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W tym Zeszycie

W roku 1982 Robin Warren i Barry Marshall po raz pierwszy wyizolowali spiralng,
Gram-ujemna bakterie z btony sluzowej chorych na przewlekie zapalenie zotadka.
Bakteria p6zniej zostata nazwana Helicobacter pyroli. Okazato sie, ze jest jed-
nym z patogenéw bakteryjnych najczesciej wystepujacych u cztowieka. Autorzy
za to odkrycie otrzymali w 2005 roku Nagrode Nobla. Wiecej na ten temat Czy-
telnik znajdzie na stronie 3.

Wyodrebnione przez btony biologiczne przedziaty o swoistych wiasciwosciach i funk-
cjach stanowig ceche charakterystyczng komarki eukariotycznej. Komunikacja
miedzy roznymi elementami uktadu bton wewnetrznych jestjednym z kluczowych
warunkow prawidtowego funkcjonowania komorki. Brefeldyna A zakioca te ko-
munikacje i stata sie znakomitym narzedziem badawczym umozliwiajac poznanie
wielu szczeg6téw organizacji i dziatania uktadu bton w komorce. Wiecej na ten
temat jest na stronie 19.

MikroRNA (miRNA) to grupa jednoniciowych, niekodujagcych RNA, ktére reguluja
ekspresje genéw strukturalnych na poziomie posttranskrypcyjnym. Aktywna for-
me dojrzatg stanowig krotkie fragmenty zbudowane z 21-23 nukleotydéw. Wigza
sie one z mRNA genu docelowego, co prowadzi do jego degradacji. Wiecej na
temat takich regulacji ekspresji gendw znajdzie Czytelnik na stronie 45.

Badania prowadzone w ostatnich latach dowodza, ze komorki regulatorowe (Treg)
petnig role w utrzymaniu tolerancji immunologicznej na wiasne antygeny organi-
zmu. Kom@rki regulatorowe stanowia heterogenng subpopulacje limfocytéw T.
Wyrdznia sie wsrdd nich naturalne komorki regulatorowe (nTreg) CD4+CD25+
dojrzewajgce w grasicy oraz indukowane Treg (Tri, Th3, CD4+CD25-) nabywa-
jace zdolnosci supresorowych na obwodzie. Ten tematjest omawiany w artykule
na stronie 71.
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ODDZIALYWANIA MOLEKULARNE WYBRANYCH
CZYNNIKOW WIRULENCJI HELICOBACTER PYLORI

THE MOLECULAR INTERACTIONS
OF HELICOBACTER PYLORI VIRULENCE FACTORS

Ewa Elzbieta HENNIG

Klinika Gastroenterologii i Hepatologii Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego w Centrum Onkologii w Warszawie

Streszczenie'. Helicobacterpylori jest jednym z najczesciej wystepujacych u ludzi patogenéw bakteryj-
nych. Zasiedlenie $luzéwki zotadka przez H. pylori jest podstawowym czynnikiem etiologicznym roz-
woju choroby wrzodowej dwunastnicy i zotgdka oraz raka zotagdka. Szereg biatek bakteryjnych, w tym
szczegOlnie antygen CagA, cytotoksyne VacA i adhezyne BabA, wigze sie ze zwiekszong wirulencjg
szczepOw H. pylori. Réznice w aktywnosci cytotoksyny VacA i antygenu CagA wynikaja z polimorfi-
zmoéw kodujacych je genéw. W patogenezie zakazenia kluczowa role mogajednak odgrywacé specyficzne
oddziatywania H. pylori z komdrka nabtonkows zotadka na poziomie molekularnym.

Stowa kluczowe: Helicobacterpylori; patogen; wirulencja; choroba wrzodowa; rak zotgdka; cytotoksyna
wakuolizujaca; adhezyny; antygen CagA; interakcje biatkowe.

Summary'. Helicobacterpylori is one ofthe most frequently observed pathogenic bacterium that colonizes
the human stomach. Colonization of gastrid mucosa is the main etiologic factor of the development of
duodenal and gastric ulcer diseases and gastric adenocarcinoma. The/spectrum ofbacterial proteins, especial-
ly CagA antigen, cytotoxin VacA and BabA adhesin, are correlatedwith higher virulence ofH. pylori strains.
Differences in activities of cytotoxin VacA and CagA-antigeirare connected with polymorphisms observed
in the genes which coded these proteins. However, the main role in pathogenesis ofH. pylori infection might
play specific interactions between H. pylori and gastric epithelial cell on the molecular level.

Key words'. Helicobacterpylori; pathogen; virulence; ulcer disease; gastric cancer; vacuolization cytotoxin;
adhesions; CagA antigen; protein interactions.

*Praca zostata opublikowana w zwigzku z Nagroda Nobla przyznang w 2005 roku R. Warrenowi
i B. Marshallowi. Praca byta finansowana w ramach grantu KBN (6 PO4A 031 15) oraz projektow
CMKP (501 -2-2-08-13/01,501-1-1 -09-20/03 i 501 -1-1-09-17/04).



4 E. E. HENNIG

WPROWADZENIE

W 1982 roku Robin Warren i Barry Marshall po raz pierwszy wyizolowali spiralna,
Gram-ujemna, mikroaerofilng bakterie ze sluzowki pacjentow z przewlektym zapaleniem
btony $luzowej zotgdka [93], nazwang pozniej Helicobacter pylori. H. pylori jest
jednym z najczesciej wystepujacych u ludzi patogenéw bakteryjnych. Czesto$¢ zakazenia
w Polsce nalezy do najwyzszych w Europie i w zaleznosci od wieku siega nawet 90%
(w grupie os6b powyzej 60 lat) [48, 49]. U wiekszosci os6b zakazenie przebiega
bezobjawowo, prowadzac do przewlektego zapalenia btony sluzowej zotadka, jednak u
10-20% zakazonych rozwija sie choroba wrzodowa dwunastnicy lub zotadka, a u
1-3% rak zotgdka lub chtoniak zotgdka o mniejszej ztosliwosci [12, 51, 85].

Szczepy H. pylori charakteryzuje szereg wspdlnych czynnikdw determinujacych ich
wirulencje; umozliwiajgcych bakteriom zasiedlenie btony $luzowej zotgdka oraz zdolno$¢
do przetrwania w kwasnym Srodowisku tresci zotgdkowej [54, 85]. Wszystkie szczepy
wytwarzajgureaze, enzym wydzielany przez bakterie w duzych ilosciach, ktéry rozktadajac
obecny w zotgdku mocznik z uwolnieniem amoniaku, powoduje zobojetnienie kwasnego
srodowiska soku zotgdkowego w sgsiedztwie bakterii. Charakterystyczna dla wszystkich
szczepoOw H. pylorijest réwniez zdolno$¢ do poruszania sie. Spiralny ksztatt bakterii, jak
i obecnos¢ wici najednym z biegunéw umozliwiajajej przedostanie sie przez warstwe
$luzu na powierzchnie komérek nabtonkowych. Jako wsp6lne czynniki wimlencji wyréznié
mozna rowniez liczne adhezyny, proteazy i fosfolipazy umozliwiajgce degradacje $luzu
zolgdkowego i btony Sluzowej oraz katalaze i dysmutaze nadtlenkowa, ktGre zapobiegaja
zniszczeniu bakterii w fagocytamych wakuolach granulocytéw [54, 85].

Juz pierwsze badania nad wirulencjg H. pylori wskazywaty na olbrzymig r6zno-
rodnos¢ genetycznatego drobnoustroju. Odkrycie, ze niektére z czynnikéw bakteryjnych
produkowane satylko przez specyficzne szczepy H. pylori, rodzito nadzieje, ze whasnie
ta zmiennoscig bedzie mozna wytlumaczy¢ tak zréznicowany przebieg zakazenia.
Wieloletnie i prowadzone w wielu osrodkach badania potwierdzity stusznos¢ takiego
zatozenia, jednakze wskazaty réwniez, ze dziatanie czynnikéw bakteryjnych moze by¢
w duzym stopniu modyfikowane przez wspoétwystepujace czynniki gospodarza i wptywy
Ssrodowiskowe [13, 30, 39]. Obecnie uwaza sig, ze w patogenezie zakazenia H. pylori
kluczowa role moze odgrywac¢ szczeg6lna kombinacja osobniczo zmiennych cech
gospodarza i szczepowo-specyficznych cech bakterii, warunkujgca zaistnienie specyficz-
nych oddziatywan na poziomie molekularnym.

Rd&znice w wirulencji szczepéw H. pylori wynikaja gtdwnie z obecnosci réznych
alleli genéw, a w tym obecnosci wyspy patogennosci cag oraz réznych genotypéw
vacA czy babA. Produkty dwdch gendw, vacA i cagA, jako pierwsze zaczeto korelowac
ze zwiekszong wirulencjg szczepow H. pylori.
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CYTOTOKSYNAWAKUOLIZUJACAVacA

Cytotoksyna wakuolizujgca VacA syntetyzowana jest jako 140-kDa prekursor, a
nastepnie, po proteolitycznym odcieciu 33-aminokwasowego peptydu sekwencji
sygnalnej z N-konca oraz ~50-kDa C-koncowej domeny zwiazanej z transportem
toksyny przez blone zewnetrzng, jest wydzielana z komérki bakteryjnej jako 88-kDa
dojrzata toksyna [19, 64]. Cytotoksyna wydzielana z komorki skiada sie z dwoéch
podjednostek tworzgcych monomer, 33-kDa N-koricowej (p33) i 55-kDa C-koncowej
(p55) (rye. 1A) [56], W formie natywnej, VacA wystepuje w postaci oligomerycznej
struktury o szescio- lub siedmio-ramiennej symetrii, utrzymywanej przez oddziatywania
podjednostek p33 i p55 z sasiednich monomeréw [56, 89]. Efektywna internalizacja
oraz aktywnos$¢ wakuolizujaca VacA zalezy od ponownej monomeryzacji toksyny w
kwasnym lub zasadowym pH $rodowiska i tworzenia anionowo-selektywnych kanatéw
w btonach komérkowych [50, 87, 95]. Aktywnos$¢ wakuolizujacg VacA wykazano w
supematantach hodowli szczep6w H. pylori, obserwujac powstawanie wakuoli w wielu
rodzajach komorek eukariotycznych in vitro (rye. 2) [19, 22],

RYCINA 1. Schemat przedstawiajgcy 140-kDa protoksyne VacA (A), regiony zmiennosci w vacA,
determinujace rézne genotypy cytotoksyny (B) oraz lokalizacje fragmentu VVacA-bl, oddziatujacego z
biatkiem RACK 1. p33 (33-kDa) i p55 (55-kDa) oznaczaja podjednostki dojrzatej cytotoksyny VacA;
cyfry ograniczajace fragment VacA-bl w schemacie (C) odpowiadaja kolejnosci aminokwaséw w VacA ze
szczepu 60190
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RYCINA 2. Wakuolizacja komérek HelLa w obecnosci cytotoksyny VacA ze szczepu H. pylori 60190

Dziatanie VacA ma istotne znaczenie dla wydajniejszej kolonizacji i pozostawania
H. pylori w zajmowanej niszy zotgdkowej. Tworzac pory w btonie komoérkowej,
zwiekszajej przepuszczalnos$¢ dla matych czagsteczek organicznych (w tym mocznika)
i jondw (jak Fe3t i Ni2t) niezbednych do wzrostu bakterii [22]. Podobne znaczenie dla
dostarczania sktadnikéw odzywczych ma rOéwniez zmniejszenie integracji warstwy
nabtonka. Wigzac sie z receptorem dla fosfatazy tyrozynowej RPTPp, VacA prowadzi
do zwiegkszenia fosforylacji biatka Gitl (ang. G protein-coupled receptor kinase-
interactor 7) i odigczania sie komdrek nabtonkowych od btony podstawnej [19].

VacA moze bezposrednio dziata¢ niszczaco na komérke. Obok wakuolizacji,
powoduje apoptoze komdrek nabtonkowych, prawdopodobnie w wyniku migracji do
mitochondriéw, gdzie stymuluje uwalnianie cytochromu c i aktywacje kaspazy 3 [22].
VacA jest takze toksyng o dziataniu silnie modulujgcym odpowiedZ immunologiczna:
blokuje dojrzewanie fagosomoéw w makrofagach, hamuje prezentacje antygenu przez
limfocyty B, hamuje aktywacje i proliferacje limfocytow T i moduluje odpowiedz
komérkowsa typu Th1 [19].

1. Genotypy cytotoksyny VacA

Gen vacA wykrywany jest w genomach niemal wszystkich izolowanych szczepow
H. pylori, ale jedynie potowa z nich wykazuje aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro [19,
22,32,39,64], Przypuszczano, ze w pozostatych szczepach gen vacA nie ulega ekspresji.
Wykazano jednak, ze wiekszos$¢ szczepOw H. pylori produkuje cytotoksyne, w
supematantach ich hodowli wykrywano immunopozytywne biatka VVacA, jednakze r6znig
sie one zasadniczo swa aktywnoscia [64]. Roznice te wynikajg z polimorfizmu genu
vacA i mozaikowatosci jego organizacji [6,64]. Niektére regiony vacA charakteryzuja
sie duzg konserwatywnoscig sekwencji nukleotydowej, zas inne- wysokazmiennoscia.
Réznice obserwowane miedzy szczepami dotyczg gtdwnie dwéch regionéw: 50
nukleotydéw z 5’-czesci genu, kodujacych druga potowe sekwencji sygnalnej (allel s -
ang. signal sequence) oraz 700-nukleotydowego odcinka czesci srodkowej genu (allel
m - ang. middle region) (rye. 1B)[6].
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Poczatkowo opisano wystepowanie trzech typow allelu s (sla, slb, s2) i dwdch ty-
pow allelu m (ml i m2) [6]. Najwyzszym poziomem cytotoksycznosci in vitro
charakteryzuja sie szczepy o genotypie sl/ml (Tox+), za$ szczepy s2/m2 praktycznie
nie majg aktywnosci wakuolizujacej (Tox). Stwierdzono, ze peptyd sygnalny toksyny o
allelu s2 zakonczonyjest 12-aminokwasowym, silnie hydrofitowym segmentem, ktérego
nie maw allelu sl [6]. Zastapienie hydrofobowego korca sl hydrofitowym fragmentem
z konca s2 prowadzi do utraty wiasciwosci wakuolizacji komérek HeLa, AGS i RK-13
[46]. Poza réznicami w sekwencji, szczepy Tox+ i Tox rdznig sie takze poziomem
transkrypcji genu vacA, ktora w szczepie s2/m2 byta ok. 30-krotnie nizsza niz w szczepie
sl/ml [26],

Analiza sekwencji sygnalnej vacA wskazywata na znamiennie czestsze wystepowanie
allelu st1au pacjentéw z chorobgwrzodowa niz z zapaleniem $luzéwki zotadka [6,30,32,
39, 71, 75, 84, 91]. Wydawalto sie, ze oznaczanie genotypu vacA w szczepach H. pylori
izolowanych od pacjentéw moze mie¢ wazne znaczenie praktyczne, pozwalajgce na
okreslenie ryzyka rozwoju choroby wrzodowej i by¢ moze nowotworowej. Okazato sie
jednak, ze krazace w réznych regionach geograficznych szczepy H. pylori r6znig sie
genetycznie, a tym samym ocena ryzyka rozwoju choroby na podstawie genotypu vacA,
jesli w og6le ma znaczenie, tojedynie ograniczone do lokalnej populacji.

2. Oddziatywania VacA z biatkami gospodarza

Wykazano, ze VacA oddziatuje z komérkami docelowymi, wigzac sie z takimi biatkami
powierzchniowymi, jak: receptor dla nabtonkowego czynnika wzrostu EGF czy receptor
dla fosfatazy tyrozynowej RPTPP [79,94,95]. W wigzaniu VacA do komorki zaangazo-
wana jest podjednostka p55; ona rowniez determinuje specyficzno$¢ komaérkowsa cyto-
toksyny [22,64]. Internalizacja VVacA prowadzi do tworzenia w komérkach duzych waku-
oli, powstajgcych w wyniku masowego pecznienia sktadnikéw btonowych komérki, w
p6znych stadiach endocytozy [ 19,22]. Badania nad wewnatrzkomérkowa ekspresjg vacA
sugerowaty, ze tworzenie wakuoli jest konsekwencjg oddziatywania podjednostki p33
(wraz ze 150-aminokwasowym fragmentem z N-korica podjednostki p55) z cytozolowymi
biatkami komérek gospodarza [21,97].

Celem kolejnych badan stato sie zatem poszukiwanie biatek ludzkich wchodzacych
w bezposrednie interakcje biatko-biatko z cytotoksyng VVacA H. pylori. Zidentyfikowano
biatko RACK1, receptor dla aktywowanej kinazy biatkowej C (PKC), jako oddziatujace
z VacA w komérkach drozdzy, w systemie dwu-hybrydowym [33]. W badaniach tych
uzyto fragmentow VacA do przeszukiwania biblioteki cDNA, uzyskanej z RNA
izolowanego ze sluzowki zotadka pacjenta z objawowa infekcja//, pylori. Fragment
VacA-bl, wchodzacy w interakcje z RACK 1, obejmuje C-koncowa czesé podjednostki
p33 i 6 reszt aminokwasowych z podjednostki p55, a wiec miesci sie w obrebie
minimalnego fragmentu VVacA wykazujgcego dziatanie wakuolizujgce wewnatrz-
komérkowe (rye. 1C) [21, 97], Masa czasteczkowa biatka RACK1 wynosi 37-kDa i
sktada sie ono z 317 aminokwaso6w, tworzacych 7 powtérzen zwanych motywami WD
(Trp-Asp) [73]. Wykazano, ze z biatkiem VacA oddziatuje C-koricowy fragment RACK1,
obejmujacy powtdrzenia WD5-WD7 [33].
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RACK1 wigze aktywng forme PKCpil i dziata jako jej wewnatrzkomorkowy
receptor [74], Wiazanie to powoduje wzrost fosforylacji substratow PKC in vivo,
prawdopodobnie przez stabilizowanie aktywnej formy kinazy [73]. Oprécz PKC,
RACK1 wigze szereg innych biatek komérkowych, miedzy innymi kinaze tyrozynowa
Src i podjednostke [3 receptoréw integrynowych [ 17,47, 76], Pokazano réwniez, ze po
zwigzaniu, RACK1 i PKCpil przemieszczajg sie razem do tej samej czesci komérki
[74] oraz ze rO6zne biatka moga by¢ jednoczesnie wigzane z RACK1 [76]. Wydaje sie
wiec, ze to wielo-domenowe biatko petni funkcje biatka wahadtowego (ang. shuttle’),
ktére doprowadza PKC w poblize jej substratéw, warunkujac ich wydajniejsza
fosforylacje. Ponadto, RACK1 moze stuzycjako rodzaj platformy umozliwiajgcej kontakt
i oddziatywania pomiedzy biatkami tworzacymi kompleksy sygnalne w komdérce. Jak
na razie, funkcjonalne znaczenie wigzania VacA z RACKL1 niejest znane. Jednakze, z
racji petnionej przez biatko RACKZ1 funkcji w komérce, mozna spekulowag, ze stanowi
ono centrum dla przekazywania sygnatu uruchamianego w wyniku wewnatrzkomor-
kowego dziatania VacA.

W utrzymaniu spéjnosci i integralnosci warstwy nabtonka zasadniczg role petnia
oddziatywania pomiedzy receptorami integrynowymi komérki i biatkami adhezyjnymi
macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM), takimi jak laminina czy fibronektyna (FN) [24,
40]. FN wigze sie z integrynami gtéwnie przez sekwencje zawierajgcg motyw RGD
(Arg-Gly-Asp) [63]. Jej klasycznym receptorem jest integryna ocspr Aktywacja
receptora integrynowego przez zwigzanie z FN prowadzi do uruchomienia szlakow
przekazywania sygnatu w komorce, w ktorych uczestniczg takie kinazy, jak: PKC,
FAK (ang. focal adhesion kinase), Src i paksylina oraz Rho GTPaza [24, 44, 55].
Procesy te prowadzg do utworzenia komplekséw przylegania (ang.focal adhesions),
polimeryzacji aktyny i przegrupowania cytoszkieletu aktynowego komérki.

Dziatanie VacA, wesp6t z innymi czynnikami wirulencji H. pylori, prowadzi do
zniszczenia ciggtosci i stabilnosci warstwy komorek nabtonka oraz narusza homeostaze
$luzowki, zwiekszajac jej przepuszczalnosé, zmieniajagc potencjat btonowy, a takze
indukujac apoptoze i odtaczanie sie komorek nabtonka od btony podstawnej [3,22,64,
66]. W konsekwencji dochodzi do przerwania bariery ochronnej, jaka stanowi nabtonek,
i wyeksponowania biatek ECM na bezposredni kontakt z bakteriami.

Wykazano, ze VacA hamuje adhezje komérek HelLa do fibronektyny [34].
Cytotoksyna bezposrednio wigze sie z FN in vitro [34], co w konsekwencji in vivo
moze prowadzi¢ do ograniczenia dostepnosci FN dla receptorow integrynowych. Szereg
patogenéw bakteryjnych ma zdolno$¢ wiazania sie z FN i wykorzystaniajej interakcji
z integrynado inwazji komoérek gospodarza [77, 81]. Chociaz generalnie H. pylori
uznawany jest za bakterie nieinwazyjng, wykazano, ze z pewna wydajnoscig moze
wchodzi¢ do komorek nabtonkowych zotgdka i ze proces tenjest zalezny od podjednostki
P, integryny oraz aktywnosci PKC [43, 67]. Zdolno$¢ do inwazji komorek nabtonka
zotadka moze mie¢ istotne znaczenie w patogenezie H. pylori, bowiem umozliwia ona
bakteriom unikniecie eliminacji przez uktad immunologiczny gospodarza, co z kolei moze
skutkowaé ustanowieniem infekcji chronicznej. Wydaje sie, ze w procesie inwazji H.
pylori uczestniczy VacA, jako ze szczepy cytotoksyczne wykazujg wieksze zdolnosci
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inwazyjne i lepszg przezywalno$¢ wewngtrz komorki niz szczepy nie majace tej
aktywnosci [68, 77].

Polimeryzacja aktyny i reorganizacja cytoszkieletu komorki, zachodzace w wyniku
stymulacji receptoréw integrynowych, warunkuja ruch i migracje komoérek [10, 55].
Wykazano, ze VacA hamuje tworzenie charakterystycznych wypustek btony komor-
kowej i lamelipodii, umozliwiajgcych komorce poruszanie sie, oraz prowadzi do
zahamowania procesOw polimeryzacji aktyny i tworzenia komplekséw przylegania (ryc.
3) [34], Wyniki te sugeruja, ze dziatanie VacA, prowadzgce do zahamowania reorganizacji
cytoszkieletu i tworzenia wypustek komorkowych, moze znaczgco wptywac na procesy
zwigzane z odnowag spéjnosci uszkodzonego nabtonka czy zaleczaniem wrzodéw, w
ktérych podstawowa role petni ruch komorki.

Jak dotad, nie rozstrzygnieto jednoznacznie wpltywu H. pylori na organizacje
cytoszkieletu zakazonych komdérek. Podobnie jak w komdrkach Hela, VacA hamuje
tworzenie wiodkien aktynowych réwniez w komérkach Hep-2 i RGM! [5,60], W innych
badaniach, obserwowano co prawda wzrost liczby komorek o okragtej morfologii i
zaburzenia w organizacji ich cytoszkieletu, w obecnosci nadsgczy hodowli H. pylori,
jednakze efekt ten nie byt wiagzany z ekspresja vacA [11], Natomiast w komérkach
AGS zakazanych H. pylori stwierdzano indukcje polimeryzacji aktyny i tworzenia
lamelipodii, niezaleznie od cytotoksycznosci zakazajacych szczepow [61,86], Wydaje
sie, ze rdznice w wynikach tych badan moga by¢ zwigzane tak z uzyta linig komorkowsa,
szczepem H. pylori, jak i protokotem przeprowadzonych doswiadczen. Waznym
czynnikiem modyfikujagcym moze by¢ obecnos$¢ surowicy cielecej (FBS) w poditozu
[61]. FBS oddziatuje z kompleksami sygnalnymi na brzegach komoérki [42], moze wiec
znaczaco wptywac na wigzanie VacA z jej receptorami.

Ostatnio wykazano, ze RACK1 jest waznym czynnikiem regulujgcym organizacje
komplekséw przylegania oraz adhezje komérek do ECM, zalezng od receptoréw
integrynowych [23,36]. Nadprodukcja RACK1 prowadzi do zwiekszenia ilosci ognisk

-VacA

+ VacA

RYCINA 3. Reorganizacja cytoszkieletu i zmiana morfologii komérek HelLa w obecnosci VacA ze szczepu
H. pylori 60190. Podwdjne barwienie immunologiczne i analiza pod mikroskopem konfokalnym;
identyfikacja kompleksow przylegania paksyling (zielony); barwienie filamentéw aktynowych (czerwony)
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przylegania, iloSci widkien aktynowych, tworzenia wypustek komérkowych, a w
konsekwencji do migracji komdrek, czemu towarzyszy zwiekszona fosforylacja FAK i
paksyliny [36], RACK1 lokalizuje sie w tworzacych sie ogniskach przylegania w
wypustkach komorkowych i reguluje adhezje i migracje komérek przez oddziatywanie
z kinazg Src [20], Do oddziatywania z VacA wystarczajacy jest fragment RACK1
obejmujacy trzy C-koncowe motywy WD (WD5-WD7) tego biatka [33]. Te same trzy
motywy zaangazowane sg W wigzanie domeny cytoplazmatycznej 0 podjednostki
receptorow integrynowych [47], a w WD6 mapuja sie miejsca wigzania kinazy Src i
PKC [17, 74]. Mozna wiec spekulowac, ze oddziatywanie VacA z RACK1 bedzie
prowadzito do istotnych zaburzen w adhezji komaorek, tworzeniu ognisk przylegania i
organizacji cytoszkieletu aktynowego.

Oprécz RACK1, w komorkach Hel a zidentyfikowano 54-kDa biatko VIP54 jako
potencjalnie oddziatujgce z VacA w cytoplazmie [23]. Pézniej okazalto sie, ze VIP54
jest fragmentem 90-kDa biatka WISH (ang. WASP interacting SH3 protein),
wigzacego sie z N-WASP (ang. Wiskott-Aldrich syndrome protein) przez swa domene
SH3 [14,27]. WISH bierze udziat w polimeryzacji aktyny oraz tworzeniu filopodii [22],
W komorce lokalizuje sie w poblizu potaczen miedzykomérkowych w nabtonku, co
moze byc¢ istotne dla dziatania VacA w tym regionie zwazywszy, ze tak VacA, jak i
CagA, inny czynnik wirulencji H. pylori, moze prowadzi¢ do dezintegracji komplekséw
tworzacych potaczenia miedzykomoérkowe (ang. tightjunctions) [3, 22], naruszajac
ciggtos¢ warstwy nabtonkowej.

Adhezja komérek do FN indukuje rekrutacje integryn 01, kinaz FAK, PKC i Src
oraz innych biatek zwigzanych z aktywacjg integryn, do mikrodomen lipidowych w
btonie komorkowej [44], Uwaza sie, ze mikrodomeny te stuzgjako rodzaj platform
koordynujacych przekazywanie sygnatu od integryn do wnetrza komorki. Wykazano,
ze VacA wigze sie do mikrodomen lipidowych, co umozliwiajej internalizacje do wnetrza
komorki w procesie endocytozy [72]. Wydaje sie wiec, ze VacA moze wptywac na
procesy przekazywania sygnatu indukowanego przez aktywacje receptordw integryno-
wych tak z zewnatrz, poprzez interakcje z fibronektyng, jak i z wnetrza komorki,
oddziatujgc z biatkami cytozolowymi, takimi jak RACK1 czy WISH. Dziatanie to
prowadzi do zahamowania polimeryzacji aktyny i zmian w organizacji cytoszkieletu
komoérkowego. Mozna wiec przypuszczac, ze VacA bedzie wptywac na funkcje komorki
zZwigzane z jej cytoszkieletem, takie jak: ruch, migracja i proliferacja.

IMMUNODOMINUJACY ANTYGEN CagA

Poczatkowo aktywno$¢ VacA wigzano z wystepowaniem immunodominujgcego
antygenu CagA (stad tez pochodzi jego nazwa; ang. cytotoxin-associated antygen)
[18], Obecnie wiadomo jednak, ze chociaz wystepowanie obu biatek jest wysoce
skorelowane, ekspresja CagA nie jest konieczna dla indukcji wakuolizacji [90], Gen
cagA lokalizuje sie w obrebie tzw. wyspy patogennosci cag i stuzy m.in. jako marker
obecnosci tego odcinka DNA, wielkos$ci-35--40, tys. par zasad, w genomie H. pylori
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[1, 16]. Petna wyspa patogennosci cag zawiera ok. 30 genoéw [16], Oprécz CagA,
kodowane sa tu takze inne biatka zwiazane ze zwiekszong wirulencjg H. pylori. Wsréd
nich, biatka odpowiedzialne za aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB i pobudzanie
komérek nabtonkowych do zwigkszonego wydzielania interleukiny-8 (I1L-8) oraz biatka
wchodzace w skiad systemu sekrecji typu 1V (SST4), bioragcego udziat w transporcie
CagA do komorek gospodarza [ 1,29,59,83]. Ostatnio wykazano, ze obecnos$¢ fragmentéw
peptydoglukanu H. pylori moze prowadzi¢ do aktywacji biatka Nodl, bedacego
wewnatrzkomorkowym biatkiem receptorowym, w sposob zalezny od obecnosci wyspy
patogennosci cag. Indukcja bialtek NOD prowadzi do aktywacji NF-kB i indukcji
wydzielania IL-8. Przypuszcza sie, ze SST4 jest odpowiedzialny za transport takze
fragmentow peptydoglukanu do komdrek gospodarza [92],

Zmienno$¢ CagA wiaze sie z dlugoscia kodujacego go genu. W zaleznosci od szczepu
H. pylori, masa biatka CagA waha sie od 128-kDa do 140-kDa. ROznice te wynikajg
z obecnosci réznej liczby powtérzen 102 nukleotyddw w regionie 3’-korca genu cagA
[18]. W komorkach nabtonka CagA ulega fosforylacji przez kinazy tyrozynowe z
rodziny Src [82], Gtéwny motyw fosforylacji, EPI'YA (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala), lokalizuje
sie w 3’-czesci genu oraz w obrebie powtdrzen [82]. Stad, liczba motywdéw EPIYA w
genie waha sie od Ido 5 kopii. Ufosforylowane CagA, poprzez motywy fosforylacji
oddziatuje z fosfatazg tyrozynowg SHP-2 (ang. Src homology' 2 domain containing),
prowadzac dojej aktywacji [37,38]. Dochodzi do uruchomienia przekazywania sygnatu
w szlaku kinazy MAP (ang. mitogen-activated protein kinase), co prowadzi do
nieprawidtowej proliferacji komaérek nabtonkowych zotadka, przegrupowania cytoszkie-
letu aktynowego komorki i w konsekwencji pojawienia sie charakterystycznych zmian
jej morfologii (fenotyp ‘humming-bird' -ryc. 4) [9, 52, 78, 82],

Przyjeto uwaza¢ obecnos¢ genu cagA w genomie H. pylori za marker zwigk-
szonej wirulencji szczepu, czy to przez bezposrednie dziatanie biatka CagA, czy tez
posrednio jako wyznacznik obecnosci wys-
py patogennosci cag [9, 57]. Wykazano
wysoka korelacje miedzy obecnoscig zaka-
zenia szczepem H. pylori cagA+a chorobg
wrzodowg i rakiem zotgdka [ 15,30,32,39,
58,65,71,75, 84], Zaleznosci tej nie obser-
wowano w populacji azjatyckiej, ze wzgle-
du na niezwykle rzadkie w tym regionie
wystepowanie szczepdw cagA' [45, 62],

Ostatnio wykazano, ze cagA w szczepach

izolowanych w Azji Wschodniej rézni sie

sekwencja nukleotydoéw w obrebie powté-

rzen od izolowanych w krajach Europy

Zachodniej, Ameryki Pétnocnej i Australii

[96,99], Po ufosforylowaniu, CagA o sek- Fenotyp "hummingbird'

wencji specyficznej dla szczepow z Azji RYCINA 4. Zmieniona morfologia komérek HelLa
Wschodnigj silniej wigzato SHP-2. Ponadto, w obecnosci szczepu H. pylori produkujacego
wéréd CagA ze szczepdw z krajow Zacho- biatko CagA (ang. hummingbirdphenotype)
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dnich, o sile wigzania z SHP-2 i stopniu indukowanych zmian morfologicznych decy-
dowata liczba miejsc fosforylacji [8, 18], Tak wiec ostatecznie, to polimorfizm w obrebie
miejsca fosforylacji CagA, decydujacy o poziomie wigzania SHP-2, moze okazac sie
waznym czynnikiem determinujgcym kliniczna manifestacje zakazen réznymi szczepami
H. pylori.

ADHEZYNABabA

Jednym z czynnikéw niezbednych do zasiedlania btony $sluzowej zotadka przez H.
pylori jest zdolno$¢ do przylegania tej bakterii do komdrek nabtonka. Przyleganie to
wymaga z jednej strony obecnosci adhezyn na powierzchni komoérki bakteryjnej, a z
drugiej strony obecnosci swoistych receptoréw, znajdujacych sie na powierzchni komorek
gospodarza.

Antygen grupy krwi Lewish, obecny na powierzchni komérek nabtonkowych zotadka,
jestjednym z receptoréw komarkowych dla adhezyn H. pylori [41]. Zidentyfikowano
dwa geny H. pylori', babA i babB, na podstawie podobienstwa produktow tych genow
do biatka wigzacego antygen Lewish [41]. Kodowane przez nie biatka sg niemal
identyczne w swych N- i C-koncowych fragmentach, jednakze jedynie produkt genu
babA jest niezbedny do wigzania Lewish [69]. Szczep H. pylori CCUG 17875 zawiera
dwie kopie genu babA'. babAl i babA2 [41], Funkcjonalnie aktywne biatko BabA, o
masie czasteczkowej 78 kDa, kodowane jest przez gen babA2. Allel babAl rozni sie
od babA2 delecjg 10 nukleotydéw w obrebie sekwencji sygnalnej, ktéra prowadzi do
utraty kodonu inicjacji translacji [41]. Natomiast szczepy H. pylori 26695 i J99, ktérych
sekwencje nukleotydowe petnych genomoéw zostaty poznane, zawierajg po jednej kopii
babA [2, 88].

Wraz z BabB, BabA nalezy do rodziny biatek powierzchniowych OMP (ang. outer
membrane proteins), charakteryzujacych sie wysokg homologig N- i C-koricowych
regiondw oraz zmiennoscig w regionie centralnym [69]. Uwaza sie, ze wiasnie ten
region decyduje o specyficznosci w wigzaniu odpowiednich ligandéw. Przy uzyciu
przeciwciat anty-BabA ScFv (ang. single-chain fragment variable) stwierdzono, ze
immunoreaktywne biatko BabA produkowane jest przez blisko potowe szczepow H.
pylori [35]. Szczepy tejednak, znacznie r6znigsie miedzy sobg poziomem wigzania do
antygenu Lewish in vitro. Jedna z hipotez ttumaczacych te r6znice zaktada zmiennos¢
sekwencji aminokwasowej BabA w regionie uczestniczagcym w wigzaniu Lewisbh.
Zgodnie z oczekiwaniami, wykazano obecno$¢ wielu polimorfizmdéw, gtéwnie w regionie
kodujacym centralng czes¢ biatka [35], Jak dotad jednak, nie udato sie okresli¢ regiondw
biatka odpowiedzialnych za aktywnos¢ adhezyjng BabA.

Obecnos¢ babA2 jest silnie zwigzana z obecnoscia cagA i allelu siml genu vacA
w szczepie [28,35,98], Wykazano, ze geny te dziatajasynergistycznie [98], a zakazenie
tzw. ,,potréjnie-pozytywnym” szczepem H. pylori (babA2/cagA'/vacA sl) istotnie
koreluje z wystgpieniem choroby wrzodowej dwunastnicy oraz raka zotgdka [28].
Przypuszczassie, ze doktadniejsze przyleganie bakterii do komérek nabtonka umozliwia
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ich kolonizacje z wiekszg gestoscia, a tym samym w wiekszym stopniu naraza komérki
na bezposrednie dziatanie czynnikéw wirulencji H. pylori [70, 80].

PODSUMOWANIE

Podsumowujac dotychczasowy stan badan nad wirulencja//, pylori niewatpliwie
mozna stwierdzi¢, ze ryzyko rozwoju powazniejszych schorzeh gornego odcinka
przewodu pokarmowego, towarzyszgcych zakazeniu H. pylori, rosnie wraz z liczba
czynnikéw wirulencji akumulowanych w zakazajacym szczepie. Brak uniwersalnego
genotypu bakterii, ktory bytby zwigzany z dang manifestacja kliniczng infekcji, mozna
czesciowo ttumaczy¢ obecnoscig mieszanych zakazen, czylijednoczesnej kolonizacji
kilkoma szczepami H. pylori. W populacjach o wysokiej czestosci zakazenia zjawisko
to moze dotyczy¢ nawet 70% zakazonych [25, 31, 32, 53], Ponadto, H. pylori nieustan-
nie zmienia swéj genom w procesie adaptacji do warunkéw gospodarza [4, 7]. Szczegdl-
nie duze znaczenie przypisuje sie obecnie indywidualnej zdolnosci gospodarza do odpo-
wiedzi na infekcje. Tak wiec, dla zrozumienia mechanizmoéw lezacych u podstaw
zréznicowanej klinicznej manifestacji zakazenia, poczawszy od zapalenia $luzéwki,
poprzez chorobe wrzodowag do raka zotgdka, konieczne stato sie prowadzenie badan
nad zaleznosciami miedzy H. pylori i komérka nabtonkowa, na poziomie molekularnym.
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BREFELDYNA A - WGLAD W FUNKCJONOWANIE
SYSTEMU BLON KOMOREK ROSLINNYCH

BREFELDIN A - AN INSIGHT INTO THE FUNCTIONING
OF THE MEMBRANE SYSTEM OF PLANT CELLS

Paulina MELYNKOWIAK  Przemystaw WOJTASZEK

Zaktad Biologii Molekularnej i Komérkowej UAM, Poznan

Streszczenie'. Prawidtowe funkcjonowanie komorek eukariotycznych jest $cisle zalezne od sprawnego
przemieszczania bton. Brefeldyna A - toksyna pochodzenia grzybowego, zaktdca to przemieszczanie
umozliwiajac eksperymentalny wglad w organizacje i wspotdziatanie ré6znych przedziatéw systemu
btonowego. Niedawno zidentyfikowano biatka docelowe i miejsca dziatania BFA. W pracy analizujemy
mechanizm dziatania brefeldyny A i wskazujemy szczegoélne cechy systemu bton wewnetrznych komoé-
rek roélinnych, ktére przesadzajg o swoistych reakcjach roslin na te toksyne. Pokazujemy réwniez, jak
badania jednej z takich reakcji na BFA - wytwarzania przedziatbw BFA, doprowadzity do odkrycia
nowych aspektéw procesu endocytozy u roslin. Wskazujemy wreszcie na implikacje, jakie niesie za sobg
poznanie mechanizmdéw dziatania BFA dla najnowszych koncepcji dotyczacych molekularnych i komér-
kowych mechanizméw polarnego transportu auksyn.

Stowa kluczowe: brefeldyna A (BFA), czynnik wymiany nukleotydéw (GEF), endocytoza, polarny
transport auksyn, system bton wewnetrznych.

Summary. The functioning of eukaryotic cells is strictly dependent on the proper vesicular traffic within
the cell’s membrane system. Brefeldin A - a fungal toxin, disturbs this traffic, enabling an experimen-
tal insight into the organisation and co-operation of various elements of the system. Recently, BFA
target proteins and sites of action have been identified. In this paper, we analyse the mechanism of BFA
functioning and indicate those particular properties ofthe membrane system ofplant cells that determine
some ofthe reactions to BFA that are specific to plants. We demonstrate also, how the research into one
of such reactions - the formation of BFA compartments has led to the discovery of novel aspects of
endocytosis in plants. Finally, we identify implications, bom from the recognition of the mechanisms of
BFA action, for the modem concepts of molecular and cellular mechanisms of polar auxin transport.

Key words: brefeldin A, endocytosis, guanine nucleotide exchange factor, polar auxin transport, membrane
system.

*Autorka jest studentka Il roku studiéw magisterskich biotechnologii. Autorzy dziekujg Minister-
stwu Edukacji i Nauki za wsparcie finansowe w, ramach projektu badawczego 6 P04C 011 22.



20 P. MLYNKOWIAK, P. WOJTASZEK

Wykaz skrotow. AG - aparat Golgiego; ARF - czynnik ADP-rybozylacji; BFA - brefeldyna A; COP
- kompleks biatek optaszczajacych pecherzyki transportujace; ER - retikulum endoplazmatyczne;
ERGIC (ang. ER-Golgi Intermediate Compartment) - przedziat posredni; VTC (ang. Vesicular-
Tubular Cluster) - struktura pecherzykowo-rurkowa; GEF - czynnik wymiany nukleotydéw; PAT -
polarny transport auksyn; PIN - mutant Arabidopsis PIN-FORMED; SNARE (ang. Soluble N-
ethylmaleimide sensitivefactor Adaptor protein REceptor) — biatka posredniczace w fuzji bton; TGN
(ang. trans-Golgi network) - sie¢ trans aparatu Golgiego.

Wyodrebnienie, przez blony biologiczne, okre$lonych przedziatéw o swoistych
wiasciwosciach i funkcjach jest cechg charakterystyczng komérek eukariotycznych.
Komunikacja pomiedzy r6znymi elementami systemu bton wewnetrznych jestjednym
z Kluczowych warunkéw prawidtowe-
go funkcjonowania komoérki. Brefel-
dyna A (BFA) zakidca przemieszcza-
nie bton przez aparat Golgiego i trans-
port pecherzykowy [19]. Ta lipofilna
toksyna pochodzenia grzybowego, o
strukturze makrocyklicznego pierscie-
nia laktonowego (ryc. 1), wyizolowana
zostata po raz pierwszy z Pénicillium
brefeldianum. Dzigki swym wiasci-
wosciom brefeldyna A stala sie znakomitym narzedziem badawczym umozliwiajac
poznanie wielu szczegotéw organizacji i dziatania systemu bton wewnetrznych. Choé
BFA wykorzystywanajest do badan od okoto 40 lat, dopiero w 1992 r. zidentyfikowano
biatka docelowe [20, 36], aw 2003 r. ustalono mechanizm jej dziatania [61]. Tuchcemy
wskazaé na niektore implikacje, jakie odkrycia te maja dla poznania mechanizméw
polarnego transportu auksyn oraz endocytozy u roslin.

RYCINA 1. Wz6r strukturalny brefeldyny A

SYSTEM BLON WEWNETRZNYCH
| JEGO CECHY SZCZEGOLNE U ROSLIN

System bton wewnetrznych, jego organizacja i elementy sktadowe sg podobne we
wszystkich komérkach eukariotycznych. Organelle systemu: retikulum endoplaz-
matyczne (ER), aparat Golgiego (AG), wakuole/lizosomy, endosomy, otoczkajadrowa
i btona komérkowa, wigczana wen coraz czesciej, komunikujg sie nieustannie ze sobg
przede wszystkim za pomoca transportu pecherzykowego [40] (przeglad literatury w
jezyku polskim w [64,65]). Wyr6znia sie zwykle dwie gtéwne drogi transportu w obrebie
systemu: szlak sekrecyjny, prowadzacy od ER poprzez AG i sie¢ trans aparatu Golgiego
(TGN) do btony komérkowej oraz szlak endocytozy, wiodacy od btony komorkowej
poprzez rézne formy endosoméw do lizosoméw/wakuol. Analizujgc doktadniej
funkcjonowanie systemu bton wewnetrznych zauwazy¢ mozna pewne cechy szczegdl-
ne, charakterystyczne dla r6znych grup organizmow eukariotycznych. Przypuszcza
sie, ze wynikajg one z przyjecia odmiennej-strategii utrzymania wewnetrznej homeostazy
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sktadu chemicznego [57,77,78] przez otoczone $ciang komarki roslin i grzybéw oraz ,,nagie”
komorki zwierzece, co prowadzi do odmiennych sposobdw wzrostu komorek [6]. Duze
znaczenie ma réwniez rodzaj makroczasteczek transportowanych w obrebie systemu. O
ile bowiem w komoérkach zwierzecych dominujacym sktadnikiem pecherzykow
przemieszczajgcych sie w obrebie np. szlaku sekrecyjnego sg biatka, o tyle w przypadku
rodlin szlakiem tym transportowane sa przede wszystkim polisacharydy budujgce Sciany
komérkowe, z grupy pektyn i hemiceluloz. Do cech wyrdzniajagcych system bton wew-
netrznych komérek roslinnych zaliczy¢ nalezy [14,27,34,40,56,63,74]:

1) organizacje aparatu Golgiego w postaci duzej liczby ruchliwych stoséw (dik-
tiosomow) w odréznieniu od pojedynczego, statycznego i ulokowanego centralnie aparatu
Golgiego w komérce zwierzecej;

2) wystepowanie co najmniej dwoch funkcjonalnych typow wakuol: litycznych i
gromadzacych biatka;

3) prawdopodobny brak przedziatu posredniego, podobnego do zwierzecego ERGIC,
pomiedzy ER i AG;

4) wystepowanie ruchliwych miejsc eksportu biatek z ER do diktiosomoéw;

5) wykorzystanie filamentéw aktynowych, a nie mikrotubul do pozycjonowania i
przemieszczania organelli i pecherzykow transportowych;

6) utrzymanie integralnosci organelli, zwkaszcza stoséw AG, w trakcie cytokinezy.

TRANSPORT PECHERZYKOWY - GLOWNY SZLAK
KOMUNIKACYJNY SYSTEMU B:ON WEWNETRZNYCH

Transport pecherzykowy polega na formowaniu pecherzykéw z btony przedziatu
donorowego, ktore przemieszczajg sie, by zla¢ sie z btong przedziatu akceptorowego
[51]. Formowane pecherzyki pobierajgcargo (fadunek), ktoére uwalniane jest do Swiatta
przedziatu docelowego. Ksztattowanie pecherzykoéw zachodzi z udziatem cytozolowych
biatek optaszczajgcych, ktérych typ wyznacza w pewnym stopniu szlak wedrowki
okrytych nimi pecherzykow. Biatka te konieczne sg do uformowania pecherzykéw i po
ich oddzieleniu od btony donorowej zwykle oddysocjowujg odstaniajac transbtonowe
biatka SNARE.Wzajemne oddziatywania biatek v-SNARE w btonie pecherzyka z
biatkami t-SNARE w btonie akceptorowej umozliwiajg fuzje bton obu przedziatéw.

W transporcie postepowym (anterogradowym), w ktérym makroczasteczki sg
eksportowane z ER, posredniczapecherzyki optaszczone biatkami COPII. Przytaczenie
bialek COPII po stronie cytozolowej btony ER wymaga obecnosci biatka Sari o
aktywnosci GTPazowej oraz wilasciwego czynnika wymiany nukleotydéw, w tym
przypadku Sec 12 (przeglad w [65]). Biatka te zidentyfikowano poczatkowo u drozdzy,
a ich odpowiedniki wykryto u wszystkich grup organizmoéw, w tym roslin [40, 51]. U
ssakéw odpaczkowujace z ER pecherzyki ulegajg fuzji tworzac polimorficzng strukture
pecherzykowo-rurkowa ulokowang pomiedzy ER i AG, okreslangjako VTC lub ERGIC.
U roslin poszczegolne diktiosomy AG przemieszczajg sie przy udziale systemu aktyno-
miozynowego wzdtuz struktur ER [11, 52], wymieniajgc sie materiatem [13], w tym
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bezposrednio odbierajgc w cysternach cis diktiosoméw cargo niesione przez pecherzyki
oddysocjowujace z ER. W obecnosci brefeldyny A markery cystern cis przemieszczaja
sie do ER [68]. Doswiadczenia z wykorzystaniem techniki FRAP wykazaty natomiast,
ze powstawanie nowych cystern cis zwigzane jest z fuzjg wychodzacych z ER
pecherzykéw optaszczonych COPII z pecherzykami COPI wychodzacymi z AG
(przeglad w [75]).

Biatka optaszczajgce typu COPI zwigzane sg z transportem wstecznym (retro-
gradowym) pecherzykéw z AG do ER oraz w obrebie AG. Asocjacje podjednostek
kompleksu optaszczajgcego COPI indukuje czynnik ARF - male biatko o aktywnosci
GTPazowej, ktory bierze rowniez udziat w formowaniu pecherzykéw okrytych klatryna
[82]. Aktywacji ARF dokonujg biatka ARF-GEF - czynniki wymiany nukleotydéw
guaninowych. U ssakéw znanych jest przynajmniej sze$¢ biatek ARF oraz kilka
podobnych strukturalnie biatek o zréznicowanej lokalizacji tkankowej. W komorkach
drozdzy znaleziono tylko trzy, a u Arabidopsis 9 do 12 genéw ARF [41], Réwniez
biatka ARF-GEF sg dos¢ zr6znicowane. Dotychczas u ssakéw opisano pie¢ odrebnych
rodzin ARF-GEF [21], natomiast 8 czynnikéw ARF-GEF Arabidopsis zaliczono jedynie
do dwdch rodzin: klasy GNOM/Geal/2p/GBFI i klasy BIG/Sec7p [41]. W odréznieniu
od czynnikéw ssaczych, wszystkie ARF-GEF Arabidopsis nalezg do tzw. duzych biatek
ARF-GEF i sg przewaznie wrazliwe na BFA.

MECHANIZM DZIAELANIA BREFELDYNY A

Jak wspomniano, na poczatku lat 90. XX w. stwierdzono, ze biatkami docelowymi dla
BFA sg biatka GEF. Ustalenie, dlaczego nie wszystkie biatka AFR-GEF sg wrazliwe na
BFA ijaki jest wlasciwie mechanizm dziatania toksyny, zajeto kolejne 10 lat. R6zne biatka
ARF dziatajgw roznych etapach sekrecji i endocytozy, a kazde z nich wymaga wspétpracy
swoistego czynnika wymiany nukleotydéw. Zdolno$¢ wymiany nukleotyddw zwigzanajest
z obecnoscigw biatkach GEF domeny Sec7 (lub struktury homologicznej do Sec7) [39]. Jej
struktura zostata okre$lona [15, 49], jak réwniez struktury kompleksu biatkowego
ARF-domena Sec7 [31] i kompleksu niosgcego nukleotyd ARF:GDP-domena Sec7 [8].
Proponowany mechanizm dziatania GEF jest nastepujacy (ryc. 2): biatko GEF rozpoznaje
kompleks ARF:GDP i wigzac sie z nim obniza powinowactwo ARF do GDP. Po uwolnieniu
GDP wolne miejsce zajmuje GTP. Prowadzi to do zmiany konformacji biatka ARF i
odlaczenia biatka GEF, ktére moze oddziatywaé z kolejnym biatkiem G [58]. Ten ostatni
etapjest kluczowy, kontroluje wymiane nukleotyddw i uwolnienie aktywnej formy ARF:GTP.
Jezeli GTP nie moze przytaczy¢ sie do biatka G, moze dojs¢ do utworzenia nieprawidtowego
kompleksu ARF-GEF. Poniewaz poziom ekspresji biatek GEF w komérce jest nizszy niz
odpowiadajacych im ARF, juz mata ilo$¢ wolnego biatka G jest wystarczajgca do zwigzania
catej endogennej puli biatek GEF. W efekcie prowadzi to do posredniego zahamowania
endogennej aktywacji biatek G.

Poréwnujac rézne biatka GEF stwierdzono, ze na BFA wrazliwe sa biatka zaliczane
do Klas tzw. duzych biatek GEF, natomiast mate biatka GEF, takie jak np. ludzki czynnik
ARNO, sa najczesciej niewrazliwe [15],-Szczegbtowa analiza poréwnawcza duzych
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RYCINA 2. Mechanizm dziatania czynnika wymiany nukleotydéw (GEF)

biatek Geal/2 z biatkami ARNO wykazata, ze pozycje aminokwaséw odpowiadajace za
wrazliwo$¢ na toksyne skupiajg sie w rejonie domeny Sec7 zachodzacym na nie lub
znajdujgcym sie bardzo blisko miejsca wigzania ARF! [58]. Doktadny obszar dziatania
brefeldyny A okreslono niedawno, dzieki rozszyfrowaniu struktury kompleksu ARF:
GDP-BFA-domena Sec7 [61]. Powstato wobec tego pytanie, czy mechanizm inhibicyjnego
dziatania BFA moze polega¢ na wspétzawodnictwie BFA i ARF o miejsce wiazania w
domenie Sec7? Jezeli by tak byto, mielibysmy do czynienia z sytuacjg, w ktérej mata
czasteczka (takajak BFA) moze skutecznie blokowa¢ oddziatywania biatko:biatko. Czy
jednak mata czasteczka moze wigzac sie z biatkiem docelowym w sposéb kompetycyjny
z takim samym powinowactwem jak biatkowy partner tego biatka? Doktadniejsze analizy
wykazaty, ze o wiele skuteczniejsze moze by¢ hamowanie niekompetycyjne, w ktérym
mata czasteczka wigze sie odwracalnie z juz utworzonym kompleksem biatkowym w
okreslonym miejscu, innym od tego, gdzie przytaczyt sie biatkowy partner. Daje to dwojakie
korzysci: wspotzawodnictwo miedzy biatkiem a mata czasteczka jest o wiele bardziej
efektywnym mechanizmem regulatorowym, a stezenie inhibitora niekompetycyjnego
wymagane do jego wigczenia sie w utworzony kompleks biatkowy jest nizsze niz stezenie
inhibitora kompetycyjnego wymagane do nasycenia biatka majgcego utworzy¢ kompleks.
I rzeczywiscie, dalsze doswiadczenia wykazaty, ze BFA raczej stabilizuje kompleks
ARF:GDP-Sec7 niz przeciwdziata jego formowaniu [58]. BFA jest wiec inhibitorem
niekompetycyjnym: wigzac sie odwracalnie z kompleksem utworzonym pomiedzy
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ARF:GDP i domeng Sec7 (ARF:GDP-BFA-domena Sec7) uniemozliwia dysocjacje
nukleotydu. Powstaje endogenna pula ARF:GDP-GEF, ktora funkcjonuje jako
»hegatywny dominant” unieruchamiajgc biatko GEF w kompleksie, a to z kolei
uniemozliwia aktywacje innych czasteczek ARF przez ten czynnik.

ZMIANY MORFOLOGICZNE INDUKOWANE DZIALANIEM BFA

Jednymi z pierwszych obserwacji komorek zwierzecych, ktére wzbudzity zainte-
resowanie wykorzystaniem BFA w biologii komorki, byty dane pokazujace zahamowanie
wydzielania biatek we wczesnych etapach szlaku sekrecyjnego. Potwierdzity to dane
mikroskopowe, wskazujace, ze w komérkach traktowanych BFA biatka wydzielane i
biatka btonowe sgzatrzymywane w ER. Co wigcej, po pewnym czasie biatka te zaczynajg
wykazywaé cechy biatek poddanych modyfikacjom potranslacyjnym typowym dla
aparatu Golgiego (przeglad w [43]). Stad tez wywnioskowano, ze BFA zmienia organiza-
cje i przemieszczanie btonw AG, aw dalszej konsekwencji rowniez w ER. W komérkach
zwierzecych traktowanych BFA cysterny AG poczatkowo peczniejag, a nastepnie
pojawiajg sie dtugie, rurkowate wypustki, ktére z czasem, po rozpadzie na drobniejsze
pecherzyki, taczg sie z ER; zanika réwniez przedziat VTC. W wiekszosci przypadkéw
markery sieci TGN nie przemieszczajgsie do ER, jednakze struktura TGN, endosoméw
i lizosoméw ulega pewnym zmianom. Ta reakcja na BFA sugeruje, ze for-ma organelli
jest wynikiem subtelnej rownowagi utrzymywanej dzieki biatkom cyto-zolowym
gromadzacym sie na powierzchniach bton. BFA zakidca te rownowage hamujac
gromadzenie si¢ biatek optaszczajgcych. Proces zaczyna sie od dysocjacji podjednostek
0 kompleksu COPI juz 20 sekund po dodaniu BFA w temperaturze 37°C i jest
zakonczony po uptywie 1-2 minut [16, 69]. Wéwczas organelle przeksztatcajg sie w
dynamiczny system rurek wystepujacych w mniejszej lub wiekszej rozciagtosci w calej
komodrce. Poniewaz biatka COP wigzgsie odwracalnie z btonami, nieoptaszczone rurki
sg prawdopodobnie trwalg formg struktur btonowych. Kazda organella ma nie tylko
charakterystyczny zestaw biatek optaszczajgcych, ale réwniez swoisty sygnat
przytaczenia/odiaczenia tychze biatek. Sygnat ten moze sie zmienia¢, gdy rozpoczyna
sie przeksztatcanie struktury organelli. Optaszczenie bton lub jego brak to jeden z
elementéw, ktéry réznicuje dwa typy przemieszczania bton w komoérce: homotypowy i
heterotypowy (tab. 1) [43].

