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W tym Zeszycie

Mozliwosc zablokowania ekspresji wybranych genéw wzbudza ogromne nadzieje w
terapii nieuleczalnych jak dotad schorzen, takich jak choroby neurodegencracyj-
ne, autoimmunologiczne i nowotworowe. Odrycie zjawiska interferencji RNA
(RNAI) zapoczatkowato nowe badania dotyczace hamowania ekspresji wybra-
nych genéw przez mate interferujagce RNA (siRNA) w komoérkach ssakéw. Tech-
nika ta wykorzystuje naturalny proces wyciszania ekspresji genéw zalezny od
dwuniciowego RNA, o0 czym mozna przeczyta¢ na stronie 35.

Prowadzone sa proby terapii genowej w leczeniu niektérych chor6b nowotworowych,
AIDS czy zaburzenh sercowo-naczyniowych. Jej ograniczone aplikacje kliniczne
wynikajg przede wszystkim z trudnosci zwigzanych z wprowadzaniem gendw do
tkanek i uzyskaniem w nich efektywnej ekspresji. Coraz czesciej rozpatruje sie
mozlio$¢ zastosowania w tym celu wektoréw konstruowanych z wiruséw zwig-
zanych z adenowirusami (adeno-cissociated virus, AAV), o0 czym wiecej znaj-
dzie Czytelnik na stronie 47.

Komorki efektorowe uktadu immunologicznego sg w stanie rozpoznawa¢ komaorki
zakazone, transformowane i komorki poddane réznego rodzaju stresom. Jed-
nym ze sposobéw rozpoznawania tych ostatnich jest identyfikacja indukowa-
nych stresem czgsteczek powierzchniowych, co opisano na stronie 71. Najle-
piej poznanym receptorem uczestniczacym w tego typu reakcjach jest receptor
Icktynowy typu C o nazwie NKG2D obecny na komérkach NK, limfocytach T
CD8 aP, limfocytach Ty5 oraz makrofagach.

(Cytokininy sg hormonami roslinnymi, ktore stymulujg podziaty oraz r6znicowanie sie
komérek. W ostatniej dekadzie genetyczna i molekularna analiza mutantéw do-
starczyta cenny wkiad w poznanie molekularnego mechanizmu dziatania tej klasy
hormondéw. W prezentowanej na stronie 93 pracy podsumowano wyniki badan
zmierzajacych do poznania sktadnikéw oraz zasad percepcji i funkcjonowania szlaku
transdukcji sygnatu cytokininowego w komarce roslinnej. Wspdélna cecha recep-
toréw cytokinin jest to, ze biatka te majg katalityczng aktywnos¢ kinazy histydy-
nowej. Zaproponowany szlak transdukcji sygnatu cytokininowego przypomina bak-
teryjny dwusktadnikowy uktad odpowiedzi i opiera sie na przenoszeniu grupy fos-
foranowej miedzy biatkowymi sktadnikami.

IFitochromy sg roslinnymi, cytoplazmatycznymi fotoreceptorami Swiatta czerwonego i
dalekiej czerwieni, ktore w odpowiedzi na okreslony bodziec $wietlny ulegajg foto-
konwersji do aktywnej formy Pfri migrujg dojadra. Fitochromy mogg fosforylowac
szereg biatek badz w wyniku bezposrednich oddziatywan z odpowiednimi biatkami
jadrowymi uczestnicza w regulacji transkrypcji gendw. Stosunkowo duza liczba uczest-
niczy w regulowanej przez swiatto ubikwitynacji oraz degradacji w proteasomach
biatek regulujgcych transkrypcje. Wiecej na ten temat znajdzie Czytelnik na stronie
155.
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PROFESOR ANTONI HORST
WYBITNA POSTAC PATOFIZJOLOGII

I GENETYKI CZLOWIEKA

,»Nieraz zastanawiam si¢ nad mojablisko pétwieczng dziatalno$cigna polu medycyny.
Jako wiejski chtopak nawet w marzeniach nie przypuszczatem, ze bede w stanie
pokonac¢ przeszkody przy wychodzeniu ze srodowiska wiejskiego na szerokie wody
nauki. Moj wybor kierunku studiéw po ukonczeniu gimnazjum by# raczej przypadkowy
- wychowywany bytem w duchu religijnym i z myslg, ze zostane ksiedzem... O
wyborze zawodu lekarza zadecydowata chec
blizszego poznania funkcji poszczeg6lnych
narzadow czitowieka, a przede wszystkim
pragnienie zgtebienia istoty zycia. Dzisiaj, z
perspektywy lat, widze, ze byly to marzenia na
owe czasy czysto utopijne” - pisat profesor Antoni
Horst w opublikowanych w 1995 roku
»Wspomnieniach i refleksjach[I].

W biezgcym roku polska nauka poniosta
ogromng strate, profesor Horst zmart w dniu 14
lipca 2003 roku wracajgc ze spaceru w Ogrodzie
Botanicznym. Po raz ostatni profesor Horst
uczestniczyt oficjalnie 16 maja 2003 roku w
uroczystosci poswieconej utworzeniu Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu. Instytut
odwiedzito wtedy wiele osobistosci, a Profesor
chetnie wspominat poczatki genetyki i ciekawe zdarzenia ze swojej kariery naukowej.
Byla wtedy mozno$¢ wykonania pamigtkowych zdje¢, z ktérej prawie wszyscy
skorzystali. Natej uroczystosci wygtositem wykiad pt. ,,50. rocznica odkrycia struktury
DNA”, ktory zadedykowatem Profesorowi i w ktérym zamies$citem informacje o
poczatkach badan molekularnych w Zaktadzie Genetyki Cztowieka PAN (obecnie
Instytucie), podjetych z inicjatywy i przy ogromnej pomocy Profesora. Na uroczystosci
profesor Horst, do ostatnich dni pozostajacy w petni tworczej aktywnosci intelektualnej,
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po raz ostatni zabrat oficjalnie gtos wskazujgc na ogromny postep w badaniach DNA
w minionych latach. Odkrycie struktury DNA okreslit najwazniejszym odkryciem XX
wieku. Nawigzat rowniez do wynikoéw badan Griffitha z 1928 roku nad transformacja
bakterii niechorobotwdérczych w chorobotwércze, twierdzac ze w tych klasycznych
eksperymentach ,,materia zywa” powstata z ,,materii martwej”, poniewaz w
doswiadczeniach stosowane byly martwe bakterie chorobotwércze. W swoim
wystapieniu méwit Profesor: ,,Odkrycie kodu genetycznego w 1953 roku przez Jamesa
Watsona i Francisa Cricka zaliczane jest do najwiekszych odkry¢ w catej nauce
Swiatowej wiasnie dlatego, ze eliminujgc pierwiastek nadprzyrodzony w powstaniu i
propagowaniu zycia sprowadzit ten proces do naturalnych, cho¢ skomplikowanych
proceséw fizyczno-chemicznych”[2] . Obecnych na sali zadziwitajasno$¢ wypowiedzi
Profesora i doktadne przedstawienie wielu innych faktéw, a przeciez Profesor miat
wtedy 88 lat. Ten dzien na pewno wszyscy zapamietamy. Dla Profesora byt to rowniez
szczegolny dzien, spetnity sie Jego marzenia o utworzeniu Instytutu Genetyki Cztowieka.

Profesor Horst byt postacig wybitng. Urodzit sie 4 czerwca 1915 roku w Zakrzewie
w Ziemi Ztotowskiej nalezgcej w okresie miedzywojennym do Rzeszy Niemieckiej.
We ,,Wspomnieniach i refleksjach” Profesor pisze ,,Ojciec méj Antoni juz bardzo
stabo moéwit po niemiecku postugujac sie raczej narzeczem plattdeutsch. Matka
Gertruda pochodzifa z czysto polskiej rodziny Brzostowiczoéw. Rodzina moja byta bardzo
liczna, miatem 9 braci i 2 siostry... W trosce o przysztos¢ tak licznej rodziny rodzice
starali sie da¢ nam przede wszystkim wyksztatcenie, co nie byto tatwe, bo
utrzymywalismy sie z niezbyt duzego gospodarstwa rolnego o powierzchni niespeina
20 hektaréw.” Po ukonczeniu szkoty powszechnej w Zakrzewie z jezykiem
wyktadowym niemieckim, swietnie znatjezyk niemiecki, angielski i francuski, co byto
bardzo przydatne w dalszej pracy naukowej. W 1926 roku rozpoczat nauke w gimnazjum
w Chojnicach (w Polsce). Nauka w gimnazjum trwata 8 lat i po zdaniu matury rozpoczat
studia na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Poznanskiego, ktore przerwat wybuch
wojny w 1939 roku. Miat wtedy za soba 5 lat studiéw, a do catkowitego ich ukonczenia
brakowalt jeszcze jeden trymestr i zdanie egzaminéw koncowych. Od samego poczatku
wojny zajety byt opatrywaniem rannych po nalotach niemieckiego lotnictwa na Poznan
w Szpitalu Przemienienia Panskiego. Lata okupacji spedzit w Warszawie pracujac
jako lekarz, zaopatrujgc szpitale i uczac sie. W czasie Powstania Warszawskiego az
do stycznia 1945 roku byt zastepca szefa sanitarnego obszaru centralnego AK. Peknit
funkcje odpowiedzialnego za wysiedlane szpitale warszawskie i powstaricze, a takze
wysiedlang ludno$¢ Warszawy. Na potrzeby zaopatrzenia zorganizowat dorazng
sktadnice sanitarng, do ktérej kupowat ze Srodkéw Delegatury Rzadu $rodki
opatrunkowe i leki z catej Polski. Zastynat sprzeciwieniem sie ewakuacji szpitali przed
ofensywa radziecka, zapobiegajgc w ten sposéb ogromnym stratom, jakie bytyby
poniesione przy ogromnym zagrozeniu zycia w warunkach zimowych. Po latach Profesor
wyrazat poglad, ze Powstanie Warszawskie bytojednak btedem skierowanym militarnie
przeciw Niemcom, a politycznie przeciw Rosji.
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Podczas wojny, w 1944 roku ukonczyt Profesor studia lekarskie na Tajnym
Uniwersytecie Ziem Zachodnich. Pierwszym miejscem pracy po ukonczeniu studiow
byt Szpital im. Dziecigtka Jezus w Warszawie. W tym czasie wspotpracowat z
profesorem Witoldem Ortowskim, ktérego podziwiat jeszcze jako student medycyny
w Poznaniu. Pézniej, po latach Profesor, czesto wspominat ten okres, podkreslajac jak
wiele nauczyt sie od profesora Ortowskiego.

Pod koniec wojny Profesor ozenit sie z dwczesng studentkg medycyny Marig Haling
Soboczynska i wraz z nig przebywat w Warszawie wspotpracujac z profesorem
Ortowskim. Uczuciowo bedac zwigzany z Poznaniem, juz jako doktor medycyny ze
stopniem uzyskanym na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Poznarnskiego w 1945
roku, profesor Horst powrécit do Poznania, gdzie profesor Jan Roguski zaoferowat
mu stanowisko adiunkta w organizowanej przez siebie Il Klinice Chor6b Wewnetrznych
Uniwersytetu Poznanskiego, ktéra najpierw zlokalizowana byta w Szpitalu Miejskim
przy ul. Szkolnej, a pézniej w Szpitalu Siostr Diakonisck przy ul. Przybyszewskiego.
W 2 lata pOzniej habilitowat sie na tej samej Uczelni. Prace stanowiace podstawe
uzyskania stopni naukowych wykonat gtéwnie w Il Klinice Chorob Wewnetrznych
Uniwersytetu Warszawskiego oraz w Szpitalu im. Dziecigtka Jezus w Warszawie,
jeszcze w czasie okupacji niemieckiej. Od tego czasu przez wiele lat Profesor
pozostawat Scisle zwigzany z Akademig Medyczng w Poznaniu. W latach 1950-1974
byt kierownikiem Zaktadu Patologii Ogélnej i Doswiadczalnej Akademii Medycznej
prowadzac badania nad miazdzycg tetnic i nad zaburzeniami metabolicznymi
cholesterolu i lipidow. W 1950 roku zostat profesorem nadzwyczajnym, a w roku 1956
profesorem zwyczajnym. W roku akademickim 1955/1956 petnit funkcje Dziekana
Wydziatu Lekarskiego. Profesor wspomina: ,,Obejmujgc te funkcje zastatem w
dziekanacie wrecz niewyobrazalny chaos i batagan. Z posiedzen Rady Wydziatu
wiedziatem, ze stale ginely akta studenckie i czesto trudno byto nawet odtworzy¢
przebieg studiow poszczegdlnych studentow” [1]. Nadszedt wazny 1956 rok z gtosSnymi
wypadkami czerwcowymi w Poznaniu, w ktérym podczas pierwszych niezaleznych
wyboréw zostat wybrany rektorem Akademii Medycznej na lata 1956-1959. Profesor
natychmiast po objeciu funkcji zajat sie opracowywaniem diugofalowego programu
rozwoju uczelni dbajgc przede wszystkim o to, aby czynniki merytoryczne odgrywaty
najistotniejszarole w rozwoju uczelni. Dzisiaj, z perspektywy czasu, mozna szczegOlnie
dobrze oceni¢ starania Profesora o zabezpieczenie pod rozbudowe Uczelni ogrédkow
dziatkowych ograniczonych ulicami Przybyszewskiego, Bukowska, Polngi Marceliriska.
Dobrze rozumiat, ze dla Uczelni mozna byto uzyska¢ co$ pozytywnego jedynie w
przypadku dobrej wspotpracy z wladzami. Tajednak nie zawsze uktadata sie dobrze,
poniewaz Profesor nie nalezat do PZPR i nie zgadzat sie na jej ingerencje w sprawy
Uczelni. Z tego okresu Profesor lubit opowiada¢ o r6znego rodzaju wydarzeniach z
zycia politycznego, zycia Uczelni i wielu sprawach dotyczacych poznanskich lekarzy.
Uczelnia docenita starania Profesora ojej rozwdj, nadajac mu tytut doktora honoris
causa.
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W ostatnich latach w drodze z pracy do domu odwiedzatem Profesora, a On zawsze
miat do opowiedzenia interesujgce historie. Liczne opowiesci dotyczylty takze okresu,
w ktérym tworzyt Oddzial Choréb Zawodowych i Medycyny Pracy. Czesto
przywotywat r6zne postacie stawiajac je w ciekawych kontekstach i $wietle. Wspominat
réwniez wyjazd do USA na prestizowe stypendium fundacji Rockefellera. Kontakty
zawarte podczas pobytu umozliwiaty pézniej wyjazdy na staze naukowe kolejnym
wspoétpracownikom Profesora.

W historii $rodowiska naukowego profesor Antoni Horst zapisat sie przede
wszystkim jako genetyk, tworca Zaktadu Genetyki Cztowieka Akademii Medycznej
w 1963 roku, pierwszego samodzielnego Zaktadu Genetyki Cztowieka w Polsce. W
latach 70. powstaty w Poznaniu placéwki Polskiej Akademii Nauk, skupione wokot
wybitnych uczonych. Profesor Stefan Barbacki zajat sie tworzeniem Instytutu Genetyki
Roslin, profesor Maciej Wiewiorowski Instytutu Chemii Bioorganicznej, a profesor
Horst Instytutu Genetyki Cztowieka. Placowka profesora Horsta zostata utworzona
w 1974 roku jako Zaktad Genetyki Cztowieka zajmujacy sie badaniami z zakresu
cytogenetyki, regulacji ekspresji gendw, immunogenetyki, patologii molekularnej i funkcji
kwasow nukleinowych. Piszacy te wspomnienia zwigzany jest z Zaktadem Genetyki
Cztowieka od chwili jego powstania podobnie jak obecny Dyrektor Instytutu — profesor
Jerzy Nowak. NalezeliSmy do pierwszych doktorantéw tej placowki, w zespole
Profesora otrzymalisSmy pierwsze prestizowe wyrd6znienia — Nagrody Sekretarza
Naukowego PAN w 1976 i 1977 roku.

Ogromnym sukcesem Profesora byto zorganizowanie grupy tematycznej ,,Genetyka
cztowieka” w problemie weztowym 09.7 ,,Molekularne podstawy procesoéw zyciowych
u drobnoustrojéw i w organizmach wyzszych”, koordynowanym przez Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN. Grupa tematyczna skupiata wykonawcéw zajmujacych
sie genetyka cztowieka w skali ogdlnokrajowej. Z czasem utworzone zostaly zespoty
badawcze z zakresu genetyki cztowieka w prawie wszystkich osrodkach akademickich
w kraju. Profesor corocznie organizowat konferencje naukowo-sprawozdawcze
przyczyniajace sie do scementowania grup zajmujacych sie genetyka cztowieka i
popularyzacjatej dziedziny w kraju. Po zmianie systemu finansowania nauki Profesor
wielokrotnie wskazywalt, ze brak grup tematycznych prowadzi do realizacji tej samej
tematyki przez kilka zespotéw.

W dziatalnosci organizacyjnej Profesor skupit sie na wybudowaniu przy ul.
Strzeszynskiej trzech pawilondéw typu laboratoryjnego. W artykule ,,Genetyka-nauka
0 pochodzeniu i propagowaniu zycia”[3] , swojej ostatniej pracy, Profesor ustosunkowat
sie do najwazniejszych odkry¢ genetyki, a dalej pisat: ,,W pierwszej czesci niniejszego
opracowania oméwitem badania, ktére doprowadzity do wykrycia kodu genetycznego,
tego najwazniejszego odkrycia w catej nauce Swiatowej. Doceniajgc wage tego odkrycia
na dalszy rozwdj nauk biologicznych, w tym réwniez medycyny, zdatem sobie sprawe,
ze dlarozwiniecia tych badan niezbedne jest uzyskanie odpowiedniej bazy laboratoryjnej
i naukowej”. WKkrotce powstaty pawilony laboratoryjne przy ul. Strzeszynskiej. Po
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przebudowie w 2000 roku i doposazeniu, placéwka Profesora sprawita mu wielka
rado$¢ zajmujac dwukrotnie pierwsze miejsce w klasyfikacji KBN placéwek
medycznych w Kkraju.

Profesor Horst jest autorem ksigzek poswieconych molekularnym aspektom choréb
cztowieka. Juz w 1966 roku ukazata sie Jego ,,Patologia molekularna”4, a w 1979
roku ,,Molekularne podstawy patogenezy chorob”[5j. W swoich opracowaniach nie
tylko przedstawit najnowsze poglady na molekularne podstawy patogenezy choréb,
lecz rowniez wskazywat nowe Kierunki badawcze. Ksigzki Profesora znane byty
szeroko w Polsce, szczeg6lnie wydana w 1959 roku ,,Fizjologia patologiczna™[6 ], kt6ra
doczekata sie 9 wydan. Ksigzki Profesora byty rowniez ttumaczone na jezyk rosyjski
i wietnamski. Wydawnictwo CRC Press z USA dostrzegto wage problemoéw
podejmowanych przez Profesora iw 1991 roku ukazala sie ksigzka ,,Molecular
pathology'[7] z aktualnymi danymi molekularnymi dla wielu chordéb. Dorobek
naukowy profesora Horsta obejmuje 8 ksigzek i ponad 250 publikacji naukowych z
wszystkich gtéwnych dziedzin genetyki cztowieka. Moje pierwsze prace ukazaty sie z
wspotautorstwem Profesorajak rowniez, po latach, ostatnie prace Profesora pisaliSmy
wspolnie. Ze wzruszeniem wspominam prace opublikowane z Profesorem i Jego
corkami, dotyczacg cukrzycy z Wandg Horst-Sikorska [8] i dotyczgcg polimorfizmu
genu konwertazy angiotensyny z Anng Szymczyriska-Mullauer [9]. Profesor bardzo
szybko orientowat sieg, ktdre kierunki badan nalezy rozwijac i np. zaraz po ukazaniu sie
publikacji o metodzie PCR zainteresowat mnie tg metoda umozliwiajac natychmiastowe
jej wdrozenie w naszym zaktadzie, a byto to na dtugo przed rozpowszechnieniem sie
metody PCR w naszym Kraju.

Profesor Horst byt cztonkiem korespondentem Polskiej Akademii Nauk od 1969
roku, a w 1980 roku zostat cztonkiem rzeczywistym PAN. Promocja genetyki
prowadzona byta przez profesora Horsta przez wiele lat. Gtdwnie przez przewodniczenie
Komitetowi Patofizjologii Komérki PAN (obecnie Komitet Genetyki i Patologii
Molekularnej), a takze poprzez zaangazowanie w pracach Polskiego Towarzystwa
Genetycznego, Polskiego Towarzystwa Immunologicznego, Polskiego Towarzystwa
Histo- i Cytochemikow, Poznanskiego Towarzystwa Przyjaciot Nauk. Towarzystwa
uhonorowaty Profesora tytutem cztonka honorowego.

Profesor Horst byt wielokrotnie nagradzany najwyzszymi odznaczeniami i
wyréznieniami m.in. Krzyzem Komandorskim Orderu Odrodzenia Polski z Gwiazda
(1986 rok), Ztotym Krzyzem Zastugi (1957 rok), Krzyzem Komandorskim Orderu
Odrodzenia Polski (1957 rok), Orderem Sztandaru Pracy Il klasy (1978 rok), Odznaka
za Wzorowa Prace w Stuzbie Zdrowia (1958 rok), Medalem Komisji Edukacji
Narodowej (1973 rok), Medalem im. Mikotaja Kopernika (1998 rok).

Profesor na pewno zostanie zachowany w pamieci jako wychowaweca i opiekun
wielu pokolen lekarzy, doktoréw medycyny, samodzielnych pracownikéw nauki i
profesoréw zajmujgcych obecnie wysokie stanowiska zaréowno w PAN, jak na
uczelniach i w wielu waznych placéwkach naukowych. Zapamietamy Go réwniez
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jako zapalonego mysliwego, a przy tym wielkiego mito$nika przyrody, stad wspomniany
juz spacer po Ogrodzie Botanicznym.

Dla wielu z nas byt surowym cztonkiem komisji w przewodach doktorskich i
habilitacyjnych i trzeba doda¢, ze Profesor bardzo szybko wyrabiat sobie zdanie o
osobie ijej dorobku, ktore p6zniej zachowywat przez cate lata i trudno byto zmienié raz
wyrobiong opinie. Jako uczniowie Profesora na pewno nie zmienimy o Nim opinii i
zachowamy w pamieci jako jednego z najwybitniejszych uczonych. Wraz z odejSciem
profesora ,,skorficzylta sie pewna epoka genetyki” napisata profesor Alina Midro [ 10]
z Akademii Medycznej w Biatymstoku, w pamieci Jego uczniéw Profesor pozostanie
na zawsze.

Prof. dr hab. Ryszard Stomski
Zastepca dyrektora ds. naukowych w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN
Kierownik Katedry' Biochemii i Biotechnologii Akademii Rolniczej w Poznaniu
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POLARNY TRANSPORT AUKSYNY
PRZELOM W BADANIACH?

POLAR AUXINE TRANSPORT - BREAKTHROUGH IN RESEARCH
Justyna WISNIEWSKA, Jarostaw TYBURSKI, Andrzej TRETYN

Zaktad Biotechnologii, Instytut Biologii Ogélnej i Molekularnej,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Streszczenie: Przetomem w badaniach nad polarnym transportem auksyny okazaty sie wyniki uzyskane
dzieki zastosowaniu technik biologii molekularnej - charakterystyka odpowiednich mutantéw, sklono-
wanie gendw AUX1 i PIN, kodujacych przypuszczalne nos$niki transportu auksyny, kontrolujgce doko-
mérkowy i pozakomérkowy transport tego hormonu. Metodami immunocytochemicznymi wykazano
specyficzna, polarng lokalizacje tych biatek w komorkach todygi i korzenia rzodkiewnika pospolitego.
Stwierdzono takze, iz lokalizacja biatek PIN moze podlega¢ dynamicznym zmianom (transport peche-
rzykowy), a ich rozmieszczenie w plazmalemmie kontrolowane jest przez elementy cytoszkieletu.
Dodatkowych informacji na temat polarnego transportu auksyny dostarczyty badania, w ktérych zasto-
sowano jego inhibitory - fitotropiny. Chociaz nie jest do konca wyjasniony mechanizm polarnego
transportu auksyny w foto- i grawitropizmie roslin, w Swietle nowych wynikéw badan, asymetryczny
rozktad auksyny w komérkach podczas dziatania odpowiednich bodzcéw moze by¢ wynikiem ukierun-
kowanego transportu tego hormonu, regulowanego przez specyficzne zlokalizowane nosniki transpor-
tu auksyny.

Stowa kluczowe: auksyna, polarny transport auksyn, fitotropiny.

Summary: The results of molecular dissection ofaux! and pin mutants were the breakthrough in under-
standing the phenomenon of auxin polar transport. The AUX1 and PIN genes were found to encode
cellular influx and efflux carriers ofauxin. Using immunolocalization method, a specific and polar locali-
zation of those peptides in shoot and root cells of Arabidopsis thaliana has been indicated. It has been
found that the localization of PIN proteins undergoes dynamic changes involving vesicular transport and
cytoskeleton. Further information of auxin polar transport was provided by auxin transport inhibitor
studies - fitotropins. Though the role ofauxin polar transport in photo- and gravitropic responses is not
fully established, the recent data suggest that action of photo- and gravistimuli results in asymmetric
distribution ofauxin that may be a consequence ofthe relocalisation of specific influx and efflux carriers.

Key words: auxin, auxin polar transport, fitotropins.
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WSTEP

Wszystkie procesy wzrostu i rozwoju roslin regulowane sg przez niskoczasteczkowe
zwiazki zwane (fito)hormonami, wsréd ktérych wyrdzniamy: auksyne, cytokininy,
gibereliny, etylen, kwas abscysynowy, jasmoniany i brassinosteroidy [4, 22). Kazdy z
tych zwiazkéw oddzielnie lub we wspétdziataniu z innymi hormonami roslinnymi
odpowiada za regulacje specyficznych proceséw. Auksyna odpowiada za ustanowienie
apikalno-bazalnej osi zarodka, tworzenie korzeni bocznych, réznicowanie sie tkanek
przewodzacych, a takze kontroluje filotaksje lisci, foto- i grawitropizm pedu i korzenia,
zjawisk dominacji wierzchotkowej [14, 30], Auksyna uwazana jest réwniez za
substancje morfogenna, ktorej gradient stezen ,,informuje” komérke ojej potozeniu
wzgledem innych komérek w tkance i organie [13,47], Jej synteza zachodzi w mtodych
rosngcych regionach, gtéwnie wierzchotku wzrostu pedu i korzenia, mtodych lisciach,
pakach, kwiatach, owocach i rozwijajgcych sie nasionach [28, 38], W tkankach
roslinnych hormon ten wystepuje w formie wolnego kwasu (indolilo-3-octowego -
1AA) lub koniugatéw (estréw) tworzonych z cukrami, /nezo-inozytolem, aminokwasami,
peptydami i biatkami. W tej formie auksyna moze by¢ transportowana, akumulowana
oraz chroniona przed degradacjg [54].

CHEMIOSMOTYCZNA TEORIA TRANSPORTU AUKSYNY

Juz w latach dwudziestych ubiegtego wieku N. Cholodny [8] i F. Went [51]
nawigzujac do pionierskich badan C. Darwina [10] zaproponowali hipoteze, ktéra
ttumaczyta udziat polarnego transportu auksyny (w owym czasie nie znano jeszcze jej
budowy chemicznej) w regulacji proceséw foto- i geotropizmu. Do korca ubiegtego
wieku opisano dwa gtowne szlaki transportu auksyny: szybki (niekierunkowy,
floemowy) i wolny (kierunkowy, polarny) (ryc. 1 A,B) [52]. Wystepowanie floemowego
transportu potwierdzity doswiadczenia prowadzone z uzyciem radioaktywnie
znakowanej naturalnej (IAA) i syntetycznych auksyn [34]. Stwierdzono, ze ma on
charakter zar6wno bazypetalny (skierowany ku podstawie), jak i akropetalny (w
kierunku wierzchotka), jest wzglednie szybki (5-20 cm/godz.) i prawdopodobnie
skorelowany z transportem asymilatéw oraz nieaktywnych koniugatéw auksynowych
[39] (ryc. L A). Badania przeprowadzone na grochu wykazaty, iz te same (znakowane
izotopem) czasteczki auksyny, ktére byty transportowane floemem, po dotarciu do
okreslonych miejsc, moga przemieszczac sie za pomocag transportu polarnego. Fakt
ten wskazuje, iz obie drogi transportu moga by¢ powigzane ze sobg [6].

Transport polarny (w przeciwienstwie do floemowego) jest charakterystyczny dla
aktywnych i wolnych auksyn, odbywa sie od komérki do komérki i ma Scisle kierunkowy
charakter. Gtdwny prad tego transportu biegnie bazypetalnie (w kierunku podstawy) z
predkoscig 5-20 mm/godz. [30]. Uzywajac radioaktywnie znakowanej auksyny
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RYCINA 1. Szlaki transportu auksyny w roslinie: A - transport floemowy (niekicrunkowy, szybki),
B - transport polarny (kierunkowy, wolny) w todydze i korzeniu

stwierdzono, iz ten typ transportu zachodzi w kambium i przylegtych, czesciowo
zréznicowanych komorkach ksylemu, a nastepnie fitohormon ten jest transportowany
w Kkierunku bocznym [34], W korzeniu auksyna transportowana jest akropetalnie (w
kierunku wierzchotka), a jej cze$¢ po dotarciu do szczytowej czesci tego organu
przemieszcza sie bazypetalnie, w kierunku epidermy do strefy wydtuzania (ryc. 1B)[43].

W trakcie wieloletnich badan wykazano, ze polarny transport auksyny wymaga
statego doptywu energii oraz ulega blokowaniu przez inhibitory biosyntezy biatek.
Wyniki tych doswiadczen przyczynity sie do sformutowania chemiosmotycznej teorii
[45, 46], wedtug ktOrej przemieszczanie sie auksyny przez btone komdérkowg ma
charakter zaréwno pasywny, jak i aktywny (ryc. 2). Wedtug tej teorii w apoplascie (o
pH < 6) okoto 15% IAA wystepuje w formie niezdysocjowanej (IAAH). Wystepujaca
w tej formie auksyna moze swobodnie (w drodze dyfuzji) wnika¢ do cytoplazmy (o pH
> 7), gdzie ulega dysocjacji (IAA <=> IAA + H+). Lipofobowy anion IAA zas jest
transportowany z apoplastu przez specyficzny nosnik na zasadzie symportu z H+ do
protoplastu. Wyzsze pH wewnatrz komorki sprzyja dysocjacji grupy karboksylowej
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RYCINA 2. Schemat polarnego transportu 1AA z zaznaczong lokalizacjgw btonie komoérkowej nosnikow
transportujacych 1AA: AUX1 - no$nik transportujagcy auksyne do wnetrza komorki, PIN - nosnik
transportujacy auksyne z komorki

IAA i ustalaniu sie rownowagi, w ktorej stezenie formy zdysocjowanej jest wyzsze niz
w apoplascie. Anion IAA jest usuwany na zewnatrz komorki przez inny specyficzny,
zalezny od ATP nosnik anionowy. Wektorowy charakter tego transportu ttumaczy sie
asymetrycznym (polarnym) rozmieszczeniem nosnikéw auksyny w komoérkach,
warunkujgcych bazypetalny kierunek przemieszczania sie tego hormonu. Poza
pasywnym whnikaniem auksyny do komérek niektdrzy badacze sugerowali rowniez
udziat specyficznych nosnikéw [19] oraz symportu IAA7H+ [2, 29].

Zastosowanie technik biologii molekularnej umozliwito zidentyfikowanie genéw:
AUX, PIN kodujacych przypuszczalne, biatkowe nosniki, ktére utatwiaja wnikanie i
usuwanie auksyny z komérek rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) [41].
Mutacje tych gendéw prowadzgdo zaburzen w przebiegu foto- i geotropizmu, proceséw
bezposrednio zwiazanych z polarnym transportem auksyny. Z kolei uzycie przeciwciat
skierowanych na biatkowe produkty genéw A UX, PIN pozwolito okresli¢ ich tkankowg
i komorkowa lokalizacje. Na podstawie wynikdéw tych badan stwierdzono, ze
zaproponowana przez Cholodnego-Wenta teoria polarnego transportu auksyny ma swoje
naukowe uzasadnienie. Wyniki najnowszych badan wskazujg rowniez, ze nos$niki
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utatwiajace usuwanie auksyny z komérek moga takze wystepowac poza plazmalemma
i pozwalajg réwniez zrozumie¢ molekularny mechanizm dziatania inhibitoréw polarnego
transportu auksyny [18].

DOKOMORKOWY TRANSPORT AUKSYNY
BIALKO AUX1

Mutant auxl A. thaliana wykazuje agrawitropizm korzeni i jest niewrazliwy na
auksyne. Po sklonowaniu genu i doktadnej jego analizie stwierdzono, ze koduje on
485-aminokwasowe biatko, wykazujace znaczace podobienstwo do roslinnych permeaz
[1]. Na tej podstawie wyciggnieto wniosek, ze AUX1 pekni role nosnika IAA. Pomimo
braku biochemicznych dowodéw potwierdzajgcych ten fakt, istnieje szereg danych
wskazujgcych na zaangazowanie AUX1 w dokomérkowym transporcie auksyny. U
mutanta auxl podany egzogennie kwas 3-naftylooctowy (1-NAA, przenikajaca przez
btony syntetyczna auksyna) skuteczniej znosi agrawitropizm w poréwnaniu z 1AA lub
kwasem 2,4-dwuchlorofenoksyoctowym (2,4-D, trudniej przenikajacy przez btony).
Jest to prawdopodobnie wynik przywrdcenia przez 1-NAA bazypetalnego transportu
endogennej auksyny [33, 53]. Podobny efekt zaobserwowano stosujgc substancje
hamujace wnikanie auksyny do komoérek [42]. Bardziej przekonujacych dowodow,
wskazujacych na udziat AUX1 w transporcie auksyny, dostarczyty wyniki badan, w
ktorych zastosowano znakowany izotopowo IAA oraz jego syntetyczne analogi.
Dowiodty one, iz w korzeniach mutanta auxl akumulacja 2,4-D jest znaczgco nizsza
niz u formy dzikiej (WT). Natomiast po podaniu 1-NAA lub IAA nie stwierdzono
takich réznic [33]. Swarup i inni [48] za pomoca przeciwciat skierowanych na biatko
AUX 1 wykazali specyficzng akumulacje tego domniemanego nosnika IAA w korzeniach
A. thaliana. Biatko to wystepowato wytacznie w apikalnej czesci komorek: protofloemu,
kolumelli, bocznych komoérkach czapeczki korzenia i komérkach ryzodermy. U
mutantéw auxl stwierdzono zmiany w komdrkowo-specyficznej akumulacji auksyny
- mniejsze ilosci wolnej auksyny gromadzone byly w wierzchotku korzenia w
poréwnaniu z korzeniami roslin typu dzikiego. Prawdopodobnie brak ekspresji biatka
AUX1 w wierzchotku wzrostu korzenia u mutanta ze znokautowanym genem AUX1
prowadzi do zaburzeri w bazypetalnym transporcie auksyny [43,48], Lokalizacja AUX!
w komérkach protofloemu potozonych w wyzszych partiach korzenia A. thaliana
sugeruje, iz jedna z funkcji tego biatka moze by¢ ukierunkowywanie naptywu auksyny
przez protofloem do merystemu wierzchotkowego korzenia [48]. By¢é moze AUX1 jest
pierwszym molekularnym dowodem, ktory taczy polarny i niepolamy szlak transportu
auksyny.
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POZAKOMORKOWY TRANSPORT AUKSYNY
BIALKA PIN

Wiekszos$¢ obserwowanych fenotypéw mutantéw ze znokautowanym genem Atpin
przypomina rosliny A. thaliana traktowane substancjami, hamujacymi usuwanie
auksyny z komorki [14]. Szczegétowa analiza tych mutantéw dostarczyta dodatkowych
argumentOw sugerujacych, iz biatka PIN odgrywaja istotng role w transporcie auksyn
z komorki.

Mutant pinl wykazuje silng redukcje bazypetalnego transportu auksyny [40].
Stwierdzono, iz gen AtPINI koduje 622-aminokwasowe biatko (67 kDa), zawierajgce
12 transbtonowych segmentéw, ktére potgczone sg hydrofilowsg petla, wystepujaca
pomiedzy pigtym a széstym segmentem transbtonowym [16, 41]. W genomie
rzodkiewnika stwierdzono wystepowanie rodziny genéw homologicznych do AtPINI
AtPIN2/EIRI/AGRI [7, 32, 37, 50],AtPIN3 \AtPIN4 [13,15], U wspomnianej rosliny
rodzina gendw PIN sktada sie z co najmniej oSmiu przedstawicieli. Ortologi genow
PIN A. thaliana znaleziono takze w genomach kukurydzy, ryzu i soi [14], Biatka PIN
wykazujg ponad 70-procentowe podobienstwo i majg identyczng topologie.
Stwierdzono, iz niektére sekwencje aminokwasowe biatek PIN wykazujg wysoka
homologie do biatek transportujgcych u Procaryota i Eucaryota [7, 32, 37,41,50], co
dodatkowo potwierdza proponowang, transportowg funkcje biatek PIN. Posrednim
dowodem potwierdzajacym to przypuszczenie sg takze wyniki badan Chena i innych
[7], ktérzy wykazali, ze nadekspresja AtPIN2 w komorkach drozdzy prowadzi do
spadku akumulacji radioaktywnie znakowanej auksyny (lub jej toksycznego analogu)
w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi. Wyniki te mogg sugerowac, iz AtPIN2
bierze udziat w transporcie tego fitohormonu z cytoplazmy poza obreb komoérki.

Jednym z zatozen chemiosmotycznej teorii jest polarne rozmieszczenie nosnikow
auksyny w komoérkach uczestniczgcych w jej transporcie [45, 46], Tego typu
rozmieszczenie hipotetycznych nosnikéw auksynowych zostato potwierdzone
doswiadczalnie. U rzodkiewnika biatka AtPIN zlokalizowano metodg immuno-
cytochemiczng w réznych komérkach i tkankach tej rosliny. Wystepowanie AtPIN !
stwierdzono w bazalnej czesci komorek miekiszowych ksylemu i kambium oraz nizszej
czesci strefy wydtuzeniowej pedu [16, 41], zas w korzeniach takze w bazalnej czesci
komoérek walca osiowego [13]. AtPIN2, w przeciwienstwie do AtPINI,
zlokalizowano takze po bazalnej stronie komoérek epidermy i bocznej czesci czapeczKi
korzenia [37]. Z kolei AtPIN3 wystepujg gtdwnie w odosiowej czesci komérek
endodermy pedow oraz w komorkach perycyklu i kolumelli korzeni [15], Obecnosé
AtPIN4 stwierdzono natomiast w komadrkach centrum spoczynkowego i otaczajgcych
go komoérkach inicjalnych merystemu korzeniowego [13].

Argumentem przemawiajacym za udziatem biatek PIN w transporcie auksyny jest
takze stwierdzona redukcja polarnego transportu u mutantéw, ktéra bezposrednio
skorelowana byta z brakiem ekspresji tych biatek w odpowiednich tkankach [40,43].
U mutantéw Atpin brak ekspresji biatek PIN powoduje takze zmiane akumulacji auksyny
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w odpowiednich komdrkach [13, 15, 32]. Brak aktywnosci AtPIN2 wptywato na
akumulacje 1-NAA w komodrkach i prowadzito do zwiekszonej wrazliwosci na te i
inne analogi auksyny [37].

Opisana powyzej lokalizacja biatek z rodziny PIN moze podlega¢ dynamicznym
zmianom, a ich rozmieszczenie w btonie komoérkowej kontrolowane jest przez elementy
cytoszkieletu. W korzeniu A. thaliana po podaniu BFA (brefeldyna A) szybko i
odwracalnie zmienia sie lokalizacja biatek AtPIN 1, kt6re jako integralne sktadniki btony
przemieszczaja sie do wnetrza cytoplazmy, tworzac pecherzyki [14, 18]. Taka sytuacje
zaobserwowano takze w obecnosci inhibitora syntezy biatek. Traktowanie korzeni
rzodkiewnika: BFA, cytochalazyng D lub latrunculing B (zwiazkami powodujgcymi
dezintegracje filamentéw aktyny) prowadzito do zahamowania cyrkulacji AtPIN I miedzy
btong komorkowa a cytoplazmag. Sugeruje to, ze pecherzyki zawierajace AtPIN! sg
transportowane wzdtuz filamentow aktynowych cytoszkieletu. Okazato sig, ze substancje
hamujgce usuwanie auksyny z komorki blokuja zaréwno cykliczne zmiany lokalizacji
AtPIN 1, jak i innych niespokrewnionych z nimi biatek btonowych. Sugeruje to bardziej
ogolny, mniej specyficzny sposob dziatania tych substancji [14, 18].

Przedstawione powyzej dane trudno wiaczy¢ do starego, statycznego modelu, w
ktérym czasteczki nosnikéw auksyny, transportujgcych ten fitohormon do, jak i z
komorki, znajduja sie wytgcznie w plazmalemmie. Jak dotad nie poznano biologicznego
znaczenia cyrkulacji biatek PIN w komérkach rzodkiewnika. Istnieje kilka hipotez
wyjasniajacych to zjawisko. Pierwsza z nich zaktada, ze zmiana lokalizacji kompleksu
transportujgcego auksyne moze odpowiadaé¢ za szybkie zmiany w ukierunkowanym
transporcie tego fitohormonu [20]. Czes$¢ badaczy zaklada, ze biatka PIN petnig
podwdjng role - sg zaréwno nos$nikami, jak i receptorami dla auksyny. Tego typu
wiasciwosci majg nosniki cukréw [24], Cyrkulacja biatlek PIN moze byé zwigzana z
transdukcjasygnatu auksynowego i procesem regeneracji receptoréw tego fitohormonu
- zjawiska, ktore jest dobrze znane dla wielu typu receptoréw zwierzecych [23],
Kolejna, trzecia hipoteza zaktada, ze transport pecherzykowy jest cze$cig mechanizmu
transportu auksyny, analogicznego do tego, jaki obserwuje sie w przypadku
acetylocholiny - jednego z tzw. neurotransmiteréw wystepujacych w tkankach
zwierzecych. Przez analogie przypuszcza sie, ze gromadzona we wnetrzu pecherzykéw
auksyna mogtaby zosta¢ usuwana (wydzielana) poza komérke w drodze polarnej
egzocytozy [14],

Jak dotad nie wyjasniono jednoznacznie, czy biatka PIN sg odpowiedzialne jedynie
za transport lub/i biorg udziat (jako jeden ze sktadnikéw wiekszego kompleksu) w jego
regulacji. OdpowiedzZ na te pytania moga przynies¢ jedynie badania biochemiczne,
ktdére pozwolg na okreslenie specyficznosci substratowej, powinowactwa i kinetycznych
wiasciwosci wyizolowanych i oczyszczonych biatek PIN.
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INHIBITORY POLARNEGO TRANSPORTU AUKSYNY
I ICH MECHANIZM DZIALANIA

Zaréwno transport auksyny do, jak i z komoérki moze by¢é hamowany przez
syntetyczne substancje zwane fitotropinami. Do substancji hamujacych usuwanie
auksyny z komorek nalezg m.in. kwas 1-N-naftyloflawinowy (NPA) i kwas 2,3,5-
trijodobenzoesowy (TIBA). Wykazano, ze fitotropiny blokujgniekompetycyjny wyptyw
IAA z komorek, co sugeruje, ze dziataja one w miejscu odmiennym od tego, ktére
odpowiada za katalityczng aktywnos$¢ nosnikow auksynowych [26]. Ostatnio wykazano,
ze wyptyw z komoérek polarnie transportowanej auksyny wymaga dziatania co najmniej
dwach polipeptyddw. Pierwszy z nich petni role whasciwego btonowego transportera
auksyny (kodowanego przez geny z rodziny PIN), drugi za$ petni funkcje regulacyjng
i stanowi miejsce wigzania fitotropin, takich jak NPA i TIBA [35], Na podstawie
wynikdw przeprowadzonych badan przyjmuje sie, ze biatka wigzgce NPA sg
peryferycznymi biatkami btonowymi zwigzanymi z cytoplazmatyczng powierzchnig
btony komorkowej [36].

Mechanizm dziatania fitotropin nie zostat dotychczas poznany. Pierwsze modele
zaktadaty, ze w btonowym transporcie auksyny wspétdziatajg ze soba nosniki tego
fitohormonu oraz biatko wigzace NPA. Obydwa sktadniki tego kompleksu stabilizowane
bytyby przez filamenty aktynowe, ktérych funkcja moze polega¢ na utrzymywaniu
jego stabilnosci [35]. Jednak wyniki najnowszych badan sugeruja, ze zwigzek tych
dwach biatek moze mie¢ bardziej dynamiczny i mniej bezposredni charakter. Podejrzewa
sie obecnie, ze biochemiczny mechanizm dziatania inhibitoréw transportu polarnego
auksyny polega na blokowaniu zaleznej od cytoszkieletu cyrkulacji przenos$nikéw
auksyny miedzy btong komorkowa a systemem bton wewnatrzkomérkowych (aparatem
Golgiego) [35].

Stosujac blokery transportu pecherzykowego (brefeldyne A, monezyne) wykazano,
ze czynny transport pecherzykowy miedzy aparatem Golgiego i btong komorkowajest
warunkiem efektywnego wyptywu auksyny z komérki. Stwierdzono ponadto, ze
czgsteczki transportera auksyny podlegajg cyrkulacji miedzy btong komérkowsg a
obtonionymi strukturami cytoplazmatycznymi [35]. Uwaza sig, ze tego typu mechanizm
redystrybucji nosnikéw auksynowych moze by¢ zwigzany z odbiorem przez komorki
bodZcow Srodowiskowych (patrz nizej).

Zablokowanie cyrkulacji pecherzykéw wewnatrz komérki, hamujgce transport
auksyny, nie wplywa na wigzanie NPA przez biatka oddziatujgce z tym inhibitorem
[35]._Wnhnioskuje sie na tej podstawie, ze biatko wigzgce NPA nie jest, jak transporter
auksyny, wbudowywane w pecherzyki aparatu Golgiego, lecz przemieszcza sie w
komérce niezaleznie od transportu pecherzykowego [35]. Dodatkowe informacje o
roli fitotropin uzyskano w wyniku przeprowadzonych badan, w ktérych wykazano, ze
zastosowanie NPA i TIBA blokuje efekt dziatania BFA na lokalizacje PINI oraz
spowalnia tempo przywracania fizjologicznego poziomu transportu auksyny po
uprzednim zastosowaniu tej substancji [35]. Sugeruje to, ze gtéwny mechanizm dziatania
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inhibitorow transportu 1AA polega¢ moze na hamowaniu recyrkulacji czasteczek
przenosnika auksyny do btony komorkowej, nie za$ na blokowaniu przeptywu auksyny
przez te przenosniki. Stad tez przypuszcza sie, ze rola biatek wigzacych NPA i TIBA
polega na regulacji transportu pecherzykdw przenoszacych czasteczki transportera I1AA
miedzy btong komorkowaa cytoplazma [35]. Jak dotad brak jest dowodédw wskazujacych
na bezposredni wptyw fitotropin na komoérkowa lokalizacje biatek PIN w tkankach, ktorych
uprzednio nie poddawano dziataniu blokerow transportu pecherzykowego.

Kluczowe dla wyjasnienia biologicznej funkcji biatek wigzagcych NPA moga by¢
wyniki badan wskazujace na oddziatywanie tych biatek z cytoszkieletem. Stwierdzono,
ze omawiane biatka wiazg sie z wkdknami aktynowymi tej struktury [9]. Uzyskano
réwniez wyniki sugerujace, ze biatka wigzace NPA mogaby¢ integralnym sktadnikiem
bton komérkowych [3]. Na tej podstawie wnioskuje sie, ze biatko wigzace NPA
oddziatuje jednoczesnie z wbudowanymi w pecherzyki nosnikami auksyny oraz z
elementami cytoszkieletu. W konsekwencji dochodzi do ukierunkowanego transportu
wspomnianych nosnikéw z aparatu Golgiego wzdtuz wiékien aktynowych do miejsca
ich przeznaczenia w plazmalemmie bazalnej strony komérek. Umozliwia to wiasciwe
rozmieszczenie czasteczek transportera auksyny w komérce oraz ich orientacje
wzgledem ptaszczyzny plazmalemmy [35], Znaczenie cytoszkieletu w mechanizmie
ustanawiania polarnego charakteru transportu auksyny potwierdzajg wyniki
doswiadczen, w ktérych koleoptyle pszenicy i hypokotyle cukinii traktowano
cytochalazyng B lub D (powodujacych fragmentacje cytoszkieletu). Pod ich wptywem
dochodzito do obnizenia tempa polarnego transportu auksyny i zniesienia wptywu
NPA na ten proces [5]. Zastosowanie cytochalazyny D wptywato réwniez na
przypadkowy, nieregularny rozktad biatek PIN w btonie plazmatycznej [18],

Aktywnos¢ biatka wigzacego NPA moze podlega¢ kontroli w drodze ich fosforylacji i
defosforylacji [44], Stwierdzono, ze hamujacy wptyw fitotropin na akropetalny transport
auksyny w korzeniu wymaga aktywnosci fosfatazy biatkowej 2A. Mutanty rzodkiewnika
rcnl, u ktorych nastepuje defekt regulatorowej podjednostki tego enzymu, charakteryzuje
obnizona, w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego, reaktwmos$¢ korzeni na bodziec
grawitropiczny. Ponadto ustalono, ze wspomnianego mutanta charakteryzuje nonnalny poziom
akropetalnego transportu auksyny, leczjest on niewrazliwy na dziatanie NPA [ 17,44], Zniesienie
hamowania akropetalnego transportu auksyny w korzeniu uzyskiwano natomiast stosujac
kantarydyne - inhibitor aktywnosci fosfataz. Tempo bazypetalnego transportu auksyny w
korzeniu mutantarenljestokoto 1,5 razy wieksze niz uroslin typu dzikiego. Jednak wrazliwosé
tego transportu na NPA nie podlega zmianie [44], Przytoczone fakty sugerujg odmienny
mechanizm regulacji transportu auksyny w obydwu kierunkach. Uwaza sie, ze wptyw fosfataz
natransportauksyny musi by¢ rownowazony przez aktywnos¢ kinaz. Potwierdzono to stosujac
szerokie spektrum inhibitoréw kinaz, takichjak staurosporyna i K252. Okazato sig, ze zwigzKi
te hamuja wyptyw auksyny z komorek nie oddziatujac jednak w zaden sposéb na wnikanie
hormonu do komérek [11]. Réwniez inhibitory kinaz tyrozynowych znosza wrazliwos$¢
transportu auksyny na NPA [3]. Ich dziatanie pozostaje jednoczesnie bez wptywu na tempo
bazypetalnego transportu IAA. Wyniki przytoczonych badan sugeruja, ze kinazy biatkowe
mogaregulowaé zaréwno sam proces transportu auksyny, jak ijego wrazliwos¢ na fitotropiny.
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Wiele nowych informacji o naturze systemu regulacji transportu 1AA przez fitotropiny
whniosty badania przeprowadzone na mutancie tir3 rzodkiewnika [31]. Mutant ten
charakteryzuje sie zredukowanym tempem transportu auksyny w osiach kwiatostanéw
oraz, co szczegOlnie istotne, brakiem hamowania transportu auksyny przez NPA.
Ustalono, ze komorki tir3 cechuje zredukowana liczba miejsc wigzacych NPA [31].
Whioskuje sie na tej podstawie, ze gen TIR3 moze kodowacé biatko wigzace NPA lub
bra¢ udziat w jego syntezie. Jednoczes$nie wykazano, ze lokus tir3 mapuje sie w ramce
odczytu kodujacej biatko BIG, ktére wykazuje znaczaca homologie z wieloma biatkami
eukariotycznymi [31]. Jednym z nich jest kalozyna wystepujgca u muszki owocowej.
Kalozyna zaangazowana jest w kontrole synaptycznego transportu pecherzykowego
w potgczeniach nerwowo-miesniowych. Asymetryczne rozmieszczenie transportera
auksyny w btonie komérkowej (podobnie jak transport synaptyczny) zalezy od
ukierunkowanego transportu pecherzykoéw. BIG, zatem moze uczestniczy¢ w
kontrolowaniu dystrybucji przenosnikdéw auksyny przez regulacyjny wptyw biatek
wigzacych NPA na transport pecherzykowy [31].

Cho¢ coraz blizsi jesteSmy poznania mechanizmu dziatania NPA i TIBA, mato
wiadomo na temat regulacji procesu wnikania auksyny do wnetrza komoérek. Brak
substancji hamujacych ten proces utrudnia wyjasnienie tego etapu transportu auksyny.
Ostatnio uzyskano dwa zwigzki: kwas 1-naftoctowy (1-NOA) i kwas 3-chloro-4-
hydroksyfenyloctowy (CHPAA) specyficznie hamujace transport auksyny do komérek
zawiesiny tytoniu, ktére moga pomaéc w wyjasnieniu homeostazy i transportu auksyny
w komorce [21],

ROLA POLARNEGO TRANSPORTU AUKSYN
W FOTOTROPIZMIE | GEOTROPIZMIE

Polarny transport auksyny odgrywa znaczacg role w regulacji wielu proceséw
zachodzacych w roslinach. Odpowiedzialny jest za prawidtowy rozwoj i wzrost
zarodkow (regulacje ptaszczyzny podziatéw i r6znicowania sie komaorek), tworzenie
sie tkanek przewodzacych, organéw i wzorcéw rozwojowych roslin, inicjacje korzeni
bocznych, dominacje wierzchotkowa, foto- i geotropizm ro$lin [30].

Rosliny regulujg swoj wzrost elongacyjny w odpowiedzi na kierunkowe dziatanie
Swiatta (fototropizm) lub sit pola grawitacyjnego (grawitropizm) [52], W 1926 roku
Cholodny i Went stworzyli model ttumaczacy reakcje tropiczne roslin, wedtug ktérego
reakcje wzrostowe roslin wynikajg z asymetrycznego rozkitadu auksyny, ktora w
zaleznosci od lokalnego stezenia stymuluje lub hamuje wzrost wydtuzeniowy komdérek
pedu i korzenia, powodujgc ich wygiecie [8, 51, 52]. Inhibitory polarnego transportu
auksyny blokujajej asymetryczne rozmieszczenie i reakcje wzrostowe wskazujac tym
samym na kluczowagrole tego procesu w odpowiedziach roslin na wspomniane czynniki
Srodowiskowe. Istotng role odgrywa lateralny transport auksyny, ktéry utatwia
prawdopodobnie wymiane tego fitohormonu miedzy gtéwnym (bazypetalnym)
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strumieniem w tkankach przewodzacych a obwodowymi (peryferycznymi) czesciami
pedu i korzenia. Pomiedzy tymi regionami wystepuje endoderma- pojedyncza warstwa
komorek izolujgca od siebie centralng i obwodowag czes$é tych organdw i regulujaca
ich zréznicowany wzrost elongacyjny [ 12, 25].

Ostatnio dzieki zastosowaniu technik biologii molekularnej udato sie wizualnie wykazac,
iz rozmieszczenie auksyny w todygach tytoniu [27], korzeniu [32] i hypokotylu A. thaliana
pod wptywem ukierunkowanego dziatania sit pola grawitacji lub $wiatta ma charakter
nieréwnomierny [15]. Byto to mozliwe przez skonstruowanie roslin transgenicznych
zawierajacych konstrukt DR5::GUS [49], ktérego aktywnos$¢ jest skorelowana z
bezposrednimi pomiarami auksyny. Etiolowane, transgeniczne siewki A thaliana rosnace
na pozywce zawierajacej NPA poddano kierunkowemu dziataniu $wiatta. Stwierdzono
asymetryczny rozklad auksyny (po stronie ulegajgcej szybszemu wzrostowi
elongacyjnemu wieksze stezenie niz po przeciwnej), zas w obecnosci NPA siewki nie
wykazywaty fototropizmu, a rozklad auksyny byt réwnomierny. Friml i inni [15]
zasugerowali udziat biatka PIN3 w asymetrycznym rozktadzie auksyny w hypokotylu.
Immunocytologiczne badania wykazaty, iz jest ono odosiowo potozone w komérkach
endodermy hypokotyla i pedu A. thaliana. Sugeruje sig, iz prawdopodobnie P1N3
odpowiada za asymetryczne rozmieszczenie auksyny podczas odpowiedzi wzrostowej
rosliny na Swiatto poprzez kontrole lateralnego transportu tego hormonu [15],

W korzeniu miejscem percepcji sit pola grawitacyjnego sg komorki kolumelli
(centralna cze$¢ czapeczki), a odpowiedZ na ten bodziec zachodzi w strefie wydtuzania
tego organu. W wyniku reakcji na pole grawitacyjne w korzeniu dochodzi do zmian w
endogennym stezeniu auksyny, co prowadzi do jego zréznicowanej odpowiedzi
wzrostowej i zgiecia sie w kierunku dziatania sit tegoz pola [7], Za powstanie zmian
wzrostowych odpowiadajg zakldcenia w polarnym transporcie auksyny w
wierzchotkowej czesci korzenia. Poczatkowo fitohormon ten transportowany jest
akropetalnie — od podstawowej do szczytowej czesci tego organu. Po dotarciu do
kolumelli nastepuje zmiana kierunku transportu auksyny z akro- na bazypetalny.
Fitohormon przemieszcza sie poprzez komaorki epidermy do strefy wydtuzania (ryc.
3A) [26]. Analiza molekularna mutantéw charakteryzujgcych sie zaburzeniami procesu
grawitropizmu (agrl/eirl/wav6/Atpin2) pozwolita lepiej zrozumiec opisany proces
[37], Okazalto sie, ze za lokalny transport auksyny w wierzchotkach wzrostu korzeni
rzodkiewnika odpowiadajg prawdopodobnie biatka z rodziny PIN. Uwaza sie, iz za
gromadzenie auksyny w rejonie merystemu wierzchotkowego korzenia odpowiadaja
biatka: AtPINI, AtPIN2 oraz AtPIN4 (ryc. 3A). Z merystemu wierzchotkowego
auksyna kierowana jest poprzez AtPIN4 do komodrek kolumelli - miejsca percepcji
bodzcow geotropicznych. W kolumelli obserwuje sie zaréwno najwyzsze stezenie
auksyny (komorki inicjalne i pierwsza warstwa kolumelli), jak i najszybsze tempo
podziatow komérkowych w catym korzeniu [47]. Z kolumelli omawiany fitohormon
kierowany jest za posrednictwem AtPIN2 do bocznej czesci czapeczki, a nastepnie do
komorek kory pierwotnej i ryzodermy strefy wzrostu korzenia. W powstawaniu
odpowiedzi geotropicznych korzeni najprawdopodobniej uczestniczgtez biatka AtPINS,
zlokalizowane w perycyklu i kolumelli. Friml i inni [15] stwierdzili, ze zmianie kierunku
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RYCINA 3. Udziat i lokalizacja biatek PIN w transporcie auksyny w korzeniu: A - korzen w pozycji
pionowej, B - korzen w pozycji poziomej & AtPINI«1 AtPIN2, AtPIN4,
opis w tekscie)

wzrostu korzeni rzodkiewnika towarzyszy reorientacja w komérkowej lokalizacji AtPIN3.
Autorzy ci sugerujg, ze towarzyszgca stymulacji grawitacyjnej zmiana
wewnatrzkomorkowego rozmieszczenia statolitow (ryc. 3B) powoduje przeorientowanie
kierunku przebiegu wtokien aktynowych, wzdtuz ktérych odbywa sie transport pecherzykéw
btonowych zawierajgcych wbudowane w nie czasteczki AtPIN3. W konsekwencji dochodzi
do zmiany w rozmieszczeniu tego biatka. Powoduje to asymetryczny przeptyw auksyny z
komérek kolumelli, skad fitohormon ten transportowany bazypetalnie do strefy wydtuzania
wywotuje zréznicowany wzrost korzenia, przywracajac jego orientacje w kierunku dziatania
sit pola grawitacyjnego (ryc. 3B).

Poza biatkami PIN réwniez AUX1 wydajg sie by¢ zaangazowane w odpowiedzi
geotropiczne korzeni rzodkiewnika. Czasteczki tego nosnika auksyny zlokalizowano w
komorkach ryzodermy i bocznej czesci czapeczki korzeniowej [48]. Na tej podstawie mozna
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przypuszczaé, ze za wrazliwos¢ korzeni na pole grawitacyjne odpowiadajg biatka nosnikowe
regulujace transport auksyny zaréwno do, jak i z komdrek wierzchotkowej czesci tych
organow.
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BEACON - AKTYWNY BIOLOGICZNIE PEPTYD
ZWIAZANY Z WYSTEPOWANIEM OTY+LOSCI

BEACON - BIOACTIVE PEPTIDE RELATED TO OBESITY
Agnieszka ZIOLKOWSKA, Marcin RUCINSKI, Katarzyna BUDZYNSKA

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii,
Akademia Medyczna im. Karola Marcinkowskiego, Poznan

Streszczenie: Beacon (BC) jest nowo odkrytym peptydem, wyizolowanym z podwzgdérza piaskéwki
(Psammomys obesus), ktéremu przypisuje sie role w regulacji bilansu energetycznego. Znany jest
takze pod nazwami ubiquitin-like protein 5 (UBLS5) i homologous to ubiquitin (Hub 1). Jego obecno$¢
obserwuje sie w niemalze wszystkich badanych tkankach. Gen beacon charakteryzuje sie wysoka
konserwatywnoscig miedzygatunkowa. Jego ekspresja w podwzgoérzu jest proporcjonalna do poziomu
glukozy i insuliny oraz do procentowej zawartosci ttuszczu i do masy ciata u zwierzat gatunku Psam-
momys obesus. Dokomorowa infuzja peptydu beacon powoduje zwiekszenie ilosci pobieranego pokar-
mu, wzrost masy ciata oraz zwiekszenie ekspresji neuropeptydu Y (NPY) w podwzgérzu w sposéb
zalezny od dawki. Jednoczesna infuzja BC i NPY powoduje zwiekszenie ilosci pobieranego pokarmu
i wzrost masy ciata w wiekszym stopniu niz podawanie tych peptydéw osobno. Podanie beaconu tg
drogg nie ma wptywu na wydatkowanie energii, aktywnos¢ fizycznag ani na metabolizm substratéw
energetycznych, zwieksza natomiast ilo$¢ pokarmu pobieranego przez zwierzeta. Przyrost masy ciata
zwierzat, ktorym podawano BC, spowodowany jest powigkszeniem masy tkanki ttuszczowej. W bada-
niach wptywu tego peptydu na rozwdj postnatalny piaskéwki wykazano, iz réznice w poziomie ekspre-
sji tego genu oraz poziomu insuliny i glikemii sg znaczne juz w 4. tygodniu, zanim jeszcze ujawni sie
nadwaga. Réznice masy ciata sg widoczne od 8. tygodnia od narodzin. Beacon ma ponadto zdolno$¢
specyficznego silnego wigzania z trzema biatkami nalezagcymi do podrodziny kinaz, nazywanej cdc2/
cdc28-like kinases (CLKs). Beacon nie jest jednak substratem dla tych enzyméw. Mechanizm dziata-
nia i funkcja tego peptydu pozostaja niewyjasnione.

Stowa kluczowe: beacon, Psammomys obesus, regulacja bilansu energetycznego, otyto$¢, cukrzyca
typu Il.

Summary: Beacon is a small protein composed of 73 amino acids, product of a recently discovered
gene expressed in the hypothalamus and many others tissues. Beacon is known also as ubiquitin-like
protein 5 (UBL5) and homologous to ubiquitin | (Hubl). Expression of beacon mRNA in the hypotha-
lamus is positively correlated with percentage of body fat in Psammomys obesus (unique polygenic
animal model of obesity and type 2 diabetes). P. obesus have elevated expression of beacon gene in
hypothalamus at an early age. Hypothalamic overexpression of beacon leads to development of obesity
and insulin resistance in these animals. Intracerebroventricular administration of beacon to Psammo-
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mys obesus results in a dose dependent increase in food intake, body weight and in neuropeptide Y gene
expression in hypothalamus. Simultaneous treatment with beacon and NPY causes greater effect on
increase of body weight than that observed after NPY only administration. Beacon-related increase in
body weight is due to increased food intake, without effect on nutrient partitioning, physical activity or
energy expenditure. Individuals of Psammomys obesus species with genetic predisposition for the
development of obesity and type 2 diabetes have elevated hypothalamic gene expression, glucose and
insulin level at 4. week after birth. The increase of body weight is observed from 8. week of postnatal
development. Beacon interacts with three members of subfamily of kinases (CLKs) of cdc2/cdc28-likc
kinase family. This peptide binds to CLKs but it is not a substrate for phosphorylation. Mechanism of
beacon action and its role remain unclear.

Key words: beacon, ubiquitin-like protein 5, homologous to ubiquitin 1, Psammomys obesus, energy
balance, cdc2/cdc28-like kinases, obesity, type 2 diabetes.

|. WSTEP

Regulacja homeostazy energetycznej organizmu jest obecnie szeroko badanym
zagadnieniem, a ze wzgledu na ztozonosc jest ona wyjatkowo ciekawym przedmiotem
badar. Sa one tym bardziej istotne, iz w krajach rozwinietych zaburzenia regulacji
homeostazy energetycznej - powigzane zwykle z otytoscig - stanowig powazny problem
zdrowotny.

Biologicznie czynne peptydy, w tym neuropeptydy, ogrywajg znaczacg role w
regulacji homeostazy energetycznej organizmu. Sposréd nich najlepiej poznane sg
leptyna, neuropeptyd Y (NPY), oreksyna, kortykoliberyna (CRF), melanokortyna,
neuromedyna U czy tez grelina. Natomiast beacon to ostatnio zidentyfikowany peptyd,
ktéremu przypisuje sie znaczaca role w regulacji bilansu energetycznego. Zostat on
odkryty w 2000 roku w podwzgérzu piaskéwki (Psammomys obesus) przez Colliera i
wspoétpracownikow [5], Zwierzeta tego gatunku wykazuja bardzo ciekawa ceche - w
srodowisku naturalnym (pustynnym), odzywiajac sie dietg rosling (gtownie kaktusy) i
sporadycznie owadami, sg szczupte i majg prawidtowe poziomy glukozy i insuliny.
Jednak po przeniesieniu do laboratorium i zastosowaniu standardowej diety
laboratoryjnej (przeniesiono je z lzraela do Australii) u wiekszosci z nich rozwija sie
hyperglikemia i/lub insulinoopomos$¢ oraz otytos¢, natomiast pozostate (ok. 30%) nie
zmieniajg swojego fenotypu. Stanowig dzieki temu idealny model do badan cukrzycy
typu Il i otytosci [1,9,10]. Po zbadaniu ekspresji poszczegolnych genéw w podwzgérzu
tych zwierzat okazato sie, ze w grupie z hyperglikemig i insulinoopomoscig pewien
gen wykazuje szczego6lne nasilenie ekspresji. Nadano mu nazwe ,,beacon”. Nazwa ta,
chociaz kojarzy sie bardzo z polskim bekonem, nie ma z nim nic wspélnego. Nazwa
,»beacon” wywodzi sie od nazwy plazy, w ktorej poblizu odkrywca genu namietnie
surfuje.
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I1. LOKALIZACJA EKSPRESJI GENU BEACON

Przy pomocy RT-PCR, u piaskOowki najwyzszg ekspresje genu beacon
obserwowano w polu zaskrzyzowaniowym podwzgoérza i hipokampie. Wyniki te zostaty
potwierdzone metodg immunohistochemiczng [5]. Dalsze badania z uzyciem metody
RT-PCR pozwolity wykaza¢ ekspresje tego genu w watrobie, trzustce, tkance
tluszczowej i miesniowej piaskéwki. Kolejny zespét [4] badat metodg immuno-
histochemiczna lokalizacje peptydu kodowanego przez gen beacon u szczuréw szczepu
Sprague-Dawley. U szczuréw intensywny odczyn wystepuje w jadrach
przykomorowym i nadwzrokowym, a takze w dodatkowych jgdrach neurosekrecyjnych.
Substancje immunopozytywne wystepujg rowniez w perikarionach pojedynczych
komorek nerwowych jadra skrzyzowania, jadra tukowatego oraz pola zawzrokowego,
pola przedwzrokowego przysrodkowego i bocznego. Nalezy podkresli¢, iz dodatni
odczyn uzyskano nie tylko w ciatach komérek nerwowych, ale takze we widknach
biegnacych z bocznej czesci jadra przykomorowego przez pole zaskrzyzowaniowe
boczne do wyniostosci posrodkowej, we widknach obecnych w wewnetrznej i
zewnetrznej warstwie wyniostosci posrodkowej i w szypule lejka (czes¢ tych widkien
biegnie pionowo w stosunku do powierzchni wyniostosci, rownolegle do petli whosniczek
krgzenia wrotnego). Ponadto substancje immunoreaktywne wystepuja we wtéknach
obecnych w polu przedwzrokowym przysrodkowym i bocznym, polu podwzgorza
przednim i bocznym, jadrze tukowatym, wokot trzeciej komory (w tym ostatnim
przypadku rozproszone widkna o dodatnim odczynie). Lista tkanek, w ktoérych wykazano
ekspresje genu beacon, stale sie wydtuza i obejmuje tkanki fizjologiczne w r6znych
okresach rozwoju ontogenetycznego, komérki zmienione nowotworowo, a nawet
hodowlane linie komoérkowe [3].

