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W tym Zeszycie

Zielone biatko fluorescencyjne GFP (Green Fluorescent Protein) ze stutbioptawa Aeguorea
Victoria znalazto liczne zastosowania w biologii komorki i biologii molekularnej. Na stronie
399 przedstawiono najwazniejsze strukturalne i fotochemiczne wiasciwosci biatka, jak row-
niez omdéwiono mutacje przyspieszajace proces fatdowania biatka i dojrzewania chromofo-
ru, a takze zmieniajgce wkasciwosci spektralne GFP. Najwazniejsze sposoby wykorzystania
GFP, takiejak: monitorowanie ekspresji genéw, badanie dynamiki wewnatrzkomorkowej i
oddziatywan miedzyczasteczkowych biatek oraz tzw. monitorowanie biologiczne opisano
na stronie 421.

Krotkofalowa cze$¢ widma stonecznego, a zwiaszcza Swiatto niebieskie (390-500 nm) i bliski
ultrafiolet (320-390 nm) wywierajg istotny wptyw na wzrost i rozwdj roslin. Badania z
zakresu genetyki i biologii molekularnej, prowadzone gtéwnie na modelowej ro$linie Ara-
bidopsis thaliana, umozliwity poznanie trzech klas receptoréw $wiatta niebieskiego i UV-
A - fototropin, kryptochroméw i flawoprotein z rodziny Zeitlupe. Wiecej na ten temat
mozna znalez¢ na stronie 441.

Syntaza tlenku azotu (eNOS) w komorkach srédbtonkajestjednym z trzech enzymdw zdolnych
do produkgji tlenku azotu (NO). Czasteczka ta petni kluczowe funkcje w uktadzie sercowo-
naczyniowym. Gen eNOS sklada sie z 26 egzondw i zajmuje fragment chromosomu 7 o
wielkosci 22 kpz. Aktywnos¢ eNOS jest bezwzglednie zalezna od obecnosci kompleksu
Ca /kalmodulina, ktory wigzac sie z enzymem znosi inhibicyjne dziatanie insertu zlokalizo-
wanego w obszarze wigzacym FMN. Dodatkowe elementy regulacji to fosforylacja i depal-
mitylacja enzymu oraz asocjacja z biatkiem szoku termicznego Hsp90. Informacje na ten
temat czytelnik znajdzie na stronach 465 i 477.

Mitochondria plemnikdéw sa strukturami unikalnymi i nieco odmiennymi od mitochondriéw
somatycznych. Przechodzg one szereg morfologicznych, biochemicznych i molekularnych
zmian zwiagzanych z ekspresjq specyficznych biatek strukturalnych i enzymatycznych, be-
dacych markerami ich dojrzewania podczas spermatogenezy. Specyficzna molekularna
budowa hiatek mitochondrialnych i wzajemne potaczenie mitochondriéw czyni ostonke
mitochondrialng oporng na dziatanie czynnikéw fizyko-chemicznych i sprawia, ze funkcjo-
nuje onajak jedno organellum, dostarczajagce ATP do mchu plemnikéw. Zaburzeniii morfo-
logiczno-funkcjonalne mitochondridéw wstawki plemnika, ktére sg coraz czesciej przyczy-
na nieptodnosci meskiej (astenoteratozoospermii) mozna identyfikowac¢ stosujac precy-
zyjnadiagnostyke mitochondriéw wstawki plemnika. Szczeg6towe informacje znajdzie czy-
telnik na str. 489 i 517.

Receptory Toll nalezg do rodziny receptoréw o znacznym konserwatyzmie ewolucyjnym .
Odgrywajg one waznag role w aktywacji odpornosci wrodzonej od owad6w az do ptakow.
Po raz pierwszy zostaty wykryte i scharakteryzowane u muszki owocowej (Drosophila
melanogaster), gdzie biorg udziat w embriogenezie i w odpornosci przeciw patogenom.
Wykryto tez homologiczne receptory u ssakéw, w tym u cztowieka, ktre nazwano recep-
torami Toll-podobnymi (TLRs; Toll-Like Receptors). Wiecej o tym mozna przeczyta¢ na
stronie 543.
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PODZIEKOWANIE

Organizatorzy Konferencji ,,0d cytochemii do biologii molekularnej"
zorganizowanej dla uhonorowania 55-Iccia twérczej pracy naukowej Pani Profesor dr
hab. Marii Joanny Olszewskiej uprzejmie informuja, ze Konferencja ta byta
wspotfinansowana przez Komitet Cytobiologii PAN. Artykuty przeglagdowe z tej
Konferencji zostaty zamieszczone w suplemencie nr 22, tom 31 (2004) Postepow
Biologii Komarki.
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ZIELONE BIALKO FLUORESCENCYJINE GFP -
STRUKTURA | WELASCIWOSCI

GREEN FLUORESCENT PROTEIN (GFP) -
STRUCTURE AND PROPERTIES

Krzysztof BREWCZYNSKI, Jan FRONK

Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Biochemii, Wydziat Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego

Streszczenie'. W ostatnich 10 latach zielone biatko fluorescencyjne-GFP (Green Fluorescent Protein) ze
stutbioptawa/i chorea victoria znalazto liczne zastosowania w biologii komorki i biologii molekularne;j.
Jest szczegOlne uzyteczne ze wzgledu na stabilno$¢ struktury trzeciorzedowej i fakt, ze jego chromofor
powstaje w wyniku autokatalitycznej cyklizacji aminokwasow, do czego nie jest wymagany udziat
zadnych kofaktoréw z wyjatkiem czasteczek tlenu. W pracy tej przedstawiono najwazniejsze struktu-
ralne i fotochemiczne wihasciwosci biatka, jak rowniez oméwiono mutacje przyspieszajace proces fatdo-
wania biatka i dojrzewania chromoforu, a takze zmieniajace whasciwosci spektralne GFP.

Stowa kluczowe'. GFP, Aequorea victoria, fluorescencja, chromofor biatkowy, EGFP.

Summary: In the last decade Green Fluorescent Protein (GFP) from the jellyfish Aequorea victoria has
become a commonly used tool in cell and molecular biology. Its advantages are high stability of its tertiary
structure and the fact that its chromophore is formed by autocatalytic cyclization ofamino acids that does
not require any cofactors apart from oxygen. This work describes major structural and photochemical
features ofthis protein and gives an overview of mutations which accelerate GFP folding and maturation
of its chromophore as well as influence the spectral characteristics of the protein.

Key words: green fluorescent protein (GFP), Aequorea victoria, fluorescence, protein chromophore,
enhanced green fluorescent protein (EGFP).

1. WSTEP

Biatko GFP (Green Fluorescent Protein) jest obecnie powszechnie wykorzysty-
wanym narzedziem w biologii molekularnej i biologii komorki. GFP jest szczego6lnie

*Artykut ten i praca towarzyszaca stanowig skrécong wersje pracy licencjackiej K.B.
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uzyteczne ze wzgledu na swoja stabilnosé i fakt, ze jego chromofor powstaje w wyniku
autokatalitycznej cyklizacji aminokwaséw, ktora nie wymaga zadnego kompleksu
enzymatycznego ani innych kofaktoréw z wyjatkiem tlenu. Te cechy umozliwity
wykorzystanie GFP w rdznego typu eksperymentach, miedzy innymi w badaniach
dynamiki wewnatrzkomérkowej, oddziatywan miedzyczasteczkowych biatek, czy
embriogenezy wielu organizméw (szczegotowy opis m.in. tych zagadnien czytelnik
znajdzie w towarzyszacym artykule [4])

Zainteresowanie GFP stato sie powszechne dopiero w ostatniej dekadzie. Do korica
roku 1981 w bazie danych PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed) byto
zaledwie 20 publikacji z GFP (lub petnag wersjg nazwy) w tytule lub streszczeniu; do
konca 1989 roku jedynie 68, natomiastjuz 10 lat p6zniej az 2271 publikacji. Ostatnie
wyniki poszukiwania (stan na ! stycznia 2004 roku) dajgaz 9751 publikacji - ponad 4
razy wiecej niz 4 lata temu.

GFP byto tematem kilku prac przegladowych [5, 8, 10, 14,25,26, 30,43,51]. Wiele
publikacji omawia takze jego strukture i wiasciwosci spektralne (zob. dalej).
Opublikowano takze ksiazke o GFP [17], Rowniez cate tomy Methods in Cell Biology
[ 15] i Methods in Enzymology' [ 16] poswiecono temu biatku. Ogromna ilo$¢ dostepnej
literatury o GFP spowodowata, ze niniejsza praca nie bedzie szczegétowo poruszata
wielu zagadnien zwigzanych ze strukturg i wkasciwosciami fizykochemicznymi biatka.

2. KROTKA HISTORIA ODKRYCIA | BADAN NAD GFP

Juz w pierwszym wieku n.e. rzymski pisarz Pliniusz Starszy jako pierwszy opisat
zjawisko bioluminescencji [24]. Zauwazyt on mianowicie jasny btysk u blizej
nieokreslonego gatunku meduzy. Wspéitczesne badania nad bioluminescencja kilku
gatunkow parzydetkowcow (Cnidaria), obejmujace takze biochemiczna charakterystyke
GFP, rozpoczeto w potowie lat 50. XX wieku niezaleznie kilka grup badawczych.
Waznym impulsem do podjecia tych badan byta potrzeba wyjasnienia przyczyny czestego
powstawania ,,$ladu $wiatta” za poruszajacymi sie okretami Marynarki Wojennej USA.
Jest to jeden z wielu przypadkéw, w ktdrych motorem rozwoju nauki byty
zainteresowania wojska [3]. Za faktycznych odkrywcow biatka wiekszos¢ autoréw
uwaza Shimomure i wspétaut. (1962 rok) [39]. W 1979 roku Shimomura, po termicznej
denaturacji GFP i cieciu enzymem papaing, wyizolowat fragment biatka zawierajacy
chromofor i zaproponowat jego prawdopodobna strukture [37, 38], Cody i wspotaut.
[7] potwierdzili strukture Shimomury, nieznacznie jajcdnak modyfikujac, i pokazali, ze
chromofor jest cykliczng forma heksapeptydu. Punktem kulminacyjnym badan nad
GFP byto sklonowanie i zsekwencjonowanie na poczatku lat 90 cDNA (gfplO) GFP z
Aequorea victoria przez Prashera i wspotaut. [36]. Natomiast Chalfie i wspotaut. [6]
w 1994 roku przyczynili sie do zwiekszenia zainteresowania tym biatkiem udowadniajac
ostatecznie, ze ekspresja sklonowanego genu powoduje fluorescencje biatka w wielu
réznych organizmach i typach komorek, co zaobserwowali takze Inouye i Tsuji
[23], Udowodnili oni tym samym, ze efekt fluorescencji biatka jest powodowany
jedynie przez autokatalityczna cyklizacje aminokwaséw prowadzaca do powstania
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RYCINA 1. Aequorea victoria w catej oka-
zatosci. Zdjecie nic przedstawia fluorescencji
GFP, lecz odbicie Swiatta lampy btyskowej od
powtoki ciata meduzy [29], Zrédto - http://
www.mbari.org/~krasko ff/mbari/aequorea htm
(autor: Kevin Raskoff, zdjecie wykorzystano
za zgoda autora)

RYCINA. 2. Fluorescencja GFP u A. victoria. Zrédto - http://
aesop.rutgers.edu/~crebb/ring.html (autor: William W. Ward, zdjecie
wykorzystano za zgoda autora)

RYCINA 4. Struktura przestrzenna mutanta S65T (po lewej) i GFPwt (po prawej): na zielono zaznaczono
~-wstazki; na niebiesko centralny a-heliks i krotkie zewnetrzne segmenty helikalne; petle na kolor szary,
chromofor jest zaznaczony na czerwono. Zrédto - http://srs.ebi.ac.uk - baza PDB, identyfikator: kolejno

1EMG i 1GFL, zmodyfikowano programem RasWin Molecular Graphics v. 2.6
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TABELA 1. Sekwencja nukleotydowa (cDNA) i aminokwasowa GFPwt z A. victoria. Pogrubiong
czcionka zaznaczono heksapeptyd tworzacy chromofor. Zrédto - http://srs.ebi.ac.uk - baza EMBL,
identyfikator: AVGFPA

atgagtaaag
attagatggt
aaggtgatgc
ggaaaactac
tgttcaatgc
tcaagagtgc
aaagatgacg
tacccttgtt
gaaacattct
tacatcatgg
tagacacaac
aaaatactcc
ctgtccacac
catggtcctt
atgaactata

MSKGEELFTG
GKLPVPWPTL
KDDGNYKTRA
Y IMADKQKNG
LSTQSALSKD

gagaagaact
gatgttaatg
aacatacgga
ctgttccatg
ttttcaagat
catgcccgaa
ggaactacaa
aatagaatcg
tggacacaaa
cagacaaaca
attgaagatg
aattggcgat
aatctgccct
cttgagtttg
caaataa

tttcactgga gttgtcccaa
ggcacaaatt ttctgtcagt
aaacttaccc ttaaatttat
gccaacactt gtcactactt
acccagatca tatgaaacag
ggttatgtac aggaaagaac
gacacgtgct gaagtcaagt
agttaaaagg tattgatttt
ttggaataca”actataactc
aaagaatgga atcaaagtta
gaagcgttca actagcagac
ggccctgtcc ttttaccaga
ttcgaaagat cccaacgaaa
taacagctgc tgggattaca

Sekwencja nukleotydowa (cDNA) GFPwt z A. victoria.

ttcttgttga
ggagagggtg
ttgcactact
tctcttatgg
catgactttt
tatatttttc
ttgaaggtga
aaagaagatg
acacaatgta
acttcaaaat
cattatcaac
caaccattac
agagagacca
catggcatgg

Sekwencja aminokwasowa GFPwt z A. victoria.

WPILVELDG
VTTFSYGVQC
EVKFEGDTLV
1KVNFKITRHN
PNEKRDHMVL

DVNGHKFSVS
FSRYPDHMKQ
NRIELKGIDF
IEDGSVQLAD
LEFVTAAGIT

GEGEGDATYG KLTLKFICTT
HDFFKSAMPE GYVQERTIFF
KEDGNILGHK LEYNYNSHNV
HYQQNTPIGD GPVLLPDNHY
HGMDELYK

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
717

50
100
150
200
238

Ekworyna
(Apo-ekworyna-ko elenterazyna-C>2)

Ca3~Apo-ekworyna-ko elenterami d

In
Swiatto zielone

Xmax emi sji = 509 nm

Swiatto niebieskie
emisji = 470 nrn

RYCINA 3. Szlak odpowiedzialny za bioluminesccncje u A. victoria. Wzbudzony ¥ kocicntcramid
emituje in vitro Swiatto niebieskie, in vivo nastepuje transfer energii do GFP, co powoduje emisje $wiatta
zielonego (na podstawie [25], zmieniono)
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chromoforu biatkowego. W 1996 roku Yang i wspotaut. [48] rozwikiali krystaliczng
strukture GFP z A. victoria, co zostanie omoéwione w punkcie 5.

3. CHARAKTERYSTYKA MEDUZY/1E2CCWE/4 VICTORIA

Biatka podobne do GFP znaleziono w licznych organizmach, jednak w tej pracy zostanie
opisane jedynie to z Aequorea victoria (nazywana takze A. aequorea, czasem A. forskalea
[29]). GFP zA. victoria byto pierwszym tego typu biatkiem, ktérego gen zostat sklonowany [36]
i poddany ekspresji [6] i to ono jest najczesciej wykorzystywane w badaniach laboratoryjnych.

A. victoria nalezy do gromady stutbioptawow (Hydrozoa). Jest to gatunek dos¢
powszechnie wystepujacy w catej pdtnocno-zachodniej czesci Oceanu Spokojnego. Do
niedawna bardzo duze zageszczenie tej meduzy obserwowano w porcie Friday w stanie
Waszyngton w USA, gdzie w wiekszosci dokonywano jej odtowéw w celu badania
bioluminescencji. Dorosty osobnik tego gatunku dorasta do 10 cm Srednicy (ryc. 1) [29],

Fluorescencja GFP u A. victoria moze pojawi¢ sie w odpowiedzi na dotkniecie lub
potrzasanie meduzy. Jest to kilkusekundowy btysk zielonego $wiatta, ktéry dla meduzy
jest rodzajem obrony przed drapieznikiem, polegajacej prawdopodobnie na oSlepieniu
napastnika [3], Bioluminescencja u A. victoria pojawia sie jedynie na obrzezu dzwonu
meduzy (ryc. 2), nigdy w catym jego obrebie. Stwierdzenie to jest czestym bledem
pojawiajacym sie zaréwno w literaturze fachowej, jak i popularnonaukowej [29],

Molekularny mechanizm bioluminescencji in vivo u A. victoria jest bardzo
interesujacy. Polega na wspotdziataniu dwaéch biatek: ekworyny (ang. aequorin) i GFP,
pomiedzy ktorymi zachodzi transfer energetyczny [25],

Ekworyna (lucyferaza) jest kompleksem skfadajgcym sie z apoproteiny (okoto 22
kDa), do ktérej przytaczona jest czasteczka tlenu i koelenterazyna (ang. coelenterazine),
zwigzek imidazolowy o0 masie czasteczkowej 423 Da. W warunkach stresowych poziom
jonéw Ca2+ w cytoplazmie znacznie wzrasta. Kiedy ekworyna zostaje zaktywowana
poprzez zwigzanie 3 jonéw Ca2+, katalizuje ona reakcje oksydacji koclcnterazyny
(lucyferyny) do koelenteramidu (z uwolnieniem CO2), co powoduje powstanie stanu
wzbudzonego czasteczki. Koelenteramid powraca do swojego stanu podstawowego,
emitujagc fotony Swiatta o dtugosci fali ok. 470 nm, co odpowiada dtugosci fali swiatta
niebieskiego. Taki efekt daje ekworyna in vitro. Jednak S$wiatto emitowane przez
A. victoria jest zielone, dlatego ze in vivo wzbudzona ekworyna przekazuje energie
bezposrednio na GFP. Wzbudzona czasteczka GFP podczas powrotu do swojego
stanu podstawowego emituje zielone $wiatto o dtugosci fali ok. 509 nm (ryc. 3) [25],

4. SEKWENCJA NUKLEOTYDOWA
I AMINOKWASOWA GFP Z A. VICTORIA

GFPjest biatkiem 0 masie czasteczkowej okoto 27 kDa ztozonym z 238 aminokwasow,
kodowanym przez 3 eksony rozmieszczone w genie o dtugosci 2,6 kb [36], Oryginalng
sekwencje nukleotydowa cDNA (gfplO) i odpowiadajaca jej sekwencje amino-
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kwasowag przedstawiono w tabeli 1. Wigkszo$¢ konstrukcji cDNA wywodzacych sig z
pierwotnej sekwencji zawierajednak jedng, niezmieniajgcg whasciwosci biatka mutacje
GIn80Arg (Q80R) spowodowang prawdopodobnie btedem podczas reakcji PCR [43].

5. CHARAKTERYSTYKA KRYSTALICZNEJ STRUKTURY GFP
ZA VICTORIA

Istnieje wiele wariantéw biatka GFP o bardzo réznych wiasciwosciach fizyko-
chemicznych i spektralnych (zob. dalej), ale ich struktura krystalicznajest bardzo podobna.
Wykorzystujac krystalografie rentgenowska, najwczesniej rozszyfrowano struktury
przestrzenne GFPwt [48] i mutanta S65T [33],

Czasteczka GFP ma postac specyficznej (3-barytki. Yang i wspotaut. [48] porownali
te strukture do puszki z zielong farbg (chromoforem) w Srodku, stad w jezyku angielskim
okresla sig jg czesto mianem /3-can. Skiada sie ona z 11 przeciwréwnolegtych ~-wstgzek,
ktére formujg Sciany zwartego cylindra o Srednicy okoto 30 A i wysokosci okoto 40 A.
Przez Srodek tej ~-struktury, réwnolegle do Scian baryiki, biegnie krétki fragment
a-heliksu, w $rodku ktérego znajduje sie grupa chromoforowa biatka. Na obu korhcach
barytki mobilne petle tgczg poszczegolne "-wstazki tworzac ,,pokrywki”. Biorg one

RYCINA 5. Topologia GFPwt. Symbolami strzatek zaznaczono 11 ponumerowanych P-wstgzek;
symbolami walcéw centralny a-heliks i krétkie, zewnetrzne segmenty helikalne; heksapcptyd tworzacy
chromofor czarno-biatg tekstura; petle na kolor jasnoszary. Podano takze humery reszt aminokwasowych
na poczatku i na koncu kazdej struktury drugorzedowej. N, N-koniec biatka; C, C-koniec biatka. Na
podstawie http://www.biochemtech.uni-halle.de/PPS2/projects/jonda/Structure.htm, zmieniono
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réwniez udziat w ochronie chromoforu przed srodowiskiem zewnetrznym. Petle na
jednym z koncow [3-barytki tworza krotkie segmenty helikalne.

Rycina 4 przedstawia struktury przestrzenne GFPwt i najpopularniejszego mutanta
S65T. Na rycinie 5 pokazano natomiast schemat topologii jednej z tych czgsteczek.

GFPwt i wiekszo$¢ mutantdw zostato skrystalizowanych jako dimery, ale
scharakteryzowano takze monomeryczne formy GFP. Forma monomeryczna
wystepuje w rozcienczonych roztworach GFP, natomiast przy stezeniu biatka powyzej
5 mg/ml tworza sie dimery [35], Jak dotad nie stwierdzono, czy dimeryczna forma
GFP wystepuje in vivo [48],

6. STRUKTURALNE I FIZYKOCHEMICZNE
WLASCIWOSCI GFP

Bardzo upakowana, jednodomenowa struktura przestrzenna z chromoforem
ulokowanym centralnie wewnatrz czasteczki i ochranianym przed dziataniem $rodowiska
komorkowego moze wyjasni¢ wiele whasciwosci GFP, a mianowicie:
¢ GFP wyrazane w ukfadach heterologicznych jest w stanie autonomicznie i szybko
faldowaé. Natomiast formowanie sie chromoforu, a tym samym fluorescencja
biatka jest mozliwa dopiero po jego sfaldowaniu. Proces powstawania dojrzatej
formy chromoforu jest mozliwy tylko w obecnosci tlenu. Czas od prawidtowego
sfatdowania do rozpoczecia $wiecenia waha sie od kilkudziesieciu minut, nawet do
ponad 2 godzin. Jest to zalezne zaréwno od rodzaju mutanta GFP, jak i od rodzaju
komorki i warunkow hodowli [43],

¢ Dojrzate GFP jest odporne na denaturacje termiczng, utrzymujac fluorescencje do
temperatury okoto 65°C [8]. Jednak najefektywniejsze fatldowanie GFP, pocho-
dzacego z zyjacej w zimnych wodach Oceanu Spokojnego A. victoria, zachodzi
znacznie ponizej 37°C. Ta cecha ograniczata wykorzystanie biatka i zmusita do
poszukiwan takich jego wariantow, ktére dojrzewaja efektywniej i sg stabilniejsze
w zdecydowanie wyzszych temperaturach.

¢ GFP jest bardzo odporne na denaturacje chemiczng, do inaktywacji wymaga dzia-
tania 6 M chlorowodorku guanidyny, 1% dodecylosiarczanu sodowego (SDS), 8 M
mocznika, czy pH ponizej 4 lub powyzej 12 [48]. W GFP nie ma mostkow dwu-
siarczkowych, dwie cysteiny wystepujgce w biatku, Cys48 i Cys70, nie tworzg
miedzy soba takiego wigzania [23].

¢ Dziatanie silnych zwigzkdw denaturujacych lub temperatury rzedu 90°C powoduje
catkowitg denaturacje i utrate fluorescencji biatka. Jednak przeniesienie GFP do
neutralnego srodowiska powoduje spontaniczng renaturacje biatka i odzyskanie
wiasciwosci spektralnych [32, 46].

¢ GFP ze wzgledu na swojg upakowang strukture nie ulega dziataniu wielu enzy-
méw proteolitycznych, m.in. trypsyny, chymotrypsyny, pronazy, subtylizyny, ter-
molizyny, papainy az do stezenia | mg/ml, pomimo obecnosci w biatku miejsc cie-
cia dla tych enzymow [2, 51]. Kiedy Shimomura wycinat chromofor papaing, byt
w stanie przeprowadzi¢ ten proces dopiero po denaturacji GFP [37, 38].
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¢ Delecja wiecej niz N-koncowej metioniny albo wiecej niz 7 aminokwasow z C-
konica GFP powoduje catkowitg utrate fluorescencji [48], Prawdopodobnie (3-ba-
rytka nie jest w stanie prawidtowo sie sfatdowac, jesli w obrebie sekwencji amino-
kwasowej biatka nastapi nawet niewielka delecja [51].

¢ W natywnej formie biatka zaréwno jego C-, jak i N-koniec wystajg z gérnej po-
wierzchni barytki (patrz ryc. 4). Umozliwia to, bez zakidcenia lub zniszczenia struk-
tury GFP, dos¢ fatwe otrzymanie biatka fuzyjnego sktadajgcego sie z GFP i innego
biatka [5].

¢ GFP poddane dziataniu bardzo wysokiego cisnienia, az do 600 MPa (okoto 6 tysie-
cy atmosfer), utrzymuje staty poziom fluorescencji, co jednoznacznie wskazuje na
ogromna stabilnos¢ struktury trzeciorzedowej biatka [12].

7. CHARAKTERYSTYKA CHROMOFORU GFP
ZA, VICTORIA

GFPjest unikatowe wsrdd innych fluorescencyjnych biatek, dlatego zejego chromofor
nie jest syntetyzowany oddzielnie jako grupa prostetyczna, ale powstaje ze zmody-
fikowanych reszt aminokwasowych biatka.

Sekwencja aminokwasowa heksapeptydu tworzacego chromofor GFPwt jest
nastepujaca: Phe64-Ser65-Tyr66-Gly67-Val68-GIn69 (FSYGVQ) [5], Post-
translacyjna, autokatalityczna cyklizacja reszt aminokwasowych 65-67 (zaznaczone
pogrubiongczcionka) zachodzi w kilku etapach (ryc. 6) i prowadzi do powstania zwigzku
0 nazwie 4-(/9-hydroksybenzylideno)-imidazolo-5-on, aktywnej formy chromoforu,
zdolnego do pochtaniania i emisji fotonow Swiatha [7].

RYCINA 6. Mechanizm biosyntezy chromoforu GFP [22], R1 oznacza reszty aminokwasowe od
| do 64, natomiast R2 reszty 68-238. Symbolem strzatki oznaczono nukleofilowy atak grupy
aminowej Gly67 na grupe karbonylowsa Ser65, co, po eliminacji H,O, powoduje formowanie sie
pierscienia imidazolowego. W prostokacie pokazano dojrzatg forme chromoforu. Na podstawie
http://www.biochemtech.uni-halle.de/PPS2/projects/jonda/Chromophore.htm, zmieniono
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Pierwszym etapem powstawania aktywnej formy chromoforu jest nukleofilowy atak
grupy aminowej Gly67 na grupe karbonylowg Ser65. Dalsza eliminacja czasteczki H*O
powoduje formowanie sie pierscienia imidazolowego. W drugim etapie wigzanie
pomiedzy C(x i Cp Tyr66 jest utleniane komérkowym tlenem czgsteczkowym, co
powoduje powstanie podwdjnego wigzania pomiedzy tymi atomami. Powstaje w ten
sposob duzy, zdelo-kalizowany system elektronéw p, co umozliwia wystapienie stanu
wzbudzonego chromoforu. Proponowany powyzej schemat bazuje na nastepujacych
obserwacjach [22]:
¢ Ekspresja Swiecacego GFP jest mozliwa w wielu r6znych uktadach heterologicz-
nych, co pozwala przypuszczaé, ze aktywny chromofor powstaje bez udziatu en-
Zymow.

¢ GFP wyrazone w E. coli w anaerobowych warunkach nie fluoryzuje, co potwier-
dza, ze On jest konieczny do syntezy aktywnej formy chromoforu i ze system
elektronow Tt jest potrzebny do fluorescencji biatka.

¢ Po przeniesieniu hodowli E. coli z warunkéw beztlenowych do tlenowych, fluore-
scencia GFP pojawia sie dopiero po pewnym czasie. Wskazuje to, ze oksydacja
wigzania w Tyr66 nie jest katalizowana enzymatycznie.

Pierwszy etap powstawania chromoforu (cyklizacja) jest procesem zachodzgcym
w komorce dos$¢ szybko, reakcjg ograniczajaca jest oksydacja tyrozyny (etap drugi)
[43], ktérej szybkos¢ zalezy zaréwno od warunkéw hodowli, jak i rodzaju mutanta GFP
[9]. W GFPwt trwa to okoto 2 godzin, w mutancie S65T - ok. 30 minut.

Pomimo tego ze sekwencje aminokwasowg Ser-Tyr-Gly (SYG) mozna znalez¢
takze w wielu innych biatkach, nie ulega ona w nich cyklizacji, ani nie nastepuje oksydacja
tyrozyny. W zwigzku z tym biatka te takze nie fluoryzuja. Oznacza to, ze tendencja do
formowania tego typu chromoforu nie jest cecha samego tripeptydu.

8. WIDMA ABSORBANCJII EMISJI GFPwt

Zdenaturowana forma GFP nie jest zdolna do fluorescencji, a jej widmo absorbancji
jest inne niz natywnej formy [7]. Wskazuje to wyraznie, ze niekowalencyjne oddziatywania
chromoforu z otoczeniem majg bardzo duzy wptyw na charakterystyke spektralng biatka,
a fluorescencjajest mozliwa dzieki stabym wiazaniom z aminokwasami, znajdujacymi sie
gtéwnie w bliskim sasiedztwie chromoforu. Dlategojedynie biatko sfatdowane w sposéb
prawidtowy wykazuje natywne wiasciwosci spektralne [51].

Widmo absorbancji GFPwt z A. victoria ma dwa maksima - gtéwne przy 395
nm i dodatkowe przy 470 nm. Natomiast widmo fluorescencyjnej emisji ma jedno
maksimum przy 509 nm i niewielkie ramie przy 540 nm, co odpowiada dtugosci fali
Swiatta zielonego (ryc. 7) [5],

Ekspresja GFP w réznych uktadach heterologicznych nie powoduje zadnych zmian
wiasciwosci spektralnych biatka [6]. Poddanie biatka dziataniu wysokiego pH
(zblizonego do warunkdéw denaturujacych przy pH 12) takze nie ma znaczacego wptywu
na wiasciwosci spektralne GFP [22].
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RYCINA 7. Widma absorbancji (linia
przerywana) i fluorescencyjnej emisji
(linia ciagta) dzikiego typu GFP z
A. victoria. Na podstawie http://
www.biochemtech.uni-halle.de/PPS2/
projects/jonda/Chromophore.htm,
zmieniono

9. DZIALANIE CHROMOFORU GFP JAKO PRZYKLAD
CYKLU FOERSTERA

GFP jest pierwszym poznanym biatkiem, w ktérego rdzeniu zachodzi cykl Foerstera
[33,48]. Dojrzaty chromofor moze wystepowac zaréwno w formie uprotonowanej, jak i
nieuprotonowanej. W zaleznosci od tego, czy Tyr66 chromoforu ma grupe hydroksylowa
czy forme anionowg, chromofor pochtania Swiatto o dtugosci fali 395 nm lub 470 nm (ryc.
8). W zwigzku z tym, ze fenol wykazuje charakter bardziej kwasowy w stanie wzbudzonym

RYCINA 8. Cykl Foerstera zachodzacy w chromoforze GFPwt z A. victoria: ¥ zaznaczono stan
wzbudzony chromoforu; symbolami przypominajacymi btyskawice - absorbancje i fluorescencje (emisje)
chromoforu . Na podstawie http://www.biochemtech.uni-halle.de/PPS2/projects/jonda/Chromophore.htm,
zmieniono
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czasteczki niz w stanie podstawowym, uwaza sie, ze uprotonowany stan wzbudzony
chromoforu ulega przeksztatceniu do nieuprotonowanego (anionowego) stanu
wzbudzonego. Jest to jedyna forma chromoforu zdolna do emisji (fluorescencji) fotonéw
Swiatta o dtugosci fali 509 nm. W rezultacie cykl, w ktérym chromofor pochtania foton,
nastepnie traci proton, emituje foton, a w koricu pobiera proton, zamyka sie.
Dzieki znajomosci struktury przestrzennej dzikiego typu GFP i mutanta S65T, mozna
zrozumieé spektralny mechanizm dziatania kilku innych wariantéw GFP, ktére maja
tylko jedno maksimum absorbancji bez znaczacego przesuniecia w dtugosci fali. Istotne
sg tu oddziatywania chromoforu z jego najblizszym otoczeniem. Jak juz wczesniej
wspomniano, chromofor znajdujacy sie w rdzeniu biatkajest niedostepny dla srodowiska
komorkowego i oddziatuje z sasiadujgcymi resztami aminokwasowymi gtownie przez
wigzania wodorowe [33, 48] (ryc. 9):
¢ Reszty His 148, GIn94 i Arg96 stabilizujagchromofor i prawdopodobnie umozliwiajg
delokalizacje tadunku na chromoforze.

¢ Proton grupy hydroksylowej Thr203 jest donorem wigzania wodorowego dla Tyr66,
co moze stabilizowaé anionowg forme chromoforu.

¢ Proton grupy -OH Ser65 moze by¢ donorem wigzania wodorowego dla Glu222, stabili-
zujacego anionowa forme glutaminianu. Z powodu elektrostatycznej zawady tadunek ten
moze uniemozliwia¢jonizacje Tyr66, faworyzujac uprotonowangfoiTne chromoforu.

RYCINA 9. Niekowalencyjne oddziatywania His 148, Thr203, GIn94, Arg96 i Glu222 z chromoforem
GFPwt. Wigzania wodorowe zaznaczono zygzakowatymi liniami, natomiast te z nich, ktére przypusz-
czalnie stabilizujg odpowiednie formy chromoforu, sg dodatkowo pogrubione. W prostokatnych klamrach
przedstawiono dwie formy przejsciowe zdelokalizowanego systemu elektronéw n . Na podstawie http:/
www.biochemtech.uni-halle.de/PPS2/projects/jonda/flst9_l.gif, zmieniono
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10. GLOWNE MUTACJE WARUNKUJACE ROZNICE
WE WEASCIWOSCIACH SPEKTRALNYCH GFP

Wyhidrcza stabilizacja anionowej albo hydroksylowej formy Tyr66 przez specyficzne
wigzania wodorowe moze ttumaczyé¢, dlaczego zniszczenie tych wigzan prowadzi do
zmian w widmach absorbancji réznych wariantow GFP (ryc. 9):
¢ Mutant T203I1 [11] ma tylko pojedyncze maksimum absorbancji przy 400 nm i takie
samo widmo emisyjne jak GFPwt. Swiadczy to o tym, ze Thr203 rzeczywiscie stabili-
zuje anionowa forme Tyr66, ktéra odpowiada za absorbancje przy 470 nm. Poniewaz
izoleucyna nie jest w stanie utworzy¢ wigzania wodorowego, Tyr66 przewaznie wy-
stepuje w formie uprotonowanej, pochtaniajac Swiatto przy 400 nm, ale nie przy 470
nm. Mimo tego nie ma zaburzenia fluorescencji, gdyz wzbudzona forma chromoforu
wykazuje na tyle silny charakter kwasowy, by skutecznie oddysocjowac proton.

¢ Mutanty S65G, S65A i S65V majg pojedyncze maksima absorbancji przy 470-490
nm [33], W tych wariantach wigzania wodorowe pomiedzy resztg 65 a Glu222 nie
moga powstaé, co prowadzi do uprotonowania Glu222, dlatego ze zjonizowana
forma glutaminianu nie jestjuz stabilizowana. Prawdopodobnie sprzyja to jonizacji
Tyr66 i w zwigzku z tym anionowa forma chromoforu pochtania $wiatto przy 470
nm, ale nie przy 395 nm.

¢  Wariant E222G [11] ma pojedyncze maksimum absorbancji przy 481 nm. Brak
ujemnego tadunku Glu222 prawdopodobnie faworyzuje anionowa forme Tyr66.

¢ Najpopularniejszy wariant S65T ma pojedyncze maksimum absorbancji przy 489 nm
[33]. Jednak przyczyna tego w tym przypadku jest znacznie trudniejsza do wyjasnie-
nia. Autorzy podkreslaja, ze Thr65 moze przyjmowac inng konformacje niz Ser65.0
ile grupa hydroksylowa Ser65 jest donorem protonu do wigzania wodorowego z
Glu222, co stabilizuje zjonizowang forme Glu, to grupa hydroksylowa Thr65 jest ak-
ceptorem protonu, stabilizujgc uprotonowang forme Glu222. Powoduje to stabiliza-
cje anionowej formy Tyr66, ktdra pochtania Swiatto jedynie przy 470 nm.

Nieprzypadkowo tak duzo miejsca poswiecono opisowi mutantéw z jednym tylko
maksimum absorbancji. Z powodu stabilnosci tylko jednej formy chromoforu rosnie
amplituda maksimum absorbancji, co powoduje silniejsze wzbudzenie chromoforu i
tym samym (w wiekszosci znanych przypadkow i w potgczeniu z innymi mutacjami)
wzmaga intensywnos$¢ fluorescencji. W znacznym stopniu utatwia to detekcje GFP w
mikroskopie fluorescencyjnym [3,21,43].

11. MUTACJE W OBREBIE RESZT AMINOKWASOWYCH
TWORZACYCH CHROMOFOR GFP

Omowione zostanie jedynie kilka przyktadéw zmian w obrebie trzech aminokwaséw
tworzacych cykliczna, a nastepnie aktywng forme chromoforu biatkowego:
¢ O mutacjach Ser65 wspomniano juz wczesniej.
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¢ Poniewaz aromatyczny piersciefh Tyr66 jest czescig duzego, zdclokalizowanego
systemu elektronéw n chromoforu, nie mozna sie spodziewac, aby wymiana Tyr66
na inny, niearomatyczny aminokwas umozliwiata fluorescencje. | tak rzeczywiscie
jest. Jedynymi aktywnymi fluorescencyjnie wariantami, ktére znaleziono, byty
mutanty Y66H, Y66W i Y66F [22], W poréwnaniu z GFPwt, Y66H wykazuje
przesuniecie maksiméw absorbancji i fluorescencji w kierunku swiatta niebieskie-
go. Mutant Y66W wykazuje przesuniecie maksimum absorbancji w kierunku $wiatta
czerwonego, natomiast fluorescencji w kierunku $wiatta niebieskiego. Fluorescen-
cja obu mutantéw jestjednak znacznie stabsza w poréwnaniu z dzikim typem GFP.
+ Gly67 jestjedynym aminokwasem, ktory nie moze zostaé wymieniony na inny bez
utraty fluorescencji. Prawdopodobnie grupy boczne innych aminokwas6w stano-
wig zbyt duzg zawade przestrzenng przeszkadzajacaw cyklizacji chromoforu [50].

12. SPEKTRALNA KLASYFIKACJAWARIANTOW GFP

Ze wzgledu na mnogos$¢ i réznorodnosé istniejacych mutantéw GFP zwykle stosuje
sie wygodna ze wzgleddw praktycznych klasyfikacje spektralng. Tsien [43] dokonat
podziatu wariantdbw GFP na 7 klas, bazujac na odmiennej budowie i r6znych
wiasciwosciach chromoforu:
¢ Kilasa 1, obecne obie formy chromoforu - uprotonowana i nieuprotonowana.
¢ Kilasa 2, stabilna forma anionowa chromoforu.
¢ Kilasa 3, stabilna forma hydroksylowa chromoforu.

+ Kilasa 4, anionowa forma fenolu z dodatkowo natozonym zdelokalizowanym sys-
temem elektronéw n (Yellow Fluorescent Protein).

¢ Kilasa 5, grupa indolowa w chromoforze (Cyan Fluorescent Protein).
¢ Kilasa 6, grupa imidazolowa w chromoforze (Blue Fluorescent Protein).
¢ Kilasa 7, grupa fenylowa w chromoforze.

Klasa !

Gléwnym reprezentantem tej klasy jest GFPwt i wariant z mutacjg Q80R, o ktorej
byta mowa wczesniej. Obecnie dziki typ GFP wykorzystuje sie tylko w szczeg6lnych
okolicznosciach, dlatego ze ma wiele niepozadanych cech: niski poziom fluorescencji
(wprawdzie naswietlanie falami o dtugosci 395 nm (Swiatto UV) pozwala osiggnac
wyzszg intensywnos$¢ fluorescencji, ale jest szkodliwe dla oczu i badanych komérek),
diugi czas formowania sie aktywnej formy chromoforu, duza wrazliwo$¢ na temperature
i nieefektywne fatdowanie biatka w wyzszych temperaturach, tendencja do agregacji
w wyzszych stezeniach.

Potrojny mutant F99S, M153T, V163 A (zwany potocznie Cycle 3) przyczynit sie do
rozwigzania dwdch ostatnich probleméw. Nie poprawito to jednak w sposéb znaczacy
intensywnosci $wiecenia GFP, a wzrost fluorescencji jest w tym przypadku efektem
zwiekszenia liczby poprawnie sfatdowanych czasteczek biatka.
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Klasa 2

Mutanty takie sg obecnie najczesciej wykorzystywane jako narzedzia w badaniach
naukowych, gdyz byty pierwsza grupg biatek GFP, ktéra taczyta dwie wazne cechy:
poprawe poziomu fluorescencji z prostym sposobem wzbudzenia i detekcji w zakresie
Swiatta widzialnego. Najczesciej uzywang mutacjg powodujaca stabilizacje formyjonowej
chromoforujest S65T. Zamiana Thr na Gly, Ala, Cys czy Leu daje podobny efekt. Potrojny
mutant F64M, S65G, Q69L, znany potocznie pod hazwg RSGFP4, jest bardzo popularny
w tej klasie i zostat otrzymany przez przypadkowg mutageneze. Zaréwno S65T, jak i
RSGFP4 maja tylko pojedyncze maksima absorbancji o szescio-krotnie wiekszej
amplitudzie w poréwnaniu z GFPwt i nieznacznie przesunietej dtugosci fali do 489-490
nm, a takze normalne maksima emisji przy ok. 509 nm. Oksydacja Tyr66 jest 4-krotnie
szybsza w wariancie S65T niz w GFPwt, jednak jego fatldowanie, podobnie jak GFPwt,
jest najefektywniejsze w temperaturach znacznie ponizej 37°C. Znaleziono jednak takie
mutacje, ktore umozliwiaty efektywne fatdowanie mutantéw w wyzszych temperaturach,
co zaowocowato powstaniem wariantéw o mieszanych wiasciwosciach (zob. dalej).

Klasa 3

Jonizacja chromoforu moze takze zosta¢ zablokowana. Mutacja T203I praktycznie blokuje
powstanie maksimum absorbancji przy 470 nm. Natomiast forma uprotonowana chromoforu
jest faworyzowana, co przektada sie najedno maksimum absorbancji przy 400 nm. Jednakze
maksimum emisji ciggle pozostaje przy ok. 509 nm, dlatego ze wzbudzony chromoforjest
dostatecznie kwasowy, by oddysocjowaé proton. Mutant ten i jego pochodne o poprawionej
efektywnosci fatdowania w wyzszych temperaturach moga by¢ cenng alternatywa dla
GFPwt. Z powodu braku maksimum absorbancji przy 470 nm mutanty te moga by¢
wykorzystywane razem z mutantami klasy 2 np. do podwojnego znakowania. Obrazy
otrzymane przez wzbudzenie falami o dtugosci ok. 400 nm i ok. 480 nm mozna ze sobg
poroéwnywac mierzac poziom fluorescencji przy ok. 509 nm.

Klasa 4

Jest to szczegolna klasa biatek majaca najbardziej ze wszystkich klas przesuniete
widma absorbancji i emisji w kierunku dtuzszych fal. Jest to spowodowane natozeniem
na chromofor dodatkowego pierscienia aromatycznego. Jak dotad pierscien ten zawsze
pochodzi z zamiany Thr203 na His, Trp, Phe lub Tyr. Dodatkowo zwykle Ser65 jest
zamieniana na Thr lub Gly, aby umozliwi¢ jonizacje chromoforu. Mutacja w pozycji
203 biatka byta zmiang przeprowadzong przy wykorzystaniu mutagenezy ukierun-
kowanej. Z powodu przesuniecia maksimow emisji w kierunku dtuzszych fal Swiatta
(ok. 527 nm) ta klasa biatek fluoryzuje na kolor z6ttawy z domieszka zielonego, a nie na
kolor czysto zielony, dlatego nazywa sie ja YFP (Yellow Fluorescent Proteins').

Klasa 5

Zamiana Tyr66 na Trp (Y66W) powoduje powstanie chromoforu z grupa indolowa
zamiast fenolowej. Maksima absorbancji i emisji to odpowiednio 436 nm i 476 nm,
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posrednie pomiedzy klasg 2. i 3. Aby jednak fluorescencja tej klasy mutantéw osiggneta
dobry poziom, potrzebne jest wprowadzenie wielu dodatkowych mutacji. Mutanty te
zwane sg CFP (Cyan Fluorescent Proteins’) 7. powodu niebieskozielonego (turkuso-
wego) koloru emisji. Zaskakujaca i do dzi$ niewyjasniong cecha obu widm tej klasy
mutantéw jest dwugarbny ksztatt maksimow absorbancji i emisji.

Klasa 6

Zamiana Tyr66 na His (Y66H) powoduje powstanie chromoforu z grupg imidazolowg
zamiast fenolowej. Maksima absorbancji i emisji sg przesunigete w kierunku jeszcze
krotszych fal Swiatta niz w CFP i jest to odpowiednio ok. 383 nm i ok. 447 nm, dlatego
tez kolor fluorescencji tych mutantow jest niebieski. Jak zwykle poprawe efektywnosci
fatldowania w wyzszych temperaturach uzyskuje sie poprzez dodatkowe mutacje, lecz
pomimo tego poziom fluorescencji Y66H pozostaje dos¢ niski. Z powodu niebieskiego
koloru emisji te klase czesto nazywa sie BFP (Blue Fluorescent Proteins), jednak w
tym przypadku istnieje zamet nomenklaturowy, gdyz tg samg nazwa czasami okresla
sie Swiecacy na niebiesko kompleks ekworyny ze wzbudzonym koelenteramidem,
opisany w punkcie 3. BFP i biatka klasy 3. takze mozna uzywa¢ do podwojnego
znakowania np. struktur komoérkowych, dlatego ze obie klasy biatek moga ulec
wzbudzeniu przy ok. 390 nm.

Klasa 7

Zamiana Tyr66 na Phe (Y66F) powoduje powstanie chromoforu z grupg fenylowg
zamiast fenolowej. Klasa ta ma maksima absorbancji i emisji przy bardzo matych
dtugosciach fal - 360 nm i 442 nm. Wiasnie z tego powodu mutant ten ma male
zastosowanie praktyczne i w zwigzku z tym jest stabo zbadany. Jednakze przypadek
ten udowadnia, ze kazdy aminokwas aromatyczny wstawiony w pozycje 66 biatka
moze stworzy¢ aktywng forme chromoforu.

Podsumowanie ilustrujace widma absorbancji i emisji dla 6 najczesciej wykorzysty-
wanych klas mutantéw GFP przedstawiono na rycinie 10.

13. MUTACJE POPRAWIAJACE INNE WEASCIWOSCI GFP

Jak juz Kilkakrotnie wspominano, GFPwt z powodu swojego pochodzenia
gatunkowego najefektywniej fatduje sie w temperaturach znacznie nizszych niz 37°C,
utrudniajgc tym samym wykorzystanie tego biatka w wiekszosci badan laboratoryjnych.
Spowodowato to koniecznos¢ znalezienia takich mutacji, ktére poprawia warunki
faldowania w wyzszych temperaturach. Znaleziono wiele takich mutacji, gtéwnie
wymieniajgc reszty aminokwasowe oddziatujace z rozpuszczalnikiem na mniejsze, co
zwiekszyto stabilno$¢ struktury trzeciorzedowej [40, 43]. Takze zamiana kilku
powierzchniowych aminokwaséw hydrofobowych na hydrofitowe spowodowata
dodatkowo wzrost szybkosci fatdowania biatka, zmniejszajgc tym samym prawdo-
podobienstwo jego agregacji [40, 51]. Przyktadami takich mutacji sg F99S, M153T,
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RYCINA 10. Widma absorbancji (linie ciagle) i fluorescencji (linie przerywane) dla przedstawicieli 6
pierwszych klas mutantow GFP, razem ze strukturami chromoforu, ktére uwaza sie za odpowiadajace za
poszczeg6lne maksima. Maksima zostaty znormalizowane do amplitudy 1, dlatego tez nie odzwierciedlajg
faktycznego poziomu fluorescencji [52], Na podstawie [43], zmieniono

V163A, N149K, 1167T [40, 43, 51]. W przeciwienstwie do mutantéw spektralnych,
ktére w wiekszosci otrzymywano mutujac przypadkowe aminokwasy i obserwujac
wiasciwosci biatka po mutacji, ta klasa mutacji bazuje na przewidywaniach ich wptywu
na proces fatdowania.

Inng klasg sg mutacje skracajace czas dojrzewania chromoforu, a tym samym
przyspieszajace otrzymanie $wiecacego GFP. Sgto gtéwnie mutacje reszt lezacych w
poblizu chromoforu, np. S65T, A, G lub L; F64L; S72A. W przeciwienstwie jednak do
mutacji powierzchniowych, te bazujg raczej na przypadkowej mutagenezie i pdzniejszej
charakterystyce biatka [40, 43, 51].

Warto podkreslié¢, ze mutacje poprawiajgce skuteczno$¢ fatdowania w wyzszych
temperaturach i przyspieszajace synteze i dojrzewanie chromoforu GFP sg praktycznie
zawsze obecne w mutantach wykorzystywanych jako rutynowe narzedzia badawcze.
Mozna tworzy¢ wiele kombinacji tych mutacji, co w wiekszosci przypadkow nie wptywa
na wiasnosci spektralne poszczegolnych klas mutantow [43].
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14. BIALKA PODOBNE DO GFP AEgt/OTLE/i VICTORIA

Najbardziej znanym i najintensywniej wykorzystywanym i badanym biatkiem
fluorescencyjnym jest GFP pochodzgce zAequorea victoria (czasem dla odréznienia
zwane A-GFP). Biatka podobne strukturalnie, a czesto takze fizykochemicznie, mozna
znalez¢ takze w wielu innych organizmach nalezacych do typu parzydetkowcow
(Cuidaria). Wydaje sie, ze biatka te sg charakterystyczne jedynie dla Cuidaria, gdyz
jak dotad nie znaleziono ich u przedstawicieli innych spokrewnionych typdw [28].

Najbardziej znanym przyktadem jest GFP wystepujace u kilku przedstawicieli
rodzaju Renilla nalezgcego do gromady koralowcéw (Anthozoa). Czasami biatko
to, dla odréznienia od GFP z A. victoria, okreslane jest skrotem R-GFP. Pomimo
tego ze R-GFP jest znane i badane od ponad 30 lat [31, 47], dopiero niedawno
zostato zsekwencjonowane, dlatego tez jak na razie rzadko jest wykorzystywane
jako narzedzie w badaniach naukowych [51], GFP z Renilla sp. wykazuje 25%
homologd sekwencji aminokwasowej z A-GFP [34] i 39-48% homolog6 z innymi
fluorescencyjnymi biatkami pochodzacymi z innych gatunkéw Anthozoa. A-GFP i
R-GFP maja podobng sekwencje aminokwasowa chromoforéw, jednak nie sg to
sekwencje identyczne (FSYGDR u R-GFP zamiast FSYGVQ u A-GFP) [5]. Jak
widaé, pierwsze 4 aminokwasy zaangazowane bezposrednio w cyklizacje sg iden-
tyczne, natomiast dwa pozostate sg w tych biatkach rézne. Powoduje to, ze biatka
te maja takze odmienne wiasciwosci spektralne. R-GFPwt, w przeciwienstwie do
A-GFPwt, ma tylko jedno maksimum absorbancji przy ok. 498 nm, natomiast
maksima emisji obu biatek sa zblizone [5].

Biatka podobne do GFP wystepuja takze u innych przedstawicieli koralowcow
zyjacych w cieptych oceanicznych wodach, np. Ptilosarcus guernyi. GFP pochodzace
z Renilla sp. i z P. guernyi wykazujg wiekszg intensywnos¢ fluorescencji niz A-GFP,
dlatego tez sg dobrymi kandydatami do wykorzystania jako wewnatrzkomérkowe geny
reporterowe [34], Poréwnanie wiasciwosci fizykochemicznych obu powyzszych biatek
z A-GFP sugeruje, ze ich struktura przestrzenna nie odbiega znaczaco od struktury
krystalicznej A-GFP [34], W 2003 roku odkryto takze niefluoryzujace biatko podobne
do GFP pochodzace z A. coerulescens, niebioluminescencyjnego stutbioptawa
spokrewnionego z A. victoria. Jak dotychczas nie ustalono, jakag funkcje spetnia to
biatko w organizmie gospodarza [19].

Metody biologii molekularnej postuzyty do poszukiwan biatek GFP o lepszych
wiasciwosciach spektralnych i intensywniejszej fluorescencji niz GFP z A. victoria.
Analizujac biatka izolowane z wybranych przedstawicieli gromady koralowcow natknigto
sie na 6 bardzo ciekawych molekut o0 pozadanych cechach fizykochemicznych. Wszystkie
pochodzity z przedstawicieli rodzaju Discosoma [27]. Pomimo tego ze podobienstwo
sekwencji aminokwasowych tych biatek z A-GFP wynosi tylko od 26% do 30%, ich
struktury przestrzenne okazaty sie bardzo do siebie zblizone [42]. Kolor fluorescencyjnej
emisji jednego z powyzszych biatek okazat sie czerwony, stad potocznie nazywa sie je
DsRed (drFP583 wedtug oryginalnej nomenklatury Matza [27]). Maksimum emisji
dzikiego typu tego biatka przypada na ok. 583 nm i moze by¢ przesunigte jeszcze
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bardziej w kierunku dtuzszych fal swiatta. Poddajagc cDNA DsRed przypadkowej
mutagenezie otrzymano mutanta o najdalej jak dotad potozonym maksimum fluorescencji,
przypadajacym na 616 nm [13]. Mechanizm formowania sie chromoforu w
poczgtkowych fazach okazuje sie zaskakujaco podobny do tego z A-GFP. Jednak w
kolejnym etapie nastepuje dodatkowa dehydrogenacja w obrebie GIn66, co powoduje
powstanie dojrzatego chromoforu, ktérego fluorescencia ma barwe czerwong [18].
Kilka lat temu dwie grupy badawcze oddzielnie rozwiktaty i opublikowaly strukture
krystaliczng DsRed [45, 49]. Jak podejrzewano wczesniej [ 1,20], biatko to wystepuje
praktycznie zawsze w formie tetrameru i sktada sie z 11 przeciwréwnolegtych [3-wstgzek
tworzacych Sciany |3-barytki. Wiekszo$¢ réznic pomiedzy strukturg A-GFP a DsRed
dotyczy petli tworzacych ,,pokrywki” cylindra.

Dzieki swoim wiasciwosciom spektralnym DsRed jest obecnie gtdwnie wykorzys-
tywane wraz z wariantami GFP do $ledzenia losu kilku biatek jednoczesnie. Jest takze
idealnym partnerem dla YFP w technice FRET [51] (zobacz takze towarzyszacy artykut
[4]). Te zalety sg gtdownym powodem tak znaczacego zainteresowania DsRed w ostatnich
latach. Poznanie struktury przestrzennej dato takze mozliwos$¢ konstrukcji nowych
mutantow tego biatka [42, 49], takze takich, ktore zmieniajg swdj kolor w czasie [41],
W przysztosci takie dziatania powinny zaowocowac szerszym wykorzystaniem DsRed
w réznego rodzaju eksperymentach biologicznych.

Od czasu odkrycia pierwszych biatek podobnych do GFP udato sie sklonowaé okoto
100 przedstawicieli tej rodziny z wielu ré6znych gatunkéw gromady koralowcéw [27,
44], Pomimo duzej r6znorodnosci w budowie chromoforu i whasciwosciach spektralnych
tych biatek, wiekszos¢ wykazuje podobne cechy strukturalne i fizykochemiczne. Duza
liczba komercyjnie dostepnych biatek z tej rodziny i bogactwo koloréw ich fluores-
cencyjnej emisji pozwolito na zwiekszenie mozliwosci znanych juz metod badawczych,
w ktérych wykorzystywane jest GFP i jego mutanty [28, 44], a w przysztosci daje
takze szanse na stworzenie nowych, zaawansowanych technik.

15. PODSUMOWANIE

Juz od ponad dekady GFP jest szeroko wykorzystywane jako narzedzie w r6znego
typu badaniach biologicznych. Pomimo wielu eksperymentow, ktére przeprowadzono
w celu zbadania jego struktury i wiasciwosci fizykochemicznych, wiele zagadnien
dotyczacych formowania sie chromoforu, warunkéw fatdowania sie biatka i jego
fotochemii pozostaje nadal nierozwigzanych. Wyjasnienie tych zagadnien nie tylko
umozliwi zgtebienie niepoznanych jak dotad wiasciwosci GFP, ale takze pozwoli na
stworzenie nowych, bardziej zaawansowanych technik wykorzystujacych to biatko i
doprowadzi zapewne do udoskonaleniajuz istniejgcych.

Poznanie innych biatek podobnych do GFP jest pomocne w odtwarzaniu ewolucji
fluorescencyjnych biatek [28], moze tez doprowadzi¢ do znalezienia narzedzi
badawczych dogodniejszych niz GFP z A. victoria. Biatka podobne do GFP pochodzace
z koralowcéw juz obecnie zyskujg przychylno$¢ badaczy i sg coraz czesciej
wykorzystywane. Ich odkrycie pokazato réwniez, ze mozemy sie spodziewac znalezienia
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innych tego typu biatek o cennych wiasciwosciach spektralnych, jednocze$nie
cechujacych sie duzg stabilnoscia, zdolnosciag do szybkiego fatdowania i dojrzewania w
temperaturach zblizonych do fizjologicznych dla ssakéw.

Najwazniejsze zastosowania GFP w rdznego typu badaniach biologicznych omawia
towarzyszacy artykut [4],
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Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Biochemii, Wydziat Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego

Streszczenie: Unikatowe wasciwosci zielonego biatka fluorescencyjnego GFP (Green Fluorescent Prote-
in) sg gtbwnym powodem powszechnego wykorzystania tego biatka w biologii komorki i biologii mole-
kularnej. W pracy tej zostana zaprezentowane najwazniejsze sposoby wykorzystania GFP, takie jak
monitorowanie ekspresji genéw, badanie dynamiki wewngatrzkomérkowej i oddziatywan miedzycza-
steczkowych biatek oraz tzw. monitorowanie biologiczne. Niedawne odkrycie biatek podobnych do GFP
rozszerza mozliwosci znanych technik badawczych, w ktorych wykorzystywane jest to biatko, a takze
daje nadzieje na powstanie nowych, ktére w najblizszej przysztosci znajda zastosowanie w komplekso-
wych eksperymentach cytologicznych i proteomicznych.

Stowa kluczowe: GFP, Aequorea victoria, znacznik fuzyjny, gen reporterowy, FRAP, FRET, wskaznik
pH, czujnik wapniowy, monitorowanie biologiczne.

Summary: The unique properties of Green Fluorescent Protein (GFP) are the main reason of its com-
mon use as a tool in cell and molecular biology. This work gives an overview of some of the major
applications of GFP such as protein tagging, monitoring of gene expression and protein interactions as
well as use in biological screening. The recent discoveries of fluorescent proteins from many Anthozoa
species expand the applicabilities of already know techniques and enable creation of new ones, which
will be useful in high-throughput cytological and proteomic experiments.

Key words: green fluorescent protein (GFP), Aequorea victoria, fusion tag, reporter gene, FRAP, FRET,
pH indicator, calcium indicator, biological screening.
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1. WSTEP

Biatko GFP (Green Fluorescent Protein), ktorego budowe i wilasciwosci
szczegbtowo opisano w towarzyszacym artykule [10], jest obecnie powszechnie
wykorzystywanym narzedziem w badaniach biologicznych. Z powodu niezwykle szybko
rosngcego zainteresowania tym biatkiem w ostatniej dekadzie i bardzo duzej liczby
doniesien o nowych i coraz bardziej szczegétowych zastosowaniach GFP w réznych
dziedzinach biologii, w pracy tej zostang przedstawione tylko te najwazniejsze i najczesciej
wykorzystywane.

2. GFP JAKO ZNACZNIK (TAG) W FUZJI Z BADANYM
BIALKIEM

Najpowszechniejszg dzi$ formg wykorzystania GFP jest badanie lokalizacji i losu
biatek w réznych rodzajach komorek i organizméw [24,57]. Dodatkowe usprawnienia
tej metody dajg takze mozliwos¢ wizualizacji dynamiki proceséw wewnatrz-
komorkowych [5, 24, 53]. Fuzja pomiedzy genem kodujacym badane biatko i cDNA
GFP moze zosta¢ przeprowadzona przy wykorzystaniu standardowych technik
subklonowania. Takie biatko fuzyjne moze by¢ nastepnie z powodzeniem poddane
ekspresji w wielu rodzajach komorek lub tkanek. Stworzono wiele rodzajow wektorow
ekspresyjnych zawierajagcych cDNA GFP, do ktdrych w MCS (Multi-cloning Site)
wstawia sie gen lub cDNA badanego biatka. Wektory takie zawierajg zwykle warianty
GFP o poprawionych wiasciwosciach spektralnych, w ktérych takze dokonano
optymalizacji kodon6w na potrzeby ekspresji w komoérkach réznych organizméw. Aby
zwiekszy¢ poziom ekspresji biatka fuzyjnego, konstrukcje takie zwykle sg pod kontrolg
silnych promotoréw, np. z wirusa cytomegalii [115].

Poziom ekspresji GFP zalezy od wielu czynnikéw. U roslin na przyktad bardzo istotng
rzeczajest zmiana kilku nukleotydow, aby wyeliminowac ukryte miejsce splicingowe
[35]. Optymalizacja kodon6w zostata dokonana dla bardzo wielu systeméw ssaczych
[109, 115]. Niektdrzy autorzy otrzymali dzieki temu znaczny wzrost poziomu ekspresji
[109, 115], niektorzy jednak tak znacznej progresji nie uzyskali [76]. Dokonano takze
optymalizacji kodonéw dla drozdzy [15] i innych grzybow [55], Ekspresje w komorkach
ssaczych poprawiono wprowadzajgc do mMRNA GFP (rzecz jasna na poziomie cDNA)
specyficzng sekwencje wigzaca rybosomy (sekwencje Kozak) [48]. GFP nie jest w
wiekszosci przypadkow toksyczne dla komdrki. Byto kilka doniesien o toksycznosci
wysokich stezeri GFP, jednak informacje te nie zostaly ostatecznie potwierdzone [114].

Wiekszos¢ chimer GFP zostato stworzonych poprzez fuzje badanego biatka z N-
lub C-koricem GFP. Nie jest to jednak regutg - w niektérych przypadkach, kiedy
dodanie znacznika do konca biatka nie jest przez nie zbyt dobrze tolerowane, mozliwa
jest insercja GFP w obreb sekwencji kodujacej badane biatko. W niektérych
przypadkach taka insercja umozliwia prawidtowe fatdowanie i dziatanie zaréwno
GFP, jak i badanego biatka, co wykorzystano np. do stworzenia fuzji GFP z biatkiem
jednego z kanatow potasowych [91].
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RYCINA 1. Mozliwe topologie GFP, cpGFP i ich chimer z badanymi biatkami (na podstawie [4],
zmieniono)

Jak wynika ze struktury krystalicznej GFP [75,108] N- i C-koniec tego biatka znajdujg
sie blisko siebie. Z tego powodu moga one by¢ potgczone na poziomie DNA sekwencjg
koduj acapeptyd linkerowy z jednoczesnym stworzeniem nowych koncéw. Po translacji
powstaje w ten sposob czgsteczka cpGFP (“circular-permuted GFP). Nowe N- i C-
konce GFP, do ktorych mozna przytgczac badane biatko, otrzymuje sie poprzez ciecie
w 10 réznych pozycjach DNA (ryc. 1) [4].

Pomimo tego ze przylgczenie GFP zwieksza mase badanego biatka o 27 kDa, w
wiekszosci przypadkéw nie dochodzi do uposledzenia fatdowania ani prawidtowej
lokalizacji biatka fuzyjnego w komorce [17, 99, 114]. Stwierdzono takze, ze prawdo-
podobiehstwo udanej fuzji rosnie w miare dodawania coraz to dtuzszego peptydu
linkerowego do jednego z koncoéw GFP, co ttumaczy sie zmniejszeniem sterycznej
zawady pomiedzy GFP a badanym biatkiem [81]. Wiadomo takze, ze nie wszystkie
fuzje GFP sg udane, jednak niepowodzenia bardzo rzadko sa publikowane, co utrudnia
tym samym wiasciwe oszacowanie czestosci udanych eksperymentow [99].

Do lokalizacji wewnatrzkomorkowej biatek mozna uzy¢ takze znacznikdéw immuno-
cytochemicznych, m.in. epitopéw myc i HA. Jednak pomimo bardzo duzej rdznicy
wielkosci pomiedzy GFP (238 aminokwasOw) a tymi znacznikami (zwykle ok. 10
aminokwasow), znakowanie GFP jest znacznie lepszg metoda. Znakowanie immuno-
cytochemiczne wymaga utrwalenia komoérek przed lokalizacjg badanego biatka, co
niesie za sobg duze prawdopodobienstwo wystapienia artefaktow, uniemozliwia tez
Sledzenie przemieszczania sie badanych biatek w obrebie komorki. Wad tych pozbawione
jest znakowanie GFP - uwidocznienie tego znacznikajest mozliwe w czasie rzeczywistym
w zywych komérkach [17, 63],
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GFP jako znacznik zostat wykorzystany do badan w obrebie praktycznie kazdej
organelli i przedziatu komorkowego: btony komaérkowej [32, 67, 110], jadra komor-
kowego [20, 29, 32, 52, 86], retikulum endoplazmatycznego [66, 82, 94], aparatu
Golgiego [82], pecherzykéw sekrecyjnych [42, 49], mitochondriéow [20, 69, 86],
peroksysomow [106], wakuol [16] i fagosomow [56]. Bardzo rozne pH i potencjaty
oksydoredukcyjne panujgce w kazdej z tej organelli nie stanowity znaczacej bariery dla
prawidlowego dojrzewania GFP [99], Prowadzono tez kompleksowe badania
wewnatrzkomorkowych szlakéw sekrecyjnych [26, 103] i obserwacje zdarzenh
zachodzacych w cytoszkielecie podczas cyklu komérkowego [74] i podczas cytokinezy
[25]. Wykorzystujac rézne kolorowe mutanty GFP badano lokalizacje i przemieszczanie
sie kilku biatek komoérkowych jednoczesnie [63,100].

Dzieki GFP mozna nie tylko wyznakowac biatka, ale takze, posrednio, specyficzne
sekwencje nukleotydowe DNA. Przykiadem takiego eksperymentu jest lokalizacja
konkretnych loci w chromosomach przez insercje w ich obreb operatoréw operonu
laktozowego (lacO) i wprowadzenie do komorki DNA kodujgcego represor operonu
Lac z dotgczonym znacznikiem GFP (lacl-GFP) [63, 93].

Poniewaz GFP jest doskonatym narzedziem do przyzyciowego $ledzenia dynamiki
biatek wewnatrz komorki, stato sie mozliwe przedstawianie ruchomych obrazéw na
wideo, co jest oczywistym urozmaiceniem podczas prezentacji np. wynikow badan
eksperymentalnych. Przyklady zapisu filmowego, gdzie GFP stuzyjako znacznik, mozna
znalez¢ pod adresami: http://www.automatedcell.com/movies/ i http://www.cooper-
lab.wustl.edu/, a takze na ptycie CD dofgczonej do czwartego wydania Molecular
Biology ofthe Celi.

3. WYKORZYSTANIE GFP W TECHNIKACH FRAP | FLIP

Udoskonalonymi metodami badania wewngtrzkomérkowej dynamiki biatek sg
techniki FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) i FLIP (Fluorescence
Loss In Photobleaching). W technikach tych wykorzystuje sie m.in. rézne fuzje
mutantéw GFP z badanymi biatkami komdérkowymi. Poprzez naswietlenie silnym
impulsem swiatta lasera wybranego obszaru komérki powoduje sie zanik fluorescencji
(ang. bleaching) chimery GFP. Dzieki monitorowaniu szybko$ci powrotu utraconej
fluorescencji chimery GFP w naswietlonym miejscu (technika FRAP) mozna okresli¢
wzgledna ruchliwos¢ badanego biatka [30]. Technika komplementarng do wyzej opisanej
jest technika FLIP. W tym przypadku powtarzajace sie impulsy Swiatta o$wietlajg
okreslony obszar komérki, powodujac ciagtg utrate fluorescencji przez biatka fuzyjne,
ktore dyfundujgw ten obszar. Umozliwia to monitorowanie utraty fluorescencji przez
sgsiadujgce z obszarem badanym inne miejsca w komérce, pokazujgc tym samym te
rejony, z ktorych nastgpita dyfuzja badanego biatka [30].

Techniki FRAP i FLIP wykorzystujace fuzje z GFP znalazty szerokie zastosowanie
w badaniach biologicznych. Obie techniki wykorzystuje sie w monitorowaniu dyfuzji
biatek btonowych rozmieszczonych w rézny sposéb w poprzek btony komorkowej.
Kombinacje obu powyzszych technik znalazty takze zastosowanie w badaniach
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stabilno$ci wigzania réznych biatek z DNA, m.in. histonow [11,62] i biatek HMG [11],
w monitorowaniu transportu biatek pomiedzy r6znymi organellami, a takze w poznaniu
komérkowych drog wydzielniczych [83,105]. W ten sposob np. dowiedziono, ze wiele
enzymow z aparatu Golgiego powraca przy pomocy pecherzykow transportowych do
retikulum endoplazmatycznego [1].

4. GFP JAKO GEN REPORTEROWY

Historycznie pierwszym zaproponowanym zastosowaniem GFP byto wykrycie ekspresji
genu in vivo u Caenorhabditis elegans, ktérego oskoérek uniemozliwia dostep substratom
potrzebnym do detekcji innych genéw reporterowych. W tym przypadku dzieki GFP
potwierdzono wzor ekspresji z promotora mec-7, ktory kontroluje synteze [3-tubuliny w
neuronach pewnych mechanoreceptoréw nicienia [80]. Miedzy innymi ten eksperyment
przyczynit sie do wzrostu popularnosci GFP jako narzedzia w badaniach biologicznych.