Mechanizm posredniczacy w transporcie pecherzykowym jest podobny u wszystkich
eukariontow [52]. Stad BFA dziata tak samo, w podobnych miejscach i wywiera
podobny efekt podstawowy w postaci zmiany organizacji przemieszczania bton u
zwierzat, grzybow i ros$lin. Jednakze, ze wzgledu na odmienng organizacje systemu
bton wewnetrznych (patrz wyzej), reakcje komoérek roslinnych wykazuja pewne cechy
swoiste. W komaorkach roslin najwczesniej obserwowane sg zaburzenia w wydzielaniu
biatek, przy czym efekt ten jest wyraznie swoisty dla roznych gatunkow roslin i zalezy
od stezenia i czasu dziatania BFA. Zmiany morfologiczne w systemie bton wewnetrznych
obserwuje sie przy stezeniach rzedu dziesiatek pg/ml, podczas gdy zaburzenia transportu
biatek na szlaku sekrecyjnym pojawiajg sig juz przy stezeniach 0,3 |ig/ml [34, 59]. W
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TABELA 1. Poréwnanie dwaoch typéw transportu bton w komoérce

Transport homotypowy Transport heterotypowy

Nie wymaga optaszczenia biatkowego Wymaga przytaczenia bialek COP do bton oraz obecnosci
biatek ARF

Powstajgce rurki umozliwiaja bezpo- Powstaje system odrebnych pecherzykdw przenoszacych

$rednie potaczenie pomiedzy btong tadunek pomiedzy btong donorowsa i docelowa - nie

donorowa i docelowg dochodzi do bezposredniego potaczenia obu bton

Niewrazliwy na dziatanie BFA Wrazliwy na dziatanie BFA

komorkach ssakow biatka ARF-GEF z rodzin wrazliwych na BFA wykazuja swoisto$¢
dzialania zalezng od miejsca lokalizacji [80], Na przykitad, GBF1 ulokowane sg w
cysternach cis AG, podczas gdy BIGI i BIG2 gromadza sie gtdwnie w TGN. Dziatanie
BFA w komorkach nadprodukujacych biatka BIG2 prowadzi do stabilizacji procesu
gromadzenia biatek AP1 na btonach TGN, podczas gdy rekrutacja biatek COPI na
btonach cystern cis AG jest zakt6cona [71]. Podobng sytuacje obserwuje sie w komor-
kach roslinnych, stad sadzi sie, ze BFA moze, bezposrednio lub posrednio, wptywac¢ na
funkcjonowanie innych szlakéw transportowych, prowadzac do catkowitego zahamo-
wania wedrowki biatek [22, 72].

Funkcjonowanie szlaku sekrecyjnego opiera sie na transporcie postepowym pecherzy-
koéw optaszczonych biatkami COPIIl. Tymczasem, analizujgc efekty dziatania BFA na
wewnatrzkomorkowg lokalizacje biatek COPI w komoérkach BY-2 tytoniu (Nicotiana
tabacum) wykazano, ze, podobnie jak w komdrkach zwierzecych [44], najwcze$niej
obserwowanym procesem jest utrata cytozolowych biatek optaszczajagcych COPI z AG
[62]. Jak wiec pogodzic¢ te pozornie sprzeczne fakty? Wydaje sie, ze decydujgce znaczenie
ma tutaj réwnowaga pomiedzy szlakami transportowymi przebiegajgcymi w przeciwnych
kierunkach. Bioragc pod uwage cargo niesione przez pecherzyki transportowe mozna
zauwazyc, ze cechg szczegdlng komarek roslinnych jest znaczace przesuniecie rownowagi
na korzys$¢ szlaku sekrecyjnego, ktdrym wedruja na zewnatrz sktadniki $cian komdérkowych,
przede wszystkim polisacharydy [34, 77,78]. Stad tez mozna przypuszczaé, ze znacznie
intensywniejszy ,,0brét” biatkami optaszczajacymi, jak i lipidami bton sprzyja zwigkszonej
wrazliwosci tego szlaku na dziatanie BFA. Co wiecej, mozna réwniez sadzi¢, ze ta
nierownowaga szlakéw transportowych, jak réwniez zréznicowana wrazliwo$¢ biatek
GEF na BFA sg zrédtem odmiennych reakcji morfologicznych na BFA, obserwowanych
wytgcznie w komérkach roslinnych, u ktérych dziatanie BFA prowadzi do powstania
jednej lub dwdch charakterystycznych struktur: przedziatu hybrydowego ER-Golgi oraz
tzw. przedziatdbw BFA (ang. BFA compartments).

Hybryda ER-Golgi

W komoérkach ssakow utrata biatek optaszczajacych COPI prowadzi do wzmozonego
formowania nieoptaszczonych rurek btonowych wzdtuz mikrotubul [38, 69]. Po 10
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minutach dziatania toksyny rurki sajuz niewidoczne. Ulegaja fuzji z ER. W komérkach
roslinnych BFA nie prowadzi do gwattownej zmiany struktury AG. Diktiosomy sg
wstepnie utrzymywane w normalnym utozeniu i ksztatcie, oprécz widocznego ubytku
cystern po stronie cis [62]. Stopniowo jednak cysterny AG tacza sie z ER, formujac
hybryde ER-Golgi. W niektérych przypadkach pozostatosci cystern moga sie tgczyc¢
bocznie z innymi diktiosomami, tworzac przerosniete kompleksy AG, ktdre dopiero
pozniej zlewajg sie w hybryde z ER [62]. Z kolei w niektérych typach komorek
powstawanie hybrydy ER-Golgi nastepuje przez zlewanie sie indywidualnych cystern
AG z ER i przez pewien czas mozna obserwowac¢ diktiosomy z przytgczonymi
cysternami hybrydowymi [51], Przypuszcza sie, ze zmiany te odzwierciedlajg wysoka
stabilnos¢ strukturalng indywidualnych diktiosomow, ktorajest konieczna w warunkach
czestego i szybkiego ich przemieszczania w obrebie komérki [11, 52]. Co ciekawe, w
odréznieniu od zwierzat, w komarkach roslinnych proces zlewania sie bton ER i aparatu
Golgiego jest niezalezny od obecnosci funkcjonalnego cytoszkieletu [13].

Przedziat BFA

Znacznie wczesniejsze sg opisy drugiej ze struktur, pokazujgce proces dezintegracji
diktiosomow w zlepek rurek i pecherzykow, okreslanyjako przedziat BFA. Analizawedrowki
biatek przez system bton wewnetrznych w komérkach poddanych dziataniu BFA wykazata,
ze biatka uwalniane z aparatu Golgiego gromadza sie w duzych skupiskach btonowych
zlokalizowanych w okolicach jagdra komoérkowego. Owe skupiska rozmieszczone sgw jak
najwiekszych odlegtosciach od siebie, po przeciwnych stronachjadra i zgodnie z osig symetrii
komorki [67]. Obecnie interpretuje sie te wczesne wyniki jako proces horyzontalnego
rozszczepienia diktiosoméw w reakcji na BFA. Wiekszo$¢ cystern zostaje zaabsorbowana
przez ER z przejéSciowym uformowaniem hybrydy ER-Golgi. Natomiast cysterny trans
diktiosoméw oraz pecherzyki TGN zlewajg sie formujac przedziat BFA. Pozycja
rozszczepienia stosow Golgiego jest wyznaczana przez cysterny niezaangazowane w
paczkowanie pecherzykdw optaszczonych biatkami COPI.

W minimalnej, trudnej do zaobserwowania, formie przedziat BFA zawiera tylko
TGN ijedna lub dwie cysterny irazw-Golgiego. Jego formowanie zaczyna sie znacznie
szybciej od innych zmian wywotanych BFA, gdyz obecnos¢ przedziatbw BFA mozna
odnotowac réwnolegle z pozornie nienaruszonymi stosami AG [29, 62]. Elementy ER
nie biorg udziatu w tworzeniu tej struktury [37]. Obserwacje te sugeruja, ze musi istnie¢
jakie$ dodatkowe zrodio bton zasilajgce tworzenie przedziatu BFA. Ostatnie badania
wskazujg, ze tworzenie przedziatu BFA zasila szlak endocytozy [2, 53] (patrz rowniez
nizej). Przedzial BFA jest wiec hybryda cysterny trans AG:TGN:endosomy, zwykle o
okreslonej organizacji przestrzennej: w centrum znajdujg sie pecherzyki szlaku
endocytozy, a na peryferiach zlokalizowane sgpozostatosci stosow AG rozmieszczone
w spos6b spolaryzowany z cysternami trans zwréconymi w strone przedziatu BFA
(przeglad w [66]). W komoérkach roslin formowanie duzych przedzialtébw BFA jest
unikatowg cechg jedynie pewnych typow komorek. Struktury te sg formowane w
komoérkach merystematycznych korzenia, natomiast brak ich w komérkach sekrecyj-
nych czapeczki korzenia, komérkach metaksylemu i w innych komérkach korzenia
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aktywnych w procesie egzocytozy. Jedynym wyjatkiem sa komorki epidermalne
zaangazowane w formowanie wto$nikéw korzeniowych [2].

,BFA, CZYLI TAM | Z POWROTEM” - ENDOCYTOZA
U ROSLIN

Do niedawna kwestionowano istnienie endocytozy u roslin [35]. Gtéwnym
argumentem w dyskusjach byto 1) wystepowanie $cian komdérkowych oraz 2) wzgledy
mechaniczne, a wiec trudnosci w formowaniu pecherzykéw transportowych w
warunkach cisnienia turgorowego przyciskajacego btone komérkowa do Scian. Jednakze
wykorzystanie nowych technik obrazowania, a przede wszystkich nowych sond, takich
jak: biatko GFP lub jego pochodne, asocjujgcych z btong barwnikéw z rodziny FM,
steroli roslinnych znakowanych Filiping czy wreszcie BFA, w przekonujacy sposéb
wykazaly, ze endocytoza jest zjawiskiem powszechnym u roslin, a mechanizmy
endocytozy sg dos¢ zblizone do tych, jakie znane sgw komarkach zwierzecych (przeglad
w [1, 66]). Ostatnio wykazano réwniez, ze nawet w komadrkach charakteryzujgcych
sie wysokim turgorem, takich jak komorki szparkowe, endocytoza jest zjawiskiem
konstytutywnym i ze tg droga pobierane sg barwniki markerowe oraz wycofywane
biatka btony komdrkowej [47],

Zastosowanie BFA w odpowiednich stezeniach umozliwito selektywne hamowanie
badz to proceséw wydzielania biatek na zewnatrz komoérek roslinnych, badz tez pobie-
rania substancji z zewnatrz czy wycofywania biatek btony komérkowej. Badania te
wykazaty, ze w obecnosci BFA internalizacji endocytotycznej i gromadzeniu sie w
przedziatach BFA ulegajg m.in. przenosniki wyptywu auksyn z rodziny PIN (patrz
nizej) [28, 29], H+-ATP-aza btony komérkowej [2, 29], a takze peryferyczne biatko
ARG1 btony komoérkowej powigzane z odpowiedzig roslin na bodzce grawitacyjne
[12], Zjawisko to jest charakterystyczne wytgcznie dla ros$lin, gdyz u zwierzat nie
obserwuije sig internalizacji markerow btony komérkowej pod wptywem BFA. Co wiecej,
odmycie BFA w obecnosci cykloheksimidu [29] prowadzito do powrotu niektérych
biatek do bton komérkowych, co uzna¢ mozna za bezposrednig wskazowke na istnienie
u roslin petnego systemu umozliwiajgcego krazenie biatek bton komoérkowych. Podobne
obserwacje dotycza steroli roslinnych bton komérkowych [32]. Doswiadczenia na
korzeniach Arabidopsis pokazujgréwniez, ze o ile akumulacje biatek btony komaérkowej
w przedziatach BFA mozna zaobserwowac juz po ok. 30 min dziatania toksyny, o tyle
nagromadzenie wewnatrz komérki biatek wydzielanych szlakiem sekrecyjnym mozliwe
jest dopiero przy diugotrwatej, bo trwajacej co najmniej 24 godz., obecnosci BFA [81].
Wydaje sie, ze wspomniane wyzej doswiadczenia jasno dowodza, ze endocytoza i
endosomy przyczyniajg sie do formowania przedziatow BFA.

Jednym z nieoczekiwanych efektéw posrednich dziatania BFA, swoistym, jak sie wydaje,
dla komérek roslinnych jest obecno$¢ w pecherzykach endocytotycznych i dalej w
przedziatach BFA pektyn $ciany komérkowej, w tym homogalakturonanu o niskim stopniu
estryfikacji (do 40%), czy dimeréw ramnogalakturonanu Il skompteksowanych z jonami
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boranowymi [2], Dotychczas bowiem uwazano, ze makroczgsteczki wydzielane sg do
$cian komoérkowych nieodwracalnie i ze jedynie produkty ich degradacji, takie jak:
oligosacharyny lub elicytory, moga powréci¢ do protoplastu jako czasteczki sygnatowe.
Oba wspomniane polimery pektynowe powstajgjedynie w $cianach komdérkowych, a nie
sgsyntezowane w szlaku sekrecyjnym. Przyktadowo, homogalakturonanjest wytwarzany
w aparacie Golgiego w postaci polimeru silnie estryfikowanego (zwykle powyzej 80%), a
usuwanie grup metylowych nastepuje w Scianach przy udziale metyloesterazy pektyn [77].
Co wazniejsze, traktowanie protoplastéw BFA prowadzi do pojawienia sie przedziatdw
BFA niezawierajacych polimeréw pektynowych [2]. W roslinach pozbawionych boru,
gwattownie wzrasta zawarto$¢ pektyn w scianach komdérkowych i nie obserwuje si¢
internalizacji deestryfikowanego homogalakturonanu czy komplekséw boranowych z
ramnogalakturonanem Il [79], Poniewaz polimery pektynowe odgrywajg kluczowagrole w
determinacji wytrzymatos$ci mechanicznej i porowatos$ci $cian, mozna przypuszczac, ze ich
kontrolowana internalizacja jest istotnym czynnikiem regulatorowym wptywajgcym na
wzrost, polamos$¢ i morfogeneze komorek i tkanek roslinnych.

Endocytozajest procesem zaleznym od firnkcjonowania cytoszkieletu komorki [60,66].
W komorkach zwierzecych, nienaruszony cytoszkielet aktynowy warunkuje prawidtowy
przebieg endocytozy [23]. Najnowsze obserwacje sugerujg, ze podobna sytuacja ma miejsce
u roslin. Depolimeryzacja aktyny przez latrunkuline B czy cytochalazyne D hamuje
formowanie duzych przedziatéw BFA [2] lub krgzenie steroli bton komérkowych [32],
Podobnie, endocytoze hamuje zastosowanie inhibitora miozyny [3], Natomiast
depolimeryzacja mikrotubul przez oryzaline nie wptywa na endocytoze pektyn [2].

OPOWIESC O SKRZATACH -
BFA | POLARNY TRANSPORT AUKSYN

Auksyny sg uwazane za integrator wzrostu i rozwoju roslin dziatajacy podobnie jak
morfogeny u zwierzat [9,24], Zidentyfikowano je prawie 80 lat temu, ale dopiero w ostatnich
latach zaczynamy poznawa¢ mechanizmy molekularne dziatania tych hormonéw [17,18,
19,42]. Decydujace znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania auksyn ma ich polarny
transport (PAT) w roslinach. Poniewaz zostat on wyczerpujaco oméwiony w wielu pracach
przegladowych (np. [24, 45, 50, 55], w literaturze polskiej [7, 76]), tu ograniczymy sie

jedynie do przedstawienia zagadnien zwiazanych bezposrednio z BFA lub takich, ktdre
ujrzaty Swiatto dzienne juz po publikacji wymienionych prac.

W potowie lat 80. XX w. pojawity sie pierwsze wyniki badan przesiewowych
mutantowi, thaliana o zaburzonych procesach embriogenezy [48]. Jednym z nich byt
mutant GNOM (znany réwniez jako EMB30) o szerokiej gamie fenotypow, ktdrych
wspo6lna cechg byt brak merystemu korzeniowego i, najczesciej, nieprawidtowo
wyksztatcone tkanki wzdtuz osi gora-do6t [46,70]. W pOzniejszym okresie stwierdzono
rowniez, ze GNOM dziata takze w dalszych etapach rozwoju roslin, wptywajac na
funkcjonowanie merystemu korzeniowego i organizacje zawigzkow korzeni bocznych
[30]. Mutacje zlokalizowano w genie kodujacym biatko podobne do biatka Sec7 z drozdzy
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[70], ktore zidentyfikowano jako biatko ARF-GEF [73], Biatko GNOM nalezy do klasy
GNOM/Geal/2p/GBFI [41], W komodrkach Arabidopsis jest ono zwigzane z cytoplaz-
matyczng strong endosomu i jest niezbedne do utrzymania integralno$ci endosoméw
[28], RAzni sie tym samym od innych biatek tej klasy, ktére u drozdzy i zwierzat zwigzane
sa z transportem w obrebie AG i pomiedzy ER i AG.

Fenotyp mutantbw GNOM mozna wywota¢ w warunkach in vitro traktujgc zarodki
wysokimi stezeniami auksyn lub inhibitoréw PAT [33], To sugeruje, ze GNOM moze w
jakis$ sposob brac¢ udziat w transporcie auksyn. | rzeczywiscie, stwierdzono, ze w mutantach
gnom zaktéconajest lokalizacja PINI - potencjalnych biatek wspomagajgcych wyptyw
auksyn [29], W genomie Arabidopsis znajduje sie 8 gendw kodujacych biatka PIN, z
czego 5 zostato dotad w petni scharakteryzowanych. Wszystkie one, a w szczegdlnosci
PINI [26], wptywajg na transport auksyn, cho¢ ich funkcja jako przeno$nikéw auksyn
lub regulatoréw transportu, jest nadal niejasna [55]. Najbardziej uderzajaca cecha biatek
PINjest ich Scista lokalizacja, nie tylko na poziomie tkankowym, ale réwniez w okreslonych
domenach btony komérkowej w zaleznosci od potozenia komaérki w ciele rosliny [10,24,
55]. Sugeruje sie wobec tego, ze lokalizacja biatek PIN nie jest zalezna od struktury tych
biatek, alejest okreslana przez ukierunkowany transport tych biatek do wybranych rejonéw
komorki [55], Co ciekawsze, najnowsze dane zdaja sie Swiadczy¢, ze same auksyny sg
jednym z czynnikéw regulujacych ekspresje genéw i dystrybucje biatek PIN [10, 54],

U roslin BFA indukuje powstawanie pecherzykowych agregatow zwanych przedziatami
BFA. Gromadzg sie w nich zaréwno biatka PINI, jak i GNOM [29, 73], co sugeruje, ze
biatka PIN! krazga pomiedzy btong komérkowa a przedziatami endosomalnymi w
pecherzykach wzdtuz cytoszkieletu aktynowego [4,29,50], Tak wiec uszkodzenie GNOM
zaktoca wewngtrzkomoérkowy transport pecherzykowy, co prowadzi do zaburzen w krgzeniu
PINI i w konsekwencji do rozregulowania transportu auksyn. Analiza poréwnawcza
sekwencji biatek ARF-GEF opornych i wrazliwych na dziatanie BFA wskazata reszty
aminokwasowe krytyczne dla odpornosci biatek. Prosta substytucja aminokwasowa
(zamiana 69%M na L w obrebie domeny Sec7) w genie GNOM okazata sie wystarczajaca
do uzyskania mutantéw niewrazliwych na toksyne, atym samym wykazujacych nienaruszony
transport auksyn i prawidtowe krazenie biatka PINI w obecnosci BFA [28].

PODSUMOWANIE

Wykorzystanie brefeldyny A przyczynito sie do rozwik}ania wielu zagadek funkcjo-
nowania systemu bton roslin. W niniejszej pracy wskazalismy jedynie niektore z nich,
wedtug naszej opinii najciekawsze. Szczegoélnie ostatnie z omawianych, a zwigzane z
polarnym transportem auksyn zainspirowaty niektorych badaczy do sformutowania
bardzo interesujacej, acz dos¢ niezwyklej hipotezy, zgodnie z ktérg PAT w wielu
aspektach przypomina proces wydzielania neuroprzekaznikdw przez synapsy nerwowe
zwierzat [4, 5]. Wspomniano juz wczesniej, ze auksyny moga spetniac role analogiczng
do morfogendéw zwierzat [9, 25], Mozna miec¢ nadzieje, ze brefeldyna A okaze sie
przydatna réwniez w badaniach zmierzajagcych do wyjasnienia i rozpoznania tych
fascynujacych problemow.
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ROLA APOPTOZY W KOMORKACH 3AINIKA

THE ROLE OF APOPTOSIS IN THE OVARIAN CELLS
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Klinika Rozrodczosci i Ginekologii oraz Zaktad i Katedra Histologii i Embriologii,
Pomorska Akademia Medyczna, Szczecin

Streszczenie-. W jajniku kobiety w okresie reprodukcyjnym apoptoza jest naturalnym, fizjologicznym
procesem i dotyczy przede wszystkim komoérek ziarnistych i komérek ostonki. Proces ten decyduje o
ilosci pecherzykow jajnikowych, wydolnosci ciatka zéttego, a tym samym wptywa na steroidogeneze.
Jest tez przyczynag menopauzy. Apoptoza zapewnia homeostaze komérek jajnika i zabezpiecza je przed
nieprawidtowym funkcjonowaniem. Doktadne poznanie mechanizméw regulujacych apoptoze w jajni-
ku ludzkim ma takze wymiar kliniczny. By¢ moze pozwoli na optymalizacje postepowania w zaburze-
niach endokrynologicznych i w chorobach nowotworowych.

Stowa kluczowe-, jajnik, apoptoza, czynniki hamujace i indukujace, kaspazy, menopauza.

Summary. Apoptosis is a natural process at reproductive age in women. It concerns granulosa and
thecal cells. This process influences on the amount of ovarian follicles, luteal corpus sufficiency and on
steroidogenesis and menopause. Apoptosis cause normal function and homeostasis of ovarian cells.
Knowing the mechanism of apoptosis in human ovary to optimalize the management in endocrinologia
disorders and neoplasmus.

Key words-, ovary, apoptosis, inducing and inhibiting factors, caspases, menopausis.

Wykaz skrétow. IGF-1 {insulin growth factor) - insulinowy czynnik wzrostu, EGF {epithelial growth
factor) - nablonkowy czynnik wzrostu, TGF-a {transforming growth factor a) — transformujacy czyn-
nik wzrostu a, bFGF {basic fibroblastic growth factor) - podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow,
LH {luteinizing hormone) - hormon luteinizujacy, FSH {follicle stimulating hormone) - folistimulina,
TNF {tumor necrosisfactor) - czynnik nekrotyzujacy nowotworéw, Fas-receptor btonowy z nadrodzi-
ny TNF, FasL {Fas-ligand) — ligand Fas, FADD {Fas associated death domain) - domena $mierci
zwigzana z fragmentem Fas, CAD {caspase activated DNAse) — DNA-za aktywowana przez kaspaze,
ICAD ({inhibitor caspase activated DNAse) - inhibitor DNA-zy aktywowanej przez kaspaze, CDK p21
{cdk inhibitory protein) — biatka hamujace z grupy CDK, APAF {apoptosis protease activatingfactor)
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czynnik aktywujacy biatka apoptotyczne, DISC (Wea/A induced signalling complex) - kompleks induku-
jacy Smier¢ komérki, PTK (protein tyrosine kinase) - biatkowa kinaza tyrozynowa, PTP (protein tyrosi-
ne phos-phatase) - biatkowa fosfataza tyrozynowa, AIF (apoptosis inducingfactor) - czynnik aktywu-
jacy apoptoze, Bcl-2 (B-cell lyphomas) - biatko antyapoptotyczne.

WSTEP

Jajnik kobiety w wieku rozrodczymjest hormonalnie czynnym gruczotem, w ktorym proces
apoptozy jest bardzo nasilony i dotyczy gtéwnie komarek ziarnistych i komarek ostonki.
Apoptoza limituje ilos¢ i rozwdj pecherzykow jajnikowych oraz regresje ciatka zétego. Jest
naturalnym procesem fizjologicznym zapewniajacym homeostaze narzadu oraz zabezpie-
czajagcym komorki przed ich nieprawidtowym funkcjonowaniem [ 1,4,5,8]. Procesteneliminuje
tez mozliwos$¢ rozwoju cigzy mnogiej z kilkunastoma zarodkami [3,5].

Apoptoza, czyli zaprogramowana ,,$mier¢ komorki”, towarzyszy jajnikowi ludzkiemu
od urodzenia az do pdznej starosci. O ile proces ten jest dobrze poznany u kobiet w
okresie rozrodczym, o tyle najego temat w okresie okoto- i pomenopauzalnym doniesien
jest niewiele i zjawisko to wymaga dalszych badan [2,4, 5, 18, 50]. Pierwsze sygnaty
starzenia siejajnika (okreslanego mianem perimenopauzy) rozpoczynaja sie od zaburzen
czynnosci aparatu pecherzykowego. Klinicznie objawia sie to obnizong ptodnoscia,
zwigkszonym odsetkiem poronien oraz wzrostem aberracji chromosomowych. Kobiety
w okresie perimenopauzy majg mniejsza catkowita liczbe komérek ziarnistych w
przeliczeniu na jeden pecherzyk, obnizone wytwarzanie hormonéw steroidowych,
gtéwnie progesteronu oraz zmniejszone wytwarzanie inhibiny. Komérki ziarniste u tych
kobiet sa bardziej narazone na niedotlenienie [4, 5, 8, 46, 49]. W jajnikach kobiet po
menopauzie, w ktérych stwierdza sie jedynie widknistg tkanke tgczng, naczynia
krwionosne, chtonne i nerwy, komérki wykazuja pewng aktywnos$¢ apoptotyczng, jednak
mniejszg niz komaorki aparatu pecherzykowego.

Regulacja procesu apoptozy jest procesem skomplikowanym i nie do kohca
poznanym. Dotychczas wiadomo, ze aktywacje genéw ,,$mierci komorki” mozna
wywotaé poprzez czynniki zewnatrz- (promieniowanie UW, promieniowanie y) i
wewnatrzkomorkowe (hormony, czynniki wzrostu i ich receptory, cytokiny, jony) [38,
39,40]. Wjajniku ludzkim rozwoj komadrek germinalnych zalezy gtéwnie od czynnikéw
wzrostu: IGF-1, EGF, TGF-a, bFGF, a wzrost i dojrzewanie pecherzykow jajnikowych
od hormondéw gonadotropowych, takich jak: LH i FSH [17, 21,24, 26, 34, 37,41,49].
Jednak nadal trwajg liczne badania dotyczace doktadnej kontroli apoptozy w
wybranych sytuacjach klinicznych. Celem badan jest optymalizacja leczenia chordb
nowotworowych, immunologicznych (AIDS, reumatoidalne zapalenie stawéw, toczen
uktadowy) oraz degeneracyjnych (np. choroba Alzheimera) [7,13, 14]. W ginekologii
doktadne poznanie czynnikéw indukujgcych i hamujacych apoptoze w jajniku pozwoli
wydtuzy¢ funkcjonowanie gonad w aspekcie fizjologicznej steroidogenezy, a takze
wptynaé na skutecznosé chemioterapii nowotworéw tych narzadow [1, 3, 4, 5, 13,

14,18].
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CZYNNIKI REGULUJACE APOPTOZE.
ETAPY APOPTOZY

Istotg zmian apoptotycznych w komarce jest obkurczenie komdérki, kondensacja
chromatyny i fragmentacja DNA. Aktywacja apoptozy jest uporzadkowanym procesem
regulowanym przez szereg sygnatéw pochodzacych z wnetrza komérki lub z otacza-
jacego ja srodowiska. W zwigzku z tym w pewnym uproszczeniu nalezy wyréznié dwa
gtéwne szlaki indukcji apoptozy: pierwszy, zwany zewnatrzpochodnym, zwigzany z
btonowymi receptorami Smierci i drugi - wewnatrzpochodny zachodzacy z udziatem
mitochondriow [24, 32, 48].

Szlak zewnatrzpochodny moze prowadzi¢ do samobojczej $mierci komérki lub moze
by¢ efektem przekazania sygnatu przez komorki sasiednie zawierajgce receptory $mierci,
czyli TNF, Fas. Skierowanie komorki na droge apoptozy rozpoczyna sie od aktywacji
biatkowego receptora btonowego TNF lub Fas, ktdry taczy sie ze specyficznym ligandem
i tworzy kompleks FasL lub DISC, czyli podbtonowy kompleks powstajacy po aktywacji
i oligomeryzacji receptoréw btonowych z nadrodziny TNF [32, 48].

Monomery Fas lub TNF tworza agregaty, przyciagaja biatko cytozolowe FADD i
dochodzi do aktywacji kaspazy 8. Jesli sygnat ten nie zostanie zneutralizowany przez
biatka Bcl-2, to nastepuje zmiana w btonach mitochondrialnych i dochodzi do uwolnienia
cytochromu c. Etap ten prowadzi do aktywacji kolejnych kaspaz, co przy braku
hamowania doprowadzi w efekcie do degradacji DNA [23, 32, 48].

Aktywacja szlaku wewnatrzpochodnego nastepuje w wyniku oddziatywania na
komoérke czynnikéw uszkadzajgcych, takich jak: niedotlenienie, obecno$¢ wolnych
rodnikow, promieniowanie ultrafioletowe, brak czynnikéw wzrostu itp. Czynnik
uszkadzajacy DNA powoduje aktywacje swoistych kinaz prowadzacych do fosforylacji
biatka p-53. Biatko to powoduje indukcje inhibitora CDK p21, co wywotuje blok w
cyklu komoérkowym. W przypadku, gdy uszkodzenie DNA jest niewielkie, zostaje ono
naprawione, a biatko p-53 ulega defosforylacji i degradacji. Rozpad biatka p-53
umozliwia kontynuowanie cyklu komoérkowego. Gdy jednak uszkodzenie DNA jest
duze, dochodzi do indukcji ekspresji biatek proapoptotycznych z rodziny Bcl-2. Biatka
te powodujg uwolnienie z przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium cytochromu c i
biatka AIF. Biatko AIF ma aktywnos$¢ proteazy i bezposrednio moze aktywowac kaspazy.
Z kolei cytochrom c po przedostaniu sie do cytoplazmy tgczy sie z biatkiem APAF
zawierajgcym domene rekrutujgcg kaspazy. Ostatecznie dochodzi do powstania
kompleksu zwanego apoptosomem zawierajagcego cytochrom c, APAF, prokaspaze 9
i ATP. Apoptosom moze rekrutowac kaspaze 9 i doprowadzac¢ do kaskadowej aktywacji
kolejnych kaspaz [23, 32, 48]. W pewnych sytuacjach drogi te moga zachodzi¢ na
siebie i mozemy mie¢ do czynienia ze wzmocnieniem sygnatu proapoptotycznego.

Morfologicznie apoptoza trwa od kilku minut do kilku godzin i sktada sie z trzech
zréznicowanych nastepujacych kolejno po sobie faz zwanych fazg wzbudzenia,
wykonawczg i zniszczenia. W | fazie mamy do czynienia z kondensacjg chromatyny
jadrowej, rozpademjaderek, zmniejszeniem objetosci jadra i zageszczeniem cytoplazmy.
Nastepnie w fazie Il dochodzi do fragmentacji jadra, a na powierzchni btony komérkowej
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tworza sie ciatka apoptotyczne, ktére zawieraja organelle i fragmentyjadra. W koncowej
fazie Il dochodzi do degradacji resztekjgdra i struktur cytoplazmatycznych. Fragmen-
tacja chromatyny nastepuje pod wptywem aktywacji endonukleaz, ktére thg DNA
komdérki apoptotycznej najpierw na wieksze, a potem na coraz mniejsze fragmenty
prowadzac ostatecznie do rozpadu jadra [32, 48].

W koricowym efekcie komérki apoptotyczne zmniejszaja swojg objetos¢ poprzez
usuwanie wody i jonéw z retikulum endoplazmatycznego do przestrzeni miedzyko-
morkowej, co w cytoplazmie komoérki prowadzi do wzrostu aktywnosci enzymu
katalizujgcego i powstania szeregu nhowych wiazar pomiedzy réznymi biatkami, takimi
jak: aktyna, aneksyna Il, winkulina, fibronektyna, co zdecydowanie zmienia funkcje
komérki [52].

ENDONUKLEAZY | KASPAZY
JAKO EGZEKUTORZY APOPTOZY

Faza egzekucji apoptozy w przeciwienstwie do fazy indukcji przebiega podobnie w
wiekszosci komdrek. W procesie tym biorgudziat gtdwnie kaspazy, endonukleazy, kinazy
i szereg innych czynnikdw.

Kaspazy sg to proteazy cysternowe, hydrolizujgce wigzania peptydowe w kilku
rodzajach sekwencji aminokwaséw. Wystepuja w cytoplazmie komadrek jako nieaktywne
proenzymy w postaci pojedynczego fancucha polipeptydowego. Aktywacja kaspaz moze
nastepowa¢ w wyniku proteolizy innych kaspaz, co dodatkowo ulatwia realizacje
apoptozy. Do chwili obecnej zidentyfikowano okoto 14 typéw kaspaz [7, 18, 22, 27,
32, 48]. Sg one oznaczane kolejnymi liczbami. Aktywacja kaspaz nastepuje w
mechanizmie autoproteolizy w dwaéch réznych kompleksach biatkowych: w kompleksie
DISC albo w apoptosomie. W wyniku przeksztatcen w kompleksie DISC dochodzi do
autoproteolizy kaspazy 8 i prawdopodobnie 10 i 12. Natomiast aktywacja apoptosomu
prowadzi do aktywacji kaspazy 9, 7 i 3. Jak wspomniano wyzej, w programie apoptozy
sugerowane jest czesto wspotdziatanie oméwionych szlakow [7, 18,22, 48].

Endonukleazy sa takze enzymami uczestniczgcymi w realizacji procesu apoptozy.
Od 1998 roku znana jest CAD, czyli DNA-za specyficzna dla procesu apoptozy
aktywowana przez kaspaze 3 i 7. W prawidtowych komodrkach, ktére nie ulegaja
apoptozie, CAD wystepuje jako nieaktywny kompleks potgczony z biatkiem inhibito-
rowym — ICAD [7, 48]. Degradacja ICAD i uruchomienie procesu degradacji DNA
nastepuje dopiero po aktywacji kaspazy 3 i 7, ktére moga ulega¢ stymulacji poprzez
rozne czynniki (chemioterapeutyki, promieniowanie y, UV) [18], Ponadto postuluje sie
istnienie zwigzku bezposredniego pomiedzy aktywacjg endonukleaz a wspomnianym
wyzej czynnikiem indukujgcym apoptoze - AlF, ktéry powoduje kondensacje
chromatyny i rozktad DNA na duze fragmenty. Dziatanie AIF moze stanowi¢ etap
poprzedzajacy i utatwiajgcy dziatanie specyficznych endonukleaz [18, 32,48].

Kolejne istotne enzymy biorgce udziat w realizacji apoptozy to kinazy. Kinazy
tyrozynowe PTK moga tworzy¢ integralng czes¢ receptoréw btonowych czynnikéw
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wzrostu, takich jak: EGF i FGF. Enzymy te ulegajg aktywacji po potgczeniu ligandu z
receptorem. Nie wiadomo jednak, jaki jest punkt uchwytu kinaz. Czy powodujg one
jedynie katalizowanie rozpoczetego wczesniej procesu apoptozy, czy tez zmiana
ufosforylowania biatek rozpoczyna ekspresje gendw programujgcych apoptoze [6, 7,
25, 44].

Najwiekszg i najbardziej poznang grupe biatek anty- i proapoptotycznych stanowig
biatka z rodziny Bcl-2/Bax [7, 13, 18, 23]. Biatko Bcl-2 podnosi opornos¢ komarek
nowotworowych na czynniki wywotujace apoptoze, a biatko Bax jest gtéwnym
efektorem, poprzez ktére biatko supresorowe p-53 indukuje apoptoze. Brak biatka Bax
moze by¢ przyczyna nieskutecznosci chemioterapii zaleznej od p-53.

Biatka z rodziny Bcl-2 wystepujg w postaci homo- lub heterodimeréw. Podczas
indukcji apoptozy przemieszczaja sie do zewnetrznej btony mitochondrialnej i tworza
kanaty jonowe. Poprzez regulacje przepuszczalnosci wody i jondw z mitochondrium
moga uwalniaé kolejne biatka proapoptotyczne [13, 23].

Proces apoptozy regulowany jest takze przez szereg gendéw supresorowych i
onkogendw. Ro6zne biatka, ktore sg produktami dziatania gendw, takie jak: biatko p-53,
p-Rb, c-myc, indukujg lub hamujg proces apoptozy w zaleznosci od typu komorek i
czynnika indukujgcego [6, 7, 14, 32]. Biatka te sg czynnikami transkrypcyjnymi
oddziatujacymi ze specyficznymi sekwencjami DNA, ich delecja lub inaktywacjajest
wykazywana w ponad potowie nowotworow [6, 7, 18, 32, 48].

BUDOWA JAJINIKA LUDZKIEGO
| DOJRZEWANIE PECHERZYKOW JAJNIKOWYCH

Jajnik jest parzystym narzgdem potozonym wewnatrzotrzewnowo. Zbudowany jest
z kory zawierajacej pecherzyki w r6znym stopniu rozwoju (pierwotne, wzrastajace,
dojrzewajace i dojrzate), w ktérych rozwijaja sie komorki jajowe oraz rdzenia zbudo-
wanego z wiotkiej tkanki tgcznej zawierajacej widkna sprezyste i pojedyncze miocyty
oraz naczynia krwionosne, chtonne i nerwy. W jajniku obecne satakze komorki wnekowe
przypominajgce komorki srédmigzszowe jadra oraz wezty tkanki przypominajgcej
nadnercza, czyli reszty Marchanda [43].

Po menopauzie jajnik ulega znacznemu zmniejszeniu, nie zawiera pecherzykéw, a
strukture jego stanowi gtdwnie widknista tkanka tgczna, naczynia krwionos$ne, limfa-
tyczne i nerwy. U kobiet badanych w okresie do 5 lat po menopauzie stwierdza sie
ciatka biatawe zbudowane z flbroblastéw, makrofagéw i miofibroblastow [43].

Rozwoj, wzrost, dojrzewanie i pekanie pecherzykéw jajnikowych oraz powstanie
ciatka zéttego i jego prawidtowe funkcjonowanie sg procesami skomplikowanymi, w
ktérych biorg udziat miedzy innymi czynniki endokrynne (FSH, LH, estradiol, proge-
steron), parakrynne i autokrynne (IGF-1, IGF-2, EGF, TGT, FGF), protoonkogeny i
geny supresorowe [5, 6, 7, 10, 34, 37]. Oprocz udowodnionego wptywu szeregu
czynnikéw ostatnio sugerowany jest takze udziat w tym procesie sktadnikdéw macierzy
zewnatrzkomorkowej. tenascyny i fibronektyny [52]. W prawidtowym cyklujajnikowym
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sposrod pecherzykdw pierwotnych powstaja pecherzyki dojrzewajace, ktére miedzy !
a4 dniem cyklu ulegajarekrutacji, a nastepnie miedzy 5 a 7 dniem cyklu selekcji. Ostatecznie
z kilku zrekrutowanych pecherzykoéw jajnikowych dojrzewa jeden najczesciej pecherzyk
dominujacy, pozostate ulegajaatrezji. Po owulacji powstaje ciatko z6te, najbardziej aktywny
hormonalnie gruczot dokrewny organizmu kobiety. Jesli w danym cyklu nie dojdzie do
zaptodnienia komorki jajowej, ciatko zéke ulega regresji, zwyrodnieniu ttuszczowemu i
powstaje bogata w kolagen blizna, czyli ciatko biatawe [43,49].

FUNKCJA HORMONALNA JAJNIKA

W okresie rozrodczym w komorkach tekalnychjajnika sg syntetyzowane androgeny, ktére
przechodza do komérek ziarnistych i tam ulegajg aromatyzacji do estrogenéw. Czynno$¢
komérek tekalnych regulowana jest przez LH, za$ aktywno$¢ aromatazy P-450 komdrek
ziarnistych zaleznajest od FSH. Podstawowym hormonem produkowanym przez ciatko z6tte
jestprogesteron [43]. Menopauza nie oznacza catkowitego wygasniecia funkcji hormonalnych
jajnika. Atrezjapecherzykoéwjajnikowych oznacza zakonczenie cyklicznej czynnoscijajnikow
i tym samym zdolnosci rozrodczych, ale niejestréwnoznacznaz tym, zejajnik zostaje zastapiony
nieczynnghormonalnie tkankgtgczng. Utrzymana zostaje, w zmniejszonym stopniu funkcja
komorek ostonki i nadal produkowane sapewne ilosci steroidéw, gtdwnie androgenéw. Dowodzg
tego liczne badania przeprowadzone u kobiet po menopauzie, ktére wykazaty wjajniku aktywnos¢
aromatazy P-450 oraz dehydrogenazy 3-0-i 17-0-steroidowej. Takze doniesienia méwigce o
obecnosci receptorow btonowych dla FSH i LH oraz receptoréw cytoplazmatycznych dla
estrogendw, androgendw i progesteronu $wiadczyé moga o aktywnosci hormonalnej tkanki
jajnikowej w tym okresie [43].

APOPTOZA W PECHERZYKACH JAIJNIKOWYCH

Opisane powyzej znaczne obkurczanie sie komérki w procesie apoptozy (nawet o
30-50% objetosci) powoduje utrate kontaktu z komérkami sgsiednimi. W pecherzyku
Graffa po utracie potaczenn komoérki jajowej z komérkami ziarnistymi dochodzi do
zapadnieciajamy pecherzykowej i pofatdowania oraz obkurczenia ostonki przejrzystej.
Btona podstawna pecherzyka ulega pofatdowaniu, pogrubieniu i przeksztatcona zostaje
w btone szklistg. Pecherzyk atrezyjny zostaje przeksztatcony w blizne [ 10,15,17,19,20],

Wiadomo, ze noworodek pici zeniskiej w chwili narodzin posiada okoto 2 milionéw
oocytéw, z czego w okresie pokwitania pozostaje okoto 400 tysiecy, a owuluje mniej niz
500 [43,49]. Udowodniono, ze to apoptoza prowadzi do atrezji pecherzykéw jajnikowych
przed osiggnieciem przez nie zdolnosci do owulacji. W wyniku apoptozy dochodzi do
proceséw degeneracyjnych w pecherzykach juz uformowanych oraz zaniku komérek
terminalnych [11,19,20,31]. Juz w 1978 roku wykazano obecnos¢ jader pyknotycznych
w komoérkach ziarnistych oraz w komarkach ostonki pecherzyka wjajniku ludzkim. W
1989 roku stwierdzono w jajniku aktywnos¢ kluczowych enzymoéw apoptozy, czyli
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endonukleaz zaleznych od Cai Mg, aw 1992 roku potwierdzono fragmentacje jagdrowego
DNA jajnika ludzkiego $wiadczacg o zakonczonym procesie apoptozy [17, 47]. W
wieku rozrodczym w pecherzyku Graffa w wyniku apoptozy dochodzi do szeregu zmian
czynnosciowych: zmniejszenia ekspresji receptoréw dla gonadotropin, obnizenia
aktywnosci 17-a-hydroksylazy i 17,20-liazy. Zmiany te doprowadzajg do zmniejszenia
produkcji estradiolu oraz zmniejszenia stezenia IGF-1 czynnika stymulujgcego
proliferacje komoérek ziarnistych [3, 11, 17, 31],

W badaniach przeprowadzonych w jajniku wykazano obecnos$¢ btonowego mRNA
dla receptora Fas w komorkach ziarnistych. Metodami immunohistochemicznymi
wykazano ekspresje Fas w komoérkach pecherzykéw wykazujacych cechy atrezji. Nie
stwierdzono natomiast obecnosci tej glikoproteiny w komdrkach prawidtowych.
Obecno$¢ liganda dla Fas opisano w oocytach prawidtowych i atrezyjnych [9,17,29].

W innych badaniach wykazano, ze system Fas/FasL jest skutecznie hamowany przez
tlenek azotu i tym samym NO moze okazac sie istotnym czynnikiem ograniczajgcym
atrezje pecherzykéw jajnikowych [9,10]. Najwazniejsze czynniki regulujgce apoptoze w
komaorkach ziarnistych jajnika to gonadotropiny, gonadoliberyna, estrogeny, androgeny,
IGF-1 i jego biatka wigzace, bFGF, EGF, TGF-a, TNF-a [18], a takze wedtug
najnowszych doniesieh tromboproteiny [42], metaloproteinazy i inhibina A [12, 15].

Badajac znaczenie kinaz w apoptozie komarek ziarnistych doniesiono, ze aktywna
mitogennie kinaza biatkowa PTK aktywuje apoptoze komoérek ziarnistych poprzez
stymulacje biatkowej fosfatazy tyrozynowej PTP. PTP oraz PTK graja gtéwnag role w
mechanizmie wzrostu i metabolizmu komaérek ziarnistych [7,25,29,44].

W badaniach nad wptywem hormonéw na apoptoze jajnikowg udowodniono, ze
przeciwciata skierowane przeciwko gonadotropinom przysadkowym powodujg atrezje
pecherzykow przedowulacyjnych, a zatem gonadotropiny FSH i LH chronig oocyt przed
apoptoza. W innych badaniach przeprowadzonych na szczurach stwierdzono obnizone
stezenia MRNA dla receptoréw gonadotropin FSH i LH w pecherzykach atrezyjnych.
Gonadoliberyna (GnRh) dziatajac bezposrednio najajnikjest czynnikiem wywotujacym
atrezje pecherzykow [18, 28, 35], Wykazano, ze podanie GnRH obniza mase jajnika,
zmniejsza liczbe komarek antralnych i przedowulacyjnych oraz zwieksza stezenia wapnia
w komoérkach ziarnistych, co aktywuje endonukleazy degradujace DNA [18, 26, 28,
35]. Na podstawie doswiadczenn wykonanych u szczurow pozbawionych przysadki
mobzgowej udowodniono, ze nasilenie apoptozy w wzrastajgcych i dojrzewajacych
komodrkach ziarnistych byto tym wieksze, im wieksze byly dawki substytucyjne
agonistow GnRh i dietynylostylbestrolu. Oceniajac wptyw androgenow i estrogenow
na apoptoze wykazano, ze w ptynie pecherzykdw atrezyjnych stezenia androgenéw sg
wieksze niz w pecherzykach prawidtowych. Podajac substytucyjnie androgeny i
estrogeny szczurom pozbawionym przysadki udowodniono, ze androgeny przyspieszaja,
a estrogeny hamujag apoptoze jajnikowa w komodrkach ziarnistych pecherzykéw
preantralnych i antralnych. W tych samych badaniach wykazano, ze réwniez IGF-1,
EGF, TGF-aw hodowli in vitro komdrek ziarnistych pecherzykéw przedowulacyjnych
hamujgapoptoze [ 16, 17, 24,28, 29, 35].

Inhibina A jest biatkowym hormonem jajnikowym, produkowanym przez komorki
ziarniste, komoérki tekalne i ciatko z6te. Inhibina A skutecznie hamuje kaspaze 3 i biatka
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Bax, co owocuje zablokowaniem apoptozy przede wszystkim w komorkach ziarnistych
[11, 45). Wykazano ponadto istotng korelacje pomiedzy stezeniem IGF o niskiej masie
czgsteczkowej w plynie pecherzykowym pacjentek stymulowanych w programach
zaptodnienia pozaustrojowego a aktywnoscia kaspazy 3 i jakoscig oocytow [11, 33].
Badanie to jako metoda nieinwazyjna moze postuzy¢ w przysztosci do testu przesiewowego
jakosci oocytéw i prognozowaniu skutecznosci procedur IVF/ET [33,45, 51].

Ciatko z6tte, jak juz wspomniano, takze ulega procesom apoptozy, ktére prowadza
do luteolizy i catkowitego jego zaniku. Wykazano jednak, ze gonadotropina kosmoéwkowa
ma zdolno$¢ hamowania apoptozy i utrzymywania funkcji tego gruczotu. Taka sytuacja
wystepuje w cigzy [30, 45, 51]. W ostatnim czasie wykazano takze, ze trofoblast
produkuje jeszcze inny czynnik lub czynniki, doktadnie nieokreslone, ktére dziatajg
poprzez biatka bax/bcl-x, hamujg apoptoze i wydtuzajg funkcje ciatka zétego [ 13, 30,
51]. Ponadto udowodniono, ze za prawidtowa angiogeneze i wydolnos¢ ciatka z6ttego
w cigzy odpowiada VEGF i receptor VEGF typu 2. Podanie przeciwciat przeciw VEGF
ciezarnym samicom spowodowato nasilenie proceséw apoptozy w ciatku zétym,
zmniejszenie stezenia progesteronu, zmniejszenie rozmiar6w zarodka [36,45].

Dzialajac poprzez kinaze biatkowatypu A procesy apoptozy w jajniku regulowane
sgtakze przez tromboproteiny. Powodujg one zmniejszenie produkcji androstendionu,
estradiolu, TGF-2 beta, natomiast wzrost produkcji oksytocyny, inhibin A i B oraz
IGF-1 [42].

PODSUMOWANIE

Przedstawione w artykule informacje wskazujg, ze mechanizmy apoptozy w jajniku
sg bardzo skomplikowane i nie do konca poznane. Trwajace aktualnie badania dotycza
przede wszystkim regulacji apoptozy i mozliwosci sterowania tym procesem w jajniku
w zaburzeniach endokrynologicznych i w chorobach nowotworowych. Niewatpliwie
konieczne sgdalsze badania apoptozy wjaniku ludzkim, zwlaszcza w okresie menopauzy.
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MIKRO-RNA - MALE CZASTECZKI O WIELKIM
ZNACZENIU

MICRO-RNAs - SMALL MOLECULES OF BIG IMPORTANCE

Agata FILIP

Zaktad Genetyki Medycznej Akademii Medycznej im. prof. F. Skubiszewskiego
w Lublinie

Streszczenie-. MikroRNA (miRNA) to grupajednoniciowych, niekodujacych RN A, ktdre regulujg ekspresje
genow strukturalnych na poziomie posttranskrypcyjnym. Pierwotny transkrypt mikroRNA ma kilkaset
nukleotydéw dtugosci, natomiast aktywna forme dojrzatg stanowig krétkie fragmenty 21-23-nukleotydo-
we. Wiaza sie one z mRNA genu docelowego katalizujac jego degradacje, jesli komplementamos¢ sekwencji
jest catkowita, lub zahamowanie procesu translacji w przypadku niepetnej komplementamosci. Dotych-
czas opisano kilkaset genéw kodujacych miRNA w genomach roslinnych i zwierzecych. Wiele waznych
proceséw zyciowych zalezy od kontroli ekspresji genéw poprzez miRNA. Niektore z nich bezposrednio
regulujgrozwoj, inne wptywajgna przebieg procesu $mierci programowanej, istniejagtez miRNA niezbedne
dla prawidtowej sygnalizacji komérkowej. Profil ekspresji miRNA charakteryzuje poszczegélne typy
nowotworéw znacznie lepiej niz profil ekspresji mMRNA, co moze mie¢ znaczenie diagnostyczne i terapeu-
tyczne. Praca przedstawia przeglad aktualnego stanu wiedzy na temat dojrzewania miRNA, mechanizméw
regulacji ekspresji gendw za ich posrednictwem oraz roli tych czasteczek w embriogenezie, hematopoezie
i onkogenezie.

Stowa kluczowe; miRNA, regulacja ekspresji genéw, onkogeneza.

Summary; MicroRNAs (miRNAS) constitute a group of single-stranded, noncoding RNAs that regulate the
expression of structural genes on post-transcriptional level. miRNAs are transcribed as several hundred-
nucleotide pri-miRNAs. The mature, active form is only 21-23 nucleotides long and it binds target mMRNAs
containing antisense sequences. miRNA can either catalyze cleavage of mRNA that are perfectly base-
paired to its sequence, or inhibit the translation of mMRNAs that form an imperfect complex with the miRNA.
Hundreds of miRNAs are described to date, which populate the genomes of plants and animals. They are
necessary for crucial cellular and developmental processes. Some ofthem directly regulate the development;
some affect programmed cell death (PCD), some at last are essential for signal transduction. miRNA expres-
sion profiles classify human cancers better than mRNA profiles what may be ofbig diagnostic and therapeu-
tic value. This study presents the current understanding of miRNA biogenesis, regulatory mechanisms and
the role that miRNAs exert in embryogenesis, hematopoiesis and oncogenesis.

Key words; miRNA, regulation ofgene expression, oncogenesis.
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WSTEP

Mechanizm indukujacy posttranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genéw w odpowiedzi
na wprowadzenie egzogennych, dwuniciowych fragmentéw RNA (dsRNA) o sekwencji
identycznej jak mRNA genu docelowego opisano po raz pierwszy u nicienia C. elegans
[5,8,11]. Wkrétce okazato sig, ze odpowiedzialny jest on za obserwowane juz wczesniej
zjawisko inaktywacji genéw w komaorkach niektérych grzybdw i roélin. Obecnos¢ tego
rodzaju regulacji potwierdzono takze u Drosophila melanogaster. Pierwsze doswiad-
czenia z interferencyjnym RNA u kregowcow nie przyniosty oczekiwanych rezultatow.
Woprowadzenie diugich fragmentoéw dsRNA aktywuje bowiem system odpornosciowy
do odpowiedzi nieswoistej, miedzy innymi do produkcji interferonu (system ten nie
wystepuje u bezkregowcéw), co implikuje globalne posttranskrypcyjne zahamowanie
ekspresji genow [8].

Badania mechanizmu interferencji w komérkach roslin i bezkregowcow pozwolity
stwierdzi¢, ze dtugie fragmenty dsRNA sg ciete na charakterystyczne 21-nukleotydowe
odcinki z wystajagcymi {overlapping) 2-nukleotydowymi koricami 3’. Okreslono je jako
dupleksy matych, interferujgcych RNA {small interfering RNAs duplexes, siRNAS).
Jedna ni¢ takiego dupleksu siRNA jest nastepnie wigczana w duzy kompleks biatkowy,
RISC {RNA induced silencing complex) [25]. Kompleks RISC/siRNA faczy sie
nastepnie z fragmentem sekwencji 3’-UTR (3 'untranslated region) genu docelowego
i w zaleznosci od stopnia komplementamos$ci moze powodowa¢ degradacje mRNA lub
tylko zahamowanie translacji przy zachowaniu integralnosci transkryptu [20, 27, 34].

Dalsze badania nad siRNA u kregowcow umozliwita obserwacja, ze wprowadzenie
dsRNA krotszych niz 30 bp nie indukuje wydzielania interferonu. Okazato sie wéwczas,
ze szlak regulacji ekspresji genéw via mechanizm interferencji u ssak6w moze by¢ w
petni aktywny.

Poszukiwanie endogennych duplekséw siRNA o dtugosci 21 bp u Drosophila i C.
elegans wykazato, ze sg one obecne w obu tych systemach, potem niespodziewanie
istnienie ich opisano u kregowcow, gdzie kodowane sgprzez ponad 200 r6znych genow
[13,20,29]. Tawiasnie grupa endogennych RNA okreslanajest obecnie mianem miRNA
(microRNA). miRNA sg transkrybowane jako fragmenty o dtugosci kilkuset nukleo-
tydow, przejsciowo podczas dojrzewania przyjmuja strukture ,,szpilki do wtoséw” (60-
90 nt), by ostatecznie sta¢ sie aktywng forma o dtugosci 21 nt, ktéra, podobnie jak
siRNA, moze wejs¢ w sktad kompleksu RISC [10].

mMiRNA

Po raz pierwszy miRNA opisane zostaty przez Ambrosa i Ruvkuna w 1993 r. [33,
35]. Badajgc stadia rozwoju Caenorhabditis elegans stwierdzili oni, ze do prawidtowego
przejscia ze stadium larwalnego LI do L2 niezbedna jest krotka sekwencja RNA
hamujaca ekspresje genu strukturalnego lin-14 [3, 8,27, 33, 34]. Gen lin-4 C. elegans
koduje RNA o dilugosci 21 nukleotydéw, ktére rozpoznaje i wigze sekwencje
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komplementarne w regionie 3’'UTR mRNA genu lin-14. W ten spos6b dochodzi do
zahamowania jego translacji podczas przejscia z pierwszego do drugiego stadium
larwalnego, dzieje sie to jednak bez degradacji mRNA [34, 35], Kolejnym opisanym
genem, kodujacym miRNA byt let-7 zaangazowany takze w regulacje rozwoju nicienia.
Wkrétce potem geny homologiczne do let- 7 znaleziono w genomach muszki owocowej
i cztowieka. Stato siejasne wowczas, iz miRNA stanowig konserwatywne filogenetycznie
negatywne regulatory ekspresji gendéw. Ekspresja miRNA jest tkankowo lub nawet
komérkowo-specyficzna, zalezy rowniez od stadium rozwoju [23,25],

BIOGENEZA miRNA

Ilo$¢ poznanych genow kodujgcych miRNA stale ro$nie. Przypuszczalnie jest ich
kilkaset (200-1000 w zaleznosci od gatunku), co stanowi ponad 1% genomu danego
organizmu [16, 34], Moga mie¢ one rézne lokalizacje: w intronach genéw badz w
obszarach pozagenowych. Wystepujg pojedynczo lub w policistronowych skupiskach
(37% znanych ludzkich miRNA zlokalizowanych jest w skupiskach po dwa lub wiecej).
Jesli znajduja sie w intronie, przypuszczalnie wykorzystujg promotor i elementy
regulatorowe genu gospodarza. Natomiast regulacja genéw miRNA zgrupowanych w
formie policistronow jest najprawdopodobniej wspdlna, analogicznie do operonéw
bakteryjnych [20].

