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WTYM ZESZYCIE PBK

Kanat jonowy stanowi podstawowe rozwigzanie w wymianie czgsteczek
przez zewnetrzng bltone mitochondrialng. Petni on réwniez role w trans-
porcie metabolitéw, jak i imporcie biatek. Blizej o tym na stronie 203.

Komorki macierzyste sg przedmiotem ogromnego zainteresowania. Plu-
ripotencjalne komorki macierzyste wyselekcjonowane z organizmu doro-
stego réznicuja sie we wszystkie typy tkanek. Komérki macierzyste juz
wkrétce moga znalez¢ zastosowania terapeutyczne - patrz artykut na
stronie 257.

Kontrolowana degradacja biatek zachodzi w wielu procesach komaorko-
wych, w tym cyklu komérkowym, réznicowaniu, kierowaniu i dystrybucji
biatek oraz apoptozie. Degradacja swoistych biatek jest rowniez waznym
elementem mechanizméw biogenezy chloroplastow. Artykut, gdzie moz-
na na ten temat znalez¢ wiecej informaciji, jest na stronie 283.

W oocytach i komorkach jajowych wielu zwierzat, w sgsiedztwie bieguna
tylnego, wystepuje swoista, morfologicznie odmienna cytoplazma, tzw.
plazma piciowa. W czasie rozwoju zarodkowego plazma ta ulega segre-
gacji do blastomeroéw linii piciowej, a nastepnie do komérek praptciowych.
Artykut na ten temat jest na stronie 301.
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ROSLINNE PEPTYDY SYGNALOWE*

PLANT SIGNALING PEPTIDES

Stanistaw KOWALCZYKJ Beata MACIEJEWSKA 2

1Zaktad Biochemii,ZZaktad Fizjologii i Morfogenezy Roslin,
Instytut Biologii Ogolnej i Molekularnej, Uniwersytet M. Kopernika, Torun

Streszczenie: Poznane dotychczas roslinne pcptydy sygnatowe (SCR, CLAVATAZ3, fitosulfokina-a,
systemina, ENOD40) uczestniczag w przekazywaniu informacji miedzy komérkami lub organami. Poli-
peptyd SCR jest pytkowym ligandem rozpoznawanym przez kompleks receptorowy komérek wyrost-
kowych epidermy znamienia. Efektem reakcji rozpoznania pytku jest aktywacja szlaku sygnatowego
regulujgcego mechanizm efektorowy odpowiedzialny za hydratacje ziarna pytku. CLAVATAS3 jest ma-
tym polipeptydem sekrecyjnym uczestniczagcym w przekazywaniu informacji miedzy oddzielnymi
kompartmentami komoérkowymi merystemu wierzchotkowego pedu. Fitosulfokina-a jest pentapepty-
dem stymulujagcym proliferacje kultur komdrkowych. Systemina jest oligopeptydem uwalnianym w
miejscu zranienia rodliny aktywujacym ponad 20 gendéw, ktérych produkty funkcjonujg w reakcjach
obronnych. Produkty genu ENOD40 uczestniczg w regulacji podziatéw komérkowych towarzyszacych
nodulacji oraz w réznicowaniu wigzek naczyniowych.

Stowa kluczowe', roslinne peptydy sygnatowe, SCR, CLAVATAZ3, fitosulfokina-a, systemina, ENODA40.

Summary'. Signaling peptides identified in plants are involved in communication between cells or organs.
Until now, the five signaling peptides (SCR, CLAVATAS3, phytosulfokinc-a, systemin, ENOD40) have
been found in plants. The SCR polypeptides are pollen ligands involved in activation of stigmatic
receptors and initiation ofa signal transduction cascade that leads to regulation ofpollen hydratation. The
CLAVATAS3 is a small secreted polypeptide that plays a role in cell-cell communication in the shoot
apical meristem. Phytosulfokine-a, a sulfated pentapeptide, promotes proliferation of plant cells in
culture. Systemin, an oligopeptide released from wound site, systemically regulates the activation of over
20 defensive genes. The products ofgene ENOD40 facilitate cell divisions in nodulation and differentia-
tion of vascular bundles.

Key words: plant signaling peptides, SCR, CLAVATAZ3, phytosulfokine-a, systemin, ENOD40.

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6P04C 056 16.
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WSTEP

Do poczatku lat dziewieédziesiatych nie byty znane roslinne peptydy, ktére pod
wzgledem funkcji nawigzywatyby do zwierzecych hormonéw peptydowych czy
drozdzowych feromon6w. Dzisiaj juz wiemy, ze rosliny podobnie jak inne organizmy
syntetyzuja zaréwno proste peptydy, jak tez oligo- i polipeptydy funkcjonujace jako
czastki sygnatowe badZ substancje hormonalne. Pie¢ poznanych dotychczas roslinnych
peptydéw sygnatowych, zréznicowanych pod wzgledem budowy, petni w roslinach
ré6znorodne funkcje [3,66]. Wiedza o tej rodzinie substancji sygnatowych bedzie sie
zapewne powieksza¢ w miare poznawania molekularnych mechanizméw miedzy-
komoérkowych oddziatywan w organizmach roslinnych.

PEPTYDY SCR-PYLKOWE LIGANDY FUNKCJONUJACE
W REAKCJI SAMONIEZGODNOSCI SPOROFITOWEJ

Samoniezgodnosé (niezgodno$¢ wewnatrzgatunkowa) definiowana jest jako
niezdolno$¢ do wytworzenia zygoty w wyniku samozapylenia. Samoniezgodnos¢
homomorficzna jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie umozliwiajgcym
selekcje pytkow padajacych na znamie stupka, ktérej celem jest niedopuszczenie do
zaptodnienia przez pytek o niewtasciwym haplotypie. Mechanizm samoniezgodnosci
obejmuje reakcje rozpoznania oraz reakcje odpowiedzi, ktorych ostatecznym efektem
jest akceptacja badz odrzucenie pytku.

W drugiej potowie lat dziewieldziesigtych zaznaczyt sie wyrazny postep w
poznawaniu molekularnych mechanizméw samoniezgodnos$ci. W pracy przegladowej
opublikowanej przed trzema laty w Postepach Biologii Komorki prezentowane byty
0g6lne zatozenia tych mechanizmoéw dotyczacych obu rodzajéw samoniezgodnosci -
gametofitowej i sporofitowej [42]. W propozycjach dotyczacych wyjasnienia me-
chanizmu samoniezgodnosci sporofitowej brakowato wéwczas istotnego elementu
reakcji rozpoznania pytek-stupek, jakim powinien byé produkt locusa S niesiony na
powierzchni pytku. Watpliwosci wynikajace z tego faktu zostaty w ostatnim czasie
ostatecznie rozwiane po tym, jak zidentyfikowano i sklonowano geny kodujace
poszukiwane pytkowe ligandy samoniezgodnos$ci. O wadze tego odkrycia moze
Swiadczy¢ liczba prac przeglagdowych opublikowanych w literaturze $wiatowej
omawiajacych wyniki najnowszych badan [6,17,26,56,62,73,95,97].

Zgodnie z og6Inymi zatozeniami mechanizmu samoniezgodnosci sporofitowej w
reakcji rozpoznania pytek-stupek powinny uczestniczy¢ produkty locusa S zlokalizowane
na powierzchni znamienia oraz w warstwie powierzchniowej pytku (pollen coat). W
licznych badaniach eksperymentalnych dowiedziono, ze $ciany komérek wyrostkowych
epidermy znamienia zawierajg sekrecyjnaglikoproteine SLG (S-locus glycoprotein),



ROSLINNE PEPTYDY SYGNALOWE 183

natomiast w plazmolemie komérek wyrostkowych jest zlokalizowana receptorowa
serynowo/treoninowa kinaza biatkowa SRK (S-locus receptor kinase) (ryc. 1B) [42].
Miejsce i czas ekspresji genéw SLG/SRK sg skorelowane z wystepowaniem reakcji
samoniezgodnosci. Réwniez wyniki badan prowadzonych na mutantach wykazywaty,
iz produkty obu genéw sa niezbedne do wystgpienia samoniezgodnosci [42]. Niektore
najnowsze doniesienia potwierdzajgte sugestie [15,27,44,76,78], inne ponadto wskazuja,
ze w reakcji rozpoznania uczestniczy homodimcr SRK/SRK. Zdaniem niektérych
autoréw, rola SLG miataby zatem polega¢ na ochranianiu badz stabilizowaniu SRK
oraz na wspétuczestniczeniu w powstawaniu aktywnego kompleksu receptorowego
[18,86].

Drugim elementem reakcji rozpoznania powinien by¢ produkt locusa S zlokalizowany
na powierzchni ziaren pytku, petniagcy role swoistego ligandu rozpoznawanego przez
kompleks receptorowy SRK. Pytkowy ligand kinazy SRK musi by¢ kodowany przez
gen zlokalizowany w obrebie locusa S. Produkt takiego genu powinien fizycznie
oddziatywaé z zewnatrzkomdrkowg domeng SRK, a swoisto$¢ takiej interakcji musi
wynika¢ z allelicznego zréznicowania locusa S. Przez wiele lat nie udawato sie
zidentyfikowaé biatka, ktére mogtoby spetnia¢ funkcje pytkowego elementu reakcji
rozpoznania. W poszukiwaniach wasciwego ligandu zwracano szczegdlng uwage na
mate biatka PCP {pollen coat protein) [95]. W ostatnim czasie Suzuki i wsp. [84]
analizujgc sekwencje locusa S Brassica campestris zidentyfikowali szereg nowych
gendw, w tym réwniez gen kodujgcy maty polipeptyd SP11 bogaty w cysteine. Dojrzaty
polipeptyd zbudowany z 59 aminokwaséw (6,7 kDa) zawiera 8 reszt cysteiny (ryc.
1A). W tym samym czasie zespot kierowany przez Nasrallaha zidentyfikowat w obrebie
locusa S B. oleracea sekwencje kodujgca polipeptyd bogaty w cysteine SCR {S-
locus Cys-rich) [74]. Polipeptydy SCR/SP11 maja na N-koficu 19-aminokwasowy
peptyd sygnatowy skierowujacy je do apoplastu. Dojrzate, hydrofilowe polipeptydy
SCR/SP11 zawierajg 9 w petni konserwowanych aminokwasow, w tym 8 reszt cysteiny
i jedng reszte glicyny (ryc. 1A). Fragmenty potozone miedzy tymi aminokwasami
charakteryzuja sie wyjatkowo wysokim polimorfizmem stanowigcym podstawe
swoistych oddziatywan SCR z domeng zewnatrzkomorkowg SRK [74,77,88,96]. O
swoistosci reakcji rozpoznania $wiadczg wyniki badan, w ktorych udato sie wprowadzié
gen SCR6 do homozygotycznej rosliny o genotypie SSr Okazato sie, ze pytek
pochodzacy z takiej rosliny transgenicznej jest odrzucany przez znamie rosliny o
genotypie S6S6[74]. Analogiczne doSwiadczenia przeprowadzone w innych pracow-
niach réwniez potwierdzajg swoisto$¢ oddziatywan SCR/SRK [77]. Polipeptydy SCR/
SP11sg syntetyzowane w komorkach tapetum pylnika i zostajag wbudowane do egzyny
ziaren pytku [77,87]. Tak wiec polipeptydy SCR/SP11 okazaly sie poszukiwanymi
meskimi elementami reakcji rozpoznania pytek-stupek, ktérych poznanie potwierdza
ostatecznie gtéwne zatozenia mechanizmu samoniezgodnosci sporofitowe;j.

Mimo ze podstawowy mechanizm reakcji rozpoznania pytku przez komdarki
wyrostkowe znamienia zostat juz stosunkowo dobrze poznany, to wiedza na temat
szlaku sygnalizacyjnego przekazujgcego informacje z uktadu receptorowego na ukiad
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RYCINA 1 Strukturapierwszorzedowa i funkcja polipeptydéw SCR w mechanizmie samoniezgodnosci
sporofitowej. A - sekwencja aminokwasowa trzech polipeptydéw z rodziny SCR z zaznaczonymi
konserwowanymi resztami cysteiny (trojkat pokazuje miejsce odcinania sekwencji sygnatowej) B -
model ilustrujacy reakcje rozpoznania pytkowego polipeptydu SCR przez kompleks receptorowy
SRK/SRK lub SLG/SRK komoérek wyrostkowych epidermy znamienia rosliny o genotypie SSfi. Reakcja
samoniezgodnosci wystagpi wéwczas, gdy na powierzchni pytku padajgcego naznamie bedzie sie znajdowat
polipeptyd SCR allelu S6 lub Sj; wigzanie SCR& kompleksem receptorowym SRK /SRK lub SLG?/
SRKf prowadzi do zamkniecia kanatéw wodnych zapobiegajgc w ten sposéb hydratacji i kietkowaniu
ziarna pytku; ziarno pytku niosace polipeptydy SCR bedace produktami innych alleli np. 6\i S bedzie
rozpoznane jako samozgodne. Na schemacie zaznaczono tioredoksyne h hamujaca aktywno$¢ SRKoraz
biatko ARC fosforylowane przez serynowo/treoninowg kinaze biatkowa SRK (na podstawie danych
[74,84,88,96])



ROSLINNE PEPTYDY SYGNALOWE 185

efektorowy odpowiedzialny za odrzucenie pytku o ,,nieodpowiednim” haplotypie jest
ciggle jeszcze bardzo fragmentaryczna. Dotychczas udato sie zidentyfikowac jedynie
biatko ARC1 (arm repeat containing), ktére regionem C-koncowym oddziatuje z
domeng wewnatrzkomorkowa SRK, ulegajac przy tym fosforylacji (rye. 1B) [28].
Technikami antysensu udato sie w komorkach wyrostkowych znaczgco obnizy¢ poziom
mRNA kodujagcego ARC. Zahamowaniu syntezy biatka ArRc towarzyszy
zdecydowane ostabienie lub catkowity zanik reakcji samoniezgodnosci, co moze
sugerowac, ze biatko ARC peini w szlaku sygnalizacyjnym funkcje pozytywnego
regulatora odpowiedzi [80]. Szereg obserwacji wskazuje, ze aktywno$¢ enzymatyczna
SRK in vivo podlega swoistemu hamowaniu, kt6re jest znoszone w momencie
zwigzania pytkowego ligandu. Wyniki prezentowane w ostatnich doniesieniach
skierowujg uwage na tioredoksyne h, ktéra swoiscie hamuje reakcje autofosforylacji
SRK [7,55]. W badaniach recesywnego mutanta mod B. oleracea z zaburzonym
mechanizmem samoniezgodnos$ci wykazano, iz obserwowany defekt jest nastepstwem
braku transkryptu mRNA kodujgcego biatko homologiczne z akwaporynami [33]. Wyniki
tych badan zachecajg do spekulacji na temat molekularnego mechanizmu reakcji
,odpowiedzi” przejawiajacej sie w akceptacji badz odrzuceniu pytku o okreslonym
haplotypie. Mechanizm taki mogtby polega¢ na regulacji otwierania i zamykania kanatdw
wodnych zlokalizowanych w btonach komérek wyrostkowych lub komérek warstwy
potozonej pod komorkami wyrostkowymi [46]. Mechanizm oparty na regulacji
przeptywu wody przez btone plazmatyczng komérek znamienia powinien by¢
szczegolnie efektywny u roslin majacych ,,suche” znamie, m.in. u roslin z rodziny
Brassicaceae. W takim przypadku rozpoznanie pyitku jako samoniezgodnego przez
receptorowg kinaze biatkowg SRK powinno prowadzi¢ do aktywacji szlaku syg-
natowego zamykajgcego kanaty wodne, zapobiegajac w ten sposob hydratacji ziarna
pytku (rye. 1B).

CLAVATA3- POLIPEPTYD SEKRECYJNY FUNKCJONUJACY
W REGULACJI PROLIFERACIJI
| ROZNICOWANIA KOMOREK MERYSTEMU
WIERZCHOLKOWEGO

Merystem wierzchotkowy pedu powstajacy w embriogenezie i utrzymujacy sie
przez caty okres zycia rosliny umozliwia wzrost nadziemnej czesci rosliny. Podstawg
funkcjonowania merystemu wierzchotkowego jest zdolno$¢ utrzymywania pewnego
zestawu komoérek pluripotentnych w regionie centralnym (RC) (central zone) oraz
inicjowanie zawigzkdw organow dzieki mozliwos$ci roznicowania sie komérek w regionie
peryferycznym (RP) (peripheral zone) (ryc. 2A). Region centralny tworzg komorki
niezréznicowane, rzadko dzielgce sie, z matymijgdrami i duzymi wakuolami. Obszar
peryferyczny zawiera populacje komorek z gestg cytoplazma i matymi wakuolami,
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podlegajacych szybkim podziatom iréznicowaniu. W merystemie wierzchotkow)m
rodlin okrytonasiennych wyr6znia sie trzy odmiennie zorganizowane warstwy. U
Arabidopsis dwie warstwy komaérek dzielacych sie antyklinalnie, tworzgcych tunike
okresla sie mianem warstwy L1 i L2 (ryc. 2A) [43,93]. Pierwsza zewnetrzna warstwa
komérek LI daje poczatek epidermie, natomiast z warstwy L2 lezacej pod nig powstaje
tkanka subepidermalna. Tkanka przewodzgca oraz rdzehn wyksztatcaja sie z trzeciej
warstwy L3 komorek dzielagcych sie w roznych kierunkach.

Merystem wierzchotkowy jest strukturg dynamiczng, w ktérej muszg by¢ sko-
ordynowane dwa przeciwstawne procesy, proces inicjacji organéw oraz proces
samoodnawiania sie populacji komdrek rdzenia w regionie centralnym [4,19,25].
Aktywnos$¢ merystemu jest regulowana przez produkty wielu gendw, ktérych
transkrypty mRNA pojawiajg sie w embriogenezie w réznym czasie, a ich ekspresja
jest ograniczona do niewielkich regiondw merystemu tworzacych oddzielne
kompartmenty komorkowe [43,93]. Peine rozumienie funkcji poszczegdlnych genéw
bedzie wymagac jeszcze wielu badan, tym nie mniej poznanie roli produktéw niektdrych
z nich sprzyja wtasciwemu ukierunkowaniu dalszych poszukiwan. W pierwszym rzedzie
nalezy tu wymieni¢ geny CLAYATAL (CLV1), CLAYATA2 (CLY2) i CLAYATA3 (CLY3),
ktérych produkty funkcjonujg w szlaku sygnalizacyjnym regulujacym proliferacje i
réznicowanie komarek regionu centralnego [19].

Gen CLY1 koduje transbtonowg serynowo/treoninowg kinaze biatkowg majacg w
czesci zewnatrzkomérkowej 21 powtorzen fragmentu bogatego w leucyne LRR
(leucine nch repeat) [12,79,98]. Ekspresja genu CLY1 zachodzi wytgcznie w
merystemie wierzchotkowym i w zasadzie ogranicza sie tylko do warstwy L3 regionu
centralnego (ryc. 2A) [12]. Gen CLY2 koduje biatko typu RLP (receptor-likeprotein)
z zewngtrzkomoérkowg domenag LRR, krétkg sekwencjg hydrofobowg tworzaca
fragment transbtonowy i bardzo krétkim, bo tylko 27-aminokwasowym fragmentem
cytoplazmatycznym [37]. CLV2 r6zni sie od CLV1 gtdwnie tym, ze w wewnatrz-
komdrkowej czesci C-koncowej nie ma motywow charakterystycznych dla kinaz
biatkowych. Wystepowanie domeny LRR w CLV2 sugeruje, ze biatko to moze tworzy¢
heterodimery z CLV1. U mutanta clv2 gen CLY1 ulega transkrypcji na normalnym
poziomie, ale poziom biatka CLV1 jest nizszy o ponad 90% [37]. Na tej podstawie
sugeruje sie, ze mozliwo$é tworzenia heterodimeru CLV2/CLV 1warunkuje efektywna
ochrone lub stabilizacje receptorowej kinazy CLV1

Gen CLY3 koduje 96-aminokwasowy polipeptyd majacy na N-koAcu sekwencje
sygnatowag [24]. Obecnos$¢ tego 18-aminokwasowego fragmentu $wiadczy o tym, ze
CLV3jest polipeptydem sekrecyjnym. Transkrypty mRNA CLY3 pojawiaja siejedynie
w apikalnych komérkach warstw LI i L2 regionu centralnego, a wiec komorkach, w
ktérych nie zachodzi ekspresja genu CLY1 (ryc. 2A). Wielko$¢ polipeptydu
kodowanego przez CLY3 oraz obecno$¢ sekwencji sygnatowej pozwalaty przypuszczac,
ze CLV3 lub proteolitycznie ,,wyciety” z niego peptyd jest ligandem dla receptorowej
kinazy biatkowej CLV1 badZz kompleksu receptorowego CLV1/CLV2 [24].
Proponowang funkcje polipeptydu CLY3 potwierdzaja szczeg6towe obserwacje zmian
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fenotypowych, jakie towarzyszg mutacjom w obu genach. Ogolnie mutanty clvl i
clv3 charakteryzujg sie silnym rozbudowaniem regionu centralnego $wiadczacym o
intensywnej proliferacji komorek w tym regionie lub o zahamowaniu przeksztatcania
sie w komarki regionu peryferycznego [4,19,43]. R6wniez budowa merystemu
wierzchotkowego mutanta clv2 wykazuje szereg odchylenl, nawigzujac fenotypowo
do mutantdw clvl/clv3 [93]. Stosujac techniki immunochemiczne wykazano, ze kinaza
CLV1wystepuje w merystemie pedu rzodkiewnika i kalafiora w formie komplekséw
biatkowych o masie czasteczkowej 180 1450 kDa [89]. W skiad wiekszego kompleksu
oprocz CLV1 wchodzi jeszcze fosfataza biatkowa towarzyszgca kinazie KAPP
(kinase-associated protein phosphatase) [79,98] oraz biatko Rop podobne do Rho-
GTPazy (ryc. 2B). Rho-GTPaza petni przypuszczalnie funkcje podobng do zwierzecych
biatek Ras aktywujgcych kaskade kinaz MAP. Autorzy sugerujg, ze oddziatywanie
CLV3 z CLV lwarunkuje badz co najmniej promuje tworzenie wieloenzymatycznego
kompleksu receptorowego o masie czasteczkowej 450 kDa [89]. Wigzanie CLV3 do
kompleksu receptorowego potwierdzono technikami immunostragcania [90]. Wykazano,
ze CLV3 koprecypituje z kompleksem receptorowym o masie 450 kDa zawierajacym
CLV1. Wiagzania CLV3 do CLV1 nie obserwuje sie w sytuacji, gdy biatko CLV1 ma
zmieniong w wyniku mutacji domene kinazy biatkowej. Zalezno$¢ ta jest nieco
zaskakujgca, bowiem zgodnie z powszechnie przyjetym pogladem ligand CLV3
powinien by¢ wigzany przez zewnatrzkomdérkowg domene CLV 1zawierajgcg motyw
LRR.

Najnowsze doniesienia sugerujg, ze informacja przekazywana za posrednictwem
polipeptydu CLV3 z komorek szczytowych regionu centralnego do komorek za-
wierajacych kompleksy receptorowe CLV1 prowadzi do represji genu WUS [72].
Produkt genu WUS petni przypuszczalnie role regulatora transkrypcji, bowiem zawiera
nietypowa sekwencje homeodomeny [54]. Mutant wusA. thaliana nie ma merystemu
wierzchotkowego w stadium zarodkowym, chociaz w trakcie kietkowania nasion
wytwarza nieprawidtowo rozwiniety ped. Na podstawie najnowszych doniesien zaczyna
sie ugruntowywac poglad, ze produkt genu WUS uczestniczy w procesie samo-
odnawiania sig regionu centralnego funkcjonujac jako pozytywny regulator podziatow
komdrkowych [54,94]. Silne powiekszenie regionu centralnego obserwowane u
mutantéw clv, moze wiec by¢ efektem nadekspresji genu WUS. Biatko WUS jest
réwniez pozytywnym regulatorem ekspresji genu CLV3. Zatem wydaje sie, ze geny
CLV/WUS tworza petle regulacyjna, ktéra funkcjonuje miedzy dwoma kompartmentami
komoérkowymi regionu centralnego [5,72]. Regulacja ekspresji genéw w tej petli
powinna wplywa¢ na rownowage miedzy proliferacjg a r6znicowaniem komorek
merystemu wierzchotkowego [94].

Pozytywnym regulatorem ekspresji genu J¥T/Sjest przypuszczalnie produkt genu
STM (shoot meristemless). STM koduje biatko zawierajagce homeodomene klasy
KNOTTED petnigce funkcje czynnika transkrypcyjnego [45]. Transkrypty mRNA
genu STM pojawiajg sie w globularnym stadium rozwoju zarodka w pojedynczej
komorce, a w pdzniejszym okresie rozwoju embrionalnego we wszystkich komérkach
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RYCINA 2. Geny CLV, WUS i STM funkcjonujace w merystemie wierzchotkowym padu. A - schemat
ilustruje miejsce ekspresji genéw CLV, WUS i STM w merystemie wierzchotkowym; B - schemat
przedstawia proponowang rolg polipeptydu CLV3 w aktywacji szlaku transdukcji sygnatu
rozpoczynajacego sig od kompleksu receptorowego CLV1/CLV2; sktadnikiem kompleksu receptorowego
jest tez fosfataza towarzyszaca kinazie biatkowej (KAPP) oraz biatko Rop aktywujace kaskadg kinaz
MAP; informacja przekazywana przez CLV3 gra istotng rolg w regulacji podziatéw i réznicowania
komdérek regionu centralnego (wg [4, 94] zmodyfikowane)

regionu centralnego i merystemu peryferycznego (ryc. 2A). Homozygotyczny mutant
stm charakteryzuje sie catkowitym brakiem merystemu wierzchotkowego, dlatego
przypuszcza sie, ze biatko STM gra istotng role w mechanizmie pozwalajgcym
utrzymywac¢ komorki regionu centralnego w stanie niezr6znicowanym [22]. Mozna
zatem sadzi¢, ze rola biatka STM jest przeciwstawna w stosunku do CLV3/CLV1

[11].
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FITOSULFOKINA-cc- ROSLINNY CZYNNIK WZROSTOWY

W doswiadczeniach prowadzonych w kulturach komérkowych roslin zwracano
wielokrotnie uwage na stosunkowo niskg aktywno$¢ mitotyczng w warunkach, gdy
gestos¢ kultury komaérkowej jest niska [99]. Czestotliwosci podziatéw nie zmieniajg
hormony roslinne ani zwigzki pokannowe, natomiast ro$nie ona zdecydowanie wéwczas,
gdy do srodowiska dodaje sie ptynu pobranego z kultury szybko rosnacej. Proby
zidentyfikowania czynnika mitogennego zawartego w takim ptynie konczylty sie zwykle
niepowodzeniami z powodu braku dostatecznie czutej metody analitycznej. Dopiero
zastosowanie testu biologicznego, w ktérym wykorzystuje sie komorki mezotilowe
szparaga w kulturze in vitro, umozliwito znalezienie szukanego zwigzku [51].
Zidentyfikowanym czynnikiem, ktoryjuz w stezeniu 1nM wyraZnie aktywuje proliferacje
komdrek mezofilowych, jest pentapeptyd o sekwencji Y (SO3H)IY(SO,H)TQ nazwany
lltosulfoking-a (PSK-a). Grupy hydroksylowe w tancuchach bocznych obu tyrozyn
sgzestryfikowane resztami siarczanowymi. Usuniecie reszt siarczanowych prowadzi
do niemal catkowitej utraty aktywnosci biologicznej peptydu [47]. Réwnie drastyczng
utrate aktywnosci, siegajgcg 80-90%, obserwuje sie w sytuacji, gdy PSK-a zostaje
skrécona na C-koncu ojeden lub dwa aminokwasy [47]. Wkrétce po odkryciu PSK-
a, pentapeptyd o identycznej sekwencji aminokwasowej znaleziono w plynie
pobieranym z kultury komdrkowej ryzu i marchwi [29,53]. Zidentyfikowano tez gen
PSK ryzu kodujacy prekursorowy polipeptyd fitosulfokiny-a - preprosulfokine
[100]. Zbudowana z 89 aminokwasdw preprosulfokina zawiera na N-kohcu 22-
aminokwasowga sekwencje sygnatowa. Aktywny pentapeptyd PSK-a zostaje
proteolitycznie ,,wyciety” z czesci C-koricowej prekursorowego polipeptydu (ryc. 3).
W ostatnim czasie znaleziono specyficzng sulfotransferaze zlokalizowang w aparacie
Golgiego, ktdra przenosi reszte siarczanowg z 3’-fosfoadenozyno-5’-fosfosiarczanu
na syntetyzowang preprosulfokine [30]. Metoda hybrydyzacji in situ stwierdzono, ze
ekspresja genu PSK w kietkach ryzu jest w zasadzie ograniczona do merystemow

RYCINA 3. Schemat budowy preprosulfokiny - biatka prekursorowego fitosulfokiny-a; na schemacie
zaznaczono 22-aminokwasowy peptyd sygnatowy oraz mieszczacg sie w cze$ci C-koncowej
prosulfokiny (aminokwasy 80 - 84) fitosulfokine-a (na podstawie danych [100]).



190 S. KOWALCZYK, B. MACIEJEWSKA

wierzchotkowych [100]. W komérkach szparaga PSK-a jest syntetyzowana tylko w
obecnosci auksyny (1-NAA) i cytokininy (N6-benzyladenina) [48]. Fitosulfokina-a
jest wigzana na powierzchni protoplastéw ryzu przez dwa rodzaje ,,miejsc wigzacych”
- miejsca o wysokim i niskim powinowactwie wzgledem peptydu [50]. Za posred-
nictwem zmodyfikowanej fitosulfokiny zawierajacej na C-koncu lizyne z dotgczong
grupa azydosalicylowa udato sie wyznakowaé¢ dwa polipeptydy o masie 120 i
160 kDa, ktore przypuszczalnie peinig funkcje receptorowg [49].

Opublikowane ostatnio pojedyncze doniesienia sugerujg, ze PSK-a stymuluje
embriogeneze somatyczng marchwi [29,39] i r6znicowanie naczyn z izolowanych
komérek mezofilu cynii [52], a takze pobudza kietkowanie ziaren pytku tytoniu [10].

SYSTEMINA-PEPTYD SYGNALOWY W REAKCJACH
OBRONNYCH PRZECIW ZRANIENIOM

Ostatnie dziesieciolecie przyniosto wyrazny postep w poznawaniu biochemicznych
i molekularnych mechanizmoéw obronnych bedacych odpowiedzig rosliny na dziatanie
czynnikow zewnetrznych, takich jak: zranienie, atak owadow, infekcje bakteryjne i
wirusowe. Zainteresowanie badaczy ogniskuje sie nie tylko na samych reakcjach
obronnych, ale réwniez na mechanizmach przekazywania informacji o ataku.
Poszukiwane sg substancje sygnatowe informujgce o zagrozeniu oraz uruchamiajgce
lokalne reakcje obronne badz indukujgce reakcje odpornosciowe w czesciach rosliny,
ktore nie zostaty zranione lub zainfekowane (reakcje systemiczne). Jedng z takich
substancji sygnatowych jest systemina - 18-aminokwasowy oligopeptyd ziden-
tyfikowany po raz pierwszy na poczatku lat dziewiecdziesigtych. Badaniom zwigzanym
z systemingposwiecono dwa artykuty przeglagdowe opublikowane przed piecioma laty
na tamach Postepéw Biologii Komorki [36,85]. Postep badan w tej dziedzinie
podsumowujg réwniez nowsze opracowania opublikowane w literaturze angiel-
skojezycznej [67,68].

Systemina, znaleziona po raz pierwszy w ekstrakcie z lisci pomidora, petni funkcje
czynnika przemieszczajacego sie z miejsca zranienia do odlegtych czesci rosliny, gdzie
indukuje reakcje obronne m.in. synteze inhibitoréw proteaz [36,68]. Prekursorem
systeminy jest prosystemina, polipeptyd zbudowany z 200 reszt aminokwasowych.
Prosysteminajest biatkiem konstytutywnym wystepujacym w $ladowych stezeniach
w cytoplazmie, szczeg6lnie w wigzkach przewodzacych, chociazjej synteza drastycznie
rosnie w sytuacji zranienia tkanki [34]. Przed trzema laty udato sie zidentyfikowac
cDNA kodujacy prosystemine w ziemniaku (Solanum tuberosum), psiance czarnej
{Solanum nigrum) i pieprzu (Capsicum annuum) [13]. Sekwencja aminokwasowa
prosysteminy pochodzacej z tych trzech roslin jest identyczna w 73 do 88%. Zwraca
uwage obecno$¢ kilku konserwowanych fragmentéw, sposréd ktérych C-koncowy
odcinek zawierajgcy systemine charakteryzuje sie niemal 100% identycznoscia
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sekwencji. Znaczaca homologia sekwencji aminokwasowej kilku innych fragmentow
[13] moze sugerowaé, ze systemina niejestjedynym aktywnym peptydem ,,wycinanym”
z prosysteminy. Przypuszczenie to moze potwierdza¢ obecnos¢ w tytoniu dwdch
glikopeptydéw (Tob Sysl i Tob Sysll), pochodzacych zjednego 165- aminokwasowego
prekursorowego polipeptydu, ktére w tytoniu petnig podobng funkcjejak systemina u
pomidora [65]. Poréwnujac pierwszorzedowg strukture systeminy kodowang przez
pie¢ poznanych dotychczas genéw mozna stwierdzi¢, iz wykazuje ona prawie 100%
identycznos$¢ sekwencji w regionie C-koncowym. Podobienstwo regionu N-koricowego
jest rowniez wysokie, aczkolwiek stopieri identycznosci tej czesci jest nieco mniejszy.
Dotychczas nie zidentyfikowano proteazy ,,wycinajacej” systemineg z prekursorowego
biatka. Moznajedynie zaktada¢, ze dzieje sie to w miejscu zranienia w wyniku zetkniecia
sie prosysteminy z proteazg zlokalizowang w oddzielnym kompartmencie komérkowym
lub w apoplascie [20]. Znakowana izotopowo systemina natozona na zraniony lis¢
przemieszcza sie floemem na stosunkowo znaczne odlegtosci wykazujac przy tym
wysoka odpornos$¢ na proteolityczng degradacje. Zwiazki blokujgce grupy hydro-
sulfidowe i hamujace transport sacharozy do tloemu hamujg réwniez transport systeminy
[68]. W ostatnim czasie udato sie zidentyfikowa¢ biatko o masie czasteczkowej 160
kDa, ktore przypuszczalnie petni funkcje receptora systeminy [57,70]. Suramina, znany
inhibitor zwierzecych receptoréw cytokin i czynnikdw wzrostowych, wyraznie hamuje
wigzanie systeminy na powierzchni komérek w kulturze zawiesinowej pomidora [82].
W wigzaniu systeminy do receptora uczestniczy jej N-koncowy fragment, podczas
gdy C-koncowy odcinek konieczny jest do aktywacji szlaku transdukcji sygnatu [57].
Dotychczasowe wyniki badan sugeruja, ze istotnymi elementami tego szlaku sa: kaskada
kinaz MAP [83], IT-ATPaza oraz niespecyficzne kanalty wapniowe i kanaly jonowe
zlokalizowane w plazmolemie (ryc. 4) [59,60,68,69]. Wzrost stezeniajonéw wapnia w
cytoplazmie oraz fosforylacja fosfolipazy A w nastepstwie aktywacji kinaz biatkowych
prowadzg do wzrostu stezenia wolnego kwasu linolenowego [61]. Obserwuje sie
réwniez wzmozong ekspresje genu chloroplastowej lipoksygenazy funkcjonujgcej w
szlaku biosyntezy kwasu jasmonowego [31]. Aktywacja szlaku biosyntezy jasmonianu
prowadzi ostatecznie do uaktywnienia okoto dwudziestu genéw, ktorych produkty sg
w rozny sposob wigczone w mechanizmy obronne [68]. Mozna wiec przypuszczac,
ze wptyw systeminy na synteze nadtlenku wodoru [64], ekspresje genéw oksydazy
polifenolowej [68] i kalmoduliny [2] odbywa sie poprzez aktywacje metabolizmu kwasu
linolenowego. Ponadto systemina dziata aktywujgco na ekspresje genu poli-ga-
lakturonazy - enzymu produkujgcego fragmenty kwasu oligogalakturonowego z
materiatu $cian komaérkowych [1].
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RYCINA 4. Schemat szlaku transdukcji sygnatu aktywowanego przez systemine w wyniku zranienia
rosliny. W miejscu zranienia z prekursorowego biatka prosysteminy ,,wycinany”jest 18- aminokwasowy
peptyd (systemina), ktéry oddziatujgc z btonowym biatkiem receptorowym aktywuje szlak transdukcji
sygnatu prowadzacy do aktywacji fosfolipazy A, (PLAJ, wzmozonej syntezy kwasu jasmonowego

oraz ekspresji genéw obronnych (wg [68 ], zmodyfikowane)
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PRODUKTY GENU ENOD40-CZYNNI KAMI
REGULUJACYMI MORFOGENEZE BRODAWEK
KORZENIOWYCH ORAZ ROZNICOWANIE | ROZWOJ
WIAZEK PRZEWODZACYCH

Symbiotyczne oddziatywania miedzy rizobiami a ro$linami z rodziny motylkowatych
polegaja na wzajemnej wymianie sygnatéw chemicznych aktywujacych specyficzne
geny bakteryjne iroslinne. Wymiana substancji sygnatowych prowadzi do wytworzenia
funkcjonalnej brodawki korzeniowej oraz roznicowania bakterii do form symbiotycznych
majacych zdolnos¢ wigzania azotu atmosferycznego. Czasteczki sygnatowe (czynniki
Nod), produkowane przez rizobia, a rozpoznawane przez receptory na powierzchni
korzeni, aktywuja odpowiedni szlak transdukcji sygnatu. W komoérkach kompetentnych
zostaje uruchomiona informacja genetyczna, w ktorej jest zapisany program wyt-
worzenia brodawki. Realizacja tego programu rozpoczyna sie od odzyskania zdolnosci
podziatéw przez komorki perycyklu, kory pierwotnej i endodenny korzenia. W wyniku
tych zmian dochodzi do utworzenia zawigzka brodawki.

Wiecej informacji na temat molekularnych mechanizméw oddziatywania bakteria-
ro$lina zainteresowany Czytelnik moze znalez¢ w pracach przegladowych opub-
likowanych w polskich czasopismach monograficznych [35,40], a takze w najnowszych
angielskojezycznych artykutach przegladowych [14,16,21,63, 75,81 ].

Bakteryjne czynniki Nod aktywujg w roslinie wiele genéw, ktore ze wzgledu na
czas pojawiania sie transkryptow dzieli sie na tzw. wczesne (ENOD) i pdzne geny
nodulinowe (NOD). Na poczatku lat dziewiecdziesigtych zidentyfikowano isklonowano
szereg wczesnych gendw nodulinowych, a wséréd nich gen ENOD40. ENOD40
poznany pierwotnie u soi, lucerny, grochu, wyki ifasoli [21,35,81 ] zostat w ostatnich
latach sklonowany réwniez u roslin nienalezacych do rodziny motylkowatych (ryz,
tyton, kukurydza) [41,91]. Na podstawie analizy poréwnawczej sekwencji nuk-
leotydowej zwrdcono uwage, ze geny ENOD40 zawierajg w regionie kodujgcym dwa
zachowane fragmenty (ryc. 5) [41]. Przypuszcza sie, ze region | koduje krotki peptyd
utworzony z 10 (tyton), 12 (soja, ryz, kukurydza) lub 13 (groch, lucerna, wyka) reszt
aminokwasowych. Trzy C-koricowe aminokwasy (His-Gly-Ser) oraz tryptofan potozony
w regionie $srodkowym kodowanych peptydéw sg zachowywane w 100%. Ponadto
region 1genu ENODA40 roslin motylkowatych koduje jeszcze dwa w petni zachowane
aminokwasy (Cys i lle). Ekspresja genu ENOD40 byta wielokrotnie badana, ale
obecnos$¢ peptydu ENODA40 potwierdzono immunochemicznie jedynie w ekstrakcie z
brodawek iw nizszym stezeniu réwniez w ekstrakcie z korzeni soi, uzywajac przeciwciat
skierowanych przeciw chemicznie zsyntetyzowanemu peptydowi [91].

Wysoce konserwatywny region Il ENOD40 nie zawiera typowej ramki odczytu,
chociaz w kilku przypadkach wystepuje typowy kodon startowy (ryc. 5). Niektdrzy
autorzy sugeruja, ze sekwencja tego regionu moze uczestniczy¢ w regulacji translacji
[8,91] lub ze RNA jest aktywnym produktem petnigcym funkcje regulatorowg [14].
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Region | Region Il
A,
Glycine wax a MR LCWQTS 1HGS* T.ANRQVT KRQW - TPT.GSI.
b ME- LCWLTTI HGS* ... WQT GKSQKRQW  TPLGSL
Sesbania rostrala MK - LCWQKSIHGS* ... LANRQV TKRQW - TPLGVL
Lotusjaponicus MR - FCWQKSMGS* ... ILANRQV T F.RQW —TPIL.GVT,
Phaseolus vulgaris MK - FCWQASIHGS*  ccoocccerveenn. QANKQV | KRQW TPSGSL
> Pimm sativum MKFLCWQKS | HGS* MANRQVTKRQW - 1PFWSL
Trifolium repens MKLLCWQKSIHINGS* . MPNRQVTKKA M —D.SFI.GA
Medicago sativa MKLLCWQKS 1HGS* ... MANRQVTKRQW' - 1PFWSL
Medicago truncaiula MKLLCWEKS 1HGS* ... MANRQVTKRQW - 1PFWSL
Vicia sativa MKLLCWQKS | HGS* MANRQVTKRQW - 1PFWSL
C,
Oryza brachyantha ME - DEWLEINAINGS* ... CTNRQVT KRHW*
Oryza sativa ME - DEWLEHAHGS* ... APNRQVT KRQW*
Nicotiana lahacum MQ WDEA | HGS* ... MANRQVTKRQW - TPFWSL
lea mays ME - DAWLF.FTTHGS* ... R TNRQ VT I KQW R TPLUVV

RYCINA 5. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej peptydéw kodowanych przez dwa konserwowane
regiony (Region I i Region I1) genu ENOD40 z rodlin motylkowatych (A i B) i roslin z innych grup
systematycznych (C): A - rosliny motylkowate tworzace brodawki zdeterminowane; B - rosliny
motylkowate wytwarzajgce brodawki niezdeterminowane; C - rosliny z innych grup systematycznych
(na podstawie danych [41])

Z drugiej jednak strony, chemicznie zsyntetyzowany, 19-aminokwasowy oligopeptyd
o0 sekwencji odpowiadajacej peptydowi kodowanemu przez region Il ENOD40 tytoniu
wykazuje wiasciwosci czynnika aktywujgcego podziaty mitotyczne komorek [38].
Przeciwciata skierowane przeciw syntetycznemu peptydowi reagujg z peptydem
syntetyzowanym przez protoplasty tytoniu traktowane czynnikiem Nod [38].

Funkcje produktu(éw) ENOD40 wigzano poczatkowo wytgcznie z powstawaniem
zawigzka brodawki korzeniowej, bowiem transkrypty mRN A pojawiajg sie w perycyklu
juz w pierwszych godzinach po zainfekowaniu korzeni bakteriami lub po podaniu
czynnika Nod [8,9,58]. Jednak juz w pierwszych doniesieniach zwracano uwage na
obecnos¢ transkryptow mRNA w komoérkach pedu soi, zawigzkach korzeni bocznych
lucerny ifasoli, a takze zawigzkach lisci lucerny [14]. Transkrypty ENOD40 pojawiajg
sie w korzeniu lucerny w odpowiedzi na traktowanie rosliny cytokining [23,32]. Ekspresje
genu ENODA40 obserwuje sie rowniez u mutanta lucerny, ktéry nie tworzy brodawek
[32], atakze w korzeniu zainfekowanym grzybami mikoryzowymi [92]. W ryzu ekspresja
ENOD40 zachodzi jedynie w komérkach parenchymatycznych pedu otaczajacych
protoksylem [41]. Wyniki opublikowane w ostatnim czasie [71] nie potwierdzity
wczesniejszych doniesien, ktore wigzaty funkcje peptydu ENOD40 ze zmiang wraz-
liwosci protoplastow tytoniu na dziatanie auksyny [91].
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Podsumowujgc dotychczasowe wyniki badan nalezy sadzic, iz produkty genu
ENOD40 sgzaangazowane nie tylko w procesie nodulacji, ale uczestnicza réwniez
w procesach réznicowania wigzek naczyniowych w brodawce korzeniowej oraz innych
organach ito niezaleznie od tego, czy roslina wchodzi w symbioze z rizobiami czy tez
nie.

PODSUMOWANIE

Peptydy tworzg najliczniejszg grupe substancji sygnatowych funkcjonujacych w
organizmach zwierzecych. Rodzina tych zwigzkow jest syntetyzowana przez uktad
biosyntezy biatek. Wspdlna z biatkami jest réwniez enzymatyczna obrobka i transport
droga pecherzykowego uktadu sekrecyjnego, a takze mozliwos¢ réznorakich mody-
fikacji potranslacyjnych mogacych zmienia¢ aktywnos¢ biologiczng syntetyzowanych
peptydéw. Wyniki dotychczasowych badan wskazujg, ze réwniez w organizmach
roslinnych peptydy petnig funkcje substancji sygnatowych posredniczacych w prze-
kazywaniu informacji miedzy komérkami lub organami. Niektére z tych zwiazkéw sa
krotkimi peptydami lub oligopeptydami, inne za$ polipeptydami o nieco bardziej
skomplikowanej budowie. Mimo ze wiedza na temat ich struktury pierwszorzedowej,
miejsca syntezy, a w niektdrych przypadkach réwniez wywotywanych efektow
biochemicznych i fizjologicznych jestjuz dos¢ bogata, to nadal sporo watpliwosci rodza
pytania o ich role oraz szczeg6towy mechanizm dziatania.

Funkcja potipeptydow SCR w reakcji rozpoznania pytek-stupek wydaje sie by¢
bezsporna, mimo ze szlak transdukcji sygnatu aktywowany w komodrkach
wyrostkowych przez receptorowa kinaze biatkowg SRK oraz mechanizm efektorowy
odpowiedzialny za akceptacje lub odrzucenie pytku o okreslonym haplotypie sgjeszcze
stabo poznane. Bez odpowiedzi pozostajg rowniez szczegotowe pytania dotyczace roli
polipeptydu CLV3 oraz pytania o funkcjonowanie szlaku sygnatowego aktywowanego
przez kompleks receptorowy CLV1/CLV2. Niewatpliwie polipeptyd CLV3 jest
ligandem przenoszacym informacje miedzy dwoma réznymi kompartmentami
komorkowymi regionu centralnego, ale pytanie o to, jak przekazywana w ten sposéb
informacja wptywa na wtasciwe funkcjonowanie merystemu wierzchotkowego pedu,
pozostaje nadal bez odpowiedzi. Badania zwiazane z funkcjonowaniem merysteméw
wierzchotkowych pedu i korzenia znalazty sie ostatnio w centrum uwagi Kilku zespotow
zajmujacych sie genetyka molekularng roslin. Stwarza to nadzieje, ze w niedtugim
czasie réwniez rola polipeptydu CLV3 zostanie ostatecznie wyjasniona. Prosystemina
i proteolitycznie ,,wycieta” z niej systemina funkcjonuja w reakcjach obronnych przeciw
zranieniom. Badania trwajace juz dziesie¢ lat umozliwity zebranie wielu informacji na
temat wywotywanych przez systemine efektéw biochemicznych oraz zmian w ekspresji
wielu gendw. Zakres obserwowanych zmian jest stosunkowo szeroki i ma Scisty zwigzek
z reakcjami obronnymi indukowanymi przez czynniki stresowe. Dlatego dalsze postepy
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w poznawaniu szczeg6towego mechanizmu dziatania systeminy beda zaleze¢ od
osiggnie¢ w badaniach mechanizméw funkcjonowania kwasu jasmonowego, etylenu
i kwasu abscysynowego, a takze od poznania roli oligosacharydéw inadtlenku wodoru
jako wtérnych przekaznikéw informacji zaangazowanych w funkcjonowanie systeminy.
Rola pozostatych dwoch peptyddw jestjeszcze stabo poznana. Tylko przez analogie
z organizmami zwierzecymi mozemy dzisiaj przypuszczaé, ze fitosulfokina-a i
ENODA40 petnig funkcje roslinnych czynnikéw wzrostowych lub cytokin. Mimo ze
niemal wszystkie publikacje na temat fitosulfokiny-a pochodza tylko zjednej japonskiej
pracowni, postepy w badaniach tego peptydu moga budzi¢ uznanie. Inaczej jest w
przypadku produktéw genu ENOD40. Dotychczasowe wyniki nie dajg pewnosci, czy
region | tego genu rzeczywiscie ulega translacji, dostarczajac aktywnych oligopeptydow.
Nie wiadomo réwniez, czy wysoce konserwowany region Il funkcjonuje jako sekwencja
regulujaca transkrypcje, czy moze koduje aktywny oligopeptyd badz regulatorowy
RNA. W konkluzji mozna zatem stwierdzi¢, ze zgenem ENOD40, kodowanymi przezen
produktami i ich funkcja wigze sie nadal wiele watpliwosci i pytan, na ktére muszg
odpowiedzie¢ przyszte badania.
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UDZIAL KANALOW BLONY ZEWNETRZNEJ
W FIZJOLOGII MITOCHONDRIOW

THE OUTER MEMBRANE CHANNELS
IN MITOCHONDRIA PHYSIOLOGY

Hanna KMITA, Nina ANTOS

Zaktad Bioenergetyki, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii,
Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznanh

Streszczenie: Kanatjonowy stanowi podstawowe rozwigzanie w wymianie czasteczek przez zewnetrzng btong
mitochondrialna. Petni on zasadnicza role w transporcie metabolitéw, jak i imporcie biatek. W artykule
omoéwiono podstawowe wiasciwosci kanatow btony zewnetrznej oraz ich udziat w fizjologii mitochondriéw.
Istnienie szeregu czynnikéw regulujacych stan funkcjonalny kanatéw btony zewnetrznej wskazuje, iz masa
czasteczkowa jest tylko jednym z czynnikéw warunkujacym przejscie czasteczki przez te btone. Co wiecej,
dzieki obecnosci kanatéw o skomplikowanej modulacji, btona zewnetrzna odgrywa istotng role nie tylko w
regulacji metabolicznych i energetycznych funkcji mitochondriéw, ale takze w ich biogenezie oraz w funk-
cjonowaniu catej komorki.

Stowa kluczowe: kanat VDAC, kanat kompleksu TOM, transport biatek i metabolitéw.

Summary: Pathways for molecule transport across the outer mitochondrial membrane are formed by ion
channels. The transported molecules are not only metabolites exchanged between mitochondria and cytosol
but also proteins imported into mitochondria. This review presents basic properties of the outer membrane
channels and their role in mitochondria physiology. The existence of many factors influencing functional
state of the outer membrane channels indicates that transport of a molecule across the outer membrane
depends not only on its mass. Moreover, the functional complexity of the outer membrane channels suggests
a significant role of the membrane not only in metabolic and energetic functions of mitochondria but also in
their biogenesis as well as in cell physiology.

