka (Primula), o typowo pieciokrotnym kwiecie, zdarzajg
sie kwiatki cztero- lub szesciokrotne. U pizmaczka (Adoxa) krotno$¢é kwiatu jest
zwigzana z jego pozycjg w kwiatostanie, cztery boczne kwiatki sg pieciokrotne,
natomiast szczytowy kwiatek jest czterokrotny. Nawet u jednolisciennych mozna
spotkaé odstepstwa od obowiagzujacej tam tréjkrotnosci - u rdestnicy (Potamogeton)
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RYSUNEK 2. Przyktady merystycznej zmiennosci w kwiatach okrytozalgzkowych: A - Tulipci -
nietypowa dla tego przedstawiciela jednolisciennych, czterokrotna symetria kwiatu jest widoczna na
poziomie wszystkich okdtkéw: okwiatu, precikéw i stupkéw (fot. I. Kaszen); B - Forsythia - na tym
samym krzewie oprécz typowych kwiatéw czterokrotnych (u dotu) spotka¢ mozna regularne kwiaty

piecio- i szesciokrotne
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kwiaty sg z reguly czterokrotne, za$ u narcyzow (Narcissus) zdarzaja sie bardzo
rzadko kwiaty pieciokrotne, a u tulipanéw (Tulipa) rownie rzadko, czterokrotne
(rys. 2A). Od czego zalezy czestotliwo$¢ pojawiania sie takich zmian? Jakie me-
chanizmy mogty zmienia¢ w ewolucji krotno$¢ kwiatu ija stabilizowaé do poziomu
cechy o znaczeniu diagnostycznym w taksonomii? Nie na wszystkie pytania mozna
juz dzi$ odpowiedzie¢ jednak pewnych interesujgcych informacji, jak uprzednio,
dostarczaja wyniki badan genetyki molekularnej.

U Arabidopsis w normalnym kwiecie stupki wystepuja w najwyzszym, czwartym
oko6tku w liczbie dwdch. W mutantach apetala 3 stupki tworzace sie w trzecim
okotku rozwijajg sie z zawigzkéw rozmieszczonych wedtug schematu precikowego.
Ich liczba jest liczbg 6, a wiec taka, jaka jest przypisana w normalnym kwiecie
precikom. Wydawadé by sie mogto, ze tozsamo$¢ stupkowa zostaje nadana zawigzkom,
ktérych liczba i rozmieszczenie zostaty okreslone przez inny system, dziatajacy
niezaleznie od obecnosci produktdw genéw klasy B. Niekiedy jednak w mutantach
apetala 3 i pistillata obserwuje sie redukcje liczby zawigzkéw trzeciego okoika,
co mogtoby jednak Swiadczy¢ o zwigzkach tych dwoch systeméw i o udziale genow
klasy B w regulacji liczby zawigzkéw w okoétku trzecim. Interaktywnymi genami
majacymi wptyw na liczbe zawigzkéw w trzecim i czwartym okdiku sa superman
i fon 1 (floral organ number 1) [14].

Jedng z mutacji, ktérej skutkiem jest zwiekszenie wielkosci merystemu, zaréwno
wegetatywnego jak i generatywnego, a co za tym idzie liczby produkowanych
przezen zawigzkow, jest mutacja stabego allelu genu clavata. Mutacja silniejszych
alleli moze prowadzi¢ do fascjacji lub nawet niekontrolowanej proliferacji komérek
merystemu. Gen ten zdaje sie kontrolowa¢ witasciwe dla organu tempo podziatdw
komérkowych [5, 6, 14].

System wptywajacy na krotnos$é kwiatu moze mie¢ zwigzek z systemem kontroli
symetrii kwiatu. U Antirrhinum rozwijajace si¢ z pachwinowych wierzchotkow
kwiaty majg symetrie grzbiecistg. O rozwoju tej symetrii decyduje miedzy innymi
gen cycloidea ekspresjonowany w doosiowej czesci obwodu zawigzka kwiatowego
tworzonego przez wierzchotek kwiatostanowy jako pachwinowy merystem boczny
[7, 8, 15]. Mutacja tego genu powoduje u mutanta rozwoj z zawigzka kwiatowego
pelorycznego kwiatu o symetrii promienistej, ktéry, co ciekawe, ma zwiekszong
liczbe elementéw okwiatu. Jest szeSciokrotny, podczas gdy kwiaty o fenotypie dzikim
sg pieciokrotne.

Podobne efekty polegajace na zwiekszeniu krotnosci jak w przypadku kwiatéw
pelorycznych u wyzlinu przynosi mutacja perianthia u Arabidopsis. Kwiaty o fe-
notypie dzikim sa czterokrotne, za§ mutanty maja kwiat pieciokrotny [17].

Mozna domniemywac, ze w regulacji liczby zawigzkdw organéw rozmieszczanych
naobwodzie merystemu moga mie¢ swoj udziat geny dokonujace podziatu pierwotnej
pierscieniowej fatdy (w przypadku okdtkéw) lub listwy (w przypadku uktadu spi-
ralnego) na dyskretne, oddzielone od siebie wyraznie zawigzki. U mutantéwfloricaula
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brak takiej indywidualizacji zawigzkéw powoduje tworzenie na pedzie ciggtej pod-
wojnej listwy zbiegajacej spiralnie wzdtuz jego osi [4]. Z obserwacji moich wynika,
ze liczba przegrod w tarczkach znamienia w kwiecie maku (Papaver), odpowia-
dajgca liczbie $cian wielokomorowej zalgzni, zalezy wprawdzie od wielkosSci tej
tarczki, jednakze zakresy zmian tej wielkosci w poszczegélnych, sasiadujacych
ze sobg klasach, wyodrebnionych na podstawie liczby przegréd - wyraznie zachodzg
na siebie. Jest niezmiernie ciekawe, jak zapada decyzja o tym, na ile komér podzieli¢
zalgznie u maku - czy wazniejsza jest wielko$¢ elementu wzoru, czy powierzchni,
na ktérej wzér powstaje?

U wielu roélin na jednym kwitngcym obficie osobniku mozna spotkaé wiele
odstepstw od typowego planu budowy kwiatu. Czestotliwo$¢ zmian merystycznych
moze byé rézna w zaleznosci od gatunku lub nawet osobnika. Wstepne badania
przeprowadzone przez nas nad Clematis vitalba wskazujg, ze w pnaczach pocho-
dzacych z réznych lokalizacji czestotliwos¢ wystepowania kwiatéw cztero-, pie-
ciokrotnych, a takze osobliwych kwiatéw o charakterze posrednim, majgcych jeden
ptatek wyraznie wiekszy i rozdwojony na szczycie, jest niejednakowa. Moze to
wynika¢ zar6wno z odmiennosci genetycznej osobnikéw - genetow, réznigcych
sie sktonnos$cig do tworzenia, np. w wyniku transpozycji, mutantdbw w populacji
rametow, ktérymi sa merystemy kwiatowe, jak i z odmiennosci siedlisk wigzacej
sie, by¢ moze, ze zr6éznicowanym nasileniem dziatania czynnikéw mutagennych.
Z obserwacji dalszych wynika jeszcze, ze tworzace sie ptatki u Clematis sg typowo
zaopatrywane przez trzy wigzki waskularne, a ptatki rozdwajajace sie powstajg
z wiekszych zawigzkOw i znajduje sie w nich wieksza liczba wigzek (4-5). Rodzi
sie pytanie o stan zaopatrzenia waskularnego rozwijajgcego sie zawigzka kwiatowego.
Czy jego ewentualna asymetria moze mie¢ wptyw na wielko$¢ powstajagcych za-
wigzkéw okwiatu? W pedzie gtéwnym liczba wigzek ma charakterystyczny ukitad:
6 wiekszych i miedzylegle utozonych 6 mniejszych wigzek. W szyputkach kwia-
towych jednak mate wigzki podlegajg znacznej, mniejszej lub wiekszej redukciji.
Badania te sg aktualnie w toku.

ZAKONCZENIE

Z przeprowadzonego wyzej przegladu wynikajednoznacznie, ze merystemy kwia-
towe dysponujabogatym arsenatem genetycznych mozliwos$ci zmiany podstawowego
planu budowy kwiatu. Te same efekty moga by¢ najprawdopodobniej uzyskiwane
réznymi metodami. Wszelkie zmiany obowigzujgcego planu pojawiaty sie zapewne
w populacjach jako wyniki mutacji. Niektére z nich okazywaty sie korzystne i
stabilizowaty sie przez selekcje dajac poczatek nowym liniom rozwojowym roslin
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kwiatowych. Dato to w ostatecznosci takie bogactwo form kwiatéw, jakie mozemy
dzisiaj podziwiac.
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ROZNORODNE ASPEKTY DZIALANIA
KINAZ BIALKOWYCH W APOPTOZIE*

VARIOUS ASPECTS OF PROTEIN KINASES ACTION
IN APOPTOSIS

AGNIESZKA LACHOWICZ*, ELZBIETA REBAS*, LUDMILA ZYLINSKA**,
LILLA LACHOWICZ**

Instytut Endokrynologii Akademii Medycznej, Zaktad Biochemii Instytutu Fi-
zjologii i Biochemii Akademii Medycznej t6dz

Streszczenie: Apoptozajest ztozonym procesem wymagajgcym harmonijnego dziatania wielu zewnatrz-
komorkowych i wewngtrzkomérkowych czynnikéw. Wiadomo, ze niektdre bodZzce wewngtrzkomorko-
we mogace bra¢ udziat w inicjacji procesu apoptozy kontrolujg takze procesy proliferacji i roznicowania
komorek. Z danych eksperymentalnych wynika, ze miedzy innymi kinazy biatkowe réwniez wiaczane
sg w drogi sygnalizacyjne kontrolujace apoptoze. Od dawna bowiem znany jest fakt, ze stan ufosforylo-
wania biatek odgrywa znaczaca role w tym procesie. Cho¢ zaangazowanie kinaz w ten proces nie podlega
watpliwosci, ich rola pozostaje nadal niejasna. Wykazano, ze moga one bra¢ udziat w procesach zaréwno
zapoczatkowywania, jak i hamowania apoptozy. Niejednorodno$¢ materiatu biologicznego oraz modeli
badawczych programowanej $mierci komoérki z jednej strony ukazuje wielokierunkowosé dziatania
kinaz, lecz réwnocze$nie nie pozwala na wyciagniecie jednoznacznych wnioskédw co do ich kierunku
dziatania. Na postawienie jakiejkolwiek hipotezy jest za wczes$nie; zatem praca ta ukazujac przeglad
najwazniejszych danych eksperymentalnych dotyczacych tego zagadnienia, potwierdza wielokierunko-
wo$¢ i ztozono$¢ dziatania kinaz biatkowych w programowanej Smierci komérki.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 111-124)

Stowa kluczowe: kinazy biatkowe Ser/Thr, biatkowe kinazy tyrozynowe, apoptoza.

Summary: Apoptosis is a complex process requiring collaboration of several intracellular and extracel-
lular factors. It is known that some intracellular agents controlling cell proliferation and differentiation
could modulate apoptosis. Among others, the protein kinases could be involved in control of apoptosis,
because it is well known that protein phosphorylation plays important role in this process. Although it is
clear that protein kinases may take part in apoptosis but still their role is not obvious. So far there are

*Praca finansowana z Grantu KBN Nr4PO5DC04114.
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the data showing that protein kinases could be engaged either in stimulation or inhibition of this process.
However, experimental procedures and biological materials used in the studies concerning apoptosis are
various, thus it is hard to clearly explain the role of protein kinases. It is too early for setting up any
hipothesis, so our paper showing the latest data concerning this problem, shows also complicate way of
action of protein kinases in programmed cell death.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 111-124)

Keywords', protein kinases Ser/Thr, apoptosis.

WSTEP

Apoptoza jest procesem aktywnie regulowanym zaréwno przez indukcje od-
powiednich gendw, jak i aktywacje specyficznych hiatek. Opisano wiele czynnikéw
zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowych, ktére inicjujg lub kontrolujg ten proces
[1,21,50,52]. Poniewaz jednak bodziec zewnetrzny jest tylko cze$cig informacji
wplywajacej na decyzje samozagtady czy przezycia komdérki, jest oczywiste, ze
taki bodziec nie moze by¢ jedynym decydujacym czynnikiem [48]. R6znorodnos$é
zewnetrznych sygnatow, ktére mogg kontrolowaé apoptoze, oznacza, ze wiele ukia-
déw sygnalizacyjnych moze uczestniczyé w tym procesie [45]. Natomiast bodzce
wewnatrzkomaérkowe indukujgce apoptoze sa czesto odpowiedzialne rowniez za
proliferacje czy réznicowanie komérek. W tej perspektywie fosforylacja biatek i
zwigzane z nig kinazy wydaja sie by¢ najbardziej wsp6élnym mechanizmem ko-
morkowym prawie dla wszystkich zjawisk zachodzgacych w komorce. Klasyczne
metody badania procesu apoptozy prowadzone byty na nienaruszonych komdrkach,
lecz wykazano, ze w komorkach pozbawionych jader réwniez zachodzi proces
apoptozy. Wynika stad, ze pewne skiadniki wystepujagce w cytoplazmie moga od-
grywac¢ dominujacg role w tym zjawisku [53,65]. Do grupy tych zwigzkéw naleza
dobrze juz poznane biatka Bel oraz rodzina enzymow zwanych kaspazami [45].
Wspomniane powyzej kinazy biatkowe sg nastepnymi enzymami, ktére z wysokim
prawdopodobieAstwem moga uczestniczy¢ w procesie programowanej $mierci ko-
moérki. Naleza do nich m.in. rézne rodzaje kinaz tyrozynowych i serynowo-treo-
ninowych. Niektére z nich stanowig integralng czes¢ receptora, inne przenoszg
sygnat z receptora jako odpowiedZ postreceptorowa, w efekcie regulujac aktywnos$é
czynnikow transkrypcyjnych. Pojawiajg sie natomiast kontrowersje, czy dziatanie
kinaz biatkowych polega na aktywacji czy inhibicji procesu apoptozy. Wydaje sie
zatem stuszne prze$ledzenie danych opisujgcych udziat réznych kinaz w procesie
programowanej $mierci komorki.