Wiekszos$¢, jesli nie wszystkie miRNA jest transkrybowana przez polimeraze I,
transkrypt pierwotny ma czapeczke (cap) i ogonek poli-A [13]. Dojrzewanie miRNA
przebiega dwuetapowo, przy czym oba etapy katalizowane sg przez enzymy z duzej
rodziny rybonukleazy IlI: Drosha i Dicer.

Drosha

Transkrypt pierwotny miRNA, pri-miRNA (primary miRNA) skiada sie z kilkuset
nukleotyddéw. Pierwszy, jadrowy etap dojrzewania polega na wycieciu z tego transkryptu
fragmentu o dtugosci okoto 70 nt, przyjmujgcego forme szpilki do wloséw. Na koncu
3’ struktura taka ma dwunukleotydowe ,,wysuniecie” (ryc. 1). Za przebieg tego etapu
odpowiedzialny jest enzym Drosha [34],

Drosha sg biatkami jadrowymi o wielkosci 130-160 kDa, zawierajgcymi dwie domeny
katalityczne o aktywnosci RNazy 1l i domene wigzacadsRNA (dsRBD, dsRNA Binding
Domain) w czesci C-koncowej [32], Jak ostatnio wykazano, Drosha wystepuja w
kompleksie z biatkiem dsRBD Pasha (u Drosophila) lub DGCR8 (DiGeorge syndrome
Critical Region Gene 8) u ssakéw. Kompleks ten nazywany jest mikroprocesorem [13,
25]. Sam enzym Drosha wykazuje niespecyficzng aktywnos¢ RNazy, o specyfice
prawdopodobnie decyduje Pasha/DGCRS8 [10]. Nastepnie pre-miRNA eksportowany
jest do cytoplazmy przez biatko Exportin-5 (Exp5). Exportin-5 nalezy do rodziny
karioferynowych, jadrowo-cytoplazmatycznych czynnikéw transportujacych, zaleznych
od wigzacego GTP kofaktora Ran [8].
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Dicer

W nastepnym etapie dojrzewania miRNA bierze udziat rybonukleaza Dicer. Biatka
Dicer sgduze, okoto 200 kDa; zawierajgdomeny o aktywnosci ATP-azy/helikazy RNA,
domene PAZ i DUF283, dwie domeny katalityczne o aktywnosci rybonukleazy (RINIA
i RINB) i C- konncowg domene dsRBD [10]. U drozdzy i kregowcow wystepujg geny
dla jednego rodzaju biatka Dicer, natomiast u Drosophila, Arabidopsis i kilku innych
organizmoOw opisano dwa lub nawet wiecej gendw, ktorych produkty nieznacznie réznig
sie funkcjg. Jest to enzym zalezny od ATP, odzaczajacy sie wysokim powinowactwem
do dwuniciowych RNA (dsRNA) posiadajagcych 2nt wysuniecie na koncu 3’ Za
rozpoznanie tego fragmentu odpowiada domena PAZ. Po przytaczeniu RNA Dicer
przecina oba tancuchy w odlegtosci ~2! nt od miejsca wigzania (rye. 1). Dzieje sie tak
w przypadku ,,0brébki” dtugich dsRNA (np. egzogennych), a takze wowczas, gdy
Dicer przytgczy sie do pre-miRNA [20, 34]. Fakt, ze Dicer przecina tancuchy RNA w
okreslonej odlegtosci od zakornczenia pre-miRNA, oznacza, iz struktura pre-miRNA
determinuje sekwencje dupleksu miRNA: :miRNA, powstatego w wyniku dziatania tego
enzymu. Prawidlowe dziatanie nukleazy Dicer uwarunkowane jest prawdopodobnie
potaczeniem z biatkiem Loquacious (LOQS) u Drosophila badzZ jego ortologiem TRBP
(HIV-1 Transactivating Response RNA-binding Protein) u ssakow [12, 14].

Dupleksy miRNA sg nietrwate i w zwigzku z tym trudne do wykrycia, tarcuchy
RNA bowiem dosy¢ szybko ulegajg rozdzieleniu [8]. Z wiekszosci prekursorowych
miRNA powstaje tylko jedna czasteczka dojrzatego miRNA, a o wyborze okreslonego
fancucha decyduje stabilno$¢ par zasad na zakonczeniach dupleksu. W przypadku
niektdrych pre-miRNA (np. miR-30) dojrzate miRNA mogg powsta¢ z obydwu nici
dupleksu. Krotki okres péttrwania duplekséw miRNA wynika prawdopodobnie z faktu,
iz dojrzate czasteczki miRNA dosy¢ szybko wiaczane sa w kompleks RISC (inaczej
miRNP - kompleks miRNA i biatek). Budowa tego kompleksu nie jestjeszcze wyjasniona
do korica, wiadomo na pewno, ze w jego sktad wchodzg miedzy innymi biatka rodziny
Argonaut [25].

Biatka Argonaut

Biatka Argonaut mozna podzieli¢ na dwie podrodziny: Ago i Piwi. U cztowieka i
innych ssakéw powszechnie wystepuja4 biatka Ago (hAgol-4), natomiast ekspresje 4
gendw podrodziny Piwi opisano dotychczas jedynie w komérkach jader i komorkach
macierzystych uktadu hemopoetycznego; ich funkcja nie jest znana. Eukariotyczne biatka
Argonaut majawielkos¢—100 kDa i sg silnie zasadowe. Majg one domene PAZ (podobnie
jak biatka Dicer) i domene Piwi, wsp6lng dla podrodzin Ago/Piwi [10], Jak wczesniej
wspomniano, domena PAZ odpowiada za specyficzne wigzanie dupleksow RNA z
wystajacymi, 2 nt koricami 3°. Natomiast domena Piwi, w ktorej sktad wchodzi trojka
kwasnych aminokwaséw DDE typowych dla RNazy H (enzym przecinajacy ni¢ RNA
hybrydy DNA:RNA) i enzymdw jej podobnych, stanowi by¢ moze o endonukleolitycznej
aktywnosci kompleksu RISC.
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RYCINA 1. Dojrzewanie i mechanizmy dziatania miRNA (za [8], modyfikacja): *Drosophila, **ssaki,
® - objasnienia w tekscie

Kompleks RISC

U Drosophila w sktad kompleksu RISC zawsze wchodzi biatko lub biatka rodziny
Argonaut, biatko VIG (Vasa Intronic Gene protein, RBP), Tudor-SN (biatko majgce
pie¢ domen SN o aktywnosci nukleazy i domene Tudor) i dFXR, bedace ortologiem
ludzkiego biatka FMRP (fragile Xmental retardation protein) [10]. FMRP i FXR1 to
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biatka wigzace RNA, dziatajace jako modulatory translacji, gtéwnie w neuronach, co
moze mie¢ tez zwigzek z ich rolg w represji translacji indukowanej przez miRNA.
Wydaje sie, ze podobnie zbudowane sg kompleksy RISC u innych gatunkéw. U cztowieka
poza biatkami Argonaut w sktad kompleksu wchodzg takze m.in. helikazy Gemin 3 i
Gemin 4 [15, 20].

Woydaje sie, ze wilaczenie miRNA w kompleks RISC odbywa sie w ten sposob, iz
jeden ze sktadnikéw tego kompleksu, enzym o aktywnosci helikazy, wigze sie do tego
zakonczenia dupleksu, w ktérym struktura dwuniciowajest mniej stabilna i rozplatajg
wykorzystujgc energie z ATP [10]. Ni¢ RNA, ktorej koniec 5’ znajduje sie w miejscu
wigzania helikazy, zostaje wiaczona do RISC (ryc. 1).

Funkcjonalny kompleks RISC/siRNA moze mie¢ rozngwielkos¢ i budowe, poczawszy od
100-160 kDa w przypadku struktury ztozonej tylko z biatek Ago i siRNA, po tzw. holo-
RISC, sedymentujacy przy SOS, odpowiadajgcy prawdopodobnie 300-500 kDa kompleksowi
asocjujgcemu z rybosomami [10].

MECHANIZM DZIAELANIA miRNA

Obecna w kompleksie RISC ni¢ miRNA pekni role ,,przewodnika”, pozwalajgcego
mu odnalez¢ komplementarna sekwencje mRNA. Opisano dwa r6zne mechanizmy
dziatania miRNA, zdeterminowane stopniem ich komplementarnosci z obszarem
3-UTR docelowego mRNA [10, 15].

Jesli sekwencje te sg wysoce komplementarne, to potgczenie RISC/siRNA/MRNA
implikuje przeciecie mMRNA naprzeciwko Srodkowej czesci przytaczonego miRNA przez
niezidentyfikowang dotad rybonukleaze okre$lang mianem ,,Slicer”. Przeciecie mMRNA
w obrebie kompleksu RISC nastepuje pomiedzy miejscami sparowanymi z 10 a 11
nukleotydem siRNA/miRNA, liczac od konca 5’; proces ten nie wymaga obecnosci
ATP. Kompleks RISC oddysocjowuje (mMiRNA pozostaje z nim zwigzane) i moze wigzac
kolejne MRNA. Powstate w wyniku przeciecia dwa fragmenty mRNA ulegaja degradacji
przez egzonukleazy komoérkowe. Taka sytuacja ma miejsce najczesciej w komérkach
roélinnych [27].

Jesli natomiast sparowanie zasad nie jest doskonate, cojest niemalze regutgw komorkach
zwierzecych, dochodzi do zahamowania translacji danego transkryptu bez jego zniszczenia
(ryc. 1). Jedynym do tej pory opisanym odstepstwem od tej reguty jest mir-196, powodujacy
przeciecie mMRNA genu HOX8B po zahamowaniujego translacji [34]. Na poziomie komorki
negatywna regulacja ekspresji genu w drodze represji translacji jest mniej efektywna niz
przez degradacje mRNA, chociazby ze wzgledu na prawdopodobnie konieczny dtuzszy
kontakt pojedynczego kompleksu RJISC/siRNA z sekwencjg 3’-UTR. Dla osiggniecia
podobnej wydajnosci najczesciej konieczne jest rozpoznanie i zwigzanie kilku miejsc w
obszarze 3’-UTR mRNA genu docelowego przez kilka takich samych badz r6znych miRNA
0 niepetnej komplementarnosci (ryc. 1). Zupetnie niejasny natomiast jest mechanizm takiej
represji translacji, by¢ moze pewng role odgrywa w nim asocjujace z biatkami Argonaut i
miRNA biatko FMRP/dFXR, (regulator translacji istotny dla prawidtowego dojrzewania
i funkcjonowania komérek nerwowych) [34].
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Mozliwe, ze budowa kompleksu RISC przecinajacego mRNA jest nieco inna niz
kompleksu hamujacego translacje, przypuszcza sie, ze réznica ta dotyczy¢é moze wihasnie
biatek rodziny Argonaut. Badania biatka Ago2 wskazuja, iz wtasnie ono moze by¢
enzymem odpowiedzialnym za degradacje docelowego mRNA, czyli poszukiwanym
»Slicerem”, natomiast za inhibicje translacji odpowiedzialne sg prawdopodobnie
wszystkie znane biatka rodziny Ago [10],

Przecietne miRNA ma okoto 100 sekwencji docelowych, co oznacza, iz miRNA
wptywaja na ekspresje bardzo wielu genéw strukturalnych.

POLIMORFIZM LUDZKICH PRE-miRNA

Udowodniono, ze integralno$¢ w obrebie struktury ,,szpilki do wloséw” ma krytyczne
znaczenie dla procesu dojrzewania miRNA, jednak wydaje sie, ze specyfika nukle-
otydowa tego fragmentu nie odgrywa wiekszego znaczenia. W wyniku analizy 173
pre-miRNA u 96 os6b w 10 z nich stwierdzono wystepowanie polimorfizmu [18]. W
wiekszosci przypadkow nie naruszaty one integralnosci struktury ,,hairpin”. Kilka z
nich jednak prowadzito do zmian w jej obrebie, co moze implikowa¢ zaburzenia
dojrzewania na etapie dziatania nukleazy Drosha. W przypadku miR-30c-2 polimorfizm
C na A dotyczy nawet sekwencji dojrzatego miRNA, co ma o tyle znaczacy wptyw na
jego funkcje, ze moze zmienia¢ ,,powinowactwo” do genu docelowego [18].

ROLA miRNA

Sygnalizacja wewnatrzkomorkowa

Regulacja ekspresji genéw przez miRNA ma wptyw na wiele istotnych procesow
zyciowych, miedzy innymi na przekazywanie sygnatu w komaérce [34], Przyktadem
jest sygnalizacja insulinowa. Udowodniono, ze nadekspresja miR-375, zachowanego
ewolucyjnie miRNA typowego dla komorek wysepek trzustki, hamuje wydzielanie
insuliny wywotane wzrostem poziomu glukozy [28], Natomiast zahamowanie funkcji
endogennego miR-375 powoduje wzrost wydzielania insuliny. Zjawisko to, niezalezne
od metabolizmu glukozy czy tez zmian wewngtrzkomorkowego poziomu Ca?+, okazato
sie wynika¢ z bezposredniego wptywu miR-375 na ekspresje genu Myotrophiny
(MTPN), co moze stanowi¢ obiecujacy cel w terapii cukrzycy [28, 34],

miRNA a nowotworzenie

Ostatnie badania wskazuja, ze zaburzenia w ekspresji miRNA moga przyczyniaé
sie do rozwoju wielu choréb, w tym powstawania procesu nowotworowego [7]. Jednym
z najlepiej poznanych miRNA jest let-7, pierwszy raz opisany u C. elegans [31].
Ekspresja homologicznego miRNA wystepuje w wielu tkankach ludzkich, a szczeg6lnie
wysoka jest w tkance ptucnej. Natomiast nizsza niz normalnie ekspresje let-7 opisano
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w komorkach niedrobnokomoérkowego raka ptuca (NSCLC), wykazano takze korelacje
pomiedzy jej poziomem i czasem przezycia chorych [31]. W uktadzie in vitro, nadeks-
presja let-7 hamuje wzrost komorek tego nowotworu. Mechanizm tego zjawiska nie
jest wyjasniony, jedna z hipotez zaktada udziat let-7 w regulacji kinazy LIM, nalezacej
do rodziny enzymoéw wptywajacych na ksztalt i mobilno$¢ komérek, co moze implikowaé
utatwienie powstawania odlegtych przerzutdéw. Ostatnie doniesienia sugerujg natomiast
udziat let-7 w negatywnej regulacji onkogenu RAS [19].

Nizszy poziom ekspresji dojrzatych form ludzkich homologéw miR-143 i miR-145
obserwowany jest w stanach przedrakowych i w rakach jelita grubego [24]. Podobnie
obnizona ekspresja miR-15 i miR-16 wigze sie z CLL. Opisano mechanizm prowadzacy do
obnizenia lub braku ekspresji tych miRNA - skupisko (cluster) genéw miR15a-miR16
zlokatizowanejest na dtugim ramieniu chromosomu 13 (13q 14), pomiedzy 2 i 5 egzonem
genu LEU2, czyli na obszarze czesto ulegajgcym delecji w przebiegu B-CLL [2,5,6,24].

Ostatnie badania wykazujg, ze miR-15/16 sa negatywnymi regulatorami genu BCL-2,
co ttumaczytoby wysoki poziom ekspresji tego genu w B-CLL [6].

Takze na chromosomie 13(139g31), w locus, w ktdrym czesto dochodzi do amplifikacji w
chtoniakach grudkowych, chtoniakach komorek ptaszcza, rozlanych chtoniakach olbrzymio-
komoérkowych, pierwotnych skérnych chtoniakach z komoérek B i innych (nieziamicze
chtoniaki ztosliwe), miesci siepolicistronowe skupisko mir-17-92. Analiza linii komoérkowych
wywodzacych sie z chtoniakdéw B-komaorkowych wykazata, ze poziom prekursorowych i
dojrzatych miRNA kodowanych przez geny z tego locus jest duzo wyzszy w komérkach
nowotworowych w poréwnaniu z prawidtowymi limfocytami B [16], W mysim modelu
chtoniaka B-komorkowego zwigkszona ekspresja mir-17-92 potgczona z ekspresjg genu c-
myc przyspiesza rozwo0j guza, co moze wskazywac¢ na onkogenny charakter miRNA
wywodzacych sie z tego skupiska [25]. Produkt ludzkiego onkogenu c-MYC moze wigzaé
sie bezposrednio z miRNA zlokalizowanymi w skupisku na chromosomie 13 i powodowaé
ich aktywacje [26]. Z kolei dwa miRNA z tego skupiska, miR-17-5p i miR-20a sg
negatywnymi regulatorami czynnika transkrypcyjnego E2F1. Poniewaz ekspresja E2F1
jest bezposrednio aktywowana przez biatko MYC, oznacza to, ze produkt genu c-MYC
mozejednoczesnie aktywowac i hamowac ekspresje E2F1, co umozliwia bardzo precyzyjna
kontrole sygnatu do proliferacji [25,26],

W komorkach chtoniakéw B-komoérkowych, zwtaszcza w DLBCL (rozlany chtoniak
olbrzymiokomoérkowy) obserwuje sie takze znacznie wyzszy (20-30x) niz w zdrowych
limfocytach B poziom miR-155. Gen kodujgcy ten miRNA jest, jak sie okazato, zlokalizowany
w konserwatywnym regionie genu BIC (B-cell receptor inducible gene), ktérego nadeks-
presje w chtoniakach opisanojuz dawno [9,24]. Co wiecej, poziom ekspresji miR-155 réznicuje
pierwotnego DLBCL o fenotypie aktywnych komérek B (ABC) od chioniaka o fenotypie
GC (germinal center), co moze mie¢ znaczenie diagnostyczne [9].

Wyniki badan ekspresji 217 miRNA w tkankach zdrowych i nowotworowych
wskazujg na to, ze profil ekspresji tych czasteczek odréznia guzy lite od innych
nowotworéw, rézny jest takze w zaleznosci od pochodzenia komdérek nowotworowych
(np. komorki nabtonkowe lub hemopoetyczne) [23]. Odmienng charakterystyke
ekspresji miRNA zaobserwowano takze w dwu podtypach przewlektej biataczki
limfatycznej B-komorkowej, réznigcych-sie ekspresjg kinazy ZAP-70 [3].
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Z dotychczasowych badan wynika, ze poziom ekspresji miRNA w komoérkach
zdrowych i nowotworowych jest inny. Moze to wynikac¢ z faktu, ze wiekszo$¢ poznanych
genow dla miRNA zlokalizowanajest w miejscach tamliwych {fra sites) lub miejscach
integracji wirusa HPV {humanpapilloma virus), czesto ulegajgcych amplifikacji, delecji
lub translokacji w przebiegu transformacji nowotworowej [4], Przypuszczalnie mikro-
RNA moga zachowywag sie jak geny supresorowe lub onkogeny (ryc. 2). Zalezy to
od rodzaju genu docelowego, ktérego nadekspresja lub wyciszenie jest efektem
ostatecznym nieprawidtowej ekspresji miRNA [4, 6],

Istotna réwniez jest rola zaburzen mechanizméw dojrzewania miRNA w karcyno-
genezie i patogenezie innych choréb [13], Utrata biatka FMRP {fragile X mental
retardation protein) powoduje zespét kruchego chromosomu X, jedng z najczestszych
przyczyn upos$ledzenia umystowego. Wykazano, iz FMRP u ssakéw wchodzi w inter-
akcje z kompleksami zawierajacymi miRNA, podobnie jak Dicer i AG01 [34].

miRNA a rozwdj

Ekspresja wiekszosci miRNA jest tkankowo-specyficzna i zalezy od stadium
rozwojowego organizmu, co sugerowatoby ich udziat w regulacji rozwoju [5, 27].
Potwierdza to fakt, iz indukowane zaburzenia mechanizméw dojrzewania czasteczek
miRNA powodujgwczesne obumieranie embrionéw. Opisanojuz szereg miRNA istotnych
dla embriogenezy na réznych jej etapach: uwarunkowanych ekspresja genéw Hox
(schemat rozwoju wzdtuz osi przednio-tylnej), rozwoju uktadu nerwowego i hematopoezy
[27], Ciekawe doswiadczenie wykonano na rybie danio pregowany {zebrafish)
pozbawiajac ja wszystkich aktywnych czasteczek miRNA poprzez wyltgczenie genu
kodujacego rybonukleaze Dicer, konieczng do prawidtowego ich dojrzewania [17], U
takich mutantéw zaobserwowano prawidtowa specyfikacje osi (zdefiniowanie gtéwnych
osi ciata: brzuszno-grzbietowej i przednio-tylnej) i tworzenie planu (seria zdarzen, w ktérych
zréznicowane komorki sgaranzowane przestrzennie, tworzac tkanki i narzady). Powazne
defekty pojawity sie dopiero podczas morfogenezy; nieprawidtowosci dotyczyty miedzy
innymi neurulacji [mezoderma grzbietowa i pokrywajaca ja ektoderma wchodzag w
interakcje (indukcja), tworzac rynienke cewy nerwowej, proces ten zapoczatkowuje
organogeneze i dzieli ektoderme na trzy populacje komoérek: cewe nerwowg, naskorek i
komérki grzebienia nerwowego], formowania kom6r mézgu, utozenia komdrek podczas
gastrulacji, rozwoju uktadu sercowo-naczyniowego etc. Mogtoby to swiadczy¢ o tym, iz
wczesne etapy rozwoju embrionalnego, kontrolowane przez geny, takie jak: Nodal,
Hedgehog, Wnt, Notch, FGF i BMP, przebiegajg bez udzialu miRNA, badz ze w
dojrzewaniu miRNA dla tych genéw docelowych bierze udziat rybonukleaza inna niz
Dicer. Jednak podobne doswiadczenie przeprowadzone na myszkach doprowadzito do
$mierci embriondw jeszcze przed etapem specyfikacji osi [17].

MiRNA a komérki macierzyste

Jesli wezmie sie pod uwage zaangazowanie miRNA w regulacje rozwoju osobniczego, nie
dziwi fakt, ze wiele z nichwybidrczo ulega ekspresji w komorkach macierzystych, mogac wptywac
naichwiasciwosci, takiejak: nieograniczonamozliwo$¢ samoodnowy przy zachowaniu zdolnosci
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Rycina 2. Udziat miRNA w onkogenezie (wg [4, 6] modyfikacja)

do réznicowania i ich pluripotencjalnos¢ (za utrzymanie komdrek w stanie pluripotencjalnym
odpowiadabezposrednio gen z rodziny POU kodujacy czynnik transkrypcyjny Oct4, za zdolnos¢
do samoodnowy moze odpowiadac¢ LIF (Leukemia Inhibitory Factor) aktywujacy Stat3. W
embrionalnych komorkach macierzystych ES (embryonic stem) sklonowano 36 RNA o
charakterystyce typowej dla miRNA, z czego 15 okazato sie by¢ nowymi, nieopisanymi dotad
czasteczkami miRNA [30], Poréwnujac ekspresje miRNA w ES z ekspresjgw EC (embryonic
carcinoma) i innych typach komorek stwierdzono, ze sa pewne miRNA obecne zaréwno w
ES, jak w EC (by¢ moze odgrywajg one konserwatywna role w ludzkich pluripotencjalnych
komdrkach macierzystych); satakie, ktore ulegaja ekspresji wytgcznie w ES (funkcje typowe
dla komdrek ES?), takie, ktdre sg rzadkie w ES, natomiast czeste np. w linii HeLa (MiRNA,
ktorych ekspresjatypowajest dla okreslonego stadium réznicowania komorki, moggodpowiadac
zaregulacjerozwoju i réznicowania) i wreszcie takie, ktorych ekspresjajest powszechna (regulacja
podstawowych funkcji komérkowych) [30].

Ciekawa jest takze obserwacja poziomu ekspresji miRNA ze skupiska miR-12-13-
14 (chromosom 19) - obnizenie ich ekspresji nastepuje wczesniej niz spadek ekspresji
genu Oct4, najwczesniej dotychczas poznanego markera komérek ES. By¢ moze wiasnie
te mMiRNA sa regulatorami najwczes$niejszej fazy rozwoju embrionalnego [30].

Ostatnie badania wykazaty, ze komoérki macierzyste muszki owocowej nie poddajg
sie zatrzymaniu cyklu komorkowego (celi cycle arrest) dzieki miRNA, ktére hamuja
ekspresje genu Dacapo (DAP), kodujacego inhibitor cyklu komoérkowego [12].

BADANIA EKSPRESJI miRNA

Jedna z ciekawych cech charakteryzujgcych miRNA jest specyfika ich ekspresji,
zalezna od rodzaju tkanki i/lub stadiumrozwojowego. Wczesne badania ekspresji miRNA
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wykorzystywaty odwrotng transkryptaze i opieraty sie gtéwnie na hybrydyzacji typu
Northem [29]. Jedna z najnowocze$niejszych metod badan ekspresji jest analiza
mikromacierzy. W klasycznych mikromacierzach jednak czesto wykorzystuje sie do
odwrotnej transkrypcji oligo-dT, natomiast dojrzate miRNA nie maja ogonka poli-A.
Kilka grup opracowalo ostatnio specyficzne mikromacierze oligonukleotydowe dla
miRNA. Oligo-nukleotydy komplementarne do miRNA potgczone sg kowalencyjne z
membranami (solid support matrix) lub syntetyzowane na nich in situ. Probki miRNA
poddaje sie odwrotnej transkrypcji z mieszaning starterow, a powstate cRNA jest
znakowane fluorochromami; miRNA moze by¢ tez znakowane bezposrednio. Ostatnio
wprowadzono tez nowe metody symultanicznego znakowania wieloma fluorochromami,
umozliwiajace czuta detekcje nawet rzadkich miRNA. Metody te umozliwiajg analize
zmian poziomu ekspresji miRNA w czasie i sg doktadniejsze niz hybrydyzacja typu
Northem [22],

Poniewaz ilos¢ opisanych miRNA stale ro$nie, bedzie temu zapewne towarzyszyto
powstawanie nowych mikromacierzy [34].

POSZUKIWANIE NOWYCH miRNA

Préby poszukiwania nowych miRNA rozpoczety siejuz w momencie opisania genu
let-7 u C. elegans [1]. W tym celu przeszukuje sie bazy danych wykorzystujac
programy, takie jak BLASTN, umozliwiajace odnalezienie sekwencji homologicznych.
Innym sposobem jest wyszukiwanie sekwencji RNA, ktérych budowa sugeruje praw-
dopodobienstwo tworzenia struktur ,,szpilki do wtoséw” (programy Mfold, MiRscan,
struktura drugorzedowa). Jeszcze inna jest zasada metody znanej jako cieniowanie
filogenetyczne (phylogenetic shadowing). Opiera sie ona na porOéwnaniu sekwencji
gatunkéw blisko spokrewnionych, co umozliwia identyfikacje sekwencji konserwatyw-
nych na poziomie nukleotydowym [1], Wszystkie do tej pory poznane ludzkie i mysie
miRNA oraz ich prekursory wpisane sg do specjalnego rejestru (miRNA Registry).

Poszukiwanie genow docelowych

Przewidywanie sekwencji docelowych dla miRNA u roslinjest dosy¢ proste, do swojego
dziatania wymagajg one bowiem catkowitej homologii z obszarem 3'UTR. U zwierzat
sytuacje komplikuje fakt, ze homologia ta wcale nie musi by¢ petna, co wiecej — wiekszos¢
sekwencji docelowych rézni sie przynajmniej kilkoma nukleotydami [1,21]. Zasadniczymi
kryteriami wspdlnymi dla wszystkich metod poszukiwania genéw docelowych s3:

1) komplementamos$¢ pomiedzy 3’UTR potencjalnego genu docelowego a miRNA ze
zwréceniem uwagi na krytyczny moment idealnej komplementamosci w okolicy 5" korica
miRNA,

2) konserwatywnos$¢ docelowych sekwencji 3’UTR pomigdzy genami ortologami,

3) kinetyka i termodynamika reakcji pomiedzy miRNA i genem docelowym, okre$lona
przy pomocy programu analizujgcego 11-rzedowsa strukture RNA (folding).
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Najbardziej znanym programem do poszukiwania genéw docelowych jest algorytm
TargetScan (kregowce), natomiast program zawezajacy poszukiwania tylko do sekwencji
ludzkichto DIANA MicroT [1,21]. Opisanojuz wiele przypuszczalnych genéw docelowych,
na przyktad N-MYC dla miR-101, E2F1 dla miR-20 i -106, SDF1 dla miR-23ai -23b czy
G6PD dla miR-1 i -206. Potwierdzono jednocze$nie, ze najwazniejszy dla rozpoznania
genu docelowegojest konserwatywny region 5' miRNA [21].

Odkrycie miRNA jestjednaz wiekszych niespodzianek genetyki molekularnej, jakie
wydarzyty sie w ostatnich czasach. Niewielka jest jeszcze nasza wiedza na temat
doktadnych mechanizmow dziatania miRNA i genéw, na ktorych ekspresje wptywaja.
Wiadomo jednak, ze badania nad miRNA moga utatwi¢ zrozumienie biologii kluczowych
procesow zyciowych komarek i organizmow.
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UDZIAL SRODBEONKA
W FORMOWANIU SIE NACZYN

THE ROLE OF ENDOTHELIUM IN VESSELS FORMATION

Kamil Marek LIPSKI!, Kazimierz OSTROWSKI2, Janusz KOMENDERI,
Dariusz SLADOWSKI!

'‘Zaktad Transplantologii i Centralny Bank Tkanek, 2Katedra i Zaktad Histologii
i Embriologii,Centrum Biostruktury, Akademia Medyczna w Warszawie

Streszczenie. W niniejszym artykule przedstawiono pokrétce stan wiedzy na temat funkcji $rédbtonka
oraz jego roli w formowaniu sie naczyn zarébwno w rozwoju zarodkowym, jak i w procesach regenera-
cyjnych i chorobowych pézniejszego zycia osobniczego.

Stowa kluczowe', srédbtonek, angiogeneza, VEGF, komorki prekursorowe, komérki macierzyste.

Summary. The paper describes function ofendothelium and its role in vessels formation during embryonic
development and regenerative or pathological processes of further life.

Key words', endothelium, angiogenesis, VEGF, progenitor cells, stem cells.

Wykaz skrétéw. ACE (angiotensin-converting enzyme) - enzym konwertujacy angiotensyne, Ang -
angiopoetyna, bFGF (basic fibroblast growth factor) — zasadowy fibroblastyczny czynnik wzrostu,
CD (cluster ofdifferentiation) — gronko réznicowania, CDK (cyklin-dependent kinase) — kinaza zalez-
na od cyklin, CEPs (circulating endothelial progenitor cells) — krazace prekursorowe komorki $rod-
btonka, CLA (cutaneous leukocyte antigen) - antygen leukocytéw skéry, COX - cyklooksygenaza, Cx
(connexin) - koneksyna, CXCR-CXC (chemokine receptor) - receptor dla chemokin CXC, ECM
(extracellular matrix) — substancja pozakomérkowa, ECs (endothelial cells) — komoérki $Srédbtonka,
EGF (epidei mal growthfactor) — naskérkowy czynnik wzrostu, EPCs (endothelial progenitor (precur-
sor) cells) - komérki prekursorowe $rodbtonka, ESL (E-selectin ligand) - ligand dla E-selektyny, ET
(endothelin) - endotelina, FGF (fibroblast growth factor) - fibroblastyczny czynnik wzrostu, HIF
(hypoxia-inducible factor) — czynnik indukowany hipoksja, HRE (hypoxia response elements) — ele-
menty odpowiedzi na hipoksje, HSCs (hematopoietic stem cells) — komorki macierzyste uktadu krwio-
tworczego, ICAM (intercellular adhesion molecule) — czasteczka adhezji miedzykomorkowej, 1D (zn-
hibitors of differentiation) — inhibitory réznicowania, 1GF (insulin-like growth factor) — insulinopo-
dobny czynnik wzrostu, IL (interleukin) — interleukina, ILR (interleukin receptor) — receptor dla inter-
leukiny, KDR (kinase domain region) - region domeny kinazy, KGF (keratinocyte growth factor) -
czynnik wzrostu keratynocytéw, LFA (leukocyte function associated antigen) — antygen zwigzany z
funkcja leukocytow, LYVE (lymphatic vascular endothelial) — receptor srodbtonka naczyn limfatycz-
nych, MAC (macrophage antigen) - antygen'makrofagalny, MCP (wowocyfé chemoattractantprotein) -
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biatko chemotaktyczne monocytéw, MMPs (matrix metalloproteinases) - metaloproteinazy macierzy,
nAchRs (nicotinic acetylocholine receptors) - receptory nikotynowe, NLPZ - niesteroidowe leki przeciwza-
palne, NO - tlenek azotu, PAI (plasminogen activator inhibitor) - inhibitor aktywatora plazminogenu, PDGF
(platelet-derived growth factor) - ptytkowopochodny czynnik wzrostu, PDGFR (platelet-derived growth
factor receptor) — receptor dla ptytkowopochodnego czynnika wzrostu, PECAM (platelet/endothelial celi
adhesion molecule) - czasteczka adhezyjna ptytek/komérek srédbtonka, PEX (C-terminal hemopexin-like
domain) - C-koncowa domena podobna do hemopeksyny, blokujaca MMP-2, PF (plateletfactor) - czynnik
ptytkowy, PI - fosfatydyloinozytol, PIGF (placental growth factor) - tozyskowy czynnik wzrostu, PPARs
(peroxisomeproliferator-activated receptors) - receptory peroksysomalnego czynnika proliferacyjnego, PSGL
(P-selectin glycoprotein ligand) — glikoproteinowy ligand dla P-selektyny, SM Cs (smooth muscle cells) —
komorki miesniowki gtadkiej, TGF a P (transforminggrowthfactor a fi)- transformujacy czynnik wzrostu
a P, TIMPs (tissue inhibitors ofmetalloproteinases) - tkankowe inhibitory metaloproteinaz, TRF (TTAGGG
repeat bindingfactor) - czynnik wigzacy sekwencje TTAGGG, TSP (thrombospondin) - trombospondyna,
VEGF (vascular endothelial growthfactor) - srédbtonkowy czynnik wzrostu, VEGFR (vascular endothelial
growth factor receptor) - receptor dla Srédbtonkowego czynnika wzrostu, vWF (von Willebrandfactor) -
czynnik von Willebranda.

WSTEP

Uktad krwionos$ny stanowi wazny element spajajacy poszczegoélne tkanki i narzady
w jeden organizm. Jego rola dostrzegalnajest szczegdllnie w stanach patologicznych,
kiedy zaktdcenie funkcji tego uktadu powoduje zaburzenie dziatania innych tkanek.
Przyktadem moze by¢ miazdzyca prowadzaca czesto do takich powik}an, jak zawaty
serca czy udary mézgu [37].

Komoérki srédbtonka, ogladane od strony $wiatta naczynia, maja ksztatt wydtuzonych
wielokatéw (najczesciej szesciokagtow) o wymiarach ok. 10 x 30 pm, z osig diuga,
rownolegta do osi naczynia. Grubos¢ cytoplazmy wynosi ok. 0,2 pm, a cytoplazmy i
jadra ok. 3 pm. Niektore komorki srédbtonka zyt, tetnic i kapilar (np. w moézgu, grasicy)
tworzg potaczenia typu occludens i neksus, ktére sprawiaja, ze jest on szczelny
(wymiana substancji odbywa sie poprzez transcytoze). Przechodzenie jondw miedzy
komérkami zapewniajgpotaczenia typu neksus. Potgczeniate ulegajgczasem zerwaniu,
zwiaszcza podczas migracji ECs zwigzanej z tworzeniem nowych naczyn, prawidtowych
oraz patologicznych nowotworu (w tych ostatnich zwykle nie ulegajg ponownemu
odtworzeniu) [6]. Takze VEGF oraz dziatajgca z nim synergistycznie Ang-2 powodujg
rozszerzenie tych potaczen, natomiast Ang-1 dziata przeciwnie. W przypadku braku tej
kostymulacji moze doj$¢ do obumarcia komérek srédbtonka [19,41].

Srodbtonek, szczegdlnie kapilar i matych tetnic zawiera liczne pory powstate przez
fuzje pecherzykéw, stuzace do transportu makroczasteczek [51]. Swoistymi strukturami
cytoplazmy endotelium wsierdzia, tetnic i zyt sapateczkowate twory o wymiarze 0,2 x
0,4 pm, otoczone btong— ciatka Weibela-Palade’a. Zawierajgbiatko von Willebranda
oraz mikrotubule. Srédbtonek, dzieki obecnosci komplekséw aktyny i miozyny, ma
zdolnos¢ kurczenia sie. Dzieki temu zwigksza sie jego przepuszczalnos¢. Na wolnej
powierzchni komorek, szczegdlnie nad jadrami, znajduja sie grupy mikrokosmkow, aw
btonie komorkowej liczne glikoproteiny (tab. 1) [9,51].
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TABELA 1. Glikoproteiny powierzchniowe komérek $rédbtonka

Glikoproteiny Niektére ich ligandy
Adresyna, CD 15 selektyny CD62E,P,L
CD15s; CD34

CD36 trombospondyna, kolagen
CD39; CD44

CD 49 fibronektyna

CD51

CD54 (ICAM-1) LFA-1, MAC-1

CD58 (LFA-3) CD2

CDG62E (selektyna E) ESL-1, CLA, CD62P
CD62P (selektyna P) PSGL-1, CD24, CD62E

CD73; CDw92 (VIM 15); CD93
CD102 (ICAM-2) LFA-1

CD105; CD109; CD121 (1L-1R1); CD 124 (IL-4Ra IL-13R;
CD140b (PDGFRa); CD142 (czynnik tkankowy); CD143 (ACE);
CDI44 (VE-kadheryna); CDwI45; CD146; CD147; CDI57; CD166

Srédbtonek bierze udziat w transporcie gazéw i substancji chemicznych, w spos6b
bierny - zgodny z gradientem stezen (np. O2, CO2) lub czynny - gtéwnie przez
transcytoze. Przez pory oraz przestrzenie miedzykomorkowe moga przechodzi¢
leukocyty i erytrocyty - diapedeza.

Komaérki syntetyzujai uwalniajghormony miejscowe: prostacykling PGI? (przeciwdziata
agregacji ptytek i rozszerza naczynia), inne prostaglandyny oraz endoteliny ET-1, ET-2,
ET-3 (21-aminokwasowe peptydy powstajgce z 200-aminokwasowych proendotelin,
kurczace migsnidwke naczyn oraz bedace mitogenami).

Srédbtonek wytwarza réwniez tlenek azotu NO, przez ktéry dziatajgrozkurczajgco
na naczynia takie substancje, jak: acetylocholina, histamina, bradykinina, substancja P
i inne. Endotelium wydziela takze Angl i Ang2 oraz konwertaze powodujaca przejscie
angiotensyny-l w angiotensyne-2. PDGFB, uwalniany z ECs po stymulacji VEGF,
wplywa gtéwnie na tworzenie sie i dojrzewanie $ciany naczyn.
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ROZNICE POMIEDZY SRODBLONKIEM TETNICZYM,
ZYLNYMI LIMFATYCZNYM

Srédbtonek wyscieta naczynia krwionosne, limfatyczne i jamy serca. Nie wszystkie
jego komoérki sg identyczne. Istniejgréznice pomiedzy EC tetnic i zyt [3], Szlak Notch,
aktywowany ligandami (Delta-like-4, Jagged-1, Jagged-2) taczacymi sie z receptorami
(Notch-1, Notch-3, Notch-4) promuje wystgpienie fenotypu tetniczego, hamuje natomiast
réznicowanie sie w kierunku srédbtonka zylnego [34,67]. Aktywowany jest takze przez
elementy innych szlakéw, np. Sonie Hedghog, VEGF czy Gridlock [35]. Ta plastycznos¢
ECs, umozliwiajgca zmiane fenotypu, wystepuje takze poza okresem ptodowym, u
noworodkow (m.in. w siatkdwece) oraz u osobnikéw dorostych (np. w sercu) [55, 60].

Odkryte zostaty specyficzne antygeny (z systemu Eph-Ephrin) dla $rédbtonka
tetniczego i zylnego. Obecnos$¢ EphrinB2 jest charakterystyczna dla nabtonka i
miesniowki gladkiej tetniczej oraz kapilar, natomiast EphB4 (receptor dla EphrinB2) -
dla érédbtonka zylnego. System EphrinB2-EphB4 zapobiega przenikaniu i migracji ECs
na granicy tetniczo-zylnej w tworzeniu si¢ anastomoz tetniczo-zylnych [17,61,66]. W
patologicznej angiogenezie, na powierzchni nabtonka niektérych nowych naczyn
wystepuje EphrinB2, co stoi w sprzecznosci z uznawang powszechnie teorig, ze naczynia
guza powstajg z zytek pozakapilamych [12,52].

Niejest do koricajasne pochodzenie srédbtonka naczyn limfatycznych: czy wywodzi
sie on z naczynh zylnych, ktére przeksztatcity sie we wczesnym okresie rozwoju
embrionalnego, czy z limfangioblastow mezenchymy [28,63,64]. Na endotelium naczyn
limfatycznych znajdujg sie charakterystyczne receptory VEGFR3 i LYVE1L [62], Akty-
wacja szlaku Syk-SLP76 powoduje ptodowa separacje sieci naczyn krwionosnych i
limfatycznych. Odpowiedz komérek srédbtonka naczyn limfatycznych na pozostate
cytokiny jest podobna jak ich odpowiednikéw w uktadzie krwionosnym [27],

ROZNICE NARZADOWE

Endotelium naczyn réznych narzagdéw ma na swojej powierzchni specyficzne dla
danego organu antygeny. Przyktadem moze by¢ nabtonek, pochodzacy z ptuc, gruczotow
piersiowych czy prostaty, majacy odpowiednio: btonowa dipeptydaze, aminopep-tydaze
P oraz IL-11. Dla $rédbtonka naczyn nowotworowych charakterystycznajest natomiast
aminopeptydaza N. Ta specyficznos¢ antygenowa moze miec¢ przyszte implikacje
terapeutyczne, np. mozliwos$¢ zastosowania przeciwciat monoklonalnych z przytwier-
dzonymi do nich radioizotopami, chemioterapeutykami badz inhibitorami angiogenezy
wybibérczo hamujgcymi rozwoj nowotworu, czy inne metody podawania leku bezpos-
rednio do miejsc docelowych. Terapia taka zapewniataby wiekszg wybior-czos¢, a co
zatym idzie, zmniejszytaby liczbe dziatan niepozadanych [5].

W szczegoélnych przypadkach srodbtonek moze by¢ zastgpiony przez: cytotrofoblast w
matczynych tetnicach spiralnych podczas tworzenia sie tozyska (pseudowaskulogeneza),
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komorki miesniowki gladkiej tworzace neointime w przypadku niekompletnej odbudowy
Srodbtonka po uszkodzeniu, czy komorki nowotworowe (mimikra naczyniowa) [54].

Srédbtonek wiekszosci naczyn krwionos$nych jestjednowarstwowy, ptaski i lezy na
btonie podstawnej. W zatokach sledziony i zytkach wezta limfatycznego, kepek Peyera
i migdatkéwjest nabtonkiem jednowarstwowym szesciennym. W przypadku kiebuszkéw
nerkowych, porowaty srodbtonek naczyn wiosowatych stanowi jeden z elementow fil-
tru klebuszkowego, zatrzymujacego komorki, czastki i makroczasteczki, a przepuszcza-
jacego ptyn i molekuty o masie czasteczkowej do ! min. Wytwarza rowniez kolejny ze
sktadnikéw systemu filtracyjnego — btone podstawna.

Istnieja rowniez réznice w ekspresji genéw pomiedzy réznego rodzaju ECs (zaréwno
tych pochodzacych z prawidtowych tkanek, jak i tych z naczyh nowotworowych, z
naczyh embrionalnych oraz przebudowujacych, gojacych sie). Zagadnienia te zostaty
wstepnie scharakteryzowane, jednak wymagaja dalszego dogtebnego zbadania.

REGENERACJA SRODBEONKA

Sredni czas zycia komérek $rodbtonka wynosi ok. 100 dni, w zwigzku z tym konieczne
jest ich ciagle odtwarzanie w celu utrzymania ciggtosci tej warstwy Sciany naczynia.

Jednym ze spostrzezeh poczynionych w badaniach in vzvo jest obserwacja dotyczaca
szybszego skracania sie telomerow w komaérkach srédbtonka naczyn, ktére najczesciej
sg dotkniete zmianami miazdzycowymi (takie jak np. tetnice wiencowe). Istniejg
miejsca, np. tetnice biodrowe, gdzie srédbtonek jest szczegblnie narazony na dziatanie
sit hemodynamicznych. Wystepuje w nich znaczna proliferacja komoérek, a w jej
nastepstwie szybsze skracanie telomeréw i zwiekszone ryzyko wystgpienia miazdzycy
[30]. W hodowlach in vitro, ECs z zaburzong funkcjg telomeréw (wytgczonym genem
dla biatka TRF2) majgzahamowang proliferacje oraz zmieniony fenotyp. Sg powiek-
szone, zwigksza sie ekspresja inhibitorow kinaz zaleznych od cyklin (cyclin-dependent
kinase, CDK), ICAM-1, spada natomiast produkcja tlenku azotu przez srédbtonkowa
syntetaze tlenku azotu. Podobne zmiany wystepujg takze w replikacyjnym starzeniu
sie niezmienionych komorek (po okoto 50 podziatach). Komérki te majgrowniez wieksza
aktywnos¢ 13-galaktozydazy, enzymu charakterystycznego dla ,,starych” komoérek [43].

W niekorzystnych warunkach, takichjak: zmniejszenie przeptywu czy stezenia réznych
substancji (np. VEGF, bFGF, MMPs, PDGF czy NO), moze nastgpi¢ regresja naczyn.
Przyktadem moze by¢ zanik kiebuszkéw nerkowych w przypadku braku VEGF [ 15,32],

Komoérki srédbtonka pochodzaz angioblastow ptodu (podobne pochodzeniejak komérek
krwi) [42] oraz z komdrek prekursorowych srodbtonka (moga takze wydziela¢ czynniki
wzrostu naczyn) [48] i komoérek macierzystych szpiku u dorostych [39,49]. Wszystkie te
rodzaje komorek majg podobne antygeny, receptory dla podobnych cytokin (np. VEGF,
P1GF, angiopoetyny (Ang)-I, ID) oraz moga przeksztatcac sie jedne w drugie (np. HSCs
mogga powstawaé w zyciu ptodowym z komodrek srodbtonka, a leukocyty i HSCs moga
zar6wno przeksztatcac sie w EC, jak i stymulowa¢ formowanie naczyn), r6znigsie natomiast
czasem i miejscem wystepowania [ 16,18,21,39,40,57].
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RYCINA 1. Regeneracja srodbtonka naczyn przy pomocy EPCs (endothelialprogenitor (precursor) cells
- komérek prekursorowych $rédbtonka)

Takze w p6zniejszych etapach zycia istnieje grupa komorek: krazgce srodbtonkowe
komérki prekursorowe, wywodzaca sie gtéwnie ze szpiku i majaca znaczenie w naprawie
uszkodzonych naczyn oraz wzroscie guzéw. Ludzkie EPCs charakteryzujg sie obecnoscia
antygenow powierzchniowych, takich jak np. CD31,CD34, CD 133, CD 146, CXCR4,
c-Kit, VE-cadherin, VEGFR2, VWF. W stanie spoczynku CEPs VEGFR stanowig
tylko 0,01 % jadrzastych komorek krwi. Jezeli konieczny jest wzrost Srodbtonka, nastepuje
mobilizacja tych komérek (ich liczba we krwi w ciaggu 24 godzin wzrasta do 12%), po
czym osiadajg one w miejscach, gdzie zostat odstoniety kolagen i fibronektyna, a
nastepnie, w zaleznosci od dzialajgcych na nie czynnikéw, przeksztatcajg sie w
srodbtonek (pod wptywem VEGF-A) lub miesnidéwke gtadka (dzieki obecnosci PDGF).
Uwaza sie, ze VEGF-A, metaloproteinazy oraz P1GF sg odpowiedzialne za uwalnianie
komorek prekursorowych ze szpiku (ryc. 1). Komorki prekursorowe majg zdecydowanie
wieksze zdolnosci proliferacyjne niz dojrzate ECs [47],

WPLYW LOKALNYCH CZYNNIKOW REGULACYJNYCH
NA SRODBEONEK | FORMOWANIE SIE NACZYN

Jednym z czynnikéw sterujacych procesem ksztattowania sie naczyn jest rézna
ekspresja i dziatanie ogélnoustrojowych cytokin regulujacych angiogeneze, takich jak
VEGF czy Ang-1 (w tkankach (guzach), z naczyniami o niskiej przepuszczalnosci



UDZIAL SRODBLONKA W FORMOWANIU SIE NACZYN 65

wystepuje wysoki poziom Ang-1 oraz niski VEGF, natomiast w tych z duzg przepusz-
czalnosciaczesto brakuje Ang-1) [26]. VEGF dziataw tym przypadku przez zwiekszenie
stezenia wapniaw komorce, jej obkurczenie i fenestracje. Ang-1 stymuluje angiogeneze
w skorze, natomiast dziata na nig hamujaco w sercu [56].

Innymi poznanymi cytokinami specyficznymi dla narzaddw i tkanek sg blood vessel/
epicardium substance i fibulina-2 w sercu oraz EG-VEGF i prokinecytyna-2 w
gruczotach endokrynnych [36].

Waznymi cytokinami dziatajgcymi na komorki srédbtonkajest rodzina VEGF, skfadajgca
sie zz VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i PIGE VEGF-A wplywa gtdéwnie na
wzrost naczyn krwiono$nych, natomiast VEGF-C i VEGF-D reguluja wzrost naczyn
limfatycznych [10, 33]. W doswiadczeniach in vitro VEGF zapobiega apoptozie ECs
(przez receptor VEGFR-2) takze w warunkach braku surowicy. Dzieje sie tak dzieki
uaktywnieniu szlaku: kinaza fosfatydyloinozytolowa (PI)-3 - Akt [13] oraz zwiekszeniu
ekspresji biatek antyapoptotycznych: Bcl-2 i Al [14], Dziatanie to zmienia sie wraz z
wiekiem (np. u myszy, blokowanie VEGF prowadzi do apoptozy ECs u noworodkéw, ale
nie u dorostych osobnikéw). VEGF powoduje réwniez, w sposob zalezny od dawki,
rozszerzenie naczyn poprzez stymulacje wydzielania Srodbtonkowego tlenku azotu.

VEGF dziata przez kilka receptoréw: VEGFR-! (FIt-1), VEGFR-2 (KDR-kinase
domain region, FLK-! (nie wigze VEGF-B) ) nalezgce do rodziny kinaz tyrozynowych,
VEGFR-3 (Flt-4 (wigze VEGF-C i VEGF-D)) oraz rodzine ko-receptoréw — neurofiliny.

VEGFR-1, ktérego ekspresje zwieksza hipoksja (przez wzrost poziomu HIF), jest
receptorem dla VEGF-A, VEGF-B oraz P1GF. Poza odpowiedzig zwigzana z
fosforylacja tyrozyn proponuje sie takze mozliwos¢ funkcjonowania VEGFR-! jako
receptora-putapki (wystepuje rowniez w rozpuszczalnej formie), wigzacego VEGF i
uniemozliwiajgcego jego potgczenie z innymi receptorami (np. VEGFR-2). Niejest do
koncajasne czy receptor ten ma dziatanie anty- (ma w swojej budowie motyw zapobie-
gajacy aktywacji kinazy PI-3) czy promitogenne (np. przez aktywacje antyapop-
totycznego genu dla surwiwiny).

Myszy ze zmutowanym genem dla VEGFR-! ging we wczesnym okresie zycia
ptodowego w wyniku braku tworzenia sie cewek naczyniowych. Nastepuje natomiast
silna proliferacja angioblastéw (co dodatkowo przemawia za antymitogennym dziata-
niem VEGFR-!1). Poza tym VEGFR-! stymuluje komoérki srédbtonka do wydzielania
metaloproteinaz macierzy (MMP9) oraz innych enzyméw proteolitycznych.

Inne dziatanie ma natomiast VEGFR-2. Powoduje on proliferacje oraz migracje
komorek biorgcych udziat w angiogenezie. Po potgczeniu sie z ligandem receptor ulega
dimeryzacji i nastepuje fosforylacja reszt tyrozynowych w biatkach, takichjak: fosfolipaza
C-y, kinaza PI1-3, biatko aktywujace GTPaze Ras czy rodzing protein Src. Aktywowany
jest réwniez szlak Raf-Mek-Erk (przy pomocy kinazy C, ale bez uzycia Ras).

Istnieje szereg czynnikéw zwiekszajgcych wydzielanie VEGF. Sato: EGF, TGF-ali
-p, KGF, IGF-1, FGF, PDGF, cytokiny zapalne: IL-lot, IL-6 (jest tojeden z mozliwych
mechanizméw promujacych zwiekszenie unaczynienia zmienionych zapalnie i
nowotworowo tkanek) oraz niektére hormony (np. testosteron).
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Kolejnym czynnikiem stymulujacym angiogenezejest hipoksja, stymulujaca komorki
do wydzielania takich substancji, jak: VEGF, PDGF czy HIF.

HIF-1 jest heterodimerem ap, ktéry zostat odkryty jako indukowane przez hipoksje
biatko wigzgce sie z DNA, zwiekszajgce poziom promotora genu dla erytropoetyny.
Jednak jego obecnos$¢ stwierdzono réwniez w komdrkach nieprodukujacych erytro-
poetyny, co sugerowato takze inne jego funkcje. Podjednostki cx i [3 sg izoformami
kodowanymi przez geny z réznych loci. Podjednostka HIF-1[3 jest konstytutywnym
biatkiem jadrowym, natomiast HIF-oc jest indukowana przez niedotlenienie. Z trzech
izoform HIF-oc, dwie (HIF-la i HIF-2a) indukujg (wspdlnie z HRE) transkrypcje,
natomiast HIF-3a jg hamuje. Jednym z gtéwnych mechanizméw dziatania proangio-
genetycznego HIF (a zwlaszcza HIF-1) jest zwiekszenie ekspresji VEGF. Po zwigksze-
niu dostepnosci tlenu do komoérek HIF szybko ulega proteolizie [46].

Cytokiny z rodziny TGF-[3 mogawptywac na dojrzewajace naczynia w sposéb zalezny
od stezenia. W niskim stezeniu TGF-pl promuje angiogeneze przez zwiekszenie
ekspresji innych cytokin oraz proteaz, natomiast w wysokich dawkach hamuje wzrost
$rodbtonka oraz sprzyja ré6znicowaniu SMCs i przebudowie btony podstawne;j.

Ostatnio wykazano, ze takze nikotyna moze promowac angiogeneze przez aktywacje
receptorow nikotynowych napowierzchni komérek srédbtonka. Mekamylamina, bloker nAchR,
powoduje zniesienie tego efektu. Aktywacjatego receptora powoduje réwniez wzrost poziomu
VEGF. Nikotyna stymuluje takze produkcje takiego promotora angiogenezy, jak MCP1 [22].

Kolejnym szlakiem metabolicznym wptywajacym na angiogenezejest uktad zwigzany z
PPARs -jest to rodzina 3 izotypow receptordw (a, (3 iy), bedacych wewnatrzkomarkowymi
»Czujnikami” dla kwasow ttuszczowych i ich pochodnych, transkrypcyjnie regulujacych
metabolizm tluszczéw i glukozy. Aktywacja tych receptoréw powoduje zahamowanie
angiogenezy poprzez zatrzymanie proliferacji ECs (a przy wiekszych stezeniach ligandéw
nawet ich apoptoze), blokowanie ich migracji i formowania sie tub. Jako molekularny
mechanizm wyjasnienia tego zjawiska postuluje sie wptyw szlaku PPARs na dezorganizacje
cytoszkieletu aktynowego, zmniejszenie indukowanej przez bFGF aktywacji Akt i ekspresji
genu dla COX-2 oraz zmniejszenie produkcji chemokin z rodziny CXC. Niektore aktywatory
PPARs (np. fenofibrat) moga znalez¢ kliniczne zastosowanie, np. przy hamowaniu
angiogenezy nowotworowej [11,31,44,59].