Key words: VDAC channel, the TOM complex channel, protein and metabolite transport.
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WSTEP

Import biatek i transport metabolitow do mitochondridéw to procesy kluczowe dla
prawidtowego funkcjonowania tych organelli. Import biatek wymaga transportu
metabolitow zapewniajacego odpowiednie zasilanie energetyczne, z kolei wiekszo$¢
biatek uczestniczacych w przeksztatceniach energetycznych kodowana jest przez
genom jadrowy, dlatego musza by¢ one importowane do odpowiednich przedziatéw
mitochondriow. Proces importu nie bytby mozliwy bez istnienia wyspecjalizowanych
kompleksow biatkowych, umozliwiajgcych wbudowanie prekursoréw biatek w btony
mitochondriéw lub ich skierowanie do przestrzeni miedzybtonowej i matriks. Kompleksy
te to translokaza btony zewnetrznej, czyli kompleks TOM (translocase ofthe outer
membrane) oraz translokazy btony wewnetrznej, czyli kompleksy TIM (translocase
of the inner membrane) [5, 35, 41, 43, 53, 57, 58, 75]. W przypadku obu typow
kompleksdw podstawowsg role odgrywa kanat umozliwiajacy translokacje biatka przez
btone. Kanat stanowi takze podstawowy mechanizm transportu metabolitéw przez
zewnetrzng btone mitochondrialng. Jest on tworzony przez poryne mitochondrialng
nazywang réwniez kanatem VDAC (voltage-dependent anion-selective channel)
[6, 10, 32, 45]. Natomiast transport metabolitow przez wewnetrzng btone mito-
chondrialng prowadzony jest przez specyficzne nosniki. Nie oznacza to jednak, iz w
btonie wewnetrznej nie wystepujg biatka o aktywnos$ci kanatowej. Chociaz wedtug
zatozen teorii chemiosmotycznej Mitchella wewnetrzna btona mitochondrialng powinna
by¢ szczelna dla jon6w, w btonie tej stwierdzono obecno$¢ réznorodnych kanatéw o
okreslonej selektywnosci jonowej, przewodnosci i wrazliwos$ci na czynniki modulujace
[7, 54]. Poniewaz kanaty te umozliwiajg przemieszczanie sie anionéw (np. CP) lub
kationow (np. K+lub Ca2) w poprzek btony wewnetrznej, kontrola ich aktywnosci ma
kluczowe znaczenie dla metabolizmu mitochondriéw i stanu funkcjonalnego calej
komérki. Dlatego kanatom btony wewnetrznej przypisuje sie obecnie podstawowg
role w mechanizmie molekularnym wielu schorzen, co sprawia, ze poszukiwania
skutecznych Srodkéw terapeutycznych koncentrujg sie w duzym stopniu na czynnikach
modulujgcych aktywnos¢ tych kanatéw. Na przyktad kanat potasowy regulowany przez
ATP uznaje sie za podstawowe narzedzie obrony kardiomiocytéw i neuronéw przed
uszkodzeniami wynikajacymi z niedotlenienia, co czyni go celem dziatania
terapeutycznego w kardiologii i neurologii. Réwnoczesnie nie wyklucza sie mozliwosci
wykorzystania czynnikdw modulujgcych aktywnosc tego kanatu w leczeniu catej gamy
schorzen, od otytosci do przedwczesnego starzenia sie [14, 31, 54, 74].

KANAL VDAC

1. Biogeneza

Kanat VDAC jest dominujagcym ilosciowo biatkiem zewnetrznej btony mito-
chondrialnej [6,10,36]. Biatko to kodowane jest przez genom jagdrowy i kierowane do
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mitochondriéw bez typowej odszczepialnej sekwencji sygnatowej na N-koncu. We
whbudowaniu biatka VDAC w btone zewnetrzng uczestniczy kompleks TOM (zostanie
on omoéwiony w kolejnym rozdziale artykutu), przy czym nadal trwa dyskusja dotyczaca
udziatu jego poszczeg6lnych podjednostek. Istnieje zgodno$é, iz import biatka VDAC
wymaga obecnosci receptora Tom20, jednak proponuje sie rézne wyjasnienia petnionej
przez niego roli; Tom20 samodzielnie zapewnia skuteczne wprowadzenie biatka VDAC
w btone zewnetrzng [69] badZz stanowi tylko miejsce wigzania, a pojawienie sie
funkcjonalnego kanatu VDAC w btonie wymaga udziatu innych podjednostek kompleksu
TOM, kluczowych dla aktywnosci kanatowej tego kompleksu [36, 78].

2. Organizacja molekularna kanatu

Biatko VDAC izolowane z mitochondriéw réznych organizméw wykazuje niewielkie
podobieAstwo sekwencji aminokwasowej. Jednakze podobieristwo cech struktury
pierwszorzedowej, czyli analogiczny uktad aminokwasow o zblizonych wias-
ciwosciach, wskazuje na wsp6lny model struktury przestrzennej [6, 10, 32,45,46,48,
72]. W poznanych dotad sekwencjach biatka VDAC wyr6zni¢ mozna zlokalizowany
na N-koncu odcinek tworzacy strukture amfipatycznej a helisy i nastepujace po nim
12 (lub wiecej) odcinkéw zdolnych do przyjecia struktury (3 Odcinki o strukturze 3
tworzg tacznie strukture beczutki [3 ktérej wnetrze jest hydrofilne, a powierzchnia
zewnetrzna hydrofobowa. Analiza dwuwymiarowych krysztatéw kanatu VDAC, jak i
niemozno$¢ utworzenia kanatu zbudowanego z dwoch czasteczek biatka VDAC
wskazujg, iz w funkcjonalnym kanale biatko VDAC wystepuje w postaci monomeru.
Sciany tego kanatu powstajg przy udziale odcinkéw o strukturze |3, natomiast odcinek
o strukturze a-helisy zmienia swoje potozenie w
zaleznos$ci od stanu funkcjonalnego kanatu
warunkowanego istniejagcym potencjatem. Na
podstawie kom-puterowej analizy mikroskopowych
obrazow kanatu VDAC stwierdzono, ze ma on
posta¢ pustego cylindra o Srednicy wewnetrznej
2,4-3 nm (ryc. 1), co pozostaje w zgodzie z
wynikami badan opartych na pomiarach jego
przepuszczalnosci dla czasteczek o r6znej masie
[10]. Kanat VDAC reprezentuje wiec ciekawy
przypadek tworzenia szerokiej drogi poprzez btone
przez pojedynczy polipeptyd o stosunkowo
niewielkiej masie czas-teczkowej (od 28 do 37 kD)

[10,32].
3. Podstawowe cechy kanatu

Po rekonstytucji w sztuczne btony lipidowe
biatko VDAC izolowane z mitochondriow roznych
organizméw wykazuje niezwyktg konserwa-

RYCINA 1. Obraz krysztatdw kanatu
VDAC uzyskany za pomoca
transmisyjnego mikroskopu
elektronowego. Krysztaty takie
powstaja w wyniku trawienia
zewnetrznej btony mitochondrialnej
fosfolipaza A2 (wg [47]
zmodyfikowany). ’
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tywnos$¢ podstawowych parametrow elektrofizjologicznych, tj. wartosci przewodnictwa,
selektywnosci i zaleznosci od potencjatu [6, 10, 32]. Warto$¢ przewodnictwa
pojedynczego kanalu w stanie otwartym wyznaczana w tych samych warunkach
pomiarowych (po wbhudowaniu w sztuczng btone lipidowa rozdzielajacg dwa przedziaty
wypetnione roztworem 1M KC1) wynosi okoto 4 nS. Trwanie kanatu w stanie otwartym
wymaga niskiego badz zerowego potencjatu. Zwiekszenie przytozonego potencjatu
powoduje zamykanie kanatéw, co prowadzi do jednoczesnego zmniejszenia
przewodnictwa i zmiany selektywnosci z anionowej na kationowg. Kanaty jednak
nigdy nie zamykaja sie catkowicie, natomiast istniejg rozne stany ich zamkniecia
nazywane podstanami zamknietymi. W podstanie zamknietym $rednica kanatu ulega
zmniejszeniu 0 30-40%, co pocigga za sobg zmniejszenie przewodnictwa.

Zmiana stanu otwarcia kanatu pod wptywem czynnika bramkujgcego wynika z
indukowanej tym czynnikiem zmiany konformacyjnej. Cechg charakterystyczng
kanatéw bramkowanych potencjatem jest obecnos$¢ czujnika, czyli rejonu prze-
mieszczajacego sie w polu elektrycznym generowanym przytozonym potencjatem, co
prowadzi do zmiany konformacyjnej. Badania polegajace na modyfikacji chemicznej
aminokwasow, jak i ukierunkowanej mutagenezie doprowadzity do identyfikacji takiego
czujnika w kanale VDAC [10, 72]. W tworzenie czujnika zaangazowany jest
stosunkowo duzy obszar biatka VDAC obejmujgcy odcinek o strukturze a-helisy na
N-koncu ikilka (3-5) odcinkéw o strukturze (3 przy czym wiekszo$¢ aminokwasow,
ktorych modyfikacja zmienia zaleznos¢ od potencjatu, zlokalizowanajest w obrebie 84
pozycji na N-koncu [72]. Aktualny model dziatania czujnika w kanale VDAC zaktada,
iz w stanie otwartym czujnik wysciela wnetrze kanatu, przy czym jego wypadkowy
tadunek dodatni zapewnia selektywno$¢ anionowg. W obecnosci potencjatu czujnik
ulega przemieszczeniu na zewnatrz kanatu w kierunku ujemnego potencjatu, co prowadzi
do przejscia kanatu w jeden z podstanéw zamknietych charakteryzujgcych sie
zredukowang Srednicg kanatu i odwrécong selektywnoS$cigjonowag [45, 72]. Przejscie
kanatu VDAC w podstany zamkniete nastepuje niezaleznie od znaku przytozonego
potencjatu, jest wiec procesem symetrycznym, co wskazuje na istnienie dwoch
niezaleznych mechanizméw zamykania kanatu VDAC. Co wiecej, trwanie kanatu w
stanie zamknietym przy zmianie znaku potencjatu wymaga jego krotkotrwatego
przejscia w stan otwarty [72]. Oznacza to, iz czujnik zmierzajgc w kierunku ujemnego
potencjatu moze przemieszcza¢ sie w obu kierunkach (ryc. 2). Dziatanie czujnika
wydaje sie by¢ cechg specyficzng gatunkowo lub tkankowo, jako ze dla kanatéw
VDAC izolowanych z réznych zrodet uzyskuje sie r6zng warto$¢ potencjatu, przy
ktorej 50% kanatow przechodzi w podstany zamkniete (tzw. VQ [13]. Roznice w
wartosci VOobserwuje sie takze w przypadku izoform kanatu VDAC [17, 79].

4. Znaczenie fizjologiczne

Istnienie w obrebie danego organizmu izoform kanatlu VDAC o réznej charak-
terystyce dziatania wskazuje na mozliwo$¢ zréznicowanej regulacji, jak i funkcji tego
kanatu. l1zoformy kanatu VDAC zidentyfikowano w mitochondriach ssakéw [8, 67,
71, 79], roslin [17] i drozdzy S. cerevisiae [9]. Jednakze w przypadku drozdzy tylko
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RYCINA 2. Model dziatania czujnika potencjatu w kanale VDAC. Czujnik, przedstawiony na rycinie w
postaci obszaru koloru czarnego, przemieszcza si¢ z wnetrza kanatu (stan otwarty) na zewnatrz w
kierunku ujemnego potencjatu (podstany zamkniete) (wg [72] zmodyfikowany).

jedna z dwu izoform wykazuje zdolno$¢ tworzenia kanatu [40] i do tej pory nie udato
sie wyjasnic, jaka role petni w mitochondriach drozdzy izoforma niezdolna do tworzenia
kanatu.

Podstawowsg funkcjg kanatu VDAC jest transport metabolitow poprzez zewnetrzng
btone mitochondrialng, przy czym szczegdlngrole odgrywa tujego stan funkcjonalny.
Stwierdzono, na przykiad, ze skuteczny transport ATP, podobnie jak innych metabolitow
obdarzonych tadunkiem ujemnym (np. cytrynianu, bursztynianu, fosforanu, glu-
taminianu), jest mozliwy tylko wtedy, gdy kanat VDAC znajduje sie w stanie otwartym,
charakteryzujacym sie selektywnos$cia anionowg [20,26,61,65]. Ponad to w transporcie
ATP Kkluczowa role odgrywa oddziatywanie kanatu VDAC z translokazg nukleotydow
adeninowych prowadzace do powstania funkcjonalnego kompleksu definiowanego
jako system transportu nukleotydéw adeninowych [21]. Istotne znaczenie w jego
dziataniu ma prawdopodobnie oddziatywanie kanatu VDAC z kinazami: heksokinazg,
kinazg kreatynows i kinaza glicerolowa [10]. Z drugiej strony oddziatywanie kanatu
VDAC z kinazami odgrywa znaczng role w ich dziataniu, utatwiajgc miedzy innymi
dostep ATP powstajacego w mitochondriach do tych enzyméw, co ma wazne implikacje
fizjologiczne [10]. Stwierdzono, na przykiad, iz oddziatywanie to stanowi kluczowy
element w procesie regulacji wydzielania insuliny przez komorki trzustki [32], a takze
odgrywa prawdopodobnie istotng role w procesie transformacji nowotworowej [71].
Kanat VDAC jest réwniez integralnym skfadnikiem zlokalizowanego w miejscach
kontaktu obu bton mitochondrialnych megakanatu, czyli kanatu o wysokiej
przewodnosci, nazywanego takze kompleksem PTP (permeability transition pore)
[7, 11, 21, 22, 23, 49, 54, 81]. Otwarcie tego kanatu, uruchamiane w warunkach
ekspozycji komérki na czynniki proapoptotyczne lub pronekrotyczne, doprowadzi¢ moze
do destrukcji mitochondriow i $mierci komérki. Obok kanatu VDAC w obrebie
kompleksu PTP (ryc. 3) stwierdza sie obecnos¢ translokazy nukleotydéw adeninowych,
kinazy kreatynowej, heksokinazy, cyklofiliny D oraz zlokalizowanego w btonie
zewnetrznej biatka okreslanego mianem peryferyjnego receptora dla benzodiazepin.
Poniewaz peryferyjny receptor dla benzodiazepin definiowany jest réwniez jako
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kompleks biatek, w ktérym podstawowe znaczenie ma oddziatywanie miedzy kanatem
VDAC itranslokazanukleotydéw adeninowych, przez niektérych autoréw kanat VDAC
jest uznawany za sktadnik peryferyjnego receptora dla benzodiazepin [32]. Istniejg
takze dane wskazujace na to, iz kanat VDAC stanowi miejsce potaczenia mitochondriow
z cytoszkieletem [42].

5. Regulacja dziatania

Modulacja dziatania kanatu VDAC sprowadza sie do zmiany jego wrazliwos$ci na
potencjat. Na podstawie efektu dziatania w uktadach rekonstytuowanych oraz w
przypadku catych mitochondriéw lub bton zewnetrznych, czynniki uczestniczace w
regulacji kanatu VDAC podzieli¢ mozna na zmniejszajace i zwiekszajgce te
podstawowaq dla funkcjonowania kanatu VDAC zalezno$é [32]. Ze wzgledu na
uzyskiwane niekiedy réznice w wynikach dotyczacych wptywu badanych czynnikdw
w sztucznych btonach lipidowych i w nienaruszonych mitochondriach lub btonach
zewnetrznych sugeruje sie, ze ich dziatanie moze zaleze¢ od Srodowiska biatkowego i
lipidowego. Badania dotyczace regulacji dziatania kanatu VDAC sg dodatkowo
utrudnione przez wystepowanie jego izoform.

Do czynnikéw zmniejszajacych wrazliwos¢ na potencjat, tj. zwiekszajacych szanse
otwarcia kanatu VDAC zalicza sie wysokie pH, bezwodnik bursztynianu iwodorotlenki
metali tréjwartosciowych [10, 32] oraz syntetyczne poliaminy (np. spermina i
spermidyna) [28]. Zwiekszenie zaleznosci od potencjatu, tj. zwiekszenie szansy
zamkniecia kanatu VDAC przy nizszych jego warto$ciach wydaje sie by¢ zjawiskiem

RYCINA 3. Hipotetyczna struktura kompleksu PTP (megakanatu mitochondrialnego). Przedstawiony
model zaktada, iz peryferyjny receptor dla benzodiazepin (PBR) jest pojedynczym biatkiem
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bardziej istotnym dla regulacji przepuszczalnosci zewnetrznej btony mitochondrialnej
w warunkach in vivo [79]. W regulacji tej uczestniczy¢ moze potencjat Donnana
powstajacy w poprzek btony zewnetrznej lub potencjat btony wewnetrznej oddziatujacy
na kanat VDAC zlokalizowany w obrebie lub poza miejscami kontaktowymi obu bton
mitochondrialnych [6]. Zwiekszenie zaleznosci od potencjatu obserwuje sie w obecnosci
niskiej sity jonowej [6], zwiekszonego ci$nienia osmotycznego [10], syntetycznych
polianionéw [10,32], glutaminianu [20] i makroczasteczek. Przyktadem tych ostatnich
moga by¢ dekstrany o réznej masie czasteczkowej [10,32], kwas poliasparginianowy
i RNA [10] oraz biatka. Czynnikiem zwiekszajacym wrazliwos¢ kanatu VDAC na
potencjat jest takze NADH w mikromolowym zakresie stezen [10].

Wsrdd biatek regulujagcych dziatanie kanatu VDAC najbardziej znany jest tzw.
biatkowy modulator VDAC, po raz pierwszy wyizolowany z przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriow N. crassa [10]. Biatka tego nie udato sie dotagd wyizolowac¢ w czystej
postaci, jednakze czesciowo oczyszczone frakcje przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriow réznych organizméw (grzyby, rosliny, ssaki) sg zdolne do modulacji
dziatania kanatu VDAC w uktadach rekonstytuowanych lub w catych mitochondriach
[10, 17,32]. Niejest wiec wykluczone, ze biatkowy modulator VDAC stanowi¢ moze
mieszanine biatek zlokalizowanych w przestrzeni miedzybtonowej [17,44]. Dziatanie
biatkowego modulatora VDAC polega na stabilizacji podstanéw zamknietych. Do
czynnikéw regulujacych to dziatanie zalicza sie fosforylacje, wigzanie i uwalnianie
metabolitéw lub jonow, a takze zmiany pH Srodowiska [32]. Biatkowy modulator
VDAC moze wiec stanowi¢ w warunkach in vivo istotny regulator kontrolujacy
przeptyw metabolitéw przez zewnetrzng btone mitochondrialng. Poniewaz w uktadach
rekonstytuowanych modulator VDAC dziata bo obu stronach kanatu VDAC, proponuje
sie takze, ze modulator ten lub biatka o podobnym dziataniu zlokalizowane sg rowniez
w cytoplazmie [10,44].

Do biatek regulujgcych dziatanie kanatu VDAC zalicza sie takze biatka nalezgce
do rodziny BCL-2, ktére wykazujg dziatanie pro- lub antyapoptotyczne. Jednakze
dostepne dane nie pozwalajg na razie najednoznaczne wyjasnienie roli tych biatek w
regulacji kanatu VDAC. Obecnie funkcjonujg dwa modele poSwiecone temu
zagadnieniu. Pierwszy z nich zaktada, ze biatko proapoptotyczne (np. Bax) tworzy z
kanatem VDAC kanat oligomeryczny o wysokiej przewodnosci, natomiast biatko
antyapoptotyczne (np. Bcl-2) zapobiegajego powstaniu poprzez wigzanie z biatkiem
Bax [70]. Drugi model uznaje natomiast biatko antyapoptotyczne za inhibitor kanatu
VDAC, a biatko proapoptotyczne za czynnik odpowiedzialny za utrzymanie kanatu
VDAC w stanie otwartym [76,77]. Ostatnio stwierdzono, ze w regulacji kanatu VDAC
istotng role odgrywa takze aktyna [80] oraz zelzolina, uznawana za wazny inhibitor
apoptozy [37]. Zatem, funkcjonowanie kanatu VDAC zalezy nie tylko od czynnikéw
zewnetrznych, ale takze od jego oddziatywan z licznymi biatkami mitochondrialnymi i
cytoplazmatycznymi, ktére tym sposobem zyskujg istotng role w procesie regulacji
metabolizmu energetycznego komorki.

Zdolnos$¢ kanatu VDAC do zmiany stanu przewodnictwajest niezwykle istotna dla
fizjologii mitochondridéw, a wigctitakze funkcjonowania catej komérki. Jednym z
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podstawowych czynnikéw warunkujacych przezycie komérki jest bowiem odpowiednia
przepuszczalno$¢ zewnetrznej btony mitochondrialnej warunkujagca wymiane
metabolitow miedzy mitochondriami i cytoplazma. Ograniczenie przepuszczalnosci
zewnetrznej btony mitochondrialnej wynikajace z przejscia kanatu VDAC w jeden z
podstandw zamknietych moze okaza¢ sie wiec decydujace dla uruchomienia procesu
apoptozy [77]. Na istotng role kanatu VDAC w indukcji procesu apoptozy wskazuje
réwniez zdolnos¢ biatek rodziny BCL-2 do regulacji stanu otwartego i integralnosci
tego kanatu, z czym wigze sie ich dziatanie pro- lub antyapoptotyczne [21, 23, 77].
Zdolnos¢ kanatu VDAC do przejscia miedzy stanem otwartym ajednym ze stanow
zamknietych uznaje sie takze obecnie za istotny mechanizm umozliwiajgcy przetrwanie
komorki w warunkach stresu fizjologicznego. Na przyktad w warunkach niedoboru
tlenu w komdrkach obserwuje sie zahamowanie wymiany metabolitow miedzy
mitochondriami i cytoplazma [77]. W komdrkach drozdzy S. cerevisiae ograniczenie
przepuszczalnosci kanatu VDAC stanowi jedno z kluczowych wydarzer w procesie
adaptacji do zwiekszonego stezenia glukozy, polegajgcej na zasadniczym ograniczeniu
szybkosci oddychania mitochondrialnego [1]. Podstawowg role w ograniczeniu
przepuszczalnosci kanatu VDAC w tych warunkach odgrywa prawdopodobnie NADH,
powstajacy w wyniku glikolizy.

6. Konsekwencje genetycznego lub fizjologicznego wytgczenia funkcji
kanatu VDAC

Mimo tak kluczowej roli kanatu VDAC w przepuszczalnos$ci btony zewnetrznej,
udato sie skonstruowac trzy r6zne mutanty drozdzy S. cerevisiae pozbawione tego
kanatu i mimo to zdolne do wzrostu przy wykorzystaniu jako zrodta wegla zwigzku
nieutlenianego w procesie glikolizy, co wymaga w petni funkcjonalnych mitochondriéw
[9, 16, 51]. W zwiagzku z tym pojawito sie oczywiscie pytanie, jakie biatko lub biatka
btony zewnetrznej zdolne sg do zastgpienia kanatu VDAC w mitochondriach
mutantéw? Odkryty niedawno w mitochondriach drozdzy izomer kanatu VDAC,
nazywany VDACZ2, nie moze uczestniczy¢ w transporcie metabolitow przez btone
zewnetrzng, poniewaz pozbawiony jest aktywnosci kanatowej. Biatko to jednakze
stanowi skuteczny supresor mutacji kanatu VDAC (obecnie VDAC1), kiedy poddane
zostanie nadekspresji, co wskazuje na czesciowe przejecie funkcji biatka VDAC1
przez biatko VDAC2 w natywnych mitochondriach [9, 40]. Poniewaz w btonie
zewnetrznej mitochondriéw drozdzy zidentyfikowano do tej pory tylko jeszcze jeden
kanat, stanowigcy integralny skfadnik kompleksu TOM (zostanie on przedstawiony w
kolejnym rozdziale artykutu), zaproponowano, iz kanat ten mogtby dziata¢ jako zastepcza
droga transportu metabolitow przez btone zewnetrzng przy braku VDACL1 [34, 40,
46]. Ostatnio udato sie wykazac, ze istotnie w mitochondriach drozdzy pozbawionych
biatka VDACL1 transport NADH przez blone zewnetrzng prowadzony jest przez
kompleks TOM, co jest prawdopodobnie utatwione przez nadekspresje skfadnikow
tego kompleksu [33] (ryc. 4). Co wiecej, istniejg dane wskazujgce na to, ze kompleks
TOM uczestniczy¢ moze w transporcie metabolitow przez btone zewnetrzng takze w
obecnosci kanatu VDAC, w warunkach jego ograniczonej przepuszczalnosci [4].
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NADH

RYCINA 4. Schemat udziatu kanatu kompleksu TOM w transporcie metabolitéw przez btone zewnetrzng
mitochondriéw S. cerevisiae przy braku kanatu VDAC lub w warunkach jego ograniczonej
przepuszczalnosci. A - W mitochondriach szczepu dzikiego transport zewnetrznego NADH moze
zostac czeSciowo przejety przez kanat kompleksu TOM, gdy przepuszczalno$¢ kanatu VDAC (VDAC1)
ulegnie ograniczeniu. B - Przy braku kanatu VDAC (VDACL1) transport zewnetrznego NADH przez
btone zewnetrzng prowadzony jest gtéwnie przez kanat kompleksu TOM. Funkcja izoformy kanatu
VDAC (VDAC2) w transporcie metabolitow nie zostata do tej pory wyjasniona. DH - dehydrogenaza
zewnetrznego NADH

KANAL KOMPLEKSU TOM

1. Budowa kompleksu TOM

W sensie strukturalnym kompleks TOM stanowi potgczenie podjednostek, ktdrych
nazwy tworzy sie poprzez potaczenie skrétu Tom i cyfry stanowigcej przyblizenie
masy czasteczkowej [56], przy czym liczba typéw podjednostek w opisanych dotad
kompleksach izolowanych z réznych Zrodetjest zmienna. Do najlepiej poznanych nalezy
kompleks TOM wyizolowany z mitochondriow Neurospora crassa (6 podjednostek)
[3, 38, 41], drozdzy Saccharomyces cerevisiae (9 podjednostek) [12, 41] i ziemniaka
(7 podjednostek) [29]. Duzo mniej wiadomo na temat budowy kompleksu TOM w
mitochondriach ssakéw, chociaz udato sie zidentyfikowaé biatka stanowigce jego
podjednostki [52,66,73].

Przy identyfikacji skfadnikow kompleksu TOM w nowym materiale stosuje sie
zawsze poréwnanie ze wzorcem, za jaki uznano podjednostki tego kompleksu w
mitochondriach grzybdw (tj. N. crassa i S. cerevisiae). Na rycinie 5 przedstawiono
wiec schemat organizacji kompleksu TOM w mitochondriach S. cerevisiae. Biorgc
pod uwage funkcje poszczegdlinych biatek tworzacych facznie kompleks TOM wyroéznia
sie w nim podjednostki, ktore dziatajajako receptory dla biatek majgcych ulec importowi
oraz podjednostki tworzace kanat translokujacy i uczestniczace wjego regulacji. Kanat
translokujacy kompleksu TOM umozliwia transport importowanych biatek przez btone
zewnetrzng lub ich wbudowanie w te btone. Biatka petnigce funkcje receptoréw dziatajg
w postaci heterodimerédw Tom20-T.om22,i- Tom37-Tom70, rozpoznajacych rézne typy



212 H. KMITA, N. ANTOS

sekwencji sygnatowych biatek kierowanych do mitochondriéw [35, 57,58,68]. Nalezy
jednakze zauwazy¢, iz wystepowanie heterodimeru Tom37-Tom70 ograniczone jest
do mitochondriéw S. cerevisiae, ze wzgledu na charakterystyczng dla tych
mitochondriéw obecno$é biatka Tom37 [41]. W mitochondriach izolowanych z innych
zr6det Tom70 prawdopodobnie dziata samodzielnie [59]. Co wiecej, biatko Tom22
petni takze funkcje regulacyjne [50,78]. Biatko Tom40 dominuje ilosciowo w kompleksie
TOM [3, 12, 38], stanowigc réwnoczesnie sktadnik niezbedny dla utworzenia i
prawidtowego funkcjonowania kanatu translokujacego [2,25,38,39,73]. Natomiast
podjednostki o matej masie czasteczkowej (Tom5, Tom6 i Tom7), majac zdecydowany
wplyw na stabilnos$¢ catego kompleksu, jak i mozliwos¢ przejscia importowanego biatka
od receptoréw do kanatu translokujgcego, petnig istotng role regulacyjna [12, 15, 27,
57, 58]. Lacznie z biatkiem Tom40 i Tom22 uczestniczg one takze w powstaniu miejsca
rozpoznajacego sekwencje sygnatowe od strony przestrzeni miedzybtonowej (tzw.
miejsca trans), co ma podstawowe znaczenie dla translokacji importowanego biatka
do wewnetrznych przedziatéw mitochondriéw [60,62,78].

2. Biogeneza biatkaTom40, podstawowego sktadnika kanatu

Podobniejak inne podjednostki kompleksu TOM, biatko Tom40 kodowane jest przez
genom jadrowy i importowane do mitochondriéw. Dostepne dane dowodza jednak
unikatowego mechanizmu kierowania tego biatka do mitochondriéw, whudowania w
btone zewnetrzng i wiaczenia w funkcjonalny kompleks TOM [61]. Biatko Tom40 nie
zawiera sekwencji sygnatowej na N-koncu i pod tym wzgledem przypomina inne biatka
btony zewnetrznej. Jednakze wbudowanie Tom40 w blone zewnetrzng wymaga jego
czeSciowego pofatdowania, co sugeruje, iz informacja umozliwiajgca skierowanie Tom40
do btony zewnetrznej powstaje po przyjeciu przez to biatko okreslonej struktury
przestrzennej. Wymadg przynajmniej czeSciowego pofatdowania w procesie
wbudowywania biatka w btone stwierdzono takze w przypadku poryn bakteryjnych
[19]. Taki mechanizm wbudowania w btone umozliwia prawdopodobnie powstanie
struktury [3-beczutki, charakterystycznej dla poryn, jak i biatka Tom40, chociaz wystapi¢
moze takze w przypadku biatek o innej strukturze przestrzennej, np. w przypadku
translokazy nukleotydéw adeninowych [18]. Zawarto$¢ struktury @w biatku Tom40
jestjednakze nizsza niz w biatku VDAC [2]. Biatko Tom40 importowane jest w postaci
monomeru, przy czym istotngrole w zapoczatkowaniu jego oddziatywan z kompleksem
TOM odgrywa receptor Tom20, uczestniczacy takze w imporcie innych biatek btony
zewnetrznej, jak i tych, ktore zawierajg sekwencje sygnatowg na N-koncu [61, 63].
Po wbudowaniu w btone biatko Tom40 oddziatuje ze sktadnikami kompleksu TOM, co
z kolei zapewniajego skuteczne wigczenie w istniejgcy kompleks. Istotngrole w tym
procesie odgrywa 20 aminokwaséw zajmujacych pozycje 41-60 (liczac od N-konca).
Aminokwasy te sg niezbedne dla wigczenia biatka Tom40 w kompleks TOM, ale
réwnoczesnie nie mozna ich wykorzystaé jako sygnatu umozliwiajacego wiaczenie
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innych biatek w ten kompleks. Oznacza to, iz aminokwasy te dziatajg skutecznie tylko

w natywnym $rodowisku biatka Tom40. Obecnie funkcjonuja dwa modele dotyczace

wiaczania importowanego biatkaTom40 w kompleks TOM:

(i) kompleks TOM uwalnia nowowprowadzane biatko Tom40 bezposrednio do btony,
gdzie faczy sie ono z innymi czasteczkami biatka Tom40 w niepetnych komplek-
sach TOM;

(if) nowowprowadzane biatko Tom40 jest od razu wigczane w kompleks TOM.
Istniejace dane wskazuja, iz biatko Tom40 osigga koricowag strukture przestrzenng

na wczesnych etapach importu, a wiec wigczenie tego biatka w kompleks TOM nie

wywotuje powazniejszych zmian jego konformaciji.

3. Organizacjamolekularna kanatu

Masa czgsteczkowa biatka Tom40 izolowanego z mitochondriow réznych orga-
nizméw wynosi od 36 do 42 kD. Mimo réznic w sekwencji aminokwasowej, widocznych
szczegOlnie przy porownaniu biatka Tom40 z S. cerevisiae i N.crassa z ich
odpowiednikiem w mitochondriach roslinnych [29], wszystkie poznane dotad biatka
Tom40 wykazujg wspolne cechy struktury pierwszorzedowej, co sugeruje podobienstwo
struktury przestrzennej. Obowigzujacy obecnie model struktury przestrzennej tego
biatka zaktada istnienie czternastu [48, 58] lub tylko oSmiu do dziesieciu [2] trans-
btonowych odcinkéw o strukturze (3 tworzacych #acznie beczutke (3 Jest to wiec
struktura niezwykle podobna do wystepujacej w przypadku kanatu VDAC [55].
W zwigzku z tym pojawia sie pytanie, czy kanat translokujacy kompleksu TOM moze
zostaé utworzony przez pojedyncze biatko Tom40? Dostepne dane wskazuja, iz w
obrebie kompleksu TOM, biatko Tom40 tworzy homooligomer oparty na strukturze
dimeru, ktdry jako catos¢ uczestniczy w translokacji importowanego biatka. Przyjmuje
sie wiec, ze kanat kompleksu TOM tworzony jest przez taki homooligomer [2,12,38,
59]. Poniewaz Tom40 jest zdolny do samodzielnego tworzenia kanatu [2, 25], inne
podjednostki kompleksu TOM petnig zapewne istotngrole wjego modulacji, tym bardziej
iz aktywnos$¢ kanatowa kompleksu TOM nie jest identyczna z charakterystyka kanatu
utworzonego samodzielnie przez biatko Tom40 [2,25,38,39]. Zatem, jakie podjednostki
kompleksu TOM sg niezbedne dla powstania kanatu o natywnych witasciwosciach?

RYCINA 5. Schemat organizacji kompleksu TOM w mitochondriach S. cerevisiae
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Na podstawie analizy komplekséw TOM izolowanych z mitochondriéw S.cerevisiae
i N. crassa, przyjmuje sie, iz sgto; biatko Tom40, transbtonowe odcinki biatka Tom22
i podjednostki o malej masie czgsteczkowej [3, 12, 50, 78}. Podjednostki-te tworzg
tacznie tzw. rdzen kompleksu TOM [3]. Analiza tréjwymiarowych map uzyskanych
za pomocg tomografii elektronowej pozwolita stwierdzi¢, ze ma on postac struktury
dwupierScieniowej, co odpowiada obecnosci dwdch kanatéw o $rednicy ok. 2 nm
(ryc. 6). Pozostaje to w zgodzie z charakterystyka elektrofizjologiczng wskazujaca na
istnienie w obrebie rdzenia kompleksu TOM dwoch kanatdéw o sprzezonej aktywnosci
[50]. Podstawowa role w ich powstaniu odgrywa biatko Tom40, ktére w uktadach
rekonstytuowanych tworzy kanaty o tej samej Srednicy [2, 25], chociaz nie wyklucza
sie istotnej roli strukturalnej biatka Tom22 [3, 12,38, 50]. Struktura dwupierécieniowa
jest charakterystyczna dla rdzenia kompleksu TOM nieuczestniczgcego w translokacji
biatka. Zachodzace podczas translokacji importowanego biatka zmiany w oddziatywaniu
podjednostek, jak i pojawienie sie oddziatywan miedzy rdzeniem kompleksu TOM i
importowanym biatkiem wymuszajg specyficzne zmiany strukturalne. Na przyktad
translokacja biatka w formie czeSciowo pofatdowanej, obserwowana w przypadku
Tom40 [61] lub translokazy nukleotydéw adeninowych [18], prowadzi prawdopodobnie
do powstania struktury jednopierscieniowej [3]. W przypadku catego kompleksu TOM
uzyskano struktury dwu- itréjpierscieniowe, przy czym do tej pory nie jest jasne, czy
trzeci pierscien odpowiada trzeciemu kanatowi. Natomiast Srednica pierscieni, jak i
zawarto$¢ biatka Tom40 sg identyczne z wyznaczonymi dla rdzenia kompleksu TOM
[3,38].

4. Natywna aktywnos$¢ kanatowa kompleksu TOM

Poniewaz elektrofizjologiczng charakterystyka catego kompleksu TOM jest
identyczna z wyznaczong dla rdzenia kompleksu TOM i nieco odmienna od
obserwowanej w przypadku kanatu tworzonego wytacznie przez biatko Tom40,
przyjmuje sie, iz to wtasnie rdzen kompleksu TOM reprezentuje natywng aktywno$¢
kanatowg [2, 3, 25, 38, 39, 50]. Podstawowe parametry elektrofizjologicznej
charakterystyki kanatu to warto$¢ przewodnictwa, selektywnos¢ jonowa i wrazliwos¢
na potencjat lub inne czynniki modulujace. Rdzen kompleksu TOM wykazuje warto$¢
przewodnictwa ok. 2,3 nS (w obecnosci | M KC1) i selektywno$¢ kationowg. W
obecnosci potencjatu kanat translokujacy przechodzi w podstany zamkniete, przy czym
podobnie jak kanat VDAC nigdy nie ulega catkowitemu zamknieciu. Dodatkowo kanat
translokujacy jest modulowany przez peptydy odpowiadajgce mitochondrialnym

RYCINA 6. Obraz rdzenia kompleksu TOM uzyskany za pomocg tomografii komputerowej (wg [3]
zmodyfikowany)
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sekwencjom sygnatowym [39], co pozostaje w zgodzie z udziatem tych sekwencji w
zmianach konformacyjnych oligomeru Tom40 [59]. Mitochondrialne sekwencje
sygnatowe zmniejszaja przeptyw jondw przez kanat translokujgcy w sposéb zalezny
od potencjatu, ktéry moze dziata¢ jako czynnik utatwiajacy lub utrudniajacy ich
oddziatywanie z kompleksem TOM. Aktywno$¢ kanatowa rdzenia kompleksu TOM
zaliczona wiec by¢ moze do kanatdw bramkowanych sekwencja sygnatowa [39].
Powyzsza charakterystykajest identyczna z opisang wcze$niej dla kanatu PSC {peptide
sensitive channel) [24, 30], co pozwala wnioskowac, iz ta niezidentyfikowana dotad
pod wzgledem biatkowym aktywnos¢ kanatowa zwigzana jest z kompleksem TOM
[39]. Réwnoczes$nie nie jest ona identyczna z charakterystyka kanatu utworzonego
wytacznie przez biatko Tom40 [2,25], co wskazuje na istotngrole innych podjednostek
kompleksu TOM w dziataniu kanatu translokujacego biatka.

5. Znaczenie fizjologiczne

Podstawowg funkcjg kanatu kompleksu TOM jest umozliwienie translokacji
importowanego biatka przez zewnetrzng btone mitochondrialng lub jego wbudowanie
w te blone. Oddziatywania, jakie zachodzg miedzy importowanym biatkiem i kanatem
translokujagcym, majg podstawowe znaczenie dla utrzymania tego biatka w stanie
umozliwiajacym translokacje [60, 62] i zapobiegajagjego agregacji [59]. Rdwnocze$nie
asymetryczne powinowactwo gtéwnego sktadnika kanatu translokujacego, tj. biatka
Tom40 wzgledem sekwencji sygnatowych prawdopodobnie zabezpiecza odpowiedni
kierunek przebiegu procesu importu [25]. Kanat kompleksu TOM moze takze
uczestniczy¢ w imporcie metabolitow w warunkach ograniczonej przepuszczalnosci
kanatlu VDAC lub jego braku w mitochondriach [4, 33]. Nie istniejg jednak biatka
zdolne do przejecia funkcji podjednostek kluczowych dla powstania kanatu kompleksu
TOM, jako ze usuniecie biatek Tom40 lub Tom22 uniemozliwia powstanie
funkcjonalnych mitochondriéw [58] lub, jak to stwierdzono w przypadku biatka Tom22,
prowadzi do silnego upos$ledzenia ich funkcji [78].

6. Regulacja aktywnosci kanatowej kompleksu TOM

Podstawowg role w regulacji dziatania kanatu kompleksu TOM odgrywaja
podjednostki wchodzgce w sktad rdzenia kompleksu (Tom22 i podjednostki o matej
masie czasteczkowej) oraz translokowane biatko. Pomimo stwierdzonej w uktadach
rekonstytuowanych zaleznos$ci od potencjatu, nie istniejg zadne dane potwierdzajace
jego istotne znaczenie w warunkach in vivo [39].

Oddziatywanie biatek Tom40 i Tom22 jest niezwykle stabilne, podczas gdy biatka
Tom o matej masie czasteczkowej tgczg sie z rdzeniem kompleksu TOM nieco stabiej
[50]. Obecnos¢ biatka Tom22, a doktadniej jego domeny transhtonowej zabezpiecza
wiec integralno$¢ rdzenia kompleksu TOM [50, 78]. Przy braku tego biatka rdzen
kompleksu TOM rozpada sie na mniejsze subkompleksy zawierajgce dimer biatka
Tom40 i biatka Tom o niskiej masie czasteczkowej. Subkompleksy te nadal wykazujg
aktywnos$¢ kanatowa, przy czym prawdopodobienstwo otwarcia kanatu w sub-
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kompleksie jest duzo wyzsze niz w rdzeniu kompleksu TOM. Stad wniosek, iz Tom22
peni istotng role w mechanizmie bramkowania kanatu kompleksu TOM [78]. Domena
btonowa biatka Tom22 oddziatujgc z biatkiem Tom40 zapewnia prawdopodobnie
odpowiednig strukture przestrzenng oligomerdw tworzonych przez Tom40 [59]. Z kolei
oddziatywanie Tom40 - odcinki transbtonowe Tom22 wymaga obecnosci biatkaTomo,
petnigcego role czynnika stabilizujacego [12]. Biatko Tomé utatwia takze oddziatywania

Tom40 z heterodimerami receptorowymi Tom20-Tom22 i Tom37-Tom70 Natomiast

biatkoTom?7 destabilizuje oddziatywania miedzy Tom40 a heterodimerami receptorowymi

i dodatkowo ostabia oddziatywania miedzy biatkami Tom20 i Tom22 [57, 58]. Brak

biatka Tom7 zwieksza wiec oddziatywania Tom20-Tom22-Tom40, co ma niewielki

wptyw na translokacje importowanych biatek przez btone zewnetrzna, utrudnia jednak
ich uwalnianie do btony w trakcie translokacji [27]. Biatko Tom5, ktérego obecnos¢
stwierdzono na razie tylko w mitochondriach S. cerevisiae, nie wptywa na stabilnos¢
kompleksu TOM, ale oddziatuje bezposrednio z importowanymi biatkami umozliwiajac
ich przeniesienie z miejsca wigzania przez receptory do kanatu translokujacego.

Zablokowanie Tom5 przy pomocy specyficznego przeciwciata nie zapobiega wiec

wigzaniu importowanego biatka przez kompleks TOM, ale powaznie utrudnia jego

translokacje przez btone zewnetrzng [15]. Biatka Tom20 i Tom70, luZzno zwiazane z

rdzeniem kompleksu TOM iw zwigzku z tym fatwo z niego uwalniane [3, 12, 50, 59],

oddziatujg z nim przejsciowo, co ma kluczowe znaczenie dla przeniesienia

importowanego biatka z receptoréw do kanatu translokujacego [12, 59]. Jednakze po

usunieciu Tom20 i Tom70 rdzeri kompleksu TOM jest nadal zdolny do zwigzania i

translokacji importowanego biatka, chociaz procesy te zachodza z nizsza wydajnoscia

[12, 60]. Rdzerh kompleksu TOM zawiera bowiem biatko Tom22 petnigce funkcje

receptora, natomiast Tom20 i Tom70, oddziatujgc z rdzeniem kompleksu TOM dzieki

biatku Tom22 [78], zwiekszajg poziom i specyficznos¢ wigzania importowanych biatek,

co w konsekwencji prowadzi do zwiekszenia szybkosci importu okoto pieciu razy [3,

12).

Jak wspomniano wczesniej, kanat kompleksu TOM zaliczany jest do kanatow
bramkowanych sekwencja sygnatowg. Dostepne dane sugerujg bowiem, iz sekwencja
sygnatowa biatka kierowanego do mitochondriéw jest czynnikiem otwierajagcym kanat
[39, 59]. Z drugiej strony translokacji biatka prowadzonej przez kompleks TOM
towarzyszy szereg zmian strukturalnych w jego obrebie. Chociaz precyzyjne wyjasnienie
molekularnego mechanizmu bramkowania itranslokacji biatka nie jestjeszcze mozliwe,
zaproponowano model wyjasniajacy role homooligomeru Tom40 w tych procesach.
W modelu tym mozna wyréznic¢ trzy podstawowe zmiany konformacyjne:

(i) przy braku importowanego biatka, Tom40 tgczy sie z innym czgsteczkami Tom40 i
biatkiem Tomo oraz pozostaje w kontakcie z receptorami; szczeg6lnie z Tom22,
ktéry moze wptywac na strukture catego oligomeru;

(if) zwigzanie importowanego biatka z receptorami wywotuje ostabienie oddziatywa-
nia Tom40-Tom40 i wzmocnienie oddziatywania Tom40-Tom6, co prawdopodob-
nie umozliwia rozpoczecie translokacji importowanego biatka dzieki otwarciu ka-
natu;
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(iii) zwigzanie importowanego biatka z miejscem trans nie zmienia oddziatywan Tom40-
Tomé, ale prowadzi do dalszego ostabienia oddziatywan Tom40-Tom40 i umozli-
wia powstanie oddziatywan Tom40-importowane biatko, co pozwala najego dal-
szg translokacje [59].

Powyzszy model wskazujgc na wigzanie importowanych biatek z receptorami jako
czynnik, wyzwalajacy zmiany konformacyjne prowadzace do otwarcia kanatu, wyjasnia
jednoczes$nie dlaczego w obecnosci Tom20 i Tom70 import biatka zachodzi z wieksza
szybkoscia.

PODSUMOWANIE

Kanaly btony zewnetrznej nie tylko zapewniajg wymiane metabolitow miedzy
mitochondriami aresztg komarki i wprowadzenie nowych biatek do mitochondridw,
ale takze zapobiegajg niespecyficznemu ,,przeciekowi” tych czasteczek. Warunkowana
ich obecnoscig przepuszczalno$¢ btony zewnetrznej odgrywa wiec istotng role w
regulacji stanu funkcjonalnego mitochondridw, ktdry z kolei ma podstawowe znaczenie
dla mozliwosci przezycia komérki. Mozna wiec zatozy¢, iz kanaty btony zewnetrznej
facznie z kanatami btony wewnetrznej decydujg w znacznym stopniu o ,,by¢ albo nie
by¢” komorki. Poznanie regulacji aktywnosci kanatéw btony zewnetrznej oraz ich
wspotdziatania w mitochondriach réznych tkanek ssakow moze przyczyni¢ sie do
opisania molekularnego mechanizmu wielu schorzen, jak i uzyskania skutecznych
Srodkéw terapeutycznych.
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GENETIC REGULATION OF COPPER TRANSPORT AND
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Streszczenie'. Wyniki wieloletnich badan potwierdzity niezbedno$¢ obecnosci miedzi dla prawidtowego
wzrostu i metabolizmu komoérek wszystkich zywych organizméw. Zaréwno niedob6r, jak i nadmiar
tego pierwiastka jest szkodliwy dla roslin i zwierzat. Z tego powodu organizmy wyksztatcity precyzyj-
ny i podlegajacy kontroli genetycznej mechanizm regulujacy stezenie miedzi wewngatrz komoérki. Ob-
serwacje organizméw modelowych, takich jak: bakterie, drozdze czy mutantéw zwierzat wyzszych
oraz ludzi z genetycznym defektem w metabolizmie miedzi, doprowadzity do odkrycia dwéch grup
biatek bioracych udziat w transporcie tego pierwiastka. Jedna stanowig ATPazy niezbedne do utrzy-
mania statego stezenia kationéw miedziowych w komoérkach organizméw pro- i eukariotycznych. Dru-
ga, nowo odkryta grupg biatek biorgcych udziat w transporcie miedzi w obrebie komoérki sg tak zwane
metalochaperony. Wigza one kationy miedziowe pobrane przez komérke i dostarczajg do odpowied-
nich organelli.

Stowa kluczowe: metabolizm miedzi, ATPazy typu P, transport kationdw miedziowych.

Summary: The results obtained for many decades indicate that copper is an essential element for
normal growth and metabolism of all living organisms. Both deficiency and excess of this element are
harmful for plants and animals. That is why living organisms have developed a precise and genetical-
ly-controlled mechanism which regulates the concentration of this element in the cells. When the
model organisms (bacteria, yeast) and mutants of higher animals, as well as human patients with

*Obecna pracajest finansowana z DS Zaktadu Genetyki i Ewolucjonizmu (DS/1Z/Genety-
ka/2000)
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genetic defect in copper metabolism were analysed, two groups of protein involved in copper transport
and metabolism were found. Those proteins are: 1) two types of P-type ATPases necessery for main-
taining cellular copper homeostasis in pro- and eucariotes. 2) metallochaperones, which bound the metal
molecules and deliver to cellular organellas when the copper is incorporated into structure of the
copper-dependent enzymes or nonenzymatic proteins.

Key words: copper metabolism, P-type ATPases, copper cations transport.

WSTEP

Wiadomo, ze jony metali sg niezbedne dla prawidtowego metabolizmu i wzrostu
kazdej komérki, przyktadem takiego metalu jest miedZ. Juz 2000 lat temu ludzie znali
jej wptyw na zywe organizmy, a szczeg6lnie jej toksyczne dziatanie i wykorzystywali
zwigzki miedzi jako sk¥adniki lekow lub trucizn [46]. Dopiero jednak prace prowadzone
na zwierzetach laboratoryjnych w petni udokumentowaty niezbednos¢ tego pierwiastka
dla prawidtowego przebiegu proceséw metabolicznych .

Miedz jest metalem nalezagcym do grupy pierwszej pobocznej uktadu okresowego
i dzieki swoim zdolnosciom oksydo-redukcyjnym petni role kofaktora w wielu reakcjach
enzymatycznych zachodzacych w komoérkach zywych organizméw. Obecnie znanych
jest okoto 30 r6znych biatek enzymatycznych i nieenzymatycznych zawierajacych w
swoim skfadzie atomy miedzi [8,45]. Do najwazniejszych enzymdw zawierajgcych w
swoim skfadzie atomy miedzi nalezg oksydaza cytochromowa i dysmutaza ponad-
tlenkowa, hydroksylaza (3-dopaminy, tyrozynaza czy oksydaza lizylowa. Nie tylko
catkowity brak, ale takze obnizenie aktywnosci wymienionych wyzej enzymdw, na
skutek niedoboru miedzi prowadzi do znacznych zmian patologicznych (co zostato
uprzednio oméwione w artykule przeglagdowym [29]). Metabolizm, a szczegélnie
transport miedzi pozostawat problemem niewyjasnionym az do ostatnich lat naszej
dekady. W 1993 roku trzy niezalezne laboratoria na Swiecie odkryty u cztowieka gen
ATPT7A kodujacy biatko biorgce udziat w aktywnym transporcie miedzi przez btony
komérkowe [6,36,55], zas pod koniec lat dziewiecdziesigtych odkryto biatka zwigzane
z transportem tego pierwiastka [41].