I1l. GEN BEACON

Gen beacon cztowieka skfada sie z 5 eksonOw, obejmuje 2194 par zasad i jest
zlokalizowany na 19. chromosomie [5, 12], Dowiedziono wysokga zgodnos¢ sekwencji
odcinkéw kodujacych u osobnikéw z gatunkéw Mus musculus, Rattus norvegicus,
Psammomys obesus i Homo sapiens, a takze wysokg homologie tej sekwencji z tg
charakterystyczng dla Caenorhabditis elegans (a wiec nicienia) i Arabidopsis
thaliana (rzodkiewnika, a wiec rosliny). Geny beacon Mus musculus i Rattus
norvegicus sktadaja sie z 5 eksonéw, a tenze gen Psammomys obesus - z 4 eksondw.
W genie piaskéwki - w poréwnianiu z genami Homo sapiens, Mus musculus i Rattus
norvegicus - brakuje pierwszego eksonu i intronu. Jednak brakujgcy ekson odpowiada
odcinkowi niekodujagcemu genu. Pozostate eksony u wszystkich czterech gatunkow
znajdujg sie w analogicznych pozycjach. Natomiast w przypadku Caenorhabditis
elegans gen ten zawiera tyko jeden intron, ktérego pozycja nie odpowiada zadnemu
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RYCINA 1. Uktad eksonéw kodujacych gen biatka beacon u gatunkéw: Homo sapiens. Mus musculus,
Rattus norvegicus, Caenorhabditis elegans

z intronéw wystepujacych u wyzej wymienionych gatunkéw. Introny rozpoczynaja sie
od sekwencji GT, a koriczg AG.

Gen beacon zostat zsekwencjonowany u 35 niespokrewnionych osobnikéw gatunku
Homo sapiens: 10 otytych i 15 szczuptych Nauruanczykéw oraz 5 otytych i 5 szczuptych
Australijczykéw rasy Kaukaskiej [5], Nie wykryto mutacji, ktéra bylaby w tych
przypadkach zwigzana z otytoscia. W tych przypadkach elektroforeza produktu PCR
genomowego DNA wykazata obecnos¢ dwoch prazkéw. Jeden z nich odpowiada
dtugoscig produktowi uzyskanemu metodg PCR przy uzyciu jako matrycy cDNA.
Sekwencjonowanie drugiego wykazato, iz istnieje 9 mutacji punktowych w poréwnaniu
z cDNA, m.in. subtytucja C~>T w pozycji 100 nukleotydu, czego konsekwencjgjest
przedwczesny kodon stop w pozycji odpowiadajgcej 34. aminokwasowi.
Zsekwencjonowanie cDNA, pochodzacego od 43 osobnikéw gatunku Psammomys
obesus o zréznicowanym fenotypie, wykazato natomiast obecno$¢ wariantu genu
charakteryzujacego sie substytucjg G~>T w pozycji odpowiadajgcej 69. aminokwasowi,
czego konsekwencjg jest przedwczesny kodon stop. Produkt tego genu jest o 5
aminokwasow krotszy od produktu genu bez mutacji. Nie wykazano jednak zwigzku
miedzy wystepowaniem tej mutacji a fenotypem zwierzat.

Sekwencja nukleotyddw odpowiadajgca biatku beacon znanajest takze pod dwoma
innymi nazwami: biatko 5 podobne do ubikwityny (ubiquitin-likeprotein 5) oraz Hub
1 (biatko ! homologiczne do ubikwityny - homologous to ubiquitin). Zaréwno
sekwencja nukleotydow, jak i lokalizacja na chromosomie opisywanych genéw oraz
sekwencja aminokwaséw kodowanych biatek jest identyczna. Jako UBLS5 (ubiquitin
like) gen ten zostat wyizolowany z teczOwki cztowieka [6], Ekspresje UBL5 wykazano
we wszystkich badanych tkankach, przy czym najwyzszy poziom jego mRNA
zarejestrowano w mieséniu sercowym, mieéniach szkieletowych, nerce, watrobie,
teczowce i limfoblastach. Transkrypt genu UBL5 ma rozmiar 0,6 kb. Znaleziono
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takze pseudogen UBLS5 zlokalizowany na chromosomie 17. (17pl 1.2) oraz analogi
tego genu u osobnikéw gatunku Caenorhabditis elegans (80,8% homologo),
Saccharomyces cerevisiae (64,4% homologd/ Schizosaccharomyces pombe i
Arabidopsis thaliana. Przy pomocy programu BIOINBGU stuzacego do prze-
widywania struktury produktow biatkowych genéw (dostepnego na stronie internetowej)
ustalono, iz homologia struktury trzeciorzedowej UBLS5 i jej analogéw ze strukturg
ubikwityny wynosi 50,3-58,2%, duzo powyzej progu 12% uznanego jako punkt odciecia.
Jednak pomimo tak wysokiej homologé UBL5 zdaje sie spetniac inng funkcje. Analiza
danych dotyczacych UBLS5 i innych UBL przy uzyciu programu PROTDIST
przemawia za tym, iz UBL5 ijej analogi stanowig oddzielng rodzinge w nadrodzinie
UBL.

IV. PEPTYD BEACON

Produkt biatkowy genu beacon skiada sie z 73 aminokwasow. Sekwencja
aminokwasOw u osobnikow gatunkéw Mus musculus, Rattus norvegicus, Psammomys
obesus i Homo sapiens jest identyczna. Wysoka homologia sekwencji aminokwasow
miedzy wyzej wymienionymi gatunkami a Arabidopsis thaliana (79,4%) i
Caenorhabditis elegans (80,8%) wskazuje na to, iz jest to peptyd stary filogenetycznie.

Beacon, jako peptyd UBLJ5, opisywany jestjako biatko o lokalizacji cytoplazmatycznej
[6]. Nie ma on regionu przezbtonowego, nie jest takze poprzedzony sygnatem na korncu
NH, [5J. Brakjest danych co do zdolnosci taczenia sie czgsteczek beaconu w polimery.
W doswiadczeniu z uzyciem metody dwuhybrydowej wykazano zdolno$¢ wigzania biatka
becon z trzema biatkami nalezagcymi do podrodziny kinaz, okre$lanej jako kinazy podobne
do cdc2/cdc28 (cdc2/cdc28-like binases - CLKs) [8]. Wigzanie to jest silne i
specyficzne. Beacon nie jest jednak substratem dla tych enzymoéw. Sekwencja dla
fosforylacji przez CLK jest natomiast obecna w PTP1B - biatkowa fosfataza
tyrozynowa-1B (Protein-tyrosine phosphatase IB), kt6rajest negatywnym regulatorem
drogi sygnalizacji insuliny i leptyny. Udziat dwéch ostatnich hormondéw w regulacji bilansu
energetycznego nie podlega dyskusji. Zwigzek PTP1B z otytoscigi cukrzycajest obecnie
przedmiotem szeroko zakrojonych badan. Myszy pozbawione genu PTP1B sgszczupte
i wykazujg wysoka wrazliwo$¢ na insuline i leptyne.

Beacon, jako peptyd okreslany nazwg Hub | zaliczany jest do modyfikatoréw
podobnych do ubikwityny — UBLs (ubiquitin-like modifiers), pomimo braku sekwencji
dwéch reszt glicyny na C-koncu charakterystycznych dla peptydéw tej grupy [7].
Chociaz droga aktywacji UBLs jest analogiczna do drogi aktywacji ubikwityny, to
UBLs zdaja sie nie mie¢ zdolno$ci do tworzenia polimeréw. W przypadku Hub ! nie
jest poznana ani funkcja, ani mechanizm aktywacji. Zgodnos$¢ sekwencji aminokwasow
Hub! i ubikwityny wynosi 22%. Ciekawy wydaje sie fakt, iz beacon wykazuje wieksze
podobienstwo do ubikwityny niz do ktéregokolwiek znanego peptydu kontrolujacego
bilans energetyczny. Nie moznajednak wykluczy¢, iz podobienstwo to jest przypadkowe.
Brak sekwencji dwoch reszt glicyny na C-koncu, typowych dla UBLSs i samej ubikwityny
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10 20 30 40

Homo sapiens MIEVVCNDRL GKKVRVKCNT DDTIGDLKKL IAAQTGTRWN
Psammomys obesus MIEVVCNDRL GKKVRVKCNT DDTIGDLKKL IAAQTGTRWN
Rattus norvegicus MIEVVCNDRL GKKVRVKCNT DDTIGDLKKL IAAQTGTRWN
Mus musculus MIEVVCNDRL GKKVRVKCNT DDTIGDLKKL IAAQTGTRWN
Caenorhabditis elegans  MIJTOnNdrl gkkvrQkcMS gDTIGDLKKL IAAQTGTRVA
Arabidopsis thaliana MIEVVfINDRL gkkvrvkcME DDTIGDLKKL HAAQTGTRO2
50 60 70 @0

Homo sapiens KIVLKKWYTI FKDHVSLGDY EIHDGMNLEL YYQ..............
Psammomys obesus KIVLKKWYTI FKDHVSLGDY EIHDGMNLEL YYQ..............
Railus norvegicus KIVLKKWYTI FKDHVSLGDY EIHDGMNLEL YYQ..............
Mus musculus KIVLKKWYTI FKDHVSLGDY EIHDGMNLEL YYQ..............
Caenorhabditis elegans KIVLKKWYTI HkdhHilEdy EIH@G(3b45EL YYQ..............
Arabidopsis thaliana KIHEKWYffll DKDHOULISDY eihdgnElel yyl3............

RYCINA 3. Poréwnanie sekwencji aminokwasow biatka beacon migdzy réznymi gatunkami (dane Genbank,
nr dostepu: NP_077268.1, AAG34704.1, NW_043878, NM 025401, AAK21382, NP 199045)

wyklucza, wedtug niektorych autoréw, przynalezno$¢ beaconu do UBLs [8], Fakt ten
rodzi watpliwosci, czy UBL5 ma zdolno$¢ tworzenia wigzan kowalencyjnych z innymi
proteinami. Analiza metoda Western biot nie wykazata obecnosci wigzarn kowa-
lencyjnych miedzy UBLS5 a biatkami. Nalezy wzia¢ jednak pod uwage fakt, iz metoda
ta, skuteczna w wykrywaniu wiazan ubikwityny z innymi proteinami, moze nie by¢
wystarczajgco czuta w przypadku beaconu. Istnieje takze mozliwos$¢ wigzania przez
UBLS5 innych protein za pomoca wigzan niekonwalencyjnych lub tworzenie wigzan
kowalencyjnych z innymi proteinami przy udziale innego niz C-koricowy fragment
biatka.

V. FUNKCJA BIALKA BEACON

Stopien ekspresji mMRNA genu beacon w podwzgdérzu jest proporcjonalny do
poziomu glukozy i insuliny, a takze do procentowej zawartosci thuszczu i do masy ciata
u zwierzat gatunku Psammomys obesus [5]. Zesp6t Colliera wykazat ponadto, iz
dokomorowa infuzja biatka beacon za pomocgminipompy osmotycznej w ciggu tygodnia
powoduje zwiekszenie ilosci pobieranego pokarmu, wzrost masy ciata oraz zwiekszenie
ekspresji NPY w podwzg6rzu w sposéb zalezny od dawki. Co wiecej, jednoczesna
infuzja BC i NPY powoduje zwigkszenie ilosci pobieranego pokarmu i wzrost masy
ciata w wiekszym stopniu niz podawanie tych peptydéw osobno.

Kolejnym krokiem w wyjasnieniu mechanizmu dziatania tego peptydu byto wykazanie
przez ten sam zesp6t [11], iz podanie beaconu droga dokomorowa nie ma wptywu na
wydatkowanie energii, aktywnos¢: fizyczng ani na metabolizm substratow
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energetycznych, ajedynie zwieksza ilos¢ pokarmu pobieranego przez zwierzeta. Wzrost
masy ciata zwierzat, ktérym podawano BC, spowodowany jest wzrostem masy tkanki
ttuszczowej. Infuzja tego peptydu nie ma natomiast wptywu na mase innych duzych
narzadow ani tez miesni. Interesujgce jest, iz w tych warunkach stosunek pobierania
pokarmu do przyrostu masy ciafajest staty i ma te samawarto$¢ u zwierzat poddanych
infuzji BC i zwierzat z grupy kontrolnej.

Zbadano takze rdznice w poziomie ekspresji genu beacon w czasie postnatalnych
etapow rozwoju ontogenetycznego zwierzat z gatunku Psammomys obesus [13]. Jako
punkty kontrolne ustalono 4., 8. i 16. tydzien po urodzeniu. Okazato sig, ze rdznice
zarébwno w poziomie ekspresji tego genu, jak i w poziomie insuliny i glikemii sgznaczne
juz w 4. tygodniu zycia, zanim jeszcze ujawni sie nadwaga, ktdra obserwuje sie od 8.
tygodnia zycia.

VI. PODSUMOWANIE

Ekspresja genu beacon zachodzi w niemal wszystkich badanych tkankach.
Szczegolng za$ uwage przycigga silna jego ekspresja w strukturach mézgu
odpowiedzialnych za regulacje bilansu energetycznego. Wysoka konserwatywno$¢ genu
u odlegtych ewolucyjnie gatunkéw sugeruje, iz jego biatkowy produkt petni wazna
funkcje w procesach fizjologicznych. Dowiedziono wystepowanie zwigzku miedzy
wyzszym poziomem ekspresji tego genu a otytoscig, hyperglikemiai insulinoopomoscia
u osobnikéw gatunku Psammomys obesus. Fakt, iz nie wykryto mutacji genu beacon
u osobnikéw gatunku Homo sapiens ani Psammomys obesus, ktéra bylaby
odpowiedzialna za zmiany fenotypu (otyto$c¢), dowodzi, ze indukowanych beaconem
mechanizmow prowadzacych do otytosci nalezy poszukiwac na innym poziomie, by¢
moze transdukcji sygnatu. Ustalenie receptora biatka beacon w znacznym stopniu
utatwitoby wyjasnienie funkcji tego peptydu. By¢ moze mutacja receptora jest
odpowiedzialna za wyzej opisywane zmiany fenotypu indukowane omawianym
peptydem. Poznany jest wptyw dokomorowego podawania biatka beacon na regulacje
bilansu energetycznego, jednak ta droga wprowadzania peptydu jest daleka od
fizjologicznej. Dalszych badan wymaga zwiagzek biatka beacon z NPY. Nie wiadomo
takze, odjakiego momentu w rozwoju ontogenetycznym osobnikéw, u ktérych wystapia
zmiany fenotypu (otytos¢), podwyzszony jest poziom tego biatka. Wiadomo natomiast,
ze w okresie postnatalnym, juz od 4. tygodnia zaznaczony jest nie tylko wzrost ekspresji
genu beacon, ale takze wzrost poziomu glukozy i insuliny, a od 8. tygodnia obserwuje
sie wzrost masy ciata. Odkrycie silnego i specyficznego wigzania biatka beacon z
enzymami z podrodziny kinaz CLKs w potgczeniu z faktem, iz substratem dla tych
enzymow jest PTP1B - negatywny regulator drogi sygnatowej insuliny i leptyny, daje
podstawy do przypuszczen, iz by¢ moze wptyw biatka beacon na regulacje bilansu
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energetycznego ma zwigzek z opisang interakcjg. Mechanizm dziatania tego peptydu
pozostaje nadal niewyjasniony.
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WYKORZYSTANIE MALYCH INTERFERUJACYCH
RNA DO HAMOWANIA EKSPRESJI GENOW
W KOMORKACH SSAKOW

SiRNA APPLICATION FOR SILENCING OF GENE EXPRESSION
IN MAMMALIAN CELLS

Aleksandra WESOLOWSKA

Pracownia Regulacji Transkrypciji, Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN,
Warszawa

Streszczenie Mozliwo$¢ zablokowania ekspresji wybranych genéw wzbudza ogromne nadzieje w tera-
pii nieuleczalnych jak dotad schorzen, takich jak: choroby ncurodcgeneracyjne, autoimmunologiczne i
nowotworowe. Czasteczka RNA ze wzgledu na swoje wihasciwosci biochemiczne stanowi obiecujace
narzedzie terapeutyczne. Odkrycie zjawiska interferencji RNA (RNAI) zapoczagtkowato nowe badania
dotyczace hamowania ekspresji wybranych gendw przez mate interferujace RNA (siRNA) w komor-
kach ssakéw. Technika ta wykorzystuje naturalny proces wyciszania ekspresji genéw zalezny od dwu-
niciowego RNA. Rybonukleaza o aktywnosci RNazy Ill, w komoérkach ludzkich zwana Dicer, degradu-
je dwuniciowe, liniowe fragmenty RNA do siRNA. Nastepnie dochodzi do powstania rybonukleino-
proteinowego kompleksu zwanego RISC. Kompleks RISC wykazuje aktywnos¢ helikazy, jak rowniez
endo- i egzonukleazy. Antysensowna ni¢ siRNA zlokalizowana w obrebie RISC rozpoznaje komple-
mentarne sekwencje w obrebie mMRNA. Nastepnie dochodzi do endonukleolitycznej degradacji mMRNA
w regionie komplementarnym do antysensownej nici siRNA. Blokowanie ekspresji wybranych genéw
przez interferencje RNA mozna osiggna¢ wprowadzajac do komérek ssakéw syntetyzowane chemicz-
nie lub uzyskane metoda transkrypcji in vitro odcinki RNA o sekwencji odpowiadajace siRNA. Moz-
liwa jest rowniez synteza siRNA in vivo na matrycy wektora pod kontrolg promotora U6 lub HI RNA
polimerazy IIl (Pol Ill). Zaprojektowane sekwencje moga mie¢ charakter palindroméw rozdzielonych
petla. Sekwencje te tworzg struktury typu spinki (ShRNA), ktére rozpoznawane sg przez enzym Dicer
i degradowane do siRNA. Wiele cech opisanego zjawiska RNAI, a zwaszcza selcktywosé substratowa
wzbudza duze nadzieje na wykorzystanie go nie tylko do badan podstawowych. Aby zjawisko RNAI
znalazto zastosowanie w medycynie, musza zosta¢ wyjasnione jego podstawy biochemiczne, ktérych
zrozumienie pozwoli dokonywa¢ jednoznacznego wyboru sekwencji docelowych dla siRNA.

Stéwa kluczowe', kosupresja, interferencja RNA (RNAI), posttranskrypcyjne wyciszanie ekspresji
gendéw (PTGS), transkrypcyjnc wyciszanie ekspresji genéw (TGS), mate interferujace RNA (siRNA),
kompleks RISC (RISC), RNA o strukturze spinki (shRNA)
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Summary-. The ability to inhibit specific gene expression represents a promising idea of terapeutic
strategies to control diseases such as neurodegeneration, autoimmunology disease and cancer. The con-
cept of using RNA molecules as therapeutic agents is based on its crucial biochemical features. In fact,
phenomena of RNAI, at first discovered in plants may be successfully employed to inhibit by siRNA
expression of indicated gene in mammalian cells. Inhibition of gene expression by small interfering RNA
(siRNA) is based on process of silencing gene expression that naturally occurs and is called RNA
interference (RNAI). Although molecular mechanism of RNAI needs clarification, short dsSRNA termed
small interfering RNA seems to be essential for this pathway of gene silencing. siRNA is generated by
cleavage of dsRNA (exogenous or endogenous) by RNase Il like nuclease named in human cells, Dicer.
In the second step siRNA is incorporated into a protein complex called RNA Induced Silencing Complex
(RISC). It seems to be rybonucleoprotein complex with several enzyme activities. In the end, target
mRNA is recognized by siRNA and degraded. There are some approaches to achieve RNAi-based target
gene silencing in mammalian cells. One ofthe most effective method is DNA vector-based strategy for
delivering siRNA complementary to target mMRNA. However, siRNA is double stranded molecule with
3' termini overhangs, hairpin RNA (shRNA) are recognized by Dicer, degraded to siRNA and after that
working in a common way. This is the reason to design of 19-21 nt hairpin RNA encoding oligonucleoti-
des complementary to target mMRNA. After cloning into vectors the hairpin RNA complementary to
target mMRNA will be transcribed under the control of RNA Pol 111 promotor. Many features of described
phenomena such as substrate selectivity, is challenging to employ it as a molecular medicine instrument.
At present, the major obstacle to use siRNA tools for therapies is selection of SiIRNA sequence because
biochemical mechanism of specific gene silencing still remains unclear. Moreover, the delivery problem
should be solved to introduce enough amout of siRNA into target cells in vivo.

Key words Co-suppression, RNA interference (RNAI), Posttranscriptional Gene Silencing (PTGS),
Transcriptional Gene Silencing (TGS), small interfering RNA (siRNA), RNA Induced Silencing Com-
plex (RISC), hairpin RNA (shRNA)

WSTEP

Patogeneza wielu nieuleczalnych choréb, takich jak choroby nowotworowe,
neurodegeneracyjne czy autoimmuologiczne, zwigzana jest z zaburzeniami ekspresji
szeregu genOw. Zaawansowane narzedzia biotechnologii, na przyktad mikromacierze
DNA pozwalajg zidentyfikowac profil ekspresji genéw w stanie patologicznym. Nowe
schematy leczenia wymagaja jednak nie tylko wiedzy o molekularnych podstawach
wymienionych choréb, ale takze narzedzia terapeutycznego pozwalajgcego przywrocic
utracong funkcje genu lub tez zablokowac jego ekspresje.

Od wielu lat trwajg badania zwigzane z hamowaniem ekspresji genéw czynnikow
chorobotwérczych, jak réwniez obnizeniem nadmiernej ekspresji genéw w stanach
patologicznych. Dotychczasowe podejscia polegaty na blokowaniu biosyntezy biatka
na matrycy niepozadanych transkryptéw. Strategie te wykorzystywaty naturalne
wiasciwosci biochemiczne RNA. Oddziatywanie danego mRNA (ni¢ sensowna) z
odpowiadajacym mu komplementarnym RNA (ni¢ antysensowna) lub wigzanie
krotkiego DNA (oligodeoksyrybonukleotydu antysensownego) uniemozliwia synteze
okreslonych biatek. Odkrycie przez Cecha i wsp. [24] czasteczek RNA o aktywnosci
katalitycznej, zwanych rybozymami dato poczatek badaniom nad blokowaniem ekspresji
gendw przez enzymatyczng degradacje mRNA.
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Chociaz trwajg badania kliniczne z wykorzystaniem rybozymoéw obejmujace
pacjentéw zakazonych wirusem HIV i chorych na biataczke, a antysensowne
oligodeoksynuklotydy skierowane przeciwko mRNA kodujgcego kluczowe biatka cyklu
zyciowego CMV zostaty dopuszczone juz na rynek farmaceutyczny, najnowsze wyniki
badan podstawowych zaskakujgco zmieniajg podejscia terapeutyczne [37, 41]. | tak
na przyktad badania Fire i wsp. [11] wykazaty, ze efektywne wyciszenie genu u
Caenorhabditis elegans (C. elegans) mozna uzyska¢ wprowadzajgc zaréwno
antysensowne, jak i sensowne RNA do danego mRNA, a takze ich mieszanine. Wyniki
badan Jorgensena [34] wykonane na roslinach jeszcze w 1990 roku, polegajace na
wprowadzeniu dodatkowej kopii genu zwanej transgenem, takze nasuwaty przy-
puszczenie, ze dwuniciowy odcinek RNA (dsRNA) o zdefiniowanej sekwencji moze
zablokowac ekspresje danego genu. W efekcie wprowadzenia dodatkowej kopii genu
odpowiedzialnego za barwe kwiatéw petunii, otrzymano kwiaty bezbarwne zamiast
kwiatéw o intensywniejszym kolorze. Zaobserwowane zahamowanie ekspresji
endogennej kopii genu przez wprowadzony transgen nazwano kosupresjg [34]. Zjawiska
podobne do kosupresji u ro$lin, odkryto takze u zaby Xenopus laevis [49], muszKi
Drosophila melanogaster (D. melanogaster) [16], nicienia C. elegans [11], a takze u
ssakow [10], Ich mechanizm przypomina odpowiedz antywirusowa roslin, w ramach
ktérej rowniez nastepuje degradacja RNA powstajgcego na matrycy RNA wirusowego
[12]. Wkrétce okazato sie, ze mimo znacznych réznic miedzygatunkowych zjawiska
te mogg mieé takie samo podtoze molekularne [10, 12, 14, 15]. We wszystkich
przypadkach dochodzi do syntezy dsRNA, ktéry petni kluczowa role w procesie
interferencji RNA [11].

Wyciszenie ekspresji genu nie wymaga integracji transgenu wprowadzonego do
genomu. Moze byé spowodowane przez pojedynczag kopie genu lub obecnosc
transpozonéw w obrebie genomu, ktére stajg sie matryca do syntezy dsRNA
odpowiadajgcych genowi, ktérego ekspresja zostanie zablokowana. U C. elegans
zjawisko blokowania ekspresji genéw mozna wywotaé podajac dwuniciowy RNA wraz
z pozywieniem lub przez iniekcje bezposrednio do gonad. Zablokowanie ekspresji genu
w pojedynczej komarce roslinnej lub zwierzecej (C. elegans} prowadzi do zmiany
fenotypu innych komorek w obrebie tego samego organizmu, ktdra jest dziedziczona
przez jej potomstwo [11, 15].

MOLEKULARNE POSTAWY PROCESU WYCISZANIA
EKSPRESJI GENOW W DRODZE INTERFERENCJI RNA
W KOMORKACH SSAKOW

Zaréwno biochemiczne, jak i genetyczne badania potwierdzity istnienie wspélnych
elementéow enzymatycznych interferencji RNA u wszystkich organizméw euka-
riotycznych. W szczegdtach jednak proces wyciszania ekspresji gen6w u roélin i zwierzat
przebiega inaczej. U roslin mamy do.czynienia zaréwno z hamowaniem ekspresji genow
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zaleznym od RNA na etapie transkrypcji (TGS, ang. Transcriptional Gene Silencing),
jak réwniez z posttranskrypcyjnym wyciszeniem ekspresji genéw (PTGS, ang. Post-
Transcriptional Gene Silencing). W istocie jednak obecnos$¢ dwuniciowych, 25-
nukleotydowych RNA o sekwencji odpowiadajgcej danemu mRNA roslinnemu,
wykazana po raz pierwszy przez Hamiltona i Baulcomba, uruchamia szereg proceséw
prowadzacych do zmiany ekspresji genu na obu poziomach. W przypadku zwierzat,
gdzie proces hamowania ekspresji genéw zalezny od dsRNA jest mniej poznany,
mowimy ogolnie o zjawisku RNAI (ang. RNA interference), czyli interferencji zaleznej
od RNA. Podobnie jak u roslin kluczowym elementem tego procesu sgoligonukleotydy,
okreslane jako mate interferujagce RNA (siRNA ang. small interfering RNA),
nieznacznie rézniace sie dtugoscigw zaleznosci od gatunku [46].

Badanie prostych, modelowych organizméw zwierzecych, takich jak nicien czy
muszka owocowa, pozwolity okresli¢ molekularne podstawy procesu interferencji RNA.
Wyniki badan poréwnawczych, takich jak analiza homologii gendw i badanie funkcji
kodowanych przez nie biatek, prowadzg do wyjasnienie podstaw molekularnych procesu
wyciszania ekspresji genéw zachodzgcego rowniez w komérkach ssakéw. W dalszej
czesci artykutu zostanie przedstawiony przebieg procesu interferencji RNA zachodzacy
w komdrkach organizméw modelowych z odniesieniami do komérek ludzkich, gdzie
proces ten jest niewatpliwie mniej poznany.

Obecnos¢ ufosforylowanych na 5 koncu matych, dwuniciowych RNA w
ekstraktach komérkowych D. melanogaster, w ktérych doszto do inhibicji ekspresji
genow zaleznej od RNA, sugerowata udzial w tym procesie enzymu o aktywosci
rybonukleazy z rodziny RNazy Il [1]. Homologi genu RNazy Il znaleziono u
Arabidopsis thaliana (A. thaliana) i nazwano go czynnikiem Carpel (CAF - carpel
factory, DCL-1 dicer-like 1), a takze u C. elegans i Schizosaccharomyces pombe
(S. pombe), gdzie zostat opisany jako dcr-1. Enzym biorgcy udziat w procesie RNAI,
u muszki owocowej, myszy i ludzi zwany Dicer, stanowi odrebng klase nukleaz
charakteryzujaca sie okreslong budowa. Ma dwie domeny o aktywnosci Rnazy Il i
dodatkowe domeny funkcjonalne: wigzaca dsRNA, helikazowa i domene PAZ
odpowiedzialngza interakcje z innymi biatkami. Jego kluczowa rola w procesie RNAI
polega na degradacji dwuniciowych, liniowych fragmentéw RNA do siRNA [46]. U
ssakOw reakcja ta nie wymaga obecnosci ATP, cho¢jego hydroliza warunkuje uwolnienie
siRNA z miejsca katalitycznego enzymu i umozliwia kolejng reakcje [48]. W przypadku
ssakéw enzym ten bierze réwniez udziat w dojrzewaniu RNA o strukturze typu spinki
(shRNA, ang. short hairpin RNA) tnac ich prekursory [8, 18, 25]. Mimo zachowanej
w ewolucji domenowej budowy enzymu Dicer, réznice pomiedzy poszczeg6lnymi
podjednostkami prowadzg do specyficznej gatunkowo dtugosci produktow degradacji
dsRNA wahajacej sie od 21 do 25 par zasad [10, 11, 15]. Dalsze badania nad
mechanizmem molekularnym procesu interferencji RNA wykazaty kolokalizacje matych
interferujgcych RNA z kompleksem biatek o ztozonej aktywnosci enzymatycznej
zwanym RISC (ang. RNA Induced Silencing Complex). Kompleks RISC wykazuje
aktywnos¢ zaréwno helikazy, jak i endo- oraz egzonukleazy. Aktywacja enzymu
wymaga dysocjacji dwuniciowych siRNA w procesie zaleznym od ATP. Jednoniciowy,
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antysensowny siRNA zlokalizowany w obrebie R1SC rozpoznaje komplementarne
sekwencje mRNA [31]. Dochodzi nastepnie do endonukleolitycznej hydrolizy mRNA
w miejscu, ktére wyznacza ufosforylowany koniec 5’ nici antysensownej siRNA.
Ciecie nastepuje w potowie dupleksow mMRNA/siRNA, a dalsza degradacja ma juz
charakter egzonukleolityczny [5, 6, 15, 30].

Udane préby oczyszczania aktywnego kompleksu RISC z cytoplazmatycznych
ekstraktow komérek Hela sugerujg jego lokalizacje na terenie cytoplazmy [31].
Zidentyfikowano réwniez szereg biatek wchodzacych w sktad kompleksu, ktérego mase
in vivo oszacowano na kilkaset kDa. Wazne wydajg sie by¢ biatka z rodziny Argonuate
(elF2ClI oraz elF2C2), biatka wigzace dsRNA, jak réwniez szereg biatek o aktywnosci
helikaz i nukleaz. Wiadomo ze biatka Argonuate zawierajg domene PAZ/Piwi, ktora
bierze udziat w wigzaniu RNazy Dicer [17]. Nie wiadomo jednak, jakie jest znaczenie
tej interakcji w procesie interferencji RNA.

Jak juz wspomniano, w komérkach ludzkich hamowanie ekspresji genéw zalezne
od RNAIi wydaje sie by¢ ograniczone do cytoplazmy [31, 47]. Zaréwno enzym
Dicer, jak ludzkie homologi biatek z rodziny Argonuate sag biatkami
cytoplazmatycznymi, chociaz elementy skitadowe ludzkiego kompleksu
enzymatycznego RISC, takie jak biatka Gemin3 i Gemin4, wystepujg dodatkowo w
jadrze komoérkowym [33]. Nasuwa to przypuszczenie, ze proces interferencji RNA
moze wptywac takze na etap translacji. Jak sie okazuje, biatko elF2C (biatko z
rodziny Argonuate) wchodzi réwniez w skiad ztozonego kompleksu
rybonukleinoproteinowego (kompleks RNP) regulujgcego metabolizm RNA w
komoérce [24], W kompleksie tym odnajdywane sg tez mate przejsciowe czasteczki
RNA (ang. stRNA, smali temporary RNA), opisane u C. elegans jako lin-4 i let-
7 nalezace do odrebnej klasy RNA, tzw. microRNA, regulujace ekspresje genéw
na poziomie translacji. Proces ten nie wymaga petnej homologii sekwencji microRNA
z mMRNA docelowym i nie ma charakteru reakcji enzymatycznej. Wiadomo, ze
microRNA wraz z biatkami Argonuate zaangazowane sa w regulacje proceséw
rozwoju i réznicowania, ale takze w posrednie etapy hamowania ekspresji genéw w
drodze interferencji RNA [18, 25]. Mutanty w genach kodujacych lin-4 i let-7 sg
niezdolne do hamowania ekspresji genéw w drodze zaleznej od RNA i wykazuja
wady rozwojowe. Biorgc pod uwage wspomniany juz udziat enzymu Dicer w obrébce
substratu microRNA o strukturze spinki, mozna przypuszcza¢, ze istnieje w komorce
kompleks rybonukleinoproteinowy zawierajgcy miRNA (miRNP) odpowiadajgcy
RISC zaangazowany zaréwno w RNAI, jak i hamowanie ekspresji genéw na poziomie
translacji. Lokalizacja wewnatrzkomorkowa miRNP nie jest jeszcze poznana [18,
25], Jak sie wydaje, réwniez w przypadku komoérek ssakow, mamy do czynienia z
przenikaniem sie elementdéw transkrypcyjnego i posttranskrypcyjnego poziomu
opisywanego procesu. Zmiany spowodowane przez siRNA dotycza nie tylko danego
mRNA, ale takze poziomu metylacji DNA i struktury chromatyny w rejonach
normalnie nieulegajgcych ekspresji, takich jak transpozony i transgeny. Bezposrednia
metylacja genomowego DNA, zalezna od sekwencji dsRNA wymaga tworzenia
kompleksow RNA-DNA o okreslonej strukturze drugorzedowej, ktére oddziatujg z
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metylotransferazg DNA. Metylacja DNA odpowiadajgcego danemu dsRNA moze
by¢ istotg nie tylko mechanizmu hamowania ekspresji elementéw regulatorowych
genodw, ale takze takich kluczowych zjawisk jak imprinting genomowy czy inaktywacja
chromosomu X u ssakow [42].

siRNA JAKO NARZEDZIE DO BLOKOWANIA EKSPRESJI
GENOW W KOMORKACH SSAKOW

Zjawisko RNAI odgrywa role w kluczowych dla komérki procesach, takich jak
regulacja ekspresji genéw oraz stabilizacja genomu przez wyciszanie transpozondéw i
uniemozliwianie ich rekombinacji. Jak sie okazato, mutacje sktadnikéw komplekséw
eznzymatycznych RNAIi korelujg z zaburzeniami embriogenezy i organogenezy
organizmoéw roslinnych i zwierzecych oraz rekombinacjg zalezng od transpozondw.
Na przykiad mutacja w genach kodujgcych biatka z rodziny Argonuate, takich jak:
Piwi, dAgol czy Ago2, objawia sie u Drosophila zaburzeniami funkcji gonad i rozwoju
ukiadu nerwowego. Mutacje w genach kodujgcych helikazy, niezbedne do
rozdysocjowania podwaojnej nici SiRNA, prowadza do wzmozonej rekombinacji, gdyz
uniemozliwiajgwyciszenie ekspresji transpozondéw w drodze RNAI [42,43]. Niezaleznie
od jego biologicznej funkcji, zjawisko interferencji RNA moze by¢ wykorzystane do
zmiany ekspresji gendw zaréwno u roslin, jak i u zwierzat. Najwieksze nadzieje wzbudza
mozliwos¢ efektywnego hamowania ekspresji gendw ludzkich. Teoretycznie mozna by
to osiggna¢ podajac z zewnatrz dsRNA o sekwencji komplementarnej do mRNA
bedacego substratem kompleksu RISC [14], Okazato sie jednak, ze u ssakow dsRNA
dtuzszy niz 30 nukleotyddéw wywotuje niespecyficzng degradacje mRNA w ramach
odpowiedzi antywirusowej zaleznej od interferonu. Problem ten mozna rozwigzac
wprowadzajgc do komoérki syntetyzowane chemicznie lub uzyskane w reakcji
transkrypcji in vitro krétkie RNA, odpowiadajace siRNA [9, 10, 45], Mozliwa jest
réwniez synteza siRNA na matrycy wektora pod kontrolg promotora U6 lub Hl RNA
polimerazy Il (Pol I11) [39, 42]. Tworzenie takiego konstruktu moze opierac¢ sie na
technice PCR lub tradycyjnym klonowaniu [4,13]. Polimeraza 1l naturalnie wystepujaca
w komoérce syntetyzuje mate, niekodujace RNA, niemodyfikowane na 3' i 5’ koficu.
Poczatek transkrypcji jest scisle zdefiniowany, a koniec transkrypcji wyznacza ciag
tymidyn. Dzieki temu mozliwe jest klonowanie sekwencji DNA kodujacej RNA, ktérej
ekspresja prowadzi do syntezy odpowiednikéw siRNA powstajacych in vivo. Ni¢
sensowna i antysensowna krétkich RNA moze by¢ klonowana w oddzielnych
wektorach lub jako sekwencje tandemowe w tym samym wektorze [39, 40].
Zaprojektowane oligonukleotydy mogg mie¢ rOwniez charakter palindroméw
rozdzielonych petlag. Sekwencje te tworzg struktury typu spinki (shRNA), ktére
rozpoznawane sgprzez enzym Dicer i degradowane do siRNA [27, 34],

Klonowanie siRNA na matrycy o charakterze palindromu jest bardziej efektywne
niz synteza kazdej nici siRNA z dwdch odrebnych promotoréw, poniewaz wymaga
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ona dodatkowo hybrydyzacji pojedynczych nici in vivo. Wektory do klonowania siRNA
oferowane przez firmy biotechnologiczne zawierajg szereg modyfikacji, takich jak
markery selekcyjne i regulowane promotory. Daje to mozliwos¢ stabilnej transfekcji
danej linii komérkowej, jak rowniez badanie efektu wyciszenia w uktadzie indukowalnym
[28]. Blokowanie ekspresji okreslonych genéw wymaga wyboru sekwencji docelowej
dla matych interferujacych RNA w obrebie mRNA, ktére ma ulec degradacji.
Podstawowym warunkiem jest brak homologd wybranej sekwencji z sekwencja
kodujgca inne biatka niz docelowe. Wcigz jeszcze niewiele wiadomo na temat
szczegotow kluczowego etapu RNAI, dlatego projektowanie sekwencji siRNA ma
charakter empiryczny. Na podstawie znajomosci sekwencji funkcjonalnych siRNA
probuje sie skorelowac efektywnos¢ wyciszenia ekspresji danego genu z parametrami
biochemicznymi i termodynamicznymi sekwencji mMRNA komplementarnych do siRNA.
Istotne dla tzw. ,,dostepnosci” danego rejonu mRNA dla siRNA wydaje sie tworzenie
lokalnych struktur Il-rzedowych w obrebie wyciszanego mRNA, a takze udziat biatek
wigzacych mRNA [22]. Mimo trwajacych analiz teoretycznych do wyboru optymalnych
siRNA wcigz stosuje sie testy przesiewowe polegajace np. na klonowaniu matych
interferencyjnych RNA metoda PCR. Reakcja ta przebiega dwuetapowo z wykorzystaniem
czterech stosunkowo krétkich starteréw, co ogranicza liczbe powstajagcych mutacji.
Powstaty produkt nadaje sie bezposrednio do transfekcji, a sklonowanie wybranej
sekwencji sSiRNA umozliwia wprowadzone uprzednio miejsce restrykcyjne [ 13,34], Dzigki
sklonowaniu ludzkiego rekombinowanego biatka Dicer mozliwe jest takze uzyskiwanie
siRNA in vitro po dostarczeniu badanym komdérkom oligorybonukleotydu
komplementarnego do mRNA, ktére ma ulec degradacji. Przy takim podej$ciu nie ma
koniecznosci wyboru scisle okreslonej sekwencji docelowej dla siRNA. Nie daje ona
jednak mozliwosci weryfikacji sekwencji powstajacych siRNA [21].

MALE INTERFERENCYJNE RNA
JAKO CZYNNIKI TERAPEUTYCZNE

Uzywajac wektorow kodujgcych sekwencje siRNA lub shRNA zahamowano
ekspresje genéw kodujacych zaréwno biatka strukturalne, takie jak: laminina A/C,
beta-tubulina, biatka wigzgce aktyne, jak i regulatorowe cdk2, koreceptory CD4 i
CDS8, jak rowniez na przyktad biatka wirusa HIV i HBV, niezbedne do ich replikacji
[19,20,26, 36,44], Dostarczane przez firmy biotechnologiczne wektory umozliwiajg
indukcje genéw kodujacych zaprojektowang sekwencje siRNA w Scisle okreslonych
warunkach laboratoryjnych, jak i badanie efektu fenotypowego hamowania ekspresji
danego genu w liniach komérkowych stabilnie transfekowanych [3, 28]. Dostepne
systemy wprowadzania siRNA do komoérek (transfekcja, elektroporacja, wektory
pochodzenia wirusowego) umozliwiajg badanie efektu hamowania ekspresji genéw w
komoérkach o réznym pochodzeniu zaréwno ustalonych liniach komérkowych
fibroblastow i limfocytéw T, jak réwniez liniach pochodzacych z komoérek nowo-
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TABELA | Sposoby syntezy matych interferencyjnych RN A.(na postawie www.ambion.com)

Wymagane

Wybér sekwencji
docelowej dla
SIRNA

Czas syntezy

Mozliwo$é
znakowania i
modyfika-
cji powsta-
tych siRNA

Wydajnosé
transfekcji

Mozliwos¢ sele-
kcji transfeko-
wanych
komoérek

Charakter
badanego efektu

Mozliwos¢
zmiany skali
syntezy

Relatywne koszty

Synteza Trans-
chemiczna krypcja

Z« Vitro
(2) 21 nt (2) 29 nt
oligonukle- oligonukle-
otydy RNA otydy DNA
konieczny konieczny
4 dni - 24 godz.
2 tygodnie
tak tak
dobra dobra
nie nie
przejs- przejsciowy
ciowy
istnieje ograniczona
wysokie Srednie

Ciecie dsRNA
przez RNAaze
"

200-800 nt
matryca DNA

niekonieczny

1 dziefh +
synteza oligo-
nukleotydow

tak

dobra

nie

przejsciowy

ograniczona

niskie

Synteza siRNA pod kontrolg
promotora polimerazy RN A

sklonowanych
sekwencji
SiRNA

(2) 55-60 nt
oligonukleotydy
DNA

konieczny

5 dni +
synteza oligo-
nukleotydow

nie

wystarczajaca

tak

trwaty (przy

zastosowaniu
selekcji)

istnieje

Srednie

na podstawie
kasety PCR
kodujacej
siRNA

(2) 50 nt
oligonuk-
leotydy DNA

konieczny

6 godz.+
synteza
oligonukle-
otydow

nie

wystarczajaca

nie

przejsciowy

ograniczona

$rednie

tworowych oraz w pierwotnych neuronach [23, 36]. Wiele cech opisanego zjawiska
RNAI, takich jak udziat w szlakach biochemicznych naturalnie wystepujacych w
komorce czy tez specyficznos¢ substratowa, wzbudza duze nadzieje na wykorzystanie
go nie tylko do badan podstawowych. Jednoczes$nie jednak wiasciwosci te wyznaczajg
ograniczenia stosowania tej metody; w terapii-choréb. Badania specyficznosci
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substratowej matych interferujgcych RNA wykazaly, ze réznica pojedynczego
nukleotydu w zaprojektowanej sekwencji skierowanej przeciw danemu mRNA moze
znosi¢ zjawisko blokowania ekspresji danego genu oraz wptywaé na poziom jego
wyciszenia [28, 29, 35, 44]. Stwarza to nadzieje na uzycie tej metody do leczenia
choréb zwigzanych z mutacjajednego allelu danego genu [29, 31], Z drugiej strony
utrudnia to wybor sekwencji SiRNA skierowanych na transkrypty kodowane przez
rejony DNA ulegajace czestym mutacjom. Dla przykiadu w terapii chordb wirusowych
uzasadnione wydaje sie stosowanie mieszaniny réznych siRNA. Jednocze$nie wykazano,
ze selektywnos¢ procesu zalezy od ilosci uzytego siRNA. Nadmiar matych
interferencyjnych czasteczek RNA powoduje indukcje szeregu genéw zwigzanych z
odpowiedzig komérki na stres [7, 38]. Ostatnie badania za pomocg mikromacierzy
DNA wykazaty, ze zahamowanie ekspresji danego genu w komorce przy uzyciu
zoptymalizowanej siRNA nie zmienia profilu ekspresji pozostatych genéw [7, 13,38].
Bioragc jednak pod uwage naturalng role tego procesu w stabilizacji genomu i regulacji
ekspresji genéw trudno przewidzie¢, jakie moga by¢ jego konsekwencje dla
funkcjonowania poddawanych mu komorek. Ostatnie doniesienia poddajg w watpliwosé
wyniki wczesniejszych badan dotyczacych niespecyficznej odpowiedzi komorki na mate
interferujace RNA powstajace na matrycy plazmidéw [2]. By¢ moze brak reakcji
zaleznej od interferonu po wprowadzeniu do komérek plazmidéw kodujacych siRNA
wynikat z defektu tej drogi w liniach komérkowych poddawanych eksperymentom.

Przede wszystkim jednak, aby opisywane zjawisko znalazto zastosowanie w
medycynie musi zosta¢ do korica wyjasniony mechanizm biochemiczny degradacji RNA
zaleznej od RNAI, ktérego zrozumienie pozwoli dokonywac jednoznacznego wyboru
sekwencji docelowych dla siRNA. Kolejnym problemem, ktéry wymaga rozwigzania,
jest niedoskonatos$¢ dotychczas opracowanych metod dostarczenia siRNA do komérek
w uktadzie in vivo.
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WIRUSOWE STRATEGIE W TERAPII GENOWEJ
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM
WEKTOROW KONSTRUOWANYCH Z WIRUSOW

ZWIAZANYCH Z ADENOWIRUSAMI (AAV)

VIRAL DELIVERY SYSTEMS IN GENE THERAPY
AND ADENO-ASSOCIATED VIRAL (AAV) VECTORS

Maciej MALECKI

Zaktad Biologii Komorki, Centrum Onkologii-Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie,
Warszawa

Streszczenie.Terapia genowa moze by¢ wykorzystana w leczeniu wielu choréb - nowotworéw, AIDS
czy zaburzen sercowo-naczyniowych. Jej ograniczone aplikacje kliniczne wynikajg przede wszystkim
z trudnosci zwigzanych z wprowadzaniem genéw do tkanek i uzyskaniem w nich efektywnej ekspresji.
Jak dotad wigkszo$¢ protokotdw terapii genowej wykorzystuje system wirusowy. Coraz czesciej rozpa-
truje sie mozliwos¢ zastosowania wektoréw konstruowanych z wiruséw zwigzanych z adenowirusami
(adeno-associated virus, AAV). Wektory AAV wydajnie infekujg komorki dzielace sie, jak i niedzielace
sie, integrujg do genomu gospodarza. Szereg prac eksperymentalnych wskazuje, iz wektory AAV moga
by¢ pomocne w transferze terapeutycznych genéw do komoérek miesni, watroby, do neuronéw czy
guzéw nowotworowych.

Stowa kluczowe: wektory wirusowe, terapia genowa.

Summary: Gene therapy has been proposed for the treatment of various diseases including cancer,
AIDS, cardiovascular disfunctions. Nevertheless most of gene therapy approaches suffer from very
weak efficiency of gene delivery and poor gene expression. To date, viral delivery methods are charac-
terized by the highest transfection rates in vivo. Adeno-associated viral system is very promising new
strategy in gene therapy applications for many reasons: AAV vectors seem to be safer than popular
adenoviruses and retroviruses, they infect both dividing and non-dividing cells of broad host range and
AAYV vectors also permit stable and efficient integration of DNA into host genome. Many gene therapy
experiments have used AAV delivery system with significant success. The promising outcomes have
observed in vitro and in vivo studies. The results demonstrate that AAV vectors can efficiently transfer
therapeutic genes to a number of different cell types — muscle, liver, neurons, cancer.

Key words: viral vectors, gene therapy.
*Stypendysta Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej 2002 i 2003.
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TERAPIA GENOWA

Terapia genowa podobnie jak chemioterapia, chirurgia czy radioterapia stuzy leczeniu
chorob. Choc jest to strategia nowa i nie w petni udokumentowana klinicznie, to budzi
olbrzymie zainteresowanie naukowcow i klinicystow, choc¢by z tego wzgledu, iz niesie
pomoc pacjentom w sytuacjach, w ktérych zadna z wymienionych standardowych
metod leczenia nie jest juz skuteczna [24, 26, 36], Z zatozenia terapia genowa miata
by¢ metoda leczenia choréb bezposrednio uwarunkowanych genetycznie, np.
wrodzonych wad metabolicznych. Bardzo szybko jednak podjeto szereg badan nad jej
wykorzystaniem w innych schorzeniach. W chwili obecnej zdecydowanie najwiecej
badan dotyczy chordb nowotworowych i AIDS, w dalszej kolejnosci sg choroby
infekcyjne i naczyniowo-sercowe, wady metaboliczne i choroby neurologiczne [ 13,40],
Ciagtym ograniczeniem préb klinicznych sa trudnosci z uzyskaniem wysokiej i
regulowalnej ekspresji terapeutycznych gendéw oraz problemy zwigzane z efektywnym
wprowadzeniem gendw w tkanki czy narzady docelowe. Jak dotad liczba wszystkich,
klinicznych protokotow terapii genowej na Swiecie przekracza juz 500 [40]. Warunki,
jakie musi spetnia¢ protokot terapii genowej dopuszczony do kliniki, to miedzy innymi:
1) standardowe metody leczenia sg mato skuteczne lub nie przynoszg zadnego efektu

terapeutycznego;

2) laboratoryjne badania in vitro i in vivo niezaprzeczalnie wskazuja na celowos¢
przeprowadzania préb terapii genowej;

3) wykorzystywany preparat genowy jest srodkiem leczniczym o czystosci farmako-
pealnej;

4) gen terapeutyczny moze by¢ skutecznie wprowadzony w oczekiwane miejsce ustroju;

5) potencjalne efekty uboczne sg przewidywalne i akceptowalne;

6) brak racjonalnych przestanek, iz wprowadzenie obcego DNA spowoduje niepoza-
dane zmiany w ustroju;

7) skutecznos$¢ zastosowanej strategii mozna oceni¢ dostepnymi badaniami w sposéb
obiektywny;

8) korzystna jest mozliwos¢ regulacji ekspresji wprowadzanego genu;

9) koszt wytworzenia preparatu genowego nie jest wysoki.

STRATEGIE TRANSFERU GENOW

Jak podkreslajeden z pionier6w terapii genowej — Anderson [1], na obecnym poziomie
rozwoju inzynierii genetycznej i medycyny mozemy wyroznié trzy zasadnicze systemy
transferu genow:

1. Metoda ex vivo — pobrane od pacjenta komorki (najczesciej komorki krwi)
poddaje sie manipulacjom genetycznym w warunkach in vitro. Drogg bezpo-
$redniej transfekcji wprowadzany jest do nich terapeutyczny gen. Transfekowa-
ne komorki sg namnazane, sprawdzane w kierunku ekspresji wprowadzonego
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genu, po czym wszczepiane sg z powrotem do organizmu pacjenta [39],

2. Metoda bezposredniego wprowadzenia terapeutycznego genu do okreslo-
nej tkanki, narzadu pacjenta np. do niedokrwionego miesnia sercowego, do guza
nowotworowego [20].

3. Metoda systemowego podania preparatu genowego — podany donaczyniowo
terapeutyczny gen osiaga wybrang tkanke, narzad, w ktdrych ulega ekspresji [43].
We wszystkich wymienionych strategiach transferu genu niezbedne sa nos$niki genow.

Generalnie wyrdznia sie nosniki o charakterze fizyczno-chemicznym oraz biologicznym

[11, 12], Metody fizyczno-chemiczne wykorzystujg gtdwnie zjawisko, iz DNA jest

substancja chemiczng o charakterze polarnym, ktéra mozna kompleksowaé z

substancjami utatwiajacymi wnikanie genéw do komérek np. z lipidami kationowymi

czy polarnymi oligopeptydami. Do tych metod zalicza sie réwniez bezposrednig iniekcje

DNA, elektroporacjeDNA in vivo [11, 12] oraz wstrzeliwanie gendw [16]. Wiekszos¢

jednak protokotéw terapii genowej wykorzystuje transfer genéw oparty na metodach

biologicznych, tj. wykorzystaniu wirusow.

NOSNIKI WIRUSOWE

Na potrzeby terapii genowej wykorzystywane sg zarowno wirusy DNA, jak i RNA.
Badania prowadzone sg przede wszystkim na wirusach z rodziny Retroviridae (SSRNA)
oraz Adenoviridae (dsDNA), czyli na wektorach retrowirusowych i adenowirusowych
[ 13,40]. W tym miejscu warto podkresli¢, iz z zatozenia wszystkie wektory wirusowe
musza by¢ pozbawione wlasnosci patogennych. Wirulentno$¢ wirusowych wektorow
sprowadza sie tylko do jednorazowej infekcji komérek docelowych i prowadzi do
przekazania przede wszystkim genow terapeutycznych, przy czym materiat genetyczny
wiasciwy tylko wirusowi jest tak zmieniony i zredukowany, iz przy jego uzyciu czastka
wirusowa nie moze by¢ powtdrnie odtworzona i dalej amplifikowana.

a) Wektory retrowirusowe. Retrowirusy nalezg do rodziny Retroviridae, w ktorej
wyrdznia sie trzy podrodziny: Oncovirinae (np. human T-cell leucemia virus,
HTLV), Lentivirinae (np. human immunodeficiency virus, HIV) oraz Spumauviri-
nae (np. wirus pienisty ludzi). Retrovirusy maja wielkos¢ ok. 90 nm oraz zawierajg
otoczke lipidowa, a ich materiatem genetycznym jest dimer Unijnego, jednonicio-
wego RNA. Przenoszone sg gtéwnie bezposrednio przez krew oraz drogg ptciowa.
Wywotujg one chtoniaki, biataczki, AIDS. Charakteryzujgc wektory retrowiruso-
we nalezy pamiegtac, iz miano otrzymywanego wirusa w tym systemie jest stosun-
kowo niskie, a czastki wirusowe nie sg zdolne do efektywnego infekowania komo-
rek niedzielgcych. W zainfekowanych komorkach retrowirusy integrujg z materia-
tem genetycznym gospodarza. Wykorzystanie kliniczne rekombinacyjnych retrowi-
rusow (wielko$¢ ligowanego insertu okoto 10 kpz) wiaze sie z ryzykiem pojawienia
sie w infekowanych komoérkach efektéw niepozadanych gtéwnie zwigzanych z
mozliwoscigwystapienia mutagenezy insercyjnej, ktéra moze doprowadzié¢ do trans-
formacji nowotworowej [7,25].
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b) Wektory adenowirusowe. Adenowirusy (Ad) naleza do rodziny Adenoviridae.
Sato wirusy o symetrii ikozahedralnej, bez otoczki lipidowej, wielkosci ok. 80 nm.
Przenoszone sg gtownie droga kropelkowa i fekalno-oralng. U cztowieka odpowie-
dzialne sa gtéwnie za zapalenia dr6g oddechowych, spojowek, rogéwki. Ich genom
to podwdéjnoniciowy, linijny DNA, wielkosci ok. 36 kpz. Ad wigzasie z komorkami
przez receptory CAR (ang. Coxackie and Ad receptor) [15] oraz integryny [35].
W rozpoznawaniu receptorow komoérkowych biora udziat gtéwnie wirusowe biatko
ptaszczowe p 182 oraz motywy RGD na pentanach wirusa. Rekombinowane ade-
nowirusy infekujg zarobwno komaérki dzielgce sie, jak i niedzielace sie, przy czym
nie integrujg z materiatem genetycznym gospodarza. Z wektorami Ad wigze sie
do$¢ duze niebezpieczenstwo klinicznych powik#an gtéwnie zwigzane z ich wysoka
immunogennoscia [22]. Gtéwne cechy wektoréw Ad zawarto w tabeli 1.

Oprocz adenowiruséw i retrowiruséw coraz wieksza uwage zwraca sie na wektory
konstruowane z wirusOw towarzyszacych adenowirusom (tab. 1) (ang. adeno-
associated viruses, AAV, Parvoviridae), jak rOwniez duze zainteresowanie budza
wektory lentiwirusowe (Retroviridae) oraz wektory konstruowane przy wykorzystaniu
genomu wirusa opryszczki pospolitej (ang. herpes simplex wirus, HSV, Herpesviridae)
[8]. Wektory lentiwirusowe odznaczajg sie niskg immunogennoscig, a wydajnie infekuja
zaréwno komorki dzielgce, jak i niedzielgce sie [29], Wysoki poziom transdukcji i
replikacji cechuje réwniez wektory wirusowe wywodzgce sie z wiruséw SFV (ang.
Semliki Forest virus). Wirusy te bardzo skutecznie transdukujg szeroki zakres komarek
ssaczych, ptasich, ptazich i owadzich [23].

Wirusowe strategie transferu genéw to réwniez hybrydowe wektory wirusowe.
Wykorzystywane sgnp. hybrydy AAV i HSV [14] albo np. HSV/EBYV [36] czy HSV/
EBV/Retro [34]. Ztgczenie np. AAV z HSV-1 powoduje, iz powstata hybryda nie
tylko moze wprowadzac¢ swoj materiat genetyczny w okreslone miejsce DNA gospodarza
(chromosom 19) oraz moze warunkowac stabilng ekspresje wprowadzanego genu (cechy
oferowane przez AAV), ale réwniez ma cechy wektora HSV, np. wielko$¢ ligowanego
fragmentu w hybrydzie jest znacznie wieksza niz dlaAAV (tab. 1) [21].

WIRUSY ZWIAZANE Z ADENOWIRUSAMI (AAV)

Wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV) nalezg do rodziny Parvoviridae. Sg to
mate (Srednica: 20-25 nm), pozbawione lipidowej otoczki czgstki o symetrii
ikozahedralnej. Zaliczane sgone do wiruséw defektywnych - niezawierajgcych kompletu
genow niezbednych do replikacji, stad wymagajg obecnosci wiruséw pomocniczych,
w tym przypadku adenowiruséw. Wykazano, iz AAV sa relatywnie oporne na wiele
czynnikoéw natury fizycznej, wigczajac opornosé na ciepto, niskie pH, niektore detergenty
i rozpuszczalniki [21, 30]. Przyjmuje sie, iz okoto 70% populacji ludzkiej jest
seropozytywna pod wzgledem AAV i nie jest to zjawisko zalezne od szerokosci
geograficznej. Przyjmuje sie, iz do zakazenia dochodzi w okresie dziecinstwa, a po 30
roku zycia czesto obserwuje sie reaktywacije wirusa [10]. Wskazuje sie rowniez, iz
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TABELA ! . Poréwnanie wektoréw wiruséw zwiazanych z adenowirusami (AAV) z wektorami
adenowiruséw (Ad): kpz - kilo par zasad; vp - czastka wirusowa

Parametr AAV Ad
Wielkos$¢ ligowanego insertu ok. 4-5 kpz ok. 8,5 kpz
Integracja z genomem gospodarza  integruje, powinowactwo do nie integruje, aktywnos¢
chromosomu 19 episomalna
Ekspresja in vivo dtugotrwata,stabilna krétkotrwata,niestabilna
Wydajnos¢ transdukcji wysoka wysoka
Infekcja komorki dzielace sie komorki dzielace sie
i niedzielgce sig; i niedzielace sie
Bezpieczenstwo nieimmunogennc, niepatogenne,  wysoka immunogenno$¢, niska
niska toksyczno$¢ patogennos$¢
Otrzymywane miano wirusa okoto 10"—1012 vp/ml okoto 1083 vp/ml

Wwyzszg seropozytywnos$¢ na AAV wykazujg bardzo czesto kobiety w cigzy [10]. U
naczelnych zidentyfikowano 6 serotypow AAV rdéznigcych sie przede wszystkim
informacjg genetyczng dotyczaca budowy kapsydu. Jak do tej pory nie wykazano
swoistych i wyraznych oznak patogennosci AAV, cho¢ istniejg doniesienia wskazujace,
iz AAV moga by¢ zwigzane z zaburzeniem ptodnosci u mezczyzn [9,31]. Badania np.
Rohde et al. [31] wykazaty, iz AAV wystepowaty u 30% z badanych, nieptodnych
mezczyzn, przy czym w grupie kontrolnej, zdrowych os6b nie stwierdzono
wystepowania AAV.

GENOM AAV

Materiatem genetycznym wiruséw zwigzanych z adenowirusami jest pojedyncza,
4680 nt czasteczkajednoniciowego DNA (ssDNA). Korice ssDNA ograniczaja 145 nt
sekwencje ITR (ang. internal terminal repeats). Kazda z nich jest budowana przez
dwie kroétkie sekwencje palindromowe ograniczone przez diuga sekwencje
palindromowa. Przestrzennie ITR maja strukture spinki od wtoséw (ang. T-shaped
hairpin), determinujaca starterowg aktywnos¢ replikacyjng. ITR sa niezbedne do
replikacji, pakowania oraz integracji AAV [21,23]. W genomie AAV (ryc. 1) wyrdznia
sie dwie otwarte ramki odczytu (ang. open reading frames, ORFs) zwigzane z
kodowaniem biatek niestrukturalnych (Rep) i kapsydowych (Cap). Genom AAV to
réwniez trzy promotory: p5, p 19 oraz p40. W wyniku procesu alternatywnego sktadania
mRNA powstajg funkcjonalne biatka Rep (ryc.l): Rep 78, Rep 68, Rep 52, Rep 40
oraz Cap: VP1, VP2, VP3 [21].
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RYCINA 1. Schemat struktury genomu i ekspresji genéw AAV, opis w tekscie - Genom AA V(Lai et al.
[21] zmienione)

CYKL ZYCIOWY AAV

Cykl zyciowy AAYV rozpoczyna sie przez adhezje wirusa do komarki gospodarza.
Najprawdopodobniej wirus rozpoznaje miejsca receptorowe bogate w proteoglikany
siarczanu heparanu (HSPG). Wskazuje sie rOwniez, iz w wigzaniu AAV do komorki
biorg udziat inne biatka receptorowe m.in. dla fibroblastycznego czynika wzrostu
(FGFR1) oraz podobnie jak dla adenowiruséw - receptory integrynowe (ocvi35) [21,
23, 35]. Zwiazany z receptorem wirus intemalizowany jest do cytoplazmy na zasadzie
endocytozy [5]. Z kwasnego srodowiska endosomu czastki wirusowe uwalniane sg do
cytoplazmy, w ktérej wirus migruje do jadra komorkowego, osiggajac przestrzen
perinukleama. Dalej wirus wnika do jadra komorkowego, gdzie traci ptaszcz biatkowy.
Jego material genetyczny zostaje podwojony do dsDNA i w nieobecnosci genéw
wirusOw pomocniczych zintegrowany do genomu gospodarza [5]. Dalsze etapy cyklu
zyciowego AAV - replikacja prowirusa, pakowanie do otoczek biatkowych, liza komorki
i uwolnienie nowych czastek wirusowych - zalezg od obecnosci wiruséw pomocniczych.
Przejscie AAV z formy latentnej w litycznajest mozliwe jedynie po koinfekcji komorki
gospodarza adenowirusem badz wirusem herpes simplex (HSV, typ 1). Jak wykazano,
do replikacji AAV niezbedne sgadenowirusowe sekwencje El, E2A, E4, VA RNA, a
w przypadku koinfekcji HSV regiony - UL5, UL8, UL29 i UL52. Niekiedy obecno$¢
czynnikoéw genotoksycznych, np. Swiatta UV, moze rowniez indukowac przejscie AAV
w faze lityczna, cho¢ proces replikacji jest wowczas bardzo staby [32, 44]. Jak juz
wspomniano, AAV integrujg z genomem gospodarza. Unikalng cechg AAV jest ich
powinowactwo do chromosomu 19. Wykazano, iz w przypadku nieobecnosci wiruséw
pomocniczych czy czynnikéw genotoksycznych AAV w fazie latentnej integruje do
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ludzkiego chromosomu 19-ql3.3 [21], Naj-
nowsze prace donoszg, iz wektory AAV pre-
ferencyjnie integrujg w regiony genomu bogate
w aktywnie transkrybowane geny [28, 33],
Wskazuje sie rowniez, iz uszkodzenia ko-
morkowego DNA, np. o charakterze delecji,
moga utatwia¢ wigczanie DNA wirusowego do
genomu [28, 33]; informacja ta wydaje sie by¢
spéjna z wczesniej poznanymi faktami, iz np.
czynniki genotoksyczne zwiekszajg wydajnosc
transdukcji komarek wektorami AAV [32, 44],

UZYSKIWANIE WEKTOROW AAV

Uzyskiwanie rekombinacyjnych AAV skiada
sie z kilku elementéw. Bardzo interesujgca
strategie przedstawia firma Stratagene. Metoda
ta nie wykorzystuje pomocniczych adenowiruséw,
a system opiera sie na kotransfekcji komorek
pakujacych (ang. human embryonic kidney,
HEK?293) wektorami, ktére niosg niezbedne dla
produkcji AAV geny: pMCS, pRC i pAd.
Schematyczne mapy wektoréw przedstawiono na
rycinie 2. Wektor pMCS zawiera sekwencje
oskrzydlajace ITR, miedzy ktére w miejsce genéw
wirusowych cap i rep moze by¢ klonowanajedno-
badz wielocistronowa kaseta ekspresyjna. Oprécz
genu (gendéw) terapeutycznego zawiera ona
bardzo czesto swoiste markery selekcyjne, np.
GFP, RFP, LacZ. Gen cap kodujacy biatka
kapsydowe i gen rep, odpowiedzialny za procesy
replikacji i integracji wirusa wprowadzane sg do
komorek pakujacych w postaci wektora pomoc-
niczego pRC. System AAV wymaga rowniez
szeregu innych adenowirusowych gendéw nie-
zbednych do replikacji AAV. Sekwencje E2A,
E4, VA dostarczane sg przez wektor pomocniczy
- pAd. W starszych systemach AAV stosowano

53

RYCINA 2. Schematyczne mapy wektoréw systemu AAV: a - pAAV/MCS - wektor z kasetg ekspresyjng
(KE) oskrzydlong sekwencjami ITR; b - pAAV/RC - wektor pomocniczy niosacy wirusowe geny rep
i cap\ ¢ - pHelper - wektor pomocniczy niosacy wirusowe geny E2A, E4, VA. ori - miejsce inicjatorowe

replikacji; Amp - gen opornosci na ampicyline
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TABELA 2. Przyktady wykorzystania w terapii genowej strategii wiruséw zwiazanych z
adenowirusami

Sys-  Cel terapii i wprowadzany Miejsce Obserwowany efekt Literatu-
tem gen wprowadzenia ra
AAV  Hemofilia B; I1X czynnik miesdnie poprawa hemostazy |18]
krzepniecia szkieletowe
AAV  Guzy nowotworowe systemowo — zahamowanie wzrostu [41]
(watroba); angiostatyna zyta wrotna nowotwordéw, wydtuzenie czasu
przezycia
AAV  Indukcja terapeutycznej miesnie indukcja angiogenezy [2]
angiogenezy; VEGF165 i szkieletowe
angiopoetyna-!
Ad/ Rak piersi; sekwencja hodowla in wyciszenie wiasnosci [42]
AAV  antysensowna telomerazy vitro linia inwazyjnych
komoérkowa komorek, indukcja apoptozy
MCF-7
AAV  Uszkodzony rdzen kregowy; neurony regeneracja aksonow, poprawa [6]
BDNF i NT-3 rdzeniowe funkcji bind-limb
AAV Cukrzyca typu 1; geny wysepki wydajna transdukcja komoérek  [17]
reporterowe trzustkowe trzustkowych
AAV Retinopatia cukrzycowa; systemowo ograniczenie angiogenezy w [3]
endostatyna, PEDF, TIMP-3 siatkbwce
AAV  Zwiekszona angiogeneza w gatka oczna zahamowanie angiogenezy w [4]
siatkdwcee; sFLT-! siatkéwce
AAV  Cystic fibrosis; CFTR zatoka faza | badan klinicznych [38]
szczekowa AAYICFTR

koinfekcje komdrek pakujgcych pomocniczym adenowirusem Ad5. Zainfekowane komorki
uwalniaty do Srodowiska czasteczki rekombinowanego AAV zawierajgce geny terapeutyczne,
jednak takie Srodowisko wymagato oczyszczenia z adenowiruséw. Obecnie stosowane
systemy AAV wykorzystujgce potréjna transfekcje komoérek wektorami pMCS, pRC, pAd
w zasadzie eliminujg ryzyko zanieczyszczenia preparatéw adenowirusami.