KINAZY TYROZYNOWE

W S$wietle ostatnich doniesien literaturowych enzymy z rodziny kinaz tyro-
zynowych wydaja sie by¢ jednym z istotnych ogniw w procesie apoptozy. Kinazy
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tyrozynowe (PTK, ang: protein tyrosine kinases) mogg stanowic¢ integralng czes¢
receptorow czynnikéw wzrostu, takich jak: EGF (epidermal growth factor) czy
FGF (fibroblast growth factor). Enzymy te ulegajg aktywacji po potaczeniu ligandu
Z receptorem, sg wiec bezposrednio zaangazowane w procesy proliferacji komaérek.
Petne zrozumienie roli kinaz tyrozynowych w apoptozie jest utrudnione ze wzgledu
na réznorodne, a czasem sprzeczne informacje o efektach ich dziatania. | tak, w
ostrej biataczce limfoblastycznej, jak rowniez w napromieniowanych prekursorach
ludzkich limfocytow B zaobserwowano zwiekszong aktywno$¢ PTK towarzyszacg
apoptozie [2,36]. Zastosowanie specyficznych inhibitoréw PTK - herbimycyny A
i genisteiny wyraznie hamowato ten proces [29]. Aktywacje kinaz tyrozynowych
stwierdzono w limfocytach T, réwniez wtedy gdy apoptoza byta wywotana ente-
rotoksyng gronkowcowg [38]. Tym niemniej niektérzy autorzy sugerujg, ze zwie-
kszona aktywo$¢ PTK jest wstepnym, obligatoryjnym etapem programowanej
$mierci komorki, nie podajgc jednak jednoznacznego wyjasnienia jej roli [4,10,67].
Jednakze fosforylacja tyrozyny nie zawsze towarzyszy poczatkowi apoptozy. Prze-
ciwnie, okazato sie, ze w liniach komérkowych HL60 i M07e zahamowanie aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej indukowato ten proces [2]. W mig$niu sercowym poddanym
niedokrwieniu, genisteina hamujac aktywno$¢ PTK prowadzita do apoptozy [3,24].
Podobny efekt uzyskali Wang i wsp. [64] stosujac selektywne inhibitory kinazy
tyrozynowej (herbimycyne A i genisteing) w zdrowych miocytach. Lei i wsp. [31]
uwazajg, ze inhibitory te obnizajac aktywnosé MAP-kinazy moga hamowac dziatanie
wewnatrzkomorkowej domeny receptora EGF (czynnika wzrostu naskorka) i w
ten sposob zapoczatkowuja apoptoze. Zupetnie innaczej role kinazy tyrozynowej
widzg Sweeney i wsp. [57]. W swoich badaniach wykazali, ze lipopolisacharydy
ochraniaty przed apoptozg polimorficzne leukocyty. Zaobserwowali tez, ze ge-
nisteina znosita protekcyjne dziatanie lipopolisacharydéw. Zgodnie z ich sugestig
wiasnie fosforylacja tyrozyny jest wstepnym etapem uruchamiania mechanizmoéw
ochronnych przed programowang $miercig komdrki w leukocytach. Reasumujac,
kinazy tyrozynowe moga, w zalezno$ci od rodzaju komorek, zarbwno hamowacé
jak i stymulowac apoptoze. Wydaje sie jednak, ze to zagadnienie jest bardziej
skomplikowane, poniewaz stwierdzono, ze fosfatazy tyrozynowe, enzymy defo-
sforylujgce uprzednio ufosforylowany przez PTK substrat, moga takze posrednio
uczestniczy¢ w modyfikacji procesu samozagtady komorek. Podanie inhibitora fo-
sfatazy tyrozynowej - tlenku fenyloarsenu - powodowato w ludzkich eozynofilach
i neutrofilach wzrost fosforylacji tyrozyny i inhibicje apoptozy. Efekt ten ulegat
odwrdceniu po podaniu inhibitorow PTK [41,69]. Natomiast inny inhibitor fosfatazy
tyrozynowej, bisoksowanadyl, w linii komérkowej limfocytéw stymulowat apoptoze
[41]. Powyzsze informacje, nie wykluczajgc udziatu kinaz tyrozynowych w apoptozie,
nie okreslajg jednak jednoznacznie ich dziatania w tym procesie. Mimo ze w pis-
miennictwie obecne sg liczne dowody przemawiajgce za dziataniem Kkinaz tyro-
zynowych zarowno jako aktywatoréw, jak i inhibitorbw programowanej Smierci
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komorki, zaden z autoréw prac nie wysuwa wyraznej hipotezy mogacej przesadzié
o kierunku ich dziatania.

KINAZY BIALKOWE C

W badaniach nad apoptoza zwrécono uwage na wielofunkcyjng rodzine se-
rynowo-treoninowych kinaz biatkowych - (PKC ang: protein kinases C). Enzymy
te zalezne od fosfolipidéw i jonéw Ca2+ wymagajg do peinego dziatania diacy-
loglicerolu lub czes$ciej stosowanych syntetycznych aktywatoréw - estréw forbolu
(np. TPA). Dotychczas opisano 12 izoenzymo6w kinazy C r6znigcych sie poziomem
ekspresji, rozmieszczeniem tkankowym i komérkowym, wrazliwoscig na estry for-
bolu i Ca i podatno$cig na mechanizmy regulacyjne oraz specyfike substratowg
[13,40].

Kinaza biatkowa C uczestniczy m.in. w kontroli proceséw wydzielania, regulacji
komunikacji miedzykomoérkowej, ekspresji genéw i wielu innych procesach. Rownie
wielkajest liczba receptoréw, ktérych aktywno$¢ zalezy od fosforylacji katalizowanej
przez PKC. Udziat rodziny kinaz biatkowych zaleznych od fosfolipidow w tak
wielu funkcjach komorki i ich dziatanie modulatorowe wobec innych uktadéw sygna-
lizacyjnych spowodowaly wzrost szczegdlnego zainteresowania rolg tych enzymow
W procesie apoptozy.

Podobnie jak w przypadku rodziny kinaz tyrozynowych doniesienia dotyczace
roli PKC w apoptozie sg kontrowersyjne [32]. Wykazano bowiem, ze np. aktywacja
PKC hamuje apoptoze [10,26,37,49,59]. Réwnoczesnie stwierdzono, ze inhibicja
aktywnosci tego enzymu takze powodowata zahamowanie tego procesu [56]. Na-
tomiast Grant i wsp. [20] zaobserwowali, Ze zastosowanie bryostatyny, selektywnego
aktywatora PKC, wywotywato zwiekszong fragmentacje dojrzatego DNA.

Najwczesniejsze badania wykazaty wzrost aktywnosci PKC |[3w procesie apoptozy
w komdrkach szpiczaka [13]. Natomiast w linii komérkowej HL60, nie majacej
tej izoformy, nie dochodzito do apoptozy po stosowaniu estréw forbolu. Jednakze
po odtworzeniu ekspresji PKC @ (pod wptywem vitaminy D) komérki odzyskiwaty
zdolno$¢ do réznicowania sie i apoptozy [35]. Knox i wsp. [28] sugerujg, ze w
komérkach nabtonka ptaskiego poziom ekspresjii PKC (3jest skorelowany z po-
ziomem biatek Bcl2, co nasuwa sugestie, ze mechanizm dziatania PKC [3 moze
by¢ prawdopodobnie zwigzany z biatkami Bcl2.

Nie tylko izoenzym (@ wykazuje zdolnosci indukowania programowanej $mierci
komorki, rowniez forma PKC a zdaje sie mie¢ podobne dziatanie. W komarkach
linii U937 PKC a byta aktywowana pod wplywem napromieniowania, stosowania
TNF a lub przeciwciat anti-Fas, a wiec czynnikdw wywotujgcych apoptoze [17].
Jest interesujgce, ze izoforma ta zdaje sie nie ulega¢ aktywacji po stosowaniu kia-
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sycznych lipidowych aktywatoréw (jak np. DAG), ale aktywuje jg proteaza CPP32,
a wiec jedna z kaspaz [17]. Rola PKC a w programowanej $mierci komérki polegac
ma prawdopodobnie na odtgczaniu btony jadrowej i utrzymywaniu jej w formie
rozpuszczalnej, co utatwia jej degradacje proteolityczng [13].

Z kolei PKC a i PKC ~ sg izoenzymami, ktorych aktywacja powoduje za-
hamowanie apoptozy i zwiekszong przezywalno$¢ komaérek [13,28]. W przebiegu
apoptozy w komorkach U937 stwierdzono zmniejszong ekspresje PKC t, [46], a
catkowita utrata tej izoformy (przez transfekcje antysensownym oligonukleotydem)
prowokowata apoptoze [32]. Lee i wsp. [30] wykazali, ze ceramidy dezaktywujg
PKC a i hamuja autofosforylacje tej izoformy. Wynika stad, ze rézne izoformy
kinazy C w procesie apoptozy mogg funkcjonowaé zardwno jako potencjalne akty-
watory lub inhibitory tego procesu, a w ocenie kierunku ich dziatania nalezy uwz-
gledni¢ rodzaj komorki, jej stan aktywacji i faze cyklu [18,70]. Przemawiajg za
tym badania Iwaty i wsp. [25], ktérzy zaobserwowali, ze w niedojrzatych tymocytach
glikokortykoidy wyhiérczo aktywujg niezalezng od Ca2+ aktywnos$¢ kinazy C, ale
zjawisko to nie wystepowato w dojrzatych komorkach. Pozostaje jednak nadal nie-
jasne, dlaczego aktywacja PKC w jednym rodzaju komorek hamuje, a w drugim
nasila proces apoptozy. Sprzecznosci takie moga byé pozorne, gdyz decydujaca
role w obserwacjach mogg odgrywac¢ np. stosowane w doswiadczeniach substraty
specyficzne dla réznych izoform, czy lokalne rozmieszczenie poszczegdinych izo-
enzymOéw w badanym materiale. Przyczyna moze tez tkwié¢ czeSciowo w fakcie
uzywania jako aktywatora PKC estru forbolu (TPA) -(72-O-tetradecanoylphor-
bol-13-acetate). W przeciwienstwie do fizjologicznego aktywatora, jakim jest DAG,
TPA jest czynnikiem stabilnym, stymulujgcym PKC w sposdb trwaty. Nalezy takze
pamieta¢ o zdolnoSci TPA do aktywacji w réznym stopniu poszczegdlnych izo-
enzymoéw PKC [40,51], co moze dawaé kontrowersyjne wyniki. Zaobserwowano
miedzy innymi, ze w izolowanych dojrzatych tymocytach i komérkach prostaty
zastosowanie TPA indukowato $mieré komérki [13,47]. Natomiast inne badania
prowadzone na dojrzatych tymocytach wykazaty, ze stosowanie TPA zapobiega
fragmentacji DNA [383]. Nalezy sobie réwniez postawié¢ pytanie, ktére z obser-
wowanych pod wptywem TPA zjawisk jest spowodowane aktywacja PKC, a ktdre
z nich mogg by¢ wywotane samymi estrami forbolu.

INNE KINAZY BIALKOWE

Omoéwione powyzej kinazy biatkowe nie sg jedynymi, ktérych udziat wykazano
w procesie apoptozy. Najwiecej informacji w literaturze dotyczy witasnie tych kinaz,
co wynika z faktu, ze sg one w sposéb naturalny wigzane od dawna z procesami
proliferacji. Tym niemniej, w literaturze przedmiotu pojawia sie znaczaca ilos$¢
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doniesiet wskazujacych na udziat innych kinaz biatkowych w apoptozie. Podobnie
jak w przypadku omawianych powyzej kinaz, ich rola réwniez jest niejednoznaczna.

Wykazano miedzy innymi, ze kinaza biatkowa A - zalezna od cAMP (PKA),
enzym regulujacy wiele proceséw metabolicznych, takze uczestniczy w regulacji
programowanej $mierci komorki. Stwierdzono, ze aktywacja PKA winkrystyng (le-
kiem uzywanym w terapii antynowotworowej) wywotuje fosforylacje biatek Bcl2,
a w nastepstwie apoptoze w liniach komdérkowych MCF-7 i MDA-MB-231. Ta
droga wywotywania apoptozy prawdopodobnie rézni sie od typowej, zaleznej od
biatka p53, ktoére pojawia sie w najwcze$niejszym etapie tego procesu [54]. W
ztosliwych glejakach u ludzi aktywacja PKA typu | wywotuje ré6znicowanie komorek,
hamuje proliferacje i prowadzi do apoptozy [6]. W linii komorkowej raka nerki
PKA typu | stymuluje apoptoze; stwierdzono takze, ze transfekcja antysensownymi
oligonukleotydami PKA tej linii hamowata ten proces [7].