Dzi$ GFP jest szeroko wykorzystywane jako gen reporterowy w monitorowaniu
wzoru ekspresji, a takze poziomu ekspresji genow [18,47,113]. GFPjest tez uzyteczne
w przestrzennym obrazowaniu ekspresji gendw w obrebie komarki, tkanki lub organizmu
[38,41], W wiekszosci przypadkéw GFP moze znajdowac sie pod kontrolg dowolnego
promotora. Dzieki tak stworzonej konstrukcji mozna bezposrednio bada¢ ekspresje
praktycznie kazdego genu w pojedynczych komérkach lub tkankach [63]. Proces ten
oprécz oczywistej koniecznosci wprowadzenia odpowiedniej konstrukcji do gospodarza
nie wymaga zadnej dodatkowej ingerencji lub specjalnego traktowania ze strony
eksperymentatora. Z tego powodu GFP gdruje nad innymi popularnymi genami
reporterowymi, takimi jak np. acetylotransferaza chloramfenikolowa czy [3-galakto-
zydaza. W obu tych przypadkach nalezy dodatkowo wprowadzi¢ do komorki zwigzek
chemiczny lub umozliwi¢ jego pobranie z pozywki hodowlanej. Dopiero wtedy zwigzek
taki da reakcje barwng i umozliwi lokalizacje powyzszych reporteréw w komorce [95].

Pomimo niezaprzeczalnych zalet stosowania GFP do analizy poziomu ekspresji
gendw, w czasie tego typu eksperymentow napotkano na kilka powaznych utrudnien:
¢ GFP nie jest systemem enzymatycznym, w ktérym jedna czasteczka enzymu pro-

dukuje tysigce czasteczek barwnych produktéw. W tym przypadku jedna molekuta
GFP zawiera jedng czasteczke chromoforu. Powoduje to, ze czesto poziom ekspre-
sji genu z naturalnych promotorow komérkowych jest zbyt niski, aby umozliwié¢
skuteczng detekcje, odréznialngod fluorescencji tta. Jak dowiedziono, aby sygnat
byt dobrze wykrywalny, w wiekszosci przypadkéw w komorce musi znajdowac sie
okoto 106 czasteczek GFP, co moze by¢ osiggniete jedynie w przypadku dos¢ wy-
sokiego poziomu ekspresji [87]. Jest to szczegdlnie niekorzystne dla komdrek ssa-
czych, gdzie wigkszos¢ udanych wizualizacji z wykorzystaniem GFPwt przepro-
wadzono pod kontrolg bardzo silnych promotoréw np. z wirusa cytomegalii czy
SV40 [79, 87], Problem niskiego poziomu fluorescencji GFP moze by¢ rozwigza-
ny przy wykorzystaniu bardzo czutych instrumentéw pomiarowych wykrywaja-
cych nawet bardzo stabg emisje fotondw. Sgone jednak zbyt drogie, aby wykorzy-
stywac je w rutynowych eksperymentach [63].
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¢ Ekspresja GFP w nizszych temperaturach daje czesciowg poprawe wykrywalnosci
ekspresji m.in. u roslin [34], drozdzy [92], Drosophila melanogaster [9, 104] i w
komdrkach ssaczych [79]. Jest to spowodowane prawdopodobnie tym, ze obnizenie
temperatury powoduje wzrost ilosci poprawnie sfatdowanych czasteczek GFP [52].

¢ Powolne posttranslacyjne formowanie sie aktywnej formy chromoforu nawet w
wariantach biatka z poprawiong szybkoscig fatfdowania bardzo utrudnia wykorzy-
stanie GFP do monitorowania obecnosci badanego biatka w poczatkowych eta-
pach po zakonczeniu translacji [63],

¢ Intensywnos¢ fluorescencji GFP nie wykazuje liniowej zaleznosci od ilosci biatka,
co wymusza ustalenie dla kazdego nowego zastosowania GFP innej krzywej kali-
bracyjnej. Jest to chyba najpowazniejszy problem przy okreslaniu poziomu eks-
presji badanego biatka w komérce [114].

Warto dodaé, ze stworzono takze specjalne niestabilne warianty GFP do monito-
rowania szybko zachodzacych proceséw wewnatrzkomorkowych, m.in. do badania
poziomu ekspresji biatek szybko ulegajacych degradacji w komérce [3, 50],

5. WYKORZYSTANIE ROZNYCHWARIANTOW GFP
W TECHNICE FRET

Technika FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) jest spektroskopowa
metodg umozliwiajaca monitorowanie dynamiki oddziatywan miedzyczasteczkowych
biatek zaréwno in vitro, jak i in vivo [5, 40, 90, 99],

Stosujgc klasyczne metody wytwarzania biatek fuzyjnych dwa interesujgce nas biatka
znakuje sie roznymi mutantami GFP. Dob6r pary wariantéw nie moze by¢ jednak
przypadkowy - maksimum emisyjne donorowego GFP musi znaczaco (cho¢ nie musi
idealnie) pokrywac¢ sie z maksimum absorbancji akceptorowego mutanta GFP. Dodat-
kowo, maksima emisyjne obu wariantéw musza by¢ mozliwie od siebie odlegte w dtugosci
fali Swiatta, aby moc odrozni¢ wystapienie lub brak interakcji [17], Kiedy pomiedzy
dwoma badanymi biatkami wystapi oddziatywanie, ktére spowoduje, ze chromofory GFP
znajda sie bardzo blisko siebie (odlegtos¢ od okoto 10 do 100 A), energia pochtaniana
przez chromofor donorowego wariantu GFP jest przekazywana bezposrednio na chromofor
akceptorowego GFP. Powoduje to, ze bedziemy obserwowac jedynie fluorescencje tego
drugiego (ryc. 2). Z powodu zachodzacego transferu energetycznego emisja tego
pierwszego nie ujawni sie [ 114], Jak fatwo zauwazy¢, podobna sytuacja panuje in vivo w
A. victoria (zobacz punkt 3 w towarzyszacym artykule [10]).

Donorem w technice FRET moze by¢ np. mutant Y66H (BFP) (maksima absorbancji
i emisji ok. 383 nm i 447 nm), natomiast mutant S65T (GFP) moze by¢ akceptorem
(maksima odpowiednio ok. 489 nm i 509 nm). Tak jak zatozono, w tym przypadku
maksimum emisji donora jest zblizone do maksimum absorbancji akceptora. Jezeli po
naswietleniu $wiattem o dtugosci fali ok. 383 nm nastgpi emisja Swiatta zielonego o
dtugosci fali ok. 509 nm, to z duzym prawdopodobienstwem mozna wnioskowac, ze
mamy do czynienia ze swoistg interakcjg biatko-biatko. W przeciwnym przypadku
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wzbudzenie emisja wzbudzenie emisja

A)

(B) Brak interakcji biatko X - biatko Y (C) Interakcja biatko X - biatko Y
Brak transferu energii do GFP Transfer energii (FRET) do GFP
Wykrywana emisja $wiatta niebieskiego Emisja $wiatta zielonego

RYCINA 2. Wykorzystanie techniki FRET do badania oddziatywan miedzy biatkami (na podstawie
Alberts, B. i wspotaut. Molecular Biology ofthe Celi, wydanie 4., s. 519, zmieniono)

naswietlanie $wiattem o dlugosci 383 nm spowoduje emisje Swiatta niebieskiego
pochodzgcego z emisji BFP [17, 99],

Wykorzystanie GFPwt jako akceptora nie jest tu mozliwe. Naswietlanie Swiattem
UV o dlugosci 383 nm spowoduje nie tylko wzbudzenie BFP, ale takze czeSciowe
wzbudzenie GFPwt bez udziatu transferu energetycznego, jako ze GFPwt ma jeszcze
drugie, zblizone do BFP maksimum absorbancji przy dtugosci fali 395 nm.

Ogromne mozliwosci techniki FRET byty gtdwng motywacjg do poszukiwania
wiekszosci mutantow spektralnych GFP [99]. Dzieki tym poszukiwaniom znaleziono
wiele idealnych partneréw dla FRET, m.in. wspomniane [10] mutanty klasy 6 (BFP)
jako donory i mutanty klasy 2 (np. S65T i S65C) jako akceptory. Jeszcze lepszymi
partnerami ze wzgledu na bardziej znaczace podobiefnstwo miedzy maksimum emisji
donora a maksimum absorbancji akceptora sg mutanty klasy 5 (CFP) jako donory i
mutanty klasy 4 (YFP)jako akceptory. Warto$¢ obu tych maksiméw oscyluje w okolicach
500 nm [44, 99],

Za pomocg techniki FRET stosunkowo tatwo bada¢ oddziatywania pomiedzy dwoma
roznymi biatkami (heterodimeryzacja). Badanie homodimeryzacji jest rowniez mozliwe,
cho¢ znacznie trudniejsze [99, 114]. Na przykiad homodimeryzacje czynnika
transkrypcyjnego Pit-1 wykryto analizujac biatka fuzyjne BFP-Pit-1 i GFP-Pit-1 w
komorkach HelLa [78]. Homodimeryzacja jest trudniejsza do wykazania, dlatego ze
statystycznie tylko okoto 50% interakcji nastapi pomiedzy biatkami znakowanymi BFP
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i GFP. Pozostate interakcje nastgpig pomiedzy GFP-GFP i BFP-BFP, co czesciowo
uniemozliwia odréznienie homodimeru od monomeru.

Dzieki technice FRET mozna nie tylko bada¢ interakcje biatek. Znakujac pojedyncze
biatko w dwodch réznych jego miejscach (najczesciej na N- i C-koncu) dwoma
kolorowymi wariantami GFP, mozna obserwowaé zmiany konformacyjne r6znego
rodzaju biatek, podjednostek lub domen po dodaniu réznych czasteczek lub zwigzkéw
chemicznych, np. jonéw metali. Zmiany konformacyjne beda objawiaty sie wzrastaniem
lub maleniem odlegtosci liniowej pomiedzy chromoforami, co bedzie powodowato réznie
intensywny transfer energetyczny pomiedzy mutantami GFP i bedzie miato przetozenie
na intensywnos$¢ i kolor fluorescencyjnej emisji [17, 114].

Pierwszym przyktadem uzycia FRET w celu wykrycia zmian konformacyjnych byto
wykazanie, ze ludzka metalotioneina po zwigzaniu jonéw Zn2+ lub Cd2" ulega znaczacej
zmianie konformacyjnej (ryc. 3). Okazalo sie, ze transfer energetyczny pomiedzy
wariantami CFP i YFP o poprawionych wasciwosciach fizykochemicznych (ECFP i
EYFP, E - od enhanced) byt mozliwy tylko wtedy, kiedy metalotioneina byta zwigzana z
ktéryms z wyzej wymienionychjonéw. Jednak po dodaniu tlenku azotu I, metalotioneina
uwalnia jon metalu, co powoduje tak znaczacg zmiane konformacyjng czasteczki, ze
FRET praktycznie przestaje zachodzi¢ [77]. Podobna koncepcja zostata takze
wykorzystana do pomiardw stezenia jonow wapnia w komorce (zob. dalej), a takze do
monitorowania aktywnosci r6znego rodzaju proteaz [36,107] i kinaz biatkowych [71],

RYCINA 3. Wykorzystanie techniki FRET do badania zmian konformacji metalotioneiny (na podstawie
[77], zmieniono)
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Jak kazda technika czy metoda badawcza, takze FRET ma zaréwno wady, jak i
zalety. Zaletg tej techniki jest jej powtarzalnos¢ i mozliwo$¢ wizualizacji biatek
praktycznie w kazdym przedziale komérkowym. Géruje ona pod tym wzgledem nad
inng technikg badania interakcji biatko-biatko, a mianowicie nad metoda dwuhybrydowa.
Ta ostania technika wykrywa tylko oddziatywania pomiedzy biatkami lub ich frag-
mentami w jadrze komoérkowym. Najwiekszgwada techniki FRET jest fakt, ze pomimo
wyraznego braku interakcji miedzy badanymi biatkami, czasami podczas naswietlania
mamy do czynienia z nieswoistymi sygnatami fluorescencji. Dlatego tez FRET nie jest
zapewne najlepsza metoda do ,,$ledzenia” lub ,,wytapywania” nieznanych oddziatywan.
Umozliwia jednak szczegbtowa analize tych interakcji, ktére zostaty wstepnie
potwierdzone [99].

6. MUTANTY GFP JAKO CZUJNIKI STEZENIA JONOW Ca2+
W KOMORCE

Wiele biochemicznych czujnikéw stezeniajondw wapnia bazuje na mutantach GFP
[2, 39, 44, 45]. Stworzono wiele réznych wariantéw tego typu czujnikow czterech
odmiennych typéw.

A. Cameleony (cameleons)

Byty pierwszymi czujnikami wykorzystujacymi warianty GFP [65, 66, 88]. Bazujg
one gtdwnie na wykorzystaniu techniki FRET.

Miyawaki i wspotaut. [65, 66] przytaczyli BFP lub CFP do N-konca kalmoduliny
(CaM) i przedstawiciela klasy 2 GFP albo YFP do C-korica peptydu wigzacego
kalmoduline pochodzacego z kinazy lekkiego faricucha miozyny miesnia szkieletowego
(zwanego MI3). Stworzyli w ten sposdb czterodomenowg chimere: B(C)FP-CaM-
M 13-G(Y)FP. W przypadku braku lub bardzo matego stezeniajondw Ca?, oba mutanty
GFP byty na tyle oddalone od siebie, ze transfer energetyczny praktycznie nie zachodzit.
Wozrost stezenia jondw wapnia powodowat, ze kalmodulina wigzata peptyd M13 |
odlegtos¢ miedzy dwoma wariantami GFP malata (ryc. 4a). Stwarzato to dogodne
warunki przestrzenne do wzrostu intensywnosci transferu energii, co przektadato sie
na zmiane koloru i wzrost natezenia fluorescencji po naswietleniu Swiattem o odpo-
wiedniej dtugosci fali. Pomiar zmian intensywnosci fluorescencji umozliwiat obliczenie
stezenia wolnych jonéw wapnia w komarce.

Przeciwna strategie pomiaru zastosowali Romoser i wspétaut. [88]. Potaczyli oni
mianowicie BFP z mutantem GFP klasy 2 przy pomocy peptydu M13 pochodzacego z
miesnia gladkiego. tacznik ten umozliwiat zachodzenie transferu energetycznego
pomiedzy BFP a GFP, prawdopodobnie dlatego ze miat na tyle gietka strukture, aby
umozliwi¢ dimeryzacjeobu mutantéw GFP. Natomiast dodanie kompleksu kalmodulina-
Ca? powodowato zahamowanie lub znaczace zmniejszenie transferu energii, dlatego
ze zwiagzanie kalmoduliny-Ca2+ z peptydem M13 uniemozliwito bliski kontakt obu
mutantéw GFP ze sobg (ryc. 4b). Powodowato to zauwazalng zmiane koloru fluores-
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cencji. Analogiczniejak w poprzedniej metodzie pomiar zmian intensywnos$ci Swiecenia
umozliwit obliczenie stezenia wolnego wapnia w komérce.

Po skonstruowaniu wariantow GFP z mutacjami optymalizujacymi ekspresje w
réznych organizmach, w tym u ssakéw, oba typy czujnikéw przedstawionych powyzej
dawaty na tyle intensywna fluorescencje, ze mozna byto transfekowac ich DNA do
komoérek, unikajac tym samym bezposredniego wstrzykiwania biatek [99], Poniewaz
mozna byto poddawaé powyzsze czujniki ekspresji heterologicznej, zaistniata mozliwos¢
bardzo prostej ich lokalizacji w r6znych przedziatach komorkowych (np. w jadrze [99]
czy retikulum endoplazmatycznym [44]) po dodaniu specyficznej sekwencji adresowe;j.
Poprzez r6znego typu mutacje w obrebie sekwencji kodujacej kalmoduline uzyskano
takze warianty tego biatka rézniace sie powinowactwem do Ca2+, mieszczacym sie w
przedziale od 10 nM do 10 mM [44], Wszystkie powyzsze zmiany umozliwity np.
pomiar stezenia wolnych jondw wapnia w ER, ktére wynosi w stanie spoczynkowym
komérki od 60 do 400 mM. Stezenie to spada gwattownie do 1-50 mM w komorkach
stymulowanych przez agonistéw wapniowych [66].

Te grupe czujnikéw nazwano cameleonami (od parafrazy angielskiego stowa
chameleons i CaM okres$lajagcego kalmoduling), dlatego ze ,,zmieniaja kolor” pod
wplywem zmiany stezeniajonOw wapnia, a takze maja ,,dtugi jezyk” M1 3, ktéry moze
by¢ wyjmowany lub chowany z ,,ust” tworzonych przez kalmoduline [84],

RYCINA 4. Zasady wykorzystania techniki FRET do pomiaru stezenia jonéw Ca' . Konstrukcje
zastosowane przez Miyawaki’ego i wspotaut. [65, 66] (A) i Romosera i wspotaut. [88] (B). Dla (A)
podano dtugosci fali jedynie dla pary BFP-GFP. Szczegoty w tekscie (na podstawie [44], zmieniono)
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B. Czujniki GFP-ekworyna

Czujniki opisane w poprzednim podpunkcie muszaby¢ obecne w wystarczajgco duzym
stezeniu w komérce, aby poziom ich fluorescencji byt odroznialny od fluorescencji  tla
[7], Przez fuzje GFP z ekworyng stworzono uklad o wiekszej czutosci do pomiaréw
stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie pojedynczej komorki. Jego zasadniczym
mankamentem jest konieczno$¢ wprowadzania do komorki trzeciego, drobnoczas-
teczkowego, skiadnika - koelenterazyny (zob. [10]). Opisana metoda wykorzystuje
zdolnos$¢ ekworyny do wigzania Ca2+ i zdolno$¢ GFP do fluorescencji [6]. Praktycznie
na identycznej zasadzie opiera sie naturalna bioluminescencja/i. victoria [10],

C. Camgury (camgaroos)

Sato czujniki stworzone poprzez insercje kalmoduliny w pozycje numer 145 cpGFP,
CcpCFP lub cpYFP (patrz punkt 2). Jak sie okazato, tak powstata chimera cpYFP jest
najbardziej wrazliwa na zmiany stezenia jondw wapnia i stata sie najczesciej wyko-
rzystywanym tego typu czujnikiem do pomiaru stezenia wolnego Ca? w pojedynczych
komorkach ssaczych. Wada tych czujnikow jest fakt, ze pomiar stezeniajest dokonywany
poprzez analize zmian fluorescencji GFP, co nastepuje po zmianie konformacji catej
czasteczki. Oczywiscie najwieksze zmiany w emisji odnotowuje sie po dotaczeniu lub
odtgczeniu Ca2+ od kalmoduliny, jednak rozne wartosci pH w poszczeg6lnych przedziatach
komdrki takze majg swoj wptyw na zmiany fluorescencji chimery. Cho¢ sg to zmiany
bardzo niewielkie, jednak czynigtego typu czujniki wrazliwe na pH, co nalezy bra¢ pod
uwage obliczajac doktadne stezenie jondw wapnia [4].

Ta grupa zostata nazwana camgurami (od parafrazy angielskiego stowa cangaroos),
dlatego ze zwykle sato czujniki, ktére ,,niosg w swoim wnetrzu mniejszego towarzysza”
- kalmoduline (CaM!), a ich sygnat emisji ,,skacze”, czyli znacznie zmienia intensywnos¢
w odpowiedzi na zmiane poziomu jondw wapnia w komérce [4],

D. Pericamy (pericams)

Sa to czujniki skonstruowane na bazie r6znego rodzaju mutantow cpGFP, o ktérych
byta mowa w punkcie 2. Peptyd wigzacy kalmoduline (MI3) jest zwigzany z nowo
powstatym N-koncem biatka, natomiast kalmodulinajest doczepiona do howo powstatego
C-konca cpGFP. Zasada zmiany poziomu fluorescencji jest podobna do tej przedstawionej
w podpunkcie C. Czujniki te réznig sie miedzy soba mutacjami w sekwencji amino-
kwasowej, znajdujagcymi sie w bliskim sasiedztwie chromoforu [70, 72].

7.MUTANTY GFP JAKO CZUJNIKI STEZENIA JONOW METALI
CIEZKICHW KOMORCE

GFPwt ma wysokie powinowactwo do jonu Cu2\ mniejsze do Ni2- i bardzo niewielkie
dojonow Zn2, i Co2\ Czasteczka GFP zawiera 10 reszt histydynowych - 5 z nich jest
zaangazowanych w tworzenie struktur drugorzedowych biatka i dlatego nie sg one w
stanie wiaza¢ jonéw metali. Analizujac strukture krystaliczng GFPwt zauwazamy, ze
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His77, His8! i His231 znajduja sie blisko siebie, w odlegtoéci ok. 7,5 A. Dlatego tez
powyzsze 3 reszty aminokwasowe zostaty zaproponowane jako miejsce interakcji z roznymi
jonami metali [51]. Do$¢ silne naturalne powinowactwo GFPwt do jonow Cu? i Ni2+
zostato wykorzystane do oczyszczania i odzyskiwania GFP przy uzyciu chromatografii
powinowactwa z immobilizowanymi jonami wymienionych metali [51].

Kiedy stwierdzono, ze koncentracja jonéw metali ciezkich w poblizu chromoforu
GFP powoduje obnizenie intensywnosci fluorescencji biatka, skonstruowano specjalne
mutanty GFP przystosowane do ich wigzaniajako potencjalne czujniki stezeniajonéw
metali ciezkich w komadrkach zh vivo [8, 85]. Mutanta 10C (T203Y, S54G, V68L i
S72A) nalezacego do klasy 4 GFP (YFP) poddano mutagenezie ukierunkowanej i
stworzono w ten sposéb 2 nowe warianty. Jeden z nich zawiera dodatkowe miejsce
wigzaniajonow metali sktadajace sie z 2 reszt histydynowych (mutacje S147H i Q204H),
drugi wariant natomiast ma tréjaminokwasowe miejsce wigzace (mutacje S147H, S202D
i Q204H). Dzieki dodatkowym miejscom wigzania metali ciezkich oba mutanty reagujg
z wiekszg wrazliwoscig na zmiany stezenia jondw tych metali niz 10C YFP i GFPwt.

8. MUTANTY GFP JAKO WSKAZNIKI pH W KOMORCE

GFPwt i wiele jego mutantéw wykazuja nieznaczne zmiany fluorescencji w zaleznosci
od stezenia jonéw H+ w komorce. Cecha ta znalazta zastosowanie w monitorowaniu
pH zn vivo, m.in. w cytosolu, mitochodriach i aparacie Golgiego [33, 68, 97, 102, 111].
Do pomiaru pH w cytosolu i aparacie Golgiego wykorzystuje sie YFP, natomiast dla
organelli, w ktérych panuje nizsze pH, uzywa sie mutantéw GFP klasy 2, dlatego ze
YFP jest nieaktywne fluorescencyjnie w niskim pH [54]. Wiele innych mutantéw GFP
wykorzystywanych jako wskazniki pH w komorce otrzymano za pomoca mutagenezy
ukierunkowanej, mozliwej dzieki znajomosci struktury biatka. Potocznie wskaZniki
tego rodzaju zwane sg z ang. pHIluorins. Istniejg dwa podstawowe ich typy [61, 111]:
1) Takie, w ktérych podczas obnizania pH maksimum absorbancji ulega stopniowe-
mu przesunieciu z ok. 395 nm do ok. 470 nm. Wspdtczynnik intensywnosci fluore-
scencji przypadajacej na oba maksima moze zosta¢ skalibrowany, a co za tym
idzie daje mozliwo$¢é monitorowania pH w dowolnej komérce. Taki typ wskazni-
kow jest nazywany ratiometric pHIluorins.

2) Takie, w ktérych maksimum absorbancji przy ok. 470 nm zanika w pH nizszym od
6, co powoduje brak fluorescencji po naswietlaniu tg dtugoscia fali Swiatta. Takie
wskazniki sg zwane ecliptic pHluorins.

Oba typy wskaznikow wykazujg catkowicie odwracalng odpowiedz na pH. Powr6t
do ,,normalnych” wilasciwosci spektralnych nastepuje w przeciagu 20 ms od
przywrécenia neutralnego pH.
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9. GFP JAKO NARZEDZIE DO MONITOROWANIA
BIOLOGICZNEGO

Poniewaz sygnat fluorescencji GFP moze by¢ tatwo i szybko wykrywany bez
jakichkolwiek manipulacji badanym materiatem, atrakcyjnym sposobem wykorzystania
GFP sg do$wiadczenia z udziatem procedur selekcji komérek [13, 14, 37, 73, 96, 112].
Obiecujaco zapowiadajg sie takze badania umozliwiajagce monitorowanie genetyczne
[21, 89] i analizy dziatania lekéw na organizmy i komorki [22, 27], jednak sajak na
razie na dos¢ wczesnym etapie rozwoju.

Monitorowanie zywych komorek za pomocag GFP jest bardzo dobrym sposobem
selekcji komoérek embrionalnych. Tak postapili m.in. Takada i wspotaut. [96], a takze
Okabe i wspotaut. [73], wprowadzajac do wczesnych zarodkow myszy komarki
zarodkowe transfekowane cDNA kodujacym GFP. Wstepna selekcja komarek, w ktérych
transgen ulegat ekspresji, znaczaco zwiekszyta wydajnos$¢ otrzymywania chimerowych,
transgenicznych embrionéw. Nie zaobserwowano przy tym zadnej toksycznosci GFP
dla komorek embrionalnych i nowo narodzonych zwierzat. Poniewaz nie mozna
wykluczy¢ pdzniejszego ujawnienia sie niekorzystnego dziatania GFP, konieczna jest
dtugoterminowa kontrola rozwoju transgenicznych zwierzat, a takze ich potomstwa.
Pomimo faktu, ze w powyzszych eksperymentach wprowadzanym transgenem byta
sekwencja nukleotydowa kodujgca jedynie samo GFP, istnieje mozliwos$¢ otrzymania
biatka fuzyjnego skiadajagcego sie z GFP oraz funkcjonalnego transgenu dajacego
pozadane cechy fenotypowe. Daje to szanse otrzymania z duzg wydajnoscig wielu
organizmdw transgenicznych [63]. Warto jednak pamigtac, ze wystepowanie episomalnej
ekspresji transgenu w komorkach embrionalnych utrudnia preimplantacyjng selekcje
zarodkow i jest gtdéwna barierg ograniczajgca zastosowanie GFP jako markera.

GFP jest takze popularnym markerem do $ledzenia losu pojedynczych komoérek w
zywych organizmach. | tak Zemicka-Goetz i wspdétaut. [112] wstrzykneli mMRNA GFP
do pojedynczych komoérek blastocysty myszy laboratoryjnej i w ten sposéb otrzymali
w nich produkt biatkowy. Umozliwito to Sledzenie losu komoérek potomnych w czasie
rozwoju zarodkowego myszy.

Ogromnie szybko rozwija sie wykorzystanie GFP w badaniach nad kancerogeneza.
Wstrzykniecie komorki nowotworowej wyznakowanej GFP do organizmu myszy nie
tylko pozwala obserwowac ogniska formowania sie nowotworu, ale takze umozliwia
wykrycie przerzutéw (metastazy) i mikroprzerzutow (mikrometastazy) nawet do miejsc
organizmu odlegtych od ogniska [13, 14, 37]. Dzieki temu mozna zaréwno obserwowac
rozwoéj nowotworu, jak i poszukiwa¢ czynnikéw powodujacych i wptywajgcych na proces
przerzutowania. W tym miejscu warto nadmieni¢, ze poddajac fuzji histon H2B z GFP
uwidoczniono tzw. double minute chromosomes (DMs) in vivo w komdrkach
nowotworowych [43]. DMs sa sparowanymi, acentrycznymi ciatami chromatynowymi,
ktére sgzdolne do autonomicznej replikacji w czasie fazy S cyklu komorkowego i nieréwnej
dystrybucji do komérek potomnych w czasie mitozy. Znaleziono je w ponad 50% ludzkich
nowotwordw, jednak jak sie okazato nie wystepujgw zdrowych komorkach.



434 K. BREWCZYNSKI. J. FRONK

GFP jest takze przydatnym narzedziem do przeprowadzania wysokowydajnych
testow genetycznych. Dla przyktadu Sawin i Nurse [89] wprowadzili cDNA GFP do
przypadkowych loci w genomie drozdzowym i poszukiwali biatek, ktore lokalizowaty
sie w jadrze komorkowym. Dzieki takiemu podejsciu jedna osobajest w stanie w ciggu
jednego dnia zanalizowa¢ nawet ok. 750 klonéw drozdzy w poszukiwaniu sygnatu
jadrowego, uzywajac jedynie konwencjonalnego mikroskopu fluorescencyjnego.
Podobna analiza przypadkowych insercji GFP czeka juz na realizacje w komaérkach
ssaczych. W potaczeniu z technika sortowania komérek FACS (Fluorescence-activated
CellSorting) [21] i retrowirusowym systemem ekspresji bedzie to zapewne w niedalekiej
przysztosci bardzo dobre narzedzie do wydajnego monitorowania ekspresji biatek w
komarkach ssaczych [63].

GFP jest takze uzytecznym narzedziem w badaniu dziatania lekéw. Bardzo dobrym
przyktadem tego typu doswiadczen byto stworzenie oddzielnie przez dwie grupy
badawcze linii komoérkowych zawierajgcych cDNA GFP znajdujacy sie pod kontrolg
dtugich terminalnych sekwencji powtérzonych (LTR - Long Terminal Repeats)
pochodzacych z wirusa HIV-1 [22, 27]. Infekcja komorki tym wirusem powodowata
fluorescencje GFP na skutek aktywacji transkrypcji z LTR. Ten spos6b postepowania
pozwolit na monitorowanie zaréwno infekcji wirusa [22, 27], jak i umozliwiat szybka
i doktadng obserwacje wrazliwosci HIV na leki antyretrowirusowe [27], Badania tego
typu dajg nadzieje na znalezienie leku, ktory uniemozliwiatby namnazanie sie wirusa
HIV w limfocytach ludzkich.

10.POZALABORATORYJNE | ,,POZANAUKOWE” SPOSOBY
WYKORZYSTANIA GFP

Najbardziej chyba znanym przyktadem tzw. pozanaukowego wykorzystania GFP
byto stworzenie w Stanach Zjednoczonych ANDI -transgenicznej matpy niosacej cDNA
GFP [12], ANDi stata sie atrakcjg wielu programow telewizyjnych w USA. We Francji
»produkcja” krélika albinosa wyrazajagcego GFP jako czesci transgenicznego dzieta
sztuki [23] wywotata gtosny sprzeciw opinii publicznej, co spowodowato, ze zabroniono
tworcom wywozenia krélika z kraju. Produkcja transgenicznych zwierzat, takich jak:
myszy [73], kréliki [23] i matpy [12], zainteresowata spoteczenstwa krajow zachodnich,
co spowodowato powstanie matych firm proponujacych swoim klientom ,,produkcje”
fluoryzujacych zwierzat domowych, Swigtecznych choinek i kwiatéw [60]. GFP znalazto
takze wiele zastosowan poza laboratoriami, np. biatka tego uzyto do monitorowania
fermentacji prowadzonej przez Lactobacillus sakei w produktach miesnych [28], a takze
do $ledzenia rozprzestrzeniania sie bakterii rozktadajgcych produkty ropopochodne w
glebach zanieczyszczonych olejem napedowym [19]. Wystepowanie chromoforu GFP w
dwach stanach przejsciowych, a co za tym idzie zdolno$¢ do pochtaniania fotondw $wiatta
powoduje, ze rozwaza sie wykorzystanie GFP w nosnikach danych w informatyce [46],
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11. PODSUMOWANIE

Pomimo krotkiego okresu powszechnego wykorzystywania GFP w badaniach
biologicznych, lista aplikacji tego biatka jest bardzo dtuga i réznorodna. Lista dostepnych
mutantow spektralnych GFP jest ograniczona zaledwie do kilku koloréw fluorescencji, co
znaczgco ogranicza jego wykorzystanie w wielu kompleksowych eksperymentach
cytologicznych i molekularnych. W ostatnich latach sytuacja w tej dziedzinie zmienita sie
zdecydowanie na korzy$¢. Powodem tego jest ciagte odkrywanie, u wielu nie-
bioluminescencyjnych gatunkéw koralowcéw, biatek podobnych do GFP o bardzo réznych
whasciwosciach spektralnych [31,58,59,64,101 ] (zobacz takze punkt 14 w towarzyszacym
artykule [10]). Rozszerzyto to mozliwosci znanych technik badawczych, w ktérych
wykorzystywane sg mutanty GFP (np. pojedyncze znakowanie, technika FRET [101]), a
takze spowodowato powstanie kilku nowych, m.in. wielokolorowe znakowanie [58, 59,
101] i monitorowanie procesow komoérkowych w czasie z wykorzystaniem jednego z
mutantéw DsRed, potocznie nazywanego ,,Fluorescent Timer” [98].

Przyszto$¢ zwigzana z ciggle rosnaca liczbg dostepnych handlowo biatek podobnych
do GFP zapowiada sie obiecujgco. Umozliwi to zapewne w najblizszej przysztosci
wykorzystanie tego typu biatek w kompleksowych eksperymentach proteomicznych i
cytologicznych, a takze pozwoli na nieograniczone korzystanie z duzej liczby wariantéw
o0 szerokiej palecie kolorow fluorescencji.

PODZIEKOWANIA

Autorzy serdecznie dziekujg anonimowemu recenzentowi za cenne uwagi dotyczgce
wykorzystania GFP do selekcji komorek embrionalnych. Ostatnie zdanie ustepu
poswieconego temu zagadnieniu pochodzi z recenzji.

Autorzy dziekujg takze Sylwii Cichosz za korekte stylistyczna niniejszej pracy.
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ROSLINNE RECEPTORY SWIATEA NIEBIESKIEGO
| UV-A POSREDNICZACE W REAKCJACH

FOTOTROPICZNYCH, FOTOMORFOGENEZIE
I NASTAWIANIU ZEGARA BIOLOGICZNEGO

PLANT BLUE-UVA LIGHT RECEPTORS MEDIATING
IN PHOTOTROPIC REACTIONS, PHOTOMORPHOGENESIS
AND CIRCADIAN CLOCK ENTRAINMENT

Anna HETMANN, Stanislaw KOWALCZYK

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

Streszczenie: Krétkofalowa cze$¢ widma stonecznego, a zwiaszcza $wiatto niebieskie (390-500 nm) i
bliski ultrafiolet (320-390 nm) wywierajg istotny wpltyw na wzrost i rozwoj roslin. Badania z zakresu
genetyki i biologii molekularnej, prowadzone gtéwnie na modelowej roslinie Arabidopsis thaliana,
umozliwity poznanie trzech klas receptoréw $wiatta niebieskiego i UV-A - fototropin, kryptochromoéw
i flawoprotein z rodziny Zeitlupe. Fototropiny (photl i phot2) sg serynowo/treoninowymi kinazami
biatkowymi aktywowanymi przez $wiatto, posredniczacymi w reakcjach fototropicznych, migracji chlo-
roplastow, otwieraniu aparatu szparkowego i krétkotrwatym hamowaniu wzrostu wydtuzeniowego pedu.
Kryptochromy (Cryl, Cry2 i Cry3) safotoreceptorami zawierajgcymi FAD oraz pteryne posredniczacy-
mi w regulacji wzrostu pedu, rozwoju lisci, fotoperiodycznej indukcji kwitnienia i nastawianiu zegara
biologicznego. Ztl, Fkfl i Lkp2 sg flawoproteinami tworzacymi nowa rodzine receptorow Swiatta nie-
bieskiego, ktore taczy obecno$¢ domeny PAS/LOV wigzacej FMN, kasety F i szeSciokrotnie powt6rzo-
nego motywu KELCH. Wyniki najnowszych badan sugeruja, ze flawoproteiny z rodziny Ztl funkcjonu-
ja w nastawianiu zegara biologicznego uczestniczac w regulowanym przez $wiatto degradowaniu biat-
kowych elementow oscylatora komérkowego.

Stowa kluczowe: fototropiny, kryptochromy, flawoproteiny z rodziny Zeitlupe, zegar biologiczny.

Summary: Many important aspects of plant growth and development are regulated by specific blue
(390-500 nm) and UV-A (320-390 nm) light. Molecular genetic and cell biological studies using
Arabidopsis thaliana as a model system have identified three classes of blue-light/UV-A photorecep-
tors - phototropins, cryptochromes and flavoproteins ofZeitlupe family. Phototropins (photl and phot2)
are the light-activated, FMN-binding serine/threonine protein kinases that mediate in phototropism,
chloroplasts migration, stomatai opening and rapid inhibition of stem growth. Cryptochromes (Cryl,
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Cry2 and Cry3) are the blue light receptors containing FAD and a pterinc as chromoforc that mediate light
control of stem elongation, leaf expansion, photoperiodic flowering, and circadian clock. Ztl, Fkfl and
Lkp2 are members of new blue-light photoreceptors family. All three proteins contain PAS/LOV domain
that binds FMN, F-box domain and six KELCH repeats. Last results suggest that flavoproteins of Ztl
family mediate in resetting ofthe circadian clock by targeting oscillator components for degradation in a
light-dependent manner.

Key words: phototropins, cryptochromes, flavoproteins of Zeitlupc family, circadian clock.

1. WSTEP

Swiatto niebieskie (390-500 nm) i UV-A (320-390 nm) indukujaw ro$linach szereg
reakcji fotomorfogenetycznych, okreslanych wspélnym mianem deetiolacji, obej-
mujacych m.in. hamowanie wzrostu wydtuzeniowego hypokotyla, otwieranie liscieni,
rozrost lisci, rozwoj chloroplastéw, biosynteze antocyjanéw. Obok reakcji fotomorfo-
genetycznych, kontrolowanych takze przez swiatto czerwone i dalekg czerwien, Swiatto
niebieskie indukuje reakcje fototropiczne, wptywa na migracje chloroplastow i otwieranie
aparatu szparkowego, a takze gra kluczowa role w nastawianiu zegara biologicznego i
uczestniczy w fotoperiodycznej kontroli kwitnienia. W ciggu ostatnich kilku lat dokonat
sie wyrazny postep w poznawaniu roslinnych receptoréw Swiatta niebieskiego. Dzisiaj
juz wiemy, ze obok odkrytego przed 10 laty kryptochromu, fotoreceptorami $wiatta
niebieskiego i UV-A sgréwniez fototropiny [ 16,39,60,63] oraz biatka z rodziny Zeitlupe
uczestniczace w nastawianiu zegara biologicznego [47]. Ponadto, pojedyncze doniesienia
sugeruja, ze obok wymienionych wyzej fotoreceptoréw flawoproteinowych, rosliny maja
jeszcze inne receptory Swiatta niebieskiego, w ktérych role chromoforu grajg zwigzki
karotenoidowe [27].

2. FOTOTROPINY- SERYNOWO/TREONINOWYMI
KINAZAMI BIALKOWYMI REGULOWANYMI
PRZEZ SWIATLO NIEBIESKIE

Na poczatku lat dziewieédziesigtych zidentyfikowano ponad trzydziesci mutantow
A. thaliana wykazujacych brak reakcji haczykowatego wygiecia hypokotyla w kierunku
Swiatla, a korzenia od zrédta oswietlenia [11]. Ta prosta reakcja fototropiczna
umozliwita zidentyfikowanie w genomie A. thaliana czterech loci nphl-4 (non-
phototropic hypocotyl) [62] i doprowadzita do sklonowania genu NPHI [46]. Polipeptyd
NPH 1 (112 kDa) zawiera w regionie N-koricowym dwa 107-aminokwasowe fragmenty
tworzace domeny PAS, natomiast w czesci C-koricowej ma 11 charakterystycznych
subdomen wystepujacych w serynowo/treoninowych kinazach biatkowych (rye. 1 A)
[46]. Obie domeny PAS w NPH! (identyczne w 43%) sg obecnie hazywane domenami
LOV (Light, Oxygen, Voltage) ze wzgledu na podobienstwo do analogicznych domen
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PAS w niektérych biatkach regulowanych przez $wiatto, tlen lub zmiany napiecia [22,46].
PoZniejsze szczeg6towe badania reakcji fototropicznych potwierdzity brak reakcji
wygiecia hypokotyla u mutanta nphl w warunkach matego natezenia Swiatta niebieskiego
(<1 pniol ' m 2+s ), ajednoczesnie wykazaty, ze Swiatto o wigkszym natezeniu (1-100
pmol +m 2 s ") indukuje normalne reakcje fototropiczne [73,74]. Rodzgce sie w
zwigzku z tym watpliwosci zostaty wyjasnione w badaniach poswieconych migracji
chloroplastéw pod wptywem Swiatta o zr6znicowanej intensywnosci. Na podstawie
wczesniejszych obserwacji wiadomo byto, ze w warunkach niewielkiego natezenia
Swiatta, chloroplasty gromadzasie antyklinalnie w stosunku do kierunku padania Swiatta
(ryc. 2). Takie rozmieszczenie chloroplastow sprzyja maksymalnemu wykorzystaniu w
fotosyntezie $wiatta 0 matej intensywnosci. W warunkach duzego natezenia $wiatta
chloroplasty dazg do samozacienienia grupujac sie w poblizu btony, peryklinalnie do
kierunku padania $wiatta, przeciwdziatajac w ten sposéb fotouszkodzeniom aparatu
fotosyntetycznego (ryc. 2) [93]. Reakcja ,,ucieczki chloroplastow” od $wiatta umozliwita
wyselekcjonowanie mutanta cavl (defective in chloroplast avoidance movements) A.
thaliana z uposledzong reakcjg unikania Swiatta o duzej intensywnosci, ale niezmieniong
reakcja na Swiatto o matym natezeniu [52], Po sklonowaniu zmutowanego genu okazato
sig, zejest on identyczny z genem NPLI (NPHI-Like) [50], Sekwencja aminokwasowa
NPL1 jest w 58% identyczna z NPH1 i podobnie jak NPH1 ma dwie domeny LOV i
domene kinazy serynowo/treoninowej w regionie C-koncowym (ryc. LA). Przed trzema
laty, zespo6t badaczy zajmujacych sie fototropizmem zaproponowat nowe akronimy dla
obu polipeptydoéw i NPH1 jest obecnie nazywany fototroping | (PHOT1), a NPLI
fototroping 2 (PHOT2). W nazewnictwie holoreceptoréw (polipeptyd z grupa
chromoforowa) zalecane sg akronimy photl i phot2 [9,10].

Rekombinowane biatka obu fototropin, uzyskane z komérek owadzich, zawierajg
nickowalencyjnie zwigzany FMN oraz ulegajgautofosforylacji po naswietleniu Swiattem
niebieskim [17,73]. Rola mononukleotydu flawinowego byta szczegétowo badana w
doswiadczeniach prowadzonych na rekombinowanych fragmentach polipeptydu PHOT1
uzyskanych z E. coli transformowanych odpowiednim fragmentem genu PHOT1 owsa
lub A. thaliana badz fragmentem genu PHY3 z paproci Adiantum capillus-veneris
kodujacych pojedyncza domene LOV1 lub LOV2 badZ polipeptyd obejmujacy obie
domeny [18]. Szczegotowe analizy rekombinowanych polipeptyddéw potwierdzity
weczesniejsze wyniki, dowodzac jednoczesnie, ze obie domeny LOV wigzg w stosunku
1:1 niekowalencyjnie FMN, ktory pod wptywem Swiatta niebieskiego tworzy nietrwate
kowalencyjne potaczenie z zresztg konserwatywnej cysteiny w LOV2 (ryc.IB)
[76,77,89]. Dzieki wykorzystaniu odpowiednich mutacji w domenie LOV oraz
szczegotowym badaniom fizykochemicznym rekombinowanych polipeptydéw
zawierajagcych LOV2 z A. capillus-veneris i owsa udato sie poznaé zmiany w strukturze
biatek, jakie towarzyszg powstawaniu kowalencyjnego potgczenia miedzy resztg cysteiny
a weglem 4a w pierscieniu izoalloksazyny [20,21,42]. W wyniku tych szczegétowych
analiz zaczyna sie obecnie przyjmowac poglad, iz powstajace na $wietle kowalencyjne
potgczenie miedzy FMN a LOV wymusza zmiany konformacyjne w fotoreceptorze,
ktére aktywujg domene kinazowa w regionie C-koncowym fototropiny. Biorac pod
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uwage fakt, izw ciemnosci nietrwale potaczenie miedzy FMN a biatkiem ulega likwidacj i,
nalezy przyjac, ze aktywnos$¢ kinazowa fototropin w ciemnos$ci pozostaje zablokowana.

Wyniki ostatnich badan prowadzonych na transgenicznych osobnikach A. thaliana
transformowanych genem PHOTL1 z pojedynczg domeng LOV2 lub LOV1 dowodza,
ze w percepcji sygnatu i zwiazanej z nig autofosforylacji photl dominujaca role gra
domena LOV2 [19], Normalna reakcja fototropiczna hypokotyla wystepuje tylko w
roslinach, ktére w photl majg obie domeny lub przynajmniej domene LOV2 [19],
Ponadto wykazano in vivo, iz szereg reszt serynowych w cze$ci N-koncowej oraz w
regionie potozonym miedzy LOV1 i LOV2 w photl owsa ulega na $wietle auto-
fosforylacji, przy czym niektore reszty sg fosforylowane w warunkach matego, a inne
dopiero pod wptywem duzego natezenia Swiatta [78].

Analiza sekwencji aminokwasowej fototropin wskazuje, iz obydwa biatka nie majg
hydrofobowego fragmentu mogacego dokowaé fotoreceptor w btonie, a pomimo to
chimeryczne biatko, produkt konstruktu/7/077. GFP wprowadzonego do A thaliana,
jest rozmieszczone na cytoplazmatycznej powierzchni plazmalemmy [75]. Tylko pod
wpltywem Swiatta niebieskiego niewielka pula photl:GFP zostaje uwolniona do
cytoplazmy, gdzie, jak sie zaktada, fotoreceptor ulega degradacji.

W ostatnich latach, geny kodujgce fototropiny sklonowano réwniez w ryzu, kukurydzy,
owsie, grochu, szpinaku [9], a ponadto, jak juz wczesniej wspomniano, w paproci
Adiantum capillus-veneris zidentyfikowano gen PHY3 kodujacy wyjatkowy fotore-
ceptor, ktéry w czesci N-koricowej jest podobny do fitochromu, a w czesci Srodkowej
i C-koncowej ma wszystkie charakterystyczne domeny wystepujace w fototropinach
(ryc. 1A) [10,11].

2.1. Reakcje fizjologiczne aktywowane przez Swiatto niebieskie
za posrednictwem fototropin

Mutant nphl (photl) wykazuje uposledzenie w reakcji wygiecia hypokotyla i korzenia
w warunkach niewielkiego natezenia $wiatta, chociaz swiatto 0o wiekszym natezeniu
indukuje normalng reakcje fototropiczng (ryc. 2) [73,74], Brak reakcji wygiecia
hypokotyla u podwdjnego mutanta photl/phot2, niezaleznie od natezenia $wiatla,
sugeruje, ze fotoreceptory te r6znig sie wrazliwoscig na $wiatto oraz dowodzi, ze phot !
i phot2 sgjedynymi fotoreceptorami posredniczacymi w reakcji fototropicznej [73].
Ostatnie stwierdzenie pozostaje jednak w konflikcie z wynikami wczesniejszych badan
wskazujacych, iz fotoreceptorami uczestniczacymi w reakcjach fototropicznych sa takze
kryptochromy i fitochromy. Opinia odnosnie roli tych fotoreceptoréw w reakcjach
fototropicznych ulega obecnie pewnym modyfikacjom w zwigzku z doniesieniami
wskazujacymi, iz kryptochromy i fitochromy wptywajajedynie modulujgco na szlaki
sygnatowe aktywowane przez fototropiny [88,95].

Badania dotyczace regulowanej przez swiatto niebieskie migracji chloroplastow
potwierdzajg wnioski ptynace z badan nad fototropizmem hypokotyla dowodzac, ze
fototropiny! i 2 sg aktywowane przez Swiatto niebieskie o réznym natezeniu. Mutant
cavi (phot2) nie rozni sie od roéliny linii dzikiej w warunkach matej intensywnosci
$wiatta niebieskiego (4 pinol 1 m 2+ sl), natomiast wykazuje uposledzenie w reakcji
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RYCINA 1. Schemat budowy fototropin A. thaliana i fotoreceptora Phy3 paproci Adiantum capillus-
veneris zawierajacych domeny LOV wiazacc mononukleotyd flawinowy (FMN): A - polipeptydy PHOT1
i PHOT2 majag po dwie domeny LOV wigzace FMN, a w czesci C-korncowej domene serynowo/
treoninowej kinazy biatkowej; fotoreceptor Phy3 oprocz typowych domen wystepujacych w fototropinach,
w czeéci N-koricowej ma domene podobng do fitochromowej domeny wigzacej chromofor; B - w
wyniku indukowanych przez $wiatto zmian fotochemicznych powstaje przejSciowe, nietrwate potaczenie
miedzy resztg cysteiny w domenie LOV2, a weglem 4a w pierscieniu izoalloksazyny mononukleotydu
flawinowego (na podstawie [10,18,21,22,46,50,52, 76,77,89])

RYCINA 2. Udziat receptoréw fototropinowych (photl i phot2) o réznej wrazliwosci na Swiatto w
indukowaniu charakterystycznych reakcji na Swiatlo niebieskie. Na schemacie pokazano reakcje
fototropiczng hypokotyla, migracje chloroplastow oraz otwieranie aparatu szparkowego u osobnikow
linii dzikiej oraz mutantéw fototropinowych w warunkach zréznicowanego oswietlenia. Swiatto
niebieskie o matym (<—) lub duzym (<= natezeniu aktywuje receptory fototropinowe, ktére posredniczg
w indukowaniu wiasciwych odpowiedzi na $wiatto niebieskie o r6znej intensywnosci. Szczeg6ty opisano
w tekscie (na podstawie [10,25,50,52,53,73])
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unikania $wiatta o natezeniu 20-80 pmol *m 2+ ¥ [50,52]. Tylko u podwdéjnego mutanta
photl/phot2 nie rejestruje sie zadnych ruchéw chloroplastéw, niezaleznie od natezenia
Swiatta niebieskiego (ryc. 2) [73]. Regulowane przez fototropiny migracje chloroplastow,
podobnie jak reakcje fototropiczne, podlegaja réwniez modulujgcemu wptywowi
fitochromow [23].

Oprocz reakcji fototropicznej hypokotyla oraz migracji chloroplastéw, Swiatto
niebieskie wptywa takze na ruchy komérek szparkowych oraz dziata hamujaco na
wzrost hypokotyla. Wyniki wcze$niejszych badan poswieconych regulacji otwierania i
zamykaniu szparek przez Swiatto sugerowaty, ze fotoreceptorami uczestniczagcymi w
tych reakcjach moga by¢ flawoproteiny lub biatka zawierajgce karotenoidowy chromofor
- cis-zeaksantyne lub cis-retinal [27], Jednak wyniki najnowszych badan prowadzonych
na mutantach fototropinowych wykazaty, ze Swiatto o natezeniu mniejszym niz 5 pmol
»nr2+s_| nie powoduje otwierania szparek u mutantaphotl, podczas gdy u podwdjnego
mutantaphotl/phot2 reakcja ta w ogole nie wystepuje, niezaleznie od natezenia Swiatta
(ryc. 2) [53]. Wyniki tych obserwacji pozostajg jednak w konflikcie z wynikami
opublikowanymi przez innych autoréw dowodzacymi, ze komérki szparkowe w lisciach
podwdjnego mutantaphotl/phot2 mogajednak reagowac na $wiatto niebieskie [90].

W hamowaniu wzrostu hypokotyla przez swiatto niebieskie wyréznia sie dwie fazy,
z ktérych kazda kontrolowana jest przez inne fotoreceptory. Hamowanie krotkotrwate,
rozpoczynajace sie natychmiast po zadziataniu $wiatta niebieskiego i trwajace przez
kilka minut, nie wystepuje u mutanta photl [31]. Oprécz ,,szybkiego hamowania
wzrostu”, wyrdznia sie faze wolniejszego, ale diugotrwatego hamujacego dziatania
Swiatta, w ktdrym, jak wykazujg liczne badania, posrednicza kryptochromy [33].

Wyniki najnowszych badan opublikowane w br. potwierdzaja brak wszystkich, opisanych
wyzej reakcji na swiatto niebieskie u podwdjnego mutanta photl/phot2 A. thaliana, a
jednoczesnie dowodza, ze wprowadzenie do takiego mutanta transgenu PHOT1 przywraca
wszystkie reakcje w stopniu zaleznym od poziomu ekspresji PHOT1 [25].

2.2. Szlaki sygnatowe aktywowane przez fototropiny

Podsumowujac wyniki dotychczasowych badan nalezy stwierdzié, iz fototropiny sg
zwigzanymi z wewnatrzkomérkowa powierzchnig plazmalemmy serynowo/trconi-
nowymi kinazami biatkowymi, ktorych aktywno$¢ katalitycznajest regulowana przez
Swiatto niebieskie i UV-A. Aktywacja domeny kinazowej przez $wiatto kieruje uwage
badaczy na szukanie potencjalnych biatek substratowych, ktdre moga by¢ fosforylowane
przez fototropiny lub biatek bezposrednio oddziatujacych z fototropinami. Do roli takiego
biatka substratowego kandyduje NPH3 kodowane przez jeden z czterech gendw
zidentyfikowanych u mutantow A. thaliana z uposledzong reakcjag fototropiczng
hypokotyla [62,71]. NPH3 nalezy do rodziny biatek wystepujgcych tylko w roslinach,
ktore tgczy obecnosé dwoch domen odpowiedzialnych za oddziatywanie typu biatko-
biatko. W czesci N-koricowej biatka te majg domene BTB/POZ {Broad complex,
Tramtrack, trie a Brad POx virus Zincfinger), a w czesci C-koncowej domene CC
(Coiled-Coil) (ryc. 3A). Oprécz charakterystycznych dwoch domen NPH3 ma kilka
motywow z resztami seryny i treoniny oraz reszta tyrozyny w pozycjach wskazujacych
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na mozliwo$¢ tworzenia wigzan fosfoestrowych [71], Technikadrozdzowego systemu
dwyhybrydowego wykazano, ze NPH3 oddziatuje za posrednictwem domeny CC z N-
koncowym fragmentem photl, a metoda immunochemiczna potwierdzono wystepowanie
na powierzchni plazmalemmy komplekséw biatkowych utworzonych przez NPH3 i
photl [71]. Biatka NPH3 i photl posredniczagw indukowanej przez $wiatto niebieskie
destabilizacji jagdrowego transkryptu Lhcb (Light-harvesting, chlorophyll-binding) i
chloroplastowego rbcL [30].

Genem homologicznym z NPH3 zidentyfikowanym u mutanta A. thaliana
pozbawionego reakcji fototropicznej korzenia jest RPT2 (Root PhotoTropism2) [74],
Polipeptyd R.PT2 (65,8 kDa) ma rowniez domeny BTB/POZ i CC oraz konserwatywne
motywy z potencjalnymi miejscami fosforylacji, a ponadto zawiera sekwencje kierujaca
do jadra (NLS) (ryc.3A). Struktura pierwszorzedowa obu biatek oraz mozliwos¢
tworzenia funkcjonalnych komplekséw z fototropinami sugeruja, ze NPH3 i RPT2 sa
biatkami adapterowymi, ktére sagfosforylowane przez fototropiny na cytoplazmatycznej
powierzchni plazmalemmy, a nastepnie migruja do jadra, gdzie przypuszczalnie
oddziatujg z biatkami regulujacymi transkrypcje (rye. 3B).

Odrebnymi ogniwami w szlakach sygnatowych aktywowanych przez fototropiny sa
biatka zlokalizowane w plazmalemmie. Najwieksze zainteresowanie wzbudza H -
ATPaza aktywowana w wyniku fosforylacji reszt serynowych/treoninowych potozonych
w regionie C-koncowym polipeptydu [54,55]. W aktywacji tej pompy protonowej przez
Swiatto niebieskie uczestniczy biatko 14-3-3, kt6re wigze sie do ufosforylowanego C-
konicowego fragmentu H’-ATPazy. Biatko 14-3-3 oddziatuje réwniez z reszta fosfoseryny
w motywie RRKS potozonym w fototropinach miedzy domenami LOV! i LOV2 [54]
(rye. 3B). Wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze fototropiny zlokalizowane w
komodrkach szparkowych moga na $wietle fosforylowaé IT-ATPaze, a generowany
gradient protonowy aktywuje kanaty KA Wzrost przeptywu jonéw potasowych do
wnetrza komérki pozostaje m.in. w bezposrednim zwigzku z otwieraniem si¢ aparatu
szparkowego. W kontekscie tych badan interesujace sg wyniki najnowszych doswiad-
czen, ktore wskazujg, ze kierunkowe Swiatto niebieskie wptywa na nieréwnomierne
rozmieszczenie auksyny, a ta w zacienionej czesci koleoptyla kukurydzy aktywuje gen
ZMK1 kodujacy kanat potasowy [36], W asymetrycznym rozmieszczeniu auksyny
majg swoj udziat biatka PINI i PIN3 uczestniczace w transporcie IAA z komérki
[7,34], Swiatto niebieskie wptywa na zmiane lokalizacji PINI, ktore w komérkach
hypokotyla jest biatkiem btonowym zlokalizowanym zwykle w czesci podstawowej
komorki. Relokacja PINI jest obserwowana w komorkach potozonych po stronie
zacienionej hypokotyla u osobnikéw linii dzikiej, podczas gdy w komérkach mutanta
photl takich zmian w lokalizacji PINI nie stwierdzano [7].

W ostatnich latach ros$nie szybko liczba prac dotyczacych roli jonéw wapnia w
szlakach sygnatowych aktywowanych przez fototropiny [5,6,31]. Dzieki wykorzystaniu
zaawansowanych technik analitycznych stwierdzono, ze $wiatto niebieskie aktywuje
transport jonéw wapnia do wnetrza komérki. Zmiany takie sg fatwo zauwazalne u
osobnikéw linii dzikiej i u mutantéw kryptochromowych, natomiast nie wystepujg u
mutanta nphl (photl) [87]. Wydaje sie, ze aktywacja kanatéw wapniowych
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zlokalizowanych w plazmalemie moze by¢ efektem ich fosforylacji przez fototropiny
(ryc. 3B) [87], Harada i wsp. [40] badajagc mutanty photl i phot2 wykazali, ze photl
posredniczy w indukowanym przez $wiatto transporcie jonéw wapnia do cytoplazmy
przy natezeniu 0,1-50 pmol *m 2+s  podczas gdy phot2 jest aktywna dopiero przy
natezeniu Swiatta od 1 do 250 pmol ' rrr2 + sl Prezentowane przez autorow wyniki
dowodzg, ze szlak sygnatowy aktywowany przez phot2 obejmuje réwniez fosfolipaze
C i uwalniany w wyniku jej aktywacji 1,4,5-trisfosforan inozytolu, ktéry uruchamia
wewnatrzkomorkowe magazyny wapnia (ryc. 3B) [40].

Jednym z koncowych ogniw w fancuchach sygnatowych aktywowanych przez
fototropiny jest biatko NPH4 kodowane przez jeden z genéw A. thaliana zidenty-
fikowanych u mutantéw fototropicznych. Mutacja w NPH4 prowadzi do braku reakcji
hypokotyla na auksyne, ktora, jak juz wyzej wspomniano, posredniczy w nieréwno-
miernym wzroscie siewki. Mutant nph4 ma zmieniony gen ARF7, jeden z 23 gendw
ARF (Auxin Response Factor) kodujacych biatka regulujace transkrypcje genéw tzw.
wtérnych odpowiedzi auksynowych [43,100]. Biatko NPH4/ARF7 oddziatuje z biatkiem
MSG2/IAA19 z rodziny biatek represorowych Aux/IAA, ktérych poziom jest
regulowany przez auksyny [91].

RYCINA 3. Biatkowe elementy szlakéw sygnatowych aktywowanych przez fototropiny: A - schemat
budowy polipeptydéw NPH3 i RPT2 tworzacych kompleksy z fototropinami; B - enzymy, kanaty jonowe
i biatka jadrowe regulowane przez $wiatto niebieskie za posrednictwem fototropin. Szczegdty opisano
w tekscie (na podstawie [5,6,36,40,43,54,55, 71,74,87,91])
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RYCINA 4. Schemat budowy polipeptydow CRY1,CRY2 i CRY3 A. thaliana. Wszystkie trzy
fotoreceptory maja domene PHR wiagzacg chromofory, homologiczng 2z odpowiedniag domeng w
fotoliazach - enzymach naprawiajgcych DNA. Fragmenty C-koncowe polipeptydéw CRY1 i CRY2
maja domeny DAS. CRY3 w czesci N-koncowej ma fragment zawierajacy sekwencje kierujace biatko
do chloroplastéw i mitochondriéw (na podstawie [12,57,61])

RYCINA 5. Udziat kryptochroméw w regulowanej przez $wiatto degradacji czynnikéw transkrypcyjnych.
Aktywnos¢ ligazy ubikwitynowej COP1 jest aktywowana przez Cry! i Cry2, ktére oddziatujg z domeng WD-
40 w COP1. Na schemacie zaznaczono biatka tworzace kaskade enzyméw uczestniczacych w ubikwitynylacji
(El, COPIO) oraz kompleks regulatorowy COP9. Szczegdty opisano w tekscie (na podstawie [45,94,97])



450 ANNA HETMANN, STANISEAW KOWALCZYK

3. KRYPTOCHROMY-RECEPTORAMI SWIATLA
NIEBIESKIEGO PODOBNYMI DO FOTOLIAZ

Kryptochromy sg receptorami Swiatta niebieskiego i UV-A wspétdziatajagcymi z
fitochromami w regulacji proceséw fotomorfogenezy. Kryptochromy posredniczg w
hamowaniu wzrostu wydtuzeniowego pedu, stymulujg rozrost lisci, uczestniczg w
nastawianiu zegara komoérkowego i funkcjonujgw fotoperiodycznej indukcji kwitnienia.
W pracy przegladowej opublikowanej przed piecioma laty w Postepach Biologii Komorki
[92] prezentowano budowe, wiasciwosci oraz proponowane wéwczas mechanizmy
dziatania kryptochroméw. Zainteresowanemu Czytelnikowi polecamy takze prace
przegladowe opublikowane w ostatnim czasie w czasopismach o zasiegu ogélno-
Swiatowym [60,61,79,80].

Indukowane przez swiatto niebieskie dtugotrwate hamowanie wzrostu hypokotyla
umozliwito wyselekcjonowanie mutanta hy4 (hypocotyl 4) A. thaliana, u ktérego
nastepnie zidentyfikowano i sklonowano gen CRY1 [61,92]. Polipeptyd CRY1 (75,8
kDa) zawiera w czesci N-koricowej domene okreslang akronimem PHR (PHotolyase
Related), ktérej sekwencja aminokwasowa jest w 70% identyczna z sekwencjg
bakteryjnych fotoliaz - enzyméw funkcjonujacych w naprawie DNA [60,61,79,80].
Za domeng PHR polipeptyd CRY1 ma jeszcze 186-aminokwasowy fragment C-
konicowy niewystepujacy w fotoliazach (ryc. 4). Pie¢ lat po sklonowaniu genu CRY1,
Lin i wsp., uzywajac jego fragmentu jako sondy hybrydyzacyjnej, wyselekcjonowali z
biblioteki cDNAJ. thaliana klon, a nastepnie zidentyfikowali gen CRY2 [61], Sekwencja
aminokwasowa czesci N-koncowej CRY2 jest w 58% identyczna z CRY1, lecz jego
krétszy o okoto 70 aminokwaséw fragment C-koncowy jest identyczny tylko w 14% z
odpowiednim fragmentem w CRY1 (ryc. 4).

W ostatnim czasie w genomie A. thaliana zidentyfikowano gen CRY3 kodujacy
polipeptyd, ktérego sekwencja aminokwasowa jest najbardziej zblizona do fotoliaz oraz
do kryptochromoéw poznanych u Synechocystis sp.,Drosophila melanogaster i cztowieka
[12,57]. Polipeptyd CRY3 r6zni sie od pozostatych dwoch kryptochromoéw A. thaliana
tym, ze w czesci N-koncowej ma okoto 70-aminokwasowy fragment z sekwencjami
kierujagcymi biatko do chloroplastéw i do mitochondrioéw (ryc. 4). Ponadto fotoreceptor
Cry3 nie ma fragmentu C-koncowego, wigze sie do DNA w spos6b niezalezny od
sekwencji nukleotydowej, lecz w odréznieniu od fotoliaz nie wykazuje aktywnosci
naprawczej DNA. Potwierdzony doswiadczalnie transport Cry3 do chloroplastow i
mitochondriéw stat sie podstawg do przypuszczen, ze nowo odkryty fotoreceptor
funkcjonuje w tych organellach w regulacji transkrypcji genéw [57].

Roznice w wielkosci fragmentu C-koricowego lub w ogdle jego brak nie dotyczg
tylko kryptochroméw A. thaliana. W kryptochromie glonu Chlamydomonas reinhardtii
czes¢ C-koncowa polipeptydu tworzy okoto 380 reszt aminokwasowych, podczas gdy
kryptochrom gorczycy (Sinapis alba), czy jeden z kryptochroméw Adiantum capillus-
veneris (CRY5) w ogole nie majg fragmentu C-koricowego [60,61].
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Wiedza na temat budowy holoreceptoréw wszystkich trzech kryptochroméw
pochodzi, jak dotychczas, jedynie z badan prowadzonych na rekombinowanych biatkach.
Dzieki tym badaniom wiemy, ze rekombinowany Cryl z komérek owadzich ma dwa
chromofory-niekowalencyjnie zwigzany FADH i chromofor pterynowy MTHF (5,10-
metenylo-tetrahydrofolan) (ryc. 4) [60,61,79,80]. Niektére roslinne kryptochromy w
czesci C-koncowej maja trzy charakterystyczne motywy okreslane jako domena DAS.
Motyw pierwszy tworzy sekwencja DQXVP, drugi zawiera aminokwasy kwasne
(Acidi@), a trzeci stanowi sekwencja STAES (ryc. 4) [60,61]. Uwaza sig, ze domena
DAS gra waznarole w funkcjonowaniu kryptochroméw, poniewaz 7 allelicznych mutacji
w CRY1 dotyczy tego wiasnie regionu [61]. Potwierdzajgto takze wyniki doswiadczen,
w ktorych badano zmiany fenotypowe w roslinach transgenicznych, do ktérych
wprowadzono konstrukty GUS:CCT1 lub GUS:CCT2 utworzone z genu GUS i matego
fragmentu CRY1 lub CRY2 kodujgcego C-koncowy odcinek polipeptydu [98], Okazato
sie, ze syntetyzowane chimeryczne biatka indukujg w warunkach ciemnosci zmiany
fenotypowe (krétki hypokotyl, otwarte liscienie, podwyzszone stezenie antocyjandw,
rozwijajace sie chloroplasty) charakterystyczne dla warunkéw Swietlnych lub
wystepujgce w ciemnosci u mutantéw cop/det/fus [45]. Zmiany fenotypowe
towarzyszace ekspresji konstruktu GUS:CCT1 obserwowano réwniez u mutantow
pozbawionych Cryl, PhyA i PhyB, natomiast biatka GUS:CCT1 z mutacjami w czesci
C-koricowej (CCT1) w pozycjach odpowiadajacych kilku allelicznym mutantom hy4/
cryl nie indukujg podobnych zmian [98].

Konstrukty GUS:CRY2, GFP:CRY2, a takze GUS:CRY2C kodujacy chimeryczne
biatko zawierajgce 130-aminokwasowy C-kohcowy fragment CRY?2 wykorzystano w
badaniach lokalizacji subkomérkowej fotoreceptora. Uzyskane wyniki dowodza, ze
Cry2jest zlokalizowany w jadrze niezaleznie od tego, czy roslina znajduje sie na Swietle,
czy pozostaje w ciemnosci [37,58,98]. Dwuczesciowa sekwencja skierowujaca Cry2
do jadra potozona jest w regionie C-koncowym (pozycja 541 do 558). Podobnej
sekwencji nie ma Cryl, ktéry na Swietle wystepuje na terenie cytoplazmy, a po
przeniesieniu rosliny do ciemnosci zmienia lokalizacje na jadrowa [94,98], W tym
miejscu warto zwrdci¢ uwage na fakt, iz warunki migracji Cryl miedzy cytoplazma a
jadrem sg takie same jak w przypadku biatka COP1, ktorego aktywnos¢ ligazy
ubikwitynowej jest regulowana m. in. przez kryptochromy [45] (patrz podrozdziat 3.1.).

Mimo ze w strukturze pierwszorzedowej kryptochroméw A. thaliana nie ma typowej
sekwencji wigzacej nukleotydy trifosforanowe, to jednak, jak sie ostatnio okazato,
obydwa fotoreceptory wigza ATP, a po naswietleniu Swiatlem niebieskim ulegajg
autofosforylacji [8,83,84], Autofosforylacja rekombinowanego Cryl uzyskanego z
komorek owadzich zachodzi na Swietle, ale tylko wéweczas, gdy fotoreceptor zawiera
FAD. Inaczej jest w przypadku biatka chimerycznego GUS:CCT2, ktdre jest
fosforylowane in vivo zaréwno na $wietle, jak réwniez w ciemnosci [83]. Bez odpowiedzi
pozostaje pytanie, czy kryptochromy, podobnie jak PhyA, sg nietypowymi kinazami
biatkowymi. Na razie wiemy tylko, ze reszta fosforanowa z Cryl nie jest przenoszona
na klasyczne substraty (kazeina, histon, zasadowe biatko mieliny) uzywane w badaniach
kinaz biatkowych [8]. Badacze zajmujacy sie kryptochromami sugerujg, ze auto-
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fosforylacja Cry2 poprzedzajego szybka degradacje na Swietle, za ktérg odpowiedzialne
sg zaréwno domena PHR, jak tez fragment C-koncowy [ 1,37,83]. Inaczej jestjednak w
przypadku Cryl, ktérego poziom w tkance wystawionej na dziatanie Swiatla nie ulega
istotnym wahaniom. Warto w tym miejscu zwréci¢ uwage na fakt, ze szybka degradacja
Cry2 na Swietle przypomina labilny PhyA, a wzgledna stabilno$¢ w takich warunkach
Cryl upodabnia go do PhyB.