Z uktadem PPARs zwiazane sa COX-1 i COX-2 - izoenzymy biorace udziat w
przemianach kwasu arachidonowego i jego pochodnych. Produkty tych przemian (np.
prostaglandyny) znane sg ze swego proangiogennego dziatania (zwiekszajgproliferacje
i migracje ECs), m.in. przez: aktywacje mediowanej przez integryne ayP3 i zaleznej od
cAMP/PKA GTPazy Rac i Cdc42; zwigkszenie ekspresji CXCRA4. Istnieje réwniez
interakcja migdzy COX (gtéwnie COX-2) a innymi proangiogennymi czynnikami, takimi
jak VEGF, bFGF - substancje te pobudzajg wzajemnie swojg synteze. Jest to prawdo-
podobniejedna z przyczyn nadmiernej angiogenezy obserwowanej w miejscach objetych
przewlektym procesem zapalnym oraz guzach nowotworowych (w niektérych potwier-
dzono doswiadczalnie zwiekszong ekspresje COX-2). Zahamowanie tego dziatania
przy uzyciu NLPZ (blokujgcych COX), takich jak np. kwas acetylosalicylowy, moze
by¢ jednym z mechanizmow przeciwnowotworowej aktywnosci tej grupy lekéw [4,7,
8,29,50,58,65].
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WPLYW SKEADNIKOW MACIERZY POZAKOMORKOWEJ
NA TWORZENIE SIE NACZYN

Waznym czynnikiem wptywajacym na proliferacje i roznicowanie komérek Srodbtonka,
a takze na formowanie sie nowych naczyn jest ECM, skiadajgca sie m.in. z: kolagenu IV,
lamininy, fibronektyny, fibryny, kolagenu I, elastyny. Podczas tworzenia sie nowych
wypustek naczyniowych substancje, takie jak: aktywatory i inhibitory plazminogenu (np.
urokinaza, PAI-1), MMPs, TIMPs, heparyny, chymazy, tryptazy oraz katepsyny, nie
tylko degradujg istote miedzykomérkowa, tworzac przestrzen dla nowych naczyn, ale
takze odstaniajg epitopy (np. kolagen 1V), uwalniajg z macierzy cytokiny (zaréwno te
aktywujgce: bFGF, VEGF, TGF-0, IL-10, jak i hamujgce angiogeneze: TSP-1, kanstatyne,
tumstatyne, endostatyne oraz PF-4) oraz zmieniajg strukture okolicznych biatek (np.
kolagenu fibrylamego), co dodatkowo stymuluje i kierunkuje migracje komérek srédbtonka
i miesniéwki gtadkiej. Ta ich plejotropowa aktywno$¢ moze zaleze¢ od stezenia oraz
miejsca, w ktorym dziatajg [2,20,25,38,45].

Na kierunek ruchu komarek srédbtonka w czasie angioneogenezy wptywa réwniez
obecnosc¢ lub brak pewnych substancji istoty miedzykomorkowej — osteopontyny oraz
kwasu hialuronowego, ktore przejsciowo wigze sie z btonowa glikoproteing komorek
Srodbtonka - CD44.

Takze integryny (zwilaszcza ay03 oraz av05), bedgce powierzchniowymi receptora-
mi dla specyficznych ligandéw macierzy pozakomaérkowej, modulujg proces waskulo-
genezy [1, 23, 24]. Ich dziatanie nie jest jednak do kohca jasne. Préby z uzyciem ich
antagonistow wskazujg na dziatanie stymulujace, natomiast doswiadczenia z wytgcze-
niem funkcji kodujacych je genéw sugeruja zahamowanie angiogenezy (prawdopodobnie
w drodze zmniejszenia przezycia ECs mediowanego przez VEGF i Fik-1, blokowania
innych integryn, przekazywania antyangiogenetycznej aktywnosci TSPs, tumstatyny,
endostatyny, angiostatyny oraz PEX).

Komoérki endotelium tego samego typu tacza sie przez CD3! (PECAM) oraz Cx
(koneksyny), dodatkowo umozliwiajgce ich wzajemng komunikacje. Zmniejszenie
poziomu Cx37 i Cx40 powoduje tworzenie naczyniakéw jamistych, a brak Cx43 zaburza
formowanie tetnic wiehcowych [53].

W powyzszej pracy omowiono tylko niektére sposrdd wielu zjawisk, w jakie
zaangazowany jest srodbtonek. Odgrywa on wazng role w trakcie formowania sie
naczyn zardwno w rozwoju zarodkowym, jak i w procesach regeneracyjnych oraz
chorobowych pézniejszego zycia osobniczego. Dlatego tez konieczne sgdalsze badania
nad jego funkcjgoraz udziatem w przemianach biologicznych.
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Streszczenie-. Badania prowadzone w ostatnich latach dowodzg, ze komorki regulatorowe (Treg) petnia
role w utrzymaniu tolerancji na wiasne antygeny na obwodzie oraz w obronie organizmu przed choro-
bami autoimmunizacyjnymi. Komérki regulatorowe stanowig heterogenna subpopulacje limfocytow T
majacych zdolno$¢ hamowania (immunosupresji) funkcji tych komérek, ktére w odpowiedzi immunolo-
gicznej petnig funkcje wykonawcze (efektorowe). Wsréd limfocytéw Treg wyodrebnia sie naturalne
komorki regulatorowe (CD4+CD25+) oraz indukowane Treg (Tri, Th3, CD4+CD25-), ktore nabywajg
zdolnosci immunosupresyjnych odpowiednio podczas réznicowania w grasicy lub na obwodzie. Do
czasteczek powierzchniowych wystepujacych na komoérkach Treg nalezg: CD25, CD45R0O, CDI52,
GITR, LAG-3, a takze niektére czasteczki adhezyjne, receptory dla chemokin i receptory Toll-podobne.
Mechanizm immunosupresyjny naturalnych komoérek CD4+CD25+ nie zostat doktadnie poznany, ale
wiegkszo$¢ badan wskazuje, iz przynajmniej in vitro jest on bardziej zalezny od kontaktu komorka-
komérka niz od cytokin.

Stowa kluczowe', komérki regulatorowe, immunosupresja, autoimmunizacja.

Summary’. Recent studies have underscored the importance of regulatory T cells (Treg) in the maintenance of
immunological self-tolerance and in the prevention ofautoimmune diseases. Regulatory T cells is heterogenic
subpopulation of T cells, that is able to suppress functions of effector cells during the immune response.
Among them are natural (CD4+CD25+) and induced Treg (Tri, Th3, CD4+CD25-) that gain their unique
fenotype during the development in the thymus or in the periphery, respectively. CD25, CD45R0O, CD 152,
GITR, LAG-3, several adhesion molecules, chemokine receptors as well as Toll-like receptors are detected on
the surface of Treg. Mechanism of suppression used by natural Treg, although not completely understood,
seems to depend more on the cell-cell contact than on cytokines (at least m vitro).

Key words', regulatory T cells, immunosuppression, autoimmunity.
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WSTEP

W wyniku losowego powstawania na limfocytach T receptoréw TCR (ang. T celi
receptors) dla antygenu (Ag), poza limfocytami T rozpoznajgcymi Ag obce, powstaja
klony autoreaktywne, wykazujgce powinowactwo do wiasnych antygenéw (autoAg).
Cho¢ wiekszo$¢ z nich umiera Smiercigapoptotyczngpodczas delecji klonalnej w grasicy,
niektére przedostajg sie na obwdd, gdzie moga stanowi¢ zagrozenie dla stanu
autotolerancji poprzez udziat w patologicznej odpowiedzi autoimmunizacyjnej,
prowadzacej ostatecznie do destrukcji tkanek. Jednym z mechanizmoéw zapewniajacych
tolerancje na wiasne antygeny na obwodzie jest immunosupresja, zwigzana z dobrze
udokumentowang obecnoscig wielu typéw komoérek regulatorowych (Treg), hamuja-
cych odpowiedZ immunologiczna.

JAK ZDEFINIOWAC KOMORKE REGULATOROWA?

Komérki regulatorowe stanowigheterogennasubpopulacje limfocytéw T majacych zdolnosé
hamowania (immunosupresji) funkcji tych komérek, ktdre w odpowiedzi immunologicznej
petnig funkcje wykonawcze (efektorowe). Choc¢ istnienie komérek regulatorowych
postulowano po raz pierwszyjuz w roku 1970, ograniczenie metod badawczych spowodowato
poddanie w watpliwo$¢ modelu immunosupresji az do momentu identyfikacji jednej z populacji
limfocytéw Treg - komérek o fenotypie CD4+CD25+ [35].

Wsréd limfocytow Treg wyodrebnia sie nTreg — naturalne komaorki regulatorowe
(CD4+CD25+), ktore nabywaja zdolnosci immunosupresyjnych podczas r6znicowania
w grasicy oraz indukowane Treg (Tr1, Th3, CD4+CD25-), ktére nabywajatych zdolnosci
na obwodzie, podczas r6znicowania z dziewiczych prekursoréw po kontakcie z Ag.

NATURALNE KOMORKI REGULATOROWE CD4 CD25+ (nTreg)

Fenotyp nTreg

Badania przeprowadzone na zwierzetach wskazuja, ze naturalne komorki regulatorowe
CD4+CD25+ (nTreg) chronigorganizm przed odpowiedzigautoimmunizacyjng. Komorki
te utrzymujg tolerancje i homeostaze immunologiczng poprzez supresje czynnosciowg
autoreaktywnych limfocytow T, zalezng od bezposredniego kontaktu komdrka-komorka.
Naturalne komdérki regulatorowe (nTreg) powstajg (gtéwnie) podczas réznicowania
limfocytéw T w grasicy, ale réwniez na obwodzie i stanowigokoto 3% wszystkich limfocytéw
i 5-10% obwodowych limfocytéw CD4+ [3]. Komérki CD4+CD25+ zdefiniowano po raz
pierwszy w 1995 roku, przeprowadzajac badania na myszach nu/nu, ktérym podano
limfocyty T pozbawione populacji CD4+CD25+ [30]. Zwierzeta te wykazywaty cechy
wielonarzadowej choroby autoimmunizacyjnej, ustepujacej po podaniu limfocytéw T
CD4+CD25+ od myszy zdrowych. Ponad to wykazano, iz za autoimmunizacje
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obserwowang u myszy pozbawionych limfocytéw T (tymektomia w 3 dniu zycia) jest
odpowiedzialna wylgcznie populacja CD4+CD25+ [30]. Obecnos$¢ tych komorek po-
twierdzono takze u ludzi w krwi obwodowej [11,22], krwi pepowinowej i grasicy [36],
ptynach stawowych chorych na choroby reumatyczne [9], a takze w weztach chtonnych
i szpiku kostnym [39].

Za pierwszy marker limfocytoéw Treg uznano tancuch a receptora dla IL-2 (CD25),
wystepujacy na btonie powierzchniowej tych komaorek [13]. Ze wzgledu na umiarkowang
ekspresje CD25 na aktywowanych komoérkach efektorowych (limfocyty Thl, Th2, B,
DCs i Mf) niektérzy badacze za jedyng witasciwg populacje Treg uznajg komorki z
wysoka ekspresjg CD25 (CD25hl) [1, 12], podczas gdy inni wykazujg funkcjonalnos¢
dla catej populacji CD25+ [11, 24], nTreg maja zwiekszong ekspresje czagsteczek
adhezyjnych, takich jak: CDI la (LFA-1), CD44, CD54 (ICAM-1), CD103 (ocEO7
integryna) [13] oraz CD58 (LFA-3) [1], co wskazuje na ,,przygotowanie” do kontaktu
z komorkami prezentujacymi antygen (APC — ang. antigen presenting cells). Komorki
CD4+CD25+ maja takze czgsteczki $wiadczace o ich aktywnej migracji, mianowicie
receptory dla chemokin: CCR4, CCR8 [6,21], CCR5 [8] oraz CXCRA4 [39] i czasteczke
CD62L odpowiedzialng za migracje limfocytow T z grasicy do weztéw chtonnych [1],
Na naturalnych Treg obecne sg czasteczki powierzchniowe $wiadczace o aktywaciji i
proliferacji: CD5 [13] oraz CD71 (receptor dla transferyny) [1]. Co wiecej, ha komdrkach
Treg wykazano obecno$¢ receptoréw Toll-podobnych (TLRs) TLR4, 5, 7 i 8 [7], a
takze HLA-DR [1, 11,24], ktére zwykle obecne sa na profesjonalnych APCs.

Do markerdw czesciowo swoistych dla naturalnych Treg zaliczane sg: CD45RO [1,
11, 24], CD 152 (CTLA-4 - ang. cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) [11,
22], GITR (ang. glucocorticoid-induced TNF receptor) [26, 32] oraz neuropilina-1,
ktorej funkcja zwigzana jest gtdwnie z angiogeneza oraz z tworzeniem synapsy
immunologicznej [5]. Ekspresja GITR powoduje opornos¢ na apoptoze indukowang
przez TCR, zatem komérki Treg CD25+GITR+ moga by¢ oporne na selekcje negatywna
w grasicy [32]. Poniewaz ekspresja wiekszosci, jesli nie wszystkich wymienionych
czasteczek powierzchniowych zwiegksza sie podczas aktywacji, nie moga by¢ one uznane
za markery Treg-specyficzne.

Jak do tej pory oznaczono dwa czynniki, ktdrych ekspresjajest specyficzna dla komérek
Treg. Foxp3 [14,19,23] oraz wg najnowszych badan LAG-3 [20]. Foxp3 jest czynnikiem
transkrypcyjnym dziatajagcym jako represor transkrypcji IL-2, a LAG-3 (CD223) to
czasteczka powierzchniowa bedaca homologiem CD4, ktéra negatywnie reguluje ekspansje
limfocytdw T i ich homeostaze. Ektopowa ekspresja Foxp3 [19] lub LAG-3 [20] jest
wystarczajgca do indukcji funkcji charakterystycznych dla Treg, cho¢ indukowane geny
réznig sie w przypadku kazdej z tych czasteczek.

Supresja wywierana przez komaérki CD25+ opiera sie na zablokowaniu na poziomie
transkrypcji produkcji IL-2 przez komorki CD25- [25]. Komorki CD4+CD25+ same
nie produkujalL-2 [25], ale majgwszystkie trzy tanicuchy sktadajace sie na funkcjonalny
receptor dla IL-2: IL-2R0 (CD122) [1,11,24], IL-2Ry(CD132) [24] i IL-2Roc(CD25),
aich przezycie i ekspansja na obwodzie zalezy od dostepnosci IL-2. Wykazano bowiem,
ze myszy pozbawione IL-2 lub czasteczek, ktérych kostymulacja jest niezbedna do
produkcji tej cytokiny (CD80/86, CD28,-CD40),jak réwniez sktadowych IL-2R (CD25,
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CD 122) i czasteczki sygnatowej IL-2 (STATS5) wykazuja niedobory komorek
CD4+CD25+ [25]. Pewne obserwacje wskazujg, ze aktywno$¢ immunosupresyjna
komoérek CD4+CD25+jest zalezna od sygnatu przekazywanego przez tancuch (3 IL-
2R [16]. Wszystkie te obserwacje wskazujg, ze IL-2 jest niezbedna dla prawidtowego
funk-cjonowania Treg. Skad zatem pochodzi IL-2 potrzebna komérkom Treg? Gtownym
zrédlem IL-2 sg aktywowane lub autoreaktywne limfocyty T, jednak IL-2 moze
pochodzi¢ takze od DCs [25].

Aktywacja komorek CD4+CD25+ wymaga antygenowo swoistej stymulacji przez
TCR, ale raz aktywowane nTreg wywierajg efekt supresorowy w sposéb antygenowo
nieswoisty [31]. Fakt ten moze mie¢ implikacje w terapii choréb autoimmunizacyjnych,
w ktérych dochodzi do rozwoju odpowiedzi na liczne autoAg, w wiekszosci nieziden-
tyfikowane. In vitro aktywacja komérek CD4+CD25+ moze indukowaé na ich
powierzchni ekspresje czasteczek, ktore szybko i bardzo efektywnie hamujg produkcje
IL-2 w komoérkach efektorowych. Brak IL-2 powoduje zatrzymanie komorek
efektorowych w cyklu podziatowym. Trwajgbadania zmierzajgce do identyfikacji tych
czasteczek [10], W aktywowanych komdérkach CD4+CD25+ stwierdza sie podwyzszony
poziom mRNA dla czynnikéw obnizajacych produkcje cytokin lub ich aktywnosé: CIS,
SOCS-I/JAB, SOCS-2 i SLAP 130, co moze po czesci ttumaczy¢ niezdolnos¢ Treg do
produkciji IL-2 [26], Podwyzszony poziom SOCS w aktywowanych CD25+ moze by¢
niezbedny do kontroli populacji CD25+ in vivo, tak aby zostata zachowana réwnowaga
pomiedzy hamowaniem autoreaktywnosci a dopuszczeniem odpowiedzi na obce Ags.

Dojrzewanie komdrek regulatorowych

Podczas dojrzewania tymocytéw bardzo istotny dla ukierunkowania subpopulacji
limfocytow T jest sygnat pochodzacy z TCR. Tymocyty rozpoznajg Ag w restrykcji
MHC 1 lub MHC Il i réznicujg sie odpowiednio w CD8+ lub CD4+. Zasada ta
obowigzuje takze w przypadku Treg; u zmodyfikowanych genetycznie myszy, u ktérych
nie ma rearanzacji tancuchéw TCR (rag-/-), jak i u myszy pozbawionych genéw
kodujgcych sktadowe drogi przekazywania sygnatu z TCR (np. IkB, kinazy-2, Bel-10
czy PKC-9) powstawanie Treg jest uposledzone [15]. Alternatywny model rozwoju
Treg zaktada, ze ich los nie jest determinowany przez site interakcji TCR-ligand, lecz
jest zalezny od innego sygnatu (np. Notch-Notch ligand) lub innej niz obowigzujgca
dla wiekszosci limfocytéw T selekcji przez TCR ligand. Prawdopodobnie dopiero
kombinacja tych dwdch modeli jest najblizsza rzeczywistosci:

1. Sygnat z TCR o okreslonym powinowactwie jest niezbedny, ale niewystarczajacy.

2. Konieczna jest rowniez obecno$¢ dodatkowego (niezidentyfikowanego jeszcze)
sygnatu.

Istnieje tez mozliwos$¢, ze Treg naleza do tej populacji limfocytow T (30%), ktora
wychodzi z grasicy majac niejeden, ale dwa receptory TCR: jeden rozpoznajacy obce
Ag (co pozwala limfocytowi T przejs¢ selekcje w grasicy), drugi specyficzny wzgledem
wiasnych Ag [29], Wiadomo, ze komorki CD4+CD25+ powstajg podczas réoznicowania
limfocytow T w grasicy i wykazujg TCR o powinowactwie posrednim lub wysokim do
wiasnych MHC, ale nadal nizszym od poziomu kwalifikujgcego do delecji (rye. 1) [31].
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RYCINA 1. Rozwdj linii komérek regulatorowych podczas réznicowania limfocytéw T w grasicy, na

podstawie pracy [30]
FIGURE 1. Development of regulatory T cell lineages during T cell differentiation in the thymus, based

on the paper [30]

Zgodnie z modelem proponowanym przez Rudensky ego, Foxp3 dziatajako czynnik
determinujacy rozwéj Treg, niezaleznie od restrykcji MHC czy ekspresji CD25. Nie
wiadomo jeszcze, czy Foxp3 jest niezbedny tylko na etapie réznicowania, czy takze na
poziomie utrzymania funkcjonalnosci Treg [ 15].

Wedtug innej hipotezy, rownowaga uktadu immunologicznego nie opiera sie wytgcznie
na dziataniu wyspecjalizowanych subpopulacji komérek regulatorowych, ale jest
ubocznym efektem wspoétzawodnictwa o limitowane zasoby, np. o miejsce, dostep do
receptorow MHC czy czynnika wzrostu (IL-2, IL-7), niezaleznie od ich specyficznosci
czy funkcji efektorowych [2], Komorki, wykazujgce funkcjonalne cechy Treg, ale
pozbawione markeréw przypisywanych tej populacji, charakteryzujg sie wysoka
ekspresja CD5, ktory jest negatywnym regulatorem przekazywania sygnatu przez TCR.

Obecnos¢ wiekszosci gendéw zwigzanych z autoimmunizacja raczej predysponuje
do choroby, niz jest za nig bezposrednio odpowiedzialna. Molekularne mechanizmy
prowadzace do r6znicowania limfocytéw w Treg nie sg w petni znane, ale badania na
myszach zmodyfikowanych genetycznie oraz analiza mutacji u pacjentéw z uwarunko-
wanymi genetycznie ciezkimi zespotami choréb autoimmunizacyjnych wskazujg na
istotng role czynnika transkrypcyjnego, jakim jest Foxp3.
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Myszy FOXP3-/- (mutacja scurfy zwwpana z chromosomem X, recesywna) wykazujg
cechy wielonarzadowej choroby autoimmunizacyjnej, przy rownoczesnym braku komorek
CD4+CD25+. Z kolei u myszy transgenicznych z nadekspresjgFoxp3 liczba tych komoérek
jestpodwyzszona [23]. Produkt genu Foxp3, biatko scurfin (SFN), nalezy do rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych charakteryzujacych sie obecnoscigtommyforkhead. SFNjest negatywnym
regulatorem produkcji IL-2 poprzez bezposrednigrepresje transkrypcji genu dla tej cytokiny
[28]. Domenaforkhead gwarantuje dziatanie Foxp3 jako czynnika transkrypcyjnego; jest
niezbedna do wigzania DNA oraz lokalizacji wjadrze [27]. Co wiecej, domenata odpowiada
za funkcjonalnos$é¢ Treg, gdyz pozbawionyjej Foxp3 transdukowany do komdrek CD25- nie
powoduje nabyciawiasciwosci supresorowych przez te komorki [19]. Wedtug najnowszych
badan Foxp3 nie jest konwencjonalnym represorem transkrypcji, lecz wiaze sie z domena
REL innych czynnikéw transkrypcyjnych (NFAT i NFkB), blokujac ich zdolno$¢ do indukcji
gendw kodujacych cytokiny (IL-2, IL-4, IFN-y). Jest interesujgce, ze w limfocytach T myszy
scurfy stwierdzono silnie wzmocniongaktywnos¢ transkrypcyjngNFAT i NFkB. To thumaczy
nadprodukcje cytokin (GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IFN-y, TNF-oc)
zwiazanych ze zmianami patologicznymi obserwowanymi u tych myszy [4]. Przypuszcza sie
zatem, ze represja syntezy cytokin prozapalnych przez Foxp3 jestjednym z podstawowych
mechanizmoéw wyltaczajacych odpowiedz immunologiczna [15].

W ostatnich latach zidentyfikowano u ludzi dwa czynniki transkrypcyjne - FOXP3
oraz AIRE (ang. autoimmune regulator), ktérych mutacje prowadzg bezposrednio do
symptomoéw ciezkiej choroby autoimmunizacyjnej — odpowiednio IPEX (ang. immuno-
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) i APECED
(ang. autoimmune polyendocrinopathy) [27]. Dotychczas zidentyfikowano 13
niezaleznych mutacji w genie Foxp3 u pacjentéw z IPEX, a jedyny polimorfizm
zidentyfikowany w FOXP3 to ten zwigzany z chorobg, co sugeruje, iz biatko to jest
wysoce konserwowane. U ludzi obserwowana jest wigksza ,,plastyczno$¢ odpowiedzi
immunologicznej, gdyz wraz z aktywacjg komérek CD25-, dochodzi do powstania dwoch
populacji komoérek CD4+CD25+: efektorowych (Foxp3-) i regulatorowych (Foxp3+)
[34]. Zawsze jednak Foxp3 zwiazany jest z funkcja immunosupresyjna.

Proponowane mechanizmy dziatania

Komorki regulatorowe stanowig minimalny procent catej populacji, skad wiec bierze
sie ich skuteczno$¢? Mechanizm supresyjny komérek CD4+CD25+ nie zostat doktadnie
poznany, ale wiekszo$¢ badan wskazuje, iz in vitro jest on bardziej zalezny od kontaktu
komoérka-komoérka [12, 22] niz od cytokin.

W wyniku lokalnej supresji zahamowana jest czynno$¢ komorek efektorowych (ryc.
2A). Podejrzewano, ze za ten efekt mogg odpowiadac¢ czasteczki blokujace aktywacje
limfocytow T (takie jak CTLA-4 lub PD-! (ang. programmed death-1)) badz wydzielane
miejscowo w duzych stezeniach cytokiny immunosupresyjne. Jednak ani CTLA-4, ani
TGF-p czy tez IL-10 nie stanowig gtdwnego mechanizmu immunosupresji, gdyz
limfocyty Treg myszy z delecjg genu kodujgcego kazdg z tych czgsteczek wykazujg
petng funkcjonalnos¢ [15].
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RYCINA 2. Model przedstawiajagcy dwa rodzaje immunosupresji: lokalng, zalezng od kontaktu -
czasteczek odpowiedzialnych za efekt supresorowy (A) i systemowa opartg na przeksztatcaniu
aktywowanych komoérek CD25- w funkcjonalne Treg. To przeksztatcanie jest limitowane powtarzanym
kontaktem z Ag, a zalezy od kontaktu z komérkami CD4+CD25+ i obecnosci cytokin (IL-2, TGF-O0, IL-
10) (B). Treg — komorka regulatorowa, Tef- komdrka efektorowa; na podstawie pracy [37]

FIGURE 2. A model suggesting two kinds of suppression: the local one, dependent on direct contact via
surface molecules responsible for suppression (A), and the systemic one based on the induction of CD25-
to become functionally active Treg. This type of induction is limited by repeated exposure to Ag and
depends on contact with CD4+CD25+ T cells and the presence of cytokines (IL-2, TGF-[3, IL-10) (B).
Treg - regulatory T cell, Tef- effector T cell; based on [37]

Innym rozwazanym mechanizmem immunosupresyjnym byto ,,wychwytywanie”
przez Treg czynnikéw wzrostu dla limfocytéw T (gtéwnie IL-2) w wyniku kompetycji
o limitowane zasoby [2], Ostatnie badania wskazujgjednak, ze Treg hamuja ekspresje
IL-2 mMRNA w komérkach efektorowych nawet w obecnosci duzych stezen IL-2, co
wyklucza dziatanie tego mechanizmu jako jednego z gtéwnych [33].
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Nadal intrygujacym pytaniem jest, czy i w jaki sposdb czasteczki powierzchniowe
na limfocytach CD4+CD25+ moga wptywac na funkcje supresorowe tych komorek?
Jedna z hipotez zaktada przekazanie sygnatu antyproliferacyjnego przy udziale motywu
KIEELE wykrytego np. w wewnatrzkomorkowej domenie czasteczki LAG-3 [37].
Najnowsze badania wskazujg rowniez na mechanizm oparty na aktywnosci granzymu
B u myszy [17] oraz zaleznej od perforyny aktywnosci granzymu A u ludzi [18], Wyniki
te stanowig pierwsze proby wyjasnienia mechanizmoéw immunosupresji zaleznej od
kontaktu komorka-komaérka.

In vivo mechanizm zalezny od kontaktu komérek wydaje sie niewystarczajacy.
Potrzebna jest supresja systemowa wymagajgca nie tylko znacznie wiekszej liczby
funkcjonalnych komadrek regulatorowych, ale takze obecnosci dodatkowych czynnikéw
immunosupresyjnych, jakimi sg niektére cytokiny (ryc. 2B). Pierwszy z tych warunkow
jest spetniony dzieki zdolnosci Treg do przeksztatcania innych limfocytow T w komérki
immunosupresyjne (zjawisko tolerancji infekcyjnej). Po kontakcie z komorka
regulatorowg CD4+CD25+ i w odpowiednim Srodowisku cytokinowym (IL-2, 1L-10 i
TGF-p) limfocyty CD4+CD25- przeksztatcajgsie w komoérki CD25+ o wihasciwosciach
supresorowych niezaleznych od cytokin [38], Znaczenie IL-10 i TGF-[3 w tym modelu
potwierdzajg obserwacje, ze neutralizacja tych cytokin lub utrata zdolnosci do ich syntezy
sprawia, ze limfocyty stajg sie komorkami pomocniczymi dla efektorow, a nie petnia
funkcji Treg [38]. TGF-p i IL-10 sgcytokinami produkowanymi przez wiele komorek
uktadu immunologicznego wrodzonego (gtéwnie przez niedojrzate APC) obecnych w
przewodzie pokarmowym, uktadzie oddechowym i kobiecych drogach rodnych, gdzie
ma miejsce stata ekspozycja na r6zne Ag. Dziatanie cytokin supresorowych miatoby
wiec charakter dwubiegunowy: z jednej strony majg one udziat w réznicowaniu
limfocytow T w czynno$ciowe supresory, z drugiej ograniczaja ekspansje lub tez migracje
komérek potencjalnie patogennych.

Naturalne komérki regulatorowe CD4+CD25+ pochodzg z grasicy i poprzez hamo-
wanie populacji komorek autoreaktywnych petnig centralng role w utrzymaniu stanu
tolerancji na obwodzie. Poza oczywistymi korzystnymi efektami dziatania Treg dla
gospodarza (obrona przed autoimmunizacjg, indukcja tolerancji na przeszczepy), istniejg
takze mniej korzystne —jak np. hamowanie odpowiedzi antynowotworowej. Ze wzgledu
na ambiwalentne efekty dziatania Treg, komorki te wymagaja szczegétowych badan
gtownie pod katem ewentualnego wykorzystania w terapii. W Swietle dotych-czasowych
danych mozna przypuszczaé, ze komorki CD4+CD25+ wykorzystujgrézne mechanizmy
dziatania (kontakt/cytokiny) w zaleznosci od mikrosrodowiska i stymulacji. Nalezyjednak
pamieta¢, ze szlaki immunosupresji badane na mysich modelach (badania in vivo, in
vitro) moga wykazywac znaczne réznice wzgledem tych, wystepujacych u cztowieka
(badania in vitro) [24].
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CZY MITOCHONDRIA INDUKUJA PROGRAMOWANA
SMIERC KOMORKI W ROSLINACH?

DO MITOCHONDRIA INDUCE PROGRAMMED CELL DEATH
IN PLANTS?

Joanna KOZIOL-LIPINSKA, Ewa SIMEONOVA, Agnieszka MOSTOWSKA

Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin, Instytut Biologii Eksperymentalnej Roslin,
Woydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie-. W artykule przedstawiony zostat aktualny stan badan dotyczacych roli mitochondriéw w
procesie programowanej $mierci komérki (PCD) roslin. Od dawna sugerowano, ze roslinne mitochon-
dria, podobnie jak zwierzece, moga indukowa¢ PCD. Dotychczasowe badania wskazuja, ze trudno
jednoznacznie okresli¢ podobienstwo mechanizméw odpowiedzialnych za indukcje oraz przebieg PCD
w Swiecie zwierzat i roslin. Mitochondria roslinne zaangazowane sg w proces PCD w odmienny sposob
niz mitochondria zwierzece w apoptozie. Proces starzenia sie organéw, tkanek i komérek roslinnych,
ktoéry angazuje mechanizmy PCD, jest bowiem zwigzany z redystrybucja metabolitow syntetyzowa-
nych i magazynowanych podczas cyklu zyciowego roéliny. Dotad nie wiadomo, czy podczas PCD w
mitochondriach roslinnych zawsze zachodzi zmiana przepuszczalnosci bton mitochondriow (MPT)
oraz zatamanie sie potencjatu transbtonowego (ATm). Uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw roslin-
nych do cytozolu zarejestrowano w systemie cell-free. Rola cytochromu ¢ oraz jego funkcja indukujaca
PCD w roslinach moga sugerowa¢ wspolne Sciezki apoptozy zwierzat i PCD roélin. Dotychczasowe
informacje dotyczace indukcji PCD podczas r6znicowana sie komérek w cyklu zyciowym roslin nie
wyjasniaja w petni roli mitochondriéw w tym procesie.

Stowa kluczowe-, mitochondria ro$linne, programowana $mier¢ komérki, potencjat transbtonowy mitochondriéw.

Summary: In this paper current knowledge concerning the role of mitochondria in plant programmed cell
death (PCD) is presented. It has been already suggested that plant mitochondria, similarly to animal ones,
can induce PCD. Senescence process in plants which engages PCD mechanisms involves transport and
redistribution of metabolites what require energy generated in mitochondria. It seems therefore that PCD
in plants might proceed in different way than animal apoptosis. It is still not clear whether mitochondrial
permeability transition (MPT) and decrease of mitochondrial transmembrane potential (AT ) always
take place in plants. Release ofcytochrome c into cytosol and its inducible role in PCD in free-cell system
in plants may suggest the existence of some common pathways of animal apoptosis and plant PCD. In
spite of many results concerning induction of PCD during differentiation process, existing data do not
elucidate the role of mitochondria in this process.

Key words: plant mitochondria, programmed cell death, mitochondrial membrane potential.
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1. WPROWADZENIE

Od dawna wiadomo, ze mitochondria odgrywajg kluczowgrole w apoptozie u zwierzat
[36,38]. Wykazano miedzy innymi, ze w izolowanych jgdrach bez ekstraktu zawierajgcego
mitochondria apoptoza nie zachodzi, podczas gdy komorki bez jader sg zdolne do
rozpoczecia apoptozy [91]. Wykazano réwniez, ze pierwszymi symptomami apoptozy w
wiekszosci analizowanych ludzkich i zwierzecych komérkach apoptotycznych sazmiana
przepuszczalnosci bton mitochondriéw (MPT) i zmiana potencjatu transbtonowego
mitochondriéw (ATJ [38], Depolaryzacja btony mitochondrialnej przy wysokim stezeniu
Cat w cytozolu moze prowadzi¢ do otwarcia megakanatéw, czyli poréw w btonie
mitochondrialnej (PTP), nastepnie powodowac naptyw wody do matriks, pecznienie
mitochondriéw i w konsekwencji rozerwanie zewnetrznej btony mitochondrialnej oraz
uwolnienie z przestrzeni miedzybtonowej biatkowych czynnikéw indukujgcych apoptoze:
cytochromu ¢, czynnika AlF i prokaspaz [69,70],

Od konica lat dziewigcdziesigtych XX w. sugerowano, ze ro$linne mitochondria, podobnie
jak zwierzece, moga by¢ zaangazowane w programowang $mier¢ komorki (PCD), a nawet
indukowa¢ PCD [4,40], Proces PCD w roslinachjest od dos¢ dawna przedmiotem licznych
badan [37,77], Wiadomo, ze w trakcie przebiegu wielu proceséw w cyklu zyciowym rosliny
zachodzi PCD i bezposrednio poprzedza $mier¢ wybranej grupy komoérek, okreslonych
organow lub catych organizmow [48], Mato miejsce miedzy innymiw przypadku starzenia
sie lisci [67], tapetum [5,49] podczas procesu ksylogenezy [86], a takze podczas superczulej
odpowiedzi (HR) na atak patogena [41], Indukcja tych proceséw oraz ich prawidtowy
przebieg wymaga ekspresji szeregu specyficznych genéw tzw. senescence associated
genes (SA Gs) [13,33,58]. PCD moze by¢ takze indukowana réznymi stresami i czynnikami
srodowiskowymi [9,13,30,37,45,59]. Znanymi wyznacznikami PCD w komdrkach roslinnych,
podobnie jak w przypadku apoptozy u zwierzat jest kondensacja chromatyny na terenie
jadra, atakze nieprzypadkowa intemukleosomalna fragmentacjajagdrowego DNA (nDNA)
[8,23,37,-48,49,59,67]. Chociaz do tej poiy nie znaleziono homologéw kaspaz zwierzecych
w ro$linach, to jednak w genomie Arabidopsis zlokalizowano geny kaspazo-podobnych
biatek [76] oraz stwierdzono obecno$¢ kaspazo-podobnych proteaz cysternowych (CLP),
ktérych aktywnos¢ jest indukowana podczas PCD [10,81].

Mimo ze nie znaleziono takze strukturalnych homologéw biatek z rodziny BCL-2,
takich jak BAX i BCL-2, ktére modulujg funkcje kaspaz zwierzecych, to znaleziono
roslinny homolog inhibitora-! biatka BAX - BI-! [65], ktory prawdopodobnie funkcjonuje
jako kluczowy i powszechny (u zwierzat i u roslin) regulator szlaku $mierci [80].

Przedmiotem licznych badan jest obecnie analiza zmiany potencjatu transbtonowego
mitochondriéw i powigzanie tego zjawiska z PCD [22,47,50,68]. O ile rola mitochon-
driéw w apoptozie u zwierzat, a w szczegolnosci uwolnienie cytochromu ¢, zostatawykazana
ponad wszelkg watpliwosc, o tyle w PCD roélin wymaga dalszych badan. Wsréd badaczy
mechanizmow PCD w roslinach toczy sie szeroka dyskusja, czy system sygnatowy indukcji
PCD jest uniwersalny w $wiecie roslin i zwierzat, a szczegélnie czy mitochondria w
komorkach roslinnych sgzaangazowane w przekazywanie sygnatéw pro-apoptotycznych,
tak jak to ma miejsce podczas apoptozy w komorkach zwierzecych i ludzkich.
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2. ROLA MITOCHONDRIOW W AKTYWACJI MECHANIZMOW
PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKOWEJ

2.1. Rola mitochondriéw w indukcji apoptozy w komoérkach zwierzecych

Doniesienia z ostatnich lat dotyczace apoptozy w komoérkach zwierzecych wskazuja
na mitochondriajako osrodki integracji oraz przekazywania sygnatéw o indukcji apoptozy
[28,36,38,40,47]. Ostatnio rozwazana jest rola mitochondriéw w indukowaniu PCD w
drozdzach [62], Wyniki dotychczasowych badan pozwolity na stwierdzenie, izjednym z
pierwszych przejawOw apoptozy w komorkach zwierzecych i ludzkich w wigkszosci
przypadkow jest zmiana przepuszczalnosci bton mitochondriéw (MPT) [ 11,34,88] oraz
redukcja potencjatu transbtonowego mitochondriow (ATJ [1,36,38,87,88], Wykazano,
iz spadek ATmjest przyczynanieodwracalnosci przebiegu apoptozy in vivo oraz in vitro
[87,88]. W nastepstwie spadku ATm zachodzi rozprzezenie procesu transportu elektronéw
i syntezy ATP, co generuje znaczace ilosci reaktywnych form tlenu (ROS) w komérce
[39,57,66,87], a nastepnie powoduje peroksydacje komponentéw wewnetrznej btony
mitochondrialnej, co w konsekwencji prowadzi do nieodwracalnych zmian wjej strukturze
[87], Wykazano, ze zaréwno cyklosporyna (CsA) - inhibitor ssakéw PT [11], jak i
antyutleniacze, ktére wymiatajg aniony ponadtlenkowe [79], mogg hamowa¢ MPT, co
nie zawsze jest zwigzane ze zmiang AT

Udziat mitochondriéw w apoptozie zostat potwierdzony woéweczas, gdy wykazano,
ze biatka mitochondrialne zaréwno pro-, jak i anty-apoptotyczne z rodziny BCL-2, tj.
czynnik indukujacy apoptoze (AIF) oraz cytochrom c, uczestnicza w fazie koricowej
apoptozy (executionphase) [78], W warunkach stresu nastepujg zmiany pH w komoérce,
a takze zmiany poziomu niektérych metabolitow - ATP, ADP, NADH, NADPH oraz
fosforanu kreatyny, dochodzi do wzrostu stezeniajonow Ca?+ i wzrostu stezenia ROS,
co indukuje otwarcie poréw w btonie mitochondrialnej (PTP) i spadek ATm [34,36,38,-
88], W konsekwencji, wskutek naptywu wody do matriks, mitochondria pecznieja,
rozerwana zostaje btona zewnetrzna oraz z przestrzeni miedzybtonowej uwolnione zostaja
do cytozolu biatkowe czynniki pro-apoptotyczne: cytochrom c, AlIF oraz prokaspazy 2,
3, 9 [2,28,32,35,71], Wolny cytochrom ¢ wigze sie, w obecnosci dATP, z czynnikiem
Apaf-l i pro-kaspaza 9, dzieki czemu aktywacji ulega kaspaza 9. Wyzwala to kaskade
aktywnosci kolejnych kaspaz - proteaz cysternowych bedacych gtéwnym sktadnikiem
mechanizmoéw regulujgcych apoptoze. Uwolniony z mitochondriéw do cytoplazmy
cytochrom c stanowi kluczowy element systemu sygnatowego indukcji programowanej
$mierci zwigzanej z dziataniem kaskady kaspaz. Natomiast czynnik AIF uwolniony z
mitochondridéw jest transportowany do jadra, gdzie zaangazowany jest w aktywacje
procesu fragmentacji nDNA [4,23].

2.2. Metody badania potencjatu transbtonowego mitochondriow

Jak przedstawiono powyzej, redukcja potencjatu btonowego mitochondriéw (AT )
jestjednym z pierwszych przejawow PCD w komadrkach ludzkich i zwierzecych.
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Pierwsze metody pomiaru AT prowadzonego in vitro polegaty na oznaczaniu gradientow
stezenia jonéw potasu K lub radioaktywnych jonow rubidu 86Rb+ w poprzek btony mito-
chondrialnej, po zastosowaniu walinomycyny (ruchomego nosnika, czylijonoforu, katalizujacego
elektryczny uniport 86Rb+ oraz K+); [29]. W innych metodach monitorowania zmian wartosci
AT wykorzystuje sie dyfuzje lipofilnych czasteczek do komdrki i ich akumulacje w matriks
mitochondrialnej, np. kationu tetrafenylofosfoniowego (TPP+) [20,29]. Do fluorochroméw
powszechnie stosowanych do analizy ATm naleza: rodamina 123 (Rh 123), tetrametylorodamina
(TMR), ester metylowy tetrametylorodaminy (TMRM), ester etylowy tetrametylorodaminy
(TMRE), saifanina O,jodek 3,3' -diheksylokarbocyjaniny (DiOC6(3)) oraz oranz nonylakrydyny
(NAO) [29,31,54,60,85]. W metodzie fluorescencyjnej umozliwiajacej analize kinetyki zmian
potencjatu transbtonowego mitochondriow jest wykorzystywane zjawisko fluorescencji
rezonansowego przeniesienia energii (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer,
FRET). Metoda FRET opartajest na interakcji pary fluorochroméw, takichjak: NAO i TMR
lub TMRM i fluorochrom MitoTracker Green [12,29], co pozwala na doktadne $ledzenie
zmian ATm, oraz ich precyzyjna lokalizacje, na przyktad umozliwia obserwacje redukcji ATm
w pojedynczych mitochondriach w danej komorce [12].

Do analizy zmian ATmw ludzkich i zwierzecych komérkach apoptotycznych zastosowano
réwniez sonde fluorescencyjng typu: jodek 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,I’,3,3’-tetraetyloben-
zimidazolokarbocyjaniny, JC-! [ 1,29,87,88]. Lipofilne kationy JC-! specyficznie wnikajgdo
mitochondriéw, akumulujac sie w ujemnie natadowanej matriks mitochondrialnej w
formie J-monomerdéw i J-agregatéw. Formowanie sie J-agregatéw jest uwarunkowane
powstawaniem wysoce ujemnego potencjatu transbtonowego w mitochondrium o
wartosciach ATm bardziej ujemnych niz 140 mV [63,72]. J-agregaty w mitochondriach o
wysoce ujemnym potencjale transbtonowym fluoryzujg na czerwono. Monomery JC-1
wykazujg zielong fluorescencje wskazujgc na depolaryzacje btony mitochondrialnej o
wartosciach dodatnich potencjatu do-100 mV [63,72]. Redukcja potencjatu, a tym samym
depolaryzacja btony powoduje zanik czerwonej fluorescencji. Zielona fluorescencja
monomerow moze by¢ nadal obserwowana, gdyz depolaryzacja btony nie powoduje
catkowitego uwolnienia monomerdéw fluorochromu z mitochondriéw [63,72], Badania
fluorometryczne ATn przy zastosowaniu fluorochromu JC-1 byty prowadzone w komoérkach
zwierzecych i ludzkich oraz w mitochondriach w warunkach in vitro stosujac mikroskop
fluorescencyjny i laserowy skaningowy mikroskop konfokalny oraz spektrofluorymetr i
cytometr przeptywowy [20,63,72]. Ostatnio zastosowano badania fluorometryczne po raz
pierwszy do monitorowania ATnw mitochondriach roslinnych [68].

2.3. Rola mitochondriéw w indukcji programowanej $mierci komorki w roélinach

Jak wynika z przedstawionych powyzej danych, istnieje szereg doniesiern o zaangazowaniu
mitochondriéow w mechanizmy regulujace indukcje programowanej $mierci w komorkach
zwierzecych i ludzkich. Ostatnie lata przyniosty pierwsze wyniki badan dotyczacych roli
mitochondriéw podczas starzenia si¢ i programowanej $mierci w komérkach roslinnych
[22,40,46,47,68]. Mitochondria roslinne byty poddane analizie ATm przy uzyciu saffaniny O
oraz rodaminy 123, atakze fluorochromu MitoTracker Orange [22,31,60] i fluorochromu JC-
1, ktory specyficznie akumuluje sie w mitochondriach roslinnych (ryc. ! i 2) [68].



MITOCHONDRIA A PROGRAMOWANA SMIERC KOMORKI W ROSLINACH 85

RYCINA la-c. Protoplasty mezofilu izolowane z zielonych lisci 21-dniowych siewek Pisum sativum (a-c)
barwione JC-1, ogladane w mikroskopie konfokalnym. Liczne mitochondria (strzatki) réwnomiernie
rozmieszczone w cytoplazmie. Czerwona fluorescencja mitochondriéw (strzatki) wynika z wytworzenia
sie J-agregatéw spowodowanego wysokim potencjatem transbtonowym (a), zielona fluorescencja
mitochondriéw (strzatki) wynika z wytworzenia sie monomeréw JC-! spowodowanego niskim potencjatem
transbtonowym (b), czerwona, zielona i pomarariczowa fluorescencja mitochondriéw (strzatki) wynika z
kolokalizacji, wewnatrz tego samego protoplastu, zaréwno mitochondriéw z wysokim jak i z niskim
potencjatem transbtonowym (c); rye. | d-f- protoplasty mezofilu izolowane z z6ttych lisci 56-dniowych
siewek Pisum sativum (d-f) barwnione JC-1, ogladane w mikroskopie konfokalnym. ,,Gigantyczne”
mitochondria (strzatki) widoczne w cytoplazmie. Czerwona fluorescencja ,,gigantycznego”mitochondrium
(strzatki) wynika z wytworzenia sig¢ J-agregatow spowodowanego wysokim potencjatem transbtonowym
(d), zielona fluorescencja ,,gigantycznego” mitochondrium (strzatki) wynika z wytworzenia sie monomeréw
JC-1 spowodowanego hiskim potencjatem transbtonowym (e), z6ta fluorescencja ,,gigantycznego”
mitochondrium wynika zjednoczesnej fluorescencji J-agregatéw i monomeréw JC-! wewnatrz tego samego
,»gigantycznego” mitochondrium (f)

Dzigki zastosowaniu JC-! udato sie wykaza¢, ze w protoplastach zaréwno izolowa-
nych z mtodych, zielonych lisci Pisum sativum, jak i ze starzejacych sie zéttych lisci tego
gatunku wystepuja jednoczesnie dwie subpopulacje mitochondriéw réznigcych sie
warto$ciami ATm (ryc.l i 2) [68]. Obok mitochondriéw wykazujacych czerwong
fluorescencje J-agregatéw $wiadczacg 0 zachowaniu wysoce ujemnego potencjatu
transbtonowego, w tej samej komérce obserwowano pule mitochondriéw wykazujacych
zielona fluorescencje monomeréw JC-1, $wiadczaca o redukcji AT7 do wartosci wiekszej
od -100 mV [63]. Jak wynika z analizy fluorescencyjnej AH' przeprowadzonej w
mikroskopie konfokalnym, a takze w spektrofluorymetrze, w starzejacych sie¢ komoérkach
mezofilu obserwuje sie wcigz pule mitochondriéw o wysoce ujemnym potencjale
transbtonowym (ryc.l i 2). Dodanie protonoforu —karbonylocyjanku-3-chlorofenylo-
hydrazonu (CCCP), odpowiedzialnego. za zniesienie gradientu elektrochemicznego
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Fluorescencja JC-1 w mitochondriach
komoérek mezofilu 21-dniowego Pisum sativum

Diugosé fali [nm] a

Fluorescencja JC-1 w mitochondriach
komadrek mezofilu 56-dniowego Pisum sativum

Diugos¢ fali |nm] b

RYCINA 2a,b. Widma emisji fluorescencji monomeréw JC-1 (maks. 536 nm), J-agregatow (maks. 594
nm) i chlorofilu (maks. 680 nm), zarejestrowane przy wzbudzeniu falg o dtugosci 490 nm, w zawiesinie
protoplastow mezofilu, izolowanych z lisci Pisum sativum 21-dniowych (a) i 56-dniowych (b) roslin.
Wraz z zaawansowaniem starzenia sie roslin, odnotowano spadek intensywnosci fluorescencji J-agregatow
(a,b) i w mniejszym stopniu monomeréw JC-I(a,b) akumulowanych w mitochondriach protoplastéw
mezofilu, wyrazonej we wzglednych jednostkach fluorescencji. Dodanie do zawiesiny protoplastéw
CCCP powodowato wygaszenie zaréwno fluorescencji J-agregatow, jak réwniez monomeréw JC-1
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mitochondriéw, powodowato wygaszanie gtdwnie czerwonej fluorescencji J-agregatow
(ryc. 2) [68], CCCP przemieszczajac sie wahadtowo przez btone moze katalizowaé
elektryczny uniport protonéw i zwiekszaé przewodnictwo protonowe btony, co powoduje
zmniejszenie sie sity protonomotorycznej Ap i potencjatu btonowego AT nawet do zera
[56], Wynik tenjest zgodny z danymi dotyczgacymi zmiany ATmw zwierzecych i ludzkich
mitochondriach [63,72]. W protoplastach starzejacych sie roslin obserwowano zgrupowania
mitochondridw, wsréd ktdrych jedne mitochondria wykazywaty w mikroskopie konfo-
kalnym czerwona, a inne zielong fluorescencje JC-1 $wiadczgcg o zréznicowaniu wartosci
ATn [68]. Podobne zgrupowania mitochondriéw o czerwonej i zielonej fluorescencji
obserwowali takze Lesniewska i wsp. [50] podczas PCD komorek tapetum pylnikowego
u Ornithogalum virens. W jeszcze starszych lisciach Pisum sativum zidentyfikowano
ogromne mitochondria o $rednicy okoto 2 pm pochodzace by¢ moze z fuzji drobnych
mitochondriéw (ryc. Id-f) [68]. Te gigantyczne mitochondria wykazywaty zaréwno
zielong, jak tez czerwong fluorescencje JC-1, co dowodzi istnienia lokalnych réznic w
wartosci potencjatu blonowego ATm w réznych obszarach btony pojedynczego
mitochondrium [81], Podobne réznice stwierdzono rowniez na poziomie pojedynczego
organellum w wielu typach komérek zwierzecych [63,72].

Reasumujac, analiza ATm podczas starzenia sie mezofilu Pisum sativum przy uzyciu
JC-1, wykazala, iz zapoczatkowanie PCD w tym procesie nie jest sprzezone z redukcija
wysoce ujemnego potencjatu btonowego (ATm ok. -180 mV) we wszystkich mitochon-
driach danej komorki [68], jak to ma miejsce w wiekszosci zbadanych przypadkéw
apoptozy w komérkach zwierzecych czy ludzkich [1,36,87], Na podstawie tych wynikow
trudno wiec jednoznacznie stwierdzi¢, czy mitochondria sg o$rodkiem przekazywania
pierwszych sygnatéw pro-apoptotycznych podczas PCD komoérek mezofilu.

Istnieje szereg doniesien dotyczacych roli mitochondriéw roslinnych podczas PCD
indukowanej r6znymi czynnikami chemicznymi w kulturach roélin in vitro lub w uktadach
eksperymentalnych, tzw. cellfree systems [89,90,91]. Stwierdzono np., ze wiktoryna,
produkowana przez pasozytniczego grzyba Cochliobolus victoriae, moze indukowa¢ PCD
w genotypach owsa wrazliwych na wiktoryne. W tym przypadku pierwszym przejawem
PCD in vivo jest redukcja ATm [22], 1zolowane z mtodych lisci owsa mitochondria, po
inkubacji z wiktoryng, wykazujgznaczgcg zmiane MPT, ktorej w okreslonych warunkach
moze towarzyszy¢ uwolnienie cytochromu c¢ do ptynu inkubacyjnego [22], W przypadku
PCD indukowanej witaming K3 (2-metylanoftochinon-1,4) w kulturze protoplastéw
Nicotiana tabacum L. oraz podczas PCD indukowanej wysokga temperaturg w odcietych
liscieniach Cucumis sativus L. dochodzi do translokacji cytochromu c do cytoplazmy, co
powoduje aktywacje kaspazo-podobnych biatek (CLP) [4,40], W komérkach kukurydzy,
w ktérych indukowano PCD poprzez dodanie D-mannozy réwniez stwierdzono uwolnienie
cytochromu c do cytoplazmy [40,73]. W systemie cell-free, cytochrom c z cytozolu marchwi
indukowat PCD przejawiajaca sie kondensacjg chromatyny i ffagmentacjgnDNA [89,90,91].
Wyniki tych eksperymentéw jednoznacznie dowodzg zaangazowania cytochromu ¢ w
regulacje PCD, indukowanej w warunkach //? vitro, a takze wskazujg na kluczowg role
cytochromu ¢ w aktywacji CLP, odpowiedzialnych za uruchomienie ffagmentacjijagdrowego
DNA oraz degradacje laminjgdrowych [40,91],
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W innych badaniach podczas naturalnej lub indukowanej PCD czesto rejestrowano
uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw, chociaz nie zawsze byt to wystarczajacy
czynnik do indukcji PCD. Podczas dojrzewania elementdw naczyniowych Zinnia
elegans, zarejestrowano depolaryzacje wewnetrznej btony mitochondrialnej i uwolnienie
cytochromu c z mitochondriéw, ale uwolnienie cytochromu c nie byto wystarczajace do
indukcji PCD [86], Podobnie w protoplastach Arabidopsis zmiana AvPm, ktorg rejestro-
wano przed typowgdla PCD kondensacjgchromatyny, poprzedzata wyptyw cytochromu
¢, ale uwalnianie cytochromu c nie byto takze w tym przypadku konieczne do indukcji
PCD [85], W przypadku mitochondrialnego mutanta stonecznika, charakteryzujgcego
sie meska sterylnoscia, mitochondria w komadrkach tapetum uwalniaty cytochrom c do
cytoplazmy, co rejestrowano wczesniej niz fragmentacje nDNA i kondensacje chroma-
tyny [5]. Xu i Hanson [84] wykazali natomiast, iz podczas procesu starzenia sie ptatkéw
kwiatowych Petunia inflata, ktéry niewatpliwie angazuje mechanizmy PCD, we
wczesnych etapach tego procesu nie zachodzi uwalnianie cytochromu ¢ z bton
mitochondriéw.

W mitochondriach izolowanych z korzeni pszenicy i z bulw ziemniaka poddanych
stresowi anoksji i wysokiemu stezeniu jonéw Ca?+ [31,78], zarejestrowano otwarcie
PTP i w konsekwencji pecznienie tych organelli; procesy te, u obu gatunkéw, nie byty
wrazliwe na CsA - inhibitor ssaczych PTP [1], Natomiast niski poziom jonéw Ca? w
cytoplazmie hamowat PCD w komdrkach Arabidopsis [52]. W przypadku mitochon-
driéw pszenicy zarejestrowano wyptyw cytochromu c, ktéry nie byt hamowany przez
CsA [78]. Wrazliwos$¢ wyzej wymienionych proceséw na CsA u innych gatunkow
wykazali natomiast Yu i wsp. [86], Tiwari i wsp. [75] i Arpagaus i wsp. [3], Wedtug
Tiwari i wsp. [75] PCD indukowana wzmagata u Arabidopsis tworzenie sie
ROS prowadzace do otwarcia PTP oraz uwolnienia cytochromu ¢, co powodowato
ostatecznie Smieré¢ komérek. Uwolnienie cytochromu c i Smier¢ komérek hamowat
inhibitor proteazy serynowo/cysteinowej, chociaz dodanie tego inhibitora jedynie
czesciowo hamowato otwarcie MTP [75]. Zaréwno H20,, jak i NO indukowaty PCD
w zawiesinie komorek soi [15]; autorzy rejestrowali spadek AT n, zmniejszenie zuzycia
tlenu, uszkodzenie zewnetrznej btony mitochondrialnej i wyptyw cytochromu c z
mitochondriéw [15]. Zastosowanie protonoforu - karbonylocyjanku-p-trifluoro-
metoksyhydrazonu (FCCP) powodowato spadek AvPm, natomiast dodanie CsA —wzrost
AT . Wzrost ATm spowodowany byt bezposrednio naptywem jonéw K+ do mitochon-
dridéw i objawiat sie pecznieniem tych organelli [15,17,60,61 ]. Wedtug wyzej wymienio-
nych grup autoréw mitochondria majg K+-selektywne kanaty, regulowane przez stan
redoks i otwierane przez CsA [60], Mitochondrialne kanaty K+ATp sg, jak wynika z
ostatnich doniesien, zaangazowane w PCD indukowang FfO? lub NO [15]. Tak wiec
pecznienie mitochondriéw i uwalnianie cytochromu ¢ zwigzane jest z aktywnoscia
réznych poréw/kanatdw, PTP i K+ATp, ktére w odmienny sposéb mogaby¢ modulowane
przez CsA [61].