Obok przyktadow aktywujgcego dziatania PKA w programowanej $mierci ko-
morki, w literaturze mozna rdwnoczes$nie znalez¢ wiele dobrze udokumentowanych
doniesien o hamujagcym wptywie tego enzymu w tym procesie. Wykazano, ze za-
stosowanie specyficznego inhibitora PKA - izochinoliny (H-89) wyraznie nasila
proces apoptozy. Inhibitor ten wywotuje $mier¢ neurondw jadra wielkokomorko-
wego (nucleus magnacellulare) u kurczat [71]. W ludzkich neutrofilach aktywacja
PKA typu l opdZnia apoptoze. Proces ten wigzany jest zprawdopodobnie hamujgcym
dziataniem PKA na kaspaze 3 [44]. Odmienny model ochrony przed apoptozag
przez kinaze A zaproponowali Tanaka i wsp. [58]. Zgodnie z ich hipotezg, kinaza
Aregulujac przepuszczalnosé kanatow wapniowych stymuluje kaskade M AP-kinazy,
ktéra moze ochrania¢ przed apoptoza.

Przyktadem interakcji kinaz i wtérnych przekaznik6w w procesie programowanej
Smierci komorki jest dziatanie kinazy sfingozyny. Enzym ten wraz z cAMP hamowat
ten proces w komdrkach okostnowych [34]. Kinaza sfingozyny zapoczatkowuje
obszerng liste innych kinaz regulujacych przebieg apoptozy. Nalezg tu kinazy: ka-
zeinowa, lekkiego tancucha miozyny i kinaza zalezna od cGMP, ktére w komérkach
nerwowych Drosophila inicjowaty apoptoze przez indukcje niescharakteryzowane-
go dotychczas biatka, okre$lanego jako czynnik H-7 [39]. Z kolei hamowanie
aktywnosci kinazy IP3 wywotane jej specyficznym inhibitorem, LY-29400, po-
wodowato Smier¢ ludzkich neurondw [12]. Trudno rozstrzygng¢, czy zjawisko to
wywotane jest dziataniem bezposrednim kinazy IP3, czy raczej produktu jej fo-
sforylacji, a wiec 1,3,4,5-tetrafosforanu inozytolu (IP4). Wykazano bowiem, ze IP4
aktywuje nowg kinaze biatkowg, nazwang kinazg B (PKB). Stwierdzono ponadto,
ze ekspresja aktywowanych alleli kinazy B hamuje apoptoze w linii komoérkowej
nabtonka. [8].

Dobrze znana i powszechnie wystepujaca kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny,
typu Il (CaM-kinaza Il) okazata sie byé stymulatorem apoptozy w komoérkach pier-
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wotnej hodowli hepatocytéw. Zahamowanie jej aktywnos$ci przeciwdziatato apo-
ptozie podobnie do hamowania aktywosci kaspaz [16].

W ostatnim czasie zidentyfikowano kilka biatek okreslanych mianem DAP (ang.
death associated protein), ktérych ekspresja indukowana y-interferonem, zwigzana
jest z apoptozg komdrki [9]. Jednym z tych biatek, nazwanych DAP-2, okazata
sie by¢ zalezna od kalmoduliny serynowo-treoninowa kinaza biatkowa [14]. Kinaza
DAP-2 jest powszechnie wystepujacym biatkiem zwiazanym z cytoszkieletem ko-
morki. Ma to o tyle duze znaczenie, ze zmiany w organizacji mikrofilamentow
aktyny - by¢ moze takze zalezne od DAP-2 - poprzedzajg z reguly kondensacje
chromatyny i nastepujacg dalej fragmentacje DNA. Istotng role w aktywacji DAP-2
petni domena wigzaca kalmoduling, bowiem pozbawiony tego fragmentu enzym
wykazywat duzg aktywnosc¢ intensyfikujgcg Smier¢ komorek. Apoptyczne dziatanie
kinazy DAP-2 potwierdzono uzywajgc w komdrkach HelLa katalitycznie nieaktyw-
nego mutanta. W obecnosci y-interferonu, czynnika stymulujgcego apoptoze, zaob-
serwowano zwiekszong przezywalnosé komorek [9].

Innymi, bardzo interesujgcymi w aspekcie proliferacji i apoptozy, kinazami,
sg kinazy zalezne od cyklin (CDK), a zwt#aszcza ich typy 2, 4 i 6. Cykliny sg
biatkami zwigzanymi z cyklem komérkowym, pojawiajacymi sie w komorce tylko
okresowo i w zaleznosci od fazy cyklu, w ktdérej znajduje sie komorka. Kinazy
zalezne od cyklin sg podjednostka katalityczng kompleksow wieloenzymatycznych
obecnych w jadrze komérkowym. Razem z cyklinami i inhibitorami cyklin kinazy
te biorg udzial w procesie przechodzenia komorki przez kolejne fazy cyklu ko-
morkowego [42]. Zatrzymanie komdrki w fazie GI-S (celi arrest), charakterystyczne
miedzy innymi dla mechanizmu dziatania biatka p-53, obserwuje sie takze przy
zahamowaniu aktywnosci CDK2 i CDK4 [5]. Zjawisku temu towarzysza nastepnie
zmiany morfologiczne komorki, jakie obserwuje sie w apoptozie [55,66]. Obserwacje,
dotyczace zwigzku miedzy spadkiem aktywnosci CDK a nastepowa apoptozg w
réznych liniach komérkowych, publikowane sg przez wielu autoréw. Sugerujg oni
ponadto, ze tg drogg wywotana programowana $mier¢ komorki jest niezalezna od
typowej drogi zwigzanej z biatkiem p-53 [55,66,68]. Prawdopodobnie dzieje sie
tak rowniez w przypadku apoptozy wywotanej kwasem retinowym w linii komér-
kowej Hep38 (guza typu hepatoma). Zwigzek ten nie powodujac zmian w stezeniu
cyklin lub biatek Bel, jednocze$nie znamiennie obniza aktywnos¢ CDK?2 i ekspresje
CDK4 [23].

Natomiast Park i wsp. [43] uwazajg, ze wzrost aktywnosci CDK4 i CDK6
(ale nie CDK2 i CDK3) ostania komorki dojrzatych neuronow uktadu wspotczulnego
przed apoptozg wywotang promieniowaniem UV, czyli znanym czynnikiem usz-
kadzajacym DNA. Z drugiej jednak strony przytoczy¢ nalezy wyniki badan Courtney
i Coffrey’a [11], ktérzy uzywajac réznicujacych sie, a nie dojrzatych neurondw,
a takze odmiennego czynnika apoptotycznego - cytarabiny stwierdzili, ze nie akty-
wacja, lecz zahamowanie aktywnosci kinaz CDK4 i CDK®6 jest mechanizmem
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ochronnym przed apoptoza. W komdrkach linii PC12 (linia komo6rkowa guza z
komorek chromochtonnych nadnercz szczura) zaobserwowano, ze wzmozona eks-
presja CDK4 powodowata, ze komdrki te byty bardziej podatne na apoptoze w
poréwnaniu z komdérkami macierzystymi [15].

Ostatnio mnoza sie doniesienia dotyczace udzialu w programowanej $mierci
komdrek takich kinaz, ktérych rola nie jest nadal w petni poznana i w zwigzku
z tym sg one rzadziej opisywane. Jako przykiad stuzy¢ moze aktywacja kinazy
c-Jun wywotana stresem oksydacyjnym, ktéra inicjuje apoptoze w liniach komor-
kowych komérek miesniowych i komdérek miesnia sercowego [33,61].

Stymulacja kinazy odpowiedzi zewnatrzkomérkowej (ERK) zapobiega zwie-
kszeniu ekspresji jednego z biatek Bcl2, MCLI [60]. Natomiast nieznany jest jak
dotagd mechanizm dziatania MEK kinazy, stwierdzono natomiast, ze jej inhibitor,
21-amino-3'metoksyflawon, wywotuje apoptoze w komoérkach linii komdrkowej
U937 [63], co przemawia za jej ochronnym dziataniem w tym procesie.

PODSUMOWANIE

Przeglad piSmiennictwa cytowany w pracy w petni potwierdza fakt zaangazowania
kinaz i fosfataz w procesie apoptozy. Watpliwosci pojawiajg sie, kiedy rozwaza
sie problem, jaka jest rola tych enzyméw w tym procesie. Istnieje bowiem réwnie
duzo doniesien przemawiajacych za tym, ze moga by¢ tak inicjatorami, jak i inhi-
bitorami apoptozy (rys. 1). W zwigzku z tym wydaje sie logiczne postawienie
pytania, co moze leze¢ u podstaw tak réznych obserwacji. Hipotezy mozna mnozy¢.
Na pewno nie bez wptywu na uzyskiwane wyniki pozostaje fakt, ze dotychczasowe
eksperymenty prowadzone byty na bardzo réznorodnym materiale. Znajduja sie
tu zarobwno pierwotne hodowle komorkowe, jak i linie komoérkowe, komorki po-
zbawione jader i komorki nienaruszone, a wiec materiat biologiczny bardzo nie-
jednorodny fizjologicznie. Jednoczes$nie oczy wistejest, ze decyzja dotyczgca wyboru;
proliferacja czy Smier¢ komarki nie zalezy jedynie od rodzaju bodzZca, jaki otrzymuje
komorka, ale moze przede wszystkim od rodzaju komdrki, stadium ontogenezy
czy fazy jej cyklu. Innym problemem, ktéry moze rzutowa¢ na kierunek dziatania
kinaz, jest zastosowanie w badaniach mniej lub bardziej specyficznych aktywatoréw
i inhibitorow poszczeg6lnych enzyméw. Nie nalezy wykluczy¢ mozliwosci, ze te
modulatory dziatania kinaz mogg same wptywaé na proces apoptozy, podobnie
jak wspomniano w odniesienu do TPA. Podobny problem powstaje w badaniach
nad izoenzymami kinazy C; zastosowanie dwéch réznych substratdw dla jednego
enzymu moze wywotywaé dwa rézne efekty. W obecnym stanie wiedzy trudno
jest jednoznacznie okresli¢, czy wielokierunkowo$¢ dziatania kinaz w apoptozie
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RYSUNEK 1 Hipotetyczne dziatanie aktywatoréw i inhibitoréw kinaz biatkowych w apoptozie: —>

L=z pobudzenie,

] hamowanie

istnieje naprawde, czy jest to jedynie zjawisko pozorne, zalezne w wiekszym stopniu
od naszych mozliwos$ci technicznych.

Drugim, bardzo istotnym, problemem do rozwigzania pozostaje wyjasnienie ewen-
tualnego ,,punktu uchwytu” dziatania kinaz/fosfataz w procesie apoptozy. Czy
rola ich dotyczy tylko katalizowania rozpoczetego wczesniej procesu apoptozy (co
obserwujemy czasem jako aktywacje samego procesu), czy raczej zmiana stanu
ufosforylowania biatek moze w nastepstwie modyfikowac ekspresje genéw pro-
gramujacych apoptoze. Doswiadczenia z ekstraktami komdrek pozbawionych jader
wykazaty niezbicie, ze biatka wystepujace w cytoplazmie (kinazy/fosfatazy?) sa
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zdolne inicjowac¢ apoptoze, przed jakimkolwiek innym sygnatem apoptotycznym.
Trudno jest jednak przyjac, ze w przypadku apoptozy mozemy mie¢ do czynienia
z prostym schematem: aktywacja kinaz - indukcja lub stymulacja apoptozy. Zdaje
sie bardziej prawdopodobne, ze dwoistos¢ komdrkowych efektéw dziatania kinaz
przemawia raczej za hipotezg, ze to wiasnie one mogg by¢ uktadem modulujgcym
decyzje komorki: proliferacja czy apoptoza.

Na zakonczenie tego krotkiego przegladu warto podkresli¢, ze dziatanie kinaz
i fosfataz towarzyszacych apoptozie, przedstawionych powyzej wiaze sie Scisle
z powstawaniem réznych fosfoprotein. Dalsza identyfikacja fosfoprotein zwigzanych
z apoptozg oraz wyjasnienie ich funkcji nabiera szczeg6lnego znaczenia dla roz-
wigzania nadal niewyjasnionego problemu: jak przez dziatanie kinaz fosforylacja
biatek moze modulowa¢ proces apoptozy. Wydaje sie zatem, ze okreslenie spe-
cyficznej roli kinaz oraz ich substratéw bedzie pomocne w uzyskaniu odpowiedzi
na wyzej postawione pytania, choé wymaga tojeszcze wielu badan. Giebsze poznanie
indywidualnych etapow dziatania tych enzymdw daje nadzieje na mozliwos¢ za-
planowania strategii terapeutycznej w leczeniu nowotworéw czy infekcji wiruso-
wych, a wiec choréb, wobec ktdrych wspotczesna medycyna jest bezradna.
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FAMILY OF TREFOIL PEPTIDES
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Streszczenie: Peptydy z domeng koniczyno-podobng wystepuja gtéwnie w przewodzie pokarmowym.
Interakcje tych peptydéw z resztami cukrowymi glikoprotein przez tworzenie wigzan krzyzowych
umozliwiajg utrzymywanie prawidlowej architektury $luzu. Odgrywaja w ten sposéb istotng role w
tworzeniu bariery chronigcej btone $luzowa. Peptydy z domeng koniczyno-podobng stymulujac migracje
komorek nabtonka do miejsc uszkodzenia uczestniczg réwniez w regeneracji ubytkéw powstatych w
btonie $luzowej. Zwigzek peptydéw z domeng koniczyno-podobna z nowotworami jest nadal niejasny.
W przewodzie pokarmowym najprawdopodobniej sg one jednym z czynnikéw chronigcych przed
rozwojem nowotworu. Jednak w raku ptacikowym gruczotu sutkowego wysoki poziom tych peptydéw
wydaje sie sprzyja¢ rozwojowi nowotworu. Mozliwe, ze wplywajac na migracje komérek nowotworo-
wych niektdre peptydy z domeng koniczyno-podobna umozliwiajg powstawanie przerzutéw i progresje
nowotworow.