W kontekscie wynikdw badan wigzacych autofosforylacje kryptochroméw z reakcjami
aktywowanymi przez te fotoreceptory pojawia sie pytanie o to, jak fragment C-koncowy
pozbawiony domeny PHR aktywuje w ciemnosci szlaki sygnatowe indukujgce reakcje
deetiolacji [98]. Szukajagc odpowiedzi na to pytanie mozna zatozyé¢, ze domena PHR
wigzagca chromofory blokuje w ciemnosci aktywno$¢ fragmentu C-korncowego
zapobiegajac jego autofosforylacji. Indukowane przez $wiatto reakcje fotochemiczne w
domenie PHR oraz towarzyszace im zmiany konformacyjne biatka powoduja,,uwolnienie”
domeny C-koncowej zaangazowanej w autofosforylacje reszt serynowych (m.in. w
motywie STAES). W ten sposéb fragment C-koricowy w biatku GUS:CCT1 jest aktywny
réwniez w ciemnosci, poniewaz nie jest blokowany przez domene PHR i moze w tych
warunkach ulega¢ autofosforylacji. Proponowana sugestia jest jednak oparta na mato
prawdopodobnym zatozeniu, ktére lokuje niezidentyfikowany motyw wigzacy ATP oraz
domene odpowiedzialna za autofosforylacje w regionie C-koncowym kryptochroméw.
Na podstawie podobienstwa domeny PHR do fotoliaz mozna przypuszczaé, ze to raczej
ta domenajest odpowiedzialna za wigzanie ATP i auto-fosforylacje na $wietle fragmentu
C-koncowego. Przyjmujac takg mozliwos¢ nalezatoby sadzi¢, iz w przypadku biatka
GUS:CCT1 pozbawionego domeny PHR, reakcja kryptochromowa jest indukowana w
ciemnosci dlatego, ze ,,odstoniety” fragment C-koncowy ulega nieswoistej fosforylacji
przez jedng z wielu roslinnych kinaz biatkowych. W przeprowadzonych wczes$niej
doswiadczeniach wykorzystujacych technike droz-dzowego systemu dwuhybrydowego
oraz metody immunoprecypitacji wykazano, ze fragmenty C-koricowe CRY1 i PHYA
oraz CRY2 i PHYB oddziatujg ze sobg fizycznie [2,67]. Ponadto stwierdzono, ze
rekombinowane biatka Cryl i Cry2 A. thaliana uzyskane z komdrek owadzich sg
fosforylowane przez fitochrom A owsa oczyszczony z drozdzy transformowanych genem
PHYA. Dzisiaj juz wiemy, ze fitochrom A owsa wykazuje aktywno$¢ serynowo/
treoninowej kinazy biatkowej regulowanej przez swiatto czerwone i dalekg czerwien
[45]. Fosforylacja Cryl w obecnosci PhyA in vitro zachodzi niezaleznie od rodzaju
Swiatla, ale in vivo Cry! jest fosforylowany w regionie C-koricowym jedynie na $wietle
czerwonym [1].

3.1. Szlaki sygnatowe aktywowane przez kryptochromy

Nowe techniki badawcze, a szczeg6lnie technika mikromacierzy DNA, umozliwiajg
prowadzenie systematycznych analiz aktywnosci transkrypcyjnej, dajagc tym samym
pewne wyobrazenie o skali zmian, jakie towarzyszg aktywacji poszczegoélnych szlakow
sygnatowych oraz pozwalajg czesciowo oceni¢ zakres wzajemnych powigzan miedzy
szlakami sygnatowymi aktywowanymi przez poszczegélne fotoreceptory. Dzieki
wykorzystaniu techniki mikromacierzy DNA wykazano, ze spo$rod 6126 analizowanych
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genow A. thaliana $wiatto niebieskie reguluje okoto 28% (1712 genéw). U podwéjnych
mutantéw cryl/cry2 i w osobnikach transgenicznych z nadekspresjg genu CRY1
stwierdzono zmiany w ekspresji okoto 634 gendw (37% z 1712 gen6w regulowanych
przez Swiatto niebieskie) [64]. W podobnych badaniach prowadzonych na siewkach A.
thaliana stwierdzono, ze $wiatto niebieskie wptywa na transkrypcje okoto 26% sposrod
1370 gendw kodujgcych czynniki transkrypcyjne. Ekspresja okoto dwoch trzecich genow
(249) byta aktywowana, ajednej trzeciej (115) byta hamowana przez $wiatto. Sposrdd
tych 364 gendw, az 133 geny saregulowane przez kryptochromy, natomiast regulacja
pozostatych (231) genéw odbywa sie za posrednictwem innych receptoréw Swiatta
niebieskiego, a przypuszczalnie réwniez fitochroméw [51].

Odkrywanie molekularnych mechanizmoéw funkcjonowania fitochromoéw, ktore byty
juz prezentowane na famach Postepdw Biologii Komdrki [45], kieruje uwage badaczy
na poszukiwanie podobnych mechanizmoéw opartych na bezposrednich oddziatywaniach
kryptochroméw z kompleksami biatkowymi regulujacymi transkrypcje. Faktycznie,
doniesienie opublikowane przed kilku laty zwraca uwage na mozliwos¢ wigzania Cry2
do chromosomow, chociaz prezentowane wyniki nic nie méwig o tym, czy fotoreceptor
wigze sie z DNA czy oddziatuje z biatkami chromosomow [61]. Inaczej jest w przypadku
badan wigzacych role kryptochromoéw z regulacjg aktywnosci biatka COP1 funkcjo-
nujgcego w kaskadzie ubikwityna/proteasom jako ligaza ubikwitynowa E3 [94,97].
Wigzanie fragmentu C-koricowego kryptochromow (Cryl i Cry2) do domeny WD-40
w biatku COP! (ryc. 5) hamuje aktywno$¢ ligazowa i ogranicza ubikwitynylacje biatek
przeznaczonych do degradacji w proteasomach. W ten sposéb kryptochromy moga
posredniczy¢ w regulacji poziomu czynnikow transkrypcyjnych HY5, HYH, LAF1, a
przypuszczalnie rowniez innych biatek uczestniczacych w regulacji transkrypcji [45].

Kolejnym biatkiem posredniczacym w przekazywaniu sygnatu kryptochromowego
jest fosfataza serynowo/treoninowa PP7 (Protein Phosphatase 7) [70], Autorzy pracy,
nawigzujac do badan prowadzonych na zwierzetach, transformowali A. thaliana
fragmentem sklonowanego wczes$niej genu AtPP7 w pozycji antysensownej w celu
wyeliminowaniajego transkryptow. Wyniki tych badan potwierdzity istnienie wyraznej
korelacji miedzy obnizonym poziomem transkryptu AtPP7 a zanikiem hamujgcego
wplywu Swiatta na wzrost hypokotyla oraz innymi charakterystycznymi zmianami
fenotypowymi, a takze zmianami w ekspresji niektérych genéw indukowanych przez
Swiatto niebieskie. Wyniki tych doswiadczen sugeruja, ze zlokalizowana w jadrze
fosfataza biatkowa PP7 jest pozytywnym regulatorem w kryptochromowym szlaku
sygnatowym. Negatywnym regulatorem tego szlakujest produkt genu zidentyfikowanego
u mutanta subl A. thaliana (short under blue light 7) [38]. W zwigzku z tym, ze
funkcja SUBL jest epistatyczna w stosunku do obu kryptochroméw, mozna przypusz-
czaé, ze obydwa fotoreceptory sasupresorami SUB! w reakcjach indukowanych przez
Swiatto niebieskie. Biatko SUB1, zlokalizowane w cytoplazmie w poblizu jadra, ma
dwa motywy dioni EF wigzace Ca2+, co moze sugerowaé, ze w sygnalizacji krypto-
chromowej uczestniczg réwniez jony wapnia. Faktycznie, wyniki prezentowane w
niektorych doniesieniach wskazywaly na jony wapnia jako ewentualne ogniwo w
szlaku aktywowanym przez $wiatto regulujgcym ekspresje genu syntazy chalkonowej
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(CHS) [61], Jednakze wyniki najnowszych badan dowodza, ze w komérkach mutantéw
cryl i ery2 aktywowany przez $wiatto niebieskie transport Ca2' do cytoplazmy zachodzi
normalnie, podczas gdy w komorkach mutanta photl i podwojnego mutanta photl/
phot2 podobnego wzrostu stezenia Ca2+ w cytoplazmie sie nie obserwuje [5], Od wielu
lat wiadomo rowniez, ze swiatto niebieskie powoduje depolaryzacje btony, ktéra wedtug
opinii niektdrych badaczy pozostaje w Scistym zwigzku z aktywujacym wplywem
kryptochromow na kanaty anionowe [32]. Jednak udziat kryptochromoéw w aktywacji
kanatow anionowych zaczyna budzi¢ pewne watpliwosci nie tylko ze wzgledu na brak
wyraznego postepu w tych badaniach, ale rowniez ze wzgledu na wyniki niekt6rych
doswiadczen, ktdre wyraznie wskazuja, ze réwniez photl i fitochromy moga wptywaé
na depolaryzacje btony [32,33].

4. FLAWOPROTEINY Z RODZINY ZEITLUPE
FOTORECEPTORAMI FUNKCJONUJACYMI
W UBIKWITYNYLACJI BIALEK

W badaniach po$wieconych poznawaniu molekularnego mechanizmu zegara
biologicznego wyselekcjonowano mutanta ztl (zeitlupe) A. thaliana, u ktdrego okres
cyklu w rytmicznie zmieniajgcej sie ekspresji wybranych genow reporterowych oraz w
cyklicznych ruchach liscieni ulegt istotnemu wydtuzeniu w warunkach ciggtego Swiatta
[85]. Zmiany te, jak sie okazato, sg spowodowane mutacjgw genie kodujacym polipeptyd,
ktory w czesci N-koricowej ma typowa domene LOV identyczngw 38-40% z domenami
LOV w PHOT1 i PHY3 (ryc. 6) [47,85]. W czesci Srodkowej ZTL potozony jest motyw

RYCINA 6. Schemat budowy flawoprotcin z rodziny Zeitlupc. Wszystkie trzy polipeptydy maja
domene LOV wiazacg FMN, kasete F oraz szesciokrotnie powtorzony motyw K.ELCH. Obecno$é
kasety F w fotoreceptorach swiadczy o tym, ze wszystkie trzy flawoproteiny mogg wchodzi¢ w sktad
wielo-podjednostkowych komplekséw ligazy ubikwitynowej typu SCF uczestniczacych w regulowanej

przez Swiatto niebieskie ubikwitynylacji okreslonych biatek swoiscie rozpoznawanych i wigzanych
przez fotoreceptory (na podstawie [47,49,56,72, 8i,85])
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tzw. kasety F, a C-koricowa potowe polipeptydu tworzy szes¢ powtdrzen tzw. motywu
KELCH, ktéry w innych biatkach uktada sie w strukture $migta posredniczaca w
oddziatywaniach z innymi biatkami.

W tym samym czasie w innych pracowniach sklonowano geny LKP1 i ADO1 [49,56],
ktére okazaty sie identyczne z ZTL. Wyselekcjonowano tez innego mutanta A. thaliana
z przesunietym czasem zakwitania, ktéry ma zmieniony gen FKF1 {Flavin-binding,
Kelch repeath, Fbox) kodujacy polipeptyd identyczny w 62% z ZTL (ryc. 6) [72].
Genem homologicznym z ZTL i FKF1 jest takze LKP2 {LOPKelch Protein 2) kodujacy
polipeptyd, ktérego sekwencja aminokwasowa poszczeg6lnych domen jest w 66-80%
identyczna z ZTL i w 62-67% identyczna z FKF1 [81].

Obecnos$¢ we wszystkich trzech biatkach domeny LOV wigzacej FMN [47] oraz
kasety F sugeruje, ze sg one receptorami flawoproteinowymi wchodzagcymi w skiad
réznych komplekséw ligaz ubikwitynowych E3 typu SCF rozpoznajacymi i wigzacymi
biatka przeznaczone do degradacji w proteasomach. Regulacja ubikwitynylacji biatek
substratowych przez Swiatto niebieskie mogta by sie odbywacé juz na etapie asocjacji
fotoreceptora z pozostatymi podjednostkami kompleksu ligazy SCF lub mogta by polegac
na indukowanych przez swiatto zmianach powinowactwa fotoreceptora tworzacego
kompleks SCF do biatka substratowego. Uwaga badaczy skupia sie obecnie na
poszukiwaniach biatek, ktdre sg swoiscie rozpoznawane i wigzane przez fotoreceptory
z rodziny Ztl. W doniesieniu opublikowanym w ostatnim czasie prezentowane sa wyniki
Swiadczace o tym, ze kompleks SCFZTL posredniczy w ubikwitynozaleznej proteolizie
biatka TOC1/APRR1, jednego z elementéw zegara komoérkowego [68]. Ponadto w
pracy opublikowanej przed trzema laty zwraca sie uwage na mozliwos¢ fizycznego
oddziatywania fotoreceptora Ztl z Cry! i PhyB [49].

5.RECEPTORY SWIATEA NIEBIESKIEGO UCZESTNICZACE
W NASTAWIANIU OSCYLATORA KOMORKOWEGO

Ostatnie lata przyniosty serie odkry¢, ktére znaczaco poszerzyty nasza wiedze na
temat funkcjonowania zegara biologicznego. Dzieki tym badaniom zaczynamy rozumie¢
mechanizm oscylatora komoérkowego, a takze wiemy coraz wiecej o sposobie dostrajania
zegara komérkowego do zmieniajacego sie w cyklu rocznym fotoperiodu. Transkryp-
cyjno/translacyjny model oscylatora komoérkowego oparty jest na mechanizmie sprzeze-
nia zwrotnego, w ktérym ekspresja genu bedacego elementem oscylatora jest hamowana
przez biatko kodowane przez ten gen. Autosupresja wiasnego genu, zwykle za posred-
nictwem innego elementu oscylatora, zamyka petle transkrypcyjno/translacyjnatworzacg
autonomiczny mechanizm zegara [26,41,79], Funkcjonowanie oscylatora objawia sie
regularnymi, oscylacyjnymi zmianami poziomu mRNA, a z pewnym op6znieniem réwniez
poziomu biatka (biatek) tworzacego negatywny element petli oscylacyjnej. Szybkos$é
dojrzewania transkryptéw, potranslacyjne modyfikacje biatka, szybkos$¢ jego
przechodzenia z cytoplazmy do jadra, tempo degradaciji, a takze zdolno$¢ do wigzania
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z innymi elementami zegara okreslajg czas trwania jednego cyklu. Dziatanie zegara
oparte na mechanizmie petli transkrypcyjno/translacyjnej oscylatora sugeruje, iz
nastawianie zegara do subiektywnego cyklu zmian dzieri/noc powinno polega¢ na zmianie
ekspresji co najmniej jednego z gendéw tworzacych petle lub zmianie szybkosci zaniku
ktérego$ z biatkowych elementéw petli. Faktycznie, wyniki dotychczasowych
doswiadczen dowodza, ze w kazdym z badanych dotychczas organizméw kluczowym
lub jednym z gtéwnych elementéw uktadu ,,wejscia” posredniczacym w nastawianiu
oscylatora komérkowego jest flawoproteinowy receptor $wiatta niebieskiego [ 14,79,80],

Najbardziej zaawansowane obecnie badania zegara komérkowego prowadzone na
Neurospora crassa dostarczyty wielu dowoddw $wiadczacych o tym, ze oscylator tworzg
tutaj geny WC-1 i WC-2 (WHITE COLLAR) oraz gen FRQ (FREQUENCY) [15],
Biatko WC-1 jest flawoproteinowym fotoreceptorem Swiatta niebieskiego tworzacym
z homologicznym biatkiem WC-2 heterooligomeryczny kompleks, ktéry aktywuje
ekspresje genu FRQ kodujacego negatywny sktadnik oscylatora. Wzrost poziomu biatka
FRQ hamuje wigzanie kompleksu WC-1/WC-2 (pozytywny element oscylatora) do
promotora genu FRQ, blokujac w ten sposéb ekspresje whasnego genu (rye. 7A). Czas
zycia biatka FRQ jest regulowany przez kinazy biatkowe, bowiem fosforylacja FRQ
prowadzi do jego ubikwitynylacji i degradacji w proteasomie. Obnizenie poziomu biatka
FRQ ograniczajego oddziatywanie z kompleksem WC- I/WC-2, co w efekcie prowadzi
do ponownej aktywacji genuF7?(? i rozpoczecia kolejnego cyklu. Biatko FRQ gra, jak
sie okazuje, podwojnarole, bowiem oprécz funkcji represyjnej w stosunku do wasnego
genu, aktywuje ekspresje genow WC. Biatko WC-1 zawiera trzy domeny PAS, sposréd
ktérych domena potozona najblizej N-konca jest typowg domeng LOV wigzacg FAD
[35,44], W regionie C-konncowym WC-1 ma domene z motywem palca cynkowego
wigzacg DNA, sekwencje NLS, a dalej domene uczestniczacg w aktywacji transkrypciji.
Swiatto niebieskie reguluje wigzanie kompleksu WC-I/WC-2 do promotora FRQ, a
ponadto aktywuje fosforylacje obu czynnikéw transkrypcyjnych, ktore sa nastepnie
kierowane do degradacji w proteasomach (rye. 7A).

W komoérkach Drosophila melanogaster oscylator komorkowy tworzg biatka PER
(PERIOD) i TIM (TIMELESS) oraz czynniki transkrypcyjne CLK (CLOCK) i CYC
(CYCLE) aktywujace ekspresje genéw PER i TIM (rye. 7B) [26,82], Wzrost poziomu
biatek PER i TIM w cytoplazmie sprzyja ich dimeryzacji, a powstajgce heterodimery
PER/TIM wnikaja do jadra, gdzie w wyniku oddziatywan z czynnikami transkryp-
cyjnymi CLK/CYC hamujgtranskrypcje gendéw PER i TIM. Tak wiec, kompleks PER/
TIM jest negatywnym elementem petli sprzezenia zwrotnego hamujagcym ekspresje
wiasnych gendw, natomiast CLC i CYC sg pozytywnymi sktadnikami oscylatora [82],
Technikg drozdzowego systemu dwuhybrydowego wykazano, ze kryptochrom D.
melanogaster oddziatuje z TIM i PER, a przypuszczalnie réwniez z dimerem PER/
TIM, kontrolujac ich degradacje w proteasomach [82], Wyniki publikowanych obecnie
prac sugeruja, ze kryptochrom muszki owocowej podobny do Cry3 A. thaliana jest
kluczowym fotoreceptorem posredniczacym w hastawianiu zegara w komorkach
peryferyjnych, natomiast w synchronizowaniu centralnego oscylatora obok Cry
uczestniczy takze rodopsyna. Nadal jednak nie wiadomo, w jaki sposob Cry reguluje
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RYCINA 7. Fotoreceptory $wiatta niebieskiego posredniczace w nastawianiu zegara biologicznego w
komérkach Neurospora crassa (A), Drosophila melanogaster (B) i Arabidopsis thaliana (C). Szczeg6ty
opisano w tekscie (na podstawie [14,15,24,26,28, 29,41,44,68,69,79,80,82])

fosforylacje, ubikwitynylacje i degradacje TIM i PER, podobnie jak nie jest znany
mechanizm kontrolujacy degradowanie samego fotoreceptora [14,82],

Na podstawie dotychczasowych badan prowadzonych na kregowcach zapro-
ponowano model oscylatora, w ktérym trzy homologiczne biatka PER razem z dwoma
kryptochromami sg negatywnymi regulatorami wiasnych genéw [79,80]. Pozytywnymi
elementami petli sg czynniki transkrypcyjne CLC/BMAL aktywujace ekspresje genow
PER i CRY. Proponowany obecnie model oscylatora nie jest zapewne ostateczny i w
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miare rozwoju badan bedzie jeszcze wielokrotnie modyfikowany, tym nie mniej, juz
dzisiaj mozna zatozyé¢, ze udziat kryptochroméw w funkcjonowaniu zegara biologicznego
w organizmach kregowcow, obok innych fotoreceptoréw oka (melanopsyna), zostanie
ostatecznie potwierdzony w najblizszych badaniach. Czytelnikéw zainteresowanych tg
tematyka odsytamy do prac przegladowych o zasiegu ogélnoswiatowym [14,41,79,80],

Model oscylatora komdérkowego w A. thaliana zaproponowany przed trzema laty
przez Alabadi i wsp. [3] obejmuje geny LHY i CCAJ oraz gen TOCL1 (rye. 7C). Biatka
LHY (Late elongated HYpocotyl) i CCAl (Circadian Clock Associated 7) sa
czynnikami transkrypcyjnymi z rodziny MY B wigzanymi przez sekwencje promotorowe
EE (Evening Element) genéw aktywowanych péznym popotudniem [13]. Jednym z
takich genow jest TOC1 (Timing Of CAB1) nalezacy do rodziny genéw APRR
(Arabidopsis Pseudo Response Regulator) [45]. Biatko TOC1/APRR1 w czesci N-
koncowej jest podobne do domeny regulatorowej (odbiornika) w regulatorach odpo-wiedzi,
aw czesci C-koncowej ma charakterystyczny motyw C wystepujacy m.in. w czynniku
transkrypcyjnym CONSTANS [59]. Proponowany model oscylatora zaktada, ze biatka
LHY i CCA1 sgnegatywnymi elementami petli hamujacymi transkrypcje wiasnych genow
poprzez hamowanie ekspresji genu TOC1/APRR1. Pozytywnym elementem oscylatora
jestbiatko TOC 1/APRR1, ktére zgodnie z zatozeniami mecha-nizmu powinno aktywowac
geny LHY'\ CCAI [3,4], Obnizenie poziomu biatek LHY i CC Al prowadzi do aktywacji
ekspresji genu TOC1, wzrostu poziomu biatka TOC1/APRRL1, aktywacji genéw LHY i
CCALl irozpoczecia kolejnego cyklu (ryc. 7C) [13,24,86],

Proponowany model oscylatora w A. thaliana jest nadal akceptowany, chociaz z
coraz powazniejszymi zastrzezeniami, gdyz wyniki najnowszych badan nie potwierdzaja
w petni roli, jakg przypisano kazdemu z elementéw proponowanej petli oscylacyjnej.
Na przykfad, udziat TOC1/APRR1 w aktywacji genéw LHY i CCAL nie zostat do
dzisiaj jednoznacznie potwierdzony. Zrodtem watpliwosci sa takze wyniki badan, w
ktorych stwierdzono, ze nadekspresja TOC1 powoduje obnizenie, a nie jak by mozna
byto oczekiwac, wzrost poziomu transkryptéw CCAL i LHY [65]. Pewne watpliwosci
rodza sie rowniez w zwigzku z badaniami prowadzonymi na podwdjnym mutancie lhy/
ccal, u ktérego, mimo mutacji w obu genach, nadal sg obserwowane rytmiczne zmiany
0 mocno skroconym cyklu [4], Ponadto, dzisiaj juz wiemy, ze w etiolowanych roslinach
w aktywacji genow CCAL i LHY uczestnicza fitochromy B i A, ktére migrujg na Swietle
z cytoplazmy do jadra, gdzie nastepnie oddziatujg z czynnikami transkrypcyjnymi PIF3
[45]. Wiadomo réwniez, ze ekspresja gendw CCAL, LHY)est regulowana przez kilka
innych biatek (PIF4, PILI, PIL6, ELF4), sposrod ktorych P1F3, P1F4 i PIL6 oddziatuja
fizycznie z TOC1/APRR1 [28,65,66,69,96], Watpliwosci rodzace sie w zwigzku z
wynikami najnowszych badan kierujg uwage badaczy na inne biatka z rodziny pseudo-
regulatoréw odpowiedzi jako potencjalne elementy oscylatora. Okazato sie bowiem, ze
Swiatto poprzez uktad fitochromowy aktywuje ekspresje genu APRR9, a ta pocigga
postepujaca fale aktywacji kolejnych czterech genéw APRR w kolejnosci: APRR9
—>APRR7—>APRR5—=>APRR3—>APRR1/TOCL1 (ryc. 7C). Pojawiajgce sie na koncu
tej fali biatko APRR1/TOC1 hamuje ekspresje genu APRR9 [48,65].
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Niezaleznie od tego, ktdry z mechanizméw oscylatora okaze sie ostatecznie
prawdziwy, kluczowym elementem ,,wejscia” do obu proponowanych petli wydaje sie
by¢ receptor Swiatta niebieskiego z rodziny Zeitlupe. Technika drozdzowego systemu
dwuhybrydowego ustalono, ze Ztl oddziatuje fizycznie z TOC1/APRR! poprzez domene
LOV i reguluje jego poziom w sposob zalezny od warunkdw $wietlnych [68]. Mozna
zatem zatozy¢, ze APRR1/TOC! jest wigzane przez kompleks ligazy E3 typu SCFZTL
i po ubikwitynylacji zostaje zdegradowane w proteasomie (ryc.7C). Z fotoreceptorem
Ztl oddziatujg takze kryptochromy i fitochromy [49], fotoreceptory, kt6rych rola w
funkcjonowaniu zegara biologicznego jest intensywnie badana [14,24,28,29,69,86,99],
Alternatywnym ,,wejsciem” do oscylatora utworzonego z pseudoregulatoréw odpowiedzi
moze by¢ ukiad ztozony z biatek CCA1, LHY i TOCL1 oraz biatek regulatorowych
posredniczacych w przekazywaniu sygnatu od fitochromow [28,45,69,99], Nie mozna
réwniez wykluczy¢ mozliwosci bezposrednich oddziatywan fitochroméw z biatkami
APRR, a zwiaszcza z biatkiem APRR9 [48,65],

W konkluzji dotychczasowych wynikéw badan nasuwa sie ogdlny wniosek dotyczacy
uktadu ,,wejscia” uczestniczacego w nastawianiu zegara biologicznego w komérkach
A. thaliana. Ot6z niezaleznie od rzeczywistego mechanizmu oscylatora, ktéry w
rodlinach pozostaje nadal zagadka, uklad ,,wejscia” monitorujgcego zmiany o$wietlenia
na granicy noc/dzien i dzief/noc obejmuje zaréwno uktad fitochromowy absorbujacy
Swiatto czerwone i daleka czerwien, jak réwniez receptory flawoproteinowe odbierajace
informacje niesiong przez $wiatto niebieskie i UV-A. Wyniki wielu dotychczasowych
badan wydajg sie takze dowodzié, ze receptory Swiatta czerwonego funkcjonuja w
synchronizowaniu wewnetrznego oscylatora z subiektywnymi zmianami o$wietlenia
na poziomie ekspresji gendw tworzacych petle oscylacyjng, podczas gdy receptory
Swiatta niebieskiego posrednicza w regulowanej przez swiatto degradacji biatkowych
elementéw oscylatora.
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ENDOTHELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASE.
PART. I. GENE STRUCTURE AND PROTEIN PRODUCT

Monika SEIDEL, Maciej KURPISZ

Instytut Genetyki Cztowieka PAN, Poznan

Streszczenie'. Endotelialna syntaza tlenku azotu (eNOS) jest jednym z trzech enzyméw zdolnych do
produkgcji tlenku azotu (NO). Czasteczka ta petni kluczowe funkcje w uktadzie sercowo-naczyniowym.
Gen eNOS sktada sie z 26 egzondéw i zajmuje fragment chromosomu 7 o wielkos$ci 22 kpz. Promotor genu
nie zawiera podstawowej sekwencji rozpoznawanej przez kompleks preinicjacyjny polimerazy RNA I,
tzw. 7/174 box. Analiza regionu 5' ujawnita obecno$¢ licznych potencjalnych miejsc wigzania szeregu
dodatkowych czynnikéw transkrypcyjnych, co sugeruje mozliwo$¢ ztozonej i dynamicznej regulacji
ekspresji. Gen endotelialnej syntazy tlenku azotu charakteryzuje znaczny polimorfizm zaréwno w
rejonie promotora, jak i w intronach oraz w obrebie sekwencji kodujacych. W celu wykazania statystycz-
nie istotnej zaleznosci pomiedzy konkretnymi wariantami allelicznymi a poszczeg6lnymi zaburzeniami
uktadu krazenia przeprowadzono liczne analizy populacyjne. Aktywng forma enzymu jest homodimer.
W obrebie poszczeg6lnych monomerdw wyréznia sie nastepujace domeny: C-koricowa domene redukta-
zy wykazujaca znaczng homologie sekwencji aminokwaséw z reduktazacytochromu P-450, matg dome-
ne odpowiedzialng za wigzanie kalmoduliny, domene oksygenazy oraz N-koricowy fragment bedacy
miejscem mirystylacji i palmitylacji. Enzym zawiera stosunkowo silnie zwigzane kofaktory: FAD, FMN,
tetrahydrobiopteryne (BHJ oraz ugrupowanie hemowe. FAD i FMN umozliwiajg przeptyw elektronéw
miedzy NADPH a hemem, natomiast rola BH4 nie zostata ostatecznie sprecyzowana. Aktywnos¢ eNOS
jest bezwzglednie zalezna od obecnosci kompleksu Ca2+/kahnodulina, ktéry wigzac sie z enzymem znosi
inhibicyjnc dziatanie insertu zlokalizowanego w obszarze wigzacym FMN. Postuluje sig, ze bezposred-
nim produktem dwuetapowej reakcji utleniania argininy jest tlenek azotu oraz cytrulina. Zrédtem elektro-
néw jest NADPH. Szczegétowy mechanizm reakcji jest nieznany. Pomimo zaawansowanych badarn,
niektore z istotnych strukturalnych i funkcjonalnych cech eNOS weciaz pozostajg zagadka.

Stowa kluczowe', tlenek azotu, endotelialna syntaza tlenku azotu, kalmodulina, jony wapnia.

Summmary: Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) is one out ofthe three known enzymes capable of
producing nitric oxide, a labile molecule that plays important biological role in cardiovascular system.
The eNOS gene is composed of 26 exons and spans 22 kb fragment on chromosome 7. Characterization
of the 5’-flanking genomic region revealed that eNOS promoter is lacking of TATA box and contains a
great number of consensus sequences for the variety of transcription factors indicating the possibility of
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dynamie and complex regulation of expression. The eNOS exhibits considerable polymorphism within
introns, exons and promoter region. In some studies it was tried to link these allelic variation with the
risk of coronary artery disease (CAD) and hypertension. Active endothelial nitric oxide synthase is
composed of two identical subunits, each consisting the following distinct domains: C-terminal reduc-
tase domain exhibiting considerable aminoacid sequence homology with cytochrome P450 reductase,
small ealmeduline (CaM) binding domain, oxygenase domain and N-terminal fragment where acyla-
tion (mirystylation, palmitylation) takes place. The enzyme contains relatively tightly bound cofactors
tetrahydrob.opterin (BHJ, FAD, FMN and haem. FAD and FMN transfer electrons from NADPH to
the haem. The precise role of BH4 remains unclear. Endothelial NOS activity strictly depends on the
presence ofCa27calmoduline complex which upon binding to the enzyme relieves it from the negative
influence ofan inhibitory insert localized in the FMN binding domain. Nitric oxide is produced in the two-
step reaction with arginine and O, serving as substrates, and NADPH as a source of electrons. The
products ofeNOS catalytic activity are claimed to be nitric oxide and citruline. Reaction mechanism is not
fully understood and requires further investigation. Many important questions concerning the enzyme
structure, function and inhibition still remain non-answered.

Key words: nitric oxide, endothelial nitric oxide synthase, calmoduline, calcium ions.

WSTEP

W 1980 roku Robert Furchgott udowodnit, ze dziatanie acetylocholiny na miesnie
gladkie naczyn krwionosnych wymaga obecnosci komorek $rédbtonka [6]. Wyniki
doswiadczen wskazywaty na role matej czasteczki wydzielanej z nich pod wptywem
impulsacji o charakterze przywsp6étczulnym. Proby wyizolowania molekuty nie powiodby
sie. Nic znajgc natury chemicznej, nadano czasteczce nazwe EDRF (ang. endothelium-
derived relaxing factor). W 1986 roku, doSwiadczenie przeprowadzone przez
Salvadora Moncade i wspétpracownikéw dostarczyto jednoznacznego dowodu na to,
ze $rodbtonkowym czynnikiem relaksujacym (EDRF) jest tlenek azotu (NO) [15].
Powyzsze odkrycie zrewolucjonizowato dotychczasowe poglady na mechanizmy
przekazywania informacji miedzy komoérkami i jednoczesnie zapoczatkowato lawinowy
rozwoj badan zmierzajgcych do identyfikacji oraz izolacji enzymow odpowiedzialnych
za synteze tego zwigzku.

W latach 1991-1994 wyizolowano i sklonowano trzy geny odpowiedzialne za synteze
NO: nNOS (ncuronalna syntaza tlenku azotu, inaczej NOS-I), iNOS (indukowana
syntaza tlenku azotu, inaczej NOS-II) orcz eNOS (endotelialna syntaza tlenku azotu,
inaczej NOS-III). Enzymy (EC 1.14.13.39; NOS) sa produktami oddzielnych genéw.
W zwigzku z tym, ze geny te wykazujg stosunkowo duze podobienstwo strukturalne,
zakfada sie, ze majg one to samo pochodzenie. Wszystkie trzy izoformy (produkty
genowe) przeprowadzajg identyczng, dwuetapowa reakcje utleniania argininy, w wyniku
ktorej powstajc NO oraz cytrulina. Mechanizm reakcji rowniez yvydaje sie by¢ wspolny
dla trzech enzymow. Istotne réznice dotyczg natomiast lokalizacji tkankowej i
komdrkowej, regulacji oraz funkcji. Zaleznos¢ aktywnosci katalitycznej od jondw wapnia
jest podstawowg cechg réznigcg enzymy konstytutywne (eNOS, nNOS) i indukowany
(iNOS). Zaréwno ncuronalna, jak i endotelialna syntaza tlenku azotu ulegajg aktywacji
w momencie zwigzania kompleksu Ca27kalmodulina (CaM), ktére to wigzanie
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poprzedzone jest wzrostem wewngtrzkomérkowego stezenia wapnia. Indukowana
syntaza tlenku azotu zawiera nieodwracalnie zwigzang CaM i w zwigzku z tym jest
prawie catkowicie niezalezna od Ca2+ (tylko nieznacznie mniejsza aktywnos$¢ enzymu
wystepuje w obecnosci chelatora jonéw dwuwarto$ciowych EGTA) [2],

Poczatkowo dokonany podziat opierajacy sie na typie ekspresji (konstytutywna -
eNOS oraz nNOS badz indukowana - iNOS) wyzej wymienionych enzymow, obecnie
wielu autoréw uznaje za nieaktualny. W ciggu ostatnich kilku lat zgromadzono bowiem
ogromng ilo$¢ dowoddw na to, ze zaréwno eNOS, jak i nNOS podlegajg dynamicznej
regulacji ekspres;ji.

CHARAKTERYSTYKA GENU eNOS

Gen eNOS zlokalizowany jest na chromosomie 7 (7q35—7¢36), w ktérym zajmuje
obszar 22 kpz [1,5]. Pierwotny transkrypt skiada sie z 26 egzonéw i koduje biatko o
szacunkowej masie 133 kDa (1203 aminokwasy) [1,5]. Dwa miejsca startu transkrypcji
okreslone zostaty metoda primer extension [14]. Promotor genu eNOS nie zawiera
podstawowej sekwencji rozpoznawanej przez kompleks preinicjacyjny polimerazy RNA
I, tzw. ,kasety TATA” [5]. Zidentyfikowano w nim jednak inne sekwencje
promotorowe, charakterystyczne dla gendéw podlegajacych konstytutywnej ekspresji
w komorkach s$rédbtonka, tj. motyw GATA (element rozpoznawany przez czynnik
transkrypcyjny zidentyfikowany w komarkach erytroidalnych, wczesniej znany jako GF/
NF-E) oraz sekwencje wigzania czynnika transkrypcyjnego Sp! [5]. Tkankowo-spccyficzng
ekspresje genu warunkuje obecno$¢ licznych potencjalnych miejsc wigzania szeregu
dodatkowych czynnikdw transkrypcyjnych, wsréd ktdrych nalezy wymienic¢: AP-1, AP-2,
NF-1, NF-kB oraz PEA-3 [14], W obrebie promotora zlokalizowano réwniez sekwencje
odpowiedzi na bodZce wywolane przez metale ciezkie, ,,sity Scinajace” (sity wytwarzane
przez strumien ptynacej krwi, konsekwencjgich dziatania sg naprezenia komorek Srodbtonka),
estrogeny (ERE; ang. estrogen responsive elementy), CAMP oraz INF-y [5, 14], To
strukturalne zr6znicowanie sekwencji promotorowych wyraznie wskazuje na mozliwo$¢é
regulacji podstawowej ekspresji genu. Do tej pory nic udato sie zidentyfikowa¢ wariantéw
enzymu, ktore mogtyby by¢ efektem alternatywnego sktadania [!].

Gen endotelialnej syntazy tlenku azotu wykazuje znaczny polimorfizm. Alleliczne
warianty eNOS mozna podzieli¢ na trzy klasy w zaleznosci od lokalizacji zmiennych
sekwencji w intronach, rejonie promotora oraz w sekwencjach kodujgcych [19], Zaktada
sig, ze tak znaczny i zr6znicowany polimorfizm moze wptywac nie tylko na aktywnosé
transkrypcyjnagenu, wiasciwosci pdzniejszego mRNA, ale réwniez na tréjwymiarowsg
strukture biatka, a wiec jednocze$nie na aktywno$¢ katalityczng samego enzymu [16].
W celu wykazania statystycznie istotnej zaleznosci miedzy obserwowanymi wariantami
allelicznymi a okreslonymi zaburzeniami uktadu krazenia przeprowadzono liczne analizy
populacyjne [17].
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Warianty alleliczne zlokalizowane w intronach

Warianty alleliczne zlokalizowane w intronach naleza do najliczniej reprezentowanych
[19]. Dwie jednonukleotydowe substytucje zostaty zlokalizowane w intronie 18 i 23.
Nie zaobserwowano jakiegokolwiek zwigzku miedzy tym polimorfizmem a
nadcisnieniem tetniczym [19]. Udato sie natomiast wykaza¢ pewng zalezno$¢ miedzy
zmienng liczbg tandemowych powtorzen (VNTR; ang. variable number of tandem
repeats) w intronie 4 i 13 a zwiekszonym ryzykiem wystgpienia choroby wiericowej
(CAD; ang. coronary' artery’ disease) [19]. Wciaz nie wiadomo, w jaki sposéb VNTR
w obrebie intronéw wptywa na eNOS, poniewaz pomimo réznic w pre-mRNA
powstajagce biatka sg identyczne [19]. Powszechnie obserwowana zalezno$¢ zmian w
szybkosci transkrypcji i obrébki mRNA od wystgpienia mutacji w sekwencjach
intronowych obserwowane w innych genach, mogtaby ttumaczy¢ wptyw tego rodzaju
polimorfizmu na poziom ekspresji eNOS [19],

Polimorfizm w obrebie promotora

Polimorfizm sekwencji w obrebie promotora wydaje sie by¢ szczeg6lnie istotny ze
wzgledu na bezposredni wplyw na transkrypcje, ktorej szybkos¢ reguluje poziom
ekspresji enzymu. Wsrdd trzech wykrytych mutacji w rejonie promotorowym tylko
jedna okazata sie mie¢ zwigzek ze zwigkszonym ryzykiem CAD [19]. Efektem mutacji
byt znaczny spadek ekspresji eNOS. Spadek ten oszacowano na podstawie ekspresji
genu reporterowego (lucyferaza).

Polimorfizm w obrebie egzonow

Jedyny przypadek polimorfizmu w obrebie czesci kodujgcej zlokalizowano w egzonie 7
(substytucja guaniny tyming) [16]. Zmianaw pierwszorzedowej strukturze biatka (Glu298Asp)
mogtaby wskazywac, ze tego rodzaju warianty alleliczne enzymu majazmienione wiasciwosci
[19]. Z drugiej strony, kwasowy charakter obu aminokwaséw raczej wyklucza mozliwos¢
zaistnienia znaczacych zmian w strukturze trzeciorzedowej biatka, a wiec réwniez w
aktywnosci enzymu. Ponadto lokalizacja aminokwasow wskazuje na brak jakiegokolwiek
wplywu na miejsce katalityczne czy region wigzania kofaktoréw [19]. Jedyna zmiana, jakg
zaobserwowano w powyzszym biatku, dotyczyta zwiekszonej podatnosci na rozkiad
proteolityczny [19]. Niemniej jednak ten rodzaj polimorfizmu stat sie tematem najwiekszej
liczby publikacji, z ktérych niestety nie wynika jasno, czy istnieje jakikolwiek zwigzek
pomiedzy wyzej wspomniang mutacjg a sktonnoscig do choréb uktadu krazenia. Badajac
dwie rézne populacjejaponskie wykazano istotng pozytywna zaleznos¢ miedzy29%8Asp eNOS
a nadcisnieniem [10]. Analiza osobnikoéw rasy kaukaskiej doprowadzita do przeciwnych
whnioskow. Wykazano bowiem znacznie wyzszg czesto$¢ wystepowania nadcisnienia u
nosicieli allelu 298Glu [ 10].

Niemozno$¢ wykazania jednoznacznego zwigzku pomiedzy polimorfizmem eNOS
a CAD czy nadcis$nieniem ttumaczy sie faktem udziatu wielu genéw w powstawaniu
zaburzen funkcji uktadu krazenia oraz wptywem czynnikéw zewnetrznych (np. palenie
papieroséw) [19],
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CHARAKTERYSTYKABIALKA

Podstawowy plan budowy biatka jest wspélny dla trzech enzymoéw. W kazdym
monomerze mozna wyroznié cztery' oddzielne domeny. Zaczynajac od korca C sa to:
1) domena reduktazy wykazujgca znacznghomologie sekwencji aminokwasow z re-
duktazacytochromu P-450,

2) mata domena odpowiedzialna za wigzanie kalmoduliny,

3) domena oksygenazy wykazujgca niektore cechy cytochromu P-450, choé¢ pozba-
wiona strukturalnej z nim homologii,

4) domena N-koncowa- inna dla kazdej z trzech izoform. W przypadku eNOS domena
tajest miejscem mirystylacji i palmitylacji enzymu. Powyzsze modyfikacje warunku-

ja prawidtowa lokalizacje biatka w przestrzeni wewnatrzkomorkowej [8].

GRUPY PROSTETYCZNEIKOFAKTORY

Aktywna forma syntazy tlenku azotu jest homodimer zawierajacy stosunkowo silnie
zwigzane nastepujgce kofaktory: FAD (dinukleotyd flawinoadeninowy), FMN (mono-
nukleotyd flawinoadeninowy), BH4 (tetrahydrobiopteryna) oraz CaM (kalmodulina).
Kluczowsg role w katalizie odgrywa hemowa grupa prostetyczna.

Nukleotydy flawinowe

Miejsce wigzania nukleotydéw flawinowych znajduje sie w domenie reduktazy. Rola
tych kofaktorow w transporcie elektronow wydaje sie oczywista i ogélnie akceptowana.
Uwaza sig, ze FAD jest bezposrednim akceptorem elektronéw pochodzacych z NADPH
(fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego), podczas gdy FMN uczestniczy w
ich transporcie do hemu znajdujgcego sie w domenie oksygenazy [1], Przeptyw
elektronéw miedzy flawinami [1] oraz miedzy domenami reduktazy i oksygenazy [7]
jest zalezny od obecnosci kalmoduliny. Zdolno$¢ domeny zawierajgcej FAD i FMN do
przenoszenia elektron6w mozna wykazaé¢ poprzez wykorzystanie alternatywnych
akceptoréw elektrondw, takich jak cytochrom c. Wszystkie trzy izoformy zdolne sg do
redukcji cytochromu c, ale aktywno$é nNOS i eNOS przy nieobecnosci kalmoduliny i
jondw wapnia jest minimalna (iNOS zawiera nieodwracalnie zwigzang kalmoduling).
W momencie zwigzania kalmoduliny aktywnos$¢ obu konstytutywnych enzymow
wzrasta, ale z r6znym natezeniem. Podczas gdy aktywnos$¢ nNOS jest poréwnywalna
do iNOS, zdolnos$¢ do redukcji cytochromu c przez eNOS jest dziesieciokrotnie mniejsza
[12]. Nalezy zaznaczy¢, ze szybkos$¢ redukcji cytochromu c znacznie przewyzsza
szybkos$¢ syntezy NO przez poszczeg6lne enzymy. Wydaje sie wiec, ze zdolnos¢
reduktazy do przekazania elektronéw hemowi jest gtdwnym czynnikiem limitujgcym
aktywnos¢ NOS [12].

Kwestig sporng pozostaje mozliwos¢ przeptywu elektrondw pomiedzy dwoma
podjednostkami w obrebie dimeru. Postuluje sie, ze FMN przekazuje elektrony do hemu
znajdujacego sie w domenie oksygenazy drugiego tancucha polipeptydowego [ 1,2], W
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celu weryfikacji tej hipotezy przeprowadzono doswiadczenie, w ktérym wykorzystano
heterodimer sktadajacy sie z catej podjednostki NOS oraz z domeny oksygenazy z
mutacjg niepozwalajgcg na wigzanie substratu - L-argininy. Nie zaobserwowano
produkcji NO. Aktywnos¢ katalityczna pojawita sie, gdy domena oksygenazy
zawierajgca mutacje znajdowata sie w tej samej podjednostce co domena reduktazy
[2]. Przeptyw elektronéw pomiedzy dwoma podjednostkami wyjasniatby, dlaczego
aktywng forma enzymu jest dimer.

Jak wspomniano wczesniej, sekwencja domeny reduktazy wykazuje duze
strukturalne podobienistwo do reduktazy cytochromu P450. Okazuje sie, ze z tej
strukturalnej homologii wynika jeszcze jedna wspélna cecha. Reduktaza cytochromu
P450 bierze udziat w transporcie elektronéw do biatek hemowych zwigzanych z btonami
(rodzina cytochroméw P450). Domena reduktazy w syntazie tlenku azotu przenosi
elektrony do hemu znajdujacego sie w domenie oksygenazy.

Hem

Domena oksygenazy zwigzana z hemowa grupa prostetyczna ma pewne wspélne
cechy z cytochromem P450; zblizony potencjat redoks, obecno$¢ cysteiny spetniajacej
role liganda dla hemu, podobny rodzaj reakcji (utlenianie substratu).

Organiczna czes¢ ugrupowania hemowego sktada sie z protoporfiryny zawierajacej
cztery pierscienie pirolowe potagczone mostkami metinowymi w pierscien tetrapirolowy,
do ktérego dotaczone sg tancuchy boczne, tj. cztery grupy metylowe, dwie grupy
winylowe oraz dwie reszty kwasu propionowego. Czes¢ nieorganiczna stanowi kation
Zelaza umieszczony w centrum pierscienia protoporfiryny. Cztery z szeSciu mozliwych
pozycji koordynacyjnych zelaza zajmujg atomy azotu, w pozycji piatej znajduje sie
atom siarki reszty cysteinowej [18], Zelazo w hemowej grupie prostetycznej NOS
wystepuje w postaci kationu na drugim badz trzecim stopniu utlenienia.

Grupa hemowa lezy w zagtebieniu domeny oksygenazy, w miejscu wigzania argininy
i tlenu, co odpowiada miejscu zachodzenia reakcji [2]. Analiza krystalograficzna oraz
doswiadczenia z wykorzystaniem ukierunkowanej mutagenezy [7] potwierdzity, ze hem
wigze sie przez siarke reszty cysteinowej we wszystkich trzech izoformach. Poniewaz
monomery konstytutywnych izoform nie zawierajg hemu, sugeruje sie, ze tworzenie
tego wiagzania poprzedza powstanie aktywnych dimeréw eNOS [2, 7]. Postulowang
strukturalng rolg hemu jest stabilizacja oddziatywan miedzy powierzchnig domen
oksygenazy i reduktazy dwoch r6znych podjednostek w aktywnym enzymie [2]. Pomimo
ze monomery NOS przeprowadzajg reakcje redukcji cytochromu c, nie wigzgani BH4,
ani substratu, i w zwigzku z powyzszym nie katalizujg reakcji charakterystycznej dla
homodimeru [2],

Liczbe ligandéw zwigzanych z ugrupowaniem hemowym okresla sie przez analize
widma absorpcji. W enzymie nieaktywnym liczba koordynacyjna hemu przyjmuje
wartosé 6, co najprawdopodobniej zwigzanejest z obecnoscig czasteczki wody [7]. W
momencie zwolnienia széstej pozycji koordynacyjnej enzym staje sie aktywny. Przejscie
z formy nieaktywnej do aktywnej indukowane jest przez wigzanie substratu, BH4 oraz
niektérych analogéw tych zwiagzkéw [2].
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Tetrahydrobiopteryna

Obecnosc tetrahydrobiopteryny w domenie oksygenazy eNOS wyraznie odr6znia
jaod cytochromu P450. Chociaz jednoznaczna rola BH4 pozostaje zagadka, wiadomo
jednak, ze kofaktor ten jest niezbedny dla katalitycznej aktywnosci enzymu.

BH4 powstaje z dihydrobiopteryny w reakcji redukcji przeprowadzanej przez
reduktaze dihydrofolianows. Klasyczna rola tetrahydrobiopteryny polega na przeno-
szeniu elektronéw w reakcjach katalizowanych przez hydroksylazy aminokwaséw
aromatycznych.

Wykazano, ze strukturalna funkcja tetrahydrobiopteryny w syntazie tlenku azotu polega
na stabilizacji wcze$niej powstatych dimeréw eNOS [2], BHJest réwniez pozytywnym
allosterycznym regulatorem wiazania substratu [1], hamuje powstawanie ubocznych
produktéw reakcji (ponadtlenek) [1], utatwia transport elektrondw pomiedzy flawinami i
hemem [12], powoduje zmiane liczby koordynacyjnej atomu zelaza [ 12] oraz chroni enzym
przed dezaktywacja [1]. Wiekszo$¢ z wyzej wymienionych efektow obserwuje sie rowniez
W momencie zwigzania przez enzym dihydrobiopteryny (BH0). Na uwage zastuguje jednak
fakt, ze BH., nie nadaje NOS wiasciwosci aktywnego enzymu, co przemawia za hipoteza
bezposredniego udzialu BH4 w katalizie [12], Lokalizacja powyzszego kofaktora w
strategicznym dla zajscia reakcji miejscu, tzn. na powierzchni dimeru w poblizu
nukleotydéw flawinowych oraz hemu (oddziatywanie z reszta kwasu propionowego) [1],
sugeruje udziat BH4 w transporcie elektronow [2], Szczegbtowa analiza widma absorpcji
tetrahydrobiopteryny w aktywnym enzymie (doswiadczenia przeprowadzone w niskich
temperaturach) wskazuja, ze BH4 stuzy jako zrodto elektronu niezbednego do aktywacji
kompleksu jonu zelaza Il z O,. Powstaty w ten sposéb rodnik tetrahydrobiopterynowy
jest redukowany przez elektron pochodzacy z nukleotydu flawinowego [12],

Wiekszo$¢ danych doswiadczalnych wskazuje na obecnosé tylko jednej czasteczki BH4
na homodimer aktywnej NOS. Stosunek ten okreslono na podstawie wzrostu aktywnosci
katalitycznej w obecnosci egzogennych dawek kofaktora i inhibicji tej stymulacji, ale nie
podstawowej aktywnosci w momencie dodania antagonistow BH4 [7], Obecnie postuluje
sie, ze dimeiy NOS zawierajgdwa identyczne, ale negatywnie kooperatywne miejsca wigzania
BH4 i w zwiazku z tym aktywny enzym zawiera dwie czasteczki kofaktora tylko w wypadku
jego wysokiego stezenia, w otaczajacym Srodowisku [7],

W zwiazku z faktem, ze obecnos$¢ tetrahydrobiopteryny jest niezbedna dla
katalitycznej aktywnosci NOS, dostepnos¢ BH4 stanowi jeden z wielu elementéw kontroli
syntezy NO. Poziom ekspresji kluczowego enzymu szlaku syntezy BH4 (GTP
cyklohydrolaza 1) jest regulowany przez liczne cytokiny, wsrdd ktorych IFN-y, LPS |
IL-4 podwyzszajg ekspresje enzymu [3],

Kalmodulina

Syntaza tlenku azotu jest jedynym znanym obecnie enzymem, w ktérym kalmodulina
(CaM) spetnia funkcje czynnika regulujgcego przeptyw elektronéw. Aktywnosc
wszystkich trzech izoform jest bezwzglednie zalezna od jej obecnosci.

Kalmodulina (masa czasteczkowa 17 kDa) nalezy do rodziny wewngtrzkomor-
kowych biatek wigzacych wapn i zawiera charakterystyczny dla tej rodziny motyw
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dioni EF (helisa-petla-helisa), w ktérym znajduje sie miejsce wigzania Ca2+. Czasteczka
kalmoduliny zbudowanajest zdwdch globulamych ptatéw (koniec C i koniec N) potaczonych
dtuga helisg alfa. W kazdym ptacie znajdujg sie dwa motywy dtoni EF, wigzace wapn
poprzez siedem wigzan koordynacyjnych, w ktdrych uczestniczy sze$¢ atomdw tlenu
czasteczki biatka i jeden atom tlenu czasteczki wody. Pomimo duzego strukturalnego
podobienstwa globulame korice kalmoduliny wykazujado$¢ istotne réznice w powinowactwie
wzgledem Ca2+(koniec C wykazuje dziesieciokrotnie wieksze powinowactwo) [11].
Kalmod-ilina zostaje zaktywowana przez zwigzanie trzech lub czterech jonéw wapnia w
momencie, gdy stezenie Ca2+w cytoplazmie przekroczy warto$¢ 500 nM. Aktywacji biatka
towarzyszg istotne zmiany konformacyjne prowadzace do ekspozycji reszt kwasowych i
hydrofobowych odpowiedzialnych za oddziatywania z biatkami docelowymi.

Jak juz wcze$niej wspomniano, zdolnos¢ eNOS do przeprowadzenia reakcji syntezy
NO jest nastepstwem zwigzania kompleksu Ca2+/CaM z enzymem. Poniewaz miejsce
wigzania kalmoduliny we wszystkich trzech enzymach zbudowane jest zasadniczo w
ten sam sposdb [11], zatozono, ze zalezno$¢ badZ niezaleznosé aktywnosci
poszczegolnych izoform od jondw wapnia, zwigzana jest z subtelnymi réznicami w
obrebie fragmentu wigzacego CaM (20-25 aminokwaséw). W obliczu przyjetej
hipotez}, duzym zaskoczeniem staty sie wyniki badan, w ktérych analizowano aktywno$é
chimerowych enzyméw. Okazato sie bowiem, ze zar6wno eNQOS, jak i nNOS, w ktorych
miejsca wigzania kalmoduliny zastgpiono sekwencjg pochodzacg z iNOS, wykazujg
petng aktywnos¢ tylko w obecnosci jondw Caz+ [11]. Jasne stato sie wiec, ze réznice
miedzy enzymami nie sg tylko kwestig odmiennej budowy miejsca wigzgcego CaM.
Whikliwa analiza sekwencji aminokwasowych wykazata obecno$¢ dodatkowego
fragmentu (40-50 aminokwaséw) w domenie wigzacej FMN w obu konstytutywnych
enzymach. Zaobserwowane réznice w aktywnosci mutantéw eNOS i nNOS pozba-
wionych tej dodatkowej sekwencji, sugerujg, ze fragment ten odpowiedzialny jest za
destabilizacje wigzania CaM przy niskich stezeniach wapnia [1], Ze wzgledu na
dziesieciokrotngréznice w powinowactwie wzgledem jondw wapnia dwoch globulamych
domen w czasteczce kalmoduliny, postuluje sie mozliwos$¢ wystepowania kompleksow
tego biatka z jonami Ca2+juz przy ich podstawowym (spoczynkowym) poziomie w
komorce. Sugeruje sig, ze taka posta¢ kalmoduliny bytaby nieaktywna (zawierataby
nie wiecej niz dwa jony wapnia zwigzane z fragmentem biatka o wyzszym powino-
wactwie), ale mimo to mogtaby wigzac¢ sie z eNOS. Taki kompleks Ca2t/CaM/eNOS
bytby jednak niezdolny do syntezy NO ze wzgledu na obecno$¢ w enzymie
destabilizujgcego fragmentu, uniemozliwiajgcego petne oddziatywanie z kalmoduling.
Zgodnie z powyzszg hipotezg, wzrost stezenia Ca2+ powodowatby wysycenie CaM
jonami wapnia, a w konsekwencji zmiane konformacji nadajaca zdolno$¢ do efektywnego
oddziatywania z enzymem pomimo obecnosci fragmentu destabilizujgcego. Ostatecznym
wynikiem bytaby zmiana konformacyjna w samym enzymie prowadzgca do jego
aktywacji [11].
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Cynk

Obecno$é cynku udato sie wykaza¢ tylko dla iNOS. Motyw odpowiedzialny za
wigzanie tego metalu (Cys-X4-Cys) jest silnie konserwatywny i wystepuje réwniez w
pozostatych dwdéch enzymach. Pozwala to wnioskowacé, ze cynk wystepuje takze w
eNOS. Sugeruje sie, ze obecnos¢ tego kationu zapewnia odpowiednie potgczenie
pomiedzy podjednostkami [11].

SUBSTRATY | PRODUKTY

Trzy enzymy NOS przeprowadzajg identyczng dwuetapowsg reakcje utleniania
argininy. Postuluje sie, ze bezposrednim produktem tej reakcji jest tlenek azotu oraz
cytrulina. Szczeg6towy mechanizm reakcji oraz produkt koricowy jest przedmiotem
licznych kontrowersji. Wiekszo$¢ badaczy pozostaje zgodna tylko w kwestii substratow
(NADPH, O,, L-arginina) wykorzystywanych przez enzym oraz produktu posredniego,
ktérym jest N-hydroksy-L-arginina. Najbardziej prawdopodobna stechiometria tej
dwuetapowej reakcji, przy zatozeniu, ze jej bezposrednim produktem jest tlenek azotu,
przedstawia sie nastepujaco [1]:

| Etap:

R=NH + NADPH + H+ + 02 — R=NOH + NADP+ + H;0
Il Etap:

R=NOH + 0,5NADPH + 0,5H+ + O, -» R=0 + 0,5NADP+ + H20 + NO"
gdzie: R=NH to arginina, R=NOH to N-hydroksy-L-arginina (NHA) i R=0 to
cytrulina.

Kontrowersje zwiazane ze stechiometrig dotycza przede wszystkim ilosci zuzywanego
NADPH. Problem polega na tym, ze gtéwnej reakcji towarzyszg reakcje dodatkowe,
w wyniku ktérych wyczerpaniu ulega NADPH. W zwigzku z tym okreslenie doktadnej
stechiometrii nastrecza wiele trudnosci. Te dodatkowe reakcje to, miedzy innymi,
produkcja anionorodnika ponadtlenkowego w warunkach deficytu substratu [9].

Arginina

Argininajest prekursorem w syntezie tlenku azotu, mocznika, poliamin i fosforanu
kreatyny. Aminokwas ten syntetyzowany jest z cytruliny w wyniku kolejnego dziatania
dwdch enzymoéw cyklu mocznikowego: syntetazy i liazy argininobursztynianowej (AS
i AL). Gtdwnym miejscem syntezy u zwierzat ureotelicznych jest watroba (zachodzi tu
rozktad argininy do omityny i mocznika z udziatem arginazy) oraz nerki (wydzielanie
argininy do krwi) [13]. W innych tkankach ekspresja AS i AL utrzymywana jest na
stosunkowo niskim poziomie. Poniewaz wykazano koindukcje ekspresji AS i eNOS w
komorkach endotelialnych, sugeruje sie, ze dostepnos¢ argininy w istotny sposob wptywa
na poziom NO produkowanego w $rédbtonku [3].
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W wiekszosci komorek transport argininy do cytoplazmy odbywa sie w spos6b
niezalezny od pH i Nat dzieki rodzinie kationowych transporterow aminokwasow (CAT1,
CAT2A, CAT2B oraz CAT3) [3]. CAT1 jest transporterem obecnym zasadniczo we
wszystkich tkankach, natomiast pozostate izoformy charakteryzuje tkankowo-
specyficzna ekspresja [13]. Wyniki badan wskazujg na niezwykle silng zaleznos¢
pomiedzy transportem zewngtrzkomdrkowej argininy a produkcjg tlenku azotu przez
poszczeg6lne enzymy [3].

Produkty

Tlenek azotu jest matg i niezwykle reaktywng czasteczkg majacajeden niesparowany
elektron. Okres pottrwania tego zwigzku wynosi zaledwie kilka sekund, po ktoérych, w
wyniku reakcji z wodg i tlenem, powstajg aniony azotynowe i azotanowe [4]:

2 NO'+ O2 + HO -» NO/+ NO; + 2H+

Tlenek azotu reaguje z biatkami zawierajgcymi centra zelazowo-siarkowe, jony metali
przejsciowych i grupy hemowe. W przypadku obecnos$ci anionorodnika ponadtlenkowego
zachodzi reakcja prowadzaca do powstania nadtlenoazotynu:

NO +0O;'-> ONOO'

Anion nadtlenoazotynowy jest nietrwaty w fizjologicznym zakresie pH. Ditugosé
jego okresu pottrwania (jedna sekunda) jest jednak wystarczajgca, aby pozwoli¢ na
dyfuzje zwigzku w komdrce na znaczne odlegtosci. Nadtlenoazotyn ma silne whasciwosci
utleniajace; reaguje z grupami tiolowymi biatek i wielonienasyconymi resztami kwasow
thuszczowych w lipidach. Charakterystyczna reakcjg nadtlenoazotynu jest nitrowanie
reszt tyrozynowych w biatkach, katalizowane przez jony metali przej$ciowych, a takze
metale zwigzane z biatkami.

Dos¢ paradoksalnie, najbardziej problematycznym aspektem reakcji katalizowanej
przez NOS jest jednoznaczna identyfikacja NO jako jej produktu. Fakt, ze ekstrakty
komdrek i tkanek zawierajgcych enzym wytwarzajgNO, nie jestjednoznaczny z tym,
ze bezposrednim produktem NOS jest wtasnie ten rodnik. Metody wykorzystywane do
identyfikacji NO opieraja sie najczesciej na pomiarze ilosci produktéw rozktadu tego
zwigzku w warunkach tlenowych (NO/, NO;) lub wykorzystujg reakcje z biatkami
hemowymi (hemoglobina). Zadna z tych metod nie jestjednak specyficzna w stosunku
do NO, a co wazniejsze nie rozréznia NO od ONOOQO' [7].

W przypadku bezposredniego pomiaru produkcji NO przy uzyciu metod
elektrochemicznych, gaz ten jest wykrywalny tylko w obecnosci wysokich stezen
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalizujacej reakcje rozktadu anionorodnika
ponadtlenkowego (O/') do nadtlenku wodoru (FfOJ i tlenu [7]. Bioragc pod uwage
fakt, ze w pewnych okolicznosciach (niskie stezenie BH4 lub argininy) syntaza tlenku
azotu jest zdolna do produkcji ®/ rzeczywisty produkt reakcji moze by¢ niewykrywalny
ze wzgledu na spontaniczng reakcje NO z ®/ prowadzacg do powstania NOO' [2].



ENDOTELIALNA SYNTAZA TLENKU AZOTU. CZ. I 475

Wszystkie trzy izoformy sg zdolne do syntezy anionorodnika ponadtlenkowego, cho¢
w przypadku nNOS te zdolnosci sg najwieksze [1]. Wiadomo wiec, ze in vitro NOS
zachowuije sieg, przynajmniej w pewnych okolicznosciach, jak syntaza nadtlenoazotynu.
Watpliwym wydaje sie jednak, ze proces ten ma miejsce in vivo, poniewaz w komorce
sg obecne enzymy ochronne usuwajace toksyczne pochodne tlenu (np. SOD) i
przeciwutleniacze, takie jak glutation [2], Niektérzy badacze wskazujg jednak na
mozliwo$¢ zachodzenia reakcji prowadzacej do powstania ONOO’bezposrednio w
miejscu aktywnym enzymu [1].

Cytrulina, drugi produkt reakcji katalizowanej przez synteze, wzbudza zdecydowanie
mniej kontrowersji. Wiekszos¢ autoréw twierdzi, ze produktem jest L-cytrulina (poprzez
analogie do substratu - L-argininy). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze pewne enzymy szlaku
metabolizmu aminokwaséw zdolne sg do produkcji mieszaniny enancjomerow, mimo
ze tylkojeden rodzaj izomerujest ich substratem. Nie mozna wykluczy¢ wiec mozliwosci,
ze produktem NOS jest mieszanina enancjomerow [1],

UWAGI KONCOWE

Pomimo zaawansowanych badan, niektdre z istotnych strukturalnych i funkcjonalnych
cech eNOS pozostajg zagadka. Wecigz brakuje jednoznacznych dowoddw na role
tetrahydrobiopteryny w katalitycznym cyklu enzymu. Nieznany jest réwniez szczeg6towy
mechanizm reakcji, a w szczeg6lnosci drugi jej etap prowadzacy od hydroksyargininy do
ostatecznego produktu. Nie udato sie takze wykazaé, ze bezposrednim ijedynym produktem
katalitycznej aktywnos$ci eNOS jest tlenek azotu. Ma to szczeg6lne znaczenie, bowiem
nalezy zdawaé sobie sprawe, ze jezeli NOS sg w stanie produkowaé réznego rodzaju
zwigzki w zaleznosci od izoformy i okolicznosci, to zdobyta wiedza moze okazaé sie
kluczowa dla zrozumienia biologicznych efektow inhibicji poszczegélnych izoenzymow.
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ENDOTELIALNA SYNTAZA TLENKU AZOTU
CZ. 1. FUNKCJA BIOLOGICZNA

ENDOTHELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASE.
PART Il. FUNCTIONAL ASPECTS

Monika SEIDEL, Dorota FISZER, Maciej KURPISZ

Instytut Genetyki Cztowieka PAN

Streszczenie: Zaburzenia ekspresji i aktywnosci eNOS acza sie z takimi jednostkami chorobowymi, jak:
miazdzyca, choroba wiericowa, hipercholesterolemia czy nadcisnienie tetnicze. Po raz pierwszy eNOS
zostata zidentyfikowana w komérkach $Srédbtonka zyt i tetnic; bardziej szczegbétowe badania wykazaty
obecnos¢ tego enzymu w miocytach, ptytkach krwi, neuronach oraz w komérkach Leydiga i Scrtolego.
Endotelialna syntaza tlenku azotu gromadzi sie w specyficznych miejscach inwaginacji btony komérko-
wej. Postuluje sie, ze zagtebienia btony komdrkowej stanowia centralne miejsca (tzw. mikrodomeny) w
transdukcji sygnatéw docierajacych do komorki z zewnatrz. Endotelialna syntaza tlenku azotu w formie
nieaktywnej $cisle oddziatuje z kaweolina-1, biatkiem nalezacym do stosunkowo duzej rodziny biatek
transbtonowych. Gtéwnym receptorem dla tlenku azotu, bez wzgledu na zrédto i charakter tkanki, w
obrebie ktorej powstaje, jest rozpuszczalna cyklaza guanylowa. Wynikiem aktywacji cyklazy jest wzrost
poziomu cGMP koniecznego do aktywacji kinazy biatkowej G (PKG). Ze wzgledu na niezwykle szeroka
game substratéw PKG, aktywacja eNOS prowadzi do zréznicowanej odpowiedzi, zaleznej od rodzaju
komorki. W obrebie srodbtonka, tlenek azotu petni kluczowa role w regulacji lokalnego cisnienia krwi
oraz hamuje agregacje i adhezje ptytek krwi, natomiast w migsniu sercowym moduluje aktywno$¢ skur-
czowa miocytow. Wykazano, ze funkcjonalna eNOS jest niezbedna w procesie angiogenezy i przebudowy
naczyn krwiono$nych. Ze wzgledu na wolnorodnikowy charakter NO, ktérego nadmierny poziom stanowi
niebezpieczenstwo dla otaczajgcych komérek, aktywnos$¢ eNOS podlega Scistej i skomplikowanej regula-
cji. Najbardziej podstawowym elementem tej kontroli jest aktywacja biatka uwarunkowana zwigzaniem
kompleksu Ca~Vkalmodulina. Dodatkowe elementy regulacji to fosforylacja i depalmitylacja enzymu oraz
asocjacja z biatkiem szoku termicznego Hsp90. Pomimo uznania eNOS za enzym Kkonstytutywny, na prze-
strzeni ostatnich kilku lat udowodniono, ze ekspresja genu podlega silnym wahaniom w odpowiedzi na
czynniki wzrostu, hormony, cytokiny i czynniki fizyczne. Dotychczas przeprowadzone doswiadczenia nie
pozwalajg na sformutowanie ostatecznych wnioskéw nad proponowang rolg endotelialncj syntazy tlenku
azotu w licznych schorzeniach uktadu krwionosnego.

Stowa kluczowe: tlenek azotu, endotelialna syntaza tlenku azotu, cykliczny GMP, kinaza biatkowa G,
angiogeneza, choroby sercowo-naczyniowe.
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Summary: Some of the key functions of endothelium are dependent on the endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) activity, thus suggesting a role of this enzyme in pathological conditions such as
coronary artery disease (CAD), essential hypertension, hypercholesterolemia and atherosclerosis. To
evaluate the proposed role of eNOS, its activity and expression has been widely analyzed. Endothelial
NOS was first identified in endothelial cells of arteries and veins, further investigations demonstrated
its presence in the other cell types including neurons, platelets, myocytes, Sertoli and Leydig cells.
Enzyme has been shown to be targeted to plasmalemmal caveolae. These specialized invaginations of
plasma membrane seem to play a major role in extracellular signal transduction as they contain a great
variety of signal molecules. Endothelial NOS associates with caveolin-1, a member of transmembrane
family proteins which renders enzyme inactive. NO generated by eNOS s a crucial activator of soluble
cGMP cyclase. The activity of cGMP cyclase gives rise to the secondary messenger (cGMP) which
activates protein kinase G (PKG). A great variety of proteins which are substrates for PKG phosphory-
lation determines the complex cell response observed after eNOS activation. Endothelium-derived NO
is a physiologically important vasodilator, an inhibitor of platelet aggregation and adhesion, and a
modulator of myocyte contractility. It has also been shown that functional eNOS is absolutely required
for angiogenesis and vessel remodeling. Since NO overproduction might be harmful for adjacent tissues,
enzyme activity is subjected to complex and subtle control mechanisms. The most basic control factor is
Ca?7calmodulin complex which upon binding to the enzyme dissociates caveolin and renders eNOS full
activity. Additional regulatory mechanisms include phosphorylation, depalmitylation and Hsp90 asso-
ciation. Endothelial nitric oxide synthase, although previously regarded as a constitutive factor, turned out
to be the enzyme which expression is dynamically regulated by growth factors, hormones, cytokines and
physical stimuli. To determine the precise role for eNOS in pathogenesis of hypertension, CAD or
atherosclerosis remains to be elucidated.

Key words: nitric oxide, endothelial nitric oxide synthase, cyclic GMP, protein kinase G, angiogenesis,
cardiovascular disease.