U ssakéw kationy miedziowe pochodzgce z pokarmu transportowane sg aktywnie
poprzez $ciane jelita cienkiego do krwioobiegu. Kluczowag role w utrzymaniu
homeostazy tego pierwiastka w organizmie odgrywa watroba. Do niej wraz z krwig
miedZ jest transportowana w pierwszej kolejnosci w potgczeniu z albuminami, a
nastepnie przytgczana do syntetyzowanych tam biatek, np. ceruloplazminy czy
metalotioneiny [1, 11]. W osoczu miedz zwigzana jest gtdwnie z ceruloplazming -
glikoproteing, w ktérej na kazda czasteczke biatka przypada 6 atomow miedzi [18].
Pozostata cze$¢ miedzi w osoczu krwi zwigzana jest z albuminami oraz wystepuje w
kompleksie miedz-histydyna [8, 10, 37]. W takiej postaci miedZ transportowana jest
przez krew do innych tkanek. MiedZ usuwana jest z organizmu poprzez nerki oraz
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poprzez przewo6d pokarmowy z zétcia. Tylko niewielki procent tego pierwiastka
wydalany jest z organizmu z moczem, pozostata cze$¢ wydzielana jest z zocia, ktora
to droga w tym przypadku jest gtdwnym szlakiem wydalniczym miedzi [7,11].

Tematem obecnego artykutu jest transport oraz utrzymanie statego stezenia miedzi
w obrebie organizmu, jak réwniez na poziomie komérki. Jak wspomniano wczesniej,
pierwiastek ten jest niezbedny do prawidtowego rozwoju wszystkich zywych orga-
nizmoéw, jednak nadmiar miedzi jest toksyczny, dlatego tez organizmy jedno- i
wielokomorkowe wyksztatcity precyzyjny mechanizm pozwalajacy na zachowanie
homeostazy tego pierwiastka. Pobieranie miedzi przez komorke, jak réwniez usuwanie
jej nadmiaru podlega Scistej kontroli genetycznej.

TRANSPORT MIEDZI NA POZIOMIE KOMORKOWYM
W SWIETLE BADAN PROWADZONYCH
NA ORGANIZMACH MODELOWYCH

Jak transportowana jest miedZz w obrebie komarki, a szczegélnie w jaki sposéb
wchodzi do komorki oraz wjaki sposéb komaérka reguluje stezenie tego pierwiastka -
byly to pytania, ktore az do potowy lat dziewiecdziesigtych pozostawaty bez odpowiedzi.
Pierwsze badania prowadzace do rozwigzania tego problemu przeprowadzono na
organizmach prokariotycznych. Obiektem analizy byta bakteria Enterococcus hirae,
u ktdrej opisano geny i kodowane przez nie biatka odpowiedzialne za ten proces [40,
43, 49]. Zidentyfikowano 4 geny: copY, copZ, copA icopB pozostajace w uktadzie
operonu i poprzedzone obejmujaca 530 par zasad sekwencjg promotorowg(P), kodujace
kolejno biatka CopY, CopZ, CopA i CopB, biorgce udziat w transporcie i regulacji
stezenia kationéw miedziowych w komorce (ryc. 1 a-c). Biatko Cop Y (145
aminokwasow) i niskoczateczkowe biatko Cop Z (69 aminokwasow) petnig funkcje
regulatorowe. CopY peini funkcje represora, natomiast Cop Z induktora ijest biatkiem
spetniajgcym w komérkach bakterii funkcje podobng do metalotioneiny u ssakéw, czyli
wigze nadmiarjondw miedzi. CopA i CopB sato ATPazy typu P wbudowane w btone
komdrkowa i tworzace kanat dla aktywnego transportu kationéw miedziowych. CopA
jest biatkiem przenoszacym kationy miedziowe do wnetrza komorki bakteryjnej,
natomiast CopB uczestniczy w usuwaniu nadmiaru miedzi z komorki [12,43]. Ekspresja
genéw wchodzacych w skiad operonu-cop jest regulowana przez zmiany stezenia
jonow miedzi w komdrce bakteryjnej (ryc. 1a-c). Gdy stezenie jonéw miedzi w
komorce jest niskie, biatka Cop Y i Cop Z nie wigzg kationdw miedziowych, natomiast
zachodzi interakcja pomiedzy tymi biatkami, co zapobiega potgczeniu biatka CopY z
promotorem (ryc. la). Zachodzi wiec produkcja biatek kodowanych przez geny
operonu-cop. W momencie gdy wzrasta stezenie jonéw miedzi w komorce i osigga
ono poziom fizjologiczny, biatko CopY faczy sie z promotorem hamujac synteze
wymienionych biatek (ryc. Ib). Gdy stezenie miedzi w komoérce osigga poziom
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RYCINA 1 Regulacja transportu miedzi w komdrkach prokariotycznych: a - niskie stezenie jonow
miedzi w komorce bakteryjnej, b - stezenie jonéw miedzi w komérce osigga stan fizjologiczny, ¢ -
wysokie stezenie jonéw Cu w komoérce
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toksyczny, biatka Cop Y i Cop Z wigzg nadmiar kationdw miedziowych. Nadmiar
jondw miedzi jest tez usuwany z komérki przy udziale ATPazy Cop B (ryc. Ic) [12].

Dla Eucaryota organizmem modelowym w badaniach nad transportem miedzi byty
drozdze (Saccharomyces cerevisiae), u ktérych po raz pierwszy doktadnie opisano
mechanizm tego procesu oraz zidentyfikowano dodatkowe biatka biorgce w nim udziat.
Porownujac stezenie wolnych jonéw miedzi (czyli jonéw niezwigzanych z zadnymi
tigandami) z ich catkowitym stezeniem w komérkach drozdzy, uczeni doszli do wniosku,
ze stezenie wolnych jonéw wynoszace 10~BM lokuje mniej niz jeden atom miedzi w
pojedynczej komorce, co wskazywato, ze pierwiastek ten w komorce caty czas pozostaje
zwigzany z jakimi$ zwigzkami [41]. Fakt ten byt podstawg do poszukiwania i
identyfikacji biatek wiazacych kationy miedziowe w trakcie ich pobierania i transportu
w obrebie komérki. Biatka takie odkryto tylko u organizméw eukariotycznych (ryc. 2,
3). Aby miedZ mogta by¢ pobrana przez komérki drozdzy, musi zosta¢ zredukowana
(Cu (Il) do Cu (I)) przez reduktazy Fre Ip i Fre 2p zlokalizowane na powierzchni
komérki [16] (ryc. 2), ktore kodowane sa przez geny FRE1-FRE7. Transkrypcja pieciu
sposréd wspomnianych wyzej genow FRE2-FREG6 regulowana jest przez zalezny od
zelaza czynnik A ftl, natomiast dwoch pozostatych FREI i FRE7 przez zalezny od Cu
czynnik Mac 1[33,43]. Zredukowana miedz jest pobierana przez komérke, co zachodzi
przy udziale biatek Ctrl i Ctr3 kodowanych odpowiednio przez geny CTR1 i CTR3
[24, 42, 43]. Obydwa z omawianych biatek wykazujg wysokie powinowactwo do
jondéw miedzi. Biatko Ctrl sktada sie z 401 aminokwasow itworzy oligomer wbudowany
w btone komérkowa. W budowie tego biatka mozna wyréznié trzy domeny transbtonowe
z powtarzajgcym sie motywem sekwencji aminokwaséw Met- X - Met (X - dowolny
aminokwas) charakterystycznym dla sekwencji wigzacych jony metali. Biatko to bierze
udziat nie tylko w procesie pobierania kationdw miedziowych, lecz rowniez chroni
komorke przed toksycznym dziataniem nadmiaru jonéw miedzi. W momencie, gdy
stezenie jono6w miedzi osigga poziom toksyczny, nastepuje rozpad biatka Ctrl w btonie
komorkowej, co zapobiega dalszemu wzrostowi stezenia kationéw miedziowych
wewnatrz komorki. Biatko Ctr3 sklada sie z 241 aminokwas6w i w swojej budowie
ma przypuszczalnie trzy transbtonowe domeny bogate w cysteine i odpowiadajace za
przytaczanie kationow miedziowych. U drozdzy biatka Ctrl i Ctr3 uczestniczg w
pobieraniu kationéw miedziowych przez komérke jako dwa niezalezne uktady
transportujace, co utatwia wzrost tych komérek nawet na podtozach ubogich w
zawarto$¢ miedzi [43, 44]. Po wejsciu do komdrki kationy miedziowe zostajg
przytaczone do nastepnej kategorii biatek okreslanych jako biatka opiekuncze -
metalochaperony (Atxl, Cox 17, CCS), w potagczeniu z ktérymi sg transportowane do
miejsc syntezy enzymow badz wigczane do szlaku metabolicznego innych biatek (ryc.
2). Termin metalochaperony jest stosunkowo nowym okre$leniem przyjetym dla tej
grupy biatek, bowiem az do 1997 roku nie byta znana budowa czasteczek petnigcych
takg funkcje w komorce. Dotychczas w komoérkach organizméw eukariotycznych
biatka okreslane tym terminem zostaty opisane tylko dla miedzi, trwajgjednak prace
nad ustaleniem podobnej grupy zwigzkow biorgcych udziat w komoérkowym transporcie
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RYCINA 2. Schemat transportu jonéw miedzi w komoérce drozdzy

innych metali, np. zelaza czy niklu [41]. Przedstawione na rycinie 2 trzy rozne szlaki
wewngtrzkomaorkowego transportujonéw Cu u drozdzy obrazujg kolejno;

1 W potaczeniu z biatkiem Atxl kationy miedziowe transportowane sg do cystern
aparatu Golgiego, skad poprzez biatko Ccc2, ktdre jest ATPaza typu P [32, 43],
moga by¢ wiaczane do szlaku metabolicznego innych biatek, np. takich, ktére
uczestniczg w transporcie zelaza [9, 43]. W czasteczce biatka Atxl stwierdzono
sekwencje Met-X-Cys-X-X-Cys. Dzieki obecnosci tej sekwencji mozliwy jest
transport kationéw metalu. Czasteczka biatka Atxl przytaczajeden kation miedzi
(Cu ) poprzez wigzanie koordynacyjne do dwoch reszt cysteinowych. Struktura
czwartorzedowa tego biatka umozliwia ochrone atomu metalu przed utleniaczami
lub zwigzaniem przez ,konkurencyjne” zwigzki, takie jak glutation. Na skutek
oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy dodatnio natadowanymi resztami biat-
ka Atx 1a ujemnie natadowanymi aminokwasami docelowego biatka Ccc2 naste-
puje ,,przekazanie” kationdow miedziowych przez rozpad wigzan koordynacyjnych
wigzacych miedzZ z biatkiem Atx 1iutworzenie takich wigzan pomiedzy kationami
metalu a grupami tiolowymi pochodzgcymi z reszt cysteinowych biatka Ccc2. W
procesie tym biatko Atxl petni funkcje enzymu obnizajacego energie aktywacji
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dlajondw miedziowych w trakcie wigzania metalu przez biatko Ccc2 [17,41].

2. Z biatkiem Cox 17 jony Cu wedrujg do mitochondriéw, gdzie wbhudowywane sg w
czasteczki oksydazy cytochromowej [16, 41, 43]. W komorkach drozdzy biatko
Coxl 7 zlokalizowano w cytoplazmie oraz w przestrzeni miedzybtonowej w mito-
chondriach [23, 42]. Czasteczka tego biatka, zbudowana z 69 aminokwasow, za-
wiera 6 reszt cysternowych, zgrupowanych w motywach Cys-Cys-X-Cys [16], do
ktérych przytaczane sg kationy miedziowe. Jedna czasteczka biatka CoxI7 trans-
portuje dwajony metalu [43]. Dla wbudowania w czgsteczke oksydazy cytochro-
mowej kationdw miedziowych, dostarczonych przez biatko Cox17, koniecznajest
obecno$¢ dwaéch innych biatek; Scol i Sco2. Biatka te tkwig w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej i prawdopodobnie posrednicza w przekazaniu jonéw me-
talu do czasteczki enzymu [41].

3. Gdyjony Cu potacza sie z biatkiem CCS, dostarczane sg do cytoplazmy w migjsce,
gdzie zachodzi synteza enzymu dysmutazy ponadtlenkowej. Biatko CCS ma naj-
wiekszg (249 aminokwasOw) i najbardziej ztozong czasteczke sposrod pozna-
nych dotychczas metalochaperondw, sktada sie bowiem ona z trzech domen [41,
43, 48]. Domena N-koricowa wykazuje wysokg homologie do biatka AtxI i po-
dobnie jak wspomniane biatko zawiera sekwencje aminokwasow Met-X-Cys-X-
X-Cys wigzaca kationy miedziowe. Jednak okazato sie, ze obecnos¢ tej domeny
nie jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania biatka CCS, gdyz czasteczki
pozbawione jej zachowywaty zdolno$¢ do transportu kationéw miedziowych [41].
Przypuszcza sig, ze gtéwna rola tej domeny jest zwiekszenie zdolnosci do trans-
portu jon6w miedzi przez biatko CCS w sytuacji niedoboru tego pierwiastka w
srodowisku. Centralna domena bhiatka CCS ma wysoki stopief podobienstwa do
biatka docelowego, czyli dysmutazy ponadtlenkowej. W czasie ,,przekazywania”
jondw miedzi do czasteczki apoenzymu w momencie, gdy dochodzi do formowa-
nia heterodimeru pomiedzy biatkami CCS a dysmutazg ponadtlenkows, ta wia-
$nie domena wchodzi w interakcje z czasteczka enzymu. Najmniejsza C-koricowa
domena, dzieki sekwencji aminokwasow Cys-X-Cys, przytacza kationy miedzio-
we i wspélnie z domeng N-kofAcowa uczestniczy we wiaczaniu jonéw miedzio-
wych do miejsca aktywnego dysmutazy ponadtlenkowe;j.

Wymienione wyzej biatka biorace udziat w transporcie Cu sg dobrze scha-

rakteryzowane i odgrywajg wazng role w metabolizmie miedzi u drozdzy [43].

Podobne mechanizmy transportu miedzi znaleziono réwniez u ssakéw (ryc. 3). U
cztowieka zidentyfikowano lezagce w 9 autosomie geny hCTRI i hCTR2 bedace

odpowiednikami genéw CTR1 i CTR3 opisanych wczes$niej u drozdzy [43, 59].

Ekspresje genu hCTRI wykryto we wszystkich tkankach u cztowieka, ze szczeg6lnym

nasileniem w watrobie, trzustce, sercu i nerkach [28]. Koduje on biatko hCtrl biorgce

udziat w pobieraniu przez komérki kationdw miedziowych. Okazato sig, ze biatko to
petni szczegolnie istotng funkcje w pierwszym etapie wchianiania miedzi w przewodzie
pokarmowym, ktory stanowi przejscie Cu z pokarmu do komorek nabtonkowych jelita

(ang. mucosal cells). Obecnie u myszy odkryto i opisano gen mCtrl zlokalizowany w
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4. autosomie petnigcy takg samg funkcje w transporcie miedzi jak ludzki gen hCTRI
[25]. Ekspresje genu mCtrl wykryto juz u 7-dniowych zarodkéw mysich ze
szczegblnym natezeniem ekspresji tego genu w watrobie i nerce tych zwierzat [28].
Gen hCTR2 najwyzszg ekspresje przejawiat w komorkach tozyska. Prawdopodobnie
bierze on udziat w transporcie kationéw miedziowych pomiedzy organizmem matki a
ptodem [43]. Podobniejak u drozdzy, u cztowieka, opisano réwniez biatka chaperonowe
biorgce udziat w transporcie miedzi w obrebie komérki (ryc. 3). Powejsciu do komérki
w zaleznosci od miejsca docelowego transportu kationy miedziowe tacza sie ze
specyficznymi biatkami.

Do miejsca syntezy dysmutazy ponadtlenkowej w komérkach ludzkich miedz
transportowana jest w potgczeniu z biatkiem hCCS [3, 43], do mitochondriow w
potaczeniu z biatkiem hCox 17, za$ do aparatu Golgiego przez biatko Hah 1[18,21,25,
42].

W strukturach Golgiego u ssakéw miedz dostarczona przez biatko Hah 1przytaczana
jest do nastepnego biatka Cu-zaleznej ATPazy. W ten sposéb moze by¢ wprowadzona
do szlaku metabolicznego innych biatek badz przy nadmiarze tego pierwiastka usunieta
z komarki. Przy wysokim stezeniujonéw miedzi w komorce ATPaza wigzaca kationy
miedziowe z aparatu Golgiego, transportowana w formie pecherzykéw wigczanajest
w btone komorkowsg, co umozliwia kationom Cu opuszczenie komoérki w drodze
transportu aktywnego [19,20,43]. W przypadku gdy nastepuje zaburzenie aktywnosci
tego enzymu w komérce, dochodzi do gromadzenia jonéw miedzi az do osiggniecia
stezenia toksycznego. Takie zaburzenie homeostazy prowadzi do stanéw chorobowych
organizmu (choroba Menkesa u cztowieka, mutacje mottled u myszy). Defekt
w wymienionych schorzeniach polega na akumulacji miedzi w komérkach nabton-
kowychjelita.

GENATP7A ORAZJEGO PRODUKT BIALKOWY ATPaza
TRANSPORTUJACA KATIONY MIEDZIOWE

Jedng z przyczyn niedoboru miedzi w organizmie cztowieka i zwierzat jest
uposledzenie transportu tego pierwiastka spowodowane defektem genetycznym w
budowie biatka ATPazy typu P. Biatko to bedace produktem genu Atp7a, zlo-
kalizowanego w chromosomie X, bierze udziat w aktywnym transporcie kationow
miedziowych przez btony komérkowe [14]. U cztowieka gen ten zlokalizowany jest w
chromosomie X w pozycji Xq 13. [55]. Odpowiednikiem genu477V4 u ludzijest opisany
w 1994 roku u myszy gen oznaczony jako Atp7a zlokalizowany réwniez w chromosomie
X w locus mottled [2, 31]. Okazato sig, ze miedzy mysim genem Atp7a a ludzkim
genem ATPT7A istnieje 87% zgodnos$ci na poziomie sekwencji kodujacych oraz na
poziomie sekwencji aminokwaséw w biatkowym produkcie tych genéw [4]. Obecnie
znanajestjuz sekwencja genu kodujgcego ATPaze przenoszgcg kationy miedziowe u
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RYCINA 3. Schemat transportu jonéw miedzi w komérkach ssakéw na przyktadzie komérki ludzkiej

cztowieka i trzech gatunkow ssakéw laboratoryjnych: myszy, chomika i szczura [47],
a takze u Caenorhabditis elegans (CUA-1), drozdzy (oznaczony jako CCC2) i
niektorych bakterii np. Enterococcus hirae (copA, copB) [12, 58], Listeria mono-
cytogenes (ctpA) [13].

U myszy wielko$¢ genu Atp7a wynosi 120 kbp, skfada sie on z 23 egzonow,
ktérych wielko$¢ waha sie od 64 bp (egzon 1) do 726 bp (egzon 4). Sekwencje
kodujace tego genu poprzedzielane sg 22 intronami o zroznicowanej wielkosci od 209
bp (intron 13) do 40 kbp (intron pierwszy) [4]. W tabeli 1zilustrowano budowe genu
Atp7a u myszy.

Bardzo podobng budowe ma wystepujacy u ludzi gen ATP7A, w ktérym posz-
czegblnym egzonom zostaly juz przypisane podjednostki funkcjonalne kodowanego
biatka [53,54]. Stwierdzono tutaj rowniez 23 egzony, ktérych wielko$¢ waha sie od 77
do 4120 par zasad, kodon startowy ATG znajduje sie w drugim egzonie. Kodon stop
TAA znajduje sie w egzonie 23. W egzonie tym transkrypcji ulegajatylko 274 zasady,
natomiast odcinek okoto 3800 par zasad nie ulega transktypcji [15].

Ekspresja genu Atp7a zachodzi juz u 7-dniowych zarodkéw mysich w komdrkach
pnia {stem cells) [5]. W pdzniejszym okresie, u badanych zwierzat, transkrypt genu
Atp7a, o rozmiarach 8,5 kbp, wykryto we wszystkich organach, z wyjatkiem watroby
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TABELA 1 Wielko$¢ egzon6w i intronéw w genie Atp7a. (wg [4], zmodyfikowane).

Nregzonu Wielkos¢ posveia  wielkosé NF Wielkosé Pozycja  Wielkost
lub intronu egzonu . egzonu .
(bp) egzonu w intronu b egzonu  egzonu w intronu
cDNA (kb) intronu  (bp) cDNA (kb)
1 64 64 >40 13 155 2682-2836 0,209
2 138 65-202 20 14 135 2837-2971 >5
3 490 203-692 0,5 15 195 2971-3166 1,6
4 726 693-1418 >5 16 183  3167-3349 3,0
5 180 1419-1598 3,8 17 217 3150-3566 4,0
6 164 1599-1762 2,7 18 147 3567-3713 2,9
7 162 1763-1924 1,4 19 143  3714-3856 1,8
8 7 1925-2001 0,5 20 204 38577~*060 1,0
9 226 2002-2227 1,0 21 118 40614178 1,6
10 234 2228-2461 13 22 103 4179-4281 0,9
1 92 2462-2553 13 23 267+3" ok. 3,5
UTR kpb
12 128 2554-2681 0,348

[35,38]. Produktem tego genu u myszy jest transhtonowe biatko, bedace pojedynczym
polipeptydem sktadajgcym sie z 1491 aminokwasow (1500 aminokwaséw u cztowieka)
[53], nalezace do rodziny ATPaz typu P (ryc. 4) podobnie jak ATPaza wapniowa czy
ATPaza sodowo-potasowa. Fizjologiczna rola ATPaz tej klasy polega na utrzymaniu
réwnowagi jonowej w cytoplazmie komorki. W czasie przeprowadzanej reakcji,
enzymy te wykorzystujg energie powstajacg w wyniku hydrolizy ATP. Rézne ATPazy
typu P pochodzace z r6znych organizmow i transportujace rozne kationy zbudowane
sg wedtug tej samej zasady strukturalnej. Sg to biatka transbtonowe wystepujgce w
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btonach plazmatycznych, endoplazmatycznym retikulum, btonach aparatu Golgiego
oraz prawdopodobnie réwniez w btonach otoczki jadrowej. Ich tancuch amino-
kwasowy 8-krotnie przechodzi przez btone tworzac 4-hydrofilowe domeny oddzielone
od siebie odcinkami transbtonowymi (ryc. 4). ATPazy typu P w budowie taicucha
peptydowego maja wysoce konserwatywne i charakterystyczne dla tej grupy zwigzkow
odcinki biorgce prawdopodobnie bezposredni udziat w procesie katalitycznym [30].
Nalezg tutaj domena wigzaca ATP, domena zawierajgca kwas asparaginowy, domena
translokacyjna i przekaznikowa.W trakcie cyklu katalitycznego dochodzi do wy-
tworzenia kowalencyjnego wigzania miedzy reszta kwasu asparaginowego centrum
aktywnego enzymu a resztg fosforanowg uwolniong podczas hydrolizy ATP. Ufos-
forylowany enzym transportuje jony, po czym reszta fosforanowa zostaje uwolniona
do Srodowiska komorki. Ulegajacy fosforylacji w trakcie reakcji kwas asparaginowy
wchodzi w sktad konserwatywnej sekwencji Asp-Lys-Tyr-Gly-Tyr, ktdra jest
charakterystyczna dla wszystkich ATPaz typu P [50]. Podniesienie na wyzszy poziom
energetyczny biatka enzymatycznego przekazywane jest poprzez domeny prze-
kaznikowe do domen wigzacych kationy Cu. W wyniku tej reakcji kationy miedziowe
w drodze aktywnego transportu poprzez domene translokacyjng wydalane sg z komorki.
ATPaza transportujaca kationy miedziowe zaliczanajest do wydzielonej z klasy ATPaz
typu P, podklasy ATPaz transportujagcych metale ciezkie typu Cys-Pro-X, gdzie w
domenie translokacyjnej konserwatywne reszty proliny otoczone sg przez cysteine.
Ten charakterystyczny element budowy odgrywa wazng role w transporcie jonow
tworzac prawdopodobnie kanat dla przechodzacych jonow metalu (patrz ryc. 4, domena
translokacyjna, zaznaczono kanat dla transportu jonéw z charakterystyczng sekwencja
aminokwaséw Cys-Pro-Cys) [12]. Innym elementem budowy charak-terystycznym
dla tej grupy biatek jest wystepowanie w hydrofilowej czesci N-konicowej jednej lub
kilku domen wigzacych jony metalu z motywem Gly-Met-Tre-Cys-X-X-Cys. W
przypadku mysiego i ludzkiego biatka ATPazy, transportujgcego kationy miedziowe,
stwierdzono szes¢ takich domen (ryc. 4) [14,52]. U organizméw nizszych liczba tych
domenjest mniejsza, u bakterii Enterococcus hirae znaleziono tylko jedng takg domene,
u drozdzy Saccharomyces cerevisiae dwie, a u nicienia Caenorhabditis elegans
trzy takie domeny. Jest to dowdd na to, ze ewolucja tego biatka szta w kierunku
zwiekszenia liczby domen wiazgcych kationy metalu [19]. Domeny wigzace kationy
metalu potagczone sa z domeng przekaznikowa poprzez region tagcznikowy oraz dwie
domeny transbtonowe. Koniec C omawianego biatka zawiera tylko dwie transbtonowe
helisy nie za$ cztery jak w innych opisanych ATPazach typu P [12]. W komérce
biatko to zlokalizowano w aparacie Golgiego [51]. Jednak pod wptywem zwiekszajacego
sie stezenia jondw miedziowych, kiedy konieczne staje sie usuniecie czesci z nich z
komorki, ATPaza ta transportowana jest z aparatu Golgiego w postaci pecherzykoéw i
wbudowywana w btone komérkowa. Umozliwia to nadmiarowi jonéw miedziowych
opuszczenie komorki w wyniku transportu aktywnego.

Innym genem bioragcym udziat w metabolizmie miedzi jest opisany u cztowieka gen
ATP7B zlokalizowany w 13. parze autosomow w pozycji 13q12-22 [7]. Produktem
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RYCINA 4. Schemat budowy biatka kodowanego przez gen Atp7a, ATPazy typu P, niezbednej dla
utrzymania statego stezenia kationéw miedziowych w komoérce (wg [14], zmodyfikowane)

tego genujest zbudowana z 1411 aminokwasow ATPaza bioraca udziat w przytgczaniu
kationéw miedziowych do ceruloplazminy w czasie syntezy tego biatka w watrobie
[39,51]. Szczegolnie silng ekspresje genu ATP7B stwierdzono u cztowieka w watrobie
i nerkach. Istnieje 60% zgodnos$ci w budowie gendw oraz biatek kodowanych przez
gen ATP7A i ATP7B [56]. Odpowiednikiem ludzkiego genu ATP7B u myszy jest gen
Atp7b zlokalizowany w 8 autosomie.

U ludzi opisano mutacje w wymienionych juz genach ATP7A (choroba Menkesa) i
ATP7B (choroba Wilsona) prowadzace do powaznych schorzerh metabolicznych [10,
22]. Modelem zwierzecym choroby Menkesa u ludzi sg myszy z mutacjg w genie
Atp7a w locus mottled [34, 57].

PODSUMOWANIE

Miedz jest pierwiastkiem niezbednym dla prawidtowego wzrostu i rozwoju orga-
nizméw zaréwno prokariotycznych, jak ieukariotycznych. Dzieki swoim witasciwoscia
oksydo-redukcyjnym pierwiastek ten petni role kofaktora w kluczowych dla organizmu
reakcjach enzymatycznych ( np. oddychanie, detoksykacja wolnych rodnikow).



GENETYCZNA REGULACJA TRANSPORTU I METABOLIZMU MIEDZI 233

Organizmy zywe wyksztatcity precyzyjny ipodlegajacy kontroli genetycznej mechanizm
regulacji stezenia kationdw miedziowych w swoich komérkach. Mechanizm ten
obejmuje pobieranie, wewnatrzkomdrkowy transport oraz wydalanie nadmiaru tego
pierwiastka z komérki. Obecnie znane sg trzy klasy biatek zaangazowane we
wspomniane procesy. Sa to btonowe biatka uczestniczace w aktywnym pobieraniu
kationow miedziowych przez komorki, biatka wigzace itransportujace docelowo kationy
miedziowe w obrebie komorki (metalochaperony) oraz biatka o budowie ATPaz
uczestniczace w aktywnym usuwaniu nadmiaru jondw tego pierwiastka. Metalo-
chaperony wykryte tylko u organizmoéw eukariotycznych stanowig obiekt intensywnych
badan prowadzonych w ostatnich latach, a dotyczacych gtéwnie oddziatywan miedzy
biatkami chaperonowymi i biatkami transportujagcymi a biatkami docelowymi, do ktérych
przytaczane sg kationy miedziowe. Poszukiwane sg rowniez mutacje w obrebie genow
kodujacych metalochaperony, gdyz ciekawe bedzie opisanie skutkow takich mutacji
dla organizmu. Dotychczas nie sg znane u ludzi jednostki chorobowe wynikajgce z
wspomnianych mutaciji.
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Streszczenie: Oksytocyna uczestniczy w regulacji cyklu piciowego. W pracy przedstawiono synteze
hormonu w réznych narzadach organizmu samicy oraz opisano budowe receptora oksytocyny. Scharak-
teryzowano czynniki wptywajace na biosynteze oraz zmiany gestosci receptoréw oksytocyny w tkan-
kach uktadu rodnego podczas cyklu ptciowego. Szczegdtowo opisano udziat oksytocyny w regulacji
procesu luteolizy z uwzglednieniem roéznic gatunkowych u owiec, kréw i $win. Przedstawiono wptyw
oksytocyny na steroidogeneze w jajniku oraz na kurczliwo$¢ macicy ijajowoddow.

Stowa kluczowe: oksytocyna, receptory oksytocyny, luteoliza.

Summary: Oxytocin participates in the regulation of the oestrous cycle. The biosynthesis of hormone
by different organs in females and structure of oxytocin receptor were described. The factors which
regulate the biosynthesis and concentrations of oxytocin receptors in the tissues in the oestrous cycle
were presented. It was shown the role of oxytocin during luteolysis in sheep, cows and sows. The
influence of oxytocin on ovarian steroidogenesis and motility of uterus and oviduct was also presented.

Key words: oxytocin, oxytocin receptors, luteolysis.

Objasnienia skrétéow: AA - kwas arachidonowy, COX2- cyklooksygenaza 2, CRAC (ang. calcium
release-activated calcium chanel) - kanaly wapniowe aktywowane wapniem, DAG - 1,2 diacyloglice-
rol, E2- estradiol-17(3, GnRH- gonadoliberyna, IP2-inozytolo(l,4)bisfosforan, IPj-inozytolo(l,4,5)
trisfosforan, O T - oksytocyna, P4- progesteron, PGA - monooksygenaza peptydylo-glicyno-a-amido-
wa, PGE2- prostaglandyna E, PGF2a - prostaglandyna F2a, PGH2- endoperoksyd H, PIP2- fosfa-
tydyloinozytolo(4,5)bisfosforan, PKC - kinaza biatkowa C, PLA2- fosfolipaza A, rOT - receptor
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oksytocyny, TD - domena transbtonowa, VON (ang. vasopressin and oxytocin containing nucleus) -
jadro zawierajace wazopresyne i oksytocyne.

Oksytocyna (OT) jest hormonem peptydowym, ktéry u samic ssakOw powstaje w
réznych narzadach [24, 82]. Najbogatsze zrédto OT stanowig neurony jadra nad-
wzrokowego i przykomorowego podwzgérza [24]. U $win wykryto w podwzgérzu
dodatkowe skupisko neuronéw OT-ergicznych - jadro VON (ang. vasopressin and
oxytocin containing nucleus), potozone bocznie od Il komory i dogrzbietowo od ja-
dra skrzyzowania [79]. Hormon powstaje w perikarionach neuronéw drobno-
i wielkokomérkowych wymienionych jader, a ich aksony, docierajgce do czesci
nerwowej przysadki, transportuja i magazynujg peptyd. Pod wptywem potencjatu
czynnosciowego neuronéw, OT jest wydzielana z ich zakoriczen do krwi i droga
endokrynowg dziata na obwodowe narzady docelowe. Cze$¢ aksonow oksyto-
cynoergicznych dociera tez do pozapodwzg6rzowych struktur mézgowia oraz do
wyniostosci posrodkowej i przedniej czesci przysadki. Pozwala to OT modulowaé
wydzielanie klasycznych neuro-trans-miteréw i regulowac w ten sposob wiele reakcji
behawioralnych [26, 60]. Peptyd wptywa tez na sekrecje hormonow z przysadki -
hormonu luteinizujacego, adrenokortykotropowego i B-endorfiny.

Synteza OT wystepuje réwniez w jajnikach naczelnych, owiec, krow, kéz, Swin,
jeleni, bawotéw iszczuréw [24,25, 53, 67, 82], w macicy $win [7], grasicy cztowieka,
nadnerczach kréw, szczuréw, krélikéw i Swinek morskich oraz w tozysku i owodni
szczuréw [24]. Hormon produkowany w tych narzgdach dziata gtéwnie parakrynowo,
a z komérek wydzielany jest pod wptywem réznych czynnikdw, w tym - prostaglandyny
F,a (PGF,ot), estrogenéw i cytokin. U owiec OT, syntetyzowana w duzych stezeniach
przez komorki lutealne jajnika i wydzielana do krwi zyly jajnikowej, dociera do
pozostatych narzadow uktadu rodnego, dziatajac na nie w sposéb endokrynny [11,67].

Komérki wymienionych narzadéw syntetyzujg OT w podobny sposéb. Gen OT,
ztozony z 3 eksondw i 2 intronéw, znajduje sie na 13 chromosomie - pozycja miedzy
DIK54 i ETH7 [44]. Produktem ekspresji tego genu jest prohormon, czyli pre-pro-
oksytocyno-neurofizyna | (NP 1) [23, 24]. W skiad tej czasteczki wchodzi peptyd
sygnatowy, oksytocyna, tacznik - Gly-Lys-Arg, biatkowy nosnik NP I. Prohormon
podlega potranslacyjnym modyfikacjom [23]. W pierwszym etapie, zachodzacym
w szorstkim retikulum endoplazmatycznym komorek syntetyzujacych OT, odtaczany
jest peptyd sygnatowy. Powstaty produkt gromadzi sie w ziamistosciach aparatu
Golgiego. W drugim etapie czasteczka OT oddzielana jest od neurofizyny I. Dziata
tutaj endopeptydaza i karboksypeptydaza- enzymy rozszczepiajgce wigzania peptydowe
facznika. Trzeci etap obejmuje oksydatywng amidacje reszty glicyny bedacej w 9.
pozycji czasteczki OT. Uczestniczy w tym procesie monooksygenaza peptydylo-glicyno-
a-amidowa (PGA). Aktywno$¢ PGA jest zmienna i dlatego potranslacyjne przemiany
pro-oksytocyny nalezg do waznych czynnikéw regulujacych produkcje i sekrecje OT.
Koncowym efektem opisanych reakcji jest powstanie biologicznie czynnej OT
i NP 1.
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Ro6znorodnos¢ organdw, w ktorych zachodzi biosynteza OT, wskazuje na szerokie
spektrum efektéw biologicznych hormonu. Oprécz klasycznej funkcji OT, tj.
powodowania skurczéw miesniowki gtadkiej macicy podczas porodu oraz komorek
miesniowo-nabtonkowych gruczotu mlekowego w czasie laktacji, znany jest tez udziat
peptydu w regulacji cyklu rujowego, gospodarki wodno-mineralnej i weglowodanowej,
reakcji organizmu na stresory, w warunkowaniu zachowan seksualnych, instynktu
macierzynskiego i wiezi miedzyosobniczych [26,60].

Niniejsza praca przedstawia role OT ireceptoréw tego hormonu w regulacji cyklu
piciowego gtéwnie na podstawie wynikéw badan przeprowadzonych u krow, owiec
i Swin.

BUDOWA GENU RECEPTORA OT IRECEPTORA OT

Oksytocyna dziata na komorki docelowe przez swoisty receptor btonowy (rOT).
Nalezy on do rodziny receptoréw zaleznych od biatek G, podrodziny receptoréw
wazopresyno-oksytocynowych [4]. Czasteczka rOT zawiera siedem domen trans-
btonowych [10, 29]. Kodowana jest przez gen rOT sktadajacy sie z 4 eksonow i3
intronéw [22]. Eksony 1 i2. obejmuja niekodujacy region 5°. Ekson 3. koduje cze$é
rOT od pierwszej do széstej domeny transbtonowej. Ekson ten rozpoczyna sie 142.
parg zasad w kierunku przeciwnym do kodonu inicjujgcego ATG i sktada sie z 922 par
zasad. Ekson 4. koduje siodma domene transbtonowa, region C-koricowy oraz caty
niekodujacy region 3’ [19, 28]. Komplementarne DNA (cDNA) rOT sklonowano
u ludzi [29], swin [19], owiec [75], bydta [23] i gryzoni [2]. U wymienionych gatunkéw
zwierzat budowa cDNA rOT jest w 90% homologiczna do cDNA rOT cziowieka.

Biatko receptorowe dla OT zbudowane jest u bydta, owiec i $win, odpowiednio z
391, 341 i 386 aminokwaséw [10]. Czasteczke rOT stanowi pojedynczy fancuch
polipeptydowy, uformowany w siedem transbtonowych hydrofobowych domen (TD |
- TD VII), ktore sg przedzielone petlami hydrofilowymi zewnatrz- i wewnatrz-
komaérkowymi (ryc. 1). Domeny transbtonowe majg posta¢ a-helis. Na zewnatrz blony
komaérkowej znajduje sie N-koniec tancucha biatkowego, natomiast fragment C-
koncowy skierowany jest do cytoplazmy. W N-koncowym fragmencie tancucha
wystepuja3 miejsca glikozylacji przy 8., 15. i 26. aminokwasie. Rola procesu glikozylacji
rOT niejest wyjasniona. Zniszczenie tych miejsc lub zmiana ich liczby nie wptywa na
powinowactwo receptora ani na poziom akumulacji wtornego przekaznika. W
przypadku receptoréw innych hormonéw, np. GnRH i wazopresyny, glikozylacja
potrzebna jest do ich stabilizacji i internalizacji [83]. W C-koncowym fragmencie
receptora znajduje sie 7 miejsc fosforylacji, a do dwéch reszt cysteiny w tej czesci
dotgczone sg reszty kwasu palmitynowego. Proces palmitynacji czasteczki receptora
uczestniczy w utworzeniu jego trzeciorzedowej struktury [19]. Miejsce sprzegania
rOT z biatkiem G znajduje sie w drugiej petli wewngtrzkomdrkowej. Tworzy je
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RYCINA 1. Budowa receptora oksytocyny: TD I-TD VII - domeny transmembranowe (wg [4,10,19],
zmodyfikowany)

triplet Asp-Arg-Cys. Wewnatrzcytoplazmatyczna petla I, miedzy transhtonowg domeng
TD 1i TD II, jest odpowiedzialna za uruchomienie metabolizmu fosfoinozytoli po
przytaczeniu OT do receptora [62]. Ligand taczy sie z receptorem w miejscu waskiej
bruzdy utworzonej przez transbtonowe domeny od TD Il do TD VI. Powstajg tutaj
wigzania wodorowe miedzy OT i resztami aminokwaséw: kwasu glutaminowego
w domenie I, IV i VI, lizyny w domenie Il oraz fenyloalaniny w | petli zewnatrz-
komérkowej [4].

Podrodzina rOT i receptora wazopresyny typ V2 ma kilka cech wspélnych.
Wystepuje w tych receptorach unikalny cigg siedmiu aminokwaséw (Phe-GIn-Val-
Leu-Pro-GlIn-Leu) w koricu Il domeny transbtonowej, jedna sekwencja w obrebie |
petli zewnatrzkomadrkowej (Gly-Pro-Asp) i dwie sekwencje w obrebie 1l petli zewnatrz-
komérkowej (Asp-Cys-Trp-Ala i Pro-Trp-Gly). Sekwencje te sa powtarzalne,
zachowane wylacznie w obrebie tej podrodziny receptoréw i petnig wazng role
w rozpoznaniu ligand-receptor [61,62].

W pordwnaniu do wazopresyny, ktdrej dziatanie biologiczne warunkowane jest przez
receptory: Vl]a, V|pi V2 rOT nie wykazuje takiego zréznicowania. W toku ewolucji
gen kodujgcy receptor wazopresyny ulegt duplikacji, a nastepnie mutacji, dlatego
wystepujg dwa podtypy tego receptora (V, i V2 wykorzystujgce odmienne systemy
wtornych przekaznikéw [4,10]. Pomimo stosowania licznych agonistow i antagonistow
dlarOT stwierdza sie istnienie jednego typu rOT niezaleznie od badanej tkanki. Réwniez
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wyniki analizy rOT na poziomie molekularnym nie wskazujgna istnienie jego podtypow
[28].

WEWNATRZKOMORKOWE PRZEKAZNIKI
WYKORZYSTYWANE PRZEZROT

Podczas cyklu rujowego samic gtéwne tkanki docelowe dia OT to $luzéwka
i miesnidwka uktadu rodnego. Receptory OT, wystepujace w btonach plazmatycznych
tych komérek, sprzezone sg z biatkiem G - podtyp G  [37]. Podczas aktywacji
receptora dochodzi do dysocjacji podjednostki Gazwigzanej z GTP od pozostatych
podjednostek, tzn. kompleksu (ybiatkaGql, Podjednostka a oddziatuje z fosfolipaza
C, jednym z enzyméw btony komoérkowej. Enzym ten hydrolizuje fosfatydylo-
inozytolo(4,5)bisfosforan - PIP2 znajdujacy sie w wewnetrznej warstwie btony
plazmatycznej, doprowadzajac do powstania dwdch odrebnych wewnatrzkomérkowych
przekaznikow informacji: inozytolo(l,4,5)trisfosforanu (IP3 i 1,2 diacyloglicerolu
(DAG). IP3przechodzi do cytoplazmy komorki, a DAG pozostaje w btonie plazma-
tycznej. Powstaty IP3inaczej dziata w komdrkach wydzielniczych (§luzéwka uktadu
rodnego) w poréwnaniu do komaorek kurczliwych (miesnidwka), natomiast DAG daje
podobne efekty biologiczne w obu typach tkanek. W cytoplazmie komérek Sluzéwki
macicy IP3 powoduje wzrost stezenia jonéw Caz wyzwalajac je z magazyndéw
siateczki sarkoplazmatycznej (ryc. 2). Jony Ca2+tgcza sie ze swoim wewnatrz-
komdrkowym receptorem - biatkiem kalmoduling. Kompleks Ca2+~kalmodulina
aktywuje fosfolipaze A2 (PLA,), enzym, ktéry uwalnia z fosfolipidéw kwas
arachidonowy (AA), bedacy substratem dla PGF2. Z kolei DAG aktywuje kinaze
biatkowg C (PKC), co w rezultacie, przez mechanizm wigczajacy fosfolipaze A ,
powoduje réwniez uwalnianie PGF2a [68]. Zatem, fizjologiczng odpowiedzig komérek
$luzdwki, np. macicy, na dziatajgcg na nie OT jest wieksza synteza i wydzielanie PGF2ot
[69, 76]. Potwierdzenie tego mechanizmu uzykano w badaniach in vitro, prze-
prowadzonych na skrawkach $luzéwki macicy kréw, Swin i owiec, wykazujgc wysoce
istotng korelacje miedzy stezeniem rOT, hydroliza PIP, i sekrecjg PGF,a z tej tkanki
[39, 40, 84]. W $luzéwce innych narzaddw np. szyjki macicy, OT moze stymulowaé
wydzielanie PGE2[17].

W cytoplazmie komdrek kurczliwych (miocyty macicy ijajowod6éw) powstaty IP3
taczy sie ze swoimi receptorami w siateczce sarkoplazmatycznej i powoduje uwalnianie
zmagazynowanych tamjonow Ca2+(ryc. 3). Jony te wptywajgna otwieranie, zaleznych
od Ca2+ kanatow wapniowych, bedacych w btonie plazmatycznej (kanaty CRAC -
ang. calcium release-activated calcium chanel) [63]. Kanaly te transportuja
dodatkowe ilosci Ca2+z ptynu zewnatrzkomoérkowego. Jony Ca2 wystepujace
w sarkoplazmie w wysokim stezeniu, tacza sie z kalmoduling. Aktywna kalmodulina
pobudza kinaze taincuchow lekkich miozyny, gdyz powoduje fosforylacje grupy
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katmod ulin
tjCaz| — » PLA

Cytoplazma

APGF

Btona plazmatyczna

RYCINA 2. Dziatanie receptora oksytocyny w komérkach btony $luzowej uktadu rodnego samic (wg
[11, 50, 68], zmodyfikowany)

hydroksylowej jednej z reszt seryny itreoniny w kazdym z dwdch taricuchdw lekkich
miozyny [71]. Fosforylacja miozyny decyduje ojej interakcji z aktyna. Powstaje
kompleks aktomiozyna i w konsekwencji nastepuje skurcz miocytéw [63,64]. Poniewaz
w miocytach macicy drugi przekaznik - DAG - dziata podobnie, jak w komdrkach
$luzéwki macicy, sugerowana jest mozliwos$é powstawania i sekrecji prostaglandyn
przez miocyty macicy. W wamnkach in vitro miesnidwka macicy kobiet [52] i szczurzyc
[9] wydziela pod wptywem OT prostaglandyny - E,, E2i F2.

Oprécz IP3i DAG receptor OT wykorzystuje tez inne wtérne przekazniki. Peptyd
ten podwyzsza wytwarzanie CAMP przez komérki ziarniste pecherzykajajnikowego
[70] oraz przez komarki przysadki $wini [5]. W tych ostatnich komorkach wykazano
takze powstawanie cGMP pod wptywem OT. Fizjologicznym efektem takiego dziatania
OT irOT byta modulacja steroidogenezy w komérkach $ciany pecherzykajajnikowego
oraz pobudzanie sekrecji (3-endorfiny przez komorki przysadki [5,70].
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RYCINA 3. Dziatanie receptora oksytocyny w komérkach btony mie$niowej uktadu rodnego samic (wg
[48, 63, 64], zmodyfikowany)

ONTOGENEZA, LOKALIZACJAISTEZENIEROT
W UKLADZIE ROZRODCZYM SAMIC

Receptory OT pojawiajg sie w tkankach macicy ptodow kréw w trzecim trymestrze
ciazy, a ich stezenie wzrasta stopniowo od urodzenia do 6. miesigca zycia [17]. Sciana
macicy niedojrzatych ptciowo kréw, owiec i Swin zaopatrzona jest w rOT, ale nie
wykazujg one jeszcze kompetencji biologicznych [15, 17, 66]. W petni funkcjonalne
rOT pojawiajg sie w uktadzie rodnym samic réwnoczes$nie z pierwszym cyklem
ptciowym [16,54, 80].

Biatko rOT zlokalizowano w komorkach réznych narzadéw: Sluzéwece i mieSnidwce
macicy [15, 16, 80], jajowodach [1, 13, 14], szyjce macicy [80], jajnikach [55, 57] i
gruczole mlekowym [72]. Zatem, niemal wszystkie narzady ukfadu rodnego samicy
sq docelowymi dla OT. Gestos¢ rOT w komdérkach tych narzadéw zmienia sie w
przebiegu cyklu rujowego, cigzy, porodu i laktacji. Dane o stezeniu rOT podczas
zaawansowanej cigzy, porodu i laktacji zawarte sg we wczesniejszych pracach
przegladowych, dlatego ponizej oméwione bedg wyniki dotyczace cyklu rujowego.
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W komorkach $luzéwki macicy krow [16], owiec [74,80] $win [15,54] zr6znicowana
koncentracja rOT wystepuje w toku cyklu rujowego (ryc. 4). Najwyzsze stezenie
rOT rejestrowne podczas rui obniza sie na poczatku fazy lutealnej do najnizszych
wartosci w srodkowolutealnej fazie. Niewielki wzrost w fazie pdznolutealnej kon-
tynuowany jest w fazie pecherzykowej. Srednie koncentracje rOT (fmol/mg biatka)
wahaja sie od 30 do 1800 (krowy); od 40 do 1000 (owce) i od 90 do 1350 (Swinie),
odpowiednio podczas fazy lutealnej cyklu ptciowego i rui. Wszystkie rodzaje komaérek
$luzowki macicy zaopatrzone sg w rOT, ale stezenie tych receptorow nie jest takie
same. Sluzéwka wystepujaca miedzy brodawkami macicy kréw i owiec ma wiecej
rOT niz tkanka znad brodawek [16, 81]. W $luzéwce macicy swin wielko$¢ stezenia
rOT uktada sie wedtug schematu: komorki zrebu > komérki gruczotéw > komorki
nabtonka luminalnego [78].

Zmiany stezenia rOT w miocytach macicy sg mniej dynamiczne, ale rowniez ich
wysoka i niskg gestosc rejestruje sie odpowiednio w okresie okotorujowym i podczas
zaawansowanej fazy lutealnej [15, 16, 81].

Jajowody kréw [13], owiec [1] i $win [14] zaopatrzone sawrOT przede wszystkim
w okresie okotoowulacyjnym (przecietnie od 2 dni przed do 2 dni po owulacji).
W pozostatych fazach cyklu rujowego jest ich bardzo mato. Podobnie w szyjce macicy
krow i owiec rOT wystepuja gtéwnie podczas mi [17, 80].

W jajnikach rOT sg obecne w komdrkach ziarnistych pecherzyka jajnikowego
i lutealnych ciatka zétego, a takze w tkance srédmiazszowej [55, 57]. Podobnie jak
W macicy ich stezenie zmienia sie zaleznie od fazy cyklu i stopnia rozwoju pecherzyka
jajnikowego i ciatka zotego. Przyktadowo, w duzych i matych komorkach lutealnych
Swini wiecej rOT wystepuje we wczesnej i Srodkowej, a dwukrotnie mniej
w poznolutealnej fazie cyklu rujowego [57].