APLIKACJE

Wektory AAV charakteryzujg sie wysoka wydajnoscig transferu genu i ekspresja
terapeutycznego genu w roznych typach komorek zar6éwno proliferujgcych, jak i
nieproliferujacych. £aczaw sobie zalety wektoréw adenowirusowych i retrowirusowych.
Przeprowadzone badania w warunkach in vitro, jak i in vivo wykazaty, iz system AAV
jest bezpieczny (niska immunogenno$¢ i toksyczno$c) i oferuje stabilng i dtuga ekspresje
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genu [23], Istniejg doniesienia o skutecznosci AAV w transferze genéw do uktadu
nerwowego [4], miesni szkieletowych [2, 19], uktadu oddechowego [38], wysepek
trzustkowych [17], Tabela 2 przedstawia przykitady wykorzystania strategii AAV w
terapii genowe;j.

PODSUMOWANIE

Terapia genowa jest nowa strategia terapeutyczng. Opiera sie ona na mozliwosci
transferu i ekspresji terapeutycznych genéw do komorek, tkanek, narzaddéw, ktérych
funkcja jest nieprawidtowa lub zaburzona, albo nawet jak np. w chorobach
nowotworowych wrecz niepozadana. Rozwdj terapii genowej w znacznym stopniu
wigze sie z trudnos$ciami zwigzanymi z wprowadzaniem gendw i uzyskiwaniem ich
efektywnej ekspresji. Wirusowa strategia transferu genéw, jak do tej pory, zdominowata
procedury terapii genowej. Stosowane wektory, gtéwnie adenowirusowe i
retrowirusowe, sag korzystne, jednak nie sg pozbawione wad. Jednym z nowszych
rozwigzan jest strategia wykorzystujaca rekombinowane wirusy zwigzane z
adenowirusami, AAV. Jak wskazujg dane eksperymentalne i kliniczne, system AAV
zapewnia wydajng infekcje komdrek dzielgcych sie i niedzielgcych sie o réznym
pochodzeniu, jest bezpieczny, a ekspresja wprowadzonego przez wektor AAV genu
terapeutycznego utrzymuje sie w komorkach przez diugi okres.
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ZMIENNOSC FERRYTYNY
W STANACH PATOLOGICZNYCH

FERRITIN VARIABILITY IN PATHOLOGICAL STATES

Joanna PERLA, Tomasz TWARDOWSKI

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan

Streszczenie'. Ferrytyna petni istotng funkcjg we wszystkich zywych organizmach, utrzymujac zelazo
w dostepnej i nieszkodliwej formie. Jej synteza jest Scile regulowana zaréwno na etapie transkrypcji,
jak i translacji, a na jej ekspresje wptywa wiele czynnikéw. Utrzymanie prawidtlowego poziomu tego
biatka jest istotne dla funkcjonowania organizmu i stanowi swego rodzaju wskaznik stanu zdrowia.
Autorzy, omawiajac wyniki prowadzonych w ostatnich latach badan nad zmiennoscia sktadu podjedno-
stek tego biatka u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawéw i chorobag Stilla o poczatku w wieku
dorostym, a takze z zaburzeniami jego biosyntezy u chorych z zespotem dziedzicznej zacmy zwigzanej
z hyperferrytynemia i nowotworami, odpowiadaja na pytanie, czy istnieje prosta zalezno$¢ miedzy
stanem zdrowia a zawartoscig ferrytyny w organizmie oraz czy zmiana kompozycji podjednostek tego
biatka lub ich modyfikacja moze wskazywac¢ na konkretngjednostke chorobowa.

Stowa kluczowe: ferrytyna, nowotwory, niedokrwisto$¢, reumatoidalne zapalenie stawéw, choroba Stil-
la 0 poczatku w wieku dorostym, zespét dziedzicznej zaémy zwigzanej z hyperferrytynemia.
Summary: Ferritin plays very important role in all living species by storing iron in bioavailable and
nontoxic form. Its synthesis is tightly regulated at transcriptional as well as translational level. Ferritin
expression is influenced by several factors. Maintenance ofright ferritin level is ofkey importance for an
organism and serves as one of health indicators. Presenting latest results conseming ferritin subunits
variability in case of rheumatoid arthritis and adult onset Still’s disease patients and subjects with
upregulated ferritin biosynthesis (hereditary hyperferritinemia cataract syndrome and cancers), authors
are answering a question weather there is a simple correlation between health condition and ferritin
amount and weather subunit composition changes or their modiffication indicate a specific pathological
state.

Key words: ferritin, cancers, anemia, rheumatoid arthritis, adult onset Still’s disease, hereditary hyperfer-
ritinemia cataract syndrome.

1. WEASCIWOSCI FERRYTYNY | JEJ BIOSYNTEZA

Ferrytynajest biatkiem odpowiedzialnym za magazynowanie zelaza we wszystkich
zywych organizmach. Jest ona zbudowana z 24 podjednostek, wsréd ktérych

*Praca czesciowe dofinansowana z grantu KBN" PB0765/P06/2001/21.
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wyrozniamy ciezkie H (ang. heavy) o masie ok. 21 kDa i lekkie L (ang. light) o masie
19 kDa [8]. Podjednostki te wykazujgok. 47% identycznosci sekwencji aminokwasowe;j
i sgproduktem translacji r6znych mRNA ferrytynowych [15]. £ancuchy H zawieraja
wysoce konserwatywne centrum ferroksydazowe, ktore nadaje im zdolnos¢ do szybkiego
utleniania Fe2+, niezbedng do pobierania zelaza przez czgsteczki ferrytyny, natomiast
L ulatwiajg formowanie rdzenia zelazowego wewnatrz muszli biatkowej. Proporcja
podjednostek H i L w czasteczce ferrytyny jest tkankowo-specyficzna [8], Ferrytyny
bogate w podjednostke L sg charakterystyczne dla organéw magazynujacych zelazo
(watroba, $ledziona) i wykazujg wysoka zawarto$¢ tego metalu (ponad 1500 Fe/
czasteczke). Natomiast ferrytyny bogate w podjednostke H, wystepujace gtéwnie w
miesniach, moézgu i sercu charakteryzuja sie niskg zawartoscia zelaza (ponizej 1000
Fe/czasteczke) [15], Akumulujai uwalniajg one zelazo szybciej niz ferrytyny bogate
w podjednostke L i moga przyczyniac sie¢ do zapobiegania stresowi oksydacyjnemu
[ 15,26]. Natomiast ferrytyny bogate w fancuchy L sg przypuszczalnie zaangazowane
w dlugoterminowe magazynowanie zelaza [15]. Struktura ferrytyny i molekularne
mechanizmy regulatorowe jej biosyntezy zostaty oméwione w pracy [29].

W 2001 roku zidentyfikowano ferrytynemitochondrialng(MtF). MtF syntetyzowana
jest jako prekursor o masie 30 kDa z dtuga N-koricowa sekwencjg kierujaca do
mitochondrium. Po przetransportowaniu do macierzy mitochondrialnej polipeptyd ulega
dojrzewaniu do formy o masie 22 kDa. Przewidywana sekwencja aminokwasowa
dojrzatego biatka wykazuje 77% identycznosci z sekwencjg podjednostki H i zawiera
wszystkie reszty centrum ferroksydazowego [19]. MtF ulega ekspresji na niskich
poziomach w wiekszo$ci tkanek z wyjatkiem jader. Jej poziom znacznie wzrasta w
erytroblastach pacjentéw z anemig syderoblastyczng, ktéra spowodowana jest
zaburzeniem na jednym z etapéw syntezy hemu. U chorych nastepuje stymulacja
wchianiania zelaza zjelita, ktére gromadzi sie w nadmiernej ilosci w erytrocytach tworzac
ziarniste depozyty, tzw. syderoblasty [9].

Ferrytyna jest takze obecna w surowicy krwi, gdzie jest czesciowo glikozylowana i
prawie wolna od zelaza [7], Ferrytyna surowicy ztozona jest z podjednostki L oraz jej
glikozylowanej formy zwanej podjednostkaG (23 kDa) [25]. Wartosci referencyjne dla
ferrytyny w surowicy wynoszg 20-120 |ig/l u kobiet i 30-300 pig/l u mezczyzn [4], U
0s06b zdrowych poziom ferrytyny surowicy jest zalezny od zawartosci zelaza w organizmie
niezaleznie od typu komorek, w ktorych jest ono magazynowane [7,37], Ferrytyna jest
jednym z biatek ostrej fazy i najej stezenie w surowicy wptywa wiele czynnikéw [35],

Kontrola biosyntezy ferrytyny odbywa sie na etapie transkrypcji i translacji.
Transkrypcja genow podjednostki H ferrytyny jest aktywowana przez cytokiny,
hormony, onkogeny i niektore induktory réznicowania komérkowego. Preferencyjna
zmiana syntezy tej podjednostki, a wiec i proporcji podjednostek ferrytyny, w odpowiedzi
na powyzsze czynniki moze by¢ adaptacyjng odpowiedzig komorki na zmiane warunkéw
otoczenia [37], np. stezenia zelaza. Wzrost liczby podjednostek L w czgsteczce ferrytyny
jest zwigzany z potrzebg zwiekszenia magazyndéw zelaza. Natomiast zawarto$¢
podjednostek H wzrasta w warunkach, w ktérych zelazo jest potrzebne dla
metabolizmu komérkowego [3]. Zmiana skiadu podjednostek czasteczki ferrytyny
moduluje pojemnos¢ wigzania zelaza i pule wolnego zelaza [36,40].
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Zasadniczym czynnikiem odpowiadajgcym za stymulacje ekspresji ferrytyny na etapie
translacji jest zelazo, ktére moduluje synteze ferrytyny dzieki konserwatywnym
sekwencjom regulatorowym cis zwanym IRE (ang. iron-responsive element), obecnym
w regionie 5’ nieulegajacym translacji mMRNA ferrytynowych. Sekwencja IRE tworzy
strukture todyga-petla, ktora stuzy jako miejsce wigzania biatek IPR 1 i IRP 2 (ang. iron
regulatory proteins). Oddziatywanie IRP z IRE na koricu 5 mRNA blokuje translacje
[10,14,25,28], poniewaz uniemozliwia asocjacje matej podjednostki rybosomalnej z
czynnikiem inicjujacym elF4F i zgrupowanie preinicjujacego kompleksu 43S [23].
Aktywnos¢ IRP jest kontrolowana nie tylko przez zelazo, ale takze przez inne czynniki,
takiejak: nadtlenek wodoru, niedotlenienie, fosforylacja i tlenek azotu (NO) [16].

Stezenie ferrytyny surowicy nie odzwierciedla ilosci zelaza w ustroju w stanach
patologicznych, takich jak: stany zapalne, choroby watroby [4,7,11,35,37], nerek [11],
infekcje [11,36], nowotwory [4,11,37]. Zawartos¢ ferrytyny w surowicy powyzej 300
pg/1l u mezczyzn i 200 pg/1 u kobiet, u pozornie zdrowych 0s6b, np. przy nieobecnosci
stanu zapalnego i chordb watroby, wskazuje na nadmierne magazynowanie zelaza [7].
Istotna zatem jest odpowiedZ na pytanie, czy istnieje prosta zalezno$¢ miedzy stanem
zdrowia a zawartoscig ferrytyny w organizmie i czy zmiana sktadu podjednostek tego
biatka lub ich modyfikacja moze wskazywac na specyficzngjednostke chorobowg?

2. FERRYTYNA U PACJENTOW Z CHOROBAMI
NOWOTWOROWYMI

Na podstawie podniesionego poziomu ferrytyny w surowicy pacjentow z
chorobami proliferacyjnymi, takimi jak: choroba Hodgkina, rak piersi i ostre biataczki
zaproponowano, ze moze by¢ ona wykorzystana jako marker nowotworowy. Jest
ona uwazana za czynnik immunosupresyjny oraz regulatorowg cytokine. W 1985
roku oczyszczono i zidentyfikowano niezwykltg forme ferrytyny obecng w tozysku i
nazwano jg ferrytyng tozyskowa p43 (PLF, ang. placental ferritin) [21]. PLF
wykazywata immunosupresyjng aktywnos¢ zwigzang z sekrecjg cytokin przez
komorki T pomocnicze typu Il. Wysokie stezenie PLF odnotowano w surowicy i
tkance tozyska podczas normalnej cigzy, natomiast niskie lub ponizej mozliwosci
detekcji w przypadku cigzy zakonczonej poronieniem. Stezenie PLF byto tez
podwyzszone u pacjentow z rakiem piersi i biataczka.

W 2002 roku sklonowano i scharakteryzowano cDNA innej, nowej podjednostki
ferrytyny, nazwanej tozyskows ferrytyng immunomodulujgcg (PLIF, ang. placental
immunomodulatory ferritin) [22]. Sekwencjonowanie cDNA PLIF wykazato
obecnos¢ otwartej ramki odczytu kodujacej biatko zbudowane z 165 reszt
aminokwasowych o przewidywanej masie czasteczkowej 22 kDa. 117 reszt
aminokwasowych od korica N (domena ferrytynopodobna) wykazuje 100% homologie
do tancucha ferrytyny H cztowieka, podczas gdy 48 reszt aminokwasowych od korca
C (C48, domena cytokinopodobna) reprezentuje nowag sekwencje. Stwierdzono
podniesiony poziom transkryptéw PLIF w liniach komérek raka gruczotu piersiowego,
w poréwnaniu z niskimi poziomami- w: komadrkach nabtonka gruczotu piersiowego.
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PLIF poddana nadekspresji w E. coli byta rozpoznawana przez przeciwciata specyficzne
wzgledem PLF. PLIF zlokalizowano w syncytiotrofoblascie. PLIF i C48 wyciete z biatek
fuzyjnych testowano na aktywno$¢ immunomodulacyjnapodobngdo PLF. Oba znacznie
zmniejszaty wskaznik proliferacji limfocytéw. Stwierdzono, ze PLIF tak jak PLF jest
immunomodulatorem, ajej aktywna domenajest C48. PLIF moze funkcjonowac jako
biatko immunosupresyjne umozliwiajagce komérkom raka gruczotu piersiowego unik
immunologiczny. Podobienstwo reakcji PLIF do PLF z tymi samymi przeciwciatami,
ekspresji tozyskowej i funkcji immunosupresyjnej wskazuja, ze PLF moze by¢ dimerem
PLIF [22],

Proces nowotworzenia moze by¢ spowodowany wielorakimi zmianami genetycznymi,
takimi jak: aktywacja protoonkogenoéw, inaktywacja genéw supresji nowotworzenia i
nadekspresja czynnikOw wzrostowych. Zmiana ekspresji genow jest cechg wspodlng
komérek nowotworowych [39]. Na podstawie wynikéw wielu badan sugeruje sig istnienie
zwigzku miedzy ekspresjg ferrytyny i nowotworami [36]. Synteza ferrytyny jest
podwyzszona w tkankach nowotworowych w poréwnaniu z tkankami zdrowymi.
Przypuszcza sie, ze podjednostka ciezka moze funkcjonowac jako autokrynny czynnik
wzrostowy dla niektérych tkanek nowotworowych [37]. Niektére komorki nowotworowe
wykazujgwyraznie zmieniony sktad podjednostek ferrytyny w poréwnaniu z ich zdrowymi
odpowiednikami.

Aby okresli¢, czy istnieje bezposredni zwigzek miedzy transformacjg nowotworowa
i synteza ferrytyny, badano synteze ferrytyny w komérkach transfekowanych onkogenem
ElA. E1A modyfikuje program transkrypcji w komérkach docelowych przez stymulacje
i represje ekspresji poszczegélnych genéw. Produkty genu E1A bezposrednio wigza sie
do pewnych biatek gospodarza zaangazowanych w kontrole transkrypcji i modulujg ich
funkcje. Onkogen EI A specyficznie zmienia kompozycje podjednostek w czgsteczce
ferrytyny przez preferencyjng represje syntezy podjednostki H, redukcje pozioméw
mMRNA i biatka H ferrytyny. E1A nie ma wptywu na synteze podjednostki L. Ta odpowiedz
przypomina wptyw hormonéw, takich jak: czynnik martwicy nowotworu ot, tyreotropina
i insulina, ktére indukuja ferrytyne H, ale nie maja wptywu na podjednostke L. EI A
inhibuje transkrypcje podjednostki H ferrytyny, ajego elementem docelowym jest promotor
tego genu [36].

W regionie 5’ flankujgcym gen podjednostki H ferrytyny zidentyfikowano element
odpowiedzi na El A, nazwany FER-1. Jest on odpowiedzialny za transkrypcyjna represje
mysiego genu podjednostki H ferrytyny przez E1A. Mechanizm posredniczonej przez
El A represji aktywnosci enhancerowej FER-1 polega na interakcji EI A z p300/CBR
El A wspétzawodniczy z pCAF (ang. p300/CBP-associated factor) o interakcje z
p300. El A wigze reszty aminokwasowe 1572-1818 p300, podczas gdy pCAF wigze
reszty 1801-1851 p300. FER-1 stuzacy jako podstawowa sekwencja wzmacniajgca
mysiego genu podjednostki ciezkiej ferrytyny, ztozony z 37 pz zlokalizowany jest 4,1 kz
powyzej miejsca inicjacji transkrypcji [34]. Czynnikami transkrypcyjnymi bezposrednio
wigzacymi FER-1 sg JunD, FosB i ATF1 (wigzace sie do sekwencji AP-1/NF-E2-
podobnej) oraz Spl i Sp3 (wigzace sie do sekwencji bogatej w C [37]).



ZMIENNOSC FERRYTYNY W STANACH PATOLOGICZNYCH 63

BERRYTYNA JAKO WSKAZNIK ILOSCI ZELAZA
W ORGANIZMIE

Niedokrwistos¢ jest objawem réznych stanéw chorobowych, ktérych rozpoznanie
wymaga identyfikacji mechanizmu i przyczyn deficytu erytrocytow [17], Wybor strategii
leczenia i ocena jego skutecznosci zalezy od metod laboratoryjnych, ktdre specyficznie
identyfikowatyby anemie z niedoboru zelaza (IDA, ang. iron deficiency anemia) i odrozniaty
jaod innych typow niedokrwistosci [12]. Powszechnie stosowane pomiary stezenia zelaza w
surowicy maja liczne ograniczenia z powodu niskiej czutosci i specyficznosci lub dlatego ze na
ich wynik maja wptyw inne schorzenia. Praktyka wykonywania kilku réznych testéw
analitycznych poprawia doktadno$¢ oceny zawartosci zelazaw organizmie. Dodatkowgtrudno$¢
w diagnostyce tagodnych niedobor6w zelaza oraz interpretacji wynikéw testow laboratoryjnych
napotyka sie u 0sob, u ktérych wystepuje stan zapalny [24].

IDA jest czesto mylona z anemig choréb przewlektych (ACD, ang. anemia ofchronie
diseases) [12], zwana tez anemig przewlekiego zapalenia [1]. ACD rozwija sie u 0s6b
cierpiacych na choroby zapalne, infekcje i nowotwory, u ktérych nastepuje aktywacja
komdrkowej odpowiedzi immunologicznej [38]. U chorych ma miejsce defekt uwalniania
zelaza z makrofagow i/lub wigzania zelaza z transferyng [ 1]. ACD prawdopodobnie rozwija
siejako obrona przeciw patogenom, w ktdrej posredniczgcytokiny 1,38] i ktérajednoczesnie
prowadzi do pozbawienia zelaza prekursoréw erytrocytéw. tagodna anemia moze by¢
stosunkowo niskacenaza ograniczenie rozwoju infekcji. Jedynym efektywnym sposobem
leczenia ACD jest leczenie schorzenia lezacego u jej podioza.

Parametry laboratoryjne wskazujgce na ACD to: niskie stezenie zelaza surowicy,
podwyzszony poziom ferrytyny surowicy [1] oraz zwykle obnizona liczba retikulocytéw
[38]. Choroby przewlekte z lub bez niedoboru zelaza sapowodem duzej liczby anemii [12].

Wiarygodnym markerem ilosci zelaza w ustroju w przypadku oséb z niedoborem
zelaza zwigzanym z zapaleniem, infekcjg lub procesem nowotworzenia okazato sie
stezenie receptora transferynowego surowicy (TfR) [ 12,24,33], zwtaszcza w potgczeniu
z pomiarem ferrytyny osocza [12]. W przeciwienstwie do pacjentéw z IDA, chorzy z
ACD nie wykazujg podwyzszonego poziomu TfR w surowicy [1]. Stezenie TfR w
surowicy, skréconej formy receptora transferynowego zwigzanego z btong komérkowa,
jest proporcjonalne do komérkowej ekspresji tkankowego receptora transferynowego
[30]. W przypadku anemii z niedoboru zelaza stezenie TfR jest podwyzszone [5,33],
poniewaz zwigkszonejest zapotrzebowanie komérek na zelazo [5,24], spada natomiast
w stanach przetadowania zelazem [33]. Najwazniejszymi determinantami stezenia
TfR w surowicy sg prekursory erytrocytow w szpiku kostnym. W przypadku
zwiekszonej masy erytroidalnej szpiku obserwuje sie podwyzszone stezenie TfR,
podczas gdy u chorych z hipoplazjg lub apoplazja stezenie surowiczego TfR spada
[24], Do wzrostu poziomdw receptora transferyny doprowadza tez wzrost stosunku
podjednostek H do L ferrytyny spowodowany przez czynnik martwicy nowotworu a
[36]. Wiadomo, ze stezenie TfR wzrasta przed lub w tym samym czasie, w ktérym
spada poziom ferrytyny surowicy (SF). Dlatego wzrost stosunku TfR/ferrytyna
surowicy jest uzytecznym wczesnym wskaznikiem niedoboru zelaza. Oba te parametry
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sgw istotnym stopniu skorelowane z innymi laboratoryjnymi wskaznikami poziomu
zelaza i wykazujg zmiany zalezne od wieku. Zwiekszone stezenie TfR u dzieci
prawdopodobnie jest spowodowane wyzszg aktywnoscig erytropoetyczna szpiku [24].

Wazne jest tez zidentyfikowanie pacjentéw z czynno$ciowym niedoborem zelaza (FID,
ang.functional iron deficiency), u ktérych mimo normalnego lub wysokiego poziomu zelaza
w szpiku kostnym brakuje zelaza do erytropoezy. TfR i wskaZznika TfR/ferrytyna sauzyteczne
w wykryciu niedoboru zelaza (ID, ang. iron deficiency) i FID w przebiegu ACD [32],

4. FERRYTYNAAREUMATOIDALNE ZAPALENIE STAWOW

Reumatoidalne zapalenie stawow (RA, ang. rheumatoidarthritis) nalezace do uktadowych
chordb tkanki tacznejjestjednaznajczesciej wystepujacych choréb reumatycznych [13], ktéremu
towarzyszg liczne powiklania [32]. Szacuje sig, ze 30-70% pacjentow z RA cierpi na
niedokrwisto$¢, ktéra obnizajako$¢ ich zycia. Anemia choréb przewlektych, anemia z braku
zelaza i anemia megaloblastyczna po terapii metotreksatem sa najwazniejszymi przyczynami
niedokrwistosci w przypadku RA [30]. Waznejestrozr6znienie anemii choréb przewlektych od
anemii z niedoboru zelaza ze wzgledu na konieczno$¢ doboru odpowiedniej metody leczenia
[5,30,32]. Podawanie zelaza pacjentom z wystarczajacailoscigtego pierwiastka moze pogarszaé
objawy oraz by¢ nieskuteczne w leczeniu anemii. Nalezy zatem unika¢ nieracjonalnej terapii
zelazem, a decyzja o sposobie leczenia powinna by¢ starannie rozwazona. Pomiary stezenia
TfR pozwalajgnaefektywne odréznienie niedokrwistosci z niedoboru zelaza od nie-dokrwistosci
bez niedoboru tego pierwiastka, niezaleznie od obecnosci ostrych lub przewlektych reakcji zapalnych
[30]. Zadiagnostycznie istotne dla identyfikacji pacjentéw z anemigw przebiegu RA uwaza sie
poziom TfR>2,50 mg/1 w potaczeniu z poziomem ferrytyny <50 pg/1. Czuto$¢ diagnostycznadla
tego kryterium oceniono na 100%, a specyficzno$¢ na 97% [5].

Okreslano proporcje glikozylowanej ferrytyny i podjednostek tego biatka w surowicy i
ptynach maziowych (SF, ang. synovial fiuids) u chorych na reumatoidalne zapalenie
stawow. Stwierdzono, ze stezenie ferrytyny w SF jest duzo wyzsze niz w surowicy u
pacjentéw z RA oraz w SF u pacjentow chorych na zapalenie kosci i stawow (OA, ang.
osteoarthritis). Procent glikozylowanej ferrytyny w SF byt niski w przypadku zaréwno
RA, jak i OA, natomiast w surowicy chorych na RA byt znacznie wyzszy [25].

Ferrytyna surowicy chorych na RA charakteryzuje sie wysokim stopniem glikozylacji
i ztozonajest z podjednostek G i L, natomiast ferrytyna SF ma niski procent glikozylacji
i sktada sie gtéwnie z podjednostek L. Ta réznica w glikozylacji ferrytyny w SF i
surowicy sugeruje, ze wiekszos$¢ ferrytyny w SF pochodzi nie z krwi, ale jest
syntetyzowana lokalnie w zmienionym chorobowo stawie przez tkanke maziowa. W
RA mogto siejednak zdarzy¢ mieszanie ferrytyny surowicy z ferrytyng SF, bo w kilku
przypadkach RA proporcja ferrytyny wigzacej Concavaline-A (Con-A) w SF stanowita
ponad 20% i byla wykryta podjednostka G. Te wyniki wskazuja na mozliwo$é
wystepowania w RA wewnatrzstawowego krwawienia. Wynikiem saczenia sie krwi
z zyt do jamy stawowej byty ztogi zelaza w tkance maziowej i duza liczba czgsteczek
ferrytyny w komorkach maziowych, co obserwowano przy uzyciu mikroskopu
Swietlnego i elektronowego. Innym mozliwym wytlumaczeniem nieznacznego
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podniesienia poziomu ferrytyny wigzacej Con-A w prébach RA SF jest zwiekszona
produkcja i uwalnianie glikozylowanej ferrytyny przez komérki maziowe.

Badano mechanizmy powodujace zwiekszenie ilosci nieglikozylowanej ferrytyny w SF
u chorych na RA [25], Stwierdzono, ze kilka prozapalnych cytokin, szczegdlnie TNF-oc
bierze udziat w zwiekszeniu ilosci MRNA dla podjednostki H ferrytyny, ale nie dla podjednostki
L w ludzkich monocytach (linii U937). W przypadku RA poziomy prozapalnych cytokin w
SF sgpodwyzszone i mogabra¢ udziat w podniesieniu poziomu ferrytyny SF. Z badan tych
wynika, ze w RA SF powinno by¢ duzo ferrytyny bogatej w podjednostke H, jednak
obserwowano wzrost ilosci ferrytyny bogatej w podjednostke L. Te rozbiezno$¢ mozna
wyttumaczy¢ nastepujaco: uwaza sie, ze ferrytyna SF pochodzi z masowych naciekéw
makrofagéw i komoérek maziowych, ktére sg rozpoznawane jako komorki
makrofagopodobne. Ferrytyna w ludzkich monocytach jest bogata w podjednostke H, ale
pochodzace od nich makrofagi uzyskuja przewage podjednostki L podczas dojrzewania in
vitro. To zjawisko jest zwigzane gtdéwnie z utratg podjednostki H. Te wyniki wskazuja, ze
zelazo z erytrocytow uwolnionych jako rezultat saczenia sie krwi do jamy stawu dotknigtego
chorobg moze powodowac powstawanie ferrytyny bogatej w podjednostke L w mazi RA.

Nie wiadomo, jaka jest rola ferrytyny w patomechanizmie reumatoidalnego zapalenia
stawdéw. Sfomiutowano hipoteze, ze nadtlenek wodom wydzielany z pobudzonych neutrofilow
wystepujacych w SF moze powodowaé uwolnienie jonoéw zelaza z ferrytyny. Zgodnie z tg
hipotezajony zelaza katalizowatyby reakcje prowadzace do powstaniarodnika hydroksylowego,
ktoéry powoduje zapalne niszczenie tkanki [25]. U pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem
stawéw stezenie ferrytyny surowicy jest skorelowane z MCV (ang. mean corpuscular
volume), atakze ze wskaznikami ostrej fazy, jakimi sabiatko C-reaktywne i szybko$¢ opadania
erytrocytéw, ktére Swiadczao aktywnosci choroby. Widocznajest natomiast odwrotna korelacja
z TIBC (ang. total iron binding capacity) i TfR [30].

5. WARTOSC DIAGNOSTYCZNA FERRYTYNY
W PRZYPADKU CHOROBY STILLA O POCZATKU
W WIEKU DOROSLYM

Pod koniec lat 80. zaczeto sugerowac, ze podwyzszony poziom ferrytyny surowicy
moze wskazywac na chorobe Stilla o poczatku w wieku dorostym (AOSD, ang. adult
onset Still s disease). Pierwszy przypadek choroby Stilla u dorostych opisano w 1971
roku. Jest to jednostka chorobowa uwazana za odpowiednik ustrojowego artretyzmu
miodziericzego opisanego przez Stilla. W wielu przypadkach AOSD jest trudna do
zdiagnozowania, poniewaz niektére jej formy moga by¢ podobne do infekcji,
nowotworéw i choréb reumatycznych. Pomytka w diagnozie jest niebezpieczna, gdyz
niektdre leki przeciwko AOSD, takie jak steroidy lub srodki immunosupresyjne, moga
pogarszac przebieg tych choréb, szczegolnie infekcyjnych.

U pacjentow z AOSD obserwuje sie okoto 3-krotne podwyzszenie poziomu
ferrytyny surowicy w poréwnaniu z wartosciami referencyjnymi. Natomiast sredni
poziom ferrytyny glikozylowanej wynosi 15,9+11,9% w poréwnaniu z 31,5+18,7%
dla grupy kontrolnej [11]. Wzrost stezenia/ ferrytyny jest najprawdopodobniej
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pochodzenia cytokininowego. U chorych na AOSD wystepuje silna reakcja ostrej
fazy i dlatego poziom ferrytyny u tych pacjentéw nie jest odzwierciedleniem ilosci
zelaza w ustroju. Srednie wysycenie ferrytyny zelazem wynosi 9,1%, podczas gdy
wysycenie w grupie pacjentéw kontrolnych okoto 17,8%. Wyniki pomiaréw stezenia
rozpuszczalnego receptora transferynowego pacjentéw z AODS wskazuja na
funkcjonalny niedobdr zelaza. Przypuszcza sig, ze u chorych na AOSD ferrytyna
traci zdolno$¢ magazynowania zelaza. Stwierdzono istnienie ujemnej korelacji miedzy
ferrytyna i wysyceniem ferrytyny zelazem (r = -0,71, p = 0,02) oraz miedzy
wysyceniem ferrytyny zelazem a stezeniem TfR (r=-0,62, p = 0,1) [29]. Najlepszym
markerem diagnostycznym AOSD jest potaczenie podwyzszonego poziomu ferrytyny
surowicy i obnizonej glikozylacji ferrytyny. Jednak oba te parametry z pominieciem
innych objawow sg niewystarczajace do zdiagnozowania AOSD [11].

Ferrytyna razem z biatkiem C-reaktywnym i biatkiem amyloidowym surowicy krwi
nalezy do dodatnich biatek ostrej fazy, produkowanych prawdopodobnie przez watrobe
w odpowiedzi na czynniki prozapalne [33]. U pacjentéw z AOSD bardzo wysoki poziom
ferrytyny surowicy wystepuje w dysproporcji z niskim poziomem innych biatek ostrej
fazy. Zaobserwowano, ze interferon-a (IFN-a) spowodowat hyperferrytynemie u trzech
zdrowych osob, ktérym go podawano i na podstawie tej obserwacji postawiono hipoteze,
ze INF-a specyficznie stymuluje synteze ferrytyny [2], Indukcja syntezy ferrytyny przez
INF-a zwigzanajest ze znacznym spadkiem poziomu biatka C-reaktywnego (CRP), co
sugeruje specyficzngrole INF-oc w syntezie lub sekrecji ferrytyny. Ten mechanizm moze
by¢ zaangazowany w powstanie hyperferrytynemii u chorych na AOSD. Cytokiny sa
uwalniane przez aktywowane monocyty i makrofagi. W$rdd tych cytokin interleukina-6
(IL-6), czynnik martwicy nowotworu-a (TNF-a) i interleukina-1 (IL-1) sg gtéwnymi
regulatorami produkcji biatek ostrej fazy (APP, ang. acutephaseproteins'). U pacjentéw
leczonych TNF-ai IL-6 odnotowano znamienngwspotzalezno$¢ miedzy réznymi APP.
Obserwowano wzrost stezen biatka C-reaktywnego i surowiczego amyloidu A,
nastepnie wzrost poziomu ferrytyny surowicy, inhibitorow proteaz i sktadnikéw uktadu
dopetniacza. Sytuacja taka jest obserwowana w przypadku prawie wszystkich choréb
reumatycznych z wyjatkiem AOSD. Na podstawie przedstawionych wynikéw badar
mozna przypuszczac, ze INF-a preferencyjnie stymuluje synteze ferrytyny, jednak do
tej pory nie przeprowadzono eksperymentow in vitro, ktore potwierdzityby te wnioski.
Mozliwym czynnikiem, ktéry wptywa na poziom APP, jest aktywnos¢ choroby, ktéra
moze ulega¢ zmianie pod wpltywem leczenia INF-a. Mechanizm prowadzacy do
wzrostu stezenia ferrytyny po podawaniu INF-a nie jest jasny. Poniewaz stezenia
pozostatych APP nie wzrosty lub wzrosty tylko nieznacznie, udziat ferrytyny w reakcji
ostrej fazy nie jest prawdopodobny [31].

6. ZESPOL DZIEDZICZNEJ ZACMY ZWIAZANEJ
Z HYPERFERRYTYNEMIA

Zaburzenie regulacji biosyntezy ferrytyny wystepuje rowniez u oséb z zespotem
dziedzicznej zaémy zwigzanej z. hyperferrytynemig (HHCS, ang. hereditary
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hyperferritinemia cataract syndrome), u ktérych nadekspresji ulega tafncuch lekki
ferrytyny [8]. Nadprodukcja ferrytyny spowodowana jest mutacjami w IRE mRNA
podjednostki L [6,8,20,27] (ryc.), ktdére redukuja powinowactwo wigzania IRP do IRE,
przez co uwalniajg podjednostke L ferrytyny spod kontroli translacyjnej [7,8]. U oséb
dotknietych HHCS poziom podjednostki lekkiej w surowicy znacznie wzrasta [6,8] i
wynosi 360-2264 pg/1 [27].

Cazzola M. i wsp. [7] poddat badaniu dwie rodziny, wykazujace r6zne nasilenie
objawoéw HHCS. W rodzinie | poziomy ferrytyny w surowicy oséb chorych wynosity
od 950 do 1890 p.g/l, natomiast w rodzinie 2 od 366 do 635 M-g/l. U wszystkich
przebadanych os6b zaréwno zdrowych, jak i chorych tancuch L ferrytyny wystepowat
w czasteczkach tego biatka w przewadze (podjednostka H byta obecna w surowicy
krwi w ilosci ponizej 30 gig/l). U wszystkich badanych ferrytyna surowicy byta
glikozylowana, przy czym glikozylowana ferrytyna stanowita od 50 do 66% u os6b
zdrowych, natomiast od 31 do 55% u pacjentéw z hyperferrytynemia. U oséb chorych
ilos¢ ferrytyny typu H w komérkach byta niezmieniona, wykazywali oni natomiast
podwyzszong zawarto$¢ ferrytyny typu L. Znamienna zalezno$¢ miedzy zawartoscig
ferrytyny typu L w krwinkach jednojadrzastych i stezeniem ferrytyny surowicy jest
dowodem na to, ze za ferrytynemie jest odpowiedzialna nadmierna produkcja ferrytyny
w tych komdrkach. Podobna zaleznos¢ odnotowano dla glikozylowanej ferrytyny
surowicy i zawartosci podjednostki L w jednojadrzastych komorkach krwi. Nie
stwierdzono réznic w ilosci krazacego receptora transferyny u oséb zdrowych i
dotknietych HHCS. Wskazuje to na prawidtowg aktywnos¢ erytroidalng szpiku i
dostepnos¢ zelaza do erytropoezy u oséb chorych.

Zaéma u pacjentéw z HHCS prawdo-podobnie spowodowana jest zwiekszong
akumulacja ferrytyny w soczew-kach oka [7]. Nasilenie zaémy koreluje ze stopniem, w
ktérym poszczegOllne mutacje obnizajg powinowactwo wigzania IRE do IRP [8]. Mutacje
goérnej petli lub wybrzuszenia zwig-zane sg z wyzszymi poziomami ferrytyny surowicy
niz mutacje w nizszej czesci struk-tury IRE [6]. Pomimo znacznie podwyz-szonych
poziomow podjednostki L we krwi i tkankach, pacjenci nie majg znacznie zmienio-nego
metabolizmu zelaza. Najprawdopo-dobniej dzieje sie tak dlatego, ze powstajgce
homopolimery podjednostek L ferrytyny, saniefunkcjonalne i nie zawieraja zelaza [27].

W zwiazku z nasilona biosynteza ferrytyny u pacjentéw z HHCS przeprowadzono
badania ekspresji ferrytyny w soczewkach [8]. Dokonano dwdch interesujgcych
odkry¢. Pierwsze z nich to wysoki poziom mRNA L-ferrytyny wykryty w normalnych
soczewkach cztowieka, przy niskiej ekspresji ferrytyny wynoszacej tylko 0,01% biatka
catkowitego [18]. Mozliwych jest kilka wyjasnien tej dysproporcji, np. wysoki poziom
translacji ferrytyny jest rownowazony przezjej szybka degradacje. Wydaje sie to jednak
bardzo nieprawdopodobne w soczewkach, ktére majg ekstremalnie dtugo zyjace biatka i
bardzo powolng degradacje biatek. Alternatywnym wyjasnieniem jest fakt, ze soczewki
utrzymuja duza pule mRNA L-ferrytynowego, ktéry moze ulec ekspresji w momencie
pojawienia sie zelaza. Wysokie poziomy tego mRNA w soczewkach moga by¢ zwigzane
z mechanizmem ochrony soczewek przed zniszczeniem oksydacyjnym [41], Mozliwe tez,
ze mRNA L-ferrytyny nie stuzy tylkojako matryca do translacji tego biatka, ale moze mie¢
inng, jeszcze nie rozpoznang funkcje w-soczewkach.
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RYCINA. Struktura IRE podjednost-
ki L ferrytyny i mutacje wykryte u
rodzin z HHCS, liczby 18, 22, 32, 36,
39,40 i 41 wskazujg na pozycje reszty
nukleotydowej, ktéra ulega mutacji
(na podstawie [24])

Drugim interesujgcym faktem, ktéry ujawnity
badania ekspresji ferrytyny w soczewkach jest
wzrost ilosci mMRNA L-ferrytyny w soczewkach
swinek morskich z dziedziczng zac¢ma.
Dziedziczna za¢ma u $winek morskich oraz ludzka
zaCma starcza, jest zwiagzana ze stresem
oksydacyjnym, a ferrytyng jest waznym
czynnikiem kontrolowania tego stresu.

Jedna z hipotez ttumaczacych role ferrytyny w
patologii HHCS mowi, ze zwiekszona ilos$¢ tego
biatka w soczewkach pacjentow destabilizuje inne
biatka, powodujac uszkodzenie normalnej
organizacji biatek i prowadzi do zmetnienia
soczewki. Inna mozliwos$¢ to zaburzenie kontroli
pozioméw zelaza w soczewkach, ktore prowadzi
do zniszczenia oksydacyjnego i ostatecznie do
zaémy. Wysokie poziomy mRNA L-ferrytyny w
ludzkich soczewkach mogg wskazywac na
koniecznos¢ szybszej regulacji poziomoéw zelaza
w jej tkance w poréwnaniu z innymi tkankami [8].

7. PODSUMOWANIE

Utrzymanie homeostazy zelazajest bardzo istotne
dla prawidtowego funkcjonowania organizmu.
Wohynika to z faktu, ze z jednej strony pierwiastek
tenjest niezbedny do biologicznej aktywnosci wielu
istotnych biatek komérkowych, z drugiej natomiast
jako metal przejSciowy moze katalizowac reakcje
prowadzace do powstania wolnych rodnikéw. W
celu zapewnienia biodostepnosci tego zelaza i

ograniczenia jego toksycznosci organizmy wyksztalcity ztozony aparat pobierania,
transportowania, magazy-nowania, jak i regulacji stezenia wolnychjonow zelaza. Jednym
z waznych sktadnikéw tego systemujest ferrytyna, ktérej ekspresjajest scisle regulowana
na etapie zaréwno transkrypcji, jak i translaciji.

Nieprawidtowe stezenie ferrytyny, stopien glikozylacji lub zawarto$¢ jonéw zelaza
wskazujgna obecnos¢ réznych stanéw chorobowych, takich jak: choroby proliferacyjne
(nowotwory), stany niedoborowe (anemie), choroby reumatyczne (RA, AOSD).
Whytaczenie spod kontroli translacyjnej podjednostki lekkiej ferrytyny moze powodowaé
zaéme. Ferrytyna zapewne nie moze stuzy¢ jako specyficzny marker przypisany jednej,
konkretnej jednostce chorobowej. Jest natomiast cennym, dodatkowym wskaznikiem
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Swiadczacym, w zaleznosci od obecnosci innych objawoéw, o ilosci zelaza w organizmie
oraz o aktywnosci lub zaawansowaniu r6znych choréb.
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NKG2D RECEPTOR AND ITS LIGANDS
Piotr MROWKA, Jakub GOtLAB

Zaktad Immunologii, Centrum Biostruktury, AM w Warszawie

Streszczenie.Komorki efektorowe uktadu immunologicznego sag w stanie rozpoznawa¢ komérki zaka-
zone, transformowane i jak sie niedawno okazato, komdrki poddane réznego rodzaju stresom. Jednym
ze sposobOw rozpoznawania tych ostatnich jest identyfikacja indukowanych stresem czasteczek po-
wierzchniowych. Najlepiej poznanym receptorem uczestniczagcym w tego typu reakcjach jest receptor
lektynowy typu C o nazwie NKG2D obecny na komérkach NK, limfocytach TyS, CD8' limfocytach
TaP oraz makrofagach. Opisano 4 rodziny ligandéw dla NKG2D. Sa to ludzkie czasteczki MIC A i B
(niekiedy okreslane réwniez jako MICA i MICB) oraz ULBP, a takze mysie RAE-1 i H60. Czasteczki
te nie wykazujg bliskiego pokrewienstwa, cho¢ wszystkie mozna okresli¢ mianem nieklasycznych
biatek MHC klasy I. Wszystkie z wyjatkiem ULBP, ktérego regulacja ekspresji jest bardziej skompliko-
wana i niedostatecznie poznana, pojawiajg sie w duzych ilosciach na komérkach uszkodzonych stresem
(np. cieplnym lub oksydatywnym), zakazonych i transformowanych. Rozpoznanie ich przez receptor
NKG2D prowadzi do przekazania sygnatu kostymulujacego lub aktywacji komoérek uktadu odporno-
Sciowego i reakcji cytotoksycznej. Zjawiska zwigzane z funkcjonowaniem indukowanych ligandow
receptorow aktywujacych komorki uktadu immunologicznego stanowia potencjalnie podstawe dla no-
wych rozwigzan w immunoterapii nowotworéw.

Stowa kluczowe: NKG2D, MIC, ULBP, komoérki NK.

Summary: Effector cells of the immune system can recognize infected, transformed or as recently
demonstrated, stressed cells. The recognition of the latter is based on the detection of cell surface
molecules induced by cellular stress. The best known receptor for the recognition of these molecules is
a C-type lectin - NKG2D expressed by NK cells, Ty8, CD8' TaO cells, and macrophages. There are 4
families of ligands for NKG2D. These are human MIC A and B molecules, ULBP and murine RAE-1
and H60. Although there is little homology between these molecules, they are all classified as nonclas-
sical MHC class | molecules. All but ULBP, the regulation of which is unknown and seems to be the
most complex, are expressed on the surface of stressed (e.g. heat or oxidative stress), infected and
transformed cells. NKG2D-mediated recognition of these cells leads to co-stimulation or to the activa-
tion of the immune cells and the cytotoxic reaction towards target cells. Better understanding of the
functions of stress-induced ligands for activating NKG2D receptors might potentially be exploited for
new cancer immunotherapy strategies.

Key words: NKG2D, MIC, ULBP, NK cells.
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W zywym organizmie czesto dochodzi do zabijania wtasnych komorek. Eliminowane
sg komorki zbedne, uszkodzone i zmienione - komorki, ktore uleglty transformacji
nowotworowej lub zakazeniu wirusowemu - stanowigce potencjalne zagrozenie.
Nieprawidtowosci w profilu lub budowie i ekspresji biatek, a co za tym idzie w
funkcjonowaniu komorki, prezentowane sgw kontekscie czasteczek MHCL. Rozpoznanie
obcych (wirusowych), zmutowanych lub ulegajacych ekspresji w nieodpowiedniej fazie
rozwoju biatek przez limfocyty T prowadzi do zniszczenia takich komorek. Wiele wirusow
unika wykrycia przez hamowanie ekspresji czgsteczek MHC. Podobng strategie stosujg
niekiedy komorki nowotworowe. Metoda ta niejjestjednak catkowicie skuteczna, bowiem
obnizona ilos¢ MHC na powierzchni komérki jest sygnatem aktywujacym cytotoksycznos$é
komérek NK. Innym elementem kontroli prawidtowego funkcjonowania komérek organizmu
jest stosunkowo niedawno odkryty system ,,znakowania” komérek, ktére ulegty stresowi,
transformacji lub zakazeniu wirusowemu. Na ich powierzchni u ludzi pojawiajg sie
czasteczki MIC A i B (major histocompatibility complex (MHC) class- 1 related molecules')
oraz ULBP (UL-16 bindingproteins) [I]. U myszy analogiczngrole petnig RAE-! (retinoic
acid early inducible transcript 1) i biatko H60 (minor histocompatibility antigen).
Konstytutywna obecno$¢ tych molekut jest charakterystyczna dla znacznej liczby
nowotworéw. Czasteczki te sgligandami dla NKG2D - aktywujgcego receptora limfocytow
NK, limfocytéw Tyd, CD8+ limfocytéw TocP i makrofagéw [2, 3]. W wyniku zwigzania
NKG2D z ligandami (NKG2DL) komdrka NK jest aktywowana i uruchamia mechanizmy
reakcji cytotoksycznej, w efekcie czego nieprawidtowa komérka ginie [4,5].

BUDOWA NKG2D

NKG2D jest lektynowym receptorem typu C, ktérego obecno$¢ opisano na
komérkach NK, limfocytach Tyb, CD8+, limfocytach Toc[3 oraz makrofagach. Jest to
jedyny aktywujacy receptor komérek NK, dla ktérego udato sie zidentyfikowac
konkretne ligandy. Wydaje sie on mie¢ zasadnicze znaczenie w funkcjonowaniu tych
komorek [3, 6, 7].

Gen kodujacy NKG2D znajduje sie u cztowieka w chromosomie 12 w obrebie tzw.
kompleksu NK [8], ktéry u myszy znajduje sie w chromosomie 6 [9]. Produkt tego
genu znacznie roézni sie jednak od pozostatych genéw rodziny Nkg2, wobec ktérych
wykazuje zaledwie 24,5% homologii w sekwencji aminokwasow. Krystalografia ukazata
zadziwiajgce podobienstwo strukturalne NKG2D do budowy innych czgsteczek rodziny
lektyn typu C, mimo znacznych rozbieznosci w sktadzie aminokwasowym [10, 11]. W
odrdznieniu od pozostatych przedstawicieli rodziny NKG2, receptor ten nie tworzy
dimeréw z czagsteczkg CD94. Wystepuje w postaci homodimeréw, w ktorych
monomeryczne podjednostki potgczone sg mostkami dwusiarczkowymi [3,6], Poniewaz
nie ma on w czesci wewnatrzcytoplazmatycznej sekwencji warunkujacej bezposrednie
przekazanie sygnatu, musi tworzy¢ kompleks z dodatkowg czasteczka adaptorowa.
Zajej wigzanie odpowiedzialne sg natadowane dodatnio reszty aminokwasowe domeny
transbtonowej receptora [12],
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Przekazywanie sygnatu odbieranego przez receptor NKG2D wymaga obecnosci
czasteczki adaptorowej. Domena transbtonowa receptora taczy sie z towarzyszaca
molekuta dzieki oddziatywaniom zjonizowanych i polarnych reszt aminokwasowych
obu biatek [12], Receptory aktywujace komorek uktadu immunologicznego
wykorzystujaw roli adaptorow polipeptydy zawierajace tak zwana sekwencje ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif), takie jak: CD3”" przekazujgce
sygnaty z TCR, tancuchy Igoc (CD79a) i IgP (CD79b) uczestniczace w przekazywaniu
sygnatéw przez immunoglobuliny powierzchniowe, czy KARAP (killer cell-activating
receptor-associatedpolypeptide, nazywany rowniez DAP 12), zwigzany miedzy innymi
z NKG2D [6, 14]. Odebranie sygnatu przez receptor wigze sie z aktywacja kinaz
tyrozynowych z rodziny Src, ktére fosforyluj g reszty tyrozynowe czasteczki adaptorowej
w obrebie ITAM. Fosforylacja sekwencji ITAM stwarza miejsca wigzania dla kinaz z
rodziny Syk (takich jak Syk, ZAP-70), powoduje ich aktywacje i umozliwia dalsze
przekazanie sygnatu.

Petna aktywacja komorki czesto wymaga sygnatéw z receptora kostymulujacego,
takiego jak: CD 19 (w wypadku limfocytéw B) czy CD28 (w limfocytach T). Wérod
czasteczek taczacych sie z tego typu receptorami brak jest molekut zawierajgcych
motywy ITAM. Charakterystycznajest dla nich natomiast wewnatrzcytoplazmatyczna
sekwencja YxxM, ktérej fosforylacja prowadzi do $ciggniecia i aktywacji kinaz
lipidowych z rodziny kinazy fosfatydyloinozytolowej 3 (P13K) i Grb2 odpowiedzialnych
za dalszg transmisje sygnatu. Adaptorem majacym sekwencje YXxM zwigzanym z
receptorem NKG2D jest biatko DAP10 [13].

W wyniku alternatywnego ciecia i sktadania pierwotnego transkryptu powstajgdwie
formy receptora NKG2D, ktore selektywnie tgczg sie z roznymi czgstkami adapterowymi.
Izotermy te réznig sie N-koncem tancucha polipeptydowego, stanowigcym domene
cytoplazmatyczng biatka, na ktéorym jedna z nich zawiera dodatkowy trzynasto-
aminokwasowy fragment (MALIRDRKSHHSE). Jest to wynikiem obecnosci
dodatkowego kodonu AUG w mRNA dtuzszej formy. Réznica ta wydaje sie by¢ przyczyng
odmiennej preferencji izoterm NKG2D w tworzeniu komplekséw z adapterami [13].
Forma krotsza (okre$lana jako NKG2D-S) wiagze sie zaréwno z DAP10, jak i KARAP,
natomiast dtuzsza (NKG2D-L) wysoce selektywnie tgczy sie z DAP10 [13, 15].

Spoczynkowe komoérki NK zawierajg duze ilosci dtuzszej formy receptora i prawie
niewykrywalne ilosci formy krotszej. NKG2D-S indukowane sgw momencie aktywacji
komorek. Natomiast nieaktywowane limfocyty T CD8+ i makrofagi nie wytwarzajg
zadnej z tych izoterm. Pobudzenie TCR limfocytéw indukuje ekspresje obu wariantow
receptora. Makrofagi stymulowane na przykitad lipopolisacharydem (LPS), wytwarzajg
gtéwnie NKG2D-S i nieznaczne ilosci NKG2D-L.

Wydaje sie, ze NKG2D dziata jako receptor zdolny aktywowac i indukowac reakcje
cytotoksyczng komdrek NK i makrofagoéw, natomiast dla limfocytow T CD8+jest tylko
receptorem kostymulujagcym. W pewnych warunkach moze nastgpi¢ wzrost ekspresji
KARAP w limfocytach T CD8+ i zachowuija sie one wtedy jak komérki NK eliminujac
transformowane i zakazone komorki majace ligandy NKG2D na swej powierzchni, mimo
braku antygenéw rozpoznawanych przez TCR [13].
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Liczba czasteczek NKG2D na powierzchni komérki jest regulowana przez bodzce
wewnetrzne i zewnetrzne. Do wewnetrznych nalezy, prawdopodobnie genetycznie
uwarunkowana, gestos¢ receptoréw, ktéra ustala sie w pierwszym okresie rozwoju i
pozostaje na niezmienionym poziomie do starosci. Do czynnikow wewnetrznych zalicza
sie rowniez wptyw na ekspresje receptora czasteczek adapterowych tworzacych z nim
kompleks przekazujacy sygnaty, ktérych spadek zawartosci w komorce obniza poziom
NKG2D. Do czynnikdéw zewnetrznych zaliczymy sytuacje pobudzenia uktadu
immunologicznego, w czasie ktérego nastepuje wzrost wytwarzania NKG2D. Ekspresja
NKG2D zaréwno u ludzi jak i u myszy jest konstytutywna w komérkach NK. i jedynie
w niewielkim stopniu wydaje sie podlega¢ regulacji przez stymulacje cytokinami, takimi
jak IL-12, IFN-y, IFN-oc/p czy IL-2 [16], Ludzkie limfocyty T CD8+w przeciwienstwie
do mysich wytwarzajg stale NK.G2D. Mysie muszg zosta¢ aktywowane przez TCR
[2,17]. W wielu limfocytach Ty5 ekspresja NKG2D zachodzi konstytutywnie. U myszy
jest ona jednak ograniczona do komérek CD44+ [2, 10]. Makrofagi zdolne sg do
ekspresji NKG2D dopiero po stymulacji przez LPS, IFN-y lub IFN-a/p [16],

LIGANDY MIC A/B

Czasteczki MIC sg glikoproteinowymi ligandami dla receptora NKG2D, ktérych
ekspresja jest indukowana stresem komérkowym [2]. Geny kodujgce MIC A i B lezg
w poblizu HLA-B [10]. Wykazujgone bardzo silny polimorfizm, co wydaje sie wptywac
na powinowactwo do receptora NKG2D [18]. Znane sg 54 odmiany alleliczne genu
MIC A i 16 odmian genu dla MIC B [19]. Allel MIC A 009 jest odpowiedzialny za
chorobe Beheeta [18]. Odkryto w populacji ludzkiej obecnosé haplotypu charak-
teryzujacego sie rozlegta delecjg w obrebie genéw MIC, powodujgca brak ekspresji
obu form. Interesujace jest, ze homozygoty pod wzgledem tej aberracji nie wykazuja,
jak sie wydaje, zadnych nieprawidtowosci w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego
[18]. Poréwnanie cDNA genoéw matpich lezacych w loci odpowiadajacych potozeniu
genoéw MIC A i B ujawnito wyjatkowe podobienstwo sekwencji miejsca wigzania z
receptorem [20],

Struktura czgsteczek MIC jest podobna do biatek MHC klasy |. Skiadajg sie z N-
koncowego fragmentu zewnatrzkomérkowego, krétkiego fragmentu hydrofobowego
kotwiczacego w btonie i krétkiego fragmentu hydrofilnego, wewnatrzkomorkowego.
W budowie czesci zewnatrzkomorkowej wyréznia sie trzy domeny: al i cc2 tworzace
strukture rowka analogiczng do MHC | oraz domene a3, lezaca najblizej powierzchni
btony. W przeciwienstwie do klasycznych MHC I, MIC A/B nie wigza peptydéw i nie
biorg udzialu w prezentacji antygendw komdrkowych. Nie asocjuja takze z (3,-
mikroglobuling. Limfocyty Tyd rozpoznajg MIC takze w tych komorkach, ktore nie
majg funkcjonujacych TAP i [3,-mikroglobuliny [18, 21].
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Badania krystalograficzne kompleksu NKG2D/MIC A ujawnity Scistg analogie tej
struktury do obserwowanej podczas wigzania TCR i MHCI. Homodimer NKG2D #gczy
sie z komplementarnymi duzymi powierzchniami cci i oc2 monomeru MIC. Ponadto w
poréwnaniach struktury MIC A wolnego i zwigzanego przez receptor wida¢ znaczne
réznice zaréwno w uksztattowaniu miejsca wigzania, jak i orientacji poszczegolnych
domen. Uwaza sie, ze MIC majgzdolnos$¢ dopasowywania swej konformacji w znacznym
stopniu do ksztattu receptora. Wyjasnia to w pewnym sensie mozliwos$¢ istnienia znacznej
liczby funkcjonujacych odmian allelicznych tych biatek [3, 22, 23]. Miejsce wigzania
jest silnie zachowane ewolucyjnie w receptorze i wykazuje wysokghomologie do podobnej
struktury (dwie a-helisy) innych lektynowych receptoréw [3]. Analizy kinetyczne interakcji
receptor/ligand wykazaty, ze wigzanie miedzy NK.G2D i MIC A moze by¢ (zaleznie od
odmiany allelicznej MIC A) silniejsze i bardziej stabilne niz tworzone przez TCRi inne
receptory komorek NK oraz limfocytow z ich ligandami [23].

EKSPRESJA MIC

Zdrowe komoérki nie wytwarzajg MIC na swej powierzchni. Wyjatkiem jest nabtonek
przewodu pokarmowego. Promotory genéw MIC A i B zawierajg elementy podobne do
promotora biatek szoku cieplnego HSP70. Ttumaczy sie tym wzrost ilosci mMRNA biatek
MIC w komorkach HelLa poddanych dziataniu podwyzszonej temperatury [10, 24],

Transformacja nowotworowa jest jedng z obserwowanych przyczyn zwiekszenia
ekspresji czasteczek MIC. Najczesciej zjawisko to wystepuje w nowotworach
pochodzenia nabtonkowego w tym w rakach piersi, jajnika, okreznicy, nerek i ptuc [7,
25]. W badaniach ekspresji ligandéw NKG2D u pacjentéw z biataczkg w 56%
przebadanych przypadkéw komoérki nowotworowe miaty jeden lub wiecej ligandow dla
NKG2D. W zadnym z nich zdrowe komérki pacjenta nie wykazywaty ekspresji ich
[26]. Brak jest korelacji miedzy ekspresja MHC | i ekspresjg ligandow NKG2D [26].

Zaobserwowano, ze zakazenie fibroblastéw i komérek nabtonka ludzkim
cytomegalowirusem (HCMV) skutkuje zwiekszong ekspresjg MIC. Podobny wzrost
obserwuje sie badajgc probki pobrane od chorych na zapalenie ptuc wywotane tym
wirusem [17],

ANALOGI MIC

Znane sg cztery grupy biatek stanowigcych ligandy dla receptora NK.G2D. Poza
czasteczkami MIC A/B wyr6zniamy grupy ULBP, RAE-1, H-60.

Na ludzkich komoérkach wystepujg biatka ULBP (17,25,26). Ich budowa wykazuje
podobienstwo do czasteczek MHC klasy I. W odr6znieniu od nich ULBP majgjednak
jedynie domeny c.! i oc2. W btonie zakotwiczone sa dzieki wigzaniu gliko-
zylofosfatydyloinozytolu (GPI). Poszczeg6lne odmiany ULBP sg identyczne w 55-
60% swych sekwencji aminokwasowych.-Wykazujg niskg homologie wzgledem
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pozostatych czgsteczek rodziny MHC |. ULBP (UL16 binding protein) swa nazwe
zawdziecza powinowactwu do glikoproteiny kodowanej przez cytomegalowirusa
(CMV). W efekcie zwigzania czasteczki wirusowej ULBP traci zdolnos¢ stymulacji
receptora NKG2D. Podobng wiasciwosé wykazuja biatka MIC B. Jest to
prawdopodobnie sposéb ochrony komorki zakazonej przez wirusa przed liza. Biatka
MIC A i ULBP 3 nie wigzg sie z UL16 [1, 28].

ULBP w odr6znieniu od MIC wystepuja na komoérkach wielu zdrowych tkanek.
Stwierdzono obecno$¢ mMRNA ULBP miedzy innymi w komoérkach serca, mézgu, phuc,
watroby, jader, weztéw limfatycznych, grasicy, migdatkow i szpiku, a takze tkankach
zarodkow. Badania in vitro z uzyciem przeciwciat monoklonatnych linii nowotworowych
pokazujgjednak, iz obecno$¢ mRNA nie jest réwnoznaczna z obecnos$cig czasteczek
na powierzchni komorek [1]. Regulacja ekspresji ULBP nie jestjeszcze dostatecznie
poznana i wymaga dalszych badan. Obserwowano wzrost ich gestosci w nowotworach
zotadka i okreznicy. Co ciekawe, w komérkach nowotworu nerki obserwowano spadek
ich ekspres;ji [1].

U myszy, ktore nie majghomologow czastek MIC, podobngrole petnig strukturalnie
zwigzane z ULBP rodziny biatek RAE-1 i H-60. Ich ekspresja jest indukowana przez
stres i karcynogeny. Ich obecno$¢ stymuluje aktywnos$¢ limfocytow Ty, komorek NK
oraz makrofagow [16]. Komorki transdukowane RAE-1 w doswiadczeniach in vivo
byty eliminowane przez limfocyty T CD8+ i komérki NK, a ich podanie wywotywato
odpornos¢ przeciw linii macierzystej [18,29]. Usytuowanie w genomie mysim genow
Rae-1 i H-60 w chromosomie 10 odpowiada potozeniu ludzkich ULBP (chromosom
6) co moze by¢ podstawa do wnioskowania o funkcjonalnej analogii tych biatek i ich
wspolnym pochodzeniu [1,10].

Rodzina RAE-1 obejmuje 4 biatka (RAE-loc-5) kodowane przez oddzielne geny
(Rae-loc-8). Podobniejak ULBP kotwiczgw btonie przez wigzanie do GPI. Wystepuja
one na niskim poziomie ekspresji w czasie zycia ptodowego. Ich mRNA jest wykrywalne
w embrionie myszy w dziewigtym dniu cigzy, a w dniach 10-14 utrzymuje sie w
czesci gtowowej. Sugeruje to role RAE-1 w rozwoju zarodkowym [10], U dorostych
osobnikdéw nie wystepuja. Pojawiaja sie czesto na komorkach w wyniku transformacji
nowotworowych.

Biatko H-60 jest kodowane przez jeden gen. Poczagtkowo sgdzono, ze jego jedyng
rolg jest dostarczanie peptydu LYL8 znajdujacego sie na N-koncu czasteczki, ktory
moze by¢ zatadowany do H-2Kb i stuzy¢ jako staby antygen zgodnosci tkankowej
rozpoznawany przez specyficzne limfocyty T cytotoksyczne [18]. P6zniej odkryto, ze
jeston réwniez ligandem dla receptora NKG2D. Jego ekspresji nie wykryto w tkankach
pochodzacych od dorostych osobnikéw. Wyjatek stanowig tymocyty myszy BALB/c
oraz limfoblasty stymulowane konkanawaling A i LPS. Nie zaobserwowano wigzania
H60 z GPI, co sugeruje, iz w odroznieniu od RAE-1 moze by¢ to czgsteczka majaca
transbtonowg domene kotwiczgcg [10]. H-60 25 razy silniej wigze sie z NKG2D niz
RAE-1 [30],
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ROZPUSZCZALNE LIGANDY DLA NKG2D-
CZASTECZKI sMIC

Wiele nowotwordw, szczegolnie pochodzenia nabtonkowego spontanicznie uwalnia
ze swojej powierzchni rozpuszczalne formy czasteczek MIC (soluble MIC, sMIC).
Tworzone sgone przez odciecie domeny transbtonowej i zbudowane sgz trzech domen
zewnatrzkomoérkowych. Wykazano, ze inhibitory metaloproteinaz blokuja uwalnianie
sMIC, prowadzac do kumulacji czasteczek MIC na powierzchni komorek. Co ciekawe,
brak jest korelacji miedzy wielkoscig powierzchniowej puli MIC a uwalniang iloscig
sMIC [26, 31]. Wynika z tego, ze o stezeniu sMIC w organizmie decyduje zardwno
ekspresja MIC, jak i aktywno$¢ metaloproteinaz.

Uwalnianie rozpuszczalnych form czasteczek powierzchniowych ma wielo-
kierunkowe dziatanie. Redukujac liczbe ligandéw na powierzchni komérki zmniejsza
szanse na rozpoznanie jej jako nieprawidlowej [31]. Znajdujace sie w przestrzeni
miedzykomorkowej rozpuszczalne formy MIC blokuja receptory komorek efektorowych
uktadu immunologicznego, dodatkowo powodujgc prawdopodobnie bezproduktywne
wykorzystanie elementéw zwigzanych z mechanizmami cytotoksycznosci, co moze
zmniejszac efektywnos¢ ich dziatania. Wysokie stezenie sMIC i wysycenie receptoréw
komorek efektorowych powoduje obnizenie liczby NKG2D na powierzchni limfocytow
i makrofagéw [32]. Jest to naturalna ochrona organizmu przed nadmierna, nie-
kontrolowang aktywnoscig ze strony uktadu odpornosciowego. Mechanizm tej reakcji
polega na endocytozie kompleksu receptor-ligand, ktéry ulega degradacji w cytoplazmie.
Brak jest dowod6éw na mozliwosé recyklingu NKG2D. Podobna regulacja przez
rozpuszczalne ligandy ma miejsce w stosunku do innych receptorow aktywujacych
limfocytow. Wykazano, ze sMIC przedostajg sie do krwioobiegu i sg roznoszone po
catym organizmie. Systemowe, przewlekte obnizenie gestosci receptoréw dla MIC na
komorkach NK. i limfocytach Ty6 moze by¢ jedngz przyczyn zmniejszonej odpornosci
pacjentdw z nowotworami na zakazenia wieloma patogenami [33].