WSTEP

Doniesienia ostatnich lat wskazuja na znaczacy udziat tlenku azotu w szeregu istotnych
procesow fizjologicznych. Jedng z pierwszych funkcji, jakg przypisano tej reaktywnej
czasteczce, byfa regulacja miejscowego przeptywu krwi. W wypadku licznych choréb
uktadu krwionosnego, ktérych przyczyn nie udato sie sprecyzowac, endotelialna syntaza
tlenku azotu bedaca podstawowym Zrédtem NO w naczyniach krwionosnych, stata sie
obiektem intensywnych badan. Badania te zweryfikowaty wczes$niejszy poglad o
konstytutywnej ekspresji enzymu, wykazaty bowiem dynamiczna regulacje poziomu
jego ekspresji. Zatozono, ze analiza zmian aktywnosci i ekspresji enzymu pod wptywem
r6znorodnych bodzcow stanowi droge do wyjasnienia roli NO w procesach fizjolo-
gicznych oraz moze stuzy¢ zrozumieniu podstaw choréb, ktérych podtoze upatruje sie
w dysfunkcji $rodbtonka. Obecnie zaburzenia ekspresji i aktywnosci eNOS taczy sie z
takimi jednostkami chorobowymi, jak: miazdzyca, choroba wiencowa czy nadcisnienie
tetnicze. Posredniego dowodu na udziat eNOS w nadcisnieniu dostarczyty obserwacje,
ze brak ekspresji powyzszego genu u myszy powodowat znaczne podwyzszenie
ogolnoustrojowego cisnienia krwi [32,33].
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LOKALIZACJA TKANKOWA | SUBKOMORKOWA

Po raz pierwszy eNOS zostata zidentyfikowana w komérkach srodbtonka zyt i tetnic.
Wykorzystujac specyficzne przeciwciata udato sie wykaza¢ obecnos¢ tego enzymu w
komoérkach Leydiga i Scrtolcgo, ptytkach krwi oraz komérkach nerwowych [11],

Wyniki wielu badan wyraznie wskazujg na Scistg zaleznos¢ pomiedzy wewnatrz-
komadrkowa lokalizacja enzymu i jego aktywnoscig [17]. Endotelialna syntaza tlenku
azotu skupiona jest w specyficznych miejscach inwaginacji btony zajmujacych 30%
catkowitej powierzchni komorek srddbtonka [17], Postuluje sig, ze zagtebienia btony
komdrkowej stanowig centralne miejsca (tzw. mikrodomeny) w transdukcji sygnatow
docierajgcych do komérki z zewnatrz. Zlokalizowano tutaj szereg biatek kluczowych
dla procesu transdukcji; receptory dla EGF (czynnik wzrostu naskérka), PDGF (czynnik
wzrostu pochodzenia ptytkowego), VEGF (czynnik naczyniowy wzrostu $rédbtonka)
[ 17] oraz dla bradykininy i estrogenéw [17], kinazy tyrozynowe (src, MAP), biatka G,
kinaze biatkowa C (PKC), biatka ras, kanaty wapniowe zalezne od 1P3( 1,4,5-trifosforan
inozytolu) [14]. Charakterystyczng cechag btony komérkowej w obrebie inwaginacji
jest prawie zupetny brak fosfolipidow oraz obecnos¢ biatek strukturalnych z rodziny
kaweolin [17]. Kaweolina-1 podlega nieodwracalnej palmitylacji oraz tworzy
oligomerowe kompleksy oddziatujgce nie tylko z eNOS (miejsce oddziatywania
zlokalizowane jest w domenie oksygenazy), ale réwniez z innymi biatkami (podjcdnostka
a biatka G, biatko ras, kinazy tyrozynowe z rodziny src) [10, 17]. Poniewaz oddziaty-
wanie eNOS z kaweoling-1 wymaga mirystylacji (nieodwracalna acylacja N-kohcowej
glicyny) i palmitylacji enzymu (odwracalna modyfikacja Cysl oraz Cys26) tylko w
warunkach in vivo, uwaza si¢, ze ten rodzaj modyfikacji jest konieczny do oddziatywan
z kaweoling ze wzgledu na zakotwiczenie biatka w btonie komorkowej [17, 2], W
miocytach serca eNOS asocjuje z kaweoling-3 [2].

Obecnos¢ eNOS oraz kaweoliny-1 wykazano takze w aparacie Golgiego [17].
Postuluje sie, ze lokalizacja enzymu w sieci trans aparatu Golgiego jest nastepstwem
recyrkulacji sktadnikéw bton pomiedzy siecig trans, endosomami oraz btong komdérkowa
[14], Konsekwencjg mutacji uniemozliwiajgcej palmitylacje eNOS jest kumulacja catej
puli enzymu w aparacie Golgiego [14], W obliczu tych wynikdw sugeruje sie, ze transport
eNOS do sieci trans jest poprzedzony aktywacja i depalmitylacjg enzymu w blonie
komorkowej i stuzy ponownej palmitylacji enzymu [17], Dotychczas nie udato sie
wyjasnié, czy aparat Golgiego jest réwniez miejscem produkcji NO [17].

Komérki endotelialne

Komérki endotelialne (EC) jako gtéwne miegjsce ekspresji eNOS i podstawowy obiekt
w badaniach funkcji tego enzymu wymagaja bardziej szczegétowego oméwienia.
Znaczne mozliwosci wydzielnicze $rédbtonka warunkujg jego istotng funkcje
regulatorowa w organizmie cztowieka [4]. Te funkcje sg niejednokrotnie organo-
specyficzne i ttumacza funkcjonalng i morfologiczna heterogennos¢ EC [13].
Niejednokrotnie réwniez w obrebiejednego organu wystepujg znaczne réznice pomiedzy
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komorkami pochodzenia zylnego i tetniczego oraz miedzy srédbtonkiem duzych i matych
naczyn krwionosnych [13, 20]. Jedne z najbardziej wyspecjalizowanych komorek
zlokalizowane sg w $rodbtonku moézgu i szpiku kostnego [13].

Cho¢ w warunkach prawidtowych EC sg w stanie spoczynku, ich fenotyp ulega
zmianie natychmiast po uszkodzeniu fragmentu tkanki; komorki migrujg do miejsca
zranienia i nabierajg zdolnosci proliferacyjnych [4], Poniewaz tempo podziatéw EC in
vitro znacznie przewyzsza szybko$¢ ich podziatéw w warunkach in vivo, w hodowlach
komorkowych, mimo ze powszechnie stosowanych, moga powstawac istotne zmiany
ich fizjologii [4], Dlatego tez wszelkie wyniki doswiadczen powinny podlegac¢ analizie
z uwzglednieniem faktu odmiennych warunkéw w hodowlach in vitro [4]. Na
funkcjonalne wiasciwosci EC w kulturach in vitro ma réwniez wptyw stopien
zageszczenia hodowli [13].

Komorki srodbtonka wykazujg ekspresje specyficznych markerow, ktére umozliwiajg
ich identyfikacje. Wiekszo$¢ markeréw wykorzystywanych w identyfikacji to biatka
konstytutywne obecne we wszystkich typach $rédbtonka, np. CD 31, czynnik VIII,
enzym konwertujacy angiotensyne, receptor odpowiedzialny za internalizacje acylo-
wanych czastek LDL (lipoproteiny o matej gestosci), ET-1 (endotelina-1), eNOS,
prostacyklina [4].

Ztozonarola, jaka petni Srodbtonek, i jego adekwatne reagowanie na bodzce wymagajg
obecnosci licznych receptoréw i aktywnosci réznorodnych drég transdukcji sygnatu
[4], Na powierzchni EC zidentyfikowano receptory dla takich substancji, jak: acetylo-
cholina, angiotensyna, adenozyna, histamina, serotonina, trombina, katecholoaminy,
prostaglandyny, liczne aminokwasy, insulina, receptory dla HDL (lipoproteiny o duzej
gestosci), LDL oraz czynniki wzrostowe [4],

Produkcja i metabolizm substancji aktywnych dziatajacych na komorki miesni gtadkich
warunkujg istotny udziat srodbtonka w regulacji miejscowego i ogdlno-ustrojowego
przeptywu krwi (produkcja ET-1, NO, metabolizm angiotensyny | do aktywnego peptydu
angiotensyny I1) [4, 5]. Komorki srodbtonka sg réwniez bezposrednio odpowiedzialne
za modulacje przepuszczalnosci srodbtonka, szczeg6lnie w obrebie matych naczyn
krwiono$nych [4].

Jednym z wazniejszych procesdw zachodzacych z udziatem EC jest angiogeneza i
przebudowa naczyn krwionosnych [4]. Angiogeneza wymaga migracji komarek
srodbtonka, zdolnosci degradowania macierzy zewnatrzkomaorkowej, proliferacji oraz
ostatecznego zrdznicowania prowadzacego do powstania funkcjonalnych kapilar [4].
Proces ten pojawia sie w warunkach fizjologicznych tylko w wyjatkowych sytuacjach
(proliferacja endometrium, gojenie wiekszych zranien) [13], W patologicznych
przypadkach towarzyszy rozwojowi guzow (odpowiedz EC na substancje wydzielane
przez komorki guza) i w zwigzku z tym moze stanowié potencjalny cel dziatania nowych
$rodkéw farmakologicznych wykorzystywanych w leczeniu nowotworéw [4], Przebu-
dowie naczyn krwionos$nych towarzyszy apoptoza EC [4],

EC biorg udziat w procesach koagulacji i agregacji ptytek krwi [ 18], dziatajac czesto
w przeciwstawny sposéb w zaleznosci od zaistniatych warunkéw [4]. Scista interakcja
srodbtonka z komoérkami miesni gtadkich hamuje proliferacje tych drugich [4], W
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momencie zniszczenia srédbtonka (adhezja monocytéw bedaca nastepstwem akumulacji
utlenionych LDL na powierzchni EC, wzmozona produkcja czynnikéw wzrostowych),
kontrola zostaje zniesiona i pojawia sie wysokie prawdopodobiefstwo powstania zmian
miazdzycowych [4]. Ztozona interakcja $rédbtonka z leukocytami jest jednym z
wazniejszych aspektéw odpowiedzi immunologicznej i proceséw zapalnych [4].

FUNKCJA BIOLOGICZNA eNOS

Gtoéwnym receptorem dla tlenku azotu, bez wzgledu na zrodto i charakter tkanki, w obrebie
ktérej powstaje, jest rozpuszczalna cyklaza guanylowa [12]. Cyklaza guanylowa, ze wzgledu
na obecnos¢ ugrupowania hemowego, z ktorym wigze sie NO, ma zdolno$¢ reagowania na
pojawiajacy sie w otoczeniu tlenek azotu poprzez produkcje cyklicznego GMP. Cykliczny
GMP jest przekaznikiem drugiego rzedu, warunkujacym aktywnos¢ kinazy biatkowej G.
Powyzszy enzym charakteryzuje niezwykle szerokie spektrum dziatania, w zwiazku z czym
jego aktywno$¢ wyzwala zr6znicowanaodpowiedz zalezng od rodzaju komorki.

Tlenek azotu, ktérego zrodtem jest endotelialna syntaza tlenku azotu, petni kluczowa
role w regulacji lokalnego cisnienia krwi [10]. Substancje wywierajace wptyw na
wewngtrzkomdrkowe stezenie wapnia w komdrkach endotelialnych (acetylocholina,
bradykinina, histamina) regulujg aktywnos$¢ eNOS [26], Dziatanie rozkurczajgce NO jest
wynikiem stymulacji rozpuszczalnej cyklazy guanylowej w komorkach miesni gtadkich
naczyn krwionosnych. Poniewaz najsilniejszy efekt antagonistyczny do tlenku azotu
wywiera endotelina-1 [30], juz dawno zrodzito sie pytanie, czy zachodzi jakakolwiek
zalezno$¢ miedzy stezeniem NO a poziomem ET-1 oraz aktywnoscig ET-1 a ekspresja
genu eNOS. Doswiadczenia przeprowadzone przez Napolitano i wspotpracownikéw [27]
wykazaty funkcjonalny zwigzek miedzy ET-1 a poziomem mRNA dla eNOS (podwyz-
szenie ekspresji enzymu pod wptywem ET-1) [28]. Ten sam rodzaj odpowiedzi uzyskano
w innych badaniach przeprowadzonych w hodowlach in vitro [30]. Poniewaz endotelina-
| jest substancjg najsilniej kurczacg naczynia krwionosne [30], wyniki powyzszych
doswiadczen sugerujg istotng role eNOS w mechanizmie chronigcym nasz organizm
przed nadmiernym skurczem naczyn wywotanym dziataniem ET-1 [24]. Za ta hipotezg
przemawia réwniez zaobserwowany zwigzek pomiedzy stezeniem peptydu a
wywotywanym efektem. Poniewaz zmiany w ekspresji eNOS zaobserwowano tylko dla
bardzo wysokich stezen ET-1, wydaje sie, ze ten wyrafinowany mechanizm ulega
aktywacji, gdy ilos¢ peptydu osigga poziom krytyczny. Postuluje sie, ze zaburzenia
réwnowagi pomiedzy NO produkowanym przez eNOS a ET-1 moga w istotny sposéb
przyczyniac sie uposledzenia funkcji $rédbtonka w takich stanach patologicznych, jak
hipercholesterolemia oraz miazdzyca [35].

Adaptacja Srodbtonka w odpowiedzi na ciggte zmiany przeptywu krwi oraz ,,sity
scinajace” (sity wytwarzane przez strumieh ptynacej krwi, ktérych nastepstwem sg
naprezenia komorek $rodbtonka), jest niezbedna do utrzymania podstawowego cisnienia
[14], Poniewaz wyzej wymienione bodZce nie wptywajg na poziom wapnia, zaskakujgce
jest, ze gldbwnym enzymem odpowiedzialnym za te regulacje jest eNOS.
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Inng istotng rola tlenku azotu w obrebie srodbtonkajest hamowanie agregacji i adhezji
ptytek krwi [11,21], Wykazano réwniez wptyw NO na zdolno$é adhezyjna leukocytow
(obnizenie ekspresji kompleksu glikoprotein CDI 1/CD18) [11,31],

Tworzenie nowych naczyn krwionosnych jest konsekwencja zwiekszonego zapotrze-
bowania tkanek na doptyw krwi [15], Proces angiogenezy rozpoczyna sie w warunkach
niedotlenienia. Do niedawna za najwazniejsze czynniki proangiogenne uwazano VEGF
oraz ET-1, obecnie dotgczyt do nich NO [15], Coraz wiecej dowoddw sugeruje, ze NO
jest absolutnie niezbedny w procesach migracji komoérek $rédbtonka, gojenia ran i
angiogenezy (badania przeprowadzono na transfekowanych liniach komérkowych CHO
oraz wykonano dos$wiadczenia z wykorzystaniem antagonistow receptora ET-I" i
analogow cGMP) [14], Analiza ekspresji eNOS w komorkach poddawanych dziataniu
VEGF wykazata zalezny od stezenia wzrost ekspresji enzymu [8], co potwierdza
proponowana role tlenku azotu w angiogenezie stymulowanej przez VEGF [15], VEGF
jest silnym czynnikiem proangiogennym produkowanym przez komorki naczyn
krwionosnych i komérki guzéw [8], Wykazano, ze inhibitory syntezy NO sg w stanie
catkowicie znie$¢ proliferacje komorek srédbtonkowych wywotang przez VEGF w
warunkach in vitro [8], Prawdopodobne wydaje sie wiec, ze zwigkszony poziom mRNA
dla eNOS jest podstawg obserwowanego ochronnego dziatania, jakie wykazuje VEGF
w obrebie $rédbtonka [8], Wykazano bowiem, ze NO nie tylko przyspiesza wzrost
uszkodzonego fragmentu sroédbtonka, ale réwniez przeciwdziatla zmianom
miazdzycowym poprzez utrzymywanie komorek miesni gtadkich w stanie spoczynku
oraz obniza lokalne ci$nienie krwi (te same efekty zaobserwowano stosujagc VEGF)
[8], Badania Bouloumie i wspotpracownikéw [8] sugeruja, ze powyzszy czynnik
wzrostowy wywiera wptyw na stabilnos¢ mRNA dla enzymu.

Wspomniana endotelina-1 oprocz silnego dziatania kurczacego wykazuje rowniez
istotne dziatanie proangiogenne [15], Wyniki opisanych badan wskazuja, ze zaréwno
VEGEF, jak i ET-I moga zapewnia¢ konieczny do procesu angiogenezy wzrost stezenia
NO wiasnie poprzez stymulacje ekspresji eNOS. U podstaw obserwowanego podwyz-
szenia poziomu MRNA dla eNOS moze mie¢ miejsce stymulacja transkrypcji lub
zwiekszenie stabilnosci mRNA. Poniewaz wykazano upos$ledzenie produkcji ET-1 u
0s6b ze zmianami miazdzycowymi, uwaza sig, ze prawdopodobng przyczyng
niedostatecznej angiogenezy w obrebie miejsc niedokrwienia jest fakt, ze w warunkach
obnizonego stezenia ET-1 poziom NO jest za niski [15].

Podsumowujac, migracja i angiogeneza wymagajg jednoczesnego dziatania co
najmniej dwach skfadowych: funkcjonalnej eNOS oraz sygnatu kierunkowego (VEGF lub
ET-1) [15]. Wykazano, ze to wiasnie funkcjonalna eNOS umozliwia komdérkom
Srédblonkowym nabycie fenotypu zdolnego do migracji w kierunku zrddta czynnikéw
proangiogennych [14]. Fenotyp ten jest Scisle zalezny od stezeniaNO; w stanie spoczynku
Srodbtonek jest zwarty, a komorki niezdolne do migracji, aktywacja eNOS prowadzi do
zmniejszenia oddziatywan adhezyjnych [15], Sugeruje sie, ze tlenek azotu wptywa na poziom
fosforylacji specyficznej kinazy tyrozynowej modulujacej potencjat adhezyjny komérek [14],

Tlenek azotu jest przynajmniej sze$¢ razy lepiej rozpuszczalny w dwuwarstwie
lipidowej niz w fazie wodnej [14]. Chwilowe zaburzenie struktury lipidowej przez NO
prowadzi do zwiekszenia ptynnosci btony [14], Sugeruje sie wiec, ze niedostateczna



ENDOTELIALNA SYNTAZA TLENKU AZOTU. CZ. || 483

produkcja NO powoduje nadmierna sztywnos¢ bton opdzniajaca przeptyw elementow
morfotycznych krwi, zwieksza op6r naczyniowy i przyczynia sie do rozwoju nadcisnienia
[14], Dodatkowo wykazano, ze aktywnos$¢ eNOS reguluje przepuszczalnos¢ srédbtonka
[ 14] oraz hamuje proliferacje komérek migsni gtadkich [ 15]. Wyzej wymienione funkcije
eNOS sugeruja kluczowa role enzymu w utrzymaniu homeostazy w obrebie naczyn
krwionos$nych. Sugeruje sie réwniez Scisty zwigzek pomiedzy zapaleniem a dysfunkcja
srodbtonka (ECD), bedaca najprawdopodobniej efektem zaburzen w aktywnosci eNOS.
Dysfunkcja srédbtonka, ktéra towarzyszy takim stanom patologicznym, jak: nadcis-
nienie, miazdzyca, zawat czy wylew, jest konsekwencja nadmiernej produkcji cytokin
prozapalnych, np. TNF-a (czynnik martwicy guza) [15], W celu wykazania propo-
nowanej roli eNOS w powyzszym zjawisku przeprowadzono do$wiadczenia, w ktorych
analizowano zmiany ekspresji eNOS pod wptywem cytokin prozapalnych. Badania
przeprowadzone przez Agnoletti i wspo6tpracownikéw wykazaty [1], ze inkubacja
komorek srédbtonka w obecnosci surowicy od pacjentéw z niewydolnosciag serca,
powodowata obnizenie ekspresji eNOS. Wysoka zawarto$¢ TNF-oc w tej surowicy i
wyniki doswiadczen z wykorzystaniem przeciwciat anty-TNF-oc (czeSciowe przeciw-
dziatanie obserwowanemu wczesniej spadkowi ekspresji eNOS) sg zgodne z hipotezg
udziatu NO w ECD wywotanej przez cytokiny prozapalne [1],

Endotelialna syntaza tlenku azotu zlokalizowana w miocytach bierze udziat w regulacji
skurczéw miesnia sercowego [19]. Od przeszto 100 lat organiczne azotany, ktérych
dziatanie warunkowane jest uwalnianiem NO, stosowane byty jako Srodek leczniczy [22],
Takjak w pozostatych tkankach, kluczowg funkcja tlenku azotu w miocytach jest aktywacja
rozpuszczalnej cyklazy guanylowej. Produkt enzymu - cykliczny GMP - wigze sie z
biatkami efektorowymi: kinazgbiatkowaG (PKG) i cAMP-fosfodiesterazg hamowang
przez cGMP (PDE Ill) [22]. Wysokie stezenie cGMP aktywuje PKG, czego konsekwencja
jest inhibicja kanatéw wapniowych typu L [22]. Nizsze stezenie cGMP zmniejsza
aktywno$¢ PDE Ill i w konsekwencji prowadzi do wzrostu zawartosci cCAMP [22].
Cykliczny AMP stymuluje skurcz poprzez aktywacje kanatéw wapniowych typu L [19].

Tlenek azotu moze rowniez wptywaé na funkcje migsnia sercowego niezaleznie od
cGMP [22], Wykazano, ze wysokie stezenia NO powodujg kowalencyjng modyfikacje
i, w konsekwencji, zahamowanie przepuszczalnosci kanatéw wapniowych oraz hamuja
transport elektronow w tancuchu oddechowym mitochondriéw [22].

Podsumowujac, dziatanie NO na funkcje miesnia sercowego ma charakter dwukierunkowy;
przy niskich stezeniach NO (produkcja endogenna) poteguje skurcz, natomiast wyzsze stezenia
(zrodia egzogenne) wyraznie przyspieszajga relaksacje miesnia [22].

REGULACJA AKTYWNOSCI | EKSPRESJI eNOS

Ze wzgledu na wolnorodnikowy charakter NO, ktérego nadmierny poziom stanowi
niebezpieczenstwo dla otaczajgcych komorek [34], aktywnos$¢ eNOS podlega Scistej i
skomplikowanej regulacji. Enzym, cho¢ poczatkowo uznany za konstytutywny, okazat sie
by¢ kontrolowany na poziomie ekspresji. Wykazano bowiem, ze liczne bodZce o charakterze
nie tylko chemicznym, ale réwniez fizycznym zmieniajg poziom mRNA dla tego biatka.
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Regulacja aktywnosci

W komorkach spoczynkowych oddziatywania eNOS z kaweoling sg na tyle silne, ze
powodujg catkowitg inhibicje enzymu [25], Mobilizacja wapnia bedaca nastepstwem dziatania
niektorych substancji biologicznie czynnych (acetylocholina, bradykinina, VEGF, histamina)
[29] umozliwia powstanie kompleksu Ca2t/CaM, ktéry wigze sie z eNOS. Jednoczesne
oddysocjowanie kaweoliny znosi inhibicje i przywraca syntazie aktywnosc¢ [ 17],

Aktywnos¢ eNOS zalezy réwniez od czynnikéw fizycznych dziatajacych w obrebie
srodbtonka. Wykazano, ze naprezenia komoérek srodbtonka, ktérych zrodtem jest ptynaca
krew, aktywujg eNOS w sposéb niezalezny od wapnia [17], Cho¢ mechanizm tego typu
aktywacji nie zostat do konca poznany, wyniki doSwiadczen wskazujg na udziat procesu
fosforylacji. Sugeruje sie, ze konsekwencja fosforylacji enzymu jest zmiana konformacyjna
podobnie jak w wypadku wigzania kalmoduliny [23]. Wykazano, ze nastepstwem zmian
naprezenia EC jest fosforylacja Serll przez kinaze biatkowg Akt [2]. Uwaza sie, ze funkcje
sensoryczne w tym typie aktywacji petni cytoszkielet, ktéry odgrywa kluczows role w
utrzymaniu prawidtowego ksztattu komdrki zapewniajacego wzgledng szczelnos¢ Srddbtonka
[17], Poniewaz w obecnosci inhibitoréw kinaz tyrozynowych ,.sity scinajgce” nie maja
wplywu na aktywacje enzymu, postuluje sie wystepowanie tego typu fosforylacji
prawdopodobnie na etapie przed dziataniem kinazy Akt [17].

Aktywnos¢ eNOS zalezy od jej dystrybucji wewnatrzkomdrkowej $cisle powigzanej
z palmitylacjg enzymu [17]. Ten rodzaj potranslacyjnej modyfikacji jest odwracalny,
wymaga wczesniejszej mirystylacji i zapewnia wiasciwa lokalizacje eNOS w obrebie
zagtebien btony komérkowej [17]. Nalezy podkresli¢, ze zadna z tych modyfikacji nic
wplywa na aktywno$¢ enzymu w warunkach in vitro, co oznacza, ze przyczynag
znacznego obnizenia aktywnosci eNOS w wyniku depalmitylacji jest tylko i wytgcznie
zmiana dystrybucji komérkowej czeSciowo zdeacylowanego enzymu [17], Zauwazono,
ze nastepstwem przedtuzonego dziatania niektérych przekaznikéw komorkowych
(bradykinina), jest nie tylko depalmitylacja i jednoczesna redystrybucja eNOS do sieci
trans aparatu Golgiego, ale rowniez fosforylacja enzymu [25]. Do tej pory nie udato sie
jednoznacznie zidentyfikowaé kinazy biatkowej odpowiedzialnej za ten proces [23],
Wiadomo jednak, ze fosforylacji podlega ktora$ z licznie obecnych w enzymie reszt
serynowych i konsekwencja tej modyfikacji jest znaczne obnizenie aktywnosci eNOS
[16, 17], Poniewaz receptory dla wielu substancji biologicznie aktywnych, odpowie-
dzialnych za aktywacje enzymu w wyniku mobilizacji wapnia, sg sprzezone z systemem
biatek G bedacych aktywatorami kinazy biatkowej C (PK.C), udziat tej kinazy wydaje
sie wysoce prawdopodobny [17]. Podsumowujac, odwracalna translokacja eNOS jest
nastepstwem przedtuzonego dziatania przekaznikow komdrkowych, ktérych podstawowa
funkcjajest mobilizacja wapnia i stanowi najprawdopodobniej wyszukany mechanizm
chronigcy organizm przed nadmierna aktywnoscig enzymu [25].

Jak wspomniano wczesniej, blone komdrkowa w miejscach inwaginacji charakteryzuje
prawie zupetny brak fosfolipidéw. Okazalo sig, ze charakterystyczny skiad lipidowy
ma réwniez znaczenie dla aktywnosci eNOS [3]. Wykazano, ze fosfolipidy o ujemnym
tadunku elektrostatycznym obnizajg aktywno$¢ katalityczng biatka [3]. W obliczu tych
wynikow zrozumiate wydajg sie obserwowane zaburzenia aktywnosci eNOS zwigzane
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ze zmianami w sktadzie lipidowym bton podczas hipercholesterolemii [3]. Poniewaz
podwyzszony poziom cholesterolu dotyczy frakcji lipoprotein LDL, ktére w formie
utlenionej negatywnie regulujg aktywnos¢ enzymu, uposledzona funkcja eNOS jest
uznawana zajeden z wazniejszych czynnikéw przyczyniajgcych sie do rozwoju zmian
miazdzycowych [7].

Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na produkcje NO w komérkach srodbtonka
jest powszechnie wystepujace biatko Hsp90 (biatko szoku termicznego) [2], Konsekwencja
dziatania VEGF, histaminy czy naprezen EC jest wzrost oddziatywan pomiedzy eNOS a
Hsp90, prowadzacy do trzykrotnego wzrostu aktywnosci enzymu [2].

Regulacja ekspresji

Podstawowy poziom ekspresji eNOS jest w duzej mierze zalezny od rodzaju tkanki.
Najsilniejsza ekspresja biatka ma miejsce w komdrkach wyscietajagcych duze i srednie
naczynia krwionosne [17]. R6znorodno$¢ potencjalnych miejsc wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych w obrebie promotora endotelialnej syntazy tlenku azotu wskazuje na
ogromne mozliwosci regulacji poziomu ekspresji enzymu poprzez zmienne tempo
inicjacji procesu transkrypcji.

Pomimo uznania eNOS za enzym konstytutywny, na przestrzeni ostatnich kilku lat
udowodniono, ze ekspresja genu podlega silnym wahaniom [17]. Wykazano, ze
naprezenia EC wplywaja nie tylko na aktywnos$¢ enzymu, ale réwniez na jego
transkrypcje [17]. Analiza sekwencji w obrebie promotora potwierdzita mozliwos¢
regulacji ekspresji eNOS w odpowiedzi na bodzce fizyczne [26].

Endotelialna synteza tlenku azotu petni istotngrole w regulacji ptucnego przeptywu
krwi [9], W komorkach $rédbtonkowych naczyn ptucnych zaobserwowano znaczny
spadek ekspresji eNOS pod wptywem niedotlenienia [11], Dla $Srodbtonka pozostatych
tkanek nie uzyskano jednoznacznych wynikéw.

Poziom mRNA dla enzymu podlega silnym wahaniom w obecnosci cytokin i
lipopolisacharydéw. Sposrod tej grupy jedynie TNF-a wyraznie obniza ekspresje eNOS
niezaleznie od podtypu $rédbtonka [17], W przypadku pozostatych czynnikéw efekt
koncowy warunkowany jest zrodtem pochodzenia komorek oraz kombinacjg cytokin
uzytych w doswiadczeniu [11]. Inkubacja komdrek srodbtonkowych z takimi czynnikami
wzrostu, jak: VEGF, FGF (czynnik wzrostu fibroblastéw), EGF (czynnik wzrostu
naskérka) czy TGF-[3 (czynnik transformujacy (3) zwieksza poziom ekspresji eNOS
[17], Wyniki niektérych doswiadczen sugerujg rowniez mozliwo$¢ wptywu estrogenéw
i innych hormonow piciowych na poziom mRNA tego enzymu [11],

W obliczu proponowanej roli eNOS w powstawaniu zmian miazdzycowych
interesujacy jest fakt regulacji ekspresji eNOS przez LDL [11]. Wykazano, ze niskie
stezenia utlenionej formy LDL podwyzszaja poziom mRNA dla enzymu, natomiast
wyzsze stezenia wyraznie ten poziom obnizajg [17], Sugeruje to obronng odpowiedz
srodbtonka w poczatkowych etapach rozwoju miazdzycy [17].

Poniewaz badania ekspresji gendw opieraja sie gtéwnie na ilosSciowym oznaczaniu
MRNA, nalezy wzia¢ pod uwage, ze wyniki takich badan nie informujg bezposrednio o
zmianach w transkrypcji genu, lecz dajg og6lny obraz poziomu mRNA w komorce.
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Dodatkowym i nie mniej istotnym czynnikiem wplywajacym na poziom mRNA jest
stabilnos¢ transkryptu (okres pétrwania), warunkowana sekwencja nukleotydowa
zlokalizowang w regionie 3' UTR (region niepodlegajacy translacji) lub w czesci
kodujacej mMRNA [17, 6], Elementy cis zmieniajg stabilnos¢ mRNA w sposéb
zréznicowany (moga na przyktad wywiera¢ wptyw na dtugos¢ konca poli(A), ktéry
warunkuje odpornos¢ na dziatanie egzonukleaz przez wigzanie specyficznych biatek
powodujacych degradacje endonukleolityczng) [6],

W obrebie korfica 3' mMRNA dla endotelialnej syntazy azotu zlokalizowano dwa
motywy, ktdére sa powszechnie uznawane za sekwencje destabilizujace [17], Wykazano,
ze TNF-oc obniza 10-krotnie poziom mRNA przez destabilizacje transkryptu [6],
Mediatorem tego procesu jest prawdopodobnie cytoplazmatyczne biatko wigzace sie z
regionem bogatym w nukleotydy UC w obrebie 3" UTR [6], Innymi czynnikami
wphywajacymi na stabilnos¢ mRNA enzymu sg: faza wzrostu komérek (destabilizacja
w komorkach aktywnie dzielgcych sig), utlenione LDL i hipoksja [11],

UWAGI KONCOWE

Przeprowadzone dotychczas doswiadczenia nie pozwalajg na sformutowanie
ostatecznych wnioskow co do proponowanej roli endotelialnej syntazy tlenku azotu, w
licznych schorzeniach uktadu krwionosnego. W celu weryfikacji postawionych hipotez
niezbedne sg dodatkowe badania, ktére powinny zmierza¢ przede wszystkim do
wyjasnienia mechanizmow regulacji i fizjologicznych funkcji eNOS. Szczegdlnie mato
wiemy o0 zmianach w aktywnosci enzymu pod wptywem czynnikéw innych niz jony
wapnia, a niewiele wiecej 0 mechanizmach regulacji jego ekspresji. Nalezy rowniez
pamietac, ze zjawiska obserwowane w warunkach in vitro nie mogg by¢ traktowane
jako idealne odzwierciedlenie dla sytuacji majacych miejsce in vivo. Co wiecej, coraz
czesciej wskazuje sie, ze mechanizmy kontrolujgce ekspresje i aktywno$¢ eNOS sa
tkankowo specyficzne, a wiec zalezg od zrodia, z ktérego komorki srodbtonkowe pobrano
[17], Okreslenie roli eNOS w szeroko rozumianej dysfunkcji uktadu krgzenia, a wiec
miazdzycy, chorobie wienicowej czy nadcis$nieniu tetniczym jest celem niezwykle
ambitnym, nie tylko ze wzgledu na niepetny stan naszej wiedzy, ale réwniez ze wzgledu
na wicloczynnikowe tto powyzszych choréb.
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Streszczenie: Mitochondria plemnikdw sg strukturami unikalnymi i nieco odmiennymi od mitochondriéw
somatycznych. Przechodza one szereg morfologicznych, biochemicznych i molekularnych zmian zwia-
zanych z ekspresjg specyficznych biatek strukturalnych i enzymatycznych, bedacych markerami ich
dojrzewania podczas spermatogenezy. Nalezg do nich miedzy innymi gonadalny cytochrom ¢ , LDH-C4,
oksydaza sulfhydrylowa, proteaza LON i hsp60. Aktywina A wydzielana przez komorki Sertoliego,
podczas spermiogenezy indukuje morfologiczne przemiany mitochondriéw spennatyd, prowadzace do
powstania skondensowanej struktury tych organelli. Natomiast biatko spergen-1 wydaje sie odpowie-
dzialne za agregacje i adhezje mitochondriow wokét formujacej sie witki wydtuzajacej sie spermatydy.
Dojrzate mitochondria majg ksztatt wydtuzony i zakrzywiony (poétksiezycowaty), wykazujg strukture
skondensowana, z duzg iloscig ciasno upakowanych grzebieni i charakterystycznymi przestrzeniami w
ich obrebie. Kazde mitochondrium otoczone jest unikalng biatkowg torebka, zawierajaca strukturalne
biatka siarczkowe i selenowe (SMCP) oraz enzymatyczne (PHGPXx) o charakterze antyoksydacyjnym.
Powierzchnia mitochondriow plemnikéw wykazuje zréznicowanie strukturalne - specyficzne struktu-
ralne specjalizacje (domeny) - zaangazowane w tgczenie sie przylegajacych do siebie mitochondridw.
Umozliwiajg one stabilne i helikalne potgczenie sie tych organelli swoimi koricami, jak i powierzchniami
bocznymi. Potaczone ze sobg mitochondria tworzg ostonke mitochondrialng, ktéra od strony wewnetrz-
nej przytwierdzona jest do obwodowych witékien gestych za pomoca siateczki nalezacej do cytoszkiele-
tu wstawki plemnika. Specyficzna molekularna budowa biatek mitochondrialnych i wzajemne potaczenie
mitochondriéw czyni ostonke mitochondrialng oporng na dziatanie czynnikéw fizyko-chemicznych i
sprawia, ze funkcjonuje onajak jedno organellum, dostarczajgce ATP do ruchu plemnikéw.

*Wszystkie prezentowane wyniki pochodza z badan wiasnych przeprowadzonych w Katedrze
i Zaktadzie Histologii i Embriologii oraz w Zaktadzie Patomorfologii Pomorskiej Akademii Me-
dycznej w Szczecinie.
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Stowa kluczowe: plemniki, mitochondria, biatka mitochondrialne, spermiogeneza.

Summary: The sperm mitochondria arc the unique organelles somewhat different from the somatic mito-
chondria. They undergo morphological, biochemical and molecular changes connected with the expression
ofthe structural and enzymatic specific proteins which may be recognized as markers of their maturation
during spermatogenesis. The markers among others include testicular cytochrome - cyt ¢ LDH-C4,
sulphydryl oxidase, LON protease and hsp60. Aktivin A - product of Sertoli cells - influences the
morphological changes of spermatyd mitochondria during spermiogenesis, causing the appearance ofa
condensed type mitochondria. In turn, spergen-1 protein might be responsible for assembly and adhesion
ofsperm mitochondria around the appearing flagellum ofelongating spermatyd. The mature mitochondria
are elongated and crescentic and display condensed type structure with many tightly packed mitochon-
drial cristae and characteristic intracristal spaces. Each mitochondrium is surrounded by a unique protein
capsule containing structural selenoproteins, sulphoproteins (SMPC) and enzymatic protein (PHGPX)
displaying antyoxidative ability. The surface of sperm mitochondria reveals domain specific structural
specializations involved in connecting ofadjacent mitochondria. The structural specializations ofterminal
as well as lateral surfaces of adjacent mitochondria enable the stable and helical connection of mitochon-
dria. The joined mitochondria are assembled into an organized sheath. The mitochondrial sheath surface
facing the outer dense fibers is joined to them by submitochondrial network of midpiece cytoskeleton
complex. The molecular structure of specific mitochondrial proteins and connections of adjacent mito-
chondria result in mitochondrial sheath resistant to the action of physical and chemical factors. It makes
the mitochondrial sheath act as the organellum providing ATP for sperm movement.

Key words: spermatozoa, mitochondria, mitochondrial proteins, spermiogenesis.

Prace te dedykuje

mojemu niezyjacemu juz nauczycielowi
Profesorowi dr hab. Janowi Michejdzie,
ktéry nauczyt mnie poznawac fascynujace
organelle - mitochondria

Mitochondria plemnika, dzieki zdolnosci do produkcji energii, powstatej w procesie
fosforylacji oksydacyjnej, umozliwiajg ruch postepowy plemnikdéw, ktéry pozwala na
aktywnag penetracje $luzu szyjkowego macicy i przedostanie sie plemnikéw dalej do
jajowodu. Ponadto, energia produkowana przez mitochondria wykorzystywana jest do
aktywnego transportu substratéw przez btony, hyperaktywacji plemnikéw i reakcji
akrosomalnej, proceséw niezbednych podczas zaptodnienia [21,33,43,118], Organella
te, stajq sie przez to strukturami okreslajacymi potencjat plemnikéw do zaptodnienia
komorki jajowe;j.

Hyperaktywacja plemnikéw odbywa sie w barce jajowodu i jest czescig procesu
uzdatniania plemnikéw do zaptodnienia - kapacytacji. Wigze sie ona z bardzo
intensywnym i specyficznym ruchem witki plemnika charakteryzujgcym sie wysoka
amplituda i asymetrig odchylenia witki. Ruch ten generalnie nie jest postepowy, ale
odbywa sie w miejscu, ma na celu wzmocnienie zdolnosci plemnikéw do oderwania sie
od Sciany jajowodu i dalej przedostania sie przez Sluzowa wydzieline komorek
nabtonkowych oraz pokonania przez nie skomplikowanego labiryntu btony sluzowej
banki jajowodu, aby w koncu dotrze¢ do komoérki jajowej otoczonej wiencem
promienistym (corona radiata) i ostonka przejrzystg (zona pellucidaf. Duzy udziat w
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omawianej wedréwce plemnikdéw maja réwniez skurcze miocytéw gtadkich jajowodu,
wywotane prostaglandynami wydzielanymi miedzy innymi przez pecherzyki nasienne
[ 19] oraz zjawisko chemotaksji plemnikow pod wptywem atraktantow wystepujacych
w plynie pecherzykowym [27,116]. Z kolei penetracja corona radiatci i zonapellucida
mozliwa jest dzieki reakcji akrosomalnej (odbycie jej zalezne jest od transportu jonéw
wapnia przez blone otaczajgcg czes¢ akrosomalng gtdwki plemnika), oraz dzieki
ponownym intensywnym ruchom plemnika, umozliwiajgcym ostatecznie osiggniecie
przestrzeni okotozéttkowej (periviteline space) i dalej przedostanie sie plemnika do
cytoplazmy komorki jajowej. Mozliwe jest to wskutek fuzji ekwatorialnej czesci akrosomu
i postakrosomalnej btony komdérkowej plemnika z btong komérki jajowej [19,33,43].

Energia niezbedna do zaistnienia opisywanych proceséw musi by¢ dostarczana przez
mitochondria nieprzerwanie, bez zaktécen, przy kooperacji wszystkich, mato ,,odpoczy-
wajacych” mitochondriow wstawki plemnika. Mozliwe jest to tylko dzieki morfologicznie
i funkcjonalnie dojrzatym mitochondriom, ktére podczas spermatogenezy i dalej w
najadrzu muszg przechodzi¢ szereg morfologicznych, biochemicznych i molekularnych
zmian czyniacych je organellami unikalnymi, nieco odmiennymi od mitochondriow
wystepujacych w komoérkach somatycznych [40,42,50,84,86,92,98,102,103]. Morfolo-
giczno-funkcjonalne przemiany tych organelli - jak donosza Meinhardt i wsp. [84] - sg
wyrazem zmieniajgcego sie mikrosrodowiska podczas przechodzenia komorek germi-
nalnych z czesci przypodstawnej kanalika kretego do jego czesci adluminalncj. Ma
miejsce wtedy ekspresja specyficznych mitochondrialnych biatek komorek plemniko-
twdrczych [21,113]. Zaktdcenie tych proceséw prowadzi do dysfunkcji mitochondriéw,
ktorej wyrazem jest najczesciej astenoteratozoospermia [87,101,108,109].

MITOCHONDRIA PLEMNIKA TWORZA OSt ONKE
MITOCHONDRIALNA

Ro6znicowanie sie mitochondriow komorek plemnikotwérczych

Morfologiczna odmienno$¢ mitochondriéw plemnika (sperm type mitchondria)
dotyczy ich wielkosci, ksztattu, ultrastruktury i specyficznego rozmieszczenia w gamecie.
Maja ksztatt wyraznie zakrzywiony i liczne lamellame grzebienie ciasno upakowane w
obrebie macierzy mitochondrialnej. W obrazach mikroskopowo-elektronowych
przypominaja stosy scisnietych lamelli. Obserwacje ultrastrukturalne ujawniaja w
mitochondriach dojrzatych plemnikéw obecnos¢ nieduzej ilosci charakterystycznych
jamek (ryc. 4B;6), ktére sg poszerzonymi przestrzeniami w obrebie grzebieni, gdzie
kontynuuje sie przestrzen miedzybtonowa. Taka morfologia mitochondriéw plemnika
jest charakterystyczna dla organelli sprzezonych (skondensowanych) i jest efektem
licznych morfologicznych i molekularnych przemian mitochondriow podczas
réznicowania sie okragtej spennatydy w wydtuzajaca, co ma miejsce w spermiogenezie
[21,50,52,98,113].

W plemnikach ssakéw stwierdza sie niewielkie ilosci mitochondriow (50-100 w
zaleznosci od gatunku), zawierajgce jedng kopie mitochondrialnego DNA (mtDNA),
w poréwnaniu z ich iloScig w oocycie (100000), czy tez w komérkach somatycznych
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(kilka tysiecy). Poréwnujac jednak wielkos¢ plemnika (60-250 pm zaleznie od réznic
gatunkowych) z iloscig mitochondriéw w nim wystepujacych, liczba tych organelli jest
imponujaca, gdyz stanowig one 80% jego objetosci [3,21],

W spermatogoniach A rozrzucone w cytoplazmie mitochondria majg tendencje do
skupiania sie w oddzielne grupy zawierajace 2-4 mitochondridéw. Przylegajace do siebie
organelle potaczone sa cienkg warstwa elektronowo-gestego materiatu (substancja
cementujgca) (ryc.l A). W komérkach prekursorowych spermatyd - spermatocytach
- mitochondria nadal gromadzgsie w oddzielne grupy zawierajace 3-6 mitochondriéw
[85], pomiedzy ktérymi widoczne sg wieksze ilosci elektronowo-gestej substancji (ryc.
1B;2A,B) [52], Natomiast w spermatocytach Il-rzedowych organelle te wystepuja
juz pojedynczo pomiedzy btonami cytoplazmatycznymi, a w okragtych spermatydach
zlokalizowane sg obwodowo, blisko btony komérkowej (ryc. 2C,D). Ogolna liczba
mitochondriéw w spermatocytach i okragtych spermatydach jest wieksza niz w
dojrzewajacych, wydtuzajgcych sie spermatydach i plemnikach uwalnianych z gonady.
Podczas spermiogenezy, gdy nastepuje reorganizacja mitochondriéw prowadzaca do
wytworzenia ostonki mitochondrialnej (mitochondrial sheath) (faza akrosomu
spermiogenezy) mitochondria podlegajg eliminacji wskutek ubikwitynacji [117,118] i
wraz ze zbedna, odrzucang cytoplazma spermatydy stajg sie sktadnikiem ciat reszt-
kowych fagocytowanych przez komorki Sertoliego (faza dojrzewania spermiogenezy)
[50]. Ubikwityna wiaze sie z biatkami mitochondrialnymi, najprawdopodobniej z
integralnym biatkiem - prohibiting (prohibitin) (30 kD), w wewnetrznej blonic
mitochondrialnej. Ubikwitynowany cpitop jest maskowany za pomocg wigzan
dwusiarczkowych tworzonych podczas pasazu plemnikéw przez najadrze. Uniemozliwia
to dalszg degradacje mitochondriéw plemnika az do momentu podziatow zaptodnionej
komorki jajowej [117,118,119].

Poczatkowo, w spermatogoniach mitochondria majg jasna macierz (,,orthodox-
type™), w spermatocytach leptotenowych i zygotenowych wykazujg morfologie posrednimi
(,-intermediate type"), widoczne sg wyrazne grzebienie mitochondrialne i poszerzona
przestrzeh pomiedzy nimi (wakuolizacja mitochondriéw, ryc. 1B;2A,B). Natomiast w
spermatocytach pachytenowych macierz mitochondrialna wykazuje juz wigksza gestosé
elektronowag - rozpoczyna sie proces kondensacji tych organelli (,,condensed type™),
ktory dalej kontynuuje sie podczas réznicowania okragtej spermatydy w wydtuzajaca
(ryc. 1C;2C,D). W spermiogenezie wraz z procesem kondensacji mitochondriow
réwnoczesnie zmienia sie wielkos¢ i ksztatt mitochondriow. Organelle zmniejszajg sie |
stajq sie bardziej wydtuzone i zakrzywione (potksiezycowate), co zwigzane jest ze
spiralnym ich przebiegiem wokdt obwodowych wiodkien gestych i dopasowaniem sie
do wydtuzajacego sie ksztattu komorki. Grzebienie mitochondrialne sa bardziej scisniete
i upakowane, stad brak juz duzych przestrzeni pomiedzy nimi charakterystycznych dla
mitochondriéw spermatocytéw (ryc. | D,E;4;6) [50,52,113].

Dojrzewanie mitochondriéw wymaga licznych czynnikéw wyzwalajacych i regulu-
jacych morfologiczno-biochemicznc ich przemiany (paracrine mitochondrial
maturation factor). Niektére z nich wydzielane sg przez komorki Sertoliego, ktoére
wchodzg w Sciste interakcje z komoérkami plemnikotwdrczymi [21,85,113]. Meinhardt
i wsp. [85] wykazali, ze w warunkach in vitro biatko aktywina A (activin A) - produkt
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komarek Sertoliego - ma wyrazne dziatanie parakrynne na réznicowanie sie meskich
komadrek germinalnych. Aktywina A indukujac morfologiczngtransformacje mitochon-
dridw, wydaje sie by¢ odpowiedzialna za kondensacje mitochondriéw w spermatocytach
pachytenowych i dalej w okragtych spermatydach.

Nagromadzenie mitochondriéw w proksymalnej czesci formujacej sie wstawki
plemnika spermatydy odbywa sie najprawdopodobniej dzieki biatku spergen-1 [24,25],
kodowanemu przez gen nalezacy do gendw regulujgcych proces spermiogenezy
(spermatogenic cell-specific gene-1) [24], Badania immunocytochemiczne w
mikroskopie elektronowym ujawnity obecnos¢ tego biatka na powierzchni mitochondriéw
formujacej sie wstawki wydtuzajacych sie spermatyd szczura, jak i plemnikéw
izolowanych zjadra. Biatko to (154 aminokwasdw) na N-koricu zawiera mitochondrialng
sekwencje (mitochondria targeting signal), ktéra decyduje o przeznaczeniu tego
biatka do mitochondriéw. Spergen-1 spetnia role czasteczki adhezyjnej decydujacej o
specyficznej agregacji mitochondridéw, ich wzajemnym przycigganiu i przyleganiu,
prowadzacym do wytworzenia ostonki mitochondrialnej. Mitochondria z peryferycznych
czesci spermatydy musza by¢ przetransportowane do jej Srodka — miejsca formujacej
sie witki plemnika. Nagromadzenie mitochondriéw wokot aksonemy i obwodowych
widkien gestych odbywa sie w momencie przesuniecia pierscienia (annulus) i
pierscieniowego ciata chromatoidalnego (annular chromatoid body) z czesci proksy-
malnej tworzacej sie wstawki w jej kierunku dystalnym (ryc. 3) [21,52], Przesuniecie
tych struktur wyznacza nie tylko miejsce, ale i kierunek dla agregujacych tam mito-
chondriéw. Poczatkowo ilos¢ mitochondriéw nagromadzonych wok6t obwodowych
widkien gestych i aksonemy jest niewielka, a ich rozmieszczenie nieuporzadkowane.

Proces formowania sie ostonki mitochondrialnej (faza akrosomu spermiogenezy) i
jej dojrzewania (faza dojrzewania spermiogenezy) polega na nagromadzeniu odpowiedniej
ilosci mitochondriéw, ich specyficznym helikalnym utozeniu i utrzymaniu pozycji
poszczegblnych mitochondriéw w jej obrebie, dzieki molekularnym zmianom
mitochondrialnych biatek btonowych, prowadzacym do wytworzenia specyficznych
potaczen pomiedzy mitochondriami. Skupione ze sobg mitochondria tgczg sie nawzajem
swoimi koncami, a nastepnie okrecajg sie wokdt obwodowych widkien gestych i
aksonemy przebiegajgcych wzdtuz tworzacej sie wstawki i dalej witki plemnika
[49,52,96,97,98]. U cztowieka obserwuje sie 11-15 skretéw mitochondriéw [22], W
ten sposob powstaje uporzgdkowana spirala mitochondrialna. Moze by¢ ona pojedyncza,
podwadjna, potréjna i jeszcze bardziej skomplikowana, w zaleznosci od gatunku [ 102],
Spiralnie potgczone mitochondria taczg sie ze soba réwniez swoimi powierzchniami
bocznymi, tworzac w ten sposob ostonke mitochondrialng, ktérej wewnetrzna
powierzchnia przytwierdzona jest do przylegajagcych do niej obwodowych wiokien
gestych (faza dojrzewania spermiogenezy) (ryc.4,5,6) [96,97,98].

Zaktécenie morfogenezy ostonki mitochondrialnej prowadzi do wystepowania
zmniejszonej lub zwiekszonej liczby mitochondriéw rozmieszczonych w sposéb
nieuporzadkowany w obrebie wstawki plemnika lub w drastycznych przypadkach do
catkowitego lub czesciowego braku ostonki mitochondrialnej (hypoplazja lub aplazja) i
do uwolnienia z gonady niedojrzatych morfologicznie fonu plemnikéw nie zdolnych,
nawet po dojrzewaniu w najadrzu, do postepowego mchu. Takie zaburzenia morfologiczne
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wystepujg w niektdrych przypadkach astenoteratozoospennii (zmiany te sg szeroko
opisane w czesci Il artykutu) i przewaznie powigzane sa ze zmianami gtowki i akrosomu
plemnika. Struktury te wykazuja niejednokrotnie cechy morfologicznej niedojrzatosci
[9,87,88,95,101,108,109], co potwierdzity rowniez wyniki badah wiasnych [104,105].
Ponadto zaburzenia te mogg by¢ efektem zmian genetycznych [7], bowiem proces
formowania sie wstawki i witki plemnika, jak wykazano u myszy, jest kontrolowany
genetycznie [ 106], Zaburzenia te moga by¢ réwniez zwigzane z apoptoza réznicujacych
sie spermatyd [34,91,105] oraz z zylakami powrdzka nasiennego [6].

W plemnikach uwalnianych z gonady mitochondria moga by¢ otoczone jeszcze resztkowa
cytoplazmaspermatydy, ktéra tworzy krople cytoplazmatyczng. Moze ona zawiera¢, obok
elementow ziarnistych, wioknistych i btoniastych, nadliczbowe zbyteczne mitochondria, ktore
w takiej sytuacji s ,,ronione” do cytoplazmy [104,105]. Nie powinny one jednak wraz z
cytoplazmaby¢ obecne w ejakulowanych plemnikach. Odrzucenie kropli cytoplazmatycznej
jest elementem dojrzewania plemnikéw w najadrzu [20,120], Obecnos¢ kropli w
ejakulowanych plemnikach upos$ledza ich ruch, a wystepowaniejej w duzej liczbie plemnikéw
moze by¢ przyczyngastenoteratozoospennii [66,104,105,133].

Mitochondria ostonki mitochondrialnej funkcjonujg jako jedno organellum

Rozmieszczenie i potaczenie mitochondridw nic jest przypadkowe i zwigzane jest z
ruchem plemnika. Wydaje sie, ze helikalny uktad mitochondriéw umozliwia upakowanie
duzej liczby zakrzywionych mitochondriéw na stosunkowo malej przestrzeni wydtuzonej
struktury, jaka jest wstawka (ryc. 4B;5;6A,B). Dtugos$é plemnikéw ludzkich wynosi
55-66 pm, natomiast dtugos¢ ich wstawki 3,5-5,0 pm.

Joshi i wsp. [62], stosujgc mikroskop sit atomowych (atomieforce microscopy),
ustalili, ze dtugo$¢ mitochondriéw ludzkich wynosi 214,61 nm. Natomiast inni autorzy,
za pomocg mikroskopu wykorzystujacego promienie X (X-ray microscopy) wykazali,
ze ich srednica wynosi 0,15 pm [127]. Wzajemne potaczenie mitochondriéw i ich
przytwierdzenie do obwodowych wibdkien gestych [96,97,98] stabilizuje pozycje
poszczegblnych mitochondriow w obrebie wstawki plemnika, uniemozliwia ich
przemieszczanie sie i powoduje, ze ostonka mitochondrialna staje sie oporna na
mechaniczne uszkodzenia podczas intensywnego ruchu witki plemnika. Ponadto taka
morfologia ostonki sprzyja wzajemnej kooperacji mitochondriéw, ktére wszystkie razem
funkcjonujajako jedno organellum i tworzg integralng cato$¢. Umozliwia to z kolei
staty i nieprzerwany doptyw energii dla ruchu plemnika, ktéry ma decydujace znaczenie
dla zaptodnienia komarki jajowej.

Powierzchnia mitochondriéw wykazuje strukture domenowag

Unikalne rozmieszczenie i potgczenie mitochondriow w dojrzatych plemnikach
mozliwe jest dzieki zréznicowanym strukturalnie powierzchniom (domenom) tych
organelli. W badaniach przeprowadzonych na plemnikach izolowanych z ogona najadrza
dojrzatych ptciowo chomikéw, Olson i wsp. [96,97,98] wykazali trzy morfologicznie i
funkcjonalnie r6zne powierzchnie mitochondriéw plemnika (domain specific structural
specialization)-. 1) powierzchnia od strony btony komoérkowej, bardzo waska warstwa
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cytoplazmy oddziela mitochondria od btony komérkowej; 2) powierzchnia styku korhicow
sgsiednich mitochondriéw, odlegto$¢ pomiedzy nimi wynosi 5-6 nm i powierzchnie
boczne przylegajacych do siebie mitochondriéw; 3) powierzchnia od strony obwodowych
widkien gestych (ryc. 4,5,6). Poddajac plemniki sonikacji lub stosujac azot o odpowiednim
cisnieniu, w obrazach mikroskopowo-elektronowych Olson i wsp. [96] nie stwierdzili
rozerwania ostonki mitochondrialnej ani uszkodzenia substruktury mitochondriéw,
natomiast ujawnili unikalne potgczenia mitochondriéw. Korice i powierzchnie boczne
przylegajacych do siebie mitochondriéw sg ze sobg potaczone za pomoca sieci
elektronowo-gestych mostkéw, wystepujacych co 20 nm, ktdre niekiedy mozna
zaobserwowac na preparatach przygotowanych w sposéb konwencjonalny (ryc. 5).
Brak takich potaczen pomiedzy btong komdrkowa a przylegajgcg do niej powierzchnig
mitochondridéw sugeruje, ze ten typ potaczenia zwigzany jest tylko z okre$long domeng
mitochondriéw. Z kolei dodatkowe jeszcze traktowanie plemnikoéw zwigzkami redu-
kujgcymi (np. DDT-dithiothreitol) i podwyzszenie pH medium inkubacyjncgo pozwolito
autorom [96] w petni zaobserwowaé substrukture potgczenia mitochondriéw z obwo-
dowymi widknami gestymi. Powierzchnia mitochondriéw od strony obwodowych
widkien gestych jest do nich przytwierdzona za pomoca sieci nalezacej do cytoszkieletu
wstawki plemnika (submitochondrial reticulum, midpiece specific cytoskeletal
complex). To wyspecjalizowane potaczenie ma strukture parakrystaliczng i zbudowane
jest z réwnolegle utozonych prazkéw, wystepujacych co 30-32 nm.

Zroznicowane strukturalnie domeny powierzchniowe mitochondriéw sa najprawdo-
podobniej wynikiem wystepowania réznych biatek w odmiennych obszarach zewnetrznej
btony mitochondrialnej. Nie wszystkie biatka zostaty zidentyfikowane. Petnig one jednak
istotng role w utrzymaniu odpowiedniej morfologii i dalej, funkcji ostonki mitochondrialnej,
ktéra miedzy innymi okresla zdolno$¢ plemnikéw do zaptodnienia.

Biatka zewnetrznej btony mitochondrialnej tworzg unikalnatorebke
mitochondrialng

Zewnetrzna btona mitochondriéw plemnika rézni sie wasciwosciami fizyko-
chemicznymi od btony mitochondriéw komorek somatycznych. Oporna jest na dziatanie
detergentOw i trypsyny [55,102], a takze nie pecznieje w roztworach hypotonicznych
[103]. Ta ostatnia cecha umozliwia badanie oddychania mitochondriéw w roztworach
hypotonicznych, w ktérych dochodzi do przerwania btony komorkowej plemnika i
odstoniecia nienaruszonej ostonki mitochondrialnej. Podobny efekt mozna uzyskac
stosujac antybiotyk polienowy- filipin, uwalniajacy biatka z btony komaérkowej [56].
Zabiegi te sg niezbedne, aby udostepni¢ mitochondria dla substratow egzogennych, dla
ktérych btona komérkowa stanowi istotng bariere [58,103].

Siarko- i selenoproteiny - biatka zawierajace grupy sulfhydrylowe (tiolowe, SH) i
selenowe (SeH) - wystepuja licznie w zewnetrznej btonie mitochondrialnej [1,5,17,18,-
123]. Zwiazki te podlegaja molekularnym przemianom, czeSciowo juz podczas
spermatogenezy, ale przede wszystkim podczas dojrzewania plemnikéw w najadrzu.
Procesy te prowadzg do utleniania grup tiolowych i selenowych i wytworzenia wigzan
kowalencyjnych pomiedzy atomami siarki lub selenu, co powoduje powstanie licznych



496 M. PIASECKA

mostkow siarczkowych, selenowych i mieszanych (S-S, Se-Se, S-Se) [10]. Obecno$é
takich wiazan witasnie czyni btone oporng na dziatanie réznych czynnikéw fizyko-
chemicznych, na ktére plemnik moze byé narazony podczas swojej dtugiej wedrowki
przez meskie drogi ptciowe i zenskie drogi rodne. Taka oporno$¢ zewnetrznej btony
mitochondrialnej spetnia réwniez funkcje protekcyjnaw stosunku do wewnetrznej btony,
ktéra w takim przypadku jest skutecznie chroniona. W warunkach fizjologicznych,
zmiany w obrebie bton mitochondrialnych wystepujajedynie w starych, degenerujacych
plemnikach i sg przyczyna zaburzen energetycznych tych organelli, prowadzacych do
dyskinezy plemnikéw [55,102].

Biatka wystepujgce w zewnetrznej btonie mitochondrialnej tworzgunikalng, indywidualng
dla kazdego mitochondrium, biatkowg torebke mitochondrialng (keratinous capsule of
sperm mitochondria). Pallini i wsp.[99] wykazali w niej, w przypadku mitochondridow
buhaja, trzy polipeptydy o ciezarze 31,291 20 kD. Biatko 20 kD, ktore réwniez identyfikowane
jestjako biatko 17 kD [17], bogate jest w cysteine (17,9%) i proling (26,5%). Znanejest ono
pod nazwa SMCP (Sperm Mitochondria-associated Cysteine-rich Protein) [2,49,92]
lub MCP (Mitochondrial Capsule Protein), MCS (Mitochondrial Capsule
Selenoprotein) [1] i spetnia istotng role strukturalng. Zgodnie z sugestig Herr i wsp. [49]
biatko to odpowiedzialne jest za pogrubienie zewnetrznej btony mitochondrialnej, utrzymanie
ksztattu i pozycji mitochondriéw w ostonce mitochondrialnej. Ponadto, SMCP
identifikowane jest jako auto- i izoantygen plemnika [49].

W latach dziewieédziesigtych ubiegtego wieku sklonowano i ustalono sekwencje
genu dla SMCP (gen Smcp) myszy, szczura i cztowieka [1,2,68]. Stosujac Southern
blotting wykazano, ze gen ten wystepuje w pojedynczej kopii w komoérkach haploidalnych
linii spermatogenicznej. U myszy zlokalizowany jest w chromosomie 3, u szczuraw 2,
a u cztowieka w 1. Zawiera on dwa eksony i jeden intron. Wykazuje swojg ekspresje
w mejozie i dalej we wczesnych okragtych spermatydach, jeszcze przed ekspresjg
genu dla protaminy ! [1,68]. Na podstawie wynikdw Nothern blotting i hybrydyzacji
in situ stwierdzono obecnos¢ transkryptu genu Smcp w spermatocytach i w okragtych
spermatydach [1], Karimpour i wsp. [63] donoszg, ze biatko tego genu zawiera 197
aminokwasow, a jego ciezar wynosi 21 kD. Adham i wsp. [1] natomiast ustalili, ze
cDNA genu Smcp szczura koduje 145 aminokwaséw (15,8 kD), co zgodne jest z
wczesniejszymi wynikami Kleene i wsp. [68], ktorzy wykazali 143 aminokwasy.

SMCP przez wiele lat rozwazane byto jako biatko zawierajace selen [1,17,68]. Zawartos¢
selenu w tym biatku wydaje siejednak problematyczna. Stwierdzono bowiem brak kodonu
UGA dla selenocysteiny w ramce odczytu dla genu Smcp [1,18], co moze sugerowaé
postranslacyjne wigczanie selenu do polipeptydu [68]. Badania z wykorzystaniem izotopu
75Se ujawnity niewielkg inkorporacje selenu do MCS mitochondriéw spermatocytow
pachytenowych i okragtych spermatyd szczura, natomiast intensywne wiaczanie tego
pierwiastka do MCS w wydtuzajacych sie, dojrzewajacych spermatydach [ 17].

Biatkiem zawierajagcym selen, petnigcym funkcje enzymatyczng i strukturalna,
wspotuczestniczacym w tworzeniu mitochondrialnej torebki, identyfikowanym czesto
jako SMCP, jest enzym nalezacy do grupy peroksydaz glutationowych - PHGPX
(selenoprotein Phospholipid Hydroperoxide Glutathione Peroxidase, 20 kD). Biatko
to redukuje nadtlenki fosfolipidow powstate podczas ich peroksydacji oraz ma zdolno$¢
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redukcji nadtlenku wodoru, co chroni btone przed agresywnym dziataniem wolnych
rodnikéw powstatych miedzy innymi w tancuchu oddechowym mitochondriéw lub
podczas stresu tlenowego [39,57,74,79,107,110,121,123]. Ze wzgledu na swoja
antyoksydacyjng funkcje PHGPX moze by¢ traktowana jako czynnik zapobiegajacy
apoptozie spermatocytow i spermatyd [89,93]. Ponadto enzym ten wykazuje aktywnos¢
peroksydazy biatek tiolowych. Utleniajac, w obecnosci nadtlenku wodoru, grupy SH w
biatkach plemnika, w tym budujacych torebke mitochondrialng, przyczynia sie do
powstania kowalencyjnych wigzan S-S, co decyduje o molekularnej strukturze torebki
mitochondrialnej i zwigzane jest z ostatecznym dojrzewaniem biatek plemnika,
niezbednym dla prawidtowej ich funkcji [79,110,123], W dojrzatych plemnikach PHGPX
wystepuje z regulty w formie zwigzanej z btong, gdyz zakotwicza sie w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej i stanowi 50% biatek indywidualnej torebki mitochondrialnej
[123]. Z powodu swojej lokalizacji i strukturalnej funkcji PHGPX jest czynnikiem
okreslajacym fizjologie plemnikéw, decydujacym o ich ruchu [30,57,89,123].

W gamecie meskiej wyrdznia sie forme enzymu cytozolowag (cPHGPX), mito-
chondrialng (MPHGPX) ijadrowa (nPHGPX). Dwie pierwsze z nich powstajg wskutek
alternatywnego splicingu pre-mRNA, natomiast forma jadrowa najprawdopodobniej
jest efektem alternatywnej transkrypcji, gdyz stwierdza sie dwa osobne odcinki
promotorowe w obrebie genu peroksydazy glutationowej [80,107].

Transkrypt dla mPHGPx to mitochondrialny typ mRNA, ktéry zawiera sekwencje
{mitochondrial transfer leader sequence) przeznaczajgca biatko do kompartmentu
mitochondrialnego [86]. Stosujac RT-PCR, Northern blotting, hybrydyzacje in situ,
Western blotting, analize immucytochemiczng i immunofluorescencyjng, transkrypt i
biatko genu PHGPX wykryto w gonadzie szczuréw, w spermatocytach pachytenowych,
okragtych i wydtuzajacych sie spermatydach oraz plemnikach najgdrzowych, a takze
w ejakulowanych plemnikach ludzkich [39,47,57,86,90,107,117,121], Sugeruje sig, ze
zawartos¢ mRNA dla PHGPX moze mie¢ decydujgce znaczenie dla funkcji mito-
chondriow plemnikéw [86]. Trudno jednak zrozumie¢ obecnos$¢ i role mRNA w
plemnikach, w ktérych nie stwierdza sie translacji.

W komorkach plemnikotwérczych, PHGPx wystepuje na terenie ich jgdra komor-
kowego, szczegdlnie zwigzanejest z elektronowo-jasng nukleoplazma i otoczkajadrowa,
w obrebie ich mitochondriéw, agregatéw mitochondrialnych, substancji spajajacej
mitochondria {intermitochondrial cement) i akrosomu. [47,107,121], Ponadto PHGPX
stwierdza sie w ciatach chromatoidalnych, ciatach resztkowych, ziarnistosciach i
wakuolach komorek linii spermatogenicznej [47,121]. Pojawienie sie PHGPX na terenie
gonady szczura i jego dystrybucja w okreslonych kompartmentach komoérek plcmniko-
tworczych i plemnika zalezna jest od stadiéw cyklu nabtonka plemnikotworczego,
szczegOlnie od stopnia réznicowania sie spermatyd podczas spermiogenezy [47]. Moze
by¢ regulowana hormonalnie i zalezna jest od wieku zwierzecia [ 121 ], co wskazuje na
istotng funkcjonalng i strukturalngrole tego enzymu podczas spermatogenezy [80,107].

Jako aktywny enzym, PHGPx funkcjonuje w spermatocytach i spermatydach
[79.107.123], natomiast staje sie enzymatycznie nieaktywne w dojrzatych plemnikach
[110.123] , w ktérych odgrywa jedynie role strukturalng, niemniej jednak dla ruchu
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plemnikéw bardzo wazng [30,57,89,123]. Wydaje sie, ze ta biologiczna transformacja
biatka ma miejsce podczas dojrzewania wydtuzajacych sie spermatyd i dalej w trakcie
dojrzewania plemnikéw w najadrzu. Zwiazana jest z wytworzeniem sie poprzecznych
wigzan pomiedzy grupami holowymi aminokwaséw [12,79,110].

Czas i miejsce aktywnosci PHGPX pozostaje jednak kwestig otwarta. Niektérzy
autorzy stwierdzili aktywno$¢é omawianej peroksydazy w mitochondriach plemnikéw
najadrzowych szczura [39,121], jak rowniez w ejakulowanych plemnikach ludzkich
[30]. Ponadto, wykazano aktywno$¢ PHGPx w akrosomie i chromatynie plemnika
[39,107,121]. W tym ostatnim przypadku enzym ten utlenia zredukowane grupy
siarczkowe (SH) protamin chromatyny i poprzez wytworzenie wigzan S-S przyczynia
sie do silnego jej upakowania [39]. Zmniejszenie ekspresji i aktywnosci PHGPx w
plemnikach ma swoj wyraz kliniczny i prowadzi do nieptodnosci [30,57,89,123], co jest
dyskutowane w czesci Il artykutu.

Dojrzate mitochondria plemnika wykazujg odmienne stany morfologiczne

Stan morfologiczny mitochondriéw i ich wzajemne potaczenie moze podlegaé
fizjologicznym zmianom, jakie majgmiejsce podczas procesu kapacytacji odbywajgcego
sie w jajowodach, tuz przed zaptodnieniem. Kapacytacja-jak wspomniano wczesniej
- zZwigzanajest z przygotowaniem plemnika do zaptodnienia [33]. Obejmuje zmiany w
ruchu plemnika prowadzace do jego hyperaktywacji [43]. Ponadto dotyczy szeregu
molekularnych zmian btony komoérkowej plemnika, zwlaszcza w obrebie gtéwki, ktére
zwiagzane sg z wyptywem cholesterolu, pojawieniem sie lektyn czy tez odstonieciem
receptoréw btonowych plemnika odpowiedzialnych za potgczenie sie obu gamet. Innymi
procesami, jakie majamiejsce podczas kapacytacji, sg rowniez zmiany stezeniajonéw
wewnatrzkomorkowego wapnia, wymagane do odbycia reakcji akrosomalnej [33].
Procesy te zwigzane sg z dostarczeniem ATP przez mitochondria plemnika. Mozna
przypuszczaé, ze wraz z transformacjg morfologiczng mitochondriéw zmienia sie ich
stan energetyczny niezbedny podczas kapacytacji. Vorup-Jensen i wsp. [127] stosujac
mikroskop wykorzystujacy promienie X wykazali dwa odmienne morfologicznie stany
ostonki mitochondrialnej ludzkich ejakulowanych plemnikéw, poddanych kapacytacji w
warunkach in vitro. Mitochondria plemnikéw kapacytowanych sg luzno ze sobg
potaczone, moga pomiedzy nimi wystepowacé przerwy, sg obrzmiate i wieksze w
poréwnaniu ze $ci$le upakowanymi i mniejszymi mitochondriami plemnikéw
ejakulowanych. Wynika z tego, ze rozmiary ostonki mitochondrialnej zmieniaja sie w
zaleznosci od warunkéw fizjologicznych, w jakich znajdujg sie plemniki. Mniejsza
objetosciowo ostonka mitochondrialna jest typowa dla plemnikéw ejakulowanych,
natomiast poszerzona, bardziej wypukita dla kapacytowanych. Niemniej jednak, oba
stany morfologiczne mozna zaobserwowa¢ w ejakulowanych plemnikach. Odsetek
plemnikéw ejakulowanych z luzno upakowanymi mitochondriami jest niewielki
(okoto 13%) [127] i jak wydaje sie moze zmienia¢ sie w zaleznosci od rutynowych
parametrow nasienia. Pojawienie sie duzej ilosci takich plemnikow w ejakulacie nie
jest zjawiskiem dobrze rokujacym i moze by¢ powodem braku koncepcji. Zdolnos¢
mitochondriéw do transformacji morfologicznej mozna przyrowna¢ do zdolnosci
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plemnikéw do odbycia reakcji akrosomalnej. Obecnos$¢ w ejakulacic duzego odsetka
plemnikoéw, ktére spontanicznie odbyly reakcje akrosomalng, moze by¢ przyczyng
nieptodnosci [ 130], Z obserwacji wtasnych, wykonanych w mikroskopie elektronowym
skaningowym wynika, ze ejakulat ludzki zawiera plemniki z mniej lub bardziej wyrazng
wstawka, ktéra w niektorych przypadkach wydaje sie wieksza, jakby bardziej widoczna,
ale niezdeformowana (czes¢ Il ryc.2B), w poréwnaniu z tymi objetosciowo mniejszymi
wstawkami (czesc Il ryc. 2A) i tymi, ktore zawierajg ewidentne defekty morfologiczne
(czes¢ 1l ryc. 2C,D ).