REGULACJA BIOSYNTEZY | FUNKCJONOWANIA ROT

Nieznane sg czynniki wplywajace na biosynteze rOT w zyciu ptodowym i przed
osiggnieciem dojrzatoSci ptciowej samic. Jak wspomniano, receptory te w macicy nie
sg w tym okresie funkcjonalne, a ich stezenie i poziom mRNA rOT sg niskie [17].
Z chwilg osiggniecia dojrzatosci ptciowej, decydujagcy wptyw na biosynteze
funkcjonalnych rOT oraz na zmiany ich stezenia w cyklu ptciowym majg zenskie
hormony piciowe - estradiol 17(3 (E2 i progesteron (P4) oraz lokalne czynniki
0 parakrynnym dziataniu [3, 15, 39,40,49, 66,73, 81]. Usunieciejajnikéw, zrédta E2
1P4, powoduje stopniowe obnizanie stezenia rOT w tkankach macicy w miare uptywu
czasu od zabiegu [12, 17, 66]. Jednakze niski, podstawowy ich poziom utrzymuje sie
stale, nie jest wiec zalezny od steroidéw jajnikowych. Role E2i P4wyjasniano na
modelu doswiadczalnym, w ktérym pozbawionejajnikéw krowy [39], owce [40] i Swinie
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RYCINA 4. Zmiany stezenia rOT w S$luzéwce macicy owiec, kréw i $win w cyklu rujowym (% w
stosunku do maksymalnych wartosci wystepujacych podczas rui) (wg [16,54,80]: a - ruja, b - faza
wczesnolutealna, ¢ - faza $Srodkowolutealna, d - faza p6znolutealna, e - faza pecherzykowa

[13] otrzymywaty egzogenne steroidy w réznych kombinacjach. Stezenie funk-

cjonalnych rOT zmieniato sie zaleznie od;

(1) koncentracji we krwi owariektomizowanych samic E2i P4oraz czasu oddziatywa-
nia steroidéw,

(2) obecnosci w macicy wiasnych receptoréw dla E2i P4

(3) kolejnosci dziatania tych hormonéw,

(4) rodzaju komérek i ich potozenia w $cianie macicy.

Stwierdzono réznice we wptywie EOQi P4na rOT miedzy samicami przezuwaczy i
$win. W macicy owiec i kréw same estrogeny, ale w niskim stezeniu pobudzaty synteze
biatka receptorowego dla OT oraz stymulowaly mechanizmy od receptora w dot;
wysokie stezenia estrogenow hamowaty te wptywy. Z kolei P4, dzialajacy na tkanki
macicy w ciggu 10 dni u owiec [40] i 12 dni u krow [39], wyraznie obnizat koncentracje
i aktywno$¢ rOT, ale miedzy 12. a 16. dniem u owiec i 16. a 20. dniem jego dziatania
u krow, rosto stezenie rOT, niezaleznie od poziomu P4 W dniach tych rOT w $luzéwce
macicy owiec i krow stawaty sie funkcjonalne. W tkankach macicy $win oba steroidy
pobudzaly powstawanie rOT [15]. Estrogeny zwiekszaty ich stezenie siedmiokrotnie
ponad poziom podstawowy, aP - trzykrotnie. Inaczej niz u przezuwaczy swoje funkcje
w macicy $win rOT ujawniaty dopiero po luteolizie, tj. po obnizeniu stezenia P4.
U wszystkich samic kilkunastodniowa, ale nie krotsza ekspozycja komérek macicy na
steroidy wptywata na biosynteze rOT. Generalnie wystepowat duzy stopien korelacji
miedzy stezeniem rOT irE, w r6znych typach komérek macicy owiec [80]. Aktywne
rOT mozna uzyska¢ w sluzéwce macicy kréw, podajac najpierw egzogenne estrogeny,
a potem progesteron. Kolejno$¢ odwrotna nie jest efektywna. U krow, owiec i $win
faczne podawanie E2i P4nie dawato synergistycznego efektu na wielko$¢ stezenia
rOT [15, 39, 66].
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Mechanizmy, dzieki ktorym steroidy jajnikowe wplywajg na biosynteze biatka
receptorowego dla OT, nie sag w petni wyjasnione. Generalnie przyjmuje sie, ze E, i P4
regulujac biosynteze rOT, oddziatujgna poziomie transkrypcji i ze liczba miejsc wiazacych
dla OT zmienia sie rownolegle ze zmiang stezenia mMRNA rOT [42]. Dotychczasowe
dane doswiadczalne dotyczg wptywu E2i P4 na ekspresje genu rOT w $luzéwce
macicy ciezarnych owiec [42,43]. Wykazano, ze podstawowa ekspresja genu rOT w
hodowanym in vitro nabtonku luminalnym btony $§luzowej macicy pojawia sie
spontanicznie i nie wymaga obecnosci E2i P4w medium. Jest to podobne do opisanego
powyzej u samic owariektomizowanych i niedojrzatych piciowo mechanizmu
utrzymywania podstawowego stezenia rOT niezaleznie od steroidéw. Dodany E2
przyspieszat wystgpienie wzrostu stezenia mRNA dla rOT oraz pobudzat wigzanie
ligandu z receptorem. Z kolei P4 stale obecny w medium powodowat op6znienie
zwigkszania sie poziomu tego mRNA, ale nie zmieniat aktywnos$ci wigzania rOT.
Autorzy sadza, ze transkrypcja genu rOT jest stale wigczona, a obecno$é E, i P4
odpowiednio wzmacniajg albo thumi. Sugeruja takze bezposredni wptyw E2oraz posredni
wptyw P4 na ekspresje genu rOT. W czesci promotorowej genu rOT wykazano
obecnos¢ trzech elementdéw (tzw. halfpalindromic), odpowiadajacych na E, [2, 22].
Hormon ten powoduje réwniez wydtuzenie odcinka poly(A)-mRNA rOT i stabilizacje
transkryptu [8]. PAwydaje sie ttumi¢ dziatanie czynnikow bezposrednio stymulujgcych
ekspresje genu rOT.

Oprocz steroidéw jajnikowych, na powstawanie funkcjonalnych rOT w réznych
tkankach uktadu rodnego samic mogg mie¢ wptyw lokalne czynniki o parakrynnym
dziataniu [42, 49, 81]. U owiec i kréw jednym z nich jest wydzielany przez zarodek
interferon tau. Hamuje on powstawanie rOT w $luzéwce macicy podczas wczesnej
ciazy, gdyz blokuje ekspresje genu dla rOT [49, 73]. U $win natomiast interferony
zarodkow nie majg wptywu na rOT [41]. Sposrod innych czynnikéw w warunkach in
vitro wykazano powstawanie rOT w macicy i w duzych komdrkach lutealnych $wini
odpowiednio pod wptywem cAMP [77] i hCG [57].

Funkcjonowanie rOT zalezy od réznych czynnikoéw. Bezposrednio sg to cechy
budowy i organizacji czasteczki rOT, co wigze sie zjego powinowactwem i pojemnoscia
wigzania. Posredni wptyw wywiera stosunek cholesterolu do innych frakcji lipidowych
zawartych w btonie komérkowej, w ktérej zakotwiczona jest czasteczka rOT [30].
Zmiany poziomu cholesterolu pociggajgza sobg zmiany ptynnosci btony komérkowej,
co wptywa na konformacje biatka receptorowego ijego interakcje z biatkiem Gqn.
Obnizenie zawartosci cholesterolu zmniejsza powinowactwo OT do receptora, a
zwieksza pojemnos$¢ wigzania. Przywrocenie normalnego poziomu cholesterolu
warunkuje wysokie powinowactwo i matg pojemnos¢ wiazania rOT. Zatem,
obserwowana w tkankach zmienno$¢ powinowactwa rOT moze by¢ spowodowana
rézng zawartoscia cholesterolu w btonach plazmatycznych komérek docelowych dla
OT [28].
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UDZIAL OT IROT W REGULACJI CYKLU PLCIOWEGO

Podczas cyklu ptciowego OT uczestniczy w regulacji luteolizy, steroidogenezy
i aktywnosci skurczowej macicy ijajowodow.

Luteoliza

U kréw, owiec i $win zakonczenie trwajacej kilkanascie dni fazy lutealnej - luteoliza
(regresja lutealna) przebiega szybko, w ciggu 24-48 h. Proces ten objawia sie
gwattownym obnizeniem sekrecji P4, poniewaz komorki lutealne w ciatku z6ttym
przestajg syntetyzowac ten hormon. Bezposrednim czynnikiem, ktory powoduje regresje
lutealng, jest PGF2a - hormon wytwarzany w btonie $luzowej macicy, przenikajacy
w obszarze wiezadta szerokiego macicy do krwi tetnicy jajnikowej itg droga docierajacy
dojajnika, aw nim do komérek lutealnych [36,47]. Hormon wykazuje szerokie spektrum
dziatania, wprowadzajgc zaréwno morfologiczne, jak i funkcjonalne zmiany w ciatku
zottym, ktore w krétkim czasie doprowadzaja do degradacji komorek lutealnych.
Podczas luteolizy PGF2x wydzielana jest w pulsach o charakterystycznej dla samic
réznych gatunkéw amplitudzie i czestotliwosci [47]. Zwigzek miedzy OT a PGF,a
stwierdzono po raz pierwszy na poczatku lat osiemdziesigtych u owiec [47, 53, 67].
Wykazano, ze brak biologicznego dziatania OT, spowodowany zwigzaniem iwy-
tragceniem czasteczek peptydu przez przeciwciata anty-oksytocynowe, prowadzi do
wydtuzenia cyklu rujowego, gdyz nie dochodzi do sekrecji PGF2. Stwierdzono tez
wysoka synteze OT przez komorki lutealne, co byto inspiracjg do prowadzenia licznych
doswiaczen nad rolg jajnikowej OT w procesie regresji lutealnej [11,67]. Na podstawie
wynikéw tych badan opisano model regulacji tego procesu u owiec [47]. Obejmuje on
interakcje miedzy podwzgdrzem - jajnikami - $luz6wka macicy. Wiaczone sg tutaj
wzajemne oddziatywania miedzy podwzgdrzowg i lutealng OT, steroidamijajnikowymi
a PGF2. Inicjowanie i przebieg luteolizy u owiec sg nastepujace. Pod koniec fazy
lutealnej, dzieki ,,regulacji w dot” receptorow P4 przez P4 nastepuje znacznie obnizone
oddziatywanie P4na neurony OT-ergiczne w podwzgérzu ina komarki $luzowki
macicy. Ujawniajg sie wtedy wptywy estrogendw, ktére decydujg o powstaniu rOT
w btonie $luzowej macicy. Steroidy te wywotujg tez wydzielanie OT z podwzg6rza
w postaci pulséw o duzej czestotliwosci i niskiej amplitudzie. Ten sposob sekrecji
okre$lono jako generator pulséw OT [46]. Generator pulséw OT i rOT powoduja
uwalnianie z komérek $luzéwki macicy PGF,a w postaci subluteolitycznych pulsow.
Prostaglandyna ta dziata na duze komérki lutealne przez swoje receptory o wysokim
powinowactwie i powoduje sekrecje OT, zawartej w tych komorkach. OT jajnikowa,
wydzielana w formie pulsoéw o wysokiej amplitudzie, jest gtdbwnym czynnikiem, ktéry
pobudza sekrecje luteolitycznych pulsow PGF,oc. Stezenie PGF2a jest w tym momencie
na tyle wysokie, aby oddziatywac¢ na komorki lutealne rowniez przez receptory o
niskim powinowactwie. Powoduje to hamowanie sekrecji P4 oraz uwalnianie
dodatkowych ilosci lutealnej OT. Petla dodatniego sprzezenia zwrotnego: lutealna OT
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- PGF2 ze S$luzéwki macicy, funkcjonuje do momentu odczulenia obu typow
receptorow PGF2a. Pojedyncze luteolityczne pulsy PGF2a u owiec trwajg lh i
wystepuja w odstepach 6-9 h [47]. Wykazano, ze u owiec rozwdj wrazliwosci $luzowki
macicy na OT wyprzedza rozpoczecie luteolizy ijest jej bezposrednia przyczyna [11,
68,69].

Zaleznosci OT-PGF2, podobnych do tych, jakie wystepujg podczas luteolizy
u owiec, poszukiwano takze u krow iswin [12,33,39,53]. W przypadku kréw podwazana
jestrola OT pochodzeniajajnikowego w rozpoczeciu iprzebiegu luteolizy. Usuniecie
OT z ciatka z6ttego nie hamuje tego procesu [35]. Podobnie, infuzje antagonisty rOT
w dawkach, ktére skutecznie blokujg rOT w okresie przed i podczas luteolizy, nie
zaklocaja przebiegu regresji lutealnej. Pomimo zablokowania rOT wystepuja pulsy
PGF2azcharakterystyczne dla luteolizy, a dtugo$¢ cyklu rujowego u badanych jatéwek
byta taka jak u zwierzat kontrolnych [33]. Stymulacje sekrecji PGF2x przez OT
uzyskano w okresie okotoluteolitycznym u krow dopiero po zastosowaniu
farmakologicznych dawek peptydu [34]. Sugerowana jest wiec modulujaca proces
lutealnej regresji rola OT u kréw [56].

Bezposrednie czynniki inicjujace oraz podtrzymujace luteolityczne pulsy PGF2a u
$win nie sg w pelni poznane. Sg dane, ktére wskazujg, ze OT stymuluje sekrecje
PGF2Zcu $win w warunkach in vivo [27] i in vitro [45, 76, 84]. W okresie luteolizy
wydzielanie OT jest podwyzszone i wystepuje istotna korelacja miedzy pulsami OT
i PGF2a [31]. Wyniki doswiadczen, prowadzonych w warunkach in vitro, wskazuja
ze OT pobudza sekrecje PGF2a ze skrawkow $luzéwki macicy pobranych od $win
bedacych w 15. i 16. dniu cyklu rujowego [50]. Z drugiej strony dozylne infuzje
antagonisty OT, wykonywane od 12. do 20. dnia cyklu rujowego nie hamuja luteolizy
ani nie wptywaja na dtugos¢ cyklu rujowego u badanych swin [32]. Obserwowano
jedynie nizszg amplitude i czestotliwos$¢ pulsow PGF2x, co nie zmienito istotnie sekrecji
P4. Wydaje sie wiec, ze OT jest u $win jednym z wielu/kilku regulatoréw, ale nie
sprawca luteolizy.

U $winh dominacja progesteronu ujemnie wptywa na pobudzenie przez OT sekrecji
PGF2az Wyjasnieniu tego zjawiska moze stuzy¢ odkryty, interesujgcy zwigzek miedzy
rOT a P4[20].W miocytach macicy ciezarnych szczurzyc i w transfekowanych
komorkach nabtonkowych linii CHO, zawierajgcych ludzki i szczurzy rOT stwierdzono,
ze PAwykazuje bezposrednie powinowactwo do rOT, konkurujgc skutecznie z OT do
jej miejsc wigzacych. Progesteron zachowywat siejak typowy antagonista rOT. Silnie
hamowal, stymulowang przez OT, hydrolize PIP2 oraz mobilizacje jonow wapnia.
Wykazano réwniez, iz progestron zakidca dziatanie rOT w bionie $luzowej macicy
kréw, gdyz upos$ledza tgczenie sie OT z wiasnym receptorem [6].
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ROLAOTW STEROIDOGENEZIE JAINIKOWEJ

Jednym z mechanizmdw, dzieki ktoremu OT reguluje cykl rujowy, jest wptyw peptydu
na steroidogeneze wjajniku. Hormon dziata tutaj w sposéb auto-i parakryny. Receptory
OT wykazano w komérkach lutealnych CL $win [57], kréw [55] i owiec [53] oraz w
komérkach ziarnistych pecherzyka jajnikowego $win [70]. Wptyw OT na synteze P4
i E2stwierdzono w komdrkach lutealnych i w komdrkach ziarnistych [21, 25, 58, 59,
70]. Oksytocyna w warunkach in vitro hamowata produkcje P4 przez rozproszone
komorki lutealne $win, krow i owiec, jezeli stosowano wysokie stezenie OT dodawanej
do medium. Mniejsza dawka hormonu nie zmieniata albo pobudzata wydzielanie P4
[53, 57,59]. Przy uzyciu systemu mikrodializy ciatek zéttych swin i krow udowodniono,
ze spontaniczna wewnatrzlutealna sekrecja P4i OT pojawia sie w spos6b pulsacyjny
i wystepuje wysoki stopief zgodnosci sekrecji obu hormonéw [25, 51]. OT podana
w fizjologicznym stezeniu bezpos$rednio do ciatka z6ttego przez system sztucznych
naczyh pobudza wydzielanie P4i Er Taki efekt dziatania OT jest najsilniejszy we
wczesnym ciatku zottym [25, 51].

Efekt dziatania OT na komérki ziarniste pecherzykajajnikowego $win i krow rowniez
zalezy od stezenia peptydu dodanego do medium [21,70]. Wysokie dawki OT hamuja
sekrecje P4i E, przez te komorki. Stwierdzono, ze w przedowulacyjnych pecherzykach
jajnikowych $winn OT hamuje nadmierne uwalnianie E, [21].

WPLYW OT/ROT NA MACICE, JAJOWODY
ORAZ SZYJKE MACICY PODCZAS CYKLU PLCIOWEGO

Obecnos¢ rOT w miesnidbwce macicy ijajowodoéw oraz w szyjce macicy kréw,
owiec i $win czyni te narzady podatnymi na dziatanie O T[I, 13, 14, 17]. Najwieksza
wrazliwo$é tych narzadéw na OT wystepuje u samic bedacych w rui. Jest to zgodne
z wystepowaniem w tym okresie maksymalnego stezenia rOT [1, 13, 14]. Ponadto,
OT produkowana w jajniku dzieki mechanizmowi przeciwpradowego przenikania w
splocie podjajnikowym moze w wysokim stezeniu dociera¢ do rogéw macicy i
jajowodow, co poteguje dziatanie hormonu [36]. Spontaniczna fala perystaltyczna rogow
macicy jest w tym czasie modyfikowana przez OT: czestotliwo$¢ skurczéw podwaja
sie, wzrasta ich sita i szybko$¢ przesuwania sie fali skurczowej [18]. W przypadku
jajowodow u $win i owiec silniej na OT reaguje bafka - wzrost liczby skurczéw, au
krow ciesn - dtugotrwaty wzrost napiecia (ryc. 5) [18,38]. Oksytocyna moze rowniez
hamowac skurcze jajowoddw. Taka sytuacja ma miejsce na poczatku fazy lutealnej u
kréw, gdy OT, pochodzaca z nowopowstatego ciatka zétego, blokuje wydzielanie
lokalnych czynnikéw kurczacych - endoteliny 1 i prostaglandyny F2a [85]. Szyjka
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RYCINA 5. Wptyw OT (10 7M) na kurczliwo$¢ ciesni i banki jajowoddéw $wini (A) i krowy (B).
Odcinkijajowodu pobierano od samic bedacych w rui. Zmiany napiecia (mN) rejestrowano przy uzyciu
aparatu Schuler Organbath, transducer izometryczny typ 372, napigcie wyjsciowe wynosito 10 mM
(badania wasne [38])

macicy ulega rozluznieniu pod wptywem OT, dlatego u owiec peptyd podawany podczas
sztucznej inseminacji moze zwieksza¢ wydajnos¢ tego zabiegu [65].
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Streszczenie: Ze wzgledu na swoje biologiczne wtasciwosci i potencjalng mozliwos$¢ zastosowania kli-
nicznego, komoérki macierzyste sg obecnie przedmiotem ogromnego zainteresowania. Totipotencjalne
komorki macierzyste wyizolowane z wczesnych embrion6éw moga rozwing¢ sie w zarodek. Pluripoten-
cjalne komoérki macierzyste wyselekcjonowane z organizmu dojrzatego réznicujg we wszystkie typy
tkanek, ktére juz wkrétce moga znalez¢ zastosowanie terapeutyczne. Wydaje sie, ze rozwdj metod
inzynierii komérkowej umozliwi prowadzenie hodowli tkanek in vitro i pézniejsze ich zastosowanie w
transplantologii. W artykule omoéwiono niektére z ostatnich osiagnie¢ dotyczacych izolacji i hodowli
komorek macierzystych; ze szczegélnym uwzglednieniem komérek macierzystych obecnych w hodow-
lach keratynocytéw skéry ludzkiej.

Stowa kluczowe: ludzkie komoérki macierzyste, hodowla in vitro, transplantologia.

Summary: Stem cells raise an increasing interest for the sake of their potential significance in clinical
medicine. Totipotent individual stem cells derived from early embryos are able to develop into a
foetus. Pluripotent stem cells selected from adult organisms can differentiate into various tissue cell
types and soon might be used in therapy. The development of methods of cell engineering can be
expected to permit growth of tissues and organs in vitro and their later usage in transplantology. The
article considers some latest achievements in the field of stem cells isolation and culture; the special
attention is paid to stem cells present in cultures of human skin keratinocytes.

Key words: human stem cells, in vitro culture, transplantology.
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WSTEP

Istotny postep w dziedzinie hodowli embrionalnych komdrek macierzystych oraz
odkrycie, ze komérki macierzyste izolowane z dorostego organizmu mogg réznicowac
w rozmaite typy komorek, doprowadzity do wzrostu zainteresowania zagadnieniem
plastycznosci tych komorek i ich potencjalnym wykorzystaniem w transplantologii.
Mozliwo$¢ hodowli in vitro pluripotencjalnych komorek macierzystych izolowanych z
zarodka ludzkiego spotkata sie zaréwno z duzym entuzjazmem, jak i krytyka. Bardzo
ekscytujaca wydaje sie szansa praktycznego wykorzystania komérek macierzystych
w klinice do zastepowania tkanek w organizmie ludzkim; zrozumiate sg jednak
watpliwosci natury etycznej [5, 8]. Mniej kontrowersji wzbudzaja komdrki macierzyste
pochodzace z tkanek dojrzatych organizméw. Istnieje nadzieja, ze dotychczas stabo
poznana plastycznos$¢ tego typu komdérek umozliwi ich hodowle oraz namnazanie w
celu autologicznego przeszczepiania [36].

Obecnie wykorzystywane sg trzy zrédta pozyskiwania komdrek macierzystych.
Pierwszym z nich sg ludzkie embriony. Komérki te izoluje sie bezposrednio z
wewnetrznej masy blastocysty ludzkiej, tzw. wezta zarodkowego, z embrionéw nie
wykorzystanych w leczeniu bezptodnosci, po uzyskaniu zgody rodzicow [11,40]. W
przypadku sztucznych poronief komarki te mozna izolowac z tkanek ptodu, najczesciej
z zawigzkow jader lub jajnikéw [32]. Drugim zrodiem komoérek macierzystych sa:
szpik kostny, skora, miesnie, nabtonki, mdzg oraz krew dojrzatego organizmu [2,20].
W poréwnaniu z embrionalnymi pluripotencjalnymi komérkami macierzystymi, komorki
te cechuje duzo mniejszy potencjat proliferacyjny. Kolejng przeszkodgjest ograniczenie
ich wystepowania do kilku miejsc w dojrzatym organizmie. Dodatkowo komarki
pozyskiwane z tego zrodta nie sg zdolne do ré6znicowania w rozmaite typy tkanek, a
ich niewielka liczba, malejgca wraz z wiekiem, jest przyczyna trudnosci w ich izolacji.
Przyktadowo u noworodkéw jedna komaérka macierzysta szpiku kostnego, okreslana
rébwniez mezenchymalng komorka macierzystg (MSCs), przypada na 10 000
komérek szpiku, liczba ta spada do 1 na 100 000 u nastolatkéw ido 1na 400 000
u50-latkow. U 80-latkbw mozna znalez¢ tylkojedng komorke macierzystana 1do
2 milionéw komérek szpiku. Ponadto w miare starzenia komoérki te wykazujg wieksza
ilos¢ uszkodzen DNA, co znacznie obniza ich zywotno$é.

Trzecim zrédtem komérek macierzystych jest krew pepowinowa [15]. Pierwsza
wzmianka o tym, ze krew pepowinowa ptodu moze mie¢ zastosowanie kliniczne pochodzi
z roku 1972, kiedy to bracia Norman i Milton Edge doniesli o skutku podania kKrwi
pepowinowej choremu na biataczke - po kilku tygodniach we krwi pacjenta pojawity
sie erytrocyty wywodzace sie z komdrek macierzystych dawcy. Przeszczep krwi
pepowinowej wigze siejednakze z pewnym ryzykiem, nie mozna bowiem wykluczy¢
prawdopodobienstwa, ze zawarte w krwi komorki macierzyste majg wady genetyczne,
mogace spowodowac chorobe biorcy.

Dodatkowym ograniczeniem w stosowaniu klinicznym krwi pepowinowej jest
stosunkowo mata liczba komérek macierzystych w jednej probce. Obecnie pracuje
sie nad zwiekszaniem liczby komodrek w pobranej prébce wykorzystujgc czynniki
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wzrostu i odpowiednie pozywki. Podejmowane sa rowniez préby naprawy
uszkodzonego materiatu genetycznego. Nadzieja na szersze zastosowanie krwi
pepowinowej w transplantologii i inzynierii tkankowej wydaje sie zatem uzasadniona
[16].

HISTORIA BADAN

Badania dotyczace komérek macierzystych siegajg poczatkow lat osiemdziesiatych,
kiedy to w 1981 roku, w dwoch niezaleznych osrodkach - w Kalifornii i Anglii,
wyizolowano nietypowy rodzaj komérek z wnetrza 100-komérkowej blastocysty mysiej.
Komorki te byty identyczne i kazda z nich mogta da¢ poczatek wszystkim typom
komorek. Warunkiem praktycznego wykorzystania potencjatu komérek macierzystych
jest ich utrzymanie w hodowli w stanie niezréznicowanym: stad caty szereg badarn nad
przer6znymi kombinacjami czynnikdw wzrostu i biatek osocza, utrzymujgcych fenotyp
komorek niezréznicowanych.

Pierwsza hodowle ludzkich embrionalnych komérek macierzystych przeprowadzit
w 1998 roku James A. Thomson po wczesniejszych udanych prébach izolacji komorek
macierzystych z embrionéw rhesusa [40]. Z kolei John D. Gearhart wyizolowat
embrionalne komorki macierzyste z fragmentéw ptodowych zawigzkoéw jajnikow i
jader [33].

Inspiracja do badan ludzkich komaérek macierzystych byty wczesniejsze odkrycia
istnienia komorek macierzystych zwierzat [28]. Gerard Bain i Dawid Gottlieb z
Washington School ofMedicine wykazali, ze mysie embrionalne komaérki macierzyste
potraktowane witaming A réznicujg w neurony. Z kolei Meri Firpo [28] z National
Jewish Medical and Research Center w Denwer oraz Gordon Keller doniesli, ze
hodowla embrionalnych komdérek macierzystych w obecnosci specyficznych czynnikéw
wzrostu stymuluje réznicowanie we wszystkie typy komdrek krwi.

Loren J. Field z Indiana University School of Medicine opracowatl metode
réznicowania kardiomiocytéw pozwalajgcg uzyskiwa¢ populacje komoérek z 99%
czysto$cig [28]. Do mysich embrionalnych komérek macierzystych wprowadzit gen
opornosci na okreslony antybiotyk, ulegajacy ekspresji jedynie w kardiomiocytach. Po
okresie pozwalajgcym na zréznicowanie komdrek poddawat je dziataniu okreslonej
dawki antybiotyku, eliminujgc w ten sposéb komarki niemajace genu opornosci. Po
przeszczepieniu otrzymanych kardiomiocytéw do mie$nia sercowego myszy stwierdzit,
ze komorki te podjety funkcje.

Po tym, jak Terrence Deacon z Harvard Medical School przeszczepit embrionalne
komérki macierzyste do mézgu dorostych myszy i zauwazyt, ze wiele z tych komorek
przyjeto ksztatt typowy dla neurondw, a co wiecej, niektére z nich produkowaty enzymy
szlaku syntezy neurotransmitera - dopaminy, rozpoczeto intensywne badania nad
ludzkimi embrionalnymi komoérkami macierzystymi, majac nadzieje poznania sposobéw
regulacji ekspresji genéw Kierujacych réznicowaniem komérek macierzystych.
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CECHY KOMOREK MACIERZYSTYCH

Jak dotad sformutowano wiele definicji komoérek macierzystych. Po 30 latach badar
pytanie: ,,czym jest komdrka macierzysta” nadal wywotuje liczne kontrowersje.
Wspdlnym mianownikiem tych koncepcjijest podkreslenie dwoch wiasciwosci komérek
macierzystych: sg one zdolne do nieograniczonych podziatéw przez calg ontogeneze
oraz moga dawaé poczatek co najmniej jednemu typowi wysoce zréznicowanych
komarek, czyli sg zdolne do réznicowania [1,23].

Zazwyczaj pomiedzy komorka macierzystg a jej ostatecznie zrdéznicowanym
potomstwem istnieje przejsciowa populacja komorek zdeterminowanych, charak-
teryzujaca sie ograniczong aktywnoscig proliferacyjng i okreslong mozliwoscia
réznicowania. Komaérki tej populacji czesto sa okreslane komdérkami przejsciowo
namnazajacymi sie. W sytuacji kiedy komorki macierzyste réznicujg wjeden okreslony
typ komorek, gtowng funkcjg komorek populacji przejsciowej jest zwiekszanie liczby
komérek zréznicowanych. Oznacza to, ze mimo zdolnosci komérek macierzystych do
samoodnawiania sie, komorki te stosunkowo rzadko ulegajg podziatom [24].

Istnieja dwie strategie wyprowadzania z komérek macierzystych zr6znicowanego
potomstwa: 1) komdérka macierzysta dzieli sie asymetrycznie, dajac jedng komorke
potomng ijedng komdrke przeznaczona do réznicowania; 2) komdrka macierzysta
dzielgc sie daje poczatek komdrkom macierzystym lub komoérkom przeznaczonym do
réznicowania. Zalezy to od potrzeb organizmu i podlega Scistej regulacji. Wiekszos¢
odnawiajacych sie tkanek ssakéw podlega tej drugiej strategii. Asymetria populacji
utatwia odpowiedz na rozmaite potrzeby fizjologiczne, np. po zranieniu koniecznejest
zwiekszenie liczby komaérek krwi i keratynocytow [6,42].

Utrzymanie puli komdrek macierzystych podlega kontroli autonomicznych
regulatorow komadrkowych, ktére z kolei odpowiadajg na sygnaty ptynace z zewnatrz
[4]. Przyktadem wewnatrzkomérkowych czynnikdéw regulatorowych sg biatka
kontrolujgce asymetryczne podziaty, czynniki transkrypcyjne wptywajace na ekspresje
okreslonych genow, wzglednie tzw. zegary biologiczne odmierzajgce liczbe podziatéw
w przejsciowo dzielgcej sie populacji. Duzg role odgrywa réwniez adhezja komorek
do macierzy zewnatrzkomorkowej odbywajgca sie za posrednictwem wielu klas
receptoréw, sposrad ktérych najlepiej scharakteryzowane sgintegryny. Stwierdzono,
ze wysoka ekspresja [3-integryn konieczna jest dla utrzymania puli macierzystych
komorek naskdrka. Biatka te m.in. biorag udziat w regulacji procesu réznicowania
keratynocytéw poprzez kinazy MAP [35].
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TYPY KOMOREK MACIERZYSTYCH

Kilka godzin po zaptodnieniu komorkajajowa dzieli sie na identyczne totipotencjalne
komorki, co oznacza, ze kazda z nich umieszczona ponownie w macicy moze rozwingé
sie w zarodek. Maksymalnie cztery dni po zaptodnieniu i kilku cyklach podziatowych
totipotencjalne komorki zaczynaja procesy specjalizacji prowadzace do utworzenia
kulistej blastocysty, w ktorej mozna wyrdzni¢ zewnetrzngwarstwe komorek tworzacych
blastoderme i grupe komdrek nazywang weztem zarodkowym lub wewnetrzng masa
komorkowa (ICM - ang. inner cell mass). Komarki wezta zarodkowego biorg udziat
w tworzeniu tozyska oraz tkanek wspomagajacych rozwdj zarodka. Komorki
wewnetrznej masy stanowig populacje komérek pluripotencjalnych, ktére, w
przeciwienstwie do komérek totipotencjalnych, po przeniesieniu do macicy nie moga
rozwing¢ sie w zarodek, ale majg zdolno$¢ do r6znicowania w komérki macierzyste
zdeterminowane do spetniania okreslonych funkcji. Przyktadem sg komérki macierzyste
krwi dajgce poczatek erytrocytom, trombocytom lub leukocytom czy komérki
macierzyste skéry, z ktérych powstajg keratynocyty czy fibroblasty [22]. Komorki
macierzyste o zdeterminowanym potencjale okre$lane sg mianem komérek
multipotencjalnych. Wyzwaniem dla inzynierii tkankowej jest stworzenie typu komérek
macierzystych o $cisle okreSlonym przeznaczeniu, co pozwolitoby na kliniczne ich
zastosowanie.

Krokiem w tym kierunku byty prace przeprowadzone przez zesp6t prof. Pery, ktéry
z ludzkiej blastocysty wyizolowat komérki pluripotencjalne, sposrdd ktérych wyrdznit
neuronalne komoérki progenitorowe [41]. Doswiadczenia przeprowadzono na trzech
typach komorek: embrionalnych komoérkach macierzystych (ES - izolowanych z wezta
zarodkowego blastocysty ludzkiej), embrionalnych komérkach germinalnych (EG - z
pierwotnych komorek germinalnych gonad) oraz zarodkowych komérkach rakowych
izolowanych z potwomiakéw, rézniacych sie pod wzgledem morfologii, ekspresji
markeréw powierzchniowych i wymagan hodowlanych, ktére moga odzwierciedla¢
podstawowy stan biologiczny lub byé nastepstwem hodowli w warunkach in vitro.
Podstawowa réznica miedzy w/w liniami polega na tym, ze ES i EG sg komdrkami
diploidalnymi, natomiast komérki rakowe sganeuploidalne, co czynije niewtasciwym
modelem dla badan prawidtowego rozwoju. Pera i wsp6t. [41] z czterech blastocyst
ludzkich wyizolowali wezty zarodkowe; w dwdch przypadkach hodowla komérek
macierzystych zakorczyta sie sukcesem. Komoérki hodowano na warstwie odzywczej,
ktdéra stanowity mysie embrionalne fibroblasty, co zapewniato dostarczenie do hodowli
niezbednych czynnikdw wzrostowych. Stworzone warunki pozwolity na utrzymanie
fenotypu komorek macierzystych w dzielgcej sie populacji, czego dowodem byto
wykazanie pluripotencjalnosci komdrek o stabilnym kariotypie po wiecej niz 40
pasazach. Komorki byty zdolne do r6znicowania w kierunku wszystkich trzech warstw
germinalnych (ekto-, endo- i mezodermalnej).
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W hodowli in vitro obserwuje sie réznicowanie komdrek w przypadku braku w
Srodowisku hodowlanym czynnikéw stymulujgcych samoodnawianie sie komorek
macierzystych. Jak dotad natura tych sygnatow nie zostata zdefiniowana, moznajednak
przypuszczaé, ze sg wydzielane przez fibroblasty warstwy odzywczej na poziomie
pozwalajgcym na utrzymanie fenotypu komorek pluripotencjalnych. Hodowla komorek
w duzych gestosciach przez okres 4-7 tygodni przeciwdziatata spontanicznemu
réznicowaniu komdrek podczas pasazowania. W hodowli zidentyfikowano komérki
barwigce sie pozytywnie na obecno$¢ neurofilamentéw i NCAM, co wskazywato na
ich réznicowanie w kierunku ektodermy, a takze barwigce sie na desmine -
manifestujgce mezodennalne pochodzenie. Komérki pluripotencjalne charakteryzuje
aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy oraz ekspresja licznych markeréw powierzchniowych,
do ktérych nalezg SSEA-3 (ang. stage specific embrionie antigen-3), TRA-1-60,
TRA-1-81 i GCTM-2. Komérki macierzyste wyrdznia ekspresja i aktywnos¢
telomerazy.

PROBY KLINICZNE

Inzynieria tkankowa rozwineta sie w odpowiedzi na wzrastajace zapotrzebowanie
na tkanki i organy dla transplantacji. Mimo tego, ze wcigz na wiele pytan poszukuje sie
odpowiedzi, dziedzina ta nie ogranicza sie juz tylko do laboratorium [3, 18, 21, 43].
Skéra wyhodowana in vitrojestjuz dostepna komercyjnie, tkanka chrzestna poddawana
jest pierwszym prébom klinicznym, w fazie badan klinicznych sg réwniez komorki
kosci i watroby [12, 29, 31, 37]. Kliniczne zastosowanie hodowanych komorek
macierzystych niesie mozliwo$¢ wydajnej poprawy proceséw regeneracji tkanek,
integracji przeszczepianych komorek dawcy z komdrkami biorcy, co w przysztosci
mogtoby catkowicie wyeliminowaé konieczno$¢ stosowania terapii immuno-
supresyjnych po przeprowadzonym przeszczepie [14].

Ostatnio lista tkanek, ktére mozna wyprowadzié z komérek macierzystych, zostata
wzbogacona o tkanki centralnego i obwodowego uktadu nerwowego [10]. Proby
kliniczne przeprowadzono na grupie pacjentow z chorobg Parkinsona. Do mézgu
przeszczepiono neurony dopaminergiczne wyprowadzone z ptodowych tkanek ludzkich.
Wykazaty one niezwykle wysoka przezywalno$¢ w obrebie przeszczepu, co dowiodto,
ze komorki te sg zdolne do przezycia i dojrzewania w ludzkim mézgu. Préby terapii
komorkowej prowadzi sie réwniez na grupie chorych z zespotem Huntingtona, a planuje
podjaé¢ w przypadku schorzen zwiagzanych z uszkodzeniami ostonki mielinowej (np. w
stwardnieniu rozsianym) [39].
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SKORA

Naskorek jest wielowarstwowym epitelium, przezywajacym dzieki procesom samo-
odnawiania sie. Keratynocyty warstwy bazalnej sg obdarzone aktywnoscig pro-
liferacyjna, regularnie przechodzg podziaty mitotyczne, réznicujg i migrujgw kierunku
zewnetrznych warstw skéry, zastepujac terminalnie zr6znicowane, zrogowaciate i
zhuszczajace sie komorki. Naskérek ludzki jest catkowicie odnawiany co 4 tygodnie, a
wiec muszg by¢ w nim obecne komorki macierzyste, ktdre podczas podziatdw
zachowuja statg liczbe i daja poczatek populacji przejsciowo namnazajacych sie komorek,
charakteryzujacej sie wysokim potencjatem proliferacyjnym tylko przez ograniczony
okres, ktorej komarki ostatecznie r6znicujg [34,35]. Obie populacje zlokalizowane sg
w warstwie bazalnej i w mieszkach wtosowych. Populacja przejSciowo namnazajacych
sie komérek ma decydujgce znaczenie w procesie gojenia sie ran, jest zatem oczywiste,
ze aby méc wykorzystywaé keratynocyty hodowane in vitro nalezy w pierwszym
rzedzie stworzy¢ srodowisko hodowlane pozwalajgce utrzymaé w hodowli komorki
macierzyste.

Pojedyncze keratynocyty warstwy bazalnej dajg poczatek klonom, co umozliwia
zbadanie ich potencjatu proliferacyjnego. Dzieki zastosowaniu analizy klonalnej
wyizolowano z naskorka ludzkiego trzy typy keratynocytéw, charakteryzujgce sie
réznym potencjatem proliferacyjnym: holoklony, meroklony i paraklony [27].

Holoklony sa duzymi klonami (po 14 dniach hodowli w kolonii znajduje sie
200 000 komorek) o bardzo gladkiej i wyréwnanej powierzchni, uformowanym przez
migrujace komarki, nie wykazujace ekspresji inwolukryny (markera réznicowania
keratynocytéw). Po pasazu komorki wyizolowane z holoklonéw dajg poczatek takim
samym, duzym siostrzanym klonom z wydajnoscig 100%. Komorki tworzace holoklony
moga przechodzi¢ ponad 140 podziatow (1040komérek), co wystarcza do utworzenia
epitelium pokrywajacego kilkakrotnie powierzchnie ciata dorostego cztowieka, ktérego
naskorek zawiera okoto 8 x 10D keratynocytéw. Uwaza sie wiec, ze keratynocyty
warstwy bazalnej, z ktérych pochodzg holoklony sg wiasciwymi komoérkami macie-
rzystymi, charakteryzujacymi sie bardzo duzym potencjatem proliferacyjnym.

Paraklony sg tworzone przez komorki przejSciowo dzielgce sie, w poréwnaniu z
bazalnymi keratynocytami majg bardzo ograniczony potencjat proliferacyjny,
maksymalnie moga przechodzi¢ 15 podziatéw. Satworzone przez duze, keratynizujace,
terminalnie zréznicowane komarki, wykazujace ekspresje inwolukryny.

Meroklony sgtworzone przez posredni typ komorek i z tego powodu sa rezerwuarem
populacji przejSciowo namnazajacych sie komorek.

Uwaza sie, ze przejscie z holoklonu do meroklonu, a nastepnie paraklonu jest
jednokierunkowym, nieodwracalnym procesem, ktéry zaréwno podczas naturalnego
starzenia sie organizmu, jak i podczas pasazowania komdérek w hodowli przebiega
powoli. Niestety, przy niezachowaniu wiasciwych warunkéw hodowlanych proces
ten przebiega znacznie szybciej. Zatem w przypadku hodowli keratynocytéw do
autologicznego przeszczepiania w celu zamkniecia rany niezmiernie wazne jest state
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monitorowanie jakosci hodowli ze szczegélnym zwréceniem uwagi na parametry
Swiadczace o obecnosci holoklonéw w hodowli, okresowa analiza klonalna pod katem
potencjatu klonogennego iproliferacyjnego oraz okreslenie procentu nierozwinigetych
kolonii w czasie hodowli.

Poniewaz hodowla i przeszczepianie autologicznych komérek naskérka staty sie
niezwykle skuteczng metoda stosowang w gojeniu ran, pojawity sie spekulacje na
temat mozliwosci wprowadzenia terapii genowej naskérka. Obecnie wiadomo, ze
macierzyste komaérki epidermalne mogg by¢ trwale transfekowane retrowiralnymi
konstruktami, wykazujacymi ekspresje cDNA ludzkiej 116 [27]. Metoda analizy klonalnej
dowiedziono, ze:

1) ekspresja wprowadzonych gendw trwa przez caty czas zycia populacji (ponad
150 podwojen),

2) komorki macierzyste keratynocytéw wiaczajg do swego genomu co najmniej jed-
ng kopie konstruktu genowego,

3) synteza egzogennych biatek jest proporcjonalna do ilosci zintegrowanych kopii
genoéw,

4) transfekowane komarki epidermalne wprowadzone do organizmu myszy podej-
mujg synteze i wydzielajg do krwi biatko egzogenne.

KOMORKI MACIERZYSTE SZPIKU A SERCE

Idea naprawy uszkodzonego miesnia serca komaérkami donorowymijest dosy¢ stara,
ale préby znalezienia komérek spetniajgcych okreslone wymaganiajak dotad konczyty
sie niepowodzeniem. Rozwigzanie przyniosto odkrycie grupy komorek wywodzacych
sie ze szpiku kostnego [38].

Nastepstwem zawatu serca jest zjawisko nekrozy kardiomiocytow, prowadzace
do powstania blizny na uszkodzonym obszarze mies$nia serca, ktéra znacznie utrudnia
jego prace. ldea wykorzystania komdérek szpiku kostnego w likwidacji blizn
pozawatowych ma swoje uzasadnienie. Po pierwsze, sposrod komdrek szpiku kostnego
mozna wyrdzni¢ komdrki multipotencjalne, a wiec takie, ktére moga réznicowac¢ w
okres$lone typy komérek. W przypadku miesnia sercowego mutltipotencjalne komérki
szpiku mogg formowac zarowno komorki miesnia, jak i komorki naczyn krwionosnych,
ktore wydatnie wspomagajg zasiedlanie blizny pozawatowej. Po drugie, komérki szpiku
pobierane sg od osobnikéw dorostych, tym samym wyeliminowany zostaje problem
etyczny, ktory istnieje w przypadku, gdy komérki pochodzg z embrionow. Po trzecie,
leczenie pacjenta autologicznymi komérkami wyklucza problem odrzucania
przeszczepu. Przeszczep do blizny pozawatowej komoérek szpiku, w ktorych zain-
dukowano ekspresje biatek miesni, przynidst poprawe funkcjonowania serca.
Wymienione cechy czynig komorki szpiku idealnymi kandydatami do odtwarzania
struktury serca i poprawy jego funkcji po zawale [17]. Ograniczeniem jest fakt, iz
gtowna funkcjg komérek macierzystych szpiku kostnego jest tworzenie komérek krwi.
Dodatkowo, multipotencjalne komérki u osobnikéw dorostych stanowia jedynie
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niewielka frakcje puli komorek szpiku, ponadto wiekszos$¢ z nich znajduje sie naréznych
etapach réznicowania w kierunku komdrek uktadu krwionosnego. Nalezy pamietac,
ze komorki macierzyste juz zdeterminowane nie beda braty udziatu w procesach
odtwarzania $ciany myocardium. Wydaje sie, ze ominieciem wspomnianych przeszkod
bytoby bezposrednie wyizolowanie multipotencjalnych komorek i przeszczepienie ich
do miesnia serca. Zadania tego podjeta sie grupa prof. Anwersy z New York Medical
College, ktorej udato sie zidentyfikowac multipotencjalne komorki szpiku na podstawie
ekspresji biatka c-Kit i braku ekspresji biatka Lin, kombinacji definiujgcej macierzyste
komorki szpiku [25]. Badania przeprowadzono na modelu zwierzecym ze sztucznie
wywotanym zawatem miesnia sercowego. Z organizmu myszy wyizolowano komarki
donorowe, ktére nastepnie transfekowano biatkiem GFP (ang. green fluorescent
protein). Po kilku godzinach od wywotania zawatu do zdrowej tkanki otaczajgcej
blizne pozawatowa wprowadzono mulipotencjalne komdrki szpiku. Po 9 dniach
wykazano adaptacje komérek donorowych do nowego $rodowiska. Ponad potowa
uszkodzonej tkanki mie$niowej zostata zasiedlona przez komorki wykazujace
charakterystyczne cechy kardiomiocytow, komaérek miesni gtadkich i endotelialnych.
Zatem komorki wprowadzone w obszar okotobliznowy rdznicowaty sie w trzy gtowne
typy komérek, niezbedne w procesach naprawy serca. Sukcesem zakonczyly sie
rowniez proby identyfikacji biatek zwigzanych z aktywacja ekspresji genow
specyficznych dla komoérek miesniowych. Nowo powstate komérki w uszkodzonym
obszarze kontynuowaty proliferacje, poprawiajac funkcjonowanie miesnia sercowego.

PODSUMOWANIE

Istniejg rozmaite zrddta komoérek dla inzynierii tkankowej [13]. Kazde z nich ma
swoje wady i zalety. Jedng z najlepszych obecnie metod jest pobieranie komérek
autologicznych i namnazanie w hodowlach in vitro. W tym przypadku wyklucza sie
problem odpowiedzi immunologicznej po przeprowadzonej transplantacji, prowadzgcej
do odrzucenia przeszczepu, poniewaz komorki sg pobierane bezposrednio od pacjenta.
Niestety, metoda ta ma liczne ograniczenia. W wielu przypadkach zwigzanych z
martwicg tkanek brakuje komoérek nadajacych sie do pobrania. W stanach chorobowych
lub u starszych pacjentéw komorki nie kwalifikujg sie do autoprzeszczepu. Alternatywg
jest przeprowadzenie allo- lub ksenoprzeszczep6w, co jednak wigze sie z ryzykiem
transmisji patogendw. Obiecujgce zatem wydaje sie wprowadzenie do inzynierii
tkankowej komorek macierzystych [26]. Wyzwaniem dla biologéw jest zbadanie
obecnosci komaérek macierzystych lub progenitorowych we wszystkich typach tkanek;
konieczny jest rozwdéj metod izolacji, oczyszczania i zbadania proliferacji komérek
macierzystych, okreslenie natury drog sygnatowych determinujgcych bezposrednie
réznicowanie komorek w okreslonym kierunku, zwtaszcza przed planowang implantacja,
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co prawdopodobnie wydajnie przyspieszy proces naprawczy [7, 19]. Ponadto, by méc
wykonac przeszczep allogenicznych komérek macierzystych nalezato by poddacé je
modyfikacjom w celu unikniecia odpowiedzi immunologicznej. Idealnym rozwigzaniem
wydaje sie stworzenie uniwersalnej linii komoérek macierzystych ze zmodyfikowanymi
genami uktadu HLA lub uzyskanie komorek identycznych pod wzgledem antygenéw
zgodnosci tkankowej z komoérkami biorcy poprzez transfer jader komorkowych [9,30,
44].
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REGULACYJNA ROLA CUKROW. PERCEPCJA CUKROW
| PRZEKAZYWANIE SYGNALU W KOMORKACH
ROSLINNYCH*

SUGAR REGULATION AND SIGNALING IN THE PLANT CELLS
Iwona CIERESZKO
Zaktad Fizjologii Roélin, Instytut Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku

Streszczenie. Cukry sg nie tylko gtéwnymi, koicowymi produktami fotosyntezy, transportowanymi i
magazynowanymi w réznych organach roslin, ale petnig réwniez funkcje regulacyjne. Zmiany stezenia
cukréw w tkankach oddziatujg na przebieg wielu proceséw metabolicznych: fotosynteze, oddychanie,
biosynteze biatek, gospodarke azotowg, hamujac lub wzmagajac ich intensywnos$¢. Zmiany w zawarto-
§ci cukrow wptywaja takze na ekspresje szeregu genéw. Akumulacja cukréow w tkance powoduje z
reguty represje genéw kodujacych biatka strukturalne i enzymatyczne niezbedne w procesie fotosynte-
zy, niedobdr cukréw natomiast wzmaga ich ekspresje. Geny kodujgce biatka enzymatyczne zwigzane z
metabolizmem sacharozy (syntaza sacharozy, inwertazy) oraz enzymy uczestniczace w syntezie
skrobi (pirofosforylaza ADP-glukozy) sa indukowane przez sacharoze i glukoze. W pracy dyskutowa-
na jest rola heksokinazy oraz transporteréw glukozy i sacharozy w percepcji cukréow i transdukcji
sygnatu w komdrkach roslin wyzszych.

Stowa kluczowe:ekspresja genédw, glukoza, heksokinaza, regulacja metabolizmu, sacharoza, transdukcja
Summary. Sugars are not only the end products of photosynthesis, transporting forms and storage
materials in some tissues, sugars also play regulatory function. Changes of sugar concentration in the
tissue affect metabolic processes: photosynthesis, respiration, protein synthesis and nitrate assimila-
tion. Changes in sugar content influence the expression of numerous genes. Sugars accumulated in the
tissues often cause repression of photosynthetic genes while sugar starvation induce the same genes.
Genes encoding enzymes involved in sucrose metabolism, eg. sucrose synthase, invertases and enzymes
involved in starch synthesis, like ADP-glucose pyrophosphorylase, are induced by glucose and sucrose.
The role of hexokinase, sugar transporters and other components in sugar signaling in plant cell is
discussed in this review.

Key words: gene expression, glucose, hexokinase, metabolism regulation, sugar signaling, sucrose.
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WSTEP

Okoto 80% wegla wigzanego przez liscie podczas fotosyntezy jest zuzywane do
syntezy weglowodandw, przede wszystkim skrobi i sacharozy, z pozostatej czesci sg
syntetyzowane aminokwasy i kwasy organiczne [19]. Skrobia i sacharoza sg gtéwnymi
koncowymi produktami fotosyntezy i zwigzkami magazynowanymi w roznych organach
roslin. Sacharoza jest najczesciej transportowanym cukrem u roélin wyzszych, choé
obok sacharozy moga by¢ przemieszczane floemem takze rafinoza, stachioza,
werbaskoza, mannitol i sorbitol. Sacharoza moze tez petnic role regulatora wzrostu i
niektorych proceséw metabolicznych poprzez zmiany w ekspresji gendw decydujacych
o0 syntezie odpowiednich enzymoéw [4,25,44,47, 50].

