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W tym zeszycie Postepow Biologii Komorki

Selektywna eliminacja komorek jest warunkiem prawidtowego przebie-
gu rozwoju rosliny, podobnie jak i zwierzecia. Niektére przejawy apo-
ptozy opisane u zwierzat zaobserwowano takze podczas degradaciji
komérek i tkanek roslinnych. Mimo podobienstw w przebiegu tych
procesow postuluje sie, ze apoptoza nie jest forma Smierci komoérek
roslinnych, a pojawiajgce sie wowczas zmiany okres$la sie jako apopto-
sis-like (patrz strona 317).

Lipoksyny (LXs) tworzg wraz z innymi metabolitami kwasu arachidono-
wego duzg grupe autakoidow zwanych tgcznie eikozanoidami. Biosyn-
teze oraz wilasciwosci immunomodulacyjne lipoksyn opisano na stronie
335.

Prawidtowe funkcjonowanie komorki zalezy od sprawnej wymiany bia-
tek i RNA pomiedzy cytoplazma i jgdrem komorkowym. Transport ten
jest selektywny i odbywa sie poprzez ztozone struktury biatkowe, jakimi
sg jadrowe kompleksy porowe. Wiecej informacji na ten temat mozna
znalez¢ na stronie 373.

Wplyw TNF, czynnika martwicy nowotworu, na tozysko naczyniowe
nowotworéw omoéwiono na stronie 351. TNF mimo swej toksycznosci
znajduje zastosowanie w terapii nowotworow. W artykule przedstawio-
no gtbwne mechanizmy modulujacego dziatania TNF na wzrost nowo-
tworu.
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CANCER AND CELL CYCLE

Jacek Z. KUBIAK

CNRS UMR 6061, Université Rennes,
Biologie et Génétique du Développement Faculté de Médecine,
2 av Prof. Leon Bernard, CS 34317 35043 Rennes cedex, Francja

Streszczenie: W styczniu 2001 odbyta sie w szwajcarskiej Lozannie konferencja naukowa zatytutowana
"Rak i cykl komérkowy" - "Cancer & Cell Cycle" zorganizowana przez ISREC (Szwajcarski Instytut
Badar Eksperymenatinych nad Rakiem). Ten artykut przedstawia najciekawsze, zdaniem autora, donie-
sienia z tej konferencji. Dotycza one nie tylko samej kontroli cyklu komdérkowego, waznego aspektu
kontroli procesu nowotworzenia, ale réwniez najnowszych osiggnie¢ w dziedzinie walki z rakiem.
(Postepy Biologii Komoérki 2001; 28: 297-307)

Summary:InJanuary 2001, aconference organized by ISREC (Swiss Institute for Experimental Research
on Cancer) entitled "Cancer & Cell Cycle" took place in Lausanne in Swiss. This article renders account
of the most interesting, from my point of view, presentations from this conference. They concern not
only the cell cycle aspects of the cancerogenesis, but also the most recent advances in the battle against
cancer.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 297-307)

WSTEP

W styczniu 2001 odbyta sie w szwajcarskiej Lozannie konferencja naukowa
zatytutowana "Rak i cykl komérkowy" - "Cancer & Celi Cycle" zorganizowana
przez ISREC (Szwajcarski Instytut Badan Eksperymentalnych nad Rakiem). Ni-
niejsze sprawozdanie prezentuje najciekawsze zdaniem autora zagadnienia.

Wady w kontroli cyklu komdrkowego sg jedng z najwazniejszych przyczyn
procesu nowotworzenia. Dlatego przywracanie sprawnej kontroli cyklu komaérko-
wego uwazane jest czesto za antidotum na raka. W procesie nowotworzenia biorg
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udziat zardwno bitedy w replikacji DNA, jak brak kontroli typu checkpoint moni-
torujacej prawidtowy przebieg cyklu i pozwalajgcej komdrce na zyskanie czasu
niezbednego do naprawy wadliwego procesu, niesprawna naprawa DNA, lub cat-
kowity jej brak, nieprawidtowa struktura chromatyny interfazowej i chromosomow,
niekontrolowane rozpoczecie podzialu komérkowego (mitotycznego i mejotycz-
nego), wadliwa kontrola rozdzielania chromosomdw podczas mitozy i mejozy, nie-
prawidtowe wyznaczanie ptaszczyzny podzialu komérki i zta koordynacja procesu
cytokinezy. Rak bytby banalng chorobg, gdyby jego przyczyna byta wadg tylko
jednego ze wspomnianych wyzej procesOw. Niestety, przyczyng raka jest zwykle
akumulacja wielu btedéw w funkcjonowaniu komérki. W dodatku komorki, ktore
ulegty transformacji nowotworowej, przemieszczajg si¢ powodujgc przerzuty i in-
dukujg zmiany w organizmie sprzyjajgce rozwojowi guzéw, np. rozrost naczyn
krwiono$nych (neoangiogeneza). Réwniez w tych procesach kontrola cyklu ko-
morkowego odgrywa wazng role. Z tych powodoéw dokiladne poznanie zaréwno
fizjologii, jak i patologii cyklu komorkowego moze przyczynié¢ sie do skutecznej
walki z rakiem.

PROCES NOWOTWORZENIA | TELOMERAZA

Robert Weinberg przedstawit przeglad mechanizméw molekularnych prowadza-
cych do ttransformacji nowotworowej komaorek cztowieka. Rak rozwija sie etapowo.
Wymykajgce sie spod kontroli zmiany w DNA zdrowej do tej pory komoérki powoduja,
ze staje sie ona potencjalnym zrédtem nowotworu. Wzmozona proliferacja komérek
potomnych daje poczatek guzowi. Proces ten zachodzi, gdy komorki przestajg re-
agowac na zewnetrzne bodzce powstrzymujace podziaty komérkowe i uzyskuja
nieSmiertelno$¢. Nastepuje tzw. erozja telomerdw, czyli skracanie do pewnej pro-
gowej dtugosci koncowych sekwencji DNA kazdego chromosomu. Nastepne etapy
rozwoju raka to hyperplazja, czyli rozrost guza, utrata normalnych interakcji komorek
z podtozem dajaca poczatek metastazie i indukcja naczyn krwionos$nych wspo-
magajacych wzrost guza dzieki dostarczaniu mu materiatéw odzywczych.

Wiadomo od dawna, ze do indukcji transformacji nowotworowej w mysich
komdrkach hodowanych in vitro wystarczy eksperymentalna aktywacja dwdéch ge-
néw: LT (ang. large T-antigen) wirusa SV40 i protoonkogenu ras. Ten sam zabieg
nie powoduje jednak transformacji komadrek ludzkich. Grupa Weinberga wykryta
w roku 1999, ze w ludzkich komadrkach proces ten wymaga dodatkowo aktywacji
genu telomerazy [3]. W ten sposOb wykazano badzo istotng r6znice pomiedzy ko-
maérkami myszy i ludzi: te ostatnie maja wyjagtkowo niska aktywno$¢ telomerazy.
Podwyzszona aktywno$é tego enzymu powoduje, ze komérki mogag odtwarzaé po
kazdym podziale komoérkowym telomery - koncéwki nici DNA budujacych chro-
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mosomy. Telomerowe DNA skraca sie po kazdym podziale i w koncu jest tak
krotkie, ze nie spetnia juz swojej roli zabezpieczajgcej koniec chromosomu. Dalsze
podziaty komoérkowe sa niemozliwe i komorka obumiera. Komérki zarodkowe po-
siadajg enzym telomeraze, ktéry pozwala odtwarza¢ telomery po kazdym podziale
komérkowym. Pdzniej w trakcie rozwoju organizmu stopniowo tracg go i woéwczas
komérkom naszego ciata pozostaje ograniczona liczba podziatéw - tylko do czasu
erozji telomeréw. U rdéznych gatunkéw zmniejszenie aktywnosci telomerazy w
trakcie rozwoju organizmu przebiega z rézng szybkos$cig. Miedzy innymi w wyniku
utraty aktywnos$ci telomerazy komorki stajg sie $miertelne. Zabieg wprowadzenia
aktywnej telomerazy do komorek w hodowli in vitro pozwolit wywota¢ w nich
wstepng faze nieSmiertelnosci - uwolnit je od grozby starzenia. Sama aktywnos$¢
telomerazy nie wystarcza jednak do unieSmiertelnienia komérek. Dopiero réwno-
czesna aktywacja telomerazy i wirusowego onkogenu LT pozwolita grupie We-
inberga doprowadzi¢ ludzkie komorki do nieSmiertelnosci.

Wirusowe biatko LT blokuje dziatanie dwoch biatek niezbednych do prawid-
towego namnazania komérek: p53 i pRb. p53 jest gtdwnym supresorem procesu
transformacji nowotworowej i podstawowym czynnikiem kontrolujgcym naprawe
DNA. Bez jego prawidtowego dziatania niemozliwa jest prawidtowa kontrola re-
plikacji DNA. Bezposrednim skutkiem inaktywacji tego biatkajest wiec gromadzenie
sie w DNA komorki mutacji prowadzacych do transformacji nowotworowej. p53
odgrywajeszczejedngbardzo waznafunkcje w komérce. Uaktywniaprocesapoptozy,
czyli programowanej $mierci komarki. Podobne funkcje odgrywa biatko pRb. Mu-
tacja tego biatka (podobna do zablokowania jego aktywnos$ci przez wirusowe biatko
LT) jest przyczyng siatkbwczaka (retinooblastoma) - nowotworu oka u dzieci. Za-
blokowanie dziatania obu biatek kontrolnych: p53 i pRb pozbawia ludzkie komorki
nadzoru i wraz z uaktywnieniem telomerazy doprowadzaje do stanu nieSmiertelnosci.
Wyjasnienie tych proces6w ma kapitalne znaczenie dla poznania mechanizméw
prowadzacych do powstania raka. Poznanie roznie w procesie nowotworzenia w
ludzkich i mysich fibroblastach moze doprowadzi¢ do przetomu w rozumieniu etio-
logii raka.

Weinberg i wspotpracownicy badajg obecnie kilka ludzkich linii komérkowych,
ktore wytamujg sie z opisanego powyzej schematu. Na przyktad, okazuje sie, ze
keratynocyty, w ktédrych wywotano ekspresje ludzkiej telomerazy, zachowuja ciggle
cechy zwyktych keratynocytow.

Szczeg6lng zagadka pozostaje linia komérkowa GM847. Sg to transformowane
przy pomocy wirusa SV40 ludzkie fibroblasty, w ktérych aktywnos$¢ telomerazy
nie jest wysoka, a pomimo to maja charakter komdérek nowotworowych. Komorki
te zachowujg dtugie telomery, nawet gdy ulegng transformacji mutantem telomerazy
0 charakterze znoszacym catkowicie funkcje tego enzymu (tzw. ang. dominant
negative mutant). Obserwacje te sugerujg, ze w komdrkach GM847 istnieje niezalezny
od telomerazy mechanizm zabezpieczajacy chromosomy przed skracaniem telo-



300 J. Z. KUBIAK

merdw podczas podziatéw komdrkowych. Wykrycie tego mechanizmu moze wy-
jasni¢ wiele zagadek dotyczacych procesu powstawania raka.

Robert Weinberg wskazat réwniez na role innego biatka wirusa SV40 w procesie
nowotworzenia. Biatkiem tym jest ST (ang. smali T-antigen). Jednym z enzymow,
ktdrych aktywnos$¢ jest blokowana przez ST, jest fosfataza PP2A - biatko o Kklu-
czowym znaczeniu w kontroli cyklu komérkowego. Zahamowanie funkcji tej fo-
sfatazy moze hamowaé¢ aktywacje kinaz ERK 1 i ERK 2 (ang. Extracellulary
Regulated Kinase) z grupy kinaz MAP (ang. Mitogen Activated Protein kinase)
niezbednych do prawidtowego przekazywania sygnatéw kontrolujgcych podziaty
komadrkowe.

P53 - CEL ANTYRAKOWEJ TERAPII GENOWEJ

Mutacje genu kodujacego biatko p53 sg przyczyng bardzo wielu nowotwordw.
W celu przywrécenia normalnego stanu komérkom rakowym ze zmutowanym genem
kodujacym p53 nalezatoby naprawi¢ w nich ten wtasnie gen. W tym celu wprowadza
sie do komdrek nowotworowych, w ktérych stwierdzono defekt genu kodujacego
p53, niezmutowang forme tego genu. Jego ekspresja przywraca komoérkom naprawcze
funkcje p53, jak i zdolnosé do apoptozy. Jako wektoréw wprowadzajgcych do
komorki zdrowy gen uzywa sie odpowiednio przygotowanych adenowiruséw. Jednak
aby kuracja byta skuteczna, nie wystarczy wprowadzi¢ zdrowy ludzki gen do wirusa.
Trzeba jeszcze skierowaé go wprost do komdrek nowotworowych, tak aby nie
zaszkodzit zdrowym komdérkom organizmu.

Richard Iggo z ISREC w Lozannie, jeden z organizatorow konferencji, uzyt
do tego celu adenowirusa, ktérego pozbawit mozliwosci namnazania sie w komérkach
ludzkich. Pozostawit w nim natomiast nietkniete zdolno$ci przenikania poprzez
btony komodrkowe. Wirusy sg zdolne do atakowania tylko tych komoérek, ktére
znajdg sie w ich bezposrednim sasiedztwie. Dlatego trzeba wstrzykiwacé je wprost
do guzéw nowotworowych. Wirus zaopatrzony w funkcjonalny gen p53 nie mogac
namnaza¢ sie w organizmie ludzkim nie jest w stanie atakowaé¢ oddalonych od
miejsca wstrzykniecia zdrowych komoérek. Zabieg ten wymaga doskonatego roze-
znania w ilosci guzdw w organizmie, co w przypadku przerzutéw nie zawsze jest
tatwe do osiggniecia. Taka eksperymentalna terapia ogranicza sie wiec na razie
tylko do nowotwordw, do ktérych naukowcy majg fatwy dostep, np. nowotworéw
szyi i glowy. Niemniej jednak rezultaty ataku adenowirusa sg spektakularne. Guzy
nowotworowe po prostu zanikajg pod jego wptywem. Pojawiajgce sie w komorkach
nowotworowych wraz z wirusem zdrowe biatko p53 wigcza proces apoptozy i
obumieranie tych komoérek. Richard lggo planuje usprawnienia wirusa, tak aby
namnazat sie wytgcznie w komaérkach rakowych. Taki zabieg pozwolitby na wpro-
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wadzanie go do organizmu chorego poza guzem nowotworowym, np. w postaci
zastrzyku dozylnego, i pozostawiatby samemu wirusowi odnalezienie i zniszczenie
komdrek nowotworowych w organizmie.

Rowniez Franek McCormick, pionier w dziedzinie terapii antyrakowej z uzyciem
wirusow wywotujgcych apoptoze, prowadzi podobne badania. On réwniez uzyskat
spektakularne wyniki w leczeniu nowotwordéw gtowy iszyi uzywajac wirusa ONY X-
015. Jedng z waznych cech wiruséw ONY X jest to, ze namnazajg sie wytgcznie
w komaérkach pozbawionych funkcjonalnej formy biatka p53. Sg wiec one Swietnymi
wektorami do selektywnego wprowadzania niezmutowanego genu p53 do komdrek
rakowych. Badania kliniczne tej grupy badawczej dajg bardzo zachecajace wyniki
w przypadku iniekcji wirusa wprost do guza (rak szyi i gtlowy), jak i po wprowadzaniu
go do organizmu pacjenta przez krwioobieg (rak trzustki i watroby). Kombinacja
terapii wirusem ONY X z chemioterapig lub radioterapig daje jeszcze bardziej za-
checajgce wyniki. Na przykitad zaawansowany rak szyi o $rednicy 4 cm zanika
zupetnie po 22 dniach takiej podwdjnej terapii. McCormick przygotowuje juz nowg
generacje wirusow ONYX. Celem, poza wprowadzeniem do komorek genu ko-
dujacego funkcjonalne biatko p53, jest takze dostarczenie wprost do tych samych
komadrek substancji aktywujacych leki antynowotworowe. Potgczenie terapii genowej
z precyzyjnym wzmocnieniem efektu chemoterapii wytgcznie w komadrkach no-
wotworowych powinno zaowocowaé¢ wyprodukowaniem niezwykle skutecznego le-
ku na raka.

ROLA BIALEK BRCALl i BARD1
W PROCESIE NOWOTWORZENIA

Mutacje w genie BRCAL sa zwigzane z powstawaniem raka piersi i jajnikow
u kobiet [10]. David Livingston przedstawit wyniki badan nad funkcja biatka BRCA1
i pokrewnych biatlek - BARD1 i BACH1. BRCAL jest specyficznym supresorem
procesu nowotworzenia w gruczotach mlekowych ijajnikach kobiet. Biatko BRCA1
bierze udziat w procesach naprawczych DNA zaréwno tzw. ,,naprawie uszkodzen
obu nici” (ang. double strand break repair), jak i w naprawach DNA zwigzanych
z transkrypcyjnymi uszkodzeniami oksydacyjnymi. Grupa Livingstona wykazata
te role genu brcal badajgc myszy pozbawione tego genu. Komérki myszy po-
zbawionych genu brcal wykazuja bardzo wysoka czestotliwos$é aneuploidii i frag-
mentacji chromosomoéw, co sugeruje, ze produkt tego genu zaangazowany jest
réwniez w proces kontroli podziatu komérkowego ,,punkt kontrolny organizatora
wrzeciona mitotycznego” (ang. spindle assembly checkpoint).

Jednym z partneréow BRCAL jest biatko BARD1. Oba biatka tworzg wspolny
kompleks i wykazuja obecno$¢ mutacji w komorkach raka piersi i jajnika. Sg ze
sobg réwniez bardzo blisko spokrewnione ewolucyjnie. Livingston podejrzewa, ze
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BARD moze by¢ ewolucyjnym archetypem BRCA, poniewaz jego homolog zostat
zidentyfikowany w genomie roélin, a nie ma tam obu genéw BRCAL i 2 obecnych
u zwierzat.

Biatka BRCA1l i BARDL1 sg rowniez niezbedne do prawidtowego rozwoju za-
rodkéw Xenopus laevis. Eliminacja zarobwno BRCAL, jak i BARD1 z zarodkow
uzyskana przez wprowadzenie antysensownych oligodezoksyrybonukleotydow w
stosunku do sekwencji ich cDNA wywotuje najczesciej dorsalizacje zarodkow. Zmia-
nom tym towarzyszy wysoka aneuploidia komoérek. Okazuje sie, ze oba biatka
kontrolujg nawzajem swojg transkrypcje lub tez stabilizujg sie nawzajem. Ekspery-
mentalne zwiekszenie iloSci produktu genu brcal powoduje zwiekszenie ilosci pro-
duktu genu bardl i vice versa. Te obserwacje pozwolg zapewne w niedtugim czasie
wyjasni¢ w petni funkcje obu biatek i zrozumieé ich role w procesach wywotujacych
wybidrczo raka piersi i jajnika.

KINAZY REGULUJACE FUNKCJE CENTROSOMOW

Hyperplazja centrosoméw - organelli tworzagcych miedzy innymi bieguny wrze-
ciona podziatlowego, a wiec odpowiedzialnych za podziat komdrki - jest czesto
obserwowang cechg komdrek nowotworowych. Centrosomy sg odpowiedzialne za
proces nukleacji mikrotubul - witékien budujgcych zar6wno wrzeciono podziatowe,
jak i podstawowga sie¢ widkien cytoszkieletu komorki interfazowej. Biorg one
réwniez udziat w reorganizacji mikrotubul w trakcie cyklu komdérkowego, rézni-
cowania komoérek miedzy innymi poprzez regulacje stabilnosci tych wiékien w
komorce. Centrosom tworzy pare centriol otoczong amorficznym, gestym elektro-
nowo materiatem, noszagcym nazwe materiatu pericentriolarnego. Poza zwiekszong
liczba centrosoméw obserwuje sie rowniez zwiekszone rozmiary tych organelli
bedace wynikiem ekspansji wtasnie materiatu pericentriolarnego. Centrosomy sku-
piajg niezwykle wysokg liczbe enzymdéw znanych z waznych funkcji w regulacji
cyklu komdérkowego. Czes$¢ z nich jest specyficzna wiasnie dla tych organelli, inne
za$ wystepuja rdwniez w cytoplazmie czy nukleoplazmie. Wiele z nich jest szcze-
gblnie zageszczona wiasnie w obrebie centrosoméw. Do tej grupy nalezy gtowny
czynnik mitotyczny - MPF (ang. M-phase Promoting Factor), czyli kompleks ho-
mologu kinazy Cdc2 drozdzy z cykling B, jak réwniez inne enzymy z grupy kinaz
zaleznych od cyklin CDK (ang. Cyclin-Dependent Kinase), np. Cdk2/cyklina A
lub E, kinazy z grupy MAP (np. wspomniane juz kinazy ERKI i ERK?2), fosfatazy
z grupy PP2A i PP1l. Ta akumulacja enzymdw regulujacych procesy fosforylacji
i defosforylacji od dawna intryguje biologéw komorki [8]. O szczegdlinej roli kinaz
biatkowych w cyklu przemian centrosomow opowiadat na lozanskiej konferencji
Erich Nigg.

Replikacja centrosomdw jest niezalezna od cyklu replikacyjnego DNA komérki,
lecz jest bardzo $cisle z nim zwigzana. W komérkach ssakéw proces ten jest re-
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gulowany przez kompleks Cdk2/cyklina A. Z niewiadomych przyczyn, u Xenopus
funkcje te petni Cdk2 w kompleksie z cykling E. Mozna wiec wnioskowac, ze
aktywnos¢ kinazy Cdk2 odgrywa tu wazng role, a cyklina zwigzana z tym enzymem
w jaki$ sposéb zmienia jego specyfike, np. decydujac o fosforylacji takiego, a
nie innego substratu. Proces separacji centrosoméw, niezbedny do dostarczenia
kazdego z tych organelli do przysztych biegunéw wrzeciona podziatlowego, wymaga
pracy licznych motorow komérkowych. Zaangazowane sg w ten ruch liczne biatka
z tej grupy: BinC, Cut 7, KLP 61 i Eg5. To ostatnie jest fosforylowane bezposrednio
przez MPF (Cdc2/cyklina B). Dopiero fosforylacja Eg5 przez Cdc2 na poczatku
fazy M pozwala na potaczenie tego biatka-motoru z mikrotubulami, co umozliwia
aktywny transport centrosomow. Eg5 jest rowniez substratem innej kinazy - Eg2
- enzymu z grupy "Aurora-like kinases". Geny kodujace enzymy majg charakter
protoonkogendw i ich ilos¢ czesto wzrasta w komérkach rakowych (np. w raku
piersi). O funkcji tych enzymow w trakcie rozwoju Xenopus laevis donosili na
konferencji rowniez Claude Prigent i Catherine Jessus.

Jedng z kinaz o sprecyzowanej ostatnio przez Ericha Nigga funkcji w cyklu
centrosomalnym jest Nek2. Kinaza ta fosforyluje biatko C-Napl, ktére wchodzi
w sktad wioknistego ,tgcznika” obu centriol w obrebie centrosomu. Fosforylacja
C-Napl przez Nek2 jest niezbedna do eliminacji ,tgcznika” pod koniec interfazy.
Dzieki temu mozliwy jest rozdziat obu centriol. Poniewaz kazda z centriol indukuje
tworzenie centrioli potomnej, zahamowanie funkcji kinazy Nek2, uniemozliwiajace
rozdzielenie centriol-matek, prowadzi do zwielokrotnienia liczby centriol w obrebie
centrosomu. Taki sam efekt wywotuje zwiekszenie ilosci C-Nap 1w komoérce. Wydaje
sie, ze wéwczas endogenna kinaza Nek2 nie jest w stanie ufosforylowa¢ w od-
powiednim momencie zwiekszonej ilosci substratu. Wadliwa regulacja tego typu
fosforylacji (jak i towarzyszacej jej nieodtgcznie reakcji defosforylacji prowadzonej
przez fosfataze PP1) moze odgrywaé podstawowg role zarbwno w procesie hy-
perplazji centrosomow, jak i wtérnie w wywotywaniu aneuploidii w nastepstwie
wadliwych podziatdw komorkowych.

Inna niezwykle interesujaca i istotna kinaza zaangazowana zaréwno w regulacje
cyklu komérkowego, jak i wpisanego wen cyklu przemian centrosomow jest Piki
(ang. Polo-like kinase 1). Enzym ten odgrywa kluczowg role w kontroli przebiegu
cyklu komérkowego. Zaangazowany jest w regulacje wszystkich bez wyjatku faz
podziatu komérki: w dojrzewanie centrosoméw, zaré6wno w aktywacje jak i ina-
ktywacje MPF (to ostatnie dzieki aktywacji systemu degradacji biatek mitotycznych
podczas mitozy i mejozy), jak réwniez w przebieg cytokinezy. Jest tez jednym
z podstawowych enzymoéw specyficznie blokowanych przez system monitorujacy
replikacje inaprawe DNA (tzw. ang. DNA damage checkpoint). Aby wykry¢ substraty
kinazy Piki bezposrednio zaangazowane w poszczeg6lne etapy cyklu centrosomoéw,
ekipa Nigga przeprowadzita spektakularna serie doswiadczen. Dzieki uzyciu metody
two hybrid, w ktérej wykorzystano Piki jako ,,przynete”, zidentyfikowano 25 genéw
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potencjalnych partnerow tej kinazy. Nastepnie uzyskano cDNA tych klondw, a
kazdy z nich ,,zaznaczono” sekwencjg kodujaca fluorescencyjne biatko GFP (ang.
Green Fluorescence Protein). Po transfekcji komérek w hodowli in vitro mozna
byto $ledzi¢ lokalizacje poszczeg6lnych fluoryzujacych biatek syntetyzowanych w
komdrce. W ten sposob uzyskano 4 klony, ktérych biatka lokalizowaty sie na cen-
trosomach. Jedno z nich, nazwane ninein-like protein 1 - Nlpl, jest bardzo podobne
do znanej z lokalizacji w centrosomach nineiny. Dokladniejsza analiza wykazata,
ze Nlpl jest obecne w centrosomach interfazowych, a zanika w fazie M, gdy tworza
sie bieguny wrzeciona. Wykazano nastepnie, ze NIpl powoduje gromadzenie sig
-tubuliny (biatka o podstawowym znaczeniu dla nukleacji mikrotubul) w centro-
somach interfazowych. Tylko N-koricowa cze$¢, w ktorej zlokalizowana jest se-
kwencja aminokwaséw fosforylowana przez Piki, wykazuje te ceche. Ekipa Nigga
wykazata, ze fosforylacja konca N-koricowej czesci Nlpl przez Piki powoduje
zaréwno zanik zdolnosci NlIpl do gromadzenia -tubuliny, jak ijego delokalizacje
z centrosomdw w fazie M. Naukowcy podejrzewajg, ze proces fosforylacji Nlpl
przez Piki prowadzi do zmian niezbednych do nabycia przez centrosom funkcji
mitotycznych. Usuniecie biatka Nlpl jest prawdopodobnie niezbedne do zastgpienia
go przez inne biatko lub biatka, zaangazowane w tworzenie wrzeciona mitotycznego
i jego funkcje. Jednym z kandydatow jest produkt genu Asp, ktérego mutacje po-
wodujg powstawanie wrzecion acentriolarnych (stad nazwa genu Asp - ang. Acen-
triolar spindle). Wyniki te pozwalajg lepiej zrozumieé koordynacje pomiedzy
sktadnikami cyklu komoérkowego: cyklu DNA i cyklu centrosomow.

KOORDYNACJA FUNKCJI
WRZECIONA PODZIALOWEGO | EKSPRESJI GENOW

Liczne biatka zaangazowane w posttranskrypcyjng regulacje ekspresji genow
poprzez regulacje dtugosci taricucha poliadenylowego na koficu 3’ mRNA sg zgro-
madzone we wrzecionie mitotycznym [2]. Jednym z nich jest ,,maskin”, biatko
zaangazowane w maskowanie (stgd nazwa) mRNA kodujacych cykliny mitotyczne.
Taki mechanizm regulacji ekspresji mMRNA jest niezbedny do kontroli przebiegu
cyklow komérkowych zarodka Xenopus laevis. Co wiecej wykazano, ze samo mRNA
cyklin mitotycznych tez jest zgromadzone witasnie we wrzecionie mitotycznym.
W zwigzku z tym podejrzewa sie, ze lokalizacja zar6wno maszynerii zaangazowanej
w regulacje posttranskrypcyjnej ekspresji cyklin, jak i samego mRNA jest niezbedna
do prawidtowej regulacji syntezy tych biatek. Cykliny sg niezbedne witasnie w
obrebie wrzeciona podziatlowego [5]. Wydaje sie wiec, ze ich synteza powinna
odbywac sie wasnie w tym miejscu. Zaktdcenie regulacji tego procesu moze przy-
czynia¢ sie do nieprawidtowej lokalizacji cyklin mitotycznych, a tym samym do
btedéw w samym procesie podziatu komorki. Podejrzewa sie réwniez, ze podobny



RAK 1 CYKL KOMORKOWY 305

mechanizm regulacji posttranskrypcyjnej ekspresji genéw zaangazowany jest w kon-
trole cyklu komérek somatycznych, ajego wadliwa regulacja moze by¢ przyczyng
niektérych typow raka.

W trakcie konferencji Mike Lee przedstawit bardzo interesujgce dane dotyczgace
lokalizacji i funkcji homologu biatka Maskin u Drosophila melanogaster - biatka
0 nazwie TACC3. Biatka z tej rodziny majg specyficzng sekwencje TACC (TACC
box), ktéra data im nazwe. llos¢ biatka TACC3 w komdrce wzrasta wyraznie w
fazie S. Eliminacja genu tacc3 u myszy jest letalna - powoduje zahamowanie
wzrostu, defekty morfologiczne zarodka, zwigekszong apoptoze i szybkg $Smier¢ za-
rodkéw. O wspétpracy TACC z p53 Swiadczy fakt, ze u myszy pozbawionych
genu kodujacego p53 niektére aspekty fenotypu eliminacji TACC3 (miedzy innymi
poziom apoptozy) sao wiele tagodniejsze niz w zarodkach, w ktérych wyeliminowano
tylko gen tacc3. TACC3 lokalizuje sie w centrosomach w trakcie mitozy i TACC-box
jest niezbedny do tej lokalizacji. Jednym z partnerébw TACC3 u D. melanogaster
jest produkt genu msps (Minispindles), ktéry jest biatkiem towarzyszacym mikro-
tubulom (ang. MAP - Microtubule Associated Protein) o nazwie MAP215. To
wiasnie interakcja TACC3 z MAP215 pozwala na lokalizacje kompleksu na mi-
krotubulach biegunéw wrzeciona. Podejrzewa sie, ze TACC3 petni funkcje 13-
cznika” pomiedzy centrosomem iutworzonymi przezen mikrotubulami wtasnie dzigki
interakcji z MAP215. Czy TACC3 peini rownocze$nie te samg funkcje w regulacji
syntezy cyklin mitotycznych, co maskin u Xenopusl Pytanie to pozostaje na razie
bez odpowiedzi. Jesli tak, to moze okazac sie onojednym z podstawowych czynnikow
dla funkcji wrzeciona mitotycznego. Potwierdzenie jego istotnej roli w zyciu komorki
moze sugerowac, ze zaburzenia w funkcjonowaniu TACC3 moga by¢ przyczyng
nie tylko nieograniczonej proliferacji komoérek rakowych, ale takze niesprawnego
systemu regulacji ekspresji genéw w tych komdrkach.

Rowniez komorkowy mechanizm deadenylacji mRNA, tj. procesu odwrotnego
do poliadenylacji, a polegajagcego na skracaniu sekwencji poliadenylowej na koricu
3" mMRNA, moze uczestniczy¢ w regulacji genéw zwigzanych z procesem nowo-
tworzenia. Autor tego sprawozdania (J. Kubiak) przedstawit w Lozannie wyniki
badan jednego z czynnikéw regulujgcych ten proces w oocytach i zarodkach Xenopus
laevis. Czynnik ten o nazwie EDEN-BP (ang. Embryonic Deadenylation ElemeNt-
Binding Protein) podlega regulacji przez fosforylacje i defosforylacje. Kinaza ERK2
zrodziny MAP odgrywa wazng role w tym procesie. Jej inaktywacja po zaptodnieniu
jest niezbedna do aktywacji procesu deadenylacji licznych mRNA kodujgcych geny
regulujace wazne aspekty kontroli cyklu komérkowego (np. c-mos, cdk.2, Eg2 i
Eg5), a wiec do wyciszania ekspresji tych genéw w trakcie wczesnego rozwoju
Xenopus laevis [4, 9]. Nasze wyniki wskazuja, ze proces ten moze byé réwniez
zaangazowany w powstawanie raka piersi. WykazaliSmy bowiem, ze wz6r fosfo-
rylacji czynnika EDEN-BP w niektérych typach raka piersi odpowiada stanowi
aktywnosci kinaz ERK1 i ERK2. Enzymy te sg nieaktywne w samym guzie, podczas
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gdy wykazujg aktywnos$é w sgsiednich tkankach piersi pacjentek. Stan defosforylacji
EDEN-BP zaleznej od obu kinaz moze by¢ zwigzany z podwyzszong aktywnoscig
deadenylacji pewnych typdw mRNA, a wiec potencjalnie ze zmniejszong produkcja
pewnych biatek wiasnie w guzach. Jednym z enzymoéw - kandydatéw do takiej
regulacji jest kinaza Syk [1, 11]. Obserwuje sie bowiem zmniejszenie poziomu
ekspresji tego biatka w komdrkach niektorych typéw raka piersi. W dodatku, pod-
wyzszona ekspresja genu kodujacego kinaze Syk powoduje cofniecie fenotypu ko-
mérek transformowanych in vitro. Dalsze badania potwierdzg, w jakim stopniu
mechanizm kontroli ekspresji tego i innych biatek jest zaangazowany w proces
nowotworzenia.

PODSUMOWANIE

W powyzszym sprawozdaniu skoncentrowatem sie zaledwie na kilku wybranych
aspektach kontroli cyklu komdrkowego w procesach nowotworzenia. Na konferencji
wystuchalismy ponad 60 méwcéw i mogliSmy zapoznac sie z ponad dwiema setkami
doniesien w formie posterdw. Przedstawienie wszystkich z nich w tak krétkim
tekscie byto niemozliwe. Wyborem zaprezentowanych tu zagadnieri kierowaly za-
réwno moje witasne zainteresowania, jak ibliskie perspektywy zastosowan opisanych
wyzej odkry¢ w terapii antyrakowej.

Najwazniejszym Srodkiem walki z rakiem wydaja sie bez watpienia wirusy typu
ONY X. Zastosowanie terapii genowej przy uzyciu ,inteligentnych” wektorow, ktére
namnazajg sie tylko w chorobowo zmienionych komérkach ciata i w dodatku uw-
razliwiajg je na dziatanie chemoterapii i radioteraii, to zapewne bliskajuz przyszto$¢
onkologii poczatkéw XXI wieku.

Druga wazna droga do produkcji lekow antyrakowych to wykorzystanie wiedzy
0 mechanizmach regulujacych cykl komdrkowy poprzez mechanizmy fosforylacji
ldefosforylacji. Kilku méwcow (np. Giulio Draetta) poswiecito swojg uwage wtasnie
metodom badan produktoéw interferujgcych z kinazami cyklu komérkowego. Witasnie
inhibitory kinaz zaréwno naturalne biatka - produkty genéw zaangazowanych w
kontrole cyklu komdrkowego, np. enzymy z grupy inhibitoréw CDK, jak i produkty
syntezy chemicznej wydajg sie szczegdlnie interesujgce w ograniczaniu proliferacji
komorek rakowych. W inhibitorach enzymdéw CDK upatruje sie rowniez srodkdw
ograniczajacych efekty uboczne chemoterapii. Firma Glaxo Wellcome prowadzi
zaawansowane badania efektdw jednego z inhibitorow CDK2, ktéry zapobiega wy-
padaniu wtosow - ubocznego skutku wspdlnego stosowania dwdch srodkow anty-
rakowych o nazwach etopozyd i cyklofosfaamid-doksorubicyna [7]. Peine
zrozumienie kontroli kinaz kierujgcych cyklem komo6rkowym, w tym réwniez cyklem
dojrzewania centrosoméw, pozwoli zapewne w przysztoSci na uzyskanie nowych
$rodkéw leczniczych. Innym obiecujgcym celem ataku przeciwrakowego sg sub-
stancje interferujagce z aktywnos$cig telomerazy i protoonkogenéw c-Myc i Ras.
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Czy strategie rozwoju Srodkéw antyrakowych uznane za wiodace na tej konferencji
okazg sie rzeczywiscie najskuteczniejsze, pokaze niedaleka przysztosé.
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WSPOLCZESNE POGLADY DOTYCZACE WPLYWU
REAKTYWNYCH FORM TLENU
NA FUNKCJE PLEMNIKOW U SSAKOW

PRESENT CONCEPTION REGARDING THE EFFECT
OF REACTIVE OXYGEN SPECIES
ON FUNCTIONS OF MAMMALIAN SPERMATOZOA

Zofia LUBERDA

Katedra Biochemii Zwierzat Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

Streszczenie: W prezentowanym artykule oméwiono pochodzenie reaktywnych form tlenu w nasieniu
ssakéw oraz szlaki generowania tych metabolitéw. Scharakteryzowano réwniez krétko enzymatyczne
uktady antyoksydacyjne nasienia. Przedstawiono wspotczesne poglady dotyczace pozytywnego udziatu
reaktywnych form tlenu w procesie zaptodnienia i toksycznego oddziatywania stresu oksydacyjnego na
strukture i funkcje biologiczng plemnikéw ssakow.

(Postepy Biologii Komarki 2001; 28: 309-316)

Stowa kluczowe: plemniki, ssak, zaptodnienie, reaktywne formy tlenu, stres oksydacyjny, peroksydacja
lipidow.

Summary: The source of reactive oxygen species and the pathway generation of the metabolites were
discussed in this article. The enzymatic antioxidants systems occurring in semen were characterized. In
this article, positive effect of reactive oxygen species on process of fertilization and the toxic effect of
oxidative stress on the structure and biological function of mammalian spermatozoa were introduced.
(Advances in Cell Biology 2001; 28: 309-316 )

Key words: spermatozoa, mammal, fertilization, reactive oxygen species, oxidative stress, lipid peroxi-
dation.

WSTEP

Meskie komorki rozrodcze sg zdolne do generowania reaktywnych form tlenu
(RFT), ktore w niewielkich iloSciach sg niezbedne do zapewnienia prawidtowego
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przebiegu procesu zaptodnienia. Jednakze pojawienie sie tych metabolitéw w nad-
miarze wywotuje stan okres$lany stresem oksydacyjnym (ang. oxidative stress). Stan
ten pojawia sie wowczas, kiedy zostaje zachwiana rownowaga miedzy systemami
generujacymi RFT a antyoksydacyjnymi mechanizmami obronnymi w komérce.

Stres oksydacyjny jest jednym z wazniejszych czynnikdw odpowiedzialnych za
zaktocenie funkcji biologicznych nasienia. Plemniki bowiem ze wzgledu na obecnos¢
wysokiej zawartosci wielonienasyconych kwaséw tluszczowych w fosfolipidach
btonowych i relatywnie niski poziom enzyméw antyoksydacyjnych sg szczegdlnie
narazone na szkodliwe oddziatywanie reaktywnych metabolitéw tlenu.

ZRODEA REAKTYWNYCH FORM TLENU

W nasieniu ssakéw mozna wyr6zni¢ dwa gtéwne Zrodta reaktywnych form tlenu,
a mianowicie plemniki oraz fagocytujgce leukocyty (gtéwnie neutrofile). W ple-
mnikach Zrédiem RFT moze by¢ zaro6wno mitochondrialny tancuch oddechowy,
jak i btonowa oksydaza NADPH. Plemniki ssakow sg relatywnie obfite w mito-
chondria i charakteryzujg sie potencjalnie wysokim poziomem fosforylacji oksy-
dacyjnej. W mitochondriach tlen moze by¢ czesciowo (1-2%) redukowany do
reaktywnych form tlenu. W czasie przeptywu elektronéw przez skladowe mito-
chondrialnego taincucha oddechowego czes$¢ elektronéw ,,wycieka” i w drodze jed-
noelektronowej redukcji 0 2 tworzy anionorodnik ponadtlenkowy (02~), ktéry
nastepnie droga dysmutacji moze by¢ transformowany do H20 2. W nienaruszonych
mitochondriach cztowieka state poziomy 02~ i H202 wynoszg odpowiednio
10-11 M i okoto 10~7 M [cytowane za 12]. W nasieniu krolika okoto potowa
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego pochodzi wasnie z mitochondridéw [18].

Innym Zrédiem reaktywnych metabolitow tlenu moze by¢ podobnie jak w leu-
kocytach fagocytujgcych oksydaza NADPH. Ostatnio [28] potwierdzono aktywno$¢
tego enzymu w plemnikach cztowieka. Uwaza sie, ze jego aktywnos$¢ jest Scisle
powigzana ze szlakiem pentozofosforanowym, ktéry jest gtownym dostawca
NADPH, bedgcego zrodtem elektrondw do redukcji tlenu do anionorodnika ponad-
tlenkowego. Warto zaznaczy¢, ze odnotowano [15] pozytywng korelacje miedzy
aktywnoscig dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej gtéwnego enzymu kontroluja-
cego szlak pentozofosforanowy a szybkos$cig indukowanego generowania wolnych
rodnikow. Wykazano réwniez, ze egzogenny NADPH indukuje wytwarzanie RFT
w plemnikach cztowieka [5].

W nasieniu obfitych ilosci reaktywnych metabolitow tlenu moga dostarczac in-
filtrujace leukocyty fagocytujagce. W czasie fagocytozy komorki te charakteryzuja
sie znacznie zwiekszonym zapotrzebowaniem na tlen (ang. respiratory burst) do
produkcji reaktywnych form tlenu, wykorzystywanych przez nie do zabijania drob-
noustrojéw. Za powstanie tego zjawiska jest odpowiedzialny wielokompleksowy
enzym btonowy zwany oksydaza NADPH. Leukocyty fagocytujace, ktére zawiera
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kazda prdbka ludzkiego nasienia, sg poteznymi generatorami RFT i wydajg sie
byé spontanicznie aktywne w natywnych ejakulatach [2].

Nadmierne generowanie wolnych rodnikdw przez meskie komorki rozrodcze
moze by¢ réwniez indukowane w trakcie oksydoredukcyjnych przemian kseno-
biotyk6w czy nadmierng dostepnoscig metali grup przejsciowych. Stres oksydacyjny
moze by takze wywotany na skutek ostabienia funkcjonowania uktadéw anty-
oksydacyjnych spowodowanych niewtasciwg dieta, wiekiem czy czynnikami gene-
tycznymi.

FUNKCJE FIZJOLOGICZNE REAKTYWNYCH FORM TLENU

Juz podczas spermatogenezy reaktywne formy tlenu biorg czynny udziat w tak
waznych procesach, jak: kondensacja DNA czy regulacja liczby komérek rozrod-
czych, poprzez indukcje apoptozy czy stymulacje podziatu spermatogonii [1]. W
dojrzatych gametach RFT w niskich stezeniach odgrywajg pozytywna role w pro-
cesach fizjologicznych prowadzacych do zaptodnienia komérki jajowej [10, 14,
17].

Udokumentowano udziat nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego
w kapacytacji oraz reakcji akrosomalnej w plemnikach ssakéw i to w nasieniu
zarowno S$wiezym, jak i konserwowanym Dla przyktadu wykazano, ze 02~ [34]
i H20 2 [17] uczestniczg w procesie kapacytacji plemnikéw cztowieka. Nadtlenek
wodoru réwniez aktywnie uczestniczy w procesie kapacytacji plemnikéw chomika
[9]. Wzrost H20 2 generowanego przez dysmutaze ponadtlenkowg wptywa na pod-
niesienie poziomu jondw Ca2+ i zwiekszenie zdolnosci zaptadniajagcej plemnikow
myszy [11]. U szczura réwniez odnotowano [19] pozytywng korelacje miedzy po-
ziomem RFT generowanych przez octan otowiu a odsetkiem kapacytowanych i
wykazujacych reakcje akrosomalng plemnikdw z ogona najadrzy. Anionorodnik
ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru biorg udziat odpowiednio w procesie kapacytacji
i reakcji akrosomalnej w plemnikach kriokonserwowanego nasienia buhaja [27].
Autorzy badan sugeruja, ze H20 2w niskich stezeniach moze wptywac na modyfikacje
enzymoéw i bton komoérkowych, ktére w rezultacie prowadzg do indukcji reakcji
akrosomalnej. Jezeli natomiast chodzi o kapacytacje plemnikéw, to zaktada sie,
ze proces ten jest indukowany kaskadowo za posrednictwem cAMP, ktérego poziom
jest regulowany przez status redox w komdrce plemnikowej [6, 34].

POWSTAWANIE NADTLENKOW LIPIDOW
W PLEMNIKACH SSAKOW

Szkodliwy wptyw reaktywnych form tlenu na strukture i funkcje plemnikéw
jest przede wszystkim efektem ich nadmiernej reaktywnosci z waznymi biomole-
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kutami réznych organelli tych komorek. Szczegdlnie wrazliwe na ich dziatanie
sq wielonienasycone kwasy ttuszczowe fosfolipidéw plazmolemy, ktére w wyniku
ich ataku ulegaja peroksydatywnemu rozszczepieniu do wodoronadtlenkow lipidow.

Proces peroksydacji lipidow w plemnikach ssakow wg AWareza i Storeya [7]
przebiega nastepujgco. Kaskade wolnorodnikowej reakcji tancuchowej autooksydacji
lipidéw inicjuje rodnik wodoronadtlenkowy - H02' (ang. hydroperoxyl radical).
Inicjujacy rodnik ,,wyrywa” wodoér (*) z grupy metylenowej miedzy dwoma wig-
zaniami podwojnymi (-CH=CH-CH2*-CH=CH-) nienasyconego kwasu tluszczo-
wego w czasteczce fosfolipidu btonowego (R-H) i powstaje rodnik lipidowy (R).
Po przytgczeniu czasteczki tlenu do rodnika lipidowego tworzy sie rodnik nad-
tlenkowy lipidu (R-OO ). Ten ostatni przytacza labilny wodér z kolejnej czasteczki
lipidu (Rj-H) i w rezultacie powstaje wodoronadtlenek lipidowy (R-OOH) zgodnie
ze schematem:

R-H + H02'= R + H202
R+ 0) = R-00
R-00 + RA-H = R-O0H +( R{)

Nowopowstaty rodnik lipidowy (Rj") inicjuje kolejny cykl utleniania wolno-
rodnikowego. Wodoronadtlenek lipidowy natomiast pod wptywem fosfolipazy A0
moze ulec hydrolitycznemu rozpadowi z uwolnieniem wodoronadtlenku wolnego
kwasu ttuszczowego i lizofosfolipidu. W koncowej fazie nastepuje peroksydatywna
degradacja uwolnionych wodoronadtlenkdw kwaséw thuszczowych, prowadzaca
m.in. do fragmentacji tancuchéw kwaséw ttuszczowych, generowania kolejnych
wolnych rodnikéw czy syntezy aldehydow w tym dialdehydu malonowego i innych
produktow.

Uwolnione pod wptywem fosfolipazy A2 lizofosfolipidy mogg by¢ z powrotem
reacylowane. Jezeli szybko$¢ tego procesu bedzie mniejsza od hydrolizy wodo-
ronadtlenkéw lipidéw, to plazmolema bedzie akumulowaé lizofosfolipidy. Nad-
mierna akumulacja tych zwigzk6w moze by¢ powodem utraty bariery prze-
puszczalnosci przez blone i w rezultacie ,wycieku” z plemnikéw waznych me-
tabolitow, a w szczego6lnosci ATP, co w koncowym efekcie moze doprowadzi¢
do utraty ruchliwosci i $Smierci tych komorek.