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, cytochrom ¢ uwalniany z mitochondriéw
zwierzecych jest gtbwnym czynnikiem uruchamiajgcym kaskade kaspaz, a nastepnie
procesy proteolityczne. W komorkach roslinnych wykryto aktywnos$¢ proteaz cysterno-
wych [82] podobnych do kaspaz zwierzecych: Te kaspazo-podobne biatka (CLP)
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zlokalizowano w niektérych roslinnych tkankach, np. w Arabidopsis [64], w tytoniu
podczas PCD indukowanej dziataniem patogena [18,26] i w kulturach pomidora podczas
PCD-indukowanej chemicznie [19,24], a takze podczas starzenia sie drugorzedowych
peddw grochu [10].

Ostatnie badania wykazaty w roslinach obecnos$¢ nastepujacych typéw proteaz
cysternowych: metakaspaz. np. VEIDazy, asparaginylo-specyficznych proteaz cysterno-
wych (ang. legumains), np. YVADazy, proteaz nalezacych do enzyméw VPE (ang.
vacuolar processing enzyme) i proteaz serynowych podobnych do subtilizyny, np.
sazpazy. Wszystkie one majg strukture podobng do zwierzecych kaspaz, a takze
prawdopodobnie w podobny sposéb zaangazowane sgw PCD [82]. Roslinne CLP nie
sg blokowane przez te same inhibitory co zwierzece kaspazy, co moze wskazywac na
to, ze PCD u roslin, podobnie jak apoptoza u zwierzat, jest regulowana zaréwno przez
CLP, jak rowniez przez inne proteazy [82],

W roslinach wykryto takze receptoro-podobne biatka R wykazujace podobierstwo
strukturalne do czynnika Apaf-1. Biatka R kodowane sgprzez rodzine genow ulegaja-
cych ekspresji podczas infekcji indukowanej przez patogena. Biatka R zawierajg
domene N-terminalng przypominajgca receptor Toll/interleukina ! (TIR) Drosophila
i ssakow [47].

Istniejg doniesienia potwierdzajace zaangazowanie w regulacje PCD roslin biatek
bedacych funkcjonalnymi odpowiednikami biatek z rodziny BCL-2 [47]. Jak wiadomo,
biatka BCL-2 oraz BAX w komorkach ssakéw, stanowia kluczowy element systemu
regulujgcego apoptoze, przebiegajgca z udziatem mitochondriéw zaangazowanych w
przekazywanie sygnatéw indukcji PCD. W komoérkach drozdzy oraz w komérkach
roslinnych nie stwierdzono wystepowania genéw kodujgcych biatka BCL2 i BAX.
Wiadomo jednak, iz ekspresja genu BAX w komérkach drozdzy oraz w komorkach
tytoniu wywotuje PCD [44], a dodanie biatka BAX do zawiesiny mitochondriéw tytoniu
powoduje uwolnienie cytochromu c [40,44,47].

W 1998 roku Reed i wspétpracownicy [83] wyizolowali z komérek drozdzy biatko
Bl-1 (ang. Bax inhibitor-1) bedace inhibitorem biatka BAX [23]. Homologi BI-1
znaleziono w komérkach Arabidopsis i ryzu. Homologi Bl-1 ros$lin moga funkcjonowacé
jako czynniki anty-apoptotyczne i prawdopodobnie wchodzgw interakcje lub modulujg
aktywnosc¢ biatek, ktére w roslinach odpowiadaja funkcjonalnie biatkom BCL-2 oraz
BAX ssakow [16,42,47,65]. WYyizolowane z Arabidopsis biatko AtBI-1 wykazuje
najwieksze podobienstwo do BI-1 ssakéw. Oba zidentyfikowane roslinne homologi Bl-!
wprowadzone do komdrek drozdzy blokowaty PCD indukowangbiatkiem BAX [42,47,65].
Innym roslinnym biatkiem wykazujacym wiasciwos¢ blokowania PCD indukowanej przez
BAX w komérkach drozdzyjest S-transferaza/peroksydaza glutationowa zidentyfikowana
upomidora [46,47]. Ekspresja genu dla tej transferazy prowadzi do utrzymania okreslonego
poziomu glutationu, niezbednego do zachowaniaAT . W obecnosci biatka S-transferazy/
peroksydazy glutationowej odnotowano wiekszg odpornos¢ komoérek drozdzy na stres
oksydacyjny wywotany przez ROS. Uwaza sie bowiem, ze indukcja PCD u drozdzy
przez biatko BAX odbywa sie poprzez ROS, ktérych zrodtem sg mitochondria [51]. W
przypadku PCD, mitochondrialne PTP stanowityby sensory stresu komérkowego,
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odpowiedzialne za uwolnienie do cytoplazmy czynnikéw indukcji PCD. Hipoteza ta ma
szczegOlne znaczenie w zrozumieniu mechanizméw zaangazowanych w regulacje PCD
roslin zwigzanej z HR. Wiadomo bowiem, iz odpowiedz obronna rosliny podczas
patogenezy bazuje na wytworzeniu okre$lonego poziomu ROS w komorkach.
Stwierdzono takze, iz krotkotrwaty stres oksydacyjny moze indukowaé $mieré komorek
Arabidopsis w kulturze in vitro. Stres oksydacyjny wzmaga transport elektronéw, co
intensyfikuje produkcje H20, [53,75] oraz powoduje obnizenie poziomu ATP. Zwiekszona
zawartos$¢ H,O, powoduje zmiane przepuszczalnosci bton mitochondriéw i uwolnienie
cytochromu c do cytoplazmy [53,55,75].

Wykazano, ze tlenek azotu, jako potencjalna czgsteczka sygnatowa, moze we
wspoétudziale z hormonami i ROS, powodowac otwarcie PTP, a tym samym indukowaé
PCD [14,21,25,27,40]. W konsekwencji moze nastgpi¢ uwolnienie cytochromu c i innych
czynnikow pro-apoptotycznych.

Niedawno, dzieki zastosowaniu tzw. cell-free systemu, ktory zawierat oczyszczone
jadra Arabidopsis oraz mitochondria i/lub ekstrakt cytozolu, w przestrzeni miedzy-
btonowej zidentyfikowano Mg2+-zalezng nukleaze, podobng do mitochondrialnej
endonukleazy G, indukujacg kondensacje chromatyny i fragmentacje nDNA [6,48].

Analiza biatek mitochondrialnych w zawiesinie starzejgcych sie komorek Arabidop-
sis lub komorek poddanych PCD indukowanej stresem wysokiej temperatury wykazata
wyrazny wzrost poziomu 11 biatek mitochondrialnych, gtéwnie antyoksydacyjnych, co
wskazuje na duze znaczenie mitochondriéw w procesie PCD [74]. Sugerowane jest
rowniez zaangazowanie pewnych glikoprotein w przekazywanie ,,sygnatu Smierci” z
komorki do komorki [74]. Ostatnio rowniez zidentyfikowano w mitochondriach roslinnych
biatka zwigzane z tioredoksyng, ktore prawdopodobnie regulujg potencjat redoks w
mitochondriach [7,66]. Zaktocenie funkcji proteasoméw, ktGre sg zaangazowane w
regulacje zwierzecej apoptozy, prowadzi, jak wykazali Kim i wsp. [43], do PCD komorek
roslinnych.

3. PODSUMOWANIE

Przedstawiony powyzej przeglad wynikOéw badah dotyczacych zaangazowania
mitochondridéw podczas réznych wariantéow PCD w komarkach roslinnych wskazuje,
ze trudno jednoznacznie okres$li¢ podobienstwo mechanizméw odpowiedzialnych za
indukcje oraz przebieg PCD w $wiecie zwierzat i roslin. Mitochondria roslinne zaangazo-
wane sgw proces PCD w odmienny sposéb niz mitochondria zwierzece w apoptozie, w
efekcie ktdrej powstajg ciata apoptotyczne usuwane przez wyspecjalizowane komorki
zerne czy makrofagi. Proces starzenia sie organéw, tkanek i komaérek roslinnych, ktéry
angazuje mechanizmy PCD, jest bowiem zwigzany z redystrybucjg metabolitow
syntetyzowanych i magazynowanych podczas cyklu zyciowego rosliny [13]. Procesy
zwigzane z transportem i redystrybucja metabolitéw wymagajg dostarczenia energii,
ktorajest generowana w mitochondriach.



MITOCHONDRIA A PROGRAMOWANA SMIERC KOMORKI W ROSLINACH 91

Rola mitochondriéw w indukcji PCD, zachodzacej jako jeden z etapéw rozwojowych
w cyklu zyciowym rosliny, nadal pozostaje niewyjasniona. Dane, dotyczace zmiany MPT,
redukcji AvPm i uwolnienia cytochromu ¢, odnosza sie gtéwnie do PCD w komaérkach
roslinnych poddanych dziataniu réznego typu streséw lub infekcji przez patogena.
Cytochrom c, ktérego uwalnianie z mitochondridéw oraz jego efekt indukujacy PCD
stwierdzono w systemie cell-free moze sugerowa¢ pewne wspélne Sciezki apoptozy
zwierzat i PCD u rodlin.

Natomiast nieliczne informacje dotyczace indukcji PCD podczas réznicowana sie
komorek w cyklu zyciowym roslin nie wyjasniajg w petni roli mitochondriéw w tym
procesie.
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Streszczenie: Srédblonek przestat juz by¢ uwazany jedynie za warstwe komérek oddzielajaca $wiatto
naczynia od tkanek je otaczajacych. Zaczeto dostrzegac jego znaczenie w réznych procesach biologicz-
nych. W pracy tej przedstawiono dwustronng zalezno$¢ miedzy naczyniami a otaczajgcymi je komérka-
mi w rozwoju organizmu, tworzeniu si¢ i dojrzewaniu réznych tkanek i organéw.

Stowa kluczowe: $rédbtonek, rozwéj, dojrzewanie tkanek i narzadéw.

Summary: Endothelium is not only a layer of cells separating lumen ofvessel from surrounding tissues. It
begins to notice its role in many biological processes. This paper presents the role of endothelium and
vessels in development, tissues and organs formation and maturation.

Key words: endothelium, development, tissues and organs maturation.

Wzajemna interakcja pomiedzy otaczajacymi tkankami a komérkami $rédbtonka
jest jednym z podstawowych proceséw odpowiedzialnym za réznicowanie oraz
prawidtowe funkcje organéw ludzkiego ciata.

Najwazniejszym czynnikiem wplywajagcym na angiogeneze jest czynnik wzrostu
$rodbtonka naczyn - VEGF (vascular endothelial growthfactor). Pierwsze wzmianki
o istnieniu substancji stymulujacej angiogeneze pojawity sie w 1948 roku, po badaniach
Michaelsona nad powstawaniem naczyn siatkdwki. W latach osiemdziesiatych, po
wyizolowaniu jej przez Sengera i wsp. z tkanek nowotworowych w 1983 roku,
substancja ta znana byta jako czynnik przepuszczalnosci naczyn - VPF (vascular
permeability factor) - ze wzgledu na rozszczelnienie srédbtonka wystepujgce po
zadziataniu nim na naczynia. Natomiast za date odkrycia funkcji angiogenetycznych
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VPF oraz nadania mu obecnej nazwy przyjmuje sie rok 1989 (badania prowadzone w
laboratoriach Uniwersytetu San Francisco i firmy Genentech).

VEGFjest wydzielany przez liczne komérki, m.in. przez widkna obwodowych nerwéw
czuciowych w skérze ptodu, pecherzyki ptucne czy poddane dziataniu hipoksji astrocyty w
czasie tworzenia sie naczyn siatkbwki. Receptory dla niego znajdujg sie gtéwnie na
komérkach $rédbtonka. Stanowi on czynnik torujacy dla tworzacych sie naczyn [4],

Poza VEGF, ktory jest ogélnoustrojowym czynnikiem angiogenetycznym, istniejg
takze tkankowo-specyficzne czynniki wzrostu, takie jak np. EG-VEGF {endocrine
gland VEGF) wydzielany tylko przez gruczoty produkujace hormony sterydowe (np.
kora nadnerczy) oraz dziatajacy proliferacyjnie gtéwnie na naczynia tych narzgdow
(ale nie na $rodbtonek aorty, naczyn pepowinowych czy skoéry). By¢ moze zostang
wkrotce odkryte takze czynniki specyficzne dla innych narzadéw [13].

Wydzielany przez $rédbtonek ptytkowy czynnik wzrostu - PDGF {platelet-derived
growth factor) pobudza, przez swoje receptory (znajdujgce sie m.in. na powierzchni
komédrek miegsni gtadkich) rekrutacje, migracje oraz proliferacje komorek budujgcych
$ciane naczynia. Kolejng substancjg odpowiedzialng za formowanie sie Sciany naczyn
jest angiopoetyna - Ang-1, dziatajagca na komorki srédbtonka - ECs przez receptor
kinazy tyrozynowej Tie-2, a wydzielana przez otaczajgce tkanki. Aktywacja tego szlaku
powoduje wydzielanie przez srodbtonek parakrynnych czynnikéw, rekrutujgcych komorki
miesniowki gtadkiej oraz prekursory pericytéw [5,10,29],

TKANKA NERWOWA

Przyktadem wzajemnego oddziatywania $rédbtonka i tkanki nerwowej moga by¢
doswiadczenia z przeszczepianiem tkanki mézgowej z naczyniami do innych tkanek oraz
naczyn obwodowych do mézgu. W pierwszym przypadku zmniejszata sie liczba potgczen
Scistych miedzy komoérkami srédbtonka - ECs {endothelial cells) oraz zwiekszata
przepuszczalnos¢ naczyn, w drugim - nabieraty charakteru naczyn mézgowych (obwaédki
zamykajace - occludens i przylegania - adherens miedzy komérkami srodbtonka, ciagta i
dobrze rozwinieta btona podstawna) wraz z wytworzeniem bariery krew-mézg [27].

We wspolnej hodowli astrocytéw oraz ECs pochodzacych z naczyn mézgowych, te
pierwsze uktadaja sie w sie¢ wydtuzonych, wielokomérkowych kolumn oraz wykazuja
zwiekszong Ca2+-odpowiedz na bradykinine i kwas glutaminowy [32].

Sygnaty ze srodbtonka powodujg, poza proliferacjg astrocytéw i réznicowaniem sie
ich prekursorow (zwilaszcza dzieki czynnikowi hamujgcemu biataczke — LIF), takze
przemieszczenie btonowej akwaporyny-4 oraz zwigkszenie wydzielania lamininy-5.

Biatko morfogenetyczne kosci - BMP-2 {bone morphogenetic protein), produko-
wane m.in. przez aorte, oraz TGF-[31 moga zmieniaé los neuronalnych komorek macie-
rzystych. BMP-2 przyspiesza ich r6znicowanie w kierunku neuronéw, natomiast TGF
promuje rozwéj SMCs. ROwniez w dojrzatym hipokampie istnieje wspétdziatanie
$rédbtonka oraz neuronéw. W miejscach podziatu naczyh oraz na koricach kapilar
istniejg konglomeraty neuroblastéw, gleju i angioblastéw, mogace by¢ zrédtem nowych
neuronéw w dorostym organizmie [23],
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Wydaje sie, ze czynniki wydzielane przez ECs, jak np. mézgowy czynnik
neurotroficzny - BDNF (brain-derived neurotrophic factor), sg konieczne do
przezycia, migracji, wzrostu oraz dojrzewania neuronéw. Wytwarzanie BDNF przez
$rodbtonek stymulowane jest przez VEGF (przez receptor VEGFR2(FIk-I)).

Nerwy i naczynia pokonujg czesto te same szlaki w trakcie embriogenezy.
Przyktadem mogg by¢ konczyny, w ktdrych tetnice i nerwy tworza wspélne peczki
zaopatrujgce miesnie i kosci. Spowodowane jest to prawdopodobnie wykorzystywaniem
przez oba te uklady wspd6lnych mechanizmoéw przekaznikowych, skiadajgcych sie z
semaforyn i VEGF oraz receptorow dla nich - neurofilin, wystepujacych na komérkach
$rodbtonka i aksonach neuronéw [2, 21].

SIATKOWKA

W trakcie rozwoju embrionalnego, pierwsza siecig naczyn siatkéwki sa te wycho-
dzace ze szczytu nerwu wzrokowego i rozpostarte na wewnetrznej powierzchni tej
czesci oka. Towarzyszy im bliZzniacza sie¢ astrocytow pochodzgcych réwniez z tego
nerwu - uwaza sie, ze naczynia podazajg za powstajacymi wypustkami komorek
glejowych. Po wytworzeniu sie pierwotnej, jednopoziomowej sieci, naczynia zaczynajg
whnikac glebiej w siatkdwke, az do wewnetrznej warstwy splotowatej, formujac druga,
rownolegta sie¢ naczyniowa (niezalezng od astrocytow). Pierwotna sie¢ powstaje w
mechanizmie waskulogenezy (formowanie sie naczyn de novo z komérek prekurso-
wych, migrujacych i réznicujgcych w komoérki srédbtonka), natomiast wtérna -
angiogenezy (powstawanie nowych naczyn w wyniku rozrastania sie istniejacej sieci
naczyniowej). Dowodem na wystepowanie waskulogenezy w siatkowce jest obecnos¢
komorek o fenotypie angioblastow [7].

Wazna role w rozwoju siatkéwki odgrywa VEGF. Poza Srédbtonkiem, receptory dla tego
czynnikawzrostu (a szczeg6lnie VEGFR-1 (Fit-1)) znajduja sie na komadrkach glejowych oraz
komérkach barwnikowych siatkdwki. Potgczenie VEGF z receptorem powoduje migracje tych
komérek (bez proliferacji). VEGF wydzielany jest zar6wno przez astrocyty, jak i komorki
srodbtonka -jest to wiec zarowno oddziatywanie autokrynne, jak i parakrynne. [25]

Brak wiasciwej kontroli procesow formowania sie naczyn w siatkbwce moze
prowadzi¢ do wielu schorzen, takichjak: retinopatia cukrzycowa, starcze zwyrodnienie
plamki, retinopatia wczesniakow.

TKANKA TLUSZCZOWA

Naczynia majgtakze wptyw na tkanke ttuszczowa. In vivo, w rozwoju embrionalnym,
komoérki thuszczowe uktadajg sie wokot sieci naczyn i dalszy ich wzrost uzalezniony jest
odjej rozbudowy. ROwniez macierz zewnatrzkomorkowa naczyn wptywa na proliferacje
i r6znicowanie adipocytow, a srodbtonek naczyn tkanki ttuszczowej podskoérnej i sieci
(ale nie naczyn skory) wydziela czynniki parakrynne stymulujace ich wzrost [30, 11].
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ANGIOGENEZA W PROCESIE KOSCIOTWORZENIA

Dosy¢ dobrze poznane jest wzajemne oddziatywanie chrzastki i kosci z naczyniami
(zwkaszcza podczas osteogenezy na podtozu chrzestnym). Prawidtowa, spoczynkowa
chrzgstka wydziela silne czynniki antyangiogenetyczne i w zwigzku z tym pozbawiona
jest naczyn. Jednak w poczgtkowym okresie osteogenezy, kiedy nastepuje proliferacja
chondrocytéw, wystepuje réwniez zwiekszenie ekspresji czynnikdédw wzrostu naczyn w
chondrocytach. W chrzastke zaczynaja wnika¢ naczynia, chondrocyty wchodzg w
apoptoze, a na ich miejsce zaczynajg migrowac osteoblasty i osteoklasty [8].

Eksperymenty ze wspélng hodowlg chondrocytéw i komérek srédbtonka wykazaty,
ze te ostatnie wydzielaja czynniki powodujace hipertrofie chondrocytéw oraz op6zniaja
ich r6znicowanie. Hipertroficzne chondrocyty wydzielajg VEGF, ktéry dodatkowo
pobudza wnikanie naczynh. Tworzy sie wiec petla dodatniego sprzezenia zwrotnego.

Badania in vitro z uzyciem komorek sréodbtonka pochodzacych z zyty pepowinowej
- HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) i komérek prekursorowych
osteoblastéw umozliwity potwierdzenie komunikowania sie tych dwdéch rodzajéw
komorek przez koneksyne-43. Jest to konieczne do ré6znicowania sie komérek prekur-
sorowych w osteoblasty [31],

ANGIOGENEZA W GOJENIU RAN

Do szybkiej i efektywnej naprawy uszkodzonych tkanek konieczne jest dostarczenie
do nich odpowiedniej ilosci tlenu, substancji odzywczych, czynnikéw wzrostu oraz komérek
~haprawczych” (usuwajacych zniszczong tkanke, drobnoustroje, odbudowujgcych
strukture narzadu). Aby to uzyskac, koniecznejestjak najszybsze odtworzenie sieci naczyn.

Juz w poczatkowym okresie gojenia (faza proliferacyjna) mozna stwierdzi¢ wysokie
stezenie jednego z czynnikéw angiogenetycznych - zasadowego czynnika wzrostu
fibroblastéw - bFGF (basicfibroblasts growthfactor). Powoduje on migracje i prolife-
racje komaorek Srédbtonka. Pochodzi prawdopodobnie z zapaséw nagromadzonych w
ptytkach krwi i uszkodzonej tkance, gdyz w ciggu pierwszych 24 godzin po urazie
obserwuje sie jego maksymalne stezenie, ktore nastepnie spada [22],

W przeciwienstwie do bFGF, poziom VEGF nie wzrasta bezposrednio po uszkodzeniu,
ale dopiero w kilka dni po nim (ze szczytem w si6dmym dniu). Z tego wzgledu VEGF
wydaje sie by¢ w tym przypadku czynnikiem podtrzymujgcym, a nie inicjujgcym wzrost
naczyh. Moze by¢ wydzielany przez wiele réznych rodzajéw komorek, np. przez:
makrofagi, neutrofile, keratynocyty, fibroblasty czy srodbtonek, zwtaszczaw warunkach
hipoksji czesto wystepujacej w okolicach rany.

Innymi czynnikami stymulujgcymi rozwdj naczyh w miejscu uszkodzenia sa: metalo-
proteinazy (np. MMP-2, MMP-9), transformujacy czynnik wzrostu oc i 3 (TGF -
transforming growth factor), insulinopodobny czynnik wzrostu - IGF-1 (insulin-
like growth factor) i interleukina 1 i 8.
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Wazny wptyw na angiogeneze majamakrofagi. Zwilaszcza po stymulacji hipoksja,
wysokim stezeniem mleczanéw lub cytokinami produkowanymi przez srédbtonek moga
one wydziela¢ czynniki bezposrednio indukujgce wzrost naczyn. Makrofagi powodujg
rowniez degradacje macierzy pozakomorkowej, co ma kluczowe znaczenie dla
powstawania nowych naczyn. Wreszcie oddziatujg na inne komorki pobudzajac je do
produkcji substancji proangiogenetycznych [17].

KORA NADNERCZY

Im mocniej unaczyniony jest dany narzad, tym wiekszy wptyw najego rozwdj
ma $rédbtonek. Przykiadem moze by¢ rdzen nadnerczy, zbudowany z komérek
chromochtonnych. Wspdlna hodowla komérek srédbtonkowych rdzenia z wywo-
dzaca sie z rdzenia nadnerczy linig PC 12 powoduje réznicowanie sie tych ostatnich
w kierunku komaérek chromochtonnych - zaréwno dzieki srodbtonkowym czynnikom
humoralnym, jak i bezposredniemu kontaktowi komorek (powodujacemu m.in.
wzrost ekspresji c-fos w komérkach PC 12) [20].

Podobnie jest z korg nadnerczy, w ktorej sinusoidy otaczajg wyspy komorek
wytwarzajgcych hormony sterydowe. W hodowli wykazano, ze ECs moga modulowa¢
wydzielanie aldosteronu przez komérki warstwy kiebkowatej tego narzadu (tlenek azotu
produkowany przez $rédbtonek hamuje synteze aldosteronu, natomiast endotelina-1
(ET-1) i inne podobnie dziatajgce czynniki biatkowe zwiekszajajego synteze) [24, 9].

MIESIEN SERCOWY

W trakcie rozwoju serca istnieje $cisty zwigzek pomiedzy srédbtonkiem wsierdzia
(endocardium) a warstwg miesniowag (myocardium). Sygnaty z ECs sg jednym z
czynnikow odpowiedzialnych za dojrzewanie miokardium. Neuregulina, wydzielana przez
te komorki, tgczy sie receptorami ErbB2 (HER-2) i ErbB4 (HER-4) na powierzchni
kardiomiocytow i powoduje wytworzenie w nich beleczkowania [19]. VEGF i TGF-R,
produkowane przez srédbtonek, tkanke miesniowg i tgczng, odpowiadajg za prawidto-
we formowanie sie potgczenia miedzy tymi dwoma warstwami serca. Parakrynne czynniki
wydzielane przez endotelium modulujgrowniez wzrost miesnia oraz site i czestos¢ skurczéw
-np. tlenek azotu czy prostacyklina (PGI12) zapobiegajg hipertrofii i zmniejszajgsite skurczu,
natomiast endotelina i angiotensyna Il majg dziatanie odwrotne [15,3],

Rowniez miesien sercowy wptywa modulujgco na budowe i funkcje naczyn. Wszczepienie
fragmentu tkanki serca do ucha powoduje, ze wrastajgce w nie naczynia majagw $rédbtonku
czynnik von Willebranda, charakterystyczny dla kapilaréw serca (ale nie ucha) [1].
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NERKI

Kolejnym przyktadem wspdélnego rozwoju naczyn i narzadéw sa nerki, w ktérych
kanaliki i cewki zbiorcze potozone sg w poblizu naczyn, a rozwdj sieci naczyniowej
(stymulowany gtéwnie przez VEGF) pocigga za sobg proliferacje nabtonka uktadu
zageszczajacego mocz. Tlenek azotu, wydzielany przez ECs, jestjednym z czynnikéw
kontrolujgcych (zmniejszajacych) transport jonéw sodowych przez btony nabtonka
kanalika blizszego i cewek zbiorczych - zwigksza w nich poziom cGMP oraz zmniejsza
aktywnos$¢ pompy sodowo-potasowej (Na,K-ATP-azy) [28, 16]. Brak przeptywu w
naczyniach powoduje zmiany degeneracyjne $rodbtonka, a to z kolei pocigga za sobg
powstanie podobnych zmian w innych komadrkach nerki (m.in. podocytach i komérkach
mezangialnych).

TRZUSTKA | WATROBA

Takze rozwdj trzustki uzalezniony jest od endotelium, gtdwnie duzych naczyn
(zawigzka aorty i zyt z6éttkowych). Znajduja sie one w bezposrednim sasiedztwie
paczkujacych z endodermy jelita pecherzykéw bedacych zalgzkiem gruczotu trzust-
kowego. ECs promujg réznicowanie sie tych komoérek w kierunku wydzielajacych
insuline i glukagon oraz tworzenie sie wysp trzustkowych przez oddzielanie grup komorek
od paczkéw endodermy jelitowej. U zabich embrionéw zaburzenia formowania sie
aorty powodujg zmniejszona ekspresje genéw trzustkowych w nabtonku endodermal-
nym. Natomiast zwiekszenie ekspresji VEGF-A zwigksza liczbe naczyn trzustkowych
oraz prowadzi do hiperplazji wysepek Langerhansa. Takze w innych bogato unaczy-
nionych rejonach ciata (np. w zotadku, dwunastnicy) moga wystgpi¢ ektopowe ogniska
komérek wydzielajacych insuline. Wspdlna hodowla komdrek endodermy grzbietowej
ze $rodbtonkiem aorty (ale nie z innymi komérkami) z wezesnych embriondw indukuje
w nich ekspresje gendw charakterystycznych dla trzustki [12].

Interakcje miedzy $rodbtonkiem i endoderma (tym razem z brzusznej czesci jelita)
sg konieczne takze w rozwoju watroby. W wyniku tych oddziatywan, komaorki nabtonka
endodermalnego oddzielajg sie od jelita i migrujgdo przegrody poprzecznej mezenchymy
mieszajac sie z angioblastami. Zaburzenie tych interakcji (np. w wyniku mutacji genu
dla VEGFR2 (Fik-1)) powoduje zahamowanie odtaczania sie od jelita oraz proliferacji
komoérek prekursorowych watroby (wyniki te potwierdzono zaréwno w badaniach in
vitro, jak i in vivo) [18]. LeCouter i wsp. wykazali, ze VEGF-A stymuluje ECs do
wydzielania czynnikdw promujacych proliferacje hepatocytow [14]. Takze dozylne
podanie VEGF-A powoduje powiekszenie watroby, gtdwnie w wyniku namnozenia
hepatocytow (pod wptywem IL-6 i czynnikéw wzrostu wydzielanych przez majace
VEGFR-! (Fit-1) komérki zatok naczyniowych) oraz dziata protekcyjnie na watrobe,
chronigc ja przed dziataniem takich czynnikow toksycznych, jak np. czterochlorek wegta
(CC14). Natomiast stymulacja VEGFR-2 (Fik-1) prowadzi jedynie do proliferacji ECs.
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Pewne dane przemawiajgjednak przeciw przyjetej teorii oddziatywan srodbtonkowo-
endodermalnych w organogenezie trzustki i watroby. W doswiadczeniach na Brachy-
dartia verio (zebrafish) ze zmutowanym genem cloche (zmniejszona liczbg komoérek
srodbtonkowych) nie wykazano zaburzen rozwoju watroby i trzustki [6]. Réznice te
mogajednak wynikac¢ z odmiennosci gatunkowej ryb i wyzszych kregowcow (zwiaszcza
pod wzgledem funkcji cytokin) i wymagajg dalszych badan.

Wymienione zaleznosci nie wyczerpujg wszystkich zagadnien zwigzanych z rolg
naczyn w trakcie rozwoju organizmu. Zasygnalizowano tylko niektore ze skompli-
kowanych relacji miedzy srédbtonkiem a otaczajgcymi go komoérkami. Czes¢ z nich
wymaga dalszych badan w celu potwierdzenia badz zanegowania postawionych hipotez
oraz odpowiedzi na howe pytania.
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PEPTYDOWA MODULACJA EKSPRESJI GENOW
KODUJACYCH PODJEDNOSTKI GONADOTROPIN
W PRZEDNIM PLACIE PRZYSADKI SAMIC SZCZURA

PEPTIDERGIC MODULATION OF GONADOTROPIN SUBUNIT GENE
EXPRESSION IN THE ANTERIOR PITUITARY OF FEMALE RATS

Alina GAJEWSKA

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN, Jabtonna k. Warszawy

Streszczenie: Aktywnos$¢ transkrypcyjna gendéw kodujacych podjednostki gonadotropin (a, LHp, FSHp)
w przednim placie przysadki samic szczura zalezy od obecnosci zestawdw specyficznych elementéw
cis- i /raz/sregulatorowych zlokalizowanych na promotorach tych genéw. Gtéwnym stymulatorem ak-
tywnosci transkrypcyjnej tych genéw jest GnRH - hormon pulsacyjnie uwalniany z zakonczen nerwo-
wych w wyniostosci posrodkowej podwzgdérza i uwalniajagcy hormony gonadotropowe.Wykorzystujac
model pulsacyjnych, dokomorowych infuzji GnRH, ~-endorfiny, galaniny i wazoaktywnego peptydu
jelitowego (VIP) badano role tych peptydéw w modulacji ekspresji podjednostek a i LHP mRNA w
przednim ptacie przysadki owariektomizowanych samic szczura. Ekspresja genéw a i LHP byta zalezna
od czestotliwosci pulséw GnRH: najwiekszg ekspresje mRNA obserwowano po infuzjach z czestotli-
woscig ! pulsu/godzine. P-endorfina znaczaco obniza ekspresje genéw a i LHP, wptywajac takze na
zmniejszenie stabilnosci ich mRNA w komoérkach gonadotropowych. Réwniez VIR dziatajac poprzez
specyficzne receptory VPAC” hamuje aktywno$¢ uktadu GnRH w podwzgoérzu i obniza poziom mRNA
dla podjednostek a i LHP w komérkach gonadotropowych. Natomiast galanina stymuluje ekspresje
mRNA dla podjednostek a i LHp w przysadce, jej wptyw zalezy od obecnosci steroidéw gonadowych,
odbywa sie poprzez pobudzajace oddziatywanie na aktywnos$¢ uktadu GnRH w podwzgérzu i wymaga
zaangazowania specyficznych receptoréw GALR1 i GALR2. Aktywacja ekspresji genu FSHp zalezy
zarébwno od GnRH, jak i aktywiny, ktére dziatajgc niezaleznie i synergistycznie podwyzszajg poziom
FSHP mRNA w przysadce. Peptydowa modulacja (stymulacja lub inhibicja) aktywno$ci endogennego
uktadu GnRH w podwzg6rzu prowadzi do znaczacych zmian w ekspresji genéw kodujacych podjed-
nostki gonadotropin, wptywajac posrednio na ich biosynteze w komoérkach gonadotropowych przysadki
samic szczura in vivo.

Stowa kluczowe: ekspresja genéw gonadotropin, przysadka, GnRH, P-endorfina, galanina, wazoaktyw-
ny peptyd jelitowy (VIP), aktywina.

Summary: Transcription activity of genes encoding three gonadotropin subunits: (a, LHp, FSHp) de-
pends on specific cis- and traws-actmg regulatory elements located on their promoters. Gonadotropin
releasing hormone (GnRH) is a crucial neurohormon stimulating these genes transcriptional activity.
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Pulsatile intracerebroventricular microinjections of GnRH, [3-endorphin, vasoactive intestinal peptide
(VIP) and galanin in ovariectomized rats revealed their significant role in the modulation ofgonadotropin
subunits gene expression. LH[3 and FSH[3 mRNA expression were stimulated by low frequency GnRH
pulses whereas a subunit mMRNA level was stimulated also by high frequency pulses. [3-endorphin
reduced a and LHP gene expression and diminished the stability of both mRNAs. VIP acting through its
specific receptors reduced endogenous GnRH system activity and decreased both ot and LHP mRNA
level in pituitary gland. Instead, galanin up-regulated GnRH receptor activity and exerted stimulatory
effect on a and LHP gene expression. Its effect depended on gonadal steroids and specific galanin
receptors. FSHP gene expression was dependent both on GnRH and as well as on activin stimulation and
both peptides were acting independently and synergistically. Peptidergic modulation (stimulatory or
inhibitory) ofendogenous GnRH system activity results in a significant changes of gonadotropin subunits
mMRNA content and, in consequence, may indirectly influence on gonadotropin biosynthesis activity in
female rats.

Key words', gonadotropin genes expression, pituitary, GnRH, P-endorphin, galanin, VIP, activin.

WSTEP

Gonadoliberyna (GnRH), dekapeptyd syntetyzowany i dojrzewajacy w okoto 1200
wyspecjalizowanych neuronach podwzgérza, a nastepnie uwalniany z ich zakorczen
nerwowych w zewnetrznej warstwie wyniostosci posrodkowej, stanowi kluczowe
ogniwo w neuroendokrynnej regulacji rozrodu. Do krgzenia wrotnego przysadki
wydzielany jest w formie zsynchronizowanych pulséw powodujgcych pulsacyjne
uwalnianie LH i FSH z komdérek gonadotropowych. Istnieje Scista korelacja czasowa
pomiedzy kazdym pulsem LH i poprzedzajacym go pulsem GnRH, jednak zaleznos¢ ta
nie jest tak rygorystyczna w przypadku pulséw FSH. Zmiany pulsacyjnego wzoru
uwalniania GnRH (dotyczace zaréwno amplitudy, jak i czestotliwosci pulséw) charak-
teryzujgce zmienne stany fizjologiczne w cyklu rozrodczym samic warunkujgutrzymanie
ich funkcji rozrodczych. U samic szczura zidentyfikowano dwa gtéwne wzorce
uwalniania GnRH: uwalnianie podstawowe, odznaczajgce sie niskgamplitudg i czesto-
tliwoscig pulséw GnRH oraz uwalnianie okotoowulacyjne (zachodzace po potudniu
fazy proestrus cyklu), w ktérym gwattowny wzrost aktywnosci generatora pulséw
GnRH doprowadza do zdecydowanego zwiekszenia amplitudy i czestotliwosci pulséw
uwalnianego GnRH, wynikiem czego jest wyrzut LH [54], Na btonie komoérek
gonadotropowych hormon ten wigze sie ze swym specyficznym, sprzezonym z biatkiem
G | receptorem [77], stymulujac aktywacje fosfolipazy C[3, ktGra poprzez hydrolize
fosfatydyloinizytolu uwalnia diacyloglicerol i 1,4,5-tr6jfosforan inozytolu. Gwattowny
wzrost stezenia 1,4,5-trojfosforanu inozytolu w komérce odpowiada za natychmiastowsg
mobilizacje wapnia wewngtrzkomorkowego prowadzacg do uwolnienia LH i FSH z
komorek gonadotropowych przysadki. Aktywacja diacylogliceroli prowadzi do aktywacji
kilku izozymow kinazy biatkowej C, czego konsekwencjgmoze by¢ pobudzenie czterech
odmiennych szlakéw kinaz aktywowanych mitogenem (MAP kinase)'. p42 MAPK
(p42 MAP kinase/extracellular signal-regulated kinase 2), JNK (c-jun N-terminal
kinase/stress-activated protein kinase) p38MAPK (p38 MAP kinase/cytokine
suppressive anti-inflammatory drug binding protein), BMK (Big MAP kinase!
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extracellular signal-regulated kinase 5) [62] w komodrkach gonadotropowych.
Unikalna wiasciwos¢ kinaz MAP, polegajgca na ich zdolnosci do translokacji do jadra
komaorkowego i aktywacji réznych czynnikéw transkrypcyjnych na promotorach gendw,
powoduje, ze enzymy te nalezg do waznych regulatoréw procesow transkrypcyjnych
w komorce, jednak ich precyzyjna rola w regulacji ekspresji gendw kodujacych
podjednostki gonadotropin nie jest w petni wyjasniona. Rodzina hormondéw glikopro-
teinowych sktada sie z hormonéw przysadkowych luteinizujacego (LH), folikulo-
tropowego (FSH), tyreotropowego (TSH) oraz tozyskowej gonadotropiny (CG) opisanej
u konia i naczelnych. Hormony te sgheterodimerami, sktadajgcymi sie z glikoproteinowej
podjednostki ex (cxGSU) o sekwencji aminokwasowej identycznej dla wszystkich
hormonéw tej rodziny oraz odrebnej i odpowiedzialnej za specyficznos¢ kazdego
hormonu, podjednostki p. Obecny stan badan nie pozwalajednoznacznie okresli¢, poprzez
jakie szlaki kinaz MAP GnRH mogtby selektywnie regulowaé ekspresje genéw
podjednostek gonadotropin w komaorkach gonadotropowych. W badaniach Week i wsp.
[95] transkrypcja genu podjednostki a byta zalezna od aktywacji szlaku PKC (protein
kinase C) i ERK (externally regulated kinase) w komorce, podczas gdy wzrost
stezenia wapnia preferencyjnie stymulowat transkrypcje genu LHp. Przeciwna
zaleznos¢ obserwowali Saunders i wsp. [71] wykazujac, ze aktywacja promotora genu
ot zalezna byta od wzrostu stezenia wapnia wewnatrz komoérki, natomiast genu LHP
zachodzita przede wszystkim poprzez aktywacje szlaku PKC. Pobudzenia szlaku PKC/
ERK w zaleznej od GnRH transkrypcji genu LHP nie obserwowali natomiast Yokoi i
wsp. [99] wykazujac z kolei zaangazowanie szlaku JNK, ktory poprzez fosforylacje
biatka transkrypcyjnego c-jun odpowiada za aktywacje kompleksu transkrypcyjnego
AP-1. Jednakze wyniki otrzymane przez Harrisa i wsp. [28] wykazujg stymulacje
szlakéw ERK i INK w komérkach gonadotropowych zaréwno w podstawowej, jak i
GnRH-zaleznej aktywacji promotora genu LHp.

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU a

Obecnie wiadomo juz, ze na promotorach genéw podjednostek a, LHP i FSHP
istniejg odrebne uklady elementéw cis- i iraws-regulatorowych. Za specyficznag
aktywacje genu ot w komérkach gonadotropowych przysadki odpowiedzialny jest
zestaw kilkunastu elementéw regulatorowych promotora, wsréd ktérych szczegdlna
role odgrywa miejsce CRE (cCAMP-responsive element) zlokalizowane w pozycji cis
pomiedzy -150 a-200 pz promotora. U ludzi, na promotorze genu a wystepuja dwa (0
sekwencji TGACGTCA), za$ u myszyjedno (o sekwencji TGATGTCA) palindromiczne
miejsce CRE, do ktérych w pozycji trans moga wigzac sie: biatko CREB, biatko
modulujgce aktywnos$¢ CRE oraz biatko c-Jun aktywujgce czynniki transkrypcyjne
ATF1 i ATF2 [29]. Elementem cA-regulatorowym zaangazowanym w podstawowg
ekspresje genu ot w komadrkach gonadotropowych jest takze miejsce PGBE (pituitary
glycoprotein hormone basal element), wystepujace na promotorze ludzkim w pozycji
-329/-320, za$ na mysim pomiedzy-344/-300 pz, do ktérego wigzasie tra/w-dziatajace
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biatka LH2 [67], Lim3 [85] i pLIM [32] nalezace do rodziny biatek homeotycznych
LIM. Z miejscem PGBE sasiaduje miejsce ocBE (a basal element) sktadajace sie z
obszaru ocBEI (-316/-302 pz) i ocBE2 ( -296/-285 pz), do ktérych wigzg sie biatka
ocBPI i ocBP2. Interakcja biatek wigzacych sie do miejsc PGBE i ocBE powoduje
synergistyczny wptyw na transkrypcje genu ot [30].

W podstawowagtranskrypcje tego genu zaangazowane jest takze, nalezace do rodziny
homeotycznej, biatko Pitx-1 (pituitary homeobox factor-1) wigzace sie do miejsca
Pitx-1-RE (na promotorze ludzkim w pozycji -80/-60 pz, zas mysim w pozycji-3 98/-
385pz) [85]. Biatko Pitx-1 kodowane jest przez gen nalezacy do podrodziny genéw
bicoid typu homeobox (bicoid-related homeobox genes) [19] i zaangazowane jest
w aktywacje wielu genéw w komérkach juz zréznicowanych, w tym kluczowych w
aktywnosci osi rozrodczej trzech gendw podjednostek gonadotropin (a, LH[3, FSH[3) i
genu dla receptora GnRH. Do obszaru GSE (gonadotrophic specific element), w
pozycji-146/-111 pz (u ludzi) lub -398/-385pz (u myszy) wigze sie czynnik steroidogenny
SF-1 nalezacy do nadrodziny biatek receptoréw jadrowych o nieznanym ligandzie
(orphan nuclear receptor), ktérego wptyw na transkrypcje genu a jest autonomiczny
i niezalezny od obecnosci innych czynnikow transkrypcyjnych [30]. Badania aktywnosci
transkrypcyjnej promotora ludzkiego genu ot dowodza, ze do jej wzrostu przyczynia sie
takze zlokalizowany w pozycji -161/-141 pz, cA-dziatajagcy ot-ACT (a activating
element), do ktérego w pozycji trans wigzg sie poprzez palce cynkowe biatka GATA2
i GATAS3 [78]. Nalezg one do rodziny biatek (GATA bindingproteins) rozpoznajgcych
sekwencje GATA na promotorze. W procesie tym uczestniczg réwniez cis aktywne
obszary E-box promotora (pozycja -21/-16 oraz -51/-45), z ktérymi w pozycji trans
wspotpracuja biatka ocEBI, aEB2 oraz czynnik USF (upstream stimulatory factor)
nalezgce do rodziny biatek typu HLH (helix-loop-helix) [36]. Eksperymenty na mysich
liniach komorek gonadotropowych dowodza, ze za wrazliwos¢ genu a na stymulacje
GnRH odpowiedzialne sg dwa elementy regulatorowe. Jednym z nich jest potozony w
pozycji -416/-385 promotora obszar GnRH-RE (GnRH response element) [73], do
ktorego wigze sig trans dziatajgce biatko z rodziny biatek transkrypcyjnych Ets. Drugim
cA-regulatorowym elementem uczestniczacym w aktywacji transkrypcyjnej genu po
stymulacji GnRH jest region PGBE promotora, do ktérego wigzg sie biatka z rodziny
biatek homeotycznych LIM: LH2 [67] i Lhx [85].

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU LH|3

Znaczacy postep w poznaniu budowy i dziatania promotora genu LH[3 stat sie mozliwy
dzieki udanej generacji kilku linii myszy transgenicznych, a zwtaszcza mysiej, gonado-
tropowej linii komoérkowej L[3T2 charakteryzujgcej sie ekspresja podjednostki LH[3
[1]. Wszystkie dotychczas zidentyfikowane elementy regulatorowe zlokalizowane na
promotorze genu LH|3 znajdujg sie w obszarze -500 pz od miejsca inicjacji transkrypcji,
a identyfikacja elementéw cA-regulatorowych w obrebie tego promotora doprowadzita
do wyodrebnienia dwodch obszaréw, ktére tworzg dystalny region A (-490/352 pz)
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oraz proksymalny region. B (-207/82 pz). U szczura, w obszarze dystalnym promotora,
w pozycjach -450/-434 pz i pozycji -360/-354 pz znajduja sie dwa cA-regulatorowe
miejsca wigzace czynnik transkrypcyjny Sp 1. Biatko Sp-1 nalezy do rodziny czynnikow
transkrypcyjnych Cys,-His, wigzgcych sie z DNA za pomocg palcéw cynkowych po
rozpoznaniu sekwencji bogatych w GC. Mutacje uniemozliwiajace wigzanie si¢ biatka
Sp-1 z tym regionem promotora znaczaco redukuja zaréwno jego podstawowa
aktywnosc, jak tez ostabiajg stymulacyjny wptyw wywierany na ten gen przez GnRH
[39]. Ponadto w pozycji -443/-434 pz szczurzego promotora znajduje sie tzw. region
CArG {CArG box) o sekwencji CCATTTTTGG [94] odgrywajacy krytyczng role we
wrazliwosci genu LH|3 na pulsacje GnRH. Sekwencja CArG nie wystepuje na bydlecym
promotorze genu LH[3 i do tej pory nie poznano biatka regulatorowego wigzgcego sie do
tego obszaru promotora. Natomiast w obrebie proksymalnej czesci promotora genu LHp
do specyficznych cA-regulatorowych sekwencji wigzg sie trzy irans-dziatajace biatka
regulatorowe. Pierwszym z nich jest czynnik steroidogenny SF-1 {steroidogenic
factor-7), ktéry do DNA promotora genu LH(3 u szczura wigze sie w obrebie dwdéch
funkcjonalnych miejsc GSE znajdujacych sie w pozycji-128/-121 (sekwencjaTGACCTG)
i —59/-52 (sekwencja CGGCCTTG) [27], a ktdrych znaczenie w aktywacji tego genu
wykazano zaréwno zw vivo, jak z in vitro [34]. U myszy pozbawionych genu ftz-fl
kodujacego biatko SF-1, poziom mRNA dla podjednostki LH[3 by}t niewykrywalny [35],
za$ mutacja w obrebie miejsca 5’-GSE bydlecego promotora znaczaco zmniejszyta
ekspresje genu w stosunku do poziomu stymulowanego przez niezmutowany promotor
[42]. Biatkiem o kluczowej roli w regulacji transkrypcji genu LH|3 jest biatko Egr-1
{early growth response protein) nalezgce do rodziny biatek transkrypcyjnych
charakteryzujgcych sie obecnoscia palcéw cynkowych z motywami Cys,-His, i ktérych
geny ulegaja szybkiej aktywacji {immediate-early response genes). W komodrkach
przysadki gwattowna indukcja ekspresji tego biatka zachodzi tylko po stymulacji promotora
genu LH[3 przez GnRH, dzieki czemu moze by¢ ono uwazane za jeden z gtéwnych
efektorow {downstream effector) stymulacji przez ten neurohormon [100], Biatko
Egr-1 zawiera wewnetrzna, 34-aminokwasowg domene inhibitorowa, a biatkami
regulujacymi aktywnos$¢ biatka Egr-1 sg biatka Nab-1 i Nab-2 {nuclear growth
factor 1-A binding proteins), ktérych funkcja jest represja aktywnosci biatka Egr-1
[83]. Wydaje sie, iz biatko Nab-1 moze by¢ jednym z istotnych elementéw zaanga-
zowanych w regulacje aktywnosci promotora genu LHp. Miejscami c/s-regulatorowymi
odpowiedzialnymi za wigzanie biatka Egr-1 na promotorze genu LH[3 sgpozycje -112/
-105pz (sekwencja CGCCCCCG ) oraz -50/-42pz (sekwencja: CGCCCCCAC) [44],
a mutacje w ich obrebie catkowicie hamujag zdolno$¢ biatka Egr-1 do aktywacji tego
promotora [98], W pozycji -100/-95pz (sekwencja AGATTA), pomiedzy sekwencjami
wigzacymi biatko Egr-1, znajduje sie miejsce wigzania biatka Pitx-1, czwartego czynnika
transkrypcyjnego zidentyfikowanego na promotorze genu LHp [85]. Ekspresja biatka
Pitx! w heterologicznych liniach komérkowych aktywuje promotor genu LH(3 dzieki
interakcji z biatkami SF-1 i Egr-1 [84]. Ostatnie badania wskazujgna obecno$¢ drugiego,
zlokalizowanego w pozycji —73/-52 pz miejsca wigzgcego biatko Pitx-1 na tym
promotorze [37]. Do petnej, zaleznej od GnRH aktywacji promotora genu LH[3 niezbedne
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jest wspotdziatanie wszystkich wigzacych sie donh biatek regulatorowych. Ze wzgledu
na specyfike lokalizacji miejsc czs-regulatorowych, ktére odpowiadajg za wigzanie tych
biatek do wiasciwych obszaréw promotora, wydaje sieg, iz aktywujgca transkrypcje
interakcja wszystkich biatek regulatorowych wymaga udziatu niezidentyfikowanego
jeszcze kompleksu adaptorowego. Zaproponowano model [38], zgodnie z ktérym
pojawiajgce sie po aktywacji receptora GnRH biatko Egr-! wigze sie ze swymi miejscami
na promotorze i wraz z biatkami SF-1 i Pitx! tworzy trzyelementowy, proksymalny
kompleks regulatorowy synergistycznie oddziatujgcy z dystalnie wigzacymi sie biatkami
Sp-1 i nieznanym biatkiem z obszaru CArG. Kluczowg role w integracji wptywow
wywieranych przez biatka Sp-1 i Egr-1 petni biatko SF-1 [38], za$ biatko Pitx-! petni
role funkcjonalnego Uganda dla biatka SF-1.

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU FSHP

Stosunkowo najmniej poznany jest ukiad cis- i tra”s-regulatorowych elementéw
dziatajgcych na promotorze genu FSHP, jednakze uzyskanie linii gonadotropowej LPT2
pozwala na coraz petniejszg identyfikacje obszaréw kluczowych dla aktywacji tego
genu. W pozycjach -120 i -83 pz promotora genu szczura zlokalizowano dwa miejsca
wiazace biatko aktywatorowe AP-1 (activator protein) [81], kt6re sg zaangazowane
w zalezng od GnRH stymulacje tego genu [33], lecz nie sg odpowiedzialne za stymulacje
tego genu przez aktywine. W aktywacji owczego promotora genu FSHP (oFSHP)
bioratez udziat dwa miejsca cz.s-regulatorawe zlokalizowane w dystalnej czesci promoto-
ra: -4152/-2878 pz oraz -2550/-1809 pz [90], Natomiast w proksymalnej czesci
promotora genu FSHp znajduja sie dwa miejsca wigzace czynnik SF-1, a takze jedno
miejsce wigzace czynnik transkrypcyjny NFY (nuclear transcription factor Y) [69],
Na 5’konicu promotora owczego genu FSHP, pomiedzy pozycja -2067 a -120 pz,
zidentyfikowano sze$¢, za$ na promotorze szczurzego genu - trzy [64] miejsca wrazliwe
na progesteron, dzieki ktdrym moze on bezposrednio modulowac aktywnos¢ transkryp-
cyjng genu. Rowniez biatka z rodziny homeotycznej LIM uczestniczg w regulacji
podstawowej aktywnosci promotora genu FSHP, gdyz do miejsca P2 (-140/-50- pz)
wigze sie biatko Ptx-1, zas do obszaru -230/-199 pz - biatko Pitx2 [82]. Ponadto,
biatka te zaangazowane sg réwniez w aktywacje zalezng od GnRH (Ptx 1) oraz aktywiny
(Ptx2). Stymulacja aktywnosci promotora genu FSHP przez aktywine odbywa sig przede
wszystkim poprzez kompleks biatek Smad 3/Smad 4 (mad related protein) bedacych
homologami biatek Mad (Max dimerizer). Smad3/Smad4 wigzg sie do sekwencji
palindromicznej GTCTAGAC lub do motywu CAGA. Na promotorze genu szczura
kompleks ten oddziatuje w regionie SBE (Smad Binding Element) zlokalizowanym w
pozycji -281/-253 pz. Natomiast na promotorze owczego genu FSHp zidentyfikowano
trzy regiony niezbedne do peinej aktywacji promotora przez aktywine: obszar dystalny
(-973/-962 pz) wigzacy biatko Smad4, miejsce -134, do ktorego przytacza sie kompleks
biatek Smad4 z nalezagcymi do rodziny biatlek homeotycznych TALE (three amino
acid loop extension) biatkami Pbxl (pre B cell transformation-related transcription
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factor) i Prepl (Pbx regulating protein-7) oraz miejsce -167 réwniez wiazace biatka
Pbxl i Prepl [2]. Ostatnio wykazano takze, iz nalezace do rodziny TGF[3 (transforming
growth factors (3) i odpowiedzialne za morfogeneze kosci i tkanki chrzestnej biatka
BMP6 i BMP7 (bone morphogenetic proteins) stymuluja aktywnos¢ owczego
promotora genu FSHp, a takze ekspresje mRNA dla tej podjednostki in vivo oraz in
vitro [34],

PULSY GnRH A EKSPRESJA GENOW PODJEDNOSTEK
a, LHO I FSHp IN VIVO

Zmienna czestotliwo$¢ pulsow GnRH jest nie tylko gtéwnym elementem regulujacym
podstawowe i okotoowulacyjne uwalnianie gonadotropin, ale petni tez krytyczngrole w
specyficznej aktywnosci transkrypcyjnej genéw ichpodjednostek. Optymalngtechnika
stuzacg badaniu zmian poziomu mMRNA kodujgcych podjednostki gonadotropin w
przednim ptacie przysadki in vivojest infuzja do trzeciej komory mézgu (bezposrednio
w poblize uktadu podwzgoérze-przysadka) substancji, ktére mogtyby wptywac na poziom
ich ekspresji. Takie podejscie metodologiczne wydatnie zmniejsza, pojawiajgce sie przy
podaniu do krazenia ogoélnego, ryzyko degradacji infundowanych substancji, pozwalajac
tym samym na stosowanie dawek zblizonych do stezen fizjologicznych, eliminuje
mozliwos¢ ich oddziatywania na inne tkanki, pozwala tez unikng¢ trudnosci w przenikaniu
tych substancji przez bariere krew-mdézg. Dokomorowo infundowane substancje moga
przenikna¢ do krazenia wrotnego przysadki przy udziale tanycytéw, komérek wyscie-
tajacych sciany i podstawe trzeciej komory [3] i w konsekwencji modulowaé aktywnos$é
transkrypcyjnagenéw kodujacych podjednostki gonadotropin w przysadce. W badaniach
wiasnych [20] wykorzystujacych model owariektomizowanych samic, ktérym do trzeciej
komory mézgu pulsacyjnie infundowano GnRH, obserwowano zalezng od czestotliwosci
tych pulséw ekspresje genéw kodujacych podjednostki LH. Analiza Northern-blot
wykazata bowiem, iz najwieksza stymulacja poziomu mRNA dla podjednostki a i LH[3
wystgpita po infiizjach z czestotliwoscig | puls/godzine, natomiast po infuzjach z
czestotliwoscia 4 pulsy/godzine aktywacji ulegat jedynie gen podjednostki ot. Zatem,
promotory obu genéw wydaja sie odznacza¢ specyficzng wrazliwoscia na czestotliwosé¢
pulséw GnRH: promotor genu a GSU moze by¢ bowiem aktywowany przez pulsy
GnRH o takiej czestotliwosci, ktorajestjuz nieefektywna w aktywacji promotora genu
LH[3. W tych samych badaniach stwierdzono réwniez, iz u samic szczura w fazie
diestras, a wiec w okresie najmniejszej endogennej aktywnosci uktadu GnRH w
podwzgdrzu, pulsacyjnie infundowany GnRH powodowat najwiekszy wzrost poziomu
a i LH[3 mRNA oraz uwalniania LH z komorek gonadotropowych przysadki, podczas
gdy w proestrus, w fazie maksymalnej aktywnosci, wptyw egzogennego GnRH na
ekspresje mMRNA obu podjednostek oraz uwalnianie LH, cho¢ znaczacy, byt jednak
mniej wyrazny niz w diestras [20]. GnRH jest takze gtéwnym regulatorem syntezy i
uwalniania hormonu folikulotropowego (FSH), niezbednego w procesie dojrzewania
pecherzykéw jajnikowych, ktérego brak w organizmie samicy wywotuje bezptodnosé
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spowodowang zablokowaniem folikulogenezy. Poziom ekspresji genu FSHJ3 odpowie-
dzialnego za specyficzno$¢ biologiczng tego hormonu, jest - podobnie jak genéw
podjednostek a i LH[3 - zalezny od czestotliwosci pulséw GnRH oddziatujagcych na
przysadkowy receptor GnRH. W badaniach wiasnych wykonanych na modelu samic
owariektomizowanych, a wiec pozbawionych oddziatywan sterydéw gonadowych i
peptydéw jajnikowych (aktywiny, inhibiny i folistatyny), najwiekszy wzrost poziomu
FSHP mRNA (mierzony technikg Northern-blot) oraz uwalniania tego hormonu z
komérek gonadotropowych stwierdzono po pulsach GnRH infundowanych do trzeciej
komory mézgu z czestotliwoscia | puls/godzine [21]. Jednoczes$nie, w badaniach tych
obserwowano, iz ze wzrostem czestotliwosci egzogennych pulséw GnRH zanika
wrazliwos¢ genu FSH|3 na stymulacyjne dziatanie tego neurohormonu [21]. Zalezng od
niskiej czestotliwosci pulsow GnRH ekspresje genu FSH[3 zaobserwowano takze u
samcow po iniekcjach dozylnych [26] oraz w komérkach linii gonadotropowej LpT2 [5].