Synteza skrobi i sacharozy sa procesami przebiegajagcymi w réznych przedziatach
komorki; pierwszy zachodzi w chloroplastach, drugi w cytoplazmie; obydwa sacharydy
powstaja z tworzacych sie w cyklu Calvina triozofosforanow, pierwotnych produktow
fotosyntezy [1]. Wyprodukowana w lisciach sacharoza jest w wiekszosci trans-
portowana floemem do miejsc zuzycia, np. korzeni, pedow kwiatowych. Na niewielkie
odlegtosci, np. z komérki do komorki, sacharoza moze by¢ transportowana droga
apoplastyczng lub symplastyczna, przez plazmodesmy, a takze w drodze dyfuzji prostej
lub utatwionej [13, 50]. Transport sacharozy drogg apoplastyczng, jak rowniez
przemieszczanie glukozy i fruktozy w obrebie komérki wymaga pokonania bariery
bton plazmatycznych i zachodzi dzieki istnieniu szeregu sprawnych przenosnikow
cukréw zlokalizowanych zaréwno w plazmolemie, jak i tonoplascie [2, 34, 41].
Najczesciej spotykanym rodzajem transportu aktywnego jest ko-transport (symport)
protonu i heksozy lub sacharozy [2, 3, 34].

W cytoplazmie komérek tkanek niefotosyntetyzujacych sacharoza jest wy-
korzystywana w procesach oddychania, syntezy polisacharydéw strukturalnych i
materiatdw zapasowych. W reakcjach rozktadu sacharozy uczestnicza enzymy z grupy
inwertaz ((3-fruktofuranozydaz, EC 3.2.1.26): inwertaza kwasna (zlokalizowana w
$cianie komadrkowej lub w wakuoli) oraz cytozolowa inwertaza obojetna (zasadowa) i
syntaza sacharozy (UDP-glukozo:D-fruktozo-2-glukozylo-transferaza, EC 2.4.1.13)
[1, 11]. Produktem rozktadu sacharozy przez inwertazy sg glukoza i fruktoza, ktére
musza ulec fosforylacji, aby uczestniczy¢ w dalszych przemianach metabolicznych.

Glukoza jest fosforylowana w reakcji katalizowanej przez niespecyficzng hekso-
kinaze (EC 2.7.1.1) lub glukokinaze (EC 2.7.1.2); fosforylacja fruktozy wymaga
specyficznej fruktokinazy (EC 2.7.1.4) [1]. W wyniku hydrolizy sacharozy katalizowanej
przez syntaze sacharozy powstaje fruktoza oraz UDP-glukoza, ktéra moze by¢
kierowana bezposrednio do syntezy polisacharyddw strukturalnych lub polisacharydéw
zapasowych [1, 11].

Sacharoza oraz produkty jej rozktadu sg czesto kumulowane w tkankach pod
wptywem niekorzystnych warunkéw $rodowiskowych: w stresie wodnym [10],
wywotanym niskatemperaturg [10,16,26] czy przy niedoborze skfadnikéw mineralnych
[5, 6, 31]. Pod wptywem chtodu zawartos¢ cukréw w lisciach moze wzrasta¢ nawet
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10-krotnie [16]. Peinig one prawdopodobnie funkcje osmoregulatoréw i krio-
protektantdw. Stwierdzono, ze sacharoza gromadzi sie w korzeniach roslin z deficytem
fosforu wskutek wzrostu transportu z lisci; jednoczesna kumulacja cukrow prostych
jest wynikiem zwiekszonej hydrolizy sacharozy lub/i obnizenia fosforylacji cukrow i
zahamowania ich przeptywu do puli metabolicznej [5, 6, 14,31, 39].

REGULACYJNA ROLA CUKROW

Cukry wplywaja na metabolizm iprocesy wzrostowe w ciggu catego zycia rosliny,
poczynajac od kietkowania, poprzez rozwoj organ6w wegetatywnych i generatywnych,
az do starzenia sie. Zmiany stezenia cukrow oddziatujg na przebieg proceséw
metabolicznych, m.in. fotosyntezy, oddychania, biosyntezy biatek, gospodarki azotowej,
hamujac lub wzmagajac ich intensywnos$¢ (ryc. 1) [25, 53]. Akumulacja cukréw w
tkankach hamuje intensywno$¢ fotosyntezy netto (PN, a wzmaga procesy oddechowe,
natomiast niedob6r cukréw zwieksza PN a obniza oddychanie (ryc. 1) [32,47,50,53].
Transport i dystrybucja asymilatéw w roslinie oraz procesy magazynowania i utylizacji
zwigzkdw zapasowych sg takze zalezne od poziomu cukrow [4, 25]. Zbadano, ze
aktywno$¢ symportera sacharozy, niezbednego w procesie zatadunku floemu, spada
znaczacojuz po podaniu 100-200 mM sacharozy do wyizolowanych bton komérkowych
[4]. Podwyzszone stezenie sacharozy lub glukozy zwigksza aktywnos$¢ niektdrych
enzymow, np. uczestniczagcych w metabolizmie sacharozy - inwertaz, syntazy
sacharozowej, pirofosforylazy UDP-glukozy oraz wzmaga synteze biatek tych enzymow
[7, 10, 37]. Obnizenie zawartosci cukrow redukuje poziom biatek uczestniczacych w
syntezie skrobi, biosyntezie biatek, redukcji azotu, rozktadzie sacharozy i procesie glikolizy
[53]. Stwierdzono, ze stezenie glukozy w podtozu wyzsze niz 7% drastycznie obniza
kietkowanie i rozwdj siewek Arabidopsis thaliana, natomiast podobne stezenia
sacharozy majg znacznie mniejszy wptyw (ryc. 1) [20, 21, 25]. Zmiany zawartosci
sacharozy moga wptywac¢ na wzrost roélin, decydujac zwiaszcza o stosunku ped/
korzen iposredniczac w regulacji wielu proceséw metabolicznych [13,14,25,47,50].
Sugerowano, ze sacharoza moze by¢ czasteczka sygnatowa wywotujaca zmiany w
intensywnosci fotosyntezy [13,32,47], rozdziatu asymilatéw [4], oddychania i proceséw
z nim zwigzanych, zwiaszcza w warunkach stresowych [14, 50].

Regulacja procesdw metabolicznych przy udziale sacharozy (oraz innych cukréw)
nastepuje poprzez zmiany w ekspresji genow decydujacych o syntezie odpowiednich
enzymow [24, 32, 43, 44, 47, 53]. Regulacja ekspresji genow przez cukry zostata
doktadnie opisana u bakterii i drozdzy, u ktérych w obecnosci glukozy byta hamowana
synteza enzymow rozktadajagcych inne substraty (represja kataboliczna) [27, 35].
Podobny wptyw cukréw na ekspresje gendéw w komérkach ro$linnych poznano znacznie
pozniej. Zmiany stezenia cukréw w tkankach roslinnych wptywaja na ekspresje genéw
zaréwno jadrowych, jak i plastydowych, cho¢ te ostatnie z reguty reagujg na cukry
znacznie wolniej [25]. Podwyzszenie stezenia cukréw z reguty powoduje represje
genow kodujacych biatka uczestniczace w procesie fotosyntezy (w tym szybsza represja
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RYCINA 1 Schemat przedstawiajacy regulacje procesow metabolicznych i wzrostowych przez zmiany
w stezeniu cukréw: (+) indukcja procesu, (-) represja procesu

nastepuje zwykle pod wptywem heksoz niz sacharozy), niedobdr glukozy czy sacharozy
natomiast wzmaga ekspresje tychze gendw (ryc.l) [25, 32, 43, 53]. Geny kodujace
enzymy uczestniczace w metabolizmie fotosyntetycznym, np. matg i duzapodjednostke
karboksylazy/oksygenazy RuBP (rbcS, rbcl), czy tez biatka antenowe fotosystemow
(cab, Lhcb), ATPazy tylakoidowe, karboksylaze fosfoenolopirogronianowg(Pe/7c7) i
translokator triozofosforanowy ulegaja represji pod wptywem glukozy, sacharozy i
czasami octanu [20,21,22,25,26,44]. Geny kodujace enzymy metabolizmu sacharozy,
takie jak: syntaza sacharozy (Susi), inwertaza (lvr2), pirofosforylaza UDP-glukozy
(Ugp) oraz enzymy uczestniczgce w syntezie skrobi, takie jak: pirofosforylaza ADP-
glukozy (ApL, ApS), syntaza skrobi, sg indukowane przez sacharoze i glukoze o
stezeniach 100 mM iwyzszych [8, 10, 24, 25, 46]. Jednakze maksymalna aktywacja
innego genu kodujacego syntaze sacharozy, Shl oraz Ivrl kodujgcego inwertaze
zachodzi, gdy dostep cukréw rozpuszczalnych jest ograniczony (np. 10 mM glukozy)
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[24,25]. Remobilizacja skrobi i geny a-amylazy, fosfoglukomutazy czy plastydowej
fosforylazy skrobiowej sg indukowane przy niedoborze cukréw, podczas gdy
ekspresja genu (3-amylazy wzrasta przy nadmiarze sacharozy i heksoz [25, 28, 29].
Geny odpowiedzialne za synteze elementéw tancucha oddechowego, takich jak:
ubichinon, oksydaza cytochromowa, dehydrogenazy oraz niekérych enzymoéw glikolizy
(dehydrogenaza aldehydu fosfoglicerynowego, PPi-fosfofruktokinaza) sg indukowane
przez egzogennie wprowadzane do tkanek roslinnych cukry [25]. Jednak u drozdzy, w
przeciwienstwie do roslin, wiele gendw zwiazanych z procesem glikolizy nie reaguje
na zmiany stezenia weglowodandéw [25]. Wykazano, ze sacharoza dodana do pozywki
hamuje synteze enzyméw proteolitycznych na zasadzie represji katabolicznej i moze
zaburza¢ proces dojrzewania biatek zapasowych oraz powstawanie ciat biatkowych
podczas rozwoju zarodkéw somatycznych roslin motylkowatych [35]. Ponadto, cukry
moga regulowac cykle podziatéw komaérkowych wptywajac miedzy innymi na ekspresje
gendw kodujacych cykliny oraz synteze cyklin [25].

Geny odpowiedzialne za synteze enzymow zwigzanych z reakcjg roslin na atak
patogendw (oraz inne stresy), inhibitora Il proteinaz u ziemniaka i syntazy chalkonowej,
ulegajg wzbudzeniu pod wptywem podwyzszonego stezenia cukru [25,49]. Sacharoza,
przy udziale $wiatka i cytokinin, wptywa na ekspresje genow kodujacych enzymy
uczestniczgce w metabolizmie azotowym, np. reduktaze azotanowsg [36]. Wykazano,
ze ekspresja wielu innych gendéw regulowanych przez cukry moze by¢ réwniez
zmieniana przez takie czynniki, jak: natezenie Swiatta [32,36,46], hormony [28,45,
54], stezenie fosforanu [7, 8,40] czy tez zranienie lub warunki beztlenowe [10, 12].

PERCEPCJA CUKROW W KOMORCE

Percepcja cukrow przez komorke roslinng moze zachodzi¢ w kilku etapach; zmiany
w zawartosci cukréw mogg by¢ prawdopodobnie odczuwane juz w apoplascie,
nastepnie podczas transportu przez blony, wewnatrz komarki (np. w cytozolu) i w
trakcie przemian metabolicznych dostarczonych komdrce cukrow [28]. Uwaza sie, ze
w odbiorze iprzekazywaniu sygnatu wywotanego przez cukry w tkankach roslinnych
uczestniczg biatka transportujace glukoze i sacharoze zlokalizowane w btonach
komorkowych, a przede wszystkim heksokinaza, cytozolowy enzym katalizujacy reakcje
fosforylacji heksoz (ryc. 2, 3) [21,43,45, 51].

Rola heksokinazy, jako sensora cukrowego zostata po raz pierwszy poznana u droz-
dzy, totez w p6zniejszych badaniach z udziatem komoérek roslinnych w duzym stopniu
uwzgledniano proponowane uprzednio mechanizmy [20,38,42]. Szereg dowoddw
na udziat heksokinazy w percepcji cukru i przekazywaniu sygnatu u ro$lin dostarczyty
doswiadczenia Jen Sheen ijej wspotpracownikéw [20, 21, 22,42]. Wykazano, ze D-
glukoza, podawana wraz z pradem transpiracyjnym do lisci lub dodawana do pozywki
kultur tkankowych/protoplastéw, powodowata represje wielu genéw kodujacych biatka
uczestniczace w procesie fotosyntezy, m.in. cab {chlorophyll a/b-binding protein),
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rbcS, rbcL (geny kodujgce matg i duzgpodjednostke karboksylazy/oksygenazy RuBP)
[25, 26, 42, 44]. Glukoza jest substratem glikolizy i ulega fosforylacji, reakcji
katalizowanej przez heksokinaze (ryc. 2). Analogi glukozy, takiejak: 3-0-metyloglukoza
i 6-deoksyglukoza nie sg fosforylowane przez heksokinaze, totez po ich podaniu do
tkanek nie obserwowano obnizenia poziomu wyzej opisanych transkryptéw (ryc. 2).
Sygnat represyjny podobny do D-glukozy wywotujg natomiast 2-deoksyglukoza i D-
mannoza; mogg by¢ one fosforylowane z udzialem heksokinazy, lecz nie sg meta-
bolizowane (lub ulegajg w minimalnych stopniu dalszym przemianom) i najczesciej
gromadza sie w postaci fosforanéw w cytozolu [20, 22, 23,43, 45]. Potwierdzeniem
roli heksokinazy w percepcji i przekazywaniu sygnatu cukrowego byty wyniki
doswiadczen z zastosowaniem inhibitora tego enzymu, mannoheptulozy. Wykazano,
ze zablokowanie procesu fosforylacji znosito represyjny sygnat powodowany przez
D-glukoze (ryc. 2) [20, 43, 45]. Represja genow nie nastepowata, gdy podawano do
tkanek roslinnych (i zawiesin protoplastéw) fosforany cukrow i inne zwigzki posrednie
lub produkty procesu glikolizy oraz L-glukoze, ktéra nie byta transportowana do komorek
(ryc. 2) [22, 25,26,42,45].

Nastepne dowody potwierdzajgce udziat heksokinazy w percepcji cukrdw i prze-
kazywaniu sygnatu uzyskano z zastosowaniem rosélin transgenicznych rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana), a mianowicie ro$lin, do ktérych wprowadzono gen
heksokinazy (AtHXKI) w orientacji antysensownej (antisense) lub wielokrotnie
zwiekszano poziom jego transkryptu (nadekspresja, overexpressed) [21]. Trans-
geniczne siewki rzodkiewnika z podwyzszong ekspresjg™//26 X7 wykazywaty wyzszg
wrazliwos¢ na egzogennie podawang glukoze (2-6%) niz rosliny kontrolne, wolnigj
kietkowaty irosty, koleoptyle nie byty zielone, miaty obnizong ekspresje genéw foto-
syntezy (rbcS, cab) [21]. Siewki Arabidopsis z obnizong ekspresjg AtHXKI
(antisense) odznaczaty sie zmniejszongwrazliwos$cig na podwyzszone stezenie glukozy,
miaty wowczas wydtuzone hypokotyle, a ekspresja genéw rbcS i cab byta indukowana.
Wyniki tych doswiadczen potwierdzity poprzednie sugestie o roli heksokinazy w odbiorze
i transdukcji sygnatu wystanego przez cukry [20,21,22]. Ponadto nadekspresja AtHXKI
(overexpressed) u transgenicznego pomidora hamowata wzrost roslin, obnizata
fotosynteze i przyspieszata starzenie sie roslin [9]. Autorzy tej pracy sugerowali, ze
heksokinaza uczestniczy w percepcji endogennego poziomu cukréow w tkankach
fotosyntetyzujacych i tym samym posredniczy w regulacji proceséw metabolicznych
wzrostu i rozwoju, zaréwno u siewek jak i dojrzatych roslin [9].

Wielu innych badaczy réwniez uznato i potwierdzito kluczowa role heksokinazy
w percepcji/przekazywaniu sygnatu cukrowego [15, 28, 33, 43, 44, 45, 49]. Geny,
kodujace synteze enzymoéw cyklu glioksalanowego, liazy izocytrynianowej {ICL) i
syntazy jabtczanowej {MS), ulegaty represji pod wptywem cukréw, represja nas-
tepowata po podaniu mannozy i 2-deoksyglukozy, podczas gdy 3-O-metyloglukoza
nie miata wptywu na ekspresje tych gendw [15]. Proces fosforylacji cukréw z udziatem
heksokinazy jest prawdopodobnie wigczony w transdukcje sygnatu prowadzacego do
akumulacji antocyjandw (jako reakcji na zwiekszone stezenie sacharozy) w komdrkach
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RYCINA 2. Schemat przedstawiajacy role heksokinazy w percepcji i przekazywaniu sygnatu cukrowego;
(+) stymulacja procesu, (-) hamowanie procesu (zmodyfikowane wg [22])

winogron. Stwierdzono bowiem, ze podanie mannozy i mannoheptulozy, inhibitora
heksokinazy, zmniejszato gromadzenie antocyjanéw w tych komorkach [49]. W innych
badaniach zaobserwowano, ze kietkowanie nasion Arabidopsis thaliana na pozywce
zawierajacej mannoze lub 2-deoksyglukoze byto zahamowane, a dodanie manno-
heptulozy odwracato ten efekt, natomiast podanie 3-O-metyloglukozy i 6-deoksyglukozy
nie hamowato kietkowania [33]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze czasteczka
sygnatowg w tkankach roslinnych moze by¢ takze trehaloza (do niedawna uwazano,
ze cukier ten wystepujejedynie u bakterii, drozdzy, owadéw [52]). Enzymy syntetyzujace
i rozktadajace trehaloze moga ponadto posredniczy¢ w transdukcji typowego sygnatu
cukrowego odbieranego przez heksokinaze (ryc. 3) [32, 38]. Okazuje sie, ze
wprowadzajac do roslin bakteryjne geny kodujace syntaze trehalozofosforanowg mozna
zwiekszy¢ szybkosé i wydajnos¢ fotosyntezy [32], a takze poprawié tolerancje roslin
na susze i zasolenie [52].

Hipoteza udziatu heksokinazy w percepcji cukréw i transdukcji sygnatu wzbudzita
réwniez wiele kontrowersji i dyskusji na famach czasopism naukowych. Dostarczone
dowody uwazane sg przez niektorych autoréw za niewystarczajace [17]. Heksokinaza,
jako enzym fosforylujacy cukry proste, ma nieco inne znaczenie w tkankach roslinnych
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(zwhaszcza w lisciach) niz u heterotroféw, poniewaz roslina moze czerpa¢ fosforany
heksoz bezposrednio z przemian fotosyntetycznych (triozofosforany), bez udziatu
heksokinazy [38]. Stosowanie analogéw cukrowych (np. mannozy) obniza pule
cytozolowego Pi, awiadomo, ze deficyt fosforu moze regulowac ekspresje niektdrych
gendéw [5,7,23,40]. Po podaniu 2-deoksyglukozy, jak i mannozy zmniejszona zostaje
zawarto$¢ metabolitow ufosforylowanych w tkankach, obnizona jest nie tylko pula
ATP, ale i drastycznie spada poziom UDP-glukozy, co moze mie¢ znaczacy wpltyw na
regulacje metabolizmu iekspresje genéw [23,47]. Ponadto zaréwno 2-deoksyglukoza,
jak i mannoza sg metabolizowane w tkankach (cho¢ znacznie wolniej), stad tez zwigzki
te nie powinny by¢ stosowane badz stosowane z duzg ostroznoscig w badaniach nad
rolg hesokinazy w percepcji cukrow [23, 17].

Wiekszos$¢ przedstawionych wynikéw doswiadczen uzyskano podajac cukry
egzogenne do lisci (kultur tkankowych), za$ naturalnie zwiekszone wewnatrz-
komorkowe (lub tylko w obrebie poszczegélnych organelli) stezenie cukrow nie zawsze
wywotywato podobne zmiany w regulacji ekspresji genow (czy metabolizmu). Nalezy
jednak pamietaé¢, ze omawiane w pracy zagadnienia sg stosunkowo nowe, intensywnie
badane u roslin dopiero od kilku lat. Wykorzystanie mutantéw réznorodnie reagujacych
na cukry na pewno pomoze w dalszych badaniach okre$lajgcych drogi percepcji i
przekazywania sygnatu cukrowego. Przyktadowo, wyselekcjonowano rosliny Ara-
bidopsis thaliana ze zmniejszong wrazliwos$cia lub nie reagujgce na podwyzszenie
poziomu cukrow w podtozu, sg to mutanty: cai (carbohydrate insensitive), sun
{sucrose-uncoupled), sis {sucrose insensitive), gin {glucose insensitive), rsr
{reduced sugar response), jak rowniez mutanty o wzmozonej wrazliwos$ci na cukier,
m.in. gss {glucose super sensitive) isss {sucrose super sensitive) [45]. Interesujagcym
mutantem jest mig (mannose insensitive germination), mutant Arabidopsis, ktdrego
nasiona kietkuja w obecnosci D-mannozy, odmiennie niz u typu dzikiego [33]. Mutant
mig powinien wykazywac defekty w aktywnosci/syntezie heksokinazy, ajednak koduje
fruktokinaze2, potwierdzajgc tym samym udziat fosforylacji heksoz w procesie
transdukcji sygnatu cukrowego [38,45].

W percepcji cukrow i przekazywaniu sygnatu w tkankach roslinnych mogg uczes-
tniczy¢ rowniez biatka-transportery cukréw (gtéwnie glukozy i sacharozy), zlo-
kalizowane w btonach komérkowych (ryc. 3) [2, 3,4, 27,28, 41]. U drozdzy funkcje
sensorow glukozy petnig m.in. membranowe biatka SCSNF3 i SCRGT2, ktore reaguja
odpowiednio na niski i wysoki poziom tego cukru i wykazujg szereg podobienstw do
przenos$nikow glukozy u drozdzy i roslin [45, 51]. Obszerniejsze czesci C-kohAcow
tancucha polipeptydowego tych biatek po stronie cytoplazmatycznej (SNF3 - 303
aminokwasy) sa prawdopodobnie niezbedne w transmisji sygnatu glukozowego [27,
51]. Genom Arabidopsis thaliana zawiera 14 genéw kodujacych transportery
monosacharyddw i przynajmniej 7 genéw kodujacych przenosniki disacharyddw, czesé
z nich moze petni¢ podwajna role, uczestniczy¢ nie tylko w transporcie, ale i odbiorze
sygnatu cukrowego [51]. Nie dostarczono dotychczas bezposrednich dowodoéw na
udziat przenosnikéw w percepcji cukréw, cho¢ stwierdzono, ze wiele roslinnych
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transporter6w cukrowych ma podobnie rozbudowane czesci taricucha polipeptydowego
(po stronie cytoplazmatycznej), m.in. jak ScSNF3 i SCRGT2, biatka drozdzy
uczestniczace w odbiorze sygnatu cukrowego. Posrednim dowodem moze by¢ to, iz
analogi glukozy, 3-O-metyloglukoza i 6-deoksyglukoza, inicjujg czasami transdukcje
sygnatu cukrowego, mimo iz nie sg fosforylowane przez heksokinaze. W kulturach
zawiesinowych Chenopodium rubrum dodanie zaréwno glukozy, jak i 6-deoksyglukozy
wzmagato ekspresje gendw pozakomoérkowych inwertaz i syntazy sacharozy, natomiast
u Chlorella kessleri dodanie tych analogéw wzmagato ekspresje genéw kodujacych
transportery glukozy [45]. Funkcjonalnie zwigzane z transporterami cukrowcéw (w
przekazywaniu cukrow do tkanek akceptoréw - roztadunek floemu) sg apoplastyczne
inwertazy kwasne, ktére moga réwniez uczestniczy¢ w percepcji/przekazywaniu
sygnatu cukrowego [37, 51].

Niewiele wiadomo dotychczas o dalszym przekazywaniu sygnatu wywotanego
przez cukry (lub ich przemiany), a odebranego przez przenos$niki cukrow lub/i
heksokinaze w tkankach roslinnych. Nastepuje ono prawdopodobnie poprzez kaskady
sygnatowe z udziatem szeregu kinaz/fosfataz [12, 25, 45, 48]. Stosunkowo dobrze
poznano niektore biatka uczestniczace w przekazywaniu sygnatéw u drozdzy, np. SNF1
(sucrose non-fermenting-1) czy w komoérkach zwierzecych, AMPK (adenosine
monophosphate-activated protein kinase) [18, 45]. Znacznie p6zniej doszukano
sie analogicznych biatek w niektoérych komarkach roslinnych i grupe kodujacych je
genéw nazwano SnRK (SNF 1-relatedprotein kinases) (ryc. 3) [18]. SNF-1u drozdzy
moga regulowac transkrypcje gendéw kodujacych enzymy uczestniczace w
metabolizmie weglowodanéw. Ekspresja roslinnych SnRK (np. z ryzu czy tytoniu) w
komdrkach mutanta drozdzowego snfl przywraca mu zdolno$¢ do wykorzystania
sacharozy (takze glicerolu) jako Zrddta wegla, co wskazuje, ze SnRK moze zastgpi¢
SNF1 w przekazywaniu sygnatu cukrowego u drozdzy [18]. Transgeniczne rosliny
ziemniaka, antysensowne do SnRKI (PKIN1), tym samym majgce obnizong o ok.
80% aktywnos$¢ kinazy biatkowej (SAMS), nie wykazujg zmian aktywno$ci inwertaz,
glukokinazy i fruktokinazy. Spada u nich natomiast aktywnos¢ syntazy sacharozowej
i silnie zahamowana jest ekspresja genu kodujgcego ten enzym [18]. Ekspresja tego
genu jest indukowana po podaniu do tkanek sacharozy, podczas gdy u roslin dzikiego
typu Sus4 jest silnie idukowana przez egzogenny cukier. Doswiadczenia te wskazujg
naniezbedno$¢ SnRK 1w percepcji/ transdukcji sygnatu sacharozowego kontrolujacego
ekspresje genow syntazy sacharozy i prawdopodobnie innych genéw (ryc.3) [17,18].
Glukozo-6-fosforan, produkt reakcji katalizowanej przez heksokinaze, wpltywa na
aktywnos$¢ kinazy SnRKI u rodlin, jak réwniez biatka SNF1 w komorkach drozdzy
[32].

Droga przekazywania sygnatu cukrowego w tkankach roslinnych nie funkcjonuje
w izolacji od szlakéw transdukcji innych sygnatow, lecz stanowi integralng czesé
rozprzestrzenionej sieci pofgczen poza- i wewngtrzkomérkowych. Pewne etapy
przekazywania sygnatéw moga by¢ nawet wspdlne, z wykorzystaniem tych samych
przekaznikéw informacji lub/i katalizowanych przez podobne typy kinaz biatkowych
(ryc. 3) [12,45,48, 54]. Przyktadowo, stwierdzono $cistg zalezno$é miedzy drogami
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RYCINA 3. W percepcji cukréw i przekazywaniu sygnatu w tkankach roslinnych uczestniczg heksokinaza
(enzym cytozolowy) lub/i przenos$niki sacharozy i glukozy, zlokalizowane w btonach komérkowych.
W transdukcji sygnatu posredniczg prawdopodobnie kinazy biatkowe kodowane przez grupe genéw
SnRK (SNF1-related protein kinases) [18] lub inne kinazy biatkowe, np. kinazy MAP (mitogen-acti-
vated protein)-, w przekazywaniu sygnatu moga bra¢ udziat fitohormony, np. kwas abscysynowy (ABA)
oraz jony wapnia. Odebrany sygnat o zmianach zawartosci cukréw wptywa na ekspresje genéw oraz

przebieg proceséw metabolicznych
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transdukcji sygnatu glukozy i etylenu badajagc mutanty etylenowe, eto (ethylene-
overproducing) i etr (ethylene-resistant) oraz mutanta glukozowego, gin [54]. Reakcja
ro$lin na podwyzszenie lub obnizenie poziomu cukru zaleze¢ moze réwniez od innych
hormondw, takich jak: kwas abscysynowy, gibereliny czy cytokininy [28, 36, 45], a
takze od warunkéw s$wietlnych i wielu czynnikéw stresowych [12, 36, 45, 46].
Postulowany przez niektdrych badaczy udziatjondw wapniowych w transdukcji sygnatu
sacharozowego stwierdzono np. w komérkach batatow, podczas indukcji przez cukry
gendw kodujacych sporamine i (3-amylaze [30]. W komorkach Vitis vinifera w procesie
indukcji przez cukier biosyntezy antocyjanow uczestniczg zaréwno Ca2+ kalmoduling,
jak ibiatka kinaz i fosfataz [49]. Doktadniejsze poznanie sugerowanych wspétzaleznosci
wymagajednak wielu dalszych, intensywnych badan. Zastosowanie w badaniach wielu
roélin transgenicznych i ostatnio wyselekcjonowanych mutantéw na pewno pomoze
uzupetni¢ naszg wiedze o molekularnych mechanizmach odpowiedzi roslin na zmiane
poziomu cukrow, zjawiska powszechnego w zmiennych warunkach srodowiskowych.
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PROTEAZY CHLOROPLASTOWE

CHLOROPLAST PROTEASES
Agnieszka ZELISKO i Grzegorz JACKOWSKI

Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie: Kontrolowana degradacja biatek jest procesem zaangazowanym w regulacje wielu waznych
proceséw komoérkowych, w tym cyklu komérkowego, réznicowania, kierowania i dystrybucji biatek
oraz programowanej $mierci komaérki. Od kilkunastu lat wiadomo, ze degradacja specyficznych biatek
jest réwniez bardzo istotnym elementem mechanizméw decydujacych o biogenezie chloroplastow i ich
adaptacjach do zmieniajacych sie warunkéw $rodowiskowych oraz ze proteazy odpowiedzialne za
trawienie biatek chloroplastowych sg zlokalizowane w samych chloroplastach. Ustalono, ze cze$¢ spo-
$rod proteaz chloroplastowych jest odpowiedzialna za proteolityczng obrébke form prekursorowych
biatek chloroplastowych, cze$¢ katalizuje procesy degradacyjne towarzyszace adaptacji aparatu foto-
syntetycznego do zmian natezenia $wiatta i temperatury, a jeszcze jedna grupa proteaz chloroplasto-
wych atakuje biatka uszkodzone, skierowane do niewtasciwego kompartmentu wewnatrz chloroplastu
lub syntetyzowane w niestechiometrycznych iloéciach wzgledem zasocjowanych z nimi in vivo innych
biatek badZz kofaktoréw. W niniejszym opracowaniu podsumowano aktualny stan wiedzy na temat
wewnatrzchloroplastowej kompartmentacji poszczegdlnych proteaz, ich struktury (w tym homologii
strukturalnej wobec proteaz bakteryjnych) i witasciwosci funkcjonalnych oraz zmiennosci ekspresji w
odpowiedzi na zmieniajacy sie kontekst ontogenetyczny i $rodowiskowy.

Stowa kluczowe: proteaza, centrum katalityczne, Cip, FtsH, DegP, chloroplast, stroma, btona tylako-
idowa, Swiatto tylakoidu, otoczka chloroplastowa, peptyd tranzytowy.

Summary. A controlled degradation of proteins is intimately involved in regulatory mechanisms of many
different cell functions, including cell cycle, differentiation, protein targeting and sorting and a program-
med cell death. Itis about fifteen years that the role of the degradation of specific proteins in mechanisms
behind chloroplast biogenesis and adaptation to everchanging environmental stimuli was recognized as
well. It also became evident that the proteases responsible for the degradation of chloroplast proteins are
located inside the chloroplast themselves. As a result at the moment most investigated chloroplast
proteases can be operationally divided into three categories: 1) the ones responsible for a proteolytic
processing of precursor forms of chloroplast proteins; 2) the ones catalysing degradative processing put
into motion in response to changing incident photon flux density and temperature; 3) the ones degrading
the proteins that are damaged or otherwise abnormal, the unassembled subunits of protein complexes and
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mistargeted proteins. The data regarding current awareness in relation to intrachloroplast compartmenta-
tion of defined proteases, their structure (including structural homology to bacterial enzymes), functional
properties and expression pattern as determined by changing ontogenetical and enviromental context is
summarised below.

Keywords', protease, catalytic domain, Clp, FtsH, DegP, chloroplast, stroma, thylakoid membrane,
thylakoid lumen, chloroplast envelope, transit peptide.

WSTEP

W 1984 roku dowiedziono, ze w izolowanych i inkubowanych in vitro chloroplastach
moze nastepowac szybka, ATP-zalezna i stymulowana przez $wiatto degradacja biatek
katalizowana przez autonomiczne proteazy chloroplastowe [37]. W kilka lat potem
ujawniono obecno$¢ w chloroplastach takze proteaz dziatajacych w sposéb niezalezny
od ATP [10]. Odkrycia te pozwolity na przetamanie utrzymujgcego sie przez dtugie
lata pogladu, ze degradacje biatek chloroplastowych katalizujg proteazy wodniczkowe
lub/i cytoplazmatyczne, przedostajace sie do wnetrza chloroplastu w okreslonych
sytuacjach lub tez ze degradacja biatek chloroplastowych nastepuje w wodniczkach
badz cytoplazmie, dokad przeznaczone do hydrolizy biatka miatyby by¢ eksportowane
[51]. Dzi$ wiadomo, ze w chloroplastach dziata wiele proteaz; cze$¢ z nich udato sie
oczysci¢ [5, 10, 66], inne zidentyfikowano dzieki znacznej homologii wobec proteaz
bakteryjnych, najlepiej scharakteryzowanych w przypadku Escherichia coli [3]. W
zaleznosci od okolicznosci sprzyjajacych ujawnianiu aktywnosci enzymatycznej wszyst-
kie poznane do tej pory proteazy chloroplastowe mozna podzieli¢ na dwie kategorie:
konstytutywne i indukowalne. Pierwsza kategoria obejmuje endoproteazy
zaangazowane w wewnatrzchloroplastowg obrébke prekursorow biatek chlo-
roplastowych [11, 59] oraz liczng grupe enzymow uczestniczacych w usuwaniu biatek
uszkodzonych [22, 27], syntetyzowanych z r6znych powodow w iloSciach nie-
stechiometrycznych wzgledem skompleksowanych z nimi in vivo biatek lub nie-
biatkowych kofaktorow [30,63] oraz biatek omytkowo skierowanych do niewfa$ciwego
przedziatu chloroplastu [20, 21]. Wydaje sie pewne, ze poza kon-stytutywnymi
endoproteazami dokonujacymi pierwotnego ciecia wymienionych typow substratéw
chloroplasty zawierajg takze - wcigz niezidentyfikowane - peptydazy trawigce
produkty pierwotnego ciecia na drobne fragmenty, prawdopodobnie az do poziomu
wolnych aminokwaséw. Na istnienie peptydaz spetniajacych funkcje ,,sprzatajace”
wskazuje fakt, ze produkty pierwotnego naciecia substratéw konstytutywnych proteaz
nie gromadzg sieg in vivo [2]. Druga kategoria proteaz chloroplastowych - to enzymy
regulacyjne produkowane lub aktywowane w odpowiedzi na zmiany natezenia Swiatta
[5, 65] oraz temperatury [27]. Funkcje tych proteaz mozna zatem sprowadzi¢ do
wspdtuczestnictwa - obok innych mechanizméw - w procesie optymalizacji sktadu
biochemicznego aparatury fotosyntetycznej w zmieniajagcych sie warunkach
Srodowiskowych.
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Cho¢ ilos¢ zidentyfikowanych i scharakteryzowanych proteaz chloroplastowych
wzrasta w tempie niemal lawinowym, jest rzecza pewna, ze jestesmy wcigz dalecy od
znajomosci ich petnej listy, nie tylko w zwigzku z istnieniem in vivo wcigz
niezidentyfikowanych peptydaz ,,sprzatajacych”, ale takze w zwigzku z tym, ze niedawno
ujawniono, iz jadrowy genom Arabidopsis thaliana zawiera po kilka (2-6) nie-
identycznych gendw homologicznych kodujacych znane wcze$niej enzymy
homologiczne do proteaz bakteryjnych (Cip, FtsH, DegP) [4]. Oznacza to, ze Cip,
FtsH i DegP sg w rzeczywisto$ci rodzinami enzyméw obejmujgcymi po kilka
indywidualnych proteaz. Podobng sytuacje stwierdzono w odniesieniu do genomu
Synechocystis, w ktérym zidentyfikowano okoto czterdziestu rédznych sekwencji
kodujacych proteazy [31].

Celem niniejszego opracowania jest przeglad stanu wiedzy na temat struktury i
wiasciwosci funkcjonalnych chloroplastowych proteaz zidentyfikowanych i scha-
rakteryzowanych do wrze$nia 2001 roku, ich wewnatrzchloroplastowej kom-
partmentacji oraz zmiennosci ekspresji w odpowiedzi na zmieniajacy sie kontekst
ontogenetyczny i Srodowiskowy. Literatura polskojezyczna byta dotad catkowicie
pozbawiona opracowan przegladowych na ten temat.

Na rycinie 1 zilustrowano rozmieszczenie wewnatrz chloroplastu opisanych w
niniejszej pracy proteaz. Nie uwzglednilismy jednak enzymow, ktorych lokalizacja nie
zostatajeszcze wyjasniona.

I. PROTEAZY STROMY CHLOROPLASTOWEJ

CPE - chloroplastowa peptydaza przetwarzajgca

Wiekszg cze$¢ biatek wchodzacych w sktad chloroplastu stanowig biatka kodowane
przez genom jadrowy, pozostate sg kodowane przez genom chloroplastowy. Polipeptydy
zakodowane w genomie jgdrowym, ktorych miejscem przeznaczenia jest stroma
chloroplastowa, sg syntetyzowane w cytoplazmie w postaci prekursoréw dtuzszych
od dojrzatej formy o tak zwane peptydy tranzytowe, N-terminalne odcinki o dtugosci
od 28 do 139 aminokwaséw [56]. Sekwencja aminokwasowa peptydu tranzytowego
zawiera w sobie cato$¢ informacji niezbednej do rozpoznania - przez aparat importowy
otoczki chloroplastowej - prekursorowego biatka ijego translokacji do wnetrza
chloroplastu. C-koniec peptydu tranzytowego zawiera do$¢ konserwatywng czte-
roaminokwasowg sekwencje (lle/Val-X-Ala/Cys-Ala), ktéra wyznacza miejsce
odciecia peptydu (samo odciecie zachodzi w stromie). Prekursory innych biatek
chloroplastowych, ktérych miejscem przeznaczenia jest btona tylakoidowa bgdz tez
Swiatto tylakoidu, wyposazone sg w podwojne peptydy tranzytowe, tzn. peptyd
importowy i eksportowy. Peptyd importowy odpowiada temu, co w przypadku biatek
kierowanych do stromy chloroplastowej nazywamy po prostu peptydem tranzytowym.
Po odcieciu peptydu importowego biatko jest nadal dtuzsze od formy dojrzatej ojeszcze
jeden N-koncowy peptyd - peptyd eksportowy [13, 46, 56]. Odciecie peptydu
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tranzytowego oraz peptydu importowego jest katalizowane przez specyficzng
endopeptydaze zwang chloroplastowym enzymem przetwarzajagcym - CPE (ang.
chloroplastprocessing enzyme). CPE jest biatkiem kodowanym przez genom jagdrowy
i syntetyzowanym na terenie cytoplazmy w formie prekursorowej, a proces odciecia
peptydu tranzytowego CPE katalizuje sama CPE (123 kDa), wykazujaca aktywnos¢
autoproteolityczng [45]. CPE jest biatkiem zasadowym wigzagcym Zn2+[45] o niezbyt
dobrze rozpoznanej strukturze drugorzedowej [15].

Zespotowi Vandervere’a [59] udato sie wyizolowac i zsekwencjonowaé cDNA
CPE grochu; ekspresja tego genu w lisciach jest niezalezna od Swiatta [59]. CPE
uwazana jest za peptydaze odpowiedzialng za usuwanie peptydéw importowych
prekursoréw wielu bardzo waznych biatek importowanych do chloroplastéw [45],
poniewaz zablokowanie ekspresji CPE za pomocaantysensownego konstruktu prowadzi
do catkowitego rozprzegniecia biogenezy chloroplastu [60]. Eksperymentalnie
potwierdzono zdolno$¢ CPE do odcinania peptydu tranzytowego od form pre-
kursorowych, m.in. LHCPII, ferredoksyny, matej podjednostki karboksylazy/oksygenazy
rybulozo-1,5-bisfosforanu [2], aktywazy karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-
bisfosforanu, podjednostki CF1 syntazy ATP, plastocyjaniny oraz psbO [45].

Ostatnio oczyszczono stromowy enzym przetwarzajacy, ktéry wprawdzie odcina
peptyd tranzytowy réznych biatek prekursorowych (najefektywniej prekursora
oksydazy polifenolowej), ale nie wykazuje takiej aktywnosci wzgledem prekursora
LHCPII [29]. Enzym ten (metaloproteaza) zapewne nie jest tozsamy z CPE, na co
wskazuje nie tylko fakt braku aktywnosci wobec prekursora LHCPII, ale takze brak
reakcji krzyzowej z przeciwciatami anty-CPE. Wydaje sie zatem zupetnie praw-
dopodobne, ze peptydy tranzytowe i peptydy importowe prekursoréw biatek
chloroplastowych moga by¢ na terenie stromy odtrawiane przez wiecej nizjeden enzym
przetwarzajacy albo przynajmniej przez nieidentyczne pod wzgledem aktywnosci
enzymatycznej i charakterystyki immunologicznej holoenzymatyczne permutacje duzej
populacji podjednostek [29].

Proteaza EP1

Innym enzymem stromy chloroplastowej jest endoproteaza okre$lona jako EP1,
wyizolowana i oczyszczona po raz pierwszy z lisci grochu (Pisum sativum L.) [10,
38]. Jest to enzym wigzacy Zn2+ ktéry do pelnej aktywnosci katalitycznej wymaga
ponadto obecnosci jondw Mg2+lub Ca2+[38].

W testach in vitro stwierdzono, ze EP1 wykazuje najwyzszg aktywno$é en-
zymatyczng wobec wigzania Ala-Ala i Gly-Gly, o ile reszty Ala lub Gly wchodzg w
sktad oligopeptydow zawierajgcych w swojej strukturze takze inne aminokwasy [38].
Wydaje sie jednak, ze in vivo specyficznos¢ proteolitycznego ciecia zalezy nie tylko
od rozpoznawania par aminokwaséw, ale takze od obecnosci okreslonych motywéw
konformacyjnych [38].

Nie uzyskano jeszcze pewnosci co do masy czasteczkowej holoenzymu, gdyz w
zaleznosci od zastosowanej metody uzyskano rézne oznaczenia - uzywajac sgczenia
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RYCINA 1 Rozmieszczenie proteaz wewnatrz chloroplastu (na podstawie [7], zmodyfikowane
i uzupetnione)

molekularnego i elektroforezy w warunkach niedenaturujgcych wyznaczono mase
czasteczkowg EP1 na 93 kDa [38], a przy zastosowaniu techniki HPLC (warunki
denaturujace) jako 40 kDa lub nawet 20 kDa. Moze to oznaczaé, ze EP1 przyjmuje
rézng strukture czwartorzedowa, w zaleznosci od srodowiska izolacyjnego oraz od
sposobu traktowania biatka podczas izolacji, weryfikacja tej hipotezy wymagajednak
dalszych badan [10].

Sposrdd naturalnych biatek jedynym znanym substratem EP1 in vitro jest duza
podjednostka karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu. EP1 wytrawia z
niej fragment o masie czasteczkowej 36 kDa, ktéry ulega dalszej szybkiej degradacji -
z udziatem zapewne innych peptydaz stromy chloroplastowej - az do wolnych
aminokwas6w [1]. Karboksylaza/oksygenazarybulozo-I,5-bisfosforanu stanowi okoto
50% biatek w lisciach, stad tez jest gtdwnym zrodtem azotu lisSciowego. Podczas
starzenia lisci biatka chloroplastowe, a wiec takze karboksylaza/oksygenaza rybulozo-
1,5-bisfosforanu, ulegajg proteolitycznemu rozktadowi. Uzyskany tg drogg azot jest
transportowany do miodszych czesci rosliny, gdzie jest wykorzystywany m.in. do
budowy nowych struktur komérkowych. Sugeruje sie, ze EP1 moze by¢ proteaza
odpowiedzialng za rozpoczecie procesu degradacji karboksylazy/oksygenazy rybulozo-



288 A. ZELISKO, G. JACKOWSKI

1,5-bisfosforanu podczas starzenia [10]. W chloroplastach wyizolowanych naréznych
etapach rozwoju siewek grochu poziom aktywnosci EP1 jest jednak bardzo zblizony,
€0 moze oznaczaé, ze enzym odgrywa istotng role podczas catej ontogenezy.

Z badan przeprowadzonych na modelowych oligopeptydach wynika, ze aktywno$é
EP1ljest nizsza na $wietle nizw ciemnosci [38]. Na razie trudno jednoznacznie ocenié
sens fizjologiczny tej obserwacji.

Inkubujac in vitro zawiesine chloroplastow grochu mozna obserwowaé szybka
degradacje duzej podjednostki karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu
(substratu EP1), ale takze szeregu innych biatek stromy chloroplastowej (np.
fosforybulokinazy, syntetazy glutaminowej, syntazy glutaminianowej, matej podjednostki
karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu) [47]. Degradacja zachodzi
zaréwno na $wietle, jak iw ciemnosci, przy czym niezalezna od $wiatta komponenta
procesow degradacyjnych jest katalizowana przez metaloproteaze, co moze wskazywac
na udziat EP1 [47]. Niezalezna od $wiatta degradacja biatek stromy zachodzgca w
toku inkubacji chloroplastow in vitro prawdopodobnie jest ciggiem wydarzen zblizonym
do degradacji towarzyszacej starzeniu lisci [47]. W obydwa procesy moze byé
zaangazowana EP1 [10]. Degradacja na swietle innych niz duza podjednostka
karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu biatek stromy chloroplastéw grochu
wydaje sie by¢ jednak zalezna od innego enzymu (-6w), dodatkowo rozszerzajacego
liste proteaz rezydujacych w stromie chloroplastu.

Proteaza Cip

Proteaza Cip po raz pierwszy zostata zidentyfikowana u Escherichia coli jako
enzym katalizujgcy in vitro degradacje kazeiny i stad pochodzi jej nazwa: Caseinolytic
protease (Cip). Funkcjonuje onajako ATP-zalezna serynowa proteaza wymagajaca
do swego dziataniajonow Mg2+[12].

Bakteryjna proteaza Cip zbudowana jest z dwdch podjednostek: proteolitycznej
podjednostki typu serynowego o masie 21 kDa okre$lanej jako ClpP oraz jednej z
dwdch podjednostek regulatorowych o charakterze ATPazy okre$lanych jako CIpA
(83 kDa) [1] i ClpX (46 kDa) [12, 19]. Podjednostka CIpA ma dwie odrebne domeny
wigzace ATP [17]. Hydrolizajednej czasteczki ATP jest wymagana dlaoligomeryzacji
ClpA (umozliwia asocjacje z ClpP), natomiast uwolnienie energii drugiej czasteczki
ATP umozliwia proteolize [23,43]. Z kolei podjednostka ClpX matylko jedng domeneg
wigzacg ATP [17].

Podjednostki regulatorowe CIpA oraz ClpX nalezg do rodziny molekularnych
chaperonéw Clp/HsplOO [12, 48]. Moga one dziata¢ niezaleznie od ClpP pelnigc
wytacznie funkcje biatek chaperonowych [18, 23, 43]. Sama podjednostka pro-
teolityczna ClpP nie jest zdolna do degradacji oligopeptydoéw diuzszych niz 6
aminokwasow. Rozktad dtuzszych peptyddw jest mozliwy przez utworzenie kompleksu
ClpP z CIpA lub ClpX.

Zdolny do proteolizy kompleks sktada sie z dwoch centralnych heptamerycznych
podjednostek ClpP [61] otoczonych przezjeden lub dwa heksameryczne pierScienie
ClpA lub ClpX [23,43]. Pierscienie heptameryczne CIpP tworzg stos w formie cylindra
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[50], w ktorego wnetrzu znajduja sie centra katalityczne typu serynowego [61]. Wnetrze
cylindrajest zatem komorg katalityczna (o $rednicy 50A); dostep do niej jest mozliwy
tylko przez dwa szczytowe otwory. Szeroko$¢ tych otworéw wynosi zaledwie 11A,
co utrudnia lub nawet uniemozliwia dostanie sie do wnetrza wiekszo$ci natywnych
polipeptydéw. Dlatego tez dla skutecznej translokacji substratéw biatkowych do centréw
katalitycznych ClpP niezbednajest obecnos¢ podjednostek ClpA [9,24]. Podjednostki
te, przeprowadzajac hydrolize ATP dostarczajg energii potrzebnej do rozfatdowania
substratu, niezbednego dla jego translokacji do wnetrza komory katalitycznej ClpP
[12].

Stwierdzono, ze homologi bakteryjnych proteaz ClpP ijednostek regulatorowych
wystepuja takze w stromie chloroplastowej roslin [4] i sa okre$lone jako, odpowiednio,
ClpP i CIpC/D. CIpC/D i ClpP moga asocjowaé w ATP-zalezny sposéb zaréwno in
vitro [49],jak i in vivo [14] tworzgc funkcjonalny chaperonowo-proteazowy kompleks,
analogiczny do bakteryjnego CIpA(X)/P. Wydaje sie, ze - inaczej niz w przypadku
bakteryjnej proteazy - asocjacja podjednostki chaperonowe;j i proteazowej jest zalezna
od wigzania ATP, anie jego hydrolizy [21].

Opierajac sie na wynikach analizy klonéw EST cDNA ustalono, ze u roslin wyzszych
{Arabidopsis thaliana) funkcjonuje pie¢ genéw kodujacych r6zne formy molekularne
ClpP [4]. Cztery sposréd nich (ClpP3-P6) to geny jadrowe, piagty {CIpPlI) jest genem
chloroplastowym - kodowana przez ten gen forma molekularna ClpPI jest jedyng
znang proteazg kodowang przez genom plastydowy. Formy ClpPIl oraz ClpP3-6
zawierajg charakterystyczng dla proteaz serynowych katalityczng triade His-Asp-Ser
[54]. Analiza klonéw EST cDNA Arabidopsis thaliana pozwolita na stwierdzenie
heterogeniczno$ci takze na poziomie sekwencji kodujgcych roslinne homologi
bakteryjnychjednostek regulacyjnych CIpA(X)-heterogenicznos¢ polega na istnieniu
trzech homologicznych genéw, nazwanych CIpCI, ClpC2 i ClpD. ClpD, cho¢ bardzo
podobny do ClpCI/C2, rozni sie od nich okreslonymi motywami sekwencyjnymi [48]
i inng charakterystykga ekspresji in vivo [40].