BIALKA MITOCHONDRIOW PLEMNIKA

Odmiennos¢ mitochondriow plemnika dotyczy nie tylko ich morfologii, ale takze
obecnosci w nich specyficznych biatek strukturalnych i enzymatycznych, innej czesto
kompozycji substratéw energetycznych niezbednych dla ich oddychania i nieco innej
wrazliwosci mitochondriéw na inhibitory tancucha oddechowego [40,42,50,86,-
92,98,103]. Z biatek strukturalnych wystepujacych w mitochondriach plemnika wyréznia
sie SMCP tworzace keratynowg kapsute/torebke w obrebie zewnetrznej btony
mitochondrialnej [92] szczegdtowo dyskutowang powyzej. Ponadto btona ta zawiera
miedzy innymi biatka tworzgce kanat VDAC2 [51]. Innymi charakterystycznymi biatkami
zaangazowanymi w sygnalizacje wewnatrzkomérkowa lub biatkami enzymatycznymi
zastugujacymi na uwage, czy tez biatkami bedgcymi markerem dojrzewania mitochon-
driow plemnikow sg: S-AKAP 84, LDH-C4 (LDHX), cytochrom c, oksydaza
sulfhydrylowa, proteaza zalezna od ATP i hsp 60 [32,42,50,69,83,89,113].

VDAC

VDAC (yoltage-dependent anion channel) w mitochondriach komérek somatycz-
nych, oprécz w transport ADP/ATP, kreatyny i innych matych molekut do mitochondridw,
jest zaangazowany w uwalnianie cytochromu ¢ wyzwalajgcego aktywacje kaspaz
podczas apoptozy. W homogenatach jader buhaja stwierdza sie obecnos¢ mRNA dla
VDAC2 (porin-2) [51], co wskazuje na ekspresje genu VDAC2. Na skrawkach
histologicznych jader, metodg immunocytochemiczng, w p6Znych spermatocytach,
okragtych i wydtuzajacych sie spermatydach oraz w izolowanych z najgdrza buhaja
plemnikach, wykazano ekspresje biatka VDAC2. Natomiast ekspresje VDAC1
stwierdzono w komorkach somatycznych nabtonka plemnikotwérczego - komérkach
Sertoliego [51]. Hinsch i wsp. [51] sugeruja, ze VDAC?2 zaangazowany jest raczej w
bioenergetyke komorek plemnikotwdrczych i plemnikdw niz w proces apoptozy, gdyz
ekspresja tego biatka ma miejsce gtéwnie podczas mejozy, a nie podczas proliferacji
spermatogonii, ktdre w warunkach prawidtowych w 50% podlegajg programowanej
$mierci [81,111,115]. Wydaje sie jednak, ze nie mozna wykluczy¢ udziatu VDAC2 w
apoptozie komaérek germinalnych. Cechy komdrek apoptotycznych moga wykazywac
zaréwno spermatocyty, jak i spermatydy na réznym stopniu ich réznicowania, a takze
ejakulowane plemniki [34,71,111,112,114],
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S-AKAP84

Innymi czynnikami mitochondrialnymi odgrywajgcymi role w procesie sperma-
togenezy i najprawdopodobniej zaangazowanymi w proces apoptozy komorek
plemnikotwoérczych sg biatka AMY-1 (associate of myc-1, biatko stymulujgce
transkrypcje c-myc) i S-AKAP84 (cAMP-dependent protein kinase anchor protein
- wariant splicingu AKAP 149). Biatko AKAP jest biatkiem kotwiczacym kinazy A
(PKA, cAMP-dependentprotein kinase) [32,75,122]. Furusawa i wsp. [32] wykazali
ekspresje kompleksu AMY-1/ AKAP 149 w mitochondriach ludzkich komérkach HclLa,
natomiast AMY-1/S-AKAP84 w spermatocytach i w plemnikach. AKAP 149 wystepuje
w mitochondriach komérek somatycznych, natomiast S-AKAP84 wykazuje swoja
ekspresje na terenie gonady meskiej [75,122]. Sugeruje sie, ze rola AMY-1 podczas
spermatogenezy jest niezalezna od ekspresji c-myc i do korica nie jestjeszcze wyjasniona.
Biatko AKAP transportuje PKA do miegjsc, w ktérych kinazy te dokonujg fosforylacji
biatek docelowych. Jednym z tych biatek jest BAD - biatko proapoptotyczne.
Mitochondrialna fosforylacja BAD powoduje jego inaktywacje. Transportowana do
cytoplazmy nieaktywna forma BAD wiazac sie z innymi biatkami powoduje powstanie
aktywnej formy biatka BcL-XL, czynnika z kolei antyapoptotycznego [46]. Furusawa
i wsp. [32] podaja, ze nadekspresja Myc-1 u transgenicznych myszy powoduje
nieptodnos$¢, najprawdopodobniej poprzez upo$ledzenie apoptozy uszkodzonych komorek
plemnikotworczych, z powodu nadmiernej fosforylacji BAD przez PKA.

Gonadalny cytochrom ¢

Cyt cT (testicular cytochrome - cyt cT) jest specyficznym skiadnikiem fancucha
oddechowego mitochondriéw komorek plemnikotwdrczych. Podobnie jak cytochrom
¢ wystepujacy w komoérkach somatycznych (cyt cs) zlokalizowany jest w przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriéw i uczestniczy on w przekazywaniu elektronéw z
kompleksu Il na IV tancucha oddechowego. Po raz pierwszy zostat opisany w nabtonku
plemnikotwdrczym myszy [48], Gen cyt cT u myszy zlokalizowany jest na chromosomie
2, podczas gdy gen cyt ¢s na chromosomie 6 [45]. Geny réznigsie liczba, wielkoscig i
pozycja intronéw [125]. Gen cyt cT zawiera 4 eksony i 3 introny, a gen cyt ¢ tylko |
intron. Ponadto, réznica najprawdopodobniej zwigzana jest ze specyficzng ekspresjg
na poziomie transkrypcji. Dla obu biatek, w gonadzie meskiej, stwierdza sie alternatywne
MRNA bedgce wariantami splicingu [44]. Apoproteina cyt cT i cyt cs zawiera 104
aminokwasy. Oba biatka r6znig sie tylko 14 aminokwasami.

Oba typy cytochromu koegzystujg jednoczes$nie w réznicujacych sie i dojrze-
wajacych spermatocytach i spermatydach. Cyt cT wykazuje swojg zwiekszong
ekspresje podczas spermatogenezy w profazie pierwszego podziatu mejotycznego
spermatocytéw I-rzedowych, obok zmniejszonej ekspresji cyt cs. Ekspresja zardwno
MRNA cyt ¢ , jak i jego biatka wyraZnie jednak wzrasta podczas mejozy i dalej
spermiogenezy [50]. Stosujgc metode immunocytochemiczng Hoss i wsp [50]
wykazali cyt cT u szczura, w spermatocytach zygotenowych i pachytenowych,
spermatydach oraz w ciatkach chromatoidalnych spermatyd. Ponadto, cytochrom
ten wystepowat w mitochondriach odrzucanej cytoplazmy spermatydy oraz w
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ciatach resztkowych powstajacych z tej odrzucanej zbytecznej cytoplazmy wraz z
organellami [50]. Ekspresja tego biatka w zbytecznej cytoplazmie i ciatach resztkowych
niewatpliwie jest efektem redukcji liczby mitochondriéw podczas réznicowania sie
okragtej spermatydy w wydtuzajacy i jest jednocze$nie dowodem, ze nadmiar
mitochondriéw jest odrzucany.

Synteza cyt cT ma miejsce najprawdopodobniej w ciatach chromatoidalnych w sper-
matocytach +-rzedowych. Apoproteina cyt cTz tych specyficznych organelli, zgodnie z
sugestig Hess i wsp. [50], jest importowana do przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
driow, w ktérej nastepuje dotgczanie hemu cytochromu ¢ za pomocg liazy hemu
cytochromu c, co zwigzane jest z powstaniem funkcjonalnej formy cyt cr
Nagromadzenie cyt cT w mitochondriach r6znicujacych sie komorek plemnikotwérczych
przebiega réwnolegle z ich zmianami ultrastrukturalnymi majacymi miejsce podczas
mejozy i spermiogenezy, prowadzacymi do powstania skondensowanego typu mitochon-
driéw [50].

Brak cyt cT, jak wykazano w badaniach doswiadczalnych, powoduje liczne
morfologiczne zmiany na terenie gonady meskiej, prowadzace do obnizonej ptodnosci
[91], Narisawa i wsp. [91] u homozygotycznych myszy (testis spécifie cytochrome c-
null mice) z brakujagcym genem cyt cTwykazali wczesna atrofie ich gonad i obnizong
zdolnos¢ ich plemnikéw do zaptodnienia komérki jajowej. Ponadto stwierdzono mniejszg
ruchliwos¢ plemnikéw izolowanych z ogona najadrza, co sugerowato uposledzenie
fosforylacji oksydacyjnej. Kanaliki krete myszy z inaktywowanym genem cyt cT
zawieraly mniejsza liczbe spermatocytéw, spermatyd i plemnikéw. Zgodnie z sugestia
autorow, redukcja liczby wymienionych komérek germinalnych, mogta by¢ efektem
ich wzmozonej apoptozy, bowiem w nabtonku plemnikotworczym zidentyfikowano, za
pomocg reakcji TUNEL, liczne komorki z pofragmentowanym jagdrem. Wynika z tego,
ze komorki plemnikotworcze zawierajgce uszkodzone mitochondria mogty by¢ elimi-
nowane w drodze apoptozy.

Dehydrogenaza mleczanowa: LDH-C4

LDH-Ct jest specyficznym izoenzymem dla komorek linii spermatogenicznej
[13,15,40,42,72], Zbudowany jest z 4 protomeréw C, odmiennych od A i B, budujacych
pozostate izoenzymy w komorkach somatycznych [14,41,42]. Biatko to, podczas
spermatogenezy, wykazuje swojg ekspresje dopiero w cytoplazmie spermatocytow
pachytenowych i spermatyd, a takze w matriks dojrzewajgcych mitochondriow (sperm
type mitochondria) wydtuzajgcej sie spermatydy [15,131]. Pojawienie sie LDH-C4 w
kondensujacych sie mitochondriach spermatyd zwigzanejest z funkcjonalnymi zmianami
mitochondridw podczas spermiogenezy.

Zhong i wsp. [131] starali sie ustali¢, czy gen LDH-C4 nalezy do transpozon6w
wigczanych do genomu komoérek germinalnych za pomocga odwrotnej transkryptazy.
W badaniach przeprowadzonych na myszach, autorzy stwierdzili, ze gen ten wystepuje
w pojedynczej kopii. W cytoplazmie wczesniej wymienionych komorek spermato-
genicznych wykazano kopie cDNA, powstate dzieki aktywnosci odwrotnej transkryptazy.
Nie sg one jednak wiaczane do genomu komoérek germinalnych [131].
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W plemnikach LDH-C4 wystepuje we wstawce i witce, w obrebie ich btony
komorkowej, cytoplazmy i mitochondriéw. Enzym ten identyfikowany jest rowniez w
plazmie nasienia. Ze wzgledu na swojg molekularng, funkcjonalngi immunologiczng
odmienno$¢, LDH-Cd jest takze autoantygenem plemnikéw [ 13,14,15,23,35,36,61,72],
Epitop LDH-C4 odpowiedzialny za immunizacje zlokalizowany jest w N-terminalnym
koncu biatka [13].

Dystrybucja LDH-C4 w obrebie plemnika oraz jego istotna rola w ich energe-
tycznym metabolizmie i kapacytacji jest przedmiotem intensywnych badan w
kontekscie meskiej nieptodnosci [40,42,59,60,94] i antykoncepcji [23]. Ze wzgledu
na swojg unikalng mitochondrialng lokalizacje, zwigzany jest z tlenowym utlenianiem
substratéw energetycznych [11,15,40,59]. Utleniajagc w cytoplazmie lub w mito-
chondriach mleczan, do ktérego wykazuje silne powinowactwo i specyficznosc,
oraz utleniajagc a-hydroksykwasy - pochodne rozgatezionych aminokwasow,
dostarcza rownowaznikéw redukcyjnych (NADH) dla tancucha oddechowego,
przyczyniajac sie w ten spos6b do podtrzymania fosforylacji oksydacyjnej, zrédta
ATP dla ruchu plemnikéw [ 11,29,40,58,60], Ponadto, wydaje sie, ze wraz z diaforaza/
NADH (oksydoreduktazy/NADH), odnoszong do flawoprotein, ktére wspétpracujg
z tancuchem oddechowym [4], LDH-C4 utrzymuje prawidtowy stosunek mleczan/
pirogronian. Enzym ten, w ten sposéb kontroluje stosunek NADH/NAD i przez to,
obok oksydoreduktaz zaleznych od NADH, utrzymuje homeostaze oksydo-
redukcyjng [11,29]. Plemniki gromadzone w ogonie najgdrza utleniajg bezposrednio
mleczan pobrany z krwi lub produkujg go z glukozy dostarczanej réwniez przez
krew. Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku ejakulowanych plemnikéw i tych,
ktore znalazty sie w zenskich drogach rodnych. Substraty energetyczne sg w tej
sytuacji wydzielane przez gruczoty dodatkowe meskiego uktadu ptciowego oraz
przez komérki nabtonkowe macicy czy jajowodu [59].

Markery dojrzewania mitochondriow komarek germinalnych

Obok cyt cT innymi specyficznymi biatkami pojawiajgcymi sie podczas spermato-
genezy sa oksydaza sulfydrylowa (FAD-dependent sulfhydryl oxidase Ervip/Alrp)
[69], proteaza LON (ATP-dependent mitochondrial matix enzyme — LONprotease)
[113] oraz hsp60 biatko szoku termicznego (heat shock protein) nalezace do
chaperonéw - biatek opiekunczych [82].

Oksydaza sulfhydrylowa utleniajac grupy sulfhydrylowe biatek powoduje powstanie
mostkow dwusiarczkowych, co zwigzane jest z molekularng transformacjg biatek tak
enzymatycznych, jak i strukturalnych. Kofaktorami reakcji utleniania sa tlen i FAD.
Oksydaza sulfhydrylowa Ervip/Alrp nalezy do nowej rodziny biatek oksydo-
redukcyjnych ALR (augmenter ofliver régénération), ktére w zaleznosci od dtugosci
molekularnych form petnig réznorodne funkcje i majg r6zng narzadows lokalizacje
[38,76,77]. Odgrywajg one specyficzng role w regeneracji watroby (15 kD) [128] i
wystepujg réwniez w tkankach pozawagtrobowych [70]. Moga by¢ traktowane jako
czynniki wzrostu i cytokiny, uczestniczace we wzroscie i réznicowaniu komorek, w
molekularnych zmianach bton mitochondrialnych i komoérkowych, a takze w tworzeniu
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substancji miedzykomérkowej [26,73]. W warunkach fizjologicznych enzym Alrp (dtuga
forma 23 kD) w postaci dimeru zlokalizowany jest w przestrzeni miedzybtonowej
mitochondriéw i uczestniczy w biogenezie biatek zawierajacych centra Fe/S. W ten
sposéb uczestniczy w komorkowej homeostazie zelaza [70],

Oksydaza sufhydrylowa (23 kD) zostata zidentyfikowana w nabtonku plemniko-
tworczym [69,113]. Klissenbauer i wsp. [69] wykazali najwieksza immunocyto-
chemiczna ekspresje tego biatka we wczesnych stadiach spermatogenezy myszy, w
mitochondriach spermatogonii i pierwszorzedowych spermatocytéw, natomiast niewielka
w mitochondriach spermatyd i plemnikéw. Inni autorzy [113] enzym ten wykazali przede
wszystkim w kondesujacych sie mitochondriach spermatocytow pachy-tenowych i
spermatyd. Ekspresja enzymu nie byfa jednoczesna z ekspresjg sktadnikéw tancucha
oddechowego (np. Vb podjednostki oksydazy cytochromowej lub cytochromu c).
Wydaje sie, ze w przypadku komorek plemnikotworczych omawiana oksydaza
sulfhydrylowa nie tyle uczestniczy w fosforylacji oksydacyjnej, ile odgrywa raczej istotng
role w molekularnym dojrzewaniu bton mitochondrialnych, zwigzanym z powstaniem
kowalencyjnych wigzan S-S w ich integralnych biatkach. Enzym ten, przyczynia sie w
ten spos6b do morfologicznych i funkcjonalnych zmian mitochondriow komorek
plemnikotwérczych, ktére sg niezbedne w dojrzewaniu biatek ostonki mitochondrialnej
plemnikdw.

Inna istotna rola Erv ! p/Alrp podczas spermatogenezy - sugerowana przez Klissen-
bauer i wsp. [69] - dotyczy biogenezy zaréwno biatek mitochondrialnych, jak i
cytozolowych zawierajacych centra Fe/S, podobnie jak w przypadku komorek
somatycznych [70]. Synteza tych biatek odbywa sie niezaleznie od syntezy biatek
tancucha oddechowego. W tym przypadku oksydaza sulfhydrylowa moze by¢ czescig
skomplikowanej maszynerii odpowiedzialnej za nagromadzenie i dojrzewanie biatek
enzymatycznych i regulatorowych zawierajagcych Fe/S (iron/sulphur cluster - ISC -
assembly machinery) [65,67].

Zalezna od ATP, mitochondrialna proteaza LON, obok peptydaz procesorowych
i chaperon6w, zaangazowana jest w autonomiczny proces degradacji biatek mito-
chondrialnych, zwigzany z biogenezg mitochondriéw, podtrzymaniem oddychania i
utrzymaniem homeostazy tych organelli. Ze wzgledu na swojg istotng role jest
konserwatywna ewolucyjnie. Biatka LON kodowane sa na genomie jadrowym, a
nastepnie importowane do mitochondriéw. Moga by¢ indukowane szokiem termicznym.
Ekspresje transkryptu proteaz LON rejestrowano w watrobie, sercu, nerkach i gonadzie
meskiej, a takze podczas wczesnych etapow rozwoju embrionalnego [8,14,64,78,124].

Proteazy, zalezne od ATP, moga by¢ zwigzane z btong, jak réwniez sg enzymami
rozpuszczalnymi, zlokalizowanymi w réznych subkompartmentach mitochondriéw, a
nawet wigzg sie z miejscami promotorowymi pojedynczej nici mtDNA. Ludzka LON
proteaza potrafi rozpoznac bardzo podobne miejsca promotorowe, zwigzane z regulacjg
replikacji i transkrypcji, zaréwno w lekkim, jak i ciezkim fancuchu mtDNA [31,124],

LON proteazy kontrolujajakos¢ i poziom specyficznych mitochondrialnych biatek
strukturalnych, enzymatycznych i regulatorowych, poprzez usuwanie nieztozonych |
niezwinietych polipeptyddw i biatek krétko zyjacych zaréwno tych syntetyzowanych
w mitochondriach, jak i mitochondrialnych kodowanych na genomie jgdrowym. Zapewnia
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to integralnos¢, ekspresje genomu mitochondrialnego i odpowiedni poziom nagroma-
dzonych form aktywnych biatek komplekséw taricucha oddechowego, niezbednych
do prawidtowego funkcjonowania mitochondriow [8,31,54,64,132].

Ekspresja mitochondrialnej ATP-zaleznej LON proteazy podczas spermatogenezy
ma miejsce w mitochondriach ortodoksyjnych spermatogonii oraz mitochondriach
posrednich (intermediate type) spermatocytéw leptotenowych i zygotenowych [113].
Obecno$¢ enzymu zwigzana jest ze wspomnianymi wczesniej morfologicznymi i
funkcjonalnymi zmianami mitochondriéw komérek plemniko-twdrczych, ktére sktadajg
sie na dojrzewanie tych organelli. Rola omawianego enzymu jest niezwykle istotna,
dlatego tez jakiekolwiek zaburzenia w ekspresji tego biatka mogg mie¢ swdj wyraz
kliniczny w dysfunkcji mitochondriéw i w konsekwencji moga prowadzi¢ do obnizenia
ruchu plemnikow.

Hsp60, obok hsp70 i proteazy LON, odgrywa istotng role w biogenezie mitochon-
driéw. Biatko to uczestniczy w powstaniu i utrzymaniu prawidtowej konformaciji
(zwinieciu) biatek mitochondrialnych kodowanych na genomie jagdrowym i importo-
wanych do mitochondriéw [28,53,100,126]. Nadekspresja hsp60 ma miejsce podczas
szoku termicznego, stresu tlenowego, gtodu, dziatania wolnych rodnikéw, infekcji
patogenami i uszkodzeniu tkanek [16]. Immunohistochemiczne badania wykazaty
ekspresje hsp60 w spermatogoniach, pierwszorzedowych spermatocytach, komérkach
Sertoliego i Leydiga w gonadzie dojrzatych ptciowo szczuréw oraz w bioptatach z
jadra mezczyzn z zaburzeniem ptodnosci [82,129]. U tych ostatnich, zmniejszenie ekspresji
wystepowato w przypadku zatrzymania spermatogenezy na etapie réznicowania sie
spermatocytdw. Wysokie stezenie hsp60 stwierdzono w stadiach, w ktérych miat miejsce
podziat spermatogonii, w pozostatych stezenie to byto wyraznie mniejsze. Hsp60 jest
niezbedne podczas mitotycznych podziatéw spermatogonii, natomiast podczas
réznicowania sie spermatocytow i dalej okragtych spermatyd w wydtuzajace, rola tego
biatka zmniejsza sie. Ma to odzwierciedlenie w ekspresji hsp60 zanikajacej w tych
komorkach. Spermatydy zawierajgce skondensowane mitochondria nie wykazuja
ekspresji tego biatka. Wskazuje to, ze najwiekszy import biatek do mitochondriéw ma
miejsce w fazie spermatogonialnej spermatogenezy. Wydaje sie, ze ekspresja hsp60
podczas spermatogenezy jest regulowana hormonalnie [82,83].
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RYCINA 1 Schemat przedstawiajacy morfologiczne zmiany mitochondriéw komérek plemnikotwdérczych
podczas spermatogenezy — okragte ortodoksyjne mitochondria spermatogonii A -jasnych z przejasniong
macierza i niewielka iloScig grzebieni wystepujg przewaznie w grupach, pomiedzy nimi clektronowo-
gesta substancja (substancja cementujaca); B - typ posredni okragtych, zwakuolizowanych mitochondriéw
spermatocytéw zygotcnowych z wyraZnie poszerzonymi przestrzeniami pomiedzy grzebieniami (jamki
mitochondrialne) i ciemniejszg macierzg niz w przypadku poprzednim, organelle rowniez skupiajg sie,
zwigksza sie ilos¢ elektronowo-gestej substancji pomiedzy nimi; C - typ skondensowany mitochondriéw
w przekroju poprzecznym wydtuzajacej sie spermatydy, zwieksza sie ilos¢ grzebieni, ale zmniejsza sie
przestrzenn pomiedzy grzebieniami w poréwnaniu ze zwakuolizowanym typem organelli; D,E -
mitochondria w przekroju poprzecznym (D) i podtuznym (E) plemnikéw uwalnianych z nabtonka
plemnikotwdérczego, mniejsze przestrzenie pomiedzy ciasno upakowanymi grzebieniami, macierz
wykazuje duza gesto$¢ elektronowa, w przekroju podtuznym widoczny wydtuzony i zakrzywiony
ksztatt mitochondriéw (na podstawie wynikéw wiasnych oraz Holstein i wsp.[52])
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RYCINA 2. Ultrastruktura mitochondriéw spermatocytéw zygotenowych (A,B) i okragtych spermatyd
(C,D). A,B - typ posredni zwakuolizowanych mitochondriéw z charakterystycznymi duzymi
przestrzeniami pomiedzy grzebieniami, organelle wystepuja w grupach, pomiedzy nimi widoczna
elektronowo-gesta substancja; C - lokalizacja mitochondriéw w dwaoch sasiadujacych, okragtych
spermatydach, kondensujace sie mitochondria uktadajg sie pojedynczo pomiedzy btonami
cytoplazmatycznymi na obwodzie komérek; D - macierz mitochondrialna wykazuje duzg gesto$¢
elektronows (krotka strzatka), widoczne jeszcze duze przestrzenie pomiedzy grzebieniami mitochon-
drialnymi (dluga strzatka). A 85000 B 22500 * C 13000 ¥ D 53000 ¥ mikroskop elektronowy
transmisyjny JEM-1200 EX (JOEL Ltd, Tokyo Japan); materiat do badar zostat przygotowany wg
rutynowego postepowania [71]
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RYCINA 3. Morfogeneza ostonki mitochondrialnej wstawki plemnika podczas r6znicowania wydtuzajacej
sie spermatydy w spermiogenezie (faza akrosomu - A,B i dojrzewania - C). Mitochondria z
peryferycznych czesci cytoplazmy spermatydy (A) gromadza sie w czesci proksymalnej formujacej sie
witki, dopiero po przesunieciu sie pierscienia i pierécieniowego ciata chromatoidalnego w kierunku
dystalnym (dtuga strzatka) tworzacej sie aksonemy i obwodowych wiékien gestych (B); regularne
utozenie odpowiedniej liczby mitochondriéw, wzajemne ich potaczenie i przytwierdzenie do obwodowych
widkien gestych nastepuje pod koniec fazy akrosomu i dalej kontynuuje sie w fazie dojrzewania, w ktorej
ma miejsce odrzucenie zbytecznej, resztkowej cytoplazmy spermatydy zawierajacej miedzy innymi
nadmiar mitochondriéw niewchodzacych w sktad ostonki mitochondrialnej (C) (szczegoty w tekscie); na
podstawie wynikow wiasnych oraz Holstein i wsp.[52]
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RYCINA 4. Ultrastruktura wstawki plemnikéw szczura, izolowanych z ogona najadrza, w przekroju
poprzecznym (A) i podtuznym (B). Mitochondria w sposéb regularny uktadajg sie pod btong komérkowa
tworzac ostonka mitochondrialng, przestrzenh pomiedzy mitochondriami i btong komérkowa jest bardzo
mata ze wzgladu na zredukowana cytoplazma, co $wiadczy o morfologicznej dojrzatosci plemnikow; A
-widoczne jedno bardzo dtugie, skondensowane mitochondrium o elektronowo-gestej macierzy z ciasno
upakowanymi grzebieniami, otaczajgce obwodowe widkna geste; szczegdty w tekscie [98]; obwodowe
widkna geste — gwiazdka; aksonema - A; A 5830 B 7480 mikroskop elektronowy transmisyjny
JEM-1200 EX (JOEL Ltd, Tokyo Japan); materiat do badan zostat przygotowany wg rutynowego
postepowania [104]
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RYCINA 5. Ultrastruktura ostonki mitochondrialnej plemnikéw szczura w przekroju podtuznym.
Powierzchnie boczne przylegajacych do siebie mitochondriéw (mata szara strzatka) oraz powierzchnie
koncéw mitochondriéw (duza szara strzatka) sg $cisle ze sobg potaczone, szczegéty w tekscie [62];
12440 ¥ mikroskop elektronowy transmisyjny JEM-1200 EX (JOEL Ltd, Tokyo Japan); materiat do
badan zostat przygotowany wg rutynowego postepowania [104]



516 M. PIASECKA

RYCINA 6. Ultrastruktura wstawki ejakulowanych plemnikéw ludzkich, w przekroju podtuzno-sko$nym
(A), podtuznym (B) i poprzecznym (C). B,C - niektére mitochondria sa $cisle ze sobg potaczone swoimi
powierzchniami bocznymi (B) i powierzchniami swoich koncéw (C) (szara strzatka), widoczne
mitochondrium zmniejszone i odizolowane od sasiednich - brak typowego potaczenia (B); wiekszo$¢
mitochondriéw zawiera ciasno upakowane grzebienie i niewielkie przestrzenie pomiedzy nimi oraz
elektronowo-gesta macierz; A 20000 B 53000 C 80000 mikroskop elektronowy transmisyjny
JEM-1200 EX (JOEL Ltd, Tokyo Japan); materiat do badan zostat przygotowany wg rutynowego
postepowania [104]
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Streszczenie: Zaburzenia morfologiczno-funkcjonalne mitochondriéw wstawki plemnika, ktére sg coraz
czesciej przyczyna nieptodnosci meskiej (astenoteratozoospermii) mozna identyfikowaé stosujac pre-
cyzyjna diagnostyke mitochondriéw wstawki plemnika. Obejmuje ona: 1) skryningowy test cytoche-
miczny na mitochondrialne oksydorcduktazy/NADH, 2) cytofluorometryczng ocene mitochondrialnego
potencjatu btonowego oraz badania: 3) fluorescencyjne z zastosowaniem sond mitochondrialnych, 4)
mikroskopowo-clektronowe, 5) biochemiczne ujawniajace zaburzenia aktywnosci enzyméw tancucha
oddechowego i LDH-C4, 6) immunocytochemiczne w celu wykrycia ubikwitynowanych mitochondriéw
plemnikéw i zmniejszonej ekspresji biatek tworzacych keratynowa torebke mitochondrialng i 7) gene-
tyczne wykrywajgce mutacje mitochondrialnego genomu. Wiele funkcjonalnych i morfologicznych de-
fektéw ostonki mitochondrialnej plemnika wynika z zaburze morfogenezy jego wstawki podczas
spermiogenezy. Defekty te moga by¢ zwigzane z apoptozg spermatyd, z zaburzeniami genetycznymi ich
genomu jadrowego (t haplotyp) lub mitochondrialnego, badz tez moga powsta¢ w najadrzu. Zmiany
mitochondrialne obnizajg ruchliwo$¢ plemnikéw i przez to ich zdolno$¢ do zaptodnienia komérki jajo-
wej. Ponadto, w niektérych przypadkach uzyskania nawet koncepcji (in vivo i in vitro), moga uniemoz-
liwia¢ wihasng eliminacje (ubikwitynacja mitochondriéw) w zaptodnionej komérce jajowej. Moze by¢
to przyczyna spontanicznych przedimplantacyjnych poronien, niekiedy w idiopatycznej nieptodnosci.
Zwrdcono uwage na poznawcze znaczenie diagnostyki mitochondriéw plemnika umozliwiajacej wy-
krycie przyczyn astenozoospermii oraz prognostyczne pozwalajace przewidzie¢ szanse na uzyskanie
zaptodnienia, zwlaszcza przy zastosowaniu technik wspomaganego rozrodu.

*WSszystkie prezentowane wyniki pochodzg z badan wiasnych przeprowadzonych w Katedrze i
Zaktadzie Histologii i Embriologii oraz w Zaktadzie Patomorfologii Pomorskiej Akademii Me-
dycznej w Szczecinie
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Stowa kluczowe: plemniki, mitochondria, mitochondrialny DNA, astcnotcratozoospcrrnia.

Summary: The male infertility (asthenozoospermia) is very often connected with the morphological and
functional defects of sperm midpiece. The mitochondrial defects can be identified with precise and
comprehensive diagnostic methods. They include: !) cytochemical screening test for mitochondrial oxido-
reductases/NADH, 2) cytofluorometric evaluation of mitochondrial membrane potential, 3) fluorescence
studies using mitochondrial probes, 4) electron-microscopic assessment, 5) biochemical studies revealing
disorders of mitochondrial respiratory chain and LDH-C4 activity, 6) immunocytochemical studies to
display ubiquitinated sperm mitochondria or spermatozoa with lower expression of mitochondrial kera-
tinous capsule proteins and 7) genetic studies showing mitochondrial genome mutations. Many morpho-
logical and functional defects of mitochondrial sheath result from the disturbances of their midpiece
morphogenesis during spermiogenesis. These defects can be connected with spermatids apoptosis, gene-
tic disorders of their nuclear (t haplotype) or mitochondrial genome and can develop in the epididymis.
The mitochondrial defects decrease the sperm movement and finally the sperm ability to fertilize egg cell.
Moreover, in some cases of conception (in vitro and in vivo) they may deactivate their own elimination
(ubiquitination of mitochondria) in fertilized egg cell. Sometimes in idiopathic infertility it may trigger the
spontaneous, pre-implantation embryo abortions. The mitochondrial diagnostics which enables the di-
scovering of the causes of asthenozoospermia is of considerable prognostic and predictive value for in
vitro and in vivo fertilization.

Key words: spermatozoa, mitochondria, mitochondrial DNA, asthenoteratozoospermia.

Rozwoj biologii i genetyki molekularnej pozwala na ujawnienie coraz wiekszej
réznorodnosci w molekularnej budowie struktur plemnika. Znajomos$¢ ich umozliwia z
kolei wykry¢ i zrozumie¢ podtoze morfologiczno-funkcjonalnych defektow plemnikéw
[8,9,14,28,29,45,46,63,104,114], ktére w wielu przypadkach dotycza zmian ichjadrowego
i mitochondrialnego DNA [2,20,24,30,63,102,116], wstawki, jak i witki [8,9,11,17,30,-
35,61,66,81,93,94]. Gdy defekty tych organelli wystepujaw duzej liczbie plemnikéw
prowadzg do obnizonej lub catkowitej nieptodnosci [8,14,30,46,53]. Iden-tyfikacjatych
zaburzen i powszechne stosowanie metod ich wykrywania, zwilaszcza wobec
intensywnego i wrecz nieuniknionego rozwoju technik wspomaganego rozrodu, staje
sie koniecznoscigdla pracowni andrologicznych [8,11,14,61,63,72,88,116],

Zmiany mitochondrialne nalezg do tych, ktére licznie wystepuja w plemnikach.
Odsetek pacjentéw nieptodnych to w wiekszosci przypadki astenoteratozoospermii
zwigzane z nieprawidtowosciami wstawki [ 17,35,66,81,88,93]. Defekty mitochondrialne
obejmujg zarowno nieprawidtowosci morfologiczne tych organelli (zmiany ksztattu,
wielkosci, liczby i rozmieszczenia w obrebie wstawki) [ 11,14,66,81,88,89,93],jak i liczne
ich zaburzenia funkcjonalne: zmniejszona aktywno$¢ enzyméw kompleksow tancucha
oddechowego [ 14,28,98,99], zaburzenia oksydoredukcyjne [35,88,89], obnizony potencjat
btonowy [24,46,63,88,89,122], deficyty substratow [100], obnizona aktywnos¢ lub
ekspresja niektorych enzymdw mitochondrialnych [14,29,46], mutacje mitochondrialnego
DNA [40,98,126], ubikwitynacja mitochondriéw [94,117,121]. Zaburzenia te czesto
majg podtoze molekularne i genetyczne, i w wielu przypadkach prowadza do apoptozy
komorek plemnikotwoérczych [67,70,73,89,114], Ponadto nalezy réwniez uwzglednié,
ze nieprawidtlowe mitochondria plemnika nie sg obojetne dla dzielacej sie zygoty,
nierozpoznane przez komorke jajowa moga doprowadzi¢ do poronieh ze wzgledu na
swoje molekularne defekty [14,48,50,120].
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Wobec tak r6znorodnych defektow, precyzyjna morfologiczno-funkcjonalna diag-
nostyka mitochondriéw plemnikéw, w przypadku nieptodnosci, powinna by¢
uzupetnieniem rutynowej diagnostyki nasienia [8,10,11,14,88], Wyjasnienie patofizjo-
logii astenozoospermii umozliwia podjecie odpowiedniej decyzji o leczeniu i dalszym
monitorowaniu pacjenta lub tez skfania do wyboru odpowiedniej techniki wspomaganego
rozrodu.

ZABURZENIA MORFOLOGICZNE | FUNKCJONALNE
MITOCHONDRIOW PLEMNIKA OBNIZAJA JEGO
RUCHLIWOSC | ZDOLNOSC DO ZAPLODNIENIA

KOMORKI JAJOWEJ

Defekty kcratynowej torebki mitochondrialnej identyfikowanej jako SMPC (Sperm
Mitochondria-associated Cysteine-rich Protein) lub PHGPX (selenoprotein Phos-
pholipid Hydroperoxide Glutathione Peroxidase) przyczyniajg sie do obnizenia
zdolnosci plemnikéw do zaptodnienia, co zostato potwierdzone w badaniach doswiad-
czalnych [65,71,110] i klinicznych [29,46,110].

Nayernia K. i wsp. [71], w badaniach in vivo przeprowadzonych na homozygo-
tycznych mutantach mysich z uszkodzonym genem dla biatka SMCP tworzgcego torebke
mitochondrialng (gen Smpc, -/-) wykazali ruch plemnikéw uposledzony w poréwnaniu
z ruchem plemnikéw osobnikéw niezmutowanych. Natomiast, in vitro, plemniki
zmutowanych myszy miaty zdolnos¢ przytaczenia sie do oocytu, ale liczba zaptodnionych
komorek jajowych byta mniejsza niz w przypadku zwierzat kontrolnych. Autorzy
sugeruja, ze uszkodzenie biatka SMPC niekoniecznie wywotuje zmiany morfologiczne
mitochondriéw wstawki plemnika, ale z pewnoscig prowadzi do upo$ledzenia ruchu
lub dyskinezy plemnikéw, zmniejsza ich zdolno$¢ do hyperaktywacji i w konsekwencji
do penetracji zonapellucida.

Z kolei inne badania dowodza, ze uszkodzenie zewnetrznej btony mitochondrialnej moze
wigzad sie z zaburzeniami morfologicznymi i funkcjonalnymi mitochondriéw oraz w niektérych
przypadkach powodowaé nawet apoptoze komorek plemnikotwérczych [29,46,67,110]. Z
badan dotyczacych roli selenu w ptodnosci meskiej wynika, ze selen zawarty w SMCP ma
decydujace znaczenie dla ksztattu i lokalizacji mitochondriéw w obrebie wstawki plemnika, a
przez to decyduje o funkcji, i dalej mchu plemnikéw. Wykazano, ze nieprawidtowa morfologia
wstawki i obnizona ruchliwos¢ plemnikéw pojawia sie w przypadku deficytu selenu w diecie
lub w nasieniu tak zwierzat, jak i mezczyzn [110],

U nieptodnych mezczyzn wykazano zmniejszong ekspresje i aktywno$¢ PHGPX we
wstawce plemnikéw [29,46,67] oraz mniejszg zdolno$¢ mitochondriéw takich plemnikéw
do gromadzenia rodaminy 123, co wskazywato na obnizony potencjat wewnetrznej
btony mitochondrialnej [46]. Jednoczes$nie obserwowano nieprawidtowa ultrastrukture
tych mitochondriéw [46,67]. Zmiany te prowadzity do dyskinezy plemnikéw i wyste-
powaty u pacjentéw z oligoastenozoospermig [29,46]. Zmniejszona ekspresja PHGPX
moze wywotywacé apoptoze komorek plemnikotworczych podczas spermatogenezy,
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€O Wigze sie z antyapoptotyczng rolg PHGPX, zapobiegajgcg powstawaniu i gromadzeniu
sie nadtlenkéw w mitochondriach komoérek plemnikotworczych [67,73].

W innych przypadkach, zaburzenia funkcjonalne mitochondridw wigzaty sie z ich
zmianami morfologicznymi [28]. Folgero i wsp. [28] wykazali uposledzenie aktywnosci
enzyméw komplekséw tancucha oddechowego mitochondriéw plemnikéw pacjentow z
chorobami mitochondrialnymi. Plemniki takich pacjentéw miaty obnizong zdolnos¢ do
ruchu, a ich mitochondria ujawniaty pogrubienia bton, zwiekszenie macierzy oraz liczne
inkluzje lipidowe.

Obnizona aktywno$¢ enzyméw tancucha oddechowego oraz enzyméw mitochon-
drialnych wspotpracujacych z fancuchem oddechowym (LDH-C4, oksydoreduktazy
zalezne od NADH-diaforaza/N ADH) czesto jest przyczyna astenozoospermii, niekiedy
idiopatycznej [31,32,97,98,99,123].

Aktywnos$¢ wspomnianych enzymow decyduje o funkcji energetycznej plemnikéw i
dalej ojakosci ich ruchu i przezyciu. Obnizona zdolno$¢ oksydoredukcyjna mitochondriow
plemnik6w czy tez niski potencjat ich wewnetrznej btony mitochondrialnej - jak wynika z
badan wihasnych - zanotowana byta w niektorych przypadkach astenozoospermii (ryc.5)
[88], Podobne zaburzenia funkcjonalne mitochondriéw obserwowano rowniez w badaniach
doswiadczalnych przeprowadzonych na zwierzetach. Zmniejszone odczyny cytochemiczne
na mitochondrialne oksydoreduktazy/NADH, czeSciowy lub catkowity ich brak we
wstawkach plemnikéw obserwowano w przypadku intoksykacji szczurdw zwigzkami otowiu
(ryc.1A) [84], w eksperymentalnej hiperprolaktynemii wywotanej metaklopramidem [56]
oraz podczas rozrzedzania nasienia knura stosujac rozrzedzalnik BTS [34].

Wiekszo$¢ wynikow badan ujawnia istotne korelacje miedzy aktywnoscia tancucha
oddechowego lub aktywnoscia LDH-C4 a ruchem, zywotnoscig czy koncentracja
plemnikéw [57,99,123]. W niektorych przypadkach badania aktywnosci LDH-C4 [57]
oraz w przypadku oceny aktywnosci diaforazy/NADH, badacze donoszgo braku korelacji
miedzy ruchem plemnikoéw lub ich zywotnoscig, a aktywnoscigwspomnianych enzyméw
[32]. Podwyzszong aktywnos¢ diaforazy i LDH-C4 stwierdza sie w przypadkach
oligozoospermii [32,80], oligoastenoteratozoospermii [33], a takze w przypadku plemnikéw
z uszkodzonym akrosomem [57]. Badania sugeruja, iz obecnos¢ niedojrzatych form
plemnikéw zawierajacych krople cytoplazmatyczne moze by¢ przyczyng podwyzszonej
aktywnosci enzymoOw [33]. Z badan wiasnych, przeprowadzonych na pacjentach z
astenozoospermig wynika, ze przetrwate krople cytoplazmatyczne zawierajg dodatkowe
mitochondria o prawidtowej funkcji (ryc. 3) [85,88,89]. Mogtoby to ttumaczy¢ zwiekszong
aktywnos$¢ omawianych enzymoéw. Ponadto, dyskutowane wyniki sg dowodem, iz plemniki
tworzg heterogenng populacje i nie zawsze dysfunkcja mitochondriow jest przyczyng
astenozoospermii, co rowniez potwierdzity wyniki badan wkasnych [88,89]. W niektérych
przypadkach astenozoospermii stwierdzono wysoki odsetek plemnikéw z mitochondriami
o prawidtowej funkcji, spolaryzowanych, z wysokim potencjatem wewnetrznej btony (ryc.
5). Wyniki wskazywaty, ze astenozoospermig byta zwigzana z r6znorodnymi deformacjami
wstawki plemnikéw [88,89].
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MORFOLOGICZNE DEFORMACJE OStONKI
MITOCHONDRIALNEJ MOGA BYC EFEKTEM ZABURZEN

SPERMIOGENEZY | MOGA MIEC PODLOZE GENETYCZNE

W niektérych przypadkach astenoteratozoospermii, gdy stwierdza sie niewielki
odsetek komorek wykazujgcych ruch postepowy oraz silne deformacije wstawki i witki
plemnikéw, mozna oczekiwac, iz przyczyna tych zaburzen ma podioze genetyczne
[6,7,9,16,35,66,81,85,88,90,94].

Z badan przeprowadzonych na myszach [78,90] wynika, ze za prawidtowe roznicowanie
sie ostonki mitochondrialnej i wytworzenie witki plemnika odpowiedzialne sg geny
zlokalizowane w proksymalnym rejonie chromosomu 17. Rejon ten oznaczony u szczepu
dzikiego (+/+) jako t complex podlega catkowitemu odwréceniu (t haplotyp) lub
czesciowemu odwroceniu (s haplotyp) prowadzacemu do nieptodnosci. Tutaj zlokalizowane
sg, oddziatujace ze sobg, genetyczne czynniki nieptodnosci {interacting sterilityfactors)'.
tsc 1, tsc2 itd., zawierajgce geny (Hst) przyczyniajace sie do obnizonej lub braku ruchliwosci
plemnikéw. Hst-7, najprawdopodobniej zwigzany z ekspresja tcs 1, odgrywa decydujaca
role dla ruchu postepowego plemnika, gdyz wplywa na rozmieszczenie, jak réwniez
dojrzewanie mitochondriéw i powoduje powstanie silnie zawinietych witek przypomi-
najacych worki {sacks), natomiast Hst-6, zwigzany z ekspresja tcs2, odpowiedzialny jest
za wytworzenie zakreconej witki plemnika {curlicues). U heterozygot s/t, w obrazach
mikroskopowo-elektronowych, obok wymienionych deformacji witek plemnikéw
obserwuje sie plemniki ze skrécong witka i/lub z pogrubionymi wstawkami (bubbles)
zawierajgce zwakuolizowane, morfologicznie niedojrzate i nieprawidtowo rozmieszczone
nadliczbowe mitochondria oraz plemniki z segmentowym brakiem mitochondriéw. W
przypadku heterozygot t/+ wykazano umiarkowanie obnizong ruchliwos¢ plemnikow i
opdézniong ich zdolno$¢ do penetracji zona pellucida, podczas gdy u homozygot t/t
rejestrowano catkowitg sterylnosc¢ [78],

Z badan wiasnych [88,89], przeprowadzonych na plemnikach ludzkich, wynika, ze
w niektorych przypadkach astenozoospermii przyczyng zaburzen ruchu plemnikéw sa
zmiany morfologicznie ich wstawek, co wykazat réwniez Pedersen i wsp. [81] oraz
Mundy i wsp. [66]. Bardzo czesto defekty te wystepowaty obok jednoczesnych zmian
akrosomu, gtéwki i zaburzen kondensacji chromatyny. Klasyfikowato to takze pacjenta
do grupy zaburzen morfologicznych - teratozoospermii. Stad wiekszo$¢ badanych
pacjentéw z astenozoospcrmiato przypadki astenoteratozoospermii (70-80%). Badania
z uzyciem fluorochroméw majacych powinowactwo do mitochondriéw (JC-1, Mito
Tracker Green FM) (ryc. 1D,E,F) oraz obserwacje mikroskopowo-elektronowe
wykazaty r6znorodnos$¢ zaburzern morfologicznych wstawek, czesto zawierajgcych
nadliczbowe, zbyteczne mitochondria zlokalizowane poza ostonkgmitochondrialng, tuz
pod btong komdrkowa lub w przetrwatej kropli cytoplazmatycznej plemnika (ryc. 3), co
sugerowato obecnos$¢ niedojrzatych form plemnikéw [85,88,89]. Niekiedy ilos¢
mitochondriow wydawata sie prawidtowa, ale ich rozmieszczenie byto
nieuporzadkowane, nieregularne. Ponadto, wystepowaty plemniki z zawinietg witkg
wokdt gtdwki i kropli cytoplaz-matycznej zawierajacej mitochondria. Najbardziej
drastyczne defekty morfologiczne obserwowano-w plemnikach, ktére nie miaty dtugiej
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typowej witki, zawieraty jedynie cytoplazmatyczne ,,worki” z nieprawidtowo
uksztattowang wstawka, czesto z beztadnie rozrzuconymi mitochondriami (ryc. 4).

W wiekszosci, mitochondria zdeformowanych wstawek mialy wysoki potencjat
wewnetrznej btony stwierdzony testem z JC-1 w mikroskopie fluorescencyjnym (ryc.
1E), jak réwniez petne zdolnosci oksydoredukcyjne ocenione za pomoca reakcji cytoche-
micznej na oksydoreduktazy/NADH [83,85,88,89]. Nadliczbowe mitochondria, jak i
te utozone w sposdb nieuporzadkowany w obrebie wstawki, byty organellami o
prawidtowej funkcji. Ich ilos¢ i nieprawidtowe rozmieszczenie oraz obecnos¢ kropli
cytoplazmatycznej zdecydowanie obcigzata zarowno morfologicznie, jak i funkcjonalnie
plemniki. Takie plemniki wykazywaty jedynie ruch postepowy nieprostolinijny (ruch
wolny) lub tez niepostepowy, badz tez nie miaty ruchu. W takich przypadkach kategoria
ruchu plemnika zalezata od stopnia zaawansowania deformacji jego wstawki. Te
przypadki astenozoospermii nie byly zwigzane z zaburzeniami energetycznymi
mitochondriéw plemnikow, ale z wyraznymi zmianami morfologicznymi ich wstawek
(ryc. 2,3,4,5) [88,89],

Ponadto, morfologiczno-funkcjonalne badania (ocena mikroskopowo-elektronowa,
cytochemiczna i fluorescencyjna z uzyciem sond mitochondrialnych) wykazaty we
wstawkach plemnikow, niektérych pacjentéw z astenozoospermia, wyrazne skrdcenie
wstawek plemnikéw. Wstawki zawieraty mniejsza ilos¢ mitochondriéw, ich brak
segmentowy lub tez catkowity (okoto 80% komorek) (ryc. 2,4) [88]. Podobne wyniki
morfologiczne uzyskat Mundy i wsp. [66]. Autorzy stwierdzili istotnie mniejsza dtugos¢
wstawek plemnikéw pacjentdw z zaburzeniem ruchu plemnikéw niz u pacjentow
ptodnych. Obserwacje mikroskopowo-elektronowe plemnikéw wykazaty ponadto, ze
zaburzenia mitochondrialne nie sgjedyna przyczyna obnizonej ruchliwosci. Uszkodzenie
obwodowych widkien gestych i aksonemy - struktur zaangazowanych w ruch plemnika
-moze towarzyszy¢ zmianom mitochondrialnym [35,85,88,89].

Te liczne morfologiczne zmiany wstawek i witek plemnikéw sugerujg wyrazne
zaburzenia w formowaniu sie ostonki mitochondrialnej podczas spermiogenezy [66,81 ]
i moga by¢ zwigzane z apoptozg spermatyd [30,70,89], jak réwniez mie¢ podioze
genetyczne [7,90], Nie wyklucza to jednak, iz niektore z defektow wstawek i witek
moga powsta¢ w najadrzu zaréwno te o charakterze morfologicznym, jak i molekularnym
[63,77,82]. Podczas wedréwki plemnikéw przez najadrze zarowno biatka mitochon-
drialne, jak biatka otoczki widknistej plemnikow podlegaja molekularnym zmianom,
co w efekcie prowadzi do powstania w ich obrebie kowalencyjnych wigzan S-S, ktore
okreslajgjakos$¢ mitochondriow i dalej decyduja o jakosci ruchu plemnikéw [5,13,14,-
62,111]. Uszkodzenie funkcji komorek nabtonkowych przewodu najadrza moze
prowadzi¢ do obnizonej ruchliwosci plemnikdw.
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MUTACJE MITOCHONDRIALNEGO DNA PLEMNIKOW

Mitochondria plemnika sg eliminowane podczas zaptodnienia komorki jajowej

Mutacje mitochondrialnego DNA (mtDNA) wystepujgce w plemnikach moga by¢
odziedziczone po matce lub tez powstaja podczas spermatogenezy i dalej nie sg
przekazywane potomstwu, gdyz mitochondria plemnika podczas zaptodnienia podlegaja
specyficznej proteolizie z udziatem ubikwityny, co wigze sie z usunieciem ojcowskiego
mtDNA [19,21,22,58,107,108,112,113,117,118], Po wniknieciu plemnika do oocytu,
mitochondria plemnika pozostajg tylko do trzeciego podziatu mitotycznego zygoty
[21,112,113], gdyz rozpoznawane sajako obce [107]. Shitarai wsp. [107] sugeruja, ze
mitochondria spermatyd i plemnika zawierajg specyficzne mitochondrialne czynniki
rozpoznawane przez cytoplazme komorki jajowej. Takich czynnikdw nie maja, testowane
przez autoréw, np. mitochondria hepatocytéw. Wprowadzone do komorki jajowej nie
sg przez nig eliminowane. W stadium czterech blastomeréw, mitochondria plemnika
ulegaja eliminacji wskutek ubikwitynacji i nie wchodza w skfad mitochondriéw
dzielacych sie blastomeréw. Sutowsky i wsp. [112,113,118] wykazali, ze ubikwityna
ma zdolno$¢ przytaczenia sie do biatek btonowych mitochondriéw plemnika (np.
prohibityny) podczas pierwszych podziatow zygoty. Zamaskowane ubikwitynowane
epitopy biatek mitochondrialnych stajg sie dostepne dla ubikwityny dzieki redukcji
mostkéw dwusiarczkowych tych biatek, ktére — jak wspomniano wcze$niej - powstajg
podczas dojrzewania plemnikéw w najadrzu. Redukcja btonowych biatek mitochon-
drialnych najprawdopodobniej powoduje destabilizacje ostonki mitochondrialnej podczas
pierwszych podziatéw zygoty i umozliwia dalsza degradacje mitochondriéw plemnika
w obrebie proteasoméw. Molekularna transformacja biatek mitochondrialnych wydaje
sie procesem niezbednym w usuwaniu mitochondriéw plemnika z komorki jajowej.

Komorki plemnikotwdrcze i plemniki zawierajgce uszkodzone mitochondria
moga by¢ eliminowane

Podczas spermatogenezy moze powstawac duza ilos¢ mutacji zaréwno jgdrowego,
jak i mitochondrialnego genomu, ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ mitotyczng komorek
prekursorowych - spermatogonii, ktore w takiej sytuacji narazone sana dziatanie r6znych
czynnikéw mutagennych (np. promieniowanie, ksenobiotyki, toksyny metaboliczne,
dym papierosowy i inne), w tym szczegolnie stresu tlenowego [2,103,126]. Zwraca si¢
uwage na agresywne dziatanie zaréwno w nabtonku plemnikotwérczym, jak i w nasieniu,
reaktywnych form tlenu (ROS - reactive oxygen species), ktére wobec mato skutecz-
nej ochrony antyoksydacyjnej komoérek germinalnych i plemnikéw [2,47,62,101] moga
uszkadzac nieostoniety biatkami histonowymi genom mitochondrialny bedacy przez to
tatwym dla nich celem [103,126], Nalezy réwniez pamiegta¢, ze w warunkach
fizjologicznych same mitochondria sg zrodtem ROS, gdyz 1-5% tlenu zuzytego przez
tancuch oddechowy jest uwalniane w postaci nadtlenkéw i H,O, produkowanych
przez kompleks | i Il fancucha oddechowego [103]. W ten sposéb mtDNA jest bardziej
narazony na dziatanie ROS niz genom jagdrowy. Sytuacja staje sie jeszcze bardziej kry-
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tyczna, poniewaz uszkodzenie mtDNA prowadzi do zmniejszenia aktywnosci tancucha
oddechowego, ktéry w takiej sytuacji zwieksza produkcje ROS, a zatem i uszkodzenie
mtDNA prowadzace do powstania mutacji (ryc.7) [103,126]. Miarg uszkodzenia
MtDNA jest obecnos¢ w nim 8-hydroksydeoksyguaniny. Naprawa mtDNA gtdwnie
dotyczy wycinania uszkodzonych zasad (BER - base excision repair), a nie
nukleotydéw, bowiem mitochondria nie dysponuja dostatecznym systemem eliminujagcym
nieprawidtowe nukleotydy (NER - micleotide excision repair) [103].

Wiekszos¢ bleddéw w jadrowym DNA jest usuwana przez enzymatyczne systemy
naprawcze [4], W innych przypadkach, gdy defekty jadrowego i mtDNA nie sg
naprawiane, komorki podlegajg programowanej $mierci, czyli apoptozie (ryc.7)
[15,64,125]. Apoptoza w nabtonku plemnikotwdrczym jest w pewien sposob zjawiskiem
korzystnym, obronnym, niedopuszczajacym do rozwoju tych komorek, ktére majgpowazne
zaburzenia materiatu genetycznego lub tez zostalty uszkodzone w inny sposob [38,70]. Z
drugiej jednak strony, w warunkach patologicznych, moze przyczynic sie do zmniejszenia
populacji dojrzatych plemnikéw [119], Nieprawidtowe komorki sg fagocytowane przez
komérki Sertoliego zlokalizowane w nabtonku plemnikotwdrczym [68]. Wyniki badan
doswiadczalnych i Klinicznych wskazuja, ze eliminacja uszkodzonych komdrek moze
odbywac sie na terenie gonady lub tez najadrza (ryc. 6) wskutek ubikwitynacji biatek
plemnika, w tym - wspomnianej wczesniej - prohibityny wystepujacej w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej [ 115,116,117,121 ]. Ubikwityna produkowana w gonadzie, jak i wydzielana
przez komorki nabtonkowe najadrza fgczac sie z powierzchnig uszkodzonych plemnikéw
zar6wno z ostonka mitochondrialna, jak i gtéwka i witkg plemnikéw ,,naznacza” uszkodzone
plemniki. Ubikwitynowane plemniki sg fagocytowane przez komdrki nablonkowe najadrza
[115,117]. W takiej sytuacji ubikwitynacja plemnikéw pozwala na kontrole jakosci nasienia
[94,114,115,116,121 ]. Nalezy sie spodziewac¢, ze podczas apoptozy i/lub fagocytozy beda
eliminowane te komorki, ktére rowniez zawierajg zmutowany mtDNA [125]. W wydtuzonych
spermatydach, u pacjentéw z zaawansowang oligozoospermig (<5 min plemnikéw/ml
ejakulatu), stwierdzono mutacje punktowg w mtDNA, w obrebie genu kodujgcego 6.
podjednostke syntazy ATP (ATPaza) [39], Nie stwierdzono tej mutacji jednak w dojrzatych
plemnikach obecnych w ejakulacie. Sugerowato to eliminacje wydtuzonych spennatyd z
uszkodzonymi mitochondriami z nabtonka plemnikotworczego. W tym przypadku mutacja
punktowa w mtDNA nie miata mozliwosci ekspresji w dojrzatych plemnikach, ale w
konsekwencji spowodowata zmniejszenie populacji plemnikéw w ejakulacie, co mogto sie
przyczyniac do obnizonej lub catkowitej nieptodnosci tych mezczyzn.

Eliminacja komérek uszkodzonych nie jest jednak procesem do kornca skutecznym
zarowno na terenie gonady, jak i najadrza. Wydaje sie, ze natura nie przewidziata tak
szerokiego wachlarza defektow komorkowych, ktére najprawdopodobniej przekraczajg
zaréwno mozliwosci naprawcze komorek, jak i mozliwos¢ eliminacji tych defektow.
Zaburzenia genetyczne (zwilaszcza ancuploidie) wcigz stwierdza sie w dojrzatych plemnikach
[106], a ejakulowane plemniki moga wykazywaé¢ morfologiczne i biochemiczne cechy
komaérek apoptotycznych [7,30,102,105], Ponadto, w nasieniu moga wystepowac réwniez
ubikwitynowane plemniki, ktére nie zostaty sfagocytowane w najadrzu. Ich odsetek w
nasieniu jest istotnie wiekszy u nieptodnych mezczyzn z astenozoospermiagniz u mezczyzn
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bez zaburzen ptodnosci [94,114], Wydaje sig, ze uszkodzone komorki potrafig ,,uniknag¢”
eliminacji. Obecnos$¢ ich w duzej liczbie w nasieniu nie rokuje dobrze. Z drugiej jednak
strony, biorac pod uwage, jak duza liczba spermatogonii wchodzi w proces spermatogenezy
[ jak duza liczba dzielgcych sie i roznicujgcych komorek plemnikotworczych podlega
programowanej $mierci (do 50%) [38,64], mozna sie spodziewaé, ze natura niejako
przewiduje i dopuszcza okreslong ilos¢ nieprawidtowych komérek w stosunku do
odpowiednio duzej liczby form prawidtowych.

Obecnos¢ mutacji w mtDNA plemnika moze przyczyniac sie do nieptodnosci
meskiej

Mutacje mtDNA moga by¢ przyczyng zaburzen spermatogenezy i powodowac
nieptodnos¢ meska [40,44,51,52,95,98,126]. Na poczatku lat dziewieédziesigtych
ubiegtego wieku wykazano, ze delecja mtDNA 4977bp powoduje przedwczesne starzenie
sie gonady meskiej (premature testicular ageing) u mezczyzn w wieku 36 lat [18].
Wykryto jg ponadto w prawidtowym miesniu sercowym, mézgu starszych pacjentow, a
takze w mieszkach wiosowych.

Mutacje mtDNA plemnikéw sa przyczynaobnizonej aktywnosci enzymdw kompleksow
fancucha oddechowego, prowadzacej do mato wydajnej fosforylacji oksydacyjnej, spadku
ATP i w koncu do apoptozy i/lub dyskinezy plemnikéw ludzkich (ryc. 7) [28,98,126].
Ruiz-Pesini i wsp. [98] analizujac wystepowanie mutacji w mtDNA plemnikéw ludzkich
rasy bialej wykazali, ze pacjenci z astenozoospermig zawierajg mtDNA nalezacy do
haplogrupy T, natomiast pacjenci z prawidtowym ruchem plemnikéw do haplogrupy H.
Autorzy stwierdzili, ze haplogrupa T zawierata mutacje w mtDNA w obrebie genéw ! |
2 podjednostki kompleksu | i 1V tancucha oddechowego (ND1 i ND2 oraz CO [ i CO I
odpowiednio), w genie 6 podjednostki syntazy ATP, w genach rRNA i tRNA. Wymienione
mutacje punktowe prowadza do substytucji aminokwasowej odpowiednich biatek tarncucha
oddechowego oraz zaburzen syntezy ATP i biatek mitochondrialnych w mitochondriach
plemnikéw. Ruiz-Pesini i wsp. [98] sugeruja, ze mogaby¢ patogenne, gdyz u pacjentéw
z astenozoospermig, nalezacych do haplotypu T, wystepowat istotny spadek aktywnosci
kompleksu | i IV tancucha oddechowego. Fenotypowo ujawniajg sie one zaburzeniem
ruchu w duzej liczbie plemnikéw.

Wielokrotne delecje 4977 oraz 7345 i 7599 bp mtDNA plemnikéw, mutacje punktowe
A3243G, 9055, 11719 mtDNA pojawiajg sie czesciej u nieptodnych mezczyzn z
oligozoospermigi astenozoospermia, a takze u pacjentow z oligoastenoteratozoospermia
niz u pacjentéw ptodnych z prawidtowymi parametrami nasienia [40,51,52,75,99,109].
Stwierdzono [51,109,126] ujemna korelacje pomiedzy czestoscig wystepowania mutacji
MtDNA a ruchem plemnikéw. We frakcji plemnikow ruchliwych 2,5% badanych
komorek wykazywata delecje mtDNA, natomiast we frakcji plemnikéw ze zmniejszong
ruchliwoscig az 40% [51], co wyraznie wskazuje, ze mutacje mtDNA wigzg sie z
dyskineza plemnikow [51,52,75,98,109], Potwierdzajg to réwniez wyniki badan
O’Connell i wsp. [76]. Autorzy ci zaobserwowali wiekszy zasieg wystepowania mutacji
mtDNA we frakcji plemnikéw z obnizong ruchliwosciag niz we frakcji plemnikéw
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ruchliwych. Wyniki badan sajednak rozbiezne. Ci sami autorzy [75], w innych badaniach
nie stwierdzili istotnej roznicy w odsetku plemnikéw zawierajacych wielokrotne delecje
mtDNA pomiedzy pacjentami ptodnymi i z zaburzeniem ptodnosci. Odsetek plemnikdéw
z prawidtowym mtDNA u pacjentow ptodnych wynosit 50%. Wyniki badan klinicznych
dowodza, ze mutacje mtDNA plemnikéw mogg, w stosunkowo duzym zakresie,
wystepowac u mezczyzn z prawidtowymi parametrami nasienia, jak i w grupie pacjentéw
z morfologiczno-funkcjonalnymi zaburzeniami plemnikow [20,95]. Reymeriwsp 95]
wykazali wielokrotne delecje mtDNA plemnikéw u pacjentéw z normozoospermia (84%
badanych pacjentéw), jak i z oligoastenozoospermig(86%o). Ten wysoki odsetek w obu
grupach pacjentow z delecjami mtDNA plemnikéw autorzy ttumacza matg stabilnoscia
mtDNA, ktérego replikacja i transkrypcja podczas spermatogenezy ulega zmniejszeniu.
Podyktowanejest to funkcjg plemnika, wyposazonego w niezbedne biatka enzymatyczne
i strukturalne potrzebne do przezycia w meskich i zenskich drogach piciowych, aby
przenies¢ materiat genetyczny do komorki jajowej. Gtdwng funkcjg mitochondriow
dojrzatych plemnikéw jest dostarczanie ATP. Organelle te nie dziela sie. Mozna zatem
przypuszczaé, zgodnie z sugestig Reynier i wsp. [95], Zze system genetyczny
mitochondriéow plemnikow staje sie poniekad zbedny. Dowodem na to moze by¢
zmniejszenie sie ekspresji (down regulation), specyficznego dla gonady meskiej,
mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego (testis specific mtTFA) zaangazowanego
w replikacje mtDNA podczas spermatogenezy [55,74,75,91,92].

Poréwnujac jakos¢ mtDNA plemnikdw aspirowanych z gonady i najagdrza wykazano
wiekszg wrazliwos¢ tych ostatnich na uszkodzenia [74,75]. W przypadku pacjentéw z
obstrukcyjng azoospermig ich plemniki najadrzowe zawieraty wiecej wielokrotnych
delecji mtDNA i ich genom mitochondrialny byt bardziej pofragmentowany niz genom
mitochondriéw plemnikéw pobranych z gonady. Podobna sytuacja wystepowata w
przypadku genomu jadrowego plemnikow najgdrzowych, ktéry wykazywat zaburzenia
integralnosci [74], Wskazuje to rowniez na powigzanie jakosci obu genomoéw [60,74,76],

Jakos¢ i zawarto$¢ kopii genomu mitochondrialnego dojrzatych plemnikéw moze
decydowaé o ptodnosci meskiej [96]. W mitochondriach plemnikéw pacjentow
nieptodnych lub z uposledzong ptodnoscia stwierdza sie zmniejszong liczbe kopii mtDNA
(depletion) [51,52,126]. Kazde mitochondrium zawiera jedng kopie mtDNA. W
dojrzatych plemnikach ludzkich wystepuje 100 czasteczek mtDNA [19]. Nalezy zwr6cic
uwage, ze w roznych przypadkach astenozoospermii moze wystepowac¢ nadmiar
mitochondriow deformujacych wstawke lub zmniejszona ich ilos¢, badz tez brak
mitochondriow w obrebie wstawki plemnika [35,66,81,88], co niewatpliwie bedzie
wigzato sie z zawartoscig mtDNA. Dlatego tez ilos¢ mtDNA moze byé powigzana z
morfologiczno-funkcjonalnymi parametrami plemnikdw i moze sie zmienia¢ w zaleznosci
od odsetka ruchliwych plemnikéw zawierajgcych prawidtowg liczbe funkcjonalnych
mitochondriéw [23], Niektérzy autorzy [52,126], badajac parametry ruchu plemnikéw
za pomocg komputerowej analizy ruchu (CASA, Computer Assisted Semen Analyzer),
znalezli pozytywna korelacje pomiedzy zawartoscig mtDNA a odsetkiem plemnikow z
ruchem progresywnym oraz odsetkiem plemnikéw z innymi istotnymi parametrami
ruchu: BCF (Beat-Cross Frequency), LIN (linearity) i ALH (the amplitude of the
lateral head displacement). llos¢ mtDNA zwiekszata sie wraz ze wzrostem odsetka
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plemnikow ruchliwych. Wskazuje to na scistg zalezno$¢ pomiedzy zdolnoscig plemnikow
do ruchu a zawartoscigjego mtDNA, ktory decyduje o prawidtowej funkcji mitochon-
driéw [23,126], Okazuje sie jednak, ze zawartosc¢ ta niekoniecznie musi by¢ zwigzana
ze zmniejszong liczbg czy nieprawidtowa ultrastrukturg mitochondriow w obrebie
wstawki plemnika. Wei i wsp [126] przeprowadzajgc badania mikroskopowo-
elektronowe plemnikéw pacjentéw z astenozoospermig, u ktérych wykazali zmniejszong
liczbe kopii mtDNA, nie stwierdzili zmian w mitochondriach. Wydaje sie zatem, ze w
tym przypadku zmniejszona liczba kopii mtDNA moze by¢ powiazana z upo$ledzeniem
jego replikacji podczas spermatogenezy [54,96,126]. Rovio i wsp. [96] wykazali, ze
mutacja mitochondrialnej polimerazy wigze sie z nieptodnoscig meska. Wynika z tego,
ze prawidtowa liczba mitochondriéw w populacji badanych plemnikéw niekoniecznie
wskazuje na prawidtowag ilos¢ mtDNA.

Omawiane jednak zaburzenia genetyczne majgjedynie swojg kliniczng ekspresje
podczas zycia pacjenta. Nie sg dziedziczone, ale mogg odgrywac istotng role podczas
zaptodnienia komorki jajowe;j.

ZNACZENIE MITOCHONDRIOW PLEMNIKA
W ZAPLODNIENIU KOMORKI JAJOWEJ

W dobie intensywnego rozwoju technik wspomaganego rozrodu, a przede wszystkim
metod zaptodnienia pozaustrojowego, w tym mikromanipulacji, wydaje sie, ze brak
akrosomu czy dyskineza plemnikow majg niewielkie znaczenie. Zastosowanie metody
zaptodnienia pozaustrojowego - ICS1 (Intracytoplasmic Sperm Injection) pozwala
na przeniesienie do komorki jajowej nawet plemnika o nieprawidtowej morfologii, z
brakiem lub obnizong ruchliwoscig czy tez niezdolnego do odbycia reakcji akrosomalnej
[3,12,26,41,69,79], W takich przypadkach czynnikiem ograniczajgcym powstanie
zygoty i dalszy jej rozwoj jest dojrzatos¢ chromatyny plemnika, jej kondensacja i
integralnosé. Nieprawidtowo skondensowana i pofragmentowana chromatyna, a takze
zaburzenia chromosomowe moga by¢ przyczyng braku uzyskania koncepcji czy tez
spontanicznych poronien [25,36,37,42,43,44,59,60,74,87], Wykazano réwniez, ze
istnieje zwigzek pomiedzy integralnosciag genomu jadrowego a jakos$cig mtDNA
plemnikow [60,74,76]. Czy uszkodzenie mitochondridw plemnika ma zatem znaczenie
podczas zaptodnienia i podziatow zygoty? Wyniki badan klinicznych i doswiadczalnych
oraz opinie o roli mitochondriéw w procesie zaptodnienia sg kontrowersyjne.