Peroksydatywny rozpad fosfolipidéw btonowych meskich komérek rozrodczych
zalezy od ich rodzaju. Sposréd gtéwnych grup tych zwigzkéw fosfatydyloetanolo-
aminy szybciej ulegajg degradacji niz czasteczki fosfatydylocholiny czy sfingo-
mieliny. W$réd innych rodzajéw najwiekszg labilnoscig charakteryzujg sie
fosfatydyloseryny, natomiast kardiolipiny i fosfatydyloinozytole tylko w niewielkim
stopniu podlegaja peroksydacji [7].
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WPLYW STRESU OKSYDACYJNEGO
NA FUNKCJE NASIENIA

Stres oksydacyjny wywiera wptyw nie tylko na obnizenie ruchliwosci i prze-
zywalnos$ci meskich komaérek rozrodczych, ale takze na ich funkcjonowanie w pro-
cesie zaptodnienia. Reaktywne formy tlenu generowane w nadmiarze wptywajg
na obnizenie zdolnosci plemnikdw zardwno do reakcji akrosomalnej, jak i fuzji
plemnik - oocyt. Griveau i in. [16] zaobserwowali niekorzystny wpltyw H200 i
0 2 generowanych in vitro na indukowana jonoforem wapniowym reakcje akro-
somalng plemnikéw cztowieka. Z kolei Aitken i in. [4] odnotowali, ze plemniki
cztowieka poddane niewielkiemu stresowi oksydacyjnemu, ktoéry nie obnizat ich
ruchliwosci, penetrowaty statystycznie istotnie nizszy odsetek oocytéw chomika
w poréwnaniu do préb kontrolnych. Statystycznie istotne réznice odnotowano réw-
niez w $redniej liczbie plemnikéw penetrujacych kazdy oocyt. Roca i in. [29] z
drugiej strony zaobserwowali, ze antyoksydacyjna aktywno$é dysmutazy ponad-
tlenkowej i katalazy wywiera korzystny wptyw na zdolno$¢ do penetracji niedoj-
rzatych oocytéw $win przez zamrozone - rozmrozone plemniki knura. Enzymy
te wptywaly réwniez pozytywnie na zdolno$¢ zaptadniajacg wymienionych ple-
mnikéw w warunkach in vivo.

Mechanizm odpowiedzialny za obnizenie zdolno$ci plemnikéw do reakcji akro-
somalnej i w konsekwencji do zaptodnienia moze wigza¢ sie z utratg ptynnosci
plazmolemy czy tez selektywng inaktywacjg niektérych biochemicznych szlakéw
prowadzacych do tej reakcji, takichjak system wtornych przekaznik6w. Nie wyklucza
sie rowniez, ze RFT w niskim stezeniu (nie obnizajagcym ruchliwos$ci plemnikéw)
moga wywieraé supresyjny wptyw na fuzje plemnik - oocyt poprzez utlenianie
grup sulfhydrylowych -SH w biatkach plazmolemy [24], w wyniku czego nastepuje
»usztywnienie” btony. W jeszcze innych badaniach [3], w ktérych uzywano oksydazy
ksantynowej do wytwarzania wolnych rodnikéw w plemnikach zdrowych mezczyzn,
odnotowano supresje ich ruchliwosci i zdolnosci do zaptodnienia oocytdw chomika.
Reaktywne formy tlenu obnizajg nie tylko intensywno$¢, ale takze jako$¢ ruchu
meskich komorek rozrodczych [16]. Generowane in vitro nadtlenek wodoru i anio-
norodnik ponadtlenkowy wptywaty statystycznie istotnie zarébwno na obnizenie od-
setka ruchliwych plemnikow cztowieka, jak i naniektére parametry charakteryzujace
ten ruch, takie jak: predkos$¢ krzywoliniowg (droga rzeczywista, jaka przebyt plemnik
w jednostce czasu), predkos$¢ postepowsq (droga mierzona prostoliniowo, przebyta
przez plemnik w jednostce czasu) czy liniowo$¢ ruchu. Badania bezposredniego
wptywu RFT na ruchliwo$¢ pozbawionych bton plemnikéw cztowieka wykazaty,
ze w warunkach in vitro najbardziej toksyczny byt nadtlenek wodoru. Wolne rodniki
(02~ i OH ) byty nieco mniej toksyczne. Utrata ruchliwosci zwigzana byta z wy-
czerpywaniem sie ATP [13].
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Wedtug niektérych autoréw [8] znaczacy spadek zawarto$ci antyoksydantéw
(m.in. dysmutazy ponadtlenkowej i zredukowanego glutationu) w plemnikach pod-
dawanych obrébce technologicznej zamrazania i rozmrazania stanowi istotng przy-
czyne obnizenia ptodnosci tych komorek po kriokonserwacji. Ostatnio réwniez
odnotowano powigzania miedzy poziomem glutationu w nasieniu cztowieka a zdol-
noscig tych komoérek do penetracji $luzu szyjki macicy [26].

Nadmierne wytwarzanie reaktywych form tlenu zaktécajace funkcjonowanie na-
sienia zwigzane jest nie tylko z atakiem tych molekut na membrany, ale takze
na genom komérki plemnikowej. W uszkodzonych przez stres oksydacyjny ple-
mnikach nieptodnych mezczyzn obserwowano fragmentacje DNA [21, 22, 25, 33].
llo$¢ uszkodzeh DNA w plemnikach cztowieka byta negatywnie powigzana z tra-
dycyjnymi kryteriami jakos$ci nasienia (ilos¢ plemnikdw, ruchliwo$é, morfologia),
jak réwniez z efektywnos$cig zaptodnienia in vitro [33].

UWAGI DOTYCZACE UKLADOW
ANTYOKSYDACYJINYCH W NASIENIU

Podstawowy enzymatyczny system antyoksydacyjny w nasieniu ssakow obejmuje
dysmutaze ponadtlenkowa, peroksydaze glutationowg z jej pomocniczym enzymem
- reduktazg glutationowg i substratem redoks - glutationem. Enzymy te sg zlo-
kalizowane zaréwno w plemnikach, jak i plazmie nasienia wiekszosci ssakéw,
a aktywnos¢ ich jest uwarunkowana gatunkowo. Wiecej szczeg6tdw na ten temat
zawiera poprzednia praca autorki [23].

Natomiastjezeli chodzi o aktywno$¢ katalazy, to stosowane metody jej oznaczania
przez rozktad H20 2 nie sg dostatecznie przekonujgce. Uzyskana bowiem w ten
sposOb aktywnos$é tego enzymu moze wynikaé¢ z innych sposobow dysmutacji nad-
tlenku wodoru. Generalnie plemniki sg wysoce zalezne od antyoksydacyjnych wia-
Sciwosci plazmy nasienia, poniewaz ich witasna zdolno$¢ do niwelowania stresu
oksydacyjnego jest ograniczona. Mimo ze plemniki wiekszosci ssakow, jak wspo-
mniano wczesniej, zawierajg gtéwne enzymy antyoksydacyjne, to efektywnos¢ ich
dziataniajest niewystarczajgca ze wzgledu na ograniczong koncentracje i dystrybucje.
Wszystkie protekcyjne enzymy sg bowiem pochodzenia cytoplazmatycznego, a ple-
mniki sg unikatowym typem komoérek, w ktédrych podczas spermatogenezy znaczna
cze$¢ cytoplazmy jest odrzucana, a reszta jest ograniczona do wstawki. Ponadto
ten juz zawezony system antyoksydacyjny jest zlokalizowany wewnatrz komarki
w regionie wstawki, a nie w poblizu plazmolemy otaczajgcej powierzchnie plemnika
duzo wiekszg w poréwnaniu do wstawki.

Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze antyoksydacyjna aktywnos$¢ enzymatyczna w na-
sieniu ssakéw jest wspomagana przez szereg biatek plazmowych [30, 31, 32], jak
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i niespecyficzne substancje niskoczasteczkowe, takie jak: zredukowany glutation,
ergotioneina, kwas L-askorbinowy i inne [ 20, 26, 31, 32].
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SYMPTOMY PROGRAMOWANEJ SMIERCI
KOMOREK PODCZAS ROZWOJU ROSLIN

THE SYMPTOMS OF PROGRAMMED CELL DEATH
DURING PLANT DEVELOPMENT

Marzena WOJCIECHOWSKA

Katedra Cytologii i Cytochemii Roslin, Zaktad Anatomii i Embriologii, UL, £4dz

Streszczenie: Selektywna eliminacja komdrek jest warunkiem koniecznym prawidtowego przebiegu
rozwoju roélin. Odgrywa ona istotna role w embriogenezie i homeostazie dojrzatych organéw. W
pewnych przypadkach degradacja protoplastu umozliwia prawidtowe funkcjonowanie martwych ele-
mentéw tkanki. Niektére symptomy apoptozy opisane u zwierzat zaobserwowano takze podczas degra-
dacji komorek i tkanek roslinnych. Mimo podobienstw w przebiegu tych proceséw postuluje sie, ze
apoptoza nie jest forma $Smierci komorek roslinnych, a pojawiajace sie woéwczas zmiany okreéla sie jako
apoptosis-like. Procesy autolizy i autofagii, towarzyszace genetycznie zaprogramowanej $mierci, wydaja
sie odgrywac istotne znaczenie w unicestwianiu komorek roslinnych. Niniejsza praca przedstawia i
charakteryzuje symptomy towarzyszace eliminacji komérek podczas réznicowania tkanek i rozwoju
roélin wyzszych. Gtéwny nacisk potozono na opis zdarzen podczas koncowych etapéw réznicowania
tkanek efemerycznych i na procesy degradacyjne umozliwiajace dalsze, prawidtowe funkcjonowanie
komérek w organizmie.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 317-333)

Stowa kluczowe: apoptoza, programowana $mier¢ komérki (PCD), proteinazy cysteinowe, autoliza,
autofagia, mitochondria, bielmo, tapetum, elementy naczyniowe

Summary: Selective elimination of cells is required for the normal development of plants. It plays an
essential role in embryogenesis and mature organs homeostasis. In some cases degradation of cell content
enables correct functioning of dead elements of tissues. Some symptoms of apoptosis described in animal
have been observed during plant cell and tissue degradation. In spite of some similarities in the course
of these processes it is suggested that apoptosis does not occur during plant cell death and the process is
called apoptosis-like. The autolysis and autophagy, processes accompanying programmed cell death,
appear to have an essential influence on selfdestruction of plant cells. This review describes and
characterizes the symptoms accompanying certain types of plant cell degradation during tissue differen-
tiation and plant development. The main emphasis has been focused on the description ofevents occurring
during terminal differentiation of ephemeric tissues and on degradation processes which enable further
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proper functioning of the organism cells.
(Advances in Cell Biology 2001; 28: 317-333 )

Key words: apoptosis, programmed cell death (PCD), cysteine proteases, autolysis, autophagy, mito-
chondria, endosperm, tapetum, tracheary elements

WSTEP

Smieré komérek moze mie¢ podtoze patologiczne lub byé elementem genetycznie
zakodowanego programu eliminacji. Dlatego z biologicznego punktu widzenia wy-
réznia sie dwie formy umierania komoérek: patologiczng i fizjologiczng. Smieré
fizjologiczna to jeden z elementéw genetycznego programu, ktory realizowany jest
podczas rozwoju i morfogenezy organizmu w celu kontroli liczby komérek oraz
usuniecia komorek uszkodzonych, niezdolnych do spetniania wiasciwych sobie fun-
kcji i takich, ktéore moga by¢ potencjalnie szkodliwe dla innych. Przeciwdziata
to ich namnazaniu sie i rozprzestrzenianiu w organizmie [60]. Ta forma eliminacji,
zwana takze programowang Smiercig komorki {programmed cell death, PCD), to-
warzyszy rozwojowi, jest zaangazowana w morfogeneze tkanek embrionalnych,
jak i homeostaze dojrzatych organéw. Zachodzi podczas starzenia sie organizmu
[47] lub jest odpowiedzig na infekcje mikroorganizméw patogennych jako tzw.
hypersensitive response (HR) [46].

U roslin programowana $mier¢ komorek wystepuje w roznych fazach rozwoju
zarowno w pokoleniu gametofitu, jak i sporofitu. Jest ona zaangazowana m.in.
w proces degradacji trzech niefunkcjonalnych megaspor podczas formowania mo-
nosporowych woreczkow zalgzkowych [4], w degeneracje wieszadetka (suspensor)
[8] i komorek bielma (endosperm) [17], a takze w eliminacje zawigzkéw precikdw
w jednoptciowych kwiatach zenskich [8] czy komoérek czapeczki korzenia [44].
Ponadto towarzyszy roznicowaniu naczyniowych elementéw ksylemu [22]. De-
gradacje komoérek na duzg skale obserwuje sie w trakcie starzenia sie tkanek rosliny
[47].

Obok tej formy S$mierci pojedynczych lub catych zespotéw komérek wystepuje
réwniez $mier¢ patologiczna, zwana nekroza (martwica). Zachodzi ona w sposob
przypadkowy, zwykle w wyniku mechanicznego uszkodzenia tkanki lub zadziatania
silnych czynnikéw stresowych, takich jak: niedotlenienie, utrata réwnowagi 0s-
motycznej, drastyczne zmiany temperatury czy ekspozycja na zwigzki toksyczne
[13].

Mimo iz programowanej $mierci komaérek u roslin towarzysza niektore ze zmian
obserwowanych podczas apoptozy u zwierzat, uwaza si¢, ze PCD nie jest odpo-
wiednikiem apoptozy, a obserwowane wowczas zmiany okresla sie jako nieapo-
ptotyczne lub apoptosis like [26]. Heterofagowa eliminacja martwych komorek,
wyrazna cecha apoptozy u zwierzat, nie zostata stwierdzona u roslin. Za eliminacje
komorek rodlinnych wydaja sie by¢ odpowiedzialne autoliza i autofagia.
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Ws$rdd autorow prac dotyczacych smierci komorek istnieje duze zréznicowanie
w stosowanej terminologii. Cho¢ okreslenia ,,apoptoza” i ,,programowana $mieré¢
komorki” sa czesto uzywane wymiennie jako synonimy, de facto nie sg one row-
noznaczne.

Stwierdzenie: ,, Apoptoza, zwana tez PCD...”, jest nieprecyzyjne. Bardziej do-
ktadne wydaje sie: ,,Apoptoza okresla zespdt charakterystycznych zmian morfolo-
gicznych, bedacych rezultatem uruchomienia mechanizméw biochemicznych
genetycznie zaprogramowanego procesu samodestrukcji” [13]. Mechanizmy samo-
béjczej Smierci komorki mogg byé takze aktywowane w odpowiedzi na biotyczne
i abiotyczne czynniki $rodowiska. Mimo iz powodujg one wystapienie zmian opi-
sywanych jako apoptotyczne, to nie sg one jednak elementami fizjologicznej sa-
mozagtady, tj. nie sg rédwnoznaczne z PCD.

CZYNNIKI REGULUJACE SMIERC KOMORKI

Regulacja procesow zwigzanych ze Smiercig komorki u roslin i zwierzat zachodzi
przede wszystkim na poziomie genomu i jest kontrolowana genetycznie [60]. Do-
tychczas zidentyfikowano wiele genéw uczestniczacych w procesach apoptozy, ktére
odgrywaja takze istotng role podczas proliferacji komorek, co przemawia za $cistym
zwigzkiem obu tych proceséw. Wejscie komorki na droge apoptozy zalezy od wielu
czynnikow petnigcych funkcje regulacyjne. W organizmach roslinnych i zwierzecych
mozna wyrozni¢ fizjologiczne aktywatory i inhibitory $mierci [30].

Cho¢ jest oczywiste, ze PCD wystepuje podczas rozwoju roslin, to sygnaty akty-
wujace te forme Smierci u roslin nie zostaty doktadnie poznane. Ostatnie badania
pokazujg, ze szlaki apoptotyczne w komadrkach roslinnych i zwierzecych sg podobne
z morfologicznego i biochemicznego punktu widzenia [25]. Wiele cech apoptozy
u zwierzat, takich jak: oligonukleosomalna fragmentacja DNA, udziat Ca2+, zmiany
poziomu fosforylacji biatek, wzrost zawarto$ci chromatyny skondensowanej czy
udziat reaktywnych form tlenu, byto obserwowanych réwniez podczas PCD u roslin
[8]. Ostateczna faza $mierci takze u roélin jest zalezna od specyficznych proteinaz
cysteinowych [54].

Rola proteinaz

Apoptoza, forma samobdjczej $mierci komdrki, wymaga wyspecjalizowanej i
niezawodnie funkcjonujacej maszynerii. Jednym z gtdwnych jej elementow jest
proteolityczny system obejmujacy rodzine proteinaz cysteinowych, nazwanych ka-
spazami (ang. caspases, cysteine aspartate-specific proteases) [59]. Zalezna od ka-
spaz proteoliza ma selektywny charakter ijej celem jest tylko pewna grupa biatek
komérkowych. Ich degradacja zachodzi wedtug $cisle okre$lonego scenariusza i
prowadzi do systematycznego i uporzadkowanego demontazu poszczeg6lnych stru-
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ktur komérkowych oraz dezaktywacji podstawowych procesow metabolicznych [13].
W ostatnich latach zidentyfikowano wiele substratow biatkowych ulegajacych pro-
teolitycznej fragmentacji za posrednictwem kaspaz w trakcie apoptotycznej $mierci
komoérki. Sg wsrdd nich zaréwno biatka enzymatyczne, jak i strukturalne.

Na udziat kaspaz w procesie apoptozy wskazano, gdy w 1993 roku okazato
sie, ze sekwencja aminokwasowa biatka kodowanego przez jeden z genéw $mierci
Caenorhabditis elegans - ced-3 wykazuje podobieristwo do specyficznej proteinazy
ludzkiej ICE (Interleukin-1$-Converting Enzyme) [65]. PodobieAstwa miedzy bial-
kami Ced-3 i ICE wskazujg na kluczowg role proteinaz cysteinowych w procesie
apoptotycznej $mierci komdrki. Poniewaz PCD podczas rozwoju Caenorhabditis
elegans jest uwarunkowana aktywnoscig enzyméw proteolitycznych z rodziny ka-
spaz, jest prawdopodobne, ze ekspresja genéw kodujgcych proteinazy cysteinowe
u rodlin indukuje serie zdarzer towarzyszacych PCD. U roélin udziat proteinaz
cysteinowych w $Smierci komdrek zostat odnotowany miedzy innymi podczas roz-
nicowania elementdw naczyniowych [22], podczas starzenia sie tkanek, organdw
i catych roslin [7], w warunkach stresu oksydacyjnego [54], a takze w reakcjach
typu HR [46]. U roslin jednakze nie zidentyfikowano typowych dla zwierzat kaspaz,
a takze nie zostata opisana kaskada proteinaz. Znalezione w wielu przypadkach
$mierci ro$lin proteinazy cysteinowe wykazujg kaspazo-podobng proteolityczng
aktywnos$¢. Mimo iz jest ona skorelowana ze zdarzeniami zwigzanymi z PCD,
to nie wiadomo, czy proteoliza uczestniczy w inicjowaniu czy realizacji programu
Smierci komorek roslinnych. Charakterystyczny dla zwierzecych kaspaz sposob frag-
mentacji biatek odnotowano podczas reakcji typu HR u tytoniu (Nicotiana tabacum)
[11]. Wiadomo ponadto, ze u zwierzat istnieje kaspazo-niezalezna droga $mierci
komorki [28].

Rosliny maja duzy arsenat genow inhibitorow proteinaz [54], ktorych ekspresja
jest zwykle ograniczona do specyficznych organéw lub okreslonego etapu rozwoju
rosliny [16]. Aktywnos$¢ roslinnych proteinaz i ich inhibitorow jest regulowana
przez wiele czynnikéw [29].

W kulturach komoérkowych soi (Glycine max) stres oksydacyjny uruchamia zespét
nieaktywnych dotychczas proteinaz i synteze nowych biatek niezbednych do realizacji
programu umierania. Aktywno$¢ tych enzymdéw moze zosta¢ zablokowana zaréwno
przez endogenne, jak i syntetyczne inhibitory hamujace proces PCD [54]. Podobne
wyniki uzyskano w kulturach Arabidopsis, gdzie traktowanie H20 2 aktywowato
zespoOt gendw niezbednych do PCD isynteze nowych biatek [12]. Te wyniki sugeruja,
ze umieranie komorek roslinnych jest regulowane przez aktywnos$¢ zaréwno pro-
teinaz, jak i ich inhibitorow. Kwestig kolejnych badan jest ocena wrazliwos$ci roslin
na inhibitory zwierzecych kaspaz, co moze ujawni¢ u ro$lin obecno$¢ homologéw
zwierzecych proteinaz $mierci. Wyniki, jakie uzyskano w hodowlach komérek po-
midora (Lycopersicon esculentum), w ktérych chemicznie indukowano $mier¢ ko-
morek, sugeruja, ze kaspazo-podobne proteinazy sg zaangazowane w apoptotyczny
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szlak $mierci u roslin [10], bowiem zastosowanie inhibitoréw typowych, zwierzecych
kaspaz skutecznie blokowato $mier¢ tych komorek.

Inhibitorowg aktywno$é w odniesieniu do proteinaz wykazuje wiele roslinnych
biatek, okre$lanychjako nsLTPs (non-specificLipid Transfer Proteins). Ich obecno$¢
zostata stwierdzona m.in. w tapetum, komdrkach aleuronowych, réznicujacych sie
naczyniach oraz w o$rodku (nucellus), tj. w komadrkach tkanek, ktore ulegajg roz-
wojowemu programowi degradacji. Na tej podstawie przypuszcza sie, ze nsLTPs
sg zwigzane z PCD [16 i ref.]. W kulturach komérkowych cynii (Zinnia elegans)
gen TED4 ulega ekspresji podczas ksylogenezy, ajego produkt biatkowy, nalezacy
do grupy nsLTPs, moze blokowaé aktywno$¢ proteinaz umozliwiajac przezycie
komérek, ktére sasiadujg z elementami naczyniowymi. Ten mechanizm reprezentuje
specyficzng forme obrony zywych komoérek przed zagrozeniem, jakie stanowig dla
nich proteinazy pochodzace z umierajagcych w ich sasiedztwie komdrek. Ma to
istotne znaczenie dla przezycia roslin, u ktérych martwe komoérki i ich szczatki
nie sg zamykane w ciatka apoptotyczne i niszczone przez makrofagi, jak u zwierzat,
lecz ich zawarto$¢ zostaje usunieta na zewnatrz [16].

Geny programu $mierci

Smieré komaérek jest procesem dynamicznym, ktéry wymaga $cisle okreslonych
zmian ekspresji gendéw [23, 30]. W przeciwienstwie do komorek zwierzecych i
ludzkich, gdzie uwarunkowania genetyczne i systemy sygnatéw zewnatrz- i we-
wnatrzkomoérkowych sg doktadnie zbadane, u roslin procesy te zostaty dotychczas
poznane jedynie w niewielkim stopniu. Zidentyfikowano geny: dad-1, Isdl, lisi,
acdl, o ktérych wiadomo, ze uczestniczg w blokowaniu PCD u roslin. Antyapo-
ptotyczny gen dad-1 zostat opisany jako endogenny supresor PCD u Caenorhabditis
elegans i ssakow [55]. Homologi ludzkiego dad-1 znaleziono u ryzu (Oryza sativa).
Moga one blokowa¢ Smier¢ mutantdw dad-1 uchomika. Sugeruje to, ze wystepujacy
u ryzu homolog dad-1 funkcjonuje jako supresor PCD [58]. Aminokwasowa se-
kwencja produktu biatkowego tego genu okazata sie wysoce konserwatywna zaréwno
u roslin, jak i u zwierzat. U Arabidopsis i ryzu wykazano ekspresje biatek podobnych
do DAD-1, co sugeruje ze rosliny i zwierzeta moga mieé¢ cze$¢ komponentow
PCD-podobnych. Wykazano, ze ekspresja genu dad-1 maleje dramatycznie w sta-
rzejacych sie ptatkach korony grochu (Pisum sativum) oraz ze jest on negatywnie
regulowany przez etylen [42]. Z kolei jednak sekwencje tozsame z wysoce kon-
serwatywnymi inhibitorami PCD zwierzat, np. ced-9 Caenorhabditis elegans i lu-
dzkim bcl-2 czy bcl-xL nie zostaty znalezione u roslin [3].

Geny, ktore sg indukowane podczas starzenia sie roélin, zostaty nazwane SAGs
(Senescence Associated Genes). W$rdd nich znaleziono takie, ktdre koduja enzymy
degradacyjne (proteinazy i nukleazy) oraz enzymy zaangazowane w metabolizm
lipidow i weglowodandw [7]. U Arabidopsis, traktowanie etylenem stymuluje eks-
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presje zespotu gendw SAGs, a analiza poréwnawcza sekwencji nukleotydowej
dwéch z nich - SAG2 i SAG12 ujawnita, ze kodujg one proteinazy cysteinowe
[7]. Podobnych wynikdw dostarczyto poréwnanie sekwencji genéw SENU2 i SENU3
(SENescence Upregulated gene) [14].

Mitochondria

Uwaza sie, ze organellami odgrywajacymi kluczowa role w kontroli $mierci
komorki, zaréwno u roslin jak i u zwierzat, sg3 mitochondria [25]. Sadzi sie, ze
stanowiag one centralny sktad sygnatéw determinujacych los komérki. Moga byé
osrodkiem, w ktérym zapada ostateczna decyzja o zyciu i $mierci komorki [34].

Mitochondria sg miejscem syntezy i magazynem wielu biatek, ktére po przed-
ostaniu sie do cytoplazmy biorg udziat w procesach samobdjczej Smierci komoarki.
Zasadniczg role regulatorowa w procesie migracji tych biatek odgrywajg pory w
zewnetrznej blonie tej organelli tworzone przez kompleks VDAC (Voltage-De-
pendent Anion Channel), umozliwiajace biatkom mitochondrialnym przenikanie do
cytozolu. Wsérdd tych biatek sa: cytochrom ¢ (Apaf-2), AIF (Apoptosis Inducing
Factor), Apaf-1 (Apototic Protease Activating Factor) i niektére prokaspazy [9].
W 1999 r. Shimizu i wsp. [53] udowodnili, ze biatka rodziny Bel moga tgczy¢
sie z kompleksem VDAC zmieniajagc przepuszczalno$¢ btony i regulujagc w ten
sposéb proces apoptozy. Niektére z tych biatek, np. Bcl-2, zabezpieczajg komorke
przed samobdjcza Smiercia; inne, jak Bax i Bak, umozliwiajg $mierciono$snym biat-
kom mitochondrialnym przemieszczanie sie do cytozolu. Ostatnie badania wskazuja,
ze Bcl-2 i Bax moga petni¢ podobna funkcje u roslin i drozdzy [25 iref.]. Ekspresja
transgenow kodujacych antyapoptotyczne regulatory Bcl-xL i Ced-9 blokuje $Smieré
komorek tytoniu wywotang reakcja typu HR, jak i indukowang przez UV [40],
podczas gdy ekspresja transgenu bax, kodujgcegoproapoptotyczny czynnik, aktywuje
$mier¢ tych komérek w sposéb podobny do HR [33].

Wykazano, ze uwalnianie cytochromu ¢ moze odgrywaé istotna role w procesie
umierania komdrek roslinnych [25 i ref.]. Zastanawiajgce jest, jak cytochrom c
aktywuje PCD w komorkach roélin, ktére nie majg typowych dla zwierzat kaspaz.
Wedtug jednej z hipotez uwolniony cytochrom ¢ generuje letalny poziom reaktyw-
nych form tlenu (Reactive Oxigen Species, ROS) [6]. R6wnie prawdopodobne wydaje
sie, ze funkcje kaspaz spetniaja proteinazy obecne u roslin [25]. Taki mechanizm
moze reprezentowaé kaspazo-niezalezny sposob aktywacji programu $mierci.

UDZIAL WAKUOL W SMIERCI KOMORKI

Obecnos¢ sciany w komdrkach roslinnych uniemozliwia odizolowanie zawartosci
umierajagcej komorki poprzez ciatka apoptotyczne, a nastepnie pochtanianie przez
sgsiadujgce z nig komorki, jak to ma miejsce u zwierzat. Wobec tego u roslin
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eliminacja protoplastu umierajgcej komarki odbywa sie zasadniczo inng drogg [34].
Fagocyty, odgrywajace wazng role w usuwaniu martwych i uszkodzonych komaérek
oraz ich szczatkéw u zwierzat [50], nie zostaty zidentyfikowane u roslin. Heterofagia
w apoptotycznej formie $Smierci komaérek zwierzecych jest mniej prawdopodobng
cechg nieapoptotycznej $mierci u roslin, w ktérej uczestniczg raczej procesy autolizy
i autofagii. Zatem samounicestwienie sie komorki roslinnej zapobiega uwalnianiu
jej elementow do przestrzeni pozakomoérkowej. Przypuszcza sie, ze w procesach
tych zasadniczg role odgrywaja wakuole.

Enzymy hydrolityczne zawarte w wakuoli sg letalne dla komérki i w normalnych
warunkach nie dochodzi do ich uwolnienia, chyba ze ma miejsce zaprogramowana
forma autolizy. Kluczowym zdarzeniem towarzyszacym temu zjawisku jest prze-
rwanie ciggtosci tonoplastu i gwattowna liza cytoplazmy, co zostato odnotowane
m.in. w réznicujacych sie elementach naczyniowych [19] czy podczas degradacji
wieszadetka [3 i refl].

Pojedynczakomoérka moze zawieraé wiecej nizjeden rodzaj wakuol. W komadrkach
aleuronowych bielma u owsa (Avena sativa) znaleziono dwa typy tych organelli.
Obok magazynujacych wakuol PSVs (Protein Storage Vacuoles) wystepuja tzw.
wtorne wakuole (secondary vacuoles). Jedynie te drugie petnig funkcje podobne
do lizosoméw i moga by¢é zaangazowane w PCD komérek aleuronowych [57].

Roslinne wakuole zawierajg enzymy trawienne zdolne do rozktadu cytoplazmaty-
cznych komponentéw. Schemat autofagowego trawienia zachodzgcego w wakuolach
pod wptywem enzymow hydrolitycznych moze obejmowac inwaginacje tonoplastu
i formowanie membranowych inkluzji. U roslin odnotowano wiele przyktadéw au-
tofagowej dziatalnosci wakuol. Formowanie organelli o takim charakterze byto zwig-
zane ze wzrostem tempa wewnatrzkomorkowej proteolizy [38 i ref.], a takze byto
obserwowane w warunkach gtodzenia komorek [64]. Autofagiajako forma degradacji
odgrywa centralng role w procesie okreslanym jako obieg (ang. turnover) sktadnikéw
komarki roslinnej, polegajgcym na wykorzystaniu produktéw rozpadu do ponownej
syntezy w innych czesciach rosliny.

DEGRADACJA KOMOREK
SPELNIAJACYCH TYMCZASOWE FUNKCJE

Eliminacja tapetum

Tapetum (tkanka wyscielajgca), to najbardziej wewnetrzna tkanka subepider-
malnej warstwy pylnika, odgrywajaca istotng role w ochronie i odzywianiu roz-
wijajacych sie mikrosporocytdw i mikrospor. Po okresie wzmozonej aktywnosci
i spetnieniu wymienionych powyzej funkcji, tkanka ta przestaje by¢ potrzebna i
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ulega naturalnej, fizjologicznej degradacji. Symptomy tego procesu zostaty opisane
u wielu gatunkéw roélin jedno- i dwulisciennych [1, 8, 36, 43, 61, 66].

Poczatkowe zmiany w tapetum mogg by¢ zwigzane z funkcja, jakg tkanka ta
petni w odniesieniu do rozwijajacych sie ziaren pytku, nie za$ z jej degradacjg
[43]. Rowley [48] uwaza, ze wiele symptoméw, ktdre mogg by¢ interpretowane
jako degeneracja tapetum i jego starzenie sie, sg w istocie pierwszymi objawami
wydzielniczej aktywnosci tej tkanki. Wedtug Piffanelli i wsp. [45] jest to przyktad
programowanej Smierci komorek.

Podczas degradacji tapetum u okrytonasiennych (Angiospermae) obserwowano
zmiany typowe dla apoptozy u zwierzat. Najbardziej znaczace sa modyfikacje,
jakim podlega jadro komérkowe. Kondensacja chromatyny ijej peryferyczne roz-
mieszczenie obserwowane u Tillandsia albidia i Lobivia rauschii oraz specyficzna
fragmentacja DNA sg uwazane za typowe objawy apoptozy [43].

W komorkach tapetum zostat wykazany znamienny dla zmian apoptotycznych
udziat nukleaz we fragmentacji DNA [43]. Metoda TUNEL [56] ujawnita degradacje
jadrowego DNA w komérkach tapetum i okrywie pylnikéw jeczmienia (Hordeum
vulgare). Proces ten nie wystepuje w mikrosporach [61]. U Landsberg erecta frag-
mentacja DNA potwierdzona testem TUNEL [1] wykazata, Ze po otwarciu pylnikéw
wzrasta liczbajagder TUNEL-pozytywnych we wszystkich tkankach pylnika. Wzrost
poziomu fragmentacji jgdrowego DNA tapetum podczas r6znicowania ziaren pytku
wykazano rowniez u Omithogalum virens i Nicotiana tabacum, przez wykorzystanie
testu kometowego [36]. Pierwsze oznaki uszkodzen DNA w komérkach tapetum,
ujawniane powstawaniem tzw. komety, pojawiajg sie w fazie p6zZznej tetrady i sto-
pniowo wzrastajg az do fazy dwukomdrkowego ziarna pytku; odpowiada to okresowi
destrukcji komorek tapetum [36]. W tej fazie rozwoju pylnikéw jeczmienia ele-
ktroforeza ujawnita drabinkowy wzor rozdziatu wyizolowanego DNA, co wskazuje
na internukleosomalng fragmentacje DNA [61].

Poniewaz apoptozie nie zawsze towarzyszy fragmentacja DNA [43 i ref.], istot-
nego znaczenia nabierajg badania za pomocg mikroskopu elektronowego, dostar-
czajace istotnych danych o fizjologicznym stanie analizowanych komorek.
LesSniewska i wsp. [35] obserwowali destrukcje $cian komérkowych i utrate plas-
modesm w komérkach tapetum Omithogalum virens oraz zmiany w strukturze
jader, podobne do opisywanych w apoptotycznych komérkach zwierzat. Zmiany
takie zostaty odnotowane réwniez podczas degradcji komdrek tapetalnych u Lobivia
rauschii i Tillandsia albida [43].

Cechg charakterystyczng umierajgcych komorek zwierzat jest powstawanie oto-
czonych btong ciatek apoptotycznych. Formowanie nieobtonionych struktur, be-
dacych cytoplazmatycznymi pozostatoSciami komdrek, znaleziono w wielu
przypadkach degradacji tapetum [43 i ref.]. Pomimo braku btony mogg by¢ one
uwazane za analogi ciatek apoptotycznych opisanych u zwierzat, u ktorych obecnos¢
btony jest niezbedna do ich rozpoznania przez makrofagi [50]. U ro$lin makrofagi
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nie wystepuja, a trawienie czesci cytoplazmy komérek tapetum w wakuolach jest
funkcjonalnie analogiczne do proceséw zachodzacych w makrofagach. W wa-
kuolach degenerujacego tapetum Lobivia rauschii i Tillandsia albida obserwowano
material pochodzenia cytoplazmatycznego [43].

Analiza ultrastruktury komérek tapetum ujawnita, ze najbardziej stabilnymi or-
ganellami podczas degradacji tej tkanki sg mitochondria [43]. Takze ta cecha jest
charakterystyczna dla apoptozy u zwierzat, przynajmniej we wczesnych jej fazach
[43 i ref.]. Stabilno$¢ mitochondriéw - generatordw energii w komérce sugeruje,
ze degradacja tapetum jest procesem wymagajgcym dostarczenia energii, co po-
twierdza aktywng forme $mierci tej tkanki wykluczajac umieranie bierne - nekroze.

Degradacja komdrek bielma

Bielmo to jedna z tkanek efemerycznych, ktéra ulega degradacji, gdy tylko zma-
gazynowane w niej rezerwy pokarmowe ulegng mobilizacji. Eliminacja tej tkanki
w nasionach bezbielmowych jest realizowana w czasie rozwoju zarodka. W ziar-
niakach zbéz, ktore sg przyktadem nasion bielmowych, jako pierwsza w okresie
kietkowania nasion degeneruje cze$¢ skrobiono$na. Komoérki aleuronowe zamierajg
pdzniej - w zaawansowanym okresie kietkowania nasion i rozwoju siewki [5].
Wyniki badan wielu prac dotyczacych starzenia bielma wskazuja, ze w degradacje
tej tkanki zaangazowany jest proces PCD.

Wi iele badan nad kontrolgenzyméw zaangazowanych w mobilizacje rezerw bielma
podczas kietkowania nasion zostato przeprowadzonych u zb6z. We wczesnej fazie
kietkowania ziarniakbw wydzielane przez zarodek gibereliny przenikajg do komorek
warstwy aleuronowej i petnig role sygnatéw do aktywacji i sekrecji enzymoéw hy-
drolitycznych, np. a-amylazy oraz nukleaz iproteinaz [23]. Aktywno$¢ tych enzymow
doprowadza z czasem do catlkowitej degradacji komdrek bielma. Proces ten re-
gulowany jest w czasie tak, aby zmagazynowane zasoby wystarczyty siewce do
momentu osiggniecia przez nig stadium umozliwiajacego jej samodzielne przetrwanie
i dalszy rozwdj. Na tym etapie komorki aleuronowe, ktore wypetnity swojg funkcje,
nie staja sie czescig mitodej rosliny, lecz umierajg w naturalny sposéb.

Podczas kietkowania nasion katabolizm biatek jest istotnym elementem wzrostu
i rozwoju siewek. Selektywna proteoliza to mechanizm umozliwiajgcy przetwarzanie
biatek iponowne wykorzystanie organicznych form azotu do utrzymania komdrkowej
homeostazy i dalszego wzrostu i rozwoju. Cho¢ rosliny moga syntetyzowaé¢ ami-
nokwasy de novo, to znaczna czes¢ nowych biatek jest syntetyzowana z prekursoréw
odzyskiwanych w wyniku proteolizy [23]. Proces ten wymaga zaangazowania wielu
enzymow. U roslin enzymami katabolizmu wiekszos$ci biatek zapasowych nasion
sg cysteinowe proteinazy (CYSteine Proteases, CYS Ps). U ryzu (Oryza sativa)
REP-1 to proteinaza odpowiedzialna za hydrolize glutein, za§ EPA i EPB prze-
prowadzajg rozktad hordein owsa [23 i ref.]. Ekspresja gendéw kodujgcych CYS



326 M. WOJCIECHOWSKA

Ps u tych gatunkéw jest indukowana przez kwas giberelinowy (GA), za$ blokowana
przez kwas abscysynowy (ABA).

Analiza zdarzen towarzyszacych degradacji bielma racznika (Ricinus communis)
ujawnita, ze niewielkie organelle komérek tej tkanki - rycynosomy uwalniajg do
cytoplazmy cysteinowg endoproteinaze (CYSteine EndoProtease, CYS-EP), zaan-
gazowang w proces PCD endospermu [51]. Charakteryzuje sie ona specyficznym
C-terminalnym motywem KDEL oraz znaczng homologig do cysteinowych proteinaz
w starzejacych sie tkankach wielu gatunkéw rosdlin [52]. Wykazano, ze rozwoj
rycynosomoéw i wzrost ich liczebnoSci towarzysza postepujacej fragmentacji DNA
w bielmie ragcznika, co zostato potwierdzone metodg TUNEL.

Cho¢ sygnaly inicjujace program PCD w bielmie roslin nie zostaly szczegétowo
poznane, to zmiany, jakie obserwowano w czasie tego procesu, sg w duzej mierze
zbiezne z tymi, ktére opisano dla apoptozy u zwierzat.

Internukleosomalna fragmentacja DNA to jedna z wielu charakterystycznych
cech apoptozy, prowadzgca do nieodwracalnosci programu $mierci komarki. Zostata
ona wykazana w przebiegu PCD u zwierzat oraz roslin [49]. Jej wskaznik - dra-
binkowy wz6r rozdziatu elektroforetycznego DNA opisano podczas PCD bielma
u kukurydzy (Zea mays) i pszenicy (Trhticum aestivum), w koricowym etapie procesu,
podczas ktérego genom ulega stopniowej degradacji [63]. Wyniki testu TUNEL
dowiodty, ze grupy 3’-OH DNA kumulujg sie w jadrach umierajgcych komorek
bielma [5,51]. W komérkach aleuronowych ziarniakow owsa zidentyfikowano Zn2+-
zalezng DNaze powodujacg hydrolize DNA, prowadzacg do powstawania frag-
mentéw jedno- i dwuniciowych [20 i ref.].

Charakterystyczne dla PCD zmiany w materiale genetycznym bielma podczas
rozwoju nasion Haemanthus albiflos sg ujawniane przez wyniki testu kometowego
[36]. W tkance tej nie stwierdzono fragmentacji genomu w fazie syncytialnej bielma.
Po jego celularyzacji obserwowano jadra reprezentujgce rézny stopien uszkodzenia
DNA. Jest to wynik stopniowego rdznicowania i ostatecznie $mierci komdrek en-
dospermu. Pojawienie sie komet zwigzane jest ze zmianami struktury chromatyny,
jakie towarzyszg starzeniu tkanek [36 i ref.]. Fragmentacja DNA i reorganizacja
chromatyny sg symptomami tego samego procesu - degradacji genomu.

Cytomorfologiczna analiza komorek aleuronowych ujawnita postepujace obkur-
czanie protoplastu, zmniejszanie sie rozmiaréw jader oraz wzrost wakuolizacji ko-
marek [5]. W proces degradacji tych komérek u owsa sg zaangazowane autofagowe
wakuole, a u pszenicy jest to poprzedzone wzrostem poziomu jonéw wapnia w
cytozolu [31]. Objawy degradacji komdérek w drodze programowanej Smierci od-
notowano réwniez w bielmie Echinocystis lobata (Wojciechowska, niepubl.). Do-
tycza one zmian w strukturze chromatyny i integralnosci genomu, a wyrazajg sie
pojawieniem jgder TUNEL-pozytywnych i intemukleosomalng fragmentacjg DNA.
Istotnym zmianom ulega takze ultrastruktura komérek. Odnotowano zmiany ich
ksztattow, rozluznienie struktury sciany komaérkowej, postepujace obkurczanie pro-



PROGRAMOWANA SMIERC KOMOREK ROSLIN 327

toplastu, a takze peryferyczne rozmieszczenie chromatyny. W efekcie opisanych
zmian, w dojrzatych nasionach Echinocystis lobata brak jest endospermu.

Wiele danych wskazuje, ze istotng role w zmianach aktywnos$ci nukleaz i $mierci
komaérek roslinnych odgrywa etylen. Traktowanie nasion zb6z etylenem przyspiesza
rozpoczecie internukleosomalnej degradacji DNA bielma, za$ zastosowanie inhi-
bitoréw tego fitohormonu redukuje zasieg fragmentacji lub op6zZnia jej inicjacje
[63]. Towarzyszacy Smierci wzrost produkcji etylenu moze indukowa¢ enzymy
degradujace Sciane komaérek starzejgcego sie bielma. Takga zalezno$¢ obserwowano
podczas wielu procesdw, takich jak np.: odpadanie lisci i kwiatow, zmiekczanie
ignicie dojrzatych owocdw [3] oraz formowanie lizogennej aerenchy my w korzeniach
kukurydzy w warunkach niedotlenienia [15].

Uwaza sie, ze PCD w komorkach bielma jest regulowana hormonalnie i jest
cze$cig programu rozwojowego zapewniajgcego prawidtowy przebieg kietkowania
nasion. Procesy sekrecyjne i $mier¢ komorek sa stymulowane przez gibereliny,
natomiast kwas abscysynowy blokuje efekt GA i op6Znia lub wstrzymuje rozwdj
zarodkowy i $mier¢ komdrek [5, 37]. Protoplasty komorek aleuronowych owsa
hodowane w obecnosci GA reaguja silng wakuolizacjg, przerwaniem ciagtosci to-
noplastu i obumieraniem [5].

Smieré synergid i suspensora

Degradacja synergid i wieszadetka to przyktad selektywnej eliminacji komorek,
ktora zapewnia prawidtowy przebieg embriogenezy.

W procesie zaptodnienia u roslin kwiatowych wnikajgca do woreczka zalgz-
kowego tagiewka pytkowa penetruje jedng z synergid wykazujgcg wstepne objawy
degradacji. Sugerowano, ze destrukcja tej komérki to nekrotyczna odpowiedZ na
uszkodzenie. Poniewaz degradacja synergidy moze takze zachodzié¢ bez zapylenia,
postulowano, ze u pewnych gatunkéw komoérki te ging w wyniku zaprogramowanej
$mierci [3]. U tytoniu program $mierci synergid wydaje sie by¢ inicjowany przez
sygnaty pochodzace z tagiewki pytkowej [3 i ref.]. Aczkolwiek rola fitohormonow
w eliminacji synergid nie jest doktadnie poznana, to w kulturach niezaptodnionych
komoérek jajowych zalgzkéw baweiny (Gossypium sp.) w obecnosci GA i IAA
(kwas (3-indolilooctowy) mamiejsce degradacja synergid, przejawiajgca sie wzrostem
gestosci cytoplazmy i uszkodzeniem wakuol [3 i ref.]. Jony wapnia mogg by¢
zaangazowane w $mier¢ synergid, prawdopodobnie poprzez aktywacje proteinaz
i endonukleaz. Podczas penetracji synergidy przez tagiewke pytkowa u prosa (Pa-
nicum sp.) wzrasta w tej synergidzie poziom jondw wapnia, ktére przemieszczajgc
sie do jadra uczestniczg w jego reorganizacji i w konsekwencji - degradacji [4
i ref].

W ieszadetko to organ, ktéry stabilizuje zarodek w woreczku zalgzkowym, prze-
kazuje substancje odzywcze z innych tkanek ijest Zrodtem sygnatéw lub przekazuje
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sygnaty wptywajgce na przebieg embriogenezy. Z chwilg zrealizowania tych funkcji,
suspensor ulega degradacji. W procesie tym moga uczestniczy¢ komdrki zarodka
[3 iref.]. Badania przeprowadzone na fasoli (Phaseolus coccineus) i nasturcji (Tro-
paeolum majus) wykazaly, ze degradacja i $mier¢ suspensora odbywa sie w drodze
PCD [24]. W ulegajacych degradacji komdrkach tych organéw znajdujg sie liczne
autofagowe pecherzyki zawierajgce enzymy hydrolityczne. Ostatecznie podczas au-
tolizy, uwolnienie hydrolaz powoduje rozpad protoplastu. Organellami, ktére w
komérkach suspensora nie przejawiajg oznak degradacji do momentu przerwania
ciggtosci tonoplastu, sgplastydy ijadro [3]. Podobne zjawiska obserwowano podczas
rozpadu protoplastow komoérek naczyniowych podczas ksylogenezy u cynii [19].

DEGRADACJA PROTOPLASTU JAKO KONCOWY
PRZEJAW ROZNICOWANIA KOMOREK

Formowanie elementéw naczyniowych

Wiekszos¢ komérek petni swoje funkcje do czasu $mierci, ale istniejg i takie,
ktére wiasciwe sobie zadania wypetniajgjako elementy martwe tkanki. Przyktadem
tych ostatnich sg elementy naczyniowe (Tracheary Elements, TEs). W ich r6z-
nicowanie zaangazowany jest proces PCD.

Molekularne mechanizmy kontrolujgce réznicowanie TEs nie zostaty jeszcze
doktadnie poznane, ale dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze tworzenie wtdrnej
Sciany komorkowej jest zsynchronizowane ze $miercig tych komérek. Dochodzi
wowczas do sekrecji proteinazy serynowej, ktéra inicjuje dalsze przemiany pro-
wadzace do Smierci elementéw naczyniowych. Proces ten wymaga obecnos$ci Ca2+
i przejawia sie pekaniem tonoplastu i tgczeniem hydrolitycznej zawartosci wakuol
z cytoplazmg [22]. W wyniku tego nastepuje catkowita degradacja protoplastu,
co sugeruje, ze proteoliza odgrywa kluczowg role w realizacji PCD komdrek na-
czyniowych [32]. Jednakze to, czy uwolnienie enzyméw katabolicznych, bedace
efektem degradacji tonoplastu, jest przyczyng czy wynikiem PCD, nie zostalo usta-
lone. Z kolei zniszczenie wakuol przed rozpadem innych organelli sugeruje, ze
to wiasnie uwalniane enzymy hydrolityczne sg odpowiedzialne za degradacje pro-
toplastu [21].

W réznicujacych sie TEs zidentyfikowano wiele hydrolaz, ktérych aktywno$¢
jest istotnym elementem PCD [2]. Degradacji struktur komérkowych w wyniku
autolizy towarzyszy wzrost aktywnosci swoistej endonukleazy, powodujacej jed-
noniciowe pekniecia DNA, grupy RNaz oraz proteinaz cysteinowych i serynowych.
Badania dotyczace roznicowania elementéw naczyniowych, zarébwno w systemie
in vitro jak i in vivo, nie wykazaty fragmentacji jader czy peryferycznego roz-
mieszczenia chromatyny [19], jednakze obserwowano zaburzenie jej charaktery-
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stycznej organizacji [22]. Uwaza sie, ze jadro jest stosunkowo stabilng organellg
i jedng z ostatnich ulegajgcych lizie podczas PCD w TEs.