Potencjalnie supresorowe wzgledem NKG2D dziatanie sMIC moze znalez¢
zastosowanie terapeutyczne w niektdrych chorobach autoimmunizacyjnych, w ktérych
ekspresja MIC jest podwyzszona, a by¢ moze réwniez takich, w ktérych przebieg
MIC nie sgbezposrednio zaangazowane. NKG2D moze mie¢ bowiem niepoznane dotad
ligandy [27].

Znaczna liczba nowotworéw uwalnia rozpuszczalne formy MIC. Nabycie tej
zdolnosci przez komérki nowotworowe promuje rozwoj choroby. Daje to potencjalng
mozliwos¢ wykorzystania sMIC w diagnostyce choréb nowotworowych i w
monitorowaniu pacjentéw [27].
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REGULACJA AKTYWNOSCI KOMOREK UKEADU
IMMUNOLOGICZNEGO

Komoérki NK. Aktywnos$¢ komoérek NK, jest regulowana przez sygnaty
pobudzajace i hamujace. Aktywujacy receptor NKG2D wydaje sie petni¢ nadrzedng
role w komérkach NK w stosunku do receptorow hamujacych [33]. Zwiekszona
ekspresjajego ligandéw na komérce docelowej powoduje ignorowanie przez komorki
NK hamujacego sygnatu z receptoréw rozpoznajacych prawidlowa ekspresje
czasteczek MHC |, takich jak KIR [1,2]. Rozpoznanie na komadrce obecnosci ligandow
NKG2D uruchamia przeciw niej mechanizmy reakcji cytotoksycznej zaleznej od
granulosomow. NKG2D-zalezna stymulacja prowadzi do uwalniania z komirki NK
IFN-y [16] oraz innych cytokin, takich jak: GM-CSF, TNF-|3 i 1-309 oraz chemokina
CCI1, 10],

Limfocyty T CD8+. NKG2D wystepuje konstytutywnie na ludzkich limfocytach T
CD8+, u myszy natomiast nie obserwuje sie jego obecnosci na limfocytach
spoczynkowych i pojawia sie po stymulacji przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28
[16], Dla limfocytow CD8+NKG2D dziatajako receptor kostymulujacy [13,34]. Nie
jest w stanie doprowadzi¢ do rozpoczecia reakcji cytotoksycznej przeciw komérce
majgcej jego ligandy samodzielnie. Wymagane jest rozpoznanie nieprawidtowej
ekspresji biatek prezentowanych w kontekscie MHC | przez TCR. NKG2D wzmachia
sygnat ptynacy z TCR prowadzac do lizy komérki [17]. Wytwarzanie cytokin, np. IL-
2, réwniez wymaga synergistycznego wspoétdziatania obu receptoréw [17].

Makrofagi. Ekspresja NKG2D na makrofagach jest indukowana ich akywacja,
np. przez LPS. Stymulacja przez ligandy NKG2D prowadzi do wytwarzania tlenku
azotu fNO) i TNF [16], Poniewaz ligandy NKG2D znajdujasie na powierzchni Lomorek
makrofag otrzymujac sygnat aktywujacy i rozpoczynajac uwalnianie NO i TNF znajduje
sie w bezposrednim sasiedztwie komorki, przeciw ktérej reaguje. Lokalne zageszczenie
mediatorow wydzielanych przez makrofag wzmaga efektywnos$¢ oddziatywana.

PODSUMOWANIE

Receptory aktywujace, takie jak NKG2D, sg waznym elementem ukiadu od-
pornosciowego, jednak ich biologia wciaz jest jeszcze mato poznana. Ostatniebadania
przyniosty wiele odpowiedzi na pytania dotyczace ich funkcjonowania, ale kcnieczne
sg dalsze prace dla ich wystarczajgcego zrozumienia.

Najlepiej poznanym i jedynym, dla ktérego ligandy (prawdopodobnie nadal nie
wszystkie) udato sie zidentyfikowac, jest lektynowy receptor NKG2D. Jest on, jak sie
wydaje, bardzo waznym narzedziem kontroli komérek organizmu przez ukiad
odpornosciowy. Stosunkowo duza wiedza dotyczaca funkcjonowania tego receptora i
jego ligandéw stwarza warunki dla poszukiwania klinicznych implikacji odkry¢.
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Rozpatruje sie mozliwos¢ stymulacji komérek uktadu immunologicznego droggNKG2D
w immunoterapii nowotworow [35]. Oznaczanie sMIC we krwi moze w niedalekiej
przysztosci by¢ wykorzystywane w diagnostyce i monitorowaniu przebiegu choréb
nowotworowych. Te same rozpuszczalne ligandy NKG2D mogg okazac sie pomocne
w leczeniu choréb autoimmunizacyjnych. Szerokie perspektywy zastosowar klinicznych
i niezwykle dynamiczny postep, jaki dokonuje sie w tym dziale immunologii, sprawiaja,
ze warto $ledzi¢ postepy nauki w odkrywaniu mechanizméw regulacji aktywnosci
komérek uktadu immunologicznego.
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EKSPRESJA GENOW DYSMUTAZY
PONADTLENKOWEJ W STANIE STRESU
OKSYDACYJNEGO

EXPRESSION OF SUPEROXIDE DISMUTASE GENES
IN STATE OF OXIDATIVE STRESS

Michal SKRZYCKI, Hanna CZECZOT

Katedra i Zaktad Biochemii AM Warszawa

Streszczenie'. W pracy opisano strukture gendéw dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i przedstawiono
najnowsze wiadomosci na temat ich ekspresji, ze szczegélnym uwzglednieniem mechanizméw regu-
lacji ekspresji genu MnSOD w stanie stresu oksydacyjnego.

Stowa kluczowe: dysmutaza ponadtlenkowa, stres oksydacyjny, ekspresja, czynniki transkrypcyjne.

Summary: The paper describes superoxide dismutase (SOD) genes structure and presents latest news
about their expression, with special consideration of regulation MnSOD gene expression mechanisms
in the state of oxidative stress.

Key words: superoxide dismutase, oxidative stress, expression, transcription factors.

Wykaz skrotéw: AP-1 - biatko aktywujace 1; AP-2-biatko aktywujace 2; ATF-1 -czynnik aktywujacy
transkrypcje; CAT - katalaza; C/EBP - biatko wigzace sie z sekwencjg CCAAT; CREB - biatko
wigzace sie z elementem odpowiadajacym na cAMP; CuZnSOD - cynkowo-miedziowa dysmutaza
ponadtlenkowa; DAG - diacyloglicerol; ECSOD - zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtlenkowa;
GPx - peroksydaza glutationowa; GSt - transferaza glutationowa; I-kP - inhibitor jadrowego
czynnika transkrypcyjnego NF-kP; IL-1 - interleukina 1; IL- 8 - interleukina 8; kpz - tysiecy par
zasad; LPS - lipopolisacharydy; MnSOD - manganowa dysmutaza ponadtlenkowa; MSTRE - ele-
ment genu MnSOD odpowiadajacy na TPA; NAC - N-acetylo-L-cysteina; NF-1 - czynnik transkryp-
cyjnyl; NF-kP - czynnik transkrypcyjny-Kp; PKA - kinaza biatkowa A; PKC - kinaza biatkowa
C; PLC - fosfolipaza C; PMA - 13-octan 12-miristan forbolu; pz - par zasad; R-TNF - receptor
TNF-a; SOD - dysmutaza ponadtlenkowa; Sp-1 - biatko specyficznosci |; TNF-a- czynnik mar-
twicy nowotworu; TPA - 13-octan 12-O-tetradekanyloforbolu; WRT - wolne rodniki tlenowe.
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l. WSTEP

Jednym z podstawowych elementéw obrony komorek przed szkodliwym dziataniem
wolnych rodnikéw tlenowych i ich pochodnych jest synteza specyficznych biatek
enzymatycznych o wiasciwosciach przeciwutleniajacych, np. SOD, CAT, GPx i innych.
Jednym z nichjest dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), ktéra bierze udziat w unieczynnianiu
anionorodnika ponadtlenkowego. Jej zwiekszong synteze obserwuje sie w warunkach
stresu tlenowego. Ma ona, podobnie jak inne enzymy antyoksydacyjne, charakter
konstytutywny i jest syntetyzowana w prawidtowych komérkach. Jej aktywnosé
zdecydowanie wzrasta w stanie stresu oksydacyjnego. Nadmiar powstajgcego w stresie
anionorodnika ponadtlenkowego jest bodZzcem indukujacym ekspresje genéw SOD [44].

SOD wystepuje we wszystkich tkankach metabolizujgcych tlen [11], Jest
metaloproteing zawierajagca w centrach aktywnych jony metali (Cu, Zn, Mn) [9], W
komérkach ludzkich wystepuja trzy formy SOD (EC 1.15.1.1): cynkowo-miedziowa
(CuznSOD) obecnaw cytosolu i przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw, manganowa
(MnSOD) obecna prawie wytgcznie w mitochondriach oraz dysmutaza pozakomérkowa
(ECSOD). CuzZnSOD jest homodimerem o masie 32 kDa, MnSOD jest homotetramerem
0 masie pojedynczego monomeru 23 kDa, natomiast ECSOD jest homotetramerem o
masie 135 kDa [46].

Wszystkie izoenzymy SOD u ludzi sg kodowane przez geny jadrowe syntetyzowane
w cytoplazmie i transportowane do odpowiednich kompartmentéw komadrkowych [9,
12, 32].

Mitochondria sg strukturg komérki najbardziej podatnana oksydacyjny atak wolnych
rodnikéw. Generowane tu wolne rodniki uszkadzajg stabo zabezpieczony DNA, co
prowadzi do mutacji i powoduje powstawanie deficytu energetycznego komorek [ 13,
20, 38]. Zabezpieczenie genomu mitochondrialnego przed dziataniem reaktywnych
form tlenu zapewnia sprawnie dziatajgca MnSOD, ktdra chroni komorki organizmu
przed powaznymi konsekwencjami metabolicznymi [11,24].

Il. STRUKTURA GENOW SOD

Ludzki gen MnSOD zlokalizowany jest w dtugim ramieniu chromosomu 6 (6g25).
Sklada sie z pieciu egzondéw przedzielonych czterema intronami, z typowymi
potaczeniami intron-egzon. Miejsce inicjacji transkrypcji znajduje sie 74 pz powyzej
miejsca startu translacji. Jest ono poprzedzone przez region promotorowy bogaty w
pary GC (78%), ktory zawiera kasete siedmiu lub osSmiu sekwencji wigzacych czynnik
transkrypcyjny Sp-1 ijednej lub trzech sekwencji wigzacych czynnik transkrypcyjny
AP-1, atakze sekwencji wigzacych czynnik transkrypcyjny AP-2. Region promotorowy
znajduje sie pomiedzy -34 i +38 nukleotydem oraz nie zawiera on TATA i CCAAT
box [41,47]. Przy koncu 5' miedzy-1292 i-1202 nukleotydem znajduje sie sekwencja
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znana jako element odpowiedzi MnSOD na TPA (MSTRE), do ktérej moga sie
przytaczaé czynniki transkrypcyjne z rodziny CREB/ATF. Sekwencja ta jest podobna
do sekwencji elementu odpowiedzi na cAMP (CRE) [17], Region konca 3' genu MnSOD
zawiera jedng sekwencje wigzgcg czynnik transkrypcyjny NF-k[3. Miejsca wigzania
czynnikdw NF-kJ3 i AP-! ulokowane sgw regionie wzmacniajgcym miedzy -3340 a
-1396 nukleotydem, natomiast regiony wzmacniajgce indukowane przez cytokiny
zawierajg miejsca wigzania dla czynnikéw NF-k[3, C/EBP i NF-1 [17,46].

Ludzki gen MnSOD jest transkrybowany jako mRNA 4 kpz i mRNA 1 kpz.
Obydwa transkrypty ulegajg ekspresji w komérkach zaréwno noworodkow, jak i
ludzi dorostych. Transkrypt mMRNA ! kpz nie wystepuje w komérkach ptodéw [1],

Struktura ludzkiego biatka MnSOD zostata okreslona na podstawie komplementarnego
cDNA wyizolowanego z komorek guzajelita grubego (HT-29). Dojrzate biatko sktada sie
ze 198 aminokwaséw poprzedzonych 24-aminokwasowg sekwencjg sygnatowa. Na
podstawie analizy sekwencji DNA stwierdzono, ze region genu MnSOD, ktory ulega
translacji jest taki sam w zdrowych i nowotworowych komorkach, jednak wykazuje réznice
w regionach 5' i 3' nieulegajgcych translacji. Okres péttrwania mRNA MnSOD (ok. 10 h)
jest taki sam w komérkach prawidtowych i zmienionych nowotworowo. Natomiast ilos¢
biatka MnSOD jest nizsza w komoérkach nowotworowych [38].

Ludzki gen CuZnSOD zlokalizowany jest w chromosomie 21 (21g22). Jestto gen
o dtugosci 11 kpz sktadajacy sie z pieciu egzondw poprzedzielanych czterema intronami.
Miejsca potgczen intron-egzon zawierajg rzadko spotykane dinukleotydy G-C zamiast
silnie konserwatywnych G-T. Na koncu 5' genu znajdujasie sekwencje promotorowe
TATA miedzy +23 a +29 nukleotydem i sekwencja CCAAT miedzy -69 i -128
nukleotydem, a takze cztery kopie heksanukleotydu GGCGGG zaczynajgce sie od
nukleotydéw-90,-135,-172,-243. W regionie tym obecne sg dwie pary odwrdconych
powtérzen: krotkie, siedmionukleotydowe miedzy sekwencjami TATA i CCAAT i
dtuzsze, skladajace sie z 13 nukleotyddw poprzedzajgce sekwencje -69 CCAAT.
Heksanukleotydy -90 i -135 znajdujg sie w regionie struktury szpilki do wioséw,
tworzonej przez trzynastonukleotydowe powtorzenia. Tego typu struktury moga stuzy¢
jako miejsca wigzania bialek regulatorowych, co wskazuje na mozliwos¢ ich udziatu
w regulacji ekspresji genu CuZnSOD. Dotyczy¢ to moze czynnikéw NF1, Spl, AP-1,
AP-2, GRE, HSF i NF-kP [46]. Niekodujacy region 3' genu o dtugosci 312 pz zawiera
pie¢ otwartych ramek odczytu zaczynajacych sie od sekwencji ATG i koriczacych sie
kodonami stop oraz cztery sekwencje sygnatowe poliadenylacji mRNA [ 18,48].

CuZnSOD jest transkrybowany jako dwa rodzaje mRNA: 0,9 kpz i 0,7 kpz. Obydwa
ulegajg ekspresji u dorostych, ale mRNA 0,7 kpz jest okoto 3 do 4 razy wiecej. U
noworodkow i ludzi dorostych w komérkach poziom ekspresji mMRNA jest podobny,
natomiast u ptodoéw jest on znacznie nizszy [1,48].

Ludzki gen ECSOD jest zlokalizowany w chromosomie 4 (4p-g21). Skiada sie z
trzech egzondéw poprzedzielanych dwoma intronami. W regionie promotorowym
znaleziono miejsce wigzania czynnika AP-1. Region 5' genu ECSOD ma kilka
potencjalnych sekwencji regulatorowych, takich jak: elementy odpowiedzi (ang.
response element) na glukokortykoidy, ksenobiotyki oraz antyoksydanty. Region
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promotorowy tego genu nie zawiera sekwencji TATA lub CCAAT, ale ma sekwencje
bogate w puryny [46],

Regulacja syntezy SOD w warunkach stresu oksydacyjnego zachodzi gtéwnie na
poziomie transkrypcji. Zwigzanie czynnikdéw transkrypcyjnych z promotorem genu i
regionem wzmacniajacym inicjuje transkrypcje oraz prowadzi do nasilenia ekspresji
produktu genu [19].

W dalszej czesci artykutu zostang przedstawione molekularne mechanizmy indukcji
i regulacji ekspresji genu MnSOD.

1. MOLEKULARNY MECHANIZM INDUKCJI EKSPRESJI
GENU MnSOD

Geny SOD ulegajg ekspresji pod wptywem wielu czynnikdéw wywotujgcych stres
oksydacyjny: TNF-cc, interleukin, lipopolisacharydéw (LPS), interferonu-y, estréw
forbolu, etanolu, promieniowaniay i X, niektérych lekow [11, 15,17,44]. Wiekszos¢
z tych zwigzkdéw wytwarza reaktywne formy tlenu i inne wolne rodniki, pod wptywem
ktérych nastepuje aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych NF-kP, AP-1 i 2, CREB/
ATF, Spl, bioracych udziat w aktywacji genéw kodujacych biatka zaangazowane w
obrone komoérki przed czynnikami stresu oksydacyjnego (ryc. 1).

Dotychczas najlepiej poznany mechanizm indukcji ekspresji genu MnSOD w
komorkach dotyczy dziatania czynnika martwicy nowotworu (TNF-cc) produkowanego
przez makrofagi i limfocyty T. Pobudza on komarki do produkcji wolnych rodnikéw
tlenowych i tlenku azotu, przez co nasila stres oksydacyjny [37]. TNF-oc indukuje
rowniez hydrolize sfingolipidéw do ceramidu, a takze aktywacje kaspazy-3, co prowadzi
do apoptozy komorek [26]. Uwaza sig, ze cytotoksyczne dziatanie TNF-cc wigze sie z
produkcjg reaktywnych form tlenu w komdrkach. Badania wptywu TNF-oc na
aktywno$¢ i ekspresje MnSOD w uktadach in vitro wykazaty, ze zwigzek ten wyraznie
zwieksza poziom mRNA MnSOD i jej aktywno$¢ [43], Sygnaty przekazywane przez
receptory TNF-oc prowadza do aktywacji kinaz biatkowych w komérce (ang. protein
kinases A and C) PKA i PKC, a dalej czynnikow NF-kJ3 i AP-1. Jednym z
najwczesniejszych sygnatow inicjowanych przez receptory dla TNF-oc jest aktywacja
sfingomielinazy, ktéra rozktada sfingomieline btony komérkowej z wytworzeniem
ceramidu, aktywujacego z kolei odpowiednig kinaze biatkowg [5], TNF-oc aktywuje
rowniez fosfolipaze, ktérej produktem jest diacyloglicerol (DAG), aktywator kinazy
biatkowej C (PKC) [3]. Aktywna kinaza fosforyluje I-k[3 - inhibitor NF-Kk[3, ktory
nastepnie ulega degradacji. Fosforylacja I-Kp umozliwia NF-KO translokacje do jadra
i nastepnie przytaczenie sie do intronowej sekwencji wzmacniajgcej i aktywacje
transkrypcji genu MnSOD [28, 42].

Podobny mechanizm indukcji ekspresji genu MnSOD dotyczy dziatania
interleukiny-1 (IL-1) i interleukiny-8 (IL-8). IL-1 nasila wydzielanie przez makrofagi
i monocyty IL-8, ktéra taczac sie z odpowiednim receptorem dziata przez aktywacje



EKSPRESJIA GENOW DYSMUTAZY PONADTLENKOWE] ... 85

RYCINA 1. Mechanizmy przekazywania sygnatu w ekspresji genu MnSOD

biatek G, ktore z kolei indukuja sygnaty dla aktywacji PKC. Aktywacja odpowiednich
czynnikow transkrypcyjnych przez kinazy biatkowe prowadzi do indukcji ekspresji
genu MnSOD [40].

Nadekspresja w komérkach MnSOD blokuje aktywacje NF-kP, AP-1 i kaspazy-3
wywotang przez TNF-oc oraz aktywacje NF-k[3 indukowang przez estry forbolu,
lipopolisacharydy i ceramidy. Aktywacja NF-kP i kinaz, jak rowniez indukcja apoptozy
przez TNF-oc wymaga obecnosci réznych posrednikow, w tym WRT [22, 26, 29],
Zwiekszony poziom MnSOD prowadzi do obnizenia ilosci anionorodnika ponadtlenkowego,
natomiast zwieksza stezenie nadtlenku wodoru i innych nadtlenkéw [17]. Poniewaz ekspresja
genu MnSOD jest regulowana przez NF-kP, hamowanie aktywacji NF-kP przez nadmiar
MnSOD $wiadczy o negatywnym sprzezeniu zwrotnym [7,26].

Inny mechanizm indukcji ekspresji genu MnSOD dotyczy dziatania estru forbolu
(TPA) (ang. TPA- tetradecanoylphorbol acetate). Ekspresja genu MnSOD
indukowana przez TPA dotyczy aktywacji oksydaz NADPH, ktére generujag
anionorodnik ponadtlenkowy [23]. Jest on sygnatem dla fosforylacji czynnikéw
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transkrypcyjnych CREB (ang. cAMP response element-binding protein) i ATF-1,
ktore po przytaczeniu sie do sekwencji MSTRE w promotorze indukuja transkrypcje
genu MnSOD. Badania wykazaty, ze to wtasnie element promotorowy MSTRE genu
MnSOD moduluje indukcje transkrypcji tego genu w komoérkach [14, 17]. Ma on
sekwencje bardzo podobng do sekwencji CRE (ang. cCAMP response element) -
miejsca wigzgcego biatka z rodziny CREB. Biatko CREB przytgczone do MSTRE
jest wczesniej fosforylowane przez PKC aktywowang przez WRT. Bialko CREB
moze by¢ rowniez fosforylowane przez PKA. Poniewaz kinaza tajest odpowiedzialna
za wszystkie znane efekty wywolywane przez cAMP, nasuwa sie przypuszczenie, ze
ekspresja genu MnSOD moze by¢ rowniez regulowana przez wewnatrzkomorkowy
poziom cAMP [17].

Réwniez promieniowanie UV - silny induktor stresu oksydacyjnego wptywa na
ekspresje genbw SOD w komoérkach organizmu. Wykazano, ze niskie dawki UVB
zwiekszajag poziom mRNA MnSOD, natomiast wysokie dawki promieniowania
zmniejszajg ekspresje mMRNA MnSOD [18]. Promieniowanie UV indukuje nie tylko
powstawanie WRT w komoérkach, ale réwniez nasila produkcje cytokin (IL-6, IL-8,
TNF-a), ktére moduluja ekspresje MnSOD. Uwaza sie jednak, ze WRT generowane
w wyniku dziatania promieniowania UV odgrywajadecydujgcarole w indukcji ekspresji
genu MnSOD [8, 18].

W wielu typach nowotworéw obserwuje sie obnizenie ekspresji MnSOD. Wynika to z
metylacji niektorych sekwencji (CpG) w rejonie inicjacji transkrypcji genu MnSOD [46].

Wyniki licznych badan in vitro i in vivo wskazuja, ze aktywno$s¢ MnSOD podlega
skomplikowanym mechanizmom regulacji. Ekspresja genu MnSOD jest regulowana
gtéwnie przez czynniki wywotujace stres oksydacyjny i cytokiny (mediatory stresu),
zdolne regulowac zaréwno jej ekspresje, jak i aktywnos¢ [8, 18, 22, 33].

Przedstawione mechanizmy aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych wskazujg ze
ekspresja genu MnSOD zalezy od stanu redoks w komdrce [6], Wzrost stezenia WRT
i ich pochodnych w komorce jest niezbedny do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych
kontrolujacych ekspresje genu MnSOD. Gen MnSOD wydaje sie mie¢ w promotorze
i w sekwencjach wzmacniajacych wiele miejsc, do ktérych moga przytaczac sie aktywne
czynniki transkrypcyjne. Wiecej niz jeden czynnik promujacy aktywno$¢ MnSOD
wskazuje na jej uniwersalnos¢ i szczegolng role w prawidtowym funkcjonowaniu
komorki.

Ekspresja MnSOD jest regulowana nie tylko na poziomie transkrypcji, ale takze na
poziomie translacji przez biatko wigzace RNA. W czeSci mMRNA MnSOD nieulegajacej
translacji na koncu 3' znajduje sie region o diugosci 41 pz, z ktéorym wigze sie
niezidentyfikowane do tej pory, specyficzne biatko zwiekszajgce wydajnos¢ translacji.
Wiadomo, ze biatko to jest fosforylowane przez kinaze tyrozynowg [46].

Regulacja ekspresji genu MnSOD pozwala na niezwykle precyzyjne dostosowanie
odpowiedzi komorki na czynniki wywotujace stres oksydacyjny.
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IV. MECHANIZM REGULACJI EKSPRESJI GENU MnSOD

Stres oksydacyjny w komdrce wskazuje na nadmierng produkcje reaktywnych
form tlenu, zaburzone dziatanie mechanizméw antyoksydacyjnych, a takze na
postepujacy proces zapalny (dziatanie cytokin). Stanowi to dla komorki bodziec
zmuszajacy do szybkiej i roznorodnej odpowiedzi, w przeciwnym wypadku komaérka
ulegnie licznym uszkodzeniom lub nawet $mierci. Sensorami komoérki reagujacymi i
przygotowujagcymi odpowiedz na stres sg czynniki transkrypcyjne (np. NF-k[3, AP-1,
CREB1/ATF1) [6, 8, 14,33].

Zaleznie od dziatajacych czynnikéw transkrypcyjnych mozna wyrdéznié trzy
podstawowe rodzaje odpowiedzi komérki na stres oksydacyjny:

NF-kP - bezposrednia, szybka odpowiedz na krotko dziatajgcy czynnik stresowy, np.
wybuch tlenowy wywotany przez cytokiny, gdzie NF-kP przez negatywne sprze-
zenie zwrotne reguluje poziom MnSOD w komorce [7, 10, 50, 26];

AP-1 - odpowiedz przygotowujaca komorke na majacy nastapic¢ stres oksydacyjny
np. w wyniku reperfuzji. Podwyzszony poziom MnSOD moze utrzymywac sie
przez dtuzszy czas. Odpowiedz ta jest powigzana z cyklem komérkowym przez
dziatanie biatka p53 hamujgcego synteze AP-1 [10, 16,49];

CREBYATFI - odpowiedz niezwigzana bezposrednio ze stanem stresu, ale raczej
na czynniki wywotujace stres, szczegoélnie estry forbolu. Podwyzszony poziom
MnSOD utrzymuje sie tak dtugo jak dziata czynnik wywotujacy stres oksydacyj-
ny [16, 17,35],

Woydaje sie jednak, ze czynniki transkrypcyjne nie dziatajg osobno, ale taczg sie z
sekwencjami regulatorowymi danego genu w okre$lonych kombinacjach, zaleznie od
dziatajacego bodzca.

Stres oksydacyjny jest wywotlywany przez wiele czynnikéw. Rodzaj czynnika
indukujacego stres oksydacyjny, determinuje kombinacje czynnikéw transkrypcyjnych
wigzacych sie z sekwencjami regulatorowymi, pozwalajgcg na Scisle okreslong
odpowiedz na dany czynnik [8] (ryc. 2).

Regulacja ekspresji genu MnSOD wigze sie z mechanizmami aktywacji czynnikéw
transkrypcyjnych przez:

A) reaktywnag forme tlenu - H2O2- do sekwencji wzmacniajacej genu MnSOD
przytagcza sie zarowno czynnik NF-kP, jak i AP-1 [4], Nadtlenek wodoru aktywuje
NF-KO prawdopodobnie przez utlenienie inhibitora I-kP, co umozliwia translokacje
NF-kP z cytoplazmy do jadra [2,42]. Z kolei AP-1 jest aktywowany przez utlenienie
podjednostki c-Fos. Tworzy sie heterodimer c-Fos/c-Jun, ktéry wigze sie z DNA [6,
36]. Jednoczesne przytaczenie NF-kP i AP-1 do sekwencji wzmacniajacej genu MnSOD
nie daje efektu wzmocnienia transkrypcji tego genu [4]. Jest to typowe negatywne
sprzezenie zwrotne, gdzie nadmiar produktu (H,02) hamuje ekspresje genu enzymu
katalizujagcego reakcje, w ktérej powstaje ten produkt [26];

B) antyoksydanty - powodujg zwiekszenie puli zredukowanej tioredoksyny
(TRX), ktéra po translokacji do jadra staje sie donorem protonéw dla biatka Ref-1,
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Bodziec Efekt
H20?2 Brak
NF-KR  AP-1 MSTRE  MnSOD wzmocnienia
Antyoksydan!. Dhugie
stabe
NF-KR AP-1 MSTRE MnSOD wzmochnienie
Estry o
forbolu Umocnienie
NF-KR AP-1 MSTRE MnSOD
Cytokiny c Krétkie,
silne
wzmochienie
NF-KR AP-1 MSTRE MnSOD
Sekwencja wzmacniajgca Promotor Gen

RYCINA 2. Efekty oddziatywania czynnikdw transkrypcyjnych na ekspresje genu MnSOD w zaleznosci
od dziatajacego bodzca

ktore przekazuje dalej na podjednostke c-Jun czynnika AP-1, co powoduje wzrostjej
powinowactwa do DNA. Tworzy sie homodimer c-Jun/c-Jun, ktory wigze sie z
sekwencjg wzmacniajgcg MnSOD [16],

Antyoksydanty, np. witamina C, witamina E i jej pochodne, kwas liponowy,
N-acetylo-L-cysteina (NAC) unieczynniajgc/wymiatajagc wolne rodniki blokuja
aktywacje NF-kP, zaréwno w drodze fosforylacji, jak rowniez utlenienia podjednostki
inhibitorowej 1-Kp [31,34,39, 50], Przytaczenie tylko AP-1 do sekwencji wzmacniajacej
genu MnSOD powoduje stabe, ale dtugotrwate wzmocnienie transkrypcji genu
MnSOD. Umozliwia to komdrce przygotowanie na ewentualnie nadchodzacy stres
oksydacyjny np. w wyniku reperfuzji po hipoksji [4];

C) cytokiny - przez wolne rodniki i ich pochodne generowane w mitochondriach
oraz wtérne przekazniki aktywujg kinazy PKA i PKC. Nastepuje fosforylacja I-k(3 i
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translokacja NF-k[3 do jadra, gdzie wigze sie z sekwencjgwzmacniajgca genu MnSOD
[21, 42]. Jednak przytgczenie NF-KO do tej sekwencji nie wystarcza do uzyskania
petnego wzmocnienia ekspresji genu MnSOD [4]. Aktywacja kinazy PKC sugeruje
przytaczenie sie jeszcze innego czynnika transkrypcyjnego, poniewaz metabolizm
komérki musi szybko i efektywnie odpowiedzie¢ na silny stres, jakim jest wybuch
tlenowy wywotany przez cytokiny [25];

D) estry forbolu - aktywujg oksydazy NADPH, ktére generujg anionorodnik
ponadtlenkowy odpowiedzialny w komadrce za aktywacje PKA i PKC [23], PKA
powoduje fosforylacje I-k(3 umozliwiajgc translokacjeNF-KP do jadra i wigzanie z
DNA. Natomiast PKC fosforyluje CREB1/ATF1, ktéry ulega translokacji do jadra
i wigze sie z sekwencjg MSTRE w regionie promotorowym genu MnSOD [ 17, 30].
Stres oksydacyjny wywotany przez estry forbolu powoduje réwniez translokacje
zredukowanej tioredoksyny do jadra, gdzie aktywuje AP-1, ktéry w postaci
homodimeru c-Jun/cJun wigze sie z sekwencjg wzmacniajgcg MnSOD [27],
Przytaczenie do tych sekwencji NF-k|3, AP-1 iCREBI/ATFI powoduje wzmocnienie
ekspresji genu MnSOD. Poniewaz przytgczenie NF-k[3 i AP-1 tylko do sekwencji
wzmachiajacej genu MnSOD nie powoduje wzmocnienia jego ekspresji, wydaje sie,
ze to CREB1/ATF! peini w przypadku genu MnSOD funkcje wigcznika/wytgcznika
odpowiedzi na dziatanie estréow forbolu. Pozwalatoby to na wiaczanie i wytaczanie
wzmocnienia ekspresji genu MnSOD w zaleznosci od tego, czy komorki sa
eksponowane na dziatanie estréw forbolu, czy nie.

Czynniki transkrypcyjne tgcza sie nie tylko z sekwencjami wzmacniajacymi genu
MnSOD, ale takze z sekwencjami promotorowymi tego genu. Czynnikami tymi sg AP-2 i
Sp-1, atakze CREB/ATFL Sp-!jestniezbedny dla konstytutywnej ekspresji genu MnSOD,
natomiast prawdopodobnie nie jest on czynnikiem wrazliwym na zmiany stanu redoks w
komorce [35, 45]. Z kolei AP-2 jest wrazliwy na stan redoks w komoérce [51]. Jednak w
przeciwienstwie do czynnikOw transkrypcyjnych, taczacych sie z sekwencjami
wzmacniajagcymi genu MnSOD, powoduje on zmniejszenie poziomu ekspresji genu MnSOD
[45, 51]. Poniewaz AP-2 jest czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym przez stres
oksydacyjny, obnizenie poziomu ekspresji genu MnSOD przez ten czynnik wydaje si¢ by¢
sprzeczne i kontrowersyjne z pozostatymi wynikami badan.

By¢ moze w stresie oksydacyjnym dochodzi do odigczenia AP-2 od promotora
genu MnSOD. W Swietle takiej koncepcji AP-2 staje sie podstawowym sensorem
stresu oksydacyjnego w komorce. Natomiast pozostate czynniki transkrypcyjne tgczace
sie z sekwencjami wzmacniajacymi genu MnSOD sa sensorami wyczuwajacymi rodzaj
stresu oksydacyjnego i powodujacymi specyficzng odpowiedz w zaleznosci od czynnika
wywotujgcego stres. Mozna przypuszczac, ze dopiero po odtgczeniu AP-2 od sekwencji
promotorowej genu MnSOD, czynniki transkrypcyjne zaktywowane przez stres
oksydacyjny i przytaczone do sekwencji wzmacniajgcych genu MnSOD zaczynajg
wywiera¢ swoj efekt [51],
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VI.PODSUMOWANIE

Regulacja ekspresji genu MnSOD w stanie stresu oksydacyjnego pozwala komorce
na precyzyjna, zroznicowangw sile i czasie trwania odpowiedz na czynniki wywotujgce
stres. Wolne rodniki tlenowe i ich pochodne sg wsp6lnym elementem integrujacym
rézne sygnaty indukujace ekspresje genu MnSOD. Ich pojawienie sie w komorce
stanowi sygnat dla czynnikow transkrypcyjnych, ktére nastepnie indukujg odpowiedz
komorki na stres oksydacyjny. Réznorodnos¢ czynnikOw transkrypcyjnych biorgcych
udziat w tej indukcji daje komarce mozliwos¢ zréznicowania odpowiedzi w zaleznosci
od dziatajgcego bodzca. Oznacza to, ze kazdy czynnik transkrypcyjny reaguje w inny
sposob na sygnat.

W artykule przedstawiono mozliwe mechanizmy indukcji ekspresji genu MnSOD
w stresie oksydacyjnym. Biorgc pod uwage wielos¢ i r6znorodnosé czynnikow
wptywajgcych na ekspresje genu MnSOD i ich roli w metabolizmie komorki petne
wyjasnienie regulacji genu MnSOD wymaga dalszych intensywnych badan z
wykorzystaniem najnowszych technik stosowanych w biologii molekularnej.
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MOLECULAR MECHANISMS OF CYTOKININ ACTION
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Streszczenie: Cytokininy sa hormonami ros$linnymi, ktére stymuluja podziaty oraz r6znicowanie si¢
komoérek. W ostatniej dekadzie, genetyczna i molekularna analiza mutantéw dostarczyta cenny wkiad
w poznanie molekularnego mechanizmu dziatania tej klasy hormonéw. W prezentowanej pracy podsu-
mowano rezultaty badan zmierzajacych do poznania sktadnikéw oraz zasad percepcji i funkcjonowa-
nia szlaku transdukcji sygnatu cytokininowego w komérce roslinnej. Do tej pory zidentyfikowano
kilka biatek wigzacych cytokininy: CK11, CRE1, AHKZ2/3/4, ktére najprawdopodobniej petnig role
receptoréw tych hormondéw oraz poznano kodujace je geny. Wspdlng cechg receptoréw jest to, ze
biatka te majg katalityczng aktywnos$¢ kinazy histydynowej. Zaproponowany szlak transdukcji sygnatu
cytokininowego przypomina bakteryjny, dwusktadnikowy uktad odpowiedzi i opiera si¢ na przenosze-
niu grupy fosforanowej pomiedzy biatkowymi sktadnikami. Poznano budowe i funkcje biatek AHP,
ktére posrednicza w przenoszeniu sygnatu cytokininowego na teren jgdra komorkowego. Stwierdzono,
ze geny kodujace biatka ARR tzw. regulatory odpowiedzi petnig funkcje genéw wczesnej odpowiedzi,
ktoérych indukcja generuje typowe reakcje komérek roslinnych na cytokininy. Ostatnie postepy w bada-
niach cyklu komdérkowego wskazaty, ze fitohormony te petnig kluczowa role w regulacji cyklu komor-
kowego, a mechanizm ten opiera sie na indukcji ekspresji genu kodujacego cykling D3. Poznanie, w
jaki spos6b zachodzi percepcja i przekazywanie sygnatu cytokininowego przez komérke, pozwoli zro-
zumie¢ wptyw tych hormondw na procesy biochemiczno-fizjologiczne roslin.

Stowa kluczowe: cytokininy, receptory, szlak transdukcji sygnatu cytokininowego, geny wczesnych
odpowiedzi, kinaza histydynowa, regulatory odpowiedzi, cyklina D3.

Summary: Cytokinins are plant hormones promoting cell division and differentiation. In the last deca-
de, genetic and molecular analysis of mutants has provided valuable insights into molecular mechanisms
of the action of this class of plant hormones. This presented paper focuses on the recent research results
in the detecting components and the rules of perception and the function of cytokinin signal transduction
pathway in plant cell. Till now, some of cytokinins binding proteins: CK11, CRE1, AHK?2/3/4 have been
identified as cytokinins receptors and their genes were also described. The common feature of these
receptors is the fact that proteins possess catalytic activity of histidine kinase. The proposed cytokinin
signal transduction pathway is a phosphorelay pathway similar to bacterial two-component response
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system. The structure and function of AHP proteins, which mediate in transferring of cytokinin signal to
the nucleus, was found. It was described, that genes encoding of proteins ARR so-called response
regulators, act as primary responses genes, which induction generates typical plant cells reactions to
cytokinins. Recent advances in the study of cell cycle indicate, that cytokinins play a central role in the
regulation of cell proliferation and this mechanism bases on the induction of gene expressions encoding
cyclin D3. Discovering the way of perception and cytokinin signal transduction pathway, which occurs
in the plant cell is required to understand the different effects of these phytohormones on plant bioche-
mistry and physiology.

Key words: cytokinins, receptors, cytokinin signal transduction pathway, primary responses genes,
histidine kinase, response regulators, cyclin D3.

1. WSTEP

Pierwsza cytokinina, tj. M-furfuryloadenina, zwana potocznie kinetyng, zostata otrzymana
przez Millera podczas preparatyki kwaséw nukleinowych z komoérek zwierzecych i drozdzy.
Naturalng cytokinine po raz pierwszy wyizolowat Letham w 1963 roku z zarodkéw
kukurydzy (Zea mays) i nazwatjgzeatyna. Jest to M-(A2-4-hydroksyizopentenylo) adenina,
ktéra powszechnie wystepuje w Swiecie roslin. Naturalnie spotykanymi w przyrodzie
cytokininami sgzwiazki pochodne zasady purynowej adeniny, w ktérej do grupy aminowe;j
zlokalizowanej przy atomie wegla C-6 przyfgczony jest najczesciej piecioweglowy
izoprenowy fancuch alifatyczny, np. zeatyna, dihydrozeatyna, M-A?2-izopentenyloadenina
lub rzadziej aromatyczny podstawnik benzylowy w r6znych modyfikacjach chemicznych,
np. M-benzyloadenina ijej hydroksylowe pochodne: M-or/o-hydroksybenzyloadenina i
Né6-weta-hydroksybenzyloadenina, zwane potocznie o- i w-topolinami, gdyz po raz
pierwszy zostaty wykryte w topoli. Réwniez znane sg syntetyczne analogi chemiczne
cytokinin adeninowych: TV-famezyloadenina, M-geranyloadenina, \VV'-cykloheksyloadenina
oraz A™-furfuryloadenina (kinetyna), jakojedna z najbardziej aktywnych biologicznie (ryc.
1). Aktywnos$¢ cytokininowa wykazujg réwniez niektore zwigzki syntetyczne, pochodne
mocznika z podstawnikami fenylowymi badz nienasyconymi heterocyklicznymi, np.
difenylomocznik, tidiazuron, 7V-fenylo-A”-2-chloro-4-pirydylomocznik, N-2,3- lub 7V-3,4-
dimetoksyfenylo-TV'-fenylomocznik i 7V-2,3- lub jV-3,4-metylenodioksyfenylo-A*-
fenylomocznik [ 12,48,49].

Cytokininy adeninowe i prawdopodobnie réwniez mocznikowe w komérkach roslin
moga wystepowac w formie wolnych zasad oraz w potgczeniach A-glikozydowych,
najczesciej z /3-D-ryboza, rzadziej /3-D-glukozg i sporadycznie /3-D-ksylozg z azotem
w pozycji A9 lub N7. Przewaznie, tgczac sie z rybozg, tworzg rybozyd, a po przytgczeniu
do niego kwasu or/o-fosforowego przeksztatcajg sie w mononukleotyd zwany
rybotydem. Obecnos¢ takich nukleotydéw stwierdzono w sasiedztwie antykodonu i
petli bocznej tRNA, fragmencie poliadenylowym mRNA, a nawet w rRNA, gdzie
spetniajgone istotngrole regulacyjng o charakterze stymulujacym w procesie translacji.
Najaktywniejsze biologicznie sg cytokininy w formie wolnych zasad i pofaczen
rybozydowych [12, 21, 22, 25, 48, 49].
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RYCINA 1. Chemiczna struktura bardziej znanych cytokinin: A -pochodnych adeniny i B- pochodnych
mocznika (wg [12, 49], zmienione)

Najbardziej charakterystycznym efektem biologicznym dziatania cytokinin jest
stymulacja podziatéw komorkowych w kulturach tkankowych roslin. W obrebie
komorek cytokininy inicjujgkario- i cytokineze w podziale mitotycznym, gtéwnie przez
stymulacje biosyntezy biatek niezbednych w tworzeniu sie wrzeciona kariokinetycznego
i kondensacje chromosoméw w chromatyne. Regulujgone wiele r6znorodnych proceséw
biochemiczno-fizjologicznych, przewaznie o charakterze anabolicznym, zachodzacych
w roélinach naczyniowych, takich jak: indukcja cyto-, histo-, morfo- i organogenezy,
stymulacja intensywnosci przebiegu fotosyntezy, przyspieszenie kwitnienia i rozwoju
owocow oraz zarodkéw, stymulacja kietkowania nasion fotoblastycznych, skracanie
spoczynku pakow, oddziatywania symbiotyczne miedzy bakteriami lub grzybami a
roslinami wyzszymi. Zwiekszaja takze tolerancje roslin na stresy temperaturowe i
odpornos¢ na infekcje patogendw. Wazng funkcjg cytokinin jest op6znianie, a nawet
odwracanie starzenia sie odcietych liscieni. Pod wptywem cytokinin nastepuje ostabienie
dominacji wierzchotkowej w pedach gtéwnych na rzecz bocznych. Stymuluja one
biosynteze chlorofilu i rozwoj chloroplastow, dzieki czemu komérki pozostajg zielone
nawet w ciemnosci. Fitohormony te niezbedne sg do prawidtowego rozwoju woreczka
zalgzkowego i tworzenia sie gamet roslinnych. Istotng cechg cytokinin jest stymulacja
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wzrostu, rozwoju i regeneracji tkanek: miekiszowej, przewodzacej i skérki oraz
przedtuzenie okresu wegetacyjnego. Cytokininy ostabiajg natomiast reakcje
kataboliczne, takie jak oddychanie komérkowe, powodujac m.in. zmniejszenie zuzycia
tlenu [4,5,22,25,48,49,65].

Spos6b, w jaki regulatory wzrostu i rozwoju reguluja wymienione procesy
fizjologiczne i morfologiczne roslin, juz od kilku lat prébuje sie wyjasni¢ na poziomie
molekularnym. Od dtuzszego czasu wiadomo, ze cytokininy reguluja ekspresje
wielu genéw na poziomie zar6wno transkrypcji, jak i translacji oraz indukujg zmiany
w aktywnosci wielu enzymoéw. Hormony te stymulujg proces biosyntezy mRNA,
rRNA i tRNA, przez zwiekszenie dostepu matrycy DNA w chromatynie i
aktywacje enzymoéw polimeraz i transferaz. Cytokininy indukujg proces translacji,
zwiaszcza w fazie inicjacji i elongacji przez aktywacje enzymow: syntazy
aminoacylowej i aminoacylotransferaz oraz tworzenie sie natywnej struktury biatek,
warunkujacej ich aktywnos¢ biologiczng. Uczestniczg takze w jednym z etapow
potranskrypcyjnego dojrzewania mRNA. Zwiekszajg ilo$¢ i aktywnos¢ translacyjna
rybosoméw oraz indukuja akumulacje i formowanie sie polirybosomoéw, co znacznie
przyspiesza tempo biosyntezy biatek. Efektem tych dziatan jest wzrost zawartosci
biatek enzymatycznych, transportujacych i regulujagcych procesy metaboliczne
komorek. Natomiast cytokininy znacznie obnizaja aktywnos$¢ i synteze enzymoéw
degradujgcych kwasy nukleinowe (rybo- i deoksyrybonukleaz) oraz rozktadajacych
biatka[4,5,10,12,21,22,23,45,48,49,64,65,68,79],

Interesujgcym aspektem hormonalnej regulacji ekspresji genéw w komérkach roslinnych
jest udziat receptoréw, ktore w sposob precyzyjny rozpoznaja i odrézniaja cytokininy od
setek tysiecy innych substancji docierajagcych do komérki. Powstanie kompleksu hormon-
receptor, za pomocanieodwracalnego wigzania niekowalencyjnego, indukuje kaskade reakcji
biochemicznych, w ktdrej uczestniczy caty zestaw sktadnikéw wewngtrzkomérkowych,
gtéwnie o charakterze biatkowym. Za pomocgszeregu przekaznikow biatkowych sygnat
cytokininowy zostaje przeniesiony z receptora obecnego na powierzchni komorki dojej
whnetrza oraz ulega amplifikacji i zamienieniu na forme molekularna. Biatkowe przekazniki
moga specyficznie oddziatywac¢ z DNA, selektywnie indukujgc lub hamujac transkrypcje
okreslonych genow, regulujgc w ten sposéb biosynteze biatka lub wptywac na szlaki
metaboliczne, zmieniajac aktywnos$¢ wybranych enzymow. Skomplikowany proces percepcji,
przekazywania i przeksztatcania sygnatu cytokininowego w komérkach prowadzi do
wytworzenia odpowiedzi fizjologiczno-metabolicznych roslin charakterystycznych dla tej
klasy hormondw.

2. BADANIA NAD RECEPTORAMI CYTOKININ

Koncepcja cytokinin jako hormonoéw roslinnych opiera sie na obserwacji, ze miejsca
biosyntezy i dziatania hormonéw sg przestrzennie od siebie oddzielone. Stad tez
poszukiwania receptorow rozpoczety sie od momentu odkrycia tych regulatoréw wzrostu,
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czyli ponad 30 lat temu. Zastosowanie technik biologii molekularnej pozwolito na
wyizolowanie biatek wigzacych cytokininy CBP (ang. cytokinin binding protein).
Obecnos¢ biatek CBP stwierdzono gtéwnie we frakcji cytosolowej, mikrosomalnej oraz
bton tylakoidéw [7, 8, 32]. Bialka te sg rozpuszczalne w wodzie i majg zdolnos¢
specyficznego wigzania z cytokininami, co zainicjowuje okreslone odpowiedzi fizjologiczne
komdrki. Jednakjak do tej pory zadne z biatek CBP nie moznajednoznacznie zdefiniowac
jako receptor cytokinin [17,20,23,33,39,44,46,69]. Plakidou-Dymock i wsp. [54] oraz
Humphrey i Botella [26] z Arabidopsis thaliana wyizolowali domniemany receptor
cytokininowy nalezacy do rodziny biatek G, ktéryjest analogiczny do znanych, bakteryjnych
G-biatkowych receptoréw, rejestrujgcych zmiany chemiczne, gtéwnie w skiadzie
zwigzkow odzywczych w podtozu. Ustalono nawet sekwencje aminokwasowg dla
receptora cytokinin, wspOtpracujgcego z biatkiem G tzw. biatka GCR1 (ang. G-protein-
coupled receptor), ktére zawiera 7 domen transbtonowych. Biatko to jest kodowane
przez gen GCR1, zas jego modyfikacja, zawierajgca antysensowny fragment, powoduje
szybka utrate aktywnosci biologicznej i zdolnos$¢ wigzania sie z cytokininami. Jednak ten
ewentualny kandydat na receptora cytokinin réwniez zostat niedawno odrzucony [34],
Dopiero odkrycie i wyizolowanie biatka CKI! [32] pozwolito na osiggniecie znacznego
postepu w zakresie poznania molekularnego mechanizmu dziatania cytokinin (ryc. 2).
Okreslenie funkcji biatek CKI1 bylo mozliwe dzieki uzyskaniu mutantéw kaluséw
Arabidopsis thaliana o zmienionej odpowiedzi na cytokininy, oznaczonych jako ckil
(ang. cytokinin independent). Transformowane rosliny Arabidopsis z nadekspresjg
genu CK11, pomimo niskiego endogennego poziomu tych fitohormonoéw w komaérkach,
ulegaty szybkim podziatom komoérkowym, wytwarzaty kietki, byty zielone i miaty
zahamowany wzrost korzenia, a wiec wykazywaty odpowiedzi fizjologiczne typowe dla
cytokinin [8,29,32,37]. Stad tez biatko CKI1 o0 masie czgsteczkowej 125 kDa i dtugosci
tancucha polipeptydowego wynoszacym 1122 aminokwasOw moze petni¢ role
domniemanego receptora cytokinin. Sekwencja aminokwasowa CKI ! bardzo przypomina
bakteryjny, dwusktadnikowy uktad transdukcji sygnatu, sktadajacy sie z dwdéch biatkowych
elementow: receptora i regulatora odpowiedzi [1, 6, 9, 50]. Prawdopodobnie miejsce
wigzania cytokinin, czyli domena receptorowa (domena N-koricowa) znajduje sie w
zewnatrzbtonowej petli biatka CKI 1, pomiedzy dwiema domenami transbtonowymi. Jest
to stosunkowo dtugi odcinek zawierajgcy okoto 300 aminokwasOw i 11 potencjalnych
miejsc ~-glikozylacji. Natomiast w wewnatrzkomérkowym fragmencie czgsteczki
znajduje sie domena petnigca role enzymu kinazy histydynowo-asparaginianowej (fragment
C-koricowy) i domena regulatora odpowiedzi. Przylaczenie czagsteczki cytokininy do
domeny receptorowej indukuje dimeryzacje i autofosforylacje receptora. Wprowadzona
grupa fosforanowa przenoszonajest na reszty histydynowe biatka regulatorowego (miejsce
fosforylacji His450), co powoduje jego aktywacje. Nastepnie grupa fosforanowa
przenoszona jest na reszty asparaginowe w domenie regulatora odpowiedzi (Aspl050),
ktéra po ufosforylowaniu aktywuje kolejne biatka szlaku transdukcji sygnatu (np.
prawdopodobnie kaskade kinaz MAP). KohAcowym etapem szlaku, polegajacego na
przenoszeniu grupy fosforanowej, jest indukcja ekspresji specyficznych gendw (ryc. 2)
[7,8,9,14,23,25,27,33,37,44,49,61,66],
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RYCINA 2. Kinaza histydynowa CK.I1 jako receptor cytokinin. H oznaczajg reszty histydynowe, D -
reszty asparaginowe, a P - grupe fosforanowa. Zwigzanie si¢ cytokininy z domena receptorowg indukuje
autofosforylacje domeny kinazy histydynowej, a nastepnie przeniesienie grupy fosforanowej z reszty
histydynowej na reszte asparaginowa w domenie regulatora odpowiedzi, co w nastepnym etapie
powoduje fosforylacje biatek regulatoréw odpowiedzi i prawdopodobnie aktywacje kaskady kinaz
MAP (wg [7, 8], zmienione)

Badania D’Agostino i wsp. [13] potwierdzity zwigzek biatka CKI1 z percepcjg i
przekazywaniem sygnatu, gdyz CKI! indukuje ekspresje gendw nalezacych do rodziny
ARR, ktére sg najprawdopodobniej genami wczesnych odpowiedzi na cytokininy.
Efektem tego sa fizjologiczne odpowiedzi komérek, np. formowanie sie pedu i lisci w
kulturach tkankowych. Fenotypy Arabidopsis z nadekspresjg genu CK.I1 wskazujg
na istotna role biatka CKI1 o charakterze kinazy histydynowej w szlaku transdukcji
sygnatu cytokininowego. Jednak dotychczas nie potwierdzono jego rzeczywistej roli u
Arabidopsis oraz innych gatunkéw roélin in vivo [22, 27].

Kolejne hipotetyczne receptory cytokinin zostaty odkryte przez dwie grupy badawcze:
Inoue i wsp. [31] oraz Suzuki i wsp. [70]. Analizujac liczne mutacje u Arabidopsis
zidentyfikowali oni pojedyncza linie mutantéw crel (ang. cytokinin resistant),
wykazujgcg zmniejszong wrazliwos$¢ na obecnos$é egzogennych cytokinin w tescie na
elongacje korzenia. Jak sie okazato, gen CREI koduje nietypowa hybrydowa kinaze
histydynowg CREI, ktéra ma niewielkie podobienstwo do sekwencji aminokwaséw
biatka CKI1. Biatko CREI ma dwie C-koricowe domeny regulatora odpowiedzi, dwie
katalityczne domeny kinazy histydynowej i dwie transbtonowe domeny flankujace
przypuszczalnie nowa, zewngtrzkomorkowg domene N-koncowa. Wszystkie
zidentyfikowane mutacje dotyczgN-koncowego regionu receptora, a funkcja obu domen
regulatora odpowiedzi na razie nie jest znana. Analiza fenotypu mutantéw crel oraz
wysoka homologia z enzymem - kinazg histydynowa nasuwa przypuszczenie, ze biatko
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CRE1 moze petnic role receptora i generatora sygnatu transdukcyjnego, ktéry pojawia
sie natychmiast w komorce po percepcji cytokinin [1,41], Jednak znaczacych dowodéw
na to, ze cytokininy rzeczywiscie sg ligandem dla CRE1 dostarczyty eleganckie
eksperymenty z udziatem drozdzy przeprowadzone przez Inoue i wsp. [31,60]. Badania
opieraty sie na prostym zatozeniu, ze metaboliczne odpowiedzi komérek drozdzy sa
wynikiem ekspresji genu CRE1 w odpowiednim genetycznym tle heterologicznego
uktadu i sg zalezne od cytokinin. Budowe oraz funkcjonowanie receptora cytokinin
CRE1 u drozdzy przedstawia rycina 3. Znaczenie genu CRE1, pochodzgcego z
Arabidopsis, poznano, gdy wprowadzono go do komodrek zmodyfikowanych
genetycznie drozdzy, pozbawionych genu SLN1, i tam uzyskano jego ekspresje. Gen

Letalno$¢ przy nieobecnosci Normalny wzrost
galaktozy

RYCINA 3. Biatko CREL, pochodzace z Arabidopsis thaliana, jako receptor cytokinin. H- histydyna,
A - asparagina, P- grupa fosforanowa, SLN1 -osmosensor, CREL - receptor cytokinin, YPD1 i SSK1
- biatkowe sktadniki faricucha transdukcji sygnatu osmotycznego, P 1~PTP2 - gen fosfatazy znajdujacy
sie pod kontrolg promotora Gal, MAPK .-kinazy MAP, strzatki oznaczajg aktywacje, prosta zakofczona
linig poprzeczng oznacza wplyw hamujacy. Mutanty drozdzy AslInl pozbawione biatka SLN1 przy
braku galaktozy w pozywce szybko tracg zywotnos$¢, poniewaz biatka YPD1 i SSK.1 ulegajg
defosforylacji, aktywujac kinazy MAP. Obecno$¢ galaktozy indukuje ekspresje genu PTP2, a jego
produkt hamuje kaskade MAP. Wprowadzenie do komérek drozdzy biatka CRE1 z Arabidopsis oraz
dodanie do pozywki cytokinin stymuluje kolejno fosforylacje biatka SSK1 przez YPD1, ktére staje sie
nieaktywne, umozliwiajagc w ten sposob normalny wzrost (wg [31], zmienione)
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SLN1 koduje drozdzowa kinaze histydynowa, pelnigca rownoczesnie funkcje
osmosensora. W normalnych warunkach osmotycznych komoérki zachodzi
autofosforylacja reszty histydynowej biatka SLN1. Nastepnie grupa fosforanowa
przenoszona jest na reszte asparaginowa w domenie odbiorcy tego biatka, a przez
kolejne biatko posredniczace YPDI! trafia na biatko SSK1, ktére petni funkcje regulatora
odpowiedzi. Fosforylacja biatka SSK1 hamuje jego zdolnos$¢ do aktywowania kaskady
kinaz MAP (ang. mitogen-activated protein). Mutanty drozdzy siniA a wiec
pozbawione osmosensora SLN1, szybko tracg zywotnos¢, poniewaz biatko SSK1 w
tym przypadku ulega defosforylacji, co konstytutywnie aktywuje szlak kinaz MAP,
kontrolujacych ekspresje genéw, odpowiedzialnych za adaptacje komérek do wysokiego
zasolenia [9, 38]. Zywotno$¢ komdrek zmutowanych sInlA drozdzy moze byé
przywrocona ekspresjg supresorowego genu PTP2, znajdujgcego sie pod kontrolg
promotora Gal, ktéry koduje enzym fosfataze, hamujaca aktywnos¢ SSK1 przez jego
defosforylacje. Stad zdeformowane komorki drozdzy z usunietym genem SLN1 moga
rosna¢ tylko w obecnosci galaktozy [42, 56, 57, 58, 75]. Sztuczne wprowadzenie do
mutantéw sini A genu CRE1 oraz pojawienie sie biatka CRE1 w btonie komérkowej
znosito te letalnos¢, gdyz biatko SSK1 ponownie mogto ulega¢ fosforylacji i w ten
sposob hamowac kaskade kinaz MAP. Jednak efekt ten uzyskano tylko pod warunkiem
obecnosci cytokinin w podtozu. Co wiecej odwrdcenie $miertelnosci komaorek drozdzy
dzieki ekspresji CRE1 wymagato réwniez obecnosci biatka YPD1. Wskazuje to, ze
receptor cytokinin CRE1 funkcjonuje przez system biatkowych przekaznikow grupy
fosforanowej. Ponadto stwierdzono, ze tylko cytokininy, ktére wykazuja wysoka
aktywnos¢ biologiczna, takie jak Zra«s-zeatyna lub benzyloadenina, mogg znosi¢
letalnos$¢ genetycznie zmodyfikowanych drozdzy, rosngcych na pozywce zawierajacej
galaktoze. Réwniez cytokininy mocznikowe, np. tidiazuron i difenylomocznik, pobudzajg
receptor CREL. Rodzi sie jednak tutaj pytanie, czy cytokininy mocznikowe znacznie
réznigce sie strukturalnie od cytokinin pochodnych adeniny taczg sie bezposrednio z
CREL1? Czy mozejednak cytokininy fenylomocznikowe, majac wptyw na biosynteze i
metabolizm endogennych cytokinin adeninowych, regulujg poziom tych hormonéw w
komodrce i w ten sposéb posrednio wplywajg na odpowiedzi fizjologiczne?
Doswiadczalnie wykazano, ze sg one inhibitorami oksydaz cytokininowych,
uczestniczacych w degradacji tych hormonéw. Stwierdzono takze, ze cytokininy
pochodne mocznika moga stymulowac¢ konwersje cytokininowych nukleotydéw do
nukleozydéw, czyli do form bardziej aktywnych biochemicznie [3,6, 17,48,49].

Jaka jest wiec biologiczna funkcja biatka CRE1 u roslin? Na to pytanie odpowiedz
przyniosty badania kolejnych mutantéw Arabidopsis thaliana okreslonych jako wol
(ang. woodden leg). Wynikiem mutacji w genie WOL jest fenotyp z powaznym defektem
w rozwoju tkanki naczyniowej korzenia i nizszych partii hipokotyla, spowodowany
zaburzeniami w podziatach oraz r6znicowaniu sie komorek prekursorowych floemu i
ksylemu. Mutanty wol charakteryzujg sie brakiem nadziemnych czesci roslin zaréwno
u osobnikéw dorostych, jak i u kietkéw. Jest to spowodowane tym, ze rozwdj pedu
zalezy od prawidtowego unaczynienia korzenia [43,63], Model fenotypu wol zgrabnie
taczy role biatka CRE1/WOL z funkcjg receptora cytokinin oraz potwierdza stymulujacy
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wptyw tych fitohormondéw na procesy podziatéw i r6znicowania sie komoérek - w tym
przypadku - komorek tkanki naczyniowej. W badaniach Zn vitro, zaobserwowano
bowiem, ze mutacja w genie WOL dotyczy zamiany pojedynczego aminokwasu w
zewnatrzkomorkowej domenie biatka CREL, czyli w domniemanym miejscu
przylaczenia sie liganda, uniemozliwiajac w ten sposéb wigzanie cytokinin z receptorem
[75]. Zmutowane rosliny Arabidopsis wol nie wykazujg wiec typowych odpowiedzi
na egzogenne cytokininy. Ekspresja genu CRE1/WOL ma miejsce gtownie w obrebie
korzenia oraz zarodka i jest zazwyczaj ograniczona do komérek prekursorawych tkanki
naczyniowej korzenia np. prokambium hipokotyla, co warunkuje prawidtowy rozwoj
tego organu w kulturach tkankowych. Brak pedu u mutantéw wol/crel wskazuje
jednak, ze w nadziemnych czesciach roslin biatko CRE! odgrywa niewielka role lub
by¢ moze nawet jest ono tutaj catkowicie zbyteczne w poréwnaniu z innymi kinazami
histydynowymi zaleznymi od cytokinin, ktore sg powszechnie spotykane w pedach.
Rzeczywiscie w lisciach, kwiatach, a takze korzeniach Arabidopsis wykryto obecno$¢
licznych transkryptow blisko spokrewnionych genéw kodujacych hybrydowe kinazy
histydynowe AHK2 i AHK3 (ang. His kinase in Arabidopsis). Analiza mutantow
Arabidopsis, u ktorych usunieto geny AHK, wykazata, ze geny te sg niezbedne do
prawidtowego rozwoju i wzrostu pedu [31,33, 39,43,46,49, 74].

Do tej pory poznano dosy¢ dobrze cztery biatka, ktére nalezg do rodziny kinaz
histydynowych AHK. Wiadomo, ze biatko AHK1 petni role osmosensora, co w swoich
badaniach udowodnit Urao ze wsp. [75]. Dla pozostatych trzech kinaz histydynowych:
AHK2, AHK3 i AHK4 sklonowano i ustalono sekwencje kodujacychje odcinkow cDNA.
Jak sie okazato, rowniez sekwencja aminokwaséw tych biatek jest wysoce homologiczna
z sekwencjg biatka CREL, szczeg6lnie w obrebie domniemanej domeny N-koricowej,
wigzacej ligand. Podobnie jak CRE ! majg one réwniez dwie domeny regulatora odpowiedzi
w regionie C-koricowym. Biatka AHK?2 i AHK3 zawierajgtrzy domeny transbtonowe, a
AHK4 - tylko dwie. Trzy kinazy histydynowe: AHK2, AHK3 i AHKA4 regulujg aktywno$¢
promotoréw gendw ARR, Kktére najprawdopodobniej sa genami wczesnej odpowiedzi na
cytokininy i indukuja ich transkrypcje w protoplastach mezofilu [7, 8,71 ]. Wyniki badan
sugeruja, ze kinazy histydynowe AHK2, AHK3 i AHK4 prawdopodobnie moga petni¢
funkcje receptorow cytokinin u Arabidopsis. Aby doktadnie potwierdzi¢ funkcje biatek
AHK jako receptorow cytokinin, w pracowni Suzuki i wsp. [71] przeprowadzono
szereg doswiadczen z udziatem drozdzy S. pombe i bakterii E. coli (ryc. 4). Drozdze w
tym przypadku byty wdziecznym obiektem badan, gdyz w ich komorkach szlak
transdukcji sygnatu sktada sie z trzech elementéw, ktére najpierw same ulegajg
fosforylacji, a nastepnie przenosza grupe fosforanowa na pozostate sktadniki biatkowe.
Grupa fosforanowa wedruje w podanej kolejnosci: Phkl/2/3 (trzy kinazy histydynowe
w roli receptorow) — Spyl (Hpt) (biatko transferowe zawierajgce histydyne,
przenoszace grupe fosforanowg) —>Msc4 (regulator odpowiedzi, zawierajgcy
asparagine). Jest to bardzo precyzyjnie funkcjonujacy uktad trzech biatek, ktéry
kontroluje cykl komérkowy drozdzy, umozliwiajac przejscie fazy G2 w faze M. Mutanty
Aphkl/2/3 pozbawione genu kodujacego kinaze histydynowa Phkl/2/3 wykazuja silne
zaburzenia podziatéw komaérkowych. Po wprowadzeniu do komérek mutantowAp/?A7/



102 A. PIOTROWSKA, R. CZERPAK

RYCINA 4. Model przedstawiajacy role kinaz histydynowych AHK?2/3/4, pochodzacych z Arabidopsis
jako receptoréw cytokinin w komoérkach drozdzy S. pombe (A) i bakterii E. coli (B). BA -
benzyloadenina, H - histydyna, A - asparagina, K - lizyna, Phks - kinazy histydynowe u drozdzy,
Spyl (Hpt) - biatko przenoszace grupe fosforanows, zawierajace reszty histdynowe, Mcs4 - biatkowy
regulator odpowiedzi u drozdzy. Mutanty drozdzy pozbawione genéw Phks wykazuja zaburzenia mitozy
podczas przejscia fazy ~ w faze M. Wprowadzenie do mutantéw APhks kinazy histydynowej AHK4 i
dodanie do pozywki cytokinin umozliwia normalny podziat komérek. RcsC - bakteryjna kinaza
histydynowa, YojN (Hpt) - biatko bakteryjne, przenoszace grupe fosforanowa, zawierajace reszty
histdynowe, RcsB - regulator odpowiedzi, cps-lacZ - operon cps sprzezony z genem lacZ
odpowiedzialny za biosynteze polisacharydéw otoczki. Mutanty E. coli pozbawione genu RcsC nie
produkujg zewnatrzkomérkowych polisacharydéw. Wprowadzenie do mutantow ARcsC genéw
kodujacych kinazy histydynowe AHK.2/3/4 i dodanie do podtoza cytokinin przywraca te wtasciwosc.
Strzatki oznaczaja symulacje, a prosta zakorniczona linig poprzeczna - inhibicje (wg [71], zmienione)

2/3 genu AHK4, kodujgcego w Arabidopsis kinaze histydynowag AHKA4, okazato sie,
ze komorki drozdzy zaczynaty sie normalnie dzieli¢ i miaty normalng wielkos$¢. Stad
tez skutki delecji genu Aphkl/2/3 zostaty zniesione ekspresja genu AHK. Jednak
nalezy tutaj podkresli¢, ze efekt ten miat miejsce tylko wtedy, gdy w pozywce
znajdowalty sie cytokininy adeninowe: iraws-zeatyna lub benzyloadenina. Swiadczy to
o tym, ze biatko AHKA4 istotnie petni role receptora cytokinin, ktére majg stymulujacy
wptyw na podziaty komorkowe. Duze podobienstwo strukturalne biatek AHK, zwilaszcza
w obrebie domeny N-konhcowej, czyli miejsca przytaczenia sie hormonu, pozwala
przypuszczaé, ze rowniez AHK2 i AHK3 sg funkcjonalnymi receptorami cytokinin.
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Kolejny dowdd na funkcje AHK4 jako receptora cytokinin dostarczyty eksperymenty
wykonane na E. coli. Na bakteryjny, biatkowy uktad przenoszenia grupy fosforanowej
- analogiczny do opisanego systemu, wystepujacego u drozdzy - sktadajg sie nastepujace
elementy: RcsC (hybrydowy receptor zblizony strukturalnie i funkcjonalnie do kinazy AHK4)
—>Y0ojN (Hpt) (biatkowy czynnik, posredniczacy w przenoszeniu grupy fosforanowej,
zawierajgcy histydyne) — RcsB (regulator odpowiedzi zawierajgcy asparagine) [47,
71]. Ten szczegoOlny szlak transdukcji sygnatu, polegajacy na przenoszeniu grupy
fosforanowej z histydyny na asparagine, wigczony jest w regulacje pozakomorkowej
biosyntezy polisacharydéw wchodzacych w sktad otoczki bakteryjnej przez aktywacje
operonu cps (ang. capsular polysaccharide synthesis'). Funkcjonowanie tancucha
RcsC —>YojN —»RcsB moze by¢ tatwo monitorowane pomiarem aktywnosci enzymu
P-galaktozydazy. Jak sie spodziewano, mutacja w genie RcsC u E. coli powoduje, ze
enzym ten traci aktywnos¢. Sztuczne wprowadzenie do mutantéw Arese, pozbawionych
receptoréw RcsC, genéw kodujacych kinazy AHK2, AHK3 lub AHK4, ktore zostaty
wyizolowane z Arabidopsis oraz dodanie do agaru cytokinin indukowato ekspresje
operonu cps sprzezonego z genem lacZ, ktéry koduje enzym /3-galaktozydaze.
Widocznym efektem zamiany biatka RcsC na AHK u bakterii oraz dziatania tych
fitohormondw byta synteza polisacharyddw otoczki. Na podstawie tych dwo6ch prostych
eksperymentdéw mozna wyciggna¢ wnioski, ze Kinazy histydynowe nalezgce do rodziny
biatek AHK rzeczywiscie petnig funkcje receptorow cytokinin i sg pierwszym etapem
w transdukcji sygnatu hormonalnego, prowadzgcego do zmian w ekspresji genow.
Wyniki tych badan zwracajguwage na to, ze kinazy AHK, aby efektywnie uczestniczy¢
w odpowiedziach fizjologicznych komorek na cytokininy wymagajg obecnosci biatek
przenoszacych grupe fosforanowg z histydyny biatek YojN (£. coli) lub Spyl (5.
pombe) na asparagine biatek RcsB (E. coli) lub Msc4 (5. pombe). Nie jest jednak
wiadomo, czy biatka AHK moga takze wchodzi¢ w interakcje z cytokininami
mocznikowymi i w jaki sposéb funkcjonujg in vivo w komérkach Arabidopsis czy u
innych gatunkow roslin naczyniowych [21,50, 70].