{Postepy Biologii Komorki 2000; 27: 125-136)

Stowa kluczowe: domena koniczyno-podobna, btona $luzowa, regeneracja, nowotwory przewodu pokar-
mowego.

Summary: The trefoil family of peptides is mainly associated with gastrointestinal tract. These peptides
protect the mucous layer. The protective role of trefoil peptides is explained by their interaction with
carbohydrates attached to mucin glycoproteins and by maintenance of the mucus structure. Trefoil
peptides influence migration of epithelial cells and thus contribute to regeneration of the mucous layer.
A correlation between trefoil peptides and oncogenesis remains unclear. In the gastrointestinal tract,
trefoil peptides are considered to be one of more important factors protecting them against cancer.
However, in lobular breast cancer, trefoil peptides may facilitate the tumor development. Possibly, a
migration of neoplastic cells, influenced by trefoil peptides is responsible for metastases and tumor
progression.

{Advances in Cell Biology 2000; 27: 125-136)

Key words: trefoil domain, mucous membrane, regeneration, gastrointestinal tract, cancer.
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WSTEP

W ostatnich latach zidentyfikowano nowg rodzine peptydéw, TFF (trefoilfactor
family), zawierajacych w swej strukturzeco najmniejjedng charakterystyczngdomene
koniczyno-podobna (z ang. trefoil domain). Peptydy te wystepuja gtdwnie w prze-
wodzie pokarmowym (tab. 1) [4, 9, 37]. Przedstawicielami rodziny s3: pS2 (nowa
nazwa, proponowana celem ujednolicenia nomenklatury - TFF1), SP (z ang. spas-
molytic polypeptide; proponowana nazwa - TFF2) oraz ITF (z ang. intestinal
trefoil factor, proponowana nazwa - TFF3). Nowe nazewnictwo TFF nie zostato
dotychczas zaakceptowane przez wszystkie zespoty zajmujace sie tg problematyka,
stad tez autorzy przytaczajg nadal stosowane, tradycyjne nazwy tych peptydéw.

Uwaza sie, ze TFF peinig funkcje protekcyjng w stosunku do btony Sluzowej.
Zapobiegaja jej uszkodzeniu przez czynniki draznigce, a takze uczestniczg w re-
generacji powstatych ubytkéw [22,
25, 28]. Stymulujg migracje komé-
rek nabtonka btony $luzowej oraz
niektérych linii nowotworowych in
vitro [23, 28]. Moga wykazywad
Biatko  Miejsce wystepowania dziatanie spazmolityczne [15]. Wy-

TABELA 1 Peptydy z domeng koniczyno-podo-
bng [4, 9, 37]

SP zotadek, dwunastnica daje sie, ze przynajmniej niektére z
pS2 zotadek, dwunastnica, gruczot sutkowy 46 q Koni
ITF jelito cienkie, jelito grube peptydow z domeng koniczyno-po-

dobng sg réwniez inhibitorami no-
wotworzenia w przewodzie po-
karmowym [4, 22].
Zaobserwowano, ze nowotwory gruczotu sutkowego, wykazujgce wysoki poziom
ekspresji receptoréw estrogenowych, produkuja znaczace ilosci tych peptydéw [26,
36]. Jednak znaczenie tego zjawiska nie zostato dotychczas wyjasnione.

BUDOWA PEPTYDOW
Z DOMENA KONICZYNO-PODOBNA

Dotychczas poznane ludzkie peptydy z domeng koniczyno-podobng sg kodowane
przez geny znajdujace sie w chromosomie 21, w regionie q22.3. Gen kodujacy
hSP zawiera cztery eksony, w tym dwa niezaleznie kodujagce dwie domeny ko-
niczyno-podobne [10]. Geny kodujgce hpS2 i hITF zawierajg po trzy eksony, z
czego po jednym kodujgcym domene koniczyno-podobng [10, 17]. Analiza regionu
promotorowego genéw kodujacych zaréwno ludzkie, jak i szczurze peptydy z
domeng koniczyno-podobng wykazata obecnos$¢ sekwencji TATA box [2].
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Najlepiej poznanym przedstawicielem rodziny TFF jest czynnik PSP (z ang.
pancreatic spasmolytic polypeptide). Zostat on odkryty w jednej z frakcji, otrzy-
manych podczas oczyszczania insuliny Swinskiej. Schemat budowy domeny ko-
niczyno-podobnej biatka PSP jest charakterystyczny dla innych przedstawicieli tej
rodziny (rys. 1) [9].

PSP jest zbudowany z jednego tancucha polipeptydowego, ztozonego ze 106
aminokwasow. Okre$lone regiony tancucha tworzg dwie domeny koniczyno-po-
dobne, zbudowane z 38 lub 39 aminokwaséw [9, 34]. Kazda z domen zbudowana
jest z trzech petli, utrzymywanych przez 3 mostki dwusiarczkowe. Mostki tworzone
sg przez 6 reszt cysteinowych, potagczonych ze sobg w konfiguracji: 1z 5, 2 z
4, 3z 6 [4, 9, 31, 34]. PSP zawiera dodatkowy, sidédmy mostek dwusiarczkowy,
znajdujacy sie poza domenami koniczyno-podobnymi. Niektore inne peptydy z do-
meng koniczyno-podobng zawierajg nieparzystg liczbe reszt cysteinowych, np. pS2
i ITF - po siedem [3]. Sze$¢ z nich odpowiada za formowanie struktury domeny
koniczyno-podobnej. Pozostala reszta cysteinowa moze reagowaé¢ z wolng grupa
sulfhydrylowg cysteiny drugiej czasteczki, tworzgc dimer [3, 24].

Pomiedzy druga a trzecig petla PSP znajduje sie kieszonka, utworzona przez
konserwatywng sekwencje aminokwasoéw. Uwaza sie, ze moze ona oddziatywac
z oligosacharydami lub fragmentami polisacharydéw glikoprotein [9]. PSP mégtby
wiec wywiera¢ stabilizujgcy wpltyw na $luz przez wigzanie krzyzowe glikoprotein.
W badaniach in vitro stwierdzono, ze PSP ma zdolno$¢ do dimeryzacji. Forma
dimeryczna utrzymywana jest przez dwa wigzania wodorowe oraz przez interakcje
miedzy hydrofobowymi regionami monomeréw [9]. Gdyby proces ten zachodzit
takze in vivo, to powstaty dimer PSP/PSP, zawierajacy cztery kieszonki wigzace
sacharydy, mogtby znacznie skuteczniej petni¢ funkcje stabilizujgcg $luz [9]. W
przypadku pS2 stwierdzono, ze jego dimer, efektywniej niz monomer, stymuluje
regeneracje btony Sluzowej, uszkodzonej przez dziatanie indometacyny [24]. Mo-
zliwe, ze efekt ten zalezny jest od efektywniejszej stabilizacji $luzu przez dimer
niz przez monomer. Warstwa $luzu stabilizowanego przez pS2, chronigc btone
Sluzowgq przed dalszym dziataniem czynnikdw uszkadzajgcych, mogtaby utatwiac
jej regeneracje. Sugerowany jest tez mechanizm zwigzany ze stabilniejszym {3-
czeniem sie dimeru niz monomeru z hipotetycznym receptorem dla pS2 [24]. W
tym przypadku udziat pS2 w regeneracji uszkodzonej btony Sluzowej moze byé
zwigzany z jego wptywem na migracje komoérek nabtonka.

Miejsce dziatania peptydéw z domeng koniczyno-podobna, tj. przewdd pokar-
mowy, wigze sie z ich narazeniem na dziatanie enzymow trawiennych. Zwarta
struktura czasteczek zapewnia im jednak oporno$¢ na trawienie przez proteazy
[4, 38]. Potencjalnie najbardziej podatny na dziatanie chymotrypsyny fragment PSP
obejmuje reszty aminokwasowe 99-102 (-Met-Ser-Val-Glu-). Sekwencja ta po-
tozona jest miedzy domenami koniczyno-podobnymi, co uniemozliwia jej oddzia-
tywanie z centrum aktywnym enzymu [9].
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RYSUNEK 1. Schemat budowy PSP: “ mostek dwusiarczkowy; LI, L2, L3 petle domen koniczyno-
podobnych

ROLA PEPTYDOW TFF W PROKSYMALNEJ CZESCI
PRZEWODU POKARMOWEGO

Badania nad rolg peptydéw z domeng koniczyno-podobng prowadzono na my-
szach knock-out, tj. z zablokowang ekspresjg genu dla jednego z tych biatek -
pS2 [22]. Zwierzeta te (homozygoty knock-out - mpS2'/_i heterozygoty - mpS2+/-)
pod wzgledem wygladu i zachowania nie wykazywaty istotnych réznic w poréwnaniu
ze szczepem dzikim (mpS2+/+). Nie stwierdzono takze réznic w budowie histo-
logicznej wiekszosci narzadéw, z wyjatkiem zotgdka ijelita cienkiego myszy mpS2°/*
(tab. 2). U zwierzat 3-tygodniowych stwierdzono w zotgdku podwojenie grubosci
btony $luzowej, a u zwierzat 5-miesiecznych (100% osobnikéw) takze liczne zmiany
o typie gruczolaka. Zaobserwowano rowniez: pogtebienie doteczkéw zotagdkowych,
znaczne zmniejszenie ilosci $luzu, hiperplazje komérek btony $Sluzowej, 10-krotny
wzrost wskaznika mitotycznego, zaburzenia ré6znicowania komérek, a u 30% osob-
nikow wieloogniskowe (2 do 5 ognisk) zmiany o typie raka $rodnabtonkowego
(carcinoma intraepitheliale). W jelicie cienkim zwierzat mpS2’/’ stwierdzono na-
tomiast obfite nacieki zapalne w znacznie pogrubionej blaszce wiasciwej blony
$luzowej [22].
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TABELA 2. Wplyw ekspresji mpS2 na bione Sluzowg zotagdka [22]

Miejsce dziatania mpS2++i mpS2+/* mpS2_/

Nabtonek brak zmian hiperplazja, dysplazja

Dotki zotgdkowe brak zmian pogtebienie

Produkcja $luzu brak zmian znacznie obnizona

Wskaznik mitotyczny brak zmian 10-krotnie wyzszy

Zmiany nowotworowe brak zmian gruczolaki, carcinoma in situ

Mechanizm hamujacego dziatania mpS2 na rozw6j nowotworu nie jest w peni
poznany. By¢é moze, przez wptyw nailo$¢ i strukture $luzu [22], mpS2 moze posrednio
chroni¢ nabtonek przed dziataniem karcinogenow. Ponadto mpS2 hamuje proliferacje
oraz stymuluje réznicowanie sie komorek [8, 22].

W badaniach dotyczacych biatek hSP (ludzki odpowiednik PSP) i pS2 wykazano,
ze sg one produkowane przez komorki doteczkéw zotgdkowych i komorki dystalnych
czesci gruczotow Brtinnera. Wysoka ekspresje pS2 i hSP wykryto réwniez w og-
niskach metaplazji zotagdkowej, obserwowanej wokét owrzodzenia btony $luzowej
dwunastnicy oraz w komorkach zwigzanych z ogniskami metaplastycznymi, tzw.
UACL (Ulcer Associated Celi Lineage) [12, 18, 28, 41]. Badajgc wptyw hSP oraz
riITF (rat-ITF) na btone $luzowga zotgdka szczura, poddang dziataniu etanolu lub
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych stwierdzono, ze doustne podanie hSP
albo rITF zmniejsza uszkadzajgcy wptyw substancji na btone $luzowa zotadka [1].

Komérki gruczotéw Briinnera oraz komoérki tworzgce UACL, oprocz peptydéw
z domeng koniczyno-podobng, wytwarzaja takze naskdrkowy czynnik wzrostu (z
ang. epidermal growth factor - EGF) [21]. Pobudza on proliferacje komdrek na-
btonkowych w jelicie, przez co moze ufatwia¢ gojenie owrzodzer [19, 20, 21,
35]. Wykazujgc stymulujgce dziatanie EGF na ekspresje pS2 postulowano, ze wplyw
tej cytokiny na regeneracje btony Sluzowej moze, przynajmniej czeSciowo, zaleze¢
réwniez od czynnikéw z grupy TFF [29]. Dotychczas nie udato sie jednak wykry¢
na komoérkach UACL receptoréw dla EGF [39].