Nukleaza powodujgca jednoniciowe pekniecia DNA ulega aktywacji podczas
rozwoju naczyn u Zinnia elegans w obecnoscijonéw Ca2+ [41 iref.]. Prawdopodobnie
jest ona odpowiedzialna za akumulacje fragmentéw 3°-OH DNA [21, 41], czyli
spetnia takie funkcje, jakie przypisuje sie nukleazom zwigzanym z PCD u zwierzat.
Sposrod wielu nukleaz zwigzanych z réznicowaniem TEs u cynii zidentyfikowano
rowniez Zn2+-zalezng DNaze. Powoduje ona hydrolize DNA prowadzaca do po-
wstaniajedno- i dwuniciowych fragmentow. Metoda TUNEL ujawnita fragmentacje
DNA w rozwijajagcych sie elementach naczyniowych korzenia Pisum sativum w
stadium poprzedzajgcym ostateczne zniszczenie jadra [41]. Pozytywny wynik tego
testu odnotowano takze podczas ro6znicowania in vitro elementéw naczyniowych
u cynii tuz przed lub po przerwaniu ciggtosci tonoplastu [21]. Analiza fragmentacji
DNA metodg TUNEL sugeruje, ze procesy apoptozo-podobne moga stanowic ele-
menty PCD w TEs. Jednak nalezy podkresli¢, ze sama fragmentacja DNA nie
jest wystarczajgcym kryterium do identyfikacji apoptozy.

Wydaje sie, ze proteinazy, zaangazowane w dezintegracje organelli [39] i od-
powiedzialne réwniez za degradacje biatek komorkowych, uczestnicza w PCD roz-
nicujacych sie elementéw naczyniowych [22]. W komoérkach tych stwierdzono
wysoka aktywno$¢ proteolityczng i zidentyfikowano proteinazy zaréwno serynowe,
jak i cysteinowe [62]. Zahamowanie ich aktywnos$ci blokowato r6znicowanie TEs
i degradacje jadra, co sugeruje, iz odgrywajg one kluczowg role w procesie ksy-
logenezy.

Mimo ze degradacji protoplastdw podczas ksylogenezy towarzyszg przemiany
charakterystyczne dla nekrozy [18], to PCD w TEs reprezentuje aktywng forme
Smierci, réznigca sie od nekrozy - biernego umierania zarobwno morfologicznie,
jak i kinetycznie. Komérkowo-autonomiczne procesy podczas PCD elementéw na-
czyniowych obejmujg aktywng degradacje zawartosci protoplastu bez udziatu i wpty-
wu na komoérki sasiednie [21], pomimo braku udziatu ciatek apoptotycznych i
makrofagéw. Prawdopodobnie jest to wynikiem udziatu autofagowych wakuol po-
bierajacych pozostatosci komorek, a takze biatek z rodziny nsLTPs [16].

Powstawanie aerenchymy
Adaptacja roslin do warunkéw niedotlenienia

Powstanie aerenchymy umozliwia roslinom tolerowanie niskiego poziomu tlenu
(hipoksja) w glebie. Tworzenie tej tkanki poprzedzone jest $miercig niektérych
komérek kory pierwotnej korzenia. W komérkach tej tkanki u Sagittaria lancifolia
obserwowano ptatowate jadra i skondensowang chromatyne [15 i ref.]. U ryzu i
kukurydzy [27] wczesnym sygnatem degradacji komérek kory korzenia byto zni-
szczenie struktury bton komdérkowych. Ostatecznie, podczas formowania aerenchymy
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nastepuje przerwanie ciagtosci tonoplastu i uwolnienie enzymoéw hydrolitycznych,
co powoduje lize cytoplazmy i degradacje zawartosci komdrki do zaniku S$cian
komoérkowych wigcznie. Wéréd wielu enzyméw towarzyszacych Smierci komorek
kory korzenia sgproteinazy, lipazy, DNazy oraz celulaza, uczestniczgca w degradacji
$cian komorkowych. Inicjatory umieraniato etylen,jony wapnia czy kwas okadejowy
powodujg wzrost aktywnosci celulazy [15 i ref.].

PODSUMOWANIE

Badania przebiegu procesu $mierci komérek u réznych gatunkéw roslin i w
réznych tkankach wskazujg na wystepowanie wielu typow ich degradacji. We wszy-
stkich tych procesach $mier¢ komorek obserwuje sie na okreSlonym etapie on-
togenezy. Uzyskane wyniki wskazujg na udziat programowanej $mierci komorki
w czasie determinacji ptci (nie omoéwionej w niniejszym opracowaniu), rozwoju
gamet, zaptodnienia, embriogenezy, rozwoju i réznicowania organéw oraz ich sta-
rzenia, a takze podczas obrony przed mikroorganizmami patogennymi. Mimo ist-
nienia pewnych funkcjonalnych i morfologicznych podobienstw PCD u roélin z
apoptoza u zwierzat, na molekularnym poziomie ciggle brak potwierdzen i dowodow
na istnienie $cistej analogii. U zwierzat zidentyfikowano wiele pozytywnych (np.ced-
3iced-4) inegatywnych (ced-9, bcl-2, dad-1) regulatorow sSmierci komarki, jednakze
z jednym wyjatkiem - dad-1, homologiczne geny u roélin nie zostaty znalezione.
W wielu przypadkach $mierci komdrek roslinnych procesy autofagii oraz autolizy
komorki sg krytycznymi zdarzeniami prowadzacymi do jej degradacji.

Obecnie brak jest jednoznacznych danych o sygnatach inicjujgcych PCD u roslin.
Organizmy te unieruchomione i zwigzane z miejscem, w ktérym wyrosty, nie moga
oddali¢ sie od Zrodta bodZca docierajgcego z otoczenia ijako podstawowg strategie
obserwuje sie u nich przystosowanie do zaistniatych warunkéw. Dlatego tez wtasciwie
kazda reakcja na sygnat wewnetrzny jest w znacznym stopniu uzalezniona od czyn-
nikéw S$rodowiska. O losie komdrki decydujg takze sygnaty docierajace z otacza-
jacych komoérek lub regulatory wzrostu z odlegtych czesto tkanek.

Wiele kwestii dotyczgcych smierci komorki roslinnej pozostaje jeszcze do wy-
jasnienia. Duza luka w opisie jej przebiegu sktania do poréwnan z apoptoza u
zwierzat. Czy istnieje ogdlny mechanizm inicjujagcy i kontrolujgcy PCD u roélin,
pozostaje wcigz kwestig nie rozstrzygniets.
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IMMUNOMODULACYJNE LIPOKSYN -
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BIOSYNTHESIS AND IMMUNOMODULATORY PROPERTIES
OF LIPOXINS - METABOLITES OF ARACHIDONIC ACID

Szczepan JOZEFOWSKI, Janusz MARCINKIEWICZ

Katedra Immunologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego, Krakéw

Streszczenie: Odkryte w 1984 roku lipoksyny (LXs) tworzg wraz z innymi metabolitami kwasu arachi-
donowego duza grupe autakoidéw zwanych tgcznie eikozanoidami. Sposrod trzech najlepiej poznanych
drég biosyntezy lipoksyn (LXAg i LXB4), dwie katalizowane sg przez sekwencyjnie dziatajgce 5- i
12/15-lipoksygenaze, natomiast trzecia inicjowana jest przez acetylowang przez aspiryne cyklooksy-
genaze-2 i generuje 15-epimery lipoksyn (15R-LXA4 i B4). W odréznieniu od innych eikozanoidow,
lipoksyny sg gtownie produkowane przez dwie kooperujace ze sobg komérki, na przyktad neutrofile i
phytki krwi. Scharakteryzowano dwa typy receptoréw dla lipoksyn: receptor specyficzny dla lipoksyny
Aas, podlegajacy ekspresji w monocytach, granulocytach i enterocytach oraz wystepujacy w komérkach
innych niz neutrofile receptor peptydoleukotrienéw, dla ktérego LXAa jest czeSciowym agonistg. Z
dotychczasowych badan wynika, ze in vitro lipoksyny majaw#asciwosci immunomodulacyjne, natomiast
trudno jest powiedzieé, jaka jest ich rolaw reakcjach immunologicznych in vivo, w ktérych biorg udziat
inne eikozanoidy. Uwaza sig, ze lipoksyny sa mediatorami odczynu zapalnego, dziataja przeciwstawnie
do leukotrienéw (stop signaling hipoteza Charlesa Serhana) i w drodze autokrynnej hamujg aktywno$é¢
neutrofili.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 335-350)

Stowa kluczowe: lipoksyny, aspiryna, eikozanoidy

Summary: Lipoxins belong to the group of eicosanoids, i.e. metabolites of arachidonic acid. Out of three
biosynthetic pathways leading to the formation of lipoxins (LXA4 and LXB4) two of them are catalysed
by a sequential action of 5- and 12/15-lipoxygenases, whereas the third one is catalysed by aspirin-ace-
tylated cyclooxygenase 2 (COX-2). The products of the latter reaction are 15-epi-lipoxins (15 epi-LXAa
and Ba4). Lipoxins are mainly the products of intercellular co-operation (e.g. neutrophils and platelets).
There have been characterised two receptors for lipoxins: the LXAa4 specific receptor, expressed in

*Praca wykonana w ramach badan wtasnych W+/137/P/L
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monocytes, granulocytes and enterocytes, and receptor shared with peptidoleukotrienes, found in other
cells. In vitro lipoxins were shown to have immunomodulatory properties. Thus far it is suggested that
they are mediators of inflammatory reactions, they oppose the action of proinflammatory leukotrienes
(stop signalling according to Charles Serhan), and they inhibit the function of neutrophils. But it is
difficult to explain how they contribute to the role of all eicosanoids in vivo.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 335-350)

Key words', lipoxins, aspirin, eicosanoids

I. WSTEP

Kwas arachidonowy (AA), uwolniony w wyniku dziatania lipaz na fosfolipidy
bton komdérkowych, staje sie prekursorem licznych autakoiddw, takich jak: pro-
staglandyny (PGs), tromboksany (T Xs), leukotrieny (LTs), lipoksyny (LXs), zwanych
tacznie eikozanoidami (rye. 1A). AA przeksztatcany jest gtownie przez dwa typy
enzymodw: cyklooksygenazy (COXs: kostytutywnaCO X-I iindukowana przez czyn-
niki prozapalne COX-2) oraz lipoksygenazy (LOXs: 5-, 12- i 15-LOX). Cyklo-
oksygenazy inicjujg synteze PGs i TXs, czyli prostanoidéw, podczas gdy 5-LOX
odpowiada za synteze LTs i LXs. G¥dwnymi komérkami uktadu immunologicznego
produkujacymi eikozanoidy sa makrofagi, neutrofile, eozynofile, komérki dendry-
tyczne oraz komorki tuczne. O ile prostanoidy oraz LTs powstajg w obrebie jednej
komorki, to LXs tworzg sie gtdwnie w wyniku interakcji dwoch komadrek (na przyktad
neutrofili i ptytek krwi). Lipoksyny A4 (rye. IB) i B4 (rye. 1C) sg produktami
sekwencyjnego dziatania dwu enzymow, najczesciej 5- i 12/15-LOX, prowadzacego
do wbudowania w czagsteczke AA trzech atomow tlenu [5,50,51].

Prostaglandyny oraz LTs sg mediatorami odczynu zapalnego, a ponadto se-
lektywnie reguluja synteze cytokin typu TH1 i TH2. Na przyktad, PGE2 hamuje
synteze IL-2, IFN-y (cytokiny TH1), a stymuluje synteze IL-4 (TH2) [21,31]. Immu-
noregulacyjna rola LXs in vivo jest niejasna i kontrowersyjna. Badania Charlesa
Serhana wskazujg na ich dziatanie przeciwzapalne. Zasadniczo LXs hamuja funkcje
granulocytéw, natomiast aktywujg monocyty. Silnie przeciwzapalne dziatanie LXs
kontrastuje z gtdwnie pro-zapalnym dziataniem innych przekaznikéw lipidowych
i sugeruje mozliwos$¢ zastosowania LXs w leczeniu licznych choréb zwigzanych
ze stanem zapalnym (reumatoidalne zapalenie stawow, astma, choroba Alzheimera)
[1,5,50,51]. Na podstawie aktualnej wiedzy o immunoregulujgcym dziataniu LXs
mozna postawi¢ nastepujaca teze:

i. LXs majg dziatanie przeciwstawne do LTs.

ii. Gtownym zrodtem LXs w systemie odpornosciowym sg neutrofile.
iii. LXs hamuja odczyn zapalny (stop signalling - Ch. Serhan).

iv. LXs wptywajg na funkcje Th 1/Th2 (?)
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RYCINA 1. Eikozanoidy - schemat syntezy (A) oraz wzory strukturalne: LXA4 (kwasu 5S,16R,15S-
tréjhydroksy-7,9,13-rran5-ll-c/5-eikozatetraenowego) (B), LXB4 (kwasu 5S,14R,15S-tréjhydroksy-
6,10,12-trans-g-c/s-eikozatetraenowego) (C), 15S-H(p)ETE (kwasu 15S-hydroksy-(hydroperoksy-)
eikoza-5Z,8Z,1 1Z,13E-tetraenowego) (D) i LTA4 (E). EETs - kwasy epoksyeikozatrienowe; pozostate
objasnienia w tekscie
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I1. BIOSYNTEZA LIPOKSYN

I1.1. Synteza LXs w wyniku miedzykomdrkowej kooperacji
metabolicznej: interakcja 5- i 12/15-LOX

Najlepiej scharakteryzowane szlaki syntezy LXs wymagajg interakcji 5- i 15-LOX,
zlokalizowanych w dwu réznych typach komérek. W szlaku inicjowanym przez
15-LOX, enzym ten katalizuje wtaczenie tlenu przy weglu C-15 AA (w konfiguracji
S), z utworzeniem 15S-HpETE, redukowanego nastepnie do 15S-HETE (ryc. ID).
15S-HETE jest produkowany przez eozynofile, makrofagi ptucne, komérki nabton-
kowe lub $rédbtonkowe, w ktérych obficie wystepuje 15-LOX, i po uwolnieniu
moze by¢é wykorzystany do syntezy LXs przez obecne w sasiedztwie aktywowane
monocyty lub neutrofile. Zlokalizowana w tych komorkach 5-LOX katalizuje wbu-
dowanie drugiej czgsteczki tlenu z utworzeniem 5(6)-epoksytetraenu, bezposredniego
prekursora LXA4 lub LXB4. Stwierdzono ponadto, ze aktywowane neutrofile gwat-
townie estryfikujg egzogenny lub zewnatrzkomérkowy 15-HETE do lipidéw za-
wierajgcych inozytol. Przy powtdrnej aktywacji moze by¢ on uwolniony z bton
przez fosfolipaze A2 (PLA2) i ewentualnie uzyty jako substrat w syntezie LXs
[8,50,51].

Alternatywnie, LXs syntetyzowane sg z LTA4 (ryc. 1E), produktu 5-LOX i pre-
kursora innych LTs w aktywowanych granulocytach. Wykazano, ze agregujgce
z neutrofilami aktywowane ptytki pobierajg uwalniany z neutrofili LTA4 i prze-
ksztatcajg go dziataniem 12-LOX w obie formy LXs. Inaczej niz 12-LOX z ptytek
krwi, 15-LOX wydaje sie produkowac¢ wytgcznie LXA4 uzywajgc LTA4jako sub-
stratu. Produkcje LXs w trakcie interakcji neutrofile-ptytki nasila GM-CSF, a hamujg
przeciwciata blokujace interakcje neutrofile-ptytki, w ktérych posredniczy selektyna
P [49-51].

I1.2. Synteza LXs w obrebie jednej komorki

W ludzkich makrofagach wyhodowanych z monocytéw 15-LOX nie wystepuje
konstytutywnie, jest natomiast indukowana pod wptywem IL-4 lub IL-13 - cytokin
produkowanych przez limfocyty T pomocnicze typu TH2 [24,46]. Z kolei zaréwno
sama 15R/S-metylo-LXAA4, jak i podana tgcznie z TNF-a do wytworzonych pod
skorg myszy torebek powietrznych zwigkszata stezenie IL-4 w ptynie wysiekowym
[20]. Odwrotnie, cytokiny typu Thl (IFN-y) i prozapalne (TNF-a) hamujg aktywno$é
15-LOX [24] (ryc. 2). Mozna sie wiec spodziewac, ze produkcja LXs charakteryzuje
zwtaszcza reakcje odpornosciowe typu TH2, rozwijajace sie pod wpltywem zakazen
robakami i w alergiach. Neutrofile pozyskane od astmatykow, w przeciwieAstwie
do os6b zdrowych, po stymulacji jonoforem wapnia syntetyzowaly LXA4 z en-
dogennych substratow [8]. W przeciwstawny sposéb cytokiny TH1 i TH2 regulujg
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ekspresje COX-2 i 5-LOX. W komérkach linii monocytarnej ekspresja COX-2 i
synteza PGs jest stymulowana przez IFN-y, a hamowana przez IL-4 [3,15]. W
ludzkich monocytach IL-1 i IFN-y stymulowaty, natomiast IL-4 i IL-13 hamowaty
produkcje LTB4,przynajmniej czeSciowo poprzez wptyw naekspresje 5-LOX, biatka
aktywujgcego 5-LOX (FLAP) i hydrolazy LTAA4, katalizujgcej ostatni etap syntezy
LTB4 [34,36] (ryc. 2).

W przeciwienstwie do ludzkich makrofagéw, mysie rezydentne makrofagi otrzew-
nowe wykazujg aktywno$¢ 12/15-LOX nawet bez stymulacji IL-4 lub IL-13. W
celu okre$lenia znaczenia endogennych IL-4 i IL-13 dla ekspresji 12/15-LOX w
mysich makrofagach, zbadano ekspresje tego enzymu u dwu szczepdw myszy;
z limfocytami nie syntetyzujgcymi IL-4 i IL-13 (RAG-2_/5) oraz u niezdolnych
do odpowiedzi na te cytokiny. Niespodziewanie okazato sie, ze u myszy tych nie
tylko nie wystepowato obnizenie ekspresji, ale 12/15-LOX obecna byta w wiekszym
odsetku makrofagow [48]. Zgodnie z powyzszymi wynikami, mysie rezydentne
makrofagi otrzewnowe inkubowane in vitro z AA ijonoforem wapnia produkowaty
znaczace ilosci LXs (-18 ng/106 komorek), prawdopodobnie w wyniku transformacji
LTA4 przez 12/15-LOX. W poréwnaniu z makrofagami rezydentnymi, w makro-
fagach zapalnych wystepowat blok syntezy LXs i LTs, za$ produkcja 12- i 15-HETE
byta dramatycznie obnizona [6].

I1.3. Synteza LXs pod wpitywem aspiryny: interakcja acetylowanej
COX-2 i 5-LOX

Aspiryna (kwas acetylosalicylowy) jest jednym z najstarszych i najczesciej sto-
sowanym lekiem przeciwzapalnym. Badania ostatnich lat potwierdzity ponadto sku-
tecznos$¢ niskich dawek aspiryny w przeciwdziataniu zawatowi serca i w obnizaniu
ryzyka raka ptuc, jelita grubego i piersi. Do niedawna panujacy poglad, ze prze-
ciwzapalne dziatanie aspiryny wynika wytacznie zbezposredniego hamujacego wpty-
wu na aktywno$é obu form COX, wydaje sie niewystarczajagcy do wyjasnienia
wszystkich farmakologicznych efektow aspiryny. Ponadto, in vivo aspiryna ulega
szybkiej deacetylacji do kwasu salicylowego, bedacego bardzo stabym inhibitorem
COXs [10,27]. Opisano szereg innych mechanizméw dziatania farmakologicznego
salicylanow, potencjalnie istotnych dlawyjasnieniaich efektu terapeutycznego, takich
jak: hamowanie aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB [55], modyfikacja
transkrypcji COX-2 [54,56] i dziatanie pro-apoptotyczne, zwigzane z aktywacjg
kinazy p38 z grupy kinaz aktywowanych przez mitogeny (MAPK) [47].

Niektére wreszcie z dziatan aspiryny moga by¢ zwigzane z pobudzaniem syntezy
lipoksyn ATLs (ang. Aspirin-Triggered Lipoxins). Acetylacja przez aspiryne seryny
w centrum Kkatalitycznym COX-2 przelacza jej swoistos¢ enzymatyczng z syntazy
PGs na R-lipoksygenaze, tzn. acetylowana COX-2 (ale nie COX-1) syntetyzuje
15R-HETE zamiast PGH2. 15R-HETE, produkowany przez acetylowang COX-2
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RYCINA 2. Niektore interakcje pomiedzy LXA4 i PGE2 a cytokinami Thl (IFN-y) i Th2 (IL-4);
oznaczenia: EP2i EP4- podtypy receptorow PGE2, 13-HODE - kwas 13-hydroksyoktadeka-9Z, 11 E-die-
nowy (metabolit kwasu linolowego), PGJ2 - 15-deoksy-A12,14-PGJ2 (metabolit PGD2), PPAR-y - typy
receptora dla aktywatorow proliferacji peroksyzomoéw (ang. peroxisome proliferator-activated receptor-
y); pozostate objasnienia w tekscie

w aktywowanego komérkach nabtonka lub srédbtonka, wychwytywany jest przez
przylegajgce neutrofile i przeksztalcany w 15R-epimery LXs [10,44,50]. Okazato
sie, ze 15-epi-LXA4 hamuje adhezje neutrofili do komorek $rédbtonka prawie dwu-
krotnie silniej od natywnej (15S) LXAA4, czeSciowo z powodu wiekszej odpornosci
na biodegradacje. Z kolei 15-epi-LXB4 hamuje proliferacje komérek rakowych
adenokarcinoma silniej niz LXB4 lub LXA4 [12].

I1.4. Inne szlaki syntezy: cytochrom P450

Oprécz szlakdw inicjowanych przez LOX i COX, leukocyty dysponujg takze
trzecim torem metabolizmu AA, katalizowanym przez zlokalizowany we frakcji
mikrosomalnej uktad cytochromu P450 (ryc. 3). W makrofagach i monocytach nie-
ktére izoenzymy cytochromu P450 (CYP) wystepuja konstytutywnie, podczas gdy
inne sg indukowane pod wptywem réznorodnych bodzcdw, np. przyleganie do pla-
stiku i stymulacja LPS-em indukuje w ludzkich monocytach i makrofagach ekspresje
CYP1A1l [2].

Ré6zne izoformy cytochromu P450 w leukocytach mogg katalizowaé zaréwno
rozktad (por.Y), jak i synteze eikozanoidow. Utlenienie AA przez cytochrom P450
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RYCINA 3. Rola antyoksydacyjnego systemu glutationowego, cytochromu Pgsoi 12/15-LO w regulacji
wewnatrzkomérkowego poziomu nadtlenkéw kwaséw ttuszczowych (R-OOH) i ich zredukowanych
form alkoholowych (R-OH). GSH i GSSG - zredukowana i utleniona forma glutationu

daje -40% epimeru 15R i -60% epimeru 15S 15-HETE [7]. Udowodniono, ze
cytochrom P450 partycypuje w produkcji 15-HETE przez komérki ludzkiej linii
adenokarcinoma, przeksztatcanego nastepnie przez hodowane tgcznie neutrofile w
15-epi-LXA4 [12]. Cytochrom P450 odpowiada takze w duzym stopniu za sty-
mulowangprzez aspiryne synteze 15-HETE i 15-epi-LXs w komorkach watrobowych
szczura zaréwno in vitro, jak i in vivo [53].
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I1l. WEWNATRZKOMORKOWA REGULACJA SYNTEZY
EIKOZANOIDOW

Wiegkszo$¢ lipoksygenaz ssakéw ulega nieodwracalnej inaktywacji katalizujac
utlenianie wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych. Mechanizm samobdjczej ina-
ktywacji 12-LOX lub 15-LOX wydaje sie polega¢ na katalizowanej przez te enzymy
wtornej konwersji 15-HPETE do 14,15-epoksydowych produktow posrednich, wig-
zacych sie kowalencyjnie zenzymem. 12-LOX ulega takze inaktywacji syntetyzujac
LXB4 z LTA4, lecz kontynuuje w tych warunkach synteze LXA4. Tworzony w
trakcie syntezy LXs 15-HETE blokuje tez 5-LOX i synteze LTs w neutrofilach,
co stanowi podtoze konkurencyjnej (wykluczajacej sie wzajemnie) syntezy LXs
i LTs. W efekcie synteza LTs i LXs jest rozdzielona czasowo [24,49,51].

llo$¢, a takze rodzaj produktéw tworzonych w oksydacyjno-redukcyjnych re-
akcjach katalizowanych przez LOX i COX silnie zalezy od wewnatrzkomérkowego
potencjatu redoks. Aktywacja katalityczna COX wymaga obecnosci pewnej ilosci
nadtlenku wodoru lub nadtlenoazotynu (ang. peroxynitrite, ONOO-), produktu reakcji
NO z anionem ponadtlenkowym (02-) [32]. Nadtlenki (ang. hydroperoxides)
kwaséw ttuszczowych wydajg sie spetnia¢ role endogennych aktywatoréow 12- i
15-LOX - ich obecno$¢ przyspiesza rozpoczecie reakcji katalizowanych przez wy-
izolowang 15-LOX. Mechanizm tego efektu mogtby polega¢ na utlenianiu zelaza
niehemowego obecnego w czasteczce LOX. Wewnatrzkomérkowy, zwykle bardzo
niski poziom nadtlenkéw lipidow jest w duzym stopniu wypadkowa aktywnosci
12/15-LOX i peroksydazy glutationowej (GPx). Jeden z izoenzyméw GPx - GPx
nadtlenkéw fosfolipidéw (PH-GPx) redukuje generowane przez 12/15-LOX nad-
tlenki lipidéw (takze w formie zestryfikowanej) do odpowiednich alkoholi (ryc.
3). Ta aktywno$¢ PH-GPx prowadzi z jednej strony do obnizenia aktywnos$ci 12/15-
LOX, a z drugiej strony zapewnia swoisto$¢ reakcjom katalizowanym przez 12/15-
LOX, gdyz zapobiega wtdérnej izomeryzacji nadtlenkéw i indukowanej przez nie
nieswoistej peroksydacji [24,45,52]. Z kolei wywotany przez cytokiny typu TH2,
IL-4 i IL-13, wzrost ekspresji 12/15-LOX z réwnolegtym obnizeniem ekspresji
GPx, prowadzi do znacznego wzrostu poziomu endogennych nadtlenkéw lipidéw
[46]. Tak wiec stymulujagcy wptyw IL-4 na aktywnos$é¢ 15-LOX moze wynikaé
nie tyle ze zwiekszenia ekspresji 12/15-LOX, co z jej aktywacji enzymatycznej.
Obecnos$¢ nieaktywnej 15-LOX wykryto w ludzkich neutrofilach [37].

W przeciwieristwie do wplywu na synteze LXs, spadek wewnatrzkomdrkowego
GSH prowadzi do drastycznego zahamowania syntezy peptydoleukotrienéw, w
ktérej GSH jest substratem [41]. W plytkach krwi czynniki obnizajgce poziom
GSH nasilajg konwersje LTA4 do LXs i jednocze$nie blokujg konwersje LTA4
do peptydoleukotrienow [50,51]. W aktywowanych makrofagach GSH utleniany
jest bezposrednio przez aktywowane LOX lub zuzywany na redukcje nadtlenkow
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lipidow, usuwanie reaktywnych form tlenu i azotu oraz stymulowane przez NO
tworzenie glutationowych adduktéw biatek [38,42] (ryc. 3).

Tlenek azotu wywiera dwufazowy wptyw na aktywnos$¢ 15-LOX. Po poczat-
kowym zahamowaniu aktywnosci wskutek wigzania NO do Fe(ll) w nieaktywnym
enzymie, nastepuje powolna, nieodwracalna konwersja tego kompleksu do pre-
aktywowanej formy 15-LOX, zawierajacej Fe(lll) i podatnej na aktywacje przez
nadtlenki. Wypadkowa tych efektdw wydaje sie zaleze¢ od wewngtrzkomdorkowego
poziomu nadtlenkéw. Przy ich niskim poziomie duza cze$¢ enzymu wystepuje w
nieaktywnej formie zelazawej i w zwigzku z tym jest podatna na aktywacje przez
NO, natomiast przy wysokim poziomie nadtlenkbw mozna sie spodziewal cze-
$ciowego zahamowania aktywnosci 15-LOX przez NO [22].

IV. RECEPTORY DLA LIPOKSYN

Swoisty (nie wigzacy LXB4 i LTB4) receptor LXA4 (LXA4R) w ludzkich neu-
trofilach wigze LXA4 z KD -0,5 nM. Receptor ten, reprezentujagcy nadrodzine
kooperujacych z biatkami G receptoréw serpentynowych, jest blizej spokrewniony
z receptorami dla peptydéw (60% homologia do receptora fMLP) niz z nalezagcymi
do tej samej nadrodziny receptorami dla PGs. W neutrofilach LXA4 w stezeniu
nanomolowym wywotuje zalezng od biatek G aktywacje PLD i PLA2, uwalnianie
AA i aktywacje kinaz tyrozynowych [39,50]. Mechanizm transdukcji sygnatu z
LXA4R obejmuje interferencje z nowoopisanym szlakiem fosforanéw terpendw.
Aktywacja receptora LTB4 w neutrofilach stymuluje raptowng degradacje dwu-
fosforanu preskwalenu (produkt posredni w syntezie cholesterolu), ktéry w nie-
pobudzonych komoérkach wydaje sie tonicznie hamowaé¢ PLD. Agonisci LXA4-R
hamujg hydrolize dwufosforanu preskwalenu wywotang przez LTB4, przeciwdzia-
tajac odhamowaniu PLD i produkcji 0 2- pod wpltywem LTB4 [26].

Identyczny receptor sklonowano takze z komdérek monocytowej linii THP-1.
Receptor ten ulegat raptownej desensytyzacji pod wptywem LXA4, a wywotang
przez LXA4 zajego posrednictwem mobilizacje jonéw wapnia i adhezje blokowata
toksyna krztu$ca [28]. Fakt, ze ten sam receptor wydaje sie wywieraé przeciwstawny
wptyw na funkcje neutrofili i monocytéw, usitowano ttumaczy¢ réznym stopniem
mobilizacji jonéw wapnia [40].

Fakt, ze adhezja neutrofili i monocytéw do $srédbtonka jest requlowana podobnie
przez obie LXs [40,50], sugeruje, ze w dziataniu LXs posredniczy co najmniej
jeszcze jeden receptor. Taki polimorfizm nie bytby wyjatkiem ws$réd receptoréw
dla eikozanoidéw, np. u myszy scharakteryzowano do tej pory osiem r6znych re-
ceptoréw wigzacych prostanoidy [35]. W komoérkach innych niz neutrofile, takich
jak: komoérki mezangialne i $rodbtonkowe, LXA4 wigze sie ponadto do receptora
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dla peptydoleukotrienéw (cysLT/LXA4R). Receptor ten, dla ktérego LXA4 jest
czesciowym agonista, odpowiada miedzy innymi za wzrost przepuszczalnosci naczyn
i skurcz miesni gtadkich w niektérych narzadach [19,49,50]. W ludzkich komérkach
mezangialnych w aktywacji kinaz MAP: p38 i ERK przez LXA4 wydajg si¢ po-
$redniczy¢ dwa typy receptoréw - odpowiednio cysLT/LXA4R i LXA4R. Tylko
aktywacja p38 przez LXA4 byta blokowana przez toksyne krztu$ca (angazowata
biatko Gj) i przez antagoniste cysLT/LXA4R [33]. Inhibitor kinaz MAP przeciw-
dziatat obnizeniu ekspresji (R integryn wywotanemu przez LXA4 w ludzkich leu-
kocytach krwi [16].

Oprocz dziatania auto- lub parakrynnego, LXs moga réwniez funkcjonowaé w
obrebie komorek jako wtérne lub trzeciorzedowe przekazniki. Receptor weglowo-
doréw aromatycznych (ang. Aryl hydrocarbon Receptor, AhR) jest aktywowanym
przez ligandy czynnikiem transkrypcyjnym nalezagcym do nadrodziny Per (Period),
ARNT, Sim (Single minded)/basic helix-loop-helix. Prototypowymi ligandami AhR
sg policykliczne (np. benzo[a]piren) i heterocykliczne (np. dioksyna) weglowodory
aromatyczne. Ligandy te indukujg za posrednictwem AhR ekspresje enzymow, ktére
utatwiajg ich rozktad i wydalanie (poprzez zwiekszenie hydrofilowosci), takich jak
cytochrom P4s5Q S-transferaza glutationowa i transferaza UDP-glukuronowa (ryc.
3). W nieobecnosci liganda, AhR zwigzany jest w cytoplazmie zdwoma czasteczkami
hsp90 (heat shock proteins). Zwigzanie liganda inicjuje odtgczenie hsp90 i trans-
lokacje do jadra, w ktérym AhR tworzy heterodimer z nalezagcym do tej samej
nadrodziny czynnikiem transkrypcyjnym ARNT (AhR nuclear translocator). He-
terodimer AhR/ARNT jest aktywna forma, regulujacg ekspresje gendéw poprzez
bezposrednie wigzanie do ich enhanserowych sekwencji DREs (dioxin/xenobiotic
response elements) [18,43].

Stwierdzono ostatnio, ze LXAA4, ale nie inne eikozanoidy (LXB4, HETEs i LTs),
jest jednym z ligandow AhR, regulujagcym transkrypcje genu podlegtego AhR. W
komérkach Hepa-1LXA4zwiekszata aktywno$é promotorowaDREs oraz aktywno$¢
cytochromu P450 z EC5g~60 nM. W przeciwienstwie do innych ligandow AhR,
LXA4 wywotywata tylko przejsciowa aktywacje cytochromu P450° z maksimum
po ok. 8 h i powrotem do poziomu wyjSciowego w ciggu 48 h. Przedstawiono
dowody, ze chwilowy charakter aktywacji wynika z katabolizmu LXA4 przez wyin-
dukowany cytochrom: w komoérkach ze zmutowang, nieaktywng formg CYP1A1l
poziom mRNA dla CYP1A1 pozostawat podwyzszony przez 24 h, a ponadto LXA4
hamowata kompetycyjnie katalizowang przez CYP1A1l O-deetylacje etoksyrezoru-
finy. Tak wiec, tak jak inne ligandy AhR, LXA4 w wysokich stezeniach stymuluje
ekspresje enzymdw katalizujagcych jej rozktad [43]. W leukocytach Sledzionowych
myszy PMA ijonofor wapniowy stymulowaty 6-krotny wzrost ekspresji AhR. W
aktywowanych leukocytach zaobserwowano ponadto jagdrowga translokacje AhR,
jego wigzanie do sekwencji DREs i aktywacje transkrypcji CYP1A1 w nieobecnosci
egzogennych ligandéw [14]. Niewykluczone, ze nasilenie ekspresji CYP i prze-
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prowadzanej przez CYP degradacji przyczynia sie do obnizenia syntezy LTs i LXs
w aktywowanych leukocytach [por. 11.2.].

Stymulacja transkrypcji genu CYP1Al przez AhR wymaga wspo6tudziatu kinazy
biatkowej C (PKC). Co ciekawe, ligandy AhR, w tym LXAA4, sg czesto takze
aktywatorami PKC. LXA4 aktywowata PKC silniej niz diacyloglicerol [9,11,49].
Odwrotnie, LXA4 znosita aktywacje PKA wywotang przez PGE2 i forskoling w
makrofagach [17]. Inhibitor PKC hamowat stymulowang przez LXA4 ekspresje
czynnika tkankowego (ang. tissue factor, TF - aktywator krzepniecia krwi) w ko-
morkach ECV304. Wplywu LXA4 na ekspresje TF nie blokowat natomiast an-
tagonista cysLT/LXA4R, ani nie nasladowali syntetyczni agonisci LXA4R
(15(R/S)-metylo-LXA4 lub 16-fenoksy-LXA4), co raczej wyklucza role znanych
receptoréw bionowych dla LXA4 [30].

V. KATABOLIZM LIPOKSYN

LXs sa szybko degradowane i dlatego ich dziatanie wydaje sie by¢é ograniczone
do lokalnego mikrosrodowiska. LXA4jest substratem to-hydroksylazy LTB4 i mono-
oksygenazy (izoformy CYP) oraz dehydrogenazy 15-hydroksyprostaglandynowej,
odgrywajacej gtéwna role w katabolizmie PGE2 [43]. Wykazano, ze ludzkie mo-
nocyty gwattownie (w ciggu 30 s) przeksztatcajg przeszto 80% dodanej LXAA4
lub LXB4 do nieaktywnych biologicznie produktéw. Przeksztatcenie to prawdo-
podobnie katalizowane jest przez zalezng od NAD dehydrogenaze 15-hydroksypro-
staglandynowg oraz 12-hydroksydehydrogenaze LTB4 i obejmuje odwodorowanie
oraz redukcje wigzan podwdjnych, dajace jako produkt koncowy odpowiednio 13,14-
dihydro-LXA4 i 6,7-dihydro-LXB4. Stymulowany przez LXA4 naciek monocytow
do ognisk zapalnych - o ile istnieje, podlegatby wiec samoograniczeniu, w wyniku
inaktywacji LXs przez naptywajace monocyty. Natomiast w neutrofilach tylko -12%
dodanej LXB4 podlega katalizowanej przez co-hydroksylaze LTB4 co-hydroksylacji
do 20-OH-LXB4 i 20-COOH-LXB4, ktore, odwrotnie niz produkty monocytow,
zachowujg aktywnos$¢ biologiczna [13,29]. W obecnos$ci cytochromu b5i reduktazy
NADPH-P450, rekombinacyjna m-hydroksylaza LTB4 z ludzkich neutrofili (CYP
4F3) oprocz LTB4utleniatakze zmniejszym powinowactwem LXA4,LXB4,5-HETE
i 12-HETE, ale nie AA i 15-HETE [23].

VI. WPLYW LIPOKSYN
NA FUNKCJE KOMOREK FAGOCYTARNYCH

W stezeniach nanomolowych LXA4 hamuje chemotaksje ludzkich neutrofili i
eozynofili w kierunku fMLP lub LTB4, atakze przeciskanie sie (diapedeze) neutrofili
przez warstwe komdrek nabtonkowych lub $rodbtonkowych. Obie LXs obnizajg
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selektywnie pobudzang przez LTs (ale nie przez fMLP lub fragment dopetniacza
Cb5a) adhezje neutrofili do komérek $srédbtonka. LXs zaréwno hamujg (za posred-
nictwem PGI12) wywotang przez LTC4 mobilizacje selektyny P w komorkach $rod-
btonka, jak i przeciwdziataja wywotanej przez LTB4 w neutrofilach aktywacji [®
integryn i syntezie fosforanu inozytolu (IP3). Kazdy z tych efektéw mogt party-
cypowaé w zaobserwowanym in vivo zahamowania nacieku neutrofili i eozynofili
do ognisk zapalnych pod wptywem syntetycznych analogéw LXs [1,11,16,39]. In
vivo 15R/S-metylo-LXA4 obnizata drastycznie naciek leukocytow wywotany przez
TNF-a w modelu podskérnych torebek powietrznych u myszy. Na efekt ten pra-
wdopodobnie skfadato sie zahamowanie syntezy MIP2 i IL-1(3 oraz stymulacja
syntezy IL-4. Lipoksyna A4 i jej stabilne analogi hamujg takze wywotang przez
TNF-a produkcje 0 2- w ludzkich granulocytach. LXA4 wydaje sie regulowac se-
lektywnie aktywacje neutrofili wywotang przez TNF-a, poniewaz ani LXA4, ani
jej analogi nie hamowaty wybuchu tlenowego wywotanego przez fMLP lub PMA
oraz produkcji IL-1|3 stymulowanej przez GM-CSF lub zymosan [20]. Wiekszos¢
z przytoczonych dotychczas wynikdéw uzyskana zostata przez wiodacy w badaniu
LXs zesp6t Charlesa Serhana. O odwrotnym - stymulacji, a nie hamowaniu -
wptywie LXA4 na adhezje ludzkich neutrofili do warstwy komoérek $rédbtonka
donosili Lemer i wsp. [25].

W przeciwienstwie do wptywu na funkcje neutrofili, obie LXs silnie pobudzajg
chemotaksje i adhezje monocytdw, chociaz tylko LXA4 wywotuje w tych komorkach
mobilizacje wewnatrzkomdrkowych jondw wapnia i ekspresje TF. Inaczej niz wie-
kszo$¢ innych chemoatraktantdw, LXs nie pobudzajg w monocytach degranulacji
iwybuchu tlenowego [28-30,40]. Pikomolowe stezenia LXs i ich analogéw stymuluja
natomiast ,,nieflogistyczng” (niezwigzang z uwalnianiem mediatoréw prozapalnych)
fagocytoze apoptotycznych neutrofili przez makrofagi. W fagocytozie stymulowanej
przez LXA4 wykazano udziat receptora CD36 oraz avp3 i (R integryn. Lipoksyna
A4 wywiera wiec przeciwstawny wptyw na funkcje (R integryn w neutrofilach
i monocytach. Stymulacje fagocytozy blokowata toksyna krztusca, (co sugeruje
udziat receptora swoistego dla LXA4) i analog cyklicznego AMP, a nasladowat
inhibitor PKA [17]. Ani LXAA4, ani jej syntetyczny analog nie wptywaly na cyto-
toksyczno$¢ monocytow. Lipoksyny blokujg natomiast cytotoksycznos$¢ ludzkich
komoérek NK [28]. Z kolei inni autorzy zaobserwowali in vitro stymulacje przez
LXA4 cytotoksycznos$ci neutrofili wobec komorek $rédbionka [4]. Stymulujacy
wplyw LXs na funkcje fagocytdw jednojgdrzastych obejmuje takze promowanie
mielopoezy [49].

Od odkrycia lipoksyn uptyneto prawie 20 lat. Poznano doktadnie ich biosynteze,
a nadal niewiele wiadomo o udziale LXs w regulacji odczynu zapalnego i swoistej
odpowiedzi immunologicznej przez eikozanoidy. Szczeg6lne znaczenie w regulacji
odpowiedzi immunologicznej moga mie¢ lipoksyny uwalniane in vivo pod wptywem
podawania aspiryny (ATLs). Do kompleksowego poznania regulacji indukcji od-
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powiedzi immunologicznej przez eikozanoidy konieczne jest wykazanie, czy komorki
prezentujgce antygen (np. komérki dendrytyczne) produkujg LXs i czy zmieniajg
one, podobnie jak PGE2, funkcje limfocytéw T (odpowiedZz immunologiczng typu
TH1 lub TH2).
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Streszczenie'. Czynnik martwicy guza (TNF, TNF-a, kachektyna)jest plejotropowa cytoking prozapalna
produkowang gtéwnie przez aktywowane makrofagi i monocyty. Oprécz dziatania immonomodula-
cyjnego TNF wywiera réwniez efekt przeciwnowotworowy hamujac wzrost niektérych guzéw nowo-
tworowych, a nawet powodujac ich regresje. Dlatego TNF, pomimo swej toksycznosci, znajduje
zastosowanie w terapii nowotworéw, gtdwnie nieoperacyjnych czerniakéw oraz miesakéw konczyn.
Analiza danych uzyskanych na réznych modelach do$wiadczalnych pozwolita na wyréznienie trzech
gtdwnych mechanizméw modulujacego dziatania TNF na wzrost nowotwordw: 1) bezposredniego
efektu toksycznego na komérki nowotworowe, 2) efektu posredniego wywotanego poprzez wptyw na
uktad immunologiczny oraz 3) efektu posredniego wywotanego poprzez wptyw natozysko naczyniowe
guza. Niniejsza praca przedstawia mechanizmy przeciwnowotworowego dziatania TNF, skupiajac sie
gtéwnie naefektach wywieranych natozysko naczyniowe guza. TNF dziata bezposrednio cytostatycznie
lub cytotoksycznie na komorki Srddbtonka naczyniowego lub tez posrednio poprzez modulacje funkcji
neutrofili. TNF wywiera réwniez wplyw na proces angiogenezy prowadzacy do rozwoju unaczynienia
guza nowotworowego. TNF wptywa takze na procesy krzepniecia krwi oraz fibrynolizy, modyfikujac
doptyw krwi do tkanek nowotworu. TNF zwieksza infiltracje tkanek guza przez komérki ukiadu
immunologicznego jednocze$nie modulujgc aktywno$¢ tych komérek. Wplywajac na ekspresje czaste-
czek adhezyjnych na powierzchni komoérek $rédbtonka i komérek nowotworowych TNF modyfikuje
proces tworzenia przerzutéw. Dzialania wywierane przez TNF wobec tozyska naczyniowego guza sg
najprawdopodobniej niezalezne od stopnia wrazliwosci komérek nowotworowych na bezposrednie
dziatanie toksyczne TNF. Doktadne poznanie oddziatywania TNF natozysko naczyniowe nowotworéw
ma zatem duze znaczenie praktyczne, bowiem naczynia guza mogag stanowi¢ uniwersalny punkt

*Praca wykonana w ramach tematu finansowanego przez KBN, Nr rej. 6 P04B 012 12.
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docelowy terapii przeciwnowotworowej.
(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 351-372)

Stowa kluczowe: TNF, nowotwory, naczynia, angiogeneza, adhezja komérek

Summary: Tumor necrosis factor (TNF-alpha, cachectin) is a pleiotropic proinflammatory cytokine,
produced mainly by activated macrophages and monocytes. Besides immunomodulatory activity, TNF
also exerts anti-tumor effect by inhibiting growth of some tumors or even by causing tumor regression.
Therefore TNF, in spite of its toxicity, is used in some clinical protocols, mainly of inoperable limb
melanomas and sarcomas. Analysis of the data from different experimental models distinguishes three
main mechanisms responsible for TNF action on tumor growth: 1) direct toxic effect on tumor cells, 2)
indirect action effected by immunomodulation, 3) indirect action effected by modulation of tumor
vasculature. The presented paper concentrates mainly on TNF influence on vascular bed of tumors. TNF
exerts direct cytostatic or cytotoxic effect on endothelial cells as well as an indirect effect obtained by
modulation of neutrophil function. TNF affects also process of angiogenesis, which is a process leading
to development of tumor vascularization. TNF modulates also blood coagulation and fibrinolysis,
eventually affecting blood supply of tumor tissues. TNF increases infiltration of tumor tissues by immune
cells and modulates their activity simultaneously. TNF-mediated modulation of expression of adhesion
molecules on surface of endothelial and tumor cells can affect the process of metastasis formation. Effects
of TNF on tumor vascular bed are most likely independent of tumor cells sensitivity to direct toxic effect
of TNF. Therefore detailed understanding of TNF effect on tumor vasculature has great practical meaning,
as tumor blood vessels can be universal destination point of anti-tumor therapies.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 351-372)

Key words: TNF, tumor, vasculature, angiogenesis, cell adhesion

Spis skrétow: ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) - cytotoksyczno$¢ komdérkowa
zalezna od przeciwciat; BCG (bacillus Calmette-Guérin) - atenuowany szczep bydlecego pratka
gruzlicy; CTL (cytotoxic T lymphocytes) - cytotoksyczne limfocyty T; CD (cluster of differentiation)
- antygeny komorkowe; CR (complement receptor) - receptor komérkowy dla sktadnikéw dopetniacza;
ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion molecule-1) - selektyna E; EM APII (Endothelial-Monocyte
Activating Polypeptide //); ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) - czastka adhezyjna ICAM-1;
IL (interleukin) - interleukina; ILP (isolated limb perfusion) - izolowana perfuzja konczyn; LFA-1
(leukocytefunctionalantigen-1)-integryna LFA-1; MHC (major histocompatibility complex) - gtowny
uktad zgodnosci tkankowej; NF-kB (nuclearfactor B) - czynnik transkrypcyjny B; NK (natural killer)
- komorki ,naturalni zabdjcy”; nu (nude) - myszy nagie; PA (plasminogen activator) - aktywator
plazminogenu; PAI (plasminogen activator inhibitor) - inhibitor aktywatora plazminogenu; Thy-1 (T
cell-specific surface antigen) - antygen theta; TM (thrombomodulin) - trombomodulina; TNF (tumor
necrosisfactor) - czynnik martwicy guza, nowotworu, TNF-alfa, kachektyna; TNF-R (tumor necrosis
factor - receptor) - receptor dla czynnika martwicy guza, nowotworu; VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1) - czastka adhezyjna VCAM-1; VEGF (vascular-endothelial growthfactor) - naczyniowo-
$rodbtonkowy czynnik wzrostu; VLA-4 (very late activation antigen) - integryna VLA-4.