Olmedo i wsp. [79] oraz Alosilla Fonttis i wsp.[3] uzyskali cigze u pacjentek objetych
programem zaptodnienia pozaustrojowego, gdy do ICSI uzyli plemnikéw z uszkodzong
lub brakiem ostonki mitochondrialnej, defektami aksonemy oraz z dysplazjg ostonki
widknistej. Wskazuje to, ze uszkodzenie witki plemnika w tych przypadkach nie miato
wplywu na uzyskanie koncepcji. Podobnie, Ahmadi i wsp. [1] nie stwierdzili zaburzen
tworzenia sie przedjgdrza meskiego i rozwoju blastocysty mysiej w przypadku uzycia,
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w warunkach in vitro, plemnikdéw z niefunkcjonalnymi mitochondriami, traktowanymi
wczesniej cyjankiem potasu.

Uszkodzenie mitochondriéw plemnikéw nie jest jednak obojetne dla dzielacej sie
zaptodnionej komorki jajowej. W warunkach prawidltowych ma ona zdolnosé
rozpoznawania mitochondriéw plemnikajako obcych i ich usuwania przez ubikwitynacje
biatek mitochondrialnych, co wigze sie z usunieciem ojcowskiego mtDNA [112,113,117,-
118]. Uszkodzenie mitochondriéw moze zaktécac proces ich degradacji, co z kolei
moze prowadzi¢ do apoptozy dzielgcych sie blastomerdw i w dalszej konsekwencji do
aborcji rozwijajacego sie przedimplantacyjnego zarodka [48,50,120], Zatem wprowa-
dzenie do komorki jajowej plemnika z nieprawidtowg chromatyng i/lub uszkodzong
ostonka mitochondrialng stwarza ryzyko poronien. Z badan wtasnych przeprowadzonych
w mikroskopie elektronowym oraz analizy nacie¢ DNA, wyraznie wynika, ze plemniki,
ktérych chromatyna wykazuje zaburzenia kondensacji i integralnosci, przewaznie ujawniajg
rowniez defekty ostonki mitochondrialnej i w obrebie wstawki zawierajg zwykle przetrwatg
krople cytoplazmatyczng, ktora czesto obejmuje réwniez szyjke i gtdwke plemnika (ryc.
3A,B,F; 4B,C) [88,89], Potwierdzity to rGwniez badania Fisher i wsp. [27], kt6rzy stwierdzili
pozytywna korelacje miedzy odsetkiem plemnikdw z kroplg cytoplazmatyczng a odsetkiem
plemnikéw ze zdenaturowanym DNA

Uszkodzenie mitochondriéw moze dotyczy¢ morfologicznych zmian o r6znym
nasileniu, jak i zmian molekularnych w obrebie biatek mitochondrialnych, w tym
prohibityny, bedacej substratem dla ubikwityny. Zmienione, czy tez niedojrzate biatka
mitochondrialne plemnika, wskutek zaburzen ich dojrzewania na terenie najadrza, gdzie
ma miejsce powstawanie niezbednych mostkéw siarczkowych w ich obrebie,
zapobiegajace przedwczesnej ich ubikwitynacji, moga by¢ rozpoznane i ubikwitynowane
juz w najadrzu, zamiast w warunkach prawidtowych dopiero w cytoplazmie komorki
jajowej. Dokonuje ona redukcji mostkow siarczkowych prohibityny, o czym wspomniano
juz wczesniej. Plemniki z tak zmienionymi mitochondriami sg fagocytowane przez
komdrki nabtonkowe najadrza, badz jesli ,,wymkng” sie fagocytozie, beda dalej pojawiaty
sie w ejakulacie [115,117,121], Mozna przypuszczac, ze komorka jajowa zaptodniona
takimi plemnikami, zwiaszcza przy zastosowaniu ICSI, w konsekwencji, nie bedzie
mogta rozpozna¢ i degradowac jego mitochondriow. Dlatego tez nie mozna
bagatelizowa¢ defektéw mitochondrialnych plemnikéw.

Petna diagnostyka mitochondriéw obejmujaca skryningowy test cytochemiczny na
oksydoreduktazy/NADH (ryc. | A,B,C) [34,56,83,84,85,86,88,89], cytofluorometryczna
ocena funkcji mitochondriéw (ryc.5) [63,88,122], obserwacje mikroskopowo-fluores-
cencyjne z wykorzystaniem sond mitochondrialnych (ryc. ! D,E,F) [88,89], identyfikacja
plemnikéw ubikwitynowanych [94,114,116,121] oraz w niektdérych przypadkach, jako
uzupetniajaca i potwierdzajgca ocena mikroskopowo-elektronowa wstawki plemnikéw
(ryc.2,3,4) [8,9,10,11,14,86,89,94], nie tylko ma warto$¢ poznawczg, ale i aplikacje
kliniczng [8,26,61,69]. Pozwala poniekad przewidzie¢ szanse na uzyskanie zaptodnienia
tak w warunkach in vivo,yak i in vitro. Taka morfologiczno-funkcjonalna diagnostyka
mitochondriéw plemnikéw staje sie wrecz konieczna, zwiaszcza przy zastosowaniu
technik wspomaganego rozrodu.
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RYCINA |. Wizualizacja mitochondriéw plemnikéw izolowanych z ogona najadrza (A,B,D) szczuréw
kontrolnych (B,D) i intoksykowanych octanem otowiu (A) [84,86], ejakulowanych plemnikéw ludzkich
(C,E) [88,89] oraz knura (F). A,B,C: intensywna reakcja cytochemiczna na oksydoreduktazy/NADH,
niebieskie depozyty formazandéw obficie wypeniajg aktywne mitochondria na catej dtugosci wstawki
(czarna strzatka), reakcja ostabiona wystepujaca tylko w pojedynczych mato aktywnych mitochondriach
wstawki (gtowka strzatki), brak reakcji cytochemicznej na réznych odcinkach wstawki zawierajacej
nieaktywne mitochondria lub ich brak (szara strzatka) [84,86,88]; D: zielonozoétta fluorescencja widoczna
w mitochondriach na catej dtugosci wstawki plemnika barwionego sondag mitochondrialng Mito Tracker
Green FM (0,2 pg/ml, 10 min, 4°C), wigzacasie z mitochondriami niezaleznie od potencjatu ich wewnetrznej
btony [88]; E,F: z6to-pomaranczowa fluoresccncja w aktywnych mitochondriach pogrubionej i
zdeformowanej (E) oraz prawidtowej wstawki plemnikéw (F) barwionych sondg mitochondrialng JC-1
(10 pg/ml, 5% CO7,37°C, 25min), wigzaca sie z mitochondriami w zalezno$ci od potencjatu ich wewnetrznej
btony, mitochondria funkcjonalne gromadza pomarariczowe agregaty JC-1 i emitujag pomaranczowsg
fluorescencje, mitochondria o niskim potencjale btonowym gromadza monomery JC-! i emitujg zielong
fluorescencje [88]; A,B,D x 1340, C * 2400, E * 3000, F * 1425; mikroskop s$wietlny (A,B,C) i
fluorescencyjny (D,E,F) Axioskop, Carl Zeiss, Jena GmbH, Germany
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RYCINA 2. Ejakulowane ludzkie plemniki pacjentéw z astenoteratozoospermia. Widoczne prawidtowe
(A,B), pogrubione i zdeformowane (C,D) wstawki; wstawka plemnika na ryc. B jest grubsza niz wstawka
na ryc. A, zgodnie z wynikami Vorup-Jensen i wsp. [124], ostonka mitochondrialng moze podlegac
fizjologicznym zmianom powodujac pogrubienie wstawki (patrz czes¢ 1); segmentowa aplazja ostonki
mitochondrialnej (E,F); zmianie wstawki towarzyszy zmiana ksztattu gtéwki (gtéwka kraterowa) i brak
akrosomu (E); 7600 mikroskop elektronowy skaningowy JEOL JSM-6100 EX, JEOL Ltd, Tokyo,
Japan; materiat do badan zostat przygotowany wg rutynowego postepowania [88]
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RYCINA 3. Ultrastruktura ludzkich ejakulowanych plemnikéw pacjentéw z astenoteratozoospermia.
Przekroje podtuzne (A,F), skosne (B,C) i poprzeczne (D,E) przez wstawki plemnikéw, zawierajace
nieprawidlowo wyksztatcong ostonke mitochondrialng. Wstawki plemnikéw z przetrwata kropla
cytoplazmatyczng z beztadnie rozrzuconymi, nadliczbowymi, zbytecznymi mitochondriami (czarna
strzatka) (A,B,D,E,F), o prawidtowej, skondensowanej ultrastrukturze, wykazujagcymi duza gesto$¢
elektronows (A,B,D,E) lub 0o zmniejszonej gestosci elektronowej (F); w kroplach cytoplazmatycznych
widoczny ziarnisty i btoniasty materiat (A-F), niekiedy bedacy pozostatoscig po zbytecznej otoczce
jadrowej (waska czarna strzatka) (B), kropla lipidowa (szara strzatka) (E) oraz dodatkowa wstawka
(gtéwka strzatki); widoczne regularnie (A), czesciowo (C) lub catkowicie nieregularnie (F) utozone
mitochondria w obrebie wstawki, niekiedy mitochondria o nieprawidtowym wydtuzonym ksztatcie
(gwiazdka) (A); zaburzenia ksztattu gtéwki (A,B) i akrosomu (A) lub jego brak (F); zaburzenia
kondensacji chromatyny (A,B,F); AJF - 8600 B -8080 C - ¥2000 D - 21300 E - ¥2800 F -
8600 mikroskop elektronowy transmisyjny JEM-1200 EX ,JOEL Ltd, Tokyo Japan; materiat do badan
zostat przygotowany wg rutynowego postepowania [88]
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RYCINA 4. Niedojrzate formy ludzkich ejakulowanych plemnikéw pacjentow z astenoteratozoospermig.
Plemniki z ,,workami cytoplazmatycznymi” z nieprawidtowo wyksztatcong wstawka (A,B,D.F) lub jej
brakiem (C,E); ,,worki cytoplazmatyczne” zawieraja nieregularnie utozone nadliczbowe, zbyteczne,
skondensowane mitochondria o duzej gestosci elektronowej (czarna strzatka) (A,B) lub niewiele
mitochondriéw (szara strzatka) (C,D,E), niekiedy o zmniejszonej gestosci elektronowej (C), liczne
przekroje przez witki zasadnicze (biata strzatka) (C,D), ziarnisty i btoniasty materiat (A-F); widoczna
aplazja ostonki mitochondrialnej w plemniku z zawinieta witka w ,,worku cytoplazmatycznym”(D);
zaburzenia kondensacji chromatyny (B,C); A - #8000 B - 8200 C - #5000 D - %*¥3000 E -
$0500 F - #4000 mikroskop elektronowy transmisyjny JEM-1200 EX ,JOEL Ltd, Tokyo Japan;
materiat do badan zostat przygotowany wg rutynowego postepowania [88]
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RYCINA 5. Cytogramy przedstawiajace analize odsetka ejakulowanych plemnikéw ludzkich z
mitochondriami funkcjonalnymi (spolaryzowanymi) w cytometrze przeptywowym (FACSCalibur
cytometer, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Plemniki inkubowano z JC-1 (10 pg/ml, 5% CO,,
37°C, 25 min) [88]. Przedstawione odsetki plemnikéw ustalono na podstawie analizy kwadrantéw
zaznaczonych na cytogramic FL1/FL2; ustawienie kwadrantéw bylo zgodne z wynikami cyto-
fluorometrycznymi pacjentéw bez zaburzen ruchu plemnikéw (kontrola pozytywna) [88], FL-1. numery
kanatow dla zielonej fluorescencji (monomery JC-1), FL-2: numery kanatéw dla pomaranczowej fluorescencji

(agregaty JC-1)
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RYCINA 6.Fagocytoza plemnikéw szczura przez komoérki nabtonkowe przewodu gltowy najadrza.
Przekroje przez wstawke plemnikéw w cytoplazmie komérek (strzatka) (A); widoczne na powierzchni
komérek fagocytowane witki plemnikéw (strzatka) (B); A - ¥0800 B 24200 mikroskop elektronowy
transmisyjny JEM-1200 EX ,JOEL Ltd, Tokyo Japan (A); mikroskop elektronowy skaningowy JEOL
JSM-6100 EX, JEOL Ltd, Tokyo, Japan (B); materiat do badan zostat przygotowany wg rutynowego
postepowania [88]



MORFOLOGIA | FUNKCJA MITOCHONDRIOW PLEMNIKA A MESKA PLODNOSC. CZ. Il. 541

MUTACJE GENOW BIALEK MITOCHONDRIALNYCH KODOWANYCH NA
GENOMIE JADROWYM
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RYCINA 7. Proponowany model uszkodzenia mtDNA komoérek plemnikotwérczych i plemnikéw oraz
jego wptyw na ptodnosé. Uszkodzenia mtDNA moga by¢ spowodowane czynnikami alkilujgcymi zasady
azotowe, a takze wolnymi rodnikami pochodzenia pozamitochondrialnego lub powstatymi w
niepetnosprawnym taricuchu oddechowym. Uposledzona funkcja mitochondriéw komérek prowadzi do
ich eliminacji w drodze apoptozy lub ich ubikwitynacji i dalej fagocytozy. Nadmierne uszkodzenia
mitochondriéw w duzej liczbie komdrek plemnikotwérczych moga powodowac: 1) zmniejszenie populacji
plemnikéw uwalnianych z gonady (oligozoospermia), 2) zwigkszenie odsetka ejakulowanych plemnikéw
0 obnizonej ruchliwosci (astenozoospermia) i wykazujacych ekspresje ubikwityny, wskutek unikniecia
eliminacji na terenie gonady i najadrza, 3) mozliwy brak uzyskania koncepcji in vivo i in vitro. ATm -
mitochondrialny potencjat btonowy
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THE ROLE OF Toll-LIKE RECEPTORS IN IMMUNITY
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Streszczenie: Receptory Toll nalezg do rodziny receptoréw o znacznym konserwatyzmie ewolucyjnym.
Odgrywajg one wazng role w aktywacji odpornosci wrodzonej od owadéw az do ptakdw. Po raz pierw-
szy zostaty wykryte i scharakteryzowane u muszki owocowej (Drosophila nielanogaster), gdzie biorg
udzial w embriogenezie i w odpornosci przeciw patogenom. Wykryto tez homologiczne receptory u
ssakow, w tym u cztowieka, ktére nazwano receptorami Toll-podobnymi (TLRs; Toll-Like Receptors).
Podobnie jak u muszki owocowej, TLRs ssakow zawierajg w czesci zewnatrzkomoérkowej domene z
licznymi powtdrzeniami Icucynowymi (LRR; Leucine Rich Repeats), domene przczbtonows, a takze
domene cytoplazmatyczng homologiczng z domeng cytoplazmatyczng receptora typu ! interleukiny !
(IL-1RI). TLRs wystepujg przede wszystkim na monocytach, makrofagach, granulocytach, ale tez na
limfocytach, komoérkach nabtonkowych i srédbtonku. Znane sg takze formy rozpuszczalne tych recepto-
réw znajdywane w ptynach wydzielniczych. Obecnie znanych jest 10 rodzajéw ludzkich TLRs. Czes-
ciowo poznane sg tez ich ligandy, ktére pochodzg gtdwnie z drobnoustrojow (egzogenne), ale tez od
gospodarza (endogenne). TLRs rozpoznajg, w przypadku ligandéw egzogennych, tzw. wzory moleku-
larne zwiazane z patogenami (PAMPs; Pathogen Associated Molecular Patterns), a Ugandami endo-
gennymi sg dla nich biatka powstajace w czasie uszkodzenia komorek i tkanek. Przytgczenie ligandu do
TLR powoduje szybka aktywacje odpornosci wrodzonej, inicjacje procesu zapalnego w wyniku induk-
cji syntezy cytokin prozapalnych, zwiekszong ekspresje antygenéw gtownego kompleksu zgodnosci
tkankowej klasy ! i Il, czasteczek kostymulujacych na komérkach prezentujacych antygen (APC; Anti-
gen Presenting Cells), a co za tym idzie lepsza prezentacje antygenu i w efekcie odpowiednig aktywacje
odpornosci nabytej. Doktadne poznanie mechanizmoéw efektorowych i transdukcji sygnatéw w wyniku
przytaczenia ligandu do TLR moze mie¢ duze znaczenie w poznaniu mechanizméw rozpoznawania
swoj-obcy, aktywacji procesu zapalnego, a takze znaczenie odpornosci wrodzonej dla aktywacji, swo-
istosci i typu odpornosci nabyte;j.

Stowa kluczowe: receptory Toll-podobne (TLRs), odporno$¢ wrodzona, wzory molekularne zwigzane z
patogenami (PAMPS), bioinformatyka.
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Summary: Toll receptors belong to highly conserved in the evolution receptor family, from insects to
mammals. They play an important role in innate immunity. They were uncovered and characterized in
a fly Drosophila melanogaster, in which they participate in embryogenesis and immunity versus patho-
gens. Homologous receptors were detected in mammals, including man, known as a Toll-like receptors
(TLRs). As in Drosophila, TLRs of mammals contain extracellular domain with multiple leucine-rich
repeats (LRR), transmembrane portion and cytoplasmic domain, homologous with that of type ! inter-
leukin 1 receptor (IL-1RI). TLRs are expressed on monocytes, macrophages, granulocytes but also on
lymphocytes, epithelial cells and cndothelia. Soluble forms of these receptors are also known, found in
secretions. Ten types ofhuman TLRs have been described so far. Their ligands are only partially known.
Most of them are microbial origin (egzogenous), but also from the host (endogenous). TLRs recognize,
in the case of egzogenous ligands, so called pathogen associated molecular patterns (PAMPS). Endoge-
nous ligands include proteins and peptides formed during cell or tissue damage. Binding of ligand to
receptor results in a fast activation of innate immunity, initiation of inflammatory response due to
induction of proinflammatory cytokines, increased expression of MHC antigens, costimulatory molecu-
les on antigen-presenting cells (APC). This leads to better antigen processing and presentation and in
effect, proper activation of aquired (adaptive) immunity. Precise knowledge of effector mechanisms
and signal transduction due to ligand binding to TLRs may be of value in exploration of recognition
self-nonself, activation of inflammatory process and also the role of innate immunity on induction,
specificity and type of adaptive immunity.

Key words: Toll-like receptors (TLRs), innate immunity, pathogen associated molecular patterns (PAMPS),
bioinformatics.

WPROWADZENIE

Odporno$¢ organizmow wyzszych mozna ogélnie podzieli¢ nawrodzong (nieklonalng)
i nabytg (klonalng). Nabyta, ktéra wystepuje jedynie u kregowcdw, cechuje sie
klonalnoscig limfocytow T i B powstata w wyniku przegrupowania (rearanzacji) genéw
receptora limfocytow T (TCR; T Celi Receptor) i genéw immunoglobulinowych.
Warunkuje to powstanie duzej swoistosci i pamieci immunologicznej. Swoisto$¢ i pamiec
nabyta w ciggu zycia osobnika nie jest jednak przekazywana nastepnym pokoleniom.
Odpornos¢ wrodzona, ktora realizowana jest gtéwnie za pomoca granulocytow,
monocytoéw, makrofagow i czesci biatek surowicy krwi, jest starg ewolucyjnie, a zarazem
uniwersalng formg odpornosci organizmdw przeciw patogenom. Badania ostatnich lat
wykazaly, ze wiele aspektéw odpornosci wrodzonej jest bardzo podobnych miedzy tak
odlegtymi ewolucyjnie organizmami, jak owady i ssaki, nawet miedzy roslinami i
zwierzetami [3,34, 58]. Wynika z tego, ze odpornos¢ wrodzona odgrywa bardzo wazna
role w obronie organizmdéw przed patogenami, skoro ta cecha jest tak konserwowana
ewolucyjnie, tzn. ewoluuje bardzo wolno. Warto doda¢, ze kregowce, u ktérych wystepuje
odpornos¢ zaréwno wrodzona, jak i nabyta, stanowig zdecydowang mniejszos¢
wszystkich organizmow wystepujacych na Ziemi, natomiast rosliny i bezkregowce, u
ktérych wystepuje tylko odpornos$é wrodzona, przetrwaty do dzis mimo ciaglej presji
doboru naturalnego, co $wiadczy, ze ten typ odpornosci zupetnie im wystarcza, aby
przezy¢. Gkdwnym zadaniem odpornosci wrodzonej w rozumieniu infekcyjnym jest
rozréznienie charakterystycznych struktur zwiazanych z patogenami (PAMPs, Pathogen
Associated Molecular Patterns), czyli de facto odrdznienie swéj-obcy. Zadanie to
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wykonywane jest perfekcyjnie, poniewaz nieznana jest dotychczas zadna choroba
autoimmunizacyjna spowodowana przez odpornos¢ wrodzong [38]. Warunek ten, jak
wiadomo, nie zawsze spetniony jest przez odpornos$¢ nabyta. Kolejnym zadaniem
odpornosci wrodzonej jest szybka reakcja na patogen poprzez uruchomienie mechanizméw
efektorowych oraz aktywowanie i orientacja odpornosci nabytej. Odporno$¢ wrodzona
przekazywana jest kolejnym pokoleniom przez komdrki linii zarodkowej (komorki
germinalne), a w ciggu zycia osobnika nic nabiera ona cech wiekszej swoistosci i pamieci
immunologicznej. Rozpoznanie PAMPs realizowane jest gtéwnie przez rodzine receptorow
Toll, ktére zostaty wykryte i scharakteryzowane pierwotnie u muszki owocowej.
Homologami tych receptoréw u ssakow, w tym u cztowieka, sa receptory Toll-podobne
(TLRs). TLRs odgrywaja zasadniczg role w inicjacji odpornosci wrodzonej. Przytgczenie
ligandu do TLR, poprzez skomplikowang kaskade transdukcji sygnatu do komorki,
powoduje szybka aktywacje odpornosci wrodzonej przez wzmozenie reakcji zapalnej,
pobudzenie wybuchu tlenowego [68]. Powstajgce zapalenie jest wynikiem zwiekszonej
syntezy cytokin prozapalnych, gtéwnie IL-1, TNF-ai IL-6. Dodatkowo indukowana jest
synteza IL-12, zwigkszona ekspresja czasteczek kostymulujacych i antygendw gtéwnego
kompleksu zgodnosci tkankowej obydwu klas na komdrkach prezentujagcych antygen
(APC), przyspieszone dojrzewanie komorek dendrytycznych, co jest niezbedne do
whasciwej aktywacji odpornosci nabytej [9, 58].

RODZINA RECEPTOROW Toll

Rodzina receptoréw Toll nalezy do nadrodziny biatek receptora typu | dla IL-1 (IL-
1RI).Maja one cze$é zewnatrzkomorkowa, przezbtonowsg i cytoplazmatyczng [54,61],
Po raz pierwszy zidentyfikowano i okreslono ich role u muszki owocowej (Drosophila
melanogaster), gdzie, jak wykazano, biorg udziat w embriogenezie [26], a u dorostego
osobnika w odpornosci przeciwzakaznej rozpoznajgc PAMPs, co indukuje synteze biatek
przcciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych, takich jak: dipterycyna dziatajgca gtéwnie
na bakterie Gram ujemne, defenzyna - na bakterie Gram dodatnie i drosomycyna
dziatajgca przeciwgrzybiczo [34], Interesujace jest, ze zakazenie muszki owocowej
réznymi rodzajami patogenéw powodowato indukcje syntezy biatek wiasciwych dla
eliminacji danej grupy mikroorganizméw [52]. Zauwazono réwniez, ze u muszek
owocowych z mutacjg Toll drastycznie spada przezycie w przypadku infekcji
grzybiczych [53].

Czes$¢ zewnagtrzkomérkowa Toll bogata jest w reszty leucynowe (LRR; Leucine
Rich Repeats') i jeden lub dwa regiony bogate w cysteine. Transdukcja sygnatu do
komérki mediowana przez Toll przebiega przy udziale wielu biatek, m.in. z rodziny
czynnika transkrypcyjnego NF-kB, tj. Dorsal i Cactus. W badaniach okazato sie, ze
biatka te wykazujgznaczng homologie z biatkami ludzkimi biorgcymi udziat w transkrypcji
odpowiednio NF-kB i I-kB [38] i petnig one tez analogiczna funkcje. Okazato sie, zc
czes$¢ cytoplazmatyczna Toll jest rowniez homologiczna z cytoplazmatyczng domeng
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RYCINA 1. Przykiad rodziny
biatek z domeng TIR. W czesci
cytoplazmatyczncj IL-1R. IL-18,
TLR, Toll i MyD88 wykazuja
bardzo duzghomologie. Natomiast
znacznie réznig sie w czesci zew-
nagtrzkomoérkowej: rodzina IL-IR
zawiera trzy domeny immuno-
globulino-podobne, a rodzina TLR
liczne powtdrzenia leucynowe
(LRR - Leucine Rich Repeats)
podobnie jak Toll u muszki
owocowej. MyD88 oprécz TIR
zawiera dodatkowo ,,domene
$mierci” (FADD - Fas Associated
Death Domain)

receptora dla IL-I (IL-IR) [23]. Ze wzgledu na duze podobienstwo domen cytoplaz-
matycznych receptora Toll muszki owocowej i ludzkiego IL-1R, a takze, jak sie nastepnie
okazato, duze podobienstwo drogi transdukcji sygnatu obu receptoréw, domeny te nazwano
TIR (Toll-Interleukin-1R domain) (ryc. 1). Odkryto tez, ze znaczne analogie z receptorem
Toll wystepuja u roslin, gdzie stwierdzono, ze gen odpornosci ha wirus mozaiki tytoniowej
koduje biatko, zawierajace domene transdukcji sygnatujak w Toll, ma zewnatrzkomorkowa
cze$¢ bogatagw reszty leucynowe (LRR) ijest odpowiedzialna za odporno$é przeciwzakazng
[89]. Powyzsze dane sugerowaty, ze odpowiedz immunologiczna mediowana przez Toll moze
stanowi¢ stary ewolucyjnie, ale zarazem uniwersalny mechanizm obrony gospodarza przeciw
patogenom. Zastanawiano sie, czy podobny receptor moze istnie¢ u ssakéw, w tym u cztowieka.
Znaczna homologia domen cytoplazmatycznych receptora Toll i IL-IR mogta sugerowac
podobienstwo obydwu receptoréw, jednak IL-1R w czesci zewnatrzkomdrkowej nie ma LRR,
zawiera natomiast trzy domeny immunoglobulinopodobne. Aby sprawdzi¢ mozliwos¢
wystepowania homologicznego na catej dtugosci receptora Toll u kregowcdw, przeszukano tzw.
sekwencje EST (Expressed Sequence Tags) w bazie danych cDNA cztowieka w NCBI
(National Centerfor Biotechnology Information http://www.ncbi.nih.gov), gdzie dla profilu
sekwencji transdukcji sygnatu Toll/IL-1R zidentyfikowano pasujaca sekwencje w bibliotece
ludzkich EST (GenBank Accession Number: H48602, odpowiadat klonowi 202057 z konsorcjum
IMAGE). Po przeszukaniu biblioteki cDNA z ludzkiej watroby i $ledziony udato sie w efekcie
sklonowaé i zsekwencjonowaé ludzki gen homologiczny z genem receptora Toll, ktéry miat
dtugosé ok. 5 kbp, a po predykcji do sekwencji aminokwasowej mogt kodowac biatko o dtugosci
ok. 800 aminokwasow. Po poréwnaniu tej przewidzianej sekwencji aminokwasowej z sekwencja
biatka Toll muszki owocowej (tzw. alignment) okazato sie, ze wykazujgone wysokghomologie
na catej dhugosci. Ze wzgledu na znaczny zakres homologii, ludzkie receptory nazwano Toll-
podobnymi (TLRs) [58], Nalezy dodaé, ze nieprzeceniongrole w odkryciu receptoréw Toll-
podobnych odegrata bioinformatyka w ujeciu og6lnodostepnej bazy danych i narzedzi
bioinformatycznych niezbednych do ,,0brébki” uzyskiwanych informacji.
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Ludzkie TLRs

Obecnie znanych jest 10 rodzajow ludzkich TLRs [16, 18, 20, 33, 58, 71, 79, 80].
Wykazano, ze TLRs ulegajg ekspresji na komorkach zaréwno limfoidalnych (ryc.2)
[60], jak i nielimfoidalnych. Na podstawie analiz przy zastosowaniu techniki Northern
blots i ekspresji MRNA ustalono, ze TLR1 wystepuje gtdwnie na limfocytach B, TLR2
na monocytach, neutrofilach, ale tez na komérkach dendrytycznych; TLR3 przede

RYCINA 2. Produkty reakcji RT-PCR dla primeréw TLR2: monocyty (3), granulocyty (4) oraz TLRA4:
monocyty (5) i granulocyty (6) krwi obwodowej zdrowego dawcy krwi. Kontrole dodatnie: cDNA +
primery dla GAPDH: monocyty (1) i granulocyty (2). Kontrole ujemne: primery bez cDNA: 7, 8. 9 -
odpowiednio dla GAPDH, TLR2 i TLR4. Uzyto markera mas Genc Ruler TM 100 bp DNA Ladder
Fcrmentas (M)

wszystkim na komérkach dendrytycznych; TLR4 jest receptorem o szerokim
wystepowaniu, poniewaz wykazano jego ekspresje mRNA na monocytach, makrofagach,
neutrofilach, komérkach dendrytycznych, komoérkach $rédbtonka i komérkach
nabtonkowych; TLR5 na monocytach i komérkach dendrytycznych; TLR9 na monocytach.
Przy uzyciu RT-PCR wykazano réwniez réznice w ekspresji TLR w zaleznosci od
subpopulacji komorek dendrytycznych: monocyty wykazywaty ekspresje TLR 1,2,4, 5,
6, 8, niedojrzate komorki dendrytyczne TLR 1, 2, 3, 5, 6, 8, 10, a plazmocytoidalne
komorki dendrytyczne TLR 1, 6, 7, 9. Wykazano réwniez obecnos¢ rozpuszczalnych
form TLR2 w mleku kannigcych matek i surowicy krwi, co moze mieé¢ wptyw na modulacje
odpowiedzi immunologicznej [51, 54, 66], Nalezy jednak pamieta¢, ze powyzsze dane
uzyskane zostaty gtéwnie na podstawie oceny ekspresji mMRNA, co nie zawsze oznacza
ekspresje funkcjonalnego biatka. Co wiecej, ocena ekspresji jedynie mRNA nic odpowiada
réwniez na pytanie, czy dany TLR ulegnie ekspresji na powierzchni komérki, czy tez
bedzie biatkiem cytoplazmatycznym lub rozpuszczalnym.

Ligandy TLRs

Wazngarole i zaangazowanie receptorow Toll-podobnych w odpornosci zaczeto braé
pod uwage, gdy badania wykazaty, ze w wyniku interakcji TLR-ligand na komorkach
stale wykazujacych ekspresje TLR moze dochodzi¢ do aktywacji czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB, a nastepnie do wzrostu syntezy cytokin prozapalnych, gtownie
1L-1 i TNF-ot, a takze wyzszej ekspresji powierzchniowej czasteczki kostymulujacej
B7.1 (CD80) [9, 19, 58],

Prawidtowo dziatajgcy uktad immunologiczny musi mie¢ mechanizmy rozpoznajgce
patogeny przy rownoczesnym zachowaniu tolerancji wobec antygenow gospodarza.
Czutos¢ i swoisto$¢ tego rozpoznania jest okreslona, przynajmniej w czesci, przez
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TABELA 1. Gtéwne ligandy egzogenne TLRs ssakéw
TLR Ligand
TLR1 (z TLR2) Produkty metabolizmu bakteryjnego z LPS [92]
TLR2 Bakterie Gram dodatnie [22]
Peptydoglikan [77]

Kwas lipotejchojowy [77]
Zymosan [84]

TLR3 Poli I:C (wirusowa podwdjna ni¢ RNA) [5]
TLR4 Bakterie Gram ujemne [81]

LPS, lipid A [17, 67]

BCG [83]

Aspergillusfumigatus hyphae [88]
TLR5 Bakterie z flageling [27]
TLR6 (z TLR2) Peptydoglikan, zymosan, bakterie Gram dodatnie [63]
TLR7 i TLR8 Pojedyncza wirusowa ni¢c RNA (ssRNA) [31]

TLR9 Bakteryjny CpG DNA [33]

mozliwo$¢ rozpoznania swoistych wzoréw molekularnych zwigzanych z patogenami
(PAMPs) przez TLRs. Do PAMPs nalezy wiele roznych zwigzkéw, ktére moga byé
sktadowymi Scian komorkowych bakterii zar6wno Gram dodatnich, jak i Gram ujemnych,
produkty ich metabolizmu, struktury chemiczne wielu grzyboéw, biatka wirusowe, wreszcie
do PAMPs nalezg kwasy nukleinowe, ktore roznig sie od ludzkiego przede wszystkim
brakiem metylacji wysp CpG i w ten sposéb stajg sie ligandem dla TLRs. Dla
przypomnienia, do chwili obecnej zostato zidentyfikowanych 10 rodzajéw ludzkich TLR,
w wiekszosci poznano ich miejsce w genomie i kazdy z nich wydaje sie odgrywaé kluczowa
role w aktywacji odpowiedzi immunologicznej na konkretny PAMP (tab. 1).

TLR2 byt pierwszym zaproponowanym receptorem endotoksyny bakterii gram
ujemnych - lipopolisacharydu (LPS; lipopolysaccharide) [44, 93]. LPS jest jednym z
silniejszych zwigzkow aktywujacych uktad immunologiczny i proces zapalny. Gdy LPS
znajdzie sie w krwioobiegu (nawet bez obecnosci samych bakterii), wywoluje silng
odpowiedz zapalna, a nawet objawy wstrzgsu septycznego trudnego w leczeniu [62],
Badania wykazaty jednak, ze u myszy znokautowanych (knock-out) pod wzgledem
genu dla TLR2 dochodzito do transdukcji sygnatu i aktywacji NF-kB po stymulacji
LPS-em [81]. Udowodniono tez, ze z kolei myszy C3H/HeJ z punktowa mutacja (P712H)
genu TLR4 mialy fenotyp odpowiadajacy za nizszg wrazliwos$¢ na LPS, identyfikujac
réwnoczesnie TLR4 jako produkt genu Lps. Wykazano réwniez, ze inne wieksze mutacje
genu TLR4 powodowaty podobny efekt po LPS jak u mysz C3H/HeJ [35]. W innych
badaniach udowodniono réwniez, ze TLR4 moze mediowaé aktywacje NF-kB w
komoérkach HEK293 po transfekowaniu ich wektorem z genem TLR4 [17], Ostatecznie
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ustalono, ze TLR4 jest gtbwnym receptorem LPS, czyli odpowiedzialny jest za
rozpoznanie przede wszystkim struktur bakterii Gram ujemnych, jednak do peinego i
efektywnego rozpoznania konieczna jest obecno$¢ dodatkowych czasteczek, takich
jak CD14 i MD-2 [54, 75]. TLR2 mediuje odpowiedZ na kwas lipotejchojowy,
peptydoglikan z bakterii Gram dodatnich i mykobakterii [57, 77]. DNA pochodzacy z
réznych mikroorganizmoéw zawiera motywy (brak metylacji wysp CpG DNA), ktore
sg rzadko spotykane u ssakOw i sg rozpoznawane jako obce. TLRO jest potrzebny in
vivo i in vitro do wyzwolenia reakcji zapalnej i objawy wstrzgsu septycznego w reakcji
na obcy DNA [11, 33]. Wykazano rowniez, ze myszy knock-out w TLR9 byty oporne
na wywotanie wstrzasu septycznego w odpowiedzi na bakteryjny CpG DNA [33].
Stwierdzono réwniez, ze w komérkach linii CHO (Chinese Hamster Ovary), ktore
transfekowano genem TLR5, dochodzi do aktywacji NF-kB w odpowiedzi na bakteryjne
z tg sktadowa [32], TLR3 zwigzanyjest z aktywacjg NF-kB w odpowiedzi na poly(l:C)
(podwdjna ni¢ wirusowego RNA) [5]. Najwiecej jednak jest danych na temat roli
TLR2 i TLR4 w odpowiedzi na patogeny. Istniejg przypuszczenia, ze TLRs moga
tworzy¢ funkcjonalne pary (homo- lub heterodimery) w interakcji z wkasciwym ligandem,
np. TLR4-TLR4, TLR2-TLR6, TLR1-TLR2 [25, 63], co wydaje sie mie¢ znaczenie w
lepszym rozpoznaniu wihasciwego patogenu. Wykazano, ze TLR6 i TLR2 kooperujgw
odpowiedzi na bakterie Gram dodatnie, zymosan, peptydoglikan, moduline [13,25,63].
TLRs moga réwniez by¢ rekrutowane do fagosomoéw [63, 84] i wtedy inicjuja whasciwg
odpowiedz immunologiczna.

Okazuje sie réwniez, ze Ugandami dla TLRs aktywujacymi odpornos¢ wrodzong moga
by¢ biatka gospodarza (tab. 2), co z punktu widzenia odpornosci wrodzonej, ktéra powinna
rozpoznawaé bezbtednie uktad swoj-obcy, wydaje sie do$¢ dziwne. Ligandami tymi sg
najczesciej biatka powstajace w czasie stresu komérkowego, uszkodzenia tkanek, martwicy
[12, 41], Fakt rozpoznania wiasnych
biatek staje sie jednak logiczny, jesli
uwzgledni sie nastepujace powody: 1)  TABELA 2. Gtéwne ligandy endogenne TLRs ssakow
w przypadku martwicy muszg by¢
uruchomione mechanizmy zapalne
celem naprawy i usunieciazmiany, 2)  TLR2 Produkty rozpadu martwych komérek [72]
biatka uwalniane w czasie wymie-
nionych stanéw (gtéwnie biatka szoku
cieplnego) wykazuja znaczng homo- 1 rg Kompleks chromatyna-1gG [50]
logie z biatkami pochodzacymi z niz-
szych organizmdw - sg silnie zacho-
wane w ewolucji (ryc. 3) petnigc bardzo wazng funkcje [41],

Nie ma natomiast obecnie danych na temat roli TLRs w embriogenezie cztowieka,
tak jak wykazano to u muszki owocowej.

TLR Ligand

TLR4  HSP60, HSP70, Gp96 [72, 85, 86]



550 M.J. SZCZEPANSKI, M. GORALSKI, I. MOZER-LISEWSKA, H. SAMARA,J. ZEROMSKI

1) Strept.pyogenes
2) Helicob.pylori
3) Drosoph.melanog.
4} Hus Hu3culus
5)Homo Sapiens

RYCINA 3. Przyktad ,,multiple alignment" wskazujacy na duzy konserwatyzm w ewolucji biatek szoku
cieplnego (sekwencje aminokwasowe Accession Numberw NCBI: 1) NP_269780.1; 2) NP_206909.1;
3) Pl 1146; 4) NP_112442.2; 5) XP_374403.1)

INTERAKCJE TLRs Z INNYMI BIALKAMI

Oprécz TLRs rozpoznajacych PAMPs, komérki syntezujg tez inne biatka
powierzchniowe lub rozpuszczalne, ktére rowniez moga rozpoznawaé¢ PAMPs, ale z
reguty nie sgw stanie same transdukowaé sygnatu do komérki. Uczestniczg one natomiast
w interakcjach z TLRs, utatwiajagc im rozpoznanie danego patogenu i lepsza interakcje
ligand-receptor.

CD14

Jest to biatko o masie 55 kDa, wystepuje gtdwnie na monocytach [90] i w mniejszym
stopniu na neutrofilach [8]. Wystepuje jako biatko btonowe mCD 14 (membrane CD14) i w
formie rozpuszczalnej sCD 14 (soluble CD 14). W btonie komorkowej zakotwiczonejest przy
pomocy fosfatydyloinozytolu. CD 14 petni tam funkcje czasteczki wigzacej gtownie LPS i
utatwiajacej dostep do TLR. Moze rowniez wigza¢ sie z innymi produktami mikroorganizméw,
takimijak: peptydoglikan, kwas lipotejchojowy, a takze z antygenami grzybow [6,47], mCD 14
okreslany byt wczesniej jako gtéwny receptor LPS, ale po odkryciu, ze mCD 14jest zakotwiczony
w btonie komdrkowej przez fosfatydyloinozytol i nie ma domeny cytoplazmatycznej, jasne
stato sie, ze nie moze transdukowac sygnatu do komérki. Dopiero odkrycie TLRs, ktore majg
domene przezbtonowai cytoplazmatyczna, zmienito poglad na gtéwny receptor PAMPs. sCD 14
wystepuje w surowicy krwi w stezeniu 1-3 pg/ml [3]. Wykazano, ze sCD14 bierze udziat w
odpowiedzi na LPS tych komorek, ktére nie wykazujg ekspresji mCD14 (np. komdrki
$rddbtonka) i wtedy mogauczestniczy¢ w produkcji cytokin prozapalnych w przebiegu wstrzasu
septycznego. Stad logiczne wydaje sig, ze u chorych we wstrzasie septycznym wzrost stezenia
sCD 14 wigzat sie ze zwiekszongumieralnoscig [48]. Niejestjednakjasne, czy sCD 14 wptywa
na patomechanizm wstrzgsu septycznego, czy raczej prezentuje ciezkos¢ choroby. Wykazano
bowiem na modelu mysim, ze rekombinowany sCD 14 byt w stanie redukowac $miertelnosé
nawet, jesli byt podany po iniekcji LPS [28]. Prawdopodobnejest, ze sCD 14 moze wykazywaé
rézny efekt w zaleznosci od dawki.

MD-2

Jest to glikoproteina o masie 20-30 kDa bez domeny przezbtonowej i funkcjonujaca
jako biatko wydzielnicze. Moze jednak uczestniczy¢ w interakcjach z zewnatrz-
komoérkowa domeng TLR4 wzmacniajac indukowang za pomoca LPS odpowiedz
immunologiczna.
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LBP

Biatko wigzace LPS (LBP; LPS Binding Protein). Jest to biatko osocza o masie 60
kDa, ktore mediuje odpowiedz na LPS [76, 82], Nalezy do biatek ostrej fazy i
produkowane jest przez watrobe. Podanie LBP drastycznie zwieksza wrazliwos¢
komorek CD 14+ na stymulacje przez LPS. Wykazano, ze LBP ulatwia wiazanie do
CD 14, jego koniec -NH2 odpowiedzialny jest za wigzanie LPS, a koniec -COOH za
transfer LPS do CD 14 [1], Dodatkowe badania wykazaty, ze LBP kooperuje rowniez
z lipoproteing osocza o duzej gestosci HDL (High Density Lipoprotein), gdzie przenosi
LPS do kompleksu HDL i tam LPS jest funkcjonalnie unieczynniany [91], Wykazano
réwniez, ze duze stezenie LBP obniza in vivo aktywno$¢ LPS i moze chroni¢ przed
wstrzgsem septycznym wywotanym przez bakterie Gram ujemne [46]. Podsumowujac,
LBP dziata dwojako: wzmacniajgc odpowiedz na LPS, jak i neutralizujac jego
aktywnos¢ biologiczna. Wykazano, ze stosunek LBP:LPS determinuje konkretny efekt,
tj. aktywacje monocytow [46] lub inaktywacje LPS w wyniku transferu do HDL [91].

CDIIb/CD18

Jest to biatko (integryna) z rodziny czasteczek adhezyjnych zawierajacych wspélng
podjednostke beta i unikatowg podjednostke alfa. Wykazano, ze integryny moga wigzac
sie z nieopsonizowanymi bakteriami i LPS [37]. Czes¢ cytoplazmatycznaCDI [ b/CD 18
odpowiedzialna jest za takie funkcje jak fagocytoza, ale nie za transdukcje sygnatu.
Wykazano, ze mutanty w CD 11 b/CD 18 bez domeny cytoplazmatycznej nie byty w stanie
intemalizowac bakterii Gram ujemnych, ale nadal byty w stanie reagowa¢ na indukowang
przez LPS aktywacje komorek [36]. Mozna wnioskowaé, ze CDI 1 b/CD 18 moze petnié
podobna funkcjejak CD 14, czyli przenosi LPS do drugiego receptora, ktory jest w stanie
transdukowa¢ sygnat do komérki. Takimi receptorami mogaby¢ TLRs.

TRANSDUKCJA SYGNALU PRZEZ TLRs

TLRs mogaby¢ zaliczone do nadrodziny biatek receptora typu | dla interleukiny 1 (IL-
1RI), poniewaz wykazujg wysoka homologie z IL-1RI w regionie cytoplazmatycznym na
dtugosci okoto 200 aminokwaséw. Z tego wzgledu nazwano ten region domeng TIR
(Toll/IL-IR domain). Region homologii w domenie TIR jest ograniczony do trzech
konserwowanych kaset zawierajgcych aminokwasy krytyczne dla transdukcji sygnatu.
W przeciwienstwie do regionu cytoplazmatycznego, czes¢ zewnatrzkomérkowa wykazuje
znaczne roznice. Domena zewnatrzkomoérkowa TLRs zawiera liczne powtorzenia
leucynowe (LRR) dtugosci od 24 do 29 reszt aminokwasowych poprzedzielanych innymi
aminokwasami, ale uktadajgce sie w motyw xxLxLxx. Uwaza sie, ze domena LRR jest
bezposrednio zaangazowana w rozpoznanie roznych patogendw [4],

Transdukcja sygnatu przez IL-1R i rodzine receptoréw Toll-podobnych przebiega
przy zaangazowaniu wielu biatek, takich jak MyD88; kinaz IRAK (IL-IRI-associated
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RYCINA 4. Transdukcja sygnatu mediowana przez TLR (wg Akira Shizuko 2003, zmodyfikowane),
opis w tekscie

protein kinases 1,2,4,M); kinazy TAKI (TGF-beta-ActivatedKinase), biatka wigzace
kinaze TAKI, czyli TAB1 (TAKI-binding protein 1) i TAB2; czynnik zwigzany z
receptorem czynnika martwicy nowotworu, czyli TRAF6 (Tumor necrosis factor
Receptor-Associated Factor 6), Tollip (Toll Interacting Protein) [4], Ogoélnie
akceptowany przebieg transdukcji sygnatu IL-1R/TLR pokazano na rycinie 4.
Pobudzenie IL-1R lub TLR powoduje, ze czasteczka adaptorowa MyD88 wigze sie
z kompleksem receptorowym i w nastepstwie tego dochodzi do asocjacji z kinazami
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IRAK-4 i IRAK-1 Warto doda¢, ze MyD88 oprocz domeny TIR ma ,,domene Smierci”
FADD [Fcis-associated Death Domain], ktérg moze indukowaé apoptoze w drodze
kaspazo-zaleznej. Podczas tworzenia tego kompleksu, IRAK-4 sam ulega aktywacji, a
nastepnie aktywuje IRAK-1 przez jego fosforylacje, co z kolei indukuje interakcje
TRAF6 z kompleksem receptorowym. Potgczenie 1IRAK-4/IRAK-1/TRAF6 powoduje
pewne zmiany konformacyjne w tych czynnikach i w wyniku tego dochodzi do odtgczenia
sie ich od kompleksu receptorowego. Nastepnie kompleks IRAK-4/IRAK-1/TRAF6
wchodzi w interakcje w btonie komdérkowej z innym kompleksem sktadajgcym sie z
TAKI, TAB! i TAB2, przez co TAB2 i TAKI ulegajg fosforylacji, co z kolei powoduje
ich translokacje razem z TRAF6 i TAB | do cytozolu. Nastepnie TAKI jest w cytoplazmie
znowu aktywowany, co z kolei prowadzi do aktywacji kompleksu kinazy 1kB (1KK).
Nieaktywny IKK wigze NF-kB w cytoplazmie, ale jego aktywacja powoduje fosforylacje
i degradacje inhibitora biatkowego IkB, co w konsekwencji doprowadza do uwolnienia
NF-kB. Aktywacja TAKI powoduje réwniez aktywacje kinaz MAP i JNK [4, 10].
Uwolniony NF-kB wnika do jgdra komdrkowego i po przytaczeniu w miejscach
promotorowych indukuje transkrypcje mRNA gtéwnie dla cytokin prozapalnych, IL-
12, czastek kostymulujacych B7.1 i B7.2, antygenéw gtéwnego kompleksu zgodnosci
tkankowej obydwu klas [9, 58].

ROLA MYD88 W TRANSDUKCJI SYGNALU PRZEZ TLRs

MyD88 (MyeloidDifferentiation 88) byt pierwotnie wyizolowany z komérek biataczki
szpikowej M jako czynnik indukujacy réznicowanie komaérek w makrofagi po indukcji
przez IL-6 [55]. Ludzki MyD88 zbudowany jest z 296 aminokwasow (Accession Number
w NCBI: NP_002459), zawiera N-koncowa,,domene $mierci” oddzielona od C-koncowej
domeny TIR sekwencjg okoto 50 aminokwaséw (ryc. 5). MyD88 petni kluczowsa role w
transdukcji sygnatu przez TLRs. U myszy z niedoborem MyD88 wykazano kompletny
brak reakcji na stymulacje IL-1 i innymi cytokinami powigzanymi z 1L-1R (IL-18) [2],
dodatkowo makrofagi pozbawione MyD88 byly catkowicie niewrazliwe na LPS,
peptydoglikan, lipoproteiny, CpG DNA, flageliny bakteryjne [4], Wykazano jednak, ze
moze istnie¢ droga transdukcji sygnatu niezalezna od MyD88, poniewaz u makrofagéw
z deficytem MyD88 dochodzi do aktywacji kinaz MAP i NF-kB, ale zachodzi to ze
znacznym opdznieniem ijest to proces o mniejszym nasileniu [43].

RYCINA 5. Domeny w 296 aminokwasowym MyD88 znalezione w NCBI Conserved Domain Summary
- Accession Number NP_002459; “domena smierci” (death) i domena TIR
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ROLA TLR W INDUKCJI NABYTEJ ODPOWIEDZI
IMMUNOLOGICZNEJ

Indukcja nabytej komoérkowej odpowiedzi immunologicznej wymaga prezentacji
odpowiednio przetworzonych peptydéw antygenowych limfocytom T. Kluczowg role
odgrywaja tu komorki prezentujgce antygen (APC). Do APC zalicza sie gtéwnie komorki
dendrytyczne i makrofagi. Ekspresja TLR ma miejsce przede wszystkim na tych komdrkach
i wydaje sig, ze ma to swdj gteboki sens. TLR pobudzone przez PAMPs uruchamiaja
bowiem program dojrzewania komorek dendrytycznych (DC; Dendritic Celi). Manifestuje
sie to wzrostem ekspresji antygendw MHC klasy | i 11, czastek kostymulujacych, a takze
ekspresjg w tych komérkach cytokin prozapalnych, takich jak IL-1 i TNF-a. Ma to
zasadnicze znaczenie dla powstania swoistej odpowiedzi na napotkane antygeny. Tylko
dojrzate komérki dendrytyczne moga skutecznie stymulowac limfocyty, ktére nie miaty
uprzedniego kontaktu z antygenem (naiwne) i odbywa sie to przy wspétudziale CD40
[24, 59]. Natomiast zwigkszona ekspresja czasteczek kostymulacyjnych na APC, takie
jak CD80 i CD86, warunkuje jakos¢ prezentacji i powoduje, ze powstata synapsa
immunologiczna (miedzy limfocytem T i APC) jest trwala.

Limfocyty CD4+ (pomocnicze - helper) pod wptywem sygnatéw z APC réznicujg
sie w komorki Th ! warunkujace odpowiedz komoérkowa i w Th2 stymulujgce produkcje
przeciwciat. Rola TLR w sterowaniu tymi dwoma typami odpowiedzi nie jest w petni
wyjasniona. Zjednej strony wiadomo, ze w ustroju istniejg co najmniej 3 rodzaje komorek
dendrytycznych: limfoidalne, mieloidalne i plazmocytoidalne, roznigce sie pocho-dzcniem,
lokalizacja, a takze ekspresjg TLR. Z drugiej strony, dla indukcji odpowiedzi Thi
konieczna jest znaczna produkcja cytokiny IL-12 przez komorki dendrytyczne i wiele
ligandéw TLR, takich jak LPS, peptydoglikan czy kwas lipotejchojowy, stymulujg te
produkcje. Okazato sie, ze poszczegdlne rodzaje komoérek dendrytycznych réznig sie
ekspresjg TLR7 i TLR9 [39, 42]. Plazmocytoidalne DC nie wytwarzajg IL-12,
prawdopodobnie z powodu braku ekspresji TLR7, co moze kierowa¢ odpowiedZ w
strone Th2. Nie jest to jednak przekonywujace, gdyz catkowite wylgczenie biatka
adaptorowego MyD88 u myszy znokautowanych pod wzgledem odpowiedniego genu
znosi catkowicie odpowiedz Thl, ale nie narusza odpowiedzi Th2, co sugeruje inng
droge aktywacji tej ostatniej [74], Przypuszcza sig, ze szlak Th2 moga indukowaé
receptory inne niz TLR. Wiadomo bowiem, ze oprécz TLR istnieje cata grupa tzw.
receptorow rozpoznajgcych wzory (PRR; Pattern Recognition Receptors) czynnych w
odpornosci naturalnej, takich jak: lektyny typu-C, receptory zmiatacze, pentraksyny i
inne [21]. Istniejajednak dane sugerujace roleTLR4 w rozwoju odpowiedzi typu Th2.
Dabbagh i wsp. wykazali, ze myszy knock-out pod wzgledem TLR4 w odpowiedzi na
LPS miaty uposledzong reaktywno$¢ Th2 wyrazong w zmniejszonej produkcji takich
cytokin, jak IL-4 i IL-5 [19]. Towarzyszyttemu spadek ekspresji molekuty CD86 (B7.2)
na komdrkach dendrytycznych. Natomiast inni autorzy wykazali, ze LPS indukuje
antygenowo-swoistg odpowiedz IgE [40, 87] i eozynofilie ptucna. Brak jest danych o
roli TLR w aktywacji szlaku Th2 u cztowieka.
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MOZLIWA ROLA TLR W PATOLOGII LUDZKIEJ

Uraz

Znaczny stopien urazu organizmu prowadzi do istotnego wzrostu ekspresji TLR2 i
TLR4 na krwinkach biatych juz pojednym dniu od zadziataniu czynnika uszkadzajgcego.
Towarzyszy temu wzrost produkcji cytokin prozapalnych IL-ip, IL-6 i TNF-oc [65].

Posocznica

Rozwdj posocznicy jest uwarunkowany nie tylko liczba i wirulencjg bakterii, ale
takze nadmierng sygnalizacja przez receptory Toll-podobne, zwiaszcza TLR4 [49].
Istniejg préby, na razie na materiale doswiadczalnym, przerwania przekazywania sygnatu
przez TLR w celu zahamowania rozwoju choroby. Myszy pozbawione IRAK-4, biatka
bioragcego udziat w przekazywaniu sygnatéw TLR, okazaty sie odporne na latentne
dawki LPS [78]. Podobna odpornos$é wykazywaty myszy pozbawione molekuty CD 14
[29], a takze kroliki otrzymujace przeciwciata monoklonalne anty CD 14 [73].

Autoimmunizacja

Istnieja przestanki pozwalajace sadzi¢, ze TLR mogaw pewnych warunkach indukowac
powstawanie autoprzeciwciat. W reumatoidalnym zapaleniu stawéw powstajg niekiedy
przeciwciata przeciw DNA. Ttumaczy sie to r6znicg w metylacji regionéw CpG DNA
bakteryjnego (prokariota) i kregowcéw (eukariota). Metylowane CpG DNA kregowcow
sg zasadniczo nieimmunogenne, podczas gdy CpG bakterii majag te wiasciwos¢ i sg
rozpoznawane przez TLR9. Natomiast w przebiegu choréb autoimmunizacyjnych
samoistnie, a takze wskutek leczenia, dochodzi do spadku metylacji DNA. Ponadto
kompleksy immunologiczne zawierajagce miedzy innymi bakteryjny DNA moga
stymulowaé komorki B zjednej strony przez aktywacje receptora dla antygenu, a z drugiej
przez pobudzenie TLR9Y, ktéry wystepuje konstytutywnie na limfocytach B [45,69,94],

Przewlekite choroby zapalne jelit

Choroba Lesniowskiego-Crohna i wrzodziejgce zapalenie jelita grubego uwazane sg
za schorzenia, w przebiegu ktorych dochodzi do nadmiernej reakcji obronnej przeciwko
florze bakteryjnej jelita. Czesto towarzysza temu wyktadniki autoimmunizacji, jak np.
autoprzeciwciata przeciw cytoplazmie granulocytow typu pANCA, a takze inne. Nabtonek
pokrywajacy od $wiatta Sciane jelita jest niemal catkowicie pozbawiony ekspresji TLR.
Natomiast w odcinkach jelita zajetych przez chorobe nabtonki wykazujg silng ekspresje
TLR4 i prowadzi to do aktywacji NF-kB w odpowiedzi na LPS in vitro [14, 15].

Choroby watroby

Hepatocyty wykazujg ekspresje niemal wszystkich TLR, od TLR1 do TLR9, co
prawdopodobnie jest odbiciem ich reaktywnosci na spektrum antygendw pokarmowych
docierajgcych do watroby drogg zyty wrotnej. W marskosci watroby dochodzi do
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znacznego wzrostu ekspresji TLR.4 i TLR2 na komorkach jednojadrzastych krwi.
Towarzyszy temu wzrost poziomu endotoksyn, TNF-ai TNF-R w surowicy krwi, a takze
LPS i CD 14 [56, 70]. LPS stymuluje komorki Browicza-Kupffera i komorki gwiazdziste
watroby. Oba rodzaje komoérek maja ekspresje TLR2 i TLR4. Stymulacja komorek
gwiazdzistych przez LPS via TLR4 prowadzi do dziatania fibrogennego w watrobie [64],

Nowotwory

Jednym z najwazniejszych zadan w immunoterapii nowotwordéw jest wywolanie
wzmocnienia odpowiedzi przeciwnowotworowej gospodarza. Ostatnie badania sugeruja,
ze transdukcja sygnatu mediowana przez TLR moze mie¢ duze znaczenie w odpowiedzi
przeciwnowotworowej uktadu odpornosciowego. Azuma i wsp. wykazali, ze komorki
dendrytyczne znacznie szybciej dojrzewajgi produkujgTNF-oc pod wptywem przytaczenia
do TLR2 i TLR4 fragmentow $ciany komdrkowej bakterii gruzlicy [7]. Wykazano, ze te
ligandy znaczaco wzmachiaty odpowiedZ cytotoksyczna limfocytéw Tc i makrofagéw
przeciw komdrkom nowotworowym w wyniku lepszej prezentacji antygenéw. Inne badania
na modelu mysim wykazaty, ze dojrzate komoérki dendrytyczne uczulone in vitro antygenem
zwigzanym z nowotworem i nastepnie podane w okolicy raka jelita grubego razem z
bakteryjnym CpG DNA powodowaly, ze tolerancja immunologiczna na nowotwor zostata
odwrécona i guz zostat efektywnie wyeliminowany [30],

UWAGI KONCOWE

Uktad receptoréw Toll-podobnych, kluczowy element odpornosci naturalnej, jest
wcigz zagadnieniem nowym w immunologii, ale dotychczasowe dane wskazuja najego
wielkie i dotad niedocenione znaczenie. Obecnos¢ TLR na komoérkach ustroju pozwala
bowiem na wczesng sygnalizacje zagrozenia infekcja i eliminacje patogenow jeszcze
przed powstaniem odpowiedzi nabytej, przynajmniej w czesci przypadkoéw. Petni rowniez
wazng funkcje w inicjowaniu procesOw zapalnych i naprawczych w przypadku
uszkodzenia komodrek/tkanek. Konserwatywny charakter TLR zachowany takze u
Naczelnych wskazuje na bezwzgledna potrzebe jego istnienia.

Zwigzki uktadu odpornosci wrodzonej z indukcja odpowiedzi immunologicznej
nabytej, a nawet mozliwosci jej sterowania, otwierajgnowe perspektywy w immunologii.
Dane doswiadczalne sugeruja, ze zastosowanie agonistow i/lub antagonistéw TLRs, a
takze rozpuszczalnych form tych receptoréw moze by¢ uzyteczne w patologii ludzkiej.
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MOZGOWE NACZYNIA KAPILARNE.
ULTRASTRUKTURALNE WYKEADNIKI PROCESOW
ANGIOGENEZY

BRAIN CAPILLARIES. ULTRASTRUCTURAL MANIFESTATION
OF ANGIOGENESIS

Matgorzata FRONTCZAK-BANIEWICZ i Michal WALSKI

Zak¥ad Ultrastruktury Komorki, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im
M. Mossakowskiego PAN, Warszawa

Streszczenie: W artykule opisano cechy morfologiczne naczyn kapilarnych w okolicy barierowej i bezbariero-
wej mdzgu. Przedstawiono réwniez na poziomie ultrastrukturalnym przyktady nowoformowanych naczyn,
ktore powstajg wedtug dwoch réznych mechanizméw oraz z udziatem macierzystych komaérek srédbtonko-
wych. Obserwacje morfologiczne znajdujg potwierdzenie w badaniach immunocytochemicznych.

Stowa kluczowe: naczynia kapilarne, ultrastruktura, angiogeneza, macierzyste komorki srodbtonkowe.

Summary: The morphological features of microvessels in barrier competent and barrier free regions of
brain arc described. Some examples of new vessel formation arc presented on ultrastructural level.
New vessel formation comprises two different mechanisms: endothelial sprouting and intussusceptive
microvascular growth. Recently, intensive studies are evaluated on endothelial progenitors participa-
tion in new vessel formation. We present samples of new formed blood capillaries. Immunocytochemi-
cal ultrastructural studies additionally confirmed our morphological observations.

Key words: brain capillaries, ultrastructure, vasculogencsis, angiogenesis, progenitor endothelial cell.

WSTEP

Kiedy Leonardo da Vinci prowadzit rozwazania na temat mechanizméw formowania
serca i ukladu krazenia, mogt jedynie poprzez analogia poréwnywacé te procesy ze
znanymi juz wczesniej. Stwierdzit wiec, ze uktad naczyniowy rozwija sie podobnie jak
drzewo z nasiona, ktérym jest serce. Tworzy ono bogatg sie¢ naczyniowg i pien z
wieloma odgatezieniami, ktorymi sgaorta i tetnice. Znaczna cze$¢ uktadu krwiono$nego
zostaje uformowana, zanim nastapi pierwsze uderzenie serca. Chociaz ,,wypuszczanie
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nowych pedéw” od istniejacych naczyn krwionosnych jest rzeczywiscie gtébwnym
mechanizmem formowania nowych naczyn krwionosnych, nazywanym angiogeneza,
to obecnie znane sg réwniez inne mechanizmy. W dojrzatym organizmie w odpowiedzi
na sygnat naczynia krwionosne powstajg z naczyn uformowanych w czasie rozwoju
embrionalnego oraz w okresie pourodzeniowym.

W pracy podsumujemy gtéwne informacje zwigzane z formowaniem nowych naczyn,
a takze na mikrofotografiach elektronowych przedstawimy cechy morfologiczne
wszystkich elementow naczynh oraz zmiany, jakim ulegajg w trakcie ich formowania w
parenchymie mdzgowej.

BUDOWA ULTRASTRUKTURALNA KAPILAR MOZGOWYCH

Naczynia kapilarne osrodkowego uktadu nerwowego zbudowane sg z pojedynczej
warstwy komorek Srodbtonka otoczonej od zewnatrz btong podstawng i elementami
przydanki [32], Btona wewnetrzna utworzona z komorek srodbtonkowych nie zawiera
widknistych elementdw gcznotkankowych, natomiast w przydance naczyn kapilarnych
moga wystepowac nieliczne komorki miesni gtadkich.

W obrazie mikroskopowo-elektronowym naczyrn wiosowatych ich Swiatto wyscielone
jest pojedynczg warstwa ptaskich komorek srodbtonka, ktérych dluga o$ utozona jest
réwnolegle do kierunku krwi ptynacej w naczyniu. Powierzchnia luminalna komérek
Srédbtonka wykazuje nieliczne uwypukleniai zagtebienia. Gtadkapowierzchnig abluminalng
komdrek srodbtonkowych otacza lita, miejscami rozgateziona btona podstawna, zbudowana
z bezpostaciowej substancji o umiarkowanej gestosci elektronowej. W rozgatezienia btony
podstawnej wnikajg wypustki komdrek srédbtonka i pericyty. Sasiadujace komorki
srédbtonka tworzg potaczenia desmosomalne, wytwarzajac tzw. zespolenia Sciste,
catkowicie nieprzepuszczalne dla substancji wielkoczgsteczkowych i wysoce ograniczajace
przechodzenie substancji niskoczgsteczkowych. Stanowig one istotny element
morfologiczny bariery krew-mozg [3, 18]. Cechg wyrdzniajaca $rédbtonki naczyn
wiosowatych kory mézgowej jest obecnosé scistych potaczen.

Komorki srodbtonka w obrazie mikroskopowo-elektronowym wykazujg obecnosé
typowych organelli komérkowych. Ich sptaszczone, owalne jadra zawierajg obfitg
elektronowo-gestgheterochromatyne, z wyrazng agregacja na obwodzie $ciany jgdrowe;j
oraz euchromatyne tworzacg jasne przestrzenie i stanowigcg gtowng czes¢ plazmy
jadrowej. W cytoplazmie wystepuja sptaszczone kanaty siateczki srédplazmatycznej
ziarnistej. Z zewnetrzngpowierzchnia otoczki jadrowej, jak rowniez z kanatami siateczki
zwigzane rybosomy o $rednicy okoto 20 nm. Obok rybosomoéw zwigzanych z btonami
siateczki $rodplazmatycznej wystepuja one takze w postaci wolnej w cytoplazmie
podstawowej. W strefie przyjadrowej cytoplazmy komérek srédbtonkowych znajduja
sie takze cysterny Golgiego oraz mitochondria. Elementy szkieletu plazmatycznego w
rutynowych badaniach ultrastrukturalnych nie sgwidoczne. Komorki srodbtonka naczyn
kapilarnych osrodkowego uktadu nerwowego wyrdzniajg sie ponadto mata liczebnoscig
pecherzykow pinocytamych.
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Do elementéw budujgcych Sciany naczyn kapilarnych mézgu zaliczane sg takze
pericyty. Tworzg one populacje komorek przynaczyniowych znajdujacych sie miedzy
blaszkami btony podstawnej. Btona podstawna oddziela pericyty od komorek
srodbtonkowych, a z drugiej strony od wypustek przynaczyniowych astrocytow. Pericyty
sg heterogenng populacja komérek wykazujaca specyfike zalezng od rodzaju tkanki i
od rodzaju naczynia [2], Wypustki cytoplazmatyczne pericytéw stanowig dla komérek
srédbtonkowych naczynh kapilarnych mézgu strukturalne rusztowanie. W ich wnetrzu
widoczne sg pojedyncze filamenty wchodzace w skiad szkieletu plazmatycznego [23].

W przestrzeni okotonaczyniowej znajdujg sie komorki, ktore sg w kontakcie z
abluminalng powierzchnia naczyn krwionosnych, ale od komdrek $rédbtonkowych
oddzielone pozostajg blaszkg podstawng. Uwaza sie, iz majg one wptyw na zmiany
funkcjonalne komérek srodbtonkowych. Do grupy tej nalezg komérki przynaczyniowe
o morfologii komoérek fagocytamych [43]. Wykazano, iz ta populacja fagocytéw moze
uwalnia¢ cytokiny i enzymy proteolityczne [39]. Inna grupe stanowi subpopulacja
przynaczyniowych makrofagéw majacych w cytoplazmie liczne piankowate fago-
lizosomy. Komorki te produkujg i wydzielajg proteazy biorgce udziat w degradacji
macierzy zewnatrzkomérkowej [6],

Istotnym elementem budowy naczyn kapilarnych w osrodkowym uktadzie nerwowym
jest blaszka podstawna. Jest to warstwa macierzy zewnatrzkomorkowej wystepujaca
na granicy komorek srodbtonka naczyn krwionosnych, oraz przynaczyniowych wypustek
astrocytéw. Elementy sktadowe bton podstawnych sg wytworem komorek srédbton-
kowych, pericytéw i przynaczyniowych wypustek cytoplazmatycznych astrocytéw [16,
45, 38, 11]. Zbudowana jest z materiatu ziamisto-wtokienkowatego, utozonego w trzy
warstwy. Pomiedzy dwiema elektronowo-jasnymi warstwami brzeznymi znajduje sie
elektronowo-gesta warstwa zbudowana z delikatnych wtokienek. Blaszke jasng przylegta
do btony plazmatycznej komoérek srodbtonka tworzy, zbudowany gtdwnie z proteo-
glikanow, glikokaliks. Potozona ponizej blaszki jasnej elektronowo-gesta, ziamisto-
wioknista warstwa zbudowana jest z kolagenu typu IV oraz glikoprotein, takich jak
fibronektyna i laminina [32].

Przenoszenie sygnatu miedzy komdérkami $rodbtonkowymi i btong podstawng lub
macierzg zewnatrzkomarkowg odbywa sie za posrednictwem integryn. Nastepuje to w
mechanizmie reorganizacji cytoszkieletu, a tym samym zmiany ksztattu komérki [10,
19]. Komérki srodbtonkowe majg na swojej powierzchni receptory integrynowe, ktére
rozpoznajg wiekszos¢ elementéw sktadowych btony podstawnej. Uwaza sig, iz sposrdod
receptoréw integrynowych tylko oclJ3, rozpoznaje wszystkie biatka macierzy zewnatrz-
komorkowej [14].

Wracajac do morfologii naczyn kapilarnych nalezy podkresli¢, ze nie we wszystkich
strukturach osrodkowego uktadu nerwowego charakteryzuja sie one posiadaniem
srédbtonka typu ciggtego. W okolicach, w ktérych nie ma uktadu barierowego miedzy
komorkami $rodbtonkowymi, brak jest potagczen desmosomalnych. Nalezg do nich:
nerwowa czes$¢ przysadki moézgowej, splot naczyniéwkowy, szyszynka oraz niektore
ugrupowaniajader podwzgdrza, a takze pole najdalsze w dnie komory czwartej. Sciana
wiekszosci naczyn kapilarnych nerwowej czesci przysadki jest cienka, ajej ksztatt jest
nieregularny. Komorki srédbtonka spoczywajgna cienkiej btonie podstawnej i lezacej
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pod nig szerokiej warstwie macierzy zewngtrzkomorkowej. W wiekszosci naczyn
wihosowatych nerwowej czesci przysadki mézgowej miedzy komorkami srodbtonka nic
obserwuje sie zespolen $cistych. Od bton plazmatycznych komoérek srodbtonka naczyn
kapilarnych nerwowej czesci przysadki mézgowej odcinane sg liczne réznej wielkosci
pecherzyki pinocytame. Uwaza sie, iz okienkowaty srodbtonek umozliwia zwiekszong
przepuszczalno$¢ czasteczek o niskiej masie. Oprécz komoérek srodbtonka i btony
podstawnej $ciane naczyn budujg pericyty oraz inne komorki przynaczyniowe.