Odkrycie do tej pory kilku typow hybrydowych kinaz histydynowych (CREL, AHK2,
AHK3, AHK4) sprawia, ze w szlaku transdukcji sygnatu cytokininowego moze
najprawdopodobniej uczestniczy¢ wiele, nieznanych dotychczas elementow,
uczestniczacych w percepcji tych fitohormondéw, ktére sg najprawdopodobniej
homologiczne z opisanymi wyzej, znanymi receptorami [2, 17,23,28,31,70, 74, 77].

3. SKEADNIKI SZLAKU TRANSDUKCJI SYGNALU
CYTOKININOWEGO - BIALKA AHP

W ostatnich kilku latach zidentyfikowano pozostate sktadniki - poza receptorami -
uczestniczace w przekazywaniu sygnatu cytokininowego od miejsca percepcji cytokinin
przez receptory umieszczone w btonie komdrkowej do miejsca docelowego, czyli
indukcji ekspresji okreslonych genéw. Dzieki temu molekularny mechanizm dziatania
cytokinin staje sie coraz lepiej poznany., Badania Imamura i wsp. [30] oraz Suzuki i
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wsp. [70, 71] potwierdzity obecnos¢ w Arabidopsis biatek, zawierajacych reszty
histydynowe, ktére uczestnicza w przenoszeniu grupy fosforanowej z receptora, a
doktadniej z reszty histydynowej obecnej w domenie odbiorcy (domeny ,,receivera’j
kinazy histydynowej, na reszty asparaginowe znajdujgce sie w domenie odbiorcy biatka
regulatora odpowiedzi. Biatka te wiec wchodzg w interakcje z poznanymi hipotetycznymi
receptorami cytokinin (CKI 1, CRE! czy rodzingbiatek AHK) i stanowigkolejne ogniwo szlaku
przekazywania sygnatu cytokininowego. Biatka te okreslamy jako AHP - fosfotransferowe
biatka zawierajgce histydyne (ang. His-containingphosphotransferproteins ofArabidopsis).
Do tej pory zidentyfikowano, sklonowano i ustalono sekwencje cDNA dla 6 genéw, kodujacych
domniemane biatka AHP, kt6re sg odpowiedzialne za przenoszenie grupy fosforanowej przy
udziale reszty histydynowej. Biatka te zbudowane sgz okoto 127-157 aminokwaséw. Wysoka
homologia sekwencji aminokwaséw 6 poznanych dotychczas biatek AHP potwierdza, ze sg
one ze sobg blisko spokrewnione. Kazde z biatek AHP1-AHP5 zawiera charakterystyczng
domene, w ktérej moznawyrozni¢ wspdlny, wysoce konserwatywny motyw: XHQXKGSSXS,
zawierajgcy domniemane miejsce fosforylacji w miejscu reszty histydynowej, ktéra
prawdopodobnie w pierwszym etapie ulega fosforylacji, a nastepnie uczestniczy w przekazaniu
tej grupy fosforanowej na kolejne sktadniki szlaku transdukcji sygnatu. Natomiast w biatku
AHP6 reszta histydynowa w tym motywie jest zamieniona na reszte asparaginowa, ktéra
réwniez moze ulega¢ fosforylacji. Biatka te funkcjonujg wiec jako most przenoszacy grupe
fosforanowg miedzy resztami histydynowymi obecnymi w domenie receptorowej (odbiorcy)
hybrydowej kinazy a resztami asparaginowymi w domenie biatka regulatora odpowiedzi. Ich
zadaniemjest wiec przekazanie sygnatu od miejscajego percepcji przez receptory umieszczone
w btonie komoérkowej naterenjagdra komérkowego, gdzie zachodzi ekspresja okreslonych genéw
[28,51,76].

4. GENY WCZESNYCH ODPOWIEDZI NA CYTOKININY

Zwiazanie sie cytokinin z receptorami indukuje w komérkach Arabidopsis biosynteze
i aktywacje biatek okreslanych jako regulatory odpowiedzi ARR (ang. response
regulators in Arabidopsis). Wczesniejsze eksperymenty D’Agostino i wsp. [13, 14,
15] dowiodty, ze podwyzszona ekspresja genéw ARR u Arabidopsis, podobnie jak u
kukurydzy, tytoniu i ryzu ma miejsce pod wptywem cytokinin i jest odporna na inhibitory
biosyntezy biatek (np. cykloheksimid). Mutanty Arabidopsis z delecjg genéw ARR
byty czeSciowo niewrazliwe na podanie egzogennych cytokinin podczas prdby
regeneracji pedu i w tescie na elongacje korzenia. Natomiast rosliny z nadekspresjg
gendéw ARR wykazywaty odpowiedzi charakterystyczne dla tych hormonéw nawet
przy ich braku w podtozu; byty to: intensywne podziaty komorkowe, opdznianie procesu
starzenia sig, tworzenie sie pedu i lisci w kulturach tkankowych [60]. Ekspresja genéw
regulatoréow odpowiedzi ARR ma miejsce gtéwnie w obrebie merystemu korzenia i
pedu, czyli w docelowych tkankach dziatania cytokinin. Ponad to sekwencja cDNA
tych genoéw przypomina sekwencje gendéw, kodujacych bakteryjne, dwusktadnikowe
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uktady regulacji, nalezace do grupy kinaz histydynowych, co wskazuje na ich kluczowg
role we wczesnym etapie transdukcji sygnatu cytokininowego [6,30,35,50,61].

Biatka ARR nalezgdo licznej rodziny ztozonej z 22 cztonkéw. Biatka te zbudowane sg
z 122-690 aminokwasow. Wszystkie regulatory odpowiedzi zawierajg charakterystyczne,
konserwatywne reszty: asparaginowsg i lizynowa. Analizujgc sekwencje aminokwasow i
strukture domen rodziny biatek ARR, mozna je podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza grupe
stanowigbiatka ARR typu A (do tej pory poznano ich 10). Zawierajgone charakterystyczng
domene odbiorcy (m.in. domene ,,receivera”, ang. receiver domain) oraz krétkie regiony:
N- i C-konicowy, a ich biosynteza w komérkach roslinnych jest szybko i specyficznie
indukowana po wprowadzeniu do materiatu biologicznego egzogennych cytokinin. Wskazuje
to, ze sato geny pierwotnej odpowiedzi na cytokininy [53]. Transkrypty gendéw ARR typu
A zostaty wykryte w komorkach roslinnych réwniez w wyniku zadziatania czynnikéw
stresowych, takich jak susza, zasolenie, niska temperatura oraz na skutek zmian stezenia
nieorganicznego azotu, ktéry ma istotny wptyw na procesy wzrostu i rozwoju roslin oraz
reguluje aktywnos¢ wielu genéw zwigzanych z fotosynteza czy asymilacjg azotu [35,61,
62,72,73]. Natomiast biatka ARR typu B (jest ich 12) majg zewnatrzkomérkowa domene
odbiorcy (domene ,,receivera™) oraz - w przeciwienstwie do biatek ARR typu A
- dhugi region C-koncowy zbudowany z okoto 80 aminokwasow, w ktérym znajduja sie
trzy charakterystyczne sekwencje: domena odpowiedzi, domena wigzaca DNA, domena
aktywujgca transkrypcje. Zwiekszonego poziomu tych biatek w komorce nie udato sie
wykry¢ w ciggu 10 min od dodania hormondw, stad tez kodujgcych je gendw nie mozna
zaliczy¢ do gendw wczesnych odpowiedzi cytokininowych. R6znice miedzy dwoma klasami
biatek ARR potwierdza niska homologia sekwencji aminokwaséw w domenie odbiorcy
(domenie ,,receivera") od 24% do 60% w przeciwienstwie do wysokiej homologii pomiedzy
cztonkami tego samego typu od 60% do 90%. Biatka ARR typu B majg cechy czynnikow
transkrypcyjnych dzieki obecnosci w regionie C-koncowym konserwatywnego motywu
bogatego w glutamine i proling, ktéry przypomina domene wigzgcg DNA - c-Myb, lokalizacji
jadrowej i zdolnosci aktywacji transkrypcji po przytaczeniu sie do DNA w sposo6b specyficzny
od sekwencji (np. GAL4). Pod wptywem cytokinin nastepuje aktywacja biatek ARR typu
B, ktdre wigzg sie z promotorem genow kodujacych biatka ARR typu A, co inicjuje ich
transkrypcje, a nastepnie szybki wzrost poziomu tych biatek na terenie jagdra komdérkowego.
Dowodzi to, ze miedzy dwiema grupami biatek ARR, ktére sgistotnymi sktadnikami tafncucha
transdukcji sygnatu cytokininowego, istnieje scisty zwigzek biochemiczny, gdyz biatka ARR
typu B petnig kluczowg role w regulacji biosyntezy ARR typu A, zaleznej od cytokinin [6,
29,35,40,45,48,49,51,52].

5. MODEL TRANSDUKCJI SYGNALU CYTOKININOWEGO
U ARABIDOPSIS

Zastosowanie w badaniach nad hormonami roslinnymi technik molekularnych i
genetycznych przyblizyto nam znacznie wiedze na temat mechanizmu dziatania
cytokinin na poziomie pojedynczej komorki..Jedna z hipotez przekazywania sygnatu
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RYCINA 5. Udziat biatka G i kationéw wapnia w szlaku transdukcji sygnatu cytokininowego. RcCks
- receptor cytokinin, G - biatko G, + oznacza aktywacje (wg [7, 8], zmienione)

wewnatrz komorki opiera sie na istnieniu kaskady biochemicznych reakcji z udziatem
biatka G, ktdre posredniczy w odpowiedziach komérek na hormony. Model transdukcji
sygnatu cytokininowego przy udziale biatka G przedstawia rycina 5. Zwigzanie sie
czasteczki cytokininy z receptorem aktywuje trimerowe biatko G, ktGre nastepnie
pobudza enzym fosfolipaze C. Efektem tego jest powstanie wtornych czasteczek
informacyjnych: trifosforanu inozytolu (IP3) i diacyloglicerolu. IP3 wigze sie z kanatami
Caz+ i otwiera je, powodujgc znaczny wzrost stezenia wapnia w cytozolu. Nastepnie
kationy wapnia wigzg sie z kalmoduling, ktdéra dzieki temu zmienia swa stabilnos¢
konformacyjng i nabywa mozliwos¢ oddziatywania na szereg biatek docelowych.
SzczegOlnie wazna klasg biatek docelowych sg kinazy i fosfatazy, ktére takze moga
wpltywaé na pozostate procesy komoérkowe przez fosforylacje lub defosforylacje
wybranych biatek, bedacych juz witasciwg odpowiedzia na dziatanie regulatorow
wzrostu i rozwoju roslin [7, 8].

Natomiast Hwang i Sheen [29] zaproponowali inny model percepcji i przekazywania
sygnatu cytokininowego w komérkach Arabidopsis, ktéry integruje dotychczasowe
odkrycia w tej dziedzinie. Do tej pory zidentyfikowano okoto 40 gendw uczestniczacych
w odpowiedziach na cytokininy, poznano kilka biatek, np. CK.11, CREL, rodzine kinaz
AHK, ktére najprawdopodobniej petnig role receptoréw tych fitohormonéw oraz
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odkryto nowe ogniwa faficucha transdukcji sygnatu - rodzing biatek AHP. Na szczeg6lng
uwage zastugujg odkrycia podkreslajace wspdlna ceche biatkowych receptorow
cytokinin, ktéra wskazuje, ze wszystkie funkcjonujajako enzymy - kinazy histydynowo/
asparaginowe. Osobliwoscig tych kinaz biatkowych jest fakt, ze zaréwno ze wzgledu
na budowe, jak i sposéb dziatania wykazujg one duze podobieristwo do bakteryjnego i
drozdzowego dwusktadnikowego uktadu transdukcji sygnatu, gdzie kluczowarole petni
kinaza histydynowo-asparaginowa. Szlak percepcji i przekazywania sygnatu
cytokinowego w komodrce Arabidopsis prezentuje rycina 6. Poznane kinazy
histydynowe, petniace role receptoréw cytokinin: CKI1, CREL, a takze prawdopodobnie
AHK2 i AHK3 umieszczone sgw btonie komorkowej i zawieraja zewnatrzkomorkowa,
konserwatywng domene, do ktorej przytaczaja sie ligandy - cytokininy. Pobudzenie
tych biatek w wyniku kowalencyjnego zwigzania sie z cytokininami inicjuje
wewnatrzkomérkowy szlak transdukcji sygnatu. Reszty histydynowe biatek CK.I1,
CRE1, AHK2 i AHKS3 ulegajg wtedy autofosforylacji. W nastepnym etapie grupa
fosforanowa zostaje przeniesiona na biatka AHP (AHP1 i AHP2). Ufosforylowane i
pobudzone w ten sposéb biatka AHP 1/2 wedruja do jadra komérkowego [22, 27, 28,
29, 48, 70], Pomimo ze dotychczas rola fizjologiczna rodziny biatek AHP nie jest do
korica wyjasniona, to jednak wiadomo, ze aktywuja biatka ARR typu B, a wiec ARR],
2 i 10, przez przekazanie grupy fosforanowej i uwolnienie ich od domniemanego
jadrowego represora. AHP po defosforylacji wracajg do cytozolu, gdzie mogg ponownie
ulega¢ fosforylacji. Biatka regulatorow odpowiedzi ARR typu B, petnigce role
czynnikow transkrypcyjnych, zawieraja nastepujace, charakterystyczne domeny: RD
- domene odpowiedzi, za pomocg ktorej ARR typu B faczy sie z represorem, BD -
domene wigzacg DNA i AD - domene aktywujaca transkrypcje. Reszty histydynowe,
znajdujace sie w domenie odpowiedzi (RD) uwolnionych od represora biatek ARR 1,2
i 10, ulegaja fosforylacji [50, 75]. Chociaz ekspresja genow kodujacych ARR typu B
nie jest regulowana przez cytokininy, jak to bylo zaznaczone wczesniej, to jednak
obecnos¢ lub brak domniemanego receptora cytokinin wptywa na ich aktywnos¢, a w
konsekwencji na odpowiedzi indukowane przez tg grupe hormondw, np. tworzenie sie
pedéw, stymulacje podziatow komérkowych czy op6znianie starzenia sie lisci. Stad
tez biatka ARR typu B sagwaznym elementem sygnalizacji cytokininowej. Aktywowane
w ten sposob biatka ARR typu B w nastepnym etapie przytgczajqg sie do promotora
gendéw kodujacych biatka ARR typu A (ARRA4, 5, 6, 7), czyli domniemanych genéw
wczesnej odpowiedzi na cytokininy. Zwiekszenie tempa transkrypcji tych genéw oraz
pojawienie sie znacznych ilosci biatek ARR typu A w komdrce hamuje, na zasadzie
ujemnego sprzezenia zwrotnego, ekspresje gendw ARR typu A, a w konsekwencji ich
wiasng biosynteze. Indukcja transkrypcji gendw ARR4, 5, 6 i 7 jest niezbedna do
zajscia w komorce roslinnej procesdw biochemiczno-fizjologicznych kontrolowanych
przez ta klase hormonow. Przykiadem tego moga by¢ najnowsze badania Kimura i
wsp. [36] przeprowadzone na hodowli komérkowej Nicotiana tabacum, ktére
wykazaty, ze cytokininy indukujgw chloroplastach ekspresje genéw: Cigl zwigzanego
z synteza chlorofili i Cig2 odpowiedzialnego za synteze czynnika biatkowego elF2b,
regulujacego inicjacje translacji. Rowniez Chikano i wsp. [11] w badaniach na
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RYCINA 6. Model przedstawiajacy szlak transdukcji sygnatu cytokininowego w komoérce rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana): H - histydyna, A - asparagina, P - grupa fosforanowa, AHK?2/3, CK.I1, CRE1
- receptory cytokinin, AH P1/2 - biatka przenoszace grupe fosforanowa, ARR1,2,10 - biatka regulatory
odpowiedzi typu B, ARR4,5,6,7 — biatka regulatory odpowiedzi typu A, symbol ARR4,5,6,7 wpisany
w prostokat oznacza geny kodujace odpowiednie biatka ARR, RD - domena odpowiedzi, BD - domena
wigzaca DNA, AD - domena aktywacji transkrypcji, R - przypuszczalny represor, symbole literowe
biatek wpisane w prostokat oznaczaja, ze sg one nieaktywne, a w elipsie - ufosforowane i aktywne,
strzalki oznaczajg aktywacje skiadnikéw tancucha transdukcji sygnatu cytokininowego, a prosta
zakonczona poprzeczng linig - wptyw hamujacy (wg [29, 66], zmienione)

rzodkiewniku wykazali, ze dwa geny AtSRI i AtSR2, zwigzane z metabolizmem cukréw,
z udziatem kinazy biatkowej SNF1 ulegajg ekspresji pod wptywem cytokinin. Miedzy
innymi stwierdzono, ze benzyloadenina przez genAtSR2, odpowiedzialny za specyficzng
fosforylacje, reguluje aktywnos$¢ syntazy sacharazowej.

Jest jednak wielce interesujgce, w jaki sposéb zwiekszenie sie ilosci biatek ARR
typu A wjadrze komérkowym pod wptywem cytokinin prowadzi do regulacji proceséw
zachodzacych podczas cyklu komérkowego, aktywacji podziatow komorkowych,
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stymulacji tworzenia sie pedu z kultur tkankowych oraz opézniania starzenia sie lisci.
Ten etap transdukcji sygnatu cytokininowego budzi wiele watpliwosci i wymaga dalszego
wyjasnienia. Reasumujac, molekularny mechanizm dziatania cytokinin mimo obecnosci
kilku poznanych dotychczas biatkowych receptoréow (CK11, CRE1, AHK2, AHK3 i
AHK.4) wykazuje podobny przebieg, polegajacy na aktywacji przez fosforylacje
kolejnych ogniw transdukcji sygnatu (biatek AHP i ARR typu B) i indukcji genéw
wczesnej odpowiedzi ARR typu/i, co generuje fizjologiczne i morfologiczne odpowiedzi
komérek charakterystyczne dla cytokinin [2, 7, 8, 14, 16, 24, 27, 40, 47, 62, 66, 77],

6. REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO
PRZEZ CYTOKININY

Jednag z charakterystycznych cech cytokinin jest ich stymulujgcy wptyw na podziaty
komarkowe u roélin. W wyniku dodania do hodowli komérkowych cytokinin stwierdza
sie zmiany w ekspresji wielu genéw [64, 65]. Geny te sg wiec znakomitymi obiektami
do studiowania szlaku transdukcji sygnatu, ktéry prowadzi do indukcji wielu odpowiedzi
komarkowych, w tym do proliferacji komorek. Interesujacym przyktadem jest indukcja
ekspresji genu kodujacego cykline D3 (CycD3) po dodaniu do materiatu biologicznego
egzogennych cytokinin np. fraws-zeatyny lub benzyloadeniny [19, 55, 59]. Cyklina
CycD3 petni wazna role w regulacji cyklu komérkowego podczas przejscia fazy Gl w
faze S. Ekspresja genu CycD3 zostata stwierdzona gtéwnie w dzielgcych sie komérkach:
merystemu pedu, zawigzkach lisci, pakach, prokambium, tkance naczyniowej
rozwijajacych sie lisci [59]. Cytokininy wzmagaja transkrypcje genu CycD3 w tych
tkankach. Natomiast nadekspresja genu CycD3 u roslin w nieobecnosci cytokinin
wzmaga tempo podziatéw komoérkowych, a same komorki staja sie zielone. Wyniki
tych badan wskazujana istniejgce zaleznosci miedzy cytokininami, indukcjg transkrypcji
genu kodujacego cykline D3, a regulacjg cyklu komérkowego. Szlak transdukcji sygnatu
cytokininowego prowadzacy do inicjacji podziatbw komorkowych jest przyktadem
tancucha odbierania i przekazywania sygnatu hormonalnego, w ktérym nie uczestnicza
opisane w poprzednich rozdziatach: kinazy histydynowe, biatka AHP oraz biatka ARR,
czyli poznane elementy biorgce udziat w przenoszeniu grupy fosforanowej. Sposob
oddziatywania cytokinin na podziaty komoérek roslinnych rézni sie od przedstawionego
w poprzednim rozdziale modelu transdukcji sygnatu hormonalnego, co przedstawia
schemat na rycinie 7.

Poznanie molekularnego mechanizmu regulacji podziatow komérkowych przez te
fitohormony byto mozliwe dzieki sklonowaniu zArabidopsis gendw kodujgcych biatka
z rodziny cyklin (CycA, Cyc B i CycD) oraz wyizolowaniu kinazy zaleznej od cyklin
Cdk (ang. cyclin dependent kinase) i biatkowych inhibitorow kinaz zaleznych od
cyklin ICK. (ang. cyclin dependent protein kinases inhibitors). Pierwsze trzy cykliny
typu D, jakie zostaty doktadnie poznane dzigki analizie mutantéw drozdzy to: CycDI,
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RYCINA 7. Rola cytokinin w regulacji cyklu komoérkowego roslin: Cdc25 - fosfataza regulujgca
podziaty w cyklu komérkowym, Cdk oznacza kinaze zalezng od cyklin, CycD3 - cyklina typu D,
E2F - czynnik elongacji, ICK1 - inhibitor kinazy zaleznej od cyklin, P - grupa fosforanowa, R -
punkt restrykcji, Rb - antyproliferacyjny czynnik biatkowy (supresor nowotworu siatkéwki), ABA
- kwas abscysynowy, GA - giberelina. Strzatkami zaznaczono kierunki oddziatywania stymulujacego,
a prostg zakonczong linig poprzeczna - wptyw hamujacy (wg [19], zmienione)

CycD2, CycD3. Sgone bardzo podobne do cyklin typu D, wystepujacych w komdérkach
ssakOw [69]. Biosynteza CycD3 u Arabidopsis jest indukowana przez cytokininy,
podczas gdy komoérka znajduje sie w fazie Gl, na krétko przed fazg S. W jaki wiec
sposOb obecnos$¢ cykliny D3 sprawia, ze komoérka wchodzi w faze S? U ssakéw
kompleks CycD3-Cdk dziata przez hiperfosforylacje biatkowego antyproliferacyjnego
czynnika supresora nowotworu siatkéwczaka zarodkowego (Rb). Ufosorylowany Rb
niezdolny jest do utworzenia kompleksu z czynnikiem elongacyjnym E2F. Dzieki temu
wolny E2F jest zdolny do indukcji ekspresji gendw niezbednych do wejécia komorki w
faze S. Ciekawym spostrzezeniem jest fakt, ze cykliny typu D majg konserwatywny,
wspolny dla roslin i zwierzagt motyw Leu-x-Cys-x-GIx, wigzacy Rb, gdzie x oznacza
dowolny aminokwas. Nie znamy jednak mechanizmu i elementéw, za pomoca ktérych
cytokininy indukujg ekspresje genu CycD3.

Innym punktem w cyklu komérkowym, ktéry kontrolujg cytokininy, jest przejscie
komorki z fazy G2 w M. Z badan przeprowadzonych na komérkach tytoniu Nicotiana
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tabacum okazato sie, ze cytokininy aktywujgenzym Cdc2, nalezacy do rodziny kinaz
Cdk, ktore sg zalezne od cyklin [55, 78]. Cytokininy stymulujg defosforylacje kinazy
Cdc2 przez specyficzna fosfataze Cdc25. Kinaza Cdc2 staje sie w ten sposéb aktywna
i umozliwia przejscie fazy G2 w M. Wyniki eksperymentow potwierdzajg w ten sposob
hipoteze, ze cytokininy bardzo precyzyjnie reguluja przebieg cyklu komérkowego u
roslin. Nalezy tutaj takze podkresli¢, ze nie tylko cytokininy, ktére sg gtownymi
aktywatorami podziatéw komaérkowych, ale takze pozostate hormony roélinne: auksyny,
gibereliny i kwas abscysynowy uczestniczaw regulacji mitozy. Ot6z auksyny, podobnie
jak cytokininy, pobudzajg aktywnos¢ kinaz Cdk, a pod wptywem giberelin znacznie
wzrasta ich zawarto$¢ w okreslonych tkankach. Ostatnio stwierdzono takze, ze kwas
abscysynowy indukuje ekspresje genu 1CK1, ktérego biatkowy produkt - inhibitor
kinaz - prowadzi do znacznego zahamowania aktywnosci katalitycznej tych enzymow.
Dowodzi to, ze cytokininy i kwas abscysynowy dziatajg wzgledem siebie
antagonistycznie, a prawidtowy przebieg cyklu komérkowego zalezy od subtelnych
wahan w stezeniach tych endogennych fitohormonoéw. Warto tutaj nadmieni¢, ze
nieprawidtowa transkrypcja genu CycD3 prowadzi do zaburzen w przejsciu fazy G1/
S i indukuje rozwoj tumorow u roslin. Podobnie u zwierzat niewtasciwe funkcjonowanie
genu CycD3 jest przyczyna rozregulowania przebiegu cyklu komérkowego, czego
skutkiem jest powstanie nowotworu. Ludzki gen kodujacy cykline D3 jest domniemanym
kandydatem na proto-onkogena. Przypuszcza sie wiec, ze analogicznie u roslin gen
CycD3 kontrolowany przez cytokininy moze petni¢ funkcje onkogenu [18,19,24,67],

7. PODSUMOWANIE

Ostatnie 5 lat przyniosto znaczny postep w badaniach nad molekularnym
mechanizmem dziatania cytokinin. Powoli zaczynamy rozumie¢, w jaki sposéb
przebiega szlak przekazywania sygnatu cytokininowego od jego rozpoznania przez
komérke, a nastepnie przetworzenia przy udziale szeregu przekaznikéw do zmiany
aktywnosci okreslonych gendw, czego ostatecznym efektem jest powstanie
specyficznych odpowiedzi fizjologicznych i morfologicznych komarek, a w rezultacie
takze catych roslin. Zastosowanie narzedzi inzynierii genetycznej pozwolito
zidentyfikowa¢ homologiczne biatkowe receptory cytokinin: CRE1, CKI!l oraz AHK
(AHK2/3/4), ktére majg wspolng ceche - funkcjonuja na zasadzie dwusktadnikowego
uktadu kinazy histydynowej. Odkryto i wyizolowano rodzine biatek AHP, ktére sg
ogniwem w przenoszeniu grupy fosforanowej oraz rodzine genéw wczesnej odpowiedzi
na cytokininy ARR, ktérych indukcja warunkuje powstanie odpowiedzi komdrkowych.
Ostatnie lata dostarczyty takze dowodow na to, ze cytokininy regulujg prawidtowy
przebieg cyklu komoérkowego. Jak sie okazato, w szlaku prowadzacym do indukcji
aktywnosci gendéw, regulujacych podziaty komorek gtdwnymi sktadnikami sa cykliny
typu D, ktére umozliwiajg komorce roslinnej przejscie z fazy G3 w faze S. Pomimo
jednak znacznych osiggnie¢ badan nad rolg cytokinin na poziomie pojedynczej komorki
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niewiele wiadomo, w jaki sposéb te fitohormony funkcjonuja in vivo. By¢é moze nie
znamy jeszcze nawet wiekszosci sktadnikéw taricucha odbierania i przekazywania
sygnatu cytokininowego oraz skomplikowanej sieci zaleznosci miedzy tymi elementami,
hormonem ajego wptywem na metabolizm.

Kluczowym momentem w mechanizmie dziatania hormonu roslinnego jest
precyzyjne dopasowanie sie i zwigzanie sie czasteczki z wlasciwym biatkiem
receptorowym. Jednak w przypadku cytokinin obserwujemy tutaj pewien paradoks,
unikalny dla tej klasy fitohormondéw. Rodzi sie bowiem pytanie, czy znacznie r6znigce
sie strukturalnie cytokininy adeninowe i cytokininy mocznikowe (ryc. 1) wigza sie z
tymi samymi receptorami odbierajgcymi sygnat cytokininowy, czy moze jednak zwiazki,
bedace pochodnymi fenylomocznika majg udziat posredni w odpowiedziach komarek
na cytokininy. W pierwszym przypadku receptor cytokinin powinien wykazywac¢ duze
powinowactwo do obu typu zwigzkdéw, co w odniesieniu do reguty, ze aktywnos¢
fitohormondw S$cisle zalezy od ich struktury chemicznej, jest nieco zaskakujace. Istnieje
hipoteza, ze cytokininy adeninowe i fenylomocznikowe pomimo duzych réznic w
budowie chemicznej majg w konformacji czasteczki taki sam fragment -N=CH-N=,
bezposrednio wigzacy sie zjednym, tym samym biatkowym receptorem. Druga teoria
wskazuje, ze cytokininy mocznikowe posrednio majgwptyw na biosynteze i metabolizm,
a wiec na zmiane poziomu endogennych cytokinin adeninowych, a dopiero ich percepcja
przez receptory generuje okreslone, charakterystyczne odpowiedzi komorekjak i catego
organizmu. Wzrost zainteresowania tematyka transdukcji sygnatéw cytokininowych u
roslin oraz znaczny postep w dziedzinie inzynierii genetycznej, by¢ moze przyniosa
odpowiedzi na te oraz pozostate pytaniajuz w najblizszej przysztosci.
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SIECI PERINEURONALNE - ZAGADKOWE
STRUKTURY W UKLADZIE NERWOWYM

PERINEURONAL NETS - ENIGMATIC STRUCTURES
OF THE NERVOUS SYSTEM

Monika LIGUZ-LECZNAR

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
Zaktad Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej, PAN, Warszawa

Streszczenie; Macierz zewnatrzkomorkowa w uktadzie nerwowym jest ztozong siecia makroczasteczek,
ktéra nie tylko tworzy zrab dla elementéw komérkowych, ale réwniez bierze udziat w regulacji wielu
proceséw fizjologicznych, takich jak: migracja, proliferacja, adhezja i r6znicowanie sie komorek. Jej
szczego6lng postacia, powstatg na skutek agregacji pewnych elementéw, sa sieci perineuronalne. Sg to
siatkowate struktury, zbudowane z glikoprotein oraz proteoglikanéw, otaczajace perikariony i proksy-
malne dendryty niektérych neurondw, wystepujace w catym centralnym uktadzie nerwowym. Rola
tych struktur nie jest jeszcze w petni poznana, jednak wiadomo, ze regulujg one wzrost zakonczen
nerwowych, biorg udziat w procesach plastycznosci neuronalnej oraz najprawdopodobniej dziatajg
ochronnie w procesach neurodegeneracyjnych i zapalnych.

Stowa kluczowe: sieci perineuronalne, macierz zewnatrzkomérkowa, proteoglikany.

Summary: The extracellular matrix of the nervous system is complex structural entity, that in addition
to serving a structural function, also profoundly affects the cellular physiology of an organism like cell
adhesion, migration, proliferation and differentiation. Perineuronal nets are aggregations of the extra-
cellular matrix components around pericaria and proximal dendrites of some neurons. They form reti-
cular structures consisted of glycoproteins and proteoglycans, which can be found in virtually all re-
gions of CNS. The role of this structures still remain obscure, however it is known that they are
involved in neurite growth and synaptic plasticity. They also can have neuroprotective effect in neuro-
degenerative diseases and inflammation processes.

Key words: perineuronal nets, extracellular matrix, proteoglycans.

*Dofinansowanie: Grant KBN No. 3P04C 008 22.
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1. WSTEP

Struktury zwane dzisiaj sieciami perineuronalnymi odkryte zostaty juz ponad sto lat
temu. Po raz pierwszy szczeg6towo opisatje w 1893 roku Bartolomeo Camillo Golgi,
jako siatkowate twory otaczajgce ciata komorkowe oraz proksymalne dendryty
niektérych neuronéw, budowa przypominajace plaster miodu (ryc. 1 A). Wedtug niego
miaty one petni¢ w stosunku do otaczanych neuronéw funkcje podporowe i ochronne,
zas$ obecne w nich otwory miaty umozliwia¢ wypustkom innych neuronéw tworzenie
kontaktéw synaptycznych. Rozwéj nowoczesnych metod neuroanatomicznych i
molekularnych pozwolit stwierdzié, ze sieci sg wyspecjalizowang czeécig macierzy
zewnatrzkomdérkowej, ograniczongzasadniczo do przestrzeni miedzy wypustkami gleju
a otaczanymi przez nie neuronami [12, 13]. Obecnie struktury te wzbudzajg duze
zainteresowanie, gtéwnie ze wzgledu na udziat w procesach rozwoju i plastycznosci
uktadu nerwowego, a takze mozliwe dziatanie neuroprotekcyjne.

RYCINA 1. A: Rysunek neuronu otoczonego przez sieci perineuronalne, wykonany przez Ramon y
Cajala. B: Model organizacji elementébw macierzy zewnatrzkomérkowej w obrebie sieci [49,
zmodyfikowane]

2. PODSTAWOWE GRUPY SKEADNIKOW TWORZACYCH
SIECI WOKOL KOMOREK NERWOWYCH

2.1. Proteoglikany

Jest to klasa glikozylowanych biatek o zrdéznicowanej strukturze i rozmiarach,
zbudowanych z rdzenia biatkowego, do ktérego kowalencyjnie dotagczonych jest wiele
taricuchéw cukrowych, tzw. glikozoaminoglikandw, czyli nierozgatezionych fancuchéw
polisacharydowych, utworzonych przez powtarzajgce sie jednostki dwucukrowe,
zawierajgce kwasy uronowe lub galaktoze oraz heksozaminy (N-acetyloglukozoamina,
N-acetylogalaktozamina) (ryc. 2A). Zaleznie od struktury dwucukrow wyréznia sie
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A. Budowa proteoglikanu

tancuchy
glikozoaminogiikanéw

B. Struktura glikozoaminoglikanéw

Siarczan chondroityny Siarczan heparanu

Kwas D-glukuronowy/N-acetylo-D-galaktozamina Kwas D-glukuronowy/D-glukozamina

Siarczan dermatanu Siarczan keratanu

Kwas L-iduronowy/N-acetylo-D-galaktozamina Galaktoza/N-acetylo-D-galaktozamina

Hialuronian

Kwas D-glukuronowy/N-acetylo-D-galaktozamina

R\ CINA 2. A: Schemat budowy proteoglikanéw. Prostokat obejmuje podstawowa jednostke tancucha
glikozoaminoglikanu, czyli pare cukréw. B: Struktura jednostek

kilka typéw glikozoaminoglikanéw: siarczan chondroityny/dermatanu, siarczan keratanu
i siarczan heparanu/heparyny. Osobng klase tworzy kwas hialuronowy, ktéry jest
nieusiarkowanym glikozoaminoglikanem i ktory jako jedyny tworzy wolne, niezwigzane
z biatkiem tancuchy wielocukrowe (ryc. 2B).
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Ze wzgledu na strukture biatka rdzeniowego dzieli sie proteoglikany na trzy grupy:
Hialektany (lektykany) sg to duze agregujgce proteoglikany, zawierajgce domene
wigzacahialuronian oraz domene lektynowg. Gtéwnymi przedstawicielami tej grupy
sg. wersikan, agrekan, brewikan oraz neurokan. Glipikany sg proteoglikanami
zwigzanymi z btonami komérkowymi i zawierajacymi tafncuchy siarczanu heparanu.
U ssakow zidentyfikowano 6 przedstawicieli tej grupy (glipikan 1-6). Syndekany sg
to biatka transbtonowe typu |, zawierajgce gtdéwnie tancuchy siarczanu heparanu. W
tkance nerwowej ssakéw zidentyfikowano 4 przedstawicieli tej grupy. Sa jednak
proteoglikany niedajace sie przypisa¢ do zadnej z wyzej wymienionych grup, np.
nieusiarkowane proteoglikany chondroitynowe. W tkance nerwowej znaleziono do tej
pory ponad 20 roznych przedstawicieli proteoglikanéw, z czego 7 (agrekan [28];
brewikan, neurokan, fosfakan [9]; wersikan [17]) zidentyfikowano w obszarze sieci
perineuronalnych.

2.2. Glikoproteiny

Glikoproteiny macierzy zewnatrzkomorkowej, ktérych obecnosé stwierdzono w
sieciach perineuronalnych, to tenascyna R i C oraz hialuronektyna. Tenascyny nalezg
do biatek o budowie domenowej, a funkcjonalne biatko jest oligomerem, ztozonym z
szesciu promieniscie utozonych ramion potgczonych mostkami dwusiarczkowymi. Jak

TABELA 1. Zestawienie przyktadowych markeréw sieci perineuronalnych

Marker sieci Rozpoznawany antygen Wystepowanie Odnosnik
Lektyna z wyki kosmatej terminalna intemeurony w korze 12, 35, 12
(Vicia villosa - WA) N -aetylogalaktozamina moézgowej i hipokampie,
Lektyna z soi (SBA) w glikoproteinach sieci komérki piramidowe pola 9
Aglutynina z glicynii kwiecistej CAZ2, istota czarna 1,7, 45
(Wisteriafloribunda - WFA)
Aglutynina z zarodkéw N -acetyloglukozoamina komorki warstwy 12
pszenicy drobinowej mdézdzku
Przeciwciato przeciwko tenascyna C oraz R intemeurony w korze i 9, 17, 33,
tenascynie C i R hipokampie komorki 45
piramidowe pola CA2
hipokampa
Przeciwciato przeciwko hialuronektyna i wersi- intemeurony kory, jadra 14
hialuronektynie kan o masie 365 kDa md&zdzku, motoneurony
Przeciwciato monoktonalne kwas glukuronowy intemeurony kory, komorki 40
przeciwko epitopowi HNK.-1 usiarkowany na 3' koncu  siatkowki
Przeciwciato przeciwko proteoglikany zawiera- komorki piramidalne i 22, 23, 35,
antygenom Cat-301 i Cat-304  jace siarczan hondroityny intemeurony kory 44
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dotad znaleziono 5 gendéw kodujacych te biatka (tenascyna -C, -R (restryktyna,
janusina),-W, -X, -Y) [17, 26]. Z kolei hialuronektyna jest biatkiem wigzacym
hialuronian i ulega silnej ekspresji w centralnym uktadzie nerwowym ssakéw, gdzie
koncentruje sie w okolicach zwigzanych z transmisjg GABA-ergiczng [14],

Narzedziami pozwalajagcymi uwidacznia¢ w tkance poszczegd6lne markery sieci
perineuronalnych sg rozmaite lektyny (rozpoznajgce okreslone weglowodany na
powierzchni komorki) oraz mniej lub bardziej specyficzne przeciwciata (tab. 1). Mozna
réwniez, w celu pokazania agregacji sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej wokoét
neurondw, stosowa¢ metody barwienia histologicznego pozwalajace uwidoczni¢ w
tkance ujemnie natadowane substancje, takie jak: glikozoaminoglikany, siarczan
chondroityny, kwas hialuronowy. Takimi metodami sam.in. impregnacja solami srebra,
reakcja z blekitem pruskim lub reakcja PAS (Periodic Acid Shiff). Prawdopodobny
sposOb utozenia poszczegdllnych sktadnikéw sieci perineuronalnych, powodujacy
powstanie charakterystycznej, przypominajacej plaster miodu struktury przedstawia
rycina IB.

3. WYSTEPOWANIE | ROZMIESZCZENIE SIECI
PERINEURONALNYCH W UKtADZIE NERWOWYM

Sieci perineuronalne sa strukturami powstajagcymi przy wspétudziale neuronéw oraz
gleju. Tenascyna C oraz hialuronian i hialuronektyna syntetyzowane sg przez komorki
glejowe. Tenascyna R i proteoglikany moga by¢ produkowane przez komérki glejowe
oraz neurony. Co ciekawe, sieci perineuronalne otaczajg preferencyjnie pewne typy
neurondw. Okazuje sie, ze nie jest to zwigzane z uwalnianym przez te neurony
neurotransmiterem, czy typem znajdujacych sie na nich synaps, a raczej z duzym
procentem powierzchni perikarionu zajmowanej przez synapsy. W korze nowej i
hipokampie sieci wystepuja najczesciej wokot komérek niepiramidowych (ryc. 3A),
wykazujacych ekspresje biatek wiazgcych wapn, takich jak parwalbumina lub
kalbindyna D-28k [25,30,46], Wokét komorek piramidowych sieci wystepuja rzadziej,
gtéwnie w okolicach kory ruchowej, stuchowej, a takze w strukturach podkorowych
oraz w rdzeniu kregowym [7, 35]. Wzory ekspresji poszczegolnych markeréw sieci sg
bardzo zr6znicowane w zaleznosci od gatunku badanego zwierzecia. Natomiast wzory
ekspresji roznych markeréw sieci perineuronalnych ujednego gatunku w duzym stopniu
sie pokrywaja, co wykazaty badania z zastosowaniem aglutyniny z Picia villosa oraz
réznych przeciwciat [35], Moze to wynika¢ oczywiscie z heterogennosci sktadnikéw
sieci oraz z faktu, ze poszczeg6lne przeciwciata czy aglutyniny rozpoznaja rézne epitopy
na tych samych czasteczkach [45].

Szereg obserwacji wskazuje, ze niektdre markery sieci perineuronalnych
uwidaczniajg zorganizowane topograficznie i warstwowo grupy neuronéw, ktére moga
by¢ podobne fizjologicznie i powigzane ze sobg funkcjonalnie [8, 42], Tak jest w
przypadku antygenu Cat-301, ktory wyznacza funkcjonalny szlak w uktadzie
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RYCINA 3. A: Sieci perineuronalne wokét GABA-ergicznych neuronéw kory mézgowej myszy,
uwidocznione przy pomocy WFA. B: Charakterystyczna organizacja topograficzna obszaru
pierwszorzedowej kory somatosensorycznej myszy uwidoczniona immunocytochemicznie z uzyciem
przeciwciata skierowanego przeciwko synapsynie |, a rozpoznajacego najprawdopodobniej, jak dotad
niezidentyfikowany, element sieci perineuronalnych. B-E - rzedy barylek, fp - reprezentacja przedniej
fapy, L - dolnej wargi, as - pyszczka; Skala: A - 20 p.m, B - 1 mm [34, zmodyfikowane]

wzrokowym ssakéw. W korze wzrokowej oraz ciele kolankowatym bocznym,
rozmieszczenie tego antygenu ujawnia organizacje laminamg, a w jadrze VPM (ventral
posterior medial) wzg6rza pozwala ono wyodrebni¢ grupy ztozone z neuronéw o
okreslonych polach recepcyjnych, tworzacych projekcje do odpowiednich kolumn kory
[22, 23]. W korze barytkowej gryzoni neurony otoczone przez sieci perineuronalne
uwidaczniaja organizacje cytoarchitektoniczna tego obszaru (ryc. 3B), co réwniez
moze wskazywac, ze sgone czescigszlaku przetwarzania informacji czuciowych [34].

4. ROLA SIECI PERINEURONALNYCH W UKtADZIE
NERWOWYM

Funkcje, jakie sieci perineuronalne petnig w ukladzie nerwowym, nie zostaty do
konca poznane, cho¢ sg obecnie przedmiotem intensywnych badan. Jedna z
postulowanych funkcji tych strukturjest zageszczanie czynnikéw wzrostowych wokot
neuronéw. Wykazano, ze niektore proteoglikany moga by¢ traktowane jako koreceptory
pewnych czynnikéw wzrostowych. Moga one jednak w zaleznosci od $rodowiska
utatwiac albo przeciwnie utrudnia¢ tym czynnikom interakcje z receptorami swoistymi
[24, 39].

Udziat sieci perineuronalnych w regulacji wzrostu zakoriczen nerwowych réwniez
nie jestjednoznaczny. Fakt, ze wystepujg one gtdwnie wokoét neurondw z duzg liczbg
synaps rozmieszczonych na ciatach komorkowych, sprawia, ze sg uwazane za struktury
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fizycznie ograniczajace liczbe potaczen synaptycznych. Obecnosé proteoglikanéw z
siarczanem chondroityny sugeruje, ze moga one stanowi¢ bariere dla wydtuzajacych
sieneurytéw, przez hamowanie ich interakcji z czgsteczkami adhezji komorkowej [27,
36], Jednak inne dane wskazujg, ze ekspresja siarczanu chondroityny moze réwniez
promowacé¢ wzrost wypustek [16, 29, 48]. Podobnie, glikoproteiny sieci moga
stymulowac lub hamowaé stozki wzrostu neuronéw [5, 38],

Sugeruje sig, ze sieci biorgudziat w stabilizacji synaps i funkcjonalnym dojrzewaniu
neurondéw [3, 9, 31]. Znajduje to potwierdzenie w fakcie, iz poszczegoblne skiladniki
sieci osiggajg dojrzaty wzor ekspresji w dos¢ pdznym okresie po urodzeniu, zbiegajacym
sie czesto z zakornczeniem okresu krytycznego dla wywotania zmian plastycznych
zaleznych od doptywu bodzcéw z zewnatrz [10, 15]. Pokazano np., ze po deprywacji
wzrokowej ekspresja markera sieci, antygenu Cat 301, spada wokét neuronéw ciata
kolankowatego bocznego. Analogicznie, po uszkodzeniu rdzenia zmniejsza sie
immunoreaktywno$¢ wobec Cat 301 w sieciach wokét motoneuronéw. Powyzsze zmiany
mozna wywotac jedynie we wczesnym okresie zycia zwierzecia [32, 44]. Z kolei u
zwierzgt dorostych, zniszczenie sieci perineuronalnych przez trawienie enzymatyczne
umozliwia wywotanie takich zmian plastycznych, jakie normalnie mozna wywotaé
jedynie w czasie okresu krytycznego, np. przesuniecie kolumn dominacji ocznej w
korze wzrokowej kotéw po deprywacji wzrokowej [37], Wyniki te $wiadcza o
zaangazowaniu sktadnikdw sieci w procesy plastyczne. Stwierdzono réwniez, iz zmiany
ekspresji proteoglikanéw oraz glikoprotein wchodzgcych w ich skiad modulujg
roznorodne formy plastycznosci, takie jak dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP)
indukowane stymulacjg theta, bedgce synaptycznym modelem uczenia sie i pamieci
oraz diugotrwate ostabienie synaptyczne (LTD) wywotane stymulacjg o niskiej
czestotliwosci [11].

Cechgwspélngdla wielu otoczonych przez sieci perineuronalne komérek nerwowych
jest obecnos$¢ podjednostki Kv3.1b, wchodzacej w sktad zaleznych od napiecia kanatow
potasowych. Ta obserwacja w potaczeniu z faktem, ze podjednostka Kv3.1b jest
charakterystyczna dla neuronéw o szybkich wytadowaniach, moze sugerowaé role
sieci jako szybkiego lokalnego buforu dla kationéw, zapewniajacego ich efektywny
transport potrzebny neuronom o duzej aktywnosci. Jednoczesnie sieci moga stuzy¢
jako bariera zapobiegajaca rozpraszaniu sie jonéw w drodze dyfuzji [18, 20, 30].

Obecnie coraz czesciej méwi sie o potencjalnym neuroprotekcyjnym dziataniu sieci
perineuronalnych. Okazato sie, ze w neuronach otoczonych sieciami perineuronalnymi
bardzo rzadko obserwuje sie zwyrodnienie neurofibrylarne, blaszki starcze lub
hiperfosforylowane biatko Tau, a wiec cechy charakterystyczne dla komérek ulegajacych
zniszczeniu w chorobie Alzheimera [1,8,19]. W chorobie Creutzfeldta-Jakoba utrata
sieci poprzedza smier¢ otaczanych wczesniej przez nie interneurondw GABA-
ergicznych, sugerujgc tym samym ich role ochronng [4]. W procesach zapalnych
zaobserwowano zwiekszong przezywalno$¢ neuronéw otoczonych strukturami sieci.
Tumaczy sie to antyadhezywnym oddziatywaniem tenascyny R oraz proteoglikanéw z
siarczanem chondroityny w stosunku do zaktywowanego mikrogleju [2,43].
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Podejmuje sie réwniez proby okreslenia funkcji poszczegdlnych biatek sieci
perineuronalnych przez ,,wytgczanie” kodujacych je gendw. Jak do tej pory, jesli chodzi
o0 biatka zwigzane z sieciami perineuronalnymi, zrobiono takie eksperymenty z genami
kodujacymi tenascyne, neurokan i brewikan [6,21,33,41,47,50], Jednak w przypadku
sieci, badania z uzyciem manipulacji genetycznych nie dajgjednoznacznych odpowiedzi
na pytania dotyczace funkcji tych struktur, poniewaz biatka sieci perineuronalnych
ulegajg szerokiej ekspresji poza tymi tworami. A wiec trudno wnioskowac o tym, czy
wywotane zaburzenie jest spowodowane zmiang w obrebie samej struktury sieci, czy
tez jest zwigzane z uposledzeniem procesow fizjologicznych, w ktére dane biatko jest
normalnie zaangazowane.

Poznanie funkcji sieci perineuronalnych w uktadzie nerwowym jest bardzo utrudnione
przez fakt, ze ciggle jeszcze niewiele wiadomo o wzajemnych relacjach pomiedzy
poszczegolnymi skiadnikami tych struktur a otaczanymi przez nie neuronami czy
zaangazowanymi w tworzenie sieci komorkami glejowymi. Dodatkowo sprawe
komplikuje heterogenno$¢ tych tworéw oraz réznorodnos¢ znajdowanych w nich
proteoglikanéw, ktérych dziatanie moze by¢ zupetlnie odmienne w zaleznosci od
otoczenia, w jakim sie znajduja.

LITERATURA

[1] ADAMS |, BRAUER K, ARELIN C, HARTIG W, FINE A, MADER M, ARENDT T,
BRUCKNER G. Perineuronal nets in the rhesus monkey and human basal forebrain inclu-
ding basal ganglia. Neuroscience 2001; 108: 285-298.

[2] ANGELOV DN, WALTHER M, STREPPEL M, GUNTINAS-L1CHIUS O. NEISS WF, PROBSTMEIER
R, PESHEVA P. Tenascin-R is antiadhesive for activated microglia that induce downregulation of the
protein after peripheral nerve injury: a new role in neuronal protection. J Neurosci 1998; 18: 6218-
6229.

[3] BANDTLOW CE, ZIMMERMANN DR. Proteoglycans in the developing brain: new conceptual insights
for old proteins. Physiol Rev 2000; 80: 1267-1290.

[4] BELICHENKO PV, MIKLOSSY J, BELSER B, BUDKA H, CELIO MR. Early destruction of the
extracellular matrix around parvalbumin-immunoreactive interneurons in Creutzfeldt-Jakob disease.
Neurobiol Dis 1999; 6: 269-279.

[5] BOSMAN FT, STAMENKOVIC |. Functional structure and composition of the extracellular matrix. J
Pathol 2003; 200: 423"128.

[6] BRAKEBUSCH C, SEIDENBECHER CI, ASZTELY F, RAUCH U, MATTHIES H, MEYER H, KRUG M,
BOCKERS TM, ZHOU X, KREUTZ MR, MONTAG D, GUNDELFINGER ED, FASSLER R. Brevican-
deficient mice display impaired hippocampal CAl long-term potentiation but show no obvious deficits
in learning and memory. Mol Cell Biol 2002; 22: 7417-7427.

[71 BRUCKNER G, HARTIG W, SEEGER J, RUBSAMEN R, REIMER K, BRAUER K. Cortical perineuronal
nets in the gray short-tailed opossum (Monodelphis domestica): a distribution pattern contrasting with
that shown in placental mammals. Anat Embryol (Berl) 1998; 197: 249-262.

[8] BRUCKNER G, HAUSEN D, HARTIG W, DRL1CEK M, ARENDT T, BRAUER K. Cortical areas
abundant in extracellular matrix chondroitin sulphate proteoglycans are less affected by cytoskeletal
changes in Alzheimer’s disease. Neuroscience 1999; 92: 791-805.

[9] BRUCKNER G, GROSCHE J, SCHMIDT S, HARTIG W, MARGOLIS RU, DELPECH B, SEIDENBE-
CHER CI, CZANIERA R, SCHACHNER M. Postnatal development of perineuronal nets in wild-type
mice and in a mutant deficient in tenascin-R. 3 Comp Neurol 2000; 428: 616-629.



SIECI PERINEURONALNE 125

[10] BRUCKNER G, GROSCHE J. Perineuronal nets show intrinsic patterns of extracellular matrix differen-
tiation in organotypic slice cultures. Exp Brain Res 2001; 137: 83-93.

[11] BUKALO O, SCHACHNER M, DITYATEV A. Modification of extracellular matrix by enzymatic
removal of chondroitin sulfate and by lack of tenascin-R differentially affects several forms of synaptic
plasticity in the hippocampus. Neuroscience 2001; 104: 359-369.

[12] CELIO MR, BLUMCKE I. Perineuronal nets - a specialized form of extracellular matrix in the adult
nervous system. Brain Res Brain Res Rev 1994; 19: 128-145.

[13] CELIO MR, SPREAFICO R, DE BIASI S, VITELLARO-ZUCCARELLO L. Perineuronal nets: past and
present. Trends Neurosci 1998; 21: 510-515.

[14] DELPECH B, DELPECH A, BRUCKNER G, GIRARD N, MAINGONNAT C. Hyaluronan and hyaluro-
nectin in the nervous system. Ciba Found Sytnp 1989; 143: 208-220.

[15] DITYATEV A, SCHACHNER M. Extracellular matrix molecules and synaptic plasticity. Nat Rev Neurosci
2003; 4: 456-468.

[16] GARWOOD J, HECK N, REICHARDT F, FAISSNER A. Phosphacan short isoform, a novel non-proteo-
glycan variant of phosphacan/receptor protein tyrosine phosphatase-beta, interacts with neuronal
receptors and promotes neurite outgrowth. J Biol Cheat 2003; 278: 24164-24173.

[17] HAGIHARA K, MIURA R, KOSAKI R, BERGLUND E, RANSCHT B, YAMAGUCH]I Y. Immunohisto-
chemical evidence for the brevican-tenascin-R interaction: colocalization in perineuronal nets suggests a
physiological role for the interaction in the adult rat brain. J Comp Neurol 1999; 410: 256-264.

[18] HARTIG W, DEROUICHE A, WELT K, BRAUER K, GROSCHE J, MADER M, REICHENBACH A,
BRUCKNER G. Cortical neurons immunoreactive for the potassium channel Kv3.1 b subunit are predominantly
surrounded by perineuronal nets presumed as a buffering system for cations. Brain Res 1999; 842: 15-29.

[19] HARTIG W, KLEIN C, BRAUER K, SCHUPPEL KF, ARENDT T, BIGL V, BRUCKNER G. Hyperpho-
sphorylated protein tau is restricted to neurons devoid of perineuronal nets in the cortex of aged bison.
Neurobiol Aging 2001; 22: 25-33.

[20] HARTIG W, SINGER A, GROSCHE J, BRAUER K, OTTERSEN OP. BRUCKNER G. Perineuronal nets in
the rat medial nucleus of the trapezoid body surround neurons immunoreactive for various amino acids,
calcium-binding proteins and the potassium channel subunit Kv3.1b. Brain Res 2001; 899: 123-133.

[21]] HAUNSO A, IBRAHIM M, BARTSCH U, LETIEMBRE M, CELIO MR, MENOUD P. Morphology ofperineu-
ronal nets in tenascin-R and parvalbumin single and double knockout mice. Brain Res 2000; 864: 142-145.

[22] HENDRY SH, HOCKFIELD S, JONES EG, MCKAY R. Monoclonal antibody that identifies subsets of
neurones in the central visual system of monkey and cat. Nature 1984; 307: 267-269.

[23] HENDRY SH, JONES EG, HOCKFIELD S, MCKAY RD. Neuronal populations stained with the mono-
clonal antibody Cat-301 in the mammalian cerebral cortex and thalamus. JNeurosci 1988; 8: 518-542.

[24] HERNDON ME, STIPP CS, LANDER AD. Interactions of neural glycosaminoglycans and proteogly-
cans with protein ligands: assessment of selectivity, heterogeneity and the participation of core proteins
in binding. Glycobiology 1999; 9: 143-155.

[25] HORN AK, BRUCKNER G, HARTIG W, MESSOUDI A. Saccadic omnipause and burst neurons in
monkey and human are ensheathed by perineuronal nets but differ in their expression of calcium-binding
proteins. J Comp Neurol 2003; 455: 341-352.

[26] JONES FS, JONES PL. The tenascin family of ECM glycoproteins: structure, function, and regulation
during embryonic development and tissue remodeling. Dev Dyn 2000; 218: 235-259.

[27] MACE K, SAXOD R, FEUERSTEIN C, SADOUL R, HEMMING FJ. Chondroitin and keratan sulfates
have opposing effects on attachment and outgrowth of ventral mesencephalic explants in culture. J
Neurosci Res 2002; 70: 46-56.

[28] MATTHEWS RT, KELLY GM, ZERILLO CA, GRAY G, TIEMEYER M, HOCKFIELD S. Aggrecan glyco-
forms contribute to the molecular heterogeneity of perineuronal nets. J Neurosci 2002; 22: 7536-7547.

[29] MILLER B, SHEPPARD AM, BICKNESE AR, PEARLMAN AL. Chondroitin sulfate proteoglycans in
the developing cerebral cortex: the distribution of neurocan distinguishes forming afferent and efferent
axonal pathways. J Comp Neurol 1995; 355: 615-628.

[30] MORRIS NP, HENDERSON Z. Perineuronal nets ensheath fast spiking, parvalbumin-immunoreactive
neurons in the medial septum/diagonal band complex. Eur JNeurosci 2000; 12: 828-838.

[31]] MURAKAMI T, OHTSUKA A. Perisynaptic barrier of proteoglycans in the mature brain and spinal
cord. Arch Histol Cytol 2003;66:195-207.

[32] NEVILLE H, BAVELIER D. Human brain plasticity: evidence from sensory deprivation and altered
language experience. Prog Brain Res 2002; 138: 177-188.



126 M. LIGUZ-LECZNAR

[33] NIKONENKO A, SCHMIDT S, SKIBO G, BRUCKNER G, SCHACHNER M. Tenascin-R-deficient mice
show structural alterations of symmetric perisomatic synapses in the CAl region of the hippocampus. J
Comp Neurol 2003; 456: 338-349.

[34] NOWICKA D, LIGUZ-LECZNAR M. SKANGIEL-KRAMSKA J. A surface antigen delineating a subset of
neurons in the primary somatosensory cortex of the mouse. Acta Neurobiol Exp 2003; 63: 185-196.

[35] OJIMA H, SAKAI M, OHYAMA J. Molecular heterogeneity of Vicia v/7/osa-recognized perineuronal
nets surrounding pyramidal and nonpyramidal neurons in the guinea pig cerebral cortex. Brain Res 1998;
786: 274-280.

[36] OOHIRA A, MATSUI F, TOKITAY, YAMAUCHIS, AONO S. Molecular interactions of neural chondro-
itin sulfate proteoglycans in the brain development. Arch Biochem Biophys 2000; 374: 24-34.

[37] PIZZORUSSO T, MEDINI P, BERARDI N, CHIERZI S, FAWCETT JW, MAFFEI L. Reactivation of
ocular dominance plasticity in the adult visual cortex. Science 2002; 298: 1248-1251.

[38] PROBSTMEIER R, STICHEL CC, MULLER HW, ASOU H, PESHEVA P. Chondroitin sulfates expressed
on oligodendrocyte-derived tenascin-R are involved in neural cell recognition. Functional implications
during CNS development and regeneration. JNeurosci Res 2000; 60: 21-36.

[39] QIAO D, MEYER K, MUNDHENKE C, DREW SA, FRIEDL A. Heparan sulfate proteoglycans as regu-
lators of fibroblast growth factor-2 signaling in brain endothelial cells. Specific role for glypican-1 in
glioma angiogenesis. J Biol Chem 2003; 278: 16045-16053.

[40] ROLLENHAGEN A, CZANIERA R, ALBERT M, WINTERGERST ES, SCHACHNER M. Immunocyto-
logical localization ofthe HNK-1 carbohydrate in murine cerebellum, hippocampus and spinal cord using
monoclonal antibodies with different epitope specificities. JNeurocytol 2001; 30: 337-335.

[41] SAGHATELYAN AK, DITYATEV A, SCHMIDT S, SCHUSTER T, BARTSCH U, SCHACHNER M.
Reduced perisomatic inhibition, increased excitatory transmission, and impaired long-term potentiation in
mice deficient for the extracellular matrix glycoprotein tenascin-R. Mol Cell Neurosci 2001; 17: 226-240.

[42] SAYED R, MUBARAK W, OHTSUKA A, TAGUCHIT, MURAKAMI T. Histochemical study of perineu-
ronal nets in the retrosplenial cortex of adult rats. Ann Anat 2002; 184: 333-339.

[43] SCHUPPEL K, BRAUER K, HARTIG W, GROSCHE J, EARLEY B, LEONARD BE, BRUCKNER G.
Perineuronal nets ofextracellular matrix around hippocampal interneurons resist destruction by activated
microglia in trimethyltin-treated rats. Brain Res 2002; 958: 448-453.

[44] SUR M, FROST DO, HOCKFIELD S. Expression of a surface-associated antigen on Y-cells in the cat
lateral geniculate nucleus is regulated by visual experience. JNeurosci 1988; 8: 874-882.

[45] VIGGIANO D. The two faces of perineuronal nets. Neuroreport 2000; 11; 2087-2090.

[46] VITELLARO-ZUCCARELLO L, MERONI A AMADEO A, DE BIASIS. Chondroitin sulfate proteogly-
cans in the rat thalamus: expression during postnatal development and correlation with calcium-binding
proteins in adults. Cell Tissue Res 2001; 306: 15-26.

[47] WEBER P, BARTSCH U, RASBAND MN, CZANIERA R, LANG Y, BLUETHMANN H, MARGOLIS
RU, LEVINSON SR, SHRAGER P, MONTAG D, SCHACHNER M. Mice deficient for tenascin-R display
alterations of the extracellular matrix and decreased axonal conduction velocities in the CNS. J Neurosci
1999; 19: 4245"1262.

[48] WILSON MT, SNOW DM. Chondroitin sulfate proteoglycan expression pattern in hippocampal develop-
ment: potential regulation of axon tract formation. 3 Comp Neurol 2000; 424: 532-546.

[49] YAMAGUCHI Y. Lecticans: organizers of the brain extracellular matrix. Cell Mol Life Sei 2000 Feb;
57(2); 276-289.

[50] ZHOU XH, BRAKEBUSCH C, MATTHIES H, OOHASHI T, HIRSCH E, MOSER M, KRUG M,
SEIDENBECHER CI, BOECKERS TM, RAUCH U, BUETTNER R, GUNDELFINGER ED, FASSLER
R. Neurocan is dispensable for brain development. Mol Cell Biol 2001; 21: 5970-5978.

Redaktor prowadzacy - Bozena Kaminska-Kaczmarek

Otrzymano:27.09.2003 r.

Przyjeto: 23.10.2003 r.

Adres autora: Ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
e-mail: monliguz@nencki.gov.pl


mailto:monliguz@nencki.gov.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 31 2004 NR | (127-141)

ZABURZENIA ROZWOJOWE | DYSFUNKCJA GONAD
SPOWODOWANE NIEPRAWIDLOWYM DZIALANIEM
HORMONOW WARUNKUJACYCH ROZWOQOJ
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DEVELOPMENTAL DISORDERS AND DYSFUNCTION OF GONADS
AS A RESULT OF ABNORMAL ACTION OF HORMONES RESPONSIBLE
FOR MALE REPRODUCTIVE SYSTEM DEVELOPMENT

Barbara WISZNIEWSKA, Mariola MARCHLEWICZ, Agnieszka KOLASA

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii Pomorskiej Akademii Medycznej
w Szczecinie

Streszczenie; Rozwoj meskiego uktadu piciowego indukowany i kontrolowany jest przez hormony
produkowane w réznicujacej sie gonadzie. Niewrazliwo$¢ na androgeny, spowodowana mutacja re-
ceptora AR, czy brak aktywnosci 5oc-reduktazy konwertujgcej T do DHT, sg powodem nieprawidto-
wosci rozwojowych i czesto przyczyng meskiej nieptodnosci. Podobne w skutkach efekty wywotuje
brak estrogenéw, wynikajacy z mutacji genu aromatazy cytochromu P450 oraz zespét opornosci na
te hormony, spowodowany mutacjg genu receptorow estrogenowych. Jak wykazujg liczne badania
doswiadczalne, estrogeny oddziatujgce na ptody lub noworodki zwierzat ptci meskiej, moga byc¢
powodem nieprawidtowosci rozwojowych, wynikajacych z zaburzenia réwnowagi w ilosci androge-
néw w stosunku do estrogenéw. Znaczna liczba doniesien dokumentujacych dysfunkcje uktadu picio-
wego mezczyzn, wzrastajgcg liczbe przypadkéw wystepowania jego wad rozwojowych oraz fakt, ze
w ostatnich 50 latach liczba plemnikéw w ejakulacie mezczyzn zmniejszyta sie przynajmniej o
potowe, potwierdza hipotezy, ze réwniez hormony Srodowiskowe moga zaburza¢ rozw6j meskiego
uktadu piciowego i jego funkcje, ujawniajaca sie niekiedy dopiero po osiagnieciu dojrzatosci picio-
wej.

Stowa kluczowe; rozwoj meskiego uktadu ptciowego, androgeny, estrogeny, hormony $rodowiskowe.