WSTEP

Czynnik martwicy guza (TNF, TNF-alfa, kachektyna) jest cytoking prozapalng
produkowang gtéwnie przez aktywowane makrofagi i monocyty. Produkowany moze
by¢ takze, cho¢ w niewielkich ilosciach przez inne typy komérek m.in. niektore
linie nowotworowe [1, 2, 3]. TNF jest biatkiem o masie czgsteczkowej 17 kDa,
wystepujacym w stanie natywnym gtdwnie pod postacig rozpuszczalnego trimeru



WPELYW TNF NA £OZYSKO NACZYNIOWE NOWOTWOROW 353

[4, 5], a takze jako forma prekursorowa o masie czgsteczkowej 26 kDa, bedgca
biatkiem btonowym [6].

TNF dziata na komérki poprzez dwa receptory o masach molekularnych: 55
kDa (p55 TNFR) oraz 75 kDa (p75 TNFR) bedace glikoproteinami integralnymi
btony komdrkowej i mogacymi wystepowac takze w formie rozpuszczalnej [7].
Receptory dla TNF sg obecne na prawie wszystkich jednojadrzastych komoérkach
organizmu w iloSci od kilkudziesieciu do kilkudziesieciu tysiecy czasteczek na
powierzchni pojedynczej komérki [8]. Wiekszo$¢ linii komdrkowych posiada oba
typy receptoréw, jednak receptor p55 przewaza ilosciowo na komaorkach pochodzenia
nabtonkowego, areceptor p75 nakomorkach pochodzenia szpikowego [9]. Zwigzanie
TNF do poszczeg6lnych typdw receptorow wywotuje dos¢ szerokie spektrum aktyw-
nosci biologicznych, choé wiekszos¢ z nich wydaje sie by¢ indukowana poprzez
receptor p55 [5].

TNF dziata gtéwnie jako czynnik o charakterze immunomodulacyjnym m.in.
wptywajac na proces aktywacji i proliferacji limfocytéw B [10], T [11] i kombérek
NK [12], indukujac ekspresje antygenéw MHC i molekut adhezyjnych [13, 14],
synteze prostaglandyn [15, 16] oraz wydzielanie niektérych interleukin m.in. IL6
[17] i IL8 [18]. TNF moze wywotywac rowniez efekty niekorzystne dla ustroju
m.in. odgrywa wazng role w reakcjach zapalnych [19] i wstrzgsie septycznym [20].
Po podaniu ogdlnym egzogennego TNF obserwuje sie m.in. znaczne zmniejszenie
liczby leukocytow i ptytek krwi oraz uszkodzenia wielu narzagdéw, np. nerek, nad-
nerczy i watroby [5]. Dtugotrwate podawanie egzogennego TNF lub przewlekle
wydzielanie endogennego TNF u nosicieli nowotworow czesto prowadzi do nie-
dokrwistos$ci, hiperkalcemii, a nawet do kacheksji (wyniszczenia organizmu) [21,
19]. Dziatanie TNF jest plejotropowe, jednak nazwa tej cytokiny: ,,czynnik martwicy
nowotworu” wywodzi sie od jej wpltywu na nowotwory. Nazwa ta pojawita sie
po raz pierwszy w literaturze w 1975 roku, gdy terminu TNF uzyt Carswell okre$lajac
nim czynnik wywotujagcy martwice krwotoczng guzéw, ktéry wykryt w surowicy
zwierzat zakazonych BCG (bacillus Calmette-Guerin) i traktowanych endotoksyng
[22]. TNF wykazuje dziatanie cytotoksyczne in vitro wobec szeregu linii nowo-
tworowych [23], a w warunkach in vivo wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowg
hamujgc wzrost niektorych nowotwordw lub powodujgc ich catkowitg regresje [24,
25]. Przyktadem moze by¢ tez ograniczenie przez TNF tempa wzrostu guza nowo-
tworowego w doswiadczalnym modelu chomiczego czerniaka Bomirskiego [26].

Silna toksyczno$é TNF znacznie ogranicza mozliwosé stosowania tej cytokiny
w terapii nowotworéw. Dlatego tez w najczesciej obecnie stosowanej metodzie
terapii TNF wprowadzany jest w duzych dawkach do krazenia w izolowanej perfuzji
konczyn (ILP) w potgczeniu z innymi czynnikami terapeutycznymi, np. melphalanem.
Metoda ta stosowana jest z powodzeniem gitéwnie w leczeniu nieoperacyjnych
czerniakéw i migsakéw koriczyn [27, 28, 29, 30, 31].
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Analizujac dane uzyskane naroznych modelach doswiadczalnych mozna wyrdznic
kilka gtéwnych mechanizmdédw modulujgcego dziatania TNF na wzrost nowotworéw:
e bezposredni efekt toksyczny na komaérki nowotworowe,

» efekt posredni poprzez wptyw na uktad immunologiczny,
» efekt posredni poprzez wpltyw natozysko naczyniowe guza.

WPLYW CZYNNIKA MARTWICY GUZA
NA KOMORKI NOWOTWOROWE | KOMORKI UKLADU
IMMUNOLOGICZNEGO

TNF wykazuje bezposrednie dzialanie cytotoksyczne w stosunku do szeregu
linii nowotworowych [23, 32] i w zaleznos$ci od rodzaju komdrek nowotworowych
moze wywotywacé efekt cytostatyczny [33] albo Smieré komérek wskutek nekrozy
lub apoptozy [34, 35]. Nie wywiera natomiast efektu cytotoksycznego na linie
nietransformowane nowotworowo, a nawet moze stymulowac proliferacje niektérych
z tych linii (gtownie ludzkich fibroblastow) [32]. R6znice w dziataniu TNF na
komorki nowotworowe i nietransformowane nowotworowo nie sg zalezne od ilosci
i powinowactwa receptoréw [32, 36]. Takze w przypadku linii nowotworowych
zazwyczaj nie wystepuje korelacja miedzy wrazliwos$cig danej linii nowotworowej
na TNF ailo$cig receptoréw dla TNF [32, 37, 38]. Jednak niektére modele badawcze
dostarczajg danych wskazujgcych na istnienie takiej korelacji [39, 36], a takze na
zalezno$¢ miedzy wptywem TNF na komorki nowotworowe, a ich ploidig. Na
przyktad w modelu miesaka S 180 komorki aneuploidalne byty wrazliwsze na
dziatanie TNF od komoérek diploidalnych [40].

Posredni efekt TNF na rozw6j nowotworow przez wptyw na ukiad immunolo-
giczny jest przede wszystkim wynikiem modulacji przez TNF aktywnos$ci prze-
ciwnowotworowej CTL, makrofagéw i komorek NK.

Na wptyw TNF przez mechanizmy obronne organizmu zwigzane z aktywnoscig
limfocytow T wskazujg doSwiadczenia na modelu miesaka MethA (nowotwor in-
dukowany metylocholantrenem), w ktérym efekt dziatania TNF przy podaniu do-
zylnym byt znacznie silniejszy w przypadku myszy BALB/c nu/+ niz w przypadku
myszy nu/nu (myszy z wrodzonym brakiem grasicy prowadzacym do braku lim-
focytow T) [41]. Takze podanie przeciwcial przeciwko antygenowi Thy-1 (T cell-
specific surface antigen) w sposob znaczacy zmniejszyto wpltyw przeciw-
nowotworowy TNF na miesaka MethA. Podobny efekt wywotywato podanie prze-
ciwciat skierowanych przeciwko antygenom specyficznym dla limfocytow T po-
mocniczych (anty-CD4) lub dla limfocytéw T cytotoksycznych (anty-CD8). Sugeruje
to mechanizm, w ktorym TNF bezposrednio lub posrednio aktywuje limfocyty Th,
ktére z kolei aktywuja CTL odpowiedzialne za efekt toksyczny wobec komoérek
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nowotworowych [42]. Badania na réznych modelach wskazuja, ze przez limfocyty
T mediowany jest gtdwnie wpltyw TNF na regresje guza [43, 44, 45].

Natomiast doSwiadczenia na modelu miesaka SA1 sugeruja, ze limfocyty T po-
mocnicze uwrazliwione na komorki nowotworowe moga by¢ réwniez niezbedne
do aktywacji makrofagéw, ktorych przeciwnowotworowa funkcja jest jednym z
mechanizmoéw prowadzacych do regresji guzow [46].

TNF dziata jako autokrynny czynnik regulatorowy juz aktywowanych makro-
fagow [47, 48, 49] wzmacniajgc ich dziatanie przeciwnowotworowe [50]. Zwigksza
takze, wazng dla dziatania makrofagow, ekspresje czastki adhezyjnej ICAM-1 (in-
tercellular adhesion molecule 1) na komorkach nowotworowych [51, 52]. Badania
na klonach ludzkiego czerniaka wykazaty, ze dla efektu cytotoksycznego wywie-
ranego przez aktywowane monocyty na komorki czerniaka konieczne sg oddzia-
tywania ICAM-1(CD54)/LFA-1(CD1la/CD18). Klony oporne na dziatanie
monocytow wykazywaty niska ekspresje ICAM-1, a zwigkszenie ekspresji przez
transfekcje genu ICAM-1znacznie zwiekszato podatnos$é na cytotoksyczne dziatanie
monocytéw. Efekt wywierany przez monocyty na komdrki nowotworowe mozna
byto takze zablokowaé przez przeciwciata anty-ICAM-1 i anty-CD18 [53].

TNF wzmacnia takze efekt cytotoksyczny komorek NK w stosunku do wielu
linii nowotworowych in vitro [54, 55], a takze dziata silnie aktywujgco w stosunku
do komorek NK w jamie otrzewnej u zwierzat zdrowych [12]. Komodrki NK jako
limfocyty zdolne do spontanicznej odpowiedzi cytotoksycznej wobec komérek do-
celowych [56] sa waznym elementem ukfadu immunologicznego w kontroli wzrostu
i rozsiewu nowotworow. Poniewaz efekt cytotoksyczny komérek NK nie podlega
restrykcji w zakresie MHC, ich rola jest szczegdlnie wazna w przypadku nowo-
tworéw, ktérych komérki wykazujg obnizong ekspresje antygenéw MHC klasy |
[57]. TNF nie tylko dziata aktywujgco na komorki NK, ale takze zwieksza ekspresje
czastki adhezyjnej ICAM-1 na komoérkach nowotworowych [51], ktorej oddzia-
tywania z integryng LFA-1 na powierzchni komoérek NK odgrywaja wazng role
w reakcji cytotoksycznej komoérek NK [58, 59, 60]. TNF petni rowniez wazng
role regulacyjng w procesie migracji komérek NK do jamy otrzewnowej i kontroli
przez te komérki wzrostu nowotworéw w jamie otrzewnowej [57]. Jednak TNF
moze takze w sposob posredni hamowac aktywnosé komdrek NK [16, 61]. Supresja
ta jest efektem pobudzenia makrofagéw przez TNF do zwiekszonej produkcji pro-
staglandyn (gt. PGE”) [62, 63]. Dodatkowo wzrost ekspresji antygenow MHC klasy
I na komorkach nowotworowych pod wptywem TNF [51] prowadzi do nabycia
przez te komorki opornosci na dziatanie komorek NK oraz zwiekszenia ich potencjatu
do tworzenia przerzutow [64, 65].

Wydaje sie, ze najbardziej ztozonym mechanizmem modulujgcego dziatania TNF
na wzrost nowotworow jest wptyw tej cytokiny na tozysko naczyniowe guzéw
nowotworowych. Wplyw ten jest gtéwnie wynikiem bezposredniego lub medio-
wanego przez neutrofile efektu TNF uszkadzajgcego komorki srodbtonka, a takze
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zwiekszenia przepuszczalnos$ci naczyn dla komdrek naciekajgcych guz oraz indukcji
procesu krzepniecia krwi, co prowadzi do niedokrwienia tkanek guza.

WPLYW TNF NA LOZYSKO NACZYNIOWE
GUZOW NOWOTWOROWYCH

Badania nad zaleznos$cig wptywu przeciwnowotworowego TNF, a wielkoscia
guza wykazaty, ze w przypadku modelu miesaka MCA guz musiat uzyskaé od-
powiednig wielkos¢, by efekt dziatania TNF byt widoczny przy jednorazowym
dozylnym podaniu tej cytokiny. Wskazuje to na zaleznos$¢ efektu dziatania TNF
w tym modelu od uzyskania odpowiedniej wielkosci przez guz, a wiec najpra-
wdopodobniej od jego odpowiedniego unaczynienia [66]. Potwierdzajg to doswiad-
czenia na modelu miesaka MethA, ktérego komorki sa mato wrazliwe in vitro
na dziatanie cytotoksyczne TNF. Gdy guz ten byt zaszczepiony dootrzewnowo,
aw wyniku tego nieunaczyniony, brak byto wptywu TNF na wzrost guza. Natomiast
podskérne zaszczepienie tego guza, prowadzace do jego silnego unaczynienia, zna-
cznie zwiekszyto wrazliwo$¢ guza na dziatanie przeciwnowotworowe TNF. Dato
to w efekcie zahamowanie wzrostu guza, a nawet jego calkowitg regresje pod
wptywem TNF [67]. Takze w innych modelach podanie TNF przyspieszato po-
jawienie sie martwicy krwotocznej w centrum guza prowadzacej do catkowitej
regresji guza lub regresji czeSciowej, w ktorej zywa tkanka guza otacza zmiane
martwiczg w postaci pierScienia [43, 44]. Dane te wskazywaly na dziatanie TNF
wobec naczyn krwionos$nych guza.

1. Efekt wywierany przez czynnik martwicy guza na komorki
Srédbtonka naczyniowego i proces angiogenezy

Efekt dziatania TNF na komérki $rédbtonka duzych i matych naczyn jest od-
mienny. In vitro TNF hamowat zdolnos$¢ do proliferacji komérek $rédbtonka izo-
lowanych z duzych (ludzka zyta pepowinowa i bydleca aorta ptodowa) i matych
naczyn (bydlece naczynia wtosowate kory nadnerczy). Powodowat takze odwracalne
zmiany w morfologii tych komorek, polegajgce gtéwnie na zmianie ich ksztatu.
Cytotoksyczny efekt TNF widoczny byt natomiast tylko w hodowli komérek $rod-
btonka naczyn wiosowatych [68]. W procesie apoptozy komoérek $rodbtonka pod
wpltywem TNF zmiana ksztatltu komérek skorelowana byta z degradacjag miozyny
i wimentyny [69]. Jednakze TNF in vitro przede wszystkim hamuje proliferacje
komérek srodbtonka naczyh wtosowatych, a efekt cytotoksyczny w tych komérkach
wywotuje dopiero po ich stymulacji czynnikami wzrostu [70].

Zaobserwowany silniejszy wptyw TNF na naczynia guza i tkanki ziaminiakowej
w poréwnaniu do innych naczyh organizmu [71, 72, 73] ttumaczyé mozna tym,
ze naczynia krwionos$ne unaczyniajgce guz majg odmienng budowe od naczyn w
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pozostatych tkankach. Sciana tych naczyn ma zazwyczaj staba strukture oraz nie
ma unerwienia i unaczynienia odzywczego, a $rédbtonek ma wysokie tempo pro-
liferacji (ok. 20-2000 razy wieksze niz w przypadku pozostatych naczyn dorostego
organizmu poza tozyskiem) [74, 75]. Sa takze dane wskazujace na role czynnikow
wydzielanych przez komorki nowotworowe w wybiérczym dziataniu TNF na na-
czynia guza. Prawdopodobnie jednym z takich czynnikéw jest cytokina EMAP
Il (Cytokine Endothelial-Monocyte Ativating Polypeptide 1), wykryta po raz pierwszy
w nadsaczu hodowli komoérek miesaka MethA jako jeden z trzech czynnikéw in-
dukujacych czynnik tkankowy na komoérkach $rédbtonka in vitro [76, 77, 78]. Trans-
krypt tej cytokiny mozna wykry¢ we wszystkich komorkach eukariotycznych, w
tym takze w niemal wszystkich znanych nowotworach i liniach nowotworowych
[79,80,81]. Jednak jako dojrzate biatko EMAPII wykrywany jest w r6znym stezeniu,
przede wszystkim w obrebie tkanek nowotworéw [81] lub tez w niektorych okresach
rozwoju embrionalnego, ptodowego czy poporodowego [82, 83, 84]. Uwalnianie
dojrzatego EMAP Il z formy prekursorowej jest wywotane bowiem przez proces
apoptozy, w wyniku dziatania kaspaz, gtéwnie kaspazy-7, zdolnej do trawienia
prekursora EMAP 1l [82, 85]. Cytokina EMAP Il moduluje aktywno$¢ monocytow,
neutrofili i komérek srodbtonka [86, 79]. Na komorki $rédbtonka naczyn wplywa
m.in. zwiekszajgc poziom wolnego wapnia w cytoplazmie, indukujgc ekspresje czg-
stek adhezyjnych, takich jak selektyna E i selektyna P, oraz indukujac aktywno$¢
prokoagulacyjna czynnika tkankowego i uwalnianie czynnika von Willebranda, co
inicjuje kaskade krzepliwo$ci krwi [86, 81]. Zwieksza takze wrazliwo$¢ komorek
srodbtonka naczyn guza na dziatanie TNF prowadzac do martwicy krwotocznej
i regresji guza [86, 87, 81]. W mysich modelach raka sutka MC2 [86], czerniaka
B16 lub ludzkiego wtokniakomigesaka HT-1080 [88], w ktorych nie obserwowano
martwicy krwotocznej pod wptywem iniekcji doguzowych samego TNF lub EMAP
Il, podanie EMAP Il uwrazliwito guz na p6zniejsze podanie TNF prowadzac do
wyraznej martwicy krwotocznej z silnym nacieczeniem guza przez komoérki uktadu
immunologicznego, gtéwnie przez neutrofile [86, 88]. Podobny efekt widoczny
byt in vivo w modelu czerniaka Pmel, w ktérym komorki czerniaka konstytutywnie
nadprodukowaty EMAP Il w wyniku transdukcji retrowirusowej, przy czym same
komorki nowotworowe pozostaty niewrazliwe na cytotoksyczne dziatanie TNF in
vitro [81]. Mechanizmy wptywu EMAP Il na tozysko naczyniowe i na sam guz
sg ztozone, ale efekt prowadzacy do wzmocnienia dziatania przeciwnowotworowego
TNF jest prawdopodobnie wynikiem zwiekszenia ekspresji receptora p55 dla TNF
na komadrkach srédbtonka naczyniowego pod wpltywem EMAP Il [89, 90, 91].
TNF wptywa nie tylko na komoérki $rédbtonka uformowanych juz naczyn, ale
takze na sam proces powstawania naczyn w guzie nowotworowym. Analiza wptywu
TNF na stopien unaczynienia guza wykazata, ze TNF w matych stezeniach indukowat
angiogeneze stymulujagc w ten sposoéb wzrost guza nowotworowego, w duzych
stezeniach za$ hamowal jg ograniczajagc tez wzrost guza. Sugeruje sie, ze efekt



358 P. KOSZALKA, J. BIGDA

proangiogenny TNF jest posredni wywotywany przez prostaglandyny wydzielane
przez makrofagi [92, 93, 94]. By¢ moze jest to tez wynik stymulacji przez TNF
produkcji czynnikéw angiogennych, takich jak: IL-8 czy VEGF [95, 96].
Natomiast hamujacy wptyw TNF na angiogeneze naczyn krwionosnych nowo-
tworu moze wynikaé z modulujgcego dziatania TNF na ekspresje lub aktywacje
czgstek adhezyjnych wystepujgcych na powierzchni komaorek $rédbtonka. TNF m.in.
zwiekszat ekspresje integryny aV(33 (CD51/CD61; VNR) na komérkach $rédbtonka
ludzkiej zyly pepowinowej jednoczes$nie zmniejszajagc zdolno$¢ tych komérek do
przylegania do sktadnikéw substancji miedzykomdrkowej w mechanizmie zaleznym
od integryny aVp3 (np. przyleganie do vitronektyny). TNF zmniejszat wiec akty-
wacje tej integryny prawdopodobnie wptywajgc na wewngtrzkomérkowe procesy
transdukcji sygnatu [97]. Integryna aV(33 wystepuje gtéwnie na komadrkach $rod-
btonkowych uczestniczacych w fizjologicznych lub patologicznych procesach an-
giogenezy i petni kluczowa role m.in. w procesie neowaskularyzacji guzéw
nowotworowych [98, 99] uczestniczac w waznych dla procesu angiogenezy od-
dziatywaniach komoérek srédbtonka ze sktadnikami substancji miedzykomérkowej
[100,101]. Zmniejszenie aktywacji tej integryny pod wptywem TNF prawdopodobnie
prowadzi do zaburzenia procesow sygnalizacji przez nig inicjowanych. W efekcie
komérki $rédbtonka maja zaburzong zdolno$¢ do oddziatywan ze sktadnikami sub-
stancji miedzykomdrkowej i nie sg zdolne do przylegania, proliferacji i rozprze-
strzeniania sig, co powoduje ich gwattowng apoptoze okreslang w takiej sytuacji
terminem anoikis. Prowadzi to do uszkodzenia nowo powstajgcych naczyn guza
[102, 103, 104, 97]. Przyleganie komorek srédbtonka do podtoza moze zosta¢ za-
burzone tez w wyniku indukowanej przez TNF reorganizacji i/lub rozerwania ukiadu
fibronektyny w przestrzeni miedzykomoérkowej. By¢ moze jest to efekt ostabienia
oddziatywan miedzy fibronektyng a integryna oc5@3l pod wptywem TNF [105].

2. Efekt wywierany przez czynnik martwicy guza
na procesy regulujace krzepniecie krwi

TNF wigzac sie do komorek srddbtonka inicjuje kaskade reakcji zapalnych i
prowadzacych do Kkrzepniecia krwi w wyniku indukcji wasciwosci prokoagula-
cyjnych komérek srodbtonka oraz syntezy i uwalniania przez nie interleukiny 1
(IL1) [106, 107]. Zjawisko to zachodzi takze w przypadku komorek niewrazliwych
na bezposredni toksyczny efekt TNF, np. komorek $rédbtonka ludzkiej zyty pe-
powinowej [106, 107]. Natomiast analiza efektu dziatania wysokich dawek TNF
w szczurzym modelu miesaka, kiedy TNF podawany byt w izolowanej perfuzji
konczyn, wykazata, ze uszkodzenie $rédbtonka naczyn i wybroczenie krwi poza
tozysko naczyniowe w guzie poprzedzato agregacje ptytek. By¢ moze martwica
krwotoczna guza jest wiec efektem bezposredniego efektu toksycznego TNF na
komérki srodbtonka i aktywacji aktywnosci prokoagulacyjnej komorek srédbtonka
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naczyn guza, co prowadzi do utworzenia skrzepu, a nastepnie do zablokowania
przeptywu krwi i niedokrwienia guza [108].

Doswiadczenia na modelu mysiego miesaka MethA wykazaty, ze podanie niskiej
dawki TNF (3 p,g/mysz) prowadzito do tworzenia sie skrzeplin srédnaczyniowych
blokujgcych przeptyw krwi w naczyniach guza [109]. Analiza mikroangiograficzna
guza w tym modelu wykazata przekrwienie i zwiekszenie przepuszczalno$ci naczyn
po 3-6 godz. od dozylnego podania TNF. Nastepnie w naczyniach formowaty
sie skrzepy, a po 12 godz. krew ulegata wybroczeniu poza tozysko naczyniowe.
Po 24 godz. widoczna byta takze znaczna infiltracja guza neutrofilami [71] oraz
w niewielkiej ilosci makrofagami, limfocytami i plazmocytami [110]. W miejscach
uszkodzenia $rédbtonka przy podaniu TNF zardwno dozylnym [110], jak i do-
guzowym [111] widoczna byta agregacja ptytek w naczyniach wtosowatych guza.

Badania nad mechanizmem wplywu czynnika martwicy nowotworu na proces
krzepniecia w naczyniach guzéw nowotworowych skupiajg sie gtdwnie nad wptywem
TNF na ekspresje czynnika tkankowego i czynnika von Willebranda. Badania do-
tyczace czynnika tkankowego (tzw. tromboplastyny tkankowej), ktéry uczestniczy
w zewnatrzpochodnym uk#tadzie krzepniecia krwi wykazaty indukcje jego ekspresji
na komorkach $rédbtonka naczyhn guza in vivo pod wplywem TNF [112]. Jest
to prawdopodobnie efekt wywierany przez synergistyczne dziatanie TNF i naczy-
niowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) [113], ktdrego produkcja sty-
mulowana jest przez TNF [95, 96]. Tworzenie skrzepu $rédnaczyniowego byto
szybsze, jezeli komorki nowotworowe guza takze wykazywaty ekspresje czynnika
tkankowego. Zablokowanie ekspresji czynnika tkankowego in vivo w wyniku trans-
fekcji do komarek srédbtonka antysensownego DNA zmniejszyto odktadanie wiok-
nika i przywrécito przeptyw krwi w naczyniach guza. Wskazuje to na duzg role
czynnika tkankowego w indukcji przez TNF mechanizmdw krzepliwosci krwi [112].

Natomiast analiza biopsji guza u pacjentéw chorych na czerniaka konczyn wy-
kazata, ze po podaniu wysokiej dawki TNF w izolowanej perfuzji koriczyn (ILP)
nastepowata zmiana dystrybucji czynnika von Willebranda. Czynnik ten syntety-
zowany i magazynowany m.in. przez komorki $rodbtonka naczyn uczestniczy w
wewnatrzpochodnym procesie krzepniecia krwi. Nie jest w nim wymagana obecnos¢
czynnika tkankowego, a krzepniecie nastepuje np. w wyniku odstoniecia widkien
kolagenowych znajdujgcych sie pod $rédbtonkiem naczyn krwionos$nych. Przed ILP
czynnik von Willebranda wykry¢ mozna byto w niewielkim stezeniu w $rodbtonku
naczyh. Pod wptywem TNF czynnik ten wykrywalny byt w duzo wiekszym stezeniu
takze wokot naczyn. W ciagu 24 godzin zjawisku temu towarzyszyta takze agregacja
ptytek i zatrzymanie erytrocytéw w naczyniach. Prawdopodobnie TNF uszkadzajac
$rédbtonek powoduje uwolnienie czynnika von Willebranda, ktéry odgrywa role
w oddziatywaniach miedzy trombocytami a odstonietym podsScieliskiem itworzeniu
skrzeplin $rédnaczyniowych. Powoduje to zaburzenia krazenia krwi prowadzac do
zahamowania jej przeptywu i obrzeku - objawdéw wczesnego etapu martwicy krwo-
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tocznej. W tym modelu nie wykrywano obecnos$ci czynnika tkankowego na $rod-
btonku naczyn [114].

TNF wptywa na proces krzepniecia krwi w naczyniach krwionos$nych takze w
wyniku modulacji aktywnosci neutrofili. Przyktadem tego jest wptyw neutrofili
napoziom rozpuszczalnej trombomoduliny (TM) w surowicy krwi. Trombomodulina
jako glikoproteina btony komdrkowej m.in. komorek $rddbtonka petni wazng role
w procesie krzepniecia krwi jako antykoagulant [115]. Jest to wynik zdolno$ci
TM zwigzanej z btong komérkowga do tworzenia kompleksu z trombing. Powstaty
kompleks trombiny z trombomoduling pozwala na ujawnienie jedynie ok. 1% aktyw-
nosci wolnej trombiny wyrazonej tworzeniem witdknika. Ponadto kompleks trombiny
itrombomoduliny uczestniczy takze w aktywacji biatka C, dziatajgcego jak naturalny
antykoagulant [116]. Podanie og6lne TNF pacjentom z zaawansowanymi przerzutami
nowotworowymi oraz podanie TNF w modelu mysiego migsaka MethA powodowato
zwiekszenie poziomu rozpuszczalnej trombomoduliny w surowicy krwi bedace efe-
ktem ztuszczenia TM z powierzchni komorek $rédbtonka naczyri. Efekt ten in vitro
wywotywany byt przez neutrofile, awynikat prawdopodobnie z uszkodzenia komérek
$rodbtonka aktywowanych przez TNF pod wptywem wydzielanych przez neutrofile
produktéw przemian tlenu i proteaz. Wzmozenie procesu ztuszczania TM prowadzi
natomiast do indukcji wtasciwosci prokoagulacyjnych $rédbtonka itworzenia skrze-
péw [115]. TNF powodowat takze, w nastepnym etapie dziatania, zmniejszenie
ekspresji TM na komdrkach $rédbtonka naczyn guza in vivo [115] oraz in vitro
[117, 118] gtdwnie w wyniku zahamowania transkrypcji [119, 117].

Innym efektem prokoagulacyjnym TNFjesttakze hamowanie procesu fibrynolizy,
czyli usuwania skrzepu w naczyniach krwionosnych. TNF m.in. indukuje komorki
§rddbtonka do produkcji inhibitora aktywatora plazminogenu (PAIl). PAI, ktéry
produkowany jest nie tylko przez komdrki $rodbtonka, ale takze np. przez ptytki
krwi, reguluje proces fibrynolizy inaktywujgc aktywator plazminogenu (PA) i blo-
kujac w ten spos6b tworzenie plazminy (fibrynolizyny) oraz degradacje proteo-
lityczng sktadnikéw skrzepu [120, 121].

3. Wptyw czynnika martwicy guza na infiltracje nowotworéw
przez komoérki uktadu immunologicznego

Bezposredni lub posredni efekt toksyczny TNF na $rddbtonek naczyh guza pro-
wadzacy do zablokowania przeptywu krwi jest jednak tylko jednym z czynnikéw
w przeciwnowotworowym dziataniu TNF. Wskazujg na to doSwiadczenia na modelu
miesaka MethA, w ktérych jednoczesne podanie heparyny z TNF zapobiegajace
powstawaniu skrzepu nie wptywato na zahamowanie wzrostu guza, jego regresje
czy powstawanie martwicy pod wpltywem TNF [72]. By¢ moze w dziataniu TNF
na naczynia guza wazniejszy jest efekt zwiekszenia podatnosci guza na infiltracje
przez komoérki zapalne. Wskazujg na to badania na dwoch mysich modelach: witok-
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niaka BP i wiokniaka S180. W obrebie guza BP przewazat wptyw TNF na una-
czynienie guza, mozna byto zaobserwowaé skrzepy $réddnaczyniowe. Natomiast
w obrebie guza S180 obserwowany byt takze wzrost infiltracji guza przez komarki
zapalne, a zwitaszcza granulocyty po podaniu TNF (w guzie BP infiltracji takiej
nie byto). Oba guzy wykazywaty martwice po podaniu doguzowym TNF, ale tylko
guz S180 ulegt catkowitej regresji. Stwierdzic mozna wiec, ze wplyw TNF na
naczynia jest wazny dla efektu martwicy, ale do regresji guza konieczna jest jego
infiltracja przez komdarki zapalne [41].

W procesie infiltracji guza przez komérki uktadu immunologicznego wazng role
odgrywa wptyw TNF na czgsteczke adhezyjng VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1). Jest to czgsteczka typu immunoglobulinowego charakterystyczna dla
aktywowanych komoérek $rédbtonka naczyniowego rozpoznajgca m.in. integryne
VLA-4 (a4(3l) wystepujacg na monocytach, limfocytach i fibroblastach [122], a
takze na komorkach niektdrych nowotworow [123, 124]. Molekuta adhezyjna
VCAM-1 obecna na $rédbtonku naczyn posredniczy w diapedezie monocytéw i
limfocytow (przede wszystkim limfocytow T) [125, 122], a takze prawdopodobnie
odgrywa role w migracji CTL do przerzutdw nowotworowych. Ekspresja VCAM-1
na komdrkach $rédbtonka naczyniowego ulega zwiekszeniu pod wpltywem TNF
[125, 126, 124] w wyniku aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB [127].

TNF zwieksza ekspresje biatek adhezyjnych VCAM-1 oraz ELAM-1 (endothelial
leukocyte adhesion molecule-1) (selektyna E) (uczestniczy w diapedezie neutrofili
i monocytow) na $rédbtonku naczyn guza nowotworowego [126, 128]. W obrebie
guza traktowanego TNF w izolowanej perfuzji koriczyn zwiekszenie ekspresji tych
czastek na komdrkach srodbtonka skorelowane byto z nacieczeniem guza przez
neutrofile (juz po 3 godzinach), a takze p6Zniejszym nacieczeniem przez makrofagi
oraz limfocyty B i T (po 7-19 dniach). Sugeruje to mechanizm, w ktérym TNF
aktywuje $srédbtonek naczyn guza powodujagc wzmozona ekspresje czastek adhe-
zyjnych, co prowadzi do akumulacji PMN, uszkodzenia $rédbtonka, a w koncu
do martwicy krwotocznej nowotworu [126].

4. Modulacja aktywnos$ci neutrofili przez czynnik martwicy guza

TNF nie tylko zwieksza nacieczenie guza nowotworowego przez komérki uktadu
immunologicznego, ale takze moduluje ich aktywno$¢ i w ten sposéb wywiera
efekt przeciwnowotworowy. Znaczenie tego wptywu mozna byto oceni¢ w modelu
szczurzego miesaka BN 175, w ktérym guz znajdujacy sie na koAczynie traktowano
wysokimi dawkami TNF po odtgczeniu krwiobiegu kofnczyny w izolowanej perfuzji
koriczyn (ILP). Po podaniu TNF mozna byto zaobserwowaé wynaczynienie i in-
filtracje guza przez neutrofile. Wywotanie silnej neutropenii za pomoca napro-
mieniowania powodowato za$ utrate efektu przeciwnowotworowego TNF [129].
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Mechanizm wptywu TNF na naczynia krwiono$ne w wyniku modulacji aktyw-
nosci neutrofili jest bardzo ztozony. TNF indukuje migracje neutrofili na komérkach
Srodbtonka w hodowli in vitro oraz aktywuje funkcje neutrofili, takie jak: m.in.
odpowiedZ ADCC, produkcje leukotrienow, uwalnianie elastazy, tworzenie toksy-
cznych produktow przemian tlenu (np. nadtlenku wodoru lub rodnikéw tlenkowych)
oraz przyleganie do $réddbtonka, a takze zwieksza ich aktywno$é fagocytama [130,
131, 132, 133, 134]. TNF zwieksza takze przyleganie neutrofili do $rddbtonka
naczyniowego in vitro [135, 136] i podatno$¢ komdrek srédbtonka na zniszczenie
przez neutrofile [137]. Jest to wynik oddziatywania TNF zaréwno na neutrofile,
jak i na $rédbtonek prawdopodobnie przez regulacje ekspresji czastek adhezyjnych
[135, 136]. TNF wywotuje m.in. wzrost ekspresji czastki adhezyjnej ICAM-1 na
powierzchni komoérek $rédbtonka, ktéra posredniczy w wynaczynieniu krgzacych
leukocytéw [122] wskutek oddziatywania z integryng LFA-1 {leukocytefunctional
antigen-1) (CDIla/CD18) [138, 51] oraz integryng CR3 (CDIIb/CD18) [139]. Na-
tomiast przedtuzony czas przylegania neutrofili do poditoza jest warunkiem nie-
zbednym do uwolnienia przez te komoérki produktéw przemian tlenu (gtéwnie
nadtlenku wodoru) w procesie tzw. ,,wybuchu tlenowego” [140, 139]

W przypadku naczyn krwionosnych guza nowotworowego akumulacja neutrofili
zwykle towarzyszy ich uszkodzeniu. Po podaniu doguzowym TNFjuz po 6 godzinach
mozna byto zaobserwowaé¢ nagromadzone neutrofile i zwiekszone uszkodzenie ko-
morek Srodbtonka naczyn wilosowatych guza. Komorki $rédbtonka wykazywaty
przede wszystkim zageszczenie cytoplazmy, utrate organelli i wakuolizacje. Na-
tomiast w naczyniach guzéw zwierzat, ktorym nie podawano TNF, brak byto aku-
mulacji neutrofili. Naczynia utych zwierzat byty takze mniej uszkodzone. Stymulacja
neutrofili przez TNF moze prowadzi¢ wiec do gromadzenia sie neutrofili w na-
czyniach guza, a nastepnie do zniszczenia $rodbtonka przez uwalniane enzymy
i produkty przemian tlenu [111]. TNF w obecnos$ci neutrofili stymuluje takze od-
rywanie sie komorek $rédbtonka naczyn od ich podsScieliska [136]. Mechanizm
ten moze ttlumaczyé, dlaczego zwiekszenie przepuszczalnosci naczyn w wyniku
podania TNF mozna wyeliminowac przez podanie przeciwciat przeciwko neutrofilom
[134]. Efekt zwiekszenia przepuszczalnosci naczyn przez TNFjest wywierany przede
wszystkim na naczynia guza i tylko w niewielkim stopniu dotyczy pozostatych
naczyfh organizmu [141, 142].

5. Wpltyw TNF na proces tworzenia przerzutéw
w fazie inwazyjnej wzrostu nowotworow

Nie zawsze jednak oddziatywanie TNF na naczynia krwionosne, a zwlaszcza
na ekspresje czastek adhezyjnych jest korzystne w rozwoju choroby nowotworowej,
szczegOlnie w jej fazie inwazyjnej. Czasteczka adhezyjna VCAM-1 odgrywa role
nie tylko w procesie naciekania guza przez komérki uktadu immunologicznego,
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ale prawdopodobnie petni takze role czasteczki adhezyjnej, ktora utatwia osiedlanie
sie inwazyjnych komoérek nowotworowych w narzadach docelowych przez wptyw
na przyleganie komérek nowotworowych do $rédbtonka oraz na ich diapedeze i
wynaczynienie [143, 123, 122]. W modelu wibékniakomiesaka u myszy podanie
TNF na 5 godzin przed podaniem komorek nowotworowych wywotywato zwie-
kszenie iloSci przerzutéw nowotworowych w plucach. Efekt ten byt zalezny od
dawki oraz nie wystepowat, gdy TNF byt podawany po 24 godzinach od podania
komadrek nowotworowych [143]. Doswiadczenia na modelu czerniaka B16-BL6
wykazaly, ze zwiekszona liczba przerzutéw do ptuc korelowata ze wzrostem ekspresji
VCAM-1 na komdrkach $réddbtonka naczyn ptuc obserwowanym po 4 godzinach
od podania TNF. Poziom przerzutdw mozna byto zmniejszy¢ nie tylko przez podanie
przeciwciat neutralizujgcych TNF, ale takze przeciwciat rozpoznajgcych VCAM-1
i VLA-4, cowskazuje nawazngrole oddziatywan VCAM-1nakomorkach $rédbtonka
z VLA-4 na komorkach nowotworowych w procesie tworzenia przerzutéw [123,
124].

Natomiast w przypadku linii gruczolakorakéw jelita grubego COLO 205 i HT-29
wykazano, ze przyleganie tych komoérek do $rédbtonka zalezne byto od czastki
adhezyjnej ELAM-1 (selektyny E) (endothelial leukocyte adhesion molecule-1) i
antygendéw sjalo-Lewisd (sLea) i sjalo-Lewisx (sLex), natomiast TNF nasilat proces
przylegania [144]. TNF regulowat takze in vitro przyleganie komadrek raka trzustki
do érédbtonka mediowany przez selektyne E i antygen sjalo-Lewisa [145]. Antygeny
ptodowo-nowotworowe sjalo-LewisJ i sjalo-Lewisx sg ligandami dla selektyn i od-
grywaja wazng role w tworzeniu przerzutéw droga krwionos$na [146].

Modulacja ekspresji czasteczek adhezyjnych zachodzaca pod wpltywem TNF
moze mieé rozne konsekwencje dla procesu wzrostu nowotworu. W wyniku zwie-
kszonego nacieczenia guza przez komorki uktadu immunologicznego TNF wywiera
wplyw przeciwnowotworowy, natomiast w wyniku utatwienia procesu osiedlania
sie komorek nowotworowych w narzadach docelowych w procesie tworzenia prze-
rzutéw TNF moze wywieraé efekt pronowotworowy. Ostateczna wypadkowa dzia-
tania TNF na ekspresje czasteczek adhezyjnych moze by¢ zatem zalezna od
reaktywnosci immunologicznej gospodarza wobec nowotworu, a takze od fazy roz-
woju choroby nowotworowej, a w szczegdlno$ci od zdolno$ci nowotworu do two-
rzenia przerzutéw.

Wptyw TNF na naczynia krwiono$ne guza nowotworowego jest niezalezny od
wrazliwosci komdrek nowotworowych na cytotoksyczne dziatanie TNF. Dziatanie
TNF uszkadzajgce naczynia krwionos$ne guza stanowi wiec najprawdopodobniej
uniwersalny efekt przeciwnowotworowy tej cytokiny. Doktadne poznanie mecha-
nizmu molekularnego oddziatywania TNF na komorki $rédbtonka i procesy an-
giogenezy nowotworowej powinno przyczyni¢ sie do poprawienia efektow terapii
z zastosowaniem TNF, a nastepnie szerszego zastosowania TNF w leczeniu no-
wotworow.
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Streszczenie: W komorkach eukariotycznych otoczka jgdrowa oddziela jadro - miejsce replikacji i
transkrypcji DNA - od cytoplazmy, w ktorej zachodzi proces biosyntezy biatek. Prawidtowe funkcjo-
nowanie komdrki uzaleznione jest od sprawnej wymiany biatek i RNA pomiedzy tymi dwoma przedzia-
tami komoérkowymi. Transport jagdrowo-cytoplazmatyczny odbywa sie poprzez ziozone struktury
biatkowe, jakimi sg jadrowe kompleksy porowe. Transport biatek i RNA jest procesem selektywnym,
zaleznym od energii, sygnatu oraz specyficznych jgdrowych i cytoplazmatycznych receptoréw.
(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 373-393)

Stowa kluczowe: import biatek, eksport RNA, sygnaty importu i eksportu jgdrowego, importyny,
eksportyny, GTPaza Ran.

Summary: In eukaryotic cells nuclear envelope separate nucleus - the place of DNA replication and
transcription from cytoplasm where occurs biosynthesis of proteins. Regular function of cell is dependent
on efficient exchange of proteins and RNAs between the two cellular compartments. Nucleocytoplasmic
transport occurs through large multiprotein structures termed nuclear pore complex. Transport of proteins
and RNAs is selective, signal-mediated and dependent on energy and specific nuclear and cytoplasmic
receptors.

(Advances in Cell Biology 2001; 28: 373-393)

Key words: protein import, RNA export, signals of nuclear import and export, importins, exportins,
GTPase Ran.

Wykaz skrotow: CAS (ang. cellularapoptosis susceptibilityprotein) - produkt biatkowy genu Cas\ CBC
(ang. cap-binding complex) - kompleks biatek wigzacych metyloguanozynowga czapeczke w mRNA;
CBP (ang. cap-binding protein) - biatko wigzace sie z czapeczkg w mRNA; D (Asp) - asparaginian;
E (Glu) - glutaminian; elF-5A (ang. eukaryotic initiationfactor) - eukariotyczny czynnik inicjacji 5A;
F (Phe) - fenyloalanina; G (Gly) - glicyna; GAP (ang. GTPase-activatingprotein) - biatko aktywujace
GTPaze; GEF (ang. guanine nucleotide exchangefactor) - czynnik stymulujacy wymiane GDP na GTP;
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HelLa- linia ludzkich komérek nabtonkowych pochodzacych z raka szyjki macicy pacjentki Helen Lane
lub Lange lub Larsen; hnRNP (ang. heterogenous nuclear RNA-proteins complex) - niejednorodne
jadrowe RNP; | (lle) - izoleucyna; K (Lys) - lizyna; Kap (ang. karyopherin) - karioferyna; kDa -
kilodalton; L (Leu) - leucyna; MDa - megadalton; NES (ang. nuclear export signal) - sygnat eksportu
jadrowego; NLS (ang. nuclear localization signal) - sygnat lokalizacji jadrowej; NPC (ang. nuclear
pore complex) - jadrowy kompleks porowy; NRS (ang. nuclear retention sequence) - sekwencja
zatrzymujaca biatko w jadrze; NTF2 (ang. nuclear transportfactor 2) - jadrowy czynnik transportu 2;
NUP (ang. nucleoporin) - nukleoporyna; P (Pro) - prolina; R (Arg) - arginina; RanBD (ang. Ran-bin-
ding domain) - domena wigzaca Ran; RanBP (ang. Ran-binding protein) - biatko wigzace Ran; RCC1
(ang. regulator ofchromosome condensation) - biatko bedace regulatorem kondensacji chromosoméw;
Rip (ang. Ran interacting protein) - biatko wchodzace w interakcje z Ran; RNP - rybonukleoproteina;
S (Ser) - seryna; SNRNA (ang. small nuclear RNA) - maty jadrowy RNA; T (Thr) - treonina; TFIII
(ang. transcription factor polymerase RNA 111) - czynnik transkrypcyjny aktywujacy polimeraze RNA
klasy 1l1; V (Val) - walina; U-snRNA - snRNA z wysoka zawartoscig urydyny.

WSTEP

W tym artykule oméwiono przebieg transportu jadrowo-cytoplazmatycznego ma-
kroczasteczek, takich jak biatka i kwasy rybonukleinowe. Szereg danych na ten
temat przedstawiono natamach Postepdéw Biochemii [36], ale ze wzgledu na znaczny
postep badah tego procesu w niniejszym opracowaniu czytelnik znajdzie wiele
nowych informaciji.

W komédrkach Eukaryota materiat genetyczny zawarty w jadrze oddziela od
cytoplazmy perforowana podwojna btona okreslona mianem otoczki jadrowej. Za-
réwno w przedziale jgdrowym, jak icytoplazmatycznym zachodzawazne dla komorki
unikatowe procesy. W jadrze komoérkowym ma miejsce replikacja DNA i jego
transkrypcja oraz dojrzewanie powstajgcych RNA. W cytoplazmie natomiast prze-
biega biosynteza biatek, wérdd nich enzyméw niezbednych do replikacji i transkrypcji
DNA oraz szeregu innych czynnikéw bioragcych udziat w procesach jgdrowych.
W zwigzku z powyzszym musi istnie¢ sprawny i selektywny mechanizm umo-
zliwiajacy transport odpowiednich substancji z jadra do cytoplazmy i na odwrot
z cytoplazmy do jadra. W procesie transportu istotng role odgrywaja jagdrowe kom-
pleksy porowe (ang. nuclear pore complex - NPC ), ktore sg duzymi biatkowymi
strukturami o masie okoto 125 MDa zbudowanymi z 50-100 réznych polipeptydéw
[3, 13, 23, 35, 59, 90]. Nieselektywna, bierna dyfuzja dotyczy jedynie matych
czasteczek, takich jak: jony i metabolity oraz niektére biatka o masach czaste-
czkowych ponizej 40-60 kDa [3,23]. Wiekszos$¢ biatek i RNA jest transportowanych
w wyniku selektywnego procesu, zaleznego od sygnatu, specyficznych przenos$nikow
i energii [36, 58, 91]. Z cytoplazmy do jadra komdérkowego transportowane sg
przede wszystkim biatka, podczas gdy z jadra do cytoplazmy eksportowane sg
gtdwnie kwasy rybonukleinowe. Mate jadrowe RNA bogate w urydyne (U-snRNA)
sg transportowane w obu kierunkach, gdyz tworzenie funkcjonalnych komplekséw
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U-snRNP obejmuje taczenie ich na terenie cytoplazmy z biatkami i nastepnie trans-
lokacje do jadra komorkowego [55, 58]. Istnieje takze szereg biatek stale krazgcych
pomiedzy jadrem komdrkowym a cytoplazma [36, 58].

IMPORT BIALEK ZAWIERAJACYCH NLS

Transport biatek przez NPC jest procesem selektywnym, zaleznym od wyste-
powania w ich czasteczkach specyficznego sygnatu. Najwczes$niej i najlepiej po-
znanymi sygnatami, ktore ukierunkowujg przejscie kariofilowego biatka z
cytoplazmy do jadra komérkowego, sa bogate w aminokwasy zasadowe sekwencje
lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization sequence lub signal - NLS) [36].

W badaniach importu biatek in vitro mozna eksperymentalnie wyréznic¢ 2 etapy:

1) dostarczenie i przytgczenie importowanych substratow do cytoplazmatycznej
powierzchni jadrowych komplekséw porowych oraz

2) translokacje przez centralny kompleks kanatowy NPC.

Pierwszy etap transportu jest catkowicie niezalezny od temperatury i nie wymaga
energii. Konieczno$¢ hydrolizy nukleozydotrifosforanéw w czasie translokacji, po-
stulowana wczesniej przez wielu autoréw, nie jest dzisiaj tak oczywista [1, 16,
49, 75, 76, 81]. W obu etapach transportu wymagana jest obecnos¢ specyficznych
czynnikéw cytosolowych [1]. Sa nimi przede wszystkim receptor NLS, GTPaza
Ran oraz biatko NTF2/plO.