W ostatnich latach coraz czeSciej zwraca sie uwage na istotng role srédbtonka naczyn
zaréwno w procesach fizjologicznych, jak i w patologii wielu stanéw chorobo-wych [13,
40]. W mdzgu Srédbtonek naczyn kapilarnych stanowiacy sktadowa bariery krew-mozg,
petni szczegblng role zwigzang ze stworzeniem $rodowiska dla prawid-towego
funkcjonowania wszystkich elementoéw tkanki nerwowej bedac kluczowym regulatorem
homeostazy w osrodkowym uktadzie nerwowym. Prawidtowo funkcjo-nujgce komdrki
$rodbtonka utrzymujgrownowage w uktadzie naczyniowym, a takze biorgudziat w regulacji
procesow, takich jak: kurczliwo$¢ i rozszerzanie naczyn [41], przyleganie elementow
morfotycznych krwi [9,24,30], w procesach wykrzepiania [37,33] oraz promocji wzrostu
np. komdrek miesniowych w trakcie rozwoju miazdzycy naczyn [41,29,30].

Niezwykle istotna okazata sie wspotzaleznos¢ miedzy komorkami Srodbtonkowymi
i btong podstawna lub macierzg zewnatrzkomérkowa. Interakcje komorek srédbton-
kowych naczyn kapilarnych z komponentami macierzy zewnatrzkomorkowej,
sgsiadujgcymi komaorkami, a takze odpowiedZ komorek srédbtonkowych na autokrynne
i parakrynne czynniki wzrostowe odgrywajg istotng role w czasie rozwoju ukiadu
naczyniowego w utrzymaniu prawidtowej struktury i funkcji kapilar [8].

Przenoszenie takich informacji czesto wymaga przykomadrkowej, kontrolowanej
proteolizy blony podstawnej i macierzy zewnatrzkomorkowej. W procesach proteolizy
zaangazowanych jest wiele klas enzymow. Wsrod nich znaczng role odgrywaja
metaloproteazy [6,31 ]. Badania ostatnich lat wykazaty udziat metaloproteaz w patogenezie
wielu choréb uktadu nerwowego w procesach przebiegajgcych z uszkodze-niem bariery
krew-mozg [20]. Przyktadem tej patologii jest wewngtrzmozgowe krwawienie, ischemia,
zawal mozgu, a takze choroby zwigzane z procesami zapalnymi, takie jak: stwardnienie
rozsiane i eksperymentalny model stwardnienia rozsianego (EAE). Udzial metaloproteaz
wykazano réwniez w procesach towarzyszacych wzrostowi nowotworéw [31],

W odpowiedzi na czynnik uszkadzajacy, stan zapalny lub czynniki angiogeniczne
komorki $rédbtonka naczyn kapilarnych uczestnicza w degradacji bton podstawnych,
proliferujgoraz migrujg do przestrzeni pozanaczyniowej biorac udziat w formowaniu
nowych naczyn [7]. Liczebno$¢ nowo utworzonych naczyn kapilarnych moze by¢
wskaznikiem wczesnych proces6w naprawczych.

FORMOWANIE NACZYN

Pierwotny splot naczyniowy powstaje z prekursorowych komérek srédbtonkowych
(angioblastow), ktére wywodzg sie z mezodermy i ulegajg réznicowaniu w $cistym
sasiedztwie komoérek, ktére dadza poczatek liniom komérek krwi. Scisty kontakt i
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zalezno$¢ miedzy komorkami $rédbtonkowymi i komdrkami krwi potwierdza tez
istnienie wspdlnego progenitora - hemangioblastu. Proces r6znicowania angioblastu
i powstanie pierwotnego splotu naczyniowego zwane jest waskulogenezg [35, 44]
(ryc. 1). Odtad wszystkie powstajgce naczynia wywodzg sie z pierwotnego splotu
naczyniowego i powstajg poprzez migracje komérek srédbtonkowych w procesie
zwanym angiogeneza. W rzeczywistosci, wiekszo$¢ naczyn krwionosnych zarodka
powstaje w procesie angiogenezy. Angiogenezajest rowniez gtébwnga drogg formowania
naczynh w dorostym organizmie. Dojrzewanie uktadu naczy-niowego obejmuje tworzenie
Swiatta naczynia, powstawanie matych i duzych naczyn, rekrutacje przynaczyniowych
komorek podporowych oraz proces niszczenia nadmiaru powstatych naczyn (remode-
lowanie naczyn) [36],

Naczynia krwiono$he mézgu powstajgw trakcie procesu angiogenezy, gdyz angioblasty
migrujg w okolice gtowy, aby
utworzy¢ okotonerwowy splot
naczyniowy, ktory oplata mézg.
Wywodzace sie z tego splotu
kapilary przenikaja w giab
neuroektodermy w okreslonym
okresie rozwoju embrionalnego
(np. u szczura ma to miejsce
okoto 11 dnia zycia zarodka), a
proces nazywany jest wew-
natrzmoézgowym unaczynia-
niem [33]. Nastepnie rozpo-
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przynaczyniowymi. W regulacji tych proceséw kluczowa role petni naczyniowy
srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) oraz jego receptory VEGFR-1, VEGFR-2 i
VEGFR-3, ktére nalezg do rodziny kinaz tyrozynowych [33, 5, 12]. Zwigzanie VEGF
przez receptory VEGFR-2 (FLK-1) powoduje zmiane w morfologii komorki
srodbtonkowej oraz indukuje jej podziaty [15,22]. Receptory Flk-1 wystepujg na
komorkach srodbtonkowych juz we wczesnym rozwoju i uwazane sg za markery
macierzystej komorki srédbtonkowej.

MECHANIZMY ANGIOGENEZY

Po utworzeniu pierwotnego splotu naczyniowego nastepuje dalsze namnazanie komorek
Sradbtonkowych i nowe naczynie kapilarne powstaje przez migracje komorek srodbtonkowych
ze $ciany naczynia macierzystego (sprouting angiogenesis') lub przez jej podziat w Scianie
naczynia macierzystego i tworzenie mostka (non-sprouting angiogenesis) [4, 17, 43].

Uwolnienie komorki Srddbtonkowej ze Sciany naczynia mozliwe jest dzieki proteolitycznej
degradacji macierzy zewnatrzkomérkowej. Migrujace i namnazajace sie komorki srédbtonkowe
tworza $wiatto nowego naczynia, ktdre ulega nastepnie dojrzewaniu i przebudowie (ryc. 2).

Tworzenie nowych naczyn w obrebie naczyn juz istniejacych nastepuje przez podziat
komérek srodbtonkowych w $cianie naczynia (ryc. 3). W nastepnym etapie dochodzi
do wytworzenia macierzy zewnatrzkomérkowej w poblizu tak powstajgcego mostka,
co w konsekwencji doprowadza do uformowania nowego naczynia kapilarnego.
Formowanie nowych naczyn wedtug tych mechanizmow nastepuje w czasie tworzenia
sieci naczyniowej takich narzadéw, jak ptuca i serce.

Badania ultrastrukturalne w transmisyjnym mikroskopie elektronowym pozwalajg
wykazaé cechy morfologiczne zaréwno komérek srédbtonkowych, jak i pozostatych
elementow strukturalnych naczyn w czasie angiogenezy. Analiza immunocytochemiczna
na poziomie ultrastrukturalnym pozwala przy pomocy przeciwciat bedacych markerami
np. mtodych naczyn wyznakowac je w sieci naczyniowej.

Badania immunocytochemiczne na poziomie ultrastrukturalnym zasadniczo sg
podobne do metod stosowanych na poziomie mikroskopu $wietlnego. Ze wzgledu jednak
na kolejnos¢ i sposéb postepowania techniki immunocytochemiczne na poziomie
mikroskopu elektronowego zostaty podzielone na przedzatopieniowe i pozatopieniowc.
Zastosowana przez nas technika pozatopieniowa uwazana jest za najbardziej korzystng
ze wzgledu na najwiekszg wiarygodno$¢ lokalizacji antygenu. Dzieki tej technice udato
nam sie potwierdzi¢ fenotyp angiogeniczny komdrki srédbtonkowej (ryc. 4) i wyodrebnic
mtode naczynia w parenchymie mézgowej [17].

MACIERZYSTE KOMORKI SRODBt.ONKOWE

Do niedawna przypuszczano, iz formowanie nowych naczyn w dorostym organizmie
odbywa sie wytacznie wedtug jednego z mechanizméw angiogenezy. Badania ostatnich
lat wykazaty jednakze obecnos¢ w krazacej krwi prekursorow komarek srédbtonkowych
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RYCINA 2. Mikrografia elektronowa wykonana z preparatu kory mézgu szczura okolicy czotowo-
skroniowej, 7 dni po urazie mechanicznym. Nowopowstajgca kapilara jest potaczona z naczyniem
macierzystym materiatem btonopodstawnym. Komorki srédbtonkowe sg zréznicowane morfologicznie i
prawie w catosci zamykaja nieuformowane ostatecznie $wiatto. Jadro $rédbtonka jest wieloptatowate z
bogata cuchromatyna. W otoczeniu powstajgcego naczynia znajdujg sie wypustki astrocytow oraz
fagocyty zawierajace fagolizosomy. Samo naczynie macierzyste ma liczne organella komérkowe oraz
ciata Wcibel-Palade’a(pow. 18000)

RYCINA 3. Podziat komérki srédbtonkowej w naczyniu macierzystym. Widoczne sg dwa oddzielone od
siebie jadra komérkowe. W cytoplazmie, w miejscu, gdzie dochodzi do jej rozdzielenia, obserwujemy
bardzo liczne pecherzyki. Materiat pobrany 4 dni po dokonanym urazie (pow. 15000)
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RYCINA 4. Ekspresja avh3 integryny na powierzchni komérki $rédblonkowej nowopowstajacego naczynia.
Zastosowano do znakowania czastki ztota koloidalnego o wielkosci 18 nm. Materiat pobrano 4 dni po
dokonanym urazie (pow. 45000)

RYCINA 5. Czastki ztota koloidalnego widoczne na widkienkach cytoszkieletu wskazujg na obecnos$é
receptorow Fik-1. Wycinki pobrano 4 dni po urazie (pow. 70000)
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[1]. Wykazano ich czynny udziat w formowaniu naczyn w procesach niedotlenienia
mozgu, miesnia sercowego, a takze gojenia ran [27, 25, 34,26]. Dowiedziono réwniez,
iz komorki te biorg udziat w formowaniu nowych naczyn zaopatrujacych guzy.

Na obecnym etapie wiedzy nie jest wiadome, czy wolnokrazace prekursory komorek
srodbtonkowych sa odpowiednikiem hemangioblastow lub angioblastéw ptodowych,
chociaz formujg one naczynia w sposob podobny jak to ma miejsce w czasie waskulo-
genezy w zyciu embrionalnym. Dzieki badaniom w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym wykazalis$my cechy ultrastrukturalne macierzystej komorki srédbton-
kowej, a takze udato nam sie przesledzié¢ kolejne etapy formowania naczyn z udziatem
tej komorki. Cechg ultrastrukturalng pozwalajacg odr6zni¢ komdrke macierzystg od
dojrzatej komorki srodbtonkowej jest obecno$¢ w cytoplazmie komdérki macierzystej
wiokienek odpowiadajacych morfologig filamentom posrednim.

Zaréwno macierzyste komorki $rédbtonkowe, jak rowniez dojrzate komoérki $rod-
btonkowe majg ha swej powierzchni specyficzne markery. Liczne badania wykazaty, iz
receptor VEGFR-2 (FIk-1) petni zasadnicza role w procesach formowania naczynh
zaréwno w czasie waskulogenezy, jak i angiogenezy [28].

Przeprowadzajac badania immunocytochemiczne na poziomie mikroskopu
elektronowego z uzyciem przeciwciata bedgcego markerem macierzystych komorek
srodbtonkowych-FIk-1 potwierdzilismy fenotyp immunologiczny tej komorki (ryc. 5).

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, iz proces tworzenia naczyn krwionosnych
przebiega w zyciu ptodowym z udziatem komadrek zwanych angioblastami. W zyciu
dorostym nowe naczynia mogagpowstawac z naczyn juz istniejgcych oraz przy udziale
komorek macierzystych. Procesem rozpoczynajacym angiogeneze, w szerokim pojeciu,
jest uwalnianie czynnikOw angiogenicznych, ktdrych dziatanie nastepuje przez
stymulowane $rédbtonki oraz komorki posrednio zaangazowane, np. makrofagi i komorki
zrebu. Komorki macierzyste zdolne sg do nieograniczonego samoodnawiania i moga
wytwarza¢ co najmniej jeden typ zr6znicowanej komérki potomnej. Podlegaja one
transdyferencjacji w niszach tkankowych i moga sta¢ sie komérkami réznych listkéw
zarodkowych. Dlatego tez z tymi komorkami wigze sie nadzieje na ich udziat w
odtwarzaniu naczyn krwionosnych w narzadach, w ktérych doszto do trwatego
niedokrwienia [21]. Z drugiej strony nalezy sie zastanowi¢, na ile niekontrolowana
ingerencja cztowieka polegajgca na wprowadzeniu komorek macierzystych do
zmienionego patologicznie organu moze doprowadzi¢ do zwiekszonej, niekontrolowanej
produkcji naczyn krwionosnych sprzyjajacej m.in. rozplemom nowotworéw.
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KANALY APARATU IMPORTU BIALKA
DO MITOCHONDRIOW

THE CHANNELS OF THE MITOCHONDRIAL PROTEIN IMPORT
APPARATUS

Matgorzata WOJTKOWSKA, Hanna KMITA

Zaktad Bioenergetyki, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM Poznan

Streszczenie: Podstawowa role w przebiegu importu biatka do mitochondriéw odgrywaja kanaty umoz-
liwiajgce translokacje biatek przez btony mitochondrialne, jak i ich wbudowywanie w obszar tych bton.
W zewnetrznej btonie mitochondrialnej zlokalizowany jest kanat importowy kompleksu TOM (the trans-
locase ofthe outer membrane) oraz kanat uczestniczacy w fatdowaniu biatek o strukturze beczutki 3
kompleksu TOB (the topogenesis of mitochondrial outer membrane ~-barrel proteins). 7 kolei w bto-
nie wewnetrznej zlokalizowane sg dwa kanaty o odrebnej specyficznosci substratowej. Funkcjonujg
one w obrebie komplekséw TIM (the translocase ofthe inner membrane); TIM23 i TIM22. Nie ulega
watpliwosci, ze kanaty mitochondrialnego aparatu importu biatka stanowig istotne punkty kontrolne w
przebiegu importu biatka do mitochondriéw. W zwigzku z tym stanowi¢ moga one wazny cel w terapii
ludzkich choréb pochodzenia mitochondrialnego.

Stowa kluczowe: kanat kompleksu TOM, kanaty komplekséw TIM, kanat VDAC, kanat kompleksu
TOB, import biatka.

Summary: Channels are crucial for protein import into mitochondria as they enable protein transloca-
tion across mitochondrial membranes and their insertion into these membranes. The outer mitochon-
drial membrane contains the TOM complex channel (the channel of the translocase of the outer mem-
brane) and the TOB complex channel (the channel of the complex supporting the topogenesis of mito-
chondrial outer membrane f-barrel proteins), in which the f-stranded membrane proteins can fold. The
inner mitochondrial membrane contains two channels of distinct specificity. They are present within
the TIM complexes (the translocase of the inner membrane), namely T1M23 and T1M22. Undoubtedly,
the channels are fundamental checkpoints in protein import into mitochondria, which means that they
could be regarded as therapeutic goals in mitochondrial diseases.

Key words: the TOM complex channel, the TIM complex channels, the VDAC channel, the TOB
complex channel, protein import.

Wykaz stosowanych skrétéw: GIP (ang. general insertion pore) — gtdwna pora importowa kompleksu
TOM; SAM (ang. sorting and assembly machinery’) - kompleks stuzacy sortowaniu biatek do zewnetrz-
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nej btony mitochondrialnej i ich sktadaniu; TIM (ang. translocase ofthe inner membrane) - translokaza
wewnetrznej btony mitochondrialnej; TOB (ang. topogenesis ofmitochondrial outer membrane fi-barrel
proteins) — kompleks stuzacy sortowaniu i sktadaniu biatek tworzacych strukture beczutki /3; TOM (ang.
translocase ofthe outer membrane) - translokaza zewnetrznej btony mitochondrialnej.

WSTEP

Import biatka do mitochondridw jest mozliwy dzieki obecnosci wyspecjalizowanych
btonowych komplekséw, ktorymi sg translokaza btony zewnetrznej - kompleks TOM
(ang. translocase of the outer membrane) i translokazy btony wewnetrznej -
kompleksy TIM (ang. translocase of the inner membrane). Dzieki zawartym w
nich kanatom, kompleksy te umozliwiajg translokacje importowanych biatek przez
btony mitochondrialne lub ich wbudowywanie w obszar tych bton [ 18,25,28,34,50,-
59,60]. Dynamiczna natura komplekséw TOM i TIM pozwala na sortowanie biatek
o odmiennych mechanizmach importu. Istotng role w imporcie odgrywajg rowniez
biatka zlokalizowane w cytoplazmie, mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej i
matriks mitochondrialnej. Na przyktad biatka z rodziny Hsp (ang. heat shockprotein),
nazywane réwniez biatkami szoku termicznego, wystepujace w cytoplazmie i matriks
mitochon-drialnej, uczestniczgw rozfatdowaniu impor-towanych biatek, co umozliwia
ich translo-kacje przez btony mitochondrialne oraz wspomagajg przyjecie “dojrzatej”
struktury przez biatka importowane do matriks mitochondrialnej [7,61].

Prace dotyczace importu biatka do mitochondriéw prowadzone sgjuz od ponad
20 lat i dotycza przede wszystkim dwéch mikroorganizmow: Neurospora crassa i
Saccharomyces cerevisiae. Stanowig one obecnie materiat modelowy w badaniach
budowy aparatu importu biatka, jak réwniez tego procesu w przypadku mitochon-
dridw organizmoOw bardziej ztozonych, takich jak rosliny [33,62] i ssaki, w tym
cztowiek [19,52], Dlatego, dane uzyskiwane w badaniach importu biatka do
mitochondriéw réznych organizméw odnosi sie zawsze do wzorca, za jaki uznano
mitochondria S. cerevisiae i N. crassa.

STRUKTURA KOMPLEKSU TOM

Na powierzchni zewnetrznej btony mitochondrialnej zachodzi rozpoznawanie biatek
oraz insercja importowanego biatka, umozliwiajgcajego translokacje lub wbudowanie w
te btone. Za procesy te odpowiedzialny jest kompleks TOM (ryc. 1). Zatem, peini on
niezmiernie istotngrole w imporcie biatek mitochondrialnych syntetyzowanych w cytozolu,
co ma podstawowe znaczenie dla funkcjonowania mitochondriéw. Co wiecej, odpowiada
takze za swoje powstanie, poniewaz wszystkie jego podjednostki kodowane sg przez
genom jadrowy i syntetyzowane sg na rybosomach cytoplazmatycznych [36,48], Masa
czasteczkowa integralnego kompleksu TOM (ang. the TOM holo complex) wynosi
490-600 kDa w przypadku mitochondriéw N. crassa [3,29] i 400-500 kDa w przypadku
mitochondréw Saccharomyces cerevisiae [34,35]. Natomiast kompleks TOM
wyizolowany z mitochondriéw ziemniaka Solanum tuberosum i rzodkiewnika/traftz¢/o/wzs
thaliana jest w przyblizeniu o potowe mniejszy — ok. 230 kDa [63].
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W sensie strukturalnym kompleks TOM stanowi potgczenie podjednostek o
zréznicowanej stechiometrii i funkcji. Nazwy tych podjednostek utworzone sg ze skrotu
Tom i liczby odpowiadajacej przyblizonej masie czasteczkowej [45], a liczba ich typéw
w opisanych dotad kompleksach izolowanych z réznych zrodetjest zmienna. Do najlepiej
poznanych nalezy kompleks TOM wyizolowany z mitochondriéw drozdzy S. cerevisiae
(9 podjednostek) [22,34], N. crassa (6 podjednostek) [3,28,29], ziemniaka (7 pod-
jednostek) [46]. Wiedza dotyczaca budowy kompleksu TOM w mitochondriach ssakow
jest nadal niepetna, jakkolwiek udato sie zidentyfikowa¢ biatka stanowigce jego
podjednostki [19,52,56].

Receptory importowanych biatek

Funkcje receptoréw btonowych petnigpodjednostki kompleksu TOM zawierajgce duze
domeny skierowane do cytoplazmy. W mitochondriach drozdzy S. cerevisiae do tej pory
zidentyfikowano cztery biatka receptorowe kompleksu TOM: Tom20, Tom22, Tom37 i
Tom70 (ryc. 1). Wystepujgone w postaci heterodimeréw Tom20-Tom22 i Tom37-Tom70,
przy czym zdolno$¢ rozpoznawania wiekszej liczby importowanych biatek wykazuje
heterodimer Tom20-Tom22. Wchodzace w jego skiad biatka formuja jednostke
receptorowgniezbednado tworzenia miejsca rozpoznawaniai wigzania importowanego
biatka zwanego “miejscem cis“ (ryc. 1) [64]. Istotngrole odgrywa tu domena Tom22, w
ktorej przewazajg reszty aminokwasowe obdarzone tadunkiem ujemnym, uczestniczace
w oddziatywaniach jonowych z presekwencjg importowanego biatka, w ktérej z kolei
dominujg aminokwasy obdarzone tadunkiem dodatnim [53]. Natomiast koniec
karboksylowy biatka Tom22 wraz z biatkiem Tom40 bierze udziat w tworzeniu od strony
przestrzeni miedzybtonowej “miejsca trans ” (ryc. 1), odpowiedzialnego za skierowanie
translokowanego biatka do dalszych przedziatéw mitochondrialnych [64],

Kanat importowy

Biatka rozpoznawane przez Tom70 kierowane sg do heterodimeru Tom20-Tom22,
skad moga by¢ transportowane do kanatu importowego, nazwanego rowniez gtéwna
porg importows ( ang. GIP - general import/insertion pore) lub rdzeniem kompleksu
TOM (z ang. the TOM core complex) [2,3,28,29,49] (ryc. 1). Charakteryzuje sie on
wysoka stabilnoscia, a jego mase czasteczkowg szacuje sie na okoto 400 kDa w
przypadku mitochondriéw Neurospora crassa [3,28,46,48], drozdzy Saccharomyces
cerevisiae [34,36] i szczura [52]. W przypadku mitochondridw roslinnych, ze wzgledu
na niepetne dane dotyczace sktadnikow kompleksu, nie wyrézniono dotad rdzenia
kompleksu TOM, stad brak jest danych o jego przypuszczalnej masie.

Podstawowg podjednostke uczestniczacg w tworzeniu kanatu importowego jest
dominujace ilosciowo w kompleksie biatko Tom40 (6-8 czasteczek), ktorego oligomery
tworzaw obrebie kompleksu dwa lub nawet trzy kanaty prowadzace translokacje biatka
[2,3,28,35,36], Pozostate sktadniki kanatu importowego to Tom22, a w szczegblnosci
jego domena transbtonowa (3-4 czasteczek) oraz mate biatka Tom: Tom5, Tom6, Tom7
(po 2 czasteczki kazdego) [3,28,34,64,65]. Biatko Tom22 stabilizuje strukture kanatu
importowego. Jego brak prowadzi do powstania komplekséw o nizszej masie
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czasteczkowej (100 kDa), w skiad ktérych wchodzg dimery biatka Tom40 oraz mate
biatka Tom [36,49,65]. Oddziatywania Tom40 - odcinki transbtonowe Tom22 wymagajg
funkcjonalnego biatka Tom5 [11], kt6re uznawane jest za receptor trzeciego poziomu,
wspomagajacy wprowadzenie presekwencji w kanat. Biatko Tom6 petni role
stabilizatora kanatu importowego, zas Tom7 odpowiada za destabilizacje oddziatywan
miedzy Tom40, a heterodimerami receptorowymi, dodatkowo ostabiajgc wigzanie
Tom20-Tom22 [11]. Brak Tom7 zwieksza oddziatywania pomiedzy Tom20-Tom22-
Tom40, co utrudnia uwalnianie translokowanego biatka do btony. Wartym podkres$lenia
elementem regulujacym dziatanie kanatu importowego jest obecnos¢ biatek recep-
torowych Tom20 i Tom70. Kompleks TOM jest zdolny do translokacji przy braku tych
biatek, jednakze zachodzi ona zdecydowanie wolniej [3]. Kontrole szybko$ci dziatania
kanatu importowego sprawujg réwniez translokowane biatka [29].

Podczas translokacji przez kompleks TOM biatka moga przyjmowac rozne struktury
przestrzenne, w zaleznosci od zawartych w nich mitochondrialnych sekwencji
kierujacych. Biatka z presekwencja transportowane saw postaci rozfatdowanej, podczas
gdy biatka z sygnatami wewnetrznymi przechodza przez kompleks TOM w postaci
czesciowo pofatdowanej, tj. podstawowag jednostka podlegajgcg translokacji sg dwie
helisy a oddzielone od dwdch kolejnych petlg [50]. Dwie helisy a moga przejsé
réwnoczesnie przez kazdy z kanatow zlokalizowanych w obrebie kanatu importowego.
Warto zaznaczy¢, iz kanat importowy nie jest jedynie miejscem biernej translokacji
biatek. Najnowsze dane wskazuja, iz stanowi on skomplikowana “stacje rozdzielcza”
odpowiedzialng za specyficzne kierowanie biatek transportowanych przez btone
zewnetrzng do miejsca przeznaczenia. Stwierdzono, na przykiad, iz zastapienie w biatku
Tom40 tryptofanu (w pozycji 243) argining upo$ledza selektywnie kierowanie biatek
do kompleksu TIM23 [17],

Biatka umozliwiajace ztozenie kompleksu

Intensywne prace nad zagadnieniem wbudowywania biatka Tom40 w btone i
nastepnie w kompleks doprowadzity do odkrycia biatek btony zewnetrznej mitochondriow
S. cerevisiae i N. crassa tworzgcych kompleks biatkowy o podstawowym znaczeniu
dla biogenezy kompleksu TOM (ryc. 1). Jest to kompleks SAM (ang. sorting and
cissembly machinery) [27], nazywany takze kompleksem TOB ( ang. topogenesis of
mitochondrial outer membrane fi-barrelprotein) [41], Masa tego kompleksu wynosi
ok. 200 kD, ajego podstawowym sktadnikiem jest biatko Sam50 [27], nazywane takze
Tob55 [41], Biatko to stanowi réwniez sktadnik, powstajacego w biogenezie kompleksu
TOM, przejsciowego kompleksu o masie 250 kDa, umozliwiajagc réwnoczesnie jego
powstanie. Jest ono takze niezbedne dla biogenezy innych biatek zewnetrznej btony
mitochondrialnej o strukturze beczutki P, do ktérych nalezg kanat VDAC i biatko
MdmIO, kluczowe dla prawidtowej morfologii mitochondriéw. Co ciekawe, biatko to
przyjmuje strukture beczukki P, a jego homologi wystepuja zaréwno u bakterii, jak i u
innych organizméw eukariotycznych. Biatko Tob55 poddane nadekspresji tworzy w
uktadach rekonstytuowanych kanat o wysokim przewodnictwie (3,7 nSw | M KC1) i
stabej zaleznosci od potencjatu [41]. Poniewaz wyniki badan nad oddziatywaniem
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importowanych biatek o strukturze beczutki [3 z kompleksem TOM i kompleksem TOB
(SAM) wskazujg, iz biatka te w drodze do mitochondriéw najpierw korzystajg z
kompleksu TOM, a nastepnie oddziatujg z kompleksem TOB, obecnie proponuje sie
nastepujacy model funkcjonowania obu kompleksow. Biatka przyjmujace strukture
beczukki [3 ulegajgtranslokacji przez btone zewnetrzna, w czym uczestniczy kompleks
TOM, po czym od strony przestrzeni miedzybtonowej zostajg wprowadzone do kanatu
kompleksu TOB (SAM), gdzie zachodzi ich fatdowanie i nastepnie uwolnienie do btony
[41]. Co ciekawe, kanat kompleksu TOB rozwazany jest takze jako miejsce uwalniania
cytochromu ¢ z mitochondriéw, co stanowi jeden z kluczowych etapdw apoptozy.

Kompleks TOM ro$lin

Badania wyizolowanych komplekséw TOM roslin, jak i analiza poréwnawcza
sekwencji kodujacych podjednostki tego kompleksu doprowadzity do wniosku, iz roslinny
kompleks TOM rdzni sie istotnie od kompleksu TOM opisanego dla drozdzy S. cerevisicie
[6,9,33,62,63]. Jedna z podstawowych roznic jest obecnos¢ biatka Tom9, ktére stanowi
analog biatka Tom22. Zmniejszenie masy czasteczkowej tego biatka wynika z utraty
domeny z konca aminowego uczestniczacej w tworzeniu miejca cis. Jest to jeden z
istotnych elementéw zabezpieczenia komorki roslinnej przed importem biatek
chloroplastowych, ktérych sekwencje kierujgce sa niezwykle podobne do tych
wystepujacych w biatkach importowanych do mitochondriéw. Istnieje nawet hipoteza
zakladajaca, iz zmiany dotyczace biatka Tom22 byly niezbedne dla zaistnienia
mitochondriéw i chloroplastéw w jednej komérce [33]. Innym rozwigzaniem, ktére ma
zwigzek ze zwigkszeniem selektywnosci kompleksu TOM w komorkach roslin, jest
zmiana struktury przestrzennej receptora Tom20, kotwiczonego w btonie koricem
karboksylowym, podczas gdy w mitochondriach zwierzat i grzybéw koricem
kotwiczacym jest koniec aminowy (ryc. 3). Co wiecej, analiza sekwencji kodujacych
podjednostki kompleksu TOM u roélin, jak i badania polegajgce na prowadzeniu
rozdziatow elektroforetycznych w warunkach natywnych wskazuja na istnienie izoform
tychze podjednostek.

STRUKTURA KANALU IMPORTOWEGO

Jak dotad nie udato sie catkowicie wyjasni¢ organizacji strukturalnej kanatu
importowego. Analiza tréjwymiarowych map uzyskanych za pomoca tomografii
elektronowej pozwolita stwierdzi¢, ze kanat importowy zbudowany jest z dwdéch lub
trzech por o $rednicy okoto 2 nm kazda [3,28,35] (ryc. 2). Zatem, w obrebie kanatu
importowego istniejg w istocie dwa lub nawet trzy kanaty. Obecnosc¢ trzeciego kanatu
jest Scisle zwigzana z obecnoscig biatka Tom20; odpowiadajgcy mu pierscien
obserwowany jest w preparatach integralnego kompleksu TOM, ale nie w przypadku
preparatow rdzenia kompleksu TOM [3]. Nie wiadomo, czy trzeci kanat bierze udziat
w translokacji biatka [3,28,39]. Co wiecej, uwaza sie, iz obecnos¢ dwdch lub trzech
kanatow w badanych preparatach kompleksu TOM jest konsekwencja zmian
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konformacyjnych warunkowanych obecnoscig lub brakiem biatka Tom20, prowadza-
cych w konsekwencji do fuzji niektérych kanatéw. Znajduje to potwierdzenie w wynikach
elektroforezy typu Blue Native, kt6re wskazuja, iz brak trzeciego kanatu nie powoduje
zmniejszenia masy kompleksu o jedna trzecig [35]. Na obecnos¢ w obrebie kompleksu
TOM przynajmniej dwoch kanatdw o sprzezonej aktywnosci wskazujg réwniez wyniki
badari prowadzonych w uktadach rekonstytuowanych [18,29,34].

Tom40 - podstawowy sktadnik kanatu importowego

Obowigzujacy obecnie model struktury przestrzennej biatka Tom40 zaktada istnienie w
jego obrebie odcinkdw o strukturze harmonijki {3 i helisy a. Jednak zaleznie od zastosowanej
metody pomiaru, jak i typu preparatu biatka Tom40 stwierdza sie r6zng zawartos¢ tych
struktur. W przypadku preparatu uzyskanego metodg nadekspresji badanego metoda
dichroizmu kotowego udziat hannonijki [3 i helisy a wynosi odpowiednio ok. 60% i 5% [18],
podczas gdy dla biatka izolowanego z kompleksu TOM przy zastosowaniu metody dichroizmu
kotowego i widmaw podczerwieni udziat tych struktur oszacowano na poziomie ok. 30 i ok.
22% [2]. Poniewaz wyniki uzyskane dla biatka Tom40 izolowanego z kompleksu sgzgodne
z wynikami uzyskanymi dla catego kompleksu uwaza sie, iz nadekspresja biatka Tom40 w
komdrkach bakterii i nastepnie jego izolacja w obecnosci wysokiego stezenia mocznika
moze prowadzi¢ do zmian w natywnej strukturze tego biatka [2], Co wiecej, uzyskanie
poréwnywalnych procentowych zawartosci harmonijki 3 dla izolowanego biatkaTom40 i
calego kompleksu TOM potwierdza wczesniejsze ustalenia wskazujgce, iz biatko Tom40
jest jedynym biatkiem w kompleksie TOM zdolnym do tworzenia struktury harmonijki (3
[44,47,48,58] (ryc. 3).

Autorzy prac opisujgcych strukture przestrzenng biatka Tom40 sg zgodni, iz odcinki
0 strukturze harmonijki (3 moga tgcznie tworzy¢ beczutke [3, co z kolei umozliwia
powstanie kanatu [2,18]. Jest to wiec struktura analogiczna do wystepujacej w przypadku
kanatu VDAC [22]. Istniejg jednak réznice w ilosci proponowanych odcinkdéw o
strukturze hannonijki [3 oraz ich dtugosci, czego pochodng sg odmienne odpowiedzi na
pytanie, czy monomer biatka Tom40 moze utworzy¢ kanat samodzielnie. Jesli istotnie,
jak wskazujg najnowsze ustalenia, zawarto$¢ struktury hannonijki [3 w biatku Tom40
wynosi ok. 30% [2], to mozliwe jest powstanie od 8 do 10 odcinkdw o takiej strukturze,
co z kolei wyklucza mozliwo$¢ tworzenia kanatu przez monomer biatka Tom40 [2],

AKTYWNOSC KANALOWA KOMPLEKSU TOM

Jak wspomniano, gtdwng podjednostkg uczestniczacg w tworzeniu kanatu impor-
towego jest biatko Tom40. Poddane nadekspresji lub izolowane z kompleksu moze ono
samodzielnie tworzy¢ kanat. W uktadach rekonstytuowanych, Tom40 tworzy gtdwnie
kanat o wysokim przewodnictwie i selektywnosci katiqnowej, modulowany przez
potencjat i mitochondrialne sekwencje kierujace [2,18]. Srednice kanatu tworzonego
przez Tom40 szacuje sie na ok. 2 nm, co jest wielkoscig poréwnywalng ze Srednica
kanatéw w kompleksie TOM [ 18,28]. Jednak w obrebie kompleksu TOM znajdujg sie
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RYCINA 1. Og6lny schemat aparatu importu biatka do mitochondriéw. Szczegdétowy opis w tekscie.
Cyfry odpowiadajg poszczeg6lnym skitadnikom kompleksu TOM i komplekséw TIM. MSF (z ang.
mitochondrial import stimulating factor) i Hsp70 (z ang. heat shock protein) - biatka opiekuncze
istotne dla zapoczatkowania importu; mtHsp70 - mitochondrialng forma biatka Hsp70; Tom37 - skfadnik
kompleksu TOM 5. cerevisiae, ktérego homolog wystepuje prawdopodobnie w mitochondriach ssakéw;
Oxalp - kompleks prowadzacy insercje biatlek kodowanych przez genom mitochondrialny, jak i
prekursoréw biatek mitochondrialnych, ktére sg importowane z cytoplazmy do matriks mitochondrialnej

RYCINA 2. Obraz organizacji kanatu importowego uzyskany za pomoca tomografii komputerowej
(wedtug [28], zmodyfikowany) W obrebie kanatu importowego istniejg dwa (A) lub nawet trzy kanaty
(B). Obecnos¢ trzeciego kanatu jest Scisle zwigzana z obecnoscig biatka Tom20; odpowiadajacy mu
pierscien obserwowany jest w preparatach integralnego kompleksu TOM, ale nie w przypadku preparatéw
rdzenia kompleksu TOM
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RYCINA 3. Sposoby kotwiczenia w zewngtrznej btonie mitochondrialnej sktadnikéw kompleksu TOM
(wedtug [47], zmodyfikowany).W przypadku mitochondriéw roslin biatko Tom20 jest kotwiczone w
btonie koncem C, co prowadzi do zmian w strukturze przestrzennej tego receptora [Macasev i in.,
2000], Jest to element obrony komérki roslinnej przed transportem biatek chloroplastowych do
mitochondriéw

dwa, a nawet trzy kanaty tworzone przez Tom40, podczas gdy w przypadku izolowanego
biatka Tom40 obserwuje sie gtdwnie pojedyncze kanaty i niewielka frakcje sprzezonych
dwoéch kanatéw [2,28,50], Wynika to prawdopodobnie z braku innych biatek Tom,
ktére w kompleksie dziatajg stabilizujagco. W uktadach rekonstytuowanych szansa
zamkniecia kanatu tworzonego samodzielnie przez biatko Tom40 jest duzo mniejsza
niz kanatdw w kompleksie. Co wiecej, podstawowa charakterystyka elektrofizjologiczna
kanatu utworzonego samodzielnie przez biatko Tom40 nie jest identyczna z charak-
terystyka aktywnosci kanatowej kompleksu TOM [2,18,29], co stanowi dodatkowe
potwierdzenie modulacyjnego wptywu innych biatek Tom. Podstawowe parametry
elektrofizjologicznej charakterystyki kanatu to wartos¢ przewodnictwa, selektywnos$é
jonowa i wrazliwo$¢ na potencjat lub inne czynniki modulujace. Srednia warto$é
przewodnictwa wyznaczona dla poddanego rekonstytucji kompleksu TOM, w obecnosci
1 M KC1 przy potencjale +20 mV, wynosi 2,3 nS [2,28], W tych samych warunkach
pomiarowych $rednia wartos¢ przewodnictwa dla kanatu tworzonego samodzielnie przez
Tom40 wynosi ok. 2,8 nS [2], Réznice w wartosci przewodnictwa uzyskano takze dla
kompleksu TOM i biatka Tom40 przy zastosowaniu analizy przewodnictwa
pojedynczych kanatéw [2].

Aktywnos$¢ kanatowa rejestrowana dla rekonstytuowanego kompleksu TOM,
podobnie jak kanat tworzony samodzielnie przez Tom40, wykazuje zalezno$¢ od
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potencjatu i selektywno$¢ kationowa, przy czym w opisie tych whasciwosci zauwazy¢
mozna niewielkie réznice [2,3,18,28,29]. Wspdlnym elementem podstawowej charak-
terystyki kanatu tworzonego przez biatko Tom40 i aktywnosci kanatowej kompleksu
TOM jest ponadto mozliwos¢ modulacji przez mitochondrialne sekwencje Kierujgce
[2,18,29], Dziatanie sekwencji kierujgcych sprowadza sie do zmniejszenia przeptywu
jonow przez kanat, przy czym oddziatywanie tychze sekwencji moze by¢ dodatkowo
modulowane przez przytozony potencjat. Podsumowujac, na podstawie uzyskanej
charakterystyki kompleks TOM zaliczy¢ mozna do kanatéw bramkowanych przez
sekwencje sygnatowe [28], jednak obserwowana w ukiadzie rekonstytuowanym
zalezno$¢ przewodnictwa od potencjatu moze mie€ istotne znaczenie fizjologiczne [55].

Oproécz kanatéw o charakterystyce poréwnywalnej z uzyskang dla kompleksu TOM,
biatko Tom40 moze tworzy¢ kanaty o wyraznie innym przewodnictwie i zaleznosci od
potencjatu oraz niewrazliwe na mitochondrialne sekwencje kierujace, co ttumaczy sie
brakiem stabilizujgcego wptywu innych biatek Tom [2].

TRANSLOKAZY WEWNETRZNEJ BLONY
MITOCHONDRIALNEJ-KOMPLEKSY TIM

Po translokacji biatka przez zewnetrzng btone mitochondrialng, prowadzonej przez
kompleks TOM, nastepuje jego "przechwycenie” przez maszynerie importu zlokali-
Zowang wewnatrz mitochondriow.

Kompleks TIM23

Biatka zlokalizowane w matriks mitochondrialnej i niektére biatka wewnetrznej btony
mitochondrialnej, ktérych wspolng cechg jest presekwencja na koricu aminowym
transportowane sa dalej przez kompleks TIM23 [5,37,38,42,51] (ryc. 1). Rdzen tego
kompleksu o masie ok. 90 kDa tworza dwa biatka - Timl7 i Tim23, zaangazowane w
formowanie kanatu i receptora rozpoznajgcego translokowane biatko [50]. Pozostatymi
sktadnikami tego kompleksu sg biatka umozliwiajgce translokacje importowanego biatka
przez btong, czyli tworzace motor importowy: peryferyczne, hydrofitowe biatko Tim44,
biatko opiekuncze mtHsp70 i wspomagajace jego aktywnos$¢ biatko Timl4 (czynnik
wzmacniajacy aktywnos$¢ ATP-azowa), biatko Tim 16, uczestniczace w rekrutacji biatka
Timl4, oraz biatko Mgel (czynnik wymiany nukleotydow) [26], Biatka Tim 17, Tim23
i Tim44 wystepujg w ilosciach ekwimolowych, podczas gdy ilos¢ mtHsp70 jest
trzydziestokrotnie wyzsza. Biatka Tim 17 i Tim23 charakteryzujg sie powtarzajagcym
sie motywem heptaleucynowym odpowiedzialnym za formowanie struktury suwaka
leucynowego, ktdra odgrywa istotngrole w ich dimeryzacji [14].

W przeciwienstwie do Tim 17 [39], dimeryzacja Tim23 jest ci$le zalezna od potencjatu
btony wewnetrznej (AT) oraz obecnosci translokowanego biatka. W nieobecnosci
potencjatu btony wewnetrznej biatko Tim23 tworzy dimer i wéwczas tworzony przez to
biatko kanat jest zamkniety. Natomiast w obecnosci AT, biatko Tim23 wiaze sie z
presekwencjg translokowanego biatka, co prowadzi do dysocjacji dimeru i otwarcia
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kanatu. Presekwencja zostaje przeniesiona przez btone, ale translokacja pozostatej czesci
biatka wymaga udziatu biatek mtHsp70, Tim44, Tim 14, Tim 16 i Mge! oraz hydrolizy ATP
[26,54], Wymienione biatka dziatajgjak kontrolowany przez ATP molekularny mechanizm
“zapadkowy” dla kolejnych segmentow biatka wytaniajacych sie z kanatu. W ten sposéb
wspélnie stanowigone “siteciggnacy” translokowane biatko [32,40]. Obecno$¢ potencjatu
btonowego zapobiega zwrotnemu ruchowi taricucha polipeptydowego, az do momentu
wigczenia sie w matriks biatka mtHsp70. Wowczas proces translokacji biatka do matriks
staje sie nieodwracalny [32,40].

Zwigzek komplekséw TIM23 i TOM

Podczas translokacji biatka kompleks TIM23 pozostaje w $cistej zaleznosci funkcjo-
nalnej i strukturalnej z kompleksem TOM. Oba kompleksy tworzg tgcznie tak zwane
miejsca kontaktowe pomiedzy btonami mitochondrialnymi. Ich obecno$¢ stwierdzono
izolujagc kompleks o masie okoto 600 kDa, powstaty podczas translokacji biatka
specyficznie zatrzymanego na poziomie jego oddziatywan z biatkami obu bton
mitochondrialnych [50]. Istotng role w funkcjonowaniu miejsc kontaktowych i
wspoétdziataniu obu kompleksow odgrywa biatko Tim23 [14]. Koniec aminowy Tim23
zlokalizowany jest w zewnetrznej btonie mitochondrialnej (ryc. 1), dzieki czemu w
przestrzeni miedzybtonowej znajduje sie jego domena (o wypadkowym tadunku
ujemnym) rozpoznajgca presekwencje biatka zwigzanego wczesniej przez kompleks
TOM. Oddziatywania miedzy tqg domeng Tim23 i presekwencja, prowadza do odtaczenia
sie importowanego biatka od btony zewnetrznej ijego skierowania do kompleksu TIM23.
Istotng role w przekazywaniu prekursora biatka z kompleksu TOM do kompleksu TIM23
prawdopodobnie odgrywa rowniez zidentyfikowane ostatnio w mitochondriach S.
cerevisiae i N. crassa biatko Tim50 [37,66]. Biatko Tim50 (ryc. 1) zawiera bowiem
duza, hydrofilowg, wysoce konserwatywng domene skierowang do przestrzeni miedzy-
btonowej, ktéra oddziatujgc z prekursorem utatwiajego transfer z kompleksu TOM do
kanatu TIM23. Z kolei transfer biatka z kompleksu TOM do kompleksu TIM23 moze
zosta¢ uposledzony w wyniku punktowej mutacji w obrebie biatka Tom40, nie majacej
réwnoczesnie wptywu na dziatanie innych drdg importu biatka [17]. Co wiegcej, biatko
Tim50 uznawane jest za element odpowiedzialny za powstanie miejsca kontaktowego
obejmujacego kompleksy TOM i TIM23. Natomiast elementem stabilizujagcym powstate
miejsce kontaktowe jest prawdopodobnie domena biatka Tom22 skierowana do
przestrzeni miedzybtonowej [10].

Kompleks TIM22

Obok kompleksu TIM23, prowadzacego translokacje biatek mitochondrialnych
zawierajacych sekwencje kierujgcg w postaci presekwencji, w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej istnieje druga translokaza, ktora uczestniczy w imporcie biatek
kierowanych do tejze btony i charakteryzujgcych sie obecnoscig sygnatow wewnetrz-
nych, takich jak: przenosnik fosforanu, translokaza nukleotydéw adeninowych oraz
biatka Tim23, Tim22 i prawdopodobnie Timl 7 [13,15,16,30]. Jest to kompleks TIM22 o
masie ok. 300 kD [6,20,25,42,50] (ryc. 1), ktéry zbudowany jest z integralnych biatek
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btonowych Tim54, Tim22 i Tim 18 oraz peryferycznego biatka Timl2 [23], Importowane
przez ten kompleks biatka uwalniane sg bezposrednio do btony w spos6b zalezny od
AT, dzieki istniejgcemu wjego obrebie kanatowi [25,50,51].

Zwiazek komplekséw TIM22 i TOM

Istotng role w funkcjonowaniu TIM22 odgrywajg oddziatywania z biatkami
przestrzeni miedzybtonowej: Tim8, Tim9, Tim10 i Tim13 [1,4,23,24,50] (ryc. 1).
Biatka te tworzg dwa typy komplekséw, Tim9-TimlO i Tim8-Timl3, majgcych postac
heterooligomerdw i uczestniczagcych w komunikacji miedzy kompleksem TOM i
kompleksem TIM22.

Zidentyfikowano ludzki gen kodujacy homolog biatka Tim8 drozdzy. Produkt tego
genu nazywany jest biatkiem Tim8a lub biatkiem DDP! (ang. deafness dystonia peptide),
a jego mutacje sa przyczyna schorzenia nazywanego zespotem Mohra-Tranebjaerga
(MTS) [4,6,23,24], Dostepne dane wskazujg, iz istotng role w powstaniu MTS
odgrywaja zaktdcenia w imporcie biatka Tim23 do mitochondriéw cztowieka, bedace
konsekwencja pojawienia sie wadliwego biatka Tim8 [43].

KANALY KOMPLEKSOW TIM

Obecnos¢ kanatow w obrebie komplekséw TIM wydaje sie dla komorki teoretycznie
problematyczna. Wewnetrzna btona mitochondrialng musi by¢ przeciez wystarczajgco
szczelna dla jonéw celem utrzymywania elektrochemicznego gradientu protondw
generowanego przez biatka taricucha oddechowego i niezbednego do utworzenia ATP.
Dlatego tez kanaty funkcjonujace w obrebie komplekséw TIM podlegaja Scistej kontroli,
co uniemozliwia dysypacje potencjatu btonowego. Aktywacja obu typéw kanatéw
wymaga obecnosci odpowiedniego sygnatu kierujgcego zawartego w biatku importo-
wanym do danego przedziatu mitochondrialnego oraz okre$lonej wartosci potencjatu
btonowego. Brak sygnatu Kierujacego zapobiega otwarciu kanatu nawet w obecnosci
potencjatu btonowego [25,50,60].

W przypadku kompleksu TIM23 aktywnos$¢ kanatowa uzyskano dotychczas jedynie
dla poddanego nadekspresji biatka Tim23, ktére w uktadach rekonstytuowanych tworzy
kanat o wysokim przewodnictwie, selektywnosci kationowej i $rednicy ok. 1,3 nm [60].
Natomiast w przypadku kompleksu TIM22 wykazano, iz za aktywno$¢ kanatowag
odpowiedzialne jest biatko Tim22. Poddane rekonstytucji, biatko to tworzy kanat o
wysokim przewodnictwie, selektywnosci kationowej i $rednicy 1,15-1,8 nm [25].
Zmiennos$¢ $rednicy kanatu umozliwia prawdopodobnie zaj$cie ré6znych proceséw
zwigzanych z wbudowywaniem importowanego biatka w btone. Przy duzym rozmiarze
$rednicy mozliwe jest wprowadzenie fragmentu biatka obejmujacego dwie helisy a.
Natomiast zmniejszenie rozmiaru $rednicy umozliwia jego uwolnienie do btony [50].
Ostatnio udato sie takze przeprowadzi¢ pomiary aktywnosci kanatowej wyizolowanego
kompleksu TIM22 [25,51 ]. Dzieki temu wykazano, iz w obrebie tego kompleksu znajdujg
sie w istocie dwa sprzezone funkcjonalnie kanaty uczestniczgce w uwalnianiu
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importowanego biatka do btony, przy czym w trakcie oddziatywan z biatkiem kazd\ z
nich podlega innym zmianom funkcjonalnym.

Podsumowujgc, podstawowg role w przebiegu importu biatka do mitochondrié¢w
odgrywa kanat umozliwiajacy translokacje biatek przez btony mitochondrialne, jak i i.'h
whbudowanie w obszar tych bton. Kanat stanowi takze podstawowy mechanizm transportu
metabolitéw przez zewnetrzng btone mitochondrialng. Jest on tworzony przez poryie
mitochondrialng, nazywangtakze kanatem VDAC (ang. voltage dependent anion selective
channel) [8,22]. Obok kanatéw kompleksow TIM, wewnetrzna btona mitochondriaha
zawierarowniez inne, roznorodne kanaty o okreslonej selektywnosci jonowej, przewodnosci
i wrazliwosci na czynniki modulujace, co stanowi powazne wyzwanie dla zatozen teorii
chemiosmotycznej Mitchella, zaktadajgcej szczelnos¢ wewnetrznej btony mitochondrialrej
dlajonéw. Kanaty te umozliwiajgprzemieszczanie kationdw, takich jak K+ lub Ca+ onz
anionéw CI’, a kontrola ich aktywnos$ci ma kluczowe znaczenie dla metabolizmu
mitochondriéw i stanu funkcjonalnego komérki [12,21,57]. Wiedza o biatkach tworzacych
kanaty w obrebie bton mitochondrialnych, ich funkcji oraz przebiegu proceséw, w ktdrych
uczestnicza moze przyczynic¢ sie do identyfikacji nowego typu choréb mitochondrialnych,
jak i opracowania skutecznych sposobdw terapii.
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MECHANIZMY OPORNOSCI KOMOREK
BIALACZKOWYCH Z UDZIALEM ONKOGENNYCH
KINAZ TYROZYNOWYCH

MECHANISMS OF RESISTANCE IN LEUKEMIA CELLS
MEDIATED BY THE ONCOGENIC TYROSINE KINASES

Ireneusz MAJSTEREK i Janusz BELASIAK

Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwersytet £ 6dzki

Streszczenie: Chromosom Filadelfia (Ph) jest wynikiem translokacji chromosomalnej prowadzacej do
transformacji nowotworowej komoérek krwiotwérczych. Powodem jest aktywno$¢ onkogennej kinazy
tyrozynowej BCR/ABL powstajacej z fuzji genéw w wyniku przeniesienia fragmentu chromosomu 9 do
chromosomu 22 [t(9;22)J. Istnieje cata rodzina fuzyjnych kinaz tyrozynowych (FTKs) spokrewnionych
z BCR/ABL, takich jak: TEL/ABL, TEL/JAK2, TEL/TRKC(L), TEL/PDGFaR oraz NPM/ALK, ktére
indukujag zaréwno ostre, jak i przewlekte biataczki szpikowe oraz chioniaki. FTKs aktywujg szlaki
wewnatrzkomoérkowego przekazywania sygnatu stymulujace komérki do podziatéw, chronig je przed
apoptoza i aktywujg mechanizmy prowadzace do lekoopomosci. R6zne FTKs majg zdolnos¢ aktywacji
czynnikéw transkrypcyjnych STAT. STATS jest niezbedny do zaleznej od FTKSs regulacji RAD51 w
mechanizmie naprawy przez rekombinacje homologiczng (HRR). Ponadto podczas terapii lekowej ko-
morki zmienione przez FTKs wykazujg op6znienie cyklu komérkowego w punkcie kontrolnym G2/M.
Odnajduje sie w nich réwniez podwyzszony poziom biatek antyapoptotycznych. Najprawdopodobniej
wspotdziatanie wszystkich tych proceséw lezy u podstaw zjawiska lekoopomosci i stanowi gtowny
problem skutecznej terapii biataczek.

Stowa kluczowe: BCR/ABL, fuzyjne kinazy tyrozynowe, lekoopomos¢, biataczki.

Summary: Philadelphia chromosome (Ph) results from a reciprocal chromosomal translocation and cau-
ses blood cancer. Ph translocation mediates its biological effects through deregulated, constitutively active
tyrosine kinase BCR/ABL derived from relocation of the portion ofthe c-ABL gene from chromosome 9
to the portion of the BCR gene locus on chromosome 22 [t(9;22)J. There is a family of BCR/ABL-related
fusion tyrosine kinases (FTKSs) including TEL/ABL, TEL/JAK2, TEL/PDGFBR, TEL/TRKC(L), and
NPM/ALK associated with lymphomas, acute and chronic human leukemias. FTKs activate a number of
pathways stimulating cell proliferation, protection from apoptosis and drug resistance. Various FTKs can
activate STAT transcription factors, which may be required to induce drug resistance. STATS5 is essential
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for FTK-dependent regulation of RAD51, which plays a central role in homology-dependent recombina-
tional repair (HRR). Moreover, cells transformed by FTKs displayed G2/M delay upon drug treatment.
In addition, enhanced expression of antiapoptotic proteins were found in FTKs cells. The most likely all
the postulated mechanisms may work in concert to induce drug resistance against anti-cancer therapy in
leukemias.

Keywords'. BCR/ABL, fusion tyrosine kinases, drug resistance, leukemias.

1. WPROWADZENIE

Onkogenne kinazy tyrozynowe, takie jak: BCR/ABL, TEL/ABL, TEL/JAK2, TEL/
TRKC(L), TEL/PDGFPR oraz NPM/ALK, powstajgce w komoérkach w wyniku
translokacji chromosomalnych zwigzane sg z wystepowaniem zaréwno ostrych, jak
i przewlektych biataczek szpikowych oraz chioniakéw [7, 26, 41], Kinazy te aktywujg
szlaki wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnatu stymulujace komorki do podziatow,
chronig komorki przed apoptoza, a takze indukuja oporno$¢ na leki cytostatyczne, takie
jak: cisplatyna, mitomicyna c, leki antracyklinowe (idarubicyna, doksorubicyna) oraz
promieniowanie y [25, 32, 43, 46, 50, 60, 62, 70, 78], Na skutek dziatania czynnikow
genotoksycznych, w tym lekéw przeciwnowotoworowych, powstajgpekniecia nici DNA,
co jest przyczyng zahamowania podziatdw, a w konsekwencji Smierci komorek
nowotworowych [40]. Onkogenne kinazy tyrozynowe chronig komdrki nowotworowe
przed $miercia, a mechanizm ten jest nadal nie do konca poznany.

Biataczki sg nowotworami krwi i charakteryzujg sie akumulacjg nieprawidtowych
krwinek biatych w szpiku, sa chorobami klonalnymi i wywodzg sie zazwyczaj z jednej
komorki, ktéra ulegta transformacji nowotworowej. Komorka przechodzaca trans-
formacje jest najczesciej wielopotencjalna komoérka macierzysta, ktéra moze daé
poczatek liniom komérkowym krwi, w tym takze limfocytom. Podstawa klinicznego
podziatu biataczek jest stopien dojrzatosci dominujgcego typu komdrek w szpiku i we
krwi. Wyroznia sie cztery najczestsze odmiany biataczek: ostra limfoblastyczng (ang.
Acute Lymphoblastic Leukemia, ALL), ostrg szpikowa (ang. Acute Myeloid
Leukemia, AML), przewlekia szpikowa (ang. Chronic Myeloid Leukemia, CML) i
przewlektg limfocytowa (ang. Chroni¢ Lymphocytic Leukemia, CLL) [14, 16].

2. CHROMOSOM FILADELIA,
ONKOGENNA KINAZA BCR/ABL

W 1960 roku Novell i Hungerford opisali pierwszg specyficzng nieprawidtowosé¢
chromosomalng nowotworow krwi zwigzana z obecnoscig gendw fuzyjnych, nazwana
od miasta dokonania odkrycia chromosomem Filadelfia (ang. Philadelphia Chromo-
some, Ph) [64]. Chromosom Ph zostat zidentyfikowany w komorkach szpiku pobranych
od pacjentow z CML i jest on wynikiem translokacji fragmentu chromosomu 22 do
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RYCINA 1. Molekularne mechanizmy translokacji prowadzacej do powstania chromosomu Filadelfia;
lokalizacja punktoéw ztaman w chromosomie 22 i 9. Na rycinie przedstawiono najczestsze miejsca, w
ktérych dochodzi do peknie¢ w genie BCR oraz w genie ABL z uwzglednieniem eksonéw oraz intronéw
(na podstawie [9, 12, 18, 19, 74])

chromosomu 9 [t(9;22)J [16, 65], Do pekniecia dochodzi w poblizu konca diuzszego
ramienia chromosomu 9 (9q34) oraz w dtuzszym ramieniu chromosomu 22 (22q 11)
[66], Translokacja powoduje przeniesienie i aktywacje protoonkogenu komérkowego
c-ABL z chromosomu 9 i potaczenie go z genem BCR w chromosomie 22 [4, 30], Geny
tworzg funkcjonalng hybryde BCR/ABL kodujaca onkogenne biatko majagce aktywnosé
cytozolowej kinazy tyrozynowej (ryc. 1) [16,28,38], BCR/ABL odnajdywany jest w 95%
przypadkéw CML oraz w okoto 5% ALL u dzieci i 15-25% ALL u dorostych. Translokacje
typu BCR/ABL moga rozni¢ sie punktem pekniecia w BCR, a powstate geny fuzyjne
koduja biatka r6znych wielkosci od 180 do 230 kDa [47,61,73].

2.1. Rodzina fuzyjnych kinaz tyrozynowych (FTKSs)
spokrewnionych z BCR/ABL

Istnieje cata grupa onkogennych kinaz tyrozynowych zaliczanych ze wzgledu na
podobienistwo strukturalne do rodziny FTKs (ang. Fusion Tyrosine Kinases)
spokrewnionych z BCR/ABL (tab. 1). Wszystkie one wykazuja podobienstwo
strukturalne z BCR/ABL, ktore obejmuje N-koricowy region oligomeryzacji
odpowiedzialny za konstytutywna aktywacje zwigzanych z nim C-kocowych partneréw
fuzyjnych, najczesciej domen wykazujacych aktywnosci kinaz tyrozynowych.
Stwierdzono, ze poziom ekspresji FTKs ma zasadniczy wptyw na przebieg transformacji
blastycznej biataczek u ludzi [34, 70].

Kinaza fuzyjna TEL/ABL jest wynikiem translokacji t(9; 12) odnajdowanej
w przypadkach ALL oraz AML i atypowym CML i zawiera N-koricowy fragment
TEL zwiagzany z eksonem 2 onkogenu ABL [23, 41], TEL/JACK2 zostat scharak-
teryzowany jako produkt translokacji t(9; 12), ktéra powoduje przeniesienie domeny
oligomeryzacji TEL na katalityczng domene JAK2 i zostat znaleziony w przypadkach
ALL [59], TEL/PDGF[3R jest zwigzany z translokacja t(5; 12), ktéra wigze N-koncowy
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region TEL z miedzybtonowym regionem kinazy tyrozynowej dla receptora [3 czynnika
wzrostu zaleznego od ptytek (PDGFpR) i wystepuje w przewlekiej biataczce
mielomonocytowej [24,41], Konsekwencjatranslokacji t( 12; 15) jest ekspresja fuzyjnej
kinazy tyrozynowej TEL/TRKC(L) zwigzanej z AML, niemowlecym widk-
niakomiesakiem i wrodzonym mezoblastycznym rakiem nerki. Fuzja TEL/TRKC(L)
wigze eksony ! i 4 sekwencji TEL z niemal catg domeng kinazy TRKC (bez 42 pz
eksonu blisko C-konca TRKC) [43], Gen fuzyjny NPM/ALK powstaje w wyniku
translokacji t(2;5) i bierze udziat w patogenezie rozlegtego chioniaka anaplastycznego
(ang. Anciplastic Large Celi Lymphoma, ALCL) [42]. NPM/ALK koduje biatko
hybrydowe 75 KDa zawierajace N-koncowy fragment sekwencji NPM zwigzany z
cytoplazmatyczng domeng receptora kinazy tyrozynowej ALK [51, 52].

3.MECHANIZMY OPORNOSCI KOMOREK BIAL ACZKOWYCH

Opornos¢ komarek nowotworowych na promieniowanie i leki cytostatyczne stanowi
gtéwny problem dla efektywnej terapii przeciwnowotworowej. Zwykle nie jest ona
bezposrednig konsekwencjg transformacji nowotworowej, ale raczej jest wynikiem
selekcji klonéw komérek rakowych zdolnych do rozwiniecia mechanizméw obronnych i
do przetrwania terapii [22,27,29]. Komérki z ekspresjgonkogennych kinaz tyrozynowych,
takich jak: BCR/ABL, v-SRC i HER2/neu, wykazujgwczesng lekoopomos¢ [5,50,60],

Rézne kinazy tyrozynowe w tym BGR/ABL, v-SRC i HER-2/neu aktywujg wiele
mechanizméw odpowiedzialnych za ochrone przed apoptoza, indukcje proliferacji
niezaleznej od czynnikéw wzrostu, oraz opornosci na chemioterapeutyki i promie-
niowanie [86]. Opornos¢ na czynniki uszkadzajace DNA jest jednym z gtownych
powodOéw niepowodzenia terapii przeciwnowotworowej, sugeruje sie istnienie kilku
mechanizmdw lezacych u podstaw zjawiska lekoopomosci [20, 62, 67]:

» nadekspresje glikoproteinowych transporteréw miedzybtonowych, np. MDRY, ktére
obnizajg wewnatrzkomaorkowe stezenie lekdw,

* zmiany poziomu biatek uczestniczacych w detoksykacji lub aktywacji chemiotera-
peutykéw, np. NADP,

* wzrost ekspresji biatek antyapoptotycznych, np. Bcl-2 i Bel-xL,

»  przejsciowe zatrzymanie cyklu komoérkowego,

* modulowanie procesu naprawy DNA.

3.1. Lekoopomos¢ komorek biataczkowych indukowana przez FTKs

Dotychczasowe badania wskazujg, ze co najmniej trzy z wymienionych mecha-
nizmow:
1) wzrost ekspresji biatek antyapoptotycznych,
2) przejsciowe zatrzymanie cyklu komdérkowego oraz
3) modulowanie naprawy DNA,

moga uczestniczy¢ w lekoopomosci indukowanej przez kinaze BCR/ABL [2, 5,41,
55,80]. BCR/ABL podnosi poziom ekspresji i fosforylacji biatka RAD51, ktére odgrywa
kluczowg role w reperacji DNA w drodze homologicznej rekombinacji (HRR)
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TABELA 1. Rodzina fuzyjnych kinaz tyrozynowych (FTKs) spokrewnionych z
onkogenng kinazg tryozynowg BCR/ABL. W tabeli przedstawiono opis
translokacji chromosomalnej prowadzacej do powstania genéw fuzyjnych oraz
zesp6t chorobowy, w ktéry zaangazowane sg FTKs (na podstawie [14,23,25,

42, 43])
Kinaza FTK Translokacja Zespot chorobowy
chromosomalna

BCR/ABL [t(9;22)] przewlekta biataczka szpikowa,
ostra biataczka limfoblastyczna

TEL/ABL [t(9;12)] przewlekfa biataczka szpikowa,
ostra biataczka limfoblastyczna,
ostra bia-taczka szpikowa

TEL/JACK2 [t(9;12)] ostra biataczka limfoblastyczna

TEL/PDGFBR [t(5;12)] przewlekfa biataczka mielomonocytowa

TELTLKCR(L)  [t(12;15)] ostra biataczka szpikowa,
niemowlecy wiokniakomiesak,
wrodzony mezoblastyczny rak nerki

NPM/ALK [t(2;5)] rozlegty chloniak anaplastyczny

podwajnych peknieé nici DNA (DSBs) [72, 80, 82, 83]. Pekniecia podwdjnej nici DNA
powstajace na skutek dziatania cytostatykdw sg gtdwna przyczyng zahamowania podziatéw
komorek nowotworowych, zatem BCR/ABL-zalezna stymulacja RAD5! moze utatwia¢
HRR i przyczyniac sie do indukowana lekoopomosci w komérkach biataczkowych [3].
Komérki BCR/ABL pozytywne rozpoznajg DSBs oraz reagujg na nie w efektywny
sposéb [40]. W dodatku uszkadzanie DNA moze powodowaé aktywacje punktu
kontrolnego G2/M cyklu komdrkowego [ 15]. W wyniku tego czas przejscia przez kolejne
fazy cyklu komoérkowego moze zosta¢ wydtuzony, dajgc komorce mozliwos¢ naprawy
DNA [9, 10], Przejsciowe op6znianie G2/M wydaje sie by¢ niezbednym elementem
opornosci na uszkadzanie DNA w komorkach z ekspresja BCR/ABL [5,55,84], Niektore
FTKs moga wzmacniac ekspresje antyapoptotycznych biatek, takich jak Bcl-xL i Bcl-2
oraz hamowac proapoptotyczna funkcje biatka Bad [1, 39, 68, 69, 78]. Bcl-2 reguluje
aktywacje kaspazy-3, jego nadekspresja moze zapobiega¢ uwalnianiu cytochromu c
z mitochondrium i hamowac kaspaze-3 [36, 37]. Mechanizmy zapobiegajace aktywacji
kaspazy-3 wykryto w komérkach BCR/ABL pozytywnych [2,41]. Wszystkie te czynniki
moga leze¢ u podstaw zjawiska lekoopomosci biataczek u ludzi.

3.2. Czynniki transkrypcyjne STAT aktywowane przez FTKs

Szlak STAT odgrywa kluczowarole w zaleznym do cytokin procesie kontroli wzrostu
komaérek hematopoetycznych [75]. W prawidtowych komoérkach hematopoetycznych
cytokiny przekazujg sygnat przez aktywacje cytoplazmatycznych kinaz JAK, ktoére
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RYCINA 2. Oddziatywanie FTKs za
posrednictwem czynnikéw trankryp-
cyjnych STATS na procesy komckowe
zwiazane z lekoopomoscia. Na ycinie
przedstawiono uproszczony sciemat
systemow aktywowanych przez fuzyj-
ne kinazy tyrozynowe (FTKs). Kolo-
rem czarnym oznaczono opozninie w
fazie G2 oraz M cyklu komérktwego
oraz nieaktywne formy biatek, ako P
oznaczono przytaczanie fosfiru w
procesach fosforylacji, a kolorem liatym
oznaczono biatka adaptorowe. Szczego-
towy opis proceséw przedstawonych
na rycinie umieszczono w teksae (na
podstawie [16]

fosforylujg i aktywuja czynniki transkrypcyjne z rodziny STAT. W komoérkach 7TKs
odnajduje sie statg aktywacje szlaku JAK/STAT [74], Jak sie wydaje, podstawi tego
zjawiska jest niezalezna od kinazy JAK fosforylacja STATS5 [33], W komdkach
transformowanych FTKs, STAT5 wykazuje wtasciwosci antyapoptotyczne zwiizane
z transkrypcyjna aktywacja biatka Bel-xL [31J). W odroznieniu od naturalnych rmcha-
nizmow aktywacji szlaku JAK/STAT, kinazy FTKs moga bezposrednio wptywie na
czynniki STAT, bez uprzedniej fosforylacji kinaz JAK [74, 75],

Zgodnie z hioptezg szlaku STAT, RAD5! jest regulowany przez r6zne FTKs (3CR/
ABL, TEL/ABL, TEL/JACK2, TEL/PDGFpR, NPM/ALK) w STAT5-zalezny sjos6b
i petni niezbedna role w utatwianiu HRR [75], Proces ten moze wydajnie elimimwac
DSBs powstate w wyniku dziatania lekéw oraz promieniowania i hamowac apoptoze.
Prawdopodobnie wzrost aktywnosci RAD51 w komorkach z FTKs jest skukiem
zachodzacej za posrednictwem STATS transaktywacji promotora RAD51 [54] Dla
poréwnania komorki, w ktorych nie dochodzi do aktywacji STATS5, wyktzujg
podstawowy poziom RADS51, a wiec DSBs sg rozpoznawane z mniejszg wydajntscia.
Wazrost ekspresji RADS5! i Bel-xL potgczony z zahamowaniem cyklu komérkowego w
fazie G2/M powoduje lekoopomos¢ w stopniu porownywalnym do obserwowanego
dla komoérek z FTKs zdolnych do aktywacji STAT5 [21]. Co interesujace, ekspresja
RAD51 i lekoopomos$¢ w komérkach z TEL/TRKC(L) jest znaczaco mniejsza w
poréwnaniu z komérkami zawierajagcymi inne FTKs (BCR/ABL, TEL/ABL, TEL/
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JACK2, TEL/PDGFPR, i NPM/ALK). Chociaz TEL/TRKC(L) jest potencjalnym
aktywatorem fosfolipazy Cy, kinazy fosfoinoizytolui SHC w poréwnaniu z innymi FTKs
nie aktywuje STAT5 [43]. Mozliwy jest nastepujacy szlak lekoopornosci: FTKs —>
STAT5 —> dalszy efektor (np. RAD51 i Bcel-xL, ryc. 2) [54, 80, 81],

4. UDZIAL RAD51 W POWSTAWANIU OPORNOSCI KOMOREK Z
EKSPRESJA FTKS

Komodrki transfekowane FTKs charakteryzuja sie lekoopomoscia, chociaz najczesciej
cytostatyki, takie jak cisplatyna i mitomycynac, indukujg w nich wiecej uszkodzen niz
w komarkach rodzicielskich przed transfekcja [79]. W komérkach, w ktérych dochodzi
do ekspresji FTKSs, po inkubacji z lekami cytostatycznie aktywnymi czesto wykrywa
sie wiekszg ilos¢ peknie¢ DNA niz w prawidtowych komérkach [32, 46, 79]. Wynika
z tego, ze FTKSs nie chronig komorek przed uszkodzeniami DNA wywotywanymi przez
leki, cho¢ komarki te majawyzsze zdolnosSci przezyciowe niz komérki macierzyste [32,
48], Komorki transfekowane FTKs wytwarzaja wiecej kolonii po dodaniu cytostatykéw
i mogawyrasta¢ nawet przy stezeniach lek6w, ktore eliminujg wszystkie kolonie komérek
macierzystych. Jaki jest wiec wiasciwie mechanizm lekoopornosci indukowanej przez
FTKSs, skoro w poczgtkowej fazie wykazujg one wysoki poziom uszkodzerh DNA w
odpowiedzi na dziatanie czynnikéw genotoksycznych?