Summary; The male reproductive system development is induced and controlled by hormones pro-
duced in the fetal gonad. The androgen receptor mutation which results in androgen insensitivity or
5a-reductase deficiency, may cause developmental disorders and frequently male infertility. Similar

*Praca naukowa finansowana ze Srodkéw Komitetu Badarn Naukowych w latach 2003-2005 jako
projekt zamawiany nr PBZ-KBN-084/P06/2002.
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effects are produced in the congenital estrogen deficiency as a result of the mutation in cytochrome
P450 aromatase gene or the estrogen resistance syndrome connected with the mutation in the estro-
gen-receptor gene. Exposure in fetal and neonatal life of male animals to exogenous estrogen can
result in developmental abnormalities as a consequence of abnormal balance in action between andro-
gens and estrogens. The increasing incidence of dysfunction and disorders of male reproductive sys-
tem, and a decline of sperm counts by about half in the past 50 years, support the hypothesis that
environmental hormones can induce disorders and dysfunction of the male reproductive system which
can be manifested in adult life.

Key words: male reproductive system development, androgens, estrogens, environmental hormones.

Rozwoj meskiego uktadu ptciowego jest indukowany i kontrolowany przez hormony
syntetyzowane przez komorki réznicujacej sie gonady. Nie tylko rozwdj jadra wymaga
dziatania hormonéw, ale réwniez réznicowanie sie przewoddéw wyprowadzajgcych
nasienie, gruczotéw piciowych dodatkowych i zewnetrznych narzagdéw piciowych
zalezne jest od prawidtowe]j produkcji hormonéw, wydzielanych przez ptodowa gonade
w odpowiedniej ilosci i 0 whasciwym czasie. Dlatego tez, okreslone poziomy lokalnie
syntetyzowanych hormonéw - hormonu antymiillerowskiego (AMH; Anti-Miillerian
Hormone), testosteronu (T), dihydrotestosteronu (DHT) i estrogenéw oraz ich
parakrynne dziatanie, warunkujg prawidtowy rozwo6j wewnetrznych i zewnetrznych
narzadéw plciowych. Wszelkie zachwiania w rGwnowadze hormonéw w okresie zycia
ptodowego moga by¢ powodem nieprawidtowosci rozwojowych czy dysfunkcji gonady,
ujawniajgcych sie zarbwno w dziecinstwie, jak i po osiggnieciu dojrzatosci piciowej.
Zaburzenia rownowagi hormonalnej moga by¢ wynikiem mutacji genetycznych w
obrebie genéw kodujacych biatka czynnikdw transkrypcyjnych, enzyméw szlaku
steroidogenezy, enzymOw uczestniczacych w konwersji testosteronu do dihydro-
testosteronu, aromatyzowaniu androgenéw, czy tez ekspozycji ptodu na oddziatywanie
hormonoéw egzogennych. Ze wzgledu na szeroki wachlarz zagadnien, w opracowaniu
tym ograniczono sie do nieprawidtowosci w funkcjonowaniu gonady meskiej, ktérych
powodem sg uwarunkowane genetycznie zespoty niewrazliwosci na androgeny,
estrogeny, brak estrogenéw oraz oddziatywanie hormonéw $rodowiskowych na rozwaj
meskiego uktadu piciowego.

ROZWOJ MESKIEGO UKLADU PLCIOWEGO

Ple¢ genetyczna zarodka cztowieka i innych ssakéw okre$lana jest podczas
zaptodnienia, w chwili wytworzenia kompletu chromosomow piciowych XX lub XY
[52]. Gonadalna pte¢ meska okreslana jest natomiast przez dziatanie genu deter-
minujacego pte¢, zlokalizowanego na chromosomie Y, identyfikowanego jako gen SRY
(Sex-determining Region Y chromosome) [10,32]. Do 7. tygodnia zycia ptodowego
zawiagzek gonady zwany jest gonadg niezr6znicowana, ktdrajest strukturalnie identyczna
dla obu pici. W tym tez czasie, wystepuja 2 pary przewodow piciowych: Mullera i
Wolffa. Przewody Mullera stanowia zawigzek drég piciowych zenskich, przewody
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Wolffa natomiast sg zawigzkiem przewodéw wyprowadzajgcych nasienie w meskim
uktadzie ptciowym. Jezeli w wyposazeniu genetycznym znajduje sie chromosom Y, to
pod koniec 7 tygodnia rozwoju zarodkowego, gonada obojetna zaczyna réznicowaé
sie w jadro [52].

Zawiazki jader powstajgpo przysrodkowej stronie pranerczy i majgposta¢ podtuznych
fatdow, zwanych grzebieniami ptciowymi [38], Jest to pasmo mezenchymy pokrytej
mezodermalnym nabtonkiem otrzewnej. Komoérki, poczatkowo jednowarstwowego
nabtonka, zaczynaja sie dzieli¢ i wrasta¢ w mezenchyme, tworzac sznury piciowe.
Komorki sznuréw piciowych tworza przyszte komorki podporowe Sertoliego. Komérki
prapiciowe (gonocyty) powstajg znacznie wczesniej, z endodermy Sciany pecherzyka
z6ktkowego [37]. Z chwilgwytworzenia fatdow poprzecznych zarodka, szczeg6lnie fatdu
ogonowego, ta czes¢ pecherzyka zéttkowego, ktdra zawiera komorki prapitciowe, zostaje
wigczona do zarodka i tworzy jelito tylne. Potem komorki praptciowe migrujg wzdtuz
grzbietowej krezki do mezenchymy grzebieni ptciowych, a nastepnie zasiedlajg sznury
ptciowe [37]. Komorki te sg prekursorami spermatogoniéw. Proces migracji komérek
praptciowych, podobnie jak melanoblastéw i hematopoetycznych komérek macierzystych,
indukowany jest przez SCF, ligand receptora c-kit, zlokalizowanego w btonie komérkowej
komorek germinalnych [37,49,54], Podczas migracji do grzebieni ptciowych ich adhezja
do fibronektyny substancji miedzykomorkowej ulega drastycznemu obnizeniu [38], co
utatwia ich wedrowke.

Gonada p3odowa

Komorki Sertoliego Komorki Leydiga

Hormon Testosteron (T)

antymullerowski (AMH)

5a-reduktaza

5a-dihydrotestosteron (DHT)
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Rozwdéj meskiego uktadu ptciowego indukowany jest hormonami syntetyzowanymi
przez ptodowsg gonade. Sg to: AMH, T i DHT (patrz rycina).

AMH syntetyzowany jest przez ptodowe komorki Sertoliego i zwany jest tez
substancja hamujaca rozwéj przewodéw Millera (MIS - Miillerian Inhibiting
Substance) lub czynnikiem hamujacym rozwoj przewodoéw Millera (MIF - Miillerian
Inhibiting Factor) [2,38]. AMH jest 140 kD specyficzng gonadalng homodimerowg
glikoproteina, nalezgcg do nadrodziny transformujgcego czynnika wzrostu (3 (TGF-(3)
[51.52] . Ludzki AMH syntetyzowany jest jako 560-aminokwasowe biatko
prekursorowe, zawierajgce miejsce rozszczepienia zlokalizowane przy 109.
aminokwasie C-konca biatka. Dla petnej aktywnosci biatka niezbedne jest rozszczepienie
taricucha AMH. Hormon antymullerowski kodowany jest przez krétki gen o dtugosci
2,75 kz, zawierajacy pie¢ eksonéw [52]. Pomimo ze AMH uczestniczy w réznicowaniu
pici meskiej, gen zlokalizowany jest na krotkim ramieniu 19. chromosomu
autosomalnego. AMH syntetyzowany jest wylgcznie przez komorki Sertoliego jadra
[53]. Komorki te ujawniajg wysoka ekspresje AMH od wczesnego okresu zycia
ptodowego. Jego produkcja wykrywana jest w rozwijajacym sie jadrze w czasie
formowania sznuréw piciowych, tj. w 7. tygodniu zycia ptodowego zarodka ludzkiego,
11,5. dniu rozwoju myszy [7] i 13,5. dniu rozwoju szczura [18]. Czas rozpoczecia
syntezy AMH jest bardzo istotny w r6znicowaniu ptci. W zarodkach meskich, ekspresja
i synteza AMH musi rozpocza¢ sie przed utratg wrazliwosci komorek przewodéw
Mullera na ten hormon. W zarodkach ludzkich przewody Millera tracg wrazliwos$¢ na
dziatanie AMH przed konicem 8. tygodnia rozwoju [52],

W gonadzie regulacja ekspresji genu AMHjest ztozona i pozostaje pod Scista kontrolg
czynnikéw transkrypcyjnych, ulegajacych ekspresji w komorkach Sertoliego
[2.7.39.52]. Uwaza sig, ze wystepujg trzy fazy regulacji ekspresji genu AMH\ faza
inicjacji, faza utrzymywania i faza represji. Fazy te odzwierciedlajg 3 okresy
réznicowania komaorek Sertoliego — wczesne roznicowanie i rozpoczecie syntezy AMH,
proliferacja utrzymujaca ekspresje AMH oraz koncowe dojrzewanie komorek w okresie
pokwitania, z zatrzymaniem produkcji AMH [7], Do czynnikéw transkrypcyjnych
uczestniczacych w regulacji ekspresji genu AMH nalezg: SRY, SF-1, SOX-9, WT-1
oraz DAX-1.

Za pierwszego kandydata odpowiedzialnego za regulacje ekspresji AMH we
wczesnym okresie rozwoju zarodkowego uznano czynnik determinujacy rozwoj jadra
SRY. Gen SRYkoduje 204-aminokwasowe biatko. Sugeruje sie, ze specyficzna rola
SRY w réznicowaniu jadra polega na supresji genéw wiaczonych w réznicowanie sie
gonady zenskiej i aktywacji gendw niezbednych w rdznicujacej sie gonadzie meskiej -
aktywacja genu AMH [10,32,52].

Gen SF-1 zaliczany jest do rodziny receptoréw sierocych, ktorego ligand jest
nieznany. Jedna z funkcji, jakie przypisuje sie SF-1, to aktywacja ekspresji AMH,
przez co odgrywa on zasadnicza role we wczesnym rozwoju niezréznicowanej gonady.
Ponadto jest niezbednym czynnikiem regulacji syntezy hormondéw steroidowych [ 19,39].

Gen WT-1 koduje czynnik transkrypcyjny zawierajacy 2 palce cynkowe. Uwaza
sie, ze dziata zaréwno jako aktywator, jak i represor transkrypcyjny. Jego obecno$é
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jest niezbedna dla prawidtowego rozwoju grzebieni piciowych w stadium gonady
niezréznicowanej [39].

Funkcje podobng do genu WT-1 przypisuje sie rowniez produktowi genu SOX-9.
Gen ten regulowany jest prawdopodobnie przez SRY, a przypuszczalny mechanizm
jego dziatania polega na udziale w r6znicowaniu i dtugotrwatym utrzymywaniu komaorek
Sertoliego. Ponadto, rolg SOX-9 moze by¢ supresja réznicowania jajnika z
niezréznicowanej gonady oraz interakcja z jadrowym receptorem SF-1 w regulowaniu
promotora genu AMH [32,39].

DAX-1 jest nietypowym sierocym receptorem jgdrowym, ktdrego struktura nie
zawiera palcéw cynkowych w domenie wigzacej sie z DNA. DAX-1 hamuje aktywacje
SF-1, a takze antagonizuje synergistyczne dziatanie istniejgce miedzy SF-1 i WT-1.
Stad tez uwaza sig, ze to biatko dziata jako antagonista SRY.

Przypuszcza sie, ze sekrecja AMH moze podlegac regulacji rowniez przez estrogeny
z uwagi na fakt, ze 13-zasadowy, palindromowy odcinek DNA, prawie identyczny z
odcinkiem DNA zwanym ERE (Estrogen Response Element) gendw vitellogeniny,
jest obecny w ludzkim genie AMH [25].

AMH dziata poprzez receptory | i Il typu (AMHRI i AMHRII). Obydwa typy
receptorow sgtransbtonowymi kinazami seryno/treoninowymi. U cztowieka, myszy i
szczura sklonowano receptor AMH typu Il, zlokalizowany w komoérkach
mezenchymatycznych, otaczajgcych przewody Millera. Po zwigzaniu sie z receptorem,
AMH indukuje inwolucje przewodéw Miillera. Jest tez najwczes$niejszym markerem
komorek Sertoliego réznicujacej sie gonady meskiej [7,53]. Ekspresja AMH
utrzymywanajest az do osiggniecia dojrzatosci ptciowej, a nastepnie ulega hamowaniu
na skutek dziatania androgenéw i rozpoczecia podziatbw mejotycznych komorek
germinalnych [2,52]. Oprécz komdrek mezenchymatycznych, receptory dla AMH
zawierajg réwniez komorki Sertoliego oraz komérki Leydiga, przez co uwaza sig, ze
AMH wigczony jest rowniez w kontrole réznicowania i aktywnosci komérek Leydiga
[2,51], Uwalnianie AMH przez komorki Sertoliego podlega regulacji przez FSH [53],
dla ktorej komorki te zawierajg receptory [2],

Przed 8. tygodniem zycia ptodowego, w tkance interstycjalnej réznicujacego sie
jadra pojawiaja sie komorki Leydiga [67], ktore szybko proliferujgaz do 18. tygodnia,
kiedy osiggaja liczbe utrzymywang do trzeciego trymestru zycia ptodowego [17,42].
Komoérki te rozpoczynaja synteze androgenéw, niezbednych do dalszego rozwoju. U
cztowieka, w pierwszych dwu trymestrach cigzy, funkcja komorek Leydiga pozostaje
pod wptywem hCG. Wynika to z faktu, ze pofgczenia naczyniowe przysadkowo-
podwzgérzowe ustalajg sie w 11,5. tygodniu, czyli 3 tygodnie po rozpoczeciu
steroidogenezy w gonadzie [52]. Istniejg sugestie, ze dopiero w ostatnich trzech
miesigcach zycia ptodowego produkcja androgenéw pozostaje pod kontrolg ptodowej
przysadki, a we wczesniejszych etapach rozwoju gonadotropiny przysadkowe nie sa
niezbedne [52]. Po zwigzaniu sie z receptorem btonowym LH/hCG wywierajg podwaéjny
efekt na komorki Leydiga. Krétkotrwaty, odpowiedzialny za biosynteze androgendéw i
dtugotrwaty, warunkujacy réznicowanie i proliferacje komorek Leydiga [52]. Gtownym
androgenem syntetyzowanym przez te komorki jest testosteron. Jego wysokie stezenie
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lokalne indukuje rozwéj przewodéw Wolffa miedzy 9.-13. tygodniem zycia ptodowego
i ich r6znicowanie w wewnetrzne narzady piciowe - najadrza, nasieniowody i
pecherzyki nasienne [52], Badania Prince [50] wykazaly, ze u cztowieka wystepuje
tréjetapowy przebieg produkcji testosteronu przez komérki Leydiga. Pierwszy szczyt
wydzielania testosteronu wystepuje pod koniec pierwszego trymestru zycia ptodowego
(14.-18. tydzien), drugi od 2. do 3. miesigca po urodzeniu, trzeci natomiast rozpoczyna
sie z chwilg osiggniecia dojrzatosci ptciowej [50], Testosteron syntetyzowany przez
komorki Leydiga dziata poprzez swoiste receptory androgenowe (AR).

Do réznicowania zewnetrznych narzadéw ptciowych wymagane jest natomiast
dziatanie dihydrotestosteronu (DHT), powstajgcego drogg konwersji T przy udziale
50c-reduktazy [29]. Podobnie jak T, DHT dziata poprzez AR, do ktérych ma znacznie
wyzsze powinowactwo niz T, wynikajgce z dtugotrwalej stabilizacji kompleksu AR-
DHT. Rozwoj zewnetrznych narzgdow piciowych rozpoczyna sie ok. 9. tygodnia zycia
ptodowego, a proces ten jest catkowicie ukonczony w 14. tygodniu zycia ptodowego
[52]. Do 16. tygodnia rozwoju rozmiar penisa nie odbiega od rozmiaru techtaczki u
pici zenskiej, ajego dalszy wzrost nastepuje w 20. tygodniu rozwoju [52],

Pierwotne gonady rozwijajg sie w jamie brzusznej na wysokosci nerek i juz w 3.
miesigcu zycia ptodowego zaczyna si¢ ich zstepowanie. Rozwijajgce siejadro, jeszcze
przed rozpoczeciem tego procesu potgczone jest pasmem zageszczonej mezenchymy
zwanym jadrowodem, z okolicg pachwinowa. W okresie, kiedy jadro zaczyna zstepowac
w kierunku pierscienia pachwinowego (brzuszna faza zstepowania jader), powstaje
pozabrzuszna czes¢ jadrowodu, ktdra biegnie od okolicy pachwinowej ku guzkom
mosznowym. Pézniej z uchytka otrzewnej powstaje wyrostek pochwowy, ktory réznicuje
sie w kanat pachwinowy. Do tak wyksztatconego kanatu pachwinowego,
przechodzacego w jame worka mosznowego, zstepuje jadro wraz z najadrzem i
poczatkowym odcinkiem nasieniowodu. Jednoczesnie jagdrowdd tgczacy jadro z dnem
wyrostka pochwowego ulega w miare obnizania sie jgdra stopniowemu skracaniu. W
koncu pozostaje z niego krotkie wiezadto tgczace dolny biegun jadra z dnem jamy
worka mosznowego (faza pachwinowa zstepowania jader) [52], Obydwie fazy
wymagajg dziatania dihydrotestosteronu, ale réwniez inne czynniki odgrywaja role w
tym procesie. Zalicza sie do nich czynnik insulinopodobny 3 {Insulin-like Factor-3;
Insl3), zwany takze czynnikiem relaksynopodobnym {relaxin-like factor).
Syntetyzowany jest przez ptodowe komorki Leydiga i dziata na jadrowod w fazie
brzusznej [20,43]. U ptodu ludzkiego, jadro osigga wewnetrzny pierscien pachwinowy
przed 24. tygodniem rozwoju. Faza pachwinowa zstepowania jgder ma miejsce w 2
ostatnich miesiacach zycia ptodowego. Odgrywaw niej role wiele r6znych czynnikéw,
niemniej obecnos$¢ androgendw jest niezbedna do prawidtowej migracji pachwinowo-
mosznowej gonad. U noworodka obydwajadra powinny znajdowac sie w mosznie, co
ma miejsce u okoto 97% populacji.
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ZABURZENIA ROZWOJOWE ZWIAZANE
Z NIEPRAWIDLOWYMI STEZENIAMI HORMONOW

PODCZAS ROZWOJU MESKIEGO UKEADU PLCIOWEGO

Rozwdéj wewnetrznych oraz zewnetrznych narzadéw meskiego uktadu ptciowego
regulowany jest hormonalnie, poprzez androgeny syntetyzowane przez komorki
réznicujacej sie gonady. Dlatego tez nieprawidtowe stezenia T czy DHT w okresie
ptodowym moga prowadzi¢ do powstania szeregu zaburzen rozwojowych.

Nieprawidtowosci w stezeniach androgenéw odpowiedzialnych za rozw6j moga
by¢ wynikiem mutacji genu odpowiedzialnego za ekspresje receptoréw androgenowych
(AR), czy 5a-reduktazy (5a-red), enzymu konwertujgcego testosteron do dihydro-
testosteronu. Jak wykazaty badania ostatnich lat, rowniez estrogeny odgrywajg wazna
role w rozwoju meskiego uktadu piciowego. Stad, mutacje dotyczace genéw
odpowiedzialnych za ekspresje receptoréw estrogenowych ot i [3 (ERoc i ER(3) czy
genu CYP 19 aromatazy cytochromu P450 mogg by¢ powodem nieprawidtowosci
rozwojowych. Badania prowadzone na modelach zwierzecych wskazuja, ze rOwniez
ekspozycja ptodéw meskich na dziatanie estrogenéw $rodowiskowych moze prowadzié
do zachwiania réwnowagi hormonalnej.

Zespot niewrazliwosci na androgeny i wrodzony niedobdr 5oc-reduktazy

Testosteron i dihydrotestosteron dziatajg na komorki docelowe, regulujgc ekspresje
gendw, przez receptory androgenowe (AR). W gonadzie mezczyzn, AR zlokalizowane
sg w jadrach komorek Sertoliego, okotokanalikowych komérek mioidalnych oraz w
jadrach komoérek Leydiga. Receptory dla androgenéw wystepujg rowniez w jadrach
komérek nabtonkowych przewodu najadrza, pecherzykdéw nasiennych i prostaty [47].

Receptor androgenowy nalezy do duzej rodziny biatek wigzacych sie z DNA przy
udziale palcéw cynkowych. Rodzina ta obejmuje tez receptory innych hormonéw
steroidowych, receptory hormondéw tarczycy, receptory retinojowe oraz coraz liczniejsza
grupe receptoréw sierocych. Gen receptora androgenéw zlokalizowany jest na
chromosomie Xqgl 1-12 i obejmuje ponad 90 kilozasad, podzielonych na 8 eksonéw.
Ekson ! koduje N-koniec biatka i odpowiedzialny jest za regulacje transkrypcji genu
[9,68]. Jest to duzy ekson zawierajacy powtarzajace sie sekwencje aminokwaséw. U
ptodnych mezczyzn rasy kaukaskiej oznaczono $rednio 23 (od 13 do 30) powtGrzenia
glutaminy [27,28,70]. Eksony 2 i 3 koduja domene wigzaca sie z DNA i zawierajg 2
palce cynkowe. Eksony 4, 5, 6, 7, 8 genu koduja te cze$¢ biatka receptora, ktora
odpowiedzialnajest za wigzanie liganda.

Nieprawidtowosci molekularnej struktury receptora androgenéw sg powodem
minimalnej, czeSciowej badz catkowitej niewrazliwosci na androgeny.

Do tej pory przedstawiono zaledwie kilka przypadkéw czesciowej lub catkowitej
delecji genu receptora androgenowego, co wskazuje, ze przypadki takie nie sg czeste.
Odnotowano natomiast ponad 300 réznych mutacji, z ktérych wiekszos¢ polegata na
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mutacji punktowej, prowadzacej do substytucji jednego aminokwasu [9,22], Mutacje
te dotyczy¢ moga domeny wigzacej sie z DNA (ekson 2 i 3), pierwszego badz drugiego
palca cynkowego lub delecji eksonu 3. Transkrypty zmutowanego genu nie sg zdolne
do zapoczatkowania transkrypcji, co moze by¢ powodem catkowitej niewrazliwosci
na androgeny. Mutacje dotyczgce eksonéw kodujgcych domene wigzgaca ligand - 4, 5,
6, 7, czy 8, warunkujag wystepowanie u pacjentéw z takg mutacja zespotu czesciowej
[24] badZ tez catkowitej niewrazliwosci na androgeny [23]. U nieptodnych mezczyzn
z mutacja/ami genu AR stwierdzono znaczng oligozoospermie lub azoospermie. Moga
wystepowac tez inne anomalie, takie jak: wnetrostwo, spodziectwo, ginekomastia,
niepetna wirylizacja. U pacjentow tych obserwuje sie podwyzszone poziomy LH, przy
prawidtowym badZ nieco podwyzszonym poziomie testosteronu w surowicy krwi.
Czestotliwo$¢ mutacji punktowych w genie AR u nieptodnych pacjentéw ze znaczna
oligozoospermig lub azoospermia wg Foresta i wsp. [22] wynosi 2-3%.

Niedobér 5oc-reduktazy (5oc-red), enzymu konwertujgcego testosteron do 5oc-
dihydrotestosteronu, moze by¢ powodem nieprawidtowosci rozwojowych dotyczacych
zewnetrznych narzadéw piciowych. Jak wspomniano wyzej, ten wtasnie hormon
odpowiedzialny jest za prawidtowy przebieg tych proceséw. Enzym ten wystepuje w
dwdéch izoformach 5cc-red ! i 2, ktére kodowane sgprzez 2 odrebne geny [29], Mutacja
punktowa w eksonie 2 czy 5 genu 5a-red-2, powoduje obojnactwo rzekome meskie,
objawiajgce sie wystepowaniem spodziectwa kroczowo-mosznowego ze szczgtkowg
pochwa(pseudovaginalperineoscrotal hypospadia) [11,22,29]. W gonadzie pacjentéw
z obojnactwem rzekomym zaleznym od niedoboru 5a-reduktazy ujawniono atrofie
kanalikéw kretych jadra oraz catkowite zatrzymanie spermatogenezy. W przestrzeniach
interstycjalnych obserwowano liczne hyperplastyczne komérki Leydiga, zawierajgce duze
krystaloidy Reinkego. W surowicy krwi natomiast notowano znacznie podwyzszone
stezenie LH, FSH oraz prolaktyny, testosteron w normie i nieznacznie podwyzszony
poziom estradiolu [45]. Przypuszcza sie, ze brak funkcjonalnej 5a-reduktazy moze by¢
powodem oligoastenozoospermii [58], a takze znacznej oligozoospermii lub azoospermii,
niekiedy w potaczeniu z wnetrostwem i spodziectwem [22].

Wrodzony brak estrogenéw i opornos¢ na estrogeny

Wrodzony brak estrogenéw zwigzany jest z mutacjg genu kodujgcego kompleks
enzymu konwertujgcego androgeny do estrogenéw - aromatazy cytochromu P450.
Jak wykazaty badania ostatnich lat, w gonadzie mezczyzn, zdolnos¢ do aromatyzacji
androgenéw maja komorki Leydiga, spermatocyty w stadium pachytenu, spermatydy
oraz plemniki [4,14], a u niedojrzatych ptciowo szczuréw takze komérki Sertoliego
[13,14]. Gen aromatazy ulega rowniez ekspresji w komarkach gonady chtopcow przed
osiggnieciem dojrzatosci piciowej [57]. Ponadto, obecnos$¢ aromatazy wykazano w
komorkach nabtonkowych najadrza szczura [69]. Fakt uwalniania 17[3-estradiolu przez
hodowane komorki nabtonkowe najadrza ludzkiego wskazuje, ze réwniez te komorki
zawieraja aktywna aromataze cytochromu P450 (dane niepublikowane). Aromataza
jest produktem genu CYP 19, ktéry u cztowieka zlokalizowany jest na chromosomie
15 (15921.1) i zawiera przynajmniej.:16 eksonow [21].
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Opornos$¢ na estrogeny zwigzana jest natomiast z brakiem badz nieprawidtowg
strukturg receptorow estrogenowych. Receptor estrogenowy (ER) jest biatkiem
wewnatrzjadrowym wigzgcym estrogeny i tak jak AR nalezy do rodziny receptoréw
steroidowych. Komplementarny DNA (cDNA) receptora estrogenowego sklonowano
po raz pierwszy w 1986 roku zaréwno w komaorkach tkanek cztowieka, jak i zwierzat.
Pod koniec 1995 roku sklonowano, z komorek prostaty szczura, cONA nowego
receptora estrogenowego, okreslajac go mianem receptor estrogenowy 0 (ER[3) [33].
Biatko ERP wykazuje duze podobienhstwo do znanego dotychczas biatka receptora
estrogenowego, ktéremu nadano nazwe receptora estrogenowego a (ERa).
Podobienstwo dotyczy zaréwno domeny wigzacej sie z DNA, jak i domeny wiazacej
ligand[34].

Receptor estrogenowy a i receptor estrogenowy P sg produktami dwoch odrebnych
gendw, zlokalizowanych na dwéch réznych chromosomach [46]. W gonadzie mezczyzn,
ERP wykrywano immunohistochemicznie w jagdrach komérek Sertoliego i Leydiga,
podczas gdy ERa wykazano w komorkach Leydiga [48]. W jadrach komorek sieci
jadra i kanalikéw odprowadzajgcych oraz prostaty obecne byty tylko ERp. Przy uzyciu
tej techniki nie wykazano natomiast receptorow estrogenowych w jadrach komorek
nabtonkowych najadrza [48]. Ponadto, obecno$¢ ERP wykazano w komérkach
germinalnych gonady i najadrza ptodéw ludzkich [65].

Do chwili obecnej opisano nieliczne przypadki (trzech pacjentdow) mutacji genu
aromatazy, dotyczgacej pojedynczej zamiany w obrebie nukleotydu: G—»A przy 1094
pz eksonu 9 [12], C—»A w eskonie 6 [26], C—>T w eksonie 9 [40], Mutacje te prowadzg
do substytucji jednego aminokwasu w obszarze biatka, warunkujgcego aktywno$¢
enzymu. Opisano tez pojedynczy przypadek pacjenta z wrodzona niewrazliwoscig na
estrogeny, spowodowang mutacja receptora estrogenowego a [61].

W przypadkach tych mutacji, opisywanych jest wiele objawéw klinicznych, ale nie
u wszystkich pacjentéw stwierdzono nieptodnos¢ [21,30,56]. Do niedawna tez trwato
przekonanie, ze opornos¢ na estrogeny, spowodowana mutacjg uszkadzajacg gen
receptora estrogenowego, jest letalna. Opisany przypadek pozwolit ustali¢, ze ten defekt
genetyczny nie pociaga za sobg tak drastycznych konsekwencji.

Mezczyzni z opornoscig na estrogeny lub brakiem estrogendéw, wynikajacym z
mutacji genu CYP19 aromatazy cytochromu P450, zgtaszaja sie po porade najczesciej
z powodu postepujacego wzrostu i bolow ze strony uktadu kostnego czy nieptodnosci
matzenskiej. Wzrost u tych mezczyzn postepuje jeszcze po osiggnieciu dojrzatosci
ptciowej, podczas gdy do okresu pokwitania przebiega prawidtowo. Béle natomiast
dotyczg szczegOlnie kolan. Zdjecia rentgenowskie ujawniaja u tych pacjentow
nieukonczone kostnienie nasad, podczas gdy wiek mezczyzn okoto dwukrotnie
przekracza ich wiek kostny. Wiek kostny 31-letniego pacjenta okresla sie na 15 lat
[12], 26-letniego na 14 lat [40] czy 27-letniego na ok. 16 lat [26]. Ponadto, wystepuje
obnizona gesto$¢ mineralna kosci.

Nie u wszystkich pacjentdw opisywanych powyzej przypadkéw przeprowadzono
analize nasienia. Wykonana zostata u dwdch pacjentéw z brakiem aktywnej aromatazy,
wynikajacej z mutacji punktowej w eksonie 9. [12] i w eksonie 6. [26]. Analiza nasienia
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pierwszego pacjenta z brakiem estrogendw wykazata bardzo matg liczbe plemnikéw
w ejakulacie, I milion plemnikéw/ml (przy normie WHO120 milionéw) oraz catkowity
brak ich ruchliwosci. Przy tych nieprawidtowos$ciach w obrazie nasienia, stezenia
testosteronu w surowicy byty prawidtowe, estradiolu niewykrywalne, FHS wyraznie
podwyzszone, a stezenia LH utrzymywaty sie w gérnych granicach normy [12].

W drugim opisywanym przypadku, w ejakulacie pacjenta obecnych byto mniej niz
I milion/ml plemnikéw, wszystkie pozbawione zdolnosci do ruchu [26], Obydwaj
pacjenci zostali poddani terapii estrogenowej, ktora przyniosta pozytywny efekt w
stosunku do tkanki kostnej. Nie miata jednak wptywu na poprawe przebiegu
spermatogenezy, a tym samym jakos$ci nasienia. Przeprowadzona terapia estrogenowa
u pacjenta, ktérego nasienie nie zostalo poddane analizie, poprawiata rowniez stan
tkanki kostnej [21,55],

U pacjenta z wrodzona niewrazliwoscig na estrogeny [61], profil hormonalny
wykazywat prawidtowe stezenia testosteronu, natomiast estradiol, estron, FSH i LH
wystepowalty w bardzo duzych stezeniach. W ejakulacie natomiast wykazano
prawidtowa liczbe plemnikow (powyzej 25 milionéw/ml), przy czym tylko 18%
plemnikéw byto zywych. Biopsja jadra wykazata zwolniong spermatogeneze, a w
innych obszarach jej zatrzymanie najczesciej na etapie spermatocytow I-rzedu.

Prezentowane powyzej przypadki pacjentéw wyraznie wskazuja, ze estrogeny u
mezczyzn, podobnie jak u kobiet, sg niezbedne nie tylko dla prawidtowego rozwoju
tkanki kostnej, ale rowniez dla prawidtowego rozwoju i funkcjonowania meskiego
uktadu ptciowego.

Oddziatywanie estrogenow srodowiskowych na uktad ptciowy meski

Efekty oddziatywania estrogenéw srodowiskowych na uktad ptciowy meski sa trudne
do oceny, szczegOlnie gdy dotyczazmian metabolizmu lub biodostepnosci endogennych
estrogenéw w czasie rozwoju ptodowego. Zatozy¢ jednak nalezy, ze zaréwno kobiety
ciezarne, jak i cata populacja jest eksponowana na wieksze raczej niz mniejsze ilosci
estrogenéw w $rodowisku, niz miato to miejsce 50 lat temu. Zrddta i stezenia estrogenéw
Srodowiskowych, sposoby ich ekspozycji sg prawdopodobnie rézne w réznych krajach
Swiata, a konsekwencje oddziatywania estrogenéw moga by¢ zalezne od cech
indywidualnych poszczegélnych oso6b. Wzrastajaca liczba doniesiert dokumentujacych
dysfunkcje uktadu piciowego meskiego mezczyzn, a takze wzrastajgca liczba
przypadkéw nowotworéw w obrebie narzadéw tego uktadu prowadzi do hipotez, ze
hormonalne skiadniki srodowiskowe moga oddziatywaé na meski uktad ptciowy. Te
bioaktywne, oporne na degradacje hormony, moga nasladowac dziatanie endogennych
estrogenéw, wigzac sie z ich receptorami i aktywowaé transkrypcje, czy tez
antagonizowac dziatanie androgenéw [3,15,31,44,62].

Nie majednak precyzyjnej odpowiedzi na pytanie, czy oddziatywanie estrogenéw
srodowiskowych na cztowieka mogtoby by¢ odpowiedzialne za nieprawidtowosci
rozwojowe meskiego uktadu pitciowego i zaburzenie jego funkcji. Wiekszos¢ hipotez
usitujgcych wyjasni¢ mechanizmy powstawania nieprawidtowosci, formutowane byty
bowiem na podstawie do$wiadczen prowadzonych na zwierzetach. Niemniej jednak.
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jak wynika z licznych opracowan, nie mozna wykluczy¢ niekorzystnego oddziatywania
ksenoestrogenéw na rozwdj i zdrowie mezczyzny [3,16].

Dlaczego oddziatywanie estrogenéw, nawet tych potencjalnie stabych, na rozwijajacy
sie ptdd pici meskiej niesie za sobg konsekwencje ujawniajgce sie po osiagnieciu
dojrzatosci ptciowej?

Rozwoj meskiego uktadu ptciowego, regresja przewodow Miillera, réznicowanie
gonad i narzgdéw dodatkowych oraz zstepowanie jagder do moszny ma miejsce podczas
zycia ptodowego. Estrogeny w gonadzie ptodowej syntetyzowane sg przez komaorki
Sertoliego. Estrogeny te dziatajgjako ujemny sygnat zwrotny dla ptodowej przysadki
mozgowej, regulujac uwalnianie FSH. FSH natomiast reguluje synteze estrogenow
przez komorki Sertoliego, a takze stymuluje proliferacje tych komérek. Prawdopodobnie
reguluje réwniez sekrecje hormonu antymillerowskiego (AMH). Przetrwaniu
przewodow Miillera towarzyszy zazwyczaj zaburzenie procesu zstepowania jader.
Sugeruje sie rowniez, ze AMH wspoétodpowiedzialny jest za brzuszng faze zstepowania
gonad [52]. Zmiany w syntezie AMH mogtyby by¢ odpowiedzialne za wady w tej
fazie rozwoju meskiego uktadu ptciowego. Hormon ten, podobnie jak wobec komorek
przewodow Miillera, czy innych zawierajgcych receptory AMH, mégtby hamowac
rowniez proliferacje pierwotnych komérek germinalnych [3,7].

U cztowieka, podobnie jak u zwierzat, ekspozycja na estrogeny w wyzszych
stezeniach mogtaby zmienia¢ synteze testosteronu w komoérkach Leydiga. Konsekwencija
nieprawidtowego stezenia testosteronu moze by¢ spodziectwo czy zaburzenie procesu
zstepowaniajader do moszny. Przypuszcza sig, ze podwyzszone stezenia estrogenéw
moga wywotywac niedobo6r androgendw drogg hamowania ekspresji enzymoéw szlaku
steroidogenezy [1,35,41] a takze insulinopodobnego czynnika-3 syntetyzowanego przez
ptodowe komorki Leydiga [20,43]. Jak wykazano w badaniach doswiadczalnych,
ekspozycja ptodéw szczurzych na dziatanie estrogendéw powoduje rzeczywiscie supresje
ekspresji Insl3, a w konsekwencji prowadzi do zaburzenia brzusznej fazy zstepowania
jader [20,43]. Przypuszcza sie rOwniez, ze estrogeny poprzez wytwarzanie
nieprawidtowego $rodowiska w gonadzie moga oddziatywac¢ na gonocyty [6],

W jaki natomiast sposéb, zbyt wysokie stezenia estrogenéw moga by¢ powodem
obnizonej liczby plemnikéw w nasieniu, ujawniajacej sie dopiero po osiggnieciu
dojrzatosci ptciowej?

Na to pytanie mozna odpowiedzie¢ nawigzujac do badan eksperymentalnych na
zwierzetach. Stwierdzono, ze zjawisko to zwigzane jest z hamowaniem podziatow
komorek Sertoliego. Gtéwnym hormonem regulujgcym proliferacje oraz réznicowanie
tych komorek w okresie ptodowym, noworodkowym i przedpokwitaniowym jest FSH.
Badania doswiadczalne dowiodty, ze podawanie antagonisty tej gonadotropiny powoduje
zmniejszenie liczby komérek Sertoliego [59]. Podobny efekt obserwuje sie w przypadku
ekspozycji ptodoéw [8] i noworodkdéw szczurzych [5] na dziatanie dietylostilbestrolu
(DES - diethylstilbestroTy U tych zwierzat obserwowano réwniez redukcje liczby
komorek podporowych, wielkosci gonad oraz liczby plemnikéw. Chociaz mechanizm
powstawania tych nieprawidtowosci nie jest w pelni poznany, to przypuszcza sie, ze
dziatanie DES na komorki Sertoliego odbywa sie poprzez ER[3 i posrednio przez supresje



138 B. WISZNIEWSKA, M. MARCHLEWI1CZ, A. KOLASA

uwalniania FSH [60]. Komoérki Sertoliego dzielg sie intensywnie w zyciu ptodowym.
W okresie przedpokwitaniowym stajg sie komérkami w petni zré6znicowanymi, co wigze
sie z obnizeniem sekrecji estrogenéw i AMH [2,53], Zaburzenia w procesie ,,ustalania
sie” liczbe komorek Sertoliego w okresie ptodowym i przedpokwitaniowym majg
donioste konsekwencje w zyciu dorostym. Kazda bowiem komorka podporowa moze
,,obstugiwaé” tylko okreslong liczbe komérek plemnikotwérczych w procesie
spermatogenezy. Liczba komérek Sertoliego determinuje zatem liczbe komérek
plemnikotwdrczych, a stad liczbe uwalnianych plemnikéw. Hipoteze te potwierdza
fakt, ze u synow matek, ktérym w czasie cigzy podawano DES, stwierdzano
nieprawidtowosci podobne do tych, obserwowanych u zwierzat doswiadczalnych.
Nalezaty do nich, takie jak: cysty w najadrzu, spodziectwo, wnetrostwo czy
hypoplastyczne jadra [6,36,63,64,66]

PODSUMOWANIE

Rozwdéj wewnetrznych i zewnetrznych narzgdow meskiego uktadu piciowego
prowadzony jest i kontrolowany przez hormony syntetyzowane w ptodowej gonadzie:
hormon antymiillerowski, testosteron i dihydrotestosteron. Badania ostatnich lat
wykazaly ponadto, ze w proces ten wigczone sg rowniez estrogeny. Wszystkie te
hormony wydzielane w odpowiednich stezeniach i w Scisle okreSlonym czasie warunkujg
prawidtowy rozwoj meskiego ukiadu piciowego. Niewielkie nawet zachwiania
rownowagi w stezeniach kazdego z nich czy brak mozliwosci odbioru sygnatu niesionego
przez nie moga by¢ powodem nieprawidtowosci, mogacych powstac¢ na kazdym etapie
rozwoju.
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POLIAMINY W CHLOROPLASTACH

POLYAMINES IN CHLOROPLASTS

Jolanta LEGOCKA, Ewa SOBIESZCZUK-NOWICKA

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

Streszczenie: Poliaminy wykryto w chloroplastach m.in. Euglena gracilis, Helianthus tuberosus, szpi-
naku i kukurydzy. Przy wykorzystaniu metody HPLC wykryto obecnos$¢ trzech gtéwnych poliamin
putrescyny, spermidyny i sperminy w btonach tylakoidowych lisci szpinaku. Poliaminy te byty kowa-
lentnie zwiazane z centrum reakcji PSU i kompleksem chlorofil a/b biatko stanowigcym gtéwna antene
PSII - LHCII. Specyficzna lokalizacja chloroplastowych transglutaminaz, enzymu stymulowanego jo-
nami wapnia i Swiattem i katalizujacego wigzanie sie poliamin do biatek tylakoidow i stromy sugeruje
role tych zwigzkéw w procesie fotosyntezy. Substratami dla transglutaminaz z Helianthus tuberosus
byty gtéwnie biatka LHCII kompleksu chlorofil a/b-biatko oraz biatka CP24, CP26, CP29 - komplek-
séw chlorofilowo-biatkowych przekazujacych energie wzbudzenia i duza podjednostka karboksylazy/
oksygenazy 1,5-bisfosforybulozy, enzymu wystepujacego w stromie.

Stowa kluczowe: poliaminy, chloroplasty, transglutaminazy.

Summary: Polyamines have been found in chloroplasts of Euglena gracilis, Helianthus tuberosus,
spinach and maize. By using a narrow-bore HPLC method the presence of the three main polyamines,
i.e. putrescine, spermidine, spermine, in thylakoid membranes of spinach leaves was determined.
These polyamines were found to be associated with the light-harvesting complex LHCII and the PSII-
reaction centre of spinach. An important extension of that observation was finding that the activity of
intraplastidic transglutaminase was stimulated by calcium ions and light. This enzyme catalyzed the
incorporation of polyamines into thylakoid membranes and stromal proteins. For Helianthus tuberosus
the apoproteins of the chlorophyll-a/b antenna complex (LHCII, CP24, CP26, CP29) and the large
subunit of ribulose - 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase was identified as substrates for plastidic
transglutaminase.

Key words: polyamines, chloroplasts, transglutaminases.
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1. WPROWADZENIE

Poliaminy (PA) sg zwigzkami powszechnie wystepujgcymi w ro$linach, w
organizmach zwierzecych oraz w mikroorganizmach. Najczesciej wystepujacymi w
roslinach wyzszych poliaminami sg putrescyna (Put), spermidyna (Spd) i spermina
(Spm).

H2N-(CH2)4-NH2

PUTRESCYNA

H2N-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH?

SPERMIDYNA

H2N-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH?

SPERMINA

Naleza one do specyficznej grupy komérkowych regulatoréw wzrostu i rozwoju,
réznigcych sie zasadniczo w swoim dziataniu od typowych hormonéw roslinnych [5,21].
Sgone $cisle zwigzane z przebiegiem wielu procesow fizjologicznych w roslinie, takich
jak: podziat komorki, morfogeneza, starzenie, odpowiedz na stresy [22, 42],

Poliaminom mozna przypisa¢ dwojakiego rodzaju dziatanie. Po pierwsze sg one
obecne w strukturach komérkowych i za pomoca kationowych grup aminowych i
iminowych w fizjologicznym pH wiazasie elektrostatycznie z ujemnie natadowanymi
grupami fosforanowymi znajdujgcymi sie w DNA i RNA [19], fosfoproteinach,
fosfolipidach [12] lub karboksylowymi zlokalizowanymi gtéwnie w peptydach,
kwasnych biatkach i kwasnych polisacharydach [3]. Powoduje to zmiany w konformacji
makromolekut i struktur cytomembran, a takze w ich aktywnosci fizjologiczno-
biochemicznej. Oddziatywania poliamin z grupami fosforanowymi kwasoéw
nukleinowych stanowig molekularng podstawe stabilizacji podwadjnej helisy DNA, a
takze koncow petli w czgsteczkach rRNA, mRNA, tRNA [36, 45], Wigzanie sie grup
aminowych i iminowych poliamin z resztami fosforanowymi obu nici DNA tworzy
spolaryzowane wiazanie wodorowe, ktére stabilizuje strukture podwadjnej helisy,
zabezpieczajac DNA np. przed denaturacjgprzez temperature [36]. Zmiana struktury
przestrzennej kwasow nukleinowych w wyniku przylaczania PA moze by¢ takze
czynnikiem aktywujgcym procesy transkrypcji i translacji [45]. Z kolei potaczenie
poliamin z ujemnie natadowanymi fosfolipidami bton usztywnia ich strukture i
stabilizuje ja. Pocigga to za sobg zmiany wiasciwosci potprzepuszczalnych bton i
chroni komoérke np. przed dziataniem czynnikéw stresowych, uszkadzajacych btony i
przyspieszajacych starzenie roslin [41], Oprécz elektrostatycznego mozliwe jest réwniez
kowalentne wigzanie poliamin do biatek [24]. Aktualnie ws$réd badaczy panuje poglad,
ze interakcja poliamin ze sktadnikami subkomérkowymi stanowi gtéwny mechanizm,
poprzez ktory te polikationy wptywajgna ich funkcje [38],
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Druga funkcja poliamin polegataby na bardziej specyficznej regulacji kluczowych
dla rosliny proces6w metabolicznych, takich jak np. fosforylacja biatek, przemiany
fosfatydylofosfoinozytoli, zapobieganie degradacji bton cytoplazmatycznych,
zapobieganie zbyt wysokiemu stezeniu etylenu [9, 11, 18,48],

W roslinach funkcje i mechanizm dziatania poliamin sg badane przy wykorzystaniu
metod biochemicznych, cytologicznych i molekularnych [36]. Liczne dane dotyczace roli
poliamin w procesach fizjologicznych uzyskano w wyniku zastosowania specyficznych
inhibitoréw blokujgcych poszczegoblne etapy syntezy putrescyny, spermidyny czy sperminy
[36,41]. O udziale poliamin w regulacji wzrostu i rozwoju roslin wnioskuje sie na podstawie
zmian ich zawarto$ci podczas przebiegu okreslonych proceséw zyciowych i modyfikujgcego
wptywu egzogennie podanych PA na te procesy [36].

Rozwdj genetyki i biologii molekularnej umozliwit identyfikacje, izolacje i
sklonowanie genéw kodujacych enzymy uczestniczgce w syntezie PA: dekarboksylazy
argininowej (ADC), dekarboksylazy ornitynowej (ODC) i dekarboksylazy S-
adenozylometioniny (SAMDC) [28,32]. Pozwolito to na rozpoczecie prac nad
uzyskaniem roslin transgenicznych zawierajacych w swoim genomie dodatkowe kopie
tych genéw lub sekwencje antysensowne w stosunku do okreslonego genu. Rosliny tak
modyfikowane wykazujg zaburzenia ekspresji gendéw zwigzanych z syntezgpoliamin
i liczne anomalie fenotypowe [32],

Ostateczne udowodnienie i wyjasnienie istoty regulacyjnego dziatania poliamin w
wielu zjawiskach wymaga dalszych badan, a zrozumienie roli poliamin w roslinach
musi by¢ oparte na wiedzy na temat ich tkankowej i komdrkowej lokalizacji oraz
enzymoéw wiaczonych w ich metabolizm.

Niniejsze opracowanie stanowi przyblizenie roli poliamin w czasie r6znicowania
sie chloroplastow oraz funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego.

2. POLIAMINY W CHLOROPLASTACH

Chloroplasty sg organellami, ktérych gtéwna, specyficzng funkcjgjest fotosynteza,
ale jest to réwniez miejsce m.in. biosyntezy i metabolizmu poliamin [14,16,25,38].

Po wykryciu poliamin w izolowanych chloroplastach Euglena gracilis [5], Brassica
pekinensis [ 13], Helianthus tuberosus [46], szpinaku [26] i kukurydzy [2] oraz enzymo6w
uczestniczacych w biosyntezie poliamin, syntazy spermidyny [40], dekarboksylazy
argininy [10,46] i dekarboksylazy omityny [46] pojawilty sie sugestie, ze poliaminy
moga odgrywac role w formowaniu i funkcjonowaniu aparatu fotosyntetycznego [2,25],

W chloroplastach lisci szpinaku, trzy gtéwne poliaminy, putrescyna, spermidyna i
spermina byty obecne w tylakoidowych membranach [26]. Poliaminy te byty zwigzane
z kompleksem chlorofil a/b-biatko zbierajacym energie swietlng(LHCII) i fotosystemem
Il (PSU), zas$ subkompleksy PSII (PSII - kora, centrum reakcji PSII) zawieraty tylko
spermine [26].



146 J. LEGOCKA, E. SOBIESZCZUK-NOWICKA

2.1. Chloroplastowe transglutaminazy i ich substraty

W chloroplastach Brassica pekinensis, w tylakoidach Helianthus tuberosus,
szpinaku czy w chloroplastach glonu Dunaliella salina stwierdzono obecnos$¢
transglutaminaz, enzymoéw katalizujgcych wigzanie poliamin do biatek [38].
Transglutaminazy (TGazy) [EC 2.3.2.1.3] sg to enzymy odpowiadajgce za
posttranslacyjne modyfikacje biatek. Ich dziatanie polega na formowaniu sie wigzan
krzyzowych [E-(y-glutamyl)lizyna i NN-bis (y-glutamyl)amina]. Schemat ich dziatania
przedstawiono na rycinie 1. Rezultatem aktywnosci transglutaminaz w komorce przy
wspotudziale PA jest zmiana fadunku biatka, a takze zmiana jego konformacji przez
tworzenie potaczen krzyzowych w obrebie tego samego biatka bagdz miedzy ré6znymi
biatkami, czego konsekwencjg moze by¢ formowanie sie koniugatow biatkowych o
wysokiej masie czgsteczkowej [38,39].

RYCINA 1. Schemat reakcji katalizowanej przez transglutaminazy. Reakcja polega na przytaczaniu
poliamin do czasteczki biatka. Przebiega w dwodch etapach. W pierwszym etapie do reszty
glutaminy w tancuchu biatkowym jest przytgczany enzym, tworzy sie kompleks enzym-biatko,
a z grupy Y-karboksyamidowej reszty glutaminowej uwalniany jest amoniak. W etapie drugim w
miejsce enzymu do czasteczki biatka przylgczona jest pierwszorzedowa grupa aminowa
(poliaminy), a enzym jest uwalniany (nha podstawie [38], zmodyfikowane i uzupetnione): B -
biatko, E - enzym, PA - poliaminy, G - glutamina, C - wegiel
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Niektoére z tych enzymow katalizuja synteze wigzania izopeptydowego miedzy
y-karboksylowag grupg kwasu glutaminowego a pierwszorzedowa grupg aminowa
poliaminy. Potgczenie drugiej grupy aminowej z kolejng czasteczkg biatka
prowadzi do kowalencyjnego wigzania polipeptydéw [36].

Aktywnos¢ TGaz jest stymulowana przez Swiatto, jony Ca?+ oraz przez
chloroplastowe proteazy [15,16]. Przy zastosowaniu metod immunodetekcji w
chloroplastach kalusa kukurydzy, H. tuberosus, Arabidopsis thaliana, Solarium
tuberosum i Lycopersicum esculentum wykryto transglutaminazy o masie czgsteczkowej
ok. 58 kDa [8,38]. Immunologiczna lokalizacja TGaz in situ w chloroplastach
kukurydzy wykrywata ten enzym gtéwnie w tylakoidach gran [47].

Wzrost poziomu transglutaminaz w trakcie réznicowania sie chloroplastow oraz
ich lokalizacja w tylakoidach gran (biatka antenowe LHCII) sugeruja, ze TGazy moga
wspotuczestniczy¢ w procesie formowania sie gran przez wigzanie PA do biatek
antenowych [26,47].

Wydaje sie mozliwe, ze TGazy modulujg wydajnos$¢ fotosyntezy oraz absorpcje
nadmiaru Swiatta przez koniugacje poliamin do biatek antenowych [27].

W 1994 r. w zespole Fracassini-Serafini okreslono niektére substraty dla
transglutaminaz chloroplastowych. W izolowanych chloroplastach Helianthus
tuberosus znakowana putrescyna [I4C]Put i [14C]Spd w warunkach aktywnosci TGazy
wigzaty sie do biatek antenowych kompleksu chlorofil a/b-biatko zbierajagcego energie
Swietlng (LHCII) oraz do biatek kompleksow chlorofilowo-biatkowych przekazujacych
energie wzbudzenia: CP24, CP26, CP29 [14,16]. Rycina 2 przedstawia mozliwe miejsca
wigzania sie poszczegdélnych poliamin do biatek w obrebie fotosystemu Il. Autorzy
cytowanych prac sugeruja, ze acylowe grupy w tych biatkach sg akceptorami substratéw,
czyli poliamin. Mozliwejest, ze poliaminy wiazg sie kowalentnie do N-korcéw biatek
LHCII od strony stromy, gdzie jest wysokie pH, poniewaz optimum pH dla aktywnosci
TGazy wynosi 8,0-9,5 [34].

Formy oligomeryczne LHCII byty znacznie silniej znakowane przez poliaminy anizeli
formy monomeryczne [14], co wg autoréw wymienionych prac moze wskazywac na
udziat poliamin w stabilizowaniu oligomeréw przez formowanie wigzan krzyzowych.
Dodanie tadunkéw dodatnich do tych biatek moze mie¢ odwrotne dziatanie do ich
fosforylacji i tym samym moze modyfikowac transfer energii wzbudzenia w obrebie
fotosystemoéw [1,35].

Innym substratem TGazy w chloroplastach Medicago sativa i Helianthus tuberosus
byta wieksza podjednostka Rubisco. Sugeruje sie, ze asocjacja podjednostek Rubisco
moze odbywac sie przy udziale poliamin [ 14,16,33].W chloroplastach kalusa kukurydzy
innymi substratami TGazy byty biatka o m. cz. 18; 29; 55 i 68 kDa [8].

Na wazng role poliamin w aparacie fotosyntetycznym mogag wskazywa¢ wyniki
badan uzyskane w zespole Besforda, prowadzonych na poddanych osmotycznemu
stresowi lisciach owsa [9]. Liscie roslin jednolisciennych w stresie osmotycznym
akumuluja duze ilosci putrescyny, tracg chlorofil i starzejg sie gwattownie [20].
Egzogenne dodanie poliamin (Spd, Spm) lub inhibitoréw syntezy putrescyny
(difluorometyloargininy) do poddanych stresowi osmotycznemu lisci owsa hamowato
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RYCINA 2. Struktura centrum
reakcji PSII. Skroty: DI i D2 -
polipeptydy centrum reakcji
wiazace chlorofil P-680; CP43 i
CP47 - kompleksy chlorofilowo-
biatkowe stanowigce bezposrednie
anteny centrum reakcji PSIl; LHCII
- kompleks chlorofil a/b-biatko
stanowiacy gtéwna anteng PSU;
CP24. CP26, CP29 - kompleksy
chlorofilowo-biatkowe przeka-
zujace energie wzbudzenia z LHCII
na CP43 i CP47; poliaminy wig-
zace sie do biatek kompleksow
chlorofilowo-biatkowych PU-pu-
trescyna, SP - spermidyna, SM -
spermina (na podstawie [43],
zmodyfikowane i uzupetnione)

degradacje biatek i utrate chlorofilu oraz stabilizowato biatka tylakoidow D1, D2,
cyt T i duzgpodjednostke Rubisco [9]. Podobnie spermidyna, dodana do odcietych
starzejgcych sie w ciemnosci lisci jeczmienia hamowata aktywnos¢ RNazy,
degradacje chlorofilu i biatek tylakoidowych, w tym immunologicznie
zlokalizowanego biatka antenowego kompleksu chlorofil a/b-biatko zbierajgcego
Swiatto (LHCP I1) [29]. Proces r6znicowania sie chloroplastéw w tkance kalusowej
mutanta gozdzika, indukowany cytokiningbyt wspomagany przez PA. Poziom trzech
gtownych PA we frakcji bton tylakoidowych wyizolowanych z kalusa
inkubowanego w obecnosci hormonu byt znacznie wyzszy w poréwnaniu z
analogiczna frakcjg kalusa kontrolnego [30].

2.2. Metabolizm poliamin podczas formowania sie
i fotoadaptacji chloroplastow

Nieliczne jak do tej pory badania wskazuja, ze podczas réznicowania sie
chloroplastow w roslinach zmienia sie zawarto$¢ poliamin oraz aktywno$¢ enzymow
bezposrednio zwigzanych z ich biosyntezg i rozktadem.

W izolowanych etioplastach lisci kukurydzy stwierdzono wysoki poziom trzech
gtéwnych poliamin (Put, Spd, Spm) skorelowany z wysokg aktywnoscig gtéwnych
biosyntetycznych enzymow odpowiedzialnych za synteze putrescyny, omitynowej
dekarboksylazy i argininowej dekarboksylazy oraz niskg aktywnos¢ diaminowej
oksydazy (DAO) [2], W trakcie transformacji etioplastéw w chloroplasty nastepowato
dwukrotne obnizenie poziomu wewnatrzplastydowych poliamin. Pierwsze obnizenie,
bardzo szybkie, byto skorelowane z konwersjg protochlorofilidu w chlorofilid i drugie,
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znaczace obnizenie zawartosci PA nastepowato po dtuzszej ekspozycji lisci na Swietle.
W tym czasie aktywnos¢ diaminowej oksydazy prawie nieobecnej w etioplastach
wzrastata gwattownie i po 9 h ekspozycji na Swietle osiggata maksimum [2], Autorzy
pracy sugeruja, ze podczas rozwoju chloroplastow, poliaminy moga stuzy¢ jako zrodto
azotu w biosyntezie biatek chloroplastowych i chlorofilu. Po pierwsze, poliaminy moga
by¢ donorami grup aminowych dla a-ketokwasow, a w reakcji tej moga posredniczyc¢
specyficzne transaminazy uczestniczace w biosyntezie aminokwaséw [44], Po drugie,
TGazy przytaczajac grupy aminowe putrescyny do kwasu oc-oksoglutarowego moga
uczestniczy¢ w tworzeniu sie kwasu glutaminowego, ktéry z kolei jest prekursorem
chlorofilu [4], Potwierdzeniem powyzszej sugestii sg badania, w ktérych poliaminy
egzogennie dodane do lisci kukurydzy przyspieszaty konwersje protochlorofilidu w
chlorofil oraz zwiekszaty wydajnos¢ fotosyntezy [7].

W lisciach szpinaku poddanych chtodowi (8/5°C) przez 6 dni wzrastata aktywnos¢
dekarboksylazy S-adenozylometioniny. Traktowanie tych organéw inhibitorem syntezy
Spd (MGBG) powodowato zahamowanie wzrostu lisci i zaburzenia przebiegu procesu
fotosyntezy. Rosliny traktowane MGBG wykazywatly mniejszg fotochemiczng
wydajnos¢ PSII i spowolniony transport elektronéw w tylakoidach oraz nizsza
aktywnos¢ enzymow bioracych udziat w metabolizmie wegla w komérce [31].

Odpowiednim modelem doswiadczalnym w badaniach nad mechanizmem sposobu
dziatania poliamin jest jednokomdrkowy glon Scendesmus obliquus [25]. Glon ten
ma niezaleznai zalezng od Swiatta protochlorofilido-oksydoreduktaze (POR). Redukcja
poziomu putrescyny po dodaniu do hodowli inhibitora putrescyny 1,4-diamino-2-butanu
hamowatla niezalezng i zalezng od Swiatta konwersje protochlorofilidu w chlorofilid
[17], Nizsze stezenie inhibitora powodowato przyhamowanie biosyntezy chlorofilu na
Swietle, czemu towarzyszyt wzrost tempa oddychania i wzrost aktywnosci foto-
syntetycznej. Tego typu zmiany towarzyszg adaptacji roslin do wysokich natezen
Swiatta. Obnizenie poziomu Put prawdopodobnie destabilizuje LHCII, co moze
powodowac¢ tworzenie sie matych fotosyntetycznych centréw reakcji [17], Natomiast
dodanie do hodowli cykloheksylaminy badz 1,3-diaminopropanu, inhibitoréw szlaku
biosyntezy spermidyny i sperminy nie wywotywato zmian w syntezie chlorofilu zaleznej
od swiatta, jednak miato wptyw na niezalezng od swiatta biosynteze chlorofilu, czemu
towarzyszyto obnizenie tempa zaréwno oddychania, jak i aktywnosci fotosyntetycznej.
Efekt ten jest dobrze znany jako adaptacja aparatu fotosyntctycznego do niskich natezen
Swiatta [23]. U mutanta glonu C-6D, ktéry w ciemnos$ci ma aktywnosc PSI i syntezuje
prekursory karotenoid6w i chlorofil a, po godzinie naswietlania obserwowano wzrost
poziomu PSII i rownolegle wzrost poziomu spermidyny [17], Po 30 h naswietlania
pojawiat sie kolejny wzrost poziomu Spd i byto to skorelowane z tworzeniem sie form
oligomerycznych LHCII, ktére u mutanta C6-D sg skompletowane po 24 h naswietlania.
Podobnie jak w przypadku lisci kukurydzy, tak i u glonu Scendemus obliquus ilo$¢
poliamin zwigzana z ciatem prolamelamym czy protylakoidami byta wyzsza anizeli
ilos¢ PA w uformowanych tylakoidach [6]. Wynikato to z wysokiej aktywnosci enzyméw
ADC i ODC, a niskiej DAO. Podczas réznicowania chloroplastéw poziom
plastydowych poliamin obnizat sie rownolegle z obnizajaca sie aktywnoscig ADC i
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ODC, natomiast wzrastata aktywno$¢ DAO [17]. Spadek poziomu putrescyny
zwigzanej z tylakoidami, po krétkim czasie naswietlania hodowli i wzrost aktywnosci
gtdwnych enzymow katabolicznych (PAO) pozwala autorom wymienionej pracy
spekulowac, ze w czasie ontogenezy chloroplastow poliaminy, a szczegdlnie putrescyna
moga stuzy¢ w biosyntezie biatek i chlorofilu jako Zrodto azotu.

Wyniki badan dotyczace wpltywu Swiatta na poziom PA wskazujg, ze synteza
poliamin jest kontrolowana przez $wiatto biate o niskim i wysokim natezeniu oraz
przez swiatto niebieskie i czerwone. W chloroplastach kalusa kukurydzy poziom
poliamin wolnych ulegt podwyzszeniu w czasie fazyjasnej oraz w potowie fazy nocnej,
co posrednio wskazuje, ze Swiatto i rytm dobowy majg wptyw na poziom poliamin [8].

W badaniach nad fotoreceptorami odpowiedzialnymi za wewngtrzkomorkowy
poziom poliamin wykazano, ze protochlorofilidowy receptor moze by¢ odpowiedzialny
za obnizenie poziomu Put i Spd w czasie rozwoju chloroplastow [27],W syntezie
poliamin prawdopodobnie posrednicza réwniez fotoreceptor Swiatta niebieskiego oraz
UV-fotoreceptor, a receptor Swiatta czerwonego moze by¢ odpowiedzialny za wzrost
poziomu PA [27]. Stosunek zawartosci Spm/Put jest regulowany przez podobny jak
procesy fotoadaptacji zakres Swiatta. Wskazuje to, ze fotoreceptory odpowiedzialne
za modulacje poziomu poliamin i fotoadaptacje aparatu fotosyntetycznego do niskich
natezen $wiatta sg bardzo podobne [27].

Przedstawione w artykule wyniki nielicznych jak dotad prac wskazujg na wazng
role poliamin w posttranslacyjnej modyfikacji biatek tylakoidowych w trakcie
réznicowania sie chloroplastéw, a takze na ich udziat w funkcjonowaniu aparatu
fotosyntetycznego.

3. WNIOSKI

Wykrycie w chloroplastach trzech gtéwnych poliamin: putrescyny, spermidyny i
sperminy oraz enzymoOw uczestniczacych w ich metabolizmie wskazuje, ze moga one
odgrywac¢ wazng role w chloroplastach zaréwno podczas ich réznicowania, jak i
funkcjonowania.

Poliaminy, gtdwnie putrescyna i spermidyna mogg odgrywaé¢ wazng role w
posttranslacyjnej modyfikacji specyficznych enzymdw chloroplastowych i fotosyntetycznych
kompleksow wptywajgc na strukture i funkcje aparatu fotosyntetycznego.

Biatka tylakoidowe, zwigzane z poliaminami nalezg do biatek antenowych
kompleksow chlorofil a/b - biatko zbierajacych swiatto, a w stromie jest to wieksza
podjednostka Rubisco. Fakt, ze oligomeryczne formy LHC Il sg silniej znakowane
przez [l4C] poliaminy anizeli formy monomeryczne, sugeruje udziat poliamin w
stabilizacji oligomerdw.

Specyficzna lokalizacja transglutaminazy, enzymu odpowiedzialnego za kowalentne
wigzanie PA do biatek w granach, potwierdza zatozenie o roli tych zwigzkdw w procesie
fotosyntezy. Moze to by¢ zwigzane z fotosyntetyczng wydajnoscia, za$ przytaczanie
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poliamin do biatek LHCII moze stuzy¢ jako mechanizm ochronny regulujacy absorpcje
nadmiaru Swiatfa.

Immunodetekcja in situ TGazy gtéwnie w tylakoidach gran i wzrost poziomu tego
enzymu w trakcie r6znicowania sie chloroplastéw dodatkowo wskazuje na wazny udziat
tego enzymu i poliamin w formowaniu sie gran w trakcie ontogenezy chloroplastéw.

Zmiany poziomu poliamin i aktywnos$ci enzyméw uczestniczagcych w ich
metabolizmie podczas réznicowania sie chloroplastow moga sugerowac, ze poliaminy,
szczegblnie putrescyna, stuzajako zrodto azotu w biosyntezie biatek chloroplastowych
i chlorofilu.Regulacja poziomu poliamin w chloroplastach przez Swiatto i rytm dobowy
pozwala sgdzi¢, ze mogaone odgrywac wazngrole w mechanizmie fotoadaptacji aparatu
fotosyntetycznego do niskich i wysokich intensywnosci swiatta.

Na podstawie dotychczasowych nielicznych jeszcze wynikéw badan rozwazany
jest udziat poliamin w formowaniu sie i funkcjonowaniu aparatu fotosyntetycznego.
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SZLAKI SYGNALOWE AKTYWOWANE
~ PRZEZ FITOCHROMY, ROSLINNE RECEPTORY
SWIATLA CZERWONEGO | DALEKIEJ €ZERWIENI

SIGNAL TRANSDUCTION PATHWAYS ACTIVATED
BY PHYTOCHROMES, THE PLANT PHOTORECEPTORS
PERCEIVING RED AND FAR-RED LIGHT

Anna HETMANN, Stanislaw KOWALCZYK

Zak}ad Biochemii, Instytut Biologii Ogolnej i Molekularnej
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Streszczenie: Fitochromy sg ro$linnymi, cytoplazmatycznymi fotoreceptorami $wiatta czerwonego i
dalekiej czerwieni, ktére w odpowiedzi na okreslony bodziec $wietlny ulegajg fotokonwersji do ak-
tywnej formy Pfr i migruja do jadra. Wyniki najnowszych badan pokazuja, ze fitochromy moga fosfo-
rylowac szereg biatek (PKS1, Aux/IAA, kryptochromy, NDPK2) badZz w wyniku bezposrednich od-
dziatywan z odpowiednimi biatkami jadrowymi (PIF3, HFR1/REP/RSF1, PIF4, ELF3, ARR4) uczest-
nicza w regulacji trankrypcji genéw. Sklonowano tez szereg gendéw kodujacych biatka funkcjonujace w
szlakach aktywowanych przez PhyA lub PhyB, gdzie grajg role pozytywnych lub negatywnych regula-
toréw fotomorfogenezy i zegara wewnetrznego. Stosunkowo duza liczba biatek (COP1, sygnatosom
COP9, COPIO) uczestniczy w regulowanej przez $wiatto ubikwitynacji oraz degradacji w proteaso-
mach biatek regulujacych transkrypcje (HY5, HYH, LAF1).