Receptor NLS

Biatka majgce NLS sgrozpoznawane w cytoplazmie przez rozpuszczalny receptor
odpowiedzialny za ich dostarczenie i przytgczenie podczas transportu do jadrowych
komplekséw porowych. Receptor ten nazwano importyng (ang. importin) [24] lub
karioferyng (ang. karyopherin) [15], a takze PTAC (ang. pore targeting complex)
[27]. Receptor NLS jest heterodimerem sktadajacym sie z podjednostek a i (3
Masa czgsteczkowa podjednostki a (importyny a) w zaleznosci od rodzaju komorek,
z ktérych pochodzi, wynosi od 54 do 60 kDa, natomiast podjednostki [3 (importyny
3 od 90 do 97 k Da [7 6]. Homologiem importyny a u drozdzy jest biatko
Srp Ip zidentyfikowane poczatkowo jako supresor mutacji polimerazy RNA klasy
I, a okreslone pdzniej jako Kap60p (ang. karyopherin 60 kDa). Natomiast od-
powiednik importyny [3 u drozdzy stanowi biatko Kap95p [15].

Zasadniczo warunkiem przytgczenia transportowanego kariofilowego biatka do
NPC jest obecno$¢ obu podjednostek receptora NLS, ktére tworzg z nim stabilny
kompleks [24, 27, 81]. Bezposrednio z biatkiem zawierajagcym NLS tgczy sie
importyng a, w ktoérej mozna wyrdzni¢ dwie funkcjonalne domeny: zasadowy



376 A. KRZESLAK, A. LIPINSKA

N-koncowy region odpowiedzialny za potaczenie z importyna (3 oraz domene za-
wierajgcg ,ramie” stanowigce miejsce zwigzania NLS [22, 23]. Importyng (3 od-
powiada za przytgczenie transportowanego kompleksu do NPC. Sugeruje sie, ze
miejscem inicjalnego przytgczenia transportowanego kompleksu jest dystalny koniec
filamentdw odchodzacych od pierscienia cytoplazmatycznego NPC, gdzie u kre-
gowcow zlokalizowana jest nukleoporyna RanBP2/NUP358 [21, 39, 87].

Kompleks importyn ulega dysocjacji natychmiast po ich wejsciu do jadra ko-
morkowego [24, 51, 85]. Wykazano, ze GTPaza Ran w formie aktywnej, tj. z
przytagczonym GTP, wigzac sie z importyng [3 powoduje dysocjacje kompleksu
importyn. Importyng (3 wraca do cytoplaziny w potgczeniu z Ran-G TP nie odtgczajac
sie od NPC [51]. Ostatnio Kose i wsp. [38] stwierdzili, ze importyna 3 moze
réwniez opuszczac jadro komdrkowe niezaleznie od Ran. Autorzy sugeruja wiec
istnienie dwoch ré6znych mechanizmoéw transportu importyny [3 Natomiast importyna
a do swojego powrotu wymaga specyficznego czynnika eksportu CAS (ang. cellular
apoptosis susceptibility protein), ktéry wiaze ja (wolng od transportowanego sub-
stratu) w obecnosci Ran-GTP [40, 85].

GTPaza Ran

Biatko Ran jest gtlbwnym czynnikiem zaangazowanym bezpos$rednio w import
na etapie translokacji [36, 58]. Ran jest GTPazg (m.cz. 25 kDa) nalezacg do rodziny
biatek Ras. Podobnie jak inne GTPazy, Ran wystepuje w dwdch formach, tj. aktywnej
z przytgczonym GTP i nieaktywnej z GDP. PrzejScie z jednej formy w drugg
jest regulowane przy udziale biatek GAP aktywujgcych GTPazy (ang. GTPase
activatingproteins), ktdére wptywajg na hydrolize GTP oraz biatek GEF (ang. guanine
nucleotide exchange factor) stymulujagcych wymiane GDP na GTP. Do tej pory
zidentyfikowano dla Ran jedno biatko GAP ijedno GEF, ktére sg zlokalizowane
po przeciwnych stronach otoczki jadrowej [23, 47]. W jadrach komorek Hela
stwierdzono obecno$¢ biatka o masie czasteczkowej okoto 45 kDa tworzgcego kom-
pleks z Ran. Biatko to okre$lone jako RCC1 (ang. regulator of chromosome con-
densation) reprezentuje biatka GEF i katalizuje specyficzng wymiane nukleotydu
guaninowego na Ran [9]. W cytosolu komoérek HelLa zidentyfikowano biatko o
masie czasteczkowej okoto 65 kDa okreslone jako RanGAPI, ktére dziata anta-
gonistycznie w stosunku do RCC1, wptywajgc na hydrolize GTP potgczonego z
Ran [8]. Homologiem RanGAPI u Saccharomyces cerevisiae jest biatko Rnalp,
ktére aktywuje biatko Gsplp odpowiadajgce biatku Ran ssakéw [6, 45]. Asyme-
trycznadystrybucja RanGAPI iRCC1 wytwarza gradient stezenia RanGTP/RanGDP
w poprzek otoczki jadrowej, ktéry wplywa na kierunek transportu [11, 47, 53].
Ostatnio sugeruje sie, ze mechanizm kontrolujacy stezenie RanGTP/RanGDP w
jadrze i cytoplazmie moze by¢ bardziej ztozony. Zidentyfikowano bowiem jagdrowe
biatko Mogl myszy (odpowiednik biatka Moglp Saccharomyces cerevisiae), ktére
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stymuluje odtaczenie GTP od Ran. Po uwolnieniu GTP, Mogl pozostaje potagczone
z Ran uniemozliwiajac ponowne zwigzanie nukleotydu guaninowego. Chociaz do-
ktadna rola Mogl w cyklu GTPazy Ran nie jestjeszcze znana, mozna przypuszczac,
ze biatko to stanowi dodatkowy czynnik regulujagcy poziom RanGTP w jadrze
[83].

Hydroliza GTP przez Ran wydawata sie by¢ waznym elementem importu biatek,
gdyz jak wykazano niehydrolizowalne analogi GTP wyraznie hamowaty import
biatek [48, 49], a biatko Ran w takich warunkach gromadzito sie przy cytopla-
zmatycznej powierzchni kompleksow porowych. Ostatnie badania dowodzg jednak,
ze nie zawsze w translokacji wymagana jest energia i moze sie ona odbywac bez
hydrolizy nuklozydotrifosforanéw przynajmniej dla pojedynczego cyklu transportu
[16,23,75]. Obecnos¢ niehydrolizowalnych analogéw GTP blokuje raczej terminacje
procesu transportu niz samg translokacje [23].

Wykazano, ze nukleoporyna RanBP2/NUP358 oprécz Ran wiaze takze biatko
RanGAPI [45]. Tainterakcja wymaga ATP-zaleznej potranslacyjnej koniugacji Ran-
GAP1 ze 10l-aminokwasowym biatkiem okreslonym jako SUMO-1 (ang. smali
ubiguitin-related modifier)[45] lub GMP1 (ang. GAPmodifying protein 1) [46],
a takze UBL1 (ang. ubiguitin-like protein 7) [74].

Do grupy biatek wchodzacych w interakcje z Ran-GTP nalezy rowniez cytosolowe
biatko RanBPI [47, 64, 73]. Wszystkie biatka RanBP (ang. Ran-binding protein)
maja jedng lub kilka domen wigzacych Ran (RanBD), ktére stabilizujg Ran w
formie z przytaczonym GTP oraz dziatajg jako koaktywatory biatek RanGAP [7].
Zarowno petne biatko RanBPI, jak ijego domeny RanBD zdolne sg do tworzenia
kompleksu z Ran i importyng 3 [23, 43, 47]. Importyna @i RanBPl majg prze-
ciwstawne dziatanie na aktywnos$é GTPazy Ran w obecno$ci RanGAP. Importyna
(3 jest prawdopodobnie inhibitorem RanGAP. Wykazano jednak, ze hamujace dzia-
tanie importyny @ na RanGAP moze zosta¢ zredukowane przez RanBPI lub same
domeny RanBD [43]. RanBPI ssakow jest biatkiem cytoplazmatycznym, ale izo-
lowane domeny wigzgce Ran lokalizujg sie w jadrze. Jadrowa lokalizacja tych
domen jest zalezna od zdolnosci do wigzania z Ran-GTP. Sekwencje odpowiedzialne
zaobecno$¢ RanBPI w cytoplazmie znajdujg sie w regionie C-terminalnie potozonym
w stosunku do RanBD i zawierajg sygnaty eksportu jadrowego NES. lzolowane
domeny RanBD blokujg import biatek, co sugeruje, ze cytoplazmatyczna lokalizacja
RanBPI jest wazna dla tego procesu [69].

NTF2/plo

Innym czynnikiem uczestniczgcym w transporcie jgdrowym jest cytosolowe biatko
0 masie czasteczkowej 15 kDa (tworzace homodimer) okre$lone jako NTF2/plO
(ang. nuclear transportfactor 2) u kregowcéw [63] oraz Ntf2p u drozdzy [13].
Rola NTF2/plO w imporcie biatek do jadra komdrkowego nie jest jeszcze dobrze
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poznana. NTF2/plO uczestniczy prawdopodobnie w pdzniejszych etapach importu,
tj. w translokacji przez centralny kompleks kanatowy NPC [49, 63]. Wykazano,
ze czynnik ten wigze sie znukleoporynami zawierajgcymi powtarzajgce sie sekwencje
peptydowe [56]. Jedng z nukleoporyn wchodzacych w interakcje z NTF2/plO jest
p62, ktéra znajduje sie w poblizu centralnego kompleksu kanatowego. Ujawniono,
ze NTF2/plO koordynuje tworzenie pentamerowego kompleksu, w skiad ktdrego
oprocz niego wchodza: nukleoporyna, Ran-GDP oraz heterodimer importyn. Wy-
miana GDP na GTP powoduje dysocjacje tego kompleksu. Sugeruje sie, ze NTF2/p 10
koordynuje zalezne od Ran nastepujace po sobie reakcje asocjacji i dysocjacji,
ktére powodujg translokacje transportowanego kompleksu [56].

Ponadto wykazano, ze NTF2/plO poSredniczy w imporcie Ran, w zwigzku z
tym czynnik ten moze by¢ wiaczony w wytworzenie gradientu Ran-GTP - Ran-GDP
w poprzek otoczki jadrowej tak waznego dla prawidtowego funkcjonowania trans-
portu [67, 68, 80].

Gen kodujacy Ntf2p u drozdzy ma podstawowe znaczenie dla przezywalnosci
komoérek, ajego produkt zlokalizowany jest przy otoczce jadrowej [13,56]. Wrazliwe
na temperature mutanty Ntf2 wykazujg zahamowanie importu, ale eksport RNA
nie ulega zaktdceniu, co moze wskazywa¢ na bardziej bezposredni udziat tego
czynnika w imporcie biatek niz eksporcie RNA [13].

Model transportu biatek zawierajgcych NLS przedstawiono na rycinie 1.

IMPORT BIALEK
NIE ZAWIERAJACYCH KLASYCZNYCH NLS

Obecnie wiadomo, ze istnieje wiecej niz jeden mechanizm importu biatek do
jadra komérkowego [66, 71, 88]. Biatka majace rézne sygnaty lokalizacji jadrowej
wykorzystujag odmienne receptory dla swojego transportu. Kompleks importyn a
i (3 uczestniczacych w imporcie biatek zawierajgcych klasyczne NLS jest tylko
jednym z wielu czynnikéw petnigcych te funkcje.

Istnienie takiego odmiennego mechanizmu transportu wykazano dla krgzacego
pomiedzy jadrem a cytoplazma biatka Al hnRNP, ktére ma charakterystyczng se-
kwencje, stanowiaca sygnat zaré6wno importu, jak i eksportu (M9). Sygnat M9
rozpoznawany jest przez bialtko podobne do importyny (3 a okre$lone jako trans-
portyna (ang. transportin) [36,66]. Odpowiednikiem transportyny ssakow u drozdzy
jest biatko Kapl04p, ktore uczestniczy w imporcie biatek wigzacych mRNA, takich
jak Nab2p i Nab4p [2]. Transportyna, chociaz strukturalnie odpowiada importynie
[3 dziata niezaleznie od importyny a itgczy funkcje obu importyn, tj. rozpoznaje
sygnat importu i przytgcza transportowany kompleks do NPC [66]. Transport Al
hnRNP jest wrazliwy na niehydrolizowalne analogi GTP, co moze wskazywaé
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RYCINA 1. Model przedstawiajgcy import biatek zawierajagcych NLS (wg [88] zmodyfikowany). W
pierwszym etapie importyny a i 3tworzg z transportowanym biatkiem kompleks, ktéry jest przytaczany
do filamentéw cytoplazmatycznych NPC. Etap translokacji wymaga obecnosci GTPazy Ran z przytaczo-
nym GDP. W jadrze komérkowym nastepuje wymiana GDP na GTP pod wptywem czynnika RCC1.
Ran-GTP wigzac sie z importyng (3 powoduje dysocjacje kompleksu. Importyna @wraca do cytoplazmy
w potgczeniu z Ran-GTP, aimportyna a z kompleksem CAS/Ran-GTP. Dysocjacja tych komplekséw w
cytoplazmie nastepuje po hydrolizie GTP na Ran przy udziale biatek RanGAPI i RanBPI

na udziat GTPazy Ran w tym systemie transportu. Prawdopodobnie transportyna
odgrywa takze role w eksporcie biatka Al, aposrednio w eksporcie mRNA, poniewaz
mutacje w obrebie sygnatu M9, ktére uniemozliwiajg wiazanie transportyny do
biatka Al, zaktocajg zaréwno import, jak i eksport [50].
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U drozdzy w transport biatek rybosomalnych do jadra komérkowego zaanga-
zowana jest importyna Kapl23p [71]. Podobnie jak inne importyny 3, Kap 123p
jest zlokalizowana gtéwnie w cytoplazmie oraz wigze sie zjgdrowymi kompleksami
porowymi w miejscach wystepowania nukleoporyn zawierajagcych powtarzajgce sie
sekwencje. W przeciwienstwie do Kap95p, Kapl23p nie wymaga partnera, lecz
wchodzi w bezposrednie interakcje z transportowanym substratem, nukleoporynami
i Ran [71]. W przypadku delecji genu kap 123 inny homolog importyny 3 - Kapl21p
(Pselp, karioferyna 33) moze funkcjonalnie zastepowa¢ Kapl23p i uczestniczy¢
w transporcie rybosomalnych biatek do jadra komérkowego [71, 88]. W komdrkach
ssakdw w transport biatek rybosomalnych zaangazowane sg importyna 5 i importyna
7 nalezace réwniez do rodziny importyn 3 [23].

tacznikowy histon HI wymaga do importu dwdch réznych receptoréow z rodziny
importyn 3: importyny 7 (RanBP7) oraz importyny 3 [31]. Importyny te tworza
heterodimer stabilny tylko w przypadku nieobecnos$ci RanGTP, a wiec w $rodowisku
cytoplazmy. Heterodimer importyn wigze HI bardziej efektywnie niz kazda z nich
oddzielnie, co sugeruje, ze kazda z tych importyn rozpoznaje i wigze inng domene
HI. Dysocjacja trimerycznego kompleksu HI/Imp3/Imp7 nastepuje po przytgczeniu
do importyny 3 i importyny 7 RanGTP [31]. Wyniki badarh Johnson-Salibe i wsp.
[33] sugeruja, ze histony rdzeniowe sg transportowane do jagdra komoérkowego
jedynie przy udziale importyny 3-

Prawdopodobnym powodem istnienia wielu oddzielnych sposobdéw importu przez
jadrowe kompleksy porowe jest konieczno$¢ zredukowania wspdtzawodnictwa im-
portu réznych klas biatek. Nie jest catkowicie jasne, w jaki spos6b te r6zne me-
chanizmy transportu nie interferujg ze sobg przy NPC, poniewaz przedstawiciele
importyn 3 wydaja sie rozpoznawaé te same miejsca w nukleoporynach [71, 88].
Wykazano jednak, ze poszczeg6lne importyny majg r6zne powinowactwo do nu-
kleoporyn zawierajagcych powtarzajace sie sekwencje. Mozliwe, ze poszczegélne
miejsca dokowania na NPC sg rozpoznawane przez kilka importyn, ale preferowana
jest tylko jedna. Obniza to wspo6tzawodnictwo importyn przy NPC, ajednocze$nie
umozliwia maksymalne wykorzystanie dostepnych miejsc wigzania w celu zapew-
nienia jak najwiekszej wydajno$ci transportu [71, 72].

SzczegoOlnie interesujacy jest fakt, ze pewne biatka sg transportowane przez NPC
niezaleznie od Ran. Po raz pierwszy istnienie takiego mechanizmu wykazano podczas
badania in vitro transportu importyny 3 w zywych i permeabilizowanych digitoning
komdrkach ssakéw. Okazato sig, ze wolna od importyny a i transportowanego
substratu importyna 3 moze sama migrowaé¢ do jagdra komorkowego, a proces ten
nie wymaga zaangazowania Ran i hydrolizy GTP [37]. PdZniej podobny mechanizm
transportu wykazano takze dla kilku innych biatek miedzy innymi 3-katenin [89].
Ostatnio Hetzer i Mattaj [25] stwierdzili, ze import biatek UI A i U2B kompleksow
U-snRNP dojadra komérkowego jest niezalezny od receptordw z rodziny 3-importyn
oraz Ran, ale wymaga hydrolizy ATP. Sugeruje to istnienie jeszcze jednego sposobu
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importu, w ktérym by¢é moze uczestniczg niezidentyfikowane dotad biatka recep-
torowe.

IMPORT U-snRNA

Warunkiem udziatu U-snRNA w procesie sktadania pre-mRNA jest tworzenie
U-snRNP. Wkrétce po transkrypcji Ul, U2, U4 i U5 snRNA s3 eksportowane
do cytoplazmy, gdzie tgczg sie z kompleksem rdzeniowych biatek Sm (B, B’, DI,
D2, D3, E, F i G) oraz biatkami specyficznymi dla kazdego U-snRNA, a mono-
metylowana guanozyna na koficu 5 (m7G) ulega dodatkowej metylacji z wytwo-
rzeniem 2,2,7-trimetyloguanozyny (m3G) [55].

Zidentyfikowano cytosolowe biatko o masie czasteczkowej 45 kDa okre$lone
jako snurportyna 1 (ang. snurportin 1), ktére rozpoznaje strukture czapeczki m3G
na U-snRNA. Snurportyna zawiera N-terminalng domene wigzgcg importyne (3oraz
C-terminalny region wigzacy czapeczke m3G. Snurportyna 1 wzmacnia zalezny
od czapeczki import jadrowy, U-snRNP zaréwno w oocytach Xenopus laevis, jak
i w permeabilizowanych digitoning komérkach HelLa, co sugeruje, ze funkcjonuje
ona jako specyficzny dla snRNP receptor importu [26].

W tabeli 1 zestawiono gtéwne czynniki biorgce udziat w transporcie jadrowo-
cytoplazmatycznym.

EKSPORT KWASOW RYBONUKLEINOWYCH

Z jadra komoérkowego do cytoplazmy transportowane sg biatka oraz rozne typy
RNA, tj. mRNA, rRNA, snRNA oraz tRNA. Proces eksportu makroczasteczek
z jadra do cytoplazmy jest znacznie stabiej poznany niz mechanizm importu biatek
do jadra. Wynika to gtownie z braku dobrze scharakteryzowanego modelu ba-
dawczego, ktory umozliwitby analize eksportu in vitro. Klasyczne badania eksportu
jadrowego skupiaja sie naeksporcie RNA, ktory z requty opuszczajadro w potaczeniu
z biatkami, czyli jako czastki RNP. Badanie eksportu RNA (poza snRNA) jest
dodatkowo komplikowane z powodu procesu dojrzewania pre-RNA oraz braku
mozliwosci wyizolowania homogennej populacji catkowicie dojrzatych jadrowych
RNP i precyzyjnego okres$lenia ich sktadu biatkowego. Pomimo tych trudnosci
ustalono pewne zasadnicze cechy eksportu RNA. Eksport wszystkich typow RNA
odbywa sie poprzezjgdrowe kompleksy porowe ijest procesem aktywnym (zaleznym
od energii), w ktérym zaangazowane sg okre$lone czynniki pos$redniczace oraz
sygnaty eksportu jadrowego, znajdujgce sie przede wszystkim na biatkach towa-
rzyszacych RNA [20, 30, 32, 36, 55]. Mechanizm eksportu kazdego typu RNA
wydaje sie by¢ unikatowy, gdyz uczestniczace w nim czynniki sg specyficzne dla
danego typu RNA [32, 65]. Poniewaz jednak eksport wszystkich RNA odbywa
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TABELA 1. Gtdwne czynniki zaangazowane w transport jadrowo-cytopiazmatyczny

Czynniki transportu
w komérkach wyzszych
Eukaryota

1) Rodzina importyn a
importyng a

(karioferyna a, PTAC 58)
2) Rodzina importyn 3
importyng (3

(karioferyna (3, PTAC 97
transportyna

(karioferyna (2, importyna
62)

importyng 5

(karioferyna (3V RanBP5)
importyng 7

(RanBP7)

transportyna-SR
eksportyna t

CAS

CRM1

snurportyna
eksportyna 4

3) GTPaza Ran/TC4

4) Czynniki cyklu GTPazy Ran
RCC1

RanGAPI
RanBPI
RanBP2 (Nup358)

5) NTF2/plO

Czynniki
transportu

w komorkach
drozdzy

Srplp (Kap60p)

Kap95p

Kap 104p

Kapl23p
Pselp(Kap 121p)

Loslp
Cselp
Crmlp
(eksportyna 1)

Gsplp i Gsp2p
Spilp

Prp20p (Mtrlp,
Prntlp) Pimlp
Rnalp

Yrblp

Ntf2p

Funkcja

Receptor NLS

Wigze importyne a i przylacza
transportowany kompleks do NPC

Import biatka Al kompleksow hnRNP
(prawdopodobnie takze biatek F, B, D i E)

Receptor importu dla biatek rybosomalnych

Import biatek rybosomalnych oraz udziat w
imporcie histonu HI

Import biatek posiadajgcych domeny SR
Eksport tRNA

Eksport importyny a (u drozdzy Srplp)
Eksport biatek posiadajgcych NES

Import U-snRNP majacych czapeczke m"G
Eksport czynnika elF-5A

Udziat w translokacji

Biatko stymulujgce wymiane GDP na GTP

Biatko aktywujace GTPaze Ran

Biatko stymulujgce RanGAPI

Biatko NPC

Udziat w translokacji, czynnik transportu
Ran

sie tg samg droga, czyli przez NPC, nie wykluczone, ze w pewne etapy transportu
moga by¢ wigczone réwniez wspdlne czynniki [32, 65].

Eksport mRNA

Wsrdd licznych biatek zasocjowanych z RNA na szczeg6lng uwage w procesie
transportu zastuguja biatka niejednorodnych jadrowych RNP (hnRNP). Niektdre
sposrdd tych biatek (np. A1) stale krgzg pomiedzy jadrem a cytoplazma i sq zwigzane
z RNA w obu przedziatach komérkowych [36, 55]. Fakt, ze biatko Al jest zwigzane
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z mRNA takze w cytoplazmie, sugeruje, ze towarzyszy mu ono w czasie wedrowki
od miejsca transkrypcji przez nukleoplazme, a ponadto pozostaje z nim zwigzane
rébwniez podczas translokacji przez jadrowe kompleksy porowe. Te sugestie sg
potwierdzane przez badania, w ktérych wykazano, ze biatko Ct-hrp36 owada Chi-
ronomus tentans podobne do Al ulega translokacji przez NPC w potaczeniu z
RNA [79, 86].

Kwestia roli biatek hnRNP w transporcie RNA zostata rozwigzana dzieki iden-
tyfikacji sygnatu eksportu jadrowego w biatku Al hnRNP, ktérym jest region M9
[28, 78]. Po translokacji biatka hnRNP oddysocjowujg od mRNA i sg importowane
do jadra. Sygnatem importu Al hnRNP jest ten sam region biatka (M9), ktéry
uczestniczy w jego eksporcie [28, 78].

Podczas gdy krazace biatka hnRNP pozostajg potgczone z hnRNA do czasu,
gdy dotrze on do cytoplazmy, inne biatka hnRNP, jak np. biatko C czy U, nie
opuszczajg jadra komorkowego [54]. Podobnie zachowujgce sie biatko wykryto
w jadrach komorek Slinianek owada Chironomus tentans [4]. Biatko Ct-hrp45, ktére
jest homologiem czynnika skiadania u ssakéw ASF/SF2, wigze czasteczki RNA
podczas transkrypcji i pozostaje z nim zasocjowane, dopdéki nie dotrze ono do
jadrowych komplekséw porowych. To biatko jest jednak uwalniane z kompleksu
RNP przed wejsciem do centralnego kompleksu kanatowego i nigdy nie pojawia
sie w cytoplazmie w potgczeniu z mMRNA [4]. W biatku C hnRNP zidentyfikowano
sekwencje zatrzymujgce biatko w jadrze (ang. nuclear retention sequence - NRS)
[54]. Sugeruje sie, ze NRS sg zdolne zagtuszaé NES, poniewaz pre-mRNA/mMRNA
zwigzany zaréwno z biatkami posiadajacymi NES, jak i biatkami z NRS nie moze
opuscié jadra komérkowego. Prawdopodobnie nie krazace biatka hnRNP sg usuwane
przed lub w trakcie eksportu mRNA. To usuwanie wydaje sie by¢ krytyczne dla
mozliwosci eksportu mRNA i moze stanowi¢ wazny regulatorowy etap tego eksportu
[55].

Komérkowe biatka hnRNP nie sg jedynymi kandydatami pretendujagcymi do
petnienia funkcji czynnikéw posredniczacych w eksporcie poli(A)+RNA. Wiele
informacji dotyczacych mechanizmu eksportu RNA dostarczyty badania biatka Rev
wirusa HIV-1. W komérkach zainfekowanych wirusem HIV biatko Rev odgrywa
podstawowa role w cytoplazmatycznej akumulacji niedojrzatego lub czesciowo zto-
zonego pre-mRNA wirusa, ktéry w nieobecno$ci Rev pozostaje wytgcznie w jadrze
[13, 36, 55]. Rev jest 116-aminokwasowym polipeptydem, ktéry poprzez bogata
w arginine aminoterminalng domene wigze sie ze specyficzng strukturg stem-loop
RNA o dtugosci 234 nukleotyddéw okreslongjako RRE (ang. Rev response element).
Interakcja Rev-RRE ma podstawowe znaczenie dla funkcji tego biatka w eksporcie
RNA [20, 55, 58]. Drugim bardzo waznym regionem Rev, ktéry umozliwia krazenie
tego biatka pomiedzy jadrem a cytoplazmg, jest C-terminalnie potozona domena
aktywacji. Domena ta zawiera bogatg w leucyne sekwencje LPPLERLTL stanowigcg
sygnat eksportu jgdrowego [17]. Sugeruje sie, ze Rev funkcjonuje jako czynnik
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taczacy eksport wirusowego pre-mRNA z mechanizmem eksportu komérkowego
przez interakcje z komoérkowymi czynnikami zaangazowanymi w transport [17,
19].

Opisano kilka biatek komorkowych wchodzacych w interakcje z Rev, ktére mogg
posredniczy¢ w jego funkcji [10,12, 84]. Bogerd i wsp. [10] zidentyfikowali ludzkie
biatko Rab, ktére wchodzi w interakcje z Rev jak rowniez z jego funkcjonalnym
odpowiednikiem kilku innych retrowiruséw witgczajagc w to biatko Rex wirusa
HTLV-1. U drozdzy zidentyfikowano natomiast wigzgce Rev biatko Riplp (ang.
Rev-interacting protein) [84]. Badania sekwencji wykazaty, ze zarbwno Rab (58
kDa), jak i Riplp (42 kDa) sa polipeptydami bogatymi w fenyloalanine, seryne
i treonine oraz zawierajg dipeptydowe motywy FG powtarzajgce sie odpowiednio
10- i 27-krotnie [10, 84]. Wielokrotne powtdérzenia FG sg takze obserwowane w
grupie nukleoporyn kregowcéw, z ktorych niektére wydajg sie uczestniczy¢ bez-
posrednio w transporcie jadrowym poprzez interakcje z cytosolowymi czynnikami
transportu. Nie wiadomo jednak, czy Rab lub Riplp sg komponentami NPC. Badania
przeprowadzone z wykorzystaniem mikroskopii immunofluorescencyjnej wykazaty,
ze ludzkie biatko Rab jest zlokalizowane w catej nukleoplazmie, w zwigzku z
tym nie jest nukleoporyng. Natomiast biatko Riplp jest skoncentrowane przy NPC.
Poniewaz pewne czynniki transportu jadrowego (ktore sg przede wszystkim cy-
tosolowe) in vivo gromadzg sie przy NPC[84], nie jest jasne, czy Riplp jest nu-
kleoporyng czy rozpuszczalnym biatkiem, ktére wchodzi w interakcje z NPC. Model,
ktéry tgczy wszystkie te informacje, zaktada, ze w translokacji Rev z jadra do
cytoplazmy istotngroleodgrywajginterakcje pomiedzy Rev abiatkami zawierajgcymi
motywy FG w nukleoplazmie i przy NPC [10, 12, 84].

Zidentyfikowano czynnik rozpoznajacy sygnaty eksportu jadrowego bogate w
leucyne, ktére sa charakterystyczne miedzy innymi dla biatka Rev. Czynnik ten
okreslony jako CRM1 (ang. chromosome maintenance region 1), a pézniej eks-
portyna 1 (ang. exportin 1) wykazuje duze podobiefAstwo sekwencji do rodziny
importyn R zaangazowanych w import biatek [18, 36, 61, 62, 82]. Badania z wy-
korzystaniem leptomycyny B, cytotoksyny wigzacej CRM1 potwierdzity udziat tego
biatka w eksporcie Rev [18, 82]. Fornerod i wsp. [18] stwierdzili, ze w obecno$ci
Ran-GTP tworzony jest kompleks NES/CRMI/Ran, natomiast leptomycyna blokuje
tworzenie tego kompleksu i jednoczes$nie eksport Rev. CRM1 wchodzi takze w
interakcje z nukleoporyng CAN/NUP214 oraz RanBP2/NUP358 [57, 77, 85]. Su-
geruje sie, ze CRM1 stanowi tgcznik pomiedzy Rev a nukleoporynami podczas
eksportu do cytoplazmy. Wspomniane wcze$niej interakcje miedzy Rev a Riplp
réwniez wymagajg obecnosci CRM1 [57]. Ostatnie badania wskazujg, ze CRM1
uczestniczy takze w eksporcie snurportyny 1, z ktérg wigze sie o wiele silniej
niz z biatkiem Rev [62].

Odpowiednik biatka Rev u drozdzy - biatko Glelp o masie 62 kDa zawiera
sygnat eksportu jadrowego, ktdrego mutacja powoduje zahamowanie eksportu po-
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li(A)+RNA zjadra [52]. Glelp wchodzi w interakcje z biatkiem Riplp i nukleoporyng
NUP 100 i lokalizuje sie przy jadrowych kompleksach porowych. Wszystkie te
wiasciwosci sugeruja, ze Glelp jest komorkowym czynnikiem eksportu RNA.

Komérkowym odpowiednikiem Rev jest rdwniez ludzkie biatko Tap. Biatko
to rozpoznaje strukture CTE (ang. constitutive transport element) w niedojrzatym
RNA maitpiego wirusa MPMV (ang. Mason-Pfizer monkey virus), ktdra jest ana-
logiczna ze strukturg RRE rozpoznawang przez Rev. Tap stale krgzy pomiedzy
jadrem a cytoplazmg i wchodzi w bezposrednie interakcje z nukleoporynami. Biatko
to zawiera dwa sygnaty NLS oraz jeden NES, ktére sg odmienne od dotychczas
zidentyfikowanych sygnatow transportu. Eksport mRNA, w ktérym uczestniczy
Tap, nie zalezy od CRM1 ani innych czynnikéw transportu z rodziny B-importyn
[34, 79]

Biatkiem kandydujgcym do roli czynnika wtaczonego w rdzne aspekty dojrzewania
i eksportu RNA jest rowniez eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 5A (elF-5A),
ktéry wchodzi w specyficzne interakcje z domeng aktywacji Rev oraz CRM1 [14,
70]. Ostatnio Lipowsky i wsp. [42] stwierdzili, ze elF-5A o wiele silniej niz z
CRM1 reaguje z nowo odkrytg eksportyng 4.

Eksport U-snRNA

U1-U5 snRNA sg syntetyzowane w jadrze komdrkowym przez polimeraze RNA
klasy Il i podobnie jak inne produkty jej dziatania majg kotranslacyjnie dotgczong
na koncu 5° monometyloguanozynowg czapeczke, ktérej rozpoznawanie odgrywa
decydujacg role w eksporcie [55]. Zidentyfikowano i oczyszczono biatka tworzgce
kompleks wigzacy czapeczke (ang. cap binding complex - CBC), ktory skiada
sie z dwoch biatek CBP80 i CBP20 o witasciwosciach sugerujgcych zaangazowanie
w eksport snRNA [29]. Przeciwciata przeciwko CBP20 interferujg w wigzaniu
CBC do czapeczki ispecyficznie hamujg eksport sSnRNA, co wskazuje na bezpos$redni
udziat CBC w ich transporcie [29]. Z kompleksem CBC wigze sie biatko PHAX
(ang. phosphorylated adaptor for RNA export), ktére z kolei jest rozpoznawane
przez eksportyne 1. PHAX jest fosforylowane w jadrze komérkowym, a defo-
sforylowane w cytoplazmie. Fosforylacja PHAX ma podstawowe znaczenie dla
tworzenia eksportowanego kompleksu, podczas gdy jego defosforylacja w cyto-
plazmie przyczynia sie do dysocjacji kompleksu [60, 79].

EKSPORT RYBOSOMALNYCH RNA

5S rRNA

Obecnie znane sg trzy biatka, ktére specyficznie wiazg sie z 5S rRNA: biatko
La, czynnik transkrypcyjny HIA (TFIIIA) oraz rybosomalne biatko L5. Biatko La
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przejsciowo wchodzi w interakcje ze wszystkimi produktami polimerazy RNA klasy
Il i odgrywa role w terminacji transkrypcji, lecz nie jest zaangazowane w eksport
5S rRNA [13]. Ustalono natomiast, ze do transportu 5S rRNA do jaderka niezbedne
jest jego zwigzanie z czynnikiem TFIIIA i biatkiem L5 (oocyty Xenopus laevis)
lub biatkiem L5 (komérki somatyczne) [20, 55].

Szlak transportu 5S rRNA jest prostszy w komaérkach somatycznych niz w oo-
cytach Xenopus laevis. W obu przypadkach 5S rRNA jest transkrybowany w nu-
kleoplazmie przez polimeraze RNA klasy Ill i nastepnie asocjowany z biatkiem
La. W kolejnym etapie po odtgczeniu biatka La szlak transportu, jaki jest znany
w oocytach Xenopus laevis, rézni sie od tego, ktory wystepuje w komorkach so-
matycznych. U Xenopus 5S rRNA 1gczy sie z czynnikiem transkrypcyjnym TFIIIA
i tworzy kompleks 7S RNP, ktéry jest szybko eksportowany do cytoplazmy. Po
odtgczeniu czynnika transkrypcyjnego TFIIIA, 5S rRNA tgczy sie z biatkiem L5
tworzac 5S RNP, ktdry jest importowany do jadra i nastepnie gromadzony w jaderku,
gdzie taczy sie ztworzgca sie duzg podjednostkg rybosomu. Po kompletnym montazu,
duza podjednostka rybosomu jest eksportowana do cytoplazmy, gdzie bierze udziat
w translacji.

W komoérkach somatycznych po dysocjacji biatka La, 5S rRNA wchodzi bez-
posrednio w interakcje z L5 tworzac 5S rRNP w nukleoplazmie. RNP jest lokowany
w jaderku, gdzie wigcza sie do duzej podjednostki rybosomu i wtedy jest eks-
portowany do cytoplazmy. Mozna sadzi¢, ze jedng z funkcji biatka L5 jest do-
starczenie 5S rRNA do jaderka, a problem eksportu 55 rRNA w komorkach
somatycznych sprowadza sie do eksportu podjednostki rybosomu.

W przypadku mutacji wymienionych biatek, powodujgcej brak wigzania z 5S
rRNA nastepuje jego zatrzymanie w jadrze komérkowym [55]. W czynniku trans-
krypcyjnym TFIIIA zidentyfikowano sekwencje NES (SLVLDKLTI), ktéra jest
bardzo podobna do bogatego w leucyne sygnatu eksportu biatek Rev i inhibitora
cAMP-zaleznej kinazy biatek [19].

18S, 28S i 5,85 rRNA

Wszystkie rRNA oprocz 5S rRNA, tj. 18S, 28S i 5,8S rRNA sa transkrybowane
przy udziale polimerazy RNA klasy | jako wsp6lny prekursor (pre-rRNA), ktory
po procesie dojrzewania dostarcza rRNA, ktére sa montowane w jaderku w ry-
bosomalne podjednostki [23, 55]. Jadrowy eksport rRNA odbywa sie jako eksport
podjednostek rybosomalnych. Jest to proces jednokierunkowy, wymagajacy energii
i zachodzacy przez NPC [23, 55]. Dotad nie zidentyfikowano receptorow dla trans-
portu rRNA.
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EKSPORT tRNA

Ostatnio zidentyfikowano czynnik transportu tRNA, ktéry nazwano eksportyna-t
(ang. exportin-t). Eksportyna-t jest jak dotgd jedynym receptorem transportu roz-
poznajacym i wiazacym bezposrednio RNA [5, 41]. Eksportyna-t wigze tRNA w
jadrze w obecnos$ci Ran-GTP tworzac trdjsktadnikowy kompleks. Uwalnianie tRNA
w cytoplazmie zwigzane jest z hydroliza GTP przez Ran w obecno$ci RanGAP
i RanBPI [41]. Eksportyna-t ma wysokie powinowactwo do catkowicie dojrzatego
tRNA o niezaktéconej strukturze drugo- i trzeciorzedowej, a szczeg6lne znaczenie
w tym rozpoznawaniu odgrywajg konce 3’ i 5’ [5, 41, 44]. Wigzanie tRNA przez
eksportyne-t stanowi¢ moze etap kontrolny przed jego eksportem, co zapobiega
cytoplazmatycznej akumulacji niedojrzatego lub niefunkcjonalnego tRNA. Ekspo-
rtyna-t nie rozrézniajednak tRNA zawierajgcego introny od tRNA nie posiadajgcego
intronéw, poniewaz znajdujg sie one w petli antykodonu, z ktdrym eksportyna
nietgczy sie. Ostatnie badania wykazujgjednak, ze przynajmniej w oocytach Xenopus
laevis sktadanie tRNA normalnie zachodzi przed dojrzewaniem konica 5°, a wiec
gdy eksportyna-t wchodzi w kontakt z tRNA, jest on juz witasciwie pozbawiony
intronéw. Aminoacylacja tRNA, ktorg dotychczas uwazano za proces cytoplazmaty-
czny, moze zachodzi¢ takze w jagdrze komdérkowym. Stwierdzono, ze jadrowa ami-
noacylacja utatwia eksport tRNA zjadra, chociaz niejest ona warunkiem koniecznym
dla transportu tRNA [44].

Schemat transportu kwaséw rybonukleinowych ilustruje rycina 2.

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich dziesieciu lat zagadnieniom zwigzanym z transportem ja-
drowo-cytoplazmatycznym pos$wiecono bardzo duzo uwagi. Opracowanie systemu
in vitro badan importu biatek z wykorzystaniem komorek ssakéw permeabilizo-
wanych digitoning, zastosowanie nowoczesnych technik mikroskopii elektronowej
oraz analiza wyselekcjonowanych mutantéw Saccharomyces cerevisiae z defektem
eksportu mRNA pozwolity nazidentyfikowanie szeregu czynnikéw zaangazowanych
w proces wymiany jadrowo-cytoplazmatycznej. Niestety rola niektérych z tych czyn-
nikéw nadal nie jest w peini poznana. Niewiele wiadomo takze o mechanizmie
translokacji biatek i RNA przez centralny kompleks kanatowy NPC, nierozstrzygnieta
pozostaje takze sprawa hydrolizy GTP przy udziale GTPazy Ran. Dynamiczny
rozwéj badan w dziedzinie transportu jadrowo-cytoplazmatycznego budzi jednak
nadzieje, ze wkrotce wszystkie etapy tego fascynujgcego procesu zostang doktadniej
poznane.
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MALA TKANKA - DUZA SILA.
TKANKA TLUSZCZOWA BRUNATNA:
BUDOWA, WYSTEPOWANIE, ZNACZENIE

SMALL TISSUE - LARGE STRENGTH.
BROWN ADIPOSE TISSUE:
STRUCTURE, EXISTENCE AND SIGNIFICANCE

Grzegorz WYROBIEC, Monika STEPIEN

Slaska Akademia Medyczna w Katowicach,
| Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii w Zabrzu-Rokitnicy

Streszczenie: Tkanka ttuszczowa brunatna jest rodzajem tkanki tacznej, wystepujacej u dorostego
cztowieka w niewielkich ilosciach. Znacznie wigksze znaczenie ma ta tkanka dla matych ssakéw i
zwierzat zapadajacych w sen zimowy. Wiasnie jej rola u zwierzat przechodzacych w stan hibernacji
stanowi dla badaczy ekscytujacy temat do rozwazan nad znaczeniem tej skapo wystepujacej tkanki i nad
mozliwos$cig wykorzystania jej termogenicznych wiasciwosci dla cztowieka. Niniejsza praca stara sie
usystematyzowac¢ dane dotyczace wystepowania i rozmieszczenia tkanki u cztowieka. Przedstawia
budowe mikroskopowa komoérek tkanki ttuszczowej brunatnej, a takze zwraca uwage najej znaczenie
w procesie wytwarzania ciepta. Mechanizmy wplywajgce na utlenianie przez tg tkanke kwaséw ttusz-
czowych z wytworzeniem COz2 i H20 oraz uwolnieniem duzej iloSci ciepta sa przyczyna zainteresowania
wspéiczesnej medycyny tkanka ttuszczowg brunatng i jej wykorzystaniem w walce z otyto$cia oraz jej
nastepstwami, takimi jak: nadci$nienie tetnicze, choroba wiefcowa, cukrzyca. Szczeg6towe poznanie
budowy i mechanizméw rzadzacych tkanka ttuszczowa brunatng u zwierzat moze otworzy¢ nowe
mozliwosci do leczenia otytosci u ludzi.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 395-406)

Stowa kluczowe: tkanka ttuszczowa brunatna, biatko rozprzegajace, otytosc.

Summary: Brown adipose tissue is a kind of connective tissue, existing in adults in small amounts. This
tissue has much more signifance for small mammals and animals sinking into winter sleep. This part in
animals coming into the hibernation state is an exciting subject to consider this scantly occurring tissue
and a possibility to utilize its thermogenic properties for people.The present paper is intented to
systematize data concerning existence and tissue distribution in people. It presents microscopic structure
of brown adipose tissue cells and calls attention to its significance in heatgeneration process. Mechanisms
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affecting fatty acid oxidation by this tissue with CO2 and H20 generation and release of large heat amount
are reasons of interest in brown adipose tissue by modern medicine and its utilization in struggle against
adiposity and its consequences, such as: arterial hypertension, coronary disease and diabetes. Detailed
knowledge in structure and mechanisms managing brown adipose tissue at animals may open new
possibilities to treat human adiposity.

Qidvances in Cell Biology 2001; 28: 395-406))

Key words: brown adipose tissue, uncoupling protein, adiposity.

I. WPROWADZENIE

Pojecie tkanki ttuszczowej brunatnej wprowadzit w roku 1895 Hammar [3].
Pomimo ze od tego czasu mineto ponad 100 lat, to dopiero w ostatnim czasie
zwrécono uwage na witasciwosci tej tkanki, mogace odegra¢ przetomowg role
w walce z otytoS$cig u ludzi. Z pewnoscig posredni wptyw na zainteresowanie tkankg
tluszczowg brunatng ma fakt, iz otyto$¢ jest czynnikiem wielu groznych choréb,
takichjak: cukrzyca, choroba niedokrwienna serca, nadcisnienie tetnicze, udar mézgu
i wiele innych. Choroby te sg gtbwngprzyczyngumieralnosci w krajach rozwinietych.
W zwigzku z tym, ze leczenie otytosci jest niezwykle trudne, probuje sie znalez¢
nowe mozliwosci walki z tg chorobg. W ostatnich latach reklamowano wiele cu-
downych diet, srodkéw nasilajagcych spalanie ttuszczéw, zmniejszajacych mase ciata.
Zadna z tych cudownych metod nie oparta sie kryteriom czasu, ani tez nie ma
rzetelnej dokumentacji naukowej [25]. Tymczasem tkanka ttuszczowa brunatna dzie-
ki szczeg6lnej budowie oraz unikatowym wilasciwosSciom w procesie wytwarzania
ciepta moze sta¢ sie alternatywag w leczeniu otytosci.

Il. WYSTEPOWANIE | ROZMIESZCZENIE

U cztowieka tkanka tluszczowa brunatna pojawia sie w dwoch ostatnich mie-
sigcach zycia ptodowego i w rozwinietej postaci mozna jg spotkaé w okresie nie-
mowlectwa [27, 47, 55, 58 ]. Tkanka ttuszczowa brunatna u noworodka wystepuje
w najwiekszej ilosci w okolicach tetnic szyjnych, wokot tetnic podobojczykowych,
w dole pachowym, w S$rdédpiersiu, w okolicy miedzytopatkowej, wokdét nerek
i nadnerczy [32, 41, 47, 49, 53]. W miare dojrzewania organizmu ilo$¢ tkanki
ttuszczowej brunatnej ulega zmniejszeniu. U dorostych wiasciwie spotyka sie jg
tylko sporadycznie w postaci niewielkich skupisk [47]. Udowodniono jednakze,
ze U niektorych osobnikéw tkanka ttuszczowa brunatna pozostaje do konca zycia.
W przeprowadzonych badaniach histopatologicznych zwitok ludzkich (wiek zmartych
powyzej 80 lat) znaleziono tkanke ttuszczowg brunatng w okolicy karku, okolicy
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okotoaortalnej, okotonerkowej oraz w $rodpiersiu przednim [45, 47]. Klasycznie
jednak adipocyty wielopecherzykowe z czasem przechodzg w jednopecherzykowe,
przy czym zachowujg potencjalne cechy czynnosciowe komorek tkanki ttuszczowej
brunatnej [50, 55]. Podkresla sie réwniez, iz tkanka ttuszczowa brunatna moze
pojawi¢ sie ponownie u organizméw dorostych. Z tego typu zjawiskiem spotykamy
sie u 0séb pracujgcych w skrajnie niskiej temperaturze, a takze u pacjentéw z
guzem chromochtonnym nadnerczy. Pojawiajgca sie w tych warunkach tkanka ttu-
szczowa brunatna ma takg samg lokalizacje jak tkanka ttuszczowa brunatna wy-
stepujaca u noworodkéw. Swiadczy to o tym, iz nawet u 0s6b dorostych sg obecne
pluripotencjalne komoérki macierzyste dla komorek tkanki ttuszczowej brunatnej.
Podobne zjawisko nie wystepuje u gryzoni, u ktérych przez cale zycie utrzymuja
sie wykrywalne ilosci tkanki ttuszczowej brunatnej [47, 57]. Zwraca sie réwniez
uwage, iz w miejscach, gdzie u noworodkéw wystepuje tkanka ttuszczowa brunatna,
u kilkuletnich dzieci mozna spotka¢ tkanke ttuszczowgq zawierajagcg komorki thu-
szczowe brunatne w $rodku zrazikow, a komérki ttuszczowe z4te na ich obwodzie.
Stanowi to niejako dowdd, iz komarki ttuszczowe brunatne z czasem mogg prze-
ksztatci¢ sie w komorki ttuszczowe zéhe [35, 55]. Typowo u cztowieka dochodzi
do przemiany tkanki tluszczowej brunatnej w tkanke tluszczowa z6ttg. Sadzi sie,
ze u pici zenskiej powyzszy proces odbywa sie juz w pierwszym miesigcu zycia
po urodzeniu, natomiast u ptci meskiej w 6-13 miesigcu zycia. Takie dtuzsze trwanie
tkanki tluszczowej brunatnej u ptci meskiej pozwala przypuszczac, ze spetnia ona
role okresowo czynnego gruczotu dokrewnego [37, 38]. Poparciem dla tej tezy
staty sie klasyczne juz dzisiaj badania Fawcetta. Wykazat on mianowicie, ze hypo-
fyzektomia badZ adrenalektomia powodujg u szczura m.in. zanik lipidow w ko-
mdrkach tkanki tluszczowej brunatnej i ze zmiany te cofajg sie po podaniu
egzogennych hormonéw kory nadnerczy. Stwierdzit takze, iz w pierwszych dniach
po obustronnej adrenalektomii u szczura biatego pojawiaja sie morfologiczne
i morfochemiczne wyktadniki pobudzenia tkanki ttuszczowej brunatnej $wiadczace
prawdopodobnie o syntezie i wydzielaniu przez nig kortykosterydéw. Stad nieraz
nazywano tkanke tluszczowg brunatng gruczotem miedzytopatkowym czy tez gru-
czotem ttuszczowym [3, 4]. Ostatnio za$ okre$lono wspotzalezno$¢ pomiedzy wiel-
koscig tkanki ttuszczowej brunatnej a nasileniem gorgczki, jak réwniez stwierdzono,
iz komorki tkanki ttluszczowej brunatnej wytwarzaja IL-1-a i IL-6. Powyzsze usta-
lenia podkres$lajg role tkanki ttuszczowej brunatnej jako organu wewnatrzwydziel-
niczego zwigzanego z kontrolg temperatury [5].