[3-ENDORFINA A EKSPRESJA GENOW a i LHp
W PRZYSADCE IN VIVO

Uwalnianie GnRH, pozostajac pod kontrolg endogennego generatora pulsow GnRH
[55], podlega takze bezposrednim i posrednim modyfikacjom dzieki neurotransmiterom
i peptydom wptywajgcym na aktywnos¢ neurondw GnRH. Jednym z takich peptydéw
jest [3-endorfina, ktérej prekursorem w organizmie jest proopiomelanokortyna (POMC).
W centralnym uktadzie nerwowym istotnym zrédtem syntezy P-endorfiny sg neurony
POMC jadra tukowatego podwzg6rza, skad projektujg do innych obszaréw mozgu
[17]. Ponadto, [3-endorfina syntetyzowana jest takze w przednim i posrednim ptacie
przysadki mézgowej [51] i taka lokalizacja w obrebie uktadu podwzgérze-przysadka
umozliwia jej znaczacy udziat w regulacji uwalniania zaréwno neurohormonow
podwzgoérzowych, jak i hormonow przysadkowych. Hamujgce dziatanie [3-endorfiny
na uwalnianie LH z komdérek gonadotropowych odbywa sie gtdéwnie poprzez aktywacje
p receptoréw bedacych produktem genu Mor-1 [92]. Wykazano, iz pobudzenie tych
receptorow, wystepujacych w jadrze tukowatym [61] i w zawierajgcej ciata neuronow
GnRH okolicy przedwzrokowej (MPOA) [12], powoduje zmiany w aktywnosci pod-
wzgorzowych neurondéw noradrenergicznych [63] i dopaminergicznych [66], co w
konsekwencji wptywa na zahamowanie uwalniania GnRH z wyniostosci posrodkowej
podwzgoérza. Hamujace dziatanie p-endorfiny na uwalnianie GnRH z zakonhczen
nerwowych moze takze odbywac sie poprzez aktywacje receptorow p zlokalizowanych
na neuronach P-endorfinergicznych [41], czyli poprzez ultrakrotka petle sprzezenia
zwrotnego. Natomiast para- i/lub autokrynne oddziatywanie |3-endorfmy mozliwe jest
poprzez zlokalizowane w obrebie wyniostosci posrodkowej receptory p wystepujace
zaréwno na zakonczeniach neuronoéw, jak i tanycytach [4]. Poprzez bezposrednie
potaczenia synaptyczne pomiedzy aksonami neuronéw proopiomelanokortynowych a
neuronami GnRH w obszarze przedwzrokowym podwzgoérza istnieje takze droga
bezposredniego wptywu opioidéw na aktywnos¢ neuronéw GnRH [48] Udokumento-
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wane, hamujgce zaangazowanie 0-endorfiny w uwalnianiu GnRH z wyniostosci
posrodkowej podwzgdrza stwarza przestanki do przypuszczenia, ze skutkiem takiego
dziatania moze by¢ nie tylko obnizone uwalnianie LH z przysadki, lecz w konsekwencji
takze zmniejszona biosynteza gonadotropin w komérkach gonadotropowych. W
badaniach wiasnych wykorzystujgcych technike Northern-blot obserwowano, ze po
pulsacyjnych, dokomorowych infuzjach 0-endorfmy nastepuje obnizenie poziomu mRNA
dla obu podjednostek LH w przysadce [20]. Nie mozna wykluczy¢, ze efekt ten byt
wynikiem bezposredniego, przysadkowego oddziatywania infundowanej 0-endorfiny
na uwalnianie LH [13]. Jednak bardziej prawdopodobne wydaje sie by¢ jej posrednie,
via zahamowanie uwalnianie GnRH obnizajace dziatanie na zawartos¢ obu mRNA.
Ponadto, eksperymenty te wykazaly takze, iz GnRH oraz 0-endorfma wywotujg
przeciwstawne efekty na dtugos¢ ogonkow poliadenylacyjnych poty (A) na 3’koncu oc
i LHO mRNA. O ile bowiem egzogenny GnRH spowodowat wydtuzenie regionu poty
(A) mRNA dla obu podjednostek w stosunku do wielkosci obserwowanej po owariekto-
mii, to podanie 0-endorfiny zmniejszyto dtugos¢ poly(A) na obu badanych mRNA do
poziomu obserwowanego u samic nieowariektomizowanych [20]. Tak wiec zalezna od
rodzaju interwencji fizjologicznej zmienna dtugosé poty (A) obserwowana moze by¢
nie tylko wskazéwka co do stabilnosci poszczegdlnych mRNA, lecz takze indeksem
stopnia ich stymulacji przez GnRH.

GALANINA A EKSPRESJA GENOW a | LHp
W PRZYSADCE IN VIVO

Takze galanina, 29/30 aminokwasowy peptyd po raz pierwszy wyizolowany z
komorek jelita cienkiego $wini, a wkrétce wykryty zaréwno w obwodowym, jak i
centralnym uktadzie nerwowym [75], jest peptydem, ktéry w znaczacym stopniu
uczestniczy w modulacji uwalniania GnRH/LH z uktadu podwzgérze-przysadka. W
obrebie centralnego uktadu nerwowego najwyzsze stezenia galaniny stwierdzono w
podwzgorzu, a zwiaszcza w obrebie wyniostosci posrodkowej, w obszarze przedwzroko-
wym w jadrze tukowatym, przykomorowym, nadwzrokowym i grzbietowo-przysrod-
kowym oraz poza podwzgdérzem: w miejscu sinawym i jadrze pasma samotnego.
Ekspresja mRNA dla galaniny w neuronach GnRH [52], jak tez zmieniajaca sie w
cyklu estralnym jej zawarto$¢ w wyniostosci posrodkowej ze szczytem wystepujacym
w fazie proestrus [50] wskazywaly, ze syntetyzowana w podwzgoérzu galanina moze
by¢ bezposrednio zaangazowana w modulacje neurosekrecji GnRH i okotowulacyjnego
uwalniania LH z komdérek przysadki. Ponadto, wyraznie podwyzszony poziom mRNA
dla galaniny obserwowany w neuronach GnRH ponad 24 godziny po uwolnieniu LH
[18] sugerowal, ze jej synteza moze by¢é wymagana réwniez w nastepnych fazach
cyklu estralnego. Biorgc pod uwage fakt, iz galanina jest syntetyzowana w neuronach
podwzgdrza, uwalnia sie pulsacyjnie i synchronicznie z GnRH, ajej antagonista hamuje
uwalnianie GnRH i pulsacje LH [50], moze by¢ ona istotnym czynnikiem zaangazowa-
nym w fizjologiczna regulacje pulsacyjnej aktywnosci neuronéw GnRH. Istniejg zatem
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przestanki, iz podobnie jak ~-endorfina, takze galanina moze uczestniczy¢ w modulacji
biosyntezy LH m vivo. Istotnie, w badaniach wiasnych wykonanych na owariektomizo-
wanych i suplementowanych steroidami gonadowymi samicach szczura, ktére otrzymy-
waty pulsacyjne (1 puls/godzine przez 5 godzin), dokomorowe infuzje galaniny analiza
Northern-blot wykazata znaczgce podwyzszenie poziomu mRNA dla podjednostek a
i LHP w przysadce [24]. Efektywno$¢ dokomorowych pulséw galaniny, podawanych
z czestotliwoscig optymalng do aktywacji tych gendéw przez GnRH, moze by¢ wiec
konsekwencja pobudzajgcego dziatania egzogennej galaniny na pulsacyjng aktywnosc
neurondw GnRH. Takze niepodwyzszony w odniesieniu do grupy traktowanej samym
GnRH poziom ot i LHP mRNA obserwowany po jednoczesnej infuzji GnRH i galaniny
wskazuje, ze to uktad GnRH w podwzgdrzu odgrywa kluczowa role w modulacyjnych
oddziatywaniach galaniny na ekspresje genéw LH w przysadce [24], Brak addytywnego
oddziatywania GnRH i galaniny sugeruje wspélngdla obu neuropeptydéw i zalezng od
GnRH droge aktywacji jego receptora przez galanine [24]. Istniejace dane dowodza,
ze modulacja pobudzenia neuronéw GnRH moze réwniez odbywaé sie posrednio,
poprzez wptyw galaniny na aktywnos$¢ neurondéw POMC, ktére w podwzgdrzu brzuszno-
przysrodkowym tworzg synapsy z neuronami galaninergicznymi [31]. Ponadto, na
neuronach POMC zidentyfikowano tez receptory galaninergiczne [7], W obszarze
jadra tukowatego, gtdwnego miejsca lokalizacji neuronéw POMC, galanina oddziatuje
na nie zarébwno na poziomie presynaptycznym [43] zmniejszajac ich aktywacje
glutaminergicznag, jak tez i na poziomie postsynaptycznym [65]. Jezeli wiec galanina
zmniejsza hamujgce dziatanie neuronéw POMC wywierane na neurony GnRH, to tym
samym moze rowniez posrednio stymulowa¢ uwalnianie GnRH z zakoriczen nerwowych,
a zatem wptywac na aktywnos$c¢ receptora GnRH. Konsekwencjg aktywacji receptora
GnRH jest pobudzenie aparatu biosyntezy gonadotropin w komérce. Istotnie, w badaniach
wiasnych wykazano, ze pulsacyjne dokomorowe infuzje galaniny podawane owariekto-
mizowanym i suplementowanym steroidami samicom szczura spowodowaty zaréwno
wzrost ilosci miejsc wiazacych GnRH, jak i podwyzszenie jego powinowactwa do receptora
w przednim ptacie przysadki [24]. Regulacyjne znaczenie dla aktywacji receptora GnRH
moze mie¢ réwniez kolokalizacja galaniny i GnRH wystepujaca w okoto 45% neuronéw
GnRH samic szczura [57], jak tez fakt, iz neuropeptydy te sgjednoczesnie uwalniane z
zakonczen nerwowych. Wiadomo bowiem, iz zaréwno sekrecja, jak i postsynaptyczne
dziatanie neuropeptydu podlega modyfikacji przez substancje, ktére sg syntetyzowane,
przechowywane i uwalniane z tej samej komérki [44]. Istniejgtez dane wskazujace, iz
galanina uwalniana z zakonczen neuronéw GnRH moze wzmaga¢ synchronizacje i
wzmachnia¢ oddziatywania GnRH na poziomie receptora [49].

Fizjologiczne funkcje galaniny sg regulowane przez specyficzne receptory btonowe
nalezace do rodziny biatek G. Dotychczas zidentyfikowano trzy podtypy receptoréw
galaniny, lecz w regulacji neuroendokrynnej zaangazowane satylko receptory GAL-R1
[60] i GAL-R2 [59], ktérych mRNA wykryto w: podwzgdrzu, pasmie ukosnym Broca,
obszarze przedwzrokowym, jadrze nadskrzyzowaniowym, jadrze okotokomorowym, jadrze
tukowatym, jagdrze grzbietowo-przysrodkowym i w obrebie jadra tukowatego. Rozmiesz-
czenie miejsc wigzacych galanine w podwzgdrzu szczura [45] jest skorelowane z
obecnosciagestej sieci perikarionéw, dendrytéw.i wiokien galaninergicznych w obszarze
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przedwzrokowym, w jadrze tukowatym, grzbietowo-przysrodkowym, nadskrzyzowa-
niowym oraz okoto- i przykomorowym [75]. Cho¢ obecno$é¢ mRNA dla GAL-R2 wykry-
taw obszarze przedwzrokowym, jadrze grzbietowo-przysrodkowym i fukowatym moze
Swiadczy¢ o post-synaptycznej lokalizacji receptoréw, to brak mRNA dla GAL-R1 i GAL-R2
w wyniostosci posrodkowej przy jednoczesnym wysokim wigzaniu znakowanej galaniny w
tej strukturze wskazuje, ze receptory te mogg by¢ takze transportowane z komérek
neurosekrecyjnych do zakorczeri nerwowych [59]. Eksperymentalne zastosowanie
antagonisty(6w) receptora pozwala na identyfikacje funkcji tego receptoraw badanym procesie.
Po dokomorowej infuzji antagonisty (galantide) receptora GAL-R1, jak i GAL-R2 [15]
zaobserwowano zahamowanie zaréwno podstawowego, jak i stymulowanego przez galanine
wzoru uwalniania GnRH i LH u samic szczura [70], Na udziat podwzgdrzowych receptorow
galaniny w posredniczeniujej oddziatywania na aktywno$¢ sekrecyjnaneuronéw GnRH, aw
konsekwencji na profil uwalniania LH wskazuje tez znaczgce obnizenie ekspresji mRNA dla
obu podjednostek LH obserwowane u owariektomizowanych i suplementowanych
steroidami gonadowymi samic szczura, ktore otrzymywaly jednoczesne infuzje
antagonisty receptora GAL i galaniny [24]. Nie moznajednak wykluczy¢, iz stymulujgce
dziatanie galaniny na synteze hormonu luteinizujgcego moze takze odbywac sie poprzez
aktywacje receptordw galaniny bezposrednio w przysadce. Wprawadzie nie jestjasne, czy
i jakie podtypy receptora galaniny wystepuja na komorkach gonadotropowych u samic,
poniewaz GAL-R2 mRNA na tych komérkach zidentyfikowano dotychczas jedynie u
samcow [15]. Mozliwos¢ aktywacji takiego samego, zaleznego od kinazy biatkowej C
szlaku sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej zaréwno przez receptor GAL-R2 [91],jak i receptor
GnRH stwarza dodatkowa Sciezke modulacyjna, poprzez ktéra galanina mogtaby wptywac
na poziom ekspresji genéw podjednostek LH w przysadce.

WAZOAKTYWNY PEPTYD JELITOWY
A EKSPRESJA GENOW a | LHp IN VIVO

Okazato sie, ze rowniez wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) wyizolowany z komérek
uktadu pokarmowego jest szeroko rozpowszechniony w obwodowym i centralnym
uktadzie nerwowym [46]. Wptyw VIP na aktywno$¢ podwzgoérza zalezy od dwdch
aferentnych szlakéw VIP-ergicznych biegnacych z ciata migdatowatego (amygdala)
poprzez prazek koricowy (stria terminalis) [68] i ze Sr6dmb6zgowia (midbrain) poprzez
wigzke przysrodkowg przodomoézgowia (medial forebrain bundle) [53], jak tez od
syntezy tego peptydu w neuronach jagdra nadskrzyzowaniowego (SCN) i okotokomoro-
wego (PVN) [40], W jadrze nadskrzyzowaniowym, potozonym obustronnie u podstawy
trzeciej komory mdézgu w brzusznej czesci podwzgérza, jest zlokalizowany zegar
biologiczny odpowiedzialny za regulacje rytmoéw okotodobowych w organizmie ssakow.
Jadro SCN aktywnie uczestniczy w regulacji okotoowulacyjnego wyrzutu LH i
prolaktyny, a lezje tego obszaru podwzgérza powoduja stan ciagtego estrus u samic
nieowariektomizowanych [8] oraz eliminuja zalezny od estradiolu wyrzut LH i prolaktyny
u zwierzat owariektomizowanych. Sposréd kilku neuropeptydéw zidentyfikowanych
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w SCN, gtéwnie VIP syntetyzowany wjego brzuszno-bocznym (ventrolateral) regionie
jest odpowiedzialny za uczestnictwo SCN w zaleznej od pory dnia synchronizacji
okotowulacyjnego wyrzutu LH z komorek przysadki. Umiejscowione w SCN neurony
VIP wysytajg aksony m.in. do podwzg6rza, w tym do obszaru przedwzrokowego, do
przedniego i bocznego podwzgdérza, do narzadu naczyniowego blaszki koricowej
(organum vasculosum lamina terminalis) i do pasma uko$nego Broca (diagonal
band ofBroca) [88]. Identyfikacja monosynaptycznego szlaku tgczgcego zlokalizowane
w SCN neurony VIP z ok. 45% neuronéw GnRH w podwzgdlrzu [89] stwarza
neuroanatomiczne podstawy do bezposredniej, zaleznej od VIP modulacji aktywnosci
neurondéw GnRH. Jednakze neurony VIP, dochodzgc z obszaru SCN do jgdra okoto-
komorowego (PVN) i przykomorowego (Pe) [93], moga réwniez posrednio wptywac
na aktywnos$¢ neuronéw GnRH. Zablokowanie hamujacego dziatania VIP na uwalnianie
LH obserwowane po lezjijagdra PVN dowodzi bezposredniego dziatania VIP na neurony
PVN i wskazuje na posredniczacgrole tegojgdra w zaleznej od VIP regulacji aktywnosci
generatora pulséw GnRH [79]. VIP-ergiczna modulacja pulsacyjnego uwalniania GnRH
moze zachodzic¢ takze na poziomie wyniostosci posrodkowej dokad projektujaneurony
VIP i gdzie zidentyfikowano granule zawierajgce ten neuropeptyd [58]. Niewykluczone
tez, ze VIP uwalniany z neuronéw PVN do ptynu mézgowego moze by¢ transportowany
bezposrednio do wyniostosci posrodkowej przez wyspecjalizowane komaorki (tanycyty)
[3], Takze obserwowane po centralnych infuzjach VIP [96] zmniejszenie czestotliwosci
pulséw LH bez jednoczesnych zmian w ich amplitudzie wskazuje, ze pierwotnym
miejscem modulujacego dziatania VIP na profil uwalnianego z przysadki LH jest
podwzgoérze. Cho¢ dotychczas nie wyjasniono, jakie substancje posrednicza w
hamujacym oddziatywaniu VIP na aktywnos$¢ neuronéw GnRH i w konsekwencji na
pulsacyjne uwalnianie LH, dotychczasowe dane wskazujg, ze w procesie tym nie jest
zaangazowana dopamina [80] ani endogenne opioidy [97]. Fizjologiczne efekty V1P
wywierane sag przez dwa, 0 stosunkowo nieznacznej (47%) homologii ich
pierwszorzedowej struktury, podtypy receptora: VPAC( i VPAC? [86], ktérych
pobudzenie wywotuje aktywacje szlaku cyklazy adenylanowej w komdrce docelowe;j.
Ostatnie badania wskazuja, ze fizjologiczny wptyw VIP na aktywnos$¢ neuronéw GnRH
moze odbywac sie za posrednictwem receptoréw VPAC?, ktére wykryto na ponad
40% neuronéw GnRH u samic szczura [76], Biorgc po uwage, ze VIP jest zaangazo-
wany w modulacje pulsacyjnego uwalniania GnRH z wyniostos$ci posrodkowej, podjeto
proébe wyjasnienia (podobnie do ~-endorfiny i galaniny) jego roli w biosyntezie LH w
przysadce. W badaniach wiasnych wykazano, iz pulsacyjne (1 puls/godzine przez 5 h)
infuzje VIP do trzeciej komory mézgu samic owariektomizowanych i suplementowanych
estradiolem spowodowaty nie tylko zahamowanie uwalniania LH, lecz réwniez znaczgce
zmniejszenie poziomu MRNA dla podjednostek a i LH|3 w przednim ptacie przysadki
[23]. Natomiast po zablokowaniu aktywnosci endogennego ukitadu GnRH przez
antagoniste (VIP-6-28) jego receptora [74] infundo-wany pulsacyjnieVIP nie powo-
dowatjuz dalszego obnizania zawartosci mMRNA dla obu podjednostek LH. Swiadczy
to o kluczowej roli funkcjonalnie aktywnego uktadu GnRH w odbiorze i przenoszeniu
modulacyjnych oddziatywan VIP. Wykoizystujac specyficznego antagoniste receptora w
badaniach tych wykazano tez, ze modulujacy wptyw VIP na ekspresje gendw podjednostek
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LH odbywa sie poprzez receptory VIP, bowiem pojednoczesnych dokomorowych ko-infuzjach
VIP 6-28 i VIP samicom szczura, peptyd ten nie zmniejszat poziomu mRNA dla obu
podjednostek LH [23]. Nie mozna jednak wykluczy¢, iz infundowany dokomorowo VIP
moze tez czeSciowo dziataé bezposrednio na poziomie przysadki, na przyktad zmieniajac
przeptyw krwi w uktadzie wrotnym i parametry uwalniania LH, tym samym wptywa¢ hamujaco
na aktywnos$¢ genow dla obu podjednostek LH.

AKTYWINA A EKSPRESJA GENU PODJEDNOSTKI FSHO
W PRZYSADCE IN VIVO

O ile modulacyjny wptyw peptydéw na poziom ekspresji genéw ot i LHO odbywa
sie posrednio, poprzez ich wptyw na aktywnos¢ uktadu GnRH w podwzgdrzu, to
ekspresja genu FSH” w przysadce jest bezposrednio regulowana przez aktywine,
inhibine i tolistatyne [56]. Peptydy te pierwotnie wyizolowano z ptynu pgcherzykowego
w jajniku [87], a nastepnie z komdrek przysadki, gdzie syntetyzowane sg zarOwno w
komoérkach gonadotropowych, jak i komoérkach pecherzykowo-gwiazdzistych (folliculo-
stelate cells). Aktywina i inhibina nalezg do nadrodziny biatek TGF[3 i sgheterodimerami
podjednostek a[3A i ot[3B (inhibina A i B) lub PAPA, PBPBi  PB (aktywina A, B i AB)
Aktywina jest stymulatorem uwalniania FSH i ekspresji genu FSHp [47], wplywa
bezposrednio na transkrypcje tego genu [6], indukuje aktywno$¢ jego promotora w
konstruktach z genem reporterowym [2], a takze zwieksza stabilnos¢ FSHp mRNA w
komorkach przysadki [9]. Zalezne od aktywiny pobudzenie sygnalizacji wewnatrz-
komorkowej poprzedzone jest serig zmian konformacyjnych w obrebie jej receptora na
btonie komdrkowej. Najpierw aktywina wigze sie do jednej z dwdch podjednostek typu
Il swego receptora (ActRIl lub ActRI1IB), co umozliwia uformowanie heteromerycznego
kompleksu z podjednostka | receptora (ActRI lub ActRIB). Po utworzeniu takiego
kompleksu aktywacji ulega kinaza serynowo/treoninowa podjednostki typu Il, ktéra
tosforylujgc podjednostke typu | zapoczatkowuje kaskade fosforylacji na poziomie post-
receptorowym. Cho¢ aktywacja receptora aktywiny uruchamia kilka szlakéw sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej, najwazniejszajest kaskada biatek Smad [11]. Sposréd o$miu
poznanych biatek Smad, aktywina pobudza biatka Smad-2 i Smad-3, ktdre sg
fosforylowane przez podjednostke typu | receptora i nastepnie tworzg wigzacy sie z
DNA kompleks z biatkiem Smad-4 [72], Ostatnio wykazano korelacje pomiedzy
indukowanym aktywing wzrostem transkrypcji genu FSH[3 w komérkach przysadki a
zwiegkszong fosforylacjg biatek Smad-2 i Smad-3 [14], Stymulujace oddziatywanie
aktywiny na poziom ekspresji wiasnych receptoréw w komorkach gonadotropowych
[10] moze znaczaco wptynaé na intensywnos$é sygnatu aktywujgcego transkrypcje
genu FSHp. Odrebnos¢ szlakéw sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej aktywowanych
przez GnRH i aktywine wskazuje na niezalezne oddziatywanie obu peptydéw na
uwalnianie FSH i ekspresje genu FSHO. Istotnie, w badaniach wiasnych obserwowano
odmienng dynamike aktywacji uwalniania FSH z komorek gonadotropowych po
dozylnych iniekcjach aktywiny i busereliny, gdyz po stymulacji busereling (agonistg
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receptora GnRH) znaczacy wzrost uwalniania FSH nastepowat szybciej i trwat dtuzej
niz po stymulacji aktywing A [22]. O zaangazowaniu réznych sciezek regulacyjnych w
komodrkach gonadotropowych po ich stymulacji aktywing lub busereling Swiadczy tez
obserwowana w tych badaniach odmienna czasowo dynamika zmian poziomu FSH][3
mRNA: juz po 3 godzinach po iniekcji kazdy peptyd znaczaco stymulowat ekspresje
tego genu, jednak dalszy (po 5 godzinach) wzrost ekspresji obserwowano tylko po
stymulacji busereling. Réwniez wyzsza zawarto$¢ mRNA dlatego genu obserwowana
po jednoczesnych iniekcjach tych peptydéw [22] $wiadczy o synergistycznym oddzia-
tywaniu aktywiny A i busereliny na ekspresje genu FSH[3. Ostatnio, w badaniach na
komoérkach linii gonadotropowej L[3T2 wykazano, ze synergizm aktywiny i GnRH w
regulacji aktywnosci transkrypcyjnej promotora genu FSH[3 wymaga ekspresji biatka
Smad3 i zwigzany jest z palindromicznym, cA-dziatajagcym elementem regulatorowym
zlokalizowanym w pozycji -266/-259 promotora tego genu [25]. Pobudzajace dziatanie
aktywiny na uwalnianie i biosynteze FSH moze takze odbywac sie poprzez jej
stymulujacy i niezalezny od GnRH wptyw na synteze receptorow GnRH zachodzacy
na poziomie transkrypcji genu receptora [16]. Mozliwe jest takze jej oddziatywanie na
poziomie post-receptorowym, poprzez zaangazowanie w modulacje zaleznego od GnRH
stezenia wapnia w komadrce gonadotropowej.

PODSUMOWANIE

Zmienny wzorzec pulsacyjnie uwalnianego GnRH decyduje nie tylko o podstawowym
i okotoowulacyjnym uwalnianiu gonadotropin, lecz peini tez krytyczng role w aktywacji
transkrypcji genoéw ot, LHP i FSH[3, ktorych promotory odznaczajg sie specyficzna
wrazliwoscig na czestotliwosé pulséw GnRH. W badaniach in vivo wykazano, ze
wyzsza czestotliwos¢ egzogennych pulsow efektywnie aktywuje ekspresje tylko genu
ot, zas poziom mRNA dla podjednostek LH[3 i FSH[3 istotnie wzrasta dopiero po
pulsach GNRH o nizszej czestotliwosci. Modulujacy wptyw na ekspresje genéw koduja-
cych podjednostki gonadotropin wywieraja syntetyzowane w podwzgorzu peptydy, ktore
uczestniczaw modulacji uwalniania GnRH. Po pulsacyjnych, dokomorowych infuzjach
(3-endorfiny obserwowano obnizenie poziomu mRNA dla podjednostek ot i LH[3 w
komodrkach gonadotropowych i efekt ten mégt czesciowo wynika¢ ze zmniejszonej
stabilnosci mMRNA obserwowanej po infuzjach tego peptydu. Rowniez VIP dziatajac
poprzez swe specyficzne receptory obniza aktywno$¢ endogennego uktadu GnRH w
podwzgdrzu i wptywa hamujgco na poziom ot i LH[3 mRNA w przysadce. Wzrost
ekspresji genéw ot i LH[3 obserwowano natomiast po dokomorowych infuzjach galaniny,
ktéra podwyzszajac aktywnos¢ endogennego ukitadu GnRH powoduje zwiekszenie
aktywnosci receptora GnRH. Stymulujace dziatanie galaniny na poziomoti LH[3 mRNA
zalezy od obecnosci sterydoéw gonadowych i wymaga aktywacji specyficznych
receptoréw dla galaniny. Poziom FSH[3 mRNA w przysadce podwyzszany jest
zarowno przez GnRH, jak i aktywine. Peptydy te niezaleznie i synergistycznie
symulujg ekspresje genu FSH|3.
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SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU
W MIGRACJI KOMOREK

THE PLASMINOGEN ACTIVATION SYSTEM IN CELL MIGRATION

Elzbieta JAKUBISZYN], Piotr DZIEGIEL?2, Maciej ZABEL?

‘Dolnoslgskie Centrum Onkologii oraz
2Zaktad Histologii i Embriologii Akademii Medycznej, Wroctaw

Streszczenie; Od kilku dziesiecioleci uwaza sie, ze aktywacja plazminogenu moze odgrywac wazna role
w inwazji guza i przerzutowaniu. Podstawa jest zatozenie, ze aktywatory plazminogenu uwolnione z
komérek nowotworowych katalizujg proteolityczng konwersje nieaktywnego plazminogenu do aktyw-
nej proteinazy plazminy, ktéra nastepnie katalizuje degradacje biatek w btonie podstawnej i macierzy
pozakomoérkowej (ECM), co utatwia inwazje komérek nowotworowych do otaczajacych tkanek. Bada-
nia wykazaty, ze system aktywacji plazminogenu odgrywa takze role w procesach zwigzanych z nowo-
tworowa przebudowag tkanek. Przyktadem tego jest angiogeneza i desmoplazja, czyli stymulacja prolife-
racji fibroblastéw i syntezy biatek macierzy pozakomérkowej. W artykule oméwiono budowe sktadni-
kéw systemu aktywacji plazminogenu i ich role w adhezji, migracji i inwazji komérek nowotworowych,
na podstawie wynikéw badari przeprowadzonych w hodowlach komérkowych. Nastepnie oméwiono
procesy zachodzace w guzie nowotworowym zwigzane z systemem aktywacji plazminogenu i wptyw
ekspresji poszczegoélnych sktadnikéw na rokowanie w niektérych nowotworach u cztowieka.

Stowa kluczowe; system aktywacji plazminogenu, migracja komérek, nowotwory.

Summary; For several decades, it has been assumed that plasminogen activation may play an important
role in tumor invasion and metastasis. The basic idea is that plasminogen activators released from cancer
cells catalyze the proteolytic conversion of the inactive zymogen plasminogen to the active proteinase
plasmin, which in turn catalyzes degradation ofproteins in basement membranes and extracellular matrix
(ECM) and thus facilitates cancer cell invasion into the surrounding tissue. Studies have proved that
plasminogen activation system also plays a role in processes connected with cancer cell-directed tissue
remodelling. Examples ofsuch processes are angiogenesis and desmoplasia, i.e. stimulation of fibroblast
proliferation and extracellular matrix protein synthesis. In the text the structures of plasminogen activa-
tion system s elements and theirs role in cancer cells adhesion, migration and invasion based on experi-
ments in cell culture model systems are described. Moreover, processes in cancer tumor involving plasmi-
nogen activation system and the role of components expressions level in prognosis in selected human
cancers are discussed.

Key words: plasminogen activation system, cell migration, cancer.
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1. ELEMENTY SYSTEMU AKTYWACJI PLAZMINOGENU

System aktywacji plazminogenu wydaje sie odgrywac istotna role w inwazji guza
nowotworowego i przerzutowaniu. Dzieje sie tak poprzez katalizowanie proceséw
proteolitycznych, degradacje biatek btony podstawnej i ECM, jak i udziat w procesach
nieproteolitycznych (np. inicjowanie kaskady wewnatrzkomérkowego przenoszenia
sygnatéw). System aktywacji plazminogenu uczestniczy réwniez w nowotworowej
przebudowie tkanek, ktéra dotyczy komorek nienowotworowych, ale ma silny wptyw
na wzrost guza nowotworowego i jego inwazje (angiogeneza, desmoplazja).

W skiad systemu aktywacji plazminogenu wchodzg:

« plazminogen,

* plazmina,

* 2 typy aktywatoréw plazminogenu, typ urokinazy (uPA) i typ tkankowy (tPA),

* receptor uPA (UPAR),

« 2 gtéwne inhibitory aktywatoréw plazminogenu: PAI-1 i PAI-2.

1.1. Plazminogen

Plazminogen jest proenzymem plazminy, o aktywnosci 104do 106 mniejszej od
plazminy. Tojednotaricuchowe biatko jest przeksztatcane do dwutancuchowej plazminy
przez proteolize katalizowang przez uPA lub tPA [4], Plazminogen jest produkowany
gtdéwnie w watrobie, ale rowniez w jadrach i komdérkach naskoérka. Receptory
plazminogenu znajdujg sie na powierzchni r6znych typéw komoérek, w tym monocytéw
krwi, granulocytow, limfocytéw i komérek srodbtonka [18]. Interakcja plazminogenu z
komérkowymi receptorami przyspieszajego konwersje do plazminy, ktorej aktywnosé
enzymatyczna na powierzchni komérki jest wzmozona [1].

1.2. Plazmina

Plazmina jest to proteaza serynowa, sktadajgca sie z 2 tancuchéw polipeptydowych
potaczonych mostkami dwusiarczkowymi. Koniec aminowy tafhcucha A zawiera 5 tzw.
domen ,,kringle”. Koniec karboksylowy taricucha B zawiera typowg domene proteazy
serynowej, odpowiedzialnag zajej whasciwosci katalityczne. Plazmina katalizuje hydrolize
wigzania peptydowego na koncu C miedzy Lys i Arg [1,10]. Zwigzana z powierzchnig
komorki poprzez receptor plazmina katalizuje rozpad wielu substancji miedzyko-
morkowych i czasteczek btony podstawnej, takichjak: fibronektyna, laminina, witronek-
tyna, fibryna i kolagen. Dochodzi do tego przez bezposrednie dziatanie plazminy lub
posrednio przez aktywacje zaleznych od plazminy proteaz, takich jak pro-stromelizyny
i prokolagenazy. Ponadto plazmina dziata tez na pojedyncze taricuchy pro-uPA i uPA.
Plazmina katalizuje réwniez aktywacje nieczynnej formy czynnika wzrostu TGF-0
(transforming growth factor-fi) i uwalnia bFGF (basic fibroblast growth factor) z
miejsc jego potaczenia z macierzgpozakomoérkowa. Plazmina moze ponadto wspotuczes-
tniczy¢ w aktywacji proenzymoéw metaloproteinaz macierzy (MMPs), ktérych aktywacja
prowadzi do dalszej degradacji i przebudowy ECM [10,17].
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Angiostatyna, uwazana za inhibitor angiogenezy, jest fragmentem plazminy, sktada-
jacym sie z ,kringli” 1-3 lub 1-4. Angiostatyna zawiera przynajmniej jedng wolng
grupe sulfhydrylowa. In vitro wytwarzanajest z plazminogenu i plazminy przez elastaze
trzustkowa, metaloproteinazy i przez autoproteolize plazminy [1].

1.3. Aktywator plazminogenu typu urokinazy (uPA)

Aktywator plazminogenu typu urokinazy (uPA) jest proteaza serynowa wytwarzang
jako jednotancuchowe biatko (pro-uPA). Po sekrecji pro-uPA jest przeksztatlcany do
aktywnej dwutancuchowej formy uPA przez rozszczepienie tancucha peptydowego przez
plazmine [4,10,27]. Pro-uPA jest proenzymem o znacznie mniejszej zdolnosci do aktywacji
plazminogenu niz uPA. Wydzielany pro-uPA taczy sie z uPAR (specyficzny receptor dla
uPA), a nastepnie jest aktywowany przez plazmine do uPA, ktory z kolei przeksztatca
sgsiadujacy, zwiazany z btong plazminogen do plazminy. Dwa tancuchy uPA sgpotaczone
mostkami dwusiarczkowymi, a kazda czasteczka zawiera 3 funkcjonalne domeny. W
obszarze korca karboksylowego taricucha B znajduje sie domena proteazy serynowej z
petng specyficzng aktywnoscig. Fragment konca aminowego taricucha A, zawiera tzw.
domene ,Jcringle\ ktérataczy biatka oraz domene GF podobng do naskérkowego czynnika
wzrostu, a takze obszar tgczacy. Tym samym czasteczka uPA ma przynajmniej dwie
catkowicie niezalezne czesci: katalityczny tancuch konca karboksylowego (domena
proteazy serynowej) i niekatalityczny taricuch korica aminowego, ktérego poczatkowa
GF domenajest odpowiedzialna za specyficzne interakcje z uPAR [3,10]. Proteolityczne

RYCINA 1. Schematyczny rysunek skitadnikéw systemu aktywacji plazminogenu i wspétdziatajgcych
z nim elementéw okotokomérkowych
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rozszczepienie UPA w obszarze tgczagcym powoduje powstanie fragmentu aminoter-
minalnego (ATF) tzn. domeny GF i domeny ,,kringle ” oraz matoczasteczkowej formy
uPA (low molecular-weight uPA — LMW-uPA) tzn. domeny proteazy serynowej i czesci
tacznika [1,20].

Aktywnos¢ uPA jest kontrolowana przez PAI (specyficzny inhibitor) i internalizacje.
Oprocz plazminogenu, uPA bezposrednio katalizuje konwersje nieaktywnej jednotancu-
chowej formy czynnika wzrostu hepatocytéw (HGF) i biatka stymulujagcego makrofagi
(MSP) do ich aktywnych form dwutancuchowych. HGF i MSP majg sekwencje podobng
do plazminy, ale sg pozbawione aktywnosci proteolitycznej i dziatajgprzez potaczenie
sie z receptorem typu kinazy tyrozynowej [20]. uPA jest produkowany przez nerki. Do
fizjologicznych zjawisk, w ktérych bierze udziat uPA, naleza: rozerwanie pecherzyka
jajnikowego podczas owulacji i implantacja blastocysty, inwolucja gruczotu piersiowego
po laktacji, inwolucja prostaty po kastracji, gojenie ran [20]. Procesy te saw pewnym
sensie podobne do inwazji raka, gdyz wigzasie z destrukcjgbtony podstawnej.

1.4. Aktywator plazminogenu typu tkankowego (tPA)

Aktywator plazminogenu typu tkankowego (tPA) jest biatkiem wydzielanym przez
komérki jako jednotaricuchowy prekursor. Plazmina przeksztatca prekursor przez
rozszczepienie wigzania peptydowego do aktywnej dwutancuchowej formy. tancuchy
sg potaczone pojedynczym wigzaniem dwusiarczkowym. Odmiennie niz w uPA
pojedynczy tafncuch tPA ma takze znaczna aktywnos$¢ (ale ok. 10 do 50 razy nizsza niz
forma dwutancuchowa). Czasteczka tPA sktada sie z czterech czynnosciowo réznych
domen:

1) koricaaminowego znanegojako domena podobna do fibronektyny lub domena palca,

2) domeny podobnej do naskérkowego czynnika wzrostu,

3) domeny dwéch ,,kringle” (KI, K2),

4) domeny proteazy serynowej.

Trzy pierwsze domeny znajduja sie w taricuchu korica aminowego i majg wtasciwosci
modulujace dla enzymu [1]. Obecnos$¢ specyficznych receptoréw dla tPA stwierdzono
m.in. w hepatocytach, mézgu, srédbtonku [20]. tPA ma wysokie powinowactwo do
fibryny i jest aktywowany przez jej przylaczenie. Moze to Swiadczy¢, ze gtdbwna
biologiczna rola tPA jest zwigzana z fibrynoliza. tPAjest produkowany przez $rédbtonek
naczyn i uwalniany do krwi.

1.5. uPAR (receptor uPA)

UPAR (receptor uPA) jest czasteczka, zawierajaca trzy bogate w cysteine domeny
potaczone krétkim obszarem tgczacym. Domena korica aminowego (D1) ma aktywnos$é
wigzania uPA; pozostate dwie domeny (D2 i D3) przytaczajgwitronektyne. uPAR moze
tez przytaczaé integryny, w miejscach odmiennych od miejsc taczenia uPA i witronektyny
[4,20]. Uwaza sie, ze uPAR moze by¢ modulatorem funkcji integryn. uPAR taczy sie z
btong komorkowa przez kotwice glikozylo-fosfatydylo-inozytolowa [1]. Pro-uPA i uPA
maja takie same powinowactwo do tgczenia z uPAR. uPAR t3czy sie zdomengpodobng
do naskérkowego czynnika wzrostu (domena GF) czasteczki uPA.
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1.6. Inhibitory aktywatorow plazminogenu

Inhibitory aktywatoréw plazminogenu (PAI) naleza do rodziny inhibitoréw proteazy
serynowej (SERPIN) do podgrupy zawierajgcej arginine w reaktywnym centrum (arg-
SERPIN) [1], Wyrdzniamy dwa inhibitory: PAI-1 i PAI-2.

1.6.1. PAI-1

PAI-1 jestjednotancuchowaglikoproteingwydzielang przez wiele typéw komoérek
(m.in. ptytki krwi, komorki srédbtonka, komorki guza). Oprdocz roli bezposredniej
inaktywacji aktywatorOw plazminogenu (reaguje zaréwno z uPA, jak i tPA), PAI-1
zwigzany w macierzy pozakomaérkowej moduluje okotokomorkowaproteolize, wywotang
przez uPA zwigzany z receptorem. PAI-1 bierze takze udziat w regulacji adhezji i
migracji komorkowej, tgczac sie z biatkiem ECM - witronektyng [10,27],

1.6.2. PAI-2

PAI-2 jestjednotancuchowym biatkiem wytwarzanym m.in. przez monocyty, komorki
trofoblastyczne, komarki guza. PAI-2jest obecny w duzej ilosci w osoczu kobiet ciezarnych.
Jego wiasciwosci inhibicyjne sg 15 razy mniejsze niz PAI-1. Ogoélnie PAI-2 okresla siejako
inhibitor pozakomorkowej proteazy serynowej uPA. Jednakze, wiekszo$¢ nowo-
syntezowanego PAI-2 pozostaje wewngtrz komérki. Ostatnio postuluje sie wewnatrz-
komorkowa role PAI-2 na podstawie obserwacji, ze cytoplazmatyczna ekspresja PAI-
2 chroni komérki przed apoptoza, w ktoérej posredniczy TNF-a. PAI-2 moze wystepo-
waé w dwoch formach: wydzielniczej i cytozolowej. Forma wydzielnicza uczestniczy
w kontroli przebudowy tkankowej i w fibrynolizie. Forma cytozolowa gra wazngrole
w wewnatrzkomérkowej proteolizie w takich procesach, jak apoptoza i zapalenie
[10,20],

1.7. Inne czasteczki zwigzane z systemem aktywacji plazminogenu

W procesach adhezji i migracji komoérek sktadniki systemu aktywacji plazminogenu
wspotdziatajg z innymi czasteczkami. Nalezg do nich: witronektyng i integryny.

1.7.1. Witronektyng

Witronektyngjest glikoproteingobecng w osoczu krwi i pozanaczyniowo w macierzy
pozakomo&rkowej. Przyczynia sie ona do adhezji i rozprzestrzeniania sie komdrek. Koniec
N witronektyny (domena somatomedyny B) tgczy sie zaréwno z PAI-1, jak i uPAR,
ktore konkuruja ze sobg o przylaczenie [6]. Witronektyng przytacza sie rowniez do
integryn, obecnych w btonie komarkowej, ktére wspétzawodniczg o taczenie z PAI-1.
Lt aczenie to nastepuje w miejscu sekwencji RGD (linijna sekwencja arginina-glicyna-
asparaginian /Arg-Gly-Asp/) [1].

1.7.2. Integryny

Integryny sa rodzing transbtonowych glikoprotein. Zbudowane sg z fancuchdéw oc i
[3. Nalezg do czasteczek odpowiedzialnych za adhezje komdrek. Do ligandéw integryn
w macierzy pozakomorkowej nalezy wiele czasteczek, np. kolagen, laminina,
fibronektyna, witronektyna. Integryny gczasie z tymi czgsteczkami w miejscu sekwencji
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KOMORKA ECM

RYCINA 2. Przylaczenie pro-uPA do jego receptora uPAR powoduje aktywacje pro-uPA do uPA.
Kompleks uPA-uPAR (1) powoduje przejscie plazminogenu w aktywna plazmine, ktéra proteolizuje
biatka ECM; (2) moduluje fUnkcje integryn umozliwiajgc im wigzanie sig z niektorymi sktadnikami ECM,
np. witronektyna; (3) aktywuje procesy wewnatrzkomdrkowe majace wptyw na reorganizacje mikrofila-
mentéw aktynowych i miozyny. Wszystkie te trzy procesy umozliwiaja migracje komérek. W przypadku
komérek nowotworowych prowadzi to do naciekania podscieliska i umozliwia przerzutowanie.
Przytaczenie PAI-1 do kompleksu uPA-uPAR powoduje inaktywacje kompleksu i prowadzi do jego
internalizacji (4). Czasteczka uPAR moze podlega¢ recyrkulacji i powraca¢ do btony komérkowej (5)

RGD. Wewnatrzkomorkowe) integryny tgczg sie poprzez uktad wielu biatek z mikrofila-
mentami aktynowymi. To potgczenie integryn, poza- i wewngtrzkomérkowo, umozliwia
poruszanie sie komorki dzieki systemowi mikrofilamentéw aktynowych i miozynowych
przy jednoczesnym umocowaniu w macierzy pozakomérkowej.

2. SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU
W HODOWLACH KOMORKOWYCH

taczenie z UPAR powoduje akumulacje pro-uPA i uPA na powierzchni komoérek.
Badania immunocytochemiczne na hodowlach komérkowych wykazaty, ze uUPAR i
jego kompleksy z pro-uPA i uPA gromadzg sie czesto w specyficznych miejscach -
obszarze kontaktu komorek z podtozem. W czasie migracji komoérek uPAR zwykle
ulega koncentracji na prowadzacym brzegu komaérki. Tym samym lokalizacja uPAR
wydaje sie mie¢ charakter dynamiczny. Aktywacja pro-uPA zwigzanego z uPAR na
powierzchni komérki przebiega duzo szybciej niz aktywacja niezwigzanego pro-uPA.
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Aktywny uPA zwigzany z uUPAR na powierzchni komoérki katalizuje aktywacje
plazminogenu duzo bardziej wydajnie niz niezwigzany uPA. To wzmocnienie aktywacji
pro-uPA i aktywacji plazminogenu przez uPA wydaje sie by¢ spowodowane przez
akumulacje plazminogenu na powierzchni komérki. Najbardziej oczywistg konsekwencja
okotokomérkowego wytwarzania plazminy jest degradacja fibryny i innych biatek
macierzy pozakomorkowej [1].

W hodowlach komérkowych PAI-1 jest zwigzany z witronektyng w podtozu.
Potaczenie PAI-1 z witronektyng moze chroni¢ witronektyne przed degradacjg spowo-
dowang przez uPA.

Duzo uwagi poswieca sie przypuszczeniu, ze kompleks uPA-uPAR moze aktywowaé
wewnatrzkomorkowa kaskade przenoszenia sygnatéw, bez wytwarzania plazminy. Proces
zostaje zainicjowany przez przytaczenie uPA do UPAR, co aktywuje rézne kinazy i dalej
czynniki transkrypcyjne, ktore z kolei moga wptywac poprzez aktywacje syntezy
odpowiednich biatek na strukture cytoszkieletu, adhezje komorek i ich migracje [10,20],
Kompleks uPAR-uPA reaguje z PAI-1; nastepnie moze ulega¢ internalizacji, czyli
endocytozie komplekséw [2,10], Do endocytozy dochodzi przez przytaczenie kompleksu
do receptoréw endocytozy z rodziny LDLR (receptoréw lipoproteinowych o matej gestosci).
UPAR podlega recyrkulacji i moze powraca¢ na powierzchnie komérki [1,10,27],

Klasyczng rolg plazminogenu jest przeciwdziatanie adhezji komoérka-podtoze i
komoérka-komoérka, poniewaz okotokomérkowe powstanie plazminy prowadzi do
degradacji receptoréw adhezji i ich ligandéw w macierzy pozakomorkowej.

W regulacji adhezji komoérek moze mie€ tez udziat zaininicjowanie kaskady sygnatow
wewnatrzkomorkowych przez kompleks uPA-uPAR oraz regulacja funkcji integryn przez
ten kompleks, do ktérej prawdopodobnie dochodzi przez bezposredni pozakomar-kowy
kontakt uPAR-integryny [1], uPAR moze by¢ réwniez receptorem adhezji, gdyz ma
zdolnos¢ taczenia witronektyny. Proces ten jest stymulowany przez uPA, ktérego
przytgczenie do uPAR powoduje zmiany przestrzenne w jego strukturze, eksponujgce
miejsce wigzania z witronektyng, czyli uPA stymuluje taczenie uPAR-witronektyng [20].

2.1. Migracja komorek

Migracja komoérek jest definiowana jako poruszanie sie komorek przez podtoze
macierzy pozakomorkowej, obejmujejej rozciagniecie i przytaczenie integryn lub innych
receptoréw adhezji do ich ligandow w macierzy (takich jak witronektyny) przy
prowadzacym brzegu komorki. Adhezja komoérka-macierz przyjej brzegu prowadzacym
daje site napedowa do pociggniecia komorki do przodu, sita mechanicznajest wytwarzana
przez ukiad aktyna-miozyna. Rozszczepienie kompleksu integryny/ligand umozliwia
retrakcje pozostajacej czesci komorki [1].

UPA moze stymulowac¢ migracje komdrek droga proteolityczngi nieproteolityczna.
W pierwszym przypadku ma to miejsce przez katalizowanie wytwarzania plazminy,
ktéra powoduje degradacje biatek macierzy pozakomérkowej i receptoréw adhezji, co
utatwia uwalnianie pozostajacej czesci komaérki [3].

W przypadku stymulacji nieproteolitycznej efekt ten moze zaleze¢ od wzmocnienia
przez uPA adhezji na brzegu prowadzacym komorki przez stymulacje taczenia uPAR-
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witronektyna [3], od aktywacji kaskady wewnatrzkomérkowego przekazywania sygna-
téw w prowadzacym brzegu komorki [20] oraz od regulacji aktywnosci tgczenia integryn.
Do stymulacji moze tez dochodzi¢ przez wigzanie z PAI-1, co powoduje uwolnienie
jego potaczenia z witronektyng i znosi jego inhibicje w stosunku do gczenia integryn i
witronektyny [1,3].

PAI-1 moze wptywacé hamujaco lub stymulujgco na migracje komoérek. Zalezy to od
hamujgcego wptywu PAI-1 na wigzanie integryn z witronektyna i relatywnego udziatu
tego wiazania w migracji komaorek [5]. PAI-1 moze tez hamowaé¢ migracje komérek
przez inhibicje katalizowanego przez uPA wytwarzania plazminy [3].

2.2. Inwazja komorek w hodowlach komorkowych

Rézne badania w hodowlach komérkowych wykazaty, ze wytwarzanie plazminy,
katalizowane przez potaczenie uPA z uPAR na powierzchni komoérek inwazyjnych jest
czynnikiem wptywajacym na szybko$¢ inwazji w wielu typach komérek. Badania te
wykonano przy uzyciu testow oceniajgcych inwazje w hodowlach komérkowych, takich
jak np. test na inwazje w izolowanej ludzkiej btonie owodniowej, w zelu fibrynowym i
kolagenowym i w innych rodzajach odtworzonej ECM (tzw. Matrigel). Obserwowano,
ze PAI-2 zawsze hamuje inwazje. Obserwacje dotyczace PAI-1 sabardziej réznorodne.
Ta niejednorodno$¢ obserwowanych efektéw dziatania PAI-1 moze mie¢ zwiagzek z
inhibujgcym wptywem na inwazje nadmiernej aktywacji plazminogenu. Mimo ze wysoki
poziom PAI-1 moze chroni¢ macierz pozakomoérkowsg przed proteolizg zalezng od
aktywacji plazminogenu i w ten spos6b hamowac inwazje, to niski poziom PAI-1 moze
by¢ potrzebny do ochrony biatek macierzy pozakomoérkowej niezbednych do migracji
komérek. Wptyw PAI-1 na inwazje wydaje sie by¢ zalezny od ekspresji innych
sktadnikéw systemu aktywacji plazminogenu w komérkach inwazyjnych, od receptorow
endocytozy, integryn i sktadu macierzy pozakomorkowej [1].

3. SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU W PROCESACH
FIZJOLOGICZNYCH | PATOFIZJOLOGICZNYCH

NIENOWOTWOROWYCH - BADANIA NAD MYSZAMI
Z BRAKAMI SPECYFICZNYCH GENOW

Badania te wykazaly, ze u myszy plazminogen -/- oraz u myszy uPA-/- i tPA-/-
powstajgrozsiane ztogi fibryny wewnatrz- i pozanaczyniowo, powodujac rozlegte uszko-
dzenia narzadéw, niska wage ciata i krétki czas zycia. Dlatego uwaza sig, ze fibrynoliza
moze by¢ krytycznai by¢ moze jedyng istotna fizjologiczng funkcjg aktywacji plazmino-
genu [1]. U myszy uPA-/- i myszy plazminogen -/- stwierdzono uposledzona rekrutacje
leukocytéw do miejsca infekcji. UPA ijego prekursory moga stymulowaé chemotaksje
roznych typéw komorek, np. leukocytow, neutrofili i makrofagéw [1]. U myszy uPA-/- w
ciggu pierwszych trzech dni zycia naskorek proliferuje znacznie wolniej niz naskorek
normalnej myszy. Proliferacja normalizuje sie do 5 dnia zycia, a potem stopniowo zmniejsza
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sie z wiekiem, podobnie jak u myszy normalnej, do bardzo niskiego poziomu charak-
terystycznego dla dojrzatego naskérka. Dla kontrastu naskérek myszy tPA-/- wykazuje
normalng proliferacje w kazdym okresie zycia. Mechanizm, w ktéorym uPA promuje
proliferacje naskérka, nie jest jasny. Jednag z mozliwosci jest, ze uPA taczac sie z
receptorem UPAR stymuluje transdukcje sygnatéw. Inna hipoteza zaktada, ze nastepuje
odszczepienie czynnika wzrostu hepatocytéw, ktory jest mitogenem dla keratynocytéw.
HGF jest przeksztatcany do swojej aktywnej formy bezposrednio przez uPA [22].

Wyniki tych obserwacji ukazujg, ze system aktywacji plazminogenu moze petnic
fizjologiczne role niezwigzane z fibrynoliza.

4. SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU
W EKSPERYMENTALNYM TWORZENIU PRZERZUTOW

U ZWIERZAT

Wiele eksperymentéw na zwierzetach wykazato, ze wytwarzanie plazminy
katalizowane przez uPA odgrywa istotng role w procesie tworzenia przerzutéw. Aby
utatwiac ten proces, uPA musi by¢ zwigzane z uPAR.

Ekspresja PAI-2 w komorkach raka hamuje tworzenie przerzutow [1], Brak
spéjnych wynikéw dotyczacych PAI-1. Istniejg badania wykazujace upos$ledzenie
zdolnosci przerzutowania po iniekcji zwierzetom PAI-1, jak i takie, ktére wykazuja
udziat PAI-1 w inwazji komorek raka i angiogenezie.

Angiostatyna hamuje wzrost guza pierwotnego i tworzenie przerzutdéw u zwierzat
przez inhibicje angiogenezy guza, ktéra nastepuje przez hamowanie migracji komorek
srodbtonka i ich proliferacji [1],

5. PROCESY ZACHODZACE W GUZIE NOWOTWOROWYM
ZWIAZANE Z SYSTEMEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU

Sytuacja w guzie in vivo jest duzo bardziej skomplikowana niz w hodowlach
komérkowych, stuzacych do badania roli systemu w migracji komoérek i inwazji. W
guzie nie tylko komérki nowotworowe, ale tez komorki nieztosliwe majg wtasciwosci
migracyjne i inwazyjne, cojest zwigzane z procesem przebudowy tkanek wywotanym
przez komorki raka. System aktywacji plazminogenu moze uczestniczy¢ we wzroscie
guza, inwazji i tworzeniu przerzutdw biorgc udziat w takich wtasnie procesach. W celu
zidentyfikowania procesOw zachodzacych w guzie, w ktérych uczestniczy system
aktywacji plazminogenu, stosuje sie immunohistochemie i hybrydyzacje 7z situ,
uwidaczniajgc komorki wykazujgce ekspresje poszczegolnych sktadnikéw systemu.
Ograniczeniem takich badan jest fakt, ze niekoniecznie musi istnie¢ korelacja miedzy
iloscig okreslonego biatka w okreslonym miejscu i jego funkcjonalnym znaczeniem w
tej lokalizacji. Wyniki poszczeg6lnych badan réznig sie miedzy soba. Jednak ogdlnag
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regulg jest, ze kazdy z elementéw systemu wykazuje ekspresje nie tylko w jednym
typie komérek i ze wzory ekspresji w réznych typach guzéw sa odmienne. Lokalizacja
poszczegoblnych elementéw moze sie rézni¢ w poszczegdlnych guzach w tej samej
tkance, zaleznie od stopnia ich zréznicowania [1].

Obecnosé elementéw systemu aktywacji plazminogenu w komérkach raka sugeruje
ich funkcje w migracji i inwazji komorek raka, ich obecnos¢ w fibroblastach podscieliska
—ich role w desmoplazji i przebudowie podscieliska, natomiast obecnos¢ w komérkach
srodbtonka - role w angiogenezie.

R&zna ekspresja PAI-1 przez r6zne typy komorek i w r6znych typach tkanek moze
by¢ zwigzana z zalezng od nowotworu przebudowg tkanek, przez umozliwienie
odktadania nowej macierzy pozakomérkowej, np. podczas angiogenezy, w obszarach
tkanek o duzej aktywnosci uPA [1].

6. EKSPRESJA ELEMENTOW SYSTEMU AKTYWACJI
PLAZMINOGENU W GUZIE | ROKOWANIE CHORYCH

Ekspresja uPA, PAI-1 i uPAR w ztosliwych guzach u cztowiekajest znaczgco wyzsza
niz w odpowiadajacych im tkankach normalnych [ 13], jednak ich ekspresja w okreslonym
typie guza rozni sie znaczgco miedzy poszczegolnymi pacjentami.

U chorych z duza ekspresjg uPA w komoérkach guza stwierdzono krétszy czas wolny
od choroby i krotszy catkowity czas przezycia w poréwnaniu z chorymi, u ktérych ta
ekspresja byta niska. Niekorzystna rokowniczo wydaje sie by¢ réwniez wysoka ekspresja
PAI-1 i uPAR. Odwrotnie, ekspresja tPA korelowata z dobrym rokowaniem [7].

Wysoki poziom ekspresji uPA obserwowano zaréwno w ludzkich guzach, jak i liniach
komérkowych z rakéw pecherza, piersi, ptuca [17], prostaty [12], jelita grubego [2,15],
jajnika [25,29] i ptaskonabtonkowym raku jamy ustnej [16], Podwyzszona ekspresja
uPA i PAI-1 w rakach jajnika i piersi korelowata z wiekszg inwazyjnoscia, czestoscig
wzndw, krétszym czasem przezycia [6,25,26,27,29]. W raku piersi wykazujgcym wysoka
ekspresje uPA obserwowano zwiekszone ryzyko wczesnych wznéw i zte rokowanie
ze wzgledu na wczesne przerzuty [6,9,11,24], Podobnie gorsze rokowanie miaty chore
na raka piersi z niskg ekspresja tPA [7]. W raku piersi in situ (DCIS) wysoka ekspresja
UPAR znaczgco korelowata z nawrotem choroby [14], Progresja guza i wznowy
zwigzane byty z wysoka ekspresja uPA w raku pecherza.

PODSUMOWANIE

Hipoteza, ze aktywacja plazminogenu jest czynnikiem ograniczajgcym inwazje
guza i tworzenie przerzutéw, znalazta potwierdzenie w wielu badaniach in vitro i in
vivo. Rosngca wiedza na ten temat wykazala, ze system dziata w sposéb duzo bardziej
skomplikowany, niz zaktadano. Wiele wynikéw sugeruje, ze oprécz funkcji zaleznych
od plazminy (tj. degradacji biatek btony podstawnej i macierzy pozakomoérkowej, co
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utatwia inwazje komoérek nowotworowych do otaczajgcych tkanek), system aktywacji
plazminogenu petni tez funkcje niezalezne od plazminy. Na funkcje te skiada sie:
inicjowanie przez potgczenie uPA z uPAR kaskady wewnatrzkomorkowego przenosze-
nia sygnatéw; dziatanie uPAR jako receptora witronektyny i regulatora funkcji integryn;
dziatanie PAI-1 jako regulatora uPAR i taczenia integryn z witronektyna; interakcje z
receptorami endocytozy.

Dynamiczny stan systemu umozliwia przestrzenng i czasowag reorganizacje jego
sktadnikéw na powierzchni komdrek podczas ich migracji i inwazji. Co wiecej, staje sie
pewne, ze system spetnia wiele funkcji w biologii guza. Wydaje sig, ze odgrywa role
nie tylko w migracji i inwazji komorek raka, ale i w przebudowie otaczajacych tkanek.
Przyktadem takich proceséw jest angiogeneza i desmoplazja, czyli stymulacja proliferacji
fibroblastow i syntezy biatek macierzy pozakomérkowej. Procesy te, mimo ze obejmuja
migracje i inwazje komoérek nienowotworowych, maja silny wptyw na wzrost guza i
inwazje, co moze mie¢ duze znaczenie w catym procesie przerzutowania.

Specjalny problem istnieje w rozumieniu roli PAI-1 w biologii guza. Nieoczekiwane
obserwacje, ze PAI-1 jest markerem ziej prognozy, stato sie bodzcem do wielu badan,
jednak nie wypracowano jednolitej hipotezy o roli PAI-1.

Niektére obserwacje wskazuja, ze PAI-1 moze przeciwdziata¢ migracji i inwazji
przez hamowanie uPA, chronigc macierz pozakomorkowa przed proteolizg zalezng od
aktywacji plazminogenu i w ten sposéb hamowac inwazje. Inne popieraja hipoteze, ze
PAI-1 jest niezbedny dla optymalnego dziatania systemu w tych procesach przez
regulacje adhezji komorek i ograniczanie proteolizy w czasie i w przestrzeni.

Ostatnie wyniki sugeruja, ze PAI-1, ktérego ekspresje wykazano w komdrkach
nienowotworowych, odgrywa role we wzroscie guza i jego rozprzestrzenianiu przez
ochrone nowej macierzy pozakomarkowej, powstatej podczas przebudowy tkanek, np.
podczas angiogenezy.
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WYBRANE MECHANIZMY NABYWANIA
ODPORNOSCI ORGANIZMOW NA SRODKI

OCHRONY ROSLIN

CHOSEN MECHANISMS OF ACQUIRING ORGANISMS' RESISTANCE
TOWARDS PESTICIDES

Katarzyna NOWACZYK, Aleksandra OBREPALSKA-STEPLOWSKA

Miedzyzaktadowa Pracownia Biologii Molekularnej, Instytut Ochrony Roslin
w Poznaniu

Streszczenie'. Wystapienie odpornosci jest naturalng konsekwencja zachodzacych nieprzerwanie procesow
ewolucyjnych wywotanych presja selekcyjna. W przypadku stosowania srodkéw ochrony ro$lin presja tg sa
pestycydy, wykorzystywane w celu zapobiegania stratom w uprawach, spowodowanym przez patogeny,
szkodniki itp. Wyksztatcanie przez agrofagi odpornosci na te preparaty jest zjawiskiem stosunkowo czestym,
pojawiajacym sie nawet po krotkim czasie kontaktu z substancjg czynng. Nabycie odpornosci jest najczesciej
skutkiem mutacji punktowych, wptywajacych na zmiane struktury biatek docelowych dla dziatania pestycy-
déw, czy powodujacych zmiane funkcjonalng innych biatek (np. enzymatycznych), lub tez zwiekszonej eks-
presji genéw kodujacych biatka odpowiedzialne za detoksykacje substancji czynnej. Zaréwno mechanizmy
dziatania biocydéw, jak i nabywania na nie odpornosci stanowig bardzo szerokie zagadnienie, w zwigzku z
czym w niniejszej pracy omdwione zostaly wybrane mechanizmy molekularne, wptywajace na pojawienie sie
odpornosci na $rodki ochrony roélin. Podane przykiady dotycza najczesciej wystepujacych szkodnikow i
patogenéw ro$linnych - owadéw, grzybow i patogenicznych bakterii, a takze chwastow.

Stowa kluczowe', odpornos¢, biocydy, patogeny roslin, szkodniki.

Summary. Pests and plant pathogens are important reason of crops’ quality and productivity limitation. Che-
mical drugs and pesticides belong to the most common among the strategies used to restrict losses in agricul-
tural production. However, agrophags frequently acquire the resistance towards these substances, even after
short time of contact with them. The occurring resistance is a natural consequence of the continuous evolutio-
nary processes influenced by the selective pression of pesticides. The resistance results from point mutations
and, in consequence, the changes of target protein’s structure for pesticides or the functional changes of other
proteins, for example enzymes. The matter of the mechanisms of pesticides’ action and the formation of
resistance is very extensive, therefore in this paper only chosen molecular mechanisms, that influence the oc-
currence of resistance towards pesticides are discussed. Given examples had been restricted to the most com-
mon pests and plant pathogens - insects, fungi, pathogenic bacteria, as well as herbs.

Key words: resistance, biocides, plant pathogens, pests.
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WSTEP

Ciagly i szybki wzrost populacji ludzkiej wymaga nieustannego zwiekszania produkcji
zywnosci, a zwlaszcza jej wydajnosci. Jednym ze sposobdéw jest ograniczenie roz-
przestrzeniania sie szkodnikow roélin, powodujacych wraz z chorobami ok. 60% strat
w produkcji roslinnej. Stosowane w ostatnich latach strategie ochrony roslin polegaty
gtéwnie na krétkoterminowych interwencjach wykorzystujacych pojedynczo dostepne
na rynku technologie, szczegdlnie chemiczne pestycydy. Nie prowadzono badan nad
mozliwym wspotdziataniem réznych technologii i ich kompatybilnoscig. Doswiadczenia
ostatnich lat pokazuja, ze im wieksza kontrole udaje sie uzyska¢ nad patogenami roslin
w wyniku dziatan krotkoterminowych, tym wieksze prawdopodobienistwo powaznego
zatamania rownowagi w poddanych im ekosystemach. Szkodniki zawsze wptywaty na
spadek wydajnosci produkciji, jednak wiele z zaistniatych obecnie probleméw wynika z
dziatan podjetych w celu ochrony roslin [39]. Jednym z takich problemoéwjest pojawienie
sie odpornosci u patogenow i szkodnikéw roslinnych na stosowane przeciw nim $rodki.

Biocydy (ksenobiotyki) to substancje lub mieszaniny substancji przeznaczone do
zwalczania chwastow, szkodnikéw i patogendw roslin. Sgto zwykle zwigzki organiczne
lub mineralne, toksyczne w okreslonych stezeniach dla kazdej zywej komorki [28], Do
ich najwazniejszych cech naleza: wysoka aktywno$c¢ i duza selektywnos$¢, decydujgca
o szybkosci dziatania zwigzku i liczbie koniecznych aplikacji. Istotny jest takze czas
rozktadu substancji w srodowisku i jego ewentualny toksyczny wptyw na cztowieka i
zwierzeta.W tabeli | przedstawiono podziat pestycydéw ze wzgledu na grupy
organizméw, na ktore dziataja.

Najliczniejsze i najczesciej stosowane sgorganiczne biocydy, czyli chemiczne srodki
ochrony roslin, zywnosci i cztowieka, uniemozliwiajace lub ograniczajace rozwoj
mikroorganizmoéw odpowiedzialnych za biologiczny rozktad roslin, $rodkéw spozywczych,
przemystowych i tworzyw. Nalezag do nich m.in. aminy, amidy, fenole i ich pochodne,
sulfidy, karbaminiany, izotiazole, tioftalimidy, pochodne triazynowe i inne [30].

PRZYKELADOWE MECHANIZMY DZIALANIA PESTYCYDOW

Oméwienie mechanizméw nabywania odpornosci na srodki ochrony roslin wymaga
uprzedniego zapoznania sie ze sposobem dziatania najczesciej stosowanych substancji.
Nabywanie odpornosci jest zwykle zwigzane z modyfikacja struktur lub czasteczek
docelowych dla biocydéw lub tez ze zmianami w transporcie substancji czynnej wewnatrz
organizmu patogena. W celu petniejszego obrazowania efektéw zmian w genomie
patogendéw roslinnych, w niniejszej pracy przedstawiono przyktady dziatania zwigzkéw
stosowanych w ochronie roslin. Do najczesciej spotykanych patogenéw i szkodnikéw
roslinnych naleza bakterie, grzyby, owady oraz chwasty. Z tego wzgledu liczbe przykia-
déw ograniczono do zwigzkéw skierowanych przeciwko tym organizmom.
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TABELA 1. Podziat biocydéw w zaleznosci od typu zwigzku, jego wiasciwosci
lub organizmu docelowego (wg [30], zmodyfikowano)

Podziat biocydéw w zaleznosci od organizméw docelowych
Bakteriocydy - zwalczajgce bakterie

Zoocydy - zwalczajgce organizmy zwierzece:
Insektycydy - $rodki owadobdjcze
Rodentycydy - $rodki gryzoniobdjcze
Moluskocydy- $rodki mieczakobojcze
Nematocydy - $rodki nicieniobdjcze

Larwicydy - $rodki larwobdjcze

Aficydy - $rodki mszycobojcze
Akarycydy - $rodki roztoczobdéjcze
Owicydy - Srodki niszczace jaja i roztocza

Fungicydy - zwalczajace grzyby
Herbicydy - zwalczajace chwasty
Podziat biocydéw w zaleznosci od typu zwigzku chemicznego - przykfady

N ieorganiczne zwigzki rteci, cynku, miedzi, arsenu, fluoru, siarka, boraks,
chloran sodu

Metaloorganiczne alkilowe pochodne cyny (estry i etery tributylocyny), miedzi,
cynku, manganu i rteci

Organiczne aminy, amidy, chlorowane i niechlorowane pochodne
fenolowe, bifenole, sulfidy, karbaminiany (ditiokarbaminian,
aminokarb, propoxur, karbaryl), izotiazole, tioftalimidy,
pochodne triazynowe (symazyna, atrazyna, propazyna)

Podziat biocydéw w zaleznosci od wiasciwosci zwigzku chemicznego - przyktady

Utleniajace brom, bromochlorohydantoina, chlor, dwutlenek chloru, jod,
estry kwasu izocyjanurowego

Nieutleniajgce bromonitropropandiol, bromonitrostyren, karbaminian, aldehyd
glutarowy, izotiazol

Bakteriocydy

Stosowane w rolnictwie srodki bakteriobdjcze stanowig duzg grupe, w skiad ktorej
wchodzg gtéwnie antybiotyki, sulfonamidy, pochodne 8-hydroksychinoliny i in. Anty-
biotyki, stanowig bardzo liczng grupe zwiazkdéw i nie beda szczegétowo omawiane w
niniejszej pracy.

Podstawowe mechanizmy dziatania bakteriocydéw polegaja na rozbijaniu struktury lub
zmianie przepuszczalnosci $ciany komérkowej, hamowaniu proceséw energetycznych oraz
biosyntezy. Przyklady zwigzkdw dziatajgcych bakteriob6jczo przedstawiono w tabeli 2.
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TABELA 2. Przykiady bakteriocydéw (wg [18], zmodyfikowano)

Elementy/mechanizmy komorki Przykiady zwigzkéw
docelowe dla bakteriocydu

Sciana komoérkowa bacytracyna, cefalosporyny, penicyliny
Btony komdrkowe jonofory, polimyksyny

Synteza biatek aminoglikozydy, chloramfenikol, tetracyklina
Synteza RNA rifamycyna

Synteza DNA chinolony

Synteza kwasu foliowego sulfonamidy

Jednym ze zwigzkéw stosowanych jako skiadnik preparatow bakteriobdjczych jest
inhibitor syntetazy glutaminy, fosfinotricyna (PPT). Zwigzek ten jest analogiem kwasu
glutaminowego toksycznym dla bakterii i roslin. Forma stosowangw ochronie roslin jest
tripeptyd L-alanino-L-alanino-fosfinotricyna, z ktérego komoérkowe peptydazy odcinajgdwa
aminokwasy, a powstata fosfinotricyna dziata jako kompetycyjny inhibitor syntetazy
glutaminy. Blokada enzymu przyczynia sie do raptownego zwigkszenia wewnatrz-
komérkowego poziomu amoniaku, co skutkuje rozbiciem struktur btonowych, a u roslin
dodatkowo zahamowaniem fotosyntezy. Konsekwencjajest Smier¢ organizmu [21].

Sulfonamidy sgkompetycyjnymi inhibitorami syntazy dihydropteronianu, analogami
kwasu p-aminobenzoesowego. Dziatanie antybiotyku zaburza wewnatrzkomaorkowy
metabolizm bakterii blokujgc synteze kwasu dihydrofoliowego, co w konsekwencji
prowadzi do zahamowania biosyntezy puryn i pirymidyn oraz nukleotydowych kofak-
toréw, takich jak NAD [17,29].

Czwartorzedowe zwiazki amoniaku (np. chlorek benzalkoniowy) wptywajg na
przepuszczalno$é bton bakteryjnych i powodujgkoagulacjecytoplazmy. Stosowane sagtownie
przeciw bakteriom Gram+, ale tez niektrym Gram-, wirusom, grzybom i pierwotniakom [40].

Insektycydy

Sposréd preparatow insektycydowych najliczniej reprezentowang grupa saneuroto-
ksyny, dziatajace na receptory synaptyczne, acetylocholinesteraze lub aksony komérek
nerwowych owada. Dziatanie insektycyddw nalezacych do grupy tzw. insektycydow
o niekonwencjonalnym mechanizmie dziatania polega na zaburzeniu rozwoju biologicz-
nego owadodw, ich zerowania i komunikacji osobniczej. Tego typu preparaty blokuja
m.in. synteze chityny czy receptory bton komoérek nabtonkajelita sSrodkowego.

Hamowanie aktywnosci acetylocholinesterazy (AChE), enzymu hydrolizujgcego
acetylocholing w synapsach nerwowych, zachodzi na zasadzie inhibicji kompetycyjnej.
Zwigzki fosforoorganiczne bedace sktadnikami preparatéw insektycydowych sghydrolizo-
wane przez AChE, czego skutkiem jest fosforylacja seryny w miejscu aktywnym enzymu
i kilkudniowa blokada jego aktywnosci, prowadzaca do $mierci owada [35].
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Jako tzw. bioinsektycydy stosuje sie pochodne toksyn bakteryjnych - grupy
bioinsektycydowych biatek krystalicznych (Cry) produkowanych przez Bacillus
thuringiensis . Do tej pory zsekwencjonowano ponad 100 gendéw kodujacych biatka
Cry. Sato sekwencje o wysokim stopniu zmiennosci, czesto kodowane przez plazmidy
jako fragmenty wiekszych struktur, zawierajgcych ruchome elementy genetyczne.
Toksyczne dziatanie tych biatek zostato stwierdzone dla wielu gatunkéw owadéw, jak
réwniez dla niektorych nicieni i pierwotniakéw. Krysztaty biatkowe po spozyciu ulegajg
solubilizacji, a uwolnione protoksyny podlegajg obrébce proteolitycznej wjelicie owaddw.
Powstate toksyny wigza sie z receptorami powierzchniowymi komaorek nabtonkajelita
srodkowego, wnikajg w btony i formuja nieselektywne kanaty jonowe lub pory. W
wyniku niekontrolowanego naptywu wody i jondw komaorki peczniejg i nastepuje ich
liza. Geny kodujace krystaliczne biatko B. thuringiensis wykorzystuje sie réwniez do
transformaciji roslin w celu uzyskania odmian odpornych na owady. Toksycznos¢ biatek
Cry jest wysoce specyficzna i ogranicza sie do niektorych grup owadow i bezkregow-
cow. Z tego wzgledu B. thuringiensisjest obecnie najszerzej stosowanym pestycydem
pochodzenia biologicznego [33].

Potencjalnym bioinsektycydemjest réwniez neurotoksyna z jadu pajgka — atracotoksyna.
Blokuje ona bramkowane napieciem kanaty wapniowe w btonie komérkowej neuronéw [42],

Dziatanie owadobéjcze bedace wynikiem specyficznego blokowania kanatow
jonowych wykazujg tez syntetyczne insektycydy organiczne (pyretroidy, cyklodieny).
Blokujg one kanaty sodowe w ostonce neuronéw, doprowadzajac do hiperpolaryzacji
btony, blokady przewodzenia impulsow i paralizu uktadu nerwowego [8,34,46].

Fungicydy

Wiekszos¢ fungicydéw wplywa hamujgco na procesy zwigzane z biosyntezg oraz
podziatemjadra komorkowego, funkcjonowaniem btony cytoplazmatycznej i mitochondridw,
atakze na przemiany energetyczne. Natomiast tzw. fungicydy trzeciej generacji wzbudzajg
reakcje odpornos$ciowe roéliny, dziatajac jak abiotyczne induktory (elicitory).

Zanajbardziej aktywne grzybobdjczo uwaza sie pestycydy blokujace podziatjadra
komdrkowego i biosynteze ergosterolu. Podziaty mitotyczne sg hamowane przez zwiagzki
benzimidazolowe (karbendazym, tiabendazol, benomyl, tiofanat metylu). Dziatanie tych
zwiazkow polega na blokowaniu kurczliwosci mikrotubul wrzeciona kariokinetycznego,
po zwigzaniu sie herbicydu z podjednostka p biatek tubulinowych. Do fungicydow
blokujgcych synteze ergosterolu (IBE, inhibitory biosyntezy ergosterolu) nalezg zwiazki
triazolowe, imidazolowe i strobilurynowe [2].

*Owadzi patogen B. thuringiensis nalezy do bakterii Gram (+) produkujacych przetrwalniki.
Podczas stacjonarnej fazy wzrostu produkuje krystaliczne biatko (Cry) o wiasciwosciach owa-
dobojczych. Toksyczne biatka kodowane sg przez licznie wystepujace w genomie bakterii pla-
zmidy. Zaobserwowano interakcje (synergistyczne, jak i antagonistyczne) pomiedzy toksynami
pochodzacymi z réznych szczepéw B. thuringiensis. B. thuringiensis oficjalnie jest gatunkiem
odrebnym od B. cereus, lecz metody biochemiczne i morfologiczne, a nawet niektore z metod
molekularnych nie pozwalaja na jednoznaczne rozréznienie obu gatunkéw. Cze$é badaczy po-
stuluje wiec traktowanie ich jako cztonkéw tego samego gatunku (B. cereus).
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Zwiazki metali, siarki oraz wiekszos¢ fungicydéw aromatycznych to niespecyficzne
inhibitory enzyméw uczestniczacych w przemianach energetycznych. Zaburzenia
przemian energetycznych mogatez wynikac z uszkodzen btony lub zaburzenia transportu
elektronéw przez btone mitochondrialng. Zahamowanie biosyntezy biatek polega
najczesciej na zaktéceniu reakcji wigczeania aminokwaséw do kompleksu polipepty-
dowego. Taki sposdb dziatania charakteryzuje organiczne zwiazki fosforu. Uszkodzenie
biatek btony komérkowej zaktécajej przepuszczalnose [2], a stymulacja wzrostu stezenia
akumulowanego glicerolu wywotuje w komaorkach stres hiperosmotyczny [45]. Sposoby
dziatania fungicydéw oraz przyktady substancji czynnych przedstawiono w tabeli 3.

TABELA 3. Przykfadowe fungicydy oraz sposéb ich dziatania

Sposéb dziatania fungicydu

Blokada podziatu mitotycznego *

Blokada biosyntezy ergosterolu

Zahamowanie biosyntezy biatek

Zahamowanie biosyntezy RN A

Zaburzenia przemian energetycznych:
- uszkodzenia bton mitochondrialnych
- wakuolizacja wewnetrznej btony
mitochondrialnej

Zaburzenia przemian energetycznych
- zahamowanie transportu elektronéw
przez btone mitochondrialng

Zaburzenia przemian energetycznych
- niespecyficzna inhibicja enzyméw

Zaklocenie przepuszczalnosci btony
komarkowej

Stres hiperosmotyczny

W?zbudzenie reakcji odpornosciowe;j
roéliny

Przyktady zwiazkéw

zwigzki benzimidazolowe (karbendazym, tiabendazol,
benomyl, tiofanat metylu)

zwigzki triazolowe, imidazolowe, strobilurynowe (IBE)
organiczne zwiazki fosforu (pirazofoz), niektére
fungicydy dichlorofenyloamidowe procymidon,

iprodion, winktozolina)

zwigzki fenyloamidowe (metalaksyl)

zwigzki difenyloamidowe, dinokap
terrazol

zwigzki strobilurynowe
zwigzki metali (miedzi, cyny, rteci), zwigzki siarki
tiokarbaminiany, fungicydy aromatyczne

dodyna (monooctan guanidyny, kationowy surfaktant),
tridemorf

fungicydy fenylpirolowe

fosetyl glinu

Litera-
tura

[2

[2

[2

[2

[22]
[22]

[22]

[22]

(2]

[45]

(43]

*) Dziatanie tych zwigzkéw polega na blokowaniu kurczliwosci mikrotubul wrzeciona kariokinetycznego,
po zwigzaniu sie fungicydu z podjednostka (3 biatek tubulinowych
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Herbicydy

Dziatanie herbicyd6w polega gtéwnie na blokowaniu syntezy aminokwaséw, karote-
noidéw lub lipidéw, a takze na zaburzeniu cyklu wzrostowego ro$liny. Wiele zwigzkow
dziata tez poprzez hamowanie transportu elektronéw w chloroplastach.

Przyktadem zwigzkéw uszkadzajacych elementy fotosystemu moga by¢é DCMU
(dichlorofenylodimetylomocznik) i Parakwat (dichlorek 1,1 ’-dimetylo-4,4’-dipirydylu).
DCMU blokuje przeptyw elektronéw pomiedzy fotouktadami PS Il i PS | przy
przenosniku elektronéw - czasteczce ubichinonu Qv ktéra jest potaczona z druga
czasteczka ubichinonu QB. Struktura QB decyduje o powstaniu potaczenia z QA W
przypadku zablokowania transferu elektronéw miedzy czasteczkami ubichinonu (na
skutek dziatania herbicydu lub np. mutacji w genie kodujgcym Qx) mozliwe jest
powstanie mutacji, zmieniajacej strukture QB, co decyduje o powstaniu alternatywnego
potgczenia miedzy biatkami, a zatem o odpornosci na DCMU.

Parakwat przechwytuje elektrony przekazywane pomiedzy PS | i NADP+, dziatajac jako
egzogenny akceptor elektrondw i przekazujacje nastepnie natlen. Skutkiem nieprawidtowego
transportu elektronéw jest powstawanie w chloroplastach rodnikéw ponadtlenkowych O," i
uszkodzenie sktadnikéw chloroplastu, w szczegolnosci lipidéw i biatek [28],

2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) nalezy do pochodnych fenoksykwasow
i dziatajak regulator wzrostu roslin podobny do auksyn. W wigkszych stezeniach niszczy
rosliny dwuliscienne, zmuszajac je do nadmiernie szybkiego wzrostu, w wyniku czego roslina
ginie. Roslinyjednoliscienne majg szybki sposéb detoksykacji 2,4-D, dlatego herbicyd ten
stosuje sie do zwalczania dwulisciennych chwastoéw w uprawach jedno-lisciennych [28].,

Glyfosat to herbicyd o szerokim spektrum dziatania. Blokuje on aktywnos$¢ syntazy
kwasu 5-enolopirogrono-3-fosfoszikimowego (EPSPS), ktdra uczestniczy w biosyntezie
aminokwaséw aromatycznych. Herbicyd jest nieszkodliwy dla zwierzat, niedokonu-
jacych syntezy tych aminokwasow [28],

Do inhibitoréw syntazy acetylomleczanowej (ang. acetolactate synthase, ALS)
nalezg herbicydy sulfonynolymocznikowe oraz imidazole. Inhibitory ALS wptywajana
zahamowanie szlaku metabolicznego leucyny, izoleucyny i waliny poprzez zablokowanie
jednego z dwdch (lub obu) miejsc w czgsteczce enzymu. Herbicydy moga hamowac
wzrost komarek poprzez inhibicje syntazy celulozowej, prawdopodobnie blokujac miejsce
wigzania pewnych regulatoréw lub fragment biatka odpowiedzialny za formowanie
poru, ktérym taricuchy celulozowe przechodzg przez btone komérkowa. Przyktadem
tego typu herbicyd6w satiazolidinony i izoksaben [32].

Do najczesciej stosowanych nalezg herbicydy triazynowe, mocznikowe, karbami-
nianowe, tiokarbaminianowe, amidowe i fenoksyalkanokarboksylowe. Wprowadza sie
tez herbicydy nowego typu - fotodynamiczne. Sgto herbicydy o strukturze dwupiers-
cieniowej typu difenyl-eter (np. acifluorfen, oksyfluorfen), dziatajgce na zasadzie inhibicji
kompetycyjnej w miejscu przytgczenia naturalnego substrato dla oksydazy protopor-
firynogenu IX. Jest to ostatni enzym szlaku biosyntezy tetrapirolu, ajego zablokowanie
prowadzi do akumulacji protoporfirynogenu 1X. Wynikiem jest absorpcja energii $wietlnej
przez protoporfirynogen IX, fotooksydacja i uwolnienie toksycznych dla komorki
reaktywnych form tlenu [19].
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Herbicydy dziataja selektywnie w zaleznos$ci od rozmieszczenia systemu korzenio-
wego chwastéw i roslin uprawnych w glebie. Substancje te dziatajg na systemy
enzymatyczne, funkcjonujace w okreslonych, wyspecjalizowanych tkankach, dlatego
docelowe miejsce dziatania herbicyddéw w roslinie odgrywa réwniez duzg role.
Odpornos¢ na herbicyd moze by¢ wynikiem stabego przemieszczania sie tego zwigzku
do tkanki docelowej, na przyktad wierzchotkdw wzrostu.

Selektywnos¢ dziatania herbicydu w stosunku do okreslonych gatunkéw roslin wynika
gtéwnie ze zdolnosci pewnych roslin (np. uprawnych) do jego detoksykacji. Odpornosc
na 2,4-D polega najego szybkim metabolizowaniu. Moze sieto odbywac¢ drogghydroksylacji
pierscienia aromatycznego, przytaczenia glukozy lub kwasu aspara-ginowego przy grupie
karboksylowej, jak tez poprzez reakcje utlenienia tancucha bocznego, ktérego usuniecie
powoduje zanik aktywno$ci hormonalnej. Zbyt wolne przeprowadzanie tej ostatniej reakcji
jest przyczyng wrazliwosci chwastow dwuli$-ciennych na ten herbicyd [15]. Kazdy
herbicyd w stezeniu wiekszym niz stezenie niszczace okre$lona grupe chwastow moze
uszkodzi¢ lub zniszczy¢ takze rosling uprawna.

DZIALANIE PESTYCYDOW NA ORGANIZMY INNE
NI1Z DOCELOWE

Wptyw biocydéw na rosliny uprawne moze mie¢ dwojaki charakter. Zazwyczaj dziatania
pozytywne przewazajg nad szkodliwymi skutkami ubocznymi ich stosowania. Cze$¢
pestycydéw, jak fungicyd kaptan, moze korzystnie wpltywa¢ na wzrost lisci i pedéw,
intensywno$¢ fotosyntezy oraz zabarwienie owocow poprzez stymulacje gromadzenia
antocyjandw w skoérce owocéw, np. jabtek [2]. Stosowanie fungicydéw chroni rosliny
przed akumulacjg mykotoksyn w tkankach, a herbicydéw - przed nadmierng konkurencja
o wode i energie Swietlng [28]. W wielu przypadkach trudno jest jednak wyeliminowac
negatywny wptyw pestycydoéw na rosliny uprawne. Stosowa-ne substancje sg czesto
toksyczne dla roslin, wywotujac powstawanie nekroz na lisciach, kwiatach i owocach.
Zwigzki miedzi i siarki moga przyczyniac¢ sie do silnego uszkodzenia lisci i owocéw, a
nieorganiczne zwigzki siarki powodujg ponadto zahamowanie fotosyn-tezy. Substancje
te zwiekszaja réwniez transpiracje kutykulamag kosztem zatrzymania transpiracji
szparkowej. Z kolei zaprawy do nasion czesto obnizajazdolnosc¢ i energie ich kietkowania.

Wiekszos¢ chemicznych pestycydéw ma bardzo szerokie spektrum dziatania
i niszczy, oprocz szkodnikéw, takze organizmy pozyteczne, wywotujac niekorzystne
zmiany w sktadzie i strukturze fauny glebowej [30], Powszechne stosowanie srodkéw
ochrony roslin, atakze nieorganicznych nawozow wptywa redukujgco na produktywno$é
i jakos¢ gleby, ktoéra w pewnym stopniu zalezy od proceséw fizjologicznych zyjacych w
glebie mikroorganizmow. Pestycydy mogawptywac na gestos¢ wystepowania glebo-
wych bakterii i grzybow, ich aktywnos$¢ i wzrost, przyczyniajgc sie do niekorzystnych
zmian w liczebnosci i strukturze populacji tych mikroorganizmoéw. Zmiany te prowadza
do spadku réznorodnosci i zaniku funkcji mikrorganizmoéw glebowych i zachwiania
réwnowagi dynamicznej srodowiska glebowego [13].
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Stosowanie chemicznych $rodkéw ochrony roslin nie pozostaje réwniez bez wptywu
na cztowieka. Pestycydy wywierajg duzy wptyw na system immunologiczny oséb
pracujacych przy ich produkcji, stosujacych je rolnikéw, a takze mieszkancow terenéw
rolniczych oraz konsumentéw wyprodukowanej przy ich uzyciu zywnosci. Wptyw ten
jest najczesciej immunosupresywny, czasem jednak immunostymulujacy, w zaleznosci
od rodzaju stosowanego srodka oraz dawki. Immunosupresja zwieksza ryzyko wysta-
pienia nowotworéw. Immunostymulacja przyczynia sie do pojawiania sie choréb
autoimmunologicznych i alergii [41],

Dyrektywy Unii Europejskiej $ci$le okreslajgrodzaj i ilos¢ zwigzkdéw stosowanych
jako biocydy, wprowadzanych na rynki krajéw UE. Wyklucza sie uzycie zwigzkow
dziatajacych niekorzystnie na organizm, np. wydzielajacych formaldehyd, tworzacych
rakotwdrcze nitrozoaminy. Takze produkty przemian chemicznych i mikrobiologicznych
uzywanych pestycydoéw nie moga wykazywac¢ dziatania toksycznego, rakotwoérczego,
uczulajacego itp. [30], Pestycydy organiczne majag okreslony czas trwatosci, determi-
nujacy czas karencji (najkrétszego okresu, jaki musi uptyng¢ od ostatniego kontaktu
roslin z preparatem do terminu ich zbioru i spozycia) [28].

MECHANIZMY NABYWANIA ODPORNOSCI
NA SRODKI OCHRONY ROSLIN

Rozwdj odpornosci na pestycydy jest procesem ewolucyjnym, w ktérym dany pestycyd
dziata jako presja selekcyjna na populacje zréznicowang genetycznie pod wzgledem
odpornosci naniego. Tempo tego procesu zalezy od zréznicowania genetyczn-ego tej populacji
oraz od intensywnosci selekcji [23], Okreslenie charakteru odpornosci i zidentyfikowanie
odpowiedzialnych za ten mechanizm mutacji powinno w przysztosci pozwolié, w powigzaniu
z badaniami z dziedziny genetyki populacyjnej i ekologii, na stworzenie zintegrowanych
technik ochrony roélin (ang. Integrated Pest Management, IPM) [39],

Wrazliwo$¢ organizmu na dany zwigzek zalezy od trzech cech: istnienia w komadrce
elementu docelowego dla pestycydu, posiadania mechanizmu transportu substancji do
whnetrza komorki oraz braku enzyméw inaktywujacych lub modyfikujacych te zwigzki.
Zmiana ktérejkolwiek z tych cech prowadzi do nabycia odpornosci przez organizm
[18].W kazdej populacji, obok dominujacych form wrazliwych, mogaw wyniku mutacji,
krzyzowania i heterokariozy (u grzybow) pojawic¢ sie osobniki odporne. Formy te,
poczatkowo nieliczne, wskutek selekcyjnego dziatania pestycydu, stopniowo zaczynajg
dominowac w populacji. Prawdopodobienstwo nabycia odpornosci w duzym stopniu,
obok zmiennosci gatunkowej organizmu, zalezy od mechanizmu dziatania zwigzku.
Pestycydy dziatajgce na kilka uktadow enzymatycznychjednoczesnie (np. zaktdcajace
funkcje energetyczne) stwarzajg mniejsze niebezpieczeristwo uodpornienia sie osobnika
niz zwiazki selektywne, dziatajgce na scisle okreslone funkcje. Odporno$é na pestycydy
wchodzgce w specyficzne reakcje z elementami komoérki (np. inhibitory syntezy
ergosterolu-zwigzki benzimidazolowe) wyksztatca sie czesto w bardzo krétkim czasie
na skutek pojedynczych mutacji punktowych. Przykiady mutacji punktowych nadajg-
cych odpornos¢ przedstawiono w tabeli 4.
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Mozliwe jest réwniez wystgpienie zjawiska odpornosci krzyzowej, polegajacego na
wyksztatceniu odpornosci na kilka substancji, nalezacych do grupy zwigzkéw o podobnym
mechanizmie dziatania. Zablokowanie mechanizmu dziatania substancji czynnej pozwala
na uodpornienie si¢ na kilka zwiazkéw w wyniku kontaktu tylko z jednym z nich.

Przyktadem moze by¢ powigzanie odpornosci bakterii na streptomycyne z odpornoscia na
inne antybiotyki zgrupy aminoglikozydéw (odpornosé krzyzowa miedzy metycyling, streptomycyng
i tetracykling) [9]. U grzybow czesto wystepuje zjawisko nabywania odpornosci krzyzoweyj,
ktdrego przyczynajest naduzywanie fungicydoéw benzimidazolowych, dikarboksyimidowychi
fenyloamidowych [2], Zalezno$ci miedzy nabywaniem odpornosci na najczesciej stosowane
insektycydy przedstawiono na rycinie 1.

Dziatanie presji selekcyjnej w kierunku zwiekszania puli genéw odpornosci
w populacji przejawia sie juz w najwczesniejszych stadiach rozwoju organizmow.
Przyczynagbardzo szybkiego uodpornienia sie chwastow na herbicydy - inhibitory ALS
jest wystapienie mutacji punktowych w genie enzymu syntazy acetylomleczanowe;j.
Uwaza sie, ze na stupku kietkujg jedynie zmutowane ziarna pytku, co zwieksza
prawdopodobienstwo utrzymania sie i rozprzestrzenienia mutacji w populacji [12].

Ewolucyjny proces nabywania odpornosci na srodki ochrony roslin moze stuzy¢
jako dobry model adaptacji organizméw. Adaptacja ta moze odbywac sie r6znymi
drogami, ktére zazwyczaj determinujg szybkos¢ wyksztatcenia odpornosci oraz jej
mechanizm. Przyktady niektérych mechanizmdw nabywania odporno$ci zaprezentowano
w tabeli 5.

Mutacje punktowe powodujace zmiane wihasciwosci
i/lub struktury biatka docelowego

Mutacje punktowe moga zmienia¢ konformacje miejsca wigzania pestycydu do
biatka, przez co wigzanie z pestycydemjest nietrwate lub wrecz niemozliwe. Przyktadem
moze by¢ mutacja w genie kanatu sodowego owadéw, powodujaca niewrazliwosé
tego kanatu na pyretroid [46]. Za zmiane w interakcji enzymu z inhibitorem (tzw.
herbicydami typu fop i dim — haloxyfop, sethoxydim) odpowiada tez mutacja punktowa
w genie plastydowej karboksylazy acetylo-CoA, dzieki czemu herbicydy te nie inak-
tywujgdocelowego enzymu [44]. Ocenia sie, ze minimum 5 roznych mutacji punktowych
W miejscu wigzania insektycydu przez AChE odpowiada, pojedynczo lub wspdlnie, za
zréznicowany stopien odpornosci na zwiagzki fosforoorganiczne i insektycydy
karbamylowe [3,35].

Dwie mutacje punktowe powodujgpowstanie izoformy syntazy celulozowej niewrazliwej na
herbicydy izoksabenowe i tiazolimidowe [32]. Z kolei, wywotane mutacjami punktowymi
zmniej szone powinowactwo enzymu sterolo-14oc-demetylazy do fungicyddw Imidazolowychi
triazolowych odpowiada za znaczne zmniejszenie skutkéw dziatania prochlorazu i innych
fungicyddw nalezacych do tych grup [8].

Zmutowane odporne biatko moze by¢ jednak mniej stabilne, przy czym stabilnos¢ jest
skorelowana z liczbg mutacji punktowych w pierwotnym genie. Zaleznos¢ takg udoku-
mentowano w przypadku zmutowanego genu dla AChE u Drosophila melano-gaster [35].
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KARBAMINIANY acetylocholinesteraza

esterazy ZWIAZKI
FOSFOROORGANICZNE

PYRETROIDY
kdr *

DDT

oksydazy

REGULATORY

WZROSTU
I'WERMEKTYNY**

RYCINA 1. Zaleznosci w wystepowaniu odpornosci krzyzowej na najczeéciej uzywane grupy
insektycydéw. W ramkach podano grupy zwigzkéw bedacych sktadnikami preparatéw insektycydowych.
Kursywa wypisane zostaty nazwy enzyméw detoksykujacych odpowiadajgcych za odporno$é na dane
grupy insektycydéw (wg [3], zmieniono): kdr (ang. knockdown resistance) — odporno$¢ na szok,
odpornos¢ uktadu nerwowego owadow na paraliz wywotany insektycydami blokujacymi kanaty jonowe;
** — jwermektyny nalezg do syntetyzowanych przez bakterie z rodzaju Streptomyces zwigzkéw z grupy
laktonéw makrocyklicznych stosowanych jako nematocydy i insektycydy, blokujg bramkowane kwasem
glutaminowym kanaty sodowe bezkregowcow, co prowadzi do paralizu miesni



K. NOWACZYK, A. OBREPALSKA-STEPLOWSKA

150

>

- g2 al0|yd) pAaoispeg

ey . 3£2A omojozepiut ApAoibun4
amopiullAsyogienp
W W oo =auojondjAwy ApAoibung

o tu/_< o uajionjjoe

(K12) Ap, 3
wo= O (/) o3 o IMmojozepiu

pAo1048H

#esulolg
gAa16un4

pronaiAd) ApA:aApiasul

¥*N oM UelsorlojyoA1g4eH

1
1xodoud) 8-2Q ulreqie
£1 ) Uleqiey

[eoges>o Buoulpijozer

oWy sojouebIo Azz0APBSU]
Qe pronaiAd) ARoAResul

N

0 ~odoud) m>.n#. w W

) PR ) durn NSojourhio.<(Y)
wixodoid) sV

D PUBW) 3L |NSOJ0URHIO M
p1onalhd) o

%) T o umsxo

Wy
i 1o
Wy
>0

sod dAL

famoxow
AunuApfe podsul

10tg YoAMOZOZSNl MOSEM NPep|s euelwz —
<smouolq Adwod zazid npAaAised siuemnsn —
AuzoAyawsosadiy sans @

1zpaimodpo M mopeuBAs 7 Ipsueal mejzs zeuny dvIN efoemApfeiadiy —

dfemulsIU eIoNqIyUl
JEIETTATETT]o)
Aueuzaiu

mou01dadal op A1
A

o J8jod "X| nuabouAiipiodolosd AzepAsyo 0=

0 npAoiguay eluazokhzid nosleiw m Aueiwz

- JEUIAW - MOPERMO 319131 M YoAMONIQWIO
[elq eiuezobAzid yoeaslolll M UeIWZ S|8Im
aWaP-BYT-«{043]S BMIoR,MOUIMOd BURIWZ

1[oeinw yanysm og S

101Y20)Ap AzeusBAsye w1 nuaB mdAiysuel) 1950u]1 RIS BIUIZSHIIMZ —

yoAmouonein|f zesagsuel) efsaidsyapeu —

Azelaise nd[ox Aqzol) 1s04zm

o= u0IY201Ad AzeusbAsyoou«ow efsaidsyapee

m 030 Azeyuks nusb aluoiBar WAUMATEMIBSUOY Sls M efoenur —
npAoAp|B©
s Ay mAzesersd 1950UZ013A28dS BUBIWZ ‘nSemdoulwe T euelw —
(&b

aroulwe-A nsieMY) Ygyo 9z101dadal M nseimyoulle euejw —
H 331Ad ewezen nosfaiw M ofiamopos nyeuey alusb m eforinu —

3 oum O

es
-C
cJ
=
1
mo
es
3
=

npAaAisad
enyefeizp
MOYINXS
eloezipewiunn

obamoaoop
eY[eIq Op
emioeMUdUIMOd
eURIWZ n|
efsaidsyopeN

v = 1osou
.nwhcm_EN

nuab11doy
eloeyuduny

~aopjund
«3oeiny

¥ oniodpo
g19Ageu
- Xs 0

ApRakisad eu urjsos moxiupodzs + mousholed 19soulodpo mowziueydsw yaAuleinysjow ApepiAzid G v13gvl



MECHANIZMY ODPORNOSCI 151

Amplifikacja kopii genu

Strategia ta ma na celu osiggniecie wyzszego poziomu ekspresji genéw kodujacych
biatka odpowiedzialne za detoksykacje ksenobiotykéw. Najczestszym przyktadem jest
zwiekszenie kopii genu esterazy do ponad 250 u owadow, m.in. komarow, zwigkszajgce
odporno$¢ na zwiazki fosforoorganiczne i karbaminiany, dzieki szybszej detoksykacji
tych insektycydow [24],

Mutacje punktowe powodujgce zmiane wiasciwosci
i/lub struktury biatka innego niz docelowe

Istnieje réwniez mechanizm odpornosci polegajacy na modyfikacji niektorych
enzymoéw detoksykujacych, niespecyficznych w stosunku do danego pestycydu i nie
bedacych celem dziatania tych zwigzkéw. W wyniku mutacji specyficznos¢ takiego
enzymu moze zosta¢ zmieniona w kierunku wiekszego powinowactwa do konkretnego
zwigzku, co pozwala organizmom na skuteczng detoksykacje lub inhibicje pestycydu.
Przyktadem moga by¢ esterazy, tworzace rodzine ztozong z szesciu grup biatek
enzymatycznych. U Diptera wystepujg one jako zgrupowanie genéw na tym samym
chromosomie. Poza mechanizmem odpornosci polegajgcym na amplifikacji kopii
wielogenowych, moga wystgpi¢ rowniez mutacje punktowe modyfikujace pojedyncze
geny danej grupy. Na przykiad zmiana niespecyficznej esterazy w specyficzng dla
danego insektycydu hydrolaze moze zaj$¢ w wyniku zmiany jednego aminokwasu w
sekwencji biatka [3,26].

Zwiekszenie poziomu transkrypcji genow enzymoéw detoksykujacych

Najczesciej wystepujagcym mechanizmem odpornosci owaddw na insektycydy jest
wzmozona transkrypcja gendw enzymow detoksykujacych: esteraz, oksydaz, transferaz
glutationowych [3,10], Na przyktad w odpowiedzi na presje selekcyjna wywierang
przez insektycydy chloracetanilidowe (atrazyna) u muchy domowej wystepuje
zwiekszenie poziomu transkrypcji transferaz glutationowych i esteraz biorgcych udziat
w detoksykacji tych zwigzkéw [11], Przyktadem podobnego mechanizmu u roslin moze
by¢ nadekspresja syntetazy y-glutamylocysteiny (yECS), enzymu regulatorowego w
procesie biosyntezy glutationu. Podwyzszenie ekspresji yECS oraz transferaz glutatio-
nowych jest zrédtem odpornosci na herbicydy chloracetanilidowe u topoli [14].

Nadekspresja biatka docelowego dla pestycydu

W wyniku stosowania insektycydoéw karbamylowych i zwigzkéw fosforoor-
ganicznych moze wyksztatci¢ sie mechanizm odpornosci polegajacy na biosyntezie
wiekszej ilosci kopii acetylocholinesterazy. Cze$é czasteczek enzymu pozostaje wowczas
zdefosforylowana i aktywna, a poziom aktywnej AChE Scisle koreluje ze stopniem
odpornosci [10]. Zazwyczaj jednak mechanizm ten wigze sie z wystepowaniem mutacji
punktowych w genie AChE. Ze wzgledu na to, ze mutacje punktowe w genie enzymu
powoduja jego zmniejszonag aktywno$¢ i stabilno$¢, nadekspresja kompensuje te
niekorzystne zmiany poprzez zwiekszenie ilosci kopii biatka [35].
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Stabilizacja mRNA

Poziom enzyméw moze zosta¢ zwiekszony dzieki zapewnieniu wiekszej stabilnosci
transkryptu. Prawdopodobnie mutacjawjednym z genéw monooksygenazy cytochromu p450
wplywa na zwiekszong stabilnos¢ transkryptu tego genu i w ten sposob zwieksza
wewnatrzkomaérkowy poziom enzymu, co wptywa na odporno$¢ owadow na pyretroid [46].

Metabolizm i detoksykacja pestycydu

Czestym zrédtem odpornosci jest zwiekszenie poziomu i/lub aktywnosci zwiazkéw
wigzacych ksenobiotyki (np. glutation, fitochelatyny) lub specyficznych enzyméw
biorgcych udziat w inaktywacji pestycydu [8,10]. Przyktadem mogaby¢ bakterie odporne
na analog kwasu glutaminowego — fosfinotricyne. Syntetyzujaone enzym specyficznie
go inaktywujacy - acetylotransferaze fosfinotricyny [21].

Odpornos¢ moze wynika¢ rowniez z braku aktywnej formy enzymu, np. owady
odporne na toksyczne biatko Cry B. thuringiensis nie maja w jelicie proteaz zwykle
trawigcych protoksyne, w zwigzku z czym niepoddany obrébce proteolitycznej
bioinsektycyd pozostaje w formie nieaktywnej [33].

Minimalizacja skutkdw dziatania pestycydu

Tego typu strategie odpornosciowe skutkujg zwiekszong odpornoscig na toksyczne
dotychczas zwigzki poprzez: zmniejszenie stopnia wchianiania pestycydu do komérki
(zmiany w sktadzie Sciany komoérkowej, jej uszczelnienie, zmiany w budowie kanatow
btonowych, ktérymi toksyczne substancje przedostajg sie przez btone, zwigkszenie ilosci
i aktywnosci pomp btonowych usuwajacych toksyny na zewnatrz komorki). Zwykle za
ostabienie skutkéw dziatania pestycydéw odpowiada zwiekszenie naturalnej zdolnosci
detoksykacji reaktywnych form tlenu powstatych w wyniku dziatania pestycydu na
drodze szlaku antyoksydacyjnego. Czesto tego typu odpornos¢, zwigzana ze zwiekszong
aktywnoscia lub iloscigkopii enzymow szlaku antyoksydacyjnego, wystepuje u roslin
odpornych na herbicydy uszkadzajace fotosystem Il. W odpowiedzi na herbicydy
dikarboksyimidowe i fungicydy fenylpirolowe, zwigkszajgce poziom akumulacji glicerolu
w komorkach, u odpornych roslin i grzybow nastepuje hiperaktywacja MAP kinaz
szlaku transdukcji sygnatéw zwigzanego ze stresem osmotycznym i przywrocenie
prawidtowego cisnienia osmotycznego w komoérce [45]. Mozliwe jest tez aktywne
usuwanie ksenobiotyku poza komorke w drodze transportu aktywnego, jak to ma miejsce
u niektérych grzybow odpornych na prochloraz [8]. U bakterii czestym mechanizmem
odpornosci jest zmiana skfadu kwasow ttuszczowych btony, jej struktury oraz zwiekszona
synteza kwasow tejchojowych, co radykalnie zmniejsza przepuszczalnos¢ btony dla
wielu antybiotykow [40].

Najczestszg droga przekazywania gendéw odpornosci u bakterii jest koniugacja.
W genomie bakteryjnym odporno$¢ moze by¢ kodowana zaréwno na chromosomie
bakteryjnym, jak i przez plazmidy. Jezeli plazmid wystepujgcy w komarce nalezy do
koniugacyjnych, odpornos¢ moze by¢ przekazywana nawet miedzy réznymi gatunkami
bakterii, w dodatku proces ten nie zalezy od obecnosci lub braku antybiotykéw w
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Ssrodowisku. Na przyktad gen odpornosci na metycyline u Staphylococcus aureus
(Gram+) powstat z genu [3-laktamazy S. aureus i fragmentu genu pochodzacego z innej
bakterii, prawdopodobnie z E. coli (Gram-), kodujgcego biatko wigzgce penicyline [18],

Mechanizm dziatania biocydéw wptywa na czas wyksztatcenia sie odpornosci na
dany zwigzek. Odporno$¢ na substancje niespecyficznie blokujgce rézne uktady
enzymatyczne wyksztatca sie wolniej niz w przypadku zwigzkéw wysoce selektywnych
w stosunku do substratu.

EWOLUCJA ODPORNOSCI

Genetyczne podstawy odpornosci na pestycydy grajg decydujacg role dla ryzyka
dalszego rozprzestrzenienia sie odpornosci. Nagty spadek efektywnosci pestycydu jest
bardziej prawdopodobny, gdy odpornos¢ jest skutkiem mutacji w jednym genie (np.
gwattowny rozw6j opornosci na benzimidazole w populacji grzybowych patogenéow
roslin). Jezeli odpornos¢ pojawia sie dopiero w efekcie synergistycznego dziatania dwéch
zmienionych genéw, dopiero mutacja w obu loci powoduje jej wystapienie. Stopniowe
zmiany w Kierunku zmniejszonej wrazliwosci na srodki ochrony roslin maja miejsce,
gdy odpornos$¢ jest w danej populacji pod kontrolg poligenowsg. Selekcja jest w tym
przypadku raczej kierunkowa niz réznicujaca [8]. Wykorzystywane jest wowczas
zjawisko naturalnego zréznicowania wrazliwosci na pestycydy u organizmow w populacji
[19], Mechanizmy odpornosci sg bardzo ztozone, gdyz na efekt dziatania pestycydu
wptyw ma, poza genotypem patogena, réwniez jego stan fizjologiczny i czynniki
Srodowiskowe, w tym obecnos¢ i aktywnos$¢ naturalnych wrogow.

Skutki nabycia odpornosci réwniez bywajg zréznicowane. Substytucja w jednym
locus z allelu wrazliwos$ci w allel odpornosci moze mie¢ wptyw na zmiane bioche-
micznych i fizjologicznych wtasciwosci rozwojowych organizmu. Nabycie odpornosci
na pestycydy moze mie¢ negatywny wptyw na zywotno$¢ patogena w warunkach
braku kontaktu z pestycydem, jak réwniez na jego ogolng kondycje i ptodnosc.
Teoretycznie, wobec tego, ze mutacje w allel odpornosci wptywajg negatywnie na
zywotnos$¢ organizmoéw, allele te sg z powodu selekcji naturalnej rzadkie w populacjach
atakujacych rosliny niechronione pestycydami. Nabyta cecha odpornosci mogtaby wiec,
w warunkach zaprzestania stosowania pestycydu, ulec rewersji pod wptywem selekcji
naturalnej. Tak siejednak nie dzieje, badania empiryczne wskazujgbowiem, ze negatywne
koszty nabycia odpornosci saw warunkach polowych w znacznym stopniu ograniczane
[23], Zamiast rewersji, czesciej wystepuje ewolucja kompensacyjna. Istotnie, po nabyciu
odpornosci przez pierwotnie wrazliwego patogena, jego zywotnos¢ i tempo metabolizmu
moga sie zmniejszy¢. Jednak w warunkach braku pestycydu w srodowisku, w genomie
patogena zachodza mutacje kompensujace, zwiekszajace poziom metabolizmu i ogdlng
kondycje organizmu. W warunkach ponownego zastosowania pestycydu, patogeny
pozostajg odporne, a ich zywotnos$¢ utrzymuje sie na wysokim poziomie. Ewolucja i
adaptacja sg bowiem procesami postepowymi i nieodwracalnymi [20].
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WPROWADZANIE ODPORNOSCI
JAKO STRATEGIA OCHRONY ROSLIN

Przyktady omdwione powyzej koncentrowaly sienazgadnieniu odpornosci naturalnej. W
celu podwyzszenia produktywnosci upraw mozna réwniez zastosowac biotechnologiczne
wprowadzanie odpornosci do genomow organizméw. Coraz popularniejsze staje sie
wykorzystanie biotechnologicznych metod konstruowania roslin uprawnych odpornych na
substancje stosowane dla ich ochrony. Alternatywa dla bezpiecznego dlajednolisciennych
stosowania 2,4-D coraz czesciej staje sie wprowadzanie do genomu roslin uprawnych
genu odpornosci na stosowany herbicyd. Dzieki odpornosci roslin uprawnych mozna
zwiekszy¢ dawke stosowanego $rodka chwastobdjczego bez obaw o wysokos¢ plonu.
Niebezpieczenistwu przeniesienia sie tych genéw do genomu chwastéw w wyniku
zapylenia zapobiega sie poprzez klonowanie genéw odpornosci do genomu plastydowego
lub przez podzielenie konstruktu i umieszczenie go w dwoch réznych genomach rosliny:
plastydowym i jadrowym [5,38]. Zwykle wprowadzanajest odpornos¢ na herbicydy o
szerokim spektrum dziatania. Przyktadem moze by¢ wprowadzenie dodatkowej kopii
genu enzymu EPSPS do genomu roslin uprawnych, co w znacznym stopniu zwiekszyto
ich odpornos¢ na glyfosat [28],

Odporno$¢ na szkodniki mozna uzyskac poprzez produkcje roslin produkujacych toksyny
(m.in. bawetna z wklonowanym i ulegajagcym ekspresji genem biatka Cry pochodzacym z
genomu B. thuringiensi$). PodejScie takie jest bardzo korzystne, mozna bowiem ograniczy¢
ekspresje toksyn jedynie do tkanek zagrozonych inwazjg szkodnikdw. Ponadto odpornosé
na patogena staje sie dziedziczna, co ogranicza koszty ochrony uprawy [33].