Stowa kluczowe: fitochrom, szlaki sygnatowe, regulatory transkrypcji, mutanty cop/det/fus, sygnato-
som COP9/CSN, ligazy E3.

Summary. The phytochromes are plant cytoplasmic photoreceptors sensitive to red and far-red light
that in active Pfr form migrate to the nucleus in response to light. Results of the current studies
demonstrate that the phytochromes have at least two different modes of action. On one hand, they
function as light-regulated kinases phosphorylating some proteins (PKS1, Aux/IAA, cryptochromes,
NDPK?2), on the other, they directly interact with some nuclear proteins (P1F3, HFR1/REP/RSF1,
P1F4, ELF3, ARR4) and act as transcriptional modulators. Besides, several genes involved in PhyA or
PhyB downstream signal transduction pathways were identified. Encoded proteins are the both positi-
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156 A. HETMANN, S. KOWALCZYK

vely and negatively acting components that regulate photomorphogenesis and the circadian clock. The
large subset ofthe encoded proteins (COP 1, signalosome COP9, COP 10) are components ofa ubiquitin-
proteasome pathway that functions in signaling by targeted degradation of transcription regulators
(HY5, HYH, LAF1).

Key words', phytochromes, signal transduction pathways, transcription regulators, mutants cop/det/fus,
signalosome COP9/CSN, E3 ligases.

1. WSTEP

Fitochromy sgroslinnymi fotoreceptorami absorbujgcymi Swiatto czerwone i dalekiej
czerwieni, funkcjonujgcymi w regulacji procesow fotomorfogenezy. Biatka
fitochromowe sg rozpuszczalnymi, dimerycznymi chromopolipeptydami o masie
czgsteczkowej 116-130 kDa, w ktérych domena N-koricowa (74 kDa) za
posrednictwem wigzan kowalencyjnych wigze otwartg grupe tetrapirolowa -
chromofor. Domena C-koncowa (55 kDa) jest odpowiedzialna za dimeryzacje oraz
oddziatywania z biatkowymi elementami taricuchdw transdukcji sygnatéw. Fitochromy
Arabidopsis thaliana, kodowane przez rodzine pieciu genéw PHYA-PHYE, monitoruja
w zasadzie te same sygnaty lub rézne ich parametry i regulujg takie same badz r6zne
odpowiedzi fizjologiczne. Podstawowe roznice miedzy poszczegélnymi fitochromami
dotyczag gtownie ich stabilnosci.

W pismiennictwie polskim opublikowano kilka artykutéw przegladowych
prezentujacych zagadnienia zwigzane z budowg i regulacjg genéw fitochromowych,
strukturg i biochemicznymi wiasciwosciami biatek, a takze niektorymi aspektami funkcji
tych fotoreceptoréw [79,83], W ostatnich dwdch pracach [20,83] oméwiono takze
wyniki wazniejszych badan z potowy lat dziewiecdziesigtych, w ktorych przekazywanie
sygnatéw fitochromowych wigzano z aktywacjg heterotrimerycznych biatek G i
zmianami stezenia jondw wapnia i cGMP w cytoplazmie. W drugiej potowie lat
dziewiecdziesigtych poszukiwania w tym Kierunku zostaty niemal catkowicie
zaniechane, a ostatnie doniesienia dotyczace doswiadczen prowadzonych na mutantach
gpal i agbl A. thaliana pozbawionych polipeptyd6w cc i [3 heterotrimerycznych biatek
G poddajg w watpliwos¢ wyniki wczesniejszych badan [38]. Gwattowny postep w
poznawaniu szlakéw sygnatowych aktywowanych przez fitochromy w ostatnich latach
zawdzieczamy przede wszystkim badaniom prowadzonym na wyselekcjonowanych
mutantach A. thaliana, a gtéwnie badaniom wykorzystujgcym zaawansowane techniki
biologii molekularnej. Niniejsza praca jest prébg podsumowania osiggnie¢, jakie
odnotowano na tym polu w ostatnich latach. Zainteresowanemu Czytelnikowi polecamy
takze prace przeglgdowe opublikowane w ostatnich trzech latach w czasopismach o
zasiegu ogoélnoswiatowym [ 18,41,44,54,62,63,66,90].
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2. REGULOWANY PRZEZ SWIATEO DOJADROWY
TRANSPORT FITOCHROMOW-PODSTAWA MECHANIZMU
SZYBKIEGO PRZEKAZYWANIA SYGNALU SWIETLNEGO

Przez wiele lat fitochromy uwazano za biatka wytacznie cytoplazmatyczne, ktére
ulegajg w pewnych warunkach tzw. sekwestracji, ktéra poprzedza ich proteolityczng
degradacje [41], Przez ponad dwadziescia lat ignorowano doniesienia sugerujace, ze
w siewkach owsa, ktére poddano dtuzszemu naswietlaniu PhyA jest zlokalizowany w
jadrze [54]. Dopiero Sakamoto i Nagatami [65] analizujac sekwencje aminokwasowg
polipeptydéw PHYB z kilku roslin zwrdcili uwage na sekwencje aminokwasowe
potozone w regionie C-konicowym, ktore moga petni¢ funkcje motywu NLS (Nuclear
Localization Signal) skierowujgcego biatko do jadra. Przypuszczenie dotyczace
transportu PhyB z cytoplazmy do jgdra zweryfikowano do$wiadczalnie Sledzac w
transgenicznej roslinie wewngtrzkomarkowa lokalizacje chimerycznego biatka, produktu
konstruktu zawierajgcego C-koricowy fragment PHYB i gen reporterowy GUS.
Indukowana przez $wiatto migracje PhyB dojgdra potwierdzono nastepnie w badaniach
chimerycznego biatka PhyB:GFP (Green Fluorescent Protein) w transgenicznym
mutanciephyB A. thaliana [95]. Rezultatem tych badan byto stwierdzenie, iz transport
PhyB z cytoplazmy do jadra zachodzi w warunkach ciggtego Swiatta czerwonego, a
jego efektem sg powstajgce w nukleoplazmie charakterystyczne ziarnistosci. Zmian
lokalizacji PhyB nie obserwowano w warunkach pojedynczego blysku sSwiatta
czerwonego, dalekiej czerwieni i Swiatta niebieskiego [22], Podobne wyniki uzyskano
w doswiadczeniach przeprowadzonych na transgenicznym tytoniu, w ktérych $ledzono
zmiany lokalizacji chimerycznego biatka PhyB:GFP [47]. Okazato sie, ze wymuszany
przez Swiatto czerwone transport PhyB z cytoplazmy do jadra moze zosta¢ zahamowany
przez pojedynczy impuls $wiatta dalekiej czerwieni. Wyniki tych badan dowodza, ze
PhyB jest transportowany do jadra w aktywnej fomie Pfr, oraz ze zmiana lokalizacji
PhyB jest reakcjg niskoenergetyczng typu LFR (Low Fluence Response). Transport
PhyB z cytoplazmy do jadrajest wiec swoista odpowiedzig na bodziec Swietlny, ktéra
gra kluczowa role w mechanizmie transdukcji sygnatu.

W badaniach lokalizacji subkomdrkowej PhyA $ledzono migracje chimerycznego
biatka, produktu konstruktu genu PHYA z ryzu i GFP wprowadzonego do komorek
tytoniu [47]. W tych, jak réwniez w p6zniejszych doswiadczeniach prowadzonych na
A. thaliana i grochu wykazano, ze transport PhyA:GFP do jadra jest indukowany
przez krotki impuls Swiatta czerwonego i niebieskiego lub ciagla daleka czerwien
[26,43,47]. Tak wiec, transport PhyA do jadra jest reakcja typu VLFR (Very Low
Fluence Response) lub reakcjg aktywowang przez daleka czerwienh typu HIR (High
Irradiance Response).

W ostatnim czasie Kircher i wsp. [46] $ledzili zmiany lokalizacji
wewnatrzkomérkowej chimerycznych biatek wszystkich pieciu fitochroméw (PhyA
do E) z GFP potwierdzajac, iz transport poszczegolnych fotoreceptoréw do jadra oraz
powstawanie w nukleoplazmie charakterystycznych ziarnistosci podlega swoistej
regulacji przez Swiatto.
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BITOCHROM A-KINAZA BIALKOWA REGULOWANA
PRZEZ SWIATLO

Struktura pierwszorzedowa fitochroméw roslin wyzszych jest podobna do struktury
fotoreceptoréw Cphl i RcaE cyjanobakterii (Synechocystis sp., Fremyella diplosiphon)
[17,84]. Bakteryjne fotoreceptory, podobnie jak fitochromy, majgw czesci N-koncowej
domene wigzacg chromofor, a w czesci C-konicowej domene przekaznika typowa dla
kinaz histydynowych (ryc. 1A). W przypadku Cphl swiatto dalekiej czerwieni aktywuje
autofosforylacje reszty histydyny potozonej w przekazniku oraz transfer grupy
fosforanowej na reszte kwasu asparaginowego potozong w oddzielnym biatku
okreslanym jako regulator odpowiedzi Rep 1. Swiatto czerwone powoduje hamowanie

aktywnosci kinazowej Cphl [84].

RYCINA 1. Schemat budowy bakteryjnego fotoreceptora Cphl i roslinnych fitochroméw: A -
fotoreceptor Cphl cyjanobakterii Synechocystis sp. jest kinazg histydynowa aktywowang przez
Swiatto dalekiej czerwieni. Fosforylowana w tych warunkach reszta histydyny w domenie przekaznika
jest donorem grupy fosforanowej, ktéra jest przenoszona na reszte asparaginianu w regulatorze
odpowiedzi Rcpl; B - biatka fitochromowe roslin wyzszych majg dwie charakterystyczne
domeny. Domena N-koricowa wigze chromofor, natomiast domena C-koricowa, obejmujgca subdomeny
PRD i HK.RD, funkcjonuje w transdukcji sygnatu. Na schemacie pokazano podobienstwo sekwencji
aminokwasowej w motywach H, N, Gl, F, G2 fitochromu A owsa oraz innych fitochromow z
bakteryjnymi kinazami histydynowymi (na podstawie [7,18,84])
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Biatka fitochromowe roslin wyzszych, obok domeny strukturalnej wigzacej
chromofor, majg w czesci C-koricowej polipeptydu dwie subdomeny PRD i HKRD
(ryc. IB). Subdomena PRD {PAS Repeat Domain) uczestniczy w oddziatywaniach
fitochromu z innymi biatkami szlaku sygnatowego. Rola subdomeny HKRD {Histidine
Kinase-Related Domain) podobnej do przekaznika w bakteryjnych kinazach
histydynowych (sekwencja aminokwasowa w obu tych fragmentach jest w 13-17%
identyczna) nie jest jasna. Rosliny transformowane zmutowanym genem phyA owsa,
kodujacym polipeptyd pozbawiony konserwatywnych aminokwaséw w motywach
H,G1,G2, charakterystycznych dla domeny przekaZznika w bakteryjnych kinazach
histydynowych, reaguja na $wiatto podobnie jak roéliny linii dzikich [7]. Wynikéw
tych badan jednak nie potwierdzono w doswiadczeniach prowadzonych na mutantach
A. thaliana, w ktérych PhyB miat zmieniong domene HKRD [49]. Yeh i Lagarias [97]
badajac rekombinowany fitochrom A owsa i zielonego glonu Mesotaenium caldariorum
wykazali, ze biatko fotoreceptora ulega regulowanej przez swiatto autofosforylacji, a
ponadto moze fosforylowac histon HI i regulator odpowiedzi Rcpl z Synechocystis
sp. W obu wypadkach nie jest jednak fosforylowana reszta asparaginianu, lecz reszta
seryny/treoniny. Na podstawie wczes$niejszych doswiadczeri byto juz wiadomo, ze PhyA
owsa jest fosfoproteing, w ktorej reszta seryny w pozycji 7 jest konstytutywnie
ufosforylowana, a fosforylacja reszty seryny-599 in vivo jest regulowana przez Swiatto
[17]. Reszta seryny w pozycji 599 PhyA gra istotng role zarébwno w reakcji
autofosforylaciji, jak tez w przenoszeniu reszty fosforanowej na cytoplazmatyczne biatko
PKS1 {Phytochrome Kinase Substratel) [19], PKS1 oddziatuje z subdomeng HKRD
PhyA i PhyB i to niezaleznie od tego, czy fotoreceptor wystepuje w formie Pr czy Pfr,
chociaz fosforylacja reszty seryny w PKS1 jest aktywowana przez $wiatto czerwone
[19], Nadekspresja genu PKS1 w A. thaliana prowadzi do wystgpienia zmian
fenotypowych przypominajacych fenotyp mutantéw pozbawionych fitochromu B.
Wyniki tych doswiadczen nasuwajg przypuszczenie, ze PKS | moze ograniczac transport
fitochromu do jadra, dziatajagc w ten sposéb jako negatywny regulator szlaku
aktywowanego przez PhyA [19],

Biatkami fosforylowanymi przez PhyA sgtakze niektére regululatory transkrypcji
kodowane przez rodzine tzw. wczesnych gendw auksynowych Aux/IAA [ 11,40,100],
Biatka Aux/IAA mogatworzy¢ heterodimery z czynnikami transkrypcyjnymi z rodziny
ARF {Auxin Response Factor) uczestniczac w ten sposéb w regulacji transkrypcji
wtérnych genoéw auksynowych [100]. Regulowana przez $wiatto fosforylacja szeregu
biatek z rodziny Aux/IAA przez PhyA moze poprzedzaé ich ubikwitynacje katalizowana
przez ligaze E3 typu SCFTIRl (patrz podrozdziat 5.1) i degradacje w proteasomach
[40]. Wydaje sie wiec, ze fosforylacja Aux/IAA przez PhyA moze by¢ elementem
mechanizmu integrujacego szlaki sygnalizacji $wietlnej i hormonalnej.

Doniesienia opublikowane przed kilku laty sugeruja, ze PhyA fosforyluje takze
kryptochromy (receptory Swiatta niebieskiego i UV-A) oraz kinaze nukleozydo-
difosforanowa (NDPK) [1,10]. Fosforylacja reszty seryny potozonej w regionie C-
koncowym kryptochromu ! i 2 przez rekombinowany phyA nie zalezy jednak od stanu
konformacyjnego fotoreceptora [1]. Przypuszcza sie takze, ze regulacja aktywnosci
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jednej z izoform kinazy nukleozydodifosforanowej (NDPK?2) przenoszacej fosforan z
ATP na nukleozydy difosforanowe odbywa sie przez fosforylacje tego enzymu [10].

Tak wiec, wyniki dotychczasowych badan dowodzg, ze sposrdd pieciu fitochromow
A. thaliana co najmniej PhyA jest kinazabiatkowa- paralogiem bakteryjnych kinaz
histydynowych, ktéry w toku zmian ewolucyjnych przejat funkcje serynowo/treoninowej
kinazy biatkowej [17].

4. BIALKA JADROWE ODDZIALUJACE
Z FITOCHROMAMI

Mozliwos¢ migracji fitochromdw z cytoplazmy dojadra, swoiscie regulowanej przez
Swiatto, skierowala uwage badaczy na biatka jadrowe, ktére moga bezposrednio
oddziatywac z fotoreceptorami. Przypuszczenia o mozliwosci takich oddziatywan
potwierdzono po raz pierwszy w badaniach Ni i wsp. [56]. Metoda drozdzowego
uktadu dwuhybrydowego, uzywajac C-koncowego fragmentu PhyB, wyselekcjonowano
gen PIF3 {Phytochrome Interacting Factor3) kodujacy biatko jadrowe wigzace sie z
DNA. Biatko PIF3 zawiera motyw bHLH {basic Helix-Loop-Helix) utworzony przez
okoto 17-aminokwasowy fragment bogaty w aminokwasy zasadowe (gtéwnie arginine)
oraz dwie helisy a przedzielone petlg uczestniczace w tworzeniu form dimerycznych.
Fragment zasadowy motywu bHLH umozliwia wigzanie biatka PIF3 do palindromowej
kasety G (-CACGTG-), motywu obecnego w promotorach wielu genéw regulowanych
przez Swiatto, a takze niektorych genéw regulowanych przez inne bodzce sygnatowe
[64]. Do kasety G oprécz biatek z motywem bHLH mogg sie takze wigzac¢ biatka
zawierajgce motyw bZIP, np. biatko HY5 (patrz podrozdziat 5.2.). PIF3 obok motywu
bHLH zawiera domene PAS odpowiedzialng za oddziatywania typu biatko-biatko oraz
dwuczesciowa sekwencje NLS (ryc. 2A). Obecnie wiadomo, ze PIF3 jest jednym ze
147 gendéw A. thaliana kodujacych biatka z motywem bHLH, ktére funkcjonujg w
regulacji transkrypcji [80].

W badaniach oddziatywan miedzy PIF3 a fitochromami uzywano, obok
C-koncowego fragmentu PhyB, takze kompletnych biatek PhyB i PhyA. Wyniki
tych doswiadczen potwierdzity, ze PIF3 wigze sie w stosunku 1:1 jedynie do
formy Pfr PhyB, a fotokonwersja fotoreceptora do formy Pr likwiduje wigzanie
miedzy obu biatkami [55]. W oddziatywaniach miedzy PIF3 i PhyB uczestniczy
domena PAS potozona w regionie N-koncowym PIF3 i obydwie domeny N- i
C-koncowa PhyB [99]. Manipulowanie poziomem biatka P1F3 metodami wyko-
rzystujacymi techniki antysensu zmienia wrazliwos$¢ rosliny transgenicznej na ciggte
$wiatto czerwone i w mniejszym stopniu takze na ciagta daleka czerwien [56], Zmiany
zaobserwowane w przypadku dalekiej czerwieni sa przypuszczalnie efektem
oddziatywan PIF3 z PhyA w formie Pfr, bowiem, jak wykazano doswiadczalnie, PIF3
wigze réwniez PhyA, chociaz powinowactwo do tego fotoreceptora jest 10-krotnie
mniejsze niz do PhyB [99].
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RYCINA 2. Schemat budowy biatek jadrowych wigzacych fitochromy, uczestniczacych w tworzeniu
kompleksoéw regulujacych transkrypcje genéw: A - biatka PIF3, PIF4 i HFR1/REP1/RSF1 taczy obecnos¢
domeny bHLH, za posrednictwem ktérej biatka wigzane sg do kasety G w promotorach genéw
regulowanych przez Swiatto; B - transport PhyB i PhyA z cytoplazmy do jadra, indukowany przez
okreslony bodziec $wietlny, umozliwia bezposrednie oddziatywanie aktywnej formy Pfr fitochroméw
z biatkami regulujacymi transkrypcje. PhyB i PhyA wigzane przez kompleks PIF3-DNA aktywuja
transkrypcje genéw CCA1 iLHY. Biatko PIF4, funkcjonujace jako negatywny regulator szlaku zaleznego
od PhyB, wigze PhyB eliminujac w ten sposéb aktywnga forme fotoreceptora wewnatrz jadra. Biatko
HFR1/REP1/RSF1 tworzac heterodimery z PIF3 wspétdziata w zaleznej od fitochroméw regulacji
transkrypcji genéw (na podstawie [16,35,53,55,56])
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Udziat PhyB w bezposredniej regulacji ekspresji genéw zostat potwierdzony
do$wiadczalnie przez Martinez-Garcia i wsp. [53]. Wyniki uzyskane przez tych autoréw
wykazaly, ze homodimer biatka PIF3 zwigzany z kasetg G moze wigza¢ PhyB w formie
Pfr, oraz ze wigzanie PhyB do kompleksu PIF3-kaseta G w DNA aktywuje ekspresje
CCALl (Circadian Clock Associated) i LHY (Late elongated Hypocotyl), gendéw
indukowanych przez $wiatto czerwone kodujacych czynniki transkrypcyjne z rodziny
MYB (ryc. 2B) [53]. Wyniki powyzszych doswiadczen ostatecznie dowiodly, ze PhyB
moze w sposéb bezposredni uczestniczy¢ w regulacji genéw, a podstawa tego mechanizmu
jest zalezna od $wiatta fotokonwersja i transport PhyB w formie Pfr dojgdra. Molekularny
mechanizm aktywacji ekspresji genéw CCA1 i LHY przez kompleks PIF3-PhyB nie jest
znany, chociaz mozna zaktada¢ mozliwos¢ oddziatywan PhyB z kompleksem inicjujgcym
transkrypcje (KIT) lub aktywacje PIF3 w wyniku jego fosforylacji przez fitochrom.

Oprocz PIF3 poznano kilka innych biatek jadrowych, ktére bezposrednio lub
posrednio oddziatujaz fitochromami wnikajgcymi dojadra. U mutanta hfrl A. thaliana
(long hypocotyl infar-red) sklonowano gen kodujacy biatko zawierajgce motyw bHLH
z nietypowym regionem zasadowym (ryc. 2A) [16], Gen HFR1 okazat sie identyczny
z genem sklonowanym u mutanta repl (reducedphytochrome signaling 1)A. thaliana,
u ktérego nie obserwuje sie szeregu odpowiedzi na Swiatto dalekiej czerwieni [72], a
takze z genem poznanym u mutanta rsfl (reduced sensitivity tofar-red light), ktéry
wykazuje ograniczong wrazliwo$¢ na Swiatto dalekiej czerwieni [73], Biatko HFR1/
REP 1/RSF1 jest wiec pozytywnym regulatorem w szlaku aktywowanym przy udziale
PhyA i mimo ze bezposrednio nie wiaze zadnego z fitochroméw, to moze tworzy¢
heterodimery z PIF3 wigzace fitochromy A i B w formie Pfr [16], Wydaje sie wiec, ze
HFR1/REP1/RSF1 moze funkcjonowac w regulacji transkrypcji wspotdziatajac z PIF3
lub z innymi nieznanymi jeszcze biatkami zawierajgcymi motyw bHLH (ryc. 2B).

Fitochrom B w formie Pfr wigze takze biatko jgdrowe PIF4 (Phytochrome
Interacting Factor 4) homologiczne z PIF3 [35]. Gen P1F4 sklonowano u mutanta
slr2 (short under red light 2) nadwrazliwego na Swiatto czerwone. Fenotyp tego mutanta
wskazuje, ze PIF4 jest negatywnym regulatorem szlaku sygnatowego aktywowanego
przez phyB. Biatko PIF4, podobnie jak PIF3, ma motyw bHLH, domene PAS oraz
sekwencje NLS (ryc. 2A) i wiagze sie do kasety G, lecz po utworzeniu kompleksu z
DNA nie wigze juz phyB [35]. Wyniki tych obserwacji nasuwajg przypuszczenie, ze
PIF4 moze eliminowaé aktywng forme PhyB z jadra, a efektem takich oddziatywan
bedzie hamowanie szlaku sygnatowego aktywowanego przez ten fotoreceptor.

Z fragmentem N-koricowym PhyB oddziatuje biatko ARR4 (Arabidopsis Response
Regulator4) [78], jeden z 11 regulatorow odpowiedzi typu A, ktéry w domenie
,»odbiornika” zawiera konserwatywna reszte asparaginianu fosforylowang w wyniku
transferu grupy fosforanowej z histydyny potozonej w tzw. domenie przekaznika kinaz
histydynowych [48]. Wiazanie ARR4 przez PhyB stabilizuje aktywng forme Pfr hamujac
tzw. rewersje ciemniowg PhyB. Wydaje sie wiec, ze oddziatywanie ARR4 z PhyB
moze gra¢ pewng role w mechanizmie integrujgcym szlaki fitochromowe ze szlakami
sygnatowymi aktywowanymi przez receptorowe kinazy histydynowe (cytokininowe,
etylenowe czy stresu osmotycznego) [48].
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Biatkiem enzymatycznym oddziatujagcym z PhyA i PhyB w formie Pfr jest kinaza
nukleozydodifosforanowa 2 (NDPK2) katalizujaca transfer reszty fosforanowej z ATP
na nukleozydy difosforanowe zawierajgce zaréwno ryboze, jak tez deoksyryboze [10].
Mimo ze efektem oddziatywan miedzy tymi biatkami jest aktywacja katalityczna NDPK,
tojednak, przez analogie do niezwykle zréznicowanej funkcji tego enzymu w tkankach
zwierzecych, proponuje sie, ze NDPK2 w roslinach gra rowniez role biatka regulujagcego
transkrypcje.

Wyselekcjonowanie mutanta elf3 (early flowering 3) A. thaliana umozliwito
poznanie kolejnego biatka jadrowego, ktore jest swoiscie wigzane przez fragment C-
koncowy PhyB [51]. Sekwencja aminokwasowa ELF3 nie jest podobna do zadnego z
biatek o znanej funkcji, chociaz obecno$¢ w czesci C-koricowej polipeptydu regionu
bogatego w glutamine i treoning moze sugerowaé, ze ELF3 jest réwniez biatkiem
regulujacym transkrypcje. Autorzy zainteresowani poznawaniem mechanizmu zegara
biologicznego prébujgwigzaé funkcje ELF3 z zerowaniem zegara w szlaku zaleznym od
sygnatu Swietlnego [76].

Biatkowym elementem zegara biologicznego oddziatujgcym z C-koncowym
fragmentem PhyB jest takze biatko ADO1/ZTL/LKP1, ktére zawiera tzw. kasete F,
sze$¢ powtdrzen motywu KELCH tworzacych tzw. strukture ,,Smigta” oraz domene
LOV obecngm.in. w fototropinach, receptorach $wiatta niebieskiego [37]. Obecnos¢
tej domeny sugeruje, ze ADO1/ZTL/LKP1 moze by¢ kolejnym roslinnym
fotoreceptorem lub ze jest biatkiem, ktore w sposdb zalezny od Swiatta reguluje
ubikwitynacje biatek tworzacych centralny oscylator [76].

5. BIALKA COP/DET/FUS - ELEMENTAMI KOMPLEKSOW

REGULUJACYCHPROTEOLIZE, FUNKCJONUJACYCH
W INTEGRACJI SZLAKOW SYGNALOWYCH

Przed ponad 10 laty wyselekcjonowano rodzing mutantéw A. thaliana, ktére
rosnac w ciemnosci wykazuja fenotyp roslin rozwijajacych sie na $wietle. Mutanty
majg w ciemnosci krotki hypokotyl, otwarte i rozwiniete liscienie, cze$ciowo
wyksztatcone chloroplasty, syntetyzujgantocyjany i majgzaktywowane niektére geny
regulowane przez $wiatto. Ze wzgledu na duze podobienstwo w fenotypach, mutacje
te okresla sie wspo6lng nazwa cop/det/fus (constitutive photomorphogenetic/de-
etiolated/fusca) [23,94], Zidentyfikowano 11 plejotropowych loci cop/det/fus i
wykazano, ze wszystkie sg mutacjami recesywnymi, wszystkie sg epistatyczne
wzgledem mutacji w fotoreceptorach oraz niemal wszystkie sg letalne juz na etapie
rozwoju siewki. Plejotropowo$¢ zmian obserwowana w fenotypach tych mutantéw
wskazywata na to, ze regulowany przez Swiatto program fotomorfogenezy zostat
powaznie naruszony, a produkty gendw, ktére ulegty mutacji, petnigw roslinach funkcje
represoréw fotomorfogenezy, ktérych dziatanie represyjne jest inaktywowane przez
sygnaty Swietlne. Postepy w klonowaniu zmutowanych genéw i poznawaniu ich
produktéw pozwolity stwierdzi¢, iz u szesciu, sposréd 11 mutantéw, nie tworza sie
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specjalne wielopodjednostkowe struktury biatkowe - sygnatosomy COP9 [67,70].
Mutacje w pozostatych trzech genach (COP1/FUS1, COP10/FUS9 i DET1/FUS2)
nie wptywaja na tworzenie sygnatosomu i w niektdrych wypadkach nie sg letalne.

5.1. Budowa i funkcja sygnatosomu COP9

Sygnatosom COP9 zidentyfikowano przed 10 laty w komoérkach A thaliana jako
wielopodjednostkowy kompleks biatkowy o masie czgsteczkowej okoto 560 kDa [92],
a dwa lata pozniej kompleks taki zostat oczyszczony z kwiatostanu kalafiora [8].
Po6Zniejsze badania biochemiczne wykazaly, ze zlokalizowany wjadrze kompleks COP9
zbudowany jest z osmiu polipeptydéw o masie czgsteczkowej od 22,6 do 51,2 kDa
okreslanych obecnie akronimem AtCSN i kolejnymi liczbami od | do 8 [70], W br.
sklonowano gen FUS12/COP12 kodujacy podjednostke AtCSN2, koriczgc tym samym
poznawanie wszystkich genow A. thaliana kodujgcych osiem podjednostek sygnatosomu
COP9 [71]. Sygnatosom COP9, nazywany obecnie rowniez kompleksem CSN, zostat
w 1998 roku odkryty takze w komoérkach ludzkich, a pdzniej réwniez komorkach
Drosophila, Caenorhabditis elegans i drozdzy dzielgcych sie (Schizosaccharomyces
pombe) [5,42,93]. Brak tego kompleksu u mutanta csn drozdzy S. pombe powoduje
zatrzymanie cyklu komoérkowego, a podobna mutacja u muszki owocowej prowadzi
do zahamowania wzrostu juz we wczesnym etapie rozwoju [70,93].

Szes¢ sposrod o$miu polipeptydow sygnatosomu COP9/CSN zawiera charakterystyczng
domene PCI (Proteasome, COP9, Initiation factor 3) utworzong przez okoto 200
aminokwasow. Domena PCI jest obecna rowniez w szesciu polipeptydach budujacych
»wieczko” proteasomu, a takze w polipeptydach tworzacych dziesieciopodjednostkowy
kompleks elF3 inicjujacy translacje u eukariontéw [42], Pozostate dwa polipeptydy COP9/
CSN majg domene MPN (Mprlp, Padlp N-terminal), ktora jest takze obecna w dwoch
polipeptydach ,,wieczka” oraz podjednostkach kompleksu elF3. Obydwie wspomniane
domeny uczestnicza, jak mozna przypuszczaé, w prawidtowym sktadaniu funkcjonalnego
sygnatosomu COP9, bowiem mutacja w genie chociazby jednej z podjednostek prowadzi
zwykle do braku w komérce catego kompleksu. Wyjasnienie tych zaleznos$ci ttumaczy
zatem zaskakujace podobienstwo fenotypowe wiekszosci mutantéw cop/det/fus.

Podobna budowa sygnatosomu i ,,wieczka” proteasomu, obecnos¢ tych samych
domen w tworzacych je polipeptydach i podobienstwo struktury czwartorzedowej obu
kompleksow nasuwaty przypuszczenie, ze COP9 moze by¢ alternatywnym ,,wieczkiem”
dla proteasomu [21,67]. Dzisiaj juz wiadomo, ze ,,wieczko”, tworzgce razem z
»podstawa” czes¢ regulatorowa proteasomu (19S), odszczepia tancuch poliubi-
kwitynowy od biatka przeznaczonego do degradacji, ktére po rozfatdowaniu zostaje
wprowadzone do wnetrza cylindrycznej czesci proteasomu (20S), gdzie ulega proteolizie
(ryc. 3). Sugerowana zamiennos$¢ ,,wieczka” i COP9 jest raczej mato prawdopodobna
z uwagi na dos¢ duze réznice w ich strukturze przestrzennej [39], a takze ze wzgledu
na zasadniczo odmienng funkcje kompleksu COP9/CSN. Schwechheimer i wsp. [68,71]
wykazali, ze COP9 oddziatuje poprzez polipeptyd CSN2 z biatkiem AtCUL 1, a poprzez
CSN1 i CSN6 z biatkiem AtRBXI. Oba biatka AtCUL ! i AtRBXI sg sktadnikami
kompleksu ligazy ubikwitynowej E3 typu SCF (ryc. 3) [40,70,85,100], Ligaze SCF
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tworzg cztery biatka: SKP 1/w A. thaliana AtASK 1, CDC34/AtCUL 1, biatko AtRBX !
z motywem RING i biatko zawierajace kasete F, kt6re decyduje o swoistym wigzaniu
biatka przeznaczonego do ubikwitynacji. Genom J. thaliana zawiera co hajmniej sze$¢
gendéw kodujacych kuliny, 358 gendw kodujacych biatka z motywem RING i 694 geny
kodujace biatka z motywem F [85]. W ostatnich latach udato sie juz sklonowac kilka
gendéw kodujacych biatka z motywem F (TIR1, COI, UFO, EID, ADO1/ZTL/LKP1),
a w Kilku wypadkach poznano takze funkcje odpowiadajacych im produktéw [40,70].
Na przykiad w sygnalizacji auksynowej funkcjonuje kompleks ligazy SCFTIRI
zawierajacy biatko TIR1 z motywem F, kt6re wigze biatka regulujace transkrypcje z
rodziny Aux/IAA [40,85]. Aktywnos$¢ kompleksu ligazy E3 typu SCFTIR,jest
regulowana przez odwracalne przytgczanie do podjednostki AtCULI (kuliny) matego
biatka RUB1/NEDD8 (Realated to Ubiquitin/Neural precursor cell-Expressed
Developmentally Downregulated gene 8) podobnego do ubikwityny [100].

RYCINA 3. Schemat kompleksu ligazy E3 typu SCF"RI funkcjonujacej w ubikwitynacji biatek
przeznaczonych do degradacji w proteasomach. Aktywno$¢ ligazy SCF"Rljest regulowana przez
biatko RU BI, ktore jest odwracalnie przytaczane do kuliny (AtCULI). Na schemacie pokazano biatka
(AXR1/ECR1, RCEL1 i AtRBXI) tworzace kaskade enzyméw uczestniczacych w rubinylacji AtCULI
oraz kompleks sygnatosomu COP9/CSN zaangazowanego w usuwanie RUB1 z kompleksu ligazy.
Derubinylacja kuliny prowadzi do inaktywacji kompleksu ligazy SCF,IRI. Szczegoty opisano w tekscie
(na podstawie [14,40,52,68,70,71])
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Rubinylacja/nedylacja kuliny umozliwia wigzanie enzymu E2 do biatka AtRBX i
aktywuje w ten sposéb ligaze SCFTIRI. W rubinylacji kuliny uczestnicza enzymy, ktdre
tworzg uktad analogiczny do kaskady enzymow funkcjonujacych w ubikwitynacji. Tak
wiec, odpowiednikiem enzymu EIl aktywujacym RUBI jest biatko heterodimeryczne
AXR1/ECR1, a odpowiednikiem E2 jest biatko RCEL1, ktére oddziatuje z AtRBX
petnigcym przypuszczalnie role ligazy E3 przenoszacej RUB1 nakuline[14] (ryc. 3).

Wyniki ostatnich badain dowodza, ze kompleks COP9/CSN usuwa biatko RUB 1/NEDD8
z ligazy SCF (derubinylacja/denedylacja), podobniejak ,,wieczko” proteasomu uczestniczy
w deubikwitynacji biatka przeznaczonego do degradacji w proteasomie [52], Derubinylacja
ligazy SCF przez sygnatosom COP9 powinna zatem prowadzi¢ do inaktywacji kompleksu
SCF w wyniku oddysocjowania od niego enzymu E2, a tym samym do zahamowania
ubikwitynacji biatka substratowego. W derubinylacji kuliny uczestniczy prawdopodobnie
podjednostka CSN5 sygnatosomu COP9/CSN [68]. Jak na razie, niejasna jest rola
sygnatosomu COP9 w migracji niektérych biatek wewnatrz komérki. Na przyktad u
mutantéw cop/det/fus pozbawionych sygnatosomu COP9 nie obserwuje sie transportu
biatka COP! (patrz podrozdziat 5.2.) z cytoplazmy dojadra [8,70].

Poznane dotychczas mechanizmy regulujgce degradacje bialek sugerujg, ze
sygnatosom COP9/CSN, uwazany pierwotnie jedynie za represor fotomorfogenezy,
wydaje sie gra¢ role kluczowego elementu regulujgcego rézne typy ligaz E3
funkcjonujacego w integracji réznych szlakéw sygnatowych [85].

5.2. Funkcja pozostatych biatek COP/DET/FUS

Oprocz genéw kodujacych osiem podjednostek sygnatosomu COP9, réwniez
pozostate trzy geny (COP1/FUS1, COP10/FUS9 i DET1/FUS2) sklonowane u
mutantow A. thaliana kodujg biatka, ktére w rézny sposéb sg zaangazowane w
degradacje biatek w proteasomach. W dotychczasowych badaniach najwiecej uwagi
poswiecono biatku COP1 kodowanemu przez gen COP1/FUS1. Zmiany fenotypowe
towarzyszgce mutacji w tym genie wskazywaty, ze kodowane biatko funkcjonuje jako
negatywny regulator fotomorfogenezy, ktérego funkcja represyjnajest inaktywowana
przez Swiatto [94]. COP1 jest biatkiem rozpuszczalnym o masie czgsteczkowej 74,5
kDa zawierajgcym w regionie N-koncowym motyw wigzacy dwa atomy cynku, ktory
tworzy tzw. domene RING (ryc. 4). W czesci C-koricowej polipeptydu potozona jest
domena WD-40 utworzona przez siedem powt6rzen 40-aminokwasowego fragmentu
zawierajacego konserwatywng sekwencje WD (tryptofan-asparaginian). Podobna
domena WD-40 wystepuje w polipeptydach [3 heterotrimerycznych biatek G, a takze
w wielu ligazach E3. Miedzy tymi dwiema domenami potozona jest domena CC
(Coiled-Coil), a dalej dwuczesciowa sekwencja NLS (ryc. 4) [12]. Badania lokalizacji
subkomdrkowej chimerycznego biatka COP1: GUS w komdrkach hypokotyla A.
thaliana i komorkach epidermalnych cebuli wykazaty, ze w ciemnosci COP1 jest
zlokalizowane wjadrze, natomiast na Swietle wystepuje na terenie cytoplazmy [86,87],
W komérkach korzenia biatko COP | jest znajdowane wytgcznie wjadrze i to niezaleznie
od warunkéw Swietlnych. Fitochromy A i B oraz kryptochroml wptywajgna zalezng
od $wiatta zmiane lokalizacji subkomorkowej COP1 [57], Wiadomo takze, ze transport
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RYCINA 4. Schemat budowy biatka COP1 funkcjonujacego w ubikwitynacji biatka HY5. W N-koricowej
czesci polipeptydu COP1 jest potozony motyw wigzacy dwa atomy cynku, ktéry tworzy domene RING.
Dalej w kierunku C-konca znajduje sie fragment tworzacy strukture coiled-coil (domena CC), a za nim
fragment zawierajacy siedem powtorzer ok. 40-aminokwasowego fragmentu z charakterystyczng sekwencjg
WD (tryptofan-kwas asparaginowy). Biatko HY5, zawierajace motyw bZIP, oddziatuje za posrednictwem
fragmentu N-koncowego z domeng WD-40 w COP 1. Wigzanie miedzy obu biatkami jest regulowane przez
kinaze biatkowg CK 1. Biatko COP1, wykazujace aktywno$¢ ligazy E3, przenosi ubikwityne z biatka E2 na
HY5 skierowujac w ten sposéb HY5 do degradacji w proteasomie (na podstawie [2,12,24,29,59])

COP! z cytoplazmy do jadra zalezy od sygnalosomu COP9 [8,87], chociaz mechanizm
tej zaleznosci nie jest znany. Udato sie zidentyfikowaé fragment polipeptydu COP1
zawierajacy sekwencje lokalizacji cytoplazmatycznej CLS, ktore sg potozone w obrebie
domeny RING i obejmujg czesciowo domene CC [74], Jednak najwazniejsze obserwacje
zwigzane z COP1 dotyczajego aktywnosci, ktéra, jak sie okazato, ujawnia siejedynie
wowczas, gdy COP1 znajduje si¢ na terenie jadra [75].

Pierwsze sugestie dotyczace funkcji COP1 oparte byly na wynikach badan
prowadzonych na mutantach copl i hy5 {long hypocotyl 5) A. thaliana [3]. Zmiany
fenotypowe towarzyszgce mutacji hy5 sugerowaly, ze dotyczy ona genu
odpowiedzialnego za regulacje podstawowych proceséw rozwojowych (wzrost,
podziaty komoérek, rozwdéj chloroplastow) [59]. Sklonowany gen HY5 koduje mate
biatko jadrowe (18,5 kDa) zawierajace w czesci C-koncowej motyw bZIP utworzony
przez 24-aminokwasowy fragment bogaty w aminokwasy zasadowe oraz motyw zamka
leucynowego, ktory jest odpowiedzialny za dimeryzacje (ryc. 4) [59]. Za posrednictwem
domeny bZIP biatko HY5 wigze sie do kasety G (-ACGT-) w promotorach niekt6rych
gendw indukowanych przez $wiatto m.in. genéw RBCS-1A {Ribulose Bisphosphate
Carboxylase small SubunitlA) czy CHS1 {Chaicone Synthasel) [2,9], Poprzez fragment
N-koricowy (od 1 do 77 aminokwasu) biatko HY5 wiaze sie takze swoiscie do domeny
WD-40 w biatku COP1 [2,29,81]. Widocznym efektem powstawania kompleksu COP1-
HY5 sg charakterystyczne ziarnistosci pojawiajgce sie na terenie jgdra i degradacja biatka
HY5 w proteasomach [58]. HY5 jest degradowane jedynie w ciemnosci, bowiem tylko w
ciemnosci COP1 wystepuje na terenie jadra. Zmiana lokalizacji COP1 z jadrowej na
cytoplazmatyczna na $wietle prowadzi-do, ponad, 20-krotnego wzrostu poziomu HY5 i
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aktywacji odpowiednich genéw [58]. Degradacja biatka HY5 jest regulowana takze w
drodze fosforylacji, w ktérej uczestniczy kinaza kazeinowa 11 (CKII). HY5jest fosforylowane
w czesci N-konicowej uczestniczacej w wigzaniu COP1 (ryc. 4). Aktywnos$¢ CKII jest
regulowana przez Swiatto i jest wyzsza w ciemnosci niz na Swietle [24], Nieufosforylowane
HY’5 silniej sie wigze z COPL1 i przypuszczalnie tatwiej ulega degradacji, ale ma réwniez
wieksze powinowactwo wzgledem sekwencji promotorawych [24],

Biatkiem homologicznym z HY5, ktore takze zawiera domene bZIP i podobnie jak
HY5 jest degradowane w ciemnosci w wyniku oddziatywan z COP1 jest biatko HYH
(Hy5 Homolog) (ryc. 5) [30]. HYH jest matym biatkiem jgdrowym (16,9 kDa), ktérego
sekwencja aminokwasowajest w 49% identyczna z HY5. HYH w formie homodimeru
lub heterodimeru z HY5 wiaze sie do kasety G w promotorach genéw indukowanych
przez $wiatto, a za posrednictwem N-koncowego fragmentu oddziatuje z domeng WD-
40 w COP1. HYH jest wiec pozytywnym regulatorem transkrypcji, zwlaszcza genéw
odpowiedzialnych za zmiany rozwojowe indukowane przez Swiatto niebieskie [30].

Wyniki powyzszych doswiadczeh sugerowaly, ze COP1 jest zaangazowane w
ubikwitynacje biatek regulujgcych transkrypcje. W br. sugestia ta zostata ostatecznie
potwierdzona w dos$wiadczeniach, w ktorych wykazano, ze COP1 uczestniczy w
ubikwitynacji aktywatora transkrypcji LAF1 oraz w samoubikwitynacji, dziatajac jako
ligaza biatkowa E3 (ryc. 5) [69]. Jadrowe biatko LAF1, kodowane przez gen sklonowany
u mutanta lafl A. thaliana {long afterfar-red light 7), zawiera w czesci N-koncowej
dwie okoto 50-aminokwasowe domeny R, z resztami tryptofanu w kilku charak-
terystycznych pozycjach, posredniczace w wigzaniu DNA [4], LAF ! jestwiec czynnikiem
aktywujacym transkrypcje z rodziny biatek MYB-R2R3 petniacym funkcje pozytywnego
regulatora fotomorfogenezy w szlaku aktywowanym przez PhyA [69]. COP! uczestniczy
réwniez w ubikwitynacji biatka HFR1/REP1/RSF1 z motywem bHLH (patrz rozdz. 4),
ktdre tworzac heterodimery z PIF3 moze funkcjonowac¢ w regulacji transkrypcji [ 16,45],
Poniewaz COP1 zmienia swojg lokalizacje subkomérkowa w zaleznos$ci od warunkéw
Swietlnych, dlatego ubikwitynacja okreslonych biatek jadrowych moze zachodzi¢ tylko
w ciemnosci. Fenotyp mutanta copl wynika wiec z faktu, iz HY5, HYH, LAF1, HFR1/
REP 1/RSF1, a przypuszczalnie rowniez inne pozytywne regulatory transkrypcji nie moga
by¢ normalnie degradowane w ciemnosci.

Ubikwitynacje LAF1 wspomaga biatko jadrowe SPA1l (Suppressor ofPhyA-105)
aktywujgce COP1 [69]. SPA1l zawiera domene homologiczng z WD-40 w biatku
COP1 oraz motyw CC, za posrednictwem ktdrego wigze sie z podobnym motywem
w COP1 (ryc. 5) [27,28,69]. Poprzez domene CC w COP1 wigzg sie rOwniez dwa
inne biatka SPA3 i SPA4 {SPA related) homologiczne z biatkiem SPA1 [50]. Wszystkie
trzy biatka SPA sg negatywnymi regulatorami fotomorfogenezy funkcjonujacymi w
szlaku sygnatowym aktywowanym przez PhyA.

Wyniki ostatnich doswiadczenh wykazaty, ze aktywnos¢ COPL1 jest regulowana w
drodze bezposredniego oddziatywania z kryptochromami, a przypuszczalnie takze z
PhyB [91,96]. Wiazanie C-koricowego fragmentu kryptochroméw (Cryl i Cry2) do
domeny W-40 ligazy COP | powoduje hamowanie jej aktywnosci, a w efekcie prowadzi
do wzrostu poziomu HY5 i aktywacji transkrypcji szeregu genow (ryc. 5).



RYCINA 5. Schemat regulacji kompleksu ligazy COP! uczestniczacej w ubikwitynacji biatek aktywujacych
transkrypcje (HY5, HYH, LAF1). Ligaza COP | wspoétdziata z biatkiem CIP8 w przenoszeniu ubikwityny
z enzymu E2, (biatko COP 10?) na HY5 lub na inne biatka aktywujace transkrypcje (HYH, LAF1).
Aktywnos¢ COP1 moze by¢ aktywowana przez biatka SPA1, SPA3 lub SPA4 oddziatujgce z domena
CC w COP1. Kryptochromy ! i 2, a przypuszczalnie takze PhyB hamujg aktywnos¢ COP1. Na
schemacie zaznaczono indukowany przez $wiatto transport COP1 z jadra do cytoplazmy. Szczeg6towy
opis w tekscie (na podstawie [2,4,25,27,30,50,58,69,77,87,91])

Z biatkiem COP1 oddziatujg takze biatka CIP1, CIP4, CIP7 i CIP8 (COP1-
Interactive Protein) [25]. Wydaje sie, ze CIP1 uczestniczy w przemieszczaniu sie
COP1 miedzy cytoplazmagajgdrem, natomiast CIP4 i CIP7 sg przypuszczalnie biatkami
regulujgcymi tworzenie homodimeréw HY5. Biatko CIP8 zawiera w czesci N-korcowej
zmodyfikowany motyw RING, przez ktéry oddziatuje z domeng RING w COP1 |
przypuszczalnie wspétuczestniczy z COP1 w ubikwitynacji HY5 (ryc. 5) [25,82].

Wyniki nielicznych, jak na razie, badan poswieconych pozostatym dwom genom COP10
i DET1 sugeruja, ze ich produkty sg réwniez zaangazowane w ubikwitynacje i degradacje
biatek w proteasomach. COP 10 jest homologiczne z enzymem E2 i jak sie obecnie
przypuszczajest sktadnikiem wiekszego kompleksu biatkowego oddziatujgcego z COP 1,
ktérego stabilnos¢ zalezy od COP9 (ryc. 5) [77], Gen DET1 koduje biatko jadrowe,
ktére bezposrednio nie wigze DNA, natomiast wptywa na ekspresje genéw poprzez
oddziatywanie typu biatko-biatko z biatkami wigzacymi DNA [61],
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6. UWAGI KONCOWE

Sygnaty swietlne odbierane przez fitochromy uruchamiajg co najmniej dwa
niezalezne szlaki sygnatowe. Pierwszy, stosunkowo szybki, polega na transporcie
aktywnej formy fitochromow z cytoplazmy do jadra, gdzie z odpowiednimi biatkami
tworza kontrolowane przez $wiatto kompleksy regulujace transkrypcje genéw. Drugi,
wolniejszy szlak prowadzi do zmiany stezenia biatek regulujgcych transkrypcje na
drodze regulowanej przez Swiatto ubikwitynacji odpowiednich biatek i ich degradacji
w proteasomach. Elementami szlakéw sygnatowych sg biatka jadrowe, biatka
zlokalizowane na terenie cytoplazmy, a takze, tak jak w przypadku COP1, biatka
zmieniajgce swoja lokalizacje w zaleznos$ci od warunkéw swietlnych. Oprocz biatek,
ktérych budowa i funkcja byta omawiana, mniej lub bardziej szczeg6towo, w poprzednich
rozdziatach, znany jest takze szereg innych biatek, ktorych rola nie zostata jeszcze
dostatecznie poznana. Schemat pokazany na rycinie 6 podsumowuje dotychczasowe
osiggniecia w poznawaniu biatkowych elementéw fitochromowych szlakéw
sygnatowych. Niektore z wyszczegolnionych tu biatek sg pozytywnymi, inne
negatywnymi regulatorami fotomorfogenezy funkcjonujagcymi w szlakach akty-
wowanych przez PhyA, PhyB lub przez obydwa fotoreceptory [32]. Tak wiec, oprocz
wspominanych juz wczesniej biatek HFR1/REP1/RSF1 i Aux/IAA, pozytywnym
regulatorem PhyA jest biatko FAR1 poznane u mutanta farl (far-red-impaired
response) A. thaliana. FARL jest biatkiem jgdrowym, ktérego sekwencja amino-
kwasowa nie jest podobna do zadnego ze znanych biatek [33]. Biatkiem podobnym do
FARL1 jest biatko jadrowe FHY3 kodowane przez gen sklonowany u mutantafhy3
(far-red elongated hypocotyl 3). Obydwa biatka moga tworzy¢ homo- lub
heterodimery ijak sadzgautorzy, obydwa sgbiatkami regulujgcymi transkrypcje genéw
w szlaku zaleznym od PhyA [89]. U innego mutanta A. thaliana niewrazliwego na
dalekaczerwien sklonowano gen FHY1, kodujacy biatko zlokalizowane w cytoplazmie
ijadrze, ktérego poziom rosnie w ciemnosci i drastycznie maleje w warunkach dalekiej
czerwieni. Poziom transkryptu FHY1 jest requlowany przez Swiatto oraz przez biatko
FHY3 [13]. Z biatkiem FHY1 oddziatuje biatko kodowane przez gen sklonowany u
mutanta fin219 (far-red insensitive 219) [31]. FIN219 jest biatkiem
cytoplazmatycznym podobnym do biatek GH3, kodowanych przez rodzine tzw. genéw
wczesnych odpowiedzi auksynowych [100]. Ekspresja genu FIN219, podobnie jak
gendw GH3, jest aktywowana przez auksyny. W przekazywaniu sygnatu z PhyA
uczestnicza takze biatka PAT1 i PAT3, ktorych geny sklonowano u mutantéw pat
(phytochrome A signal transduction) [6,98]. PAT1 jest biatkiem cytoplazmatycznym
homologicznym z biatkami regulatorowymi z rodziny GRAS, natomiast PAT3 nie zawiera
zadnej znanej sekwencji wystepujacej w innych biatkach.

Negatywnym regulatorem PhyA, obok wspominanych wczesniej SPA1, SPA3 i
SPA4, jest biatko jadrowe kodowane przez gen sklonowany u mutanta eidl
(empfindlicher im dunkelroten licht 1) [ 15], EID | zawiera domene zamka leucynowego,
a w regionie N-korncowym motyw kasety F, ktérej obecno$¢ moze $wiadczy¢ o tym,
ze EID1 jest sktadnikiem jakiegos kompleksu ligazy E3 typu SCF.



SZLAKI SYGNALOWE AKTYWOWANE PRZEZ FITOCHROMY 171

RYCINA 6. Biatka funkcjonujace w szlakach aktywowanych przez PhyA, PhyB lub przez obydwa
fotoreceptory. Pozytywnymi regulatorami szlaku aktywowanego przez PhyA sa biatka: HFR1/REP1/
RSF1, Aux/IAA, FARL, FHY3, FHY1, FIN219, PAT1, PAT3. Represorami szlaku PhyA sg: SPAL,
SPA3, SPA4, EID1. Pozytywnymi regulatorami w szlaku PhyB sg biatka: ARR4, ELF3, GI, a
negatywnym regulatorem biatko P1F4. W szlakach aktywowanych przez obydwa fotoreceptory
funkcjonujg biatka PIF3 i NDPK.2 jako pozytywne i PK.S1 jako negatywny regulator tych szlakow.
Na schemacie zaznaczono tez miejsce zmutowanych genéw redl i sr/7, ktérych produkty uczestniczg
w sygnalizacji zaleznej od PhyB. Szczeg6towy opis w tekscie (na podstawie [18,32,62,63])

Sklonowano tez kilka genéw kodujacych pozytywne i negatywne regulatory PhyB.
Obok omawianych w poprzednich rozdziatach biatek ELF3 i ARR4, pozytywnym
regulatorem jest biatko kodowane przez gen Gl (Gigantea) [36], Biatko Gl jest
zlokalizowane w jadrze i funkcjonuje w szlaku PhyB jako regulator transkrypcji,
szczeg6lnie gendw kontrolowanych przez zegar biologiczny. Pozytywnym regulatorem
szlaku sygnatowego aktywowanego przez PhyB jest takze produkt zmutowanego genu
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redl (red-light spécifie) [88], a negatywnym regulatorem biatko kodowane przez
gen srll (short hypocotyl in red light) [34].

Poznano takze kilka biatek, ktore sg elementami szlakéw sygnatowych aktywo-
wanych przez obydwa fitochromy. Obok omawianych wcze$niej pozytywnych (PIF3,
NDPK?2) i negatywnych (PKS1) regulatoréw PhyA i PhyB, znany jest gen COG1
kodujacy czynnik transkrypcyjny z rodziny Dof funkcjonujacy jako negatywny regulator
w szlakach aktywowanych przez obydwa fotoreceptory [60].

Zmiany fenotypowe zwigzane z mutacjami pefl, pef2, pef3, psi2, vifl, vif2 A.
thaliana nie pozwalajajeszcze najednoznaczng lokalizacje produktéw zmutowanych
genow w fitochromowych szlakach sygnatowych [ 18,32,62,63].

W tym miejscu nalezy zwrdéci¢ uwage na fakt, iz badania epistazy miedzy mutacjami
w genach wymienionych biatek napotykajg na trudnos$ci z uwagi na charakter zmian
fenotypowych towarzyszgcych mutacjom, dlatego schemat przedstawiony na rycinie
6 nie pokazuje faktycznego miejsca poszczegdlnych biatek w fitochromowych szlakach
sygnatowych. Brak takiej wiedzy, podobnie jak niewielka znajomos¢ biochemicznej
funkcji wiekszosci z tych biatek utrudnia poznanie mechanizmow integracji sygnatéw
pochodzacych z poszczegdblnych fotoreceptoréw. Stosunkowo nowym i ciggle jeszcze
bardzo stabo poznanym problemem zwigzanym z sygnalizacjg Swietlng jest
regulowana przez fotoreceptory na réznych poziomach kaskada ubikwityna/
proteasom. Dzisiaj juz wiadomo, ze mechanizmy regulujgce zalezng od ubikwityny
degradacje biatek sg tymi miejscami, w ktorym zbiegaja sie roézne szlaki sygnalizacji
komodrkowej. Poznanie tych mechanizmow pozwoli przypuszczalnie zrozumie¢ wiele
wspoétzaleznosci miedzy szlakami sygnatowymi aktywowanymi przez rézne czynniki.
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MERLIN(A) - CZARODZIEJ WSROD SUPRESOROW
KOWOTWORZENIA

MERLIN - THE WIZARD AMONG TUMOUR SUPRESSOR PROTEIN

Mikotaj #FANIEWSKI-WOLLK Agnieszka SZPECHT-POTOCKA

Zaktad Genetyki Medycznej Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie

Streszczenie: Merlinajest wyjatkowym biatkiem. Uczestniczy zaréwno w regulacji cyklu komérkowego
jako supresor nowotworzenia, jak i w ksztattowaniu struktur cytoszkieletu. W strukturze merliny
wyréznia sie globulamg domene FERM, wystepujacg w wielu rodzinach biatek o réznej funkcji i
helikalny fragment C-koncowy. Aktywno$¢ merliny jest regulowana przej$ciami miedzy forma otwartg
a zamknietg, w ktérej domena FERM oddziatuje z fragmentem C-koricowym. Merlina w formie otwar-
tej bierze udziat w oddziatywaniach z wieloma biatkami adhezyjnymi, strukturalnymi i regulatorowy-
mi, a w formie zamknietej z biatkiem CD44, co prawdopodobnie decyduje o jej wihasciwosciach
supresorowych. Mechanizm supresji z udzialem merliny pozostaje nadal niewyjasniony. Zapropono-
wane modele wskazujg na udziat merliny w tworzeniu petli zwrotnej szlaku sygnatowego matych
GTPaz i udziat w inhibicji kontaktowej.

Stowa kluczowe: nerwiakowtékniakowato$¢ typu 2, NF2, merlina, supresor nowotworowy.

Summary: Merlin is an extraordinary tumour suppressor protein. It takes part both in cell-cycle regula-
tion as well as in the cytoskeleton formation. In the structure of merlin a FERM domain found in
various protein and a-helical C-tcrminal fragment can be distinguished. Merlin’s activity is regulated
by the transitions between the open and the closed form in which FERM domain interacts with the a-
helical C-terminal fragment. In the open form merlin associates with various adhesive, structural and
regulatory proteins. In the closed form it associates with the CD44 protein, which probably determines
its suppressory properties. The suppression mechanism involving merlin has not yet been explained.
The proposed models indicate merlin’s involvement both in the generation of the reversible loop ofthe
small-GTPas’s signal path as well as in the contact inhibition.

Keywords: neurofibromatosis type 2, NF2, tumour supressor.

Wykaz termindw i skrétéw: Biatka ERM (ang. ezrin/radixin/moesin) - rodzina biatek podbtonowycli o
wysokiej homologii. Biatka ERM wystepuja w réznego typu sfatdowaniach bton (m.in. mikrokosmkach)
oraz ztgczach adhezyjnych; majgC-koncowa domene wigzaca aktyne. Stabilizujg aktynowy cytoszkielet.

*Czesciowo finansowane z projektu KBN 3 PO5E 104 22.
**Student Wydziatu Biologii UW i | Wydzialu Lekarskiego AM w Warszawie.
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Ich podstawowa funkcje jest +aczenie biatek blonowych z cytoszkicletem.
CD44 - klasa izoform (wspdélny gen CD44) bedacych receptorami kw. hialuronowcgo. CD44 jest
biatkiem adhezyjnym - receptorem macierzy zewnatrzkomoérkowej, koreceptorem towarzyszacym
receptorom czynnikdw wzrostu oraz regulatorem struktur macierzy podbtonowej. Najlepiej udoku-
mentowny jest wptyw CD44 na ruchliwo$¢ komoérek. Domena FERM - wystepuje w 163 biatkach
(baza Pfam http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/), ktére mozna podzieli¢ na 21 klas. Sg to w
wiekszosci strukturalne i regulacyjne biatka podbtonowe, w ktérych domena FERM speknia role
uniwersalnego #acznika z innymi biatkami i lipoproteinami w potaczeniach czasteczek cytoplazma-
tycznych i btonowych. W biatkach tych na N-koncu potozona domena FERM #taczy sie z réznymi
domenami biatkowymi: domeng PDZ/DHR/GLGF; PTP (ang. Protein-tyrosinephosphatase) - dome-
ng enzymatyczng biatkowych fosfataz tyrozyny, RhoGEF (ang. Guanine nucleotide exchangefactor
for Rho/Rac/Cdc42-like GTPases) - domeng enzymatyczng matych GTP-az, TyrKc (ang. Tyrosine
kinase, catalytic domain) - domeng katalityczng kinaz tyrozynowych. Domena PDZ/DHR/GLGF -
jedna z najbardziej rozpowszechnionych domen biatkowych (okoto 1806 biatek), gtéwnie w biatkach
sygnatowych. Odnajdywana praktycznie we wszystkich organizmach. Prawdopodobnie spetnia role
uniwersalnego tacznika pozwalajagcego na tworzenie duzych komplekséw zbudowanych z szeregu
biatek efektorowych i regulacyjnych, w ktérych domena PDZ tworzy swoiste usieciowanie komplek-
su. Bierze udziat w tworzeniu ztgczy adhezyjnych, btonowych zgrupowan (clustering) biatek enzy-
matycznych i kanatowych. Uczestniczy w przekazywaniu sygnatéw miedzykomérkowych. E3KARP
(ang. NHE3 kinase A regulatoryprotein): HRS (ang. hepatocyte growthfactor (HGF)-regulated tyro-
sine kinase substrate): komoérki Schwanna - komérki neurogleju odpowiedzialne za tworzenie osto-
nek mielinowych nerwéw obwodowych; kwas hialuronowy - heterogenna pod wzgledem masy
czasteczkowej grupa liniowych polisacharydoéw bedaca waznym sktadnikiem macierzy zewnatrzko-
moérkowej;. wigzany przez liczne receptory btonowe (CD44, HARE, LYVEL) odgrywa kluczowsa role
w regulacji migracji komorek (rozwéj zarodkowy, angiogencza) i cyklu komérkowego. Mate GTP-azy
- monomeryczne biatka wigzace GTP. Aktywna GTP-aza ze zwigzanym GTP ma zdolno$¢ do
aktywowania efektorow, gtownie kinaz biatkowych (np. PAK, CPK i.in.), dzieki czemu moze spet-
nia¢ w komorce role uniwersalnego przetacznika w licznych szlakach sygnatowych. Zwigzane GTP
podlega powolnej hydrolizie, co prowadzi do dezaktywacji GTP-azy. Mate GTP-azy sa regulowane
przez liczne biatka grup GAP i GDI. GTP-azy tworza superrodzine biatek Ras, w ktdrej wystepuja
trzy rodziny: Rab, Ras (np. R-Ras, Rap) i Rho (np. izoformy Rho, cdc42, Rac). NHE-RF/EBP50 -
biatko regulacyjne/adaptor dla wymiennika jonowego Na+/H+ 3 (NHE3). taczy NHE3 z innymi

biatkami, gtéwnie ERM. Proces ten reguluje tworzenie zgrupowan NHE3 w obrebie btony. PIPA -
fosfoinozytolo-2-fosforan.

1. WSTEP

W dziedzicznych zespotach predyspozycji do nowotworzenia, zwigzanych z
mutacjami w genach supresorowych, dochodzi z reguty do rozwoju szybko rosnacych,
ztosliwych nowotwordw. Taki przebieg ma rozwdj siatkdwczaka zarodkowego,
nowotworow w zespole Li-Fraumeni czy nowotwordw zwigzanych z mutacjami genu
p53. Wsrdod gendw supresorowych wyjatkiem jest gen NF2. Mutacje w tym genie
prowadzg do rozwoju nowotworéw tagodnych i wolno rosnacych i sg zwigzane z
zespotem predyspozycji do nowotworzenia-nerwiakowtokniakowatoscig typu 2 (ang.
Neurofibromcitosis type 2; NF2). Zasadniczg zmiang w tym zespole jest rozwoj
nerwiakow ostonkowych tworzonych przez ulegajace transformacji komarki Schwanna.
Nerwiakowtdkniakowatos$¢ typu 2 wystepuje z czestoscig 1:40000 i rozwija sie, gdy
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obydwa allele genu NF2 w komaérce sg zmutowane. Chory dziedziczy jeden zmutowany
allel od rodzicéw. Do mutacji w drugim allelu dochodzi w komdrkach somatycznych.

Produkt genu NF2, biatko merlinajest, w przeciwienstwie do innych supresoréw,
biatkiem podbtonowym, oddziatujgcym z cytoszkieletem i biatkami btonowymi. Merlina
prawdopodobnie bezposrednio bierze udziat zaréwno w regulacji cyklu komérkowego,
jak i w ksztattowaniu struktur cytoszkielctu.

Gen NF2 zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 22 [37; 48]. Petna
sekwencja (EMBL ID: HSAY18000) o dtugosci 126 kb obejmuje 17 eksondéw. W wyniku
alternatywnego sktadania pre-mRN A powstaje wiele izoform merliny, z ktérych dwie -
Li Il wydaja sie mie¢ fizjologiczne znaczenie. 1zoformy réznig sie dtugoscig-izoforma
| sktada sie z 595 aminokwaséw, a izoforma Il z 615. Obie majg wsp6lny fragment o
dtugosci 579 aminokwaséw. Produkt genu NF2 ze wzgledu na wysoka homologie zalicza
sie do wiekszej grupy bialek tzw. ERM, uczestniczagcych w tworzeniu komplekséw
taczacych biatka btonowe z cytoszkieletem (ryc. 1). W merlinie, podobnie jak w biatkach
ERM, wyréznia sie trzy domeny o r6znej autonomii strukturalnej i funkcjonalnej [3]:
N-koncowg domene FERM [4], a-helikalny tacznik i krotkg C-koncowa domene (C-
ERMAD) (ryc. 2). Podobienstwo sekwencji aminokwasowej poszczegélnych domen
biatek ERM i merliny jest r6zne - dla catego biatka wynosi 42% i wzrasta dla domeny
FERM do 62%. Sposréd biatek ERM merlina wyréznia sie tworzeniem izoform,
posiadaniem dodatkowego 14-aminokwasowego fragmentu na N-koncu [3] i utrata
wysoko konserwowanej w grupie ERM domeny wigzaccj F-aktyne [49],

2. STRUKTURA MERLINY

Poznanie struktury krystalicznej biatka moezyny [34], a p6zniej w 2002 roku
réwniez struktury krystalicznej domeny FERM (ryc. 2) w merlinie [45], umozliwito

RYCINA 1. Schemat budowy
wicloczasteczkowych komplekséw
taczacych biatka btonowe z
cytokoszkieletem przy wspotu-
dziale biatek ERM: A - w
przypadku tgczenia posredniego i
B - w przypadku potaczenia bez-
posredniego
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RYCINA 2. Schemat budowy merliny oraz struktura domeny FERM: A  zaznaczono domeng
globulamaFERM oraz fragment C-koncowy (314-595), w ktérego sktad wchodzi domena helikalna i C-
ERMAD. Izofomy | i Il merliny powstajaw wyniku alternatywnego sktadania ostatnich dwoch eksonéw.
Izoforma | zawiera ekson 16, a izoforma Il ekson 17. B-globulama struktura FERM, wyraznie podzielona
na subdomeny A, B i C. Kolorami oznaczono struktury 11-rzedowe: czerwonym - a-helikalne, z6ttym
- P-kartki, kolorem niebieskim oznaczono struktury tgczace. Obraz stworzony przy pomocy programu
RasMol (http://www.umass.edu/microbio/rasmol/) na podstawie koordynatéw z bazy PDB (http://
www.rcsb.org/pdb/) dla struktury krystalicznej PDB ID: 1ISN
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CJmutacje zmieniajgce sekwencje biatka Jmutacje przerywajace transkrypcje

O mutacje powodujace alternatywne skfadanie pre-mRNA

RYCINA 3. Zestawienie
mutacji wystepujacych u
pacjentéw spetniajacych
kliniczne kryteria NIH
(ang. National Institute of
Health) dla nerwiako-
widkniakowatosci  typu
2. Zestawienie obejmuje
237 mutacji zarejestro-
wanych w bazie Neurofi-
bromatosis Research at
Massachusetts General
Hospital
(http://neurosurgery-
.mgh.harvard.edu/NFclinic/
NF-re-search.htm).
Mutacje zostaty podzie-
lone na 3 grupy: mutacje
zmieniajgce sekwencje
aminokwasowe- sub-
stytucje niewprowadza-
jace kordonu stop, in-
sercje i delecje niezmie-
niajagce ramki odczytu,
mutacje przerywajace
transkrypcje - substytu-
cje wprowadzajace kodon
stop, delecje i iner-cje
zmieniajgce ramke
odczytu (wykres A);
mutacje powodujace
alternatywne sktadanie
pre-mRNA - mutacje
obejmujace styki ekson/
intron, ktorych efektem sa
zaburzenia redakcji pre-
mRNA  (wykres B).
Wykres C przedstawia
wzgledng czestos¢ wy-
stepowania mutacji w po-
szczegblnych eksonach
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zrozumienie zaréwno funkcjonowania tej domeny, jak i efektow mutacji w obrebie geru
NF2. Ustalono bardzo wysokag homologie strukturalng miedzy domeng FERM merliny i
biatek ERM wyzszg, niz mogtoby to wynika¢ z homologii sekwencji nukleotydowe;j.
Przyktadem jest 7-aminokwasowy region blue box [23] merliny, ktéry jest strukturalne
niemal identyczny z odpowiadajgcym mu fragmentem moezyny [45], natomiast n e
wykazuje homologii na poziomie sekwencji nukleotydowej. W sktad domeny FER14
wchodzg 3 subdomeny. Poréwnanie struktury biatek wskazuje na ich duze podobieristwo
do popularnych jednostek strukturalnych - subdomeny A do podjednostki ubikwityny,
czesto spotykanej w biatkach o réznej funkcji, majacych miejsce wigzania Ras; subdomery
B do biatka wigzacego CoA; subdomeny C do domeny wigzacej fosfotyrozyne (PHB)
lub domeny podobnej do plekstryny (PH) [16; 45]. Najwieksze r6znice w stosunku co
biatek ERM wykazuje subdomena A merliny (region b3A i b4A).