Funkcje, jakie peini Cip w chloroplastach, nie sg doktadnie poznane. Eks-
perymentalnie udowodniono tylko udziat Cip w trawieniu psbhO mylnie skierowanego
do stromy [20, 21] oraz w trawieniu biatek kompleksu cytochromowego b6/f w
warunkach gtodu azotowego i u mutantow charakteryzujgcych sie obnizonym poziomem
biatka Rieskego [39]. Cip prawdopodobnie degraduje takze powstate w wyniku btedow
biosyntezy biatka anormalne, niewfasciwie pofatdowane i uszkodzone [3, 12, 49].
Niewielka cze$¢ populacji ClpC wystepuje w chloroplastach w postaci zwigzanej z
maszynerig importowa wewnetrznej btony otoczki chloroplastowej [41], praw-
dopodobnie petnigc funkcje chaperonowa, a mianowicie biorgc udziat w utrzymaniu
rozfatldowanej struktury prekursoréw biatek importowanych do stromy.

Aktywnos¢ proteazy Cip ulega zmianom w trakcie rozwoju ontogenetycznego rosliny,
np. w trakcie konwersji dojrzatych chloroplastéw w gerontoplasty; poziom transkrypcji
gendw clpP kodujacych biatko ClpP jest bardzo wysoki w dojrzatych, fotosyntetycznie
aktywnych lisciach jeczmienia, lecz drastycznie spada podczas starzenia [25]. Z kolei
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ekspresja ClpD ulega intensyfikacji zaréwno w ciemnosci, jak i podczas naturalnego
starzenia lisci Arabidopsis thaliana [40], przy czym ilos¢ biatka ClpD - w
przeciwienstwie do mMRNA - silnie spada wraz z postepowaniem starzenia, stajac sie
niewykrywalna w lisciach w zaawansowanej fazie starzenia [62], dlatego - zdaniem
autoréw - CIpP i ClpD nie odgrywaja istotnej roli podczas starzenia. Wydaje sie jednak,
ze Cip moze petni¢ wazne funkcje podczas innych faz rozwoju rosliny. Humbeck i
Krupinska [25] wykazali, ze pod wptywem opaddéw nastepujacych po dtugim okresie
suszy procesy starzeniowe zostajg zatrzymane i na krotki czas wzrasta aktywnos$¢
fotosyntetyczna. Nastepuje wowczas rowniez wzrost poziomu transkrypcji clpP.
Znaczny wzrost poziomu transkrypcji clpP ma miejsce takze podczas odwrdcenia
indukowanego ciemnoscig starzenia przez ponowne przeniesienie roslin do Swiatta.
Powyzsze wyniki sugeruja, ze Cip odgrywa waznarole w degradacji biatek w dojrzatych
chloroplastach, charakteryzujacych sie wysoka aktywnos$cig fotosyntetyczng, a takze
w chloroplastach, w ktorych nastepuje synteza i montaz nowych sktadnikow aparatu
fotosyntetycznego [25].

Powszechnie uwaza sie, ze miejscem wystepowania oraz dziatania proteazy Cip
jest stroma chloroplastu. Jednakze niedawno opublikowano doniesienie dowodzace
mozliwosci izolacji z bton tylakoidowych Arabidopsis thaliana wielosktadnikowego
kompleksu zawierajgcego rézne formy molekularne ClpP, atakze ClpR i ClpS - biatek
spokrewnionych z ClpP, lecz nie zawierajgcych katalitycznej triady His-Asp-Ser [44].
W skiad tego kompleksu (350 kDa) wchodzi az 9 réznych podjednostek o masach
czasteczkowych mieszczacych sie w przedziale 20-30 kDa, a mianowicie ClpP 1, P3,
P4, P6, P7, CIpRI, R2, R3 oraz ClpS 1 Wydaje sie, ze istnieje przynajmniej jedna
dodatkowa przestanka, aby sadzi¢, ze Cip moze istotnie mie¢ jaki$ zwigzek z btonami
tylakoidowymi - zdolno$¢ Cip do trawienia sktadnikéw kompleksu cytochromowego
b6/f, integralnych biatek btony tylakoidowej [39].

Potrzebne sg dalsze badania, aby ostatecznie wyjasni¢ wewnatrzchloroplastowa
lokalizacje proteazy Cip.

Proteazy niewrazliwe na SDS

W pracy Sokolenko i wspotpracownikéw [53] doniesiono o odkryciu trzech
niewrazliwych na SDS proteaz stromy chloroplastowej szpinaku. Tozsamos$¢ tych
enzym&w w odniesieniu do Cip, CPE i EP 1pozostaje nieznana, poniewaz, o ile wiadomo
autorom niniejszego opracowania, aktywno$é CPE, Cip i EP1 nigdy nie byta badana
w obecnosci SDS. Jedyng podstawg do snucia rozwazan o relacjach pomiedzy tymi
proteazami a enzymami niewrazliwymi na SDS jest poréwnanie mas czgsteczkowych.
Opierajac sie na takim poréwnaniu trudno uzna¢ ktérykolwiek z trzech enzymoéw
niewrazliwych na SDS za tozsamy z ktora$ ze znanych wczedniej proteaz stromy
chloroplastowej [53].
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H.PROTEAZY BLONY TYLAKOIDOWEJ

I. Enzymy zwigzane integralnie z btongtylakoidowgq
TPP - Tylakoidowa peptydaza przetwarzajaca

Jak wspomniano juz wczesniej, biatka Swiatta tylakoidu oraz niektdre biatka btony
tylakoidowej sg syntetyzowane w cytoplazmie w formie prekursorowej wyposazonej
w podwajny peptyd tranzytowy. Po translokacji biatka prekursorowego przez otoczke
chloroplastowa do stromy nastepuje katalizowane przez CPE odciecie peptydu
importowego. Peptyd eksportowy zostaje odtrawiony przez tylakoidowg peptydaze
przetwarzajacg - TPP (ang. Thylakoid Processing Peptidase) podczas
przemieszczania sie prekursora biatka przez btone tylakoidowg [3,7]. Gen TPP zostat
kilka lat temu sklonowany i scharakteryzowany [11]. Koduje on integralne biatko btony
tylakoidowej o masie czasteczkowej 30 kDa, przenikajace btone jednym trans-
membranowym odcinkiem. Centrum Kkatalityczne TPP w postaci diady Ser-Lys znajduje
sie w hydrofilnym C-terminalnym odcinku czasteczki zlokalizowanym na powierzchni
btony tylakoidowej od strony $wiatta tylakoidu. TPP uczestniczy w obrébce form
prekursorawych plastocyjaniny oraz psbO, P i Q do form dojrzatych.

Proteaza FtsH

Proteaza FtsH, po raz pierwszy odkryta i opisana u Escherichia coli [4] jest zwigzana
z blong, ATP-zalezngmetaloproteazgo masie czasteczkowej 74 kDa [35]. FtsH nalezy
do rodziny AAA ATP-az {ATPases associated with diverse cellular activities).
U Escherichia coli jest ona zaangazowana w degradacje czynnika transkrypcyjnego
82inieskompleksowanej formy biatka btonowego SecY [1], a takze w odpowiedz na
szok termiczny [35].

Homolog bakteryjnej proteazy FtsH odkryto takze w chloroplastach roslin wyzszych
[35, 42]. Roslinna wersja FtsH - integralne biatko btony tylakoidowej - jest ATP-
zalezng cynkowg metaloproteazag o masie czasteczkowej 78 kDa. FtsH przenika btone
tylakoidowg dwoma transmembranowymi a-helisami, natomiast rejony hydrofilne
czasteczki sg zanurzone w stromie i Swietle tylakoidu. Region eksponowany do stromy
zawiera funkcjonalne domeny enzymu, a mianowicie domene wigzgcg ATP oraz
centrum katalityczne wigzgce jony Zn2+ Dzieki takiej topografii FtsH jest w
bezposrednim kontakcie i moze degradowac zaréwno biatka zawieszone w stromie,
jak i biatka wbudowane w btony tylakoidowe [3, 58]. Stwierdzono, ze FtsH nie jest
zwigzana z zadnym kompleksem fotosyntetycznym [1].Proteaza FtsH wystepuje w
obrebie bton niezespolonych stromy, natomiast nie zlokalizowano jej w btonach
zespolonych tylakoidéw gran. FtsH jest syntetyzowana w formie prekursorowej w
cytoplazmie, a ekspresje genéw kodujacych ten enzym indukuje $wiatto [1].

Wyniki badan nad klonami EST cDNA Arabidopsis thaliana dowodzg obecnosci
w genomie tego gatunku czterech nieidentycznych, lecz homologicznych genow
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kodujacych FtsH - FtsHI do FtsH4, co oznacza, ze defacto FtsH in vivo jest populacja
czterech podobnych do siebie biatek.

Funkcje, jakie petni proteaza FtsH, sg wcigz znane dosy¢ pobieznie - na razie
eksperymentalnie potwierdzono zdolno$¢ FtsH do trawienia in vivo dwoch substratéw.
Jednym z nichjest biatko Rieskego, degradowane przez FtsH wowczas, gdy wskutek
zaburzen mechanizmow regulujgcych stosunki stechiometryczne pomiedzy pod-
jednostkami kompleksu cytochromowego b6/f biatko Rieskego akumuluje sie w
nadmiarowych ilosciach, tzn. cze$¢ puli czasteczek biatka pozostaje niezasocjowana z
innymi sktadnikami kompleksu. FtsH degraduje zaréwno te z ,,nadprogramowych”
czasteczek biatka Rieskego, ktdre pozostajg zwigzane z btong tylakoidowa, jak i te,
ktore znajduja sie w stromie chloroplastowej [42]. Innym substratem FtsH in vivo jest
biatko psbA, sktadnik centrum reakcji PSU. psbA ulega nieodwracalnemu uszkodzeniu
w warunkach kontaktu rosliny ze $wiattem, nawet o umiarkowanym naswietleniu.
Uszkodzone biatko jest degradowane i zastgpione przez nowa kopie. Tozsamos$é
enzyméw degradujacych biatko psbA dtugo pozostawata zagadka i dopiero ostatnio
dowiedziono, ze degradacja zachodzi w dwoch etapach katalizowanych przez dwa
rézne enzymy. W pierwszym etapie proteaza DegP2 rozcina biatko psbA na dwa
fragmenty o masach czasteczkowych 23 i 10 kDa w procesie wymagajgcym hydrolizy
GTP [55]. Drugi indukowany przez swiatlo etap polega na catkowitej degradacji
fragmentu 23 kDa w procesie zaleznym od ATP oraz jondw Zn2+- wiasnie ten etap
przeprowadza FtsH [34,55]. Tak wiec FtsH jest sktadnikiem systemu naprawiajgcego
uszkodzone czastki PSII. Ostateczny etap degradacji ma miejsce w regionie
niezespolonych tylakoidéw stromy, gdzie zlokalizowana jest FtsH.

Proteaza degradujgca Lhcb3

Proteaza degradujaca Lhcb3 jest integralnym enzymem btony tylakoidowej ojeszcze
nierozpoznanych wtasciwosciach biochemicznych (Jackowski i Zelisko, dane
niepublikowane). Jego aktywnos$¢ ujawnia sie podczas starzenia sie lisci, cho¢ enzym
jest obecny juz w lisciach $wiezych. Degradacja Lhch3 nie nastepuje w lisciach
Swiezych dlatego, ze substrat (Lhcb3) jest niedostepny dla omawianej proteazy na
skutek ostaniania go przez biatka peryferyczne btony tylakoidowej. Dopiero strawienie
tych biatek nastepujace w toku starzenia umozliwia rozpoczecie trawienia Lhcb3
(Jackowski i Zelisko, dane niepublikowane).

2. Enzymy zwigzane peryferycznie z btongtylakoidowg
Proteaza aklimacyjna

Proteaza aklimacyjna jest zwigzanym peryferycznie z btong tylakoidowa, ATP-
zaleznym enzymem, co do ktérego nie ustalono jednoznacznie, czy reprezentuje typ
serynowy czy cysteinowy [36]. Przypuszcza sie, ze jedyny znany do tej pory substrat
tej proteazy - monomeryczna forma LHCII - jest specyficznie rozpoznawany i
degradowany przez proteaze aklimacyjng dzieki dostepnosci dla tego enzymu N-
koncowej sekwencji 25 kDa LHCPII, niedostepnej w przypadku trimerycznej formy
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LHCII [64]. Po trwajacej co najmniej 48 godzin ekspozycji rosliny na wysokie natezenie
Swiatla omawiana proteaza ujawnia swoja aktywnos$¢ (nie dajaca sie stwierdzi¢ przy
niskich natezeniach Swiatta) polegajacg na degradacji 25 kDa LHCPII [36, 65]. 25
kDa LHCPII jest sktadnikiem gtéwnie peryferycznej subpopulacji LHCII, zatem jego
degradacja prowadzi do znikniecia prawie potowy tej subpopulacji i redukcji o 20-
30% przekroju optycznego PSU [36]. Czastki PSII 0 zmniejszonym przekroju optycznym
przekazujg mniej wydajnie energie wzbudzenia elektronowego w kierunku centréw
reakcji, co prowadzi do zmniejszenia prawdopodobienstwa fotouszkodzenia PSII i
stanowi sens fizjologiczny regulacyjnej proteolizy 25 kDa LHCPII. Aktywnos$¢ proteazy
aklimacyjnej jest regulowana zaréwno na poziomie samego enzymu, jak i substratu.
Regulacja na poziomie substratu wyraza sie tym, ze holokompleks LHCII staje sie
podatny na atak proteazy dopiero po monomeryzacji i bocznym przemieszczeniu w
kierunku tylakoidéw stromy, a LHCPII przed degradacja musi ulec defosforylacji [64,
65]. Mechanizmy regulacji proteazy aklimacyjnej na poziomie enzymu pozostaja
niewyjasnione. W wyniku degradacji zachodzacej podczas aklimacji do wysokich
natezen Swiatta dochodzi do nagromadzenia sie olbrzymiej puli wolnych aminokwasow.
Moga by¢ one wykorzystane do syntezy przenosnikow elektronéw oraz karboksylazy/
oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu, ktérych poziom zwieksza sie wraz ze wzrostem
natezenia Swiatta [7]. Aklimacyjna degradacja LHCPII prowadzi takze do pojawienia
sie duzych ilosci wolnego chlorofilu, sprowadzajgcego na chloroplast niebezpieczenstwo
stresu oksydacyjnego [8]. Ochrong przed taka sytuacjajest natychmiastowe zwigzanie
wolnego chlorofilu przez indukowane wysokim natezeniem $wiatta biatka ELIP [33].

Proteaza degradujgca LHCPII

Kilka lat temu opisano enzym degradujacy LHCPII o wiasciwosciach podobnych
do proteazy aklimacyjnej [6]. Proteaza degradujaca LHCPII jest enzymem serynowego
typu, prawdopodobnie zwigzanym peryferycznie (od strony stromy) z btonami
tylakoidowymi stromy oraz btonami brzegowymi tylakoidéw gran [6,57]. Aktywno$¢
degradujaca LHCPII stwierdza sie tylko w btonach tylakoidowych uptynnionych z
uzyciem Tritonu X-100, a degradacja dotyczy zaréwno egzogennego, jak i endogennego
LHCPII jako substratu [6,57]. Aktywno$¢ jest regulowana przezjony Mg2+ fitochrom
oraz poziom chlorofilu zgromadzonego w tylakoidach. Sadzi sie, ze proteaza degradujaca
LHCPII jest zaangazowana w regulacje stabilnosci LHCII w rozwijajacych sie
tylakoidach oraz w regulacje ilosci LHCPII w warunkach ograniczonej akumulacji
chlorofilu [57]. Wydaje sie zupetnie mozliwe, ze omawiana proteaza degraduje LHCPII
takze w toku aklimacji rosliny do wysokiego natezenia $wiatta, a to oznaczatoby, ze
jest to enzym tozsamy z proteazg aklimacyjna.

Proteaza SppA

Serynowa proteza SppA jest nowo odkrytym sktadnikiem maszynerii proteolitycznej
chloroplastow Arabidopsis thaliana, stanowigcym cze$¢ wysokoczgsteczkowego
(270 kDa) kompleksu funkcjonalnego [31].
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SppA jest proteazg zwigzang peryferycznie z btonami tylakoidéw stromy oraz
btonami brzegowymi tylakoidéw gran. Proteaza ma silnie pofatdowang domene
eksponowang na stromowej powierzchni btony tylakoidowej [31].

Sekwencja dojrzatego biatka, wydedukowana na podstawie znajomosci sekwencji
cDNA Arabidopsis thaliana, wykazuje 22% podobieristwa do sekwencji serynowej
proteazy IV (SppA) z Escherichia coli oraz 27% do sekwencji SppAl z
Synechocystis. Najwyzszy stopien podobienstwa do prokariotycznych homologéw
(ponad 50%) znaleziono w centralnej domenie biatka (reszty 418-485 w sekwencji
Arabidopsis thaliana) w postaci dwoch stabo hydrofobowych odcinkéw. Wcze$niej
sugerowano, ze te odcinki - fgcznie z N-terminalnym hydrofobowym segmentem -
odpowiadajg za zakotwiczenie biatka w plazmalemmie u Escherichia coli. Jednak N-
terminalna sekwencja zapewne reprezentujaca transmembranowaa-helise bakteryjnej
proteazy nie wystepuje w SppA Arabidopsis thaliana, dlatego tez sgdzi sie, ze u
Arabidopsis thaliana SppA oddziatuje z podwdéjna warstwg btony tylakoidowej za
posrednictwem jednego lub dwu wspomnianych, stabo hydrofobowych odcink6w,
zlokalizowanych w centralnej domenie SppA. W obrebie tej domeny znajdujg sie cztery
reszty serynowe, spos$réd ktérych dwie (Serd% i Serd uwaza sie za centrum
katalityczne SppA. Centrum Kkatalityczne jest umiejscowione blisko powierzchni btony
tylakoidowej, w odlegtosci umozliwiajacej kontakt z domniemanymi substratami w
postaci biatek btonowych. Rzeczywiste substraty SppA in vivo pozostajg nieznane,
jednak uwzgledniajgc fakt, ze wysokie natezenie Swiatta powoduje indukcje mMRNA
SppA ikilkakrotny wzrost mierzonego immunologicznie poziomu enzymu, wydaje sie
prawdopodobne, ze SppA bierze udziat w zaleznej od wysokich natezeA Swiatta
proteolizie integralnych biatek btony tylakoidowej (np. LHCPII) lub peptyddéw
uwalnianych z tych biatek [31]. Dodatkowym poparciem eksperymentalnym dla takiej
sugestii jest obserwacja, ze mMRNA SppA osiaga najwyzszy poziom po 26-52 h od
zainicjowania kontaktu rosliny ze Swiattem o wysokim natezeniu, wiadomo bowiem,
ze zalezna od wysokiego natezenia $wiatta degradacja LHCPII wymaga trwajacego
okoto 48 h okresu zwtoki [65]. Jesli udatoby sie eksperymentalnie potwierdzi¢ udziat
SppA w degradacji LHCPII, to mogtoby to oznacza¢ identycznos¢ tego enzymu z
proteaza aklimacyjng lub/i proteazg degradujgca LHCPII. Wszystkie trzy enzymy sg
biatkami peryferycznie zwigzanymi z niezespolonymi btonami tylakoidowymi, a
niezaleznie od tego SppA wykazuje indywidualne podobienstwo do proteazy
degradujacej LHCPII; obydwa enzymy reprezentujg typ serynowy [31].

Proteaza degradujgca biatka ELIP

Proteza degradujaca biatka ELIP jest niezaleznym od ATP metaloenzymem,
wymagajacym dla swojej aktywnosci jonéw Mg2 zwigzanym peryferycznie z
niezespolonymi btonami tylakoidowymi stromy [5]. Sugeruje sig, ze natywna forma
proteazy jest ztozona z wiecej nizjednej podjednostki oraz ze niektére z tych podjednostek
moga peini¢ funkcje regulatorowe. Biatka ELIP sg jedynym znanym substratem
omawianej proteazy. Do degradacji ELIP dochodzi w sytuacji, gdy stresujgco wysokie



PROTEAZY CHLOROPLASTOWE 295

natezenie Swiatla zostaje zastgpione niskim natezeniem i odgrywajace role
fotoprotekcyjng biatka ELIP przestajg by¢ dalej potrzebne [5]. Co ciekawe, proteaza
degradujgca biatka ELIP jest obecna w chloroplastach niezaleznie od zewnetrznych
warunkow Swietlnych, jednak zdolno$¢ do katalizowania trawienia biatek ELIP ujawnia
tylko w toku adaptacji roslin do niskiego natezenia $wiatta. Nie wiadomo, co stanowi
sygnat do rozpoczecia degradacji biatek ELIP. By¢ moze spadek natezenia $Swiatla
indukuje jakie$ zmiany w molekularnym otoczeniu ELIP lub w nich samych, co czyni
je podatnymi na stale aktywng proteaze. Te zmiany mogg polega¢ na utracie
stabilizujgcych kofaktorow (np. barwnikéw), co bytoby zgodne z przypisywangbiatkom
ELIP funkcjg czasowego wigzania barwnikéw. Alternatywnym wytlumaczeniem
inicjacji degradacji ELIP moze by¢ teza, ze proteaza degradujgca biatka ELIP pozostaje
nieaktywna w warunkach stresu $wietlnego, a staje sie aktywna w momencie obnizenia
natezenia $wiatta do poziomu nie wywotujgcego stresu [5].

Proteaza zwigzana z PSII

Wsrod biatek wyptukanych z czastek PSI1 zapomocg 1M NaCl Zhang ijego koledzy
[66] znaleZli metaloproteaze (43 kDa) zdolng do degradacji biatka psbP, nawet w
obecnosci 0,2 M NaCl. Wyzsze stezenie NaCl hamowato aktywno$¢ proteazy. Enzym
ten nie wydaje sie tozsamy z zadng inng sposréd scharakteryzowanych wczesniej
proteaz zwigzanych peryferycznie z btong tylakoidowsg, gdyz wszystkie one - z
wyjatkiem proteazy degradujgcej biatka ELIP - sg enzymami typu serynowego lub
cysteinowego. Z kolei jedyna metaloproteaza w tej grupie, enzym degradujacy biatka
ELIP ma zupetnie niepodobng do proteazy zwigzanej z PSIl mase czgsteczkowq
(odpowiednio 65 i 43 kDa). Niejasna pozostaje takze relacja omawianej proteazy do
enzymu znalezionego wsrdd biatek wyptukanych za pomoca 1 M NaCl z czastek
PSII, lecz niewykazujgcego cech metaloproteazy [7].

Proteaza DegPI

DegPl jest, podobnie jak w przypadku Cip, FtsH i SppA, proteazg znaleziong i
scharakteryzowang u Escherichia coli. Jest to enzym typu serynowego, peryferycznie
zwigzany z btong plazmatyczng od strony periplazmy [28,52]. Sadzi sig, ze w komérce
bakteryjnej DegPl bierze udziat w odpowiedzi na wysoka temperature, degraduje
niewtasciwie pofatdowane lub innego rodzaju nienormalne biatka periplazmatyczne i
btonowe [2].

Kilka lat temu sklonowano i scharakteryzowano gen kodujacy chloroplastowy
homolog tej proteazy [27]. Chloroplastowa wersja DegPl jest ATP-zalezna, serynowg
proteazg o masie czasteczkowej 40 kDa, zawierajgcg charakterystyczng triade
katalityczng His-Asp-Ser. C-koniec DegPl zawiera sekwencje okreslangjako PDZ,
ktéra prawdopodobnie posredniczy w miedzyczasteczkowych oddziatywaniach biatko-
biatko i wptywa na aktywnosci katalityczne enzymu [4]. Poziom ekspresji genu DegPlI
wyraznie wzrasta w warunkach ekspozycji roslin na podwyzszong temperature [3],
co pozwala przypuszczac, ze DegPl moze by¢ zaangazowana w degradacje biatek
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uszkodzonych i zagregowanych w tych warunkach. Lokalizacja DegP 1na powierzchni
btony tylakoidowej umozliwia trawienie zaréwno biatek zawieszonych w Swietle
tylakoidu, jak i eksponowanych do $wiatta tylakoidu petli integralnych biatek btony
tylakoidowej [2].

Proteaza DegP2

DegP2, kolejny homolog enzymu wczesniej opisanego u Escherichia coli, jest
peryferycznie zwigzang (od strony stromy) z niezespolonymi btonami tylakoidowymi
proteazg serynowego typu, funkcjonujacg w sposob niezalezny od ATP [34, 55].
Podobnie jak DegPl réwniez DegP2 ma sekwencje PDZ. Poziom ekspresji genu
DegP2 wzrasta w warunkach ekspozycji rosliny na wysokie stezenie NaCl, susze
oraz na $wiatto o wysokim natezeniu. Udowodniono, ze DegP2 przeprowadza pierwszy
etap degradacji uszkodzonego pod wpltywem Swiatta biatka psbA, a mianowicie
wykonuje GTP-zalezne endoproteolityczne ciecie na eksponowanej do stromy petli
taczacej transmembranowe a-helisy D i E psbA. W wyniku ciecia powstajg dwa
fragmenty: 23 kDa - zawierajgcy N-koniec pierwotnego biatka oraz 10 kDa -
stanowiacy C-terminalny fragment. Nieuszkodzone psbA jest zlokalizowane w
zespolonych btonach tylakoidowych gran, poczas gdy DegP2 znajduje sie w rejonie
niezespolonych bton tylakoidowych. Do kontaktu pomiedzy uszkodzonym psbA a
trawigcym go enzymem dochodzi dzieki bocznej migracji uszkodzonego psbA w kierunku
niezespolonych bton tylakoidowych.

Proteazy niewrazliwe na SDS

W btonach tylakoidowych znaleziono pie¢ proteaz niewrazliwych na SDS [53].
Cztery sposréd nich to enzymy typu serynowego, a jedna jest metaloproteaza. Ta
ostatnia reaguje krzyzowo z przeciwciatami skierowanymi przeciwko mitochondrialnej
FtsH z drozdzy [32], co moze sugerowac, ze jest ona odpowiednikiem mitochondrialnej
FtsH w chloroplastach. Nie poznano jeszcze naturalnych substratéw btonowych proteaz
niewrazliwych na SDS, wiadomo natomiast, ze doskonatym sztucznym substratem
jest Azocoll [53].

1. PROTEAZY SWIATEATYLAKOIDU

Proteaza Tsp

Bakteryjna Tspjest periplazmatyczng proteazg zdolng do przetwarzania pewnych
substratow przez pojedyncze proteolityczne ciecie lub do catkowitej degradacji innych
substratéw [4]. Kilka lat temu oczyszczono z preparatow Swiatta tylakoidu szpinaku
enzym, ktoérego 27-aminokwasowy N-koricowy odcinek wykazuje 37% podobiefstwo
do bakteryjnej Tsp [16]. Wyizolowano i sklonowano jadrowy gen kodujacy omawiang
proteaze [26]. Produkt tego genu, bedagcy monomerycznym biatkiem o masie
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czasteczkowej 45 kDa, katalizuje postranslacyjngobrébka C-konca prekursora biatka
psbA, tzn. odciecie od formy prekursorowej 8-16-aminokwasowego peptydu. Nie
wiadomo, dlaczego pre-psbA jest syntetyzowany w formie prekursora dtuzszego od
dojrzatego biatka o taki nietypowy peptyd, jednak jest rzeczg pewng, ze proteolityczne
usuniecie tego odcinkajest niezbedne, aby psbA mogt zosta¢ wykorzystany do montazu
funkcjonalnych czgstek PSU. Enzym oczyszczony przez Fujite i wspotpracownikow
[26] jest jedyng proteazg zaangazowang w obrobke C-konca pre-psbA, nie wiadomo
natomiast, czy jest to jedyna funkcja tego enzymu [3].

Proteaza niewrazliwa na SDS

W Swietle tylakoidu zlokalizowano jedng cysteinowego typu proteaze niewrazliwg
na SDS, wykazujacg aktywno$¢ enzymatyczng w szerokim zakresie pH (5,5-9,0)
[53]. Stanowi ona by¢ moze element lumenalnego systemu ,,sprzatajgcego”.
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ROLA PLAZMY PLCIOWEJ W SPECYFIKACJI
KOMOREK LINII PLCIOWEJ U BEZKREGOWCOW
| KREGOWCOW

SPECIFICATION OF THE GERM-LINE CELLS IN INVERTEBRATES
AND VERTEBRATES. THE FUNCTION OF THE GERM PLASM

'Matgorzata KLOC, 25zczepan BILINSKI

'‘Department of Molecular Genetics, MD Anderson Cancer Center, University
of Texas, Houston, Texas. Zaktad Zoologii Systematycznej, Instytut Zoologii,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie. W oocytach i komérkach jajowych wielu zwierzat, w sasiedztwie bieguna tylnego (lub
wegetatywnego) wystepuje specyficzna, morfologicznie odmienna cytoplazma, tzw. plazma piciowa.
W czasie rozwoju zarodkowego plazma ta ulega segregacji do blastomeréw linii pitciowej, a nastepnie
do komoérek prapiciowych. Plazma pitciowa zawiera liczne mitochondria, cysterny szorstkiej siateczki
$§rodplazmatycznej, kompleksy Golgiego oraz charakterystyczne nieobtonione struktury, tzw. ziarna
ptciowe. W plazmie piciowej, a takze w ziarnach piciowych gromadzone sg rozmaite klasy RNA
(m.in. zlokalizowane mMRNA) oraz biatka. W pracy przedyskutowano rolg sktadnikéw plazmy piciowej
w specyfikacji (determinacji) linii pitciowej; przedstawiono tez nowoczesne metody uzywane w bada-
niach funkcji plazmy piciowej.

Stowa kluczowe: komérki prapiciowe, oocyty, lokalizacja mRNA, rozwdj zarodkowy.

Summary. In many invertebrates and vertebrates the specification of germ cells depends on the germ cell
fate determinant which is called the germ plasm. During development the germ plasm segregates to the
prospective germ line blastomeres and eventually to the primordial germ cells. At the ultrastructural
level, the germ plasm contains a number of constant components: mitochondria, elements of rough
endoplasmic reticulum, Golgi complexes and characteristic structures termed germinal granules. Various
RN As and proteins are localized either in the germ plasm matrix or on the germinal granules. We discuss
the role of the genu plasm components and the methods of interference with its function.

Key words: Primordial germ cells, oocytes, RNA localization, embryogenesis.
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ROZWOJ MOZAIKOWY | REGULACYJNY

Juz ponad 100 lat temu opisano dwa podstawowe typy rozwoju zarodkowego:
regulacyjny i mozaikowy. U zwierzat, ktérych zarodki rozwijaja sie ,,regulacyjnie”,
komdrki jajowe sg niespolaryzowane i nie zawierajg zadnych asymetrycznie zlo-
kalizowanych determinantéw cytoplazmatycznych. W zwiazku z tym, w poczatkowej
fazie bruzdkowania wszystkie blastomery majg petny ijednakowy potencjat rozwojowy.
Po eksperymentalnym rozdzieleniu zarodka na indywidualne blastomery, kazdy z nich
moze rozwing¢ sie w mniejszy, ale kompletny organizm (ryc. 1A) [30,48]. Specyfikacja
losow komorek (w tym rowniez komorek linii ptciowej) itkanek zachodzi w p6zniejszych
etapach rozwoju zarodkowego i jest efektem indukcji oraz interakcji pomiedzy
poszczegblnymi blastomerami. Komdérki jajowe zwierzat charakteryzujgcych sie
rozwojem mozaikowym sg wyraznie spolaryzowane; ich cytoplazma zawiera
réznorodnie zlokalizowane determinanty, ktére podczas bruzdkowania rozdzielane sg
»asymetrycznie” - do Scisle okreslonych blastomeréw. W rezultacie, kazdy z blas-
tomeréw ma inne determinanty i inny potencjat rozwojowy. Po eksperymentalnym
rozdzieleniu zarodka, blastomery rozwijajg sie zazwyczaj w niekompletne ,,organizmy”
(czesci organizméw) (ryc. 1B) [11, 18, 33, 39].

W rozwoju zarodkowym wiekszo$ci zwierzagt wspotdziatajg procesy charak-
terystyczne dla rozwoju regulacyjnego (np. indukcja) i mozaikowego (lokalizacja
determinantdw) [20, 30]. Jednym z najlepiej poznanych i najbardziej fascynujacych
przyktaddédw funkcjonowania determinantéw cytoplazmatycznych w poczatkowej fazie
embriogenezy jest proces specyfikacji komérek linii ptciowej. Obecnie wiadomo, ze
determinanty komérek linii ptciowej zawarte sa w tzw. plazmie ptciowej [8, 36,45].

ULTRASTRUKTURA PLAZMY PLCIOWEJ

Plazma ptciowa (ang. germinal/germ plcism) to specyficzny, morfologicznie
odmienny rejon cytoplazmy komdrek linii ptciowej, komorek praptciowych, oocytéw,
dojrzatych komorek jajowych, blastomerow linii pitciowej. Konsekwencjg eks-
perymentalnego usuniecia tej plazmy z komorki jajowej lub mtodego zarodka jest
powstanie organizmu sterylnego, tj. pozbawionego funkcjonalnych komérek ptciowych
[8,45]. Przeszczepienie plazmy ptciowej zjej naturalnego potozeniaw inny rejon zarodka
indukuje rozwdj komérek piciowych w nietypowym miejscu [8, 9]. Plazmie ptciowej
w oocytach izarodkach r6znych gatunkéw zwierzat nadawano rozmaite nazwy. Np.
u owadow okreslana byta ona jako plazma polarna (ang. polar plasm), plazma
biegunowa (ang. pole plasm) lub oosom. Obecnie wszystkie te terminy uzywane sa
wymiennie itraktowane jako synonimy.
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RYCINA 1 Rozw6j regulacyjny i mozaikowy: A - Rozwdj regulacyjny - komérka jajowa nie zawiera
determinantéw cytoplazmatycznych. Po rozdzieleniu blastomeréw, kazdy z nich rozwija sie w mniej-
szy, lecz kompletny organizm. B - Rozw6j mozaikowy - komoérka jajowa zawiera rozmaite asyme-
trycznie zlokalizowane determinanty, ktére w czasie rozwoju trafiajg do okreslonych blastomeréw. Po
eksperymentalnym rozdzieleniu zarodka, blastomcry rozwijaja sie w niekompletne ,,cze$ci organizmoéw”

U wiekszosci gatunkéw zwierzat, plazma piciowa ma postaé mniejszych lub
wiekszych, optycznie ,gestych” wysepek (ryc. 2B). Badania w mikroskopie elek-
tronowym pozwolity stwierdzi¢, ze plazma ptciowa pozbawiona jest materiatow za-
pasowych (kul zéttka i kropel lipidéw) i zawiera zawsze te same organelle komoérkowe:
mitochondria, cysterny siateczki srodplazmatycznej, kompleksy Golgiego (diktiosomy)
oraz charakterystyczne, elektronowogeste, nieobtonione struktury, tzw. ziarna ptciowe
(ang. germinal granules) (ryc. 2C) [13, 16, 25, 29]. Te ostatnie znane sg réwniez jako
ziarna biegunowe (ang. polar granules) lub ziarna P (ang. P granules). Bardzo
czesto, mitochondria wystepujace na terenie plazmy piciowej pozostajg w Scistym
kontakcie z ziarnami piciowymi [15, 29], co sugeruje wymiane makroczgsteczek
pomiedzy tymi organellami. Analiza rozmieszczenia mitochondrialnego rRNA w plazmie
ptciowej Drosophila sugeruje, ze z mitochondriéw do ziaren ptciowych przekazywane
sq rybosomy mitochondrialne [15]. Wedtug Kobayashi’ego i wspoétpracownikéw,
rybosomy te biorg udziat w syntezie biatek specyficznych dla plazmy ptciowej [15].
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RYCINA. 2. Plazma piciowa w zarodku Xenopus laevis: A - Zarodek 8-komoérkowy; wysepki plazmy
ptciowej (strzatki) w makromerach, w rejonie bieguna wegetatywnego. Hybrydyzacja z antysensow-
nym Xcat2. B - Zarodek 8-komoérkowy; wysepki plazmy ptciowej (strzatki) w cytoplazmie makrome-
row. C - Zarodek 8-komoérkowy; fragment wysepki plazmy piciowej. Widoczne liczne mitochondria
(m), plytki zottka (Z) i ziarna piciowe (strzatki). Mikroskop elektronowy, hybrydyzacja z antysensow-
nym Xcat2; mRNA Xcat2 zlokalizowany jest w ziarnach ptciowych. Skala: A = 200 jam.; B = 100 jum,;
C =500 nm

PLAZMA PLCIOWA W CZASIE OOGENEZY
| ROZWOJU ZARODKOWEGO

Analiza stopniowej akumulacji plazmy piciowej w rozwijajgcych sie oocytach
rozmaitych gatunkoéw zwierzat wskazuje, zejej sktadniki powstajg (lub sg odnawiane)
w czasie oogenezy [8,25, 29, 36]. Strukturalne i molekularne przemiany, jakim podlega
plazma ptciowa w czasie rozwoju zarodkowego, najlepiej poznano u 3 gatunkéw: nicienia,
Caenorhabditis elegans, muszki owocowej, Drosophila melangaster i zaby
szponiastej, Xenopus laevis.

W oocytach i zygotach C. elegans nie stwierdzono typowej, wyodrebnionej w
postaci wysepek plazmy piciowej. Cytoplazma tych komérek zawiera natomiast
réGwnomiernie rozmieszczone ziarna P (ziarna ptciowe) [38]. W okresie poprzedzajacym
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RYCINA 3. Segregacja plazmy piciowej w czasie rozwoju zarodkowego: A -C . elegans. Po zaptod-
nieniu ziarna P (czerwone) rozmieszczone sg w cytoplazmie zarodka réwnomiernie. Podczas kolejnych
podziatow segreguja one do blastomeréw linii ptciowej (kolejno PI, P2, P3 i P4), aw koricu do komé-
rek praplciowych Z2 i Z3. Komérki AB, EMS, C i D to blastomery linii somatycznej. W czasie podzia-
tu zygoty (PO) i blastomeru Pl ziarna P wedruja w Kkierunku bieguna tylnego (T) zarodka; w czasie
podziatu blastomeru P2 i P3 ziarna P gromadzg sie wokot jadra. Biegun przedni zarodka - P. B.-
Drosopliila melanogaster. W oocycic i komérce jajowej plazma ptciowa (czerwona) zlokalizowana jest
w sasiedztwie bieguna tylnego (T). W czasie formowania blastodermy syncytialnej kilka jader zarodka
wchodzi na teren plazmy piciowej. W ten sposéb powstaja komérki biegunowe. C - Xenopus laevis.
Cze$¢ apikalna oogonium zawiera tzw. chmure pierwotng, zbudowang z mitochondriéw i cementu. W
mitodych oocytach chmura pierwotna przeksztatca sie w ciato Balbianiego (chmure mitochondrialna).
Wegetatywna strefa ciata Balbianiego (METRO) zawiera ziarna piciowe (czerwone). Podczas wzrostu
oocytu, ciato Balbianiego rozpada sie na kilka fragmentéw, ktdre wedrujg w kierunku bieguna wegeta-
tywnego (W). W dojrzatym oocycic pecherzyk zarodkowy (jadro oocytu) lezy w pétkuli animalncj (A),
wysepki plazmy piciowej pozostajg w kontakcie z warstwg korowg bieguna wegetatywnego. Podczas
rozwoju zarodkowego, plazma piciowa segreguje do blastomeréw wegetatywnych iw koricu do komoé-
rek praplciowych
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RYCINA 4. A - Fragment oogonium X. laevis\ wydostajacy sie z jadra cement (strzatki) wnika pomie-
dzy mitochondria (m). B - Rekonstrukcja ciata Balbianiego (na podstawie 21 seryjnych skrawkéw
ultracienkich); widoczne mitochondria (fioletowe) i ziarna piciowe (jasnozotte). C - Rekonstrukcja
ziarna ptciowego (na podstawie 4 seryjnych skrawkéw ultracienkich), widoczne rozmieszczenie mMRNA

Xcat2 (jasnozétte punkty). Skala: A = 500 nm, 8 =5 pm, C = 400 nm
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RYCINA 5. Metody badania funkcji plazmy ptciowej. A - Mikrochirurgiczne przenoszenie i niszcze-
nie plazmy ptciowej w zarodkach Drosophila melanogaster. W zarodku kontrolnym komérki praplcio-
we powstajg w rejonie bieguna tylnego (1). Mechaniczne usuniecie plazmy pitciowej (2) lub jej znisz-
czenie $wiattem ultrafioletowym (3) powoduje sterylizacje zarodka (= brak komérek biegunowych).
Przeniesienie plazmy ptciowej do cytoplazmy bieguna przedniego (2) indukuje rozw6j dodatkowych
komérek biegunowych w przedniej cze$ci zarodka (= ektopowo). B - Metody blokowania funkcji
mRNA. Nukleotydy antysensowne, zmodyfikowane (PNA) oraz dwuniciowe RNA (metoda RNAI)
wigzg sie z komplementarnymi sekwencjami odcinka kodujgcego (ORF) mRNA. Czasteczki hybrydo-
we degradowane sg przez rybonukleaze H. Morfolino wigzg sie z tym rejonem czasteczki mMRNA, w
ktorym zlokalizowany jest sygnat inicjacji translacji (kodon startowy, AUG). Prowadzi to do zabloko-
wania translacji docelowego mRNA, nie powodujac jego degradacji (dalsze objasnienia w tekscie).
5’UTR i 3’UTR - nieulegajace translacji fragmenty korica 5’ i 3’ czasteczki mRNA
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pierwszy podziat mitotyczny zygoty (ryc. 3A, PO), ziarna P wedrujg w kierunku bieguna
tylnego zarodka. Odpowiedni przebieg pierwszej bruzdy podziatowej zapewnia
segregacje ziaren do jednej z dwdéch komorek potomnych (blastomeru PI). Druga
komoérka potomna (blastomer AB) nie ,,dziedziczy” ziaren P (ryc. 3A). W podobny
sposdb, ziarna P ulegajg segregacji w czasie drugiego, trzeciego i czwartego podziatu
mitotycznego zarodka. Komérki zawierajace ziarna (kolejno blastomery P2, P3 i P4)
to komorki linii ptciowej. Komorki pozostate (kolejno blastomery EMS, C i D) to
blastomery somatyczne. Podczas podziatu mitotycznego blastomeru P4 ziarna P
rozdzielane sg do obu blastomeréw potomnych - komérek praptciowych Z2 iZ3 [38,
40]. Przebieg segregacji ziaren P w czasie pierwszej fazy bruzdkowania C. elegans
przedstawiono schematycznie na rycinie 3A. Badania ultrastrukturalne dowiodty, ze
w miodych komérkach piciowych ziarna P powstajg w poblizu ostonki jgdrowej i
zawierajg specyficzne biatka oraz zlokalizowane mRNA [38] (por. rozdziat ,,Sktadniki
plazmy piciowej i ziaren piciowych”). Uformowane ziarna P tracg kontakt z
ostonka iprzemieszczajg sie do bardziej obwodowych czesci ooplazmy [34].

W rozwijajacych sie oocytach Drosophila melanogaster plazma ptciowa (bie-
gunowa) zlokalizowana jest w sasiedztwie bieguna tylnego (ryc. 3B) i zawiera liczne,
izolowane, elektronowogeste ziarna ptciowe (ziarna biegunowe) [29]. Pod koniec
oogenezy ziarna te tworzg kompleksy iuzyskujg kontakt z mitochondriami. W mtodym
zarodku, w czasie formowania blastodermy syncytialnej, 3 lub 4 jadra zarodka (tzw.
blastomery) wwedrowujado plazmy piciowej i otaczane sg btonami cytoplazmatycznymi
(ryc. 3B). Powstajgce w ten sposob komorki nazywamy komdérkami biegunowymi [7,
29]. Po kilku podziatach mitotycznych komoérki biegunowe przeksztatcajg sie w komorki
praptciowe. Te ostatnie stanowig jedyne Zrédto gamet w rozwijajacym sie zarodku
(osobniku). Podczas migracji komdrek praptciowych do zawigzkéw gonad (por. [17])
ziarna piciowe stopniowo rozpadajg sie. Sg one odtwarzane - z tzw. materiatu
chmurkowego (ang. nuage materiat) - w czasie witellogenezy [29].

Prewitellogeniczne oocyty zaby szponiastej, Xenopus laevis nie zawierajg ma-
teriatdw zapasowych isg catkowicie przejrzyste. Jadro oocytu (pecherzyk zarodkowy)
jest proporcjonalnie duze i lezy w centrum komdrki. W poblizu jadra, w tej czesci
ooplazmy, ktéra w przysztosci stanie sie potkulg wegetatywna, zlokalizowana jest tzw.
chmura mitochondrialng (ciato Balbianiego). Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze
podobne struktury opisano w oocytach wielu gatunkéw kregowcow i bezkregowcow
[2, 12]. Ciato Balbianiego X. laevis, poza mitochondriami, zawiera réwniez cysterny
szorstkiej siateczki srodplazmatycznej, diktiosomy iziarna ptciowe [13,25]. Te ostatnie
wystepujg gtéwnie w ,wegetatywnym” (skierowanym ku przysztemu biegunowi
wegetatywnemu) rejonie chmury mitochondrialnej (ryc. 4B) [26]. Podczas wi-
tellogenezy, ciato Balbianiego dzuieli sie na kilka mniejszych fragmentéw. Fragmenty
te migrujg ku powierzchni oocytu idocierajg do bieguna wegetatywnego (ryc. 3C). W
dojrzatych oocytach fragmenty ciata Balbianiego (nazywane w tym stadium wysepkami
plazmy piciowej), z zawartymi w nich ziarnami ptciowymi, zostaja zakotwiczone do
warstwy korowej bieguna wegetatywnego. W Swietle powyzszych obserwacji wydaje
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sie, ze ciato Balbianiego Xenopus odpowiada za transport sktadnikéw plazmy piciowej
do cytoplazmy korowej bieguna wegetatywnego [22, 23]. Po zaptodnieniu, wysepki
plazmy piciowej zlewaja sie w wieksze agregaty. Podczas bruzdkowania agregaty te
ulegajg segregacji i dostajg sie wytgcznie do blastomeréow wegetatywnych (ma-
kromerdw) (ryc. 2A, B, C), a nastepnie do komoérek praptciowych (ryc. 3C) [5, 26].
Ostatnio wykazano, ze w czasie rozwoju zarodkowego (pomiedzy zaptodnieniem a
pojawieniem sie komorek praptciowych) ziarna ptciowe cyklicznie t3czg sie tworzac
wieksze struktury irozpadajg na mniejsze ziarna [26].

Pochodzenie ciata BalbianiegoXenopus laevis wyjasniono analizujagc ultrastrukture
jajnikéw larwalnych. W tej fazie rozwoju, jajniki zawierajg liczne, 16-komdrkowe grona
(zespoty) oogoniéw. Oogonia X. laevis majg ksztatt gruszkowaty i sa wyraznie
spolaryzowane. Zaostrzone, skierowane do centrum grona czesci tych komdérek
zawierajg mitochondria, podczas gdy jadra leza w rozszerzonych czesciach apikalnych
(ryc. 3C). Wydostajacy sie zjagder oogoniéw elektronowogesty materiat (tzw. cement
lub image) wypetnia przestrzenie pomiedzy mitochondriami (ryc. 4A), taczac je w
tzw. chmure pierwotng (ryc. 4A). W mtodych oocytach liczba mitochondriéw wyraznie
rosnie, a chmura pierwotna staje sie dojrzatym ciatem Balbianiego. Réwnoczes$nie
cement traci kontakt z mitochondriami i przeksztatca sie w tzw. materiat ziarnisto-
widknisty, GFM (ang. Granulo-Fibrillar Materiat). Badania ultrastrukturalne i
hybrydocytochemiczne (z zastosowaniem molekularnych markeréw ziaren ptciowych)
wskazujg, ze ziarna piciowe formowane sg z GFM [24-26]. Materiat podobny do
cementu stwierdzono réwniez w spermatogoniach i spermatocytach X. laevis. Rola
tego materiatu w meskich komérkach ptciowych pozostaje niejasna [8].

WSPOLCZESNE METODY BADANIA FUNKCJI SKEADNIKOW
PLAZMY PLCIOWEJ

Tradycyjng i najczesciej stosowang metodg badania funkcji plazmy ptciowej jest jej
mikrochirurgiczne usuwanie lub niszczenie przy pomocy wigzki laserowej albo $wiatta
ultrafioletowego (ryc. 5A). Analiza skutkéw takich eksperymentéw pozwolita na
okreslenie roli catej plazmy piciowej w specyfikacji komérek ptciowych, nie wyjasnita
natomiast funkcji poszczegdlnych jej sktadnikéw, np. biatek, mRNA.

Dynamiczny postep biologii molekularnej doprowadzit do zaproponowania nowych
metod pozwalajacych na zblokowanie (,,usuniecie”) funkcji wybranych elementéw
plazmy pitciowej. Jedna z takich metod polega na wprowadzaniu (za pomocg mi-
kropipety) do oocytéw lub komorek jajowych, przeciwciat rozpoznajacych biatka
wystepujace w plazmie ptciowej. Niestety, ze wzgledu na wtasciwosci toksyczne,
nawet oczyszczonych przeciwciat, stosowanie tej metody jest utrudnione, a interpretacja
uzyskanych wynikéw obarczona duzym btedem. Znacznie lepsze wyniki osiggnieto
wprowadzajgc do komérek jajowych lub zarodkéw tzw. antysensowne oligonukleotydy
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(ang. antisense oligonucleotides) [44]. Antysensowne oligonukleotydy to krétkie
(od 15 do 21 zasad) odcinki DNA, komplementarne (,,antysensowe”) w stosunku do
dowolnie wybranych sekwencji w kodujgcym odcinku mRNA (ryc. 5B). Po
wprowadzeniu do komoérki, antysensowny DNA wigze sie trwale z komplementarng
sekwencjg docelowej (analizowanej) czasteczki mMRNA. Takie hybrydowe czgsteczki
sg degradowane przez rybonukleaze H, enzym odpowiedzialny za rozpoznawanie i
niszczenie hybryd DNA/RNA w komorkach zwierzecych. W ten sposéb, z cytoplazmy
(plazmy piciowej) usuwane sg produkty (mMRNA, a w konsekwencji biatka) $cisle
okre$lonego genu. Wada omawianej metody jest niestabilno$¢ antysensownych
oligonukleotyd6éw, ktére bardzo szybko (w ciggu kilku minut) rozktadane sg przez
endonukleazy. Znacznie wiekszg stabilno$¢ wykazujg tzw. oligonukleotydy
zmodyfikowane. W chwili obecnej najczesciej stosowane sgoligonukleotydy siarkowe,
peptydowe kwasy nukleinowe (PNA, ang. PeptideNucleic Acids) oraz tzw. morfolino
(ang. morpholino) [32, 42]. Sa to analogi DNA, w ktérych:
1 Jeden z atoméw tlenu w wigzaniu fosfodiestrowym czasteczki DNA zastapiony
jest przez siarke (oligonukleotydy siarkowe);
2. Dezoksyryboza zastgpiona jest czasteczka pseudopeptydu (oligonukleotydy pep-
tydowe);
3. Dezoksyryboza zastgpiona jest szescioweglowym pierscieniem morfolinowym
(morfolino).