Niebezpieczenstwo nabycia przez szkodniki odpornosci wystepuje réwniez w przy-
padku wykorzystywania toksyn syntetyzowanych przez rosliny. Dlatego metoda syntezy
bioinsektycydéw w organizmach ro$linnych (tak jak i podczas konwencjonalnego
stosowania pestycydéw) wymaga osiggniecia na tyle wysokiej ekspresji biatka (stezenia
pestycydu), by wyeliminowac osobniki heterozygotyczne pod wzgledem odpornosci.
Wowczas odporne homozygoty bedg krzyzowac sie z osobnikami wrazliwymi, co
wptynie na op6znienie wyksztatcenia sie fenotypu odpornosci w populaciji.

STRATEGIE ZAPOBIEGANIA NABYWANIU ODPORNOSCI
NA SRODKI OCHRONY ROSLIN

Wobec szybkiego nabywania odpornosci przez patogeny i szkodniki roslin,
szczegOlnie najszybciej i najskuteczniej na dziatajgce selektywnie pestycydy organiczne,
straty w uprawach sg bardzo wysokie. Poszukuje sie zatem strategii zapewniajacych
ochrone przed wyksztatcaniem przez szkodniki odpornosci na srodki ochrony roslin.

Zaleca sie przede wszystkim stosowanie, zamiennie lub jednoczesnie, Kilku réznych
metod zwalczania szkodnikéw upraw, fgczenie chemicznych i niechemicznych metod
ochrony roslin, wykorzystanie naturalnych antagonistow patogena (biokontrola) oraz
rotacje upraw na danym obszarze.-Odpornosci krzyzowej zapobiega stosowanie
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mieszanek lub zamienne stosowanie pestycyddw o ré6znym mechanizmie dziatania [12],
Zalecane jest tez pozostawianie obszaréw, na ktérych nie stosuje sie pestycydu, aby
mogta przetrwac czes$¢ populacji patogena niosgca geny wrazliwosci na dany pestycyd.
Zwigksza to prawdopodobieristwo krzyzowania sie homozygotycznych form odpornych
z homozygotami wrazliwymi, co zapobiega dryfowi genetycznemu prowadzacemu do
wyksztatcenia form homozygotycznych, odpornych na stosowany $rodek [4], Na
rycinie 2. przedstawiono schemat zmian w populacji poddanej takiej presji selekcyjnej.
Wystepowanie naturalnych wrogéw szkodnikéw upraw moze w duzym stopniu wptywac
na powodzenie strategii ochrony roslin. Nawetjedynie czesciowo skuteczna biokontrola
w potgczeniu z metodami chemicznymi daje korzystny efekt synergistyczny, wptywajac
znaczaco na obnizenie liczebnosci szkodnikow [39].

Wydaje sie, ze w przysztosci najbardziej efektywne i najszerzej stosowane beda
tzw. zintegrowane techniki ochrony roslin, taczace technologie biokontroli ze stosowa-
niem biopestycydow, pestycydéw chemicznych i odmian roslin uprawnych odpornych
na pestycydy. Jest to podejscie ekologiczne, uwzgledniajace liczne interakcje zachodzace
miedzy organizmami, wpltyw elementéw Srodowiska oraz mechanizmy adaptacyjne i
ewolucyjne w populacjach szkodnikéw. Poza znacznym ograniczeniem kosztéw ochrony
roslin techniki te pozwolg ograniczy¢ stopieh dewastacji sSrodowiska naturalnego [39],
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FENOTYP DZIKI- WRAZLIWY -

SPONTANICZNE MUTANTY ODPORNE =

OSOBNIKI HETEROZYGOTYCZNE -

RYCINA 2. Presja selekcyjna wywierana na populacje przez zastosowanie pestycydu i mozliwos¢
wplywania na rozw6j odpornosci (wg [18], zmieniono): 1. Populacja w warunkach braku kontaktu z
pestycydem; w populacji pierwotnej wiekszo$¢ osobnikdéw jest wrazliwa. 2. Zastosowanie pestycydu
— przezywaja i rozmnazaja sie tylko osobniki odporne. 3. Zaprzestanie stosowania $rodka — mozliwe sa
min. 2 drogi rozwoju populacji. 4a. Dtuzszy czas bez kontaktu z pestycydem - pojawiajg sie spontaniczne
mutanty wrazliwe, w populacji obecnych jest duzo homozygot odpornych. Nastgpita zmiana pierwotnej
struktury populacji w kierunku fenotypu odpornosci. 4b. Rozwoj sytuacji przy pozostawieniu obszaréw,
na ktérych nie stosowano pestycydu - mozliwe jest krzyzowanie sie homozygot odpornych z wrazliwymi
homozygotami z terendw, na ktérych nie stosowano $rodkéw ochrony roslin. Powstaje struktura populacji

sprzyjajaca odrodzeniu sie fenotypu wrazliwosci
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ZALEZNA OD UBIKWITYNY PROTEOLIZA
BIALEK W REGULACJI PROCESOW WZROSTU
| ROZWOJU ROSLIN

UBIQUITIN-MEDIATED PROTEOLYSIS OF PROTEINS
IN REGULATION OF PLANT GROWTH AND DEVELOPMENT

Tomasz HEJKA, Stanistaw KOWALCZYK

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Ogdlnej i Molekularnej,
Uniwersytet M. Kopernika w Toruniu

Streszczenie-. Genom Arabidopsis thaliana zawiera ponad 1300 gendéw (~5% proteomu) kodujacych
poszczeg6lne elementy uktadu ubikwityna/proteasom 26S, z czego okoto 90% koduje mono- i oligome-
ryczne ligazy ubikwitynowe E3 odpowiedzialne za swoiste rozpoznanie biatek kierowanych do degrada-
cji. Roslinne ligazy E3 tworzg zr6znicowana rodzine biatek lub komplekséw biatkowych z charaktery-
stycznymi domenami RING-finger, U-box lub HECT. Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach
wskazuja, ze zalezna od ubikwityny degradacja biatek odgrywa kluczowarole w sygnalizacji hormonalnej
i samoniezgodnosci, reguluje fotomorfogeneze oraz kontroluje reakcje obronne przeciw patogenom.

Stowa kluczowe: proteoliza, ubikwityna, ligazy ubikwitynowe, fitohormony, fotomorfogeneza, samonie-
zgodno$¢, patogeneza.

Summary: In Arabidopsis thaliana more than 1300 genes (~5% of the proteome) encode components of
the ubiquitin/26S proteasome pathway. Approximately 90% of these genes encode subunits of the E3
ubiquitin ligases, which confer substrate specificity to the ubiquitin/26S proteasome pathway. The plant
E3 ubiquitin ligases comprise a large and diverse family of proteins or protein complexes containing a
RING-finger, U-box domain or a HECT domain. Within the past several years, considerable progress has
been achieved in understanding the role of protein degradation via the ubiquitin-proteasome pathway in
hormone responses, self-incompatibility, photomorphogenesis and pathogen defenses.

Key words: proteolysis, ubiquitin, ubiquitin ligases, phytohormones, photomorphogenesis, self-incom-
patibility, pathogenesis.

*Artykut jest skrdcong wersjg pracy licencjackiej T. H.
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1. WSTEP

Selektywna ubikwitynacja biatek kontroluje degradacje specyficznych biatek oraz
reguluje szereg procesdw niezwigzanych z proteoliza, takich jak np. endocytoza i
sortowanie pecherzykéw btonowych, transkrypcja, naprawa DNA czy aktywacja kinaz
biatkowych. O waznosci tych proceséw Swiadczy przyznanie w 2004 roku nagrody
Nobla z dziedziny chemii badaczom, ktérzy odkryli ubikwitynacje biatek. Sylwetki
laureatdw oraz niektdre aktualne kierunki poszukiwar zwigzanych z ubikwitynacja biatek
zostaty ostatnio przedstawione na tamach Postepéw Biologii Komorki [19]. Najnowsze
badania z zakresu biologii molekularnej roslin przyniosty rowniez szereg bardzo intere-
sujacych wynikow wskazujacych, ze niemal wszystkie procesy zwigzane ze wzrostem
i rozwojem rosliny saregulowane za posrednictwem uktadu ubikwityna/proteasom 26S
[45,55]. Wyniki dotychczasowych badan pokazujg, ze uktady selektywnej ubikwitynacji
biatek sg kluczowymi elementami szlakéw sygnatowych aktywowanych przez fitohor-
mony, biorgudziat w regulacji fotomorfogenezy i samoniezgodnosci, kontrolujgprocesy
obronne przeciw patogenom oraz uczestniczg w regulacji wielu innych proceséw
zachodzgcych w roslinach.

2. ROSLINNE UKEADY UBIKWITYNACJI BIALEK

Genom Arabidopsis thaliana zawiera 14 genéw poliubikwitynowych (UBQ)
kodujacych w sumie 30 jednostek ubikwityny, kilka biatek podobnych do ubikwityny
RUB (ang. Related to Ubiquitin) oraz dwa mate biatka rybosomowe [34,59]. W
przytaczaniu ubikwityny do biatka substratowego uczestnicza trzy enzymy tworzace
tzw. kaskade enzymoéw ubikwitynujacych. Enzym aktywujacy ubikwityne E! kodowany
jest w A. thaliana przez dwa geny UBA, enzymy koniugujace E2 przez 37 genéw
UBC, a ligazy lub podjednostki wielobiatkowych komplekséw ligaz ubikwitynowych
koduje okoto 1300 gendw [59]. Roslinne ligazy ubikwitynowe z domenaRING-finger
(ang. Real Interesting New Gene) i strukturalnie podobng kaseta U-box oraz ligazy z
domeng HECT (ang. Homology' to E6-AP C-Terminus) przenoszg ubikwityne z E2
na biatko substratowe (rye. 1) [55, 64].

W wiekszosci dotychczas poznanych roslinnych proceséw regulowanych w drodze
ubikwitynacji biatek uczestnicza wielopodjednostkowe ligazy typu SCF (ang. Skpl-
Cullin-F-box Proteins) zbudowane co najmniej z czterech réznych biatek (rye. 1 A).
Rusztowanie dla catego kompleksu tworzy biatko nazywane kuling, ktére poprzez
domene C-koncowag wigze biatko RBX zawierajgce domene RING-finger, a poprzez
domeneN-koncowabiatko SKP (w A. thaliana okres$lane akronimem ASK). Domena
RING-finger w biatku RBX oddziatuje z enzymem koniugujacym E2, a biatko ASK/
SKP wigze jedno z wielu biatek FBX z kasetg F, ktore posredniczy w wigzaniu biatka
przeznaczonego do ubikwitynacji [35,55], W A. thaliana zidentyfikowano 11 genéw
kodujacych kuliny, dwa geny RBX; 21 genéw. ASK i okoto 700 genéw FBX [35,59].
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RYCINA 1. Schemat budowy roslinnych ligaz ubikwitynowych. Szczeg6ty opisano w tekscie (na podstawie
prac [45,55,64])

Aktywnos¢ wszystkich ligaz zawierajgcych kulingjest regulowana w drodze odwracal-
nej rubinylacji/nedylacji kuliny, w ktérej uczestnicza enzymy odpowiedzialne za przytg-
czenie do kuliny biatka podobnego do ubikwityny RUB/NEDDS8 oraz kompleks CSN
(sygnatosom COP9) funkcjonujgcy m.in. w derubinylacji ligaz [22,50], Ponadto w
regulacji ligaz kulinowych typu SCF biorgudziat biatka CANDY'| i SGT [34],

W drugim typie ligaz zawierajacych kuline zamiast biatek ASK/SKP i FBX wystepuje
biatko z domeng BTB/POZ (ang. Broad Complex, Tramtrack, Bric-a-brac,/Pox
virus and Zinc finger), ktére petni funkcje biatka adaptorowego wigzacego biatko
przeznaczone do ubikwitynacji. Biatko BTB/POZ oddziatuje z kuling3 (w A. thaliana
AtCUL 3a lub AtCUL 3b), do ktorej wigze sie takze biatko RBX (ryc. IB). [12,71]. Na
razie nie wiemy jeszcze, czy kazde z 76 biatek z domeng BTP/POZ w A. thaliana
wchodzi w skiad ligaz typu AtCUL3-RBXI-BTB, tak jak to jest w przypadku ETOL1,
ktore funkcjonuje w ligazie regulujgcej biosynteze etylenu (patrz rozdz. 7) [6].

Inny typ ligazy ubikwitynowej tworzy biatko COP | A. thaliana (ang. Constitutively
Photomorphogenic 1) z domeng RING-finger uwazane do niedawna za monome-
ryczng ligaze E3 [22], Najnowsze doniesienia sugeruja, ze COP 1, podobniejak poznany
niedawno ludzki homolog tego biatka [ 13], jest podjednostka ligazy zbudowanej takze z
udziatem kuliny [26,55,64], Ligaze tego typu tworzy biatko z domeng DDB1 (ang.
DNA Damage Binding protein 1) wigzace biatka DET1 i COP1 oraz biatko RBX
oddziatujgce z kuling 4 (ryc. 1C).

Wielopodjednostkowgligazajest takze kompleks APC/C (ang. Anaphase Promoting
Complex/Cyclosome) zbudowany co najmniej z 11 biatek (ryc. ID) [45,55,59].



162 T. HEJKA, S. KOWALCZYK

Odpowiednikiem kuliny jest tu biatko APC2 zawierajgce motyw kulinowy, natomiast
biatko APC11 z domeng RING-finger jest podobne do RBX. Rola pozostatych podjed-
nostek kompleksu na razie nie jest znana. Ligaza APC/C odpowiedzialnajest m.in. za
ubikwitynacje cyklin [45].

Do grupy monomerycznych ligaz ubikwitynowych z domeng RING-finger w A.
thaliana nalezg biatka SINAT5, HOS1, CIP8 oraz PRT1 [45, 59], Schemat budowy
takiej ligazy z domeng RING-finger przedstawiono na rycinie 1E.

Kolejng grupe ligaz tworza biatka z domeng U-box, ktéra pod wzgledem struktury
przypomina domene RING-finger, mimo ze nie zawierajondéw cynku (rye. 1F). W A,
thalina ligazy PUB (ang. Plant U-Box Protein) z domeng U-box sg kodowane przez
41 genéw [34].

Ligazy z domeng HECT (ang. Homology to E6-AP C-Terminus), kodowane w A.
thaliana przez 7 genéw, zawierajgw czesci C-koncowej charakterystyczng domene HECT,
ktorawigze enzym E2 i tworzy przejsciowe wigzanie tioestrowe z ubikwityng [14], Biatko
substratowe ulegajgce ubikwitynacji jest rozpoznawane i wigzane za posrednictwem
odpowiedniej domeny potozonej w N-koncowym odcinku polipeptydu (rye. 1G).

Geny kodujace poszczegolne biatka uktadu ubikwityna/proteasom stanowig w A.
thaliana ponad 5% catego genomu. Tak duze zr6znicowanie poszczeg6lnych elementow
uktadu, w tym réwniez enzymow deubikwitynujacych i biatek budujgcych proteasom
26S, a takze wielka ré6znorodno$¢ biatek regulatorowych i biatek wspétdziatajacych z
ligazami Swiadczg o tym, ze ukfad ubikwityna/proteasom 26S gra kluczowa role w
regulacji wielu proceséw zyciowych rosliny.

3. UBIKWITYNACJA CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH
KONCOWYM OGNIWEM SZLAKOW SYGNALOWYCH

AKTYWOWANYCH PRZEZ FITOHORMONY

Wyniki badan z ostatnich lat pokazaty, ze zalezna od ubikwityny degradacja biatek
funkcjonujacych w regulacji transkrypcji gendw jestjednym z kluczowych elementéw
hormonalnych szlakéw sygnatowych. Badaniom tym poswiecono artykut opublikowany
w Postepach Biochemii [34], a takze prace przeglagdowe dostepne w czasopismach o
zasiegu ogolnoswiatowym [45,55].

Znaczenie ubikwitynacji biatek w sygnalizacji hormonalnej najpetniej poznano w
przypadku szlaku zaleznego od auksyny [5,11]. W odpowiedziach rosliny na ten
fitohormon uktad ubikwityna/proteasom 26S jest odpowiedzialny za ubikwitynacje biatek
represorowych AUX/IAA, ktére mogatworzy¢ heterodimery z czynnikami transkryp-
cyjnymi ARF (ang. Auxin Response Factor) (rye. 2) [72]. Biatka ARF majg domene
wigzaca DNA oraz charakterystyczny motyw, od ktoérego zalezy, czy dane biatko
aktywuje, czy hamuje geny regulowane przez auksyne [34]. Ekspresja genow /17?Fnie
jest zalezna od obecnosci fitohormonu, natomiast poziom co najmniej pieciu z 23
transkryptéw ARF mRNA w A. thaliana jest regulowany przez mikroRNA [15,42].
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RYCINA 2. Kontrolowana przez fitohormony ubikwitynacja biatek regulujacych ekspresje genéw.
Szczegoty opisano w teks$cie (na podstawie prac [1,5,11,16,20,37,70])

Biatka AUX/IAA sg wigzane przez biatko TIR1 (ang. Transport Inhibitor Response
1), jedno z ponad 700 biatek z domeng F tworzacych ligazy typu SCF [34], Doniesienia
z ostatnich miesiecy sugeruja, ze TIR1 nie tylko rozpoznaje i wigze okreslone biatko(a)
AUXI/IAA, ale jest takze receptorem auksyny [9,10,33], Potwierdzenie receptorowej
funkcji TIR1 orazjego homologéw AFB1,2 i 3 (ang. Auxin Signaling F-boxprotein)
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[9,10] bytobyjednym z bardziej spektakularnych osiggnie¢ w trwajacych od ponad trzydziestu
lat poszukiwaniach receptordw auksyn [75]. Proponowany obecnie mecha-nizm regulacji
ekspresji gendw przez auksyne zaktada, ze w warunkach braku hormonu biatka AUX/IAA
tworzagheterodimery z czynnikami transkrypcyjnymi ARF uniemozli-wiajac w ten sposéb
ich oddziatywanie z promotorami gendw regulowanych przez au-ksyne (ryc. 2). Wigzanie
auksyny przez biatko TIR! badZjego homologi zmienia powinowactwo ligazy SCF wzgledem
okreslonego biatka AUX/IAA promujgc w ten sposobjego ubikwitynacje. Proteoliza AUX/
IAA umozliwia tworzenie homodimeréw ARF, ktore sg wigzane do promotoréw genow
pierwotnych odpowiedzi na auksyne (w tym réwniez genéw AUX/IAA), co w efekcie
prowadzi do aktywacji badz represji tych gendw.

Badania po$wiecone poznawaniu giberelinowych szlakéw sygnatowych przyniosty
szereg danych $wiadczacych o tym, ze réwniez ta grupa fitohormonéw aktywuje zalezng
od ubikwityny degradacje biatek represorowych [1,16,34]. Wyselekcjonowanie Kilku
mutantéw A. thaliana o zmienionych odpowiedziach na obecno$¢ gibereliny umozliwito
zidentyfikowanie genéw kodujacych biatka zawierajgce w regionie N-koricowym
charakterystyczny motyw DELLA [34]. Wyniki badan z ostatnich lat dowodza, ze sygnat
giberelinowy aktywuje kinaze biatkowa, ktora fosforyluje biatko z motywem DELLA
umozliwiajac w ten sposéb jego rozpoznanie przez ligazy SCFSLYUSNE , ubikwitynacje, a
w konsekwencji degradacje w proteasomach (ryc. 2). [1,16,34]. Tak wiec, obecno$é
gibereliny aktywuje proteolize biatek represorowych z motywem DELLA uwalniajac
ekspresje genéw innych czynnikéw transkrypcyjnych m.in. GAMYB [1].

Odmienny mechanizm reguluje ubikwitynacje czynnikéw transkrypcyjnych w
szlaku sygnatowym aktywowanym przez etylen [20,34]. W tym wypadku szlaki
sygnatowe przekazujace informacje do jadra hamuja ubikwitynacje czynnikow trans-
krypcyjnych z rodziny EIN3/EIL wigzanych przez sekwencje promotorowe genu
ERF1 (ang. Ethylene Responsive Factor 1) oraz innych genéw z rodziny EREBP
kodujacych czynniki transkrypcyjne [35]. Wyniki szczeg6towych badan dowiodty,
ze poziom EIN3/EIL wyraznie wzrasta w obecnosci etylenu, natomiast w warun-
kach jego braku biatka te sgubikwitynowane i ulegajg degradacji. Udato sie poznaé
dwa geny EBF1 i EBF2 (ang. EIN3-Binding F-boxproteinl i 2), ktérych produkty
tworza ligazy SCFEBFIEBF2 biorgce udziat w ubikwitynacji EIN3/EIL [17], W
konkluzji dotychczasowych badanh przyjmuje sie wiec, ze w warunkach braku etylenu
biatka EIN3/EIL ulegaja konstytutywnej ubikwitynacji i degradacji w proteasomach,
natomiast aktywacja szlaku sygnatowego przez etylen prowadzi do destabilizacji
ligaz SCFEBFIEBF2 badZz modyfikacji EIN3/EIL, czego efektem jest zahamowanie
ich ubikwitynacji (ryc. 2). Biatka EIN3/EIL jako pozytywne elementy etylenowych
szlakéw sygnatowych aktywujg gen ERF1 oraz inne geny EREBP, ktérych produkty
regulujag ekspresje gendw tzw. wtérnych odpowiedzi na etylen [34].

Wyniki najnowszych badan sugerujg, ze rowniez w przypadku brassinosteroidow
sygnat hormonalny zapobiega degradacji czynnikéw transkrypcyjnych BZR1 i BZR2/
BESI (ang. Brassinazole Resistant 11BRI1-Suppressor 1) [37,70]. W tym wypadku
zwigzanie brassinosteroidu przez kompleks heterodimerycznej kinazy biatkowej BRI 1/
BAKI prowadzi do zahamowania aktywnosci cytoplazmatycznej kinazy biatkowej BIN2,
ktora fosforytuje biatka BZR1 i BES], aprzypuszczalnie takze biatka BEH! do 4 [38].
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Tak wiec, w warunkach braku fitohormonu fosforylowane przez kinaze BIN2 biatka
BZR1 i BESI stajg sie substratami dla ligazy ubikwitynowej (ryc.2). Zahamowanie
kinazy BIN2 w wyniku zwigzania brassinosteroidu przez kompleks receptorowy chroni
czynniki transkrypcyjne przed ubikwitynacja, co w efekcie prowadzi do aktywacji okres-
lonych genéw, w tym m.in. genu SA UR-AC1 zwigzanego ze wzrostem wydtuzeniowym
lub hamowania genu CPD odpowiedzialnego za synteze brassinosteroidéw [37,38],

Ubikwitynacja biatek petni takze jedna z kluczowych funkcji regulacyjnych w szlakach
sygnatowych aktywowanych przez kwas abscysynowy (ABA), kwas jasmonowy (JA)
i cytokininy. Wyniki nielicznychjeszcze badan pokazuja, ze ABA reguluje ubikwitynacje
czynnika transkrypcyjnego ABI5 w ten sposOb, ze obecnos¢ fitohormonu stabilizuje
ufosforylowang forme ABI5, natomiastjego brak powoduje wigzanie nieufosforylowanego
ABI5 do biatka AFP (ang. ABIFive binding Protein), ktére kieruje ABI5 do ubikwitynacji
i degradacji w proteasomach [24,34]. W szlakach sygnatowych aktywowanych przez
jasmoniany funkcjonuje biatko COIl z domengF (ang. Coronatine Insensitive 1), ktére
oddziatuje z deacetylazghistonowag [40], Pojedyncze doniesienie dotyczace badan mutanta
rpnl2a-l1 A. thaliana z upo$ledzonymi odpowiedziami na cytokininy dowodzi, ze
przyczynatych zmian jest mutacja wjednym z biatek proteasomu [59].

4. UBIKWITYNACJA BIALEK W PROCESACH
REGULOWANYCH PRZEZ SWIATLO

W pierwszej potowie lat dziewieédziesigtych XX w. wyselekcjonowano rodzine
mutantéw A. thaliana okreslanych wspdlna nazwa cop/det/fus, ktérych siewki rosngc
w ciemnosci fenotypowo sg podobne do roslin linii dzikich rosngcych na swietle. Po
sklonowaniu wszystkich 11 genéw COP/DET/FUS okazato sig, ze osiem sposrdd nich
koduje biatka kompleksu regulatorowego COP9/CSN, a pozostate trzy biatka (COP1,
DETL1, COPIO) bezposrednio uczestnicza w ubikwitynacji biatek [22,26,45], Biatko
COP! z domengRING-finger byto poczgtkowo uwazane za ligaze ubikwitynowg typu
monomerycznego, jednak obecnie przyjmuje sig, ze COP1 A. thaliana, podobnie jak
poznane niedawno ludzkie biatko COP 1, jestjedna z podjednostek ligazy zbudowanej z
udziatem kuliny 4 [26,55,64,73]. Ligaze tego typu tworzy biatko zdomeng DDB ! (ang.
DNA Damage Binding protein 1) wigzace biatka DET1 i COP1 oraz wigzane przez
kuline 4 biatko RBX (ryc. 3). Z kompleksem ligazy COP1 oddziatujg biatka CIPS8,
COPIO, SPA i sygnatosom COP9 [22], W doswiadczeniach wykorzystujacych technike
mikromacierzy DNA wykazano, ze w A. thaliana ligaza COP | posredniczy w regulacji
ponad 20% genow [41], Wyniki te dowodzg, ze COP1 jest kluczowym elementem
mechanizmu regulujacego ekspresje genéw kontrolowanych przez $wiatto.

Dotychczasowe wyniki badan wskazuja, ze ligaza zawierajgca COP1 posredniczy
w ubikwitynacji czynnikdéw transkrypcyjnych HY5 i HYH z motywem bZIP [7,22],
czynnika transkrypcyjnego HFR1 z motywem bHLH [30,74], biatka LAF1 z rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych MYB-R2R3 [57], a takze fitochromu A - fotoreceptora
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RYCINA 3. Regulowana przez $wiatto ubikwitynacja czynnikéw transkrypcyjnych. Szczegoty opisano
w teks$cie (na podstawie prac [22,26,45,55])

Swiatta czerwonego i dalekiej czerwieni [56]. Aktywnos¢ ligazy COP! reguluja cztery
biatka z rodziny SPAL! (ang. Suppressor ofPhyA-105), kryptochromy, a przypuszczalnie
takze fitochromy [27,36]. Doswiadczenia z wykorzystaniem chimery COP1 z GFP
pokazaty, ze w komorkach rosliny rosnacej w ciemnosci COP1 jest zlokalizowane w
jadrze, natomiast w roslinie wystawionej na $wiatto COP | migruje do cytoplazmy [61].
Wymuszony przez Swiatto transport COP | zjadra do cytoplazmy zapobiega ubikwitynacji
czynnikow transkrypcyjnych, ktére aktywujg geny regulowane przez $wiatto. Tak wiec,
kontrolowana przez $wiatto zmiana subkomorkowej lokalizacji COP1 jest istotnym
elementem mechanizmu regulujacego wewnatrzjadrowy poziom czynnikdw transkryp-
cyjnych. Mechanizm kontrolowanej przez $wiatto migracji COP1 miedzy jadrem a
cytoplazma nie jest doktadnie poznany, chociaz wiadomo, ze uczestniczg w nim
fitochromy A i B, kryptochrom | oraz kompleks COP9 [45].
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W badaniach poswieconych molekularnemu mechanizmowi zegara biologicznego
poznano gen ZTL (ang. Zeitlupe) A. thaliana kodujacy polipeptyd, ktéry w czesci N-
koncowej ma domene LOV wigzaca nukleotyd flawinowy (FMN), w czesci Srodkowej
motyw kasety F, a w regionie C-koncowym powtoérzenia motywu odpowiedzialnego za
oddziatywanie z innymi biatkami. W genomie A. thaliana zidentyfikowano dwa inne
geny {FKFF, ang. Flavin-binding, Kelch repeat, F box i LKP2-, ang. LOV Kelch
Protein 2) kodujace biatka homologiczne z ZTL [23], Obecnos$¢ we wszystkich trzech
biatkach domeny LOV wiagzacej FMN oraz kasety F sugeruje, ze sg one receptorami
flawoproteinowymi wchodzgcymi w skiad roznych komplekséw ligaz ubikwitynowych
typu SCF [28]. Wyniki ostatnich badan potwierdzajg to przypuszczenie, bowiem
wykazano, ze ligaza typu SCF71l bierze udziat w ubikwitynacji biatka TOC1/APRR1,
jednego z elementéw zegara komérkowego [21,43], natomiast biatko FKF! funkcjonuje
w zaleznej od $wiatta regulacji ekspresji genu CO {CONSTANS), ktérego produkt gra
waznagrole w fotoperiodycznej indukcji kwitnienia [28],

5. UBIKWITYNACJA BIALEK W SAMONIEZGODNOSCI
HOMOMORFICZNEJ

Samoniezgodnos$¢ homomorficznajest mechanizmem kontrolowanym genetycznie
umozliwiajagcym selekcje pytkow padajacych na znamie stupka w celu niedopuszczenia
do zaptodnienia przez wiasny pytek. W pracy opublikowanej niedawno w Kosmosie
przedstawiono podstawowe zatozenia mechanizmow samoniezgodnosci sporofitowej i
gametofitowej [4], Kluczowymi elementami obu mechanizméw sg uktady posredniczace
w ubikwitynacji biatek, ktére w samoniezgodnosci sporofitowej biorgudziat w reakcji
odrzucenia pytku o niewtasciwym haplotypie [25,32,63], a w samoniezgodnosci
gametofitowej uczestniczg zar6wno w reakcji rozpoznania, jak réwniez w reakcji
odpowiedzi przeciwdziatajgcej zaptodnieniu wsobnemu [31,44],

W przypadku samoniezgodnosci sporofitowej, badanej gtdwnie w roslinach z rodziny
Brassicaceae, w reakcji rozpoznania pytku posredniczg biatka SRK i SLG, produkty
genow tzw. locus S. W btonie komorek wyrostkowych znamienia tworzg one kompleks
receptorowy rozpoznajgcy specyficzny oligopeptyd SCR/SP11 pochodzacy z pytku
osiadtego na znamieniu, ktéry zostat wbudowany najego powierzchnie w pylniku przez
komorki tapetum. Biatko SRK jest receptorowa transbtonowa serynowo/treoninowa
kinazg biatkowa, natomiast SLG jest sekrecyjng glikoproteing, ktérej rola w reakcji
rozpoznania meskiej determinanty samoniezgodnos$ci nie jest do korica poznana
[25,32,63]. Aktywnos¢ kinazy biatkowej SRK jest blokowana przez tioredoksyne (THLL!
i THL2) wigzaca sie z resztg cysteiny potozong w regionie transbtonowym SRK [63].
Dodatkowym elementem uktadu receptorowego wspétdziatajagcym z kompleksem SRK
jest kinaza serynowo/treoninowg MLPK (ang. MLocus Protein Kinase) zakotwiczona
w btonie komaorkowej po stronie cytoplazmatycznej [46], Wewnatrzkomérkowa domena
receptora SRK oddziatuje z ligazg ubikwitynowg ARC1 (ang. Arm Repeat-Containing
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Protein 1) zawierajgcag domene U-box [60]. Fosforylacja ARC1 przez kompleks
receptorowy SRK/MLPK aktywuje mechanizm odpowiedzialny za odrzucenie pytku o
niewtasciwym haplotypie. W warunkach, gdy kompleks receptorowy nie ulega aktywacji,
awiec rowniez w sytuacji, gdy na znamieniu osigdzie obcy pytek, tioredoksyna zapobiega
autofosforylacji kompleksu receptorowego. Tak wiec ligaza ARC! w samoniezgodnosci
sporofitowej gra role pozytywnego elementu w szlaku aktywowanym w warunkach
samozapylenia, ajej fosforylacja przez aktywny kompleks SRK(SLG)-MLPK uruchamia
mechanizm zapobiegajacy kietkowaniu tagiewki pytkowej. Znalezienie biatka substratowego
ubikwitynowanego przez ARC1 powinno w przysztosci pomdc w rozszyfrowaniu
mechanizmu zaangazowanego w eliminowanie pytku o niewtasciwym haplotypie.

W samoniezgodnosci gametofitowej, badanej u przedstawicieli Solanaceae,
Rosaceae i Scrophulariaceae, reakcja rozpoznania zachodzi pomiedzy rybonukleazg
(S-RNazg) kodowang przez gen locus S, ktérego ekspresja zachodzi w komérkach
szyjki stupka, a zidentyfikowanym ostatnio biatkiem SLF/SFB, produktem genu locus S
w pyiku [31,44]. Biatko SLF/SFB (ang. S-Locus F-box/S-haplotype-specific F-box)
zawiera kasete F ijak wykazaty ostatnie badania, oddziatuje z biatkami wspéttworzacymi
ligaze ubikwitynowsg typu SCF [52]. Wiadomo tez, ze biatko SLF/SFP oddziatuje z
S-RNaza, niezaleznie od kodujacych je haplotypéw genu, Kierujac ja do ubikwitynacji.
0O zaangazowaniu proteasomow w proteolize S-RNazy $swiadczy m.in. hamowanie jej
degradacji przez inhibitory proteasoméw [53]. W Swietle wynikéw ostatnich badan
wydaje sie wiec, ze S-RNaza (u heterozygot produkty obu alleli genu S w diploidalnej
tkance sporofitu) przenika niespecyficznie z apoplastu do rosnacej tagiewki zaréwno
pytku zgodnego, jak i niezgodnego. W fagiewce obcego pytku (zgodnego) obie S-RNazy
sg rozpoznawane przez SLF/SFP i ulegajg proteolitycznej degradacji, co zapobiega
trawieniu rRNA i umozliwia kontynuowanie wzrostu tagiewki w kierunku zalgzni. W
tagiewce pytku niezgodnego biatko SLF/SFP jest produktem genu S haploidalnego
genomu pytku o haplotypie odpowiadajacym jednemu z dwéch allelicznych genéw
kodujgcych S-RNaze [31,44], W wyniku swoistej interakcji obu tych biatek pytek zostaje
rozpoznany jako niezgodny, a w efekcie jedna z S-RNaz pozostaje nienaruszona.
Obecnos¢ aktywnej S-RNazy w tagiewce prowadzi do strawienia rRNA i zahamowania
jej dalszego wzrostu [52,53,58,67]. Proponowany obecnie mechanizm samoniezgodnosci
gametofitowej wydaje sie bardzo prawdopodobny, chociaz szereg jego elementow
wymagajeszcze eksperymentalnej weryfikacji [31,44].

6. UKLAD UBIKWITYNA/PROTEASOM W AKTYWACIJI
REAKCJI OBRONNYCH PRZECIW PATOGENOM

Mechanizmy obronne uruchamiane w wyniku swoistych oddziatywan miedzy
patogenem a rosling polegajg najogolniej na interakcji pomiedzy roslinnymi biatkami
kodowanymi przez geny odpornosci (R) a produktami tzw. genéw awirulencji (Avr)
patogena lub czynnikami, ktére powstajgw wyniku dziatania tych produktéw w roslinie.
Sposréd licznych biatek R (szacujesie; ze wA. thaliana jest ich okoto 250) co najmniej
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niektoére funkcjonujajako swoiste biatka sensorowe rozpoznajace zmiany powstate w
wyniku wnikniecia do rosliny okreslonego biatka patogena. W wyniku rozpoznania
okreslonych zmian nastepuje aktywacja odpowiednich szlakéw sygnatowych indukuja-
cych réznorodne reakcje obronne [29,54].

Poszukiwania molekularnych mechanizméw reakcji obronnych skierowanych
przeciw r6znym patogenom przyniosty w ostatnich latach szereg nowych danych, ktére
jednoznacznie wskazujag na udziat w tych reakcjach uktadow ubikwitynacji i degradacji
biatek [8], W badaniach odpornosci jeczmienia na zakazanie grzybem Blumeria graminis
F p. hordei zidentyfikowano gen RAR1 (ang. Required for Mla-dependent
Resistance 1) kodujacy cytoplazmatyczne biatko z dwiema domenami wigzacymi cynk
okreslanymi akronimem CHORD [8]. Biatko RAR1 oddziatuje z réznymi biatkami R
roslinjedno- i dwulisciennych [47], a takze z produktami genéw 5GT(ang. Suppressor
of the G2 allele of skpl-4) [3]. Biatko SGT (w A. thaliana SGTla i SGTIb)
oddziatujgce poprzez biatko SKP! z ligazami ubikwitynowymi typu SCF jest wspolnym
elementem tgczgcym reakcje obronne przeciw réznym patogenom [2,51,65]. Znaczenie
SGTIb w funkcjonowaniu ligazy ubikwitynowej typu SCF potwierdzono takze w
badaniach ubikwitynacji biatek AUX/IAA aktywowanej przez auksyne [18]. Obecnie
wiadomo, ze kompleks RAR1-SGT1 oddziatuje poprzez podjednostki CSN4 i CSN5 z
sygnatosomem COP9 [3,39] oraz z biatkiem szoku termicznego HSP90 [27,62], W
proponowanym obecnie modelu zaktada sig, ze biatko R tworzy kompleks z biatkami
RAR1 i HSP90, a zwigzanie liganda (produktu genu Avr) przez biatko R badz wykrycie
okreslonej zmiany powstatej w wyniku zakazenia rosliny, prowadzi do ubikwitynacji i
degradacji biatek hamujacych okreslone reakcje obronne.

7. INNE PROCESY REGULOWANE W DRODZE
SELEKTYWNEJUBIKWITYNACJI BIALEK

Oprocz procesdw omoéwionych w poprzednich rozdziatach, w ktérych rola
ubikwitynacji biatek zostatajuz czesciowo poznana, selektywna ubikwitynacja biatek
reguluje szereg innych reakcji zachodzacych w roslinach, ktérych badania dopiero
sie rozpoczety. Dobrym przyktadem jest tutaj badana obecnie regulacja biosyntezy
etylenu, ktéra zachodzi na etapie przemiany S-adenozylo-L-metioniny (AdoMet)
do kwasu !-aminocyklopropano-!-karboksylowego (ACC) katalizowanej przez syntaze
ACC (ACS). Genom A. thaliana zawiera dziewie¢ gendéw ACS kodujgcych osiem
funkcjonalnych izoform syntazy, ktérych dtugos¢ zycia reguluje ligaza zawierajaca biatko
ETO1 z domeng BTB oddziatujaca z kuling3 (AtCULZ3) [6,69]. Podatno$¢ poszczegdl-
nych izoform ACS na ubikwitynacje regulowanajest w drodze fosforylacji, a aktywnos¢
ligazy AtCUL3-ETO 1-RBX1, podobnie jak innych ligaz kulinowych, kontrolowanajest
poprzez rubinylacje/nedylacje kuliny [6].

W szlaku sygnatowym aktywowanym przez auksyne oprocz ligazy kulinowej SCF
funkcjonujg takze monomeryczne ligazy SINATS5 i XBAT32 z domeng RINGfinger,
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ktére regulujg powstawanie i rozwoj korzeni bocznych [45,49]. Ligaza SINATS ubikwi-
tynuje czynnik transkrypcyjny NAC1, ktory reguluje ekspresje gendw odpowiedzialnych
za tworzenie korzeni bocznych. W giberelinowych szlakach sygnatowych oprécz ligaz
SCFSiyisne funkcjonuje takze ligaza PHOR1 z domeng U-box [45], a w kontrolowanym
przez gibereliny tworzeniu wtoskéw bierze udziat ligaza UPL3 z domeng HECT [14].

W fotoperiodycznej indukcji kwitnienia kluczowag role gra biatko CONSTANS (CO)
funkcjonujace jako czynnik transkrypcyjny aktywujacy geny konieczne do inicjacji
kwitnienia, m.in. gen FLOWER LOCUS T(FT). W komarkach rosliny przechowywanej
w ciemnosci biatko CO jest ubikwitynowane i ulega proteolizie, natomiast na Swietle
jego poziom wyraznie ros$nie, chociaz Swiatto o réznej dtugosci fali w rézny sposéb
wplywa najego stabilizacje [68]. Swiatto dalekiej czerwieni i $wiatlo niebieskie stabilizuje
poziom CO, podczas gdy Swiatto czerwone sprzyjajego degradacji. W konkluzji mozna
wiec stwierdzi¢, ze $wiatto niebieskie i dalekiej czerwieni poprzez uktad kryptochroméw
(Cryl/Cry2) i fitochromu A hamuje ubikwitynacje CO, natomiast Swiatto czerwone
poprzez fitochrom B promuje ubikwitynacje i degradacje CO [68].

Ligaza typu SCF z biatkiem UFO (ang. Unusual Floral Organ) zawierajgcym
kasete F jest pozytywnym elementem szlaku regulujacego ekspresje genow APETALA3,
ktére koduja czynniki transkrypcyjne aktywujace geny typu B odpowiedzialne za rozwéj
precikow i ptatkéw korony [45], a jak pokazujg wyniki najnowszych badan, takze za
powstawanie innych elementéw kwiatu [48].

U mutantéw A thaliana o zmienionej liczbie bocznych rozgatezien pedu oraz u mutanta
z op6znionym starzeniem zidentyfikowano gen ORE9/MAX2 kodujacy biatko z kaseta F.
Analizujgc zmiany fenotypowe tych mutantéw sugeruje sie, ze ligaza SCFORIIMAX2
uczestniczy w ubikwitynacji biatek, ktore regulujapowstawanie bocznych rozgatezien pedu
oraz hamujgproces starzenia lisci [45], W odpowiedziach ro$liny na zmieniajgce sie warunki
temperatury uczestniczgligazy AtCHIP i HOSI! [45]. AtCHIP jest ligazaz domeng U-box,
natomiast biatko HOS ! zawiera domene RING-finger. Mutacji w genie HLR (ang. Halted
Root) kodujagcym podjednostke RPT2a proteasomu towarzyszg zaburzenia w rozwoju
merystemow wierzchotkowych pedu i korzenia polegajace na zmianie kierunku oraz czasu
podziatéw komorek merystematycznych [66],

Przedstawiony w pracy przeglad aktualnie prowadzonych badan potwierdza, ze
zalezna od ubikwityny degradacja biatek jest kluczowym mechanizmem regulujgcym
réznorodne procesy zachodzace w ciggu catego cyklu zyciowego rosliny. W tym miejscu
nalezy takze podkresli¢, ze w dotychczasowych badaniach prowadzonych na roslinach
brakuje jak na razie danych na temat mono- i diubikwitynacji, ktérajak wiadomo nie
kieruje biatek do proteolizy, lecz gra odmienne role w procesach komdérkowych. Mozna
zatem przypuszczacé, ze w miare postepu badan liczba poznanych proceséw regulowa-
nych w drodze ubikwitynacji biatek bedzie ciggle wzrastac.
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INFORMACJE O NOWYCH KSIAZKACH

Ukazal sie podrecznik autorstwa Zofii Bielanskiej Osuchowskiej pt.
ZARYS ORGANOGENEZY - Réznicowanie sie¢ komdrek w narzadach, wydany
przez Wydawnictwo Naukowe PWN SA (Warszawa, 2004).

Jest to podrecznik embriologii szczegétowej, przystepnie napisany i bogato
ilustrowany. Omoéwiono w nim zaréwno zmiany morfologiczne, jak i molekularne
procesu réznicowania sie narzagdéw u ptakow i ssakéw. W ksigzce zostaty opisane:

* nowoczesne metody badan embriologicznych

* mechanizmy gestrulacji i rozwoj narzgdoéw pierwotnych
+ poczatkowy rozwoj uktadu nerwowego

+ kom@rki grzebienia nerwowego

+ réznicowanie sie i rozwdj konczyn u ssakow i ptakow

+ rozwoj uktadoéw krwionosnego i limfatycznego

+ rozwoj przewodu pokarmowego

+ gruczoty przewodu pokarmowego

+ rozwoj uktadu oddechowego

+ jamy ciata i krezki

+ narzady wydalnicze

+ rozwoj narzaddéw piciowych, gruczotéw dokrewnych i powtoki zewnetrzne;j.

Ukazat sie rowniez SEOWNIK BIOLOGII KOMORKI poswiecony pamieci
Profesor Haliny Krzanowskiej, wydany przez Polska Akademie Umiejetnosci (Krakow
2005).

Autorami stownika jest 37 os6b wysoko cenionych w zakresie wiedzy o biologii
komorki. Recenzentami stownika byli: prof. dr hab. Maria J. Olszewska oraz prof. dr
hab. Szczepan Bilifski.

Ukazanie sie stownika byto mozliwe dzieki kompetentnej i $cistej wspotpracy autoréw
i redaktoréw, zmudnej pracy redaktoréw technicznych: Elzbiety Kotaczkowskiej i Jacka
Goduli oraz duzej zyczliwosci Wydawcy.
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OFERTA WYDAWNICZA

Zeszytéw naukowych pod nazwa ,,Postepy Biologii Komarki:

Zeszyty naukowe pn. Postepy Biologii Komorki ukazujg sie od 1974 r.
jako kwartalnik.

Gtéwnym wydawcg i dystrybutorem kwartalnika naukowego jest Fundacja
Biologii Komorki i Biologii Molekularnej - 01-813 Warszawa ul. Marymoncka

99,
tel. (022) 5693830, fax (022) 5693712, e-mail jkawiak@cmkp.edu.pl

W ,,Postepach Biologii Komarki” publikowane sg artykuty omawiajace najnowsze
osiggniecia z zakresu biologii komoérki. Zeszyty sg przeznaczone dla studentow i
nauczycieli, pracownikéw naukowych uczelni i instytutéw naukowych. Wydawanie
czasopismajest mozliwe dzieki wsparciu finansowemu Komitetu Edukacji Narodowej..

Zapraszamy wszystkich zainteresowanych problematyka naukowo-badawczg
prezentowang w naszym kwartalniku do korzystania z zaméwienh zbiorowych i
indywidualnych, tzn. z prenumeraty rocznej. Istnieje réwniez mozliwos¢ zakupu
pojedynczych egzemplarzy, réwniez archiwalnych.

W zakgczeniu: cennik, warunki zakupu i prenumeraty oraz formularz zamoéwienia.

Cennik:

WYSZCZEGOLNIENIE CENA W PLN
Prenumerata roczna dla jednostek bedacych osobami prawnymi 150,00
Prenumerata roczna dla os6b indywidualnych 50,00
Komplet archiwalny dlajednostek bedacych osobami prawnymi 100,00
Komplet archiwalny dla oséb indywidualnych 30,00
Zakup pojedynczego egz. dlajednostek bedacych osobami prawnymi 40,00

Zakup pojedynczego egz. dla os6b indywidualnych 20,00
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Warunki otrzymywania czasopisma

-ztozeniezamoéwienia: faxem,pocztaitp.

-jednoczesne dokonanie wptaty na konto:

Fundacja Biologii Komaorki i Biologii Molekularnej w Warszawie
Nr konta 20 1240 1053 1111 0000 0440 9533

- po otrzymaniu wptaty wystawiamy fakture VAT.

W sytuacji, kiedy wptata nastgpi w trakcie trwania prenumeraty, wysytamy wszystkie zeszyty
(numery) czasopisma, ktére ukazaty sie w okresie objetym prenumerata.

tu odcigc

ZAMOWIENIE

nazwa i adres zamawiajacego

Fundacja Biologii Komorki
i Biologii Molekularnej

ul. Marymoncka 99

01-813 WARSZAWA

L. Dz,

Zamawiam/y............. egz./Kmpl........cccoooviviveren, .Postepow Biologii Komorki”.
Kwote .......ccoceeeee. ztotych (stownie zIOtyCh ... )
PrzekazaliSmy na Wasze konto dnia........c.cccceeevennnee

NASZ INIP ..o

Jednoczes$nie upowazniamy do wystawienia faktury bez potwierdzajacego odbidr podpisu
odbiorcy.

(pieczatka imienna i podpis zamawiajgcego)



178

KOMUNIKATY

KOMITET ORGANIZACYJNY
XXI1 Zjazdu Polskiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologow

uprzejmie informuje o organizowanym w dniach 6-9 wrze$nia 2007 roku w
Warszawie XXI1 Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologow.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Warzocha
Przewodniczgcy Komitetu Organizacyjnego
XXII Zjazdu PTHIT

Adres Komitetu:
Instytut Hematologii i Transfuzjologii
ul. Chocimska 5, 00-957 Warszawa, tel/fax (022) 849-85-07

Zaklad Cytologii Wydziat Biologii Uniwersytet Warszawski
oraz Oddziat Warszawski Towarzystwa Biologii Komarki

zapraszajg na organizowany po raz drugi

LETNI KURS HODOWLI KOMOREK ZWIERZECYCH.

Zajecia odbedg sie w dniach od 12 do 14 oraz od 14 do 16 czerwca 2006 roku.
Program kursu bedzie obejmowat zajecia teoretyczne oraz praktyczne. W ramach
zajec praktycznych Uczestnicy beda mogli zapozna€ sie z nastepujacymi metodami:

1. Hodowla ustalonych linii komoérkowych (hodowle komérek adherentnych i
rosngcych w zawiesinie).

2. Hodowla mioblastéw mysich.

Hodowla komdrek nowotworowych.

Przestrzenna hodowla komorek.

Uzyskiwanie zarodkowych komérek macierzystych.
Hodowla pierwotna komérek kanalikéw nerkowych.

Wyk’:ady beda dotyczyty metod prowadzenia hodowli komérkowych, organizacji
pracowni, zaktadania hodowli pierwotnych, wyprowadzania linii komdrkowych,
mikroskopii konfokalnej, sposobéw analizy i dokumentacji wynikéw. Dodatkowo
odbedzie sie prezentacja sprzetu oraz odczynnikow do hodowli komérek. Zorgani-
zowana zostanie réwniez sesja, na ktorej Uczestnicy beda mogli zaprezentowaé wiasne
wyniki badan. Szczegdtowe informacje dotyczace kursu bedgumieszczane na stronie

www.biol.uw.edu.pl/cytologia

Zgtoszenia nalezy przesyta¢ (jak najszybciej, najlepiej w porozumieniu z orga-
nizatorami) na adres: hodowla@biol.uw.edu.pl lub Zaktad Cytologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet Warszawski, ul. 1lji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa (formularz
zgtoszenia w zatgczeniu obok).

oo As W
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Formularz zgtoszeniowy
LETNI KURS HODOWLI KOMOREK ZWIERZECYCH

(imie i nazwisko)

(miejsce pracy)

(adres)

(telefon)

(e-mail)

kurs w dniach 12-14.06.2006 | tak nie
kurs w dniach 14-16.06.2006 | tak nie
zakwaterowanie tak _ nie

abstrakt (opcjonalnie)

ERRATA

do atykutu pt. ,,Udziat biatek stresowych w adaptacji wysitkowej” autorstwa

Z. Jethona, E. Morawskiej-Ciatowicz, P. Dziegiela, M. Podhorskiej-Okotéw
opublikowanego w Postepach Biologii Komérki nr 4 tom 32 z 2005 .

Strona 702 konczy sie:

sarkoplazmatycznych i btonowych [31,36,41 ]. Aktywacja apoptozy miataby w tym

a powinna sie konczy¢

sarkoplazmatycznych i btonowych [31, 36, 41], Aktywacja apoptozy miataby w tym
konteks$cie znaczenie jako mechanizm usuwania ,,zuzytych” lub ,,zbednych” biatek i
umozliwienie w to miejsce syntezy nowych struktur biatkowych, bardziej przystoso-

Za zaistniatg pomyltke serdecznie przepraszamy Czytelnikow i Autoréw.
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Wskazéwki przygotowania rysunkéw i streszczen do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wcze$niej-
sza. Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢ umieszczone osobno na dyskietce.
Powinny to by¢ albo mapy bitowe (TIF, JPG), albo pliki z Corela, wersja 9,0 lub wczesniejsza. Kazda
wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wczesniejszej. Rysunki,
schematy, zdjecia i wykresy w podpisach i w powotaniach w tekscie powinny nosi¢ nazwe rycina
(ryc.) i by¢ numerowane kolejno. Na zdjeciach konieczne jest umieszczanie podziatki wskazujacej
powigkszenie obiektéw, a nie podawanie powigkszen w podpisach, gdyz zdjecia ulegajg zmniejszeniu
do formatu B..

Prosimy Autoréw o podawanie adreséw e-mail.
Cennik dla Autoréw w 2006 .

odbitek prac pdf barwne ryciny  str. druku (ponad 15)
Liczba odbitek 50 100 200 - 1 szt. 1 str.
Cena zt 100,00 120,00 150,00 100,00 400,00 50,00

Zamowienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata roczna

Redakcja przyjmuje optate prenumeraty za rok 2006 pod adresem:

FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNE]J,

ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa; tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712,
e-mail: jkawiak@cmkp.edu.pl ]

nakonto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ,

ul. Marymoncka 99,01 -813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,

1V O/Warszawa 20124010531111000004409533.

Cena prenumeraty rocznika na rok 2006
dla instytucji (bibliotek) wynosi 150 zt
dla odbiorcéw indywidualnych 50 z4

Subscription ordersfor POSTEPY BIOLOGII KOMORKI for 2006

should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of
POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Marymoncka str. 99,01 -813 Warszawa /Poland,
tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, e-mail: jkawiak@cmkp.edu.pl:

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI | BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99,01 -813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,

IV O/Warszawa, No 20124010531111000004409533.

Price per year 25 dollars USA or 21 euro.


mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl
mailto:jkawiak@cmkp.edu.pl

INFORMACJE DLA AUTOROW

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

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczajg

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 15 stron druku i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5
lat (natomiast wczesniejsze prace moga by¢ pracami przeglagdowymi); 2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach
druku z kilkoma pozycjami bibliograficznymi z ostatniego roku (liczac od daty wystania do redakcji); 3) listy do redakcji
(do 1 strony maszynopisu).

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwéch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany
jednostronnie na papierze formatu A4 w uktadzie normalnym 1800 znakéw na stronie z podwojnym odste-
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazowki s.180) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik
(file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona,
nazwiska, tytuty naukowe autoréw i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy w jezyku
polskim i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie
nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska
autoréw, nazwe zakladu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o
dofinansowaniu pracy oraz skrot tytutu (do 40 znakéw). Nastgpna strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim
i angielskim streszczenie (do 1 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 stosowac jedynie
powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie nie
zamieszczac tabel, schematéw 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 podroz-
dziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism podawa¢ nalezy wedtug Index
Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tek$cie nastepuje
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury
nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedlug nastepujacego wzoru:

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

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium polycephalum. Exptl
Cell Res 1980; 2: 41748.

Tabele, opisy schematéw i rycin powinny by¢ zataczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki
muszg by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane
na btyszczacym papierze. Barwne ryciny i zdjecia sg ptatne.Wymiary poszczegélnych rycin, schematéw
i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180 mm lub ich potowy. Na zdjeciach prosimy zamieszcza¢ podziat-
ke, a nie podawa¢ powigkszenia w podpisie w zwigzku z potrzebg zmniejszania ilustracji. Jezeli zatgczniki sg
zapozyczone z innych zrodet, nalezy poda¢, skad zostaty zaczerpnigte i doltgczy¢ zgode autora i wydawnictwa
na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza si¢ w niezmienionej formie. Wszystkie zataczniki, np. wykaz
skrétow, muszg mie¢ na odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie goéry i dotu ilustracji. Jednostki miar musza
by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrotéw 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 pracag oraz moga zaméwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte.
Poprawiong po recenzji wersje pracy nalezy zwrdci¢ 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 odptatno$¢ 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 znaja i akceptuja prace tak nie Dotaczono kopie pracy wraz z rycinami na dyskietce z

Jest zgodaosob, ktorych informacje nie- podaniem nazwy pliku i uzytego programu edycyjnego
publikowane sa zamieszczone w tekscie tak nie  z komputera IBM tak nie

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