Dotychczasowe proby krystalizacji i okre$lenia struktury C-koncowych domen
merliny nie powiodty sie. O cechach strukturalnych regionu mozemy wnosi¢ na
podstawie struktury tego fragmentu w moezinie [34] (nie skrystalizowano catego
fragmentu) oraz analizy obrazu mikroskopowego tego biatka [ 17], a takze na podstaw ¢
struktury kroétkiego 33-aminokwasowego fragmentu nastepujgcego po domenie
FERM[45], ktéry udato sie wykrystalizowa¢ wraz z tqg domeng przy analizie merliny.
Fragment C-koncowy jest zbudowany w przewazajacej czesci ze struktur a-helikalnyca,
tworzacych labilny diugi na ok. 22 nm filament [17], Na C-koricu biatka
prawdopodobnie wystepuje mniejsza domena globularna odpowiedzialna za
oddziatywania z domeng FERM.

3. MUTACJE W GENIE NF2

Rozktad mutacji wzdtuz catego genu NF2 jest dos¢ rownomierny (ryc. 3). Nie
zarejestrowano dotagd mutacji w obrebie cksonu 16 i 17. U pacjentéw z nerwia-
kowtdkniakowatos$cig typu 2 najczestsze sg mutacje punktowe (70%). Wiekszos¢ (68%)
mutacji powoduje przerwanie transkrypcji w miejscu wystapienia mutacji lub wjej poblizu.
Wyro6znienie w merlinie strukturalnych podjednostek pozwala na przewidywanie efektow
mutacji w obrebie genu NF2. Efektem mutacji przerywajacych transkrypcje jest albo brak
biatka (mutacje w obrebie eksonu 1-10) albo wystepowanie biatka nieprawidtowego, gdy
mutacja zajdzie w obrebie ktérego$ z kolejnych eksonéw. Tak zmienione biatko bedzie
miato prawdopodobnie prawidtowg domene FERM i rdznie zmieniony fragment C-kofncowy
[3], Zwarta, globularna struktura domeny FERM powoduje, iz wiekszo$¢ mutacji
zmieniajacych sekwencje biatka bedzie dotyczyé aminokwaséw znajdujacych sie w obrebie
rdzenia tej domeny. Mutacje te zwykle zaburzajg jego hydrofobowa strukture prowadzac
do catkowitej dezintegracji domeny FERM (mutacje Lcu64Pro, DI 18Phe [3]). Wyjatek
stanowi mutacja Val219Met, ktora nic zaburza struktury FERM. Druga grupe stanowig
mutacje dotyczace aminokwaséw powierzchniowych. Postuluje sie ich udziat w
zaburzeniach oddziatywan wewnatrz-czastcczkowych merliny (GlulO6Gly [14]), jak i
interakcji z innymi biatkami (Met77Val) [32; 45; 46].
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4. INTERAKCIEWEWNATRZCZASTECZKOWE MERLINY

Merlinajest zdolna do tworzenia homo- i heterodimerow, jak rowniez do tworzenia
trwatych monomeréw o zamknietej strukturze, w ktérej domeny N- i C-koncowe
oddziatuja ze sobg [12; 33; 43]. Podobne wiasciwosci wykazuja biatka ERM [17; 26].
Powyzsze oddziatywania (gtowa-ogon) majg charakter niekowalencyjnych wigzan
miedzy domeng FERM a fragmentem C-koncowym i sg mozliwe przy petnym
wyksztatceniu struktury obu domen. Kluczows role odgrywa tu ostatnie kilkanascie
aminokwasoOw, dlatego tez tylko domena C-ERMAD izoformy | merliny jest zdolna do
tych oddziatywan [ 10; 29]. Sugerowana mozliwo$¢ oddziatywania miedzy fragmentem
domeny FERM a domengC-ERMAD [ 12], jak réwniez mozliwo$¢ wigzania sie dwéch
domen C-koncowych [29] wydajasie w Swietle badan strukturalnych [45] artefaktem
wynikajagcym ze stosowanych metod badawczych.

Zdolno$¢ do oddziatywan N- i C-korica merliny i biatek ERM ma charakter regulacyjny.
W formie zamkniegtej merliny, zwigzanie sie domeny FERM z C-ERMAD prowadzi do
zastoniecia miejsc wigzania dla innych biatek w obrebie obu domen [10; 13; 40; 51], W
przytaczanym modelu aktywng forma biatka merliny jest forma otwarta. Do$wiadczenia
z biatkiem adhezyjnym CD44 sugerujgjednak, ze nie jest to reguta [31]- merlina wiaze
sie z CD44 w formie zamknietej. Przejscie od struktury otwartej do zamknietej i odwrotnie
jest wyrazem zar6wno oddziatywan wcwnatrz-czasteczkowych, jak i miedzy-
czasteczkowych. Dostepno$¢é w komorce wolnych domen FERM i C-ERMAD dla
réznych oddziatywan bedzie zalezna od dwo6ch czynnikéw - stezen poszczegélnych
biatek w komadrce i termodynamicznej stabilnosci oddziatywan miedzy nimi [33] oraz
mechanizmoéw regulujacych oddziatywania miedzy domenami (ryc. 4).

Zdolno$¢ domen FERM i C-ERMAD do wzajemnego oddziatywaniajest regulowana
przez wigzanie fosfolipidéw i fosforylacje. W obecnosci PIP, izoforma | merliny przytacza
NHE-RF podobniejak izoforma Il w formie natywnej [10]. Sugeruje to, ze PIP, tgczac
sie z domeng FERM tak zmienia jej konformacje, ze dochodzi do oddysocjowania C-
ERMAD. Mechanizm ten dotyczy wszystkich biatek ERM [1; 16]. Réwniez fosforylacja
seryny 518 [22] i treoniny 352 [41] prowadzi do przejscia w forme otwartg. SzczegOlnie
istotna wydaje sie fosforylacja seryny. Merlinajest fosforylowana przez kinazy PAK | -
3, bedace efektorami matych GTPaz [22], By¢ moze, tak jak w przypadku biatek ERM,
Zzaangazowane sg w ten proces réwniez inne kinazy [26],

5. MERLINA JAKO SKEADNIK MACIERZY PODBLONOWEJ

Badania immunocytochemiczne wskazuja wyraznie na podbtonowg lokalizacje biatek
ERM i merliny z preferencja do regiondw bogatych w F-aktyne [5; 7; 11; 39; 52], w
tym rdznego rodzaju lokalnych sfatdowan btony. W biatkach ERM zidentyfikowano
specyficzng domene wiazacg aktyne [49], ktorej nie wykryto w merlinie. Merlina
wigze F-aktyne (ale nie G-aktyne) poprzez domene FERM [2; 6; 18; 51], Wczesniejsze
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RYCINA 4. Schemat wzajemnych oddziatywan merliny, ezryny, NHE-RF i E3KARP. Uktad wzdtuz
osi pionowej odzwierciedla wzgledna site oddziatywan miedzy poszczegolnymi biatkami i ich domenami.
Odlegtosci pomiedzy kompleksami nie sg znaczace. Najwigksze powinowactwo wykazujg domena
FERM i C-ERMAD ezryny. Stosunkowo stabiej wigzg sie te domeny miedzy biatkami ERM a merlir.g.
C-koncowa domena izoformy Il merliny jest niezdolna do oddziatywan z domeng FERM

TABELA 1. Zestawienie biatek, z ktérymi merlina wzajemnie oddziatuje

Wigzane biatko Wiazany fragment tego biatka Forma uczestniczaca PiSmien-
w interakcji nictwo

CD44 dodatnio natadowany ogon cytoplazmatyczny  zamknieta [31; 39]
Pl-integryna bd bd [54]
EBP50/NHE-RF  C-koricowa domena wiazagca ERM otwarta [32; 36]
syntenina PDZ bd [19]
paksylina PDZ bd [9]
F-aktyna - obie konformacje [18]
mikrotubule - otwarta [51]
Pll-spektryna - bd [55]
HRS bd otwarta [13]
biatko p 110 bd bd [40]
RhoGDI bd bd [56]

bd - brak danych
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badania wskazywaty na istnienie dodatkowych miejsc wigzgcych aktyne w obrebie FERM
biatek ERM [38], Ich rolafizjologiczna w oddziatywaniach ERM jestjednak kwestionowana
[24; 25]. Wielos¢ biatek, z ktérymi merlina moze sie wigzac, wskazuje na to, ze moze ona
spetniac role integracyjnag zaréwno dla oddziatywan cytoszkielet - btona komérkowa, jak i
dla szlakéw regulacyjnych adhezji komérkowej i proliferacji (tab. 1).

Merlina wykazuje zdolnos$¢ do bezposredniego wigzania sie z biatkami btonowymi.
Uwaza sie, ze nietypowe dla biatek ERM [53] wigzanie CD44 w formie zamknietej
[31], odgrywa kluczowa role w zdolnosci merliny do supresji nowotworzenia. Biatka
ERM wigzg rOwniez inne biatka adhezyjne (ICAM, L-selektyna), a sama merlina
oddziatuje z P! -integryna.

Szczegoblng role dla funkcji merliny jako czynnika integrujgcego oddziatywania
cytoszkielet-btona spetnia jej zdolno$¢ do wigzania podbtonowych biatek majgcych
domene PDZ (NHE-RF, paksylina, syntenina) [8; 19; 32; 36], Biatka te spetniajg role
uniwersalnego tacznika wielu sktadnikéw macierzy. Merlina za ich posrednictwem
moze bra¢ udziat w regulacji przeptywu jonéw w komorce przy udziale NHE-3 [50]
oraz endocytozy biatek btonowych.

6. MERLINA JAKO SUPRESOR NOWOTWORZENIA

Niedostateczna wiedza na temat roli merliny w tworzonych przez nig kompleksach
biatkowych powoduje, ze stale nic jest jasne, co determinuje jej supresorowe
wiasciwosci. Mutacje w obu allelach genu NF2 prowadzg do zmian nowotworowych
prawdopodobnie we wszystkich tkankach. U chorych z nerwiakowtdkniakowatoscia
typu 2 spotyka sie gtéwnie nieztosliwe nerwiaki ostonkowe, wysciétczaki, oponiaki,
natomiast w modelu mysim wystepuja gtéwnie kostniaki miesakowate, widknia-
komiesaki i gruczolaki hepatocytarne [28]. Wydaje sig, ze ograniczenie lokalizacji
nowotworow u cztowieka, zwigzane jest z tkankowo- i miejscowo-specyficzng
czestosScig wystepowania somatycznej mutacji w tym genie [9; 21]. Nalezy bra¢ pod
uwage dwa mechanizmy wyjasniajace supresorowe wiasciwosci merliny.

Pierwszy mechanizm opisuje model zaktadajacy uczestnictwo merliny w tworzeniu
petli zwrotnej szlakOw sygnatowych matych GTP-az. Merlina jest regulatorem
aktywnosci GTP-az, ktére bezposrednio biorg udziat w regulacji cyklu komdérkowego
m.in biatko Racl reguluje proces transkrypcji i translacji kluczowego dla cyklu
komérkowego biatka - cykliny D! [20; 30], Wyniki badan, w ktérych podobny efekt
przywrdcenia prawidtowej budowy cytoszkieletu [2; 35] (prawidtowej ruchliwosci i
zdolnosci do rozprzestrzeniania [15]) uzyskano wprowadzajac do komorek Schwanna
merline lub znane inhibitory RhoA i Rac-1, sugeruja, ze merlina moze by¢ inhibitorem
matych GTPaz. Merlina regulujac aktywno$¢ matych GTPazjednocze$nie sama podlega
regulacji przez te biatka, gdyz fosforylacja fragmentu C-koncowego jest zalezna od
Racl [42]. Wiazanie HRS sugeruje, ze merlina bierze udziat takze w innych szlakach
sygnatowych. Prawdopobne jest, ze merlina wywiera na cytoszkielet rowniez wptyw
bezposredni, stabilizujac konce filamentéw aktynowych [18],
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RYCINA 5. Model mechanizmu regulacji proliferacji z udziatem merliny i CD44. W komorce moga
powstawac dwa kompleksy biatkowe - jeden promujacy proliferacje i drugi nieaktywujacy podziatow
komoérkowych. Powstanie odpowiednich komplekséw jest uwarunkowane fosforylacjg i defosforylacjg
merliny przez odpowiednie enzymy. Fosforylacja katalizowana jest przez kinazy PAK w kompleksie z
biatkami pomocniczymi/regulatorowymi Tiam! i Rac 1. Fosfataza biorgca udziat w procesie przeciwnym
jest nieznana

Najlepiej poznany jest drugi mechanizm - udziat merliny w inhibicji kontaktowe;j.
Badania na liniach komoérek Schwanna [31 ] wykazaty, ze w hodowlach o duzej gestosci
dochodzi do defosforylacji merliny. Podobny efekt uzyskano w hodowlach komérkowych
w pozywce o0 podwyzszonym stezeniu kwasu hialuronowego. Te same warunki
powodowaty rozdysocjowanie kompleksu CD44-ERM-merlina. Wyniki te staly sie
podstawg do zaproponowania modelu [31; 44], w ktérym istniejg dwa stany funkcjonalne
komplekséw CD44-ERM-merlina (ryc. 5). Kompleks promujacy proliferacje powstaje,
gdy domena receptorowa CD44 pozostaje niezwigzana z ligandem zewnatrzkomorkowym
lub gdy przytaczajakis nieznany czynnik aktywujacy. Tak zaaktywowany receptor wigze
kompleks biatek: Tiam-1, Racl, i kinazy efektorowej PAK. Dochodzi do fosforylacji
ERM oraz merliny i zwigzania ich z CD44. Utworzony konglomerat aktywuje proliferacje,
prawdopodobnie za posrednictwem matych GTP-az. Natomiast zwigzanie CD44
z czynnikiem hamujagcym powoduje oddysocjowanie kompleksu fosforylujgcego,
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zwigzanie fosfatazy i defosforylacje ERM i merliny. Mcrlina w formie zdefosfo-
rylowanej wigze sie bezposrednio z CD44. Wydajc sie, ze ten kompleks nie jest
ogniwem zadnego szlaku informacyjnego, gdyz nieznany jest zaden inny czynnik
wigzacy merling w formie zamknietej.

Merlina moze uczestniczy¢ w regulacji cyklu komérkowego na r6znych poziomach,
decydujac o lokalizacji receptoréw btonowych (takze dla czynnikéw wzrostu) przez
wigzanie ich z cytoszkieletem, uczestniczac w zaleznej od stanu komoérki przebudowie
cytoszkieletu [27; 47], przekazujac sygnat inhibicji kontaktowej do wnetrza komoérki,
sprzegajac ten sygnat z szlakami matych GTP-az oraz cyklin. Dalsze badania z
pewnoscig doprowadzg do stworzenia zintegrowanego modelu, taczacego opisane
mechanizmy i wyjasniajacego udziat merliny w tych procesach.

7. ZAKONCZENIE

Merlinajako produkt genu - supresora nowotworzenia, z pewno$cig zaangazowana
jest w regulacje cyklu komérkowego i proliferacji. Jednoczes$nie jej strukturalne
podobienstwo do biatek ERM, spetniajacych role gcznikéw miedzy btong komérkowa
a cytoszkieletem, sugeruje podobng funkcje merliny. Poniewaz merlina wystepuje tylko
w organizmach wielokomérkowych, mozna przypuszczaé, ze wyksztatcenie odmiennego
mechanizmu supresji wigzacego sie z integracja sygnatow waznych dla cyklu
komorkowego, dochodzacych z zewnatrz i z wnetrza komorki, mogto by¢ zwigzane z
przystosowaniem komorek do wspétistnienia w tkankach.
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FIZJOLOGICZNA | MOLEKULARNA ODPOWIEDZ
ROSLINY NA STRES DEHYDRATACYJNY

PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR PLANT RESPONSE
TO DEHYDRATION STRESS

Izabela PAWLOWICZ

Instytut Genetyki Roslin PAN w Poznaniu

Streszczenie: Dehydratacja komérek jest nastepstwem wystepowania w srodowisku takich czynnikéw
abiotycznych, jak: susza, wysokie zasolenie gleby oraz niska temperatura. W odpowiedzi w roslinie
zachodzi szereg zmian na poziomie fizjologicznym oraz molekularnym. Nastepuje synteza r6znego
rodzaju zwigzkéw organicznych, okreslanych jako substancje kompatybilne, ktére obnizajac potencjat
wody zapobiegajajej wyptywowi z komoérki, a takze petnig funkcje ochronne dla biatek i bton. Nalezgdo
nich rozpuszczalne cukry, niektére aminokwasy, kwasy organiczne oraz osmoprotektanty i biatka pro-
tekcyjne. Dostosowanie metaboliczne do warunkéw stresu jest réwniez zwigzane ze zmianami w eks-
presji wielu genéw. Geny te kodujg biatka enzymatyczne nalezace do r6znych szlakéw metabolicznych
(desaturazy, glukozylotransferaze, dysmutaze ponadtlenkowa, MAP kinazy), biatka hydrofitowe (de-
hydryny, osmotyny), a takze czynniki transkrypcyjne oddziatujace ze specyficznymi sekwencjami
regulatorowymi w promotorach genéw transkrybowanych podczas stresu. Wyr6znia sie cztery gtéwne
kaskady regulacji ekspresji genoéw: dwa szlaki ABA-zalezne oraz dwa ABA-niezalezne. Podczas suszy
aktywowane sg obydwa rodzaje, a pod wptywem niskiej temperatury uruchamiana jest tylko kaskada
ABA-niezalezna.

Stowa kluczowe: dehydratacja, substancje kompatybilne, biatka hydrofilowe, szlak ABA-zalezny i ABA-
niezalezny.

Summary: Cellular dehydration is caused by abiotic factors like drought, high salinity and low tempera-
ture. Plants respond to stress with many changes at physiological and molecular level. They accumulate
compatibile solutes, among them non-reducing sugars, some amino acids, organic acids, osmoprotectans
and protective polypeptides. This substances prevent water efflux outside the cell by reducing its
chemical potential. Metabolic adjustment to stress involves changes in number genes expression. They
encode enzymatic polypeptides involved in different metabolic pathways (desaturases, glucosyl trans-
ferase, superoxide dismutase, MAP kinases), hydrophylic proteins (dehydrins, osmotins), and also
regulatory elements which interact with transcriptional activators found in promoters of genes transcri-
bed under stress conditions. It is proposed that four signal transduction pathways function under cell
dehydration: two ABA-independent and two ABA-dependent. ABA-independent cascade is activated
by cold whereas by drought both of them.
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Key words\ déhydration, compatible solutés, hydrofilic polypeptides, ABA-dependent and
ABA-independent pathways.

WPROWADZENIE

Reakcja rosliny na r6znego rodzaju niekorzystne czynniki srodowiskajest bardzo ztozona.
W poczatkowej fazie odpowiedzi na stres nastepuje ograniczenie lub zahamowanie wzrostu
i rozwoju roéliny, po czym rozpoczyna sie etap dostosowania metabolizmu komdrkowego
do warunkéw stresu i kontynuowanie wzrostu. Dostosowanie to jest zwigzane z synteza
nowych makroczasteczek, a takze ze zmianami w ekspresji duzej liczby genow, ktérych
produkty biatkowe petnig funkcje ochronne dla struktur komdrkowych, membran oraz
biatek [69]. Pewne polipeptydy sagromadzone w komorkach pod wptywem réznych streséw,
inne natomiast wykazujg specyficzno$¢ dla okreslonego bodZca zewnetrznego. Pomimo
ze liczne czynniki stresowe moga wywotywacé charakterystyczna dla siebie reakcje,
mechanizmy obronne wyksztatcone przez rosliny majawiele elementéw wspélnych. R6zne
gatunki roslin mogawykorzystywac te same mechanizmy percepcji sygnatéw pochodzacych
ze Srodowiska zewnetrznego oraz ich przekazywania do komorek, ale koricowa odpowiedz
rosliny moze by¢ odmienna w zaleznosci od rodzaju czynnika zewnetrznego. Mowimy tu o
tzw. ,,cross-talE', czyli krzyzowaniu sie drog, ktorymi biegnaszlaki sygnalizacyjne [39],

Stres dehydratacyjny moze by¢ spowodowany susza, wysokim zasoleniem lub chtodem.
Niezaleznie, ktory rodzaj stresu wystapi, w roslinie zachodzg podobne zmiany na poziomie
fizjologicznym oraz molekularnym. Nastepstwem niedoboru wody jest redukcja wydajnosci
fotosyntezy i zahamowanie wzrostu. Kurczenie sie komérek prowadzi do zmiany oddziatywan
pomiedzy Sciang komorkowa a btong komorkowa (plazmalemma), czego wynikiem moze
by¢ utrata selektywnych wiasciwosci plazmalemmy w stosunku dojonéw i matych czasteczek
[41], Zwiekszenie stezenia soli i kwasow organicznych w protoplasciejest przyczyna denaturacji
biatek i inaktywacji enzyméw. W odpowiedzi rosliny gromadza r6znego rodzaju zwigzkKi
organiczne, okreslane jako substancje kompatybilne, ktére obnizajac potencjat wody
zapobiegaja jej wyptywowi z komorki, a takze petnig funkcje ochronne dla biatek i
bton. Nalezg do nich cukry rozpuszczalne, niektdre aminokwasy, kwasy organiczne
oraz osmoprotektanty i biatka protekcyjne [28,71].

Wiele zmian w metabolizmie komérkowym prowadzacych do zachowania
réwnowagi osmotycznej miedzy komérka a srodowiskiem zewnetrznym jest wynikiem
zmian w ekspresji gendéw. Wiekszos$¢ z wyizolowanych dotychczas gendéw, ktérych
poziom ekspresji wzrasta pod wptywem stresu, jest wspdlnych dla wszystkich trzech
wyzej wymienionych czynnikéw powodujacych dehydratacje komoérek [59].
Zidentyfikowane geny kodujg miedzy innymi réznego rodzaju biatka hydrofitowe
(dehydryny, osmotyny), biatka enzymatyczne nalezace do réznych szlakéw
metabolicznych (desaturazy, glukozylotransferaze, dysmutazeponadtlenkowg, MAP
kinazy) oraz czynniki transkrypcyjne oddziatujace ze specyficznymi sekwencjami
regulatorowymi w promotorach gendéw transkrybowanych podczas stresu [11,24,25].
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1. ZMIANY FIZJOLOGICZNE WYWOLANE DEHYDRATACJA
KOMOREK

Utrata wody jest dla rosliny procesem wysoce niekorzystnym. Stan silnego
odwodnienia komdrek utrzymujacy sie przez dtuzszy czas prowadzi do $mierci rosliny.
Stres dehydratacyjny powstaje w wyniku dziatania na rosline takich czynnikéow
abiotycznych, jak: susza, wysokie zasolenie gleby oraz niska temperatura. Wyptyw
wody z komorek jest nastgpstwem zaburzenn réwnowagi osmotycznej miedzy
srodowiskiem wewngtrzkomaérkowym a zewnetrznym. Podczas suszy odwodnienie
komorek jest spowodowane obnizong dostepnoscig wody dla roslin na skutek jej
niedoboru w $srodowisku, natomiast wysokie zasolenie gleby powoduje zwigkszenie sit
wigzacych wode w podtozu [41], Poniewaz w warunkach suszy i zasolenia woda
zawarta w tkankach charakteryzuje sie wyzszym potencjatem chemicznym, prze-
mieszcza sie zgodnie z prawami dyfuzji na zewnatrz komorki. W przypadku stresu
wywotanego niska temperaturg odwodnienie jest procesem wtérnym, spowodowanym
pozakomérkowag krystalizacjg wody w temperaturach zamarzania [72].

W nastepstwie dehydratacji roslina traci turgor, nastepuje zahamowanie podziatéw
mitotycznych komadrek oraz zamkniecie aparatéw szparkowych [6,9,43]. Uszkodzenia
komoérek sg przede wszystkim wynikiem dezorganizacji protoplazmy. Wraz z utratg
wody komarki zaczynaja kurczy¢ sie, co powoduje zmiane oddziatywan miedzy $ciang
komérkowa a btong komérkowsa (plazmalemma). Powstajgce naprezenia moga
prowadzi¢ do uszkodzenia plazmalemmy lub do zmian jej wtasciwosci, np. do otwarcia
kanatéw jonowych zaleznych od naprezenia [41]. Gdy zawarto$¢ wody w komorce
spadnie do okoto 20% jej poczatkowej wartosci, moze nastgpi¢ przejscie dwuwar-
stwowej struktury lipidowej btony w faze heksagonalng Il [64,73], Jej powstanie jest
nieodwracalne i szczegdlnie niebezpieczne dla funkcjonowania komorek, gdyz
modyfikacjom moze ulec potozenie lub konformacja biatek btonowych. Obecnosé
uktadoéw heksagonalnych powoduje tworzenie sie w btonie kanatéw, przez ktére woda
swobodnie wyptywa do srodowiska pozakomérkowego. Nastepuje réwniez utrata
selektywnych witasciwosci plazmalemmy w stosunku do jondw i matych czasteczek
[41], Wynikajace z dehydratacji zwiekszenie stezenia soli i kwaséw organicznych w
protoplascie moze prowadzi¢ do denaturacji biatek i inaktywacji enzymow.

Zapobieganie utracie wody przez rosline zachodzi na skutek proceséw, ktére obejmuja
przebudowe struktur komérkowych oraz dostosowanie osmotyczne do warunkéw
stresu. Nastepuje wzrost ptynnosci membran przez zwiekszenie udziatu w ich sktadzie
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, gtdwnie dzieki wzmozonej ekspresji genéw
kodujacych desaturazy kwasow ttuszczowych [68]. Zmiany w komponencie ttusz-
czowym bton powodujg obnizenie temperatury, w ktorej tworza sie uktady heksagonalne.
Ponadto, roslina akumuluje r6znego rodzaju substancje, ktére wiazgwode w komdrkach.
Ich obecnos$¢ w cytoplazmie powoduje obnizenie potencjatu wodnego, co umozliwia
komdrkom pobieranie wody z otoczenia. Do substancji tych nalezgniskoczasteczkowe
zwigzki organiczne, takie jak: cukry nieredukujace (sacharoza i trehaloza), oligo-
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sacharydy, niektére aminokwasy (prolina, seryna) oraz czwartorzedowe aminy (betainy)
[53,58,71]. Petnig one dodatkowo funkcje krioprotekcyjna, ktéra polega na ochronie
struktur komdérkowych w warunkach niskich temperatur, a po nagromadzeniu w
komérkach w wyzszych stezeniach (rzedu milimoli) dzialajg jako osmoregulanty.
Do gtéwnych osmolitow nalezy prolina i glicynobetaina, jak réwniez poliole (glicerol,
sorbitol, mannitol). Przyktadowo, w ziemniakach prolinajest akumulowana zaréwno
w cytozolu, jak i w plastydach w stezeniu powyzej 100 mM [10]. Substancje
osmotycznie czynne oraz biatka stresowe stabilizujg inne biatka komo6rkowe oraz
membrany podczas stresu. W odpowiedzi na stres dehydratacyjny nastepuje w
komérkach réwniez synteza hormonoéw stresowych, takich jak: etylen [17], kwas
abscysynowy (ABA) [44] oraz kwas jasmonowy [20,34]. Sg one zaangazowane
(zwilaszcza ABA) w regulacje ekspresji gendéw indukowanych podczas odwodnienia
komarek.

1.1. Stres suszy

Podczas suszy spowodowanej niedoborem wody w glebie nastepuje obnizenie
potencjatu wodnego oraz aktywnosci wody komorkowej, w wyniku czego wyptywa
ona z komorek do przestrzeni miedzykomoérkowych, a nastepnie na zewnatrz rosliny.
Nastepuje zmniejszanie sie objetosci komorek, przez co w cytoplazmie wzrasta stezenie
zwigzkoéw mato- i wielkoczasteczkowych oraz soli i jonéw. Czestsze oddziatywania
miedzy czasteczkami moga prowadzi¢ do denaturacji biatek oraz fuzji bton. Wysokie
stezenie jondw moze rowniez niekorzystnie wptywac na r6zne struktury komaérkowe,
gtownie chloroplasty oraz na biatka i membrany i prowadzi¢ do zaburzen w metabolizmie.
Przetrwanie przez rosling okresow silnego odwodnienia tkanek zwigzane jest z syntezg
znacznych ilosci nieredukujacych dwu- i oligosacharydéw, substancji kompatybilnych,
a takze specyficznych biatek, takich jak: LEA (Late Embryogenesis Abundant) [13,31]
i HSP [76].

Utrata przez rosline ponad 50% zawarto$ci wody nazywana jest desykacja [41],
Wiele gatunkéw ma zdolno$¢ pozostawania w stanie ozywionym nawet przy znacznie
bardziej zaawansowanej dehydratacji tkanek. Przechodzg one wtedy w stan anhy-
drobiozy [14], ktéry polega na niemalze catkowitym zahamowaniu metabolizmu oraz
redukcji proceséw oddechowych. Rosliny rezurekcyjne, takie jak Craterostigma
plantagineum, przezywaja odwodnienie tkanek siegajgce az 98% [23]. Mechanizmy
nadajgce roslinom tolerancje na susze polegaja na stabilizacji struktur komérkowych
przez ich preferencyjne uwodnienie, natomiast tolerowanie desykacji wymaga
zastgpienia czasteczek wody przez inne czasteczki, ktére rowniez w odpowiednich
warunkach tworzg wigzania wodorowe [28]. Zwigzki, takie jak: prolina, glutaminian,
glicynobetaina, kamityna, mannitol, sorbitol, fruktany, poliole, sacharoza i oligosacharydy,
moga zapobiega¢ interakcjom miedzy makroczgsteczkami prowadzgcym do utraty
ich funkcji. Sg one usuwane z powierzchni biatek, przez co polipeptydy te pozostajg
uwodnione [3]. Gdy zawarto$¢ wody w komérkach spadnie ponizej wspétczynnika
0,3 (ilosci wody przypadajgcej na gram suchej masy), wiekszos¢ substancji kompa-
tybilnych traci zdolnos¢ stabilizacji biatek i bton komdrkowych. Funkcje te zachowujg
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jedynie cukry, ktore podczas rehydratacji sg ponownie zastepowane przez czasteczki
wody [28].

Biatka hydrofitowe LEA, ktérych gtéwna frakcje stanowig dehydryny, sg gromadzone
w cytoplazmie, jadrze komérkowym i chloroplastach. Ich funkcjajest miedzy innymi
sekwestracjajonoéw (usuwanie nadmiaru jonéw) oraz tworzenie wiazan wodorowych
podczas braku czgsteczek wody [12,15]. Bardzo duza ilos¢ reszt polarnych w ich
strukturze pozwala niektorym biatkom LEA otacza¢ makroczasteczki kohezyjna
warstwg wodng. Podczas postepujgcego odwodnienia tkanek reszty hydroksylowe
biatek LEA oddziatujg zamiast wody z grupami powierzchniowymi innych biatek,
prowadzgc do zachowania ich struktury i funkcji.

Niskoczasteczkowe biatka HSP (rodzina HSP70 i HSP100) [76] moga dziata¢ jako
biatka opiekuncze podczas odwadniania nasion oraz w poczatkowej fazie rehydratacji.
Biatka szoku termicznego dostosowujgstan zwiniecia biatek (zwiniety badz rozwiniety)
do warunkow stresu i ten sposéb minimalizujg agregacje biatek, ktére utracity
prawidtowa strukture lub Kierujaje do degradacji [21].

1.2. Stres solny

Gtbéwnag przyczyng stresu solnego jest akumulowanie w glebie wysokich stezeh
chlorku sodu. Nadmiar jonéw Na+i CV zaburza gospodarke jonowa w roslinie, gdyz
hamuje pobieranie innych jonéw, zwlaszcza NOV K+i Ca2+[50]. Nadmiar Na+moze
zatem doprowadzi¢ w roslinie do deficytu potasu lub wapnia. Podczas zbyt duzego
zasolenia obserwowane sa zakldcenia w transporcie nie tylko jonéw, ale rOéwniez
niektérych metabolitéw. Nastepuje gwattowny wzrost w komérkach poziomu kwasu
abscysynowego i zamykanie aparatow szparkowych, co ogranicza transpiracje, ale
jednoczes$nie obniza wydajnos¢ fotosyntezy i prowadzi do wzrostu ilosci reaktywnych
form tlenu (ang. reactive oxygen species) [27]. Obecnos$¢ podwyzszonego stezenia
jonéw w podtozu sprawia, iz roslina nie moze swobodnie pobiera¢ wody, poniewaz
zwigkszajg sie sity osmotyczne utrzymujgce jaw glebie. Stresowi jonowemu towarzyszy
stres osmotyczny, a czesto takze hipoksja, czyli stres zwigzany z niedoborem tlenu w
podtozu [41], Z powodu niedostatecznej ilosci wody w roslinie nastepuje utrata turgoru
i wstrzymanie elongacyjnego wzrostu komorek. Ustaje rowniez wzrost korzeni, co
jest dodatkowsg przyczyng ograniczonego pobierania wody. Zachodzg zmiany we
wiasciwosciach bton i ich dezorganizacja. Szczegdlnie wrazliwy na nadmiar soli w
podtozu jest proces glikolizy oraz cykl kwasow trdjkarboksylowych [41], Ponadto,
roslina przestaje asymilowac azot, czego nastepstwem jest nieprawidtowy metabolizm
biatek. Jony nagromadzone w glebie w wysokim stezeniu oddziatujgc z czgsteczkami
wody zmieniajajej stan fizyczny, jak réwniez powoduja zmiane oddziatywan wody ze
strukturami komérkowymi, btonami i biatkami. Sagto oddziatywania dwojakiego typu,
kosmotropowe i chaotropowe. Pierwsze z nich sprzyjaja przejsciu fazowemu bton w
komorkach, ktére ulegly dehydratacji, natomiast oddziatywania chaotropowe powoduja
destabilizacje bialek oraz preferencyjne tworzenie sie¢ w membranach struktury
micelamej zamiast warstwowej [41].
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Tolerowaniu nadmiernego zasolenia towarzyszy osmoregulacja, ktéra polega na
obnizeniu potencjatu osmotycznego soku wakuolamego komorek na skutek akumulacji
soli i matoczgsteczkowych substancji organicznych, takich jak: prolina, glicyna, betaina.
Gromadzenie soli w wakuoli chroni cytoplazme i organelle, gtdwnie chloroplasty i
mitochondria, przed negatywnymi skutkami stresu solnego. Substancje kompatybilne
pozwalajg utrzymac réwnowage osmotyczng miedzy cytoplazmaa wakuolg, w ktérej
akumulowane sgsole [8]. Po kilku godzinach od zadziatania bodZca nastepuje synteza
osmotyn [84], ktéra jest zalezna od statej obecnosci kwasu abscysynowego w
komérkach. ABA indukuje ekspresje okreslonych gendéw, ktére regulujg procesy
prowadzace do tolerowania nadmiernego zasolenia.

1.3. Stres niskich temperatur

Stres chtodu powstaje po obnizeniu sie temperatury otoczenia do okoto zera stopni
Celsjusza [48], natomiast przy spadku temperatury ponizej zera méwimy o stresie
mrozu. W tych dwéch zakresach niskich temperatur rosliny podlegaja odmiennym
uszkodzeniom. Pierwotng reakcjg rosliny na chtéd, podobnie jak na stres wodny i
solny jest zahamowanie wzrostu i rozwoju. Gdy temperatura osiggnie wartosci ujemne,
woda uwalniana z komoérek zaczyna krystalizowa¢ w przestrzeniach miedzy-
komaorkowych i miedzy $ciang komoérkowsa a protoplastem tworzac 16d. Po dalszym
spadku temperatury nastepuje krystalizacja tresci komdrkowej i powstajg trwate
uszkodzenia struktur komoérkowych [63,72, 83].

Ze wzgledu na stopien odpornosci na niskie temperatury rosliny mozna podzieli¢ na
trzy grupy: rosliny wrazliwe na chtéd, rosliny odporne na chtéd, ale wrazliwe na
zamarzanie oraz rosliny tolerujgce zamarzanie. Do pierwszej z nich naleza te gatunki,
ktoérych struktury komoérkowe ulegajg uszkodzeniom juz pod wptywem chiodu.
Temperaturg letalng dla roslin wrazliwych na chtéd sa niskie temperatury dodatnie w
przedziale od 4 do 15°C. Do tej grupy nalezy wiekszo$¢ gatunkéw roslin zielnych i
drzewiastych klimatu gorgcego oraz niektore grzyby i glony zasiedlajace ciepte wody
oceanow.

Gatunki wrazliwe na zamarzanie, ale tolerujgce chtéd wyksztatcity mechanizmy,
ktére pozwalajg im przetrwac okresowe obnizenie temperatury do punktu krystalizacji
wody w komorkach. Sa to glony rosngce w chtodnych wodach oceandéw, niektére
glony wad stodkich, drzewa strefy tropikalnej i subtropikalnej oraz niektore gatunki
roslin klimatu umiarkowanego. Natomiast rosliny niewrazliwe na zamarzanie to takie,
ktére znoszg temperatury zamarzania, a po ekspozycji na chtéd (tj. w temperaturach
nieco powyzej zera) ich odporno$¢ na zamarzanie wzrasta. Zdolno$¢ do zwiekszania
odpornosci na mréz podczas ekspozycji na chtéd jest okreslanajako aklimatyzacja lub
hartowanie. Po okresie aklimatyzacji rosliny moga kontynuowac wzrost. Do tej grupy
mozna zaliczy¢ niektére stodkowodne glony ze strefy ptywow, glony zyjace na ladzie,
mchy oraz dwu- i wieloletnie rosliny ladowe zasiedlajgce obszary, gdzie wystepujg
mrozne zimy.

Rodzaje uszkodzen spowodowane dziataniem niskiej temperatury zaleza od wartosci,
jakie ona osigga oraz tempajej spadku., Szczegdlnie destrukcyjne dziatanie majg nagte
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spadki temperatury, gdyz wywotujg one tzw. szok termiczny. Najbardziej wrazliwy na
dziatanie niskich temperatur jest aparat fotosyntetyczny. Fotosystem Il (PSIl) przede
wszystkim ulega uszkodzeniom, ktére pogtebiaja sie, gdy niskiej temperaturze
towarzyszy silne naswietlenie. Nastepuje wowczas fotoinhibicja fotosyntezy [4]
spowodowana nadmiarem ilosci energii Swietlnej wzbudzonej w LHCII w stosunku
do zapotrzebowania na jej ilos¢ w warunkach stresowych. Najdtuzej prawidtowa
strukture zachowujg plazmalemma i tonoplast. Dodatkowe uszkodzenia pod wptywem
niskiej temperatury moze spowodowaé powstajacy stres oksydacyjny wywotany
nadmiarem ilosci energii Swietlnej wzbudzonej w chloroplastach. Zapobieganie
tworzeniu sie w komérce wysokiego stezenia reaktywnych form tlenu jest waznym
elementem zwiekszania tolerancji na stres. Nastepuje ono w wyniku wzrostu wydajnosci
systemu antyoksydacyjnego, ktéry obejmuje antyoksydanty komorkowe (kwas
askorbinowy, glutation, P-karoten) i enzymy szlaku oksydacyjnego, do ktérych nalezg
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), reduktaza dehydroaskorbinianowa
(Dha-Red), peroksydaza askorbinianowa (Asp-Px) i reduktaza glutationowa (GR)
[40].

Wzrost odpornosci komadrek na stres pod wptywem niskich temperatur nastepuje
gtébwnie w wyniku przebudowy membran komoérkowych, tzn. zwigkszenia udziatu
nienasyconych kwasow tluszczowych (gtéwnie kwasu linolowego) [28] w fosfo- i
galaktolipidach oraz akumulacji takich lipidow, jak fosfatydyloetanolamina lub
fosfatydylocholina. Szczegdlnie istotnym elementem systemu ochrony chloroplastéw
przed uszkodzeniami fotooksydacyjnymi jest zwiekszenie w nich udziatu chinonow i
oc-tokoferolu [22].

2. ZJAWISKO AKLIMATYZACJI (HARTOWANIA)
DO NISKICH TEMPERATUR

Zwigkszenie tolerancji roslin na niskie temperatury nastepuje podczas ich ekspozycji
na dziatanie temperatur nieco powyzej zera [30,45,72], W tym czasie zachodzg zmiany
strukturalne w membranach i écianie komérkowej, a takze metaboliczne i osmotyczne
dostosowanie wzrostu i rozwoju do warunkdw stresu. Rosliny stajg sie bardziej odporne
na dziatanie temperatur zamarzania na skutek wytworzenia sie tzw. indukowanej
tolerancji [ 19], kt6ra polega na tym, iz krétkotrwate dziatanie stresu o umiarkowanym
natezeniu powoduje wzrost tolerancji na p6zniejsza, wyzsza dawke tego samego stresu.
Bodziec o wyzszej sile dziatajagcy przed zahartowaniem bytby dla organizmu letalny.
Co wiecej, rosliny eksponowane na dziatanie tagodnego stresujednego rodzaju, uzyskujg
tolerancje nie tylko na wiekszg dawke tego samego stresu, ale réwniez na szok
wywotany przez inny czynnik stresogenny. Roslina hartowana w chitodzie bedzie
tolerowata znacznie wigksze odwodnienie komérek niz roslina nieaklimatyzowana.
Zwiekszenie tolerancji rosliny poddanej dziataniu jednego stresu Srodowiskowego na
inne stresy jest wynikiem dziatania zjawiska, tzw. ,,cross-protection™ [19].
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Hartowanie w chtodzie wiaze sie ze zmianami ekspresji wielu genéw kodujacych
biatka o r6znych funkcjach, poczynajac od czgsteczek sygnatowych, poprzez czynniki
transkrypcyjne uruchamiajace ekspresje kolejnych gendw, ktérych produkty ekspresji
zabezpieczajg struktury komorkowe podczas stresu [70]. Ekspresja duzej grupy genéw
podczas stresu jest regulowana przez hormony roslinne, gtdwnie kwas abscysynowy
(ABA) i etylen [41,80].

3. GENY COR

Jedng z zasadniczych zmian, jakie zachodza w komérkach podczas dehydratacji,
jest zwiekszenie poziomu biatek stresowych. Geny kodujace takie biatka sg okreslane
jako COR/LTI/CAS/RD/ATP (ang. cold-regulated genes, low-temperature
induced, cold acclimation specific, responsive to desiccation, anti-freeze
proteins) [70,75,77],Poziom ekspresji genbw COR (ang. cold regulated genes)
ulega wyraznemu zwiekszeniu w odpowiedzi na deficyt wody spowodowany
zarbwno przez chtdd, susze, jak i zasolenie. Wiekszos¢ z nich koduje biatka
hydrofilowe niemajgce aktywnosci enzymatycznej. Najliczniejszg grupe stanowia
dehydryny, ktére najprawdopodobniej peinig funkcje krioprotekcyjne. Jednym z
biatek dehydrynowych, ktérego rola zostata poznana, jest biatko COR15a [46,61]
zidentyfikowane w Arabidopsis thaliana w stromie chloroplastow. Jak wykazano,
jego funkcja polega na obnizaniu temperatury przechodzenia dwuwarstwowej fazy
lipidowej bton w faze heksagonalng Il [65]. Zwiekszony poziom tego biatka pod
wptywem chiodu u Arabidopsis thaliana powoduje wzrost tolerancji na
zamarzanie wewnetrznej btony chloroplastow i protoplastow w przedziale
temperatur od -4 do -6°C [5,65]. Jak wynika z doniesien literaturowych, zwiekszony
udziat w komarkach roslin transgenicznych produktéw genéw COR prowadzi do
zwiekszenia odpornosci na temperatury zamarzania roslin, ktore nie byty wczesniej
aklimatyzowane [32].

Geny COR mozna podzieli¢ na trzy grupy w zaleznosci od specyfiki ich ekspresji:
1 - geny indukowane pod wptywem suszy i niskiej temperatury (ang. drought and

cold-inducible genes),
2 - geny specyficznie indukowane przez niska temperature (ang. cold-specific indu-
cible genes),

3 - geny specyficznie indukowane przez susze (ang. drought-specific inducible
genes).
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4. REGULACJA EKSPRESJI GENOW INDUKOWANYCH
POD WPLYWEM DEHYDRATACJI - DROGI TRANSDUKCJI
SYGNALrU

Biorac pod uwage fakt, ze duza liczba tych samych genow jest indukowana zaréwno
pod wptywem wysokiego zasolenia, suszy, jak i niskiej temperatury, inne natomiast sg
aktywowane specyficznie przez jeden z tych czynnikdédw, mozna przypuszczacé, ze
istnieje kilka szlakéw transdukcji sygnatu dla stresu dehydratacyjnego. Drogi te moga
sie ze sobg krzyzowac¢ lub przebiegac niezaleznie i uruchamia¢ odmienne mechanizmy
obronne rodliny. Z danych wielu autoréw wynika, ze wiekszos¢ gendw indukowanych
chtodem jest takze uruchamiana przez susze. Istotng role w odpowiedzi na stresy
dehydratacyjne petni ABA, stad wyodrebnia sie cztery gtéwne kaskady regulacji
ekspresji genow: dwa szlaki ABA-zalezne oraz dwa ABA-niezalezne [59], Podczas
suszy aktywowane sg obydwa rodzaje, a pod wptywem niskiej temperatury uru-
chamiana jest tylko kaskada ABA-niezalezna.

Analiza mutantéw Arabidopsis z niedoborem ABA (aba) oraz niewrazliwych na
ABA (abi), wykazata, ze wiekszos¢ genow, ktére sg aktywowane pod wplywem
egzogennego ABA, jest rowniez indukowanych przez chtéd lub dehydratacje [31]. W
przypadku genéw rd 29A/Iti 78/cor 78 i cor 15a [71,60] u Arabidopsis thaliana,
ktorych ekspresja w warunkach kontrolnych jest aktywowana pod wpltywem
egzogennego ABA, u mutantéw byta uruchamiana zaréwno pod wptywem chtodu, jak
i suszy. Wyniki te wskazuja, ze obecnos$¢ kwasu abscysynowego nie jest niezbedna do
zainicjowania transkrypcji tych genéw, ale odpowiadajg one na jego obecnos¢ w
komorce, w wyniku ktérej nastepuje akumulacja odpowiadajgcych im transkryptow.

Duza liczba gendw ulegajgcych ekspresji podczas dehydratacji komérek jest takze
aktywna w normalnych warunkach, lecz na znacznie nizszym poziomie. Z chwilg
zadziatania bodZca stresowego poziom transkryptow tych gendéw wzrasta przecietnie
kilkukrotnie w poréwnaniu ze stanem wyjsciowym. Gromadzenie transkryptow moze
by¢ krotkotrwate lub utrzymywacé sie tak dtugo, jak dtugo dziata czynnik stresowy.
Wraz z jego ustgpieniem mRNA zaczyna by¢ degradowane.

4.1. Szlak ABA-niezalezny

Geny COR indukowane pod wptywem suszy i chtodu w sposo6b niezalezny od ABA
majg w swoich odcinkach promotorowych 9-nukleotydowy cA-element regulatorowy
0 sekwencji TACCGACAT, okreslany jako CRT/DRE (ang. C-repeat/dehydration-
responsive element) [7,82], W sekwencji tej wystepujg tandemowe powtdrzenia
cytozyny. CTR/DRE jest miejscem wigzania czynnikow transkrypcyjnych typu trans,
ktérych synteza réwniez zachodzi w warunkach niskiej temperatury i dehydratacji.
Poniewaz wigzg sie z elementem CRT/DRE, nazywane sg czynnikami CBF (ang.
CRT-binding factors), [46,66,82] lub DREB (ang. DRE-binding factors) [35,47].
W swym skiadzie aminokwasowym czynniki CBF zawierajadomene AP2 (APETALA2/
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RYCINA 1. Drogi transdukcji sygnatu dla stresu suszy i chtodu u Arabidopsis thaliana: b i ¢ - drogi
zalezne od ABA; a, d, e, T - drogi ABA-niezalezne. Ekspresja genéw abi 1, abi 2 i era 1 jest
uruchamiana przez ABA. Gen hos 1 jest transkrybowany podczas stresu suszy z udziatem biatek
DREB2, natomiast ekspresja genéw sfr 6, hos 1 i hos 2 indukowana chtodem wymaga obecnosci biatek
DREB1/CBF. Chtodospecyficzny gen esk | jest elementem szlaku DRE-niezaleznego

ETHYLENE RESPONSE ELEMENT BINDING PROTEIN) [37,79] charakterystyczng
dla wielu czynnikéw oddziatujgcych z réznymi sekwencjami regulatorowymi w
promotorach genéw zwigzanych ze wzrostem i rozwojem oraz reakcjg na czynniki
stresowe. Jak dotad, obecnos¢ motywu AP2 stwierdzono wyltgcznie u roslin. Jest on
elementem regulatorowym dla takich czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak
APETALA2 [33], AINTEGUMENTA [18,38], TINY [78], rodziny czynnikéw EREBP
(ang. ethylene-responsive element binding protein) oraz biatka AP2, odgrywajgcego
role w regulacji morfogenezy kwiatow [51,52]. Ponadto, domene te majg wszystkie
czynniki typu DREB.

4.2. Biatka typu DREB

Ze wzgledu na odmienny sktad aminokwasowy czynnikéw transkrypcyjnych typu
DREB, wylgczajac konserwatywng domene AP2, mozna je podzieli¢ na dwie duze
rodziny: DREB1/CBF i DREB2 [24,47], ktére dziatajg w dwdch oddzielnych szlakach
transdukcji sygnatéw. Ekspresja genéw DREB1/CBF jest indukowana przez niska
temperature, podczas gdy DREB?2 jest prawdopodobnie aktywowana potranskrypcyjnie
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w warunkach suszy [61]. U Arabidopsis znaleziono trzy biatka typu DREB1/CBF,
kodowane przez geny utozone tandemowo na chromosomie 4 w nastepujgcym porzadku
liniowym: DREBIB(CBFI), DREB1A(CBF3) i DREB1C(CBF2) [49,62], Rosliny
modyfikowane genetycznie o podwyzszonym poziomie biatka DREB1A sg bardziej
odporne na susze, zasolenie czy przemarzanie niz rosliny o genotypie dzikim. Rodzina
DREB2 natomiast skiada sie z dwoéch biatek: DREB2A i DREB2B [47],

4.3. Czynniki transkrypcyjne DREB1

Transkrypty genéw kodujacych biatka DREB1 pojawiajasie w komérce juz po 15
minutach od umieszczeniaroslin w chtodzie, natomiast ekspresja genéw COR nastepuje
po uptywie 1-2 godzin od zadziatania bodZca [24,62]. Liczne badania wykazaty, ze
czynniki CBF petnig kluczowarole w procesie aklimatyzacji roslin do niskich temperatur.
Konstytutywna ekspresja biatlek CBF1 i CBF3 w niestresowanych roslinach
Arabidopsis thaliana powoduje wzrost ich odpornosci na temperatury zamarzania
przed ekspozycja w chitodzie. Geny zawierajgce element regulatorowy CRT/DRE,
ktorych ekspresjajest indukowana za pomocg czynnikéw transkrypcyjnych DREB1/
CBF, tworza tzw. ,,regulon CBF”.

Wielu autoréw sugeruje, iz rosliny ze stalg ekspresjg czynnika DREB1A(CBF3)
charakteryzujgsie duzo wyzszgtolerancjg na temperatury zamarzania niz te z nadekspresja
CBF1 [47]. Transkrypt dla DREB1 A(CBF3) pozostawat na bardzo niskim poziomie w
roslinach Arabidopsis thaliana typu dzikiego nawet po 7 dniach aklimatyzacji w chtodzie
w temperaturze 5°C. Natomiast rosliny transformowane transgenem ztozonym z
promotora 35S i sekwencji DNA dla CBF3 wykazywaty zaréwno bardzo wysoki poziom
transkryptu dla CBF3, jak rowniez stalg ekspresje gendw COR na poziomie 3 do 5 razy
wyzszym niz w aklimatyzowanych roslinach kontrolnych [25]. Trzy niezalezne linie z
nadekspresjg genu DREB1A(CBF3) byly odporne na temperature -8°C, bez
wczesniejszego traktowania roslin chtodem. Po aklimatyzacji, przezywaty w temperaturze
—11°C lub nawet nizszej, a rosliny kontrolne jedynie w -6°C. Ponadto, rosliny te
akumulowaty duzo wyzsze ilosci proliny i cukrow rozpuszczalnych, takichjak: glukoza,
fruktoza, sacharoza i rafinoza [25], Zaob-serwowano roéwniez, ze wysoki poziom biatka
CBF3 w warunkach niestresowych sprawiat, ze rosliny charakteryzowaty sie
»Kartowatym” fenotypem. Miaty one mniejsze rozmiary, a ich wzrost i czas kwitnienia
byt znacznie op6zniony w poréwnaniu z roslinami dzikimi. Koricowa biomasa roslin oraz
wydajnos¢ plonu byty réwniez znacznie obnizone [47].

W ostatnim czasie zostat wyizolowany z Arabidopsis thaliana kolejny czynnik
transkrypcyjny z rodziny biatek CBF/DREB1, DREB | D(CBF4) [26]. Odmiennie, niz
w przypadku gendéw CBF1, 2 i 3, ekspresja genu CBF4 jest indukowana nie przez
niska temperature, lecz pod wptywem suszy oraz w odpowiedzi na egzogenny ABA.
Ponadto, gen CBF4 jest potozony nie na chromosomie 4 jak inne geny z rodziny CBF,
lecz na chromosomie 5. Biatko CBF4, ktérego gen transkrybowany jest konstytutywnie
pod kontrolg promotora 35S wirusa mozaiki kalafiora, uruchamia geny charakte-
rystyczne dla stresu chtodu i suszy, cor 15a i cor 78a, a wiec te same, ktore sg
aktywowane przez pozostate czynniki CBF. W zwiazku z tym, rosliny modyfikowane
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genetycznie czynnikiem CBF4 sa bardziej odporne na temperatury zamarzania i
dehydratacje w warunkach niestresowych niz rosliny kontrolne. Rosliny nietrans-
formowane tolerujgprzed hartowaniem spadek temperatury do -2,6°C, natomiast r6zne
linie transgeniczne wykazuja odpornos¢ na temperatury w zakresie od -5,6 do -13,3°C,
w zaleznosci od stopnia nadekspresji genu CBF4. Hartowanie w chtodzie powoduje
wzrost odpornosci roslin kontrolnych do temperatury-7,9°C, natomiast transgenicznych
do temperatury od -9,5 do -18,7°C w zaleznosci od linii. Podobnie jak w przypadku
nadekspresji czynnika CBF3, rosliny z nadekspresjg CBF4 charakteryzuja sie
opo6znionym wzrostem w poréwnaniu z roslinami dzikimi i wykazuja ,,kartowaty”
fenotyp.

Funkcja biatka regulatorowego CBF4 wskazuje, iz element regulatorowy CRT/
DRE i czynniki transkrypcyjne majace domene AP2 sa rowniez elementem ABA-
zaleznego szlaku ekspresji genéw w odpowiedzi na stres dehydratacyjny.

4.4. Mutant eskimol - szlak ESK1

Wielu cennych informacji na temat szlakéw transdukcji sygnatu biorgcych udziat w
zjawisku aklimatyzacji roslin w chtodzie dostarczyta analiza mutantéw Arabidopsis
thaliana, ktére charakteryzujg sie duzg tolerancjg na dziatanie temperatur ponizej
zera, wiekszg niz rosliny z dzikim genotypem, bez wczesniejszego poddawania ich
procesowi hartowania. Jednym z nich jest szczeg6towo scharakteryzowany mutant
eskimol [79]. Rosliny z mutacjg punktowa w locus eskl (eskimol) akumulujg duze
ilosci proliny, nie wykazujg natomiast konstytutywnie podwyzszonej ekspresji genéw
COR, bioracych udziat w procesie aklimatyzacji. Gromadzenie wolnej proliny, ktora
ma silne whasciwosci osmoregulacyjne, powoduje wzrost odpornosci zmutowanych
roslin na niskie temperatury i towarzyszacy ich dziataniu stres dehydratacyjny. Tolerancja
na niskie temperatury dzikich roslin Arabidopsis thaliana w czasie aklimatyzacji
wzrasta od -5,5°Cdo-12,6°C, podczas gdy mutanty nietraktowane chtodem sg odporne
na temperatury w przedziale od -6,8°C do -10,6°C. Po hartowaniu ich odpornosé
wzrasta w poréwnaniu z dzikim genotypem o 9,3°C, tzn. do -19,9°C.

Stezenie proliny w komoérkach roélin z mutacja eskl jest okoto 30-krotnie wyzsze
niz w nieaklimatyzowanych roslinach dzikich. Poziom innych aminokwaséw pozostaje
natomiast porownywalny. Nagromadzenie tak duzych ilosci proliny nastepuje dzieki
temu, iz mutacja w locus eskl wptywa na ekspresje genéw zaangazowanych zaréwno
w jej biosynteze, jak i degradacje [16]. Uruchomienie procesu tolerancji na temperatury
zamarzania nie zalezy w tym przypadku od indukowanej chtodem transkrypcji genéw
COR. Wykazano doswiadczalnie, ze poziom ekspresji genéw cor 6.6, cor 15a, cor
47 oraz cor 78 pozostawat na niezmienionym poziomie po obnizeniu temperatury.
Jedynie gen rab 18 wykazywat podwyzszong konstytutywng ekspresje. Pozostate
geny byty transkrybowane na takim samym poziomie jak w roslinach kontrolnych,
natomiast ich ekspresja po hartowaniu wzrastata (25-100-krotnie).
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RYCINA 2. Proponowany model uruchamiania ekspresji genéw COR przez biatko SCOF-1 podczas
stresu chtodu. Czynnik transkrypcyjny SCOF-1 indukowany przez chtéd i ABA powoduje wzrost
ekspresji genéw COR poprzez wzmacnianie aktywnosci wigzacej biatek GBF (czynniki wigzace sie do
sekwencji z motywem G-box, nalezace do podrodziny biatek z motywem palca cynkowego) do sekwencji
ABRE. SCOF1 nie oddziatuje natomiast z czynnikiem transkrypcyjnym CBF1, ktory przyfacza sie do
czs-sekwencji DRE ijest elementem ABA-niezaleznego szlaku transdukcji sygnatu

4.5. Szlak ABA-zalezny

U wielu roslin w warunkach suszy i wysokiego zasolenia znacznie wzrasta poziom
endogennego ABA. Z danych literaturowych wynika, ze duza czes¢ gendéw indu-
kowanych pod wptywem suszy i chtodu jest rowniez aktywowana w odpowiedzi na
egzogenny ABA. Regulacja ekspresji tych genéw zachodzi na etapie transkrypcji,
przy obecnosci w ich promotorach sekwencji ABRE (abscisic acid-responsive
element) [7]. Element ABRE o skiadzie nukleotydowym PyACGTGGC moze
wystepowac w jednej lub w kilku kopiach w promotorach réznych genéw. Z sekwencjg
ABRE oddziatujg czynniki transkrypcyjne zawierajace w swojej strukturze motyw
palca cynkowego (bZIP) [1,2]. Natomiast dla ekspresji innych genéw indukowanych
przez kwas abscysynowy niezbedna jest dodatkowo synteza w komérce czynnikéw
biatkowych MYC i MYB. Czynniki te wigzg sie z sekwencjami MYC i MYB w
promotorze genu rd 22 aktywujgc go [74],

Ekspresja genu rd 29B (Iti 65) jest indukowana pod wptywem suszy i wysokiego
zasolenia, natomiast nie jest uruchamiana pod wptywem chitodu [81]. Gen ten nie
zawiera w promotorze elementu CRT/DRE, natomiast ma dwa elementy ABRE [82],
Ponadto, jego transkrypcja nie zachodzi w mutantach Arabidopsis abal i abil, co
wskazuje, ze endogenny ABA akumulowany w odpowiedzi na susze indukuje jego
ekspresje. Natomiast podczas stresu chtodu udziat ABA jest niewystarczajgcy dla
indukcji genu rd 29B. Dowodzi to, ze ekspresja genéw chtodozaleznych nie jest
regulowana za pomocg kwasu abscysynowego.
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4.6. Oddziatywania typu biatko-biatko
jako element regulacji genéw chtodozaleznych

Dodatkowym elementem regulacji ekspresji genéw indukowanych pod wptywem
niskich temperatur sa oddziatywania typu biatko-biatko. Przyktadem polipeptydu
wchodzgcego w interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi jest SCOF! (ang. soybean
cold-inducible factor 7) [36], Obecnos¢ motywu palca cynkowego typu C.H,
wskazuje, ze biatko to réwniez nalezy do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych. Ekspresja
genu kodujacego SCOF1 jest specyficznie aktywowana w warunkach chtodu oraz
przez ABA, przy czym jej poziom indukowany przez ABA jest nizszy. Gen ten niejest
natomiast transkrybowany podczas stresu dehydratacyjnego czy wysokiego zasolenia.
Konstytutywna ekspresja SCOF1 u Arabidopsis indukuje ekspresje kilku genéw COR,
czego nastepstwem jest zwiekszona tolerancja niehartowanych roslin transgenicznych
na chtéd. Biatko SCOF1 nie wigze sig jednakze bezposrednio z zadng z sekwencji
regulatorowych obecnych w promotorach genéw COR, w tym z elementem CRT/
DRE ani z sekwencjag ABRE [67]. Wchodzi natomiast w interakcje z czynnikami
transkrypcyjnymi, zawierajgcymi w swojej sekwencji aminokwasowej domene zamka
leucynowego (bZIP), ktére oddziatuja z elementami regulatorowymi typu G-box (G-
box bindingfactors), takimi jak ABRE [42]. Fizyczne interakcje SCOF1 z innymi
biatkami powoduja, ze ich zdolno$¢ wigzania do DNA zostaje wzmocniona.

Czynnikiem transkrypcyjnym, ktorego ekspresja indukowana jest przez niska
temperature oraz wzrost ABA w komorce, jest biatko SGBF1 (ang. soybeart G-box
binding bZIP transcription factor) [29], wyizolowane z soi. Badania z wyko-
rzystaniem dwuhybrydowego systemu drozdzowego wykazaty, ze SGBF1 wigzato sie
z sekwencja ABRE duzo silniej przez oddziatywanie ze SCOF1. SCOF1 zwigksza
aktywnos$¢ wigzacg SGBF1 do elementu ABRE obecnego w genie cor 15a, a takze
silnie indukuje ekspresje genu rd29B, ktéry ma ABRE, nie zawiera natomiast sekwencji
CRT/DRE. SCOF1 dziata zatem jako pozytywny regulator ekspresji genéw COR w
szlaku ABA-zaleznym, prowadzgc przez interakcje z innymi czynnikami
transkrypcyjnymi do wzrostu tolerancji roslin na chtod.

4.7. Indukcja gendéw w odpowiedzi na stres osmotyczny - Szlak HOG

Ekspresja wigkszosci gendw indukowanych przez stres osmotyczny, spowodowany
utratg wody cytoplazmatycznej, jest kontrolowana przez szlak HOG (ang. high
osmolarity glycerol response) [54]. Szlak ten zostat po raz pierwszy opisany u
drozdzy. Elementem kaskady sygnalizacyjnej HOG jest MAP kinaza Hoglp [57], kt6ra
reguluje akumulowanie glicerolu w komérce. Z danych wielu autoréw wynika, ze
enzym ten wptywa na aktywnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych: Msn2p i Msn4p.
Podczas stresu nastepuje gromadzenie w jadrze zaréwno Hoglp, jak i Msn2/4p, ktére
wigzac sie do sekwencji STRE (ang. stress response element) [56] indukujag ekspresje
wielu genéw pod wptywem rdéznego rodzaju niekorzystnych warunkéw S$rodo-
wiskowych, w tym réwniez stresu osmotycznego. Bezposrednie oddziatywanie Msn2/
4p z Hoglp pozwala utrzymac jg w stanie aktywnym. Podczas stresu osmotycznego



nastepuje réwniez ekspresja dwoch innych czynnikéw, takich jak: Hotlp i Msnlp
[55], Hotlp fizycznie oddziatuje z Hoglp i jest wymagany do ekspresji kilku genow
indukowanych przez stres osmotyczny, jednakze jego wigzanie do DNA, jak dotad nie
zostato stwierdzone. Zaréwno Hotlp, jak i Msnlp sg odpowiedzialne za niezalezna od
Msn2/4p aktywacje kilku genéw w czasie stresu osmotycznego.

PODSUMOWANIE

Pomimo nagromadzenia ogromnej ilosci danych na temat fizjologicznej i molekularnej
reakcji rosliny na stres dehydratacyjny nadal wiele pytan pozostaje bez odpowiedzi.
Najistotniejsze wydaje sie poznanie funkcji genéw COR w nabywaniu przez rosliny
odpornosci na stres suszy i chtodu. Poniewaz tolerancja rosliny na odwodnienie i niskie
temperatury jest uwarunkowana wielogenowo, okreslenie funkcji pojedynczego genu
nie jest fatwym zadaniem. Nadekspresja w roslinie transgenicznej okreslonego genu
czesto nie powoduje zadnych zmian w odpornosci na niedobér wody w komorce,
mimo iz obserwowany jest wyrazny wzrost poziomu gromadzonego transkryptu tego
genu. Btony plazmatyczne sg pierwotnym miejscem uszkodzeh spowodowanych
dehydratacjg komorki, mozna zatem przypuszczac, iz produkty biatkowe gendéw, ktérych
transkrypcja ulega w tych warunkach silnemu wzmozeniu beda petni¢ funkcje ochronne
dla tych wiasnie struktur.

Jak dotad, wyizolowano z Arabidopsis szes¢ gendw (kin 1, cor 6.6/kin 2, cor
15a, cor 47/rd 17, cor 78/rd 29a, erd 10) [5] zawierajgcych w swoich promotorach
element regulatorowy CRT/DRE, jednakze zostata poznana rola tylko jednego z nich
kodujagcego biatko COR15a. O biatku kodowanym przez gen COR15a wystepujagcym
w stromie chloroplastéw byto wiadomo, ze zmniejsza ono tendencje membran
komorkowych do przechodzenia w faze heksagonalng Il podczas odwodnienia
spowodowanego zamarzaniem. Nadekspresja genu corl5a powoduje wzrost
odpornosci chloroplastéw na mréz w nieaklimatyzowanych roslinach Arabidopsis o
1-2°C. By¢ moze zbadanie w przysztosci funkcji innych biatek kodowanych przez
geny COR pozwoli uzyska¢ w ramach modyfikacji genetycznych gatunki roslin
uzytkowych o zwiekszonej tolerancji na stres dehydratacyjny.
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