Oligonukleotydy zmodyfikowane nie wystepujg w naturze ijako takie nie sg
rozpoznawane przez endonukleazy. W rezultacie, sg one stabilne inie ulegajg rozktadowi
przez wiele dni, a nawet tygodni, po wprowadzeniu do komdrki. Zastagpienie de-
zoksyrybozy pseudopeptydem lub pierscieniem morfolinowym zapewnia dodatkowo
silniejsze i bardziej specyficzne wigzanie z docelowg czgsteczkg mRNA. Warto w
tym miejscu doda¢, ze hybrydy morfolino/mRNA (w przeciwiefistwie do innych
czasteczek hybrydowych) nie sg degradowane przez rybonukleaze H. W zwigzku z
tym, czasteczki morfolino muszg zawieraé sekwencje komplementarne do tego rejonu
czasteczki mRNA, w ktérym zlokalizowany jest sygnat inicjacji translacji (kodon
startowy, AUG). Zwiazanie czasteczki morfolino z poczatkowym fragmentem odcinka
kodujagcego mRNA blokuje translacje, nie powodujac degradacji czasteczki mRNA
(ryc. 5B).

Ostatnio, do badan nad funkcjg plazmy ptciowej zastosowano tzw. technike RNAI
(ang. RNA intereference) [31, 46]. Technika ta jest stosunkowo prosta i polega na
podawaniu (w pokarmie lub pozywce) dwuniciowych czgsteczek RNA (dsRNA, ang.
double-stranded RNA) homologicznych do fragmentéw analizowanego mRNA. Po
wniknieciu do komérek, czasteczki dsRNA uczestniczg (wraz z endonukleazami) w
degradacji (rozcinaniu) docelowych czgsteczek mRNA (ryc. 5B) [27]. W ubiegtym
roku wykazano, ze krotkie czasteczki dsRNA sg naturalnym sktadnikiem komorek
zwierzecych. Wydaje sie, ze biorg one udziat w regulacji ekspresji genéw i degradacji
RNA wiruséw [46].
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Jeszcze inng metodg stosowang w badaniach funkcji plazmy piciowej jest
wprowadzanie jej sktadnikéw (biatek, mRNA) do nietypowych (,,ektopowych”)
rejonéw komorki jajowej i/lub zarodka [9]. Analiza wynikéw takich eksperymentow
pozwala okres$li¢ role poszczegdlnych sktadnikdw plazmy piciowej w specyfikacji
komorek piciowych. Metoda ta umozliwia rowniez $Sledzenie przebiegu transportu tzw.
zlokalizowanych RNA (ang. localized RNA) do $cisle okreslonych rejonéw ooplazmy
[23-25], np. do plazmy piciowej (biegunowej) lub ciata Balbianiego (por. rozdziat
nastepny).

SKEADNIKI (mMRNA, BIALKA) PLAZMY PLCIOWEJ
I ZIAREN PLCIOWYCH

Caenorhabditis elegans

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg biatek, ktére wystepujg stale (kon-
stytutywnie) lub okresowo (w okreslonej fazie rozwoju) w ziarnach P [38]. Statymi
komponentami ziaren P sa:

biatka z rodziny PGL (ang. P Granule; PGL-1, PGL-2 i PGL-3) zawierajgce motyw
RGG (ang. RGG box), charakterystyczny dla biatek tgczacych sie z RNA (ang.
RNA binding proteins), w tym dla wystepujacego w ziarnach ptciowych Droso-
phila, biatka vasa. Mutacje genu kodujacego biatko PGL-1 prowadzg do zabloko-
wania rozwoju gonad i sterylnosci osobnikow dorostych [3, 35,38];
biatka (helikazy RNA) z rodziny GLH (ang. Germ Line Helicase\ GLH-1, GLH-2,
GLH-3 i GLH-4), wykazujace homologie z biatkiem vasa Drosophila. Ekspery-
mentalne usuniecie wszystkich 4 biatek GLH (przy uzyciu metody RNAI), z ko-
morek osobnika rodzicielskiego, powoduje zahamowanie r6znicowania oocytéw
w pokoleniu F1, nie ma natomiast wptywu na powstawanie plemnikéw [38].
W czasie rozwoju zarodkowego w ziarnach P wystepuja:
biatka z rodziny KH (MEX-3 i GLD-1) zawierajagce domene KH (ang. K-Homology)
powszechnie wystepujacag w biatkach tgczacych sie zjednoniciowym RNA. Biat-
ka MEX-3 i GLD-1 sg represorami translacji, co sugeruje, ze ziarna P odgrywajg
istotng role w regulacji ekspresji mMRNA [38];
biatka z rodziny CCCH (MEX-1, POS-1 i PIE-1) majace zdolno$¢ do tgczenia sie z
RNA, zawierajace palce cynkowe (ang. zincfingers) typu CCCH. Najprawdo-
podobniej, biorg udziat w kontroli stabilnosci czasteczek mRNA zlokalizowanych
w ziarnach P [38].
Jedynym, dotychczas zidentyfikowanym na terenie ziaren P, mMRNA jest produkt
genu nos-2. mRNA nos-2 jest homologiem mRNA nanos Drosophila i mRNA
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Xcat2 Xenopus laevis [41]. Biatko nos-2 syntetyzowane jest wytgcznie w blastomerze
P4 ikomorkach praplciowych (Z2 iZ3) i odpowiada za prawidtowg rekrutacje komorek
praplciowych do somatycznej czesci gonady [41].

Drosophila melanogaster

Geny, ktorych produkty (mRNA lub biatka) sg niezbedne w czasie tworzenia, a
potem funkcjonowania plazmy ptciowej Drosophila, dzielone sg obecnie na 2 grupy:
1) geny odpowiadajgce za powstanie plazmy piciowej;

2) geny odpowiadajgce za powstanie komorek biegunowych.

Do pierwszej grupy naleza: orb, staufen, gurken, spire, oskar, cappuciiw, do
drugiej: tudor, oskar, vasa i valois. Charakterystyke biatek kodowanych przez
wymienione geny podano w tabeli I.

Trzy najwazniejsze sktadniki plazmy ptciowej Drosophila to produkty genéw oskar,
tudor i vasa [3, 29].
mRNA oskar wystepuje wykacznie na terenie plazmy piciowej. Eksperymentalne

zaburzenie lokalizacji mMRNA oskar lub wprowadzenie biatka oskar do cytopla-
zmy bieguna przedniego oocytu prowadzi do powstania komorek biegunowych w
przedniej czesci zarodka. Zahamowanie ekspresji genu oskar powoduje zmniej-
szenie liczby lub catkowity brak komdrek biegunowych [9,29].

Zar6wno mRNA, jak ibiatko tudor zlokalizowane sg w ziarnach ptciowych (bieguno-
wych). Biatko tudor wystepuje rowniez w mitochondriach plazmy ptciowej. Ostatnio
zaproponowano, ze biatko to bierze udziat w sugerowanej przez Kobayashi’ego i
wspoétpracownikow [15] ,,kooperacji” ziaren piciowych i mitochondridéw [29].

Biatko kodowane przez gen vasa jest statym (konstytutywnym) sktadnikiem plazmy
ptciowej Drosophila. Biatko to ma zdolno$¢ do wigzania sie z RNA; na terenie
plazmy piciowej taczy sie z mMRNA oskar. Rola tej interakcji nie zostata ostatecz-
nie wyjasniona [29].

Bardziej szczego6towa i wyczerpujacg dyskusje molekularnych aspektow réz-
nicowania linii ptciowej Drosophila melanogaster przedstawiono w jednym z
poprzednich numeréw Postepdw Biologii Komorki [17].

Xenopus laevis

Dotychczas zidentyfikowano 9 genoéw (Xcat2, XwntlJ,Xpat, Xdazl, Xlsirts,fatVg,
DEAD South, XFACS, Fingers), ktérych produkty (czasteczki mRNA) zlokalizowane
sg na terenie plazmy piciowej Xenopus [4, 22, 23, 26, 47]. Charakterystyke biatek
kodowanych przez te geny przedstawiono w tabeli I.

W czasie prewitellogenezy, wszystkie wymienione mRNA wystepujg w we-
getatywnej strefie chmury mitochondrialnej (ciata Balbianiego). Jak juz wcze$nigj
wspomniano, strefa ta zawiera prawie wszystkie ziarna ptciowe (ryc. 4B); uwazana
jest ona obecnie za wasciwg plazme piciowg i okre$lana terminem METRO (ang.
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Message Transport Organizer) [22, 23, 25]. Analiza ultrastrukturalna i hy-

brydocytochemiczna wykazata, ze w czasie kolejnych faz oogenezy i rozwoju

zarodkowego ,,wzOr” rozmieszczenia zlokalizowanych mRNA w plazmie piciowej jest
stosunkowo czesto modyfikowany [26]. | tak:

Cement nie zawiera zadnego z dotychczas zidentyfikowanych rodzajow mRNA.

W GFM stwierdzono mRNA Xcat2, Xpat, Xdazl, i DEAD South.

W peini uformowanych ziarnach piciowych (w oocytach) wystepuje mRNA Xcat?2
(ryc. 4C), na ich powierzchni stwierdzono natomiast mMRNA Xpat i DEAD
South;

W ziarnach ptciowych mtodych zarodkéw wystepuje jedynie mRNA Xcat2 (ryc. 2C)
i Sladowe ilosci Xpat.

Pozostate, z 9 wymienionych zlokalizowanych mRNA wystepujg w cytoplazmie
ciata Balbianiego, tj. pomiedzy ziarnami ptciowymi [26]. Funkcja zlokalizowanych
MmRNA w zarodkach Xenopus laevis pozostaje niestety nieznana. Dotychczasowe
badania eksperymentalne pozwolity jedynie na ustalenie ze:

Usuniecie mRNA Xdazl z zarodka prowadzi do nienormalnej migracji komorek
prapiciowych [14].

RNA Xlsirts niezbedny jest do zaczepienia mMRNA Vgl w warstwie korowej wegeta-
tywnej potkuli oocytu [21].

MRNA Xcat2 podlega translacji dopiero po uwolnieniu z ziaren ptciowych [25, 26,
28].

Ostatnio zaproponowano, Ze ziarna piciowe Xenopus, podobnie jak ziarna P
C. elegans, odgrywaja role w kontroli translacji zlokalizowanych mRNA.

PLAZMA PLCIOWAW ROZWOJU REGULACYJNYM

Do niedawna sadzono, ze oocyty i komérki jajowe ssakéw sg catkowicie syme-
tryczne i nie zawierajg zadnych nierbwnomiernie rozmieszczonych determinantow
cytoplazmatycznych. Analiza literatury dotyczacej oogenezy tej grupy zwierzat wskazuje
jednak, ze u wielu gatunkdw torbaczy [37,43] i ssakéw tozyskowych (m.in. u szczura,
chomika, $winki morskiej, krélika, kozy, bizona oraz niektérych naczelnych, w tym
cztowieka) [6, 12] zenskie komorki ptciowe sg wyraznie spolaryzowane i zawieraja
ciato Balbianiego (chmure mitochondrialng). Podobnie jak u Xenopus laevis, w mtodych
oocytach ciato to zlokalizowane jest w poblizu pecherzyka zarodkowego, pozniej
przemieszcza sie do warstwy korowej jednego z biegundéw. Badania w mikroskopie
elektronowym wykazaly, ze cialo Balbianiego ssakéw zawiera organelle cha-
rakterystyczne dla plazmy piciowej innych zwierzat, tj. mitochondria, cysterny siateczki
$rodplazmatycznej, diktiosomy oraz podobne do ziaren piciowych skupienia
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TABELA 1 Geny zaangazowane w specyfikacji linii ptciowej Drosophila melanogaster i
Xenopus laevis

Gen/RNA Charakterystyka biatka Gen/RNA Charakterystyka biatka
Drosophila melanogaster Xenopus laevis

oskar funkcja nieznana Xcat2 homolog nanos

tudor funkcja nieznana Xwnt czasteczka sygnatowa

vasa helikaza RN A Xpat funkcja nieznana

orb biatko wiazace sie z RNA Xdazl biatko wigzace sie z RNA
staufen biatko wiazace sig z Xlsirts repetytywny, niekodujacy RNA

dwuniciowym RNA

gurken ligand z rodziny TGFa fatVg homolog biatka dpowiedzialnego
za roznicowanie adipocytéw
ssakow

spire funkcja nieznana DEAD South helikaza RNA

cappucino homolog forminy XFACS syntaza acylowa CoA

valois sekwencja nieznana Fingers biatko zawierajace palce

cynkowe (21 motywow),
homolog Kriippel

nanos biatko zawierajace palce
cynkowe

elektronowogestego materiatu [6]. Do chwili obecnej funkcja ciata Balbianiego ssakéw
pozostaje niejasna i nie wiadomo, czy struktura ta odgrywa jakgkolwiek role w
determinacji komorek linii ptciowej.

Odmiennie zbudowane sg oocyty myszy; nie zawierajg one ani ciata Balbianiego,
ani zadnych innych determinantow cytoplazmatycznych. Ostatnio wykazano natomiast,
ze w cytolazmie potkuli animalnej komarki jajowej tego gatunku zlokalizowana jest
leptyna oraz biatko STAT-3 [1, 10].

U ptazéw ogoniastych (Urodela) komarki linii ptciowej powstajg stosunkowo pézno
i jak sie wydaje bez udziatu determinantéw cytoplazmatycznych. Plazma piciowa
(nuage) pojawia sie dopiero w komorkach praptciowych [8,45]. Ostatnio wykazano,
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ze oocyty i mtode zarodki aksolotla zawierajgmRNA Axdazl- homolog mRNAATfaz/
Xenopus [19]. W czasie oogenezy, czgsteczki mRNA Axdazl rozmieszczone sg w
ooplazmie rownomiernie, natomiast w komdrkach praptciowych wystepujg wytgcznie
na terenie plazmy piciowej. Funkcja Axdazl w specyfikacji linii ptciowej nie zostata
poznana.
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THE PERIPHERAL BENZODIAZEPINE RECEPTOR
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Streszczenie: Benzodiazepiny sg klasg lekéw dziatajgcych uspokajajaco, nasennie i przeciwdrgawkowo.
W ich terapeutycznym dziataniu posredniczy receptor GABAaznajdujacy sie¢ w centralnym uktadzie
nerwowym. Miejsca wigzace benzodiazepiny, nazwane peryferycznym receptorem benzodiazepin
(PRB), zidentyfikowano réwniez poza obrebem centralnego uktadu nerwowego, w nadnerczach, sercu,
nerkach, jajnikach lubjadrach, ale takze w komérkach glejowych mézgu. W sktad receptora PRB wcho-
dzi biatko pkl 8 znajdujace sie w btonie zewnetrznej mitochondriéw oraz prawdopodobnie kanatVDAC
(z ang. voltage dependent anion channel) oraz translokaza nukleotydéw adeninowych. Receptorowi
PRB przypisuje sie udziat w transporcie cholesterolu do wewnetrznej btony mitochondrialnej, prolife-
racji komoérek, przeptywie jonéw wapnia przez btony komérkowe, oddychaniu komérkowym, odpo-
wiedzi immunologicznej, transformacji nowotworowej oraz apoptozie. Ekspresja PRB jest gatunkowo
i tkankowo specyficzna, zalezna od poziomu hormonéw w organizmie oraz ekspozycji na stres.

Stowa kluczowe', peryferyczny receptor benzodiazepin, benzodiazepiny.

Summary: Benzodiazepines are the most widely used therapeutic drugs because of their sedative and
anxiolytic effects mediated through GABAareceptors located in the central nervous system. Another
recognition site for these drugs termed the peripheral-type benzodiazepine receptor (PRB) has been
found in peripheral tissues (outside the nervous system) and glial cells in the brain. PRB is comprised
in part by a 18 kDa protein. This protein is present in the outer mitochondrial membrane and is likely
to associate with the VDAC channel and adenine nucleotide carrier. A definitive role of PRB has not
been elucidated but strong evidence indicates that this receptor plays an important role in steroid
biosynthesis, mechanism affecting mitochondrial respiration, proliferation, calcium flow, cellular im-
munity, malignancy and apoptosis. The tissue distribution of PRB shows a distinct cell-specific pattern
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of expression. The receptor levels are regulated in a tissue dependent manner by hormonal regulation and
stress.

Key words: peripheral benzodiazepine receptor, benzodiazepine

WSTEP

Receptory benzodiazepin, lekéw dziatajgcych przeciwdrgawkowo, przeciwlekowo,
uspokajajaco i nasennie zidentyfikowano w 1977 roku w btonach komérek nerwowych
moézgu szczura. Scista zalezno$¢ pomiedzy klinicznym dziataniem benzodiazepin, takich
jak: diazepam (popularne valium), a ich powinowactwem do miejsc wigzacych
wskazywata, ze receptory te posredniczg w terapeutycznym efekcie lekow [18]. W
tym samym czasie zidentyfikowano miejsca wigzace benzodiazepiny poza centralnym
uktadem nerwowym, w nerkach i sercu [4]. Na tej podstawie podzielono receptory
benzodiazepin na dwa typy:

1) centralny (CRB), identyczny z receptorem GABAa, znajdujacy sie w presynap-
tycznych i postsynaptycznych btonach neuronéw w obrebie centralnego uktadu
nerwowego, aktywowany przez neurotransmiter kwas y-aminomastowy (GABA)
oraz

2) peryferyczny (PRB), zlokalizowany w btonie komérkowej [58] i btonach organelli
komérkowych, zidentyfikowany w centralnym uktadzie nerwowym [7], p6zniej
takze pozajego obrebem [5].

Peryferyczny receptor benzodiazepin wystepuje w komdrkach glejowych, w tylnym
ptacie przysadki, korze nadnerczy [4], jadrach, jajnikach oraz sercu, ptucach i nerkach
[4,5,9]. Szczegoblnie wysokie zageszczenie receptora PRB zaobserwowano w tkankach
steroidogenicznych, gtéwnie w nadnerczach, gdzie jego ilo$¢ jest pieciokrotnie wyzsza
niz w nerkach lub sercu. Niewielkie ilosci PRB znajduja sie w migsniach szkieletowych
i gtadkich, watrobie oraz mozgu [4]. Przy zastosowaniu technik histochemicznych
wykazano, ze peryferyczny receptor benzodiazepin wystepuje przede wszystkim w
mitochondriach [32], ale jego obecno$¢ stwierdzono réwniez w aparacie Golgiego,
lizosomach, peroksysomach [57], jadrze komérkowym [37,57] oraz btonach
komdrkowych dojrzatych erytrocytow [59] i komorek glejowych [7,77]. Dotychczas
najlepiej poznano peryferyczny receptor benzodiazepin wystepujacy w mitochondriach.

Fizjologiczne funkcje receptora PRB nie sg dobrze poznane, cho¢ budowa i
lokalizacja sugerujg, ze receptor ten moze by¢ zaangazowany w regulacje pod-
stawowych procesdw metabolicznych komorki. Receptorowi temu przypisuje sie udziat
w procesach, takich jak: steroidogeneza [41,64], transport cholesterolu do wewnetrznej
btony mitochondrialnej [45,61], proliferacja komérek [23,79], przeptyw jondw wapnia
przez btone komdrkowa [22,67], oddychanie komérkowe [38], transport porfirynowych
intermediatéw niezbednych w syntezie hemu [85], odpowiedZ immunologiczna
(odporno$¢ komérkowa) [48], transformacja nowotworowa [1,2,37] oraz apoptoza
[36,39,43,75].
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W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacy lokalizacji,
molekularnej charakterystyki i klinicznych implikacji obecnosci receptora PRB.

LIGANDY RECEPTORA PRB- BENZODIAZEPINY
KONTRA KARBOKSYMIDYIZOCHINOLINOWE

Najczesciej stosowanymi w badaniach ligandami receptora PRB sgbenzodiazepiny
dziatajace jako agonisci i karboksymidy izochinolinowe dziatajgce jako antagonisci (patrz
ryc. 1). Benzodiazepiny sa klasg lekow szeroko opisang ze wzgledu na ich
farmakologiczne znaczenie (patrz Wstep). Nalezace do tej klasy lekow diazepam i
flunitrazepam wigza sie z rownym powinowactwem do obu typow receptoréw, podczas
gdy pozostate benzodiazepiny wykazujg zréznicowang specyficzno$é wigzania [10].
Najwieksze znaczenie dla badan receptora PRB ma Ro05-4864 (4-chlorodiazepam),
bedacy pochodng diazepamu. Ligand ten wykazuje mikromolowe powinowactwo
wzgledem receptora GABAa[10], natomiast jego wigzanie z receptorem PRB jest
gatunkowo specyficzne [34]. Dla gryzoni (szczur, mysz) wykazano nanomolowe
powinowactwo tego liganda do receptora PRB, tymczasem w tkankach ludzkich jest
ono dwa rzedy wielkosSci nizsze, aw tkankach wotu - trzy rzedy wielkos$ci nizsze [35].
Karboksymidy izochinolinowe charakteryzuje takze wysoka specyficzno$¢ wigzania
do receptora PRB. Najczesciej stosowanym zwigzkiem z tej grupy jest PK-11195, dla
ktérego stwierdzono nanomolowe powinowactwo w przypadku wszystkich badanych
gatunkow ssakdw, m.in szczura, krélika, psa oraz cztowieka. Ligand ten konkuruje z
R05-4864 o miejsce wigzania na receptorze PRB, co 0znacza, ze oba zwigzki wzajemnie
znoszg mozliwos¢ swego wiazania z receptorem PRB [7,65].

Wigzanie sie benzodiazepin do receptora PRB jest hamowane przez nienasycone
kwasy ttuszczowe, detergenty i cyklosporyne A [38]. Czynniki te nie wptywajgjednak
na wigzanie sie karboksymidow izochinolinowych. Poczatkowo sgdzono, ze ob-
serwowane réznice w wigzaniu sie benzodiazepin i karboksymidéw izochinolinowych
z receptorem PRB wynikajg ze zmieniajacych sie stanow konformacyjnych receptora
lub ze miejsca wigzace benzodiazepiny czesciowo nachodzg i/lub sg allosterycznie
sprzezone z domenami wigzacymi karboksymidy izochinolinowe [10]. Istniejajednak
dane wskazujace na funkcjonowanie w obrebie receptora PRB dwdch odrebnych
domen wigzacych, jednej dla benzodiazepin i drugiej dla karboksymidow izo-
chinolinowych [33]. Prawdopodobnie wiec tylko ligandy wykazujgce wysokie
powinowactwo wzgledem receptora PRB, takie jak R05-4864 oraz PK11195, wigza
sie zjednym wspdlnym dla obu klas ligandéw miejscem, co ttumaczy obserwowang w
ich przypadku konkurencje o wigzanie z receptorem.
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BENZODIAZEPINY

KARBOKSYAMIDY IZOCHINOLINOWE

RYCINA 1. Chemiczna struktura wybranych ligandéw receptora PRB: R05-4864 oraz karboksymidy
izochinolinowe sg specyficznymi Ugandami PRB, diazepam i flunitrazepam wiazg si¢ z réwnym
powinowactwem do PRB i GABAa, aklonazepam jest specyficznym ligandem GABAa

UGANDY ENDOGENNE

Endogennymi Ugandami receptora PRB saporfiryny [78] oraz biatko DBI (z ang.
diazepam binding inhibitor) [25,31]. Substancje te skutecznie konkurujg z tigandami
egzogennymi 0 miejsce wigzania na receptorze. Protoporfiryna IX, podawana w
nanomolowych stezeniach, jest najbardziej skutecznym inhibitorem wigzania sie
ligandéw egzogennych z receptorem PRB. Efektywnymi inhibitorami sg takze inne
porfiryny, takie jak mezoporfiryna X lub deuteroporfiryna IX. Zamianajonu zelaza na
jon cynku w grupie hemowej skutkuje 10-krotnym obnizeniem powinowactwa do tego
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receptora [32]. Natomiast biatko DBI wspdtzawodniczy z diazepamem o miejsce
wigzania na receptorze PRB i GABAa. Biatko to o masie 10 kD zlokalizowano w
ludzkim mozgu i ptynie mézgowo-rdzeniowym [30]. Dziatanie DBI w m6zgu przypomina
dziatanie odwrotnych agonistow, poniewaz biatko to hamujac dziatanie diazepamu,
hamuje jednoczesnie wptyw GABAana przewodnictwo jondw chlorkowych, co
prowadzi do powstania stanéw prolekowych u szczurdw i ludzi. Wzrost ekspresji biatka
DBI jest skorelowany z rakowaceniem komoérek mézgu i wystepuje w nowotworach
mdzgu, takich jak: astrocytoma, glioblastoma [2,53]. Biatko DBI jest réGwnoczes$nie
kluczowym elementem w procesie steroidogenezy i stymulacji transportu cholesterolu
do wewnetrznej btony mitochondrialnej [16,31,32]. Stosujgc techniki hybrydyzacji i
autoradiografii dowiedziono, ze receptor PRB i biatko DBI sg obecne we wszystkich
komorkach jajnikéw ijader uczestniczacych w uwalnianiu hormonéw, w nabtonku i
gruczotach macicy, nadnerczach oraz nerkach. Sieciowanie oczyszczonego i
znakowanego radioaktywnie biatka DBI z mitochondriami pochodzacymi z komdrek
Leydiga (komorki wewnatrzwydzielniczej czescijgder) dowodzi, ze biatko to taczy sie
specyficznie z biatkiem pk 18 [31] (patrz nizej).

POJEDYNCZE BIALKO CZY KOMPLEKS BIALEK

Istnieja dwie koncepcje dotyczace budowy receptora PRB. Pierwsza z nich zaktada,
ze receptor PRB to istniejacy w miejscach kontaktu bton mitochondrialnych kompleks
trzech biatek: kanatu VDAC (z ang. voltage dependent anion selective channef),
translokazy nukleotydéw adeninowych (TNA) oraz biatka 0 masie 18 kDa nazywanego
pk 18 [33,50]. Druga koncepcja zaktada, ze receptor PRB jest pojedynczym biatkiem,
identycznym z pk 18, zlokalizowanym w bionie zewnetrznej mitochondridow i
wchodzacym w sktad PTP (z ang.permability transition pore), definiowanego jako
kanat o wysokiej przewodnosci i niskiej selektywnosci, biorgcy udziat w regulacji
procesow prowadzacych do apoptozy [33,36,39,43,75,90] (patrz ryc. 2).

Zastosowanie znakowanych radioaktywnie ligandéw receptora PRB umozliwito
wyizolowanie ioczyszczenie biatka pkl 8 [5], co z kolei pozwolito na poznanie sekwencji
kodujacego je genu u wielu gatunkow ssakow, w tym cztowieka [69], szczura [72],
myszy [33] i krowy [65]. Biatko pkl8 wykazuje bardzo wysoka konserwatywnos$é
sekwencji aminokwasowej. Zidentyfikowano je rowniez u bakterii Escherichia coli
[47] i Archeoglobus fulgidus [34], a kodujacy je gen jest wysoce homologiczny w
stosunku do genu ssakéw, w tym cztowieka (patrz tab. 1). Fakt zachowania tak
duzego podobienistwa w toku ewolucji $wiadczy¢ moze o fundamentalnym znaczeniu
tego biatka dla komérki. Obecno$¢ biatka pk 18 wydaje sie by¢ réwniez kluczowa dla
dziatania samego receptora PRB. Ekspresja biatka pkl 8 w liniach komérkowych ssakéw
powoduje wzrost liczby miejsc wigzacych karboksymidy izochinolinowe i ben-
zodiazepiny, co dowodzi, ze biatko to ma domeny wigzace dla obu klas ligandéw,
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Peryferyczny Receptor Benzodiazepin

btona
zewnetrzna

btona
wewnetrzna

Pojedyncze biatko czy
kompleks biatek?

RYCINA 2. Schemat budowy peryferycznego receptora benzodiazepin

a wiec moze petni¢ funkcje receptora. Wychodzac z tego zatozenia nalezatoby sie
spodziewac braku aktywnosci (czyli specyficznego wigzania sie liganda) receptora
PRB u drozdzy Saccharomyces cerevisiae, ktére nie maja genu kodujacego biatko
pk 18 [69,70]. Organizm ten jednak wykazuje aktywno$¢ receptora PRB (Stocinska,
wyniki niepublikowane), co wskazuje na to, ze receptor PRB moze byé kompleksem
biatek powstajgcym rowniez przy braku biatka pkl 8. Jest to jednak aktywno$¢ odmienna
od obserwowanej w komorkach ludzkich [69]. Mozna stad wnioskowaé, ze biatko
pkl8 nie jest jedynym miejscem wigzania sie liganddéw receptora PRB. Cho¢ nie
mozna tego stwierdzi¢ definitywnie, biatko pkl8 moze by¢ odpowiedzialne za
indukowanie zmian konformacyjnych innych biatek, takich jak: kanat VDAC lub TNA,
uczestniczacych w wigzaniu ligandéw receptora PRB. Istnieje réwniez inne wy-
thumaczenie: to biatka zwigzane z pkl8 moga okresla¢ strukturalne i funkcjonalne
Srodowisko receptora PRB, wptywajac na charakterystyke wigzania sie ligandéw
[33].

Choc¢ obecnos¢ biatka pkl 8 nie jest konieczna dla ekspresji aktywnosci receptora
PRB, jest niezbedna dla prawidtowego rozwoju wyzszych organizmdw eukariotycznych.
Wszelkie proby wyhodowania myszy pozbawionej genu kodujacego biatko pkl8
konczyty sie niepowodzeniem, bowiem zwierzeta umieraty we wczesnym stadium
rozwoju embrionalnego [62]. Zaobserwowano jednak, ze brak biatka pkl 8 powoduje
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TABELA 1 Homologia genu kodujacego biatko pk 18

% homologii z Referencje
PRB czt owieka

Nerki
cztowieka 100 [64]
bydlece 85 [60]
myszy 82 [30]
szczura 77 [66]
Escherichia coli 55 [43]
Archeoglobus ulgidus 53 [31]

tylko w 50% redukcje wigzania sie ligandéw do receptora PRB [41]. W innego typu
eksperymentach, izolowano biatko pkI8 z mysich komorek Leydiga poddanych
transformacji nowotworowej i whudowywano je w tiposomy. Biatko to wigzato
karboksymidy izochinolinowe, ale nie wigzato benzodiazepin. Dodanie mitochondriéw
do ptynu inkubacyjnego, w ktérym znajdowaty sie tiposomy, przywracato zdolno$é
wigzania sie benzodiazepin [33]. Biatko odpowiedzialne za ten efekt zostato
oczyszczone i zidentyfikowane jako kanat VDAC. Powyzsze dane stanowig silny
dowdd na to, ze receptor PRB nie jest pojedynczym biatkiem, ale kompleksem
przynajmniej dwdch biatek, w ktérym miejsce wigzania karboksymidéw izo-
chinolinowych znajduje sie na biatku pkl 8, awigzanie benzodiazepin wymaga obecnosci
zaréwno biatka pkl8, jak i kanatu VDAC. Wplyw benzodiazepin na przewodnictwo
kanatu VDAC obserwowano takze u nizszych Eucaryota, takich jak: ameba
Acanthamoeba castellanii i drozdze Saccharomyces cerevisiae. Zaobserwowano
réwniez, ze w mitochondriach drozdzy Ro5-4864 ostabia dziatanie CATR, ktory jest
niekompetycyjnym inhibitorem translokazy nukleotydéw adeninowych (Stocifska, dane
niepublikowane). Kolejnym dowodem na to, ze receptor PRB jest kompleksem kilku
biatek byto wyizolowanie w natywnej formie kompleksu trzech biatek, w ktérego sktad
oprdcz biatka pkl8 i kanatu VDAC wchodzi TNA [46]. Liczne préby rozdzielenia
kanatu VDAC od TNA lub biatka pklI8 powodowaty utrate mozliwosci wigzania
ligandow receptora PRB. Stechiometria wyznaczona dla kompleksu tych biatek w
oczyszczonej frakcji mitochondriow pokazuje, ze VDAC i TNA wystepujg w duzo
wiekszych ilosciach niz biatko pkl8. Obecnos¢ pkl8 jest przy tym tkankowo i
gatunkowo specyficzna [44].
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FUNKCJE PERYFERYCZNEGO RECEPTORA BENZODIAZEPIN
- FAKTY IHIPOTEZY

1 Biosynteza steroidow

Najlepiej scharakteryzowang funkcjg receptora PRB jest jego udziat w syntezie
steroidow [74,82]. Stwierdzenie to oparte jest na dwoch waznych przestankach. Po
pierwsze: komérki steroidogeniczne majg najwiekszg liczbe miejsc wigzacych ligandy
receptora PRB [10,28]. Po drugie: biatko pkl8, ktdre prawdopodobnie umozliwia
transport cholesterolu do wewnetrznej btony mitochondrialnej, znajduje sie w
zewnetrznej btonie mitochondrialnej [57].

Pierwszym krokiem w biosyntezie steroidéw jest przemiana cholesterolu w
pregnenolon. Reakcja ta katalizowana jest przez enzym P-450sx zlokalizowany po
matriksowej stronie wewnetrznej btony mitochondrialnej. Czynnikiem limitujgcym
wydajnos$¢ dziatania tego enzymu jest ilos¢ cholesterolu, transportowanego do
wewnetrznej btony mitochondrialnej [45,61]. Zatem, translokacja cholesterolu z
cytoplazmy do wewnetrznej btony mitochondrialnej jest krytycznym momentem
regulujgcym synteze steroidéw i hormonow, takich jak: adrenokortykotropina i
gonadotropiny, ktére uruchamiajg mechanizmy komoérkowe prowadzace do ste-
roidogenezy. Egzogenne ligandy receptora PRB modulujg translokacje cholesterolu z
btony zewnetrznej do wewnetrznej. Ligandy specyficzne wobec receptora PRB, takie
jak: R05-4864 (agonista) i karbosymidy izochinolinowe (antagonisci), stymulujg synteze
steroidow w nadnerczach, jadrach, jajnikach, tozysku i komorkach glejowych [34]. Z
kolei flunitrazepam, czesciowy agonista receptora PRB w wyniku wigzania sie z
receptorem, hamuje stymulowang przez hormony tropowe biosynteze steroidow w
korze nadnerczy i komérkach Leydiga [45]. Sugeruje to, ze receptor PRB moze
odgrywac istotng role w transporcie cholesterolu i regulacji syntezy steroidéw. Proces
ten zachodzitby w miejscach kontaktu zewnetrznej i wewnetrznej biony
mitochondrialnej, przy wspdtpracy z biatkiem DBI [64]. Ten endogenny ligand receptora
PRB, stymuluje steroidogeneze poprzez wigzanie sie do receptora, wptywajac w ten
sposdb na mitochondrialny transport cholesterolu (patrz ryc. 3).

2. Wydajnosc¢ energetyczna mitochondriow

Gtowna funkcja mitochondriow jest przeksztatcanie energii prowadzace do syntezy
ATP. W zwigzku z tym pojawito sie pytanie, czy ligandy receptora PRB moga wptywac
na wydajno$¢ energetyczng tych organelli. Okazato sie, ze R05-4864 i PK11195
podawane w nanomolamych stezeniach obnizajg kontrole oddechowg oraz indeks
ADP/O wyznaczane dla mitochondriéw pochodzacych z nerek i serca ssakéw [38].
Efektem dziatania tych ligandéwjest obnizenie zuzyciatlenu w stanie fosforylacyjnym
i wzrost zuzycia tlenu w stanie spoczynkowym. Obserwowana zmiana kontroli
oddechowej i indeksu ADO/O moze byé wiec spowodowana ostabieniem sprzezenia
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Adrcnokortykotropma
Gonadotropin}1

RYCINA 3. Schemat przedstawiajacy udziat PRB w syntezie steroidéw: Kortykotropina i gonadotropiny
oddziatujac na receptory powierzchniowe komorki, stymulujg synteze cyklicznego AMP. cAMP jest
odpowiedzialny za pobudzenie cytozolowego czynnika niezbednego do aktywacji transportu cholesterolu
do wewnetrznej btony mitochondrialnej. Tym czynnikiem jest prawdopodobnie DBI, ktére taczac sie z
PRB posredniczy w 1. etapie steroidogenezy, jakim jest transport cholesterolu do wewnetrznej btony

mitochondrialnej, gdzie ulega przemianie w pregnenolon

miedzy taficuchem oddechowym i syntazg ATP. Wptyw rdznych ligandéw receptora
PRB na wydajnos¢ energetyczng mitochondriéow jest skorelowany z ich po-
winowactwem do receptora. Im wyzsze powinowactwo, tym skutek obecnosci liganda
jest silniejszy. Zmiana kontroli oddechowej i indeksu ADP/O w mitochondriach
izolowanych z r6znych tkanek jest ponad to zalezna od ilosci receptora PRB w badanych
mitochondriach [44].
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W mitoplastach ssakéw nanomolowe stezenia PIC-11195 i R05-4864 skuteczniej
niz w mitochondriach zmieniajg kontrole oddechowsg i indeks ADP/O, co zapewne
odzwierciedla funkcjonalny zwigzek miedzy receptorem PRB a wewnetrzng btong
mitochondridw [42]. Jednakze istniejg rowniez hipotezy zaktadajace, ze zmiana kontroli
oddechowej i indeksu ADP/O jest niespecyficznym efektem dziatania ligandéw, w
ktérym nie posredniczy receptor PRB [89]. Jesli jednak ligandy receptora PRB
wplywajg na wydajnos$¢ energetyczng mitochondriéw niezaleznie od obecnosci PRB,
niezbedne jest wyjasnienie mechanizmu takiego dziatania.

3. Synteza hemu

Porfiryny bedace sktadnikami grup hemowych majg decydujace znaczenie dla
aktywnosci wielu biatek, nie tylko mitochondrialnych. Do biatek tych nalezg takie enzymy,
jak: cyklaza guanylowa, pyrolaza tryptofanowa i transferaza glutationu [78], oraz
cytochromy. Receptor PRB moze odgrywac istotngrole w mitochondrialnym imporcie
porfirynowych intermediatéw potrzebnych do syntezy grup hemowych. Transport ten
prawdopodobnie wymaga udziatu kanatu VDAC. Jesli jednak receptor PRB penitby
kluczowa role w syntezie grup hemowych, w rdznicujacych sie retikulocytach
wystepowatyby odpowiednio wysokie ilosci receptora PRB. Tak jednak nie jest.
Podwaza to istotng role receptora PRB w tym procesie [44].

4. Modulacja zaleznych od potencjatu kanatéw wapniowych

Modulacyjny wptyw ligandéw receptora PRB na aktywno$¢ zaleznych od potencjatu
kanatéw wapniowych obserwowano dla mézgu, serca, nerek i nadnerczy [11,22,67].
Powinowactwo benzodiazepin selektywnych wobec receptora PRB koreluje z moz-
liwoscig ich wspotzawodniczenia z nifedyping(dihydropirydyna) o wigzanie z zaleznym
od potencjatu kanatem wapniowym typu L [11]. Im wyzsze powinowactwo wzgledem
receptora PRB, tym skuteczniejsza konkurencja z nifedyping. Na przykitad Ro5-4864
kompetytywnie hamuje wigzanie nifedypiny do kanatéw wapniowych, ale jego stezenia
niezbedne dla wywotania tego efektu sa dwa rzedy wielkoSci wyzsze niz jego
powinowactwo do receptora PRB [22]. Co ciekawe, dihydropirydyny stosowane w
mikromolowych stezeniach takze kompetytywnie hamujg wigzanie R05-4864 do
receptora PRB. Zjawisko to mozna ttumaczy¢ w nastepujacy spos6b: benzodiazepiny
i dihydropirydyny wigzg sie z wysokim powinowactwem do odpowiadajacych im miejsc
wigzacych, natomiast z niskim powinowactwem do miejsca wigzania konkurujacego
liganda. Inne z kolei badania wykazaty, ze Ro5-4864 skraca czas trwania potencjatu
czynnosciowego w miesniu sercowym $swinki morskiej i obniza site jego skurczu [44].
Jest to skutek hamowania przez ten ligand transportujondw wapnia do wnetrza komarki,
co sugeruje bezposredni wptyw benzodiazepin na zalezne od potencjatu kanaty wap-
niowe znajdujace sie w sercu. Jednak obserwowany efekt wymaga mikromolowych
stezen Ro05-4864. Mikromolowe stezenia benzodiazepin hamujg takze dziatanie
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zaleznych od potencjatu kanatow wapniowych w synaptosomach mozgu szczura [68].
Poniewaz hamujacy wptyw diazepamu i R05-4864 jest niemal rdwny, mozna zatozy¢,
iz kanaty wapniowe regulowane potencjatem stanowig prawdopodobnie alternatywne
miejsca wigzania ligandéw receptorow GABAai PRB, charakteryzujace sie niskim
powinowactwem.

5. Proliferacja komdrek

Mozliwos¢ oddziatywania ligandéw receptora PRB na kanaty wapniowe sugeruje
udziat tego receptora w proliferacji komorek [34], bowiem zwiekszony poziom jondw
wapnia w cytoplazmie jest warunkiem wstepnym dla mitozy komorek eukariotycznych.
Zainteresowanie badaczy rolg receptora PRB w proliferacji komérek ma réwniez
inne przyczyny. Po pierwsze, stwierdzono podwyzszone ilosci receptora PBR w
tkankach nowotworowych, po drugie, zaobserwowano silny wptyw ligandéw receptora
PRB na namnazanie sie komorek hodowanych in vitro.

Zwiekszona ekspresja receptora PRB jest czesto obserwowang cechg komorek
nowotworowych. Wzrastajacg liczbe miejsc wigzacych benzodiazepiny oraz
podwyzszony poziom mRNA biatka pkl 8 w poréwnaniu z tkankami zdrowymi
wykazano, na przyktad, dla nowotworow moézgu [2,14,40]. W zmienionych
nowotworowo astrocytach i komdrkach glejowych ilo$¢ receptora PRB jest wieksza
niz w komorkach kontrolnych [53,60]. Takze w innych typach nowotworéw (na przykfad
rak jajnika) czesto$¢ wystepowania receptora PRB wzrasta znacznie w stosunku do
tkanek kontrolnych. Najnowsze badania wykazaty takze wysoki poziom ekspresji
receptora PRB w prébkach pobranych ze ztosliwego guza piersi [37]. Co wigcej,
zaohserwowano réwniez, ze w liniach komdérkowych wyprowadzonych z bardziej
zaawansowanego nowotworu piersi lokalizacja receptora PRB w komorce ulega
zmianie. W przeciwienstwie do komorek kontrolnych lub mniej agresywnych linii guza,
gdzie receptor PRB znajduje si¢ w mitochondriach, stwierdzono jego obecnos¢ przede
wszystkim w jadrze komoérkowym [37]. Powyzsze ustalenia nie pozwalajg jednak
jednoznacznie stwierdzi¢, ze podwyzszona ekspresja receptoréw PRB jest Scisle
skorelowana z wystepowaniem nowotworu.

Istnieje szereg danych wskazujacych na udziat ligandéw receptora PBR w modulacji
proliferacji komorek. Stwierdzono miedzy innymi, ze benzodiazepiny o wysokim
powinowactwie do receptora PRB hamujg proliferacje komorek grasicy. Takiej korelacji
nie stwierdzono dla ligandéw GABAa[79]. W limfocytach myszy pochodzacych ze
$ledziony, zaobserwowano zalezne od stezenia hamowanie proliferacji i syntezy DNA
przez diazepam i R05-4864 [34]. Natomiast w liniach komorkowych glejaka [40] oraz
transformowanych komorkach Leydiga [31] po podaniu nanomolowych stezed PK-
11195 i Ro5-4864, nastepuje stymulacja wzrostu komorki i syntezy DNA [35]. Jednakze,
mikromolowe stezenia tych ligandéw hamujg wbudowywanie sie tyminy do DNA, co
jest interpretowane w kategoriach efektu niespecyficznego, wynikajacego z
oddziatywania tych ligandéw z innymi biatkami i lipidami btonowymi. W badaniach
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nad komorkami melanomy B 16/C3 u myszy dowiedziono, ze benzodiazepiny o wysokim,
nanomolamym powinowactwie do receptora PRB, takie jak R05-4864 wykazujg
wysoka skutecznos¢ w indukcji melanogenezy, podczas gdy benzodiazepiny o bardzo
niskim powinowactwie, na przykiad klonazepam, byly duzo mniej skuteczne.
Stwierdzono réwniez, ze markery réznicujacych sie komorek, takie jak: aktywnos$é
tyrozynazy isynteza melaniny, moga ulegaé¢ indukcji przez diazepam [44].

6. Udziatreceptora PRB w odpowiedzi immunologicznej

Udziat receptora PRB w regulacji proliferacji komoérkowej sugeruje jego
zaangazowanie w reakcje uktadu immunologicznego na nowotwdr. Liczne obserwacje
wskazuja na to, ze znaczaca role w tym procesie odgrywaja makrofagi. Gromadza sie
one wokét guza, a ich obecno$¢ zwykle skorelowana jest z regresja nowotworu.
Benzodiazepiny wigzg sie ze specyficznymi receptorami makrofagéw i modulujg ich
wiasciwosci oksydacyjne [48]. Badania in vitro dowodza, ze zdolno$¢ makrofagéw
do produkowania czynnikéw TNF-a oraz IL-1, istotna w zwalczaniu nowotworu, jest
hamowana przez specyficzne ligandy receptora PRB [87].

7. Udziat w procesie apoptozy?

Punktem krytycznym procesu apoptozy jest otwarcie PTP (z ang. permeability
transition pore) prowadzgce do rozproszenia gradientu protonowego w wyniku
zniszczenia integralno$ci zewnetrznej i wewnetrznej btony mitochondrialnej [36,75,90].
Wychodzac z zatozenia, ze receptor PRB jest $cisle zwigzany z PTP podjeto préby
okreslenia wpltywu agonistéw i antagonistéw tego receptora na apoptoze ludzkich
komorek. lIstniejgce fakty wskazujg na Scista korelacje miedzy aktywnoscig anty-
apoptyczng réznych agonistéw i ich powinowactwem do receptora PRB oraz brak
wplywu agonistéw receptora GABAa, takich jak klonazepam, na proces apoptozy.
Na przyktad Ro5-4864 silnie chroni limfoblastocyty przed apoptozg indukowang przez
czynnik TNF-a [13]. Natomiast PK-11195 wzmacnia indukcje apoptozy wywotywang
przez agonistow receptora glukokortykoidowego, chociaz sam nie wykazuje
cytotoksycznego dziatania [15]

REGULACJAWYSTEPOWANIAPERYFERYCZNEGO
RECEPTORA BENZODIAZEPIN

1 Regulacja hormonalna

Kiedy odkryto, ze receptor PRB odgrywa wazng role w tkankach wydzielajgcych
steroidy, spodziewano sie, ze regulacja poziomu ekspresji PRB w uktadzie dokrewnym
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koreluje z aktywnoscig dziatania hormonow steroidowych, co znalazto potwierdzenie
w faktach [50,67]. U dorostych samic szczura ilosC receptora PRB w jajnikach i
ciatku zéttym zwigzanajest z etapami przebiegajacego cyklu miesigczkowego iosigga
maksimum w czasie owulacji. W macicy maksymalna liczba receptoréw PRB przypada
na faze preowulacyjna, ktéra poprzedza jajeczkowanie i zbiega sie z produkcja przez
jajniki estrogenéw powodujacych proliferacje komérek macicy [34]. W trakcie ciazy
i laktacji iloS¢ PRB znacznie spada. Z kolei podawanie przez 4 dni niedojrzatym
ptciowo samicom szczura testosteronu i progesteronu powodowato 1,5-krotny wzrost
ilosci PRB w jajnikach [6]. Jednakze aplikowanie tych hormonow zwierzetom przez
10 dni dawato wyniki catkowicie odmienne. Ilo$¢ receptorow PRB ulega obnizeniu o
14% w przypadku stosowania progesteronu i 40% w przypadku testosteronu [6]. W
jadrach dojrzewajacych szczuréw zaobserwowano trzykrotny wzrost ilosci receptorow
PRB. Powyzsze rezultaty wskazujg na udziat PRB w réznicowaniu i rozwoju jader i
jajnikow [34].

Nadczynnos$¢ tarczycy wywotywana u szczuréw przez podawanie D-tyroksyny
przez 10 dni powodowata wzrost ilosci receptoréw PRB w sercu, nerkach ijajnikach.
Niedoczynno$c¢ tarczycy przyczynia sie natomiast do redukcji ilosci receptora PRB w
sercu i watrobie [44]. Rezultaty te Swiadczg o tym, ze iloS¢ PRB moze byé regulowana
przez podawanie steroidéw. Stwierdzono rowniez wspotdziatanie miedzy receptorami
PRB i hormonami tropowymi przysadki podczas rozwoju organizmu [6] oraz ich udziat
w syntezie hormondw steroidowych. Na przyktad, receptor PRB wystepujacy wjadrach
jest prawdopodobnie zaangazowany w produkcje testosteronu [34 ].

2. Stres

Peryferyczny receptor benzodiazepin jest prawdopodobnie zaangazowany w
regulacje waznych systemow zwigzanych ze stresem, do ktérych nalezg miedzy innymi
o$ podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) i sympatyczny uktad nerwowy [34]. W
ludzkich leukocytach i erytrocytach, receptor PRB zostat zidentyfikowany w btonie
plazmatycznej [21,59], co umozliwia udziat tego receptora w dziataniu uktadu
neuroendokrynoimmunologicznego [12] odgrywajgcego kluczowag role w adaptaciji
organizmu w warunkach stresu.

Udziat receptora PRB w reakcji na silny stres zostat eksperymentalnie wykazany
w wielu badaniach na zwierzetach. Traktowanie myszy silnymi elektrowstrzgsami
indukuje szybki wzrost ilosci receptora PRB w korze mézgowej i sercu w ciggu 30
minut po przeprowadzonym doswiadczeniu [7]. Jednorazowy stres, np. wrzucanie
szczuréw do wody, powoduje takze wzrost ilosci receptora w korze mozgowej, ptatach
wechowych, nerkach i limfocytach [34]. Stwierdzono réwniez, ze silny stres wzmacnia
dziatanie R05-4864 i karboksymidéw izochinolinowych. Przypuszcza sie, ze wzrost
ilosci receptoréw PRB w przodomdézgowiu spowodowany silnym stresem moze by¢



332 M. SLOCINSKA

wywotany naborem peryferycznych receptoréw benzodiazepinowych w drodze
translokacji z innych przedziatéw subkomdérkowych, a nie synteza biatek receptorowych
[49].