Tkanka ttuszczowa brunatna znacznie obficiej niz u cztowieka wystepuje u zwie-
rzat zapadajacych w sen zimowy, takich jak: jeze, niedzwiedzie, $wistaki, a takze
u gryzoni nie zapadajgcych w sen zimowy, a narazonych na zimno, takich jak:
mysz, szczur, $winka morska, a takze u owiec, bydta domowego i matp [3, 7,
45,57]. Znanejest rowniez zjawisko rozrostu tkanki ttuszczowej brunatnej w tarczycy
niektérych gryzoni w okresie zimowym. Uwaza sie, iz u tych zwierzat, w nie-
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korzystnych warunkach srodowiska, tkanka ttuszczowa brunatna moze odgrywac
wazniejszg role w procesach termoregulacji niz gruczot tarczowy [47]. Zwykle
tkanka ttuszczowa brunatna stanowi ponizej 1% masy ciata (1-2 g u szczura, 20-40
g u noworodkéw ludzkich), a jej pojemnos$é tlenowa jest 10 razy wieksza niz
miesni szkieletowych o odpowiadajgcej jej masie [45, 49]. W szczegdlnych przy-
padkach tkanka tluszczowa brunatna stanowi znacznie wigkszy procent masy ciata.
Zdarza sie to u ssakéw o bardzo malych rozmiarach ciata. Takim przyktadem
jest ryjowka aksamitna (Sorex araneus). Jest to maty ssak owadozerny, u ktérego
straty ciepta na skutek niekorzystnej proporcji miedzy objetoscig a powierzchnig
ciata sg wyjatkowo duze. U ryjowki aksamitnej az 8% masy ciata stanowi tkanka
ttuszczowa brunatna [7].

I11. BUDOWA MIKROSKOPOWA

Tkanka ttuszczowa brunatna ma niemal identyczng budowe u wszystkich ssakéw.
Komérki tkanki tluszczowej brunatnej sg zgrupowane w zraziki, te z kolei tworzg
zrazy. Zraziki i zrazy sg otoczone tkanka tagczng widknistg, widoczng w skrawkach
w postaci pasm. W tych pasmach widoczne sg przekroje naczyn zylnych i tetniczych,
peczki widkien nerwowych bezmielinowych, a takze komorki tluszczowe zétte.
Kolor brunatny tkanki spowodowany jest obecnoscigcytochromo6w zlokalizowanych
w bardzo licznych mitochondriach [7, 35, 58]. Komorki tluszczowe brunatne maja
najczesciej postaé komorki ttuszczowej wielopecherzykowej o rozmiarach 20-40
nm [2]. Jadro ksztattu kulistego jest potozone w $rodkowej czesci komdérki. W
cytoplazmie komdrek tkanki thuszczowej brunatnej (znacznie obfitszej niz w tkance
tluszczowej z64tej) krople ttuszczu (Srednica od utamka mikrometra do kilku mi-
krometréw) sg rozmieszczone do$¢ rownomiernie i majg tendencje do sgsiadowania
z licznymi mitochondriami. Liczba i wielko$¢ kropli thuszczu jest zmienna. Gtéwnym
sktadnikiem kropli ttuszczu sg trojglicerydy [2, 7, 35, 57]. Zwraca uwage fakt,
izw komdrkach hodowlanych tkanki ttuszczowej brunatnej stwierdza sie jednorodng,
duzg krople tluszczu. Takie gromadzenie sie tluszczu, charakterystyczne przeciez
dla tkanki ttuszczowej z6ttej Jest nastepstwem pozbawienia unerwienia hodowlanych
komérek tkanki tluszczowej brunatnej. Z tego tez powodu odnerwionych komérek
tej tkanki w mikroskopie Swietlnym nie mozna odr6zni¢ od komérek tkanki thu-
szczowej z6tej. Dopiero wykorzystanie transmisyjnego mikroskopu $wietlnego do
obserwacji mitochondriow pozwala rozpoznaé komarki tkanki ttuszczowej brunatnej
[50]. Najbardziej wyr6zniajagcg cechg komorek tkanki ttuszczowej brunatnej jest
obecnos$¢ w ich cytoplazmie duzej liczby mitochondriow o bardzo dobrze roz-
winietych grzebieniach. Grzebienie te sg blaszkowate, gesto upakowane irozciagaja
sie przez calg szeroko$¢ mitochondriéow [7, 35]. Mitochondria tkanki ttuszczowej
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brunatnej izolowane i zawieszone w 250 mM roztworze sacharozy wykazujg w
mikroskopie elektronowym strukture wysoce skondensowang [7]. Macierz mito-
chondrialna wykazuje gesto$¢ elektronowa wyzszg niz grzebienie (tzw. odwrotny
kontrast). W macierzy obserwuje sie niewielkie ziarenka, prawdopodobnie ry-
bosomy oraz wieksze wtrety, ktérych rola nie jest znana [35]. Mitochondria te
maja znacznie wieksza $rednice od mitochondriéw tkanki thuszczowej z6tej. Sred-
nica ta wynosi 0,5-1,0 pm. W mitochondriach znajdujg sie cytochromy, nadajgce
tkance brunatne zabarwienie. Pod wzgledem zawartos$ci cytochromoéw mitochondria
tkanki ttuszczowej brunatnej doréwnujg mitochondriom serca znanym z intensywnej
przemiany oddechowej. Zawierajg ponadto peten zestaw enzymdw umozliwiajgcy
aktywacje i utlenianie kwasdw ttuszczowych. Charakterystyczna jest rowniez obe-
cnos$¢ bardzo aktywnej flawinowej dehydrogenazy glicerofosforanowej [7]. W cy-
toplazmie tkanki tluszczowej brunatnej wystepuje niewielka ilos¢ bton siateczki
Srédplazmatycznej gtadkiej i szorstkiej. Aparat Golgiego jest niewielkich rozmiaréw
i lezy w obwodowej czesci komorki. Widoczne sg réwniez dosé liczne rybosomy
wystepujace w postaci polirybosomoéw. Btona komoérkowa ma plytkie zagtebienia
o wymiarach 40-50 nm tzw. jamki komodrkowe, ktérych funkcja nie jest znana.
W poblizu btony komorkowej wystepujg pecherzyki okryte (ang. coated vesicles)
- sg to organella biorgce udziat w endocytozie za posrednictwem receptoréw [35,
50]. Tkanka ttuszczowa brunatna jest bardzo silnie unaczyniona. Kazda komaérka
tkanki ttluszczowej brunatnej kontaktuje sie z naczyniem wiosowatym. Zimno po-
woduje zwiekszenie Srednicy $wiatta naczyh wtosowatych. Pojawiajg sie takze zmia-
ny w $rodbtonku tych naczyn. Jadra Srédbtonka powiekszajg sie i stajg sie bardziej
jasne [2]. Do naczynh krwiono$nych dochodzg pozazwojowe widkna nerwowe. WHok-
na te koncza sie w $cianie naczyn krwionosnych. Do tkanki ttuszczowej brunatnej
wnikajg takze widkna przedzwojowe taczace sie za pomoca synaps z neuronami
lezacymi wewnatrz zrazikow. Z kolei od tych neuronéw odchodza krétkie neuryty,
ktére konczag sie w poblizu btony komérkowej komérek tkanki ttuszczowej bru-
natnej. Mediatorem, ktéry jest obecny w pecherzykach synaptycznych zakonczen
nerwowych, jest noradrenalina, ktora (co bedzie opisane w nastepnej czesci) jest
odpowiedzialna za stymulacje lipolizy. Ciepto produkowane przez tkanke ttusz-
czowg brunatng sprawia, ze temperatura krwi opuszczajacej te tkanke moze byé
o kilka stopni wyzsza niz temperatura krwi doptywajacej. Warto podkres$li¢, iz
objetos¢ krwi przeptywajacej przez tkanke tluszczowa brunatng moze zwiekszyé
sie nawet stukrotnie. Pozwala to na szybkie rozprowadzenie ciepta w organizmie
[7, 35, 45]. Ustalono, iz ekspozycja na zimno powoduje witasnie tak znaczne zwie-
kszenie przeptywu krwi przez tkanke tluszczowa brunatng. W eksperymentach
wykonanych na szczurach ustalono, iz zimno powoduje, iz przez komarki tkanki
ttuszczowej brunatnej przeptywa okoto 25% rzutu skurczowego serca [3].
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IV. ZNACZENIE W PROCESIE WYTWARZANIA CIEPLA

Gdyby nie ustalonajuz rola tkanki ttuszczowej brunatnej w procesach wytwarzania
ciepta, tkanka ta bytaby przez wielu niedoceniana. Tymczasem funkcjg tkanki ttu-
szczowej brunatnej ttumaczy sie tzw. termogeneze indukowang przez diete i fakt,
dlaczego niektére osoby moga jes¢ i nie by¢ otyte [24]. W chwili obecnej otytos¢
stata sie chorobg cywilizacyjng i wigze sie z takimi powiktaniami metabolicznymi,
jak: hiperglikemia, hiperlipemia, nadci$nienie, choroby naczyn wieficowych. Ostatnio
okazuje sie, iz tkanka ttuszczowa brunatna moze sta¢ sie istotnym elementem w
walce z otytoscig i jej nastepstwami [52, 56, 57].

Wytwarzanie duzej ilosci ciepta przez komdrki tkanki ttuszczowej brunatnej
wigze sie ze swoistg cechg jej mitochondriow. W mitochondriach innych komdrek
energia uwalniana w tancuchu oddechowym jest zuzywana do pompowania pro-
tonéw przez btonge wewnetrzng. Powstaje duze stezenie protondw w przestrzeni
miedzybtonowej mitochondrium. Protony te przedostajg sie zgodnie z gradientem
stezenh przez kanaty biatka $rodbtonowego - syntetazy ATP. Energia takiego prze-
ptywu protonéw jest magazynowana w wysokoenergetycznych wigzaniach ATP,
ktdry jest syntetyzowany przez syntetaze ATP [15]. W tkance ttuszczowej brunatnej
spotykamy sie z malg aktywnos$cia syntetazy ATP, a wystepujagcy normalnie po
obu stronach wewnetrznej btony mitochondrialnej gradient stezen protonéw w tkance
tluszczowej brunatnej ulega ciagtej dyssypacji pod wptywem cieptotwdérczego biatka
- termogeniny. Biatko to 0 masie czgsteczkowej 32 Da nalezy do tzw. rozprzegaczy
fosforylacji oksydatywnej ijest oznaczone jako UCP-1 (ang. uncoupling protein).
Jest ono umiejscowione w wewnetrznej btonie mitochondrialnej i stanowi unikatowy
kanat protonowy. Temogenina rozprzega gradient elektrochemiczny generowany
w obrebie wewnetrznej btony mitochondrialnej w czasie procesu oddychania.
W wyniku tego nie dochodzi do oksydacyjnej fosforylacji. W ten sposéb energia
nie zostaje zuzyta do syntezy ATP, a ulega rozproszeniu w postaci ciepta [1, 17,
20, 24, 26, 28, 35, 36, 40, 41, 43, 51, 53]. Bodzcami, ktére wpltywajg na ekspresje
biatka UCP-1, sa katecholaminy, uwalniane z zakonczen nerwoéw ukiadu wspot-
czulnego np. u noworodka pod wptywem stresu z powodu niskiej temperatury
otoczenia po porodzie. Uwolniona noradrenalina stymuluje receptor [33-adrener-
giczny. Receptor ten charakteryzuje sie niskim powinowactwem do typowych ago-
nistbw receptora (3-adrenergicznego, natomiast wysokim powinowactwem do
agonistow receptora termogenicznego (np. BRL 37344) [19, 35, 44, 54, 57]. Do
tej pory udato sie sklonowac i zsekwencjonowac receptory f33-adrenergiczne u 7
gatunkow ssakéw: cztowieka, szczura, myszy, krowy, matpy rezus, Swinki morskiej,
psa, chomika, Swini [13, 22, 23, 34, 39, 57]. U cztowieka receptor ten wystepuje
gtéwnie w tkance tluszczowej brunatnej, a oprdcz tego w pecherzyku zo6tciowym,
przewodzie pokarmowym oraz w lewym przedsionku serca [18, 32, 54, 57].
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U gryzoni znaleziono go oprécz tkanki ttuszczowej brunatnej w watrobie, tchawicy,
przetyku, zotadku, jelicie [19, 57]. W adipocytach tkanki ttuszczowej brunatnej
receptor (3-adrenergiczny wigze sie z biatkiem Gs i aktywuje cyklaze adenylowg
IIl. W cytoplazmie cyklaza adenylowa katalizuje powstanie cyklicznego AMP
(cAMP). Zwiazek ten uczynnia z kolei biatkowa kinaze A fosforylujaca i uczyn-
niajgcg lipaze lipoproteinowg. W wyniku powyzszych proceséw dochodzi do lipolizy
tréjglicerydéw. Powstate wolne kwasy tluszczowe sg utleniane do C02 i H20,
a wystepujaca w wewnetrznej btonie mitochondrialnej komorek tkanki ttuszczowej
brunatnej termogenina powoduje, iz uzyskana w tym procesie energia nie zostaje
zmagazynowana w wysokoenergetycznych wigzaniach ATP, tylko uwalnia sie w
postaci ciepta [31, 32, 54, 57]. Doktadny mechanizm dziatania biatka UCP-1 nie
zostat dotychczas catkowicie poznany. Sadzi sie, ze nie przenosi ono bezposrednio
protonéw, ale aniony kwasow ttuszczowych. Aniony te dzieki wysokiemu poten-
cjatowi btonowemu mogg przechodzi¢ na zewnetrzng strone wewnetrznej biony
mitochondrialnej. Tam zostajg uprotonowane i aby zamkng¢ cykl, wracaja do mi-
tochondriéw, gdzie oddajg proton. Zgodnie z tg teorig kwasy ttuszczowe zachowujg
sie jak krazace protonofory, a biatko UCP-1 jest transportem anionoéw kwasdw
thuszczowych. UCP-1 ma region zwany ,miejscem dokujgcym kwasy ttuszczowe”
i z miejscem tym realuja kwasy ttuszczowe. Istotne znaczenie w tym procesie
odgrywajg reszty Hisl 5 i Hisl4 umiejscowione w petli po stronie matriks mi-
tochondrialnej pomiedzy 3 i 4 helisg transbtonowgq biatka UCP-1 [14, 17, 28, 29,
57]. Ostatnio ustalono, iz biatkiem, ktdre aktywuje synteze mitochondrialnych biatek
rozprzegajacych w tkance tluszczowej brunatnej, a takze w tkance ttuszczowej z6ttej
i miesniach, jest leptyna [10, 12,21,46,48,49]. Bezpos$rednie dziatanie termogenne
i metaboliczne leptyny na te tkanki jest wykrywalne gtdwnie u gryzoni labora-
toryjnych. Przypuszcza sie, ze u cztowieka leptyna dziata gtdwnie osrodkowo i
wptyw obwodowy jest marginalny. Nie znaleziono takze dodatniej korelacji po-
miedzy stezeniem leptyny we krwi i spoczynkowym zuzyciem energii przez organizm
[11, 30]. Zwraca uwage wystepowanie mRNA leptyny w bardzo wczesnym okresie
réznicowania sie adipocytow tkanki ttuszczowej brunatnej. Uwaza sie jednak, ze
ekspresja leptyny w tkance tluszczowej brunatnej ulega zahamowaniu na skutek
stymulacji rozwijajgcego sie po urodzeniu ukfadu adrenergicznego [8, 12, 47].
W ostatnich latach powiekszono rodzine biatek UCP. Zidentyfikowano 2 nowe
biatka: UCP-2 i UCP-3, a takze znaleziono UCP-roélinne [15, 20, 26, 33, 41,
42, 43, 51, 53, 57]. Ustalono, iz UCP-2 wystepuje bardzo szeroko w organizmie
ludzkim. Oprocz tkanki ttuszczowej brunatnej znaleziono je w tkance tluszczowej
z64ej, nerkach, ptucach, miesniach szkieletowych, tozysku, a takze w biatych krwin-
kach i makrofogach. W przeciwienstwie do UCP-2, biatko UCP-3 znaleziono tylko
w miedniach szkieletowych i tkance ttuszczowej brunatnej. Te nowe biatka roz-
przegajace przyczyniaja sie do szybkosci przemian metabolicznych ustroju, proceséw
utleniania ttuszczéw. Biatko UCP-2 ma szczeg6lny wpltyw na mase ciata, wiaze
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termoregulacje z procesem zapalnym, ma wptyw na wydzielanie insuliny. Natomiast
UCP-3 przypuszcza sig, iz ma wptyw na procesy termogenezy w mieéniach szkie-
letowych [15, 20, 28, 29, 33, 41, 42, 51, 57]. UpoSledzenie termogenezy w tkance
ttuszczowej brunatnej uwaza sie w chwili obecnej za jeden z mozliwych mecha-
nizméw wzrostu masy ciata. Mimo iz u dorostego cztowieka tkanka ttuszczowa
brunatna fizjologicznie wystepuje w niewielkiej ilosci, to jednak nie bez znaczenia
jest poznanie mechanizmdw rzadzacych wytwarzaniem ciepta w tej tkance oraz
ogolnych zasad regulujagcych poziom tluszczu w organizmie przy udziale tkanki
ttuszczowej brunatnej.

W badaniach przeprowadzonych przez Cittadini A. i wspét, w roku 1999 wy-
kazano, iz transgeniczna ablacja tkanki ttuszczowej brunatnej u 30 badanych myszy
ma niewatpliwy wpltyw na rozwdj otytosci, a co za tym idzie obcigzenie uktadu
sercowo-naczyniowego i rozw6j choroby wiericowej. Grupe 30 myszy transgeni-
cznych ze zredukowang tkankg ttuszczowa brunatng poréwnano z 30 osobnikami
grupy kontrolnej z zachowang tkanka ttuszczowg brunatng. Osobniki pozbawione
tkanki tluszczowej brunatnej miaty o 77% wyzszg mase ciata w poréwnaniu z
grupa kontrolng. Wyzszej masie ciata towarzyszyto podwyzszone cisnienie tetnicze
(85t1 mm Hg w stosunku do grupy kontrolnej 661 mm Hg). Okreslono réwniez
morfometrycznie $rednice miocytéw i chociaz srednice poré6wnywanych grup zwie-
rzat byty podobne, to jednak stwierdzono wiekszy procent zwtdknienia srédmigz-
szowego u myszy transgenicznych w poréwnaniu z grupg kontrolng (7,5 £2% w
poréwnaniu do 4,2+0,2% myszy kontrolnych). We wnioskach podkreslono rowniez
fakt, iz myszy ze zredukowang tkanka ttuszczowa brunatng moga stuzyé jako model
obserwacji patologicznych dla powiktarn uktadu krazenia zwigzanych z otytoScia
u ludzi [9].

V. PODSUMOWANIE

Podsumowujac nalezy podkresli¢, iz tkanka tluszczowa brunatna u dorostego
cztowieka ma jak sie wydaje znaczenie drugorzedne. Moze ona co prawda byc¢
zrodtem nowotworu tagodnego - zimowiaka rozwijajacego sie na szyi, ramionach,
pod pacha, w okolicy miedzytopatkowej lub w $rédpiersiu, ale nalezy on do rzadkosci
[6, 16]. Dyskutuje sie rowniez doniesienia o udziale tkanki tluszczowej brunatnej
w syntezie hormondéw sterydowych. Podkre$la sie takze zjawisko hipertrofii tkanki
tluszczowej brunatnej w chorobie Addisona, ale funkcja endokrynologiczna jest
problematyczna i praktycznie bez znaczenia w warunkach fizjologicznych.

Natomiast u matych ssakéw i zwierzat zapadajacych w stan hibernaciji, jej rola
ro$nie, gdyz stanowi gtéwne zrédto ciepta w procesie termogenezy niedrzeniowej.
U ludzi dorostych powyzszy mechanizm nie jest istotny. Jednakze dalsze badania
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nad tkanka ttuszczowa brunatng moga mie¢ znaczenie w leczeniu otytosci poprzez
takie pokierowanie szlakami metabolicznymi, aby brata w nich udziat chocby re-
sztkowa ilo$¢ tkanki ttuszczowej brunatnej. Doprowadzitoby to do stymulacji lipolizy,
zwiekszenia spalania kwasow ttuszczowych do C02i H20 oraz wydzielania energii
w postaci ciepta. Inna droga do walki z otytoScig poprzez tkanke ttuszczowg brunatng,
wiedzie przez zsyntetyzowanie swoistych agonistéw termogenezy. Jesli takie se-
lektywne aktywatory tkanki tluszczowej brunatnej, przetestowane na zwierzetach
doswiadczalnych, okazatoby sie skuteczne, to mogtyby by¢ wykorzystane do sty-
mulowania termogenezy i zmniejszenia wagi ciata u ludzi otytych.

Nic wiec dziwnego, ze ta mala, ale niezmiernie silnie dziatajgca tkanka ter-
mogeniczna jest tak atrakcyjna dla biochemikéw i fizjologéw. Wydaje sie, ze kryje
ona wiele wskazéwek, ktdre w niedalekiej przysztosci moga zmienié podejscie
do leczenia otytosci.
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USZKODZENIA DNA W KOMORKACH SSAKOW*

DNA DAMAGE IN MAMMALIAN CELLS

Andrzej TRZECIAK

Pracownia Biologii Molekularnej, Zaktad Patomorfologii Klinicznej,
Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki, £6dz

Streszczenie: Uszkodzenia DNA ze wzgledu na pochodzenie dzieli sie na endogenne, zwigzane z
aktywnoscig endogennych proceséw komdérkowych, oraz egzogenne. Do proceséw komoérkowych
odpowiedzialnych za zmiany w materiale genetycznym nalezg przede wszystkim: transport elektronéw
w tancuchu oddechowym, reakcje enzymatyczne z udziatem oksydaz i cytochromoéw, cykle redoks,
procesy zapalne. Zainteresowanie czynnikami egzogennymi stale ro$nie ze wzgledu na zagrozenie
zwigzane z ich wystepowaniem w $rodowisku, zywnos$ci, mozliwoscig zastosowania w leczeniu nowo-
tworéw i innych choréb. Uszkodzenia DNA wptywajg na komorke nie tylko przez mutacje w DNA, ale
réwniez moga modulowac przebieg proceséw zyciowych. Przyktadowo czynnik transkrypcyjny TFIID
wigze sie do DNA zmodyfikowanego przez zaktywowang c/s-diamminodichloroplatyne, w wyniku
czego ulega zahamowaniu synteza mRNA. Poznanie mechanizméw oddziatywania réznych czynnikéw
na DNA, a w dalszej kolejnosci na komérke umozliwi w przysztosci lepiej zapobiega¢ niepozadanym
skutkom wynikajacym z wystepowania toksycznych substancji w otoczeniu oraz pozwoli na udoskona-
lenie metod leczenia nie tylko choréb nowotworowych.

(Postepy Biologii Komorki 2001; 28: 407-429)

Stowa kluczowe: uszkodzenia DNA, mutacje, ssaki, cztowiek

Summary. DNA damages are divided into endogenous, connected with activity of endogenous cellular
processes, and exogenous. Electron transport in respiratory chain, enzymatic reactions of oxidases and
cytochromes, redox cycling, inflammatory processes are the cellular processes responsible for changes
in genetic material. Interest in the exogenous factors is continuously growing because of hazard related
to their occurrence in environment, food, and their application in treatment of cancer and other diseases.
DNA damage effects on mutations and can modulate living processes. Transcription factor TFIID binds
to DNA modified by activated cw-diamminodichloroplatin and consequently mRNA synthesis is
stopped. Knowledge of mechanisms of influence of different factors on DNA and cell should enable us
to prevent from undesirable consequences of presence of genotoxic compounds in environment and to

*Praca wykonana przy wsparciu Komitetu Badan Naukowych grant nr 4 PO5E 111 17.
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improve methods of treatment of not only cancer diseases.
(Advances in Cell Biology 2001; 28: 407-429 )

Key words: DNA damage, mutations, mammals, human

WSTEP

Trwate zmiany w materiale genetycznym - mutacje majg wptyw zardwno na
poszczeg6lne organizmy, jak i na catg biosfere. Mutacje mozna podzieli¢ na ger-
minalne i somatyczne. Konsekwencjg mutacji germinalnych sg zmiany genetyczne
miedzy pokoleniami; m.in. dzieki nim mozliwa jest ewolucja zycia na Ziemi. Z
kolei mutacje somatyczne majg znaczacy wptyw na starzenie sie organizmow (gtow-
nie mutacje w mitochondrialnym DNA) oraz transformacje nowotworowg. Obydwie
grupy mutacji sg spowodowane utrwaleniem przez proces replikacji zmian w DNA
powstatych na skutek jego uszkodzenia.

Uszkodzenia DNA moga by¢ wywotane dziataniem r6znego typu czynnikow
uszkadzajgcych. Zaleznie od typu tkanki DNA narazony jest na rozmaitg ilos¢
poszczegdlnych rodzajow uszkodzen. Spowodowane jest to zréznicowaniem do-
tyczagcym ekspozycji na czynniki uszkadzajgce, aktywnos$ci enzymow detoksyka-
cyjnych oraz poziomu metabolizmu komoérkowego.

Czynniki uszkadzajgce dostajg sie do komorki r6znymi drogami. Wysokoenerge-
tyczne promieniowanie elektromagnetyczne moze penetrowac caty organizm zywy;
zkolei promieniowanie UV oddziatuje tylko napowierzchniowe czesci ciata. Zwigzki
chemiczne mogg dostawac sie do organizmu trzema zasadniczymi drogami: po-
karmowa, oddechowag i przez skoére. Na dziatanie toksyn narazone sg gtownie tkanki
uktadow pokarmowego i oddechowego oraz skory stykajace sie w pierwszej ko-
lejnosci ze szkodliwymi zwigzkami oraz tkanki i narzady, w ktérych odbywa sie
ich detoksykacja zaréwno przez uktad monooksygenaz mikrosomalnych, jak i nisko-
czasteczkowe antyoksydanty. Na szczegdlng uwage zastuguje watroba, ktdra jest
narzgdem wyspecjalizowanym w detoksykacji i w wyniku tego narazonym na mu-
tageny i karcynogeny.

Przy rozwazaniu toksycznego dziatania zwigzkéw chemicznych nalezy bra¢ pod
uwage informacje dotyczgce ich losdw od momentu dostania sie do organizmu
az do przenikniecia do komoérek, zdolnosci do pokonania bariery, jaka jest btona
cytoplazmatyczna oraz przemian wewnatrz komorki. Przyktadami ilustrujgcymi ten
problem sg zwigzki chromu i ksenobiotyki hydrofobowe.

Chrom w zwigzkach wystepuje najczesciej na 3+ i 6+ stopniu utlenienia; przy-
ktadami takich substancji sg odpowiednio chlorek chromu (CrCI3) i dwuchromian
potasu (K2Cr20 7). Obydwie grupy zwigzkoéw dostajg sie do organizmu ssakow
drogg oddechowg i pokarmowg. Formg charakteryzujacg sie lepszym wchianianiem
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jest chrom szeSciowartoSciowy, jednakze w odcinkach przewodu pokarmowego
powyzej strefy wchianiania oraz w ptucach chrom jest redukowany do formy troj-
warto$ciowej [43]. Analogicznie z ptynéw ustrojowych do komérki szybciej prze-
nikaja zwiagzki Cr(V1), ktére do jej wnetrza sg transportowane przez biatkowe no$niki
btonowe odpowiedzialne za przenoszenie fosforan6w i siarczanéw. Jony Cr3+, ob-
darzone ‘tadunkiem elektrycznym i nie majace odpowiednich przenosnikéw, po-
zostajg na zewnatrz komoérki. Toksyczno$¢ Cr(VI) zwigzana jest z aktywno$cig
produktéw powstajacych podczas jego redukcji: wolnych rodnikéw, jonéw Cr3+
i kompleksow zawierajgcych Cr(V) i Cr(1V) [34, 51].

Ksenobiotyki o charakterze hydrofobowym jako zwigzki tatwo rozpuszczalne
w lipidach przenikajg do komorki przez btone cytoplazmatyczna w wyniku dyfuzji.
W komoérce sg metabolizowane przez enzymy gladkiej siateczki $rédplazmatycznej
odpowiedzialne za procesy detoksykacji, ktére kolejno przeksztatcajg je w hydro-
filowe pochodne, anastepnie sprzegaja z endogennymi substancjami odtruwajgcymi,
takimi jak: reszty cukrowe, aminokwasowe, kwasoéw karboksylowych i nieorga-
nicznych. Aktywacja metaboliczna szeregu zwigzkéw hydrofobowych (np.
benz[a]pirenu do pochodnych diolo-epoksydowych) powoduje zwiekszenie lub na-
bycie przez nie witasciwosci cyto- i genotoksycznych.

Ponizej przedstawiono rézne typy modyfikacji struktury DNA. Poza oméwieniem
mechanizmu dziatania czynnikéw uszkadzajgcych zwrdécono réwniez uwage na losy
i znaczenie poszczegdlnych rodzajow uszkodzen DNA.

1. PEKNIECIA NICI

Pekniecia nici DNA mogg powstawa¢ bezposrednio lub posrednio po konwersji
szeregu typow uszkodzen. Pekniecia jednoniciowe DNA powstaja:

a) przez oddziatywanie z taficuchem fosfodiestrowym DNA kwantu promieniowania
jonizujacego lub produktu rozpadu promieniotworczego atomu zwigzku wigzgce-
go sie do DNA [60];

b) jako wynik oddziatywania ze szkieletem fosfocukrowym wolnych rodnikow i
zwigzkow alkilujacych;

c) po konwersji miejsca apurynowego/apirymidynowego w pekniecie;

d) jako konsekwencja aktywnos$ci zwigzkéw oddziatujgcych z topoizomerazami typu
I (np. kamptotecyny [6]; nogalamycyny [49]);

e) w wyniku dziatania systeméw naprawy przez wycinanie nukleotydéw oraz napra-
wy btednie sparowanych zasad.

Pekniecia dwuniciowe moga by¢ wynikiem:
a) oddziatywaniadwurodnikéw, bedacych zaktywowanymi formami ksenobiotykow;
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b) formowania na obu niciach helisy DNA blisko siebie potozonych peknie¢ jedno-
niciowych;

c) zachodzenia replikacji DNA w miejscach, w ktérych ni¢ stanowigca matryce
zawiera pekniecie jednoniciowe;

d) aktywnos$ci zwigzkéw oddziatujgcych z topoizomerazami typu Il (np. antracyklin,

etopsydu i 4-hydroksymetylo-4’,5’-benzopsoralenu (HMBP) [44,55]);

e) naprawy miedzyniciowych wigzan krzyzowych DNA-DNA;
f) nekrozy lub apoptozy.

Jedng z drog powstawania peknie¢ w DNA jest ich tworzenie po przyfaczeniu
sie do kompleksu topoizomeraza-DNA inhibitora topoizomerazy. Topoizomerazy
sg enzymami odpowiedzialnymi za regulowanie superskrecenia DNA w komorce.
Ponadto topoizomerazy typu Il, w zwigzku z tym ze podczas oddziatywania z
DNA przecinajg jednoczesnie dwie nici DNA, sg niezbedne do rozdzielenia dwéch
siostrzanych chromosomoéw po replikacji. Inhibitory tej grupy enzyméw wigzg sie
z DNA w jego mniejszym rowku (kamptotecyna), badz interkalujg miedzy pta-
szczyzny par zasad (nogalamycyna, antracykliny, 4-hydroksymetylo-4’,5’-benzo-
psoralen). Lek przeciwnowotworowy kamptotecyna wiaze sie z odwracalnym
kompleksem tworzonym przez topoizomeraze typu I: TOPI i blokuje ponowne
potgczenie sie koncow przecietej nici. Kolizja polimerazy RNA ze stabilizowanym
kompleksem TOPI na nici matrycowej prowadzi do ujawnienia sie pekniecia jed-
noniciowego [6]. Poza indukcja pekniec¢jedno- i dwuniciowych zwiazki stabilizujace
odwracalne kompleksy topoizomeraz prowadzg do zahamowania syntezy DNA i
RNA i zatrzymania cyklu komorkowego w fazie G2, a takze stymulujg wymiany
siostrzanych chromatyd i przyczyniaja sie do powstania aberracji chromosomalnych.

Wsréd czynnikéw odpowiedzialnych za tworzenie blisko siebie potozonych pek-
niec DNA na obu niciach DNA na szczeg6lng uwage zastuguje promieniowanie
jonizujace oraz takie zwigzki, jak: doksorubicyna, bleomycyna i mitomycyna C.
Cechg charakterystyczna tych zwigzkow jest zdolno$é do wigzania sie z DNA przez
jego interkalacje lub oddziatywanie z jego mniejszym rowkiem oraz posiadanie
w swojej strukturze pierScienia chinonowego. Zwigzki zawierajgce ugrupowanie
chinonowe moga przechodzi¢ cykle redoks i uczestniczy¢ w tworzeniu rodnikéw
tlenowych i peknie¢ nici w DNA [17, 31, 52].

2. UTRATA PURYN | PIRYMIDYN

Proces ten jest wywotany przez rozpad niestabilnego wigzania A-glikozydowego
tworzonego przez zmodyfikowang zasade purynowag [9] badz jako wynik dziatania
DNA-glikozylaz systemu naprawy przez wycinanie zasad azotowych. W warunkach
fizjologicznych traconych jest okoto 104 puryn [41] i 100 pirymidyn w przeliczeniu
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na genom cztowieka i 1dzied. Miejsca w tancuchu polinukleotydowym, w ktérych
doszto do utraty puryny lub pirymidyny, okresla sie jako miejsca AP (miejsca
apurynowe, apirymidynowe).

Efektem utraty zasady azotowej moze by¢ powstanie peknigecia jednoniciowego
w wyniku spontanicznego pekniecia tancucha lub dziatania endonukleazy AP oraz
preferencyjne wigczenie adeniny do nici syntetyzowanej podczas replikacji na usz-
kodzonej matrycy naprzeciw miejsca AP.

3. USZKODZENIA OKSYDACYJNE

Uszkodzenia oksydacyjne DNA powstajg w wyniku oddziatywania z jego skiad-
nikami wolnych rodnikéw, bedgcych w gtéwnej mierze reaktywnymi formami tlenu
(RET). Najwazniejszym zrodtem RFT sg procesy wewngtrzkomdrkowe, w ktérych
tworzone sg w pierwszej kolejnosci anionorodnik ponadtlenkowy (02-.) oraz nad-
tlenek wodoru (H20 2). Przyktadami proceséw, podczas ktérych moze by¢ tworzony
anionorodnik ponadtlenkowy, jest transport elektronéw w réznych uktadach ko-
morkowych, np. w taficuchu oddechowym w mitochondriach, utlenienie biatek od-
dechowych przez zwigzany z hemem tlen czgsteczkowy, reakcje enzymatyczne
zudziatem oksydaz i cytochroméw orazjednoelektronowe utlenienie ksenobiotykdéw.
SzczegOlnie ostatnia mozliwos¢ wydaje sie by¢ warta podkreslenia ze wzgledu
na to, ze cze$¢ ksenobiotykow moze przechodzi¢ cykle redoks. Zwigzki te ulegajg
bowiem cyklicznej redukcji przez swoiste reduktazy oraz niskoczgsteczkowe anty-
oksydanty oraz utlenieniu przez tlen. Ksenobiotykami przechodzacymi cykle redoks
sq leki przeciwnowotworowe (bleomycyna [521; mitomycyna C [311; antracykliny
[171), zwigzki fenolowe pochodzenia naturalnego (kwas chlorogenowy), jony metali
przejSciowych, zwiazki ochrony roslin. Z kolei nadtlenek wodoru jest tworzony
przez oksydazy w drodze dwuelektronowej redukcji czgsteczki tlenu; moze on takze
powstawa¢ w wyniku reakcji dysproporcjonacji anionorodnikéw ponadtlenowych
przeprowadzanych przez dysmutaze ponadtlenkowg. W wyniku reakcji rozpadu
nadtlenku wodoru katalizowanego zudziatem jon6w metali przejSciowych ienzymow
powstaje odpowiednio rodnik hydroksylowy OH i tlen singletowy 10 2. Wolne
rodniki moga réwniez by¢ tworzone w komdrkach przez czynniki fizyczne, takie
jak: promieniowanie jonizujgce, UV [42], Swiatlo widzialne oraz ultradzwieki [19].

Szczegdlnie niebezpiecznymi rodnikami tlenowymi sa rodnik hydroksylowy OH
i tlen singletowy 10 2 [63]. Ocenia sie, ze w wyniku oddziatywania reaktywnych
form tlenu (RFT) z czasteczkg DNA moze powsta¢ ponad 100 réznych rodzajow
produktéw oksydacji.

Przyktadowe produkty reakcji wolnych rodnikéw z zasadami azotowymi przed-
stawiono w tabeli 1. Wymienione produkty reakcji mogg ulegac dalszym przemianom.
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TABELA 1. Wazniejsze produkty oddziatywania wolnych rodnikéw z zasadami azotowymi

Zasady Mechanizm powstawania Wazniejsze produkty
Pirymidyny wysycenie wigzania C5-C6 glikole, oksy-, hydroksy- i dwuhydropochodne
pirymidyn (ryc. 1)
podstawienie atomu wodoru produkty podstawienia wodoru w pozycji C5, C6

grupg hydroksylowg pierscienia oraz grupy 5-metylowej (w przypadku
tyminy) (ryc. 1)

deaminacja uracyl, tymina

Puryny podstawienie atomu wodoru 8-hydroksyadenina, 8-hydroksyguanina (ryc. 1)
grupa hydroksylowa
oksydacyjne otwarcie pochodne formamidopirymidynowe, np. 4,6-diami-
pierécienia imidazolowego no-5-formamidopirymidyna, 4,6-diamino-4-hydro-
puryn w pozycji C8 ksy-5-formamidopirymidyna (ryc. 1)
deaminacja hipoksantyna, ksantyna

Na przyktad glikol tyminy w obecnosci RFT (reaktywnych form tlenu) moze ulec
przeksztatceniu kolejno w Af-formylo-A-pirogronylomocznik, 5-hydroksy-5-mety-
lohydantoine i A-formylomocznik [20].

Reaktywne formy tlenu mogga réwniez powodowac tworzenie kowalencyjnych
wigzan krzyzowych (np. DNA-biatko [11]) oraz uszkodzenia tancucha fosfodie-
strowego. Produktem przejsciowym szeregu reakcji RFT ze szkieletem fosfocu-
krowym DNA sg rodnikowe pochodne deoksyrybozy (np. rodnik C4’ z utraconym
wodorem w pozycji C4”). Dalsze reakcje z udziatem tak zmodyfikowanych cukréw
prowadzg do: pekniecia tancucha fosfocukrowego w obrebie jednego z tworzonych
przez deoksyryboze wigzan fosfodiestrowych, utraty zasady azotowej, modyfikacji
deoksyrybozy poprzez wprowadzenie grupy ketonowej w pozycje C4’ oraz rozpadu
deoksyrybozy, np. z wytworzeniem dialdehydu malonowego (ryc. 2).

Liczba uszkodzen oksydacyjnych w komorce cztowieka jest stosunkowo duza.
Szacuje sie, ze w jednej komorce diploidalnej znajduje sie 1-2 < 104 8-hydro-
ksyguanin [15, 39].

Wymienione uszkodzenia spowalniajg replikacje, a przy duzym nagromadzeniu
powodujg jej zatrzymanie. 8-hydroksyguanina indukuje u ssak6w transwersje typu
G—T [35], 8-hydroksyadenina tranzycje A—>G oraz transwersje A—>C [28].

4. TWORZENIE ADDUKTOW

Pojecie adduktu stosowane w epidemiologii molekularnej jest szersze w po-
réwnaniu z definicjg uzywang w chemii organicznej i obejmuje ono chemiczne
modyfikacje DNA stanowigce produkty reakcji przytgczenia, podstawienia oraz kom-
pleksy koordynacyjne DNA i jonéw lub zwigzkéw metali.
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RYCINA 1. Niektdre produkty utleniania zasad azotowych

4.1. Reakcje przytaczenia z udziatem wolnych rodnikéw

Poza prostymi adduktami tworzonymi przez reaktywne formy tlenu (8-hydro-
ksyguanina, 8-hydroksyadenina, pochodne pirymidyn powstate przez wysycenie wig-
zaniaC5-C6) w DNA wykrywane sgréwniez inne produkty reakcji wolnych rodnikow
ztym kwasem nukleinowym. Rodnikami odpowiedzialnymi zatego typu modyfikacje
sgm.in. rodniki arylowe. Rodniki arylowepowstajgpojednoelektronowym utlenieniu
produktéw powstajgcych podczas szybkiego ogrzewania zywnos$ci oraz niepetnego
spalania: policyklicznych weglowodoréw aromatycznych [9, 54]. SzczegOlnie re-
aktywnymi pozycjami w DNA sg heterocykliczne atomy azotu (N7 guaniny, N3
i N7 adeniny) oraz atom C8 guaniny. Powstajgce addukty sg niestabilne i ulegajg
szybkiej konwersji w miejsca AP.
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RYCINA 2. Uszkodzenia reszty cukrowej wykryte w roztworach wodnych napromieniowanych promie-
niowaniem jonizujgcym

Hazlewood i Davies [24] badali oddziatywanie pomiedzy DNA i wolnymi rod-
nikami, powstajgcymi w wyniku przemian nadtlenku benzylowego, zwigzku sto-
sowanego w przemysle chemicznym, spozywczym i kosmetycznym. Produkty
rozpadu - rodniki: benzyloksylowy (C6H5COOQ ) i fenylowy (C6H5.) - tworzg
addukty w wyniku przytaczenia sie do wigzania podwodjnego C5-C6 pirymidyn.

4.2. Podstawienie z udziatem wolnych rodnikow

Do tej grupy uszkodzen DNA wywotanej wolnymi rodnikami nalezg produkty
tworzone w wyniku podstawienia atomu wodoru lub grupy aminowej grupa hy-
droksylowg. Reakcja podstawienia grupy aminowej grupg hydroksylowg nosi nazwe
deaminacji. Podczas deaminacji 5-metylocytozyna, cytozyna, adenina, guanina ule-
gaja przeksztatceniu odpowiednio w tymine, uracyl, hipoksantyne i ksantyne. Szyb-
kos¢ tego procesu w warunkach fizjologicznych oszacowano na 300 deaminacji
5-metylocytozyny, 135 deaminacji cytozyny [48] i 12 deaminacji adeniny w ciggu
doby w komorce cztowieka. Utrata grupy aminowej w jednoniciowym DNA prze-
biega okoto 140 razy szybciej niz w DNA dwuniciowym [18]; w zwigzku z tym
zachodzi ona szczegblnie szybko w regionach aktywnie transkrybowanych oraz
w widetkach replikacyjnych.
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Produkt deaminacji - uracyl jest stosunkowo szybko usuwany przez system na-
prawczy. Natomiast po przeksztatceniu 5-metylocytozyny do tyminy powstajg miej-
sca btednego parowania, w ktérych system naprawy wycina losowo albo tymine,
albo guanine. Konsekwencjg deaminacji cytozyny (o ile uracyl nie zostanie usuniety
przed kolejng rundg replikacyjng) i 5-metylocytozyny jest tranzycja C (m5C)-»T
[47].

4.3. Reakcje przyfgczenia i podstawienia pomiedzy DNA
i zwigzkami elektrofilowymi

Duza klasg zwiazkéw elektrofilowych odpowiedzialnych za modyfikacje DNA
sg czynniki alkilujgce zarbwno mono-, jak i bifunkcyjne; moga one wprowadzaé
do DNA grupy alkilowe o r6znej wielkosSci. Leki przeciwnowotworowe (mitomycyna
C), antybiotyki (glikozyd iV-metylo-/V-nitrozomocznika - streptozotocyna), gazy
bojowe (iperyt), srodki ochrony roslin (insektycydy fosforoorganiczne), zanieczy-
szczenia Srodowiskowe (policykliczne weglowodory aromatyczne), zwigzki powsta-
jace w zle przechowywanej zywnosci oraz w kwasnej tresci zotadka (nitrozoaminy)
sg ksenobiotykami, ktorych metabolity sg czynnikami alkilujgcymi.

Miejscami podatnymi w DNA na dziatanie zwigzkéw elektrofilowych sg atomy
obdarzone niewielkim tadunkiem ujemnym, takie jak: N1, N3, N7 adeniny, N3,
O , N7 guaniny, 02, N3, O4 tyminy, 02, N3 cytozyny oraz grupa fosforanowa
szkieletu fosfodiestrowego. Najbardziej reaktywnymi pozycjami sa N7 guaniny i
N3 adeniny. Ze wzgledu na aktywnos$¢ czynniki alkilujgce dzieli sie na 4 grupy
(tab. 2).

Jedna grupa zwiazkéw alkilujagcych sg nitrozoaminy. Moga one powstawaé w
Zle przechowywanej zywnosci w wyniku dziatania flory bakteryjnej, podczas sma-
zenia, pieczenia produktéw bogatych w azot, podczas trawienia pokarmu w kwasnej
tresci zotadka, a takze w komérkach i ptynach ustrojowych. Do nitrozoamin nalezy
m.in. karcynogen watroby MN-dimetylonitrozoamina (DMN, NDMA) (ryc. 3a).
Aktywne formy nitrozoamin powstajg po ich przeksztatceniu w elektrofilowe me-
tabolity. DMN jest hydroksylowany przez cytochrom P-450 2E 1. Niestabilny produkt
powstaty w wyniku hydroksylacji ulega nastepnie rozpadowi z wytworzeniem jonu
metylodiazoniowego i karbokationu, silnych czynnikéw metylujacych (ryc. 3b) [57].

Nitrozoamina//-metylo-/V ’-nitro-W-nitrozoguanidyna (MNNG) (ryc. 3a) jest sze-
roko stosowanym modelowym zwigzkiem metylujacym nie wymagajacym aktywacji.
MNNG moze metylowac wszystkie atomy tlenu i wiekszo$é atoméw azotu w DNA.
Pozycjami w DNA metylowanymi w najwiekszym stopniu przez MNNG sg N7
guaniny, N3 adeniny i guaniny oraz O6 guaniny. MNNG powoduje kilkaset razy
wiecej alkilacji DNA w poréwnaniu z innymi monofunkcyjnymi czynnikami alki-
lujacymi.
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TABELA 2. Podziat zwigzkéw alkilujgcych ze wzgledu na specyficznos$¢ reakcji z DNA

Aktywno$¢ w stosunku do zasad Przykitady zwigzkow

azotowych
Atakujace gtéwnie heterocykliczne Sulfonian dwumetylowy (MMS), siarczan dwumetylowy
atomy azotu rél], epoksydy (np. tlenek etylenu, styrenu [461)
Alkilujace heterocykliczne atomy DMNT (A,/V-dimetylonitrozoamina);
azotu oraz atomy tlenu ENUa (A-etylo-A-nitrozomocznik),
MNU* (N-metylo-A-nitrozomocznik) [26],
MNNG (A-metylo-A-nitro-A-nitrozoguanidyna) [30, 381
Czynniki bifunkcyjne” Czynniki bifunkcyjne: mitomycyna C, cyklofosfamid,
iperyt [361
Alkilujace gtownie grupy aminowe Aldehydy (np. aldehyd octowy [58]) i niektére epoksydy
zasad azotowych ((+/-)-anti-Ir,8t-dihydroksy-9r, 10t-oksy-7,8,9,10-tetra-

hydrobenzo[ajpiren)

aZwigzkami charakteryzujgcymi sie wiasciwosciami alkilujgcymi sa pochodne powstate w wyniku
aktywacji metabolicznej;
bpoza tworzeniem monoadduktéw indukuja réowniez kowalencyjne wigzania krzyzowe DNA-DNA oraz

Policykliczne weglowodory aromatyczne, podobnie jak nitrozoaminy, nabywajg
wiasciwosci kancerogennych po wprowadzeniu do czasteczki atomu tlenu podczas
aktywacji metabolicznej. Przyktadowo benzo[a]piren ulega aktywacji do 7r,8/-di-

RYCINA 3. a- wzory chemiczne Af-metylo-A”-nitro-A-nitrozoguanidyny (MNNG) i AUV-dimetyloni-
trozoaminy (DMN); b - biodegradacja DMN; reakcja (1) przeprowadzana jest z udziatem cytochromu
P-450
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hydroksy-9f 10f-oksy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pirenu (BPDE). Jeden z enancjo-
meréw BPDE: (+/-)-anti-BPDE przytacza sie do pozycji m.in. N2 guaniny (ryc.
4a) [22].