Uwaza sie, ze wptyw wielu cytokin i czynnikéw wzrostu, m.in. interleukin -
ILI, 1L2, interferonu (IFN-y), transformujacego czynnika wzrostu (TGF-a) oraz
EGF, naregeneracje btony $luzowej zalezy od udziatu TGF-[3. Mechanizm dziatania
peptydéw z domeng koniczyno-podobna prawdopodobnie jest od niego niezalezny.
Dziatanie TFF moze mieé natomiast charakter dopetniajgcy w stosunku do czynnikéw
zaleznych od TGF-|3. Uwaza sie, ze peptydy te dziatajg na powierzchnie luminalng
komorek nabtonka, podczas gdy czynniki zalezne od TGF-(3 - na ich powierzchnie
podstawno-boczng [5, 24].
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Zwiazek czynnikow pS2 i hSP z procesami chorobowymi w przewodzie po-
karmowym nie jest ograniczony jedynie do choroby wrzodowej zotgdka czy dwu-
nastnicy. Grupy komoérek analogiczne do UACL i wytwarzajgce duze ilosci pS2
i hSP stwierdzono réwniez w przewlekltym zapaleniu trzustki, a takze w zapaleniach
pecherzyka zétciowego, jajowodu i pecherza moczowego [40].

ROLA PEPTYDOW TFF
W DYSTALNEJ CZESCI PRZEWODU POKARMOWEGO

W przeciwienstwie do hSP ipS2, aktywnych gtownie w gérnym odcinku przewodu
pokarmowego, w jego dystalnej czesci istotng role odgrywa zwtaszcza ITF [36,
37]. Aby lepiej poznac fizjologiczne znaczenie tego czynnika, wyhodowano myszy
z zablokowang ekspresjg genu kodujgcego ITF (homozygoty ITF_/ i heterozygoty
ITF+/") [25].

Nabtonek okreznicy zwierzat ITF'7 nie wykazywat r6znic w poréwnaniu ze
szczepem dzikim, a komorki kubkowe wydzielaty prawidtowg ilos¢ $luzu. Nie zaob-
serwowano istotnych zmian fenotypowych ani u homozygot ITF/, ani u zwierzat
ITF+/". Mimo prawidtowej budowy btony Sluzowej jelit, stosujgc metode znakowania
komorek bromodeoksyurydyng stwierdzono zaburzenia migracji enterocytéw na po-
wierzchnie btony Sluzowej u zwierzat ITF’7 i heterozygot ITF+/* [25]. Upo$ledzong
migracje komdérek w miejsce uszkodzenia potwierdzono réwniez w badaniach in
vitro [5]. Podobnego defektu nie obserwowano u zwierzat szczepu dzikiego (ITF+/+)
[25].

Znaczne réznice w stosunku do szczepu dzikiego wykazano w odpowiedzi na
$rodki draznigce (s6l sodowgq siarczanu dekstranu). U zwierzat ITF® w 50% przy-
padkéw obserwowano znaczny ubytek masy ciata, krwawe biegunki i $mieré. U
szczepOw dzikich wystepowat mniejszy ubytek masy ciata, a Smiertelno$¢ wynosita
okoto 5%. Badania histologiczne okreznicy zwierzat ITF'/"wykazaty liczne nadzerki,
znaczne zmiany zapalne i ropnie. Dotyczyty one gtéwnie okreznicy zstepujacej,
okreznicy esowatej i odbytnicy. Zmian o takim nasileniu nie obserwowano u zwierzat
szczepu dzikiego. Podanie homozygotom ITF_/"rekombinowanego ITF powodowato
nasilenie migracji komérek i powrét btony $luzowej do stanu prawidtowego [25].
Moze to potwierdzaé przypuszczenie, ze zaburzenia regeneracji btony Sluzowej
byty wtérne do deficytu ITF.
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MECHANIZM DZIALANIA PEPTYDOW TFF

Uwaza sig, ze mechanizm ochronnego dziatania peptyddw zawierajacych domene
koniczyno-podobng polega na modyfikowaniu wtasciwosci fizyko-chemicznych $lu-
zu. W ten sposdb uczestnicza one w tworzeniu bariery, chronigcej btone $luzowa
przed dziataniem czynnikéw uszkadzajacych i potencjalnych karcinogenow [24].
Istniejg jednak liczne dane, sugerujace czynny udziat TFF w procesach regeneracji
uszkodzen biony Sluzowej [28, 34]. Stwierdzono m.in., ze peptydy te wywierajg
wptyw na migracje komoérek nabtonka [23, 28].

Badania prowadzono na szczurzych liniach komérkowych IEC-6 i IEC-17 (in-
testinal epithelial cell lines). Stosujagc metode wound assay wykazano wptyw hSP
i hITF na migracje komérek i regeneracje nabtonka in vitro [5, 27, 32]. Zaob-
serwowano, ze hSP czterokrotnie wzmagat migracje komérek do miejsca uszko-
dzenia. Stymulujacy wptyw na migracje wykazywaly rowniez oczyszczone
glikoproteiny mucynowe. Migracja komo6rek hodowanych w obecno$ci zaréwno
hSP, jak i glikoprotein mucynowych byta 6 do 15 razy wieksza w pordéwnaniu
z kontrolg. Podobne wyniki otrzymano w doswiadczeniach z hITF [5]. Stezenia
peptydoéw TFF, jak i glikoprotein mucynowych, zastosowanych w doswiadczeniach
byty poréwnywalne ze stezeniami fizjologicznymi.

Molekularne podtoze mechanizmu dziatania peptydéw z domeng koniczyno-po-
dobng na migracje komdrek pozostaje niejasne. Ostatnio zidentyfikowano w jelicie
cienkim glikoproteine o masie 50 kDa, ktéra przypuszczalnie jest receptorem dla
ITF [33].

Stwierdzono, ze ITF hamuje aktywno$¢ kinaz ERKI oraz ERK2 w linii ko-
morkowej IEC-6. Nie zaobserwowano jednak zmiany poziomu ekspresji tych biatek
pod wptywem ITF, a jedynie obnizony poziom ufosforylowania ich reszt tyro-
zynowych. Zmniejszajac aktywno$¢ wyzej wymienionych kinaz ITF moze hamowac
proliferacje komorek nabtonka. Sugeruje sie, ze inaktywujacy efekt dziatania ITF
na kinazy ERKI i ERK2 jest -zalezny od fosfataz tyrozynowych [16].

Analizujgc efekty dziatania ITF na wywodzgcg sie z raka okreznicy linie ko-
morkowg HT29 stwierdzono, ze powoduje on m.in. szybkg fosforylacje (3-katenin,
y-katenin i receptora dla EGF [7, 23]. Nie zaobserwowano fosforylacji a-katenin
ani E-kadheryn [23]. Ponadto zanotowano znaczny spadek ekspresji E-kadheryn,
a-katenin, [3-katenin oraz biatka APC (Adematous Polyposis Coli). W tej samej
linii komérkowej stwierdzono takze indukcje apoptozy pod wptywem ITF [7].

Wiadomo, ze kompleks E-kadheryna/kateniny jestjednym z gtéwnych czynnikow,
odpowiedzialnych za zalezng od Ca2+ adhezje miedzykomdrkowsq. E-kadheryna
tworzy przez domene zewnatrzkomdérkowa homodimer z czasteczkg zlokalizowang
na innej komoérce, natomiast jej domena wewngtrzkomérkowa tworzy kompleks
z |3- i y-kateninami. Kompleks ten tgczy sie z cytoszkieletem komorki za posred-
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nictwem a-katenin [6, 7]. ITF, a by¢ moze i inne peptydy TFF, zaburzajgc funkcje
kompleksu, mogtyby zmniejsza¢ site wzajemnego przylegania komorek. W ten spo-
s6b utatwiatyby ich migracje [6, 7, 23]. Mechanizm ten mogtby by¢ takze od-
powiedzialny za zdolno$¢ komorek nowotworowych do naciekania i tworzenia
przerzutéw.

B-kateniny, niezaleznie od tworzenia kompleksu z E-kadherynami, sg wewnatrz-
komérkowymi przekaznikami sygnatow zwigzanymi m.in. z receptorem dla EGF,
APC, onkogenem c-erbB2 oraz niektorymi czynnikami transkrypcyjnymi [6]. W
zwigzku ztym, ITF destabilizujagc kompleks E-kadheryna/kateniny moze potencjalnie
wywieraé daleko wigkszy wptyw nakomérki nabtonka, niz wynikatoby to z ostabienia
adhezji miedzykomorkowej.

ROLA PEPTYDOW TFF
W PROCESIE NOWOTWORZENIA POZA PRZEWODEM
POKARMOWYM

Pierwszy peptyd z domeng koniczyno-podobng (pS2) odkryto w trakcie badan
nad nowotworami gruczotu sutkowego. Podjeto zatem probe ustaleniajego zwigzku
z procesem nowotworzenia. Stwierdzono, ze pS2 wystepuje w 68% nowotworéw
gruczotu sutkowego [13], ale jego obecno$¢ mozna wykry¢ w wielu innych no-
wotworach, m.in.: zotgdka, trzustki, okreznicy, macicy, jajnika, pecherza moczowego
i gruczotu krokowego [14]. W przypadku nowotworéw gruczotu sutkowego stwier-
dzono, ze w odréznieniu od raka przewodowego, wysoka ekspresje pS2 wykazuje
przede wszystkim rak ptacikowy tego narzadu [30].

Ptacikowy rak gruczotu sutkowego ma charakter rozsiany, naciekajacy i tworzy
tarczowate otoczki woko6t nie zmienionych przewod6éw. Nowotwdr ten czesto daje
przerzuty, zwaszcza do zotgdka, macicy i mézgu. W narzadach tych stwierdzono
fizjologicznie wysoki poziom ekspresji peptydéow TFF (w przypadku mézgu - do-
tychczas tylko u gryzoni) [36]. Mogtoby to sugerowac, ze przy powstawaniu prze-
rzutow peptydy te by¢ moze petnig funkcje czynnikéw chemotaktycznych.

W przeciwienstwie do przewodu pokarmowego, ekspresja hpS2 w gruczole sut-
kowym pozostaje pod kontrolg estrogendw, a komoérki raka ptacikowego wykazujg
wysoki poziom ekspresji receptorow estrogenowych. Mozliwe, ze przez zwigkszanie
produkcji hpS2 wywierajg one wptyw na migracje komérek nowotworowych i zdol-
no$¢ do tworzenia przerzutéw [26, 30, 36]. Istnienie takiej zaleznosci mogtoby
ttumaczy¢ stymulujagcy wplyw estrogendw na progresje niektérych nowotwordéw
gruczotu sutkowego.

Wykazanie zwiazku estrogenow z peptydami TFF moze mie¢ réwniez potencjalne
znaczenie kliniczne. Zaobserwowano dodatnig korelacje miedzy wysokim poziomem
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hpS2 a efektem leczniczym po zastosowaniu $rodkow antyestrogenowych (np. Ta-
moxifen). Wprawdzie prognozowanie skutecznosci terapii na tej podstawie nie byto
bardziej miarodajne niz na podstawie okre$lania poziomu ekspresji receptoréw estro-
genowych, okazato sie jednak uzyteczne w grupie kobiet, u ktérych na komadrkach
nowotworowych stwierdzono posredni poziom tych receptordw. Wysoki poziom
hpS2 u pacjentek z tej grupy wyraznie zwiekszat szanse powodzenia leczenia pre-
paratami antyestrogenowymi [36].

Podobne wyniki uzyskano w odniesieniu do hITF. Stwierdzono, ze peptyd ten
réwniez wystepuje w nowotworach gruczotu sutkowego, ajego ekspresja pozostaje
pod kontrolg estrogenow. Tak jak w przypadku hpS2, zaobserwowano dodatnig
korelacje miedzy wysokim poziomem hITF a efektem leczniczym po zastosowaniu
preparatow antyestrogenowych [26]. W przeciwienstwie do hpS2 i hITF, w no-
wotworach gruczotu sutkowego nie wykryto obecnosci hSP [30].

Ostatnio stwierdzono, ze wysoki poziom ekspresji receptordw estrogenowych
oraz peptydéw TFF (ITF i pS2) wykazujg réwniez nowotwory $luzowe skéry [11].
By¢ moze nalezatloby rozwazy¢ zastosowanie preparatéw antyestrogenowych takze
w przypadku tych nowotwordw. Jednak doktadny mechanizm dziatania i zwigzek
tych peptydow z receptorami estrogenowymi wcigz pozostaje nieznany.

PODSUMOWANIE

Zastosowanie rodziny peptyddw z domeng koniczyno-podobng stwarza, ze wzgle-
du naich ochronne iregeneracyjne dziatanie na btone sluzowa zotgdka i dwunastnicy,
obiecujgce perspektywy dla skutecznego leczenia choroby wrzodowej. Odkrycie
szlakow przekazywania sygnatu przez receptory dla TFF stwarza nowe mozliwosci
badania mechanizméw adhezji, ruchu komdrek nabtonkowych, a takze tworzenia
przerzutow przez komorki nowotworowe. Doktadne poznanie ich roli w procesach
nowotworzenia w obrebie przewodu pokarmowego, jak tez w biologii nowotworéw
zaleznych od wptywu estrogendw moze mie¢ znaczenie diagnostyczne, a by¢ moze
i terapeutyczne.
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STRUKTURA | WEASCIWOSCI FUNKCJONALNE
FOTOSYSTEMU |

THE STRUCTURE AND FUNCTIONAL PROPERTIES
OF PHOTOSYSTEM |

GRZEGORZ JACKOWSKI

Zak¥ad Fizjologii Roslin Uniwersytetu im. A. Mickiewicza, Poznan

Streszczenie: W ramach ,,podziatu pracy” miedzy czterema kompleksami funkcjonalnymi btony tylakoi-
dowej wspdtuczestniczacymi w realizacji fazy jasnej fotosyntezy fotosystem | (PS 1) petni role oksy-
doreduktazy plastocyjanina:ferredoksyna (w reakcji przebiegajacej juz poza obrebem PSI ferredoksyna
redukuje nastepnie NADP+do NADPH). Kooperujac z kompleksem cytochromowym b6/f PSI przepro-
wadza ponadto cykliczny transport elektronéw. Fragment struktury PS | bezposrednio zaangazowany w
fotosyntetyczny transport elektronéw wraz z grupg biatek petnigcych najprawdopodobniej funkcje
strukturalne tworzy podjednostke okreslang jako rdzen PS I. Energia niezbedna do realizacji procesow
transportu elektronéw jest dostarczana do rdzenia PS | jako energia wzbudzenia elektronowego przez
zesp6t wewnetrznych oraz peryferycznych anten energetycznych. W ostatnich latach dokonat sie
zasadniczy postep w rozszyfrowywaniu organizacji strukturalnej rdzenia; dla jednego z gatunkéw
cyjanobakterii niektére szczegoty struktury poznano z rozdzielczo$cig wyzszg niz 0,14 nm. Pewien
postep zanotowano takze w badaniach struktury i funkcji peryferycznych anten energetycznych (LHC
1). W opracowaniu niniejszym dokonano przegladu aktualnego stanu wiedzy na temat struktury holo-
kompleksu PS |z uwzglednieniem implikacji funkcjonalnych.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 137-150)

Stowa kluczowe: PS I, LHC I, LHC Il, btona tylakoidowa gran, blona tylakoidowa stromy, rdzen,
heterodimer Psa A/Psa B.

Summary: The photosynthetic light reactions are effective due to cooperation of four functional comple-
xes of thylakoid membrane. Within the framework of this cooperation PS | mediates light-driven electron
transport from plastocyjanin to ferredoxin which then reduces NADP+to NADPH. The second function
of PS | is mediating cyclic electron flow in cooperation with cytochrome b6/f complex. PS | domain
directly engaged in electron transport along with agroup of proteins performing structural role comprise
a PS | core. The energy necessary for electron-transporting events is harvested and transferred to PS |
core and its photochemical reaction center by the set of inner and peripheral antennae. It is the matter of
last few years that the fundamental progress regarding structural organization of PS | core has been
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achieved (some details of Synechocystis sp. PS | core structure were imaged at a resolution better than
0,14 nm); considerable progress has been reached concerning LHC I structure and functions as well. The
goal of the review is to present a current awarness in the area of PS I holocomplex structural organization
including functional aspects.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 137-150)

Key words: PS I, LHC I, LHC II, grana lamellae, stroma lamellae, core, Psa A/Psa B heterodimer

WSTEP

Fotosystem | (PS I)jest supramolekularnym kompleksem barwnikowo-biatkowym
btony tylakoidowej katalizujacym liniowy transport elektron6w od penetrujacej Swiat-
o tylakoidu plastocyjaniny do ferredoksyny, rozpuszczalnego biatka stromy chlo-
roplastowej. Wysoce endoergiczny (AG°= 77 kJ x mol-1) proces przenoszenia
elektron6w natrasie plastocyjanina: ferredoksynajest napedzany przez energie Swietl-
ng [40]. Ostatecznym zadaniem liniowego transportu elektronéw jest dostarczenie
sity redukcyjnej (NADPH) wykorzystywanej w reakcjach ciemniowych fotosyntezy
oraz wielu innych, waznych procesach metabolicznych. PS | przeprowadza takze,
w kooperacji z kompleksem cytochromowy b6/f, cykliczny transport elektronéw,
ktérego funkcjonowanie wspo6tksztattuje site protonomotoryczng napedzajaca synteze
ATP.

Trzy biatka, Psa A-C, zasocjowane z grupami prostetycznymi petnigcymi funkcje
przeno$nikéw elektronéw tworzg - wraz z kilkunastoma dodatkowymi biatkami
- fragment PS | okreslany jako rdzen [4,5]. Energia niezbedna do redukcji fer-
redoksyny i NADP+ jest dostarczana do rdzenia w formie energii wzbudzenia ele-
ktronowego transportowanej przez system wewnetrznych i peryferycznych anten
energetycznych. Wewnetrzne anteny energetyczne sg zarazem integralnymi ele-
mentami struktury rdzenia PS |, poniewaz tworzg je czasteczki chlorofilu a i (3
karotenu zasocjowane z a biatkami Psa A/Psa B - tymi samymi, ktore wigzg wiekszos¢
przenosnikéw elektronéw w PS I. Z kolei peryferyczne anteny energetyczne, okre-
$lane jako LHC I, zawieraja chlorofil a, chlorofil b oraz czasteczki kilku ksantofili,
a stanowig element struktury PS | zlokalizowany w obrebie holokompleksu wyraznie
dystalnie w stosunku do rdzenia.

W ciggu ostatnich kilku lat w bardzo istotny sposéb wzrosta wiedza o organizacji
strukturalnej i funkcjonowaniu rdzenia PS I. Jednym z najwiekszych dokonan w
tym zakresie wydaje sie opracowanie metodami krystalografii rentgenowskiej modelu
struktury rdzenia PS | cyjanobakterii Synechococcus elongatus o zdolnos$ci roz-
dzielczej 0,4 nm [31] i uszczegGtowienie tego modelu do poziomu rozdzielczosci
ponizej 0,14 nm za pomocg mikroskopu sit atomowych [9]. W latach 1996-1997
ukazato sie kilka doskonatych anglojezycznych opracowan przegladowych doty-
czacych struktury i wiasnosci funkcjonalnych rdzenia PS | [ 4,11, 40], ale postep,
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jaki w tym samym czasie dokonat sie w zakresie badan nad LHC I, nie znalazt
odzwierciedlenia we wspomnianych opracowaniach. Literatura w jezyku polskim
jest z kolei catkowicie pozbawiona opracowan monograficznych poswieconych PS
I, jakkolwiek informacje o tym kompleksie mozna znalezé w publikacjach prze-
gladowych dotyczacych kompleksdw anten energetycznych [20] i molekularnej bu-
dowy btony tylakoidowej [17]. Celem niniejszego opracowania jest zarysowanie
stanu wiedzy w obszarze organizacji strukturalnej i wtasciwosci funkcjonalnych
PS | z uwzglednieniem postepu, jaki dokonat sie w badaniach nad LHC I.

ORGANIZACJA STRUKTURALNA | WEASNOSCI
FUNKCJONALNE RDZENIA PS |

Sekwencje reakcji liniowego transportu elektrondw zachodzacego w obrebie rdze-
nia PS | zapoczatkowuje utlenienie P700 - fotochemicznie aktywnego specjalnego
dimeru czasteczek chlorofilu a - zwykorzystaniem innej, monomerycznej czasteczki
chlorofilu a (Aq) jako pierwotnego akceptora elektrondw. Powstanie pary P700+
Aqg-(1,5 ps) oznacza osiggniecie przez PS | stanu okre$lanego jako rozdziat tadunku
(charge separation), a stan ten jest stabilizowany przez szybkie (35 ps) przeniesienie
elektrondw z A0- na nalezacy do chinonow przenos$nik Aj [4]. Stabilizacja rozdziatu
fadunku jest niezbedna dla utlenienia zredukowanej plastocyjaniny - elektrony po-
chodzgce ze zredukowanej plastocyjaniny uzupetniajg dziury w P700+. Interakcja
zredukowanej plastocyjaniny z P700 obejmuje faze szybka (12-14 ps) oraz wolng
(200 ps) [14]. Niektérzy badacze interpretujg to intrygujace zjawisko jako od-
zwierciedlenie istnienia dwoch pul czgsteczek plastocyjaniny, a mianowicie:

1) puli czgsteczek ,,ptywajgcych” w swietle tylakoidu blisko miejsca zakotwiczenia
P700 w btonie tylakoidowej (interakcja tych czgsteczek z P700+ decydowataby
o0 istnieniu szybkiej sktadowej kinetyki redukcji P700+),

2) puli czasteczek docierajagcych do P700+ z dalszej odlegtosci (wolna sktadowa
kinetyki redukcji P700+).

Taka interpretacja pozostaje jednak w sprzecznosci z postulowanym przez Al-
bertssona [1] modelem domenowym organizacji systemu bton tylakoidowych, w
mysl ktérego P700+oddziatuje tylko z plastocyjaning pozostajgcq wjego najblizszym
sgsiedztwie. W ciggu 200 ps elektrony z Ay- sg przejmowane przez pierwsze z
serii trzech centréw zelazo-siarkowych (4Fe-4S), okreslanych jako Fx. Droga prze-
niesienia elektronéw przez dwa pozostate centra, FAi FB, nie zostalajednoznacznie
poznana, tzn. nie wiadomo, w jakiej kolejnosci przenos$niki te transportujg elektrony.
Elektrony przeniesione przez FA i FB przejmuje centrum zelazowo-siarkowe (2Fe
—2S) zwigzane z ferredoksyna, biatkiem operujacym w stromie chloroplastu, nie
zaliczanym juz do skiadnikéw PS I. Zredukowana ferredoksyng stanowi substrat
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dla redukcji NADP+ do NADPH; te przebiegajagca w stromie reakcje katalizuje
reduktaza ferredoksyna:NADP+ (FNR).

Juz w latach osiemdziesigtych udowodniono, ze P700 oraz przenos$niki A0, Aj
i Fx sg zwigzane z heterodimerem biatek PsaA/PsaB [12]. Na podstawie dtugosci
sklonowanych sekwencji kodujacych masy czgsteczkowe PsaA i PsaB szacuje sie
na 82-84 kDa, jakkolwiek podczas elektroforezy denaturujgcej wspomniane biatka
migruja tak, jakby ich masa czasteczkowa wynosita 65-70 kDa [22,39]. Badania
rentgenostrukturalne pozwolity na ustalenie, ze kazde z biatek heterodimeru zawiera
11 transmembranowych a-helis, dwie helisy zanurzone powierzchniowo w dwu-
warstwie lipidowej btony tylakoidowej oraz krotkie, hydrofilne petle penetrujace
Swiatto tylakoidu lub strome [31]. Miejsce ligacji P700 pozostaje niezidentyfikowane,
jednak uwaza sie za wysoce prawdopodobne, ze centrum fotochemiczne PS | jest
zwigzane przez dwie reszty histydyny pochodzgce z transmembranowych a-helis
(jedna reszta histydynowa ma naleze¢ do PsaA, druga do PsaB [4]). Sadzi sie,
ze takze AOjest wiazany przez aminokwasy nalezgce do transmembranowych a-helis
PsaA/PsaB, ale doktadne miejsce wigzania wcigz pozostaje w sferze hipotez. Fx
jest zasocjowane z heterodimerem PsaA/PsaB przez domene uformowang w prze-
strzeni przez dwie dwunastoaminokwasowe sekwencje nalezgce do hydrofilnych
petli PsaA i PsaB. Wydaje sie, ze Fx oddziatuje z czterema resztami cysteinowymi
wspomnianych sekwencji [44]. Rowniez FA i FBoddziatujg bezpo$rednio z resztami
cysteinowymi, jednak reszty te stanowig element struktury innego biatka PS I-
PsaC (8-9 kDa) [25, 36]. W odrdznieniu od PsaA/PsaB biatko PsaC nie zawiera
odcinkéw hydrofobowych, uwaza sie, ze jest zlokalizowane w stromie pozostajac
zwigzane peryferycznie z btong tylakoidowg [49].

Inaczej niz w przypadku liniowego transportu elektronéw, szlak cykliczny ich
wedréwki nie zostat dotad jednoznacznie ustalony, wiadomo natomiast na pewno,
ze waznym jego elementem jest przechwycenie czesci elektronéw ze zredukowanej
ferredoksyny przez kompleks cytochromowy b6/f, transportujacy je z powrotem
w Kierunku ferredoksyny przez plastocyjanine i PS I. Odcinek plastocyjanina :
PS | przebiega prawdopodobnie tak samo, jak to ma miejsce w trakcie liniowego
transportu elektrondw. Wielu badaczy sadzi, ze cykliczna wedréwka elektronow
wokot PS | jest mechanizmem pozwalajagcym utrzymaé wysoki gradient protonéw
w poprzek btony tylakoidowej w warunkach zagrozenia fotoinhinbicja, co jest oko-
licznosScia sprzyjajaca rozproszeniu nadmiaru energii wzbudzenia elektronowego
przez dezaktywacje termiczng [16].

Poza biatkami Psa A-C wigzacymi przenosniki bezposrednio zaangazowane w
liniowy transport elektronéw w sktad rdzenia PS | wchodzi jeszcze 11 (u cyja-
nobakterii 8) innych biatek [4,22,40], okre$lanych jako Psa D-Psa N (u cyjanobakterii
nie stwierdzono obecnosci Psa G, H i N). Niektorym sposréd tych biatek przypisuje
sie pewne funkcje strukturalne, funkcja innych pozostaje nieznana. Tabela 1 pre-
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TABELA 1. Zestawienie nazewnictwa, lokalizacji i funkcji biatek rdzenia PS |

Biatko Gen Lokalizacja Funkcja

rdzenia kodujacy

PSI

Psa A, PsaB PsaA, Psa B Integralne biatko btony tylakoidowej Wewnetrzna antena energetycz-

na, rozdziat tadunku i jego sta-
bilizacja, fotoprotekcja(?), trans-
port elektronéw od P700 do Fx

Psa C Psa C Peryferyczne biatko btony tylakoi- Transport elektronéw od Fx do
dowej (zwigzane z btong od strony ferredoksyny
stromy)

Psa D Psa D Peryferyczne biatko btony tylakoi- Wigzanie ferredoksyny i Psa C
dowej (zwigzane z btong od strony
stromy)

Psa E Psa E Peryferyczne biatko btony tylakoi- Wigzanie ferredoksyny, FNR,
dowej (zwigzane z btong od strony Psa C i Psa D, udziat w cykli-
stromy) cznym transporcie elektronéw

Psa F Psa F Integralne biatko btony tylakoidowej Wigzanie plastocyjaniny, od-

dziatywanie z Psa J, wigzanie
LHC 1 (?)

Psa G Psa G Integralne biatko btony tylakoidowej Wigzanie LHC 1 (?)

Psa H Psa H Peryferyczne biatko btony tylakoi- Wigzanie LHC 1 (?)
dowej (zwigzane z btong od strony
stromy)

Psa | Psa 1 Integralne biatko btony tylakoidowej Oddziatywanie z Psa L

Psa J Psa J Integralne biatko btony tylakoidowej Oddziatywanie z Psa F

Psa K Psa K Integralne biatko btony tylakoidowej Nieznana

Psa L Psa L Integralne biatko btony tylakoidowej Trimeryzacja PS | (tylko u cyja-

nobakterii, u glonéw i rosin wy-
zszych funkcja nieznana)

Psa M Psa M Integralne biatko btony tylakoidowej Udziat w cyklicznym transpo-

rcie elektronow

Psa N Psa N Peryferyczne biatko btony tylakoi- Nieznana

dowej (zwigzane z btong od strony
Swiatta tylakoidu)

zentuje aktualny stan pogladéw na funkcje biatek Psa A-N oraz ich lokalizacje
wewnatrz chloroplastu.

Energia niezbedna do transportu elektronéw po akceptorowej stronie PS I jest
dostarczana do P700 jako energia wzbudzenia elektronowego przez wewnetrzne
oraz peryferyczne anteny energetyczne. Antenami wewnetrznymi sa kompleksy
barwnikowo-biatkowe, jakie z chlorofilem a oraz (3-karotenem tworzy heterodimer
Psa A/Psa B oraz, by¢ moze, Psa F. Dane spektroskopowe i biochemiczne wskazuja,
ze Psa A i Psa B wigzg razem 97 czasteczek chlorofilu a [8] oraz 10-20 czasteczek
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(3-karotenu [11, 40], jednak na sporzadzonym z rozdzielczoscig 0,4 nm modelu
rdzenia PS | Synechococcus elongatus zidentyfikowano pozycje tylko 71 czasteczek
barwnikow, wytacznie chlorofilu a [31]. Autorzy modelu przypuszczaja, ze pozostate
czasteczki chlorofilu a oraz cata pula [3-karotenu sg zlokalizowane w czesci rdzenia
charakteryzujacej sie mato uporzadkowang strukturg, nie pozwalajacg sie analizowaé
na aktualnie osiagalnym poziomie zdolnosci rozdzielczej badan krystalograficznych.
Niektdrzy badacze sadza, ze niewielkg ilo$¢ chlorofilu a moze takze wigzaé¢ po-
jedynczg transmembranowg a-helisg biatko Psa F cyjanobakterii [4]. Chlorofil a
zwigzany z heterodimerem Psa A/Psa B i (by¢ moze) biatkiem Psa F peini, jak
sie sadzi, wylacznie funkcje antenowe. Czes$¢ tych czasteczek ma maksimum ab-
sorpcji przesuniete nietypowo daleko w strone czerwieni (710-740 nm). Niektdrzy
autorzy wyrazali przed kilkoma laty poglad, ze moga one odgrywac specjalng role
W procesie przenoszenia energii wzbudzenia elektronowego [46], ale analiza widma
czynnosciowego fotooksydacji P700 nie pozwolita na wykrycie zadnych réznic
wydajnosci przenoszenia energii w kierunku P700 miedzy chlorofilami absorbuja-
cymi w przedziale 710-740 nm a ,normalnymi” czasteczkami chlorofilu a we-
netrznych anten PS | [43]. Ostatnio Koehne i Trissl [30] zasugerowali, ze czgsteczki
chlorofilu 0 maksimum absorpcji przesunietym powyzej 700 nm funkcjonujg jako
element zwiekszajacy ,,przekréj optyczny” PS I ucyjanobakterii bytujacych w wodzie
w gestych skupieniach (np. Spirulina platensis). Do komorek takich cyjanobakterii
dociera Swiatto wzbogacone na skutek filtracji spektralnej w dtugosci przekraczajace
700 nm. (3-karoten zasocjowany z Psa A/Psa B realizuje wiecej zadan niz chlorofil
a, udowodniono, ze poza zbieraniem S$wiatla jest zaangazowany w fotoprotekcje,
zmiatanie tlenu singletowego oraz stabilizacje struktury PS | [10].

W przypadku cyjanobakterii rdzern PS 1 jest pojeciem tozsamym z pojeciem
»,holokompleks PS 1”, poniewaz u organizmoéw tych PS |, w odréznieniu od glonéw
i roslin wyzszych, nie ma peryferycznych anten energetycznych. Rdzen PS | cyja-
nobakterii przyjmuje in situ organizacje trimeryczng, na co zgodnie wskazujg wyniki
badan elektronomikroskopowych [2] i rentgenostrukturalnych [31, 42]. Pojedynczy
monomer (9 x 13 nm) skiada sie z domeny ,katalitycznej” i niewielkiej domeny
»taczacej”, ktora spaja monomery w strukture trimeryczng. Nieobecnos$¢ trimery-
cznych czastek PS | u mutantéw Synechocystis sp. pozbawionych Psa | i Psa L
wskazuje, ze witasnie te biatka stanowig domene ,taczaca” [4]. Trimeryczng czastka
rdzenia PS | cyjanobakterii ma ksztatt dyskoidalny; cze$¢ zwrdcona w strone stromy
zawiera wyrazne zagiebienie z tkwigcymi w nim czasteczkami Psa D i Psa E [31].
Topologia rdzenia PS | glonéw i rodlin wyzszych jest poznana gorzej niz u cyja-
nobakterii, wydaje sie jednak rzecza pewng, ze ro$linne czastki PS | przyjmuja
in vivo forme monomeryczng. Ostatnio [26, 27] opublikowano wyniki badan ele-
ktronomikroskopowych nad preparatami wzbogaconymi w btony tylakoidowe gran
szpinaku, w ktérych PS | identyfikowano technikg immunogold. Ustalono, ze mo-
nomer PS | szpinakujest nieco wiekszy (10x16 nm) nizmonomer PS | cyjanobakterii;
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réznica ta moze by¢ po prostu odzwierciedleniem faktu, ze w opisywanych badaniach
[26, 27] obserwowano czgstki PS | zawierajgce poza rdzeniem takze pierscien
peryferycznych anten energetycznych (LHC 1), nieobecny u cyjanobakterii.

ORGANIZACJA STRUKTURALNA | WEASCIWOSCI
FUNKCJONALNE PERYFERYCZNYCH ANTEN
ENERGETYCZNYCH PS | (LHC 1)

Przez wiele lat sadzono, ze PS I roslin wyzszych i glondw nie ma specyficznych
peryferycznych anten energetycznych, wspotpracujac, podobnie jak PS II, z LHCII.
Dopiero w kilkanascie lat po odkryciu LHCII opisano peryferyczng antene PS I,
nazwang LHC | [15]. Fakt, ze na odkrycie LHC 1| trzeba byto czekaé¢ tak dtugo,
wynikat z dwoéch podstawowych okolicznosci:

1) LHC 1 jest strukturg nadzwyczaj labilng i czesto dysocjuje na komponente
barwnikowg i polipeptydowg juz podczas preparatyki PS I,

2) nawet najczystsze preparaty PS | zawierajg duze ilosci LHC Il (bedzie o
tym mowa w dalszej czesci niniejszego podrozdziatu).

Juz na wczesnych etapach badan nad LHC | opanowano umiejetnos¢ jego fra-
kcjonowania na dwa subkompleksy, anteny energetyczne nazwane LHC 1-730 i
LHC 1-680, sedymentujgce w toku ultrawirowania LHC | w gradiencie gestosci
sacharozy z niejednakowg, cho¢ bardzo podobng szybkos$cig [33]. Nazwy:
LHC 1-730 i LHC 1-680 nawiazujg do wyrazonej w nm dtugosci fali, na ktorg
przypada niskotemperaturowe (77 K) maksimum emisji fluorescencji subkomple-
kséw. LHC 1-680 mozna rozdziela¢ za pomoca tagodnie denaturujagcych technik
elektroforetycznych na dwie frakcje, nazwane LHC 1-680A i LHC 1-680B [29].
W sktad poszczegdlinych subkompleksdw wchodzg nastepujace polipeptydy: LHC
1-730 - Lhca 1i Lhca 4; LHC 1-680A - Lhca 3; LHC 1-680B - Lhca 2 [29].
Mase czgsteczkowg polipeptydow Lhca 1-4 ustalono jak dotad dla zaledwie kilku
gatunkoéw ro$linnych, w tym jeczmienia [29], szpinaku [45] i goZdzika [Sokotowska
i Jackowski, dane niepublikowane]; najczesciej podawane liczby to, odpowiednio,
21, 23, 25 i 22 kDa. Lhca 1-4 s kodowane przez geny, odpowiednio, Lhca 1-4
[23] nalezace do super-rodziny Lhc, do ktorej nalezg tez geny kodujace polipeptydy
peryferycznych anten energetycznych PS Il (Lhch 1-6), ELIP, psbS oraz niedawno
odkryte geny ulegajace wzmocnionej ekspresji w warunkach kontaktu aparatu foto-
syntetycznego ze Swiattem o wysokim natezeniu [21]. Wszystkie geny nalezgce
do wspomnianej super-rodziny cechuje pewien stopied homologii, w przypadku
niektérych par bardzo wysoki. Homologia dotyczy takze struktury produktéw biat-
kowych Lhc. Z wczedniejszych badan rentgenostrukturalnych prowadzonych na
polipeptydach Kkilku rodzin niespokrewnionych z Lhc jasno wynika, ze polipeptydy
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okreslonych rodzin przyjmujg konformacje identyczng, jesli stopien podobiefAstwa
ich sekwencji aminokwasowej jest odpowiednio wysoki. Oznacza to, ze polipeptydy
super-rodziny Lhc powinny mie¢ te samg strukture drugorzedowq i trzeciorzedowa.
Kilka lat temu poznano z atomowg doktadnoscig strukture drugo- i trzeciorzedowa
jednego z polipeptydéw Lhc - Lhcbhb 1 (zdolno$¢ rozdzielcza mapy atomowej -
0,34 nm) [32]. Przyjmuje sig, ze struktura tajest taka sama dla wszystkich pozostatych
Lhc. Pojedyncza czgsteczka Lhchb 1- a zatem i innych Lhcb oraz Lhca - przenika
btone tylakoidowg trzema a-helikalnymi odcinkami oznaczonymi jako B, C i A.
Ustalono, ze a-helisy B i A sg nachylone pod katem 30° wzgledem normalnej
do ptaszczyzny bitony tylakoidowej i pozostajg ze sobg w kontakcie dzieki od-
dziatywaniom dwoch par Arg - Glu. Odcinki Lhcb 1nie bedgce transmembranowymi
oc-helisami majg charakter hydrofilny i penetrujg strome lub $wiatto tylakoidu
w taki spos6b, ze N-koniec jest zanurzony w stromie, a C-koniec w Swietle tylakoidu
[32]. Daleko idace podobieAstwo czy wrecz identyczno$¢ struktury drugo- i trze-
ciorzedowej Lhca i Lhch nie musi oznaczac¢ identycznosci garnituru barwnikéw
zasocjowanych z tymi polipeptydami - ws$réd Lhcb réznice dotyczg ilosciowego
sktadu obu chlorofili i ksantofili, jak réwniez stosunku stechiometrycznego barw-
niki:biatko [13]. Wiedza na temat kompozycji barwnikéw wigzgcych sie z Lhca
jest dos¢ skapa, a nieliczne dane przytaczane przez poszczeg6lnych autoréw po-
zostajg ze sobg w sprzecznosci, np. stosunek ilosciowy chlorofil a/chlorofil b dla
LHC 1-680 miesci sie w przedziale 1,4-3,1, a dla LHC 1-730 w przedziale 2,3-3,2
[13]. Opierajac sie nadanych posrednich zasugerowano [34], ze pojedynczy monomer
Lhca moze wigzaé 10 czasteczek chlorofilu a, 4 chlorofilu b, 2 (3-karotenu, 2
luteiny i 1 wiolaksantyny. Uzywajac monospecyficznych przeciwciat w preparatach
LHC | wykryto takze neoksantyne [35], nie mozna byto jednak okresli¢ jej relacji
ilosciowych wobec innych barwnikéw i czesci polipeptydowe;j.

Przedmiotem zywego zainteresowania szeregu laboratoridw jest kwestia stanu
oligomerycznego LHC 1-680 i LHC 1-730. Jeszcze kilka lat temu dominowat poglad,
ze podobienAstwo struktury pierwszorzedowej Lhca i Lhch determinuje nie tylko
podobienAstwo struktur wyzszego rzedu tych grup polipeptydéw, ale takze stanu
oligomerycznego subkomplekséw LHC 1i LHC Il in vivo -czastka LHC | miataby
w mysl tych pogladéw chrakter trimeryczny, taki bowiem stan cechuje LHC I
in vivo [32]. Wyniki badarn Kkilku ostatnich lat faworyzujg jednak koncepcje di-
merycznej organizacji subkomplekséw LHC 1. Najbardziej przekonujgce sg w tym
kontekscie prace nad rekonstytucjg LHC 1 in vitro w mieszaninie zawierajgcej
oczyszczone Lhca 1, 4 oraz wszystkie barwniki bton tylakoidowych. W warunkach
sprzyjajacych rekonstytucji dochodzi do uformowania czgstek nieodr6znialnych spe-
ktroskopowo (widma dichroizmu kotowego, niskotemperaturowe widma emisji i
wzbudzenia fluorescencji) od natywnego LHC 1-730, zawierajagce obydwa obecne
w mieszaninie biatka - Lhca 1i4. Rekonstytuowane czastki sedementujg w trakcie
ultrawirowania w gradiencie gestoSci sacharozy z predkoscig, jakiej nalezatoby sie
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spodziewa¢ po strukturze dimerycznej [41]. Rowniez natywne LHC | zachowuja
sie - w trakcie elektroforezy - raczej jak czastki o charakterze dimerycznym, a
nie trimerycznym [7]. Nieco mniej przekonujagcym, cho¢ bardzo czesto cytowanym
potwierdzeniem idei dimerycznej natury subkomplekséw LHC | sg wyniki prac
nad sondowaniem organizacji strukturalnej PS | za pomocg techniki sieciowania
(cross-linking) [22]. Analiza immunologiczna produktéw sieciowania PSI pozwolita
na identyfikacje polipeptydow, ktére zostaty sprzegniete przez czynnik sieciujacy
(cross-linker), a wiec sgsiadujgce ze sobg w strukturze PS I. Ustalono, ze czynnik
sieciujgcy najwydajniej sprzegat pary, a nie trojki biatek Lhca, np. Lhca 1 i 4.
Oznacza to, zdaniem autoréw, ze zidentyfikowane immunologicznie biatka tworza
in vivo pary, tzn. struktury dimeryczne. Wnioski te nie sgjednak w petni przekonujace,
poniewaz identyfikacja biatek sprzegnietych przez czynnik sieciujgcy nie jest jed-
noznaczna, a wsérdd produktoéw sprzegania stwierdzono, powstajgce co prawda z
niewielkg wydajnos$cia, takze trimery, np. Lhca 1+ 2 + 3 czy Lhca 33.

Wydaje sie, ze istotny postep w ustalaniu organizacji strukturalnej - w tym
stanu oligomerycznego - subkomplekséw LHC | moga przynie$¢ badania z za-
stosowaniem niedenaturujgcego ogniskowania izoelektrycznego, techniki, ktéra udo-
wodnita swojg przydatno$é¢ w badaniach nad organizacjg strukturalng anten
energetycznych PS Il [18, 19]. Wstepne doswiadczenia [Sokotowska i Jackowski,
dane niepublikowane] sugerujg, ze modyfikujagc dotychczas stosowane warianty
tej techniki mozna rozdzielaé subkompleksy LHC | bardziej precyzyjnie niz to
byto mozliwe do tej pory poddajagc LHC 1 ultrawirowaniu w gradiencie gestosci
sacharozy (LHC 1-730 i LHC 1-680 sedymentuja w takich do$wiadczeniach z tak
podobng predkoscia, ze ich preparaty sq zawsze sobg nawzajem zanieczyszczone).
Rysunek 1 przedstawia model organizacji strukturalnej czastki PS | uwazany za
najbardziej prawdopodobny w Swietle dostepnych do potowy 1999 r. wynikéw
badari nad uktadem przestrzennym i stechiometrig poszczeg6lnych podjednostek
rdzenia i peryferycznych anten energetycznych.

Niezaleznie od tego, czy przyszte badania jednoznacznie potwierdzg di- czy
trimeryczng nature subkomplekséw LHC 1 in vivo, dzi$ juz wiadomo, ze oligome-
ryczna forma LHC 1 ksztattuje sie po ok. kilku godzinach od momentu rozpoczecia
zazieleniania sie siewek. LHC | pochodzacy z siewek reprezentujagcych wczesniejsze
fazy zazieleniania sie zachowuje sie podczas elektroforezy jak struktura mono-
meryczna [17].

Liczni badacze starali sie ustali¢ pochodzenie wierzchotkow emisji fluorescencji
przy 680 i 730 nm w stosownych subkompleksach LHC |. Szereg interesujgcych
danych na ten temat uzyskano przez frakcjonowanie PS | za pomocg perfuzyjnej
chromatografii anionowej na kilka frakcji zawierajacych r6zne kombinacje Lhca
1-4 oraz analizy niskotemperaturowych widm emisji i wzbudzenia emisji fluore-
scencji tych frakcji [45]. Dowiedziono w ten sposéb, ze fluorescencje z maksimum
przy 680 nm emitujg czasteczki chromoforéw zwigzane zaréwno z Lhca 2, jak
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i Lhca 3, natomiast wytgcz-
nym Zrodtem emisji 730 nm
sg czasteczki zasocjowane z
Lhca 4. Stwierdzono ponadto,
ze chromofory zwigzane z
Lhca 2 i Lhca 3 i emitujgce
fluorescencje przy 680 nm sg
preferencyjnie wzbudzane
przez pule czasteczek chloro-
filu a i karotenoidéw, za$
chromofory zwigzane z Lhca
4 emitujg fluorescencje 730
nm bedac preferencyjnie
wzbudzane przez chlorofil a.
Usadowienie chromoforéw
odpowiedzialnych za emisje
730 nm na Lhca 4 potwier-
dzajg takze wyniki analizy
spektroskopowej lisci serii
mutantéw Arabidopsis thalia-
na, u ktérych w zréznicowa-
nym stopniu ograniczono
ekspresje Lhca 4 uzywajac te-
chnologii antysensownej [50].
Stopient inhibicji akumulacji
Lhca 4 u mutantéw bardzo
RYSUNEK 1. Schemat organizacji strukturalnej PSI glonéw i dobrze korelowal z ostabia-
roslin vyyzszych (wg [22_], zmienione), na rysunku nie zaznaczo-  piem emisji fluorescencji przy
no podjednostek PsaM i PsaN . . R
730 nm 1 przemieszczaniem
sie dtugofalowego wierzchot-
ka na widmie emisyjnym w Kkierunku 720 nm (maksimum emisji rdzenia PS 1I).
Mimo, wydawatoby sie, przekonujacych przestanek dla przyjecia pogladu o roli
chromoforéw zwigzanych z Lhca 4 jako zrédta emisji fluorescencji 730 nm, nie
wszyscy badacze poglad ten przyjmuja. W ostatnich miesigcach opublikowano wyniki
doswiadczen [28] polegajacych na analizie widm fluorescencji catych lisci kilku
mutantéw jeczmienia niezdolnych do akumulacji normalnych ilosci Lhca 1 i/lub
Lhca 4 w zwigzku z obnizong zdolno$cig do syntezy chlorofilu b. Zasugerowano,
ze fluorescencje z maksimum przy 730 nm emitujg chromofory Lhca 1, podczas
gdy czasteczki chromoforéw Lhca 4 miatyby by¢ tozsame z chromoforami odpo-
wiedzialnymi za niedawno odkryte maksimum emisji fluorescencji PS | przy 742
nm [6, 37]. Co ciekawe, autorzy opisywanych eksperymentéw zauwazyli, ze osta-



FOTOSYSTEM | 147

bienie - nawet bardzo znaczne - akumulacji Lhca 4 nie powoduje destabilizacji
Lhca 1, co oznacza, ze sktadniki LHC 1-730 moga gromadzi¢ sie w btonach ty-
lakoidowych niezaleznie od siebie. Wniosek ten znajduje potwierdzenie w fakcie
istnienia wielu innych naturalnych mutantéw jeczmienia, nalezgcych do serii chlorina
f2, ktére akumulujg normalne, tzn. charakterystyczne dla szczepu dzikiego, ilosci
Lhca 1 mimo catkowitego braku immunologicznie identyfikowalnego Lhca 4 [3].
Lhca 4 wydaje sie najbardziej wéréd biatek Lhca wrazliwy na destabilizujagcy wptyw
deficytu chlorofilu b. Wskazuje na to fakt, ze wéréd okoto dwudziestu przebadanych
przez Bossmanna i wsp. [3] mutantéw serii chlorina f2, chlorina a i chlorina b
az 9 miato drastycznie obnizony poziom Lhca 4, podczas gdy Lhca 1-3 u wiekszosci
mutantéw gromadzity sie w normalnych ilosciach, pozostajac stabilne mimo braku
chlorofilu b.

LHC I funkcjonuje wytgcznie jako peryferyczna antena energetyczna PS I. Za-
stosowanie technik femtosekundowej spektroskopii absorpcyjnej pozwolito na wy-
kazanie, ze czas transferu energii wzbudzenia elektronowego miedzy indy-
widualnymi czgsteczkami chlorofilu LHC | wynosi 200-400 fs [39] jest wiec bardzo
podobny do analogicznego czasu oznaczanego dla czgsteczek chlorofilu LHC Il
[38].

HETEROGENICZNOSC STRUKTURALNA PS |

Od bez mata dziesieciu lat wiadomo, ze PS | jest strukturg heterogeniczna.
Czastki PS I sg zroznicowane zaréwno co do wielko$ci zespotu anten energetycznych,
jak i rozmieszczenia w obrebie systemu bton tylakoidowych [24]. W btonach ty-
lakoidowych stromy znajdujg sie czastki tzw. PS 13 (65% populacji czastek PS
1), a w btonach tylakoidowych gran czastki PS la (35% populacji). Zdecydowana
wiekszo$¢ czastek PS la jest zlokalizowana w btonach brzegéw gran, a niewielkie
ilosci PS la znaleziono takze w btonach zespolonych gran. Ustalono, ze wielko$¢
zespotu anten energetycznych PS la przekracza o 40% analogiczng warto$é dla
PS 1(3 Rdznica dotyczy peryferycznych anten i polega na tym, ze czastki PS la
pozostajg stale zwigzane (niezaleznie od LHC I) z trzema trimerami LHC 1, podczas
gdy pojedyncza czastka PS 13 wiagze najprawdopodobniej tylko jeden trimer LHC
Il [24]. Udowodniono, ze PS 13 ma petny zestaw Lhca (po dwie czasteczki Lhca
1-4 w przeliczeniu na pojedyncza czastke PS I), natomiast PS la zwigzana jest
z dwukrotnie mniejsza iloscig kopii Lhca 4, za$ Lhca 1 nie zawiera ich wcale.
Mimo posiadania zredukowanej populacji czasteczek Lhca 1 i 4 czastki PS la
charakteryzujg sie wiekszym zespotem anten energetycznych niz PS 1(3 poniewaz
pozostajg zasocjowane z trzykrotnie wiekszg iloscig trimeréw LHC 11 [24]. Wielko$¢é
zespotu anten energetycznych dla PS la i PS 13szacuje sie odpowiednio na 280-290
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czasteczek chlorofilu a + b/ P700 i 200 czasteczek chlorofilu a + b/ P700 [47,
48]. W bionach tylakoidowych stromy stwierdza sie obecnos$¢ czastek PS ly, cat-
kowicie pozbawionych peryferycznych anten energetycznych. Sadzi sie, ze sg to
wczesne stadia biogenezy PS | [24].

PS la wspotpracuje z PS Ha i kompleksem cytochromowym b6/f w zakresie
liniowego transportu elektronéw, natomiast PS 13 najprawdopodobniej jest zaan-
gazowany wylacznie w cykliczng wedrowke elektronéw [1].
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Whnioski: 2 zdania Conclusions:
Stowa kluczowe: do 8 stow Key words:

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 adresdéw e-mail, o ile je maja.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 1997 r.

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

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

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 15 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 lat
(natomiast wczes'niejsze prace moga by¢ pracami przegladowymi);

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

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

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwdéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie. Ostateczna wersja tekstu i rysunki
(wskazowki 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 ie-mail, tytut pracy wjezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu,
liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i
angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora
prowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona
powinna zawiera¢ wjezyku polskim iangielskim streszczenie (do 1str.) oraz stowa kluczowe-3 do 10 stéw zgodnych
z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sg tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna
stosowac jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie
nie zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rysunkéw, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich lokalizacje (np.
tab. 1, rys. 1litp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz podrozdziaty.
Od nowej strony nalezy podac spis literatury. Skréty nazw czasopism podawac nalezy wedtug Index Medicus (listy
czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w teks$cie nastepuje przez podanie
kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury nalezy zestawi¢
alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

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

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

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw 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 opublikowang pracg oraz moga
zaméwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte. Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imig, adres, fax), ktére bytyby
odpowiednimi recenzentami maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktérej pracuje autor, ani jego
wspoétpracownikami. Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwrdcic¢ 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 o dolgczenie do maszynopisu tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Treé¢ pracy nie byta uprzednio publikowana nie zostata
tabel irycin. tak nie wystana do innej redakcji [ ] tak me
Wszyscy Autorzy znaja i akceptujg prace. tak nie Dotaczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda 0s6b, ktérych informacije niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie
kowane sg zamieszczone w tek$cie artykutu tak nie Odpowiadam za calo$¢ pracy opisanej w zat. maszyn. tak nie

Wyrazam zaode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w “Postepach Biologii Komérki" przechodzi na wtasnos¢ redakcji ijego reprodukcja
wymaga zgody redakcji. wszystkich autoréw
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