Poddanie szczuréw dziataniu hatasu powoduje wzrost o 80% czestosci wys-
tepowania receptora PRB w korze mézgowej przy jednoczesnym obnizeniu o 40%
iloci receptora GABAaw tej samej tkance. Wskazuje to, ze indukowane stresem
zmiany dotyczace receptora PRB nie idg w parze ze zmianami dotyczgcymi receptora
GABAa[52]. Stres wywotany hatasem powodowat takze wzrost ilosci receptora PRB
ibiatka DBI w nadnerczach i hipokampie, co prawdopodobnie odgrywa istotngrole w
uwalnianiu steroidéw i neurosteroidow wywotujacych zwrotnie zmiany w ilosci
receptoréw benzodiazepinowych i biatka DBl w mdzgu. Substancje te mogg dziataé
jako agonisci receptora GABAapowodujgc ujemne sprzezenie zwrotne inaktywujace
0§ HPA [52].

Jak wspomniano uprzednio, poddanie szczuréw jednorazowemu dziataniu hatasu
powodowato znaczacy wzrost ilosci receptora PRB. Odmiennych wynikdw dostarczajg
badania, w ktorych szczury poddawano wielokrotnemu stresowi. 80-krotne poddawanie
szczuréw dziataniu hatasu powodowato obnizenie ilosci receptorow PRB w nerkach,
sercu, gruczole przysadki i korze mézgowej [20]. Podobnie, gtodzenie zwierzat przez
5 dni indukowato obnizenie ilosci receptora PRB w nerkach o 33%, sercu o 34% i
nadnerczach o 35%. Poddanie szczuréw gtodéwce powodowato réwniez redukcje
ilosci receptorow GABAaw mdzdzku o 35%, natomiast w korze mézgowej nie za-
obserwowano zadnych zmian w ilosci tego receptora. Wyniki te wskazujg iz chroniczny
stres wywotuje spadek ilosci receptora PRB [34]. Diugotrwaty stres moze prowadzi¢
do obnizenia ilosci receptora PRB nie tylko u zwierzat, ale takze u ludzi. Pomiar ilosci
receptora PRB przeprowadzony u zotnierzy po szeSciu dniach ¢wiczen na poligonie
wskazuje na redukcje ilosci tego receptora w ptytkach krwi o 26%, co potwierdza
zwigzek miedzy dtugotrwatym stresem a redukcja ilosci PRB [27].

Nie wiadomo, jakie mechanizmy odgrywajg kluczowg role w regulacji ekspresji
receptora PRB w odpowiedzi na stres. Receptory PRB w duzych ilosciach wystepuja
w tkankach szczego6lnie aktywnych podczas stresu, takich jak: serce, nerki, nadnercza
i ptuca. Sugeruje sie wiec, ze receptory PRB sa zaangazowane w fosforylacje
oksydacyjng isteroidogeneze [26,38]. Aktywacja receptora PBR podczas ekspozycji
na silny stres moze prowadzi¢ do lepszej adaptacji w warunkach patologicznych. W
niektorych sytuacjach zmiany w iloSci PRB zwigzane sg z réwnolegtym wzrostem
aktywnosci receptora GABAa [34].

2.1 PRB i nerwice

Obserwacja zachowania i encefalografia wykazaty, ze Ro5-4864 wywotuje konwulsje
i niepokoj u myszy, szczuréw i Swinek morskich w sposob podobny do odwrotnych
agonistow receptora GABAai inhibitoréw kanatu chlorkowego sprzezonego z tym
receptorem. Konwulsje i niepokéj indukowane przez Ro5-4864 mogg by¢ hamowane
przez PK11195, ktéry dziata uspokajajaco i przeciwdrgawkowo [10,56], ale nie przez
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Ro 15-1788, antagoniste GABAa Zatem, receptory PRB i GABAa cho¢ strukturalnie,
farmakologicznie i fizjologicznie odmienne moga posiada¢ pewne wspélne behawioralne
funkcje, ktore sajednak dotad nieznane.

Wywotane przez czynniki zewnetrzne niepokdj, lek i ztos¢ wystepujace przez
przynajmniej sze$¢ miesiecy wptywaja na stan fizjologiczny organizmu cztowieka.
Podawanie pacjentom diazepamu, wywotujgcego stan uspokojenia, prowadzito do
spadku ilosci receptorow PRB w ptytkach krwi o 16% w ciggu tygodnia i 0 69% w
ciggu 4 tygodni [83]. Podobne rezultaty zaobserwowano dla limfocytéw, a efekt
dziatania diazepamu byt widoczny jeszcze przez dtugi czas po zakonczeniu kuracji.
Badania przeprowadzone na zwierzetach pokazujg, ze diugotrwate aplikowanie
diazepamu skutkuje wzrostem ilosci receptora PRB w sercu i korze mozgu. Jednakze
po 5 dniach od zaprzestania podawania leku nastepuje ustabilizowanie sie ilosci
receptoré6w PRB w tych tkankach do poziomu sprzed kuracji [80]. Obnizenie ilosci
receptora PRB w tych tkankach jest prawdopodobnie wywotane przez biatko DB,
ktérego uwalniane wzrasta podczas standw niepokoju [34 ].

2.2. PRB i choroby neurodegeneracyjne

Zmiany poziomu receptora PRB wystepuja w niektérych schorzeniach neuro-
degeneracyjnych. Obnizony poziom ilosci receptora PRB stwierdzono, na przyktad, u
pacjentow cierpigcych na chorobe Parkinsona [16]. Obnizenie ilosci receptoréw PRB
w phytkach krwi u tych pacjentdw nie byto zalezne od podawanych lekéw, chociaz
doswiadczenia na zwierzetach wykazujg specyficzny tkankowo modulacyjny efekt
dopaminy na ekspresje receptora PRB [3]. Zredukowang ilos¢ PBR w ptytkach krwi
stwierdzono réwniez u pacjentdéw ze schizofrenig podczas kuracji dopaminowej [84].
Po$miertne badania mézgu pacjentéw z chorobg Alzheimera wykazaty natomiast wzrost
ilosci receptora PRB w ptacie skroniowym oraz w przedcentralnym i pozasrodkowym
zakrecie kory mdzgowej [29]. Poniewaz PRB w mézgu zlokalizowany jest gtownie w
komorkach glejowych, mozliwe jest, ze wzrost ilosci receptora PRB odzwierciedla
uszkodzenie mdzgu i glejoze. Choroba Alzheimera zwigzana jest ze wzmozong
aktywnoscig osi HPA, skutkiem czego jest wzrost aktywnosci wydzielania steroidow
i w konsekwencji wzrost ilosci receptora PRB.

2.3. PBR itoksyczne uszkodzenie mdzgu

Czynniki chemiczne, ktore powodujg uszkodzenie neurondw, wywotujg wzrost
ilosci receptora PRB w sercu i niektorych obszarach moézgu, takich jak: podwzgérze i
hipokamp [8]. Receptor PRB moze by¢ wiec stosowany jako marker uszkodzenia
komoérek nerwowych. Na przyktad kwas metylofosforofluorowy, uzywany jako gaz
bojowy, powoduje uszkodzenie neuronéw z reakcjami zapalnymi i czesciowaproliferacjg
gleju [34]. Zmiany te sa wyraZnie skorelowane ze zmianami w ilosci miejsc wigzacych
ligandy receptora PRB. Dwa dni traktowania gazem bojowym zawierajgcym kwas
metylofosforofluorowy powoduje wzrost ilosci receptora PRB w hipokampie. Usz-
kodzenia hipokampu i wzrost iloSci miejsc wigzacych ligandy receptora PRB moga
by¢ réwniez wywotane kwasem kainowym [46,55].
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PODSUMOWANIE

Niniejsza praca dowodzi, ze wiedza o receptorze PRB jest wcigz czastkowa.
Podstawowym problemem jest nadal poznanie budowy molekularnej receptora PRB,
jako iz na pytanie, czy receptor jest kompleksem biatek, w ktérym biatko pkl 8 petni
kluczowarole, czy tez funkcjonuje jako pojedyncze biatko, nadal nie istniejejednoznaczna
odpowiedz. Fakt, ze biatko pkl 8jest wysoce konserwatywne, sugeruje jego podstawowe
znaczenie w funkcjonowaniu komorki. Biatko to nie wystepuje jednak u niektérych
nizszych organizmow, takich jak: drozdze Saccharomyces cerevisiae, cho¢
obserwowana jest tu aktywno$¢ receptora PRB. Niezbedne jest tez wyjasnienie,
dlaczego ewolucja tak starannie zadbata o zachowanie sekwencji tego niewielkiego
biatka tylko w wybranych organizmach. Wydaje sie, ze wnikliwe badania prowadzone
na komérkach mikroorganizméw umozliwig uzyskanie odpowiedzi na to pytanie.

Receptor PRB bierze prawdopodobnie udziat w wielu istotnych procesach
zachodzacych w komorce, takich jak: steroidogeneza, metabolizm energetyczny,
proliferacja i roznicowanie komorek, transport wapnia przez btony plazmatyczne czy
apoptoza. Doktadne zrozumienie jego funkcjonowania i regulacji wystepowania moze
okazac sie kluczowe w terapii wielu choréb, miedzy innymi nowotworéw, choréb
zwigzanych z nieprawidtowym funkcjonowaniem uktadu immunologicznego i
dokrewnego oraz choréb o podtozu neurologicznym.

Sktadam serdeczne podziekowania dr Hannie Kmicie za pomoc w napisaniu
niniejszej pracy.
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NEURONALNE SENSORY WAPNIA

NEURONAL CALCIUM SENSORS
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Streszczenie: Jony wapniowe sgjednym z podstawowych przekaznikéw sygnatu w komoérce. Ich dzia-
fanie zachodzi miedzy innymi za posrednictwem biatek wiazacych wapn, wéréd ktérych coraz liczniej-
szg grupe stanowig odkrywane w ciggu ostatnich dziesieciu lat biatka z motywem EF-hand tworzace
rodzine tzw. Neuronalnych Sensoréw Wapnia (NCS, Neuronal Calcium Sensors). Zaliczaja sie do niej
miedzy innymi: rekoweryny, frekweniny, biatka GCAP, biatka VILIP. Ich wsp6lng cechgjest charakte-
rystyczna budowa i wystepowanie w okre$lonych komérkach nerwowych, co sugeruje, ze petnig tam
Scis$le okreslong funkcje. Funkcja wiekszosci biatlek NCS nie zostata jednak wyjasniona i stanowi przed-
miot badan wielu zespotéw na Swiecie. W niniejszej pracy dokonujemy przegladu obecnego stanu
wiedzy dotyczgcego tej interesujacej i waznej grupy biatek.

Stowa kluczowe: wapn, biatka wigzace wapn, neuronalne sensory wapnia, przekazywanie sygnatu.

Summary: Calcium ion is a key intracellular messenger molecule. Its action is mediated by the calcium-
binding proteins. Among them, still growing group are homologous , EF-hand” proteins, discovered
during last ten years and constituting a family called Neuronal Calcium Sensors. The family consists of
recoverins, frequenins, GCAPs, and VILIPs. They all share such features as a specific structure and
occurrence in certain neurons what suggests that they play astrictly determined role there. However, the
function of most members of the NCS family has not been explained yet, and it still remains a matter of
investigations. In this review we present the actual knowledge concerning this interesting and important
group of proteins.
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WSTEP

Jony wapniowe nalezg do podstawowych przekaznikéw informacji w komorce.
Zmiany ich stezenia w cytoplazmie majg wptyw na zmiane konformacji biatek wigzacych
wapn [16, 40, 66] i w konsekwencji na modulacje aktywnosci innych biatek ko-
madrkowych. Wsrod biatek wigzacych wapn najliczniejszg grupe stanowig te, ktore
zawierajg od 2 do 6 charakterystycznych motywow strukturalnych, nazwanych przez
Kretsingera motywami EF-hand. Kolejne motywy numerowane sg od N-korica (EF1,
EF2, ...). Pojedyncza struktura EF-hand sktada sie z 29 aminokwaséw, tworzacych
dwie a-helisy (oznaczane jako E i F), pomiedzy ktérymi znajduje sie petla o dtugosci
12 aminokwasow, bedaca miejscem wiazaniajonu wapniowego. Struktury te sgwysoce
konserwatywne i w niektdrych pozycjach niemal 100% znanych biatek EF-hand ma
identyczne reszty aminokwasowe (np. kwas asparaginowy w pozycji 1, glicyne w
pozycji 6 czy kwas glutaminowy w pozycji 12 petli wigzacej wapn) (ryc. 1B). Zwigzanie
Ca2rprowadzi do zmian konformacyjnych biatka warunkujacych jego interakcje z
czasteczkami efektorowymi [40]. W ciggu ostatnich dziesieciu lat wykryto w réznych
komérkach nerwowych szereg biatek EF-hand wykazujacych bardzo wysokie
podobienstwa strukturalne sugerujace, ze wywodzg sie one ze wspdlnego genu, ktéry
ewoluowat w drodze kolejnych duplikacji. Pierwszym opisanym biatkiem z tej grupy
byta wyizolowana z siatkowki kurczecia wizynina (visinin) [101], ale dopiero odkrycie
na poczatku ubiegtej dekady rekoweryny [26] dato poczatek identyfikacji calej serii
homologicznych biatek, ktére objeto wspdlng nazwa neuronalnych biatek wigzacych
wapn (NCBP, Neuronal Calcium Binding Proteins). W 1995 roku De Castro i
wspétpracownicy [19] zaproponowali dla nich nazwe neuronalnych sensoréw wapnia
(NCS, Neuronal Calcium Sensors). Biatka rodziny NCS maja zblizone masy
czasteczkowe (22-24 kDa) oraz N-koncowag glicyne stanowigca miejsca potencjalnej
mirystylacji i zawierajg po 4 motywy EF-hand, z ktérych jedynie 2-3 mogg wigzac
Ca2+(ryc. 1A). Na podstawie podobienstwa sekwencji aminokwasowych biatka te
mozna pogrupowa¢ w kilka podrodzin (rekoweryny, GCAP, VILIP, frekweniny)
(ryc. 1B). Funkcja wiekszosci biatek NCS nie jest znana. Przypuszcza sig, ze biorg one
udziat w regulacji kinaz fosforylujacych receptory sprzezone z biatkami G lub reguluja
aktywnos$¢ cyklaz [9, 19, 74]. Bogatym Zrodiem biatek NCS jest siatkdwka oka
kregowcdw, gdzie niektdre z nich (GCAP, rekoweryna) biorg udziat w regulowanej
przez Ca2+ zamianie sygnatu Swietlnego na impuls nerwowy w procesie zwanym
fototransdukcja (phototransduction) [21, 29]. Biatka NCS wykrywane sg rowniez w
szyszynce, ale funkcja, jakg tam pelnig, pozostaje niejasna. W prezentowanej pracy
podsumowujemy aktualny stan wiedzy dotyczacy biatek NCS ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich znanej lub sugerowanej roli fizjologiczne;j.
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RYCINA 1 Budowa biatek NCS: A - schemat struktury, zaznaczono kolejne motywy EF-hand wskazujac
te, ktére w poszczeg6lnych biatkach wigzgjony wapniowe; B - poréwnanie sekwencji ludzkich biatek
NCS: aminokwasy zajmujace identyczne potozenie w réznych biatkach zaznaczono szarym kolorem,
gwiazdkami wyrézniono aminokwasy zajmujace identyczne potozenie we wszystkich biatkach;
poréwnanie przeprowadzono korzystajgc z programu Clustal X
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REKOWERYNY

Do podrodziny tej zalicza sie rekoweryne, S-moduline i pBoraz wizyning i s26.

Rekoweryna (recoverin) jest, pierwotnie wyizolowanym z siatkbwek bydlecych,
cytozolowym biatkiem o masie czasteczkowej 23,3 kDa [26]. Z 4 motywow EF-hand,
jedynie EF2 i EF3 zdolne sg do wigzania jonéw wapniowych [2, 27]. Obecno$¢
rekoweryny wykazano w komérkach fotoreceptorowych bydlecia [26], cztowieka [100],
myszy, szczura, krélika, zaby, kameleona [64]. Stwierdzono ponadto ekspresje
rekoweryny w niektérych subpopulacjach komérek dwubiegunowych siatkéwki
cztowieka [100], myszy, szczura, krolika [64]. U trzech ostatnich gatunkdw rekoweryna
zostata zidentyfikowana tez w pojedynczych komérkach zwojowych [64]. Poza
siatkdwka obecnos¢ rekoweryny stwierdzono rowniez w szyszynkach kurczecia [4],
zaby, gotebia, szczura, krolika, owcy i cztowieka [53].

Homologami rekoweryny sg S-modulina i p&oraz wizynina i s26 S-modulina
wystepuje w precikach siatkowki zaby [61,94]. Sekwencje aminokwasowe S-moduliny
i rekoweryny sg identyczne w 80%. Innym odpowiednikiem rekoweryny, wystepujacym
w segmentach zewnetrznych precikow gekona, jest biatko p% [32]. Wizynina
specyficznie wystepujgca w czopkach siatkdwki kurczat jest biatkiem o masie
czasteczkowej 22,5 kDa [101]. Wykazuje ona 60% identycznosci z rekoweryng. W
czopkach zaby zidentyfikowano z kolei odpowiednik S-moduliny nazwany biatkiem
s Z analizy sekwencji aminokwasowych wynika, ze s®wykazuje wysokie podo-
bieAstwo do wizyniny [37,47].

Poczatkowo sadzono, ze rekoweryna odgrywa kluczowa role w powrotnej fazie,
zachodzacego w komoérkach fotoreceptorowych, procesu fototransdukcji i jest
poszukiwanym aktywatorem siatkbwkowej cyklazy guanylanowej [26]. Wyniki
pozniejszych badan nie potwierdzity jednak tych sugestii [32, 39]. Wykazano natomiast,
ze rekoweryna, podobniejak S-modulina, p& wizynina i sBreguluje proces fosforylacji
rodopsyny w sposéb zalezny od stezeniajonéw wapniowych. Wptywa tym samym na
przedtuzenie aktywnosci fosfodiesterazy cGMP iw efekcie fazy aktywacji w procesie
fototransdukcji [14, 19, 32, 37, 45-47, 61, 62, 83, 94]. Przy wysokim stezeniu jondw
wapniowych (~2 p,M) rekoweryna tworzy kompleks z kinazg rodopsynowa, nie
dopuszczajagc w ten sposéb do fosforylacji rodopsyny [14, 48]. Rekoweryna jest
heterogennie acylowana na N-kohicowej glicynie przez 4 r6zne kwasy ttuszczowe.
Najczesciej jest to kwas mirystynowy (C 14:0), rzadziej kwas laurynowy (C12:0) lub
dwa kwasy nienasycone (C14:1, Cl4:2) [23]. Kwas mirystynowy jest ukryty w giebokiej
hydrofobowej kieszeni tworzacej sie w czasteczce rekoweryny, kKiedy nie wigze ona
jonow wapniowych [95]. Przytaczenie Ca2+ wywotuje w jej strukturze zmiany
konformacyjne prowadzace do wyeksponowania reszty kwasu mirystynowego i tym
samym do wzrostu hydrofobowosci biatka. Efekt ten zostat nazwany ,,przetgcznikiem
wapniowo-mirystynowym?” {calcium-myristoyl switch) [103]. Uwaza sig, ze sprzyja
on zakotwiczeniu biatka w btonie komdrkowej, a dodatkowym potwierdzeniem jest
obserwacja, ze niemirystylowana; rekombinowana rekoweryna nie wigze sie z bfonami.
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Dlatego sugeruje sig, ze acylacja obok Ca2+jest odpowiedzialna za oddziatywanie
rekoweryny z btonami segmentéw zewnetrznych komorek fotoreceptorowych in vivo
[103]. Rola modyfikacji przez kwas ttuszczowy nie jestjednak catkiem jasna. Niektére
wyniki wskazujg bowiem, ze N-koricowa acylacja utatwia zwigzanie rekoweryny z
kinazg rodopsynowga powodujagc zahamowanie aktywnos$ci enzymu [14, 89].
Skuteczno$¢ inhibitorowa zalezy przy tym od stopnia hydrofobowos$ci kwasu
thuszczowego modyfikujgcego rekoweryne [83]. Z innych doniesien wynika jednak,
ze acylacja biatka nie jest bezwzglednie konieczna do zahamowania aktywnosci kinazy
rodopsynowej. Stwierdzono np., ze proces fosforylacji rodopsyny moze by¢ hamowany
przez niemirystylowang posta¢ rekoweryny [45] oraz ze mirystylacja ma niewielki
wplyw na powinowactwo rekoweryny do kinazy rodopsynowej [84]. Nie ulegajednak
watpliwosci, ze warunkiem oddziatywania rekoweryny z kinaza rodopsynowsg jest
obecnos¢ jonéw wapniowych. Rzeczywista funkcja rekoweryny jest nadal sprawg
dyskusyjna, gdyz wyniki innych badan sugeruja, ze fosforylacja rodopsyny nie jest
procesem zaleznym od stezenia Ca2+[72].

Rekoweryna zostata zidentyfikowana jako autoantygen w schorzeniu dege-
neracyjnym siatkowki zwanym CAR (Cancer Associated Retinopathy). W chorobie
tej rozw6j nowotworu poza uktadem nerwowym wigze sie z degeneracjg komdrek
fotoreceptorowych, co prowadzi w konsekwencji nawet do utraty wzroku. CAR
towarzyszy najczesciej drobnokomérkowemu nowotworowi ptuc. W surowicach
pacjentow z CAR stwierdza sie wysokie miana autoprzeciwciat skierowanych przeciwko
rekowerynie [77-79, 98]. Wykazano, ze u chorych z CAR dochodzi do ekspresji
rekoweryny takze w komérkach nowotworowych. Staje sie ona woéwczas autoantygenem
wywotujgcym odpowiedZ immunologiczng organizmu [60, 79]. Z badan dotyczacych
roli autoprzeciwciat obecnych w surowicach chorych na CAR wynika, ze przeciwciata
skierowane przeciwko rekowerynie wywotujg in vitro apoptoze komorek
fotoreceptorowych [15], a in vivo komdrek fotoreceptorowych i dwubiegunowych
siatkéwki [1, 67].

BIALKA GCAP

Podrodzina GCAP (Guanylyl Cyclase Activating Proteins) reprezentowana jest
przez: GCAP1, GCAP2, GCAP3 oraz GCIP (Guanylyl Cyclase Inhibitory Protein)
[74]. Biatko GCAP1 po raz pierwszy zostato wyizolowane z segmentéw zewnetrznych
precikow bydlat [30]. Zbudowane jest ono z 205 aminokwaséw, a jego masa
czasteczkowa wynosi 23,5 kDa [75]. Badania prowadzone na réznych gatunkach
ssakow wykazywaty obecno$¢ GCAP1 przede wszystkim w segmentach zewnetrznych
i wewnetrznych czopkéw oraz w segmentach wewnetrznych precikdw. Jego ekspresja
w segmentach zewnetrznych precikéw byta natomiast niska [17,42]. Obecno$¢ mRNA
dla GCAP1 stwierdzono w szyszynkach kurczat [88]. W szyszynce bydlecej wykazano
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natomiast wystepowanie ostatecznego produktu ekspresji genu, tj. biatka GCAP1 [99].
Okreslono sekwencje aminokwasowe GCAP1 u bydlecia, cztowieka, myszy, zaby i
kurczecia. Biatko to sktada sie ze 199-205 aminokwasow. Z poréwnania sekwencji
wynika, ze u kregowcow jest ono identyczne w ponad 70%, a u ssakow w ponad 90%
(ryc.2A) [75, 87].

GCAP2 zidentyfikowano pierwotnie w ekstraktach catych siatkdwek bydlecych
[24]. Zbudowany jest z 204 aminokwaséw, a jego masa czasteczkowa wynosi 23,7
kDa. Sekwencja aminokwasowa GCAP2 jest w 42 % identyczna z GCAP1 [25, 31].
Badania immunocytochemiczne siatkéwki naczelnych (matpa, cztowiek) wykazaty duze
ilosci GCAP2 w czopkach i segmentach wewnetrznych precikéw [17, 72]. U innych
ssakéw - bydto domowe [17, 42, 72], mysz, szczur, kot [17] - GCAP2 wystepuje
przede wszystkim w precikach, a jedynie w niewielkich ilosciach w czopkach. W
przeciwienstwie do GCAP1 biatko to wykrywane jest w siatkdwce takze, poza
komoérkami fotoreceptorowymi, w komdrkach dwubiegunowych, amakrynowych i
zwojowych [17,72]. Wykryto tez niewielkie ilosci mRNA dla tego biatka w szyszynce
kurczecia [88].

Ekspresje mMRNA dla GCAP3 wykazano do tej pory w siatkéwce cztowieka [34] i
danio pregowanego [41]. Napodstawie cDNA okreslono, ze GCAP3 zbudowanyjest
z 209 aminokwasow, ajego masa czasteczkowa wynosi 23,8 kDa. Wykazuje on duza
homologie z biatkami GCAP1 (57%) i GCAP2 (49%).

GCIP obecny jest w czopkach siatkowki zaby. Skiada sie z 206 aminokwasow, a
jego masa wynosi 23,7 kDa. Poréwnujac struktury pierwszorzedowe biatek GCAP
stwierdza sie, ze GCIP charakteryzuje sie nizszg homologig w stosunku do GCAP1,
GCAP2 czy GCAP3 anizeli te wzgledem siebie nawzajem [58].

Biatka GCAP w zaleznos$ci od poziomu jonéw wapniowych w komoérce albo
aktywuja, albo hamujg aktywnos¢ siatkbwkowych cyklaz guanylanowych (RetGCl i
RetGC2). GCAP1, GCAP2, GCAP3 przy niskim stezeniu jonéw wapniowych (50
nM) aktywujg efektorowy enzym, a przy wysokim (>500 nM) - hamujg [24, 25, 28,
30,31, 34]. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze GCAP2 i GCAP3 reguluja aktywnos$¢ obydwu
siatkdwkowych cyklaz, podczas gdy GCAPL - jedynie RetGCI [34]. Znane sg miejsca
w sekwencjach aminokwasowych GCAP1 i GCAP2 biorgce udziat w regulacji cyklazy
guanylanowej. W przypadku GCAP1 aktywacja enzymu odbywa sie za posrednictwem
fragmentdw Metl57 - Argl82, Trp21 - Thr27, a takze sekwencji miedzy EF1 i EF3.
W procesie hamowania RetGC istotny jest natomiast odcinek 9 N-koricowych ami-
nokwaséw w sekwencji GCAP1 [54]. W sekwencji aminokwasowej GCAP2 znaleziono
3 fragmenty uczestniczace w regulacji cyklazy guanylanowej. Odcinek miedzy Phe78
a Aspll3 decyduje o aktywacji enzymu przy niskim stezeniu jondw wapniowych.
Aminokwasy lezace pomiedzy Lys29 a Phe48 biorg udziat w aktywacji RetGC przy
niskim stezeniu jonéw wapniowych w komdrce, a w hamowaniu, kiedy poziom Ca2+
jest wysoki. Trzeci z rozpoznanych fragmentéw miedzy Val 171 a Asn 189 przyczynia
sie do aktywacji cyklazy guanylanowej, ale nie ma wptywu na zahamowanie jej
aktywnosci [69]. Biatko GCIP przy niskim poziomie jondw wapniowych nie aktywuje
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RYCINA 2. Poréwnanie sekwencji GCAP1 (A) i VILIP1 (B) u réznych gatunkéw: aminokwasy
zajmujace identyczne potozenie w réznych biatkach zaznaczono szarym kolorem, gwiazdkami
wyrézniono aminokwasy zajmujace identyczne potozenie we wszystkich biatkach;
poréwnanie przeprowadzono korzystajagc z programu Clustal X
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cyklazy guanylanowej, ale przy wysokim, tak jak i inne biatka GCAP, hamuje jej
aktywnos$¢ [58].

Z sekwencji aminokwasowych wynika, ze biatka GCAP majg 4 motywy EF-hand
posiadajace zdolno$¢é wigzania Caz+ [31, 34]. Motyw EF1, a w biatku GCIP
prawdopodobnie réwniez motyw EF4, sgjednak nieaktywne inie wigzgCa2+[74,58].
Przytgczenie jondw wapniowych wigze sie ze zmianami konformacyjnymi biatek GCAP
[38, 90], wptywajac na ich hydrofobowos¢ i co za tym idzie spos6b oddziatywania z
btonami komérkowymi i efektorowym enzymem [71]. W przeciwienstwie do
rekoweryny hydrofobowo$¢ GCAP po przytaczeniu jonéw wapniowych maleje
[Gorczyca i wsp., praca w przygotowaniu]. Efekt ten zaznacza sie zdecydowanie
wyrazniej w odniesieniu do GCAP2 niz GCAP1, ktére w niewielkim stopniu reaguje
zmianami hydrofobowos$ci na zmiany stezenia jonéw wapniowych w otoczeniu.
Sugeruje sie, ze GCAP2 w formie zwigzanej z Ca2-wystepuje w postaci monomeru,
natomiast w formie wolnej od Ca2+ulega dimeryzacji. Przypuszcza sie, ze zjawisko
dimeryzacji GCAP2 przy niskim poziomie Ca2+est zwigzane z jego zdolnoscig do
regulowania cyklazy guanylanowej [70], ktéra w swej formie aktywnej wystepuje
réwniez w postaci dimeru [102]. Podobnie do rekoweryny, GCAP 1jest heterogennie
acylowane na N-koncu [75]. Acylowane przez kwas mirystynowy jest rowniez biatko
GCAP2 [25]. Modyfikacja ta w przypadku GCAP1 wydaje sie by¢ istotnym czynnikiem
w procesie regulacji aktywnosci cyklazy guanylanowej. Rekombinowane, nieacylowane
biatko jest znacznie stabszym aktywatorem RetGC, w poréwnaniu z biatkiem acy-
lowanym [28]. W przypadku GCAP2 nie wykazano istotnych réznic w zdolnosciach
do wigzania sie z btong komorkowag i do regulacji aktywnosci cyklazy guanylanowej
miedzy formg acylowang i nieacylowangbiatka [71].

Biatka GCAP regulujac aktywnos¢ cyklazy guanylanowej odgrywajg kluczowa
role w powrotnej fazie fototransdukcji, a tym samym w procesie prawidtowego widzenia.
Zaobserwowano, ze mutacje w regionach kodujgcych GCAP 1lub zmiany w poziomie
ekspresji tego biatka prowadzg do zaburzen procesu widzenia i zmian degeneracyjnych
komarek fotereceptorowych siatkéwki. U ludzi gen kodujacy GCAP1 zlokalizowany
jest na krétszym ramieniu 6 chromosomu [93]. Mutacja w jego obrebie, prowadzaca
do podstawienia cysteiny w miejsce tyrozyny w pozycji 99. sekwencji aminokwasowej,
jest przyczyng autosomalnej dominujacej dystrofii czopkéw (autosomal dominant cone
distrophy). Zmutowany GCAP1 (Y99C) aktywuje cyklaze guanylanowgzardwno przy
niskim, jak i przy wysokim stezeniu jonow wapniowych, co prowadzi do ciagtej syntezy
cGMP ipodwyzszeniajego poziomu w komorce [22, 91]. W konsekwencji zwieksza
sie liczba otwartych kanatéw jonowych aktywowanych cGMP i co za tym idzie naptyw
jonow Ca2+do wnetrza komorek fotoreceptorowych. Przypuszcza sie, ze wzrost poziomu
tych jondw zmienia w istotny sposob przebieg procesow metabolicznych stajgc sie
podstawowa przyczyna degeneracji czopkéw. W rezultacie chorzy na autosomalng
dominujaca dystrofie czopkow tracg ostrosé wzroku i zdolno$¢ widzenia barw [22,
91]. Innym przyktadem jest wrodzona choroba degeneracyjna siatkowki kurczat
(retinal degeneration, rd). W schorzeniu tym obserwuje sie brak ekspresji cyklazy
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guanylanowej, atakze znaczne (nawet do 90%) obnizenie poziomu ekspresji GCAP1
w komorkach fotoreceptorowych. Powyzsze defekty powodujg obnizenie stezenia
cGMP i zanik procesu fototransdukcji, co w konsekwencji prowadzi do degeneracji
precikdw i czopkow siatkowki [87].

BIALKAVILIP

Dotychczasowe nazewnictwo w obrebie tej podrodziny wprowadzato wiele zametu
i czytajgc prace czesto trudno sie zorientowaé, ojakie w rzeczywistosci biatka chodzi.
Powodem sg rézne nazwy stosowane w odniesieniu do tych samych biatek
identyfikowanych i klonowanych u réznych gatunkéw. Opierajgc sie na stopniu
podobienstwa ich sekwencji u cztowieka przyjeto, ze podrodzina VILIP skfada sie z
czterech roznych biatek: VILIPL, VILIP2, VILIP3 ihipokalcyny [12] (tab. 1). Pozwolito
to na uporzadkowanie nazewnictwa i wzajemnych zalezno$ci miedzy wszystkimi
poznanymi dotychczas biatkami tej podrodziny, takimijak: VILIP {Visimn Like Protein),
NVP {Neuronal Yisinin Like Protein), HLP {Hippocalcin Like Protein), neurokalcyny
i hipokalcyna [9, 12]. Biatka VILIP (VILIP1, VILIP2, VILIP3) pierwotnie
zidentyfikowano u kurczecia [57], NVP (NVP1, NVP2, NVP3) u szczura [43, 56],
HLP (HLP1, HLP2, HLP3, HLP4) u cztowieka [49, 50, 96], neurokalcyny (izoformy
a, Bv.. Y2s8)u bydia [36, 97], a hipokalcyne u szczura [51]. Ekspresja biatek VILIP
zachodzi w takich komérkach systemu nerwowego, jak: horyzontalne, dwubiegunowe,
amakrynowe i zwojowe komorki siatkéwki kurczecia [9] oraz w szyszynce kurczecia
[Matczak I., Dejda A., Gorczyca W.A., dane niepublikowane]. NVP sg biatkami
wyizolowanymi z mézgu szczura [43,56]. Biatka HLP wystepuja w roznych czesciach
moézgu cztowieka, m.in. korze mézgowej, mozdzku, hipokampie [49]. Neurokalcyny
zostaty pierwotnie wyizolowane z mdzgu bydta [68,97], ale zlokalizowano je réwniez
w komoarkach amakrynowych i zwojowych siatkowki bydta [36]. Hipokalcyne
pierwotnie wyizolowano z neuronow piramidalnych hipokampu szczura [51, 52]. Jej
obecno$¢ stwierdzono rowniez w komorkach amakrynowych i zwojowych siatkdwki
szczura [18], a takze w réznych czesciach mozgu cztowieka [49].

Podobienstwo sekwencji aminokwasowych miedzy poszczegdlnymi biatkami
omawianej podrodziny siega 95%. Jest ono nizsze w odniesieniu do pozostatych biatek
rodziny NCS, np. wizyniny czy rekoweryny (30-60%) (ryc. IB) [10]. Ortologiem biatka
VILIP1luszczurajest biatko NVP1, aich odpowiednikiem u bydiajest neurokalcyna
a [9]. Sekwencje aminokwasowe tych trzech biatek pokrywajg sie w 100% [10].
Ludzkim odpowiednikiem tych biatek jest HLP3 (identyczne w 98%) [49] (ryc. 2B).
Odpowiednikiem VILIP2 jest NVP2 u szczura (100% zgodnosci sekwencji ami-
nokwasowych) [9], a HLP4 u cztowieka (identyczne w 99%) [49]. Odpowiednikiem
VILIP3 u szczurajest NVP3 (100% zgodnosci sekwencji aminokwasowych) [9]. Ich
sekwencje aminokwasowe pokrywaja sie w 99% z sekwencja neurokalcyny 8 i dlatego
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TABELA 1. Terminologia biatek NCS nalezacych do podrodziny YILIP

NAZWA NAZWA DOTYCHCZASOWA
ZALECANA
VILIP1 VILIP1 (kura domowa)

NVP1 (szczur)
HLP3 (cztowiek)
Neurokalcyna a (bydto domowe)

VILIP2 VI1LIP2 (kura domowa)
NVP2 (szczur)
HLP4 (cztowiek)

VILIP3 VILIP3 (kura domowa)
NVP3 (szczur)
HLP2 (cztowiek)
Neurokalcyna 8 (bydto domowe)

Hipokalcyna Hipokalcyna (szczur)
HLP1 (cztowiek)

przyjmuje sie, ze neurokalcyna 8 jest odpowiednikiem NVP3 u bydfa [43], a tym
samym VILIP3 [12]. Ludzkim odpowiednikiem biatka VILIP3 jest biatko HLP2 [49].
Kolejne biatko podrodziny VILIP to hipokalcyna, ktorej sekwencja aminokwasowa
jest w 91% identyczna z sekwencjag VILIP3 (neurokalcyng 8) [12]. Odpowiednikiem
hipokalcyny u cztowieka jest HLP1, wykazujgce 100% zgodnos$ci sekwencji ami-
nokwasowych z hipokalcyng szczura [96].

Funkcja biatek podrodziny VILIP nie zostatajeszcze doktadnie poznana. Przypuszcza
sie, ze podobnie do rekoweryny i GCAP, moga one peini¢ role wapnioczutych
aktywatoréw kinaz biatkowych i cyklaz [10]. Szereg ostatnio opublikowanych wynikéw
wskazuje, ze VILIP1 moze regulowac w sposéb zalezny od stezeniajonéw wapniowych
aktywno$¢ cyklaz adenylanowych i cyklaz guanytanowych. Stwierdzono, ze komorki
glejaka C6, transfekowane genem kodujacym VILIP1 wykazujg podwyzszong zdolno$¢
do syntezy cCAMP [11] oraz cGMP [8]. Sugeruje to, ze biatko odgrywa role zaleznego
od Ca2+aktywatora, obecnej w tych komorkach, cyklazy adenylanowej typu 6 [9] oraz
btonowych cyklaz guanylanowych typu A i B [8]. Niezdolny do wigzania z btonami
mutant VILIP1, pozbawiony reszt kwasu mirystynowego, redukuje w komorkach C6
ilos¢ syntetyzowanego cAMP [11] i aktywuje rozpuszczalne cyklazy guanylanowe
wptywajac na wzrost wewnatrzkomoérkowej puli cGMP [8]. Biatko VILIP1 (NVP1),
ktérego poziom ekspresji jest wysoki w neuronach wechowych szczura, hamuje w
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spos6b zalezny od stezenia jonow wapniowych aktywno$¢ obecnej w nich cyklazy
adenylanowej typu 3 [7, 9]. Z innych obserwacji wynika, ze VILIP1 moze wigzac
komérkowy mRNA w zaleznosci od stezenia Ca2 wykazujac ponadto zdolno$é
oddziatywania z elementami cytoszkieletu. Doprowadzito to do sugestii, ze by¢ moze
VILIP1 odpowiada za zmiane lokalizacji mRNA wewnatrz komorki [59]. Stwierdzono,
ze VILIP1 (neurokalcyna a), podobnie jak rekoweryna, hamuje in vitro fosforylacje
rodopsyny w sposob zalezny od stezeniajondw wapniowych. Uwaza sie wiec, ze biatko
moze odgrywa¢ wazna role w fosforylacji przez kinazy rodziny GRK (G-protein-
coupled receptor kinase) receptoréw sprzezonych z biatkiem G, gdyz kinaza
rodopsynowa (zwana tez GRK1) nalezy do tej rodziny [9, 19]. Potwierdzeniem
proponowanej funkcji moze by¢ obserwacja, ze VILIP1 i VILIP3 (oraz ich
odpowiedniki u bydta neurokalcyna a i neurokalcyna 5) hamujg w okoto 30%
fosforylacje receptora muskarynowego (M2) przez GRK2 [12, 44]. Neurokalcyna 5
(VILIP3) przy stezeniujonow wapniowych przekraczajgcym 20 pM aktywuje obecng
w siatkéwkach bydta cyklaze guanylanowg ROS GC1 [55]. Chociaz fizjologiczna
funkcja hipokalcyny nie zostata poznana, sugeruje sie, ze moze regulowaé uwalnianie
neurotransmitera z piramidalnych neuronow hipokampa [52]. Hipokalcyna moze
ponadto oddziatywa¢ z biatkowym inhibitorem apoptozy obecnym w komorkach
nerwowych i w ten sposdb bra¢ udziat w ochronie tych komorek przed apotoza [12].

Przypuszcza sie, ze zaburzenia w ekspresji biatek podrodziny VILIP przyczyniaja
sie do takich schorzen centralnego uktadu nerwowego, jak: epilepsja, choroba
Alzheimera, schizofrenia oraz endogenne depresje [6].

FREKWENINY

Na podstawie dostepnych wynikéw mozna przyja¢, ze frekweniny stanowig
najstarsze ewolucyjnie biatka rodziny NCS. Obecnos¢ frekweniny stwierdzono juz u
drozdzy (S. cerevisiae, S. pombe), u nicieni (C. elegans) i u $limaka morskiego
(Aplysia) [12]. Frekwenina zostata pierwotnie zidentyfikowana, jako 187-
aminokwasowe biatko o 4 motywach wigzacych wapn, w systemie nerwowym
Drosophila melanogaster, gdzie wptywa na uwalnianie neurotransmitera do szczeliny
synaptycznej miedzy komorka nerwowa a komorka miesniowa [80], prawdopodobnie
poprzez modulacje aktywnosci wymiennika sodowo-wapniowego [82] oraz procesu
przeptywu jonow potasowych [81]. In vitro, frekwenina regulowata w spos6b zalezny
od stezeniajondw wapniowych aktywnos$¢ fotoreceptorowej cyklazy guanylanowej, a
takze, podobniejak kalmodulina, przy podwyzszonym stezeniu Caz+aktywowata zalezne
od kalmoduliny kinazy i fosfatazy biatkowe [80].

U kregowcow odpowiednikiem frekweniny jest biatko NCS-1 (Neuronal Calcium
Sensor-1) [12, 63, 76]. Obecno$¢ NCS-1 wykazano m.in. w mbzgu myszy, szczura,
kurczecia, w komorkach amakrynowych i dwubiegunowych siatkéwki kurczecia oraz
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w komérkach zwojowych siatkéwki kurczecia, szczura i bydta [20]. Sekwencje
aminokwasowe tego biatka sg w 100% identyczne u szczura, kurczecia i cztowieka
[12]. NCS-1 kurczecia wykazuje 72% aminokwasowej identycznosci z frekwening
Drosophila [65]. Funkcja NCS-1 nie jest poznana. Postuluje sie, ze aktywuje ono
enzymy zalezne od wapnia i kalmoduliny: fosfodiesteraze cAMP (PDEL), kalcyneuryne
oraz syntaze tlenku azotu [85].

INNE

Wszystkie omawiane dotychczas biatka majg nastepujace cechy wspélne: zblizong
mase czasteczkowg (22-24 kDa), N-koricowa glicyne stanowigcg miejsce potencjalnej
acylacji (mirystylacji), 4 motywy EF-hand, z ktérych motyw EF1 jest nieaktywny, a z
pozostatych dwa lub trzy moga wigza¢ Ca2+ Wszystkie te biatka wywodzg sie z pragenu
wspolnego rowniez dla powszechnie wystepujacej w komdrkach organizméw
zwierzecych kalmoduliny [9, 74]. Oprocz tych ,klasycznych” biatek NCS, w ciggu
ostatnich trzech lat w komoérkach nerwowych wykryto szereg podobnych do nich ido
kalmoduliny biatek EF-hand, wykazujacych jednak znaczne réznice w wielkosci,
budowie N-konca (brak konsensusu dla acylacji) oraz w domenach wigzacych wapn.
Niektorzy autorzy zaliczajg te biatka réwniez do rodziny NCBP lub NCS i dlatego
zostang one nizej pokrotce omowione. Sato: kaldendryna, kalmodulino-podobne CaBP,
biatko DREAM oraz biatka KChIP.

Kaldendryna i CaBPs (Ca2Frbinding proteins) sg biatkami wigzacymi wapn,
wywodzacymi sie z tego samego pragenu co rodzina biatek NCS. Ewoluowaty jednak
w odmiennym od nich kierunku, przez co majg réwniez nieco odrebne wiasciwosci. W
1998 roku sklonowano u szczura cDNA kodujace nowe biatko nazwane kaldendrynj.
Biatko to wykazuje duze podobienstwo do kalmoduliny (70%), zawiera jednak tylko
dwa aktywne motywy EF-hand (EF1 i EF3). Kaldendryne zlokalizowano w takich
czesciach mézgu szczura, jak: kora mézgowa, hipokamp i mézdzek. Biatko zbudowane
jest z 298 aminokwaséw, ajego masa czasteczkowa wynosi 33,071 kDa. Modyfikacje
potranslacyjne kaldendryny nie sg do koica poznane, ale wiadomo, ze wptywajg najej
ruchliwo$¢ elektroforetyczng. Kaldendryna poddana elektroforezie w zelu poli-
akrylamidowym wedruje najczesciej jako biatko o masie czasteczkowej 36 kDa, a
czasem pojawia si¢ jako pasmo o masie 33 kDa [86].

Do CaBPs zalicza sie pie¢ nowo odkrytych neuronalnych biatek nazwanych: CaBP 1,
CaBP2, CaBP3, CaBP4 i CaBP5 [35]. Analizujac ich sekwencje aminokwasowe
zaobserwowano, ze CaBPl wykazuje szczegdlnie wysokie podobienstwo do
kaldendryny. Ponadto stwierdzono, ze wszystkie CaBP sg identyczne w 46-58% z
kalmoduling. Podobnie jak ona majg cztery motywy EF-hand, z tym ze motyw EF2
jest nieaktywny. Biatka CaBPl i CaBP2 majg ponadto miejsca dla N-korncowej
mirystylacji. U cztowieka CaBPs zbudowane sg odpowiednio z: 277 (CaBPI), 220
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(CaBP2), 192 (CaBP3), 211 (CaBP4) i 173 (CaBP5) aminokwaséw. Poszczegolne
CaBP réznia sie lokalizacja. Na przyktad biatko CaBP5 wystepuje w komérkach
precikowych i dwubiegunowych siatkéwki, zas CaBPI obecne jest w korze mozgowej
i hipokampie oraz w komérkach zwojowych i amakrynowych siatkéwki. Sugeruje sie,
ze CaBP posredniczg w zaleznym od wapnia procesie transdukcji sygnatu w komorkach
centralnego systemu nerwowego, zastepujac kalmoduline lub wzmagajac efekt jej
dziatania [33, 35].

Biatka KChIPs zidentyfikowano poszukujac dodatkowych podjednostek zaleznego
od potencjatu kanatu potasowego typu A [3]. Wsrdd nich saK ChIPI i KChIP2 obecne
u szczura oraz KChIP3 wystepujace u myszy i cztowieka. Wykazano, iz wszystkie te
biatka podlegajg ekspresji w mdzgu, natomiast biatko KChIP2 dodatkowo réwniez w
sercu i ptucach. Zbudowane sg odpowiednio z 216 (KChIPI), 252 (KChIP2) i 256
(KChIP3) aminokwaséw. Ich sekwencje charakteryzujg sie okoto 40% podobieristwem
do biatka NCS-1. Poréwnujac struktury pierwszorzedowe biatek KChIP mozna
zauwazy¢ miedzy nimi znaczne réznice w obrebie fragmentow N-koricowych, natomiast
ich 185-aminokwasowe sekwencje C-kornicowe, zawierajagce 4 motywy EF-hand,
wykazujg identyczno$¢ w blisko 70%. Biatka KChIP modulujg wasciwosci elek-
trofizjologiczne kanatow potasowych, tgczac sie z cytoplazmatycznymi fragmentami
ich podjednostek a i stajgc sie ich integralng czescia [3, 5]. Wigzanie to nie jest
zalezne od jonéw wapniowych, niemniej mutacje w biatkach KChIP zachodzace w
obrebie domen wigzacych wapri znoszg ich modulatorowe witasciwosci. Przypuszcza
sie, ze biatka KChIP moga zwieksza¢ przeptyw jonéw potasowych w komdrkach,
przyczyniajac sie do wzrostu gestosci kanatéw w btonie komorkowej oraz zmian kinetyKki
ich inaktywacji i powrotu do stanu aktywnego.

Biatko DREAM (DRE-antagonist modulator) w nieobecnosci jonéw wap-
niowych wigze sie specyficznie z sekwencjg regulatorowg DRE (Downstream
Regulatory Element) gendw prodynorfiny i c-fos hamujac ich transkrypcje. W
obecnosci Ca2, DREAM oddysocjowuje od DNA umozliwiajgc ekspresje tych gendw.
Biatko zbudowane jest z 284 aminokwasow i ma mase czasteczkowg 31,8 kDa [13].
Wykazuje wysokie podobienstwo do VILIP1, hipokalcyny i rekoweryny, szczeg6lnie
w regionach obejmujacych jego 4 motywy EF-hand. Najwyzszg homologie wykazuje
jednak z KChIP3, r6znigc sie od niego jedynie dwudziestoma N-koncowymi
aminokwasami, co moze sugerowac, ze DREAM i KChIP3 sg wariantami powstatymi
w wyniku alternatywnego sktadania mRNA. Analiza Northern biot, wykazata obecnos¢
biatka DREAM w takich narzadach ludzkich, jak: mozg, tarczyca, grasica ijadra [13].

PODSUMOWANIE

Pierwsze biatka z rodziny NCS pojawity sie w toku ewolucji juz u drozdzy
(frekwenina), biatka YILIP u nicieni, za$ rekoweryny i GCAP u ptazéw [12]. Ich
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struktury pierwszorzedowe wykazujg znaczny konserwatyzm miedzygatunkowy. Na
przyktad, sekwencje frekweniny obecnej w drozdzach i frekweniny ludzkiej (NCS-1)
sg identyczne w 59%, za$ sekwencje VILIP1 cziowieka i innych kregowcow rdznig
sie jedynie dwoma aminokwasami (ryc. 2B). Pomimo znacznych podobienstw
strukturalnych wiasciwosci fizykochemiczne i funkcje biatek NCS (o ile sg znane)
réznig sie od siebie. Wydaje sie, ze czes¢ z nich, ulegajgca ekspresji w wysoce
wyspecjalizowanych komérkach nerwowych, odgrywa tam $cisle okreslong role (np.
biatka GCAP w komorkach fotoreceptorowych siatkdwki). Inne moga petnic réznorodne
funkcje w zaleznosci od typu komérek, w ktérych zachodzi ich ekspresja (np. biatka
VILIP czy frekwenina). W dalszym ciggu toczy sie dyskusja na temat funkcji
rekoweryny, chociaz od odkrycia biatka mineto juz dziesie¢ lat. Nie ulega jednak
watpliwosci, ze biatka NCS odgrywajg istotng role w wewngtrzkomorkowej
homeostazie wapnia oraz ze regulujac aktywnosci rozmaitych enzymoéw stanowig
swoisty tgcznik miedzy roznymi szlakami przekazywania sygnatu w komdrce. Biorac
pod uwage to, ze w szeregu laboratoridw na Swiecie prowadzi sie badania nad biatkami
NCS, najblizsze lata powinny przynies¢ odpowiedz na zasadnicze pytania zwigzane z
ich rolg w komorkach nerwowych. Szczeg6lnie wazne bedzie zidentyfikowanie biatek
efektorowych, z ktérymi biatka NCS oddziatujg i ktérych aktywno$é moze by¢
regulowana poprzez biatka NCS w sposob zalezny od stezeniajonéw wapniowych.
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,Postepach Biologii Komorki” przechodzi na wkasno$¢ Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej ijego
reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autoréw
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