W komérkach, w ktérych dochodzi do ekspresji FTKs, po inkubacji z lekami
genotoksycznie aktywnymi czesto wykrywa sie wiekszg ilos¢ peknie¢ DNA niz
w prawidtowych komadrkach, nawet jesli leki te nie reagujg z DNA w sposob, ktéry
mogtby bezposrednio prowadzi¢ do tego typu uszkodzen [78]. Jednoczesnie
przeprowadzone analizy wykazaty, ze komdrki, w ktérych znajdujg sie FTKs (z
wyjatkiem TEL/TRKC(L)), zawieraja pie¢ do dziesieciu razy wiecej RAD51 niz
komérki macierzyste, a inhibicja ekspresji RAD5! powodowata w tych komérkach
spadek opornosci na cytostatyki [78]. Lekooporno$¢ wywotana przez FTKs moze
by¢ wiec zwigzana ze wzmocnieniem naprawy przez rekombinacje homologiczng
(HRR) podwoéjnych peknie¢ DNA (DSBs). Dodatkowo, aby wyjasni¢ charakter
uszkodzen DNA w poczatkowej fazie ich naprawy nalezy sobie wyobrazi¢ sytuacje,
ze kiedy widetki replikacyjne napotykajg na te uszkodzenia, to powoduje to
zatrzymanie procesu replikacji i aby rozwiazaé ten problem pojawiajga sie pojedyncze
pekniecia i/lub DSBs (jesli DSBs nie zostang naprawione, sg Smiertelne) [40].
DSBs zwigzane z widetkami replikacyjnymi sg nastepnie (w wiekszosci), naprawiane
przez zalezng od RAD51 homologiczng rekombinacje i jest to etap kluczowy dla
ponownej inicjacji replikacji DNA [3].

Wyniki wielu badan tgczg RAD5! -zaleznag naprawe przez rekombinacje homolo-
giczng z lekoopomoscig komdrek wykazujacych ekspresje FTKs [79]. Istnieje
podstawowa korelacja miedzy ekspresjag RADS! i opornoscia na terapie lekowa [11,
13,44,58,85]. Onkogeny, ktére zmieniajg ekspresje, fosforylacje i/lub funkcje RAD5],
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moga wzmachia¢ wydajnos¢ naprawy DNA i prowadzi¢ do lekoopornosci [6]. W
dodatku RAD5! moze by¢ odpowiedzialny za wewnagtrzchromosomowe lub
miedzychromosomowe delecje i translokacje chromosomalne, aw pewnych warunkach
moze umozliwia¢ wymiane miedzy tanicuchami DNA zawierajacymi krotkie sekwencje
niehomologiczne [8]. Dlatego tez, nawet niewielkie zmiany zawarto$ci RAD51 w
komorce albo jego aktywnosci moga powodowac leko-opornosé, ale rowniez
wspomagajg hiestabilnosci genomu i prowadzi¢ mogg do ujawnienia ztosliwego
charakteru nowotworu.

5.WSPOLDZIALANIE POMIEDZY RAD51, PUNKTEM
KONTROLNYM G2/MI BIALKIEM BCL-XL

Podwyzszony poziom RADS51 to nie jedyny czynnik przyczyniajacy sie do
lekoopornosci komorek biataczkowych, jego nadekspresja wywotuje lekoopomos¢ ponizej
poziomu, jaki obserwujemy w komérkach z FTKs [78]. Prawdopodobnie istnieje
wspoétdziatanie miedzy RADS5! oraz innymi mechanizmami komérkowymi zapobie-
gajacymi efektom cytotoksycznym. BCR/ABL oddziatuje z Bcl-xL (ale nie bcl-2) i
moduluje fazy cyklu komérkowego, zbadano, ze procesy te moga by¢ regulowane
takze przez inne FTKs [1,5,55]. Obserwacja ta sugeruje, ze FTKs stymulujg dodatkowe
czynniki przyczyniajace sie do lekoopornosci i moga to by¢ wiasnie: aktywacja Bcl-xL
oraz zahamowanie cyklu komorkowego w punkcie G2/M. Bcl-xL moze bowiem
zapobiega¢ apoptozie przez hamowanie uwolnienia cytochromu C z mitochondrium i w
nastepstwie blokowa¢ aktywacje kaspazy-3 [36]. Zahamowanie cyklu komorkowego
w fazie G2/M zapewnia natomiast wiecej czasu potrzebnego do naprawy uszkodzen
DNA zagrazajacych zyciu komorki [9].

Poréwnywano komorki rodzicielskie oraz transfekowane FTKs wzrastajgce
w obecnosci cytostatykow, takich jak mitomycyna c i cisplatyna. W r6znych odstepach
czasu, sprawdzano nastepnie, jaka cze$¢ komorek pozostaje w fazie G2/M. Okazato
sig, ze wszystkie badane komorki z FTKs wykazujg zahamowanie cyklu komérkowego
zaraz po uszkodzeniu ich DNA. Faza G2/M podlega kontroli w dwéch punktach cyklu:
przejscie G2 -> M (punkt kontrolny (Chk 1) G2) i przejscie metafaza -> anafaza (punkt
kontrolny (Chk2) M) [10, 15, 72]. Punkt Chkl zalezy od mechanizmdw regulujacych
kompleks cyklin Cdc2-Bl w szlaku ATM -> Chkl -> Cdc25C (fosforylacja seryny w
Cdc25C). Aktywacja fosfatazy Cdc25C hamuje w cytoplazmie kompleks Cdc2-Bl
oraz p52 — p2! i 14-3-3 [9]. Punkt Chk2 kontrolowany jest bezposrednio przez
mechanizmy sktadania wrzeciona mitotycznego [64,71], Stwierdzono, ze FTKs oddziatujg
z antyapoptotycznym biatkiem Bcl-xL oraz posrednio z proapoptotycznym BAD [45,
53]. Fosforylowany BAD tworzy kompleks z biatkami adapterowymi frakcji
cytoplazmatycznej z rodziny 14-3-3, w wyniku czego nie moze wigza¢ czynnikow
antyapoptotycznych, w tym Bcl-xL [17]. W konsekwencji FTKs moga blokowaé
uwalnianie cytochromu C z mitochondriéw, aktywacje kaspazy 3 i hamowac proces
apoptozy [19,25,36,68].
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W komorkach prawidtowych procesy zwigzane z RADS5L, Bcl-xL oraz zatrzymaniem
cyklu komoérkowego w punkcie G2/M sa regulowane niezaleznie od siebie i stymulacja
jednego czynnika nie wptywa na inne. Jednakze w komérkach biataczek, kazdy z czynnikéw
z osobna powoduje tylko nieznaczng lekoopomos¢, dlatego podwyzszona ekspresja RADS5!
i Bel-xL i/lub zahamowanie w fazie G2/M, jak sie wydaje, mogg wspotdziata¢ w ochronie
komorek biataczkowych z ekspresjg FTKs przeciw lekom i promieniowaniu [78].
Zaobserwowano, ze chociaz podwyzszona ekspresja Bcl-xL i RAD51 lub podwyzszona
ekspresja RAD51 i przejsciowe zahamowanie fazy G2/M wzmaga lekoopomos¢, zakres
lezy ponizej obserwowanego dla komérek BCR/ABL-pozytywnych [79], Dopiero
jednoczesne zahamowanie cyklu w punkcie G2/M w komdrkach z nadekspresja RADS! i
Bcl-xL, wywotuje lekoopomos$¢ w stopniu porownywalnym z obserwowangw komérkach
BCR/ABL-pozytywnych. Mechanizmy te muszg wiec dziata¢ w sposéb synergistyczny
lub addytywny. Wykazano, ze niemalze cata rodzina FTKs wzmacnia ekspresje Bcl-xL w
odpowiedzi na terapie lekowa [79]. Nalezy wiec rozwazy¢ przynajmniej trzy mechanizmy,
ktére moga przyczyniac si¢ do lekoopomosci wywotanej przez FTKs: HRR, w ktorym
posredniczy RAD51, hamowanie apoptozy przez wzrost ekspresji Bcl-xL oraz zahamowanie
w punkcie G2/M [1, 5,9,37, 55].

W komorkach pobranych od pacjentéw cierpigcych na przewlekig biataczke limfo-
cytowa, ktorzy wykazywali oporno$¢ na podawane leki, potwierdzono nadekspresje
RAD51 [11]. W naszych badaniach ekspresja antysensowej sekwencji dla RAD51,
wyraznie zwiekszata wrazliwos¢ komérek na dziatanie badanych cytostatykéw
(cisplatyny i mitomycyny c) [79]. Wykazano réwniez, ze ekspresja BCR/ABL indukuje
lekoopomos$é w pierwszorzedowych mureinowych komdrkach szpiku kostnego, w ktérych
jednoczesnie odnajduje sie nadekspresje Bcl-xL [1]. Zablokowanie BCR/ABL w
komorkach CML aktywuje natomiast procesy proapoptotyczne zwigzane zjedno-czesnym
hamowaniem ekspresji Bcl-xL [31]. Ponadto op6Znienie cyklu podziatowego w fazie G2/
M i hamowanie apoptozy maja zasadniczy udziat w powstawaniu opornosci komérkowej
na stres genotoksyczny [5]. Badania te potwierdzajg wczesniejsze obserwacje, mianowicie
wszystkie trzy mechanizmy: nadekspresja RADS! i Bel-xL oraz zahamowanie fazy G2/
M majg miejsce w pierwszorzedowych hematopoetycznych komérkach przeksztatconych
przez FTKs (ryc. 3) [76, 77].

6. PODSUMOWANIE

Przetom w leczeniu nowotwordw krwi stanowito odkrycie, ze udziat w indukowaniu
opornosci moga mieé kinazy tyrozynowe charakterystyczne dla komérek wykazujacych
stata ekspresje gendw fuzyjnych powstatych w efekcie translokacji chromosomalnych
[12], Poznanie mechanizméw lekoopomosci indukowanej przez FTKs przyczynito sie
istotnie do poszukiwania inhibitoréw, uniwersalnych dla catej grupy spokrewnionych z
BCR/ABL FTKs. Duze nadzieje na sukces stwarza stosowany w potaczeniu z innymi
lekami w przypadkach CML i ALL, inhibitor o dziataniu kompetecyjnym dla BCR/
ABL znany pod nazwa CGP57148B, Imatinib, Gleevec, STI571 [49, 57], ST1571 jest
chemicznym zwigzkiem 2-fenylaminopirymidy, kt6ry posiada wiasciwos¢ blokowania
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RYCINA 3. Ogoélny model indukowanej przez fuzyjne kinazy tyrozynowe (FTKs) lekoopomosci w
komérkach biataczek; na rycinie przedstawiono gtéwne mechanizmy aktywowane przez FTKs. Opis: W
normalnych hematopoetycznych komérkach poziom RAD5L1 jest regulowany sygnatem z kompleksu
ligand (L) + receptor (R). Moze on ulec dalszej modyfikacji poprzez uszkodzenie DNA. Podczas krotkiej
fazy G2/M mechanizmy naprawy przez rekombinacje homologiczng (HRR) nie sa w stanie efektywnie
naprawi¢ podwaojnych peknieé nici DNA (DSBs). Pozostajagce DSBs i inne uszkodzenia uruchamiaja
Sciezke ,,Smierci”. Sygnat ,,Smierci” nie moze by¢ powstrzymany przez podstawowy poziom Bcl-xL
wynikajacy z uwolnienia cytochromu C z mitochondrium i aktywacji kaspazy 3. Dla poréwnania,
komérki z FTKs zawieraja wysoki poziom RADS51. W mechanizmie tym uczestniczyé moga czynniki
transkrypcyjne STAT5. Przejéciowe zahamowanie fazy G2/M zapewnia dodatkowy czas, dlatego DSBs
sg naprawiane z wysoka wydajnoscig i sygnaty do apoptozy znaczaco zmniejszajg sie. Dodatkowo ta
niewielka ilo$¢ sygnatéw do apoptozy, w komérkach z FTKs moze by¢ powstrzymana dzigki
podwyzszonemu poziomowi Bcl-xL, ktéry zapobiega uwolnieniu cytochromu C z mitochondrium i
aktywacji kaspazy 3. Reasumujac, dzieki ,,anyt-apoptotycznemu parasolowi” komoérki z FTKs moga
tolerowac uszkodzenia DNA (na podstawie [76])

domeny ATP niezbednej dla aktywnosci kinazowej biatka BCR/ABL [35]. Jest on
rowniez wykorzystywany do wyciszania aktywnosci innych FTKs w tym z
poréwnywalng do BCR/ABL skutecznoscig dla TEL/PDGFpR. STI571 skutecznie
przyczynia sie do przetamania opornosci w przypadkach Ph pozytywnych biataczek i
zwieksza skutecznosci terapii prowadzonej z zastosowaniem innych lekéw [49].
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Spekulacje na temat wspotdziatania miedzy RAD51, Bel-xL i zahamowaniem cyklu
komarkowego w indukowaniu opornosci na leki w biataczkach z ekspresja FTKs, wydajg
sie by¢é w petni uzasadnione wynikami dotychczasowych badan prowadzonych w tej
dziedzinie. Nie mozna wykluczy¢jednak innych mechanizméw, takich jak: zahamowanie
w fazie G1 cyklu komorkowego, wzrost ekspresji Bcl2 i naprawa DSBs przez
niehomologiczne taczenie koncow (NHEJ) [15, 18, 56, 63]. Mozna natomiast postawi¢
hipoteze, ze FTKSs sg zdolne indukowac lekoopomos$¢, na ktérg skiada sie z pewnoscig
stymulacja RADS5! (utatwiajgcego naprawe DSBs), Bcl-xL (inhibicja aktywacji kaspazy
3) i/lub wydtuzenia fazy G2/M cyklu komérkowego (wiecej czasu na naprawe DNA).
Mechanizmy te moga razem uczestniczy¢ w opornos$ci na terapie lekami w komérkach
biataczki lub chtoniakéw oraz promowaé niestabilno$é genomu prowadzaca do ztosliwego
fenotypu choroby.
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Streszczenie. Zegar okotodobowy stanowi jedno z najbardziej fascynujacych przystosowan do zycia na
Ziemi. Dzieki wewnetrznemu zegarowi organizmy moga nie tylko reagowac na periodyczne nastepstwo
dnia i nocy, ale réwniez mierzy¢ dtugosé dnia, bedaca wskaznikiem pér roku. Endogenny zegar generu-
je rytmy okoto 24-godzinne. Nastawianie zegara odbywa sie gtéwnie poprzez zmiany warunkdéw Swietl-
nych i temperatury o $wicie i zmierzchu. Mechanizm odpowiedzialny za generowanie rytméw okotodo-
bowych sktada sie z trzech gtdwnych elementow: drogi wejscia czynnikow Srodowiskowych synchroni-
zujacych dziatanie zegara, wewnetrznego oscylatora, drogi wyjscia w postaci rytmiki proceséw fizjolo-
gicznych i rozwojowych kontrolowanych przez zegar. Swiatto stanowi zasadniczy sygnat nastawiajacy
zegar. Wykazano $cisty zwigzek pomiedzy fotoreceptorami i elementami zegara biologicznego u réz-
nych modeli badawczych. U roslin obie rodziny czasteczek fotoreceptorowych, tj. fitochroméw i kryp-
tochroméw, biorag udziat w transdukcji sygnatu $wietlnego do oscylatora. Rodzina biatek ZTL, FKF1 i
LKP2 (zawierajgcych domene LOV, powtdrzony motyw kelch oraz kasete F-box), jak i nowo zidentyfi-
kowane biatka jadrowe Gl i ELF3 takze biorg udziat w przekazywaniu sygnatu $wietlnego do zegara.
Molekularne badania dotyczace wewnetrznego oscylatora u ré6znych organizméw (np. Arabidopsis tha-
liana, Neurospora crassa, Drosophila melanogaster) wskazuja, ze dziata on na zasadzie petli sprzeze-
nia zwrotnego, ztozonej z elementéw pozytywnych i negatywnych. Biatka kodowane przez geny zegara
dzialajg jako elementy negatywne, ktére hamuja swoja wiasng ekspresje poprzez blokowanie czynni-
kéw transkrypcyjnych, bedacych elementami pozytywnymi. U roslin najbardziej prawdopodobne ele-
menty oscylatora to: biatko TOC1 lub APRR1 - komponent dwusktadnikowego systemu regulacji od-
powiedzi (ang. response regulator) oraz dwa biatkowe czynniki transkrypcyjne wyposazone w domene
MYB - LHY i CCAl. Wykazano, iz roslinny zegar okotodobowy sprawuje kontrole nad wieloma rézno-
rodnymi procesami fizjologicznymi i rozwojowymi roslin m.in. wzrost komérek, otwieranie aparatéw
szparkowych, ruchy lisci oraz kwitnienie.

Stowa kluczowe: Arabidopsis thaliana, fotoreceptory, okotodobowe rytmy, oscylator, roslinny zegar
okotodobowy.
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Summary. The circadian clock forms one of the most fascinating adaptations to life on earth. Owing to the
internal clock organisms can not only react to the periodical sequence of day and night but can make
measure daylength, which is an indicator ofthe seasons. Endogenous clock creates about 24-h rhythms. The
clock is set mainly by the alternations in light and temperature conditions at dawn and dusk. The machinery
responsible for generating circadian rythms is composed of three major components: an input pathway by
which environmental cues act to synchronize the clock; the endogenous oscillator; and the output pathway
as the rhythmic of physiological and developmental processes controlled by the clock. Light forms the
dominant signal in resetting the clock. A close link between the photoreceptors and the clock’s components
has been demonstrated for different experimental models. In plants both of the photoreceptor molecules
families - phytochromes (phy) and cryptochromes (cry) participate in light signal transduction to the
oscillator. The ZTL, FKF1 and LKP2 proteins family (which contain LOV domain-, Kelch repeat- and F-
box) and the novel nuclear proteins G1 and ELF3, have also been implicated in light input to the clock.
Molecular studies ofthe central oscillator from several different organisms (ex. Arabidopsis thaliana, Neuro-
spora crassa, Drosophila melanogaster) indicate that it works as feedback loop consisting of positive and
negative elements. Proteins encoded by clock genes act as negative elements that repress their own expres-
sion by blocking transcriptional activators that act as positive elements. In plants putative elements of the
oscillator are: TOC! or APRR.! protein, an element oftwo - component response regulator system and two
related MYB transcription factors - LHY and CCA1. It was demonstrated that the circadian clock controlls
many different physiological and developmental processes in plants a.o. cells elongation, stomatai opening,
leafmovement and flowering.

Key words: Arabidopsis thaliana, circadian clock, circadian rhythms, oscillator, photoreceptors, plants.

WSTEP

Rytmicznos$¢ w Swiecie zywym jest zjawiskiem bardzo czestym i dotyczy duzej liczby
procesow fizjologicznych, biochemicznych oraz wzrostowo-rozwojowych. R6znego
rodzaju rytmy obserwuje sie u wszystkich organizmow, poczawszy od bakterii [36] na
cztowieku konczac [11], a takze na réznych poziomach organizacji biologicznej, od
poziomu molekularnego do populacji wiacznie [37].

Okresowos¢ procesOw biologicznych jest podstawowa cechg organizméw zywych,
powstatg w wyniku dtugotrwatego rozwoju filogenetycznego, przystosowujacego cykl
rozwojowy organizmu do zmian warunkéw $rodowiska [37]. Procesy rytmiczne
wykazuja bardzo szeroki czas trwania, liczony w sekundach (np. dZzwieki wydawane
przez samce Drosophila podczas godow), tygodniach (np. cykle menstruacyjne ssakow
naczelnych) lub miesigcach (np. kwitnienie i spoczynek roslin) [65]. Jednakze najczesciej
wystepujace w naturze rytmy sg zsynchronizowane z obrotem Ziemi wokaét wiasnej osi
i w zwigzku z tym okresla sie je mianem rytmdw dobowych [37]. Poniewaz czas trwania
tych rytméw zazwyczaj jest nieznacznie dtuzszy lub krotszy niz 24 godziny, stad rytmy
te nazwano okotodobowymi lub cirkadialnymi (fac. circa - okoto, dies - dzien).

Rytmy okotodobowe regulowane sa przez wewnetrzne zegary komorkowe, ktorych
funkcjonowanie moze by¢ modulowane przez sygnaty srodowiskowe, gtdwnie Swiatto
i temperature. Pierwsze dane literaturowe dotyczace obserwacji rytmow biologicznych
pochodza z 1729 roku, kiedy to francuski astronom Jean Jacques d’Ortous de Mairan
wykazal, iz dobowe ruchy lisci mimozy zachodzg takze po przeniesieniu roslin do
nieprzerwanej ciemnosci [12], Rytmy okotodobowe u roslin byty takze przedmiotem
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badan Karola Linneusza, ktory zaobserwowat dobowe ruchy ptatkéw kwiatowych i
stworzyt oparty natym kryterium zegar kwiatowy, szeregujacy gatunki roslin kwitngcych
ze wzgledu na pore rozchylania sie ptatkéw korony. Nastepne dwa stulecia charak-
teryzowaty sie stosunkowo matym zainteresowaniem badaczy rytmicznoscia u roslin.
Przetomem w rozwoju chronobiologii roslin okazaty sie by¢ prace Erwina Biinninga z
1936 roku. Stworzyt on pierwsze teoretyczne podstawy funkcjonowania zegara
biologicznego u roslin, gtéwnie w aspekcie kontroli kwitnienia [5].

Jednakze dopiero ostatnie dziesieciolecie stanowi okres intensywnego wzrostu
zainteresowania zagadnieniem funkcjonowania zegara biologicznego. Najczesciej
wykorzystywane do tego celu modele badawcze to grzyby (Neurospora crassa) [23] i
zwierzeta (m.in. Drosophila melanogaster, Mus muscullus) [17], Do chwili obecnej w
komorkach tych organizmoéw zidentyfikowano liczne biatka zegara oraz kodujace je
geny. Od Kilku lat obserwuje.sie takze znaczacy postep w identyfikacji sktadnikow i
mechanizmu funkcjonowania ro$linnego zegara biologicznego. Najwieksza ilo$¢
doniesien dotyczacych molekularnych podstaw funkcjonowania zegara okotodobowego
pochodzi z badain prowadzonych na modelowej roslinie dnia dtugiego: rzodkiewniku
pospolitym (Arabidopsis thaliana). Zsekwencjonowanie genomu tej rosliny [4]
umozliwito prowadzenie badan poréwnawczych dotyczacych gendw kodujgcych
sktadniki zegara, tak pomiedzy roslinami, jak i ro$linami i zwierzetami.

Podobienstwo rytmoéw okotodobowych u réznych gatunkdw roslin i zwierzat wskazuje
na istnienie uniwersalnych zasad funkcjonowania zegara biologicznego u wszystkich

RYCINA 1. Uproszczony model budowy zegara
okotodobowego. Sygnaty srodowiskowe przekazane do
wewnetrznego oscylatora modulujg ekspresje specy-
ficznych dla niego genéw (elementy pozytywne i
negatywne), na zasadzie petli sprzezen zwrotnych.
Generowane przez oscylator rytmy stojg z kolei u
podstaw rytmicznosci licznych proceséw fizjolo-
gicznych i rozwojowych organizmu (doktadny opis w
tekscie)
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organizméw (ryc.l). Endogenny mechanizm najogolniej rzecz biorac skiada sie z

nastepujacych elementéw [37]:

» ukladu zwigzanego z percepcja sygnatéw srodowiskowych i ich transdukcja do
wewnetrznego oscylatora (ang. input),

* wewnetrznego oscylatora zdolnego do generowania okreslonego rytmu,

» ukladu zwigzanego z przekazywaniem wygenerowanego rytmu do systemow wy-
konawczych (ang. output), kontrolujacych rytmicznos¢ okreslonego procesu (np.
ekspresji genow).

PERCEPCJA | TRANSDUKCJA SYGNALOW
SRODOWISKOWYCH DO OSCYLATORA

Najwazniejszymi czynnikami Srodowiskowymi wptywajgcymi na funkcjonowanie
zegara okotodobowego u roslin sg Swiatto i temperatura [68].

Cykliczne nastepstwo dnia i nocy, bedace wynikiem wirowego ruchu Ziemi jest
podstawowym czynnikiem ,,nastawiajgcym” (ang. set, entrain) roslinny zegar biolo-
giczny. Pierwszym etapem transdukcji sygnatu Swietlnego do wewnetrznego oscylatora
jestjego percepcja przez wyspecjalizowane czgsteczki chromoprotein petnigce funkcje
fotoreceptorow, do ktorych zaliczamy: fitochromy i kryptochromy [14], Odbierajg one
informacje o zmianach warunkéw $wietlnych w srodowisku wzrostu: iloSciowych
(natezenia, czasu trwania) i jakosciowych (sktadu widma Swietlnego) [22],

Fitochromy odpowiedzialne sgza pochtanianie $wiatta czerwonego i dalekiej czerwieni.
W komdrkach fitochromy syntetyzowane sgw formie Prwykazujgcej maksimum absorbcji
Swiatta przy 660 nm. Absorbcja Swiatta czerwonego prowadzi do fotokonwersji formy
Pr fitochromu do Pff - pochtaniajgcej dalekg czerwien. Z kolei naswietlanie roslin $wiattem
dalekiej czerwieni towarzyszy przeksztatcanie formy Pfr fitochromu do Pr [75]. Uwaza
sie, ze Pfrjest aktywna forma fitochromu, regulujacaprzebieg wielu zaleznych od swiatta
proceséw wzrostu i rozwoju roslin [22, 52, 61, 75].

U rzodkiewnika ze wzgledu na okres pétrwania czasteczek fitochromu mozna wyroznié¢
dwie jego pule: labilng (kodowang przez gen PHYA), syntetyzowang w ciemnosci |
podlegajaca szybkiej degradacji na $wietle oraz stabilng (PHYB-PHYE) utrzymujaca sie
na podobnym poziomie u ro$lin rosngcych na Swietle, jak i w ciemnosci [14],

Fitochromy to chromoproteiny o masie czgsteczkowej wahajgcej sie w granicach
od 120 do 130 kDa. Do N-koricowej czesci tych biatek przytgczona jest grupa chromo-
forowa, ktdéra odpowiada za spektralne wiasciwosci barwnika. Odcinek C-koricowy
zawiera domeny PAS (ang. Per-Arnt-Sim) umozliwiajace tworzenie dimeréw przez
fitochrom i ich interakcje z innymi biatkami uczestniczacymi w szlaku transdukcji
sygnatéw Swietlnych [54].

Nieaktywne formy fitochromu labilnego i stabilnego wystepuja na terenie cytoplazmy
zwigzane z biatkiem PKS1 (ang.phytochromekinasesubstrate /) [22]. Fotokonwersja
fitochroméw z formy Pr do Pfr powoduje aktywacje domeny kinazowej tego barwnika
prowadzacej do jego autofosforylacji, a nastepnie do fosforylacji biatka PKS 1. Umozliwia
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to oddysocjowanie czgsteczek fitochromu od PKS1 i ich transport do jadra
komérkowego [20]. Proces ten bezposrednio poprzedza powstawanie odpowiedzi rosliny
na dziatanie Swiatta.

Zaktada sig, ze przekazanie bodzca $wietlnego do oscylatora polega na oddziatywaniu
fitochromow z innymi biatkami, a interakcje te zachodza na terenie jagdra komorkowego.
Najlepiej poznanym pod wzgledem molekularnym wydaje sie szlak transdukcji sygnatu
Swietlnego od fitochromu do oscylatora, w ktérym istotna role odgrywa biatko PIF3
(ang. phytochrome interactingfactor 3) [50]. Biatko to ma zasadowy motyw helisa-
petla-helisa (bHLH), dzieki czemu wykazuje zdolnos¢ bezposredniego wiagzania sie z
DNA oraz domene PAS umozliwiajgcajego interakcje z fitochromem. Badania in vitro
wykazaty, ze biatko PIF3 wigze sie z czasteczkami Pfr fitochromu stabilnego (typu B).
Fotokonwersja tego fitochromu do formy nieaktywnej powoduje oddysocjowanie PIF3.
W zaproponowanym powyzej szlaku transdukcji zaktada sie, ze homodimery biatka
PIF3 sg trwale zwigzane z okreslonymi sekwencjami DNA, pozostajg one jednak
nieaktywne i nie zmieniajg aktywnosci genu, do ktérego promotora sg przytaczone. Po
przejsciu fitochromow na teren jadra dochodzi do oddziatywan pomiedzy czasteczkami
fotoreceptorow i biatkiem PIF3, co prowadzi do aktywacji genoéw specyficznych dla
PIF3. Zidentyfikowano element regulatorowy znajdujacy sie w promotorach genow,
ktorych aktywnos¢ regulowana jest przez czynnik transkrypcyjny PIF3. Elementem
tym jest sekwencja zwana G-box spotykana m.in w genach wchodzgcych w sktad zegara
biologicznego [44].

Podobienstwo C-koricowych domen PHYA i PHYB wskazuje, ze PIF3 moze wigzac
sie z fitochromami obu typow, tj. labilnym i stabilnym. Wystepowanie wspdélnego dla
PHYA i PHYB biatka wiazacego czasteczki tych fotoreceptoréw wskazuje na mozliwos¢
ich wspotdziatania w indukowanych przez Swiatto szlakach transdukcji sygnatow [53].

Rola biatka PIF3 w szlaku transdukcji sygnatu Swietlnego do wewnetrznego
oscylatora w komorkach roslinnych byta przedmiotem badan m.in. zespotu P. Quaila
[44], Autorzy ci badali interakcje biatka PIF3 z genami, ktérych promotory zawieraja
kasete G-box, a ich ekspresja regulowana jest Swiattem. Do tego celu wykorzystano
rosliny ze zredukowanym poziomem biatka PIF3, ktore charakteryzowaly sie znacznie
obnizong w poréwnaniu z roslinami dzikiego typu (WT) ekspresjg genéw CCA1l
(CIRCADIAN CLOCKASSOCIATED 7) i LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL),
stanowigcych zasadnicze elementy wewnetrznego oscylatora A. thaliana (patrz dalej).
Istotny przy tym wydaje sie fakt, ze w przypadku innych genow, ktérych ekspresja
réwniez regulowana jest przez $wiatto, np. SPA1 (SUPRESSOR OF PHYTOCHROME
A), RBCS-IA (RIBULOSE - 1,5 - BISPHOSPHATE - CARBOXYLASE) i CHS
(CHALCONESYNTHASE), nie obserwowano zmian w poziomie ich ekspresji. Wysoce
prawdopodobne wydaje sie zatem, ze biatko PIF3 bierze udziat w szlaku transdukcji
sygnatu Swietlnego i aktywuje tylko okreslong klase genow, ktorych promotory zawierajg
kasete G-box [44].

Przedstawiony model regulacji genéw zegara okotodobowego przez $wiatto stanowi
bardzo krdtki szlak transdukcji sygnatu obejmujacy jedynie czasteczki fotoreceptorowe
i jeden czynnik transkrypcyjny.
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Inng grupe fotoreceptorow, zaangazowanych w odbior i transport sygnatu do
wewnetrznego oscylatora, stanowig kryptochromy | i 2 (kodowane przez geny,
odpowiednio, CRY1 i CRY2). Poza komdrkami roslinnymi, kryptochromy zidentyfikowano
takze w komorkach zwierzecych m.in. u muszki owocowej, myszy oraz cztowieka. Sato
chromoproteiny pochtaniajgce $wiatto niebieskie i bliski ultrafiolet. Ich cze$¢ biatkowa
wykazuje duzghomologie do bakteryjnych fotoliaz; enzymdw uczestniczacych w procesie
naprawy DNA. Udziat tych fotoreceptorow w funkcjonowaniu zegara okotodobowego u
roslin jest znacznie mniej poznany od fitochroméw. Badania prowadzone na mutantach
cryl iery2 A. thaliana traktowanych $wiattem niebieskim o r6znym natezeniu wykazaty,
ze mutant etyl charakteryzuje sie znacznie dtuzszym w poréwnaniu z mutantem ery?2
okresem oscylacji w ekspresji jednego z gendéw kontrolowanych przez zegar (CAB-
CHLOROPHYLL A/B-BINDING PROTEIN2) [64]. Wydaje sie wiec, ze biatko CRY?2
nie wplywa w istotny sposéb na dostrajanie roslinnego zegara okotodobowego. Wiecej
danych na temat udziatu kryptochroméw w funkcjonowaniu zegara biologicznego u roslin
dostarczyty badania Devlin i Kay [13], prowadzone z wykorzystaniem podwdjnych
mutantéw rzodkiewnika, cechujacych sie obnizonym poziomem czasteczek obu typow
kryptochromow. Wykazano, ze podwdjne mutanty crylcry2 cechujg sie znacznie dtuzszym
okresem oscylacji w ekspresji genu CAB niz cryl, w Swietle niebieskim zaréwno o duzej,
jak i matej intensywnosci. Istotne wydaje sie poréwnanie wynikow doswiadczen
prowadzonych na myszach ze zmutowanymi genami CRY1, jak i CRY2. Zwierzeta te
charakteryzuja sie catkowitg arytmicznos$cig proceséw kontrolowanych przez zegar, co
sugeruje, iz geny te sg u nich integralng czescig oscylatora [58], Wydaje sie wiec, ze oba
biatka kryptochromowe wspotdziatajg w nastawianiu zegara, nie mniej w komdrkach
roslinnych nie sg one prawdopodobnie zasadniczymi elementami wewngtrznego oscylatora.

Dalsze etapy kontrolowanego przez kryptochrom szlaku transdukcji sygnatu sa stabo
poznane. Jednakze wyniki ostatnich badan Swiadcza o wystepowaniu wspétdziatania
pomiedzy czasteczkami kryptochromu z innymi biatkami. Przypuszczalnie wynikiem
tych oddziatywan sg zmiany wewnatrzkomérkowej lokalizacji biatek uczestniczagcych
w szlaku trandukcji sygnatu Swietlnego, jak réwniez zmiany réwnowagi jonowej,
ekspresji okreslonych genéw i innych proceséw metabolicznych [42],

Niejasne pozostaje takze wspoétdziatanie czasteczek fitochromoéw i kryptochromow
we wspolnym szlaku transdukcji sygnatu swietlnego. Cashmore i wsp. [2] wykazali
bowiem bezposrednie interakcje PHYA zaréwno z CRYL, jak i CRY2 in vitro.
Potwierdzono takze udziat PHY A w zaleznej od $wiatta fosforylacji CRY 1, przy czym
PHYA dziata tutaj jako fotoreceptor, a CRY1 jest dalszym elementem tego samego
szlaku transdukcji sygnatu. Uzupetnienie przytoczonych wynikéw stanowié moga takze
doniesienia o wspétwystepowaniu obu opisywanych fotoreceptoroéw na terenie jader
komorkowych siewek rzodkiewnika eksponowanych na $wiatto [13]. Podobng lokalizacje
jadrowa opisano takze dla CRY2 i PHYB, co réwniez moze sugerowac interakcje
pomiedzy tymi dwoma fotoreceptorami [45].

Wyniki badan z uzyciem réznych mutantéw rzodkiewnika wskazujg ponadto na
udziat biatek z rodziny ZTL/FKF/LKP w szlaku transdukcji sygnatu Swietlnego do
oscylatora. Ro$liny ze zmutowanym genem ZTL (ZEITLUPE) charakteryzujg sie
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wydtuzeniem okresu wystepowania réznorodnych rytméw oraz op6znionym czasem

kwitnienia [35,66]. Z kolei nadekspresja biatka LKP2 (LOVkelchprotein 2) powoduje

arytmiczno$é w oscylacjach poziomu transkryptéw zaréwno na ciggtym Swietle, jak i

w ciemnosci oraz opdzniong fotoperiodyczng indukcjg kwitnienia [63], Dclecja genu

FKF1 (FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F BOX) wptywa na okotodobowe

oscylacje aktywnosci transkrypcyjnej réznych genéw, w tym réwniez samego genu

FKF1, inaczej niz w przypadku gendéw ZTL i LKP2 [55], Wszystkie geny rodziny ZTL

charakteryzuja sie jednoczesng obecnoscia specyficznych sekwencji, niespotykanych

razem u innych gendw z rodziny F-box. Sa to:

+ domena LOV bedaca specyficzng klasa motywu PAS, odpowiedzialna za interak-
cje biatko-biatko i wigzanie grupy chromoforowej do niektérych fotoreccptoréw
[25],

+ domena F-box zaangazowana w procesy ubikwitynacji i pdzniejszej degradacji
biatek [6],

+ domena kelch - wystepujgca w szesciu powtdrzeniach, zaangazowana w interak-
cje biatko-biatko [1].

Najlepiej poznanym pod wzgledem biochemicznym i molekularnym biatkiem
opisywanej rodziny jest ZTL. Istniejg rozne poglady na temat jego funkcji. Wykazano
wptyw ZTL na dtugosc okresu rytmdw inicjowanych pod wptywem Swiatta czerwonego
i niebieskiego, co moze wskazywaé na udziat tego biatka w przekazywaniu sygnatu
Swietlnego zaréwno od fitochromu, jak i kryptochromu. Badania in vitro potwierdzity
interakcje biatka ZTL z czasteczkami PHYB, jak i CRY1 [30]. Istniejg rowniez dane
dotyczace roli biatek rodziny ZTL jako nowej klasy fotoreccptoréw. Analiza sekwencji
motywu LOV tych biatek potwierdzita jego homologie wzgledem domen wigzacych
flawinowa (FMN) grupe chromoforowg, wystepujgcych w biatkach: NPH! (receptor
Swiatha niebieskiego u Arahidopsis) [8] i PHY3 (fotoreceptor zidentyfikowany u paproci
Adiantum) [57]. Wysoki stopiefl homologii domeny LOV biatek rodziny ZTL ujawniono
takze wzgledem biatka WC-1 (white colar /), funkcjonujgcego jako czynnik trans-
krypcyjny posredniczacy w odpowiedzi na Swiatto niebieskie i bedacy elementem zegara
u Neurospora crassa [10]. Oprocz udziatu w przekazywaniu sygnatu $wietlnego do
oscylatora biatka z rodziny ZTL petnig réwniez istotng role w regulowanej $wiattem
proteolitycznej degradacji biatek zwigzanych z zegarem okotodobowym [34],

Istotng role w przekazywaniu sygnatu Swietlnego do oscylatora wykazano ponadto
dla produktéw dwdch gendw, ktérych ekspresja jest regulowana przez zegar, tj. ELF3
(EARLY FLOWERING 3) oraz GI (GIGANTEA). W warunkach ciggtego oswietlenia
mutacja genu ELF3 powoduje bowiem arytmie takich procesow fizjologicznych, jak
kwitnienie i wydtuzanie hypokotyli oraz nierytmiczng ekspresjg genow CAB i CCR2
(COLD AND CIRCADIAN REGULATED) [9]. Co istotne, w przypadku CCR2
rytmiczna ekspresja tego genu utrzymuje sie przynajmniej przez pie¢ dni w ciemnosci,
co sugeruje, ze aktywnos$¢ biatka ELF3 nie jest konieczna do funkcjonowania
endogennego zegara [9]. Natej podstawie zaproponowano udziat ELF3 w przekazywaniu
sygnatu Swietlnego do oscylatora. Badania genetyczne, potwierdzaja wspotdziatanie
biatka ELF3 z PHYB [62], wskazujac, ze ELF3 dziata jako negatywny modulator
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aktywnosci PHYB. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ fakt, ze nadekspresja ELF3
powoduje wydtuzenie dtugosci okresu rytmu oraz jednoczesne ostabienie wptywu pulséw
Swiatta czerwonego na dostrajanie zegara [9], Utrata funkcji opisywanego biatka u
mutantéw elj3 znacznie zwieksza ich wrazliwos$é na sygnaty Swietlne [49]. Podsumo-
wujac, jest wysoce prawdopodobne, ze biatko ELF3 pelni funkcje represora, ktory
blokuje wejscie sygnatu Swietlnego do oscylatora [51]. Uposledzenie funkcji drugiego
z wymienionych genéw - Gl, objawia sie miedzy innymi brakiem rytmicznosci ruchéw
lisci, jak réwniez zaburzeniami ekspresji réznorodnych genéw regulowanych przez zegar,
w tym samego genu GI [19], Skrécenie okresu rytmu jest mniej wyrazne u roslin
rosnacych w warunkach statej ciemnosci anizeli w statym Swietle, co sugeruje udziat
biatka GI w szlaku transdukcji sygnatu Swietlnego do zegara [59]. Ponadto zaburzenia
w hamowaniu wzrostu hypokotyli u mutantéw gi, wystepujace jedynie w Swietle
czerwonym, pozwalajg przypuszczaé, ze biatko Gl podobnie jak ELF3 jest elementem
szlaku transdukcji kontrolowanego przez PHYB [29]. Rosliny z niefunkcjonalnym
biatkiem Gl wykazujg ponadto zaburzenia w procesie elongacji hypokotyli, charak-
terystyczne dla fenotypow phyB. Uzyskane wyniki $wiadczg o istotnej roli GI w
fitochromowym (PHYB) faincuchu transdukcji sygnatu do zegara [48].

Rownie silnym, co Swiatto, bodzcem srodowiskowym wplywajgcym na procesy
rozwojowe roslin jest temperatura. Jej udziat w generowaniu rytméw okotodobowych
roslin jest znacznie stabiej poznany niz wptyw Swiatla. Jednakze dowiedziono, ze
cykliczne zmiany temperatury wptywajg na oscylacje m.in. w ekspresji genu CAB u
Arabidopsis. Pulsowe traktowanie tych roslin niskg temperaturg objawia sie kazdo-
razowym nastawianiem rytmiki akumulacji mMRNA genéw CAB oraz CCR2 [39], Z
kolei skok temperatury z 4 do 22°C, jednoznaczny z przerwaniem procesu stratyfikacji,
nie wptywa na funkcjonowanie zegara u bardzo miodych siewek, co pozwala
przypuszczac, ze nie wykazujg one w tym stadium rozwojowym wrazliwosci na istotne
zmiany temperatury. Aktualnie dostepne wyniki, dotyczace wptywu temperatury na
generowanie rytmow u roslin, sg jeszcze bardzo fragmentaryczne i z pewnoscia
wymagaja dalszych badan zaréwno na poziomie molekularnym, jak i fizjologicznym.

MOLEKULARNY MECHANIZM DZIALANIA
WEWNETRZNEGO OSCYLATORA

Pod pojeciem oscylatora rozumiemy te cze$¢ zegara okotodobowego, ktora jest
odpowiedzialna za generowanie ré6znorodnych rytmow biologicznych. Ostatnia dekada
charakteryzowalta sie wzrostem zainteresowania identyfikacja elementdw stanowigcych
kluczowe komponenty oscylatora. Z jednej strony ustalono, ze wsp6lng cechg elementéw
»maszynerii” generujacej rytmy okotodobowe zaréwno u roslin, jak i zwierzat jest
obecnos$¢ wspomnianej juz domeny PAS odpowiedzialnej za interakcje biatko-biatko.
Z drugiej strony wykazano zasadniczg réznice pomiedzy oscylatorem roslinnym i
zwierzecym ze wzgledu na sktad molekularny tego systemu. Badania genetyczne nie
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dowiodty bowiem istnienia wyraznej homologii pomiedzy sekwencjg genéw wcho-
dzacych w skiad oscylatora u Arabidopsis i innych organizmoéw, jak Neurospora crassa
czy Drosophila melanogaster [4].

Generalnie mechanizm dziatania oscylatora polega na wspétistnieniu powigzanych
ze sobg na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego tzw. elementow pozytywnych i
negatywnych. Elementy pozytywne indukujg ekspresje gendw kodujacych biatka,
petnigce role elementéw negatywnych. Czasteczki te wplywaja z kolei hamujgco na
ekspresje gendéw kodujacych elementy pozytywne. W rezultacie elementy negatywne,
bezposrednio lub posrednio, hamujg ekspresje wiasnych genéw, co pozwala na
generowanie rytmicznych wahan ekspresji genéw oscylatora i realizacje proceséw
lezacych u podstaw rytmiki okotodobowej (ryc. 1)[79J.

Doswiadczenia prowadzone na mutantach Arabidopsis umozliwity poznanie
molekularnej organizacji wewnetrznego oscylatora tej rosliny. Wykazano, ze co najmniej
trzy geny i ich produkty zaangazowane sg w generowaniu rytmoéw okotodobowych. Do
genéw tych naleza: APRRI/TOCI (ARABIDOPSIS PSEUDO RESPONSE
REGULATOR UTIMING OF CAB 1), LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) oraz
CCAl (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1) [28].

Role genu APRRI/TOC1 w funkcjonowaniu oscylatora wykazano podczas
obserwacji mutantéw tocl, ktére cechuje m.in. skrécenie okresu rytmu takich procesow,
jak transkrypcja genow CAB2 i CCR2 [39] oraz ruchy lisci i aparatow szparkowych
[64], Zmiany te sg niezalezne od natezenia $wiatla i utrzymuja sie réwniez w catkowitej
ciemnosci, co sugeruje, ze biatko APRR1/TOC1 nie jest czescig szlaku transdukcji
sygnatu Swietlnego do zegara, ale moze stanowi¢ element wewnetrznego oscylatora.
Strayer i wsp. [70] wykazali ponadto, ze poziom mRNA genu APRRI/TOCI oscyluje
w cigglym Swietle, osiggajac szczyt pod koniec dnia.

W zwigzku z tym, ze u mutantéw tocl okres tych oscylacji jest krotszy niz u roslin
typu dzikiego, uwaza¢ mozna, ze biatko APRRI/TOCI kontroluje swoja wiasng
ekspresje na zasadzie sprzezenia zawrotnego. Eksperymentalnie wykazano, iz
nadekspresja genu APRRI/TOCI objawia sie zniesieniem oscylacji wielu genéw
bedacych pod kontrolg zegara, w tym takze CCA1 i LHY.

APRRI/TOCI nalezy do rodziny genéw APRR (ARABIDOPSIS PSEUDO
RESPONSE REGULATOR) obejmujacej 6 przedstawicieli (APRR1, 2, 3, 5, 7i9) [77].
Poziom mRNA pieciu z nich, z wyjagtkiem APRR2, oscyluje w rytmie okotodobowym
(patrz dalej). APRRI/TOCI koduje biatko jadrowe, charakteryzujgce sie obecnoscia
»domeny odbiorczej” (ang. receiver domain) spotykanej réwniez w biatkowych
regulatorach odpowiedzi, funkcjonujacych w bakteryjnych dwusktadnikowych uktadach
transdukcji [78]. Drugim specyficznym motywem wystepujgcym w C-kohcowej czesci
biatka APRRI/TOCI jest sekwencja CCT, obecna réwniez w biatkach CONSTANS i
CONSTANS-like, petniacych role czynnikéw transkrypcyjnych [70], Promotor genu
APRRI/TOCI charakteryzuje sie takze obecnoscig sekwencji okreslonej terminem EE
(EVENING ELEMENT) o dtugosci 9 par zasad (AAAATATCT). Motyw ten
zidentyfikowano takze w promotorach kilkudziesieciu innych genéw, ktorych ekspresja
osigga szczyt pod koniec dnia [27], Biatko APRRI/TOCI wchodzi w interakcje z
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biatkiem P1F3, co sugeruje udziat APRR1/TOC! w regulacji wewnetrznego oscylatora
pod wptywem docierajgcego do niego sygnatu swietlnego [43]. Wykazano takze, ze
biatko APRR1/TOC1 zwiazane jest z czynnikiem ABI3 (ang. ABSCISIC ACID
INSENSITIVE 3), co wskazuje na zwigzek APRR1/TOC1 ze szlakiem transdukcji
sygnatu kwasu abscysynowego (ABA) do zegara i/lub generowaniem jego odpowiedzi
na ten sygnat [40].

Dwa kolejne sktadniki wewnetrznego oscylatora w komorkach roslinnych to biatka
LHY i CCAL Sato czynniki transkrypcyjne charakteryzujace sie obecnoscigpojedynczej
domeny Myb, ktéra w zidentyfikowanych u zwierzat czynnikach transkrypcyjnych
wystepuje zazwyczaj w trzech powtérzeniach. Potréjny motyw Myb tworzy domeneg
helisa-zwrot-helisa, wigzaca specyficzne elementy promotorowe wielu genéw [31],

Rosliny z nadekspresjagenow LHY lub CCAL1 wykazujgarytmiczno$¢ roznorodnych
procesOw regulowanych przez zegar m.in. oscylacji poziomu mRNA genéw CAB2,
CAT3 (CATALAZE3), CCR2 [76], ruchdw lisci [69]. Mutanty ccal charakteryzujg sie
skréconym okresem oscylacji poziomu mRNA gendw regulowanych zegarem, jednakze
zachowuja rytmicznos¢ ich ekspresji [24]. Podobne cechy obserwowano u mutantéw
lhy. Z kolei u podwojnego mutanta (ccal/lhy) obserwuje sie arytmicznos¢ ruchu lisci
oraz ekspresji licznych genéw [67]. Wyniki te wskazujg na istotna role biatek LHY i
CCAL1 w funkcjonowaniu wewnetrznego oscylatora u rzodkiewnika.

Wyniki badan Strayer i wsp. [70] wskazujg na udziat biatek APRR1/TOC1, LHY i
CCA1 w tworzeniu wspolnej petli sprzezenia zwrotnego. Zaobserwowano, ze réznica
pomiedzy okresem najwiekszej akumulacji transkryptéw genu APRR1/TOC! oraz genéw
LHY i CCAl wynosi 12 godzin. Sugeruje to, ze biatka CCAl i LHY peinig role
represorow genu APRR1/TOC1. Stwierdzono, iz nadekspresja genow LHY i CCAl
powoduje niski, ale staty poziom transkryptéw APRR1/TOCL1 [3]. Z kolei u roslin ze
zmutowanym gznzrnAPRRI/TOCI dochodzi do silnej redukcji poziomu mRNA genéw
LHY i CCA1l. Prawdopodobne jest zatem, ze biatko APRR1/TOC1 dziata jako
pozytywny regulator tych genow [3].

Na podstawie uzyskanych wynikéw zaproponowano model dziatania endogennego
oscylatora Arabidopsis (ryc. 2). O Swicie, w wyniku interakcji aktywnej formy PHYB
z czynnikiem transkrypcyjnym P1F3 (trwale zwigzanym z kasetg G-box promotorow
genow LHY | CCAL1) dochodzi do indukcji transkrypcji tych genéw. Dwie godziny po
pojawieniu sie pierwszych transkryptow obserwowany jest szczyt akumulacji biatek
LHY i CCAl1 w cytoplazmie. Po przedostaniu sie na teren jagdra komorkowego
wspomniane czynniki transkrypcyjne wiaza sie do sekwencji EE promotora genuAPRRI/
TOC1, powodujagc hamowanie jego ekspresji w ciggu dnia. Spadek poziomu biatka
APRR1/TOC1 wptywa z kolei na obnizenie aktywnosci genéw LHY i CCAl, co w
konsekwencji zmniejsza pule biatek przez nie kodowanych. Niski poziom LHY i CCA 1,
wystepujacy o zmierzchu, pozwala na wznowienie transkrypcji genu APRR1/TOC1.

W ciggu nocy nastepuje wzrost ilosci biatka APRR1/TOC1, ktére wchodzac w
interakcje z PIF3, jak i PFL1 (PIF3-like) [43] umozliwiajg ponowng aktywacje
transkrypcji gendéw LHY § CCA1 wraz ze wschodem stonca [28]. Biatka LHY i CCAl
jednoczesnie stymuluja ekspresje licznych tzw. genéw porannych (ze szczytem ekspresji
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RYCINA 2. Uproszczony schemat zegara okotodobowego u Arabidopsis thaliana. Bodziec $wietlny
odbierany przez czasteczki fotoreceptorowe przekazywany jest za posrednictwem biatek szlaku
transdukcji sygnatu do oscylatora, gdzie moduluje ekspresje genéw oscylatora. Biatkowe produkty genéw
oscylatora funkcjonujace jako czynniki transkrypcyjne wptywaja na ekspresje genéw oscylatora na
zasadzie petli sprzezenia zwrotnego, jak réwniez regulujg aktywno$¢ innych genéw niezwigzanych z
oscylatorem. Ostatecznym efektem oscylacji na poziomie molekularnym jest rytmiczno$¢ proceséw
wzrostowo-rozwojowych rosliny (doktadny opis w tekscie)

o0 $wicie) np. CAB i hamujatranskrypcjetzw. genoéw wieczornych (ze szczytem ekspresji
wieczorem) m.in. CCR2 [7].

Wiele prowadzonych obecnie badan koncentruje sie na okresleniu roli i ewentualnego
zwigzku biatek z rodziny APRR z zegarem okotodobowym Arabidopsis. Ekspresja



618 A. ZIENKIEWICZ, A. TRETYN, J. KOPCEW1CZ

gendéw kodujgcych te biatka podlega kontroli zegara okotodobowego na poziomie
transkrypcji. Akumulacja mRNA genéw APRR rozpoczyna sie wraz ze wschodem storica
i zachodzi w 2-3-godzinnych przedziatach poczawszy od genu przez APRRY,
5, 3. Jako ostatni o zmierzchu pojawia sie transkrypt genu APRR1/TOC1 Postuluje
sie w zwigzku z tym, ze nie tylko APRR1/TOC 1, ale takze pozostate biatka z opisywanej
rodziny moga stanowi¢ istotna cze$¢ oscylatora [46].

Okotodobowe oscylacje, zardwno na poziomie transkryptow jak i biatek, charak-
teryzuja rowniez homologiczne wzgledem CCAL i LHYgeny REVEILLE (RVE). Ich
nazwa (z ang. pobudka) wynika z ich najwiekszej ekspresji 0 wschodzie stonca. Fakt
istnienia takiej rodziny biatek stawia pytania dotyczgce natury interakcji pomiedzy
nimi i ich wptywu na funkcjonowanie sprzezer zwrotnych wewnatrz oscylatora [21],

Intensywnie badanym aspektem dziatania oscylatora u rzodkiewnika jest takze
fosforylacja gtéwnych biatek zegara. Badania prowadzone z wykorzystaniem droz-
dzowego systemu dwuhybrydowego ujawnity istnienie interakcji pomiedzy biatkiem
CKB3 (stanowigcym regulatorowgpodjednostke P kinazy kazeinowej 11)zCCAl [72],
Badania in vitro wykazaty takze interakcje biatka CCAl1 z dwoma innymi podjed-
nostkami [3 kinazy kazeinowej (CK.B1 oraz CKB2), jak rowniez dwoma jej
podjednostkami ot (CKA1 i CKAZ2). Zadaniem kinazy kazeinowej Il (CK2) jest m.in.
fosforylacja biatka CCA1 umozliwiajgca wiazanie sie tego czynnika transkrypcyjnego
z DNA. Dowiedziono takze, ze enzym ten fosforyluje biatko LHY in vitro [73].
Nadekspresja CKB3 objawia sie u badanych roslin miedzy innymi skréceniem okresu
rytmu poziomu mRNA gendéw LHYi CCA 1, jak i czterech innych genéw kontrolowanych
przez zegar, tj. CAB, CCR2, CAT2 oraz CAT3. Opisane wyniki sg podobne do tych,
jakie uzyskano w wyniku redukcji poziomu biatka CCA1l. Przypuszczalnie cyklaza
kazeinowa Il wptywa na dziatanie wewnetrznego oscylatora przez regulacje poziomu
biatka CCA1, a takze LHY [47]. Inng wazng rolg fosforylacji elementdéw oscylatora
przez CK2 moze by¢ przeksztatcanie ich w s ubstraty dla biatek, majacych domene
F-box (np. ZTL, FKF i LKP2), zaangazowanych w procesy ubikwityno-zaleznej
degradacji biatek zegara [48].

PROCESY FIZJOLOGICZNE | ROZWOJOWE
KONTROLOWANE PRZEZ ZEGAR OKOLODOBOWY

Zegar okotodobowy, jak juz podkreslono, kontroluje znaczng liczbe procesow
wzrostowo-rozwojowych zaréwno u zwierzat, jak i roslin. Kontrola ta odbywa sie na
poziomie transkrypcji okreslonych genéw i/lub syntezy kodowanych przez nie biatek,
jak réwniez modyfikacji posttranskrypcyjnych i posttranslacyjnych, a ponadto poprzez
regulacje przepuszczalnosci bton komérkowych oraz regulacje cyklu komérkowego.
Ostatecznym wynikiem tych wszystkich proceséw jest kontrola reakcji organizméw na
okre$lone bodzce $srodowiskowe.
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Okotodobowe oscylacje u roslin wykazano dla wielu zdarzen na poziomic komaor-
kowym, takich jak: ekspresja okreslonych genéw m.in. CAB, CAT2, CAT3. cytozolowe
stezenie jonéw wapniowych i inne [33], Na poziomie organizmu rytmy okotodobowe
dotycza m.in. otwierania aparatow szparkowych, ruchu lisci i liscieni oraz wzrostu
hypokotyli [15]. W kohcu, zegar biologiczny posredniczy w kontroli rytmicznosci
procesdw rozwojowych rosliny (niewykazujacych oscylacji okotodobowych), takich
jak kwitnienie czy spoczynek pgkéw kwiatowych [74],

W czasie ostatniej dekady poznano wiele nowych genéw, ktérych ekspresja wykazuje
rytmicznos$¢ w ciagu doby. Zidentyfikowano takze geny, ktérych ekspresja regulowana jest
Swiattem, a ich produkty wykazujg Scisty zwiazek z procesem fotosyntezy. Sgto m.in. biatka
wigzace chlorofil a/b kodowane przez geny nalezace do rodziny CAB, ktdrych szczyt ekspresji
przypada na pierwsze godziny po wschodzie storica. Geny nalezace do tej grupy, kodujgm.in:
mata podjcdnostke karboksylazy 1,5 bisfosforubulozy (RuBP) [60] oraz funkcjonujacg w
komérkach roslin CAM kinaze karboksylazy fosfoenolopirogronianowej (PEPC). Podwyzszona
ekspresja ostatniego z wymienionych genéw zachodzi o pétnocy w okresie najwiekszego
zapotrzebowania na ten enzym w komdrkach [56]. Regulacyjny udziat zegara biologicznego
potwierdzono takze dla ekspresji innych niezwigzanych z fotosyntezg gendw. Przykfadem
moze by¢ tutaj rodzina gendéw kodujgcych katalazy CAT. Interesujacy jest fakt, ze szczyty
ekspresji genédw CAT2 i CAT3 u Arabidopsis zachodzg na przemian co 12 godzin.
Prawidtowosc ta odzwierciedla zapewne roznorodng role produktéw opisywanych genow w
metabolizmie ro$liny [65].

W komorkach Arabidopsis stwierdzono takze dobowe rytmy cytozolowego oraz
chloroplastowego stezenia jondw wapnia, zaréwno w cigglym Swietle jak i w stalej
ciemnosci [32]. Regulacja stezeniajonow Ca2’poprzez zegar okotodobowy odbywa sie
prawdopodobnie za posrednictwem enzymoéw zaleznych od Ca?+, takich jak kinazy
biatkowe lub tez biatek wigzacych wapn (np. kalmodulina), ktérych poziom moze by¢
regulowany przez oscylator [65]. Kontrola zegara okotodobowego nad gospodarka
jonowa komoérek moze réwniez posrednio dotyczy¢ takich zjawisk fizjologicznych, jak
zamykanie i otwieranie aparatéw szparkowych oraz ruchy lisci. Molekularne podioze
tych proceséw nie zostato dotychczas poznane jednakze potwierdzono istnienie oscylacji
w aktywnosci niektorych biatek btonowych odpowiedzialnych za transportjonéw przez
btony komérkowe, np. H + ATPaza [38].

Jak powszechnie wiadomo, indukcja kwitnienia wielu roslin jest bardzo wyraznie
powigzana z czasem trwania i periodycznym nastepstwem okresow Swiatta i ciemnosci
w cyklach okotodobowych [37]. Juz w 1936 roku Biinning zaktadat, ze fotoperiodyzm
jest zwigzany z funkcjonowaniem oscylatora generujacego rytmy okotodobowe [5],
Wiadomo takze, ze wszelkie mutacje zaktdcajace rytmiczng ekspresje gendéw wpltywaja
na czas kwitnienia [41]. Potwierdzono to licznymi badaniami mutantéw u Arabidopsis.
Poza wspomnianymi wcze$niej wynikami badar dotyczacych genéw ELF3 czy Gl
wykazano takze zwigzek pomiedzy ekspresjg genu CO (CONSTANS), oscylatorem oraz
fotoperiodyczng indukcjg kwitnienia. Poniewaz mutanty elf3 charakteryzujg sie
wczesnym kwitnieniem i podwyzszonym poziomem ekspresji genu CO, a rosliny z
nadekspresjg genu LHY wykazujg zredukowang ekspresje CO i opdzniony czas
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kwitnienia, to sadzi¢ mozna, ze gen CO odgrywa wazng role posrednika pomiedzy
endogennym zegarem i indukcjg kwitnienia [71]. U roélin typu dzikiego ekspresja genu
CO wykazuje rytmike okotodobowa, z maksimum w nocy, jednakze ten wzér ekspresji
regulowany jest fotoperiodycznie. W warunkach dnia dtugiego poziom mRNA genu
COjest wysoki wczesnym rankiem, po czym zmniejsza sie w ciggu dnia, by ponownie
wzrosna¢ w godzinach nocnych. W warunkach dnia krotkiego natomiast obserwuje sie
stosunkowo matg akumulacje transkryptéw CO po wschodzie stonca i jej pozniejszy
wzrost podczas nocy. W zwigzku z tym uwaza sie, ze regulacja ekspresji genu
CONSTANS zachodzi na poziomie potranskrypcyjnym ijest regulowana przez $wiatto.
Zatem jedynie warunki dnia dlugiego zapewniajg wystarczajgco diugg dostepnosé
sygnatu $wietlnego, wymagana do syntezy biatka CO, a posrednio indukcji kwitnienia.
Biatko CO jest bowiem czynnikiem transkrypcyjnym aktywujacym transkrypcje
docelowego genu FLT(FLOWERING LOCUS T), bezposrednio odpowiedzialnego za
indukcje kwitnienia [28].

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich 10 lat wiedza na temat funkcjonowania komorkowego mechanizmu
odpowiedzialnego za regulacje rytméw okotodobowych znacznie sie poszerzyta. Rozwoj
metod uzyskiwania mutantéw oraz techniki molekularne zaowocowaty identyfikacja
kilkudziesieciu genéw posrednio lub bezposrednio zaangazowanych w mechanizm zegara
okotodobowego. Tylko w latach 2002-2003 wykryto trzy nowe geny: ELF4 (EARLY
FLOWERING 4) [16], TIC (TIME FOR COFFE) [26] i TEJ (gen kodujacy
glikohydrolaze poli (ADP-rybozy) [18], ktore odgrywajg wazng role w mechanizmie
funkcjonowania wewnetrznego oscylatora. Wysoce prawdopodobne jest zatem, ze
przedstawiony w niniejszej pracy model budowy i dziatania roslinnego zegara
okotodobowego ulegnie w niedtugim czasie znacznym modyfikacjom. Wiele pytan
dotyczacych natury zegara nadal pozostaje bez odpowiedzi. Dotychczas nie ustalono
takze, czy w kazdej komorce funkcjonuje jeden czy wiele zegardw, czy wszystkie komorki
organizmu wymagajg funkcjonowania zegara oraz czy istnieje synchroniczno$¢ w
dziataniu zegara na poziomie tkankowym. Uzyskanie odpowiedzi na te i wiele innych
pytan wymaga dalszych badan zaréwno fizjologicznych, jak i molekularnych.
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ERRATA

do pracy autorstwa Zienkiewicz K., Niedojadto J. pod tytutem: ,,Natura ifunkcje
ciat Cajala w swietle nowych badan ” opublikowanej w Postepach Biologii Komorki
t. 31, nr2 z 2004 r. W zwiazku z niedostatecznajakoscigryciny | nastr. 315 ponizej
zamieszczamy rycine w wersji, mamy nadzieje, lepszej jakosci.
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ERRATA

do prac opublikowanych w Postepach Biologii Komorki tom 31, suplement
nr22/2004:

J. Kawiak, l.Hus, J. Kolinski, G.Hoser, A.Dmoszynska pt. ,,Mechanizmy
immunologiczne w nowotworach i proby wykorzystania ich w immunoterapii*

strona powinno by¢ jest

67  Naorganizm cztowieka skiada Na organizm cztowieka sktada
sie okoto 1014 komorek (dla sie okoto 1014 komérek (dla
poréwnania ludzi na ziemi zyje poréwnania ludzi na ziemi zyje
okoto 109) okoto 109, poréwnanie W. Korohoda).

71 W tym typie biataczki jest W tym typie biataczki jest
tagodny przebieg kliniczny i tagodny przebieg kliniczny i
dtugi czasem przezycia chorych. dhugi czas przezycia chorych

W. M. Krajewskiej i |. Mastowskiej pt. ,,Kaweolina, kaweole i

transformacja nowotworowa"

92 ...kodonie 131... ...kodonie 132.
wiersz 12 od dotu
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KOMUNIKATY

W imieniu Komitetu Organizacyjnego Ogolnopolskiej Konferencji Naukowej nt.

,.Metabolizm lekdw i antybiotykow"

Mam zaszczyt i ogromng przyjemnos$¢ powiadomic Panstwa, ze w pierwszej dekadzie
wrzesnia 2004 roku w Ustroniu pragniemy zorganizowac¢ kolejne nasze spotkanie
naukowe.

Aby umozliwi¢ Panstwu szybki i bezposredni kontakt z Komitetem Organizacyjnym,
uruchamiamy na potrzeby Konferencji strone internetowa, na ktérej bedg umieszczane
wszystkie wazne i aktualne dane dotyczace Zjazdu:

WWW.metabolizm.slam.katowice.pl
e-mail: metabolizm @ slam.katowice.pl

Tadroga bedziemy chcieli przyjmowac od Paristwa miedzy innymi dane o rejestracji
uczestnikow, streszczenia referatéw i inne informacje. Strona ta bedzie sukcesywnie
aktualizowana i uzupetniana i dlatego prosimy o czeste jej odwied\zanic.

Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego

Dr Andrzej Plewka

IV Konferencja Sekcji Endokrynologii Molekularnej
Polskiego Towarzystwa Endokrynologicznego

odbedzie sie 2-3 pazdziernika 2004 r. w sali konferencyjnej Muzeum
Archeologicznego w Poznaniu - Patac Gorkow (ul. Wodna 27).

Program naukowy obejmuje wykitady plenarne i prezentacje prac oryginalnych z
zakresu:

endokrynologii molekularnej (postepy w badaniach molekulamo-genetycznych
endokrynopatii — choroby tarczycy, przysadki, nadnerczy, przytarczyc, zaburzenia
gospodarki wapniowo-fosforanowej, nowotwory gruczotéw endokrynnych),

diagnostyki molekularnej,

terapii genowej i rekombinowanymi hormonami.

Przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego

dr bab. med. Katarzyna tacka

tel. (61) 8691323, kom. 604 90 50 86

fax (61) 8691682

e-mail: K_Lacka@wp.pl lub gradecka_kubik@op.pl


http://WWW.metabolizm.slam.katowice.pl
slam.katowice.pl
mailto:K_Lacka@wp.pl
mailto:gradecka_kubik@op.pl
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POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukujg artykuty przegladowe z zakresu najnowszych osiggnie¢ biologii
komérki, niepublikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cistos¢ podawanych
informacji. Obowiazuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym,
anatomicznym i embriologicznym. Artykuly drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga
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(do ! strony maszynopisu).
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nazwiska autoréw, nazwe zakfadu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, infor-
macje o dofinansowaniu pracy oraz skrét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku
polskim i angielskim streszczenie (do ! str.) oraz stowa kluczowe 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w
Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile sg tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna stosowaé
jedynie powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie
nie zamieszczac tabel, schematow lub rycin, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich lokalizacje (np.
tab. 1, ryc. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz
podrozdziaty. Od nowej strony nalezy podac spis literatury. Skréty nazw czasopism podawac nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sa corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie
nastepuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis
literatury nalezy zestawic alfabetycznie wedlug nastepujacego wzoru:

[1] HNILICA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, Schwartz E
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Tabele, opisy schematéw i rycin powinny by¢ zalgczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki
muszg by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane
na blyszczacym papierze. Barwne ryciny i zdjecia sa platne.Wymiary poszczegolnych rycin, schematéw
i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Na zdjeciach prosimy zamieszcza¢ podziat-
ke, a nie podawa¢ powiekszenia w podpisie w zwigzku z potrzebg zmniejszania ilustracji. Jezeli zalaczniki sg
zapozyczone z innych Zrédet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpniete i dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa
na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza sie w niezmienionej formie. Wszystkie zataczniki, np. wykaz
skrétéw, musza mie¢ na odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie goéry i dotu ilustracji. Jednostki miar muszg
by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest
do wykonania korekty autorskiej i zwrécenia jej w ciggu doby. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami
tekstu wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja-
bezptatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga zamoéwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte.
Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwr6ci¢ do redakcji koniecznie w ciggu 30 dni. Redakcja
zrezygnuje z publikacji maszynopisu, ktérego autorzy do 30 dni nie odpowiedza na list redaktora. Od stycznia
2003 r. Redakcja wprowadza odptatnos¢ 300,- zt za artykut nie przekraczajacy 15 str. druku.

Redakcja prosi takze o dotaczenie tytutu artykutu i podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, tabel Tre$¢ pracy nie byta uprzednio publikowana,

i rycin tak nie nie zostata wystana do innej redakcji tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptuja prace tak nie Dotaczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce z

Jest zgodaosab, ktérych informacje nie- podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego
publikowane sg zamieszczone w tekscie tak nie  z komputera IBM tak nie

Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zataczonym maszynopisie  tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w ,,Postepach” przechodzi na whasno$¢ Fundacji Biologii
Komérki i Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autoréw
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