Aldehydy oddziatujg z grupami aminowymi DNA; produktami przejSciowymi
reakcji aldehydéw z grupami aminowymi DNA sa zasady Schiffa. Dialdehydy -
produkty peroksydacji lipidéow (np. dialdehyd malonowy) - po utworzeniu przej-
Sciowej zasady Schiffa z grupg aminowa moga za posrednictwem drugiej grupy
aldehydowej oddziatywac ze znajdujagcym sie w poblizu azotem heterocyklicznym,
w wyniku czego powstaje addukt cykliczny [64]. Addukty cykliczne tworzg réwniez
niektére epoksydy (np. 7,8-tlenek styrenu [29]).

Alkilacja zasad azotowych pocigga za sobg szereg konsekwencji. Jedng z nich
jest whudowanie sie niewta$ciwej zasady azotowej naprzeciwko zmodyfikowanej
zasady podczas replikacji na skutek biednego parowania. 0 6-alkilo-dGua i O4-
alkilo-Tym sg gtéwnymi produktami alkilacji odpowiedzialnymi za mutacje. Re-
plikacja DNA zawierajgcego te pochodne powoduje tranzycje G—A [38] i T—C
[30]. Z kolei konsekwencjg wprowadzenia adduktu o duzych rozmiarach w pozycje
N“ guaniny (np. BPDE) sa transwersje G—>T [14]. Modyfikacja zasad azotowych
moze takze wywotywac ich utrate spowodowang rozpadem tworzonych przez nie
wigzan glikozydowych oraz aktywnos$cig systemu naprawy przez wycinanie zasad.
Specyficzny rodzaj uszkodzeri DNA - wigzaniakrzyzowe wewnatrz- i miedzyniciowe
podczas naprawy sg przeksztatcane w przerwy jedno- i dwuniciowe. Wigzania krzy-
zowe miedzyniciowe mogg rowniez zatrzymac replikacje DNA.

Substancjami oddziatujagcymi z DNA poprzez reakcje podstawienia elektrofilo-
wego sgpochodne amin heterocyklicznych, zwigzkéw powstajagcych podczas pirolizy
biatek. Jedng z najlepiej zbadanych amin aromatycznych jest 2-aminofluoren (2-AF).
Z guaning w pozycji C8 oddziatuje jon fluorenonitreniowy powstajacy po rozpadzie
heterolitycznym wigzania N-0 grupy hydroksyaminowej 2-hydroksyaminofluorenu,
pochodnej powstajgcej podczas aktywacji metabolicznej 2-AF (ryc. 4b) [40]. Kom-
pleks [AF]-C8-dG moze przyjmowac 2 izoenergetyczne konformacje: konformacje
z pierscieniem fluorenowym na zewnatrz helisy DNA (émfi'-[AF]dG) - pierscien
ten znajduje sie w obrebie wiekszego rowka DNA, a guanina tworzy normalne
wigzanie wodorowe z cytozyng oraz konformacje z pierscieniem fluorenowym we-
wnatrz helisy DNA Gyn-[AF]dG) - wdwczas parowanie guaniny z cytozyng zostaje
zaktdcone. Druga z wymienionych konformacji moze nie$¢ za soba mutacje [37].
Silne wiasciwosci kancerogenne wykazuje réwniez szereg pochodnych 2-AF, np.
2-acetyloaminofluoren (2-AAF).

Bezwodnik kwasu azotawego N20 3 jest zwigzkiem elektrofilowym, ktory po-
dobnie jak aminy heterocykliczne nie nalezy do czynnikéw alkilujgcych i reaguje
z DNA droga reakcji podstawienia. N20 3 powoduje deaminacje guaniny i cytozyny
[10]. Bezwodnik wraz z inng pochodng tlenku azotu - nadtlenoazotynem ONOO-
odpowiedzialny jest rowniez za tworzenie A-nitrozoamin.
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RYCINA 4. Oddziatywanie czynnikéw elektrofilowych z DNA: a- tworzenie adduktu przez elektrofi-
lowy epoksyd diolowy BPDE, b - reakcja podstawienia elektrofilowego kationu fluorenonitreniowego
w pozycji C8 guaniny

N20 3 podobnie jak wolne rodniki moze powstawa¢ endogennie w komadrkach
z tlenku azotu NO' i czasteczki tlenu:

2 NO'+ 02 —2 NO2 1)

NO'2 + NO' -4 N203 2)

Tlenek azotu syntetyzowany jest przez trzy rozne izoformy enzymu syntazy
tlenku azotu obecnego w nabtonku naczyn krwionos$nych, tkance nerwowej oraz
makrofagach i odgrywa role w regulacji przeptywu i ci$nienia krwi, procesach
uczenia sie oraz fagocytozy. Ponadto NO' jest sktadnikiem dymu papierosowego.

4.4. Tworzenie adduktéw o charakterze koordynacyjnym

Do zwigzkéw odpowiedzialnych za tego typu modyfikacje nalezg leki prze-
ciwnowotworowe (cfs-diamminodichloroplatyna; cis-DDP [5]) oraz zanieczyszcze-
nia srodowiskowe (zwiagzki chromu(V1) [62] i inne metale przejSciowe), cis-DDP
po dostaniu sie do wnetrza komaorki ulega aktywacji; dopiero zwigzek zaktywowany
zawierajgcy zamiast jondw chlorkowych dwie czgsteczki wody jest zdolny do mo-
dyfikacji DNA. Z podobna sytuacja mamy do czynienia w przypadku soli zawie-
rajagcych chrom na szdstym stopniu utlenienia, gdzie formg odpowiedzialng za
powstawanie adduktéw o charakterze koordynacyjnym jest Cr3+
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W wyniku oddziatywania koordynacyjnych komplekséw metali z DNA powstaja
koordynacyjne potgczeniapomiedzy DNA ikationem metalu oraz wigzania krzyzowe
DNA-DNA i DNA-biatko, w ktdrych mostkiem tgczgcym jest réwniez jon metalu.
Konsekwencjg takich modyfikacji jest zaburzenie struktury DNA, w wyniku czego
moze nastepowac zakidécone wigzanie sie biatek z DNA. Na przyktad w wyniku
wytworzenia adduktu przez zaktywowang forme cis-DDP powstaje struktura DNA
przypominajgca kasete TATA; do tak zmodyfikowanego DNA przy#gczajg sie czyn-
niki transkrypcyjne polimerazy RNA II: TFIID oraz polimerazy I: UBF, co w
konsekwencji prowadzi do zmniejszenia syntezy mRNA i rRNA w komérce [27,
59]. Ponadto miedzyniciowe wigzania krzyzowe DNA-DNA utworzone przez Cr3+
moga zatrzymywac polimeraze DNA [7].

S. FOTOPRODUKTY -
EFEKT DZIALANIA PROMIENIOWANIA UV

Fotoprodukty powstajg pod wptywem promieniowania ultrafioletowego wcho-
dzacego w skiad dwoch jego zakreséw: UV-C i UV-B (przedziat 250-360 nm).
W obrebie tego rodzaju uszkodzen mozna wyro6zni¢: cyklobutanowe dimery piry-
midynowe, (6-4) fotoprodukty oraz fotoprodukty purynowe. Promieniowanie UV
poza fotoproduktami indukuje réwniez uszkodzenia oksydacyjne [1, 25].

Cyklobutanowe dimery pirymidynowe powstajag w wyniku wytworzenia pier-
$cienia cyklobutanowego tgczacego pozycje C5 i C6 dwdch sasiednich pirymidyn
(ryc. 5) [16]. (6-4) fotoprodukty [fotoprodukty pirymidyna (6-4) pirymidon] sg
rébwniez tworzone przez dwie sgsiadujace pirymidyny. Po pochtonieciu przez DNA
kwantu promieniowania UV nastepuje jednoczesne wysycenie wigzania C5-C6 w
pirymidynie lezacej od strony 5’ tancucha polinukleotydowego oraz utworzenie
wigzania miedzy atomami w pozycji C6 5’-pirymidyny i C4 3’-pirymidyny oraz
transfer grupy aminowej lub hydroksylowej z pozycji C4 odpowiednio cytozyny
i tyminy stanowigcej 3’-pirymidyne na C5 5’-pirymidyny (ryc. 5). Liczba powsta-
jacych (6-4) fotoproduktéw osigga 20-30% liczby formowanych dimeréw piry-
midynowych. Moga one ulec konwersji w izomery walencyjne Dewara [16].
Fotoprodukty purynowe sg formowane w miejscu wystgpienia dwunukleotydu 5°-TA
oraz 5’-AA. Fotoprodukty TpA* maja 8-cztonowy pierScien wytworzony przez
atomy C5 i C6 tyminy oraz pierScieri pirymidynowy adeniny z przerwanym wig-
zaniem miedzy atomami wegla C3 i C4 (ryc. 5). Fotoprodukty purynowe stanowig
1% wszystkich fotoproduktéw.

Uszkodzenia wywotane dziataniem promieniowania UV usuwane sg przez en-
donukleazy systemu naprawy przez wycinanie nukleotydéw. Poza tym mogaréwniez
powstawa¢ miejsca AP (szczeg6lnie w wyniku niestabilnosci wigzan A-glikozy-
dowych tworzonych przez (6-4) fotoprodukty). Dimery pirymidynowe i (6-4) fo-
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RYCINA 5. Fotoprodukty w DNA powstajgce w obecnosci promieniowania UV

toprodukty powodujg mutacje C*T lub CC—TT; moga takze zatrzymywaé synteze
DNA.

6. USZKODZENIA SPOWODOWANE
NIEKOWALENCYJNYM WIAZANIEM SIE LIGANDOW
W ROWKACH DNA

Wiekszos$¢ niebiatkowych liganddw wigzacych sie niekowalencyjnie z DNA od-
dziatuje z jego powierzchnig od strony mniejszego rowka. Typowo zawierajg one
proste pierécienie aromatyczne, takie jak: pirylowy, furanowy czy benzenowy,
potagczone wigzaniami o stosunkowo duzej mozliwosci rotacji. Dzieki temu moga
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sie one dopasowac do helikalnego ksztattu rowka. Ponadto zawierajg grupy na-
tadowane dodatnio, za ktérych posrednictwem oddziatujg ze szkieletem fosfo-
diestrowym. Ligandy wiazace sie preferencyjnie z sekwencjami bogatymi w pary
A:T czesto tworzg wigzanie wodorowe z tlenem karbonylowym znajdujacym sie
w pozycji C2 tyminy oraz atomem azotu N3 adeniny, natomiast te oddziatujgce
z sekwencjami bogatymi w pary G:C z grupg aminowg w pozycji C2 guaniny.
Przyktadami takich zwigzkdw sg bisbenzimidazole (np. Hoechst 33258, Hoechst
33342 (ryc. 6 i 7) [21]), polipirolokarboksyamidy (np. netropsyna, dystamycyna
A [33]), podwdjne czterowartoSciowe sole amonowe (np. SN 6999, SN 18071
[32]), bleomycyna [52]. Zwiazki z tej grupy sa stosowane jako leki przeciwno-
wotworowe (polipirolokarboksyamidy, kamptotecyna, bleomycyna) i barwniki fluo-
rescencyjne (Hoechst 33258, Hoechst 33342).

Wiele ze zwiazkow z tej grupy oddziatuje na topoizomerazy (np. kamptotecyna
[6]). Hamowanie aktywnos$ci topoizomerazy jest skorelowane z dziataniem mu-
tagennym. Pewne substancje, np. dystamycyna A, hamujg naprawe DNA przez
wycinanie w ekstraktach komodrek Hela [3]. Zwigzanie sie ligandoéw z okreslong
sekwencjg DNA moze zatrzymywaé polimeraze RNA, a takze utrudnia¢ wiazanie
sie czynnikéw transkrypcyjnych, np. dystamycyna zaktéca przytaczanie sie czyn-
nikbw OTF-1 do sekwencji regulatorowej genu y-globiny, NFE-1 do promotora
ludzkiego histonu H2B [8], a takze TBP do kasety TATA [4], co w ostatnim
przypadku réwniez hamuje transkrypcje.

Bleomycyna, kolejny zwigzek tej grupy, wigze sie z DNA od strony mniejszego
rowka w postaci kompleksu potréjnego, w ktorego sktad wchodzi takze kation
metalu przejSciowego (np. Fe" ) oraz 02 zwigzany z nim przez wigzanie koor-
dynacyjne. Po utlenieniu Fe2+do Fe3+zaktywowany kompleks bleomycyny generuje
powstanie rodnika nadtlenkowego w pozycji C4’ deoksyrybozy [52].

7. ZABURZENIA W STRUKTURZE DNA
WYWOLANE INTERKALACJA

Do zwigzkéw zdolnych do interkalacji pomiedzy ptaszczyzny zasad azotowych
naleza barwniki z ugrupowaniem fenantrydynowym (np. bromek etydyny, ryc. 6;
jodek propidyny), akrydyny (np. oranz akrydyny, ryc. 6; proflawina), antracykliny
(daunomycyna, doksorubicyna, nogalamycyna [2]), aktynomycyna D (ryc. 6) [12].
Cze$¢ z nich stosowana jest w medycynie jako leki przeciwnowotworowe (an-
tracykliny, aktynomycyna D).

Typowe interkalatory to aromatyczne ptaskie zwigzki kationowe, ktére wigza
sie z DNA przez wstawienie czesci czasteczki zbudowanej ze skondensowanych
pierscieni aromatycznych pomiedzy pary zasad DNA. Zwiazki interkalujagce po-
wodujg wydtuzenie i miejscowe rozwiniecie helisy DNA, a takze inne zaburzenia
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RYCINA 6. Zréznicowanie strukturalne interkalatoréw i zwigzkéw wigzacych sie w mniejszym rowku
DNA

zalezne od rodzaju interkalatora (np. zakrzywianie DNA). Poza skondensowanymi
pierScieniami majg one czesto podstawniki nie posiadajgce tadunku lub dodatnio
natadowane, ktére wprowadzane sg w jeden z rowkéw DNA.

Szczegdblng grupg interkalatoréw sg tzw. bisinterkalatory. Majg one dwa uktady
interkalujgce potgczone za pomoca tgcznika o zréznicowanej sztywnosci i dtugosci.
Nalezg tutaj m.in. barwnik fluorescencyjny TOTO-1 (ryc. 6 i 8) [50] i antybiotyki
kwinoksalinowe (np. triostyna A, echinomycyna [53]).

Psoraleny, np. 4,5°,8-trimetylopsoralen [45] tworzg stabe kompleksy z DNA.
Po fotoaktywacji w obecnos$ci $wiatta UV-A czasteczki psoralenu wigza sie ko-
walencyjnie z zasadami pirymidynowymi. Jezeli pirymidyna obecna jest rowniez
w sgsiedniej warstwie w nici antyrownolegtej DNA, powstaty monoadduktpo kolejnej
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RYCINA 7. Struktura przestrzenna kompleksu Hoechstu 33258 z DNA. Wzdr strukturalny Hoechstu
33258 podano na ryc. 6. Reprodukowano za zgodg autora i wydawnictwa [21]. Copyright (2000) Oxford
University Press

fotoaktywacji moze utworzy¢ wigzanie krzyzowe miedzyniciowe. Addukty bifun-
kcyjne sg w gtownej mierze odpowiedzialne za efekty biologiczne.

Niektére zwigzki moga interkalowac lub wigza¢ sie wjednym z rowkéw. Barwnik
fluorescencyjny DAPI (ryc. 6) wigze sie w mniejszym rowku DNA w miejscach
wystgpienia par A:T, a takze ma zdolno$¢ do interkalacji w sasiedztwie par G:C
[56].

Konsekwencjg interkalacji mogg by¢ mutacje typu przesuniecia ramki odczytu.
Ponadto zwigzki nalezgce do tej grupy czynnikéw moga wykazywac takze inne
wiasciwosci. Aktynomycyna D zaktéca wigzanie sie czynnika transkrypcyjnego
Spl z sekwencja docelowg w DNA bogatym w pary GC [13], bromek etydyny
zmniejsza poziom transkrypcji w mitochondriach [23]. Szereg zwigzkow oddziatuje
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RYCINA 8. Struktura przestrzenna kompleksu bisinterkalatora TOTO-1 z DNA od strony mniejszego
(a) iwiekszego (b) rowka DNA. Czasteczke tego bisinterkalatora oznaczono kolorem czerwonym. Wzdér
strukturalny TOTO-1 podano na ryc. 6. Reprodukowano za zgoda wydawnictwa [50]. Copyright (1995)
American Chemical Society

z topoizomerazami, np. nogalamycyna z topoizomerazg typu | [49], natomiast 4-
hydroksymetylo-4,5’-benzopsoralen (HMBP) z topoizomeraza typu Il [44].

8. WBUDOWYWANIE SIE ANALOGOW ZASAD
AZOTOWYCH

Nukleotydy zawierajgce analogi zasad azotowych mogg zosta¢ wbudowane w
obreb podwdjnej helisy DNA podczas replikacji. Przyktadowym zwigzkiem na-
lezacym do tej grupy jest bromouracyl (BrdU) - analog tyminy zawierajgcy atom
bromu zamiast grupy metylowej w pozycji C5. Podczas replikacji wigcza sie do
DNA w miejsce tyminy. Bromouracyl moze stosunkowo tatwo przejs¢ z formy
ketonowej do enolowej, ktora paruje z guaning. Wystgpienie formy enolowej podczas
kolejnej rundy replikacyjnej prowadzi do tranzycji TC.

PODSUMOWANIE

Prezentowany przeglad nie wyczerpuje ztozonosci zagadnienia powstawania usz-
kodzen DNA ze wzgledu na r6znorodno$¢ zwiazkéw uszkadzajgcych DNA i me-
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chanizméw, wedtug ktérych oddziatuja z DNA. Szereg zwigzkéw powoduje usz-
kodzenia DNA w réznoraki sposob. Wolne rodniki generujg nie tylko uszkodzenia
oksydacyjne w DNA, ale rowniez, za posrednictwem produktow rozpadu wielo-
nienasyconych kwaséw ttuszczowych, powodujg powstanie adduktéw. Niektore
zwigzki majg jednoczes$nie wiasciwosci interkalatoréw i zwigzkéw wigzacych sie
w mniejszym rowku DNA. Z jednej strony barwnik fluorescencyjny DAPI w za-
leznosci od kontekstu sekwencyjnego DNA moze sie wigza¢ na jeden z przed-
stawionych sposob6w, z drugiej za$ strony pewne zwigzki, takie jak: daunomycyna,
doksorubicyna czy aktynomycyna D, majg zar6wno ptaski pierscieri aromatyczny
zdolny do interkalacji miedzy ptaszczyzny zasad azotowych, jak i podstawniki,
za ktorych posrednictwem oddziatujg z DNA od strony mniejszego rowka. Ponadto
niektére rodzaje uszkodzern DNA ulegaja konwersji w inne, gtdwnie w wyniku
aktywnosci systemu naprawy. Produkty podstawienia w zasadach, addukty, usz-
kodzenia oksydacyjne, fotoprodukty sg moga by¢ przeksztatcane w pekniecia nici
DNA.
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Streszczenie: Wykorzystanie analizy sekwencji DNA pozwolito na wysuniecie szeregu nowych hipotez
dotyczacych filogenezy i systematyki organizméw zywych. Uzycie nowej metodyki przyczynito sie do
znaczacego postepu w dziedzinie badan taksonomicznych i filogenetycznych mszakéw. W pracy
przedstawiono obecny stan badan oraz nowe hipotezy dotyczace filogenezy mszakéw wysuniete na
podstawie analizy sekwencji DNA Bryophyta. Przedstawiono réwniez hipotezy dotyczace pochodzenia
roélin ladowych w aspekcie badan ewolucji molekularnej mszakéw. Opisane wyniki badan pozwalajg w
nowy spos6b spojrze¢ na systematyke mszakéw oraz pochodzenie roslin ladowych.

(Postepy Biologii Komérki 2001; 28: 431-441)

Stowa kluczowe: Bryophyta, ewolucja molekularna, filogeneza

Summary: DNA sequence analysis has enabled to put forward several new hypotheses concerning
phylogeny and systematics of living organisms. The application of new methodology has contributed
to asignificant progress in research on taxonomy and phylogeny of bryophytes. In this paper, the state
of the art as well as new hypotheses concerning phylogeny, based on Bryophyta DNA sequence analysis,
were presented. Moreover, hypotheses on the subject of the origin of land plants were discussed in the
aspect of the studies of molecular evolution of bryophytes. Results of the described studies give a new
insight into systematics of bryophytes and origin of land plants.

{Advances in Cell Biology 2001; 28: 431-441)

Key words: Bryophyta, molecular evolution, phylogeny
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WSTEP

Rozwdj metod stosowanych w biologii molekularnej stat sie przyczyng zrewo-
lucjonizowania wielu dziedzin wspdtczesnej nauki. Poznanie struktury DNA oraz
podstawowych zasad genetyki molekularnej pozwolito na znaczacy rozw6j miedzy
innymi systematyki oraz badan dotyczacych ewolucji organizmoéw zywych.

W pierwszych pracach dotyczacych systematyki roslin, w ktérych wykorzystano
analize kwasow nukleinowych, stosowano gtownie metode catkowitej hybrydyzacji
DNA/DNA [5]. Na podstawie analizy temperatury topnienia hybrydéw nici DNA
pochodzacych z rédznych organizméw starano sie okre$li¢ ich wzajemne po-
krewienstwo [1]. Wyniki powyzszych badan byty jednak w przypadku roslin wy-
zszych dos$¢ trudne do interpretacji. Sytuacja taka miata miejsce szczeg6lnie wtedy,
gdy badaniom podawano blisko spokrewnione gatunki [24]. Odkrycie enzymoéw
restrykcyjnych stato sie nowym impulsem w molekularnych badaniach taksonomi-
cznych i filogenetycznych. Analiza dtugos$ci fragmentéw restrykcyjnych RFLP po-
zwolita na znaczacy rozwoj taksonomii i systematyki roslin [1, 14, 24, 26].

Prawdziwym przetomem stato sie jednak dopiero opracowanie w ostatnich latach
techniki PCR [18] oraz uzyskanie mozliwos$ci tatwego sekwencjonowania DNA
[22]. Wykorzystanie metod szybkiego i tatwego amplifikowania oraz sekwencjono-
wania DNA umozliwito przeprowadzanie badan filogenetycznych przy wykorzy-
staniu bezposredniej analizy zmiennosci sekwencji DNA. Technika PCR stata sie
réwniez narzedziem pozwalajgcym na badanie organizmoéw juz wymartych. Spe-
ktakularnym przyktadem tego typu prac wykonywanych na materiale roslinnym
byta amplifikacja genu rbcL z miocenskich szczatkéw liscia Magnolia latahensis
[12]. Dzieki wykorzystaniu metody PCR opracowano réwniez technike RAPD (lo-
sowo amplifikowany polimorficzny DNA) pozwalajgcg na prostg analize zmiennosci
populacyjnej badanych organizmdéw. Metoda RAPD zostata zaprezentowana po raz
pierwszy przez Williamsa na przyktadzie analizy zmiennosci soi i kukurydzy [29].
Dzieki stosowaniu coraz doskonalszej metodologii, bezposrednia analiza sekwencji
DNA staje sie obecnie narzedziem coraz czeSciej uzywanym w badaniach syste-
matycznych i filogenetycznych.

Zastosowanie nowych metod przyczynito sie do powstania nowych hipotez czesto
sprzecznych z uznawanym dotad podziatem taksonomicznym. Gwattowny rozwdj
badan w dziedzinie ewolucji molekularnej zaowocowat w ostatnich latach licznymi
pracami z zakresu systematyki Bryophyta. Przedstawione w tych publikacjach hi-
potezy sa jednak w wielu aspektach niejednoznaczne i sprzeczne. Dalszy rozwdj
opisanych prac badawczych moze jednak w najblizszej przysztosci sta¢ sie podstawa
do znacznego zmodyfikowania podejscia do niektorych aspektéw rozwoju rodowego
mszakow. W tej sytuacji wydaje sie zasadne syntetyczne przedstawienie obecnego
stanu wiedzy w tej dziedzinie.
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PODZIAL SYSTEMATYCZNY MSZAKOW
NA PODSTAWIE ANALIZY SEKWENCJI DNA
WYBRANYCH MARKEROW GENETYCZNYCH

Intensywne prace zwykorzystaniem metod molekularnych byty dotagd prowadzone
przede wszystkim w przypadku roélin nasiennych. Ze wzgledu na niewielkie zna-
czenie gospodarcze gromada Bryophyta byta dotad przedmiotem do$¢ sporadycznych
prac wykorzystujacych bezposrednig analize kwaséw nukleinowych. Ostatnio mozna
jednak zanotowa coraz wieksze zainteresowanie molekularnymi badaniami filo-
genezy mszakow, szczegdlnie w aspekcie poznawania cech tgczacych te grupe
roslin z pierwszymi roslinami ladowymi [13,16,20]. Prowadzenie coraz liczniejszych
prac wykorzystujgcych analize sekwencji DNA w badaniach taksonomicznych i
filogenetycznych pozwolito na postawienie nowych hipotez dotyczacych rozwoju
rodowego mszakow.

Jadrowe geny 18S rRNA

W ostatnich latach bardzo intensywne badania nad pokrewieristwem Bryophyta
prowadzone byty przez Capesius i Boppa z Instytutu Botaniki Uniwersytetu w
Heidelbergu. Badacze ci wykorzystywali jako marker genetyczny jadrowe geny
18S rRNA. Analiza ich sekwencji pozwolita na zaproponowanie zupetnie nowego
podziatu systematycznego mszakéw. Analizie poddano pierwotnie 14 kompletnych
sekwencji genu 18S rRNA [3, 4, 6]. Prace powyzsze rozwinieto nastepnie analizujgc
22 sekwencje genu 18S rRNA réznych mszakoéw [7]. Uzyskane sekwencje poddano
analizie kladystycznej, z wykorzystaniem metody maksymalnej parsymonii oraz
fenetycznej stosujgc metode Neighbor-Joining. Niezaleznie od metody uzytej w
konstrukcji dendrogramu mszakoéw, uzyskano wyniki bedace w sprzecznosci z tra-
dycyjnie przyjmowanym podziatem Bryophyta na trzy klasy: Bryopsida (mchy),
Hepaticopsida (watrobowce) oraz Anthocerotopsida (glewiki). Zgodnie z wynikami
analizy genéw 18S rRNA, podklasy watrobowcéw Marchantiidae i Jungerman-
niidae wykazuja tak znaczace réznice, iz nalezatoby podnie$¢ je do rangi klasy:
Marchantiopsida oraz Jungermanniopsida [4, 7]. Proponowane klasy Marchan-
tiopsida i Jungermanniopsida stanowityby zupetnie niezalezne linie ewolucyjne.
Wedtug autoréw tych prac rowniez witasciwa analiza danych morfologicznych po-
winnadoprowadzi¢ do nadaniapodklasom Marchantiopsida oraz Jungermanniopsida
wyzszej rangi [7]. Odrebno$¢ tych podklas potwierdza takze fakt wystepowania
procesu redagowania mitochondrialnego mRNA u Jungermanniidae i jego brak
w przypadku Marchantiidae [25].

Analiza sekwencji jadrowych gendw 18S rRNA mszakéw pozwolita na wycigg-
nigcie dalszych wnioskow filogenetycznych bedacych w jeszcze glebszej sprze-
cznosci z tradycyjnym podziatem systematycznym Bryophyta. Na utworzonych
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dendrogramach proponowana klasa Jungermanniopsida stanowi grupe siostrzang
klasy mchow Bryopsida ijest z nig wyraZnie blizej spokrewniona niz z klasag Mar-
chantiopsida. Proponowany nowy podziat mszakéw wskazywatby na wyraznie para-
filetyczny charakter watrobowcéw [3, 4, 6, 7]. Réwniez pozycja klasy
Anthocerotopsida nie jest zgodna z tradycyjng systematykg. Glewiki zgodnie z
wynikami analizy jadrowych gendw 18S rRNA sgtaksonem najblizej spokrewnionym
z proponowang klasg Jungermanniopsida. Zgodnie z postulowanym, nowym po-
dziatem systematycznym, Jungermanniopsida bytyby blizej spokrewnione z Antho-
cerotopsida niz z mchami [4, 6]. Pozycja filogenetyczna Anthocerotopsida zostata
jednak ustalona na podstawie analizy tylko jednej sekwencji jagdrowego genu 18S
rRNA glewika Anthoceros agrestis. Trzeba réwniez zauwazy¢, ze w ostatnich pub-
likacjach autorzy badarn nie przedstawiajag wynikéw analizy sekwencji Anthoceros
agrestis na dendrogramach Bryophyta [7]. Zgodnie z nowg systematyka mszakow,
stworzong przy wykorzystaniu danych molekularnych, klasa Jungermanniopsida
bytaby najblizej spokrewniona z klasg Anthocerotopsida, cho¢ wynik ten jest stabo
udokumentowany, a nastepnie z klasg Bryopsida. Najbardziej odlegtg i ewolucyjnie
starg klasg mszakéw bytaby klasa Marchantiopsida. Réwniez w przypadku mchéw
wyniki uzyskane dzieki analizie sekwencji jadrowych genéw7&S rRNA pozwalajg
na zaproponowanie podniesienia podklasy Sphagnidae do rangi klasy Sphagnopsida
[4]. Analiza proponowanej klasy Jungermanniopsida ujawnita, iz na podstawie da-
nych molekularnych badanych sekwencji jadrowych genow 18S rRNA dziesieciu
przedstawicieli tego taksonu nie mozna odr6zni¢ wchodzacych w skiad tej grupy
rzedéw Metzgeriales i Jungermanniales [7]. Jest to do$¢ zaskakujacy wynik, gdyz
badane rzedy rdznig sie znacznie pod wzgledem morfologicznym. Wyraznie odrebny
charakter podklas Marchantiidae oraz Jungermanniidae byt sugerowany réwniez
przez innych badaczy korzystajacych z metod molekularnych w badaniach filo-
genetycznych.

Wyniki analizy sekwencji 5S rRNA czterech mszakéw pozwolity na wyciagniecie
bardzo podobnych wnioskéw co do odrebnosci badanych podklas watrobowcow
[28]. Rowniez badania czeSciowej sekwencji jadrowych genoéw 18S [8, 17] oraz
25S rRNA [8] grupy réznych gatunkéw roslin, w tym jednego przedstawiciela pod-
klasy Jungermanniidae (Porella), wskazywaty na odrebno$é Jungermanniidae i
Marchantiidae.

Chloroplastowe geny rbcL

Dalsze prace nad systematyka Bryophyta wykorzystujgce w charakterze markera
genetycznego sekwencje chloroplastowego genu rbcL z dwudziestu czterech wa-
trobowcow, takze wykazaty znaczace réznice miedzy podklasami Hepaticopsida:
Jungermanniidae i Marchantiidae [15]. Por6wnanie sekwencji obu badanych podklas
watrobowcow wykazato, iz majg one rézne tempa substytucji nukleotydowych.
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Tempo substytucji nukleotydowych Jungermanniidae byto wyzsze od analogicznej
warto$ci tego wspétczynnika u Marchantiidae. Réwniez wynik analizy parsymo-
nicznej genéw rbcL badanych watrobowcéw wskazywat na silng odrebnosé Jun-
germannidae i Marchantidae [15].

Chloroplastowe sekwencje cplTS2, cpITS3 i cplTS4

Proponowany na podstawie analizy sekwencji jadrowych genéw 18S rRNA nowy
podziat mszakdw stanowi interesujgcg alternatywe dla tradycyjnej taksonomii Bryop-
hyta, jednakze nalezy zaznaczy¢, ze nie wszystkie badania wykorzystujace analize
marker6w DNA potwierdzajag powyzszg hipoteze. Wyniki analizy chloroplastowych
sekwencji DNA: cplTS2, cplTS3 oraz cplTS4, pochodzacych z dwudziestu pieciu
réznych gatunkéw mszakdw, sg sprzeczne z wnioskami wyciggnietych na podstawie
badan sekwencji DNA jadrowych genéw 18S rRNA [21]. Sekwencje: cpITS2, cpITS3
oraz cplTS4 rozdzielajag w obrebie chloroplastowych rejonéw powtérzonych i od-
wréconych (inverted repeat) odpowiednio geny: 23S rRNA, 4.5S rRNA, 5S rRNA
oraz tRNAArgACG [19,21]. Whnioski wynikajgce z badan filogenetycznych wyko-
nywanych przy wykorzystaniu sekwencji: cplTS2, cpITS3 oraz cplTS4, analizowane
z uzyciem metody Neighbor-Joining, potwierdzaja przyjmowany w tradycyjnych
systemach taksonomicznych monofiletyczny charakter watrobowcéw oraz ich po-
dziat na dwie podklasy: Jungermanniidae i Marchantiidae [21]. Wyniki powyzsze
potwierdzajg réwniez tradycyjny podziat mszakéw na trzy klasy: Bryopsida, Hepa-
ticopsida oraz Anthocerotopsida. Analiza podklasy watrobowcdw Jungermanniidae
wykazata natomiast wyrazny podziat tego taksonu na dwie odrebne grupy wa-
trobowcow odpowiadajgce rzedom: Metzgeriales i Jungermanniales [21].

Wyniki analizy sekwencji chloroplastowych: cplTS2, cplTS3 oraz cplTS4 w
petni potwierdzaja tradycyjng systematyke mszakdw i sg w wyraznej sprzecznosci
z wnioskami wyciagnietymi na podstawie badania sekwencji jadrowych gendéw
18S rRNA.

Mitochondrialne geny nad5

Tradycyjny podziat taksonomiczny mszakéw znalazt rowniez potwierdzenie w
wynikach badan, w ktérych jako markera genetycznego uzyto sekwencji DNA mito-
chondrialnego genu nad5 [2]. Sekwencje genu nad5 przebadano u trzydziestu mchow,
pietnastu watrobowcow, dwoch glewikéw oraz jednego przedstawiciela glonow.
Stwierdzono wystepowanie w obrebie sekwencji genu nad5 watrobowcéw oraz
mchéw intronu nalezacego do grupy |, charakterystycznego tylko dla tych dwéch
taksonéw. Wystepowania tego typu intronu nie stwierdzono w sekwencjach nad5
badanych glewikéw Anthoceros husnotii i Anathoceros punctatus, przedstawiciela
glonéw Lamprothamnium papulosum (Charales) oraz w znanych genach nad5 roslin
naczyniowych. W przypadku glewika Anthoceros punctatus stwierdzono natomiast
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wystepowanie intronu nalezacego do grupy Il. Obecnos$¢ tego rodzaju intronu genu
nad5 w pozycji charakterystycznej dla Anthoceros punctatus nie byto dotad od-
notowane u zadnej innej rosliny.

Wykorzystujgc uzyskane sekwencje gendw nad5 oraz sekwencje odkrytych u
watrobowcdw i mchow intronéw z grupy I, skonstruowano dendrogramy Bryophyta.
Wzajemne potozenie watrobowcéw i mchéw na dendrogramach potwierdza bliskie
pokrewienstwo tych dwdch taksonéw i pozwala na traktowanie ich jako grup sio-
strzanych. Odrebno$¢é mchéw i watrobowcéw od pozostatych roslin podkreslana
jest takze przez wystepowanie charakterystycznego tylko dla tych dwoch taksondw
intronu z grupy | mitochondrialnego genu nad5.

Wyniki powyzsze zdajg sie raczej potwierdzac tradycyjny podziat systematyczny
mszakéw oraz monofiletyczny charakter watrobowcéw. Whnioski wyciggniete na
podstawie powyzszych badarn sg wiec niezgodne z hipotezg postulowang z uwagi
na przeprowadzong analize sekwencji jadrowych genéw 18S rRNA [4, 7]. Analiza
sekwencji mitochondrialnego genu nad5 podkresla odrebnos¢ glewikéw od po-
zostatych taksonéw Bryophyta. Wniosek ten znajduje silne poparcie ze wzgledu
na brak u glewikéw charakterystycznego dla reszty mszakéw intronu z grupy |I.
Zgodnie z uzyskanymi wynikami mozna stwierdzi¢, iz Anthocerotopsida stanowig
silnie zr6znicowang grupe starych filogenetycznie roslin. Jak sami autorzy przyznaja,
na podstawie testowanych danych mozna jedynie stwierdzi¢ odrebno$é glewikow,
jednakze pewne ustalenie ich pozycji na dendrogramie wzgledem pozostatych grup
mszakOw jest niemozliwe [2].

Poréwnanie wynikéw badan filogenetycznych mszakow
wykonanych z uzyciem omowionych markerow genetycznych

Analiza réznych markeréw genetycznych dostarczyta sprzecznych wynikéw, kto-
re zjednej strony potwierdzajg klasyczny podziat systematyczny mszakéw, z drugiej
za$ neguja uznawane obecnie poglady na temat filogenezy Bryophyta. Sytuacja
ta, cho¢ ukazuje ograniczenia nowej metodyki wykorzystujacej analize sekwencji
DNA, moze sta¢ sie impulsem do dalszych prac badawczych, ktére pozwolg na
falsyfikacje jednej z przedstawionych wyzej hipotez i dalszy rozw6j wiedzy do-
tyczacej filogenezy roslin.

POCHODZENIE ROSLIN LADOWYCH W ASPEKCIE
BADAN EWOLUCJI MOLEKULARNEJ MSZAKOW

Dzieki badaniom dotyczacym ewolucji molekularnej mszakéw uzyskano wiele
wynikow pozwalajgcych w nowy spos6b spojrzeé¢ na pochodzenie roslin lgdowych.
Analiza r6znych markeréw genetycznych pozwolita na postawienie nowych hipotez
dotyczacych filogenetycznej roli mszakéw w procesie zasiedlania ladu przez rosliny.
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Analiza sekwencji cDNA transkryptow mitochondrialnych genéw cox3

Intensywne prace dotyczace pochodzeniaifilogenezy roslin ladowych prowadzone
byty miedzy innymi na podstawie analizy sekwencji cDNA transkryptéw mito-
chondrialnych genéw cox3 [16]. Analiza utworzonych przy zastosowaniu metod
fenetycznych i kladystycznych dendrograméw pozwolita na uznanie klasy Antho-
cerotopsida za takson bazalny ros$lin lgdowych, najblizej spokrewniony z glonami
z klasy Charophyceae (ramienicowe), ktéra zgodnie z powszechnie przyjetym po-
gladem stanowi grupe roslin wodnych najblizszych lgdowym [11, 27].

Wywodzenie roslin lgdowych od glonéw z klasy Charophyceae (gromada Chlo-
rophyta - zielenice) byto proponowane juz wcze$niej na podstawie badan mole-
kularnych, wykorzystujgcych jako marker genetyczny sekwencje 5S rRNA roslin
[9]. Pozycja klasy Charophyceae jako grupy wyjsciowej glonéw, ktora data poczatek
ro$linom lagdowym, jest ogdlnie uznawana, jednakze tgczenie ich z glewikami jest
tylko jedng z wielu mozliwych hipotez. Z analizy cDNA transkryptéw genu cox3
wyciggnieto réwniez bardziej szczeg6towy wniosek dotyczacy grupy glondéw, z
ktérych miaty wywodzié sie rosliny lagdowe. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzono, iz najblizej spokrewnione z ro$linami lagdowymi sg nalezace do klasy
Charophyceae glony z rzedu Charales reprezentowane w badaniach przez rodzaj
Chara [16]. Przeprowadzona analiza pozwolita natomiast na uznanie watrobowcéw
oraz mchdw za taksony blisko spokrewnione z Tracheophyta (ro$liny naczyniowe).
Zgodnie z uzyskanymi wynikami nie moznabytojednak ustalié¢, ktéry z tych taksonéw
stanowi bezposSrednig grupe siostrzang Tracheophyta [16]. Stwierdzono réwniez,
iz transkrypty genu cox3 u Bryophyta ulegajg redagowaniu. Uzyskanie tego wyniku
obalito twierdzenie, zgodnie z ktérym redagowanie mitochondrialnych transkryptéw
zachodzi wytgcznie u roslin naczyniowych. Pierwotnie zaktadano bowiem, ze wy-
stepowanie redagowania jest zjawiskiem filogenetycznie zwigzanym z ro$linami
naczyniowymi. Dzieki badaniom cDNA genu cox3 stwierdzono wystepowanie re-
dagowania transkryptdw we wszystkich klasach Bryophyta. Redagowanie trans-
kryptéw wykryto w przypadku watrobowca Pellia epiphylla i mchéw Ceratodon
purpureus i Tetraphispellucida oraz glewika Anthoceros crispulus [16]. Uzyskanie
tych wynikéw pozwolito na wysuniecie tezy, iz redagowanie jest procesem starym
filogenetycznie, zachodzgcym u wszystkich roslin lgdowych. Zgodnie z opinig au-
toréw pracy, redagowanie jest wynikiem reakcji organizmdéw na tendencje wy-
wotujacg w genomie wzrost poziomu par G+C, spowodowany substytucjami
tymidyny w cytydyne. Proces ten zaburza prawidtowy odczyt kodonéw, co wywotuje
konieczno$¢ kompensacji przez redagowanie zmian w transkryptach i zamiang cy-
tydyn w urydyny [16].

Hipoteza gtoszaca, ze proces redagowania jest szeroko rozpowszechniony wsérod
wszystkich roslin lagdowych, znalazta potwierdzenie w pracach nad redagowaniem
transkryptéw gendw plastydowych: ndhB oraz rbcL [10]. Wykazano, iz proces
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redagowania transkryptéw wystepuje we wszystkich gtéwnych grupach roslin la-
dowych, w tym réwniez u mszakow. Czesto$¢ wystepowania redagowania nie jest
skorelowana z pozycja filogenetyczna badanych organizmoéw [10].

Analiza jagdrowych genéw 18S rRNA w badaniach pochodzenia roslin
lgdowych

Badania dotyczgce pochodzenia roslin ladowych oraz roli, jaka mszaki odgrywaja
w filogenezie roslin lgdowych, prowadzone byty réwniez przy stosowaniu analizy
sekwencjijadrowych genow 18S rRNA [13]. Wyniki sugeruja, iz wspdtczesne rosliny
ladowe, w tym mszaki, wywodzg sie z glonéw nalezacych do rzedu Coleochaetales
(klasa Charophyceae) [13]. Hipoteza ta jest sprzeczna z wnioskami wynikajgcymi
z analizy cDNA transkryptow genow cox3, gdyz zgodnie z nig pierwsze rosliny
ladowe wywodzg sie z glondw nalezacych do rzedu Charales (klasa Charophyceae)
[16]. Hipoteza dotyczaca pochodzenia roslin lgdowych jest obecnie przedmiotem
dyskusji. Analiza niektérych cech morfologicznych i anatomicznych skfania jednak
wielu badaczy ku tezie zgodnej z wynikami analizy jadrowych gendw 18S rRNA,
iz rosliny lagdowe wywodzg sie z glondw bliskich rzedowi Coleochaetales [27].
Jest to jednak problem daleki od definitywnego rozwigzania.

Analiza struktury rDNA

Wyniki ostatnich badan nad strukturg rDNA mszakow wykazaty wystepowanie
u tej grupy roslin wspolnej lokalizacji genéw: 18S, 5,85 i 26S rRNA (tworza one
wraz z sekwencjami rozdzielajgcymi fragment DNA kodujacy 45S rRNA) oraz
genu 5S rRNA [23]. U Bryophyta stwierdzono wystepowanie genu 5S rRNA w
obrebie sekwencji NTS (nontranscribedspacer) miedzy genami 26S oraz 18S rRNA.
Obecnos$¢ takiego niespotykanego u pozostatych roslin lagdowych uktadu gendéw
rRNA odkryto u watrobowca Marchanda polymorpha, dzieki badaniom z uzyciem
hybrydyzacji typu Southern oraz fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Po-
dobny uktad genéw rRNA znaleziono réwniez u mchu Funaria hygrometrica [23].
Wystepowanie sekwencji genu 5S rRNA oraz sekwencji DNA kodujgcej 45S rRNA
we wspdlnej lokalizacji stwierdzono takze u kilku glondw z gromady Cryptophyta
(kryptofity). Podobnego uporzadkowania gendw rRNA nie znaleziono jednak u
innych glonéw, w tym gromady Chlorophyta. Glony z gromady Chlorophyta, do
ktérych nalezy omawiana powyzej klasa Charophyceae, jest zgodnie z ogo6lnie
przyjetym pogladem najblizszg roslinom lgdowym gromada glonéw [27]. Z po-
wyzszych wzgledéw autorzy sktaniaja sie ku hipotezie, iz obecno$¢ sekwencji genéw
5S rRNA oraz sekwencji DNA kodujacej 45S rRNA we wspolnej lokalizacji jest
wynikiem niezaleznych proceséw rearanzacji genomu i nie $wiadczy o filogene-
tycznej bliskosci mszakow i kryptofitdw. Zgodnie z opinig autoréw pracy, prze-
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niesienie sekwencji genu 5S rRNA do sekwencji NTS miatoby nastgpi¢ u mszakéw,
juz po wyodrebnieniu sie tej grupy z najbardziej pierwotnych roslin lgdowych [23].

Badanie obecnos$ci intronéw cox2.i3 oraz cox2.i4 mitochondrialnego
genu cox2 oraz intronu nadl.i4 mitochondrialnego genu nadl

Dalsze badania pochodzenia pierwszych roslin lagdowych daly silne podstawy
hipotezie zaktadajgcej, iz pierwszymi rodlinami ladowymi byty watrobowce [20].
W celu przeprowadzenia analizy filogenetycznej wykonano doswiadczenia majace
nacelu okreslenie obecnosci lub braku introndw wystepujgcych w mitochondrialnym
genie cox2 (badano wystepowanie dwoch introndw: cox2.i3 oraz cox2.i4) oraz w
innym mitochondrialnym genie nadl (badano wystepowanie jednego intronu:
nadl.i4). Badaniom poddano w sumie trzysta pieédziesigt dwa gatunki roslin Ia-
dowych (watrobowce, glewiki, paprocie, rosliny nasienne) oraz glonéw. Stwierdzono
okazjonalny brak jednego oraz rzadziej dwéch intronéw u mchow, glewikéw i
innych roslin lagdowych, jednakze zupetny brak wszystkich trzech intronéw stwier-
dzono wytacznie w przypadku badanych gatunkéow watrobowcoéw oraz glonow.
Napodstawie tych wynikéw wyciggnieto wniosek, izpierwszymi roslinami lgdowymi
byty watrobowce. Trzy badane introny miatyby powsta¢ dopiero u wywodzgcego
sie z watrobowcow wspdlnego przodka pozostatych roslin ladowych [20].

Obecny stan badan prowadzonych na poziomie kwaséw nukleinowych,
dotyczacych roli mszakéw w procesie powstania roslin lagdowych

Badania pochodzenia roslin lgdowych z wykorzystaniem analizy sekwencji kwa-
sow nukleinowych pozwalajg na proponowanie nowych hipotez. Trzeba jednak
przyzna¢, iz podobnie jak w przypadku opisanych w pierwszej czesci pracy prob
odtworzenia filogenezy mszakéw uzyskane wyniki sg sprzeczne i nie pozwalajg
nawycigganie jednoznacznych wnioskéw. Powyzszy problem jest ciggle wyzwaniem
dla badaczy i wymaga przeprowadzenia dalszych doswiadczen.

PODSUMOWANIE

Wykorzystanie sekwencji DNA w badaniach taksonomicznych i filogenetycznych
pozwala na wycigganie wnioskow na podstawie danych stanowigcych bezposredni
wynik proceséw zachodzacych na poziomie molekularnym, podlegajacych dzie-
dziczeniu i przekazywaniu z pokolenia na pokolenie. Ten nowy rodzaj metodyki
badawczej daje mozliwo$¢ uchwycenia zmian ewolucyjnych na poziomie materiatu
genetycznego, gdzie procesy te ulegajg utrwalaniu. Chociaz wykorzystanie technik
biologii molekularnej daje nowe mozliwo$ci badawcze trzeba pamietac, iz wyniki
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takiej analizy nie sg pozbawione ograniczen, ktére moga by¢ powodem bledow
oraz wyciggania sprzecznych wnioskéw. Przyktad taksonomicznych badan mszakdéw
wskazuje wyraznie, iz podstawg sukcesu tego typu analizy jest wiasciwy wybor
sekwencji DNA majacej stuzy¢ jako marker genetyczny. W celu rozwigzania sprze-
cznos$ci w hipotezach dotyczacych filogenezy i taksonomii mszakéw bedzie ko-
nieczne przeprowadzenie dalszych prac z uzyciem innych markeréow DNA. Dla
badacza postugujacego sie metodami molekularnymi bardzo waznajest Swiadomos¢,
ze stosowane nowe techniki sg tylko uzupetnieniem metodycznym badar prowa-
dzonych wczesniej i nie moga stanowi¢ wytacznej podstawy analizy filogenetycznej.
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TRANSPORT MAKROMOLEKUL
POMIEDZY SIATECZKA SRODPLAZMATYCZNA
A APARATEM GOLGIEGO. ROLA PECHERZYKOW
COPI i COPIl ORAZ PRZEDZIALU POSREDNIEGO

TRANSPORT OF MACROMOLECULES
BETWEEN THE ENDOPLASMIC RETICULUM AND THE GOLGI
APPARATUS. THE ROLE OF COPI- AND COPII- COATED
VESICLES AND THE INTERMEDIATE COMPARTMENT

Katarzyna ROSZEK, Jadwiga GNIOT-SZULZYCKA

Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Instytut Biologii Ogdlnej i Molekularnej, Zaktad Biochemii, Torun

Streszczenie: Transport syntetyzowanych w siateczce $rédplazmatycznej (ER) makromolekut zachodzi
z udziatem pecherzykéw optaszczonych kompleksem biatek COP I'i COP Il. Polimorficzny tubularno-
pecherzykowy przedziat posredni (IC, VTCs lub ERGIC), zlokalizowany pomiedzy siateczka $rddpla-
zmatyczng a cysternami cis aparatu Golgiego, uczestniczy w regulacji transportu i sortowaniu
makromolekut poprzez procesy rozpoznawania sekwencji sygnatowych. Przyktadowo, sekwencja dife-
nyloalaninowa (FF) stanowi sygnat eksportu z ER, sekwencja dilizynowa (KKXX) jest natomiast
nieodzowna dla powrotu biatek do siateczki $rédplazmatycznej. Omdéwiono réwniez znaczenie biatek
cyklicznie krazacych, w szczeg6lnosci przedstawicieli rodziny p24, w procesach zageszczania i sorto-
wania w przedziale ER <» IC «> aparat Golgiego.

(Postepy Biologii Komdrki 2001; 28: 443-465)

Stowa kluczowe: pecherzyki optaszczone, COP I, COP I, tubularno-pecherzykowy przedziat posredni
(IC, VTCs lub ERGIC)

Summary: Transport of the macromolecules synthesized in the endoplasmic reticulum (ER) is mediated
by COP I- and COP ll-coated vesicles. The polymorphic vesicular-tubular structure, ER-Golgi interme-
diate compartment (IC, VTCs or ERGIC), regulates transport and sorting of macromolecules via
recognition of signal motifs. For example, the diphenylalanine (FF) signal is important for the export
from ER while the dilysine (KKXX) signal is necessary for retrograde transport of proteins back to the
reticulum. The role of constitutively cycling proteins, especially those from the p24 family, which
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participate in the concentration and sorting in compartment ER <» IC 44 Golgi, has been described.
(Advances in Cell Biology 2001: 28: 443-465)

Key words:coated vesicles, COP I, COP Il, ER-Golgi intermediate compartment (IC, VTCs or ERGIC)

Wykaz skrétow: ARF - czynnik ADP-rybozylacji; BFA - brefeldyna A; COP - kompleks biatek
optaszczajgcych pecherzyki transportujace; ER - siateczka Srédplazmatyczna, retikulum endoplazmaty-
czne; ERGIC (ang. ER-Golgi Intermediate Compartment), IC (ang. Intermediate Compartment), VTCs
(ang. Vesicular-Tubular Clusters) - przedziat posredni; GAP - biatko aktywujace GTP-aze; GEF -
czynnik wymiany nukleotydéw; GTPyS - guanozyno-5-[y-tio]trifosforan; PLD - fosfolipaza D;
PtdIns(4, 5)Pt - fosfatydyloinozytolo-4, 5-bisfosforan; PtdIns(3, 4, 5)P3 - fosfatydyloinozytolo-3, 4,
5-trifosforan.

WSTEP

Siateczka $réddplazmatyczna (ER) jest miejscem syntezy biatek i lipidow zaréwno
pozostajgcych na terenie komaérki, jak rowniez tych wydzielanych poza komorke.
Wiekszos¢ biatek syntetyzowanych w ER, bez wzgledu na ich ostateczng lokalizacje,
podlega modyfikacjom. Procesy modyfikacji niektérych biatek rozpoczynaja sie
juz w siateczce $rddplazmatycznej (modyfikacje kotranslacyjne) lub tez zachodzg
w aparacie Golgiego (modyfikacje potranslacyjne).

W og6lnym ujeciu, transport pomiedzy przedziatami btonowymi w komorce
zachodzi z udziatlem pecherzykéw paczkujacych z bton przedziatu donorowego,
ulegajacych nastepnie fuzji ze Scisle okreslong btong docelowg. Transport makro-
molekut z siateczki $rédplazmatycznej do aparatu Golgiego i w obrebie struktur
przedziatu posredniego, taczacego powyzsze struktury (ryc. 1), jest dwukierunkowy
(postepowy i wsteczny) i odbywa sie za posrednictwem pecherzykéw optaszczonych
kompleksem cytosolowych biatek COP (ang. coat protein). Pecherzyki COP sg
odmienne od pecherzykéw optaszczonych klatryng i biatkami adaptorowymi AP,
uczestniczacych w zaleznej od receptorow endocytozie i sortowaniu biatek [27,
34, 42, 63, 64, przeglad literatury w jezyku polskim: 56].

Dotychczas opisano dwa typy pecherzykow optaszczonych kompleksem biatek
COP: COP 1i COP 1l (ryc. 1i 4).

COP 1 zidentyfikowano po raz pierwszy w 1989 roku [39] jako pecherzyki
uczestniczace w transporcie postepowym pomiedzy cysternami regionéw cis, po-
$rednim i trans aparatu Golgiego. Obecnie wiadomo, ze posredniczg one réwniez
w transporcie wstecznym z aparatu Golgiego do siateczki $rédplazmatycznej [38,
50, 52, 61, 63]. Pecherzyki COP Il uczestnicza w transporcie postepowym, za-
geszczaniu oraz segregacji biatek i lipidéw bton siateczki $rédplazmatycznej prze-
znaczonych do transportu [5, 6, 28, 60, 63].

Pecherzyki COP Il odpgczkowujace z bton ER podlegajg fuzji, w wyniku czego
tworzy sie pleomorficzna struktura pecherzykowo-tubularna, tzw. przedziat posredni
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RYCINA 1. Pecherzyki optaszczone klatryng oraz COP1 i COPII w transporcie wewnatrzkomorkowym
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(IC, VTCs, ERGIC), zlokalizowany w cytosolu pomiedzy siateczka $rédplazmaty-
czng a aparatem Golgiego [4, 5, 28] (ryc. 1).

W niniejszej pracy omoéwiona zostanie rola pecherzykéw optaszczonych biatkami
COP 1i COP I, przedziatu posredniego oraz biatek cyklicznie kragzacych w trans-
porcie pomiedzy siateczka $rédplazmatyczng a aparatem Golgiego.

PECHERZYKI OPLASZCZONE COP |

W 1989 roku Malhotra i wspétpracownicy [39] po raz pierwszy opisali pecherzyki
posredniczace w transporcie makroczasteczek pomiedzy cysternami aparatu Gol-
giego, optaszczone kompleksem biatkowym, innym od znanego juz wéwczas op-
taszczenia biatkami AP i klatryng. Pecherzyki te, o $rednicy okoto 80 nm, okrywa
kompleks biatkowy nazywany COP I. Obecnie wiadomo, ze pecherzyki typu COP
I uczestnicza réwniez w transporcie wstecznym z aparatu Golgiego do siateczki
$rédplazmatycznej [12,35,59,61]. Orci i wsplipracownicy [52] stwierdzili istnienie
dwoch odmiennych funkcjonalnie populacji pecherzykéw COP I, transportujacych
rézne rodzaje makroczasteczek poprzez cysterny aparatu Golgiego (z regionu cis
do trans) oraz z aparatu Golgiego do siateczki $réddplazmatycznej, nie stwierdzili
jednak znaczacych roéznic w optaszczeniu i strukturze pecherzykéw [52]. Lowe
i Kreis [38] wyr6znili pecherzyki COP I-a (poruszajgce sie postepowo, ang. an-
terograde) ipecherzyki COP I-r (poruszajace sie wstecznie, ang. retrograde) réznigce
sie zawartos$cig transportowanych sktadnikéw (ang. cargo) i kierunkiem transportu.

W sktad optaszczenia pecherzykéw COP | wchodzi siedem podjednostek biat-
kowych: a (160 kDa), 3 (107 kDa), 3* (102 kDa), y (97 kDa), 5 (57 kDa), s
(36 kDa), G (20 kDa) tworzacych kompleks optaszczajacy [17, 36, 38, 50, 81]
(tab. 1, ryc. 2).

Wyizolowano i zsekwencjonowano cDNA kodujgce wszystkie znane podjed-
nostki kompleksu optaszczajgcego COP 1. Analiza sekwencji podjednostek a- i
3’-COP wykazata w ich N-koricowej partii obecnos$¢ pieciu lub szesciu powta-
rzajacych sie 40-aminokwasowych konserwatywnych fragmentéw (domen WD-40)
zakonczonych resztami Trp-Asp [47]. Domena WD-40 wystepuje rdwniez w pod-
jednostkach 3 trimerycznych biatek G. Lowe i Kreis [38] sugeruja jej udziat w
wigzaniu biatek optaszczenia COP | z btong. Ostatnie badania wskazujg, ze domeny
WD-40 w podjednostce a-COP sg niezbedne dla transportu bialek z sekwencjg
dilizynowagKK XX [16]. Role poszczegdlnych podjednostek zespotu optaszczajgcego
COP | podano w tabeli 1

Istnieje znaczaca homologia pomiedzy podjednostkami 3-, 8- i £-COP a pod-
jednostkami biatek adaptorowych AP-I/AP-2, tworzacymi wraz z klatryng opta-
szczenie pecherzykow uczestniczacych w transporcie zaleznym od receptoréow [12,
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TABELA 1. Podjednostki kompleksu optaszczajgcego COP |

Podjed- Masa Wiasciwosci i rola
nostka czast.
rkDal
a 160 Obecnos¢ szeSciu powtdérzen domeny W D-40 w strukturze pierwszorzedowej

polipeptydu; niezbedna we wstecznym transporcie biatek zaleznym od
sekwencji dilizynowej KKXX [16]. Wiaze sie specyficznie z PtdIns(3,4,5)P3
[9]. Subkompleks a-(3’-£-COP wigze sie z btona aparatu Golgiego poprzez
sekwencje KKXX biatek transbtonowych [18, 35, 36]

@ 107 Homologiczna z (3-adaptynami komplekséw AP-I/AP-2 pecherzykéow
optaszczonych klatryng [36]; bierze udziat w wigzaniu ARF [16, 82, 83]
oraz sekwencji FF biatek transbtonowych btony aparatu Golgiego [18];
ulega fosforylacji T66]

@3 102 Obecnos$¢ pieciu powtérzen domeny WD-40; silne interakcje z biatkiem
Glo3p [16]. Subkompleks a-|3’-E-COP wiaze sie z btong aparatu Golgiego
poprzez sekwencje KKXX biatek transbtonowych [18, 35, 36]

Y 97 Wykazuje zdolno$¢ wigzania z sekwencjg KKXX biatek transbtonowych
[24, 36] oraz z sekwencjg FF [18, 24, 25]. Wigze sie takze z ARF [83]
i z biatkiem Glo3p [16]

0 57 Homologiczna z podjednostkg p kompleksow AP-I/AP-2 pecherzykéw
optaszczonych klatryng [12]; ulega fosforylacji [66]

e 36 Wigze sie z ARF [16]. Subkompleks a-(3’-£-COP wigze sie z btong aparatu
Golgiego poprzez sekwencje KKXX biatek transbtonowych [18, 35, 361

C 20 Homologiczna z podjednostkg a komplekséw AP-I/AP-2 [12].

Uczestniczy w wigzaniu sekwencji FF biatek transbtonowych [18]

17]. Homologia dotyczy nie tylko sekwencji aminokwasow w tafcuchu polipep-
tydowym poszczegdlnych podjednostek, ale takze organizacji molekularnej sub-
kompleksu (3-y-8-£-COP i niektérych interakcji miedzy podjednostkami [16] (ryc.
2).

Sposrod siedmiu podjednostek wchodzgcych w sktad optaszczenia COP I, jedynie
w podjednostkach (3 i 8-COP fosforylacji ulega grupa hydroksylowa seryny [66].
Fosforylacja reguluje prawdopodobnie wigzanie kompleksu biatek z btong aparatu
Golgiego.

Biatka kompleksu optaszczajagcego moga (in vivo) by¢ zwigzane z btong lub
wystepowac w postaci wolnej w cytosolu. W wysokich stezeniach soli lub w obecno$ci
bezwodnika kwasu dimetylomaleinowego nastepuje rozpad kompleksu optaszcza-
jacego na mniejsze subkompleksy: trimer a-(3’-s-COP, dimery (3-8 i y-C, [18, 36,
37, 53]. Na podstawie analizy rekombinowanych podjednostek stwierdzono silne
interakcje pomiedzy podjednostkami a- i (3-COP, a- i 8-, (318-COP oraz pomiedzy
y- i £-COP [16, 17]. Oddziatywania te odgrywaja zasadniczg role w organizowaniu
sie optaszczenia na btonie aparatu Golgiego (ryc. 2). Kolejne etapy tego procesu
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RYCINA 2. Struktura kompleksu optaszczajgcego COP 1 i jego asocjacja z btong aparatu Golgiego
(zmodyfikowane wg [16,83])

to asocjacja kompleksu optaszczajgcego COP | zachodzgca w cytosolu, zwigzanie
czynnika ARF 1z btong aparatu Golgiego i rekrutacja kompleksu COP | na btonie
[38, 63], co nastepnie inicjuje proces sferycznego wypuklania btony i tworzenia
pecherzyka [38, 57].

Asocjacja podjednostek w funkcjonalny kompleks zachodzi in vivo potransla-
cyjnie, w ciggu 1-2 godzin. Czas poéttrwania kompleksu wynosi 28 godzin [37].
Jedyng podjednostkg wystepujacg in vivo jako samodzielny monomer jest pod-
jednostka £-COP. Nie stwierdzono takze istnienia w komorce subkompleksow (di-
meréw i trimeréw) [37, 53].

Dla asocjacji podjednostek kompleksu optaszczajgcego COP | wymagana jest
obecno$¢ matego biatka z aktywnoscig GTP-azowa, tzw. czynnika ADP-rybozylacji
(ARF 1), o masie czasteczkowej okoto 20 kDa, mirystylowanego na N-koricu [26,
38, 81]. Czynnik ARF moze wystepowa¢ w dwdch formach: aktywnej, zwigzanej
z GTP i zdolnej do wiazania z btong aparatu Golgiego oraz w formie nieaktywnej,
cytosolowej, zwigzanej z GDP. Brefeldyna A (BFA) uniemozliwia wymiane GDP
na GTP, hamujac tym samym asocjacje podjednostek kompleksu optaszczajgcego
[37]. Natomiast GTPyS stabilizuje czynnik ARF w formie zwigzanej z GTP, czyli
aktywnej.

Wigzanie kompleksu optaszczajgcego z btong aparatu Golgiego zachodzi dzieki
interakcjom jego podjednostek z sekwencjami sygnatowymi: dilizynowg KKXX
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oraz difenyloalaninowg FF, obecnymi w cytosolowych domenach biatek transbto-
nowych transportowanych przy udziale pecherzykow COP | [8, 18, 36, 37, 67].
Zagadnienie to zostanie omowione w dalszej czeSci artykutu.

UDZIAL CZYNNIKA ARF W WIAZANIU KOMPLEKSU
OPLASZCZAJACEGO Z BLONA APARATU GOLGIEGO

Utworzenie pecherzyka optaszczonego COP |, jak juz wspomniano wczes$niej,
wymaga oprécz obecnosci biatek kompleksu optaszczajgcego rowniez aktywnej
(tj. zwiazanej z GTP) formy czynnika ARF 1 [26, 37, 38, 60, 81]. Wymiana GDP
na GTP jest katalizowana przez biatkowy czynnik wymiany nukleotydéw wrazliwy
na brefeldyne A, tzw. GEF [10, 26].

W potowie lat dziewiecdziesigtych stwierdzono, ze ARF 1 jest aktywatorem
fosfolipazy D (PLD) bton aparatu Golgiego [32], ktdra katalizuje rozpad fosfa-
tydylocholiny do choliny i kwasu fosfatydowego, co prowadzi do zwiekszenia ptyn-
nosci btony. Czynnik ARF 1decyduje wiec o wigzaniu sie kompleksu optaszczajagcego
z btonami o okre$lonym skiadzie lipidowym [32, 33]. Stwierdzono réwniez, ze
ARF nie jest niezbedny dla zainicjowania tworzenia optaszczenia COP | na btonach
aparatu Golgiego z wysoka konstytutywng aktywnoscig PLD lub ze znaczng za-
wartoscig kwasu fosfatydowego [33].

Znaczenie aktywacji fosfolipazy D w interakcji COP | z btong aparatu Golgiego
nie zostato potwierdzone w doswiadczeniach Stamnesa i wspdtpracownikow, wedtug
ktérych brak jest wzrostu poziomu kwasu fosfatydowego na etapie tworzenia i
odpaczkowywania optaszczonych pecherzykéw COP | [70].

Zhao i wspotpracownicy [82] podtrzymujg natomiast hipoteze o strukturalnej
roli czynnika ARF w tworzeniu optaszczonych pecherzykéw COP |. Komponenty
kompleksu optaszczajagcego oddziatujg bezposrednio z ARF 1 w trakcie tworzenia
optaszczenia btony aparatu Golgiego. Zdolno$¢ do wysokospecyficznego wigzania
z ARF 1wykazujgpodjednostki (3-COPI [16,82] orazy-COP I [83]. Prawdopodobnie
efektywne zwigzanie optaszczenia COP | z btong cystern aparatu Golgiego wymaga
biwalentnej interakcji - podjednostki @ i/lub 'y z ARF 1 oraz trimeru a-(3’-e i/lub
y-COP | z cytosolowg domeng biatek z sekwencjg dilizynowg KKXX, niezbedna
dla powrotu tych biatek do siateczki $rédplazmatycznej [8, 83] (ryc. 2).

Pepperkok i wspotpracownicy [54] stwierdzili, ze hydroliza GTP zwigzanego
z ARF 1 do GDP jest niezbedna dla wtasciwego sortowania transportowanych
biatek do pecherzyka COP I, ARF przypuszczalnie peini wiec role w regulacji
oddziatywania kompleksu optaszczajgcego z transportowanymi biatkami i w ich
sortowaniu.
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Aktywno$¢ GTP-azowa ARF 1jest rowniez niezbedna dla zrzucenia biatkowego
optaszczenia pecherzyka, co w konsekwencji umozliwia fuzje pecherzyka z btong
przedziatu docelowego. Zrzucanie optaszczenia poprzedza hydroliza GTP do GDP
i odtgczenie nieaktywnego ARF od btony pecherzyka [38, 60, 74]. GTPyS (nie
podlegajacy hydrolizie) stabilizuje ARF w formie aktywnej i przyczynia sie do
nagromadzenia optaszczonych pecherzykéw w komoérce, a w konsekwencji pro-
wadzi do rozpadu struktury aparatu Golgiego [39]. Aktywno$¢é GTP-azowg czynnika
ARF stymulujg biatka GAP (GTPase activating protein), np. biatko Glo3p odkryte
w komérkach drozdzy [14].

Specyficznos$¢ fuzji pozbawionego optaszczenia pecherzyka zapewniajg trans-
btonowe biatka SNARE (v-SNARE w btonie pecherzyka i t-SNARE w btonie
docelowej). Biatkate kragzg cyklicznie pomiedzy przedziatami btonowymi w komérce
[48, 57].

Zaréwno aktywacja PLD przez czynnik ARF 1, jak i stymulacja aktywnosci
GTP-azowej ARF wymagajg  obecnosci fosfatydyloinozytolofosforanu
Ptdins(4, 5)P2 [23, 33]. Sugeruje sie takze, ze oddziatywanie pomiedzy a-COP
a PtdIns(3,4,5)P3 jest istotne dla regulowania rekrutacji optaszczenia COP | na
odpowiedniej btonie [9]. Fosfatydyloinozytole odgrywajg réwniez role w transporcie
pecherzykowym zachodzacym z udziatem pecherzykéw optaszczonych klatryng i
biatkami adaptorowymi AP [13].

W transporcie z udziatem optaszczonych pecherzykéw niezbedne sg takze mate
biatka Rab z aktywnos$cig GTP-azowa. Znanych jest okoto trzydziesci roznych biatek
Rab. Sg one zlokalizowane na cytosolowej powierzchni pecherzykéw transportu-
jacych i bton struktur subkomérkowych. Biatka Rab wspdipracujg z biatkami v-
SNARE i t-SNARE w tworzeniu kompleksu v/t-SNARE, niezbednego dla
zainicjowania procesow fuzji bton. W transporcie wstecznym przy udziale peche-
rzykdw COP | pomiedzy cysternami aparatu Golgiego oraz pomiedzy regionem
cis aparatu Golgiego a przedziatem posrednim zaangazowane jest m.in. biatko Rab
6 [10]. Rola r6znych biatek Rab w procesach transportu opisana zostata w pracy
Martinez i Goud [40].

PECHERZYKI OPLASZCZONE COP Il

Transport postepowy biatek i lipidow transbtonowych z miejsca syntezy w sia-
teczce Srodplazmatycznej do aparatu Golgiego inicjuje proces oddzielenia sie z
wyspecjalizowanych regiondw ER pecherzykow optaszczonych kompleksem biatek
cytosolowych COP II, dazacych w kierunku cystern regionu cis aparatu Golgiego
[5, 6, 28, 60, 63] (ryc. 1).
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Badania nad komponentami optaszczenia COP Il prowadzono poczatkowo gtow-
nie na komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Wszystkie biatka pierwotnie
zidentyfikowane u drozdzy majg odpowiadajace im homologi w komérkach ssakéw
[cyt. za 73].

Pecherzyki optaszczone COP Il tworzg sie w wyniku asocjacji okreslonego ze-
stawu biatek na cytosolowej powierzchni btony ER. W komorkach Saccharomyces
cerevisiae zidentyfikowano poczatkowo pie¢ biatek niezbednych dla utworzenia
optaszczenia: kompleks Sec31p-Secl3p, kompleks Sec23p-Sec24p oraz mate mono-
meryczne biatko G-Sarlp [6, 28, 60] (ryc. 3).

W tworzacym sie optaszczeniu COP Il jako pierwsze rekrutowane jest biatko
Sarlp, ktére wigze sie z btong siateczki $rodplazmatycznej poprzez biatko trans-
btonowe btony ER- Secl2p, petniace funkcje czynnika wymiany nukleotydéw (GEF)
(ryc. 3). Sarlp zwigzane z GTP wigze kompleks Sec23p-Sec24p. Sec23p uczestniczy
w wigzaniu z sekwencjg difenyloalaninowg (FF) domen cytosolowych biatek z
rodziny p24 [15] oraz biatka ERGIC-53 [31]. Sec24p wchodzi w interakcje z regionem
centralnym biatka Sec31p, bedacego czescig kompleksu Sec31p-Secl3p, rekrutowa-
nego jako nastepny w kolejnosci na btonie siateczki srodplazmatycznej. Wzajemne
oddziatywanie pomiedzy Sec31lp a Secl3p realizowane jest poprzez N-kohncowe
regiony obu tych biatek, zawierajgce domeny WD-40 [6, 47, 65] i stuzace pra-
wdopodobnie réwniez jako miejsca wigzania innych biatek wspétuczestniczacych
w tworzeniu i odpaczkowywaniu pecherzyka COP II.

W biatku Sec3 Ip fosforylacji ulega grupa hydroksylowa seryny [58]. Modyfikacja
tajest niezbedna dla wtasciwego funkcjonowania kompleksu Sec 31p-Secl3p, defo-
sforylowany kompleks uniemozliwia tworzenie pecherzykéw optaszczonych COP
I [73].

Zrzucenie optaszczenia COP Il jest nastepstwem hydrolizy GTP do GDP przez
biatko Sarlp, ktérego aktywnos$é¢ GTP-azowg stymuluje Sec23p [6, 60].

Oprécz opisanych powyzej biatek, wykazano takze niezbednos$¢ biatka Secl6p
w transporcie pecherzykowym z siateczki srodplazmatycznej do aparatu Golgiego.
Przypuszczalnie Secl6p funkcjonuje jako podstawa konstrukcji optaszczenia COP
Il i jest Scisle zasocjowane z cytosolowg powierzchnig btony ER [65].

Badania nad asocjacjg poszczeg6lnych elementéw optaszczenia COP Il na btonie
siateczki srodplazmatycznej, prowadzone z uzyciem liposomow uzyskanych z li-
pidéw mikrosomalnych komérek drozdzy, umozliwity okreslenie wptywu skiadu
lipidowego i wiasciwosci btony na zdolno$¢ asocjacji biatek COP Il. Wzbogacenie
btony pecherzyka w PtdIns(4,5)P"), PtdIns4P lub w inne kwasne fosfolipidy wzmac-
niato intensywnos$¢ oddziatywania optaszczenia COP Il z btong. Ponadto stwierdzono,
ze asocjacja COP Il na btonie liposomu powoduje zatezanie niektorych biatek v-
SNARE w obrebie pecherzyka, na skutek oddziatywania biatek v-SNARE z biatkami
COP Il [41, 68].
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RYCINA 3. Asocjacja elementéw optaszczenia COPII z biong siateczki srédplazmatycznej (zmodyfi-
kowane wg [55, 65, 68])
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W Swietle bton siateczki srddplazmatycznej, w poblizu miejsc tworzenia op-
taszczonych pecherzykoéw, zachodzi selektywne sortowanie biatek i lipidéw prze-
znaczonych do transportu i pakowanie ich w pecherzyki COP Il. Przyktadem
selektywnosci jest fakt, iz biatka specyficzne dla ER, np. biatko BiP, nie wystepuja
w pecherzykach COP Il [4]. Selekcje i zageszczanie makroczasteczek umozliwiajg
miedzy innymi ich oddziatywania z biatkami optaszczenia [2, 3] oraz z biatkami
krazacymi cyklicznie pomiedzy siateczka $rédplazmatyczna i aparatem Golgiego,
wykazujagcymi witasciwosci receptorowe [7, 62].

Powrdt biatek i lipidow ulegajacych w aparacie Golgiego modyfikacjom, lecz
niezbednych dla odbudowy bton siateczki $rédplazmatycznej lub makromolekut
omytkowo przekazanych do aparatu Golgiego, zapewniajg pecherzyki COP I-r po-
ruszajgce sie w kierunku wstecznym [50, 60]. Pomiedzy ER a cysternami regionu
cis aparatu Golgiego istnieje ztozona struktura odpowiedzialna za koordynacje trans-
portu postepowego i wstecznego, wiasciwe sortowanie transportowanych biatek
i lipidow oraz powstawanie odpowiednich pecherzykéw optaszczonych - jest to
tzw. przedziat posredni (IC, ERGIC lub VTCs) [4, 5, 38, 71].

PRZEDZIAL POSREDNI

Przedziat posredni (IC) utworzony jest przez morfologicznie zréznicowane pe-
cherzyki i elementy tubularne tgczgce sie miedzy sobg, zlokalizowane w poblizu
miejsc odpaczkowywania pecherzykow COP Il z siateczki $rédplazmatycznej [5,
28] (ryc. 1).

W temperaturze 15°C w komorkach dochodzi do akumulacji bton IC. Biony
tego przedziatu ulegajg przemieszczeniu do centralnych regionow aparatu Golgiego
po przeniesieniu do temperatury 37°C [cyt. za 5].

IC stanowi unikalny przedziat r6znigcy sie zaréwno strukturalnie, jak i bio-
chemicznie od siateczki sr6dplazmatycznej i aparatu Golgiego. Powstaje w komorce
de novo ze zlewania sie pecherzykéw COP Il paczkujgcych z btony ER i fuzji
pecherzykdw ze statym rdzeniem tubularnym [4, 20]. Jedng z cech biochemicznych
tego przedziatu jest obecnos$¢ lektynopodobnych biatek rozpoznajacych wysoko-
mannozowe oligosacharydy, co sugeruje, iz zachodzi tu réwniez sortowanie N-
glikozylowanych biatek [5].

Biatkiem markerowym przedziatu posredniego jest ERGIC-53, biatko transbto-
nowe, gromadzone w pecherzykach COP Il podczas eksportu z ER i krgzace cy-
klicznie pomiedzy ER i IC [31, 78]. Przeciwciata przeciwko cytosolowej domenie
ERGIC-53 wywotujg zablokowanie transportu z ER do aparatu Golgiego [75].

Przedziat posredni jest strukturg dynamiczng, podlegajaca ciggtym zmianom skta-
du w wyniku fuzji z pecherzykami COP Il i wymianie optaszczenia COP Il na
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COP 1, co ukierunkowuje transport biatek i lipidow w strone cystern cis aparatu
Golgiego lub wstecznie do siateczki $rédplazmatycznej [1, 28, 59, 71] (ryc. 4).
Dla wymiany optaszczenia COP Il na COP | ijednoczesnej segregacji transportu
niezbedna jest obecnos$¢ biatka ERGIC-53, prawdopodobnie wspdélnie z biatkami
z rodziny p24 [78].

Transport z przedziatu posredniego do aparatu Golgiego odbywa sie przy udziale
pecherzykowo-tubularnych struktur optaszczonych biatkami COP I [1, 4, 59, 71]
lub tez w drodze stopniowego, kierunkowego ,, dojrzewania” bton (ang. directed
maturation, cistemal maturation) od IC poprzez cysterny cis i posrednie do regionu
trans aparatu Golgiego [5, 20].

Istotng role w transporcie z siateczki $rddplazmatycznej do aparatu Golgiego
odgrywa takze system mikrotubul. Umozliwiajg one migracje i interakcje pomiedzy
rozmaitymi elementami pecherzykowymi i tubulamymi oraz cysternami aparatu
Golgiego, niejednokrotnie znacznie od siebie oddalonymi [4, 5]. Potraktowanie
komorek winblastyng lub kolchicyng (inhibitory podziatéw mitotycznych), wywo-
tujacymi rozpad mikrotubul i rozproszenie cystern aparatu Golgiego w obrebie
cytosolu, powoduje zaburzenia transportu wewnatrzkomérkowego, w tym réwniez
proceséw zachodzacych z udziatem struktur aparatu Golgiego [43, 76, 77].

RYCINA 4. Wymiana komplekséw biatek optaszczajacych (zmodyfikowane wg [5])
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SEKWENCJE SYGNALOWE

Sortowanie i zatezanie biatek w przedziatach btonowych oraz ich transport uwa-
runkowane sg obecnos$cig sekwencji sygnatowych w biatkach rozpuszczalnych i
transbtonowych, transportowanych nastepnie przy udziale pecherzykéw COP 1 i
COP Il [11, 51, 75] (tab. 2). Role sekwencji sygnatowych w wewngtrzkomérkowym
transporcie pecherzykowym po raz pierwszy wykazano dla pecherzykow optasz-
czonych klatryng i biatkami adaptorowymi AP [42, 64, 79, przeglagdowa praca
w jezyku polskim: 56].

Najwczesniej zidentyfikowang sekwencjg sygnatowa w transporcie pomiedzy
siateczka Srdédplazmatyczng i aparatem Golgiego jest motyw H/KDEL (HDEL u
drozdzy, KDEL u ssakdw) obecny w C-koficowym odcinku rozpuszczalnych biatek
rezydujgcych w Swietle siateczki $rodplazmatycznej. Sekwencja ta jest sygnatem
niezbednym dla zatrzymania biatek w obrebie ER (tzw. sygnat retencji) lub ich
powrotu do ER, np. z aparatu Golgiego, gdzie ulegty obrébce potranslacyjnej. Prze-
niesienie sekwencji H/KDEL na C-koncowgadomene lizozymu (biatka sekrecyjnego)
powoduje, ze enzym ten odnajdywany jest w Swietle ER [75].

Sortowanie biatek zawierajgcych motyw H/KDEL odbywa sie przy udziale re-
ceptora sekwencji KDEL (KDEL-R, biatko p23), zwiazanego z btonami i kragzacego
cyklicznie pomiedzy siateczka $r6dplazmatyczng a apratem Golgiego [72]. W ko-
maérkach ssakéw KDEL-R jest biatkiem o masie czasteczkowej 26 kDa, o roz-
budowanej domenie luminalnej wigzacej ligand, z siedmioma domenami trans-
btonowymi i krotkim cytosolowym odcinkiem C-koncowym, ktory zawiera dwa

TABELA 2. Sekwencje sygnatowe biatek [dane wedtug 18, 21, 30, 31, 46, 51, 67, 75]

Sekwencja Rola Przyktady biatek
H/KDEL sygnat powrotu biatek rozpuszczalnych Sec 20, Sed 4
do siateczki $rodplazmatycznej lub ich
zatrzymywania w Swietle ER

KKXX sygnat odzyskiwania i powrotu biatek ERGIC-53
transbtonowych do ER
XXRR sygnat odzyskiwania i powrotu biatek reduktaza HMG-koenzymu A,
transbtonowych do ER Emp24p, p24
FF sygnat eksportu biatek transbtonowych z ER wszystkie biatka rodziny p24,
ERGIC-53
DXE sygnat eksportu biatek transbtonowych z ER glikoproteina wirusa vesicular
stomatitis (VSV-G)
LV sygnat niezbedny dla eksportu niektérych biatek Emp24p, gp251, hp24d
z ER

'\ ? chop24a, yp24c, hp24a
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rodzaje sekwencji sygnatowych: jedng opartg na dwdch resztach lizyny (KKXX)
oraz druga, difenyloalaninowg (FF) [67]. Optymalne wigzanie biatek do receptora
zachodzi w kwasnym pH, a ich uwalnianie jest regulowane zmianami pH [75].

Sekwencja dilizynowa KKXX, zlokalizowana w domenie cytosolowej C-konca
biatek transbtonowych, jest uniwersalnym sygnatem ich odzyskiwania i warunkuje
powr6t tych biatek do ER z dowolnego etapu transportu wewnatrzkomdrkowego
[21, 30]. Motyw dilizynowy jest konserwatywny, wykazuje znaczng homologie
w komorkach zaréwno drozdzy, jak i ssakéw [21]. Sekwencje sygnatowg oparta
na dwoch resztach lizyny zidentyfikowano w tafcuchach polipeptydowych wielu
biatek [8, 75]. W przypadku nielicznych biatek dla efektywnego transportu wste-
cznego do ER wymagana jest jedynie obecno$¢ dwoch reszt aminokwaséw za-
sadowych, co dopuszcza mozliwos$é zamiany lizyny na arginine. W przypadku biatek,
ktore zawierajg w cytosolowej domenie N-terminalnej sekwencje opartg na argininie
XXRR, podstawienie tych reszt lizyng nie jest mozliwe bez upos$ledzenia funkcjo-
nowania transportu wstecznego [18, 75].

Sekwencjadifenyloalaninowa (FF) wystepuje w obrebie regionéw cytosolowych
biatek transbtonowych wraz z motywem KKXX lub niezaleznie od niego. Sygnat
FF jest niezbedny dla eksportu biatek z siateczki srédplazmatycznej [31], jest miej-
scem wigzgcym podjednostki Sec 23p optaszczenia COPII oraz podjednostki zespotu
optaszczajagcego COP | [15, 18, 31, 67]. Obecno$¢ obydwu sekwencji, difenylo-
alaninowej i dilizynowej, w domenie cytosolowej biatek kragzacych pomiedzy sia-
teczkg $rédplazmatyczng i aparatem Golgiego warunkuje dwukierunkowy ich
transport [15, 18, 67].

Zaréwno sekwencja FF, jak i KKXX uczestniczy w wigzaniu kompleksu opta-
szczajacego COP 1 z biong aparatu Golgiego. Jednak dane dotyczgce wigzania
kompleksu lub jego podjednostek z tymi sekwencjami sg niejednoznaczne. Badania
Lowe i Kreisa [36] wykazaly, ze miejsce wigzania z sekwencjg KKXX znajduje
sie w obrebie trimeru a-(3’-8-COP 1 [18,36], natomiast (3, y- i 8-COP l odpowiedzialne
sg za interakcje z sekwencjg FF [18, 67]. Zmienione genetycznie podjednostki
a- i (3-COP | tracg zdolno$¢ wigzania KKXX [35], podczas gdy mutacje w genach
kodujgcych podjednostki 5i £ nie zmieniajg zdolno$ci kompleksu COP | do interakcji
z sekwencjg KKXX [12]. Najnowsze doniesienia wskazujg, ze miejsce wigzania
sekwencji dilizynowej znajduje sie w obrebie podjednostki a-COP | [16].

Odmienne wyniki uzyskali Harter i wspétpracownicy [24, 25], wedtug ktérych
podjednostkg y-COP I jestjedyng podjednostkg wchodzgcg w interakcje z motywem
KKXX oraz FF.

Badania nad wigzaniem biatek optaszczenia COP | z niektédrymi antybiotykami
aminoglikozydowymi wskazujg na obecno$¢ w obrebie kompleksu optaszczajgcego
przynajmniej dwoch miejsc wigzacych sekwencje dilizynowa [29]. By¢ moze jedno
z tych miejsc stanowi podjednostkg trimeru a-(3’-8-COP I, a drugie - podjednostkg
y, co czesciowo wyjasniatoby sprzeczne wyniki uzyskane przez rézne grupy badaczy.
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W ostatnich latach opisano kolejng sekwencje sygnatowg, opartg na dwoch
resztach aminokwasow kwasnych: kwasu asparaginowego i glutaminowego DXE.
Sekwencje te zlokalizowano na cytosolowym C-koncu réznych biatek transbio-
nowych [5, 51] i wykazano jej niezbednos¢ dla efektywnego eksportu biatek z
siateczki $rédplazmatycznej oraz ich gromadzenia w pecherzykach optaszczonych
COP n.

Sugeruje sie udziat domeny DXE w procesach zatezania transportowanych biatek.
Niezalezny od motywu DXE etap polegatby na selekcji makroczgsteczek do two-
rzacych sie pecherzykow COP Il, natomiast ich zatezanie bytoby uzaleznione od
obecnosci sekwencji DXE [51].

BIALKA CYKLICZNIE KRAZACE
POMIEDZY SIATECZKA SRODPLAZMATYCZNA
| APARATEM GOLGIEGO

W dwukierunkowym transporcie makromolekut pomiedzy siateczkg S$rodpla-
zmatyczng i aparatem Golgiego wspdtuczestniczg krazace cyklicznie biatka. Z ich
udziatem zachodzi réwniez wiasciwe sortowanie biatek i lipidow do odpowiednich
pecherzykéw optaszczonych COP I lub COP Il [18, 22, 45, 49, 62, 67, 69] (ryc.
4). Biatka uczestniczgce w powyzszych procesach sg biatkami transmembranowymi,
z rozbudowang domeng luminalng, krétkim odcinkiem transbtonowym oraz krotka,
konserwatywng domeng cytosolowg z sekwencjg(ami) sygnatowg(ymi) zdolng do
interakcji z biatkami komplekséw optaszczajacych [15, 18, 31, 36, 67]. W tabeli
3 zebrano dane dotyczace lokalizacji i funkcji wybranych biatek.

Najliczniejszg i najlepiej poznang grupg biatek cyklicznie kragzgcych pomiedzy
siateczkg $rddplazmatyczng i aparatem Golgiego jest rodzina biatek p24 o m.cz.
23-27 kDa.

Domeny cytosolowe biatek rodziny p24 zawierajg sekwencje sygnatowe: KKXX,
XXRR (lub zblizone) oraz sekwencje difenyloalaninowg FF [15, 18, 49, 67]. Reszty
fenyloalaniny sg zazwyczaj poprzedzone dodatkowg fenyloalaning lub innym ami-
nokwasem hydrofobowym. W tabeli 4 podano sekwencje C-korica dla wybranych
przedstawicieli biatek z rodziny p24 [dane wg 18]. Biatlka powracajgce do ER
zawierajg tylko sekwencje KKXX (lub zblizong), natomiast biatka kragzgce zawierajg
dodatkowo zawsze sekwencje FF. Obecno$é reszt kwasu glutaminowego i glutaminy
w domenie transbtonowej biatek z rodziny p24 moduluje funkcjonowanie sekwencji
sygnatowej FF domeny cytosolowej i moze odgrywac role w ich oligomeryzacji
[19].
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Opisano liczne biatka z rodziny p24 z bton siateczki $rédplazmatycznej i aparatu
Golgiego komorek ssakow (p23, p24) oraz z bton drozdzy Saccharomyces cerevisiae
(Emp24p, Erv25p, Erplp-Erp6p) wykazujgce wysoki stopiern homologii [7, 18, 45,
49, 55, 62].

Biatka krazgce pomiedzy ER i aparatem Golgiego peinig dwojaka role w trans-
porcie wewnatrzkomdrkowym:

wigzg sie z biatkami optaszczenia COP I oraz COP Il iumozliwiajg utworzenie
prawidtowych, funkcjonalnych pecherzykéw optaszczonych [15, 49, 67, 69];
uczestniczg w sortowaniu oraz whasciwym kierowaniu ligandéw transporto-
wanych pomiedzy ER a aparatem Golgiego (funkcja receptorowa). Kluczowg
role w wigzaniu ligandow petnig rozbudowane i zr6znicowane domeny lumi-
nalne tych biatek [18, 45,49, 62].

Do rodziny biatek p24 nalezy miedzy innymi biatko p23 (homolog drozdzowego
Erd2p), identyczne w komorkach ssakéw z receptorem (KDEL-R) biatek rozpu-
szczalnych z sekwencjg H/KDEL [72]. Biatko to lokalizuje sie gtéwnie w btonie
cystern regionu cis aparatu Golgiego i krgzy pomiedzy ER i aparatem Golgiego
[49, 67]. Wykazano wigzanie biatka p23 z kompleksem optaszczajacym COP |
za posrednictwem domeny cytosolowej receptora. Domena ta posiada sekwencje
sygnatowg zblizong do KKXX oraz sekwencje difenyloalaninowg FF. Wigzanie
z biatkami optaszczenia odbywa sie za posrednictwem motywu FF [18, 49, 67],
chociaz w wiekszosci transportowane biatka asocjujg z optaszczeniem COP | raczej
poprzez sekwencje KKXX [24, 36]. Biatko p23 przyczynia sie ponadto do zmian
morfologii bton cystern regionu cis apa-

ratu Golgiego ijest niezbedne dla wia-
$ciwej organizacji i funkcjonowania TABELA 4. Sekwencje domen cytosolowych

aparatu Golgiego [55] wybranych biatek z rodziny p24 [dane wg 18]

Biatko p24 zostato zidentyfikowane Biatko Sekwencja
gtéwnie jako komponent pecherzykéw hp24c -QVFYLRRITKAKKLIE
COP | [18]. Biatko to tworzy kompleks yp24g 0 VNYLKNYFKTKHII
wraz z p23 i w tej postaci krazy po- ap24b » QFWHLKTFFQKKKLI
miedzy IC i aparatem Golgiego [22]. 9pzoL ~OMKSLKNFFIAKK(LV)

W domenie cytosolowej biatka p24 hp2d +OMRHLKSEFEAKKID)

. o >p24c ..QLRYLKNFFVKQK_@I
stwierdzono obecno$¢ motywu sy_/gna- p24d OMKHLGKERVKOKIL
towego XXRR oraz FF. Ta ostatnia se- chop24a _ QIYYLKRFFEVRR @ )
kwencja umozliwia interakcje domeny hp24a .OLFYIJOHEEVRR
cytosolowej biatka z kompleksem opta- Emp24p L OIVYLRRFFEVTS (O
szczajgcym COP | [18]. ap24a ..QVYLI.RRLFERKLGMSRV

Kolejnym przedstawicielem rodziny hp24b . QVLLI.KSFFTEKRPISRAVES
p24 jest biatko Emp24p, odkryte w ko- yp24b «+-QVLLIQFLFTGRQKNYV
morkach drozdzy, homologiczne z biat- )p24c - QALIIQFFFTSEQKNYV

kiem p24 ssakéw. Jest ono kompo- yp24f ~QIAILEFIFRESRKHNV
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nentem pecherzykdw optaszczonych COP Il. Mutacje w genie kodujgcym Emp24p
prowadzg w komoérkach drozdzy do zaburzeri w transporcie okreslonych biatek
sekrecyjnych z siateczki $rédplazmatycznej do aparatu Golgiego [62]. Domena cy-
tosolowa Emp24p zawiera sekwencje sygnatowe XXRR oraz FF, nie stwierdzono
natomiast obecnosci motywu KKXX [18]. Analiza mutacji w regionie cytosolowym
doprowadzita do stwierdzenia, ze obecnos$¢ reszt leucyny i waliny (LV)jest niezbedna
dla eksportu biatka z ER. Z kolei reszty fenyloalaniny (FF) nie wptywajg bezposrednio
na transport, ale ostabiajg efekt sygnatu LV [46]. Byé moze sekwencja LV jest
nowym sygnatem dla efektywnego transportu z siateczki $rédplazmatycznej do apa-
ratu Golgiego.

Emp 24p wystepuje w komérkach drozdzy w postaci heterodimeru z biatkiem
Erv25p. Brak funkcjonalnego kompleksu Emp24p-Erv25p powoduje zaburzenia w
transporcie biatek sekrecyjnych [7]. Stwierdzono takze interakcje kompleksu
Emp24p-Erv25p z transportowanymi w pecherzykach COP Il biatkami, co sugeruje
funkcje receptorowa kompleksu ijego udziat w sortowaniu i zatezaniu transporto-
wanego materiatu [45].

Innym biatkiem krazgcym cyklicznie pomiedzy ER i aparatem Golgiego, cho¢
nie nalezagcym do rodziny p24, jest biatko ERGIC-53 (p53/p58) wyizolowane z
komorek ssakdw. Biatko jest transbtonowg lektyng o wysokim powinowactwie do
reszt mannozowych, lokalizuje sie w obrebie przedziatu posredniego [78]. Domena
cytosolowa ERGIC-53 zawiera dwie sekwencje sygnatowe: KKXX i FF, ktérych
wspotistnienie pozwala na cykliczne krazenie ERGIC-53 pomiedzy przedziatami
[31]. Prawdopodobnie biatko to peini role receptora sekrecyjnych glikoprotein trans-
portowanych z ER do aparatu Golgiego z udzialem pecherzykéw optaszczonych
COP Il [31, 44]. Niektore glikoproteiny nie wymagaja jednak funkcjonalnej formy
ERGIC-53 dla wydajnej sekrecji [80].

PODSUMOWANIE

W artykule przedstawione zostaly wybrane zagadnienia zwigzane z transportem
makromolekut syntetyzowanych w siateczce $rddplazmatycznej. Omowiono proces
zageszczaniaich iwydzielania z okreslonych przedziatéw ER w postaci pecherzykéw
optaszczonych biatkami COP II.

W tubularno-pecherzykowym przedziale posrednim IC, zlokalizowanym pomie-
dzy btonami ER a regionem cis aparatu Golgiego, zachodzi dalsza segregacja i
dojrzewanie bialek oraz zmiana typu optaszczenia COP Il na COP Il-a lub COP
I-r, co zapewnia przeniesienie zawartosci pecherzykéw z optaszczeniem COP I-a
(z udziatem systemu mikrotubul oraz bialek uczestniczagcych w transporcie i pro-
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cesach fuzji - zagadnienia nie omawiane) do cystern cis, posrednich i trans aparatu
Golgiego oraz powrot zawartosci pecherzykéw typu COP I-r do ER.

W artykule oméwiono w zarysie dynamike formowania sie komplekséw opta-
szczajgcych COP 11 COP Il oraz whasciwosci biatek cyklicznie krazacych pomiedzy
ER, IC i aparatem Golgiego.
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