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Zestaw - Cell Death Detection ELISAplus

Nr kat. 1 774 425 - 96 testów 
Nr kat. 1 920 685 - 10 x 96 testów

Typ oznaczenia: Jednostopniowa „kanapka“ ELISA, kolorymetryczny
Zastosowanie: Ilościowy pomiar apoptozy bez znakowania komórek, odróżnianie

apoptozy od nekrozy
Próbki: Lizaty komórkowe, supernatanty z hodowli komórkowych,

fi
Specyfit

surowica lub osocze
... , iczno ść: Specyficzne dla nukl

Metoda oznaczenia:

z histon______ r___
bez lizy komórek)

Czas pomiaru: 3 godziny
< 600 komórek

b:'.<< ¿-¡M' , ,

Czułość:

i

Specyficzne dla nukleosomów zawierających jedno
i dwuniciowe DNA, gatunkowo niespecyficzne

: Liza komórek, następnie immunochemiczne oznaczanie
fragmentów DNA związanych z histonami w płytce (oznaczanie 
nekrozy poprzez wykrywanie fragmentów DNA związanych 

•ezpośrednio w supe

CAM [pg/mlj

Rysunek 2: Eksperyment 
analizowany z użyciem Celi 
Death Detection ELISAplus 

na komórkach U937.
Lizat (czerwony). Supernatant 
(zielony). Czynnik wzbogacający 
lizat (niebieski).

tancie z hodowli,

komórki/dolek

określanie poziomu 
apoptozy względem 
nekrozy
• wysoka czułość
• łatwość stosowania

Rysunek 1: Czułość zestawu Celi ► 
Death Detection ELISAPL 

na komórkach U937.
Lizat z CAM (czerwony).
Lizat bez CAM (niebieski). 
Supernatant z CAM (żółtyj
Supernatant bez CAM (zielony).

Zestaw - In Situ Celi Death Detection Kits 
.................. ..............„y 1

Nr kat. 1 684 809 - 50 testów (AP)
Nr kat. 1 684 795 - 50 testów (Fluoresceiną)
Nr kat. 1 684 817-50 testów (POD)
Nr kat. 2 156 792 - 50 testów (TMR red)

Typ oznaczenia: Bezpośrednie oznaczanie metodą TUNEL
Zastosowanie: Wykrywanie pęknięć nici DNA w komórkach apoptotycznych

z zastosowaniem cytometru przepływowego lub mikroskopu 
fluorescencyjnego

Próbki: Komórki w zawiesinie, komórki przylegające do podłoża,
rozmazy komórkowe, mrożeniowe lub parafinowe skrawki tkanek 

Specyficzność: Ilość pęknięć nici DNA w komórkach apoptotycznych jest| ........ a. ___ „ _Ilość pęknięć nici DNA w komórkach apoptotycznych jest 
tak duża, że stopień wyznakowania komórek pozwala 
na odróżnienie komórek apoptotycznych od nekrotycznych 

Metoda oznaczenia: Znakowanie końców DNA przy użyciu dUDP związnego 
fluoresceiną następnie bezpośrednią analizę komórek 
wyznakowanych fluorescencyjnie
1 - 3 godzin

I
Czas pomiaru:

100-1

103 10*

Rysunek 3: Wykrywanie 
apoptotycznych komórek 
HL60 z użyciem cytometru 
przepływowego z zestawem 
In Situ Celi Death Detection 
Kit, Fluorescein. Mieszanina 
reakcji TUNEL (niebieski) 
lub roztwór barwiący (biały) 
lub PBS dla autofluorescencji 
(pomarańczowy).

Rysunek 4: Wykrywanie 
komórek apoptotycznych 
(zielony) w mikroskopie 
fluorescencyjnym 
we fragmencie tkanki 
z rdzenia kręgowego 
szczura.

►

Rysunek 6: Wykrywanie komórek 
apoptotycznych z użyciem 
zestawu In Situ Celi Death 
Detection Kit i znakowane 
peroksydazą w śródbłonku 
królika.

Ą

&

▲
Rysunek 5: Śródbłonek królika, 
barwiony z użyciem In Situ Celi 
Death Detection Kit, TMR red
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W tym Zeszycie
W roku 1982 Robin Warren i Barry Marshall po raz pierwszy wyizolowali spiralną, 

Gram-ujemną bakterię z błony śluzowej chorych na przewlekłe zapalenie żołądka. 
Bakteria później została nazwana Helicobacter pyroli. Okazało się, że jest jed­
nym z patogenów bakteryjnych najczęściej występujących u człowieka. Autorzy 
za to odkrycie otrzymali w 2005 roku Nagrodę Nobla. Więcej na ten temat Czy­
telnik znajdzie na stronie 3.

Wyodrębnione przez błony biologiczne przedziały o swoistych właściwościach i funk­
cjach stanowią cechę charakterystyczną komórki eukariotycznej. Komunikacja 
między różnymi elementami układu błon wewnętrznych jest jednym z kluczowych 
warunków prawidłowego funkcjonowania komórki. Brefeldyna A zakłóca tę ko­
munikację i stała się znakomitym narzędziem badawczym umożliwiając poznanie 
wielu szczegółów organizacji i działania układu błon w komórce. Więcej na ten 
temat jest na stronie 19.

MikroRNA (miRNA) to grupa jednoniciowych, niekodujących RNA, które regulują 
ekspresję genów strukturalnych na poziomie posttranskrypcyjnym. Aktywną for­
mę dojrzałą stanowią krótkie fragmenty zbudowane z 21-23 nukleotydów. Wiążą 
się one z mRNA genu docelowego, co prowadzi do jego degradacji. Więcej na 
temat takich regulacji ekspresji genów znajdzie Czytelnik na stronie 45.

Badania prowadzone w ostatnich latach dowodzą, że komórki regulatorowe (Treg) 
pełnią rolę w utrzymaniu tolerancji immunologicznej na własne antygeny organi­
zmu. Komórki regulatorowe stanowią heterogenną subpopulację limfocytów T. 
Wyróżnia się wśród nich naturalne komórki regulatorowe (nTreg) CD4+CD25+ 
dojrzewające w grasicy oraz indukowane Treg (Tri, Th3, CD4+CD25-) nabywa­
jące zdolności supresorowych na obwodzie. Ten temat jest omawiany w artykule 
na stronie 71.

rcin.org.pl



WYKAZ RECENZENTÓW Z TOMU 32 Z ROKU 2005
REFEREES OF THE VOLUME 32, 2005

Prof. dr hab. Jolanta Barańska
Prof. dr hab. Jacek Bartkowiak
Prof. dr hab. Andrzej Buczyński
Prof. dr hab. Maria Charzyńska
Dr hab. Andrzej Ciechanowicz
Prof. dr hab. Franciszek Dubert
Dr hab. Józef Dulak
Prof. dr hab. Danuta Duś
Prof. dr hab. Ewa Gregoraszczuk
Prof. dr hab. Barbara Grzelakowska -Sztabert
Prof. dr hab. Lilia Hryniewiecka
Dr hab. Artur Jarmołowski
Prof. dr hab. Leszek Kaczmarek
Prof. dr hab. Bożena Kamińska-Kaczmarek
Prof. dr hab. Jerzy Kawiak
Prof. dr hab. Andrzej Kononowicz
Prof. dr hab. Jan Konopacki
Prof. dr hab. Monika Kozłowska
Dr Andrzej Kubalski
Prof. dr hab. Janusz Kubrakiewicz
Prof. dr hab. Leszek Kuźnicki

Prof. dr hab. Marian Lewandowski
Prof. dr hab. Janusz Limon
Prof. dr hab. Ludwik Malendowicz
Prof. dr hab. Tomasz Motyl
Dr hab. Regina Osiecka, prof. nadzw. UL
Prof. dr hab. Maria Olszewska
Prof. dr hab. Barbara Płytycz
Prof. dr hab. Zygmunt Pojda
Prof. dr hab. Jadwiga Przała
Prof. dr hab. Antoni Różalski
Prof. dr hab. Lidia Różewicka
Dr hab. Tomasz Sakowicz
Prof. dr hab. Ewa Sikora
Prof. dr hab. Jolanta Skangiel-Kramska
Prof. dr hab. Zofia Szczotka
Prof. dr hab. Adam Szewczyk
Dr hab. Andrzej Szuba
Prof. dr hab. Henryk Urbanek
Dr hab. Katarzyna Wieczorowska-Tobis
Prof. dr hab. Maciej Zabel
Prof. dr hab. Jan Żeromski

rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 33 2006 NR 1 (3-18)

ODDZIAŁYWANIA MOLEKULARNE WYBRANYCH 
CZYNNIKÓW WIRULENCJI HELICOBACTER PYLORI*

* Praca została opublikowana w związku z Nagrodą Nobla przyznaną w 2005 roku R. Warrenowi 
i B. Marshallowi. Praca była finansowana w ramach grantu KBN (6 PO4A 031 15) oraz projektów 
CMKP (501 -2-2-08-13/01,501-1-1 -09-20/03 i 501 -1 -1 -09-17/04).

THE MOLECULAR INTERACTIONS
OF HELICOBACTER PYLORI VIRULENCE FACTORS

Ewa Elżbieta HENNIG

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

Streszczenie'. Helicobacter pylori jest jednym z najczęściej występujących u ludzi patogenów bakteryj­
nych. Zasiedlenie śluzówki żołądka przez H. pylori jest podstawowym czynnikiem etiologicznym roz­
woju choroby wrzodowej dwunastnicy i żołądka oraz raka żołądka. Szereg białek bakteryjnych, w tym 
szczególnie antygen CagA, cytotoksynę VacA i adhezynę BabA, wiąże się ze zwiększoną wirulencją 
szczepów H. pylori. Różnice w aktywności cytotoksyny VacA i antygenu CagA wynikają z polimorfi- 
zmów kodujących je genów. W patogenezie zakażenia kluczową rolę mogą jednak odgrywać specyficzne 
oddziaływania H. pylori z komórką nabłonkową żołądka na poziomie molekularnym.

Słowa kluczowe: Helicobacter pylori; patogen; wirulencja; choroba wrzodowa; rak żołądka; cytotoksyna 
wakuolizująca; adhezyny; antygen CagA; interakcje białkowe.

Summary'. Helicobacter pylori is one of the 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 of bacterial proteins, especial­
ly CagA antigen, cytotoxin VacA and BabA adhesin, are correlatedwith higher virulence of H. 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 of H. pylori infection might 
play specific interactions between H. pylori and gastric epithelial cell on the molecular level.

Key words'. Helicobacter pylori; pathogen; virulence; ulcer disease; gastric cancer; vacuolization cytotoxin; 
adhesions; CagA antigen; protein interactions.
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4 E. E. HENNIG

WPROWADZENIE

W 1982 roku Robin Warren i Barry Marshall po raz pierwszy wyizolowali spiralną, 
Gram-ujemną, mikroaerofilną bakterię ze śluzówki pacjentów z przewlekłym zapaleniem 
błony śluzowej żołądka [93], nazwaną później Helicobacter pylori. H. pylori jest 
jednym z najczęściej występujących u ludzi patogenów bakteryjnych. Częstość zakażenia 
w Polsce należy do najwyższych w Europie i w zależności od wieku sięga nawet 90% 
(w grupie osób powyżej 60 lat) [48, 49]. U większości osób zakażenie przebiega 
bezobjawowo, prowadząc do przewlekłego zapalenia błony śluzowej żołądka, jednak u 
10-20% zakażonych rozwija się choroba wrzodowa dwunastnicy lub żołądka, a u 
1-3% rak żołądka lub chłoniak żołądka o mniejszej złośliwości [12, 51, 85].

Szczepy H. pylori charakteryzuje szereg wspólnych czynników determinujących ich 
wirulencję; umożliwiających bakteriom zasiedlenie błony śluzowej żołądka oraz zdolność 
do przetrwania w kwaśnym środowisku treści żołądkowej [54, 85]. Wszystkie szczepy 
wytwarzają ureazę, enzym wydzielany przez bakterie w dużych ilościach, który rozkładając 
obecny w żołądku mocznik z uwolnieniem amoniaku, powoduje zobojętnienie kwaśnego 
środowiska soku żołądkowego w sąsiedztwie bakterii. Charakterystyczna dla wszystkich 
szczepów H. pylori jest również zdolność do poruszania się. Spiralny kształt bakterii, jak 
i obecność wici na jednym z biegunów umożliwiają jej przedostanie się przez warstwę 
śluzu na powierzchnię komórek nabłonkowych. Jako wspólne czynniki wimlencji wyróżnić 
można również liczne adhezyny, proteazy i fosfolipazy umożliwiające degradację śluzu 
żołądkowego i błony śluzowej oraz katalazę i dysmutazę nadtlenkową, które zapobiegają 
zniszczeniu bakterii w fagocytamych wakuolach granulocytów [54, 85].

Już pierwsze badania nad wirulencją H. pylori wskazywały na olbrzymią różno­
rodność genetyczną tego drobnoustroju. Odkrycie, że niektóre z czynników bakteryjnych 
produkowane są tylko przez specyficzne szczepy H. pylori, rodziło nadzieję, że właśnie 
tą zmiennością będzie można wytłumaczyć tak zróżnicowany przebieg zakażenia. 
Wieloletnie i prowadzone w wielu ośrodkach badania potwierdziły słuszność takiego 
założenia, jednakże wskazały również, że działanie czynników bakteryjnych może być 
w dużym stopniu modyfikowane przez współwystępujące czynniki gospodarza i wpływy 
środowiskowe [13, 30, 39]. Obecnie uważa się, że w patogenezie zakażenia H. pylori 
kluczową rolę może odgrywać szczególna kombinacja osobniczo zmiennych cech 
gospodarza i szczepowo-specyficznych cech bakterii, warunkująca zaistnienie specyficz­
nych oddziaływań na poziomie molekularnym.

Różnice w wirulencji szczepów H. pylori wynikają głównie z obecności różnych 
alleli genów, a w tym obecności wyspy patogenności cag oraz różnych genotypów 
vacA czy babA. Produkty dwóch genów, vacA i cagA, jako pierwsze zaczęto korelować 
ze zwiększoną wirulencją szczepów H. pylori.

rcin.org.pl



CZYNNIKI WIRULENCJI HELICOBACTER PYLORI 5

CYTOTOKSYNA WAKUOLIZUJĄCA VacA

Cytotoksyna wakuolizująca VacA syntetyzowana jest jako 140-kDa prekursor, a 
następnie, po proteolitycznym odcięciu 33-aminokwasowego peptydu sekwencji 
sygnalnej z N-końca oraz ~50-kDa C-końcowej domeny związanej z transportem 
toksyny przez błonę zewnętrzną, jest wydzielana z komórki bakteryjnej jako 88-kDa 
dojrzała toksyna [19, 64]. Cytotoksyna wydzielana z komórki składa się z dwóch 
podjednostek tworzących monomer, 33-kDa N-końcowej (p3 3) i 55-kDa C-końcowej 
(p55) (rye. 1A) [56], W formie natywnej, VacA występuje w postaci oligomerycznej 
struktury o sześcio- lub siedmio-ramiennej symetrii, utrzymywanej przez oddziaływania 
podjednostek p33 i p55 z sąsiednich monomerów [56, 89]. Efektywna internalizacja 
oraz aktywność wakuolizująca VacA zależy od ponownej monomeryzacji toksyny w 
kwaśnym lub zasadowym pH środowiska i tworzenia anionowo-selektywnych kanałów 
w błonach komórkowych [50, 87, 95]. Aktywność wakuolizującą VacA wykazano w 
supematantach hodowli szczepów H. pylori, obserwując powstawanie wakuoli w wielu 
rodzajach komórek eukariotycznych in vitro (rye. 2) [19, 22],

RYCINA 1. Schemat przedstawiający 140-kDa protoksynę VacA (A), regiony zmienności w vacA, 
determinujące różne genotypy cytotoksyny (B) oraz lokalizację fragmentu VacA-bl, oddziałującego z 
białkiem RACK 1. p33 (33-kDa) i p55 (55-kDa) oznaczają podjednostki dojrzałej cytotoksyny VacA; 
cyfry ograniczające fragment VacA-bl w schemacie (C) odpowiadają kolejności aminokwasów w VacA ze 
szczepu 60190 rcin.org.pl



6 E. E. HENNIG

RYCINA 2. Wakuolizacja komórek HeLa w obecności cytotoksyny VacA ze szczepu H. pylori 60190

Działanie VacA ma istotne znaczenie dla wydajniejszej kolonizacji i pozostawania 
H. pylori w zajmowanej niszy żołądkowej. Tworząc pory w błonie komórkowej, 
zwiększa jej przepuszczalność dla małych cząsteczek organicznych (w tym mocznika) 
i jonów (jak Fe3+ i Ni2+) niezbędnych do wzrostu bakterii [22]. Podobne znaczenie dla 
dostarczania składników odżywczych ma również zmniejszenie integracji warstwy 
nabłonka. Wiążąc się z receptorem dla fosfatazy tyrozynowej RPTPp, VacA prowadzi 
do zwiększenia fosforylacji białka Gitl (ang. G protein-coupled receptor kinase- 
interactor 7) i odłączania się komórek nabłonkowych od błony podstawnej [19].

VacA może bezpośrednio działać niszcząco na komórkę. Obok wakuolizacji, 
powoduje apoptozę komórek nabłonkowych, prawdopodobnie w wyniku migracji do 
mitochondriów, gdzie stymuluje uwalnianie cytochromu c i aktywację kaspazy 3 [22]. 
VacA jest także toksyną o działaniu silnie modulującym odpowiedź immunologiczną: 
blokuje dojrzewanie fagosomów w makrofagach, hamuje prezentację antygenu przez 
limfocyty B, hamuje aktywację i proliferację limfocytów T i moduluje odpowiedź 
komórkową typu Th 1 [19].

1. Genotypy cytotoksyny VacA

Gen vacA wykrywany jest w genomach niemal wszystkich izolowanych szczepów 
H. pylori, ale jedynie połowa z nich wykazuje aktywność cytotoksyczną in vitro [19, 
22,32,39,64], Przypuszczano, że w pozostałych szczepach gen vacA nie ulega ekspresji. 
Wykazano jednak, że większość szczepów H. pylori produkuje cytotoksynę, w 
supematantach ich hodowli wykrywano immunopozytywne białka VacA, jednakże różnią 
się one zasadniczo swą aktywnością [64]. Różnice te wynikają z polimorfizmu genu 
vac A i mozaiko watości jego organizacji [6,64]. Niektóre regiony vac A charakteryzują 
się dużą konserwatywnością sekwencji nukleotydowej, zaś inne- wysoką zmiennością. 
Różnice obserwowane między szczepami dotyczą głównie dwóch regionów: 50 
nukleotydów z 5’-części genu, kodujących drugą połowę sekwencji sygnalnej (allel s - 
ang. signal sequence) oraz 700-nukleotydowego odcinka części środkowej genu (allel 
m - ang. middle region) (rye. IB) [6].rcin.org.pl
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Początkowo opisano występowanie trzech typów allelu s (sla, slb, s2) i dwóch ty­
pów allelu m (ml i m2) [6]. Najwyższym poziomem cytotoksyczności in vitro 
charakteryzują się szczepy o genotypie sl/ml (Tox+), zaś szczepy s2/m2 praktycznie 
nie mają aktywności wakuolizującej (Tox). Stwierdzono, że peptyd sygnalny toksyny o 
allelu s2 zakończony jest 12-aminokwasowym, silnie hydrofitowym segmentem, którego 
nie ma w allelu sl [6]. Zastąpienie hydrofobowego końca sl hydrofitowym fragmentem 
z końca s2 prowadzi do utraty właściwości wakuolizacji komórek HeLa, AGS i RK-13 
[46]. Poza różnicami w sekwencji, szczepy Tox+ i Tox różnią się także poziomem 
transkrypcji genu vacA, która w szczepie s2/m2 była ok. 30-krotnie niższa niż w szczepie 
sl/ml [26],

Analiza sekwencji sygnalnej vac A wskazywała na znamiennie częstsze występowanie 
allelu s 1 a u pacjentów z chorobą wrzodową niż z zapaleniem śluzówki żołądka [6,30,32, 
39, 71, 75, 84, 91]. Wydawało się, że oznaczanie genotypu vacA w szczepach H. pylori 
izolowanych od pacjentów może mieć ważne znaczenie praktyczne, pozwalające na 
określenie ryzyka rozwoju choroby wrzodowej i być może nowotworowej. Okazało się 
jednak, że krążące w różnych regionach geograficznych szczepy H. pylori różnią się 
genetycznie, a tym samym ocena ryzyka rozwoju choroby na podstawie genotypu vacA, 
jeśli w ogóle ma znaczenie, to jedynie ograniczone do lokalnej populacji.

2. Oddziaływania VacA z białkami gospodarza

Wykazano, że VacA oddziałuje z komórkami docelowymi, wiążąc się z takimi białkami 
powierzchniowymi, jak: receptor dla nabłonkowego czynnika wzrostu EGF czy receptor 
dla fosfatazy tyrozynowej RPTPP [79,94,95]. W wiązaniu VacA do komórki zaangażo­
wana jest podjednostka p55; ona również determinuje specyficzność komórkową cyto- 
toksyny [22,64]. Internalizacja VacA prowadzi do tworzenia w komórkach dużych waku- 
oli, powstających w wyniku masowego pęcznienia składników błonowych komórki, w 
późnych stadiach endocytozy [ 19,22]. Badania nad wewnątrzkomórkową ekspresją vacA 
sugerowały, że tworzenie wakuoli jest konsekwencją oddziaływania podjednostki p33 
(wraz ze 150-aminokwasowym fragmentem z N-końca podjednostki p55) z cytozolowymi 
białkami komórek gospodarza [21,97].

Celem kolejnych badań stało się zatem poszukiwanie białek ludzkich wchodzących 
w bezpośrednie interakcje białko-białko z cytotoksyną VacA H. pylori. Zidentyfikowano 
białko RACK1, receptor dla aktywowanej kinazy białkowej C (PKC), jako oddziałujące 
z VacA w komórkach drożdży, w systemie dwu-hybrydowym [33]. W badaniach tych 
użyto fragmentów VacA do przeszukiwania biblioteki cDNA, uzyskanej z RNA 
izolowanego ze śluzówki żołądka pacjenta z objawową infekcją//, pylori. Fragment 
VacA-bl, wchodzący w interakcje z RACK 1, obejmuje C-końcową część podjednostki 
p33 i 6 reszt aminokwasowych z podjednostki p55, a więc mieści się w obrębie 
minimalnego fragmentu VacA wykazującego działanie wakuolizujące wewnątrz­
komórkowe (rye. 1C) [21, 97], Masa cząsteczkowa białka RACK1 wynosi 37-kDa i 
składa się ono z 317 aminokwasów, tworzących 7 powtórzeń zwanych motywami WD 
(Trp-Asp) [73]. Wykazano, że z białkiem VacA oddziałuje C-końcowy fragment RACK1, 
obejmujący powtórzenia WD5-WD7 [33].

rcin.org.pl



E. E. HENNIG

RACK1 wiąże aktywną formę PKCpiI i działa jako jej wewnątrzkomórkowy 
receptor [74], Wiązanie to powoduje wzrost fosforylacji substratów PKC in vivo, 
prawdopodobnie przez stabilizowanie aktywnej formy kinazy [73]. Oprócz PKC, 
RACK1 wiąże szereg innych białek komórkowych, miedzy innymi kinazę tyrozynową 
Src i podjednostkę [3 receptorów integrynowych [ 17,47, 76], Pokazano również, że po 
związaniu, RACK1 i PKCpiI przemieszczają się razem do tej samej części komórki 
[74] oraz że różne białka mogą być jednocześnie wiązane z RACK1 [76]. Wydaje się 
więc, że to wielo-domenowe białko pełni funkcję białka wahadłowego (ang. shuttle'), 
które doprowadza PKC w pobliże jej substratów, warunkując ich wydajniejszą 
fosforylację. Ponadto, RACK1 może służyć jako rodzaj platformy umożliwiającej kontakt 
i oddziaływania pomiędzy białkami tworzącymi kompleksy sygnalne w komórce. Jak 
na razie, funkcjonalne znaczenie wiązania VacA z RACK1 nie jest znane. Jednakże, z 
racji pełnionej przez białko RACK1 funkcji w komórce, można spekulować, że stanowi 
ono centrum dla przekazywania sygnału uruchamianego w wyniku wewnątrzkomór­
kowego działania VacA.

W utrzymaniu spójności i integralności warstwy nabłonka zasadniczą rolę pełnią 
oddziaływania pomiędzy receptorami integrynowymi komórki i białkami adhezyjnymi 
macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM), takimi jak laminina czy fibronektyna (FN) [24, 
40]. FN wiąże się z integrynami głównie przez sekwencję zawierającą motyw RGD 
(Arg-Gly-Asp) [63]. Jej klasycznym receptorem jest integryna ocspr Aktywacja 
receptora integrynowego przez związanie z FN prowadzi do uruchomienia szlaków 
przekazywania sygnału w komórce, w których uczestniczą takie kinazy, jak: PKC, 
FAK (ang. focal adhesion kinase), Src i paksylina oraz Rho GTPaza [24, 44, 55]. 
Procesy te prowadzą do utworzenia kompleksów przylegania (ang. focal adhesions), 
polimeryzacji aktyny i przegrupowania cytoszkieletu aktynowego komórki.

Działanie VacA, wespół z innymi czynnikami wirulencji H. pylori, prowadzi do 
zniszczenia ciągłości i stabilności warstwy komórek nabłonka oraz narusza homeostazę 
śluzówki, zwiększając jej przepuszczalność, zmieniając potencjał błonowy, a także 
indukując apoptozę i odłączanie się komórek nabłonka od błony podstawnej [3,22,64, 
66]. W konsekwencji dochodzi do przerwania bariery ochronnej, jaką stanowi nabłonek, 
i wyeksponowania białek ECM na bezpośredni kontakt z bakteriami.

Wykazano, że VacA hamuje adhezję komórek HeLa do fibronektyny [34]. 
Cytotoksyna bezpośrednio wiąże się z FN in vitro [34], co w konsekwencji in vivo 
może prowadzić do ograniczenia dostępności FN dla receptorów integrynowych. Szereg 
patogenów bakteryjnych ma zdolność wiązania się z FN i wykorzystania jej interakcji 
z integrynądo inwazji komórek gospodarza [77, 81]. Chociaż generalnie H. pylori 
uznawany jest za bakterię nieinwazyjną, wykazano, że z pewną wydajnością może 
wchodzić do komórek nabłonkowych żołądka i że proces ten jest zależny od podjednostki 
P, integryny oraz aktywności PKC [43, 67]. Zdolność do inwazji komórek nabłonka 
żołądka może mieć istotne znaczenie w patogenezie H. pylori, bowiem umożliwia ona 
bakteriom uniknięcie eliminacji przez układ immunologiczny gospodarza, co z kolei może 
skutkować ustanowieniem infekcji chronicznej. Wydaje się, że w procesie inwazji H. 
pylori uczestniczy VacA, jako że szczepy cytotoksyczne wykazują większe zdolności 
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inwazyjne i lepszą przeżywalność wewnątrz komórki niż szczepy nie mające tej 
aktywności [68, 77].

Polimeryzacja aktyny i reorganizacja cytoszkieletu komórki, zachodzące w wyniku 
stymulacji receptorów integrynowych, warunkują ruch i migrację komórek [10, 55]. 
Wykazano, że VacA hamuje tworzenie charakterystycznych wypustek błony komór­
kowej i lamelipodii, umożliwiających komórce poruszanie się, oraz prowadzi do 
zahamowania procesów polimeryzacji aktyny i tworzenia kompleksów przylegania (ryc. 
3) [34], Wyniki te sugerują, że działanie VacA, prowadzące do zahamowania reorganizacji 
cytoszkieletu i tworzenia wypustek komórkowych, może znacząco wpływać na procesy 
związane z odnową spójności uszkodzonego nabłonka czy zaleczaniem wrzodów, w 
których podstawową rolę pełni ruch komórki.

Jak dotąd, nie rozstrzygnięto jednoznacznie wpływu H. pylori na organizację 
cytoszkieletu zakażonych komórek. Podobnie jak w komórkach HeLa, VacA hamuje 
tworzenie włókien aktynowych również w komórkach Hep-2 i RGM1 [5,60], W innych 
badaniach, obserwowano co prawda wzrost liczby komórek o okrągłej morfologii i 
zaburzenia w organizacji ich cytoszkieletu, w obecności nadsączy hodowli H. pylori, 
jednakże efekt ten nie był wiązany z ekspresją vacA [11], Natomiast w komórkach 
AGS zakażanych H. pylori stwierdzano indukcję polimeryzacji aktyny i tworzenia 
lamelipodii, niezależnie od cytotoksyczności zakażających szczepów [61,86], Wydaje 
się, że różnice w wynikach tych badań mogą być związane tak z użytą linią komórkową, 
szczepem H. pylori, jak i protokołem przeprowadzonych doświadczeń. Ważnym 
czynnikiem modyfikującym może być obecność surowicy cielęcej (FBS) w podłożu 
[61]. FBS oddziałuje z kompleksami sygnalnymi na brzegach komórki [42], może więc 
znacząco wpływać na wiązanie VacA z jej receptorami.

Ostatnio wykazano, że RACK1 jest ważnym czynnikiem regulującym organizację 
kompleksów przylegania oraz adhezję komórek do ECM, zależną od receptorów 
integrynowych [23,36]. Nadprodukcja RACK1 prowadzi do zwiększenia ilości ognisk

-VacA

+ VacA

RYCINA 3. Reorganizacja cytoszkieletu i zmiana morfologii komórek HeLa w obecności VacA ze szczepu 
H. pylori 60190. Podwójne barwienie immunologiczne i analiza pod mikroskopem konfokalnym; 
identyfikacja kompleksów przylegania paksyliną (zielony); barwienie filamentów aktynowych (czerwony)
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przylegania, ilości włókien aktynowych, tworzenia wypustek komórkowych, a w 
konsekwencji do migracji komórek, czemu towarzyszy zwiększona fosforylacja FAK i 
paksyliny [36], RACK1 lokalizuje się w tworzących się ogniskach przylegania w 
wypustkach komórkowych i reguluje adhezję i migrację komórek przez oddziaływanie 
z kinazą Src [20], Do oddziaływania z VacA wystarczający jest fragment RACK1 
obejmujący trzy C-końcowe motywy WD (WD5-WD7) tego białka [33]. Te same trzy 
motywy zaangażowane są w wiązanie domeny cytoplazmatycznej 0 podjednostki 
receptorów integrynowych [47], a w WD6 mapują się miejsca wiązania kinazy Src i 
PKC [17, 74]. Można więc spekulować, że oddziaływanie Vac A z RACK1 będzie 
prowadziło do istotnych zaburzeń w adhezji komórek, tworzeniu ognisk przylegania i 
organizacji cytoszkieletu aktynowego.

Oprócz RACK1, w komórkach HeLa zidentyfikowano 54-kDa białko VIP54 jako 
potencjalnie oddziałujące z VacA w cytoplazmie [23]. Później okazało się, że VIP54 
jest fragmentem 90-kDa białka WISH (ang. WASP interacting SH3 protein), 
wiążącego się z N-WASP (ang. Wiskott-Aldrich syndrome protein) przez swą domenę 
SH3 [14,27]. WISH bierze udział w polimeryzacji aktyny oraz tworzeniu filopodii [22], 
W komórce lokalizuje się w pobliżu połączeń międzykomórkowych w nabłonku, co 
może być istotne dla działania Vac A w tym regionie zważywszy, że tak Vac A, jak i 
CagA, inny czynnik wirulencji H. pylori, może prowadzić do dezintegracji kompleksów 
tworzących połączenia międzykomórkowe (ang. tight junctions) [3, 22], naruszając 
ciągłość warstwy nabłonkowej.

Adhezja komórek do FN indukuje rekrutację integryn 01, kinaz FAK, PKC i Src 
oraz innych białek związanych z aktywacją integryn, do mikrodomen lipidowych w 
błonie komórkowej [44], Uważa się, że mikrodomeny te służą jako rodzaj platform 
koordynujących przekazywanie sygnału od integryn do wnętrza komórki. Wykazano, 
że VacA wiąże się do mikrodomen lipidowych, co umożliwia jej internalizację do wnętrza 
komórki w procesie endocytozy [72]. Wydaje się więc, że VacA może wpływać na 
procesy przekazywania sygnału indukowanego przez aktywację receptorów integryno­
wych tak z zewnątrz, poprzez interakcję z fibronektyną, jak i z wnętrza komórki, 
oddziałując z białkami cytozolowymi, takimi jak RACK1 czy WISH. Działanie to 
prowadzi do zahamowania polimeryzacji aktyny i zmian w organizacji cytoszkieletu 
komórkowego. Można więc przypuszczać, że VacA będzie wpływać na funkcje komórki 
związane z jej cytoszkieletem, takie jak: ruch, migracja i proliferacja.

IMMUNODOMINUJĄCY ANTYGEN CagA

Początkowo aktywność VacA wiązano z występowaniem immunodominującego 
antygenu CagA (stąd też pochodzi jego nazwa; ang. cytotoxin-associated antygen) 
[18], Obecnie wiadomo jednak, że chociaż występowanie obu białek jest wysoce 
skorelowane, ekspresja CagA nie jest konieczna dla indukcji wakuolizacji [90], Gen 
cagA lokalizuje się w obrębie tzw. wyspy patogenności cag i służy m.in. jako marker 
obecności tego odcinka DNA, wielkości 35--40 tys. par zasad, w genomie H. pylori rcin.org.pl
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[1, 16]. Pełna wyspa patogenności cag zawiera ok. 30 genów [16], Oprócz CagA, 
kodowane są tu także inne białka związane ze zwiększoną wirulencją H. pylori. Wśród 
nich, białka odpowiedzialne za aktywację czynnika transkrypcyjnego NF-kB i pobudzanie 
komórek nabłonkowych do zwiększonego wydzielania interleukiny-8 (IL-8) oraz białka 
wchodzące w skład systemu sekrecji typu IV (SST4), biorącego udział w transporcie 
CagA do komórek gospodarza [ 1,29,59,83]. Ostatnio wykazano, że obecność fragmentów 
peptydoglukanu H. pylori może prowadzić do aktywacji białka Nodl, będącego 
wewnątrzkomórkowym białkiem receptorowym, w sposób zależny od obecności wyspy 
patogenności cag. Indukcja białek NOD prowadzi do aktywacji NF-kB i indukcji 
wydzielania IL-8. Przypuszcza się, że SST4 jest odpowiedzialny za transport także 
fragmentów peptydoglukanu do komórek gospodarza [92],

Zmienność CagA wiąże się z długością kodującego go genu. W zależności od szczepu 
H. pylori, masa białka CagA waha się od 128-kDa do 140-kDa. Różnice te wynikają 
z obecności różnej liczby powtórzeń 102 nukleotydów w regionie 3’-końca genu cagA 
[18]. W komórkach nabłonka CagA ulega fosforylacji przez kinazy tyrozynowe z 
rodziny Src [82], Główny motyw fosforylacji, EPIYA (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala), lokalizuje 
się w 3’-części genu oraz w obrębie powtórzeń [82]. Stąd, liczba motywów EPIYA w 
genie waha się od Ido 5 kopii. Ufosforylowane CagA, poprzez motywy fosforylacji 
oddziałuje z fosfatazą tyrozynową SHP-2 (ang. Src homology’ 2 domain containing), 
prowadząc do jej aktywacji [37,38]. Dochodzi do uruchomienia przekazywania sygnału 
w szlaku kinazy MAP (ang. mitogen-activated protein kinase), co prowadzi do 
nieprawidłowej proliferacji komórek nabłonkowych żołądka, przegrupowania cytoszkie- 
letu aktynowego komórki i w konsekwencji pojawienia się charakterystycznych zmian 
jej morfologii (fenotyp ‘humming-bird' -ryc. 4) [9, 52, 78, 82],

Przyjęto uważać obecność genu cagA w genomie H. pylori za marker zwięk­
szonej wirulencji szczepu, czy to przez bezpośrednie działanie białka CagA, czy też 
pośrednio jako wyznacznik obecności wys­
py patogenności cag [9, 57]. Wykazano 
wysoką korelację między obecnością zaka­
żenia szczepem H. pylori cagA + a chorobą 
wrzodową i rakiem żołądka [ 15,30,32,39, 
58,65,71,75, 84], Zależności tej nie obser­
wowano w populacji azjatyckiej, ze wzglę­
du na niezwykle rzadkie w tym regionie 
występowanie szczepów cagA' [45, 62], 
Ostatnio wykazano, że cagA w szczepach 
izolowanych w Azji Wschodniej różni się 
sekwencją nukleotydów w obrębie powtó­
rzeń od izolowanych w krajach Europy 
Zachodniej, Ameryki Północnej i Australii 
[96,99], Po ufosforylowaniu, CagA o sek­
wencji specyficznej dla szczepów z Azji 
Wschodniej silniej wiązało SHP-2. Ponadto, 
wśród CagA ze szczepów z krajów Zacho-

Fenotyp "hummingbird'
RYCINA 4. Zmieniona morfologia komórek HeLa 
w obecności szczepu H. pylori produkującego 
białko CagA (ang. hummingbird phenotype)rcin.org.pl
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dnich, o sile wiązania z SHP-2 i stopniu indukowanych zmian morfologicznych decy­
dowała liczba miejsc fosforylacji [8, 18], Tak więc ostatecznie, to polimorfizm w obrębie 
miejsca fosforylacji CagA, decydujący o poziomie wiązania SHP-2, może okazać się 
ważnym czynnikiem determinującym kliniczną manifestację zakażeń różnymi szczepami 
H. pylori.

ADHEZYNABabA

Jednym z czynników niezbędnych do zasiedlania błony śluzowej żołądka przez H. 
pylori jest zdolność do przylegania tej bakterii do komórek nabłonka. Przyleganie to 
wymaga z jednej strony obecności adhezyn na powierzchni komórki bakteryjnej, a z 
drugiej strony obecności swoistych receptorów, znajdujących się na powierzchni komórek 
gospodarza.

Antygen grupy krwi Lewisb, obecny na powierzchni komórek nabłonkowych żołądka, 
jest jednym z receptorów komórkowych dla adhezyn H. pylori [41]. Zidentyfikowano 
dwa geny H. pylori', bab A i babB, na podstawie podobieństwa produktów tych genów 
do białka wiążącego antygen Lewisb [41]. Kodowane przez nie białka są niemal 
identyczne w swych N- i C-końcowych fragmentach, jednakże jedynie produkt genu 
babA jest niezbędny do wiązania Lewisb [69]. Szczep H. pylori CCUG 17875 zawiera 
dwie kopie genu babA'. babAl i babA2 [41], Funkcjonalnie aktywne białko BabA, o 
masie cząsteczkowej 78 kDa, kodowane jest przez gen babA2. Allel babAl różni się 
od babA2 delecją 10 nukleotydów w obrębie sekwencji sygnalnej, która prowadzi do 
utraty kodonu inicjacji translacji [41]. Natomiast szczepy H. pylori 26695 i J99, których 
sekwencje nukleotydowe pełnych genomów zostały poznane, zawierają po jednej kopii 
babA [2, 88].

Wraz z BabB, BabA należy do rodziny białek powierzchniowych OMP (ang. outer 
membrane proteins), charakteryzujących się wysoką homologią N- i C-końcowych 
regionów oraz zmiennością w regionie centralnym [69]. Uważa się, że właśnie ten 
region decyduje o specyficzności w wiązaniu odpowiednich ligandów. Przy użyciu 
przeciwciał anty-BabA ScFv (ang. single-chain fragment variable) stwierdzono, że 
immunoreaktywne białko BabA produkowane jest przez blisko połowę szczepów H. 
pylori [35]. Szczepy te jednak, znacznie różnią się między sobą poziomem wiązania do 
antygenu Lewisb in vitro. Jedna z hipotez tłumaczących te różnice zakłada zmienność 
sekwencji aminokwasowej BabA w regionie uczestniczącym w wiązaniu Lewisb. 
Zgodnie z oczekiwaniami, wykazano obecność wielu polimorfizmów, głównie w regionie 
kodującym centralną część białka [35], Jak dotąd jednak, nie udało się określić regionów 
białka odpowiedzialnych za aktywność adhezyjną BabA.

Obecność babA2 jest silnie związana z obecnością cagA i allelu slml genu vacA 
w szczepie [28,35,98], Wykazano, że geny te działająsynergistycznie [98], a zakażenie 
tzw. „potrójnie-pozytywnym” szczepem H. pylori (babA2/cagA'/vacA sl) istotnie 
koreluje z wystąpieniem choroby wrzodowej dwunastnicy oraz raka żołądka [28]. 
Przypuszcza się, że dokładniejsze przyleganie bakterii do komórek nabłonka umożliwia rcin.org.pl
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ich kolonizację z większą gęstością, a tym samym w większym stopniu naraża komórki 
na bezpośrednie działanie czynników wirulencji H. pylori [70, 80].

PODSUMOWANIE

Podsumowując dotychczasowy stan badań nad wirulencją//, pylori niewątpliwie 
można stwierdzić, że ryzyko rozwoju poważniejszych schorzeń górnego odcinka 
przewodu pokarmowego, towarzyszących zakażeniu H. pylori, rośnie wraz z liczbą 
czynników wirulencji akumulowanych w zakażającym szczepie. Brak uniwersalnego 
genotypu bakterii, który byłby związany z daną manifestacją kliniczną infekcji, można 
częściowo tłumaczyć obecnością mieszanych zakażeń, czyli jednoczesnej kolonizacji 
kilkoma szczepami H. pylori. W populacjach o wysokiej częstości zakażenia zjawisko 
to może dotyczyć nawet 70% zakażonych [25, 31, 32, 53], Ponadto, H. pylori nieustan­
nie zmienia swój genom w procesie adaptacji do warunków gospodarza [4, 7]. Szczegól­
nie duże znaczenie przypisuje się obecnie indywidualnej zdolności gospodarza do odpo­
wiedzi na infekcję. Tak więc, dla zrozumienia mechanizmów leżących u podstaw 
zróżnicowanej klinicznej manifestacji zakażenia, począwszy od zapalenia śluzówki, 
poprzez chorobę wrzodową do raka żołądka, konieczne stało się prowadzenie badań 
nad zależnościami między H. pylori i komórką nabłonkową, na poziomie molekularnym.
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BREFELDIN A - AN INSIGHT INTO THE FUNCTIONING 
OF THE MEMBRANE SYSTEM OF PLANT CELLS

Paulina MŁYNKOWIAK*,  Przemysław WOJTASZEK

Zakład Biologii Molekularnej i Komórkowej UAM, Poznań

Streszczenie'. Prawidłowe funkcjonowanie komórek eukariotycznych jest ściśle zależne od sprawnego 
przemieszczania błon. Brefeldyna A - toksyna pochodzenia grzybowego, zakłóca to przemieszczanie 
umożliwiając eksperymentalny wgląd w organizację i współdziałanie różnych przedziałów systemu 
błonowego. Niedawno zidentyfikowano białka docelowe i miejsca działania BFA. W pracy analizujemy 
mechanizm działania brefeldyny A i wskazujemy szczególne cechy systemu błon wewnętrznych komó­
rek roślinnych, które przesądzają o swoistych reakcjach roślin na tę toksynę. Pokazujemy również, jak 
badania jednej z takich reakcji na BFA - wytwarzania przedziałów BFA, doprowadziły do odkrycia 
nowych aspektów procesu endocytozy u roślin. Wskazujemy wreszcie na implikacje, jakie niesie za sobą 
poznanie mechanizmów działania BFA dla najnowszych koncepcji dotyczących molekularnych i komór­
kowych mechanizmów polarnego transportu auksyn.

Słowa kluczowe: brefeldyna A (BFA), czynnik wymiany nukleotydów (GEF), endocytoza, polarny 
transport auksyn, system błon wewnętrznych.

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 of the membrane system of plant cells that determine 
some of the 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.
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Wykaz skrótów. AG - aparat Golgiego; ARF - czynnik ADP-rybozylacji; BFA - brefeldyna A; COP 
- kompleks białek opłaszczających pęcherzyki transportujące; ER - retikulum endoplazmatyczne; 
ERGIC (ang. ER-Golgi Intermediate Compartment) - przedział pośredni; VTC (ang. Vesicular- 
Tubular Cluster) - struktura pęcherzykowo-rurkowa; GEF - czynnik wymiany nukleotydów; PAT - 
polarny transport auksyn; PIN - mutant Arabidopsis PIN-FORMED; SNARE (ang. Soluble N- 
ethylmaleimide sensitive factor Adaptor protein REceptor) — białka pośredniczące w fuzji błon; TGN 
(ang. trans-Golgi network) - sieć trans aparatu Golgiego.

RYCINA 1. Wzór strukturalny brefeldyny A

Wyodrębnienie, przez błony biologiczne, określonych przedziałów o swoistych 
właściwościach i funkcjach jest cechą charakterystyczną komórek eukariotycznych. 
Komunikacja pomiędzy różnymi elementami systemu błon wewnętrznych jest jednym 

z kluczowych warunków prawidłowe­
go funkcjonowania komórki. Brefel­
dyna A (BFA) zakłóca przemieszcza­
nie błon przez aparat Golgiego i trans­
port pęcherzykowy [19]. Ta lipofilna 
toksyna pochodzenia grzybowego, o 
strukturze makrocyklicznego pierście­
nia laktonowego (ryc. 1 ), wyizolowana 
została po raz pierwszy z Pénicillium 
brefeldianum. Dzięki swym właści­

wościom brefeldyna A stała się znakomitym narzędziem badawczym umożliwiając 
poznanie wielu szczegółów organizacji i działania systemu błon wewnętrznych. Choć 
BFA wykorzystywana jest do badań od około 40 lat, dopiero w 1992 r. zidentyfikowano 
białka docelowe [20, 36], a w 2003 r. ustalono mechanizm jej działania [61]. Tuchcemy 
wskazać na niektóre implikacje, jakie odkrycia te mają dla poznania mechanizmów 
polarnego transportu auksyn oraz endocytozy u roślin.

SYSTEM BŁON WEWNĘTRZNYCH 
I JEGO CECHY SZCZEGÓLNE U ROŚLIN

System błon wewnętrznych, jego organizacja i elementy składowe są podobne we 
wszystkich komórkach eukariotycznych. Organelle systemu: retikulum endoplaz­
matyczne (ER), aparat Golgiego (AG), wakuole/lizosomy, endosomy, otoczka jądrowa 
i błona komórkowa, włączana weń coraz częściej, komunikują się nieustannie ze sobą 
przede wszystkim za pomocą transportu pęcherzykowego [40] (przegląd literatury w 
języku polskim w [64,65]). Wyróżnia się zwykle dwie główne drogi transportu w obrębie 
systemu: szlak sekrecyjny, prowadzący od ER poprzez AG i sieć trans aparatu Golgiego 
(TGN) do błony komórkowej oraz szlak endocytozy, wiodący od błony komórkowej 
poprzez różne formy endosomów do lizosomów/wakuol. Analizując dokładniej 
funkcjonowanie systemu błon wewnętrznych zauważyć można pewne cechy szczegól­
ne, charakterystyczne dla różnych grup organizmów eukariotycznych. Przypuszcza 
się, że wynikają one z przyjęcia odmiennej strategii utrzymania wewnętrznej homeostazy rcin.org.pl
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składu chemicznego [57,77,78] przez otoczone ścianą komórki roślin i grzybów oraz „nagie” 
komórki zwierzęce, co prowadzi do odmiennych sposobów wzrostu komórek [6]. Duże 
znaczenie ma również rodzaj makrocząsteczek transportowanych w obrębie systemu. O 
ile bowiem w komórkach zwierzęcych dominującym składnikiem pęcherzyków 
przemieszczających się w obrębie np. szlaku sekrecyjnego są białka, o tyle w przypadku 
roślin szlakiem tym transportowane są przede wszystkim polisacharydy budujące ściany 
komórkowe, z grupy pektyn i hemiceluloz. Do cech wyróżniających system błon wew­
nętrznych komórek roślinnych zaliczyć należy [14,27,34,40,56,63,74]:

1) organizację aparatu Golgiego w postaci dużej liczby ruchliwych stosów (dik- 
tiosomów) w odróżnieniu od pojedynczego, statycznego i ulokowanego centralnie aparatu 
Golgiego w komórce zwierzęcej;

2) występowanie co najmniej dwóch funkcjonalnych typów wakuol: litycznych i 
gromadzących białka;

3) prawdopodobny brak przedziału pośredniego, podobnego do zwierzęcego ERGIC, 
pomiędzy ER i AG;

4) występowanie ruchliwych miejsc eksportu białek z ER do diktiosomów;
5) wykorzystanie filamentów aktynowych, a nie mikrotubul do pozycjonowania i 

przemieszczania organelli i pęcherzyków transportowych;
6) utrzymanie integralności organelli, zwłaszcza stosów AG, w trakcie cytokinezy.

TRANSPORT PĘCHERZYKOWY - GŁÓWNY SZLAK 
KOMUNIKACYJNY SYSTEMU BŁON WEWNĘTRZNYCH

Transport pęcherzykowy polega na formowaniu pęcherzyków z błony przedziału 
donorowego, które przemieszczają się, by zlać się z błoną przedziału akceptorowego 
[51 ]. Formowane pęcherzyki pobierają cargo (ładunek), które uwalniane jest do światła 
przedziału docelowego. Kształtowanie pęcherzyków zachodzi z udziałem cytozolowych 
białek opłaszczających, których typ wyznacza w pewnym stopniu szlak wędrówki 
okrytych nimi pęcherzyków. Białka te konieczne są do uformowania pęcherzyków i po 
ich oddzieleniu od błony donorowej zwykle oddysocjowują odsłaniając transbłonowe 
białka SNARE.Wzajemne oddziaływania białek v-SNARE w błonie pęcherzyka z 
białkami t-SNARE w błonie akceptorowej umożliwiają fuzję błon obu przedziałów.

W transporcie postępowym (anterogradowym), w którym makrocząsteczki są 
eksportowane z ER, pośredniczą pęcherzyki opłaszczone białkami COPII. Przyłączenie 
białek COPII po stronie cytozolowej błony ER wymaga obecności białka Sari o 
aktywności GTPazowej oraz właściwego czynnika wymiany nukleotydów, w tym 
przypadku Sec 12 (przegląd w [65]). Białka te zidentyfikowano początkowo u drożdży, 
a ich odpowiedniki wykryto u wszystkich grup organizmów, w tym roślin [40, 51]. U 
ssaków odpączkowujące z ER pęcherzyki ulegają fuzji tworząc polimorficzną strukturę 
pęcherzykowo-rurkową ulokowaną pomiędzy ER i AG, określanąjako VTC lub ERGIC. 
U roślin poszczególne diktiosomy AG przemieszczają się przy udziale systemu aktyno- 
miozynowego wzdłuż struktur ER [11, 52], wymieniając się materiałem [13], w tym 
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bezpośrednio odbierając w cysternach cis diktiosomów cargo niesione przez pęcherzyki 
oddysocjowujące z ER. W obecności brefeldyny A markery cystern cis przemieszczają 
się do ER [68]. Doświadczenia z wykorzystaniem techniki FRAP wykazały natomiast, 
że powstawanie nowych cystern cis związane jest z fuzją wychodzących z ER 
pęcherzyków opłaszczonych COPII z pęcherzykami COPI wychodzącymi z AG 
(przegląd w [75]).

Białka opłaszczające typu COPI związane są z transportem wstecznym (retro- 
gradowym) pęcherzyków z AG do ER oraz w obrębie AG. Asocjację podjednostek 
kompleksu opłaszczającego COPI indukuje czynnik ARF - małe białko o aktywności 
GTPazowej, który bierze również udział w formowaniu pęcherzyków okrytych klatryną 
[82]. Aktywacji ARF dokonują białka ARF-GEF - czynniki wymiany nukleotydów 
guaninowych. U ssaków znanych jest przynajmniej sześć białek ARF oraz kilka 
podobnych strukturalnie białek o zróżnicowanej lokalizacji tkankowej. W komórkach 
drożdży znaleziono tylko trzy, a u Arabidopsis 9 do 12 genów ARF [41], Również 
białka ARF-GEF są dość zróżnicowane. Dotychczas u ssaków opisano pięć odrębnych 
rodzin ARF-GEF [21], natomiast 8 czynników ARF-GEF Arabidopsis zaliczono jedynie 
do dwóch rodzin: klasy GNOM/Geal/2p/GBFl i klasy BIG/Sec7p [41]. W odróżnieniu 
od czynników ssaczych, wszystkie ARF-GEF Arabidopsis należą do tzw. dużych białek 
ARF-GEF i są przeważnie wrażliwe na BFA.

MECHANIZM DZIAŁANIA BREFELDYNY A

Jak wspomniano, na początku lat 90. XX w. stwierdzono, że białkami docelowymi dla 
BFA są białka GEF. Ustalenie, dlaczego nie wszystkie białka AFR-GEF są wrażliwe na 
BFA i jaki jest właściwie mechanizm działania toksyny, zajęło kolejne 10 lat. Różne białka 
ARF działają w różnych etapach sekrecji i endocytozy, a każde z nich wymaga współpracy 
swoistego czynnika wymiany nukleotydów. Zdolność wymiany nukleotydów związana jest 
z obecnością w białkach GEF domeny Sec7 (lub struktury homologicznej do Sec7) [39]. Jej 
struktura została określona [15, 49], jak również struktury kompleksu białkowego 
ARF-domena Sec7 [31] i kompleksu niosącego nukleotyd ARF:GDP-domena Sec7 [8]. 
Proponowany mechanizm działania GEF jest następujący (ryc. 2): białko GEF rozpoznaje 
kompleks ARF :GDP i wiążąc się z nim obniża powinowactwo ARF do GDP. Po uwolnieniu 
GDP wolne miejsce zajmuje GTP. Prowadzi to do zmiany konformacji białka ARF i 
odłączenia białka GEF, które może oddziaływać z kolejnym białkiem G [58]. Ten ostatni 
etap jest kluczowy, kontroluje wymianę nukleotydów i uwolnienie aktywnej formy ARF :GTP. 
Jeżeli GTP nie może przyłączyć się do białka G, może dojść do utworzenia nieprawidłowego 
kompleksu ARF-GEF. Ponieważ poziom ekspresji białek GEF w komórce jest niższy niż 
odpowiadających im ARF, już mała ilość wolnego białka G jest wystarczająca do związania 
całej endogennej puli białek GEF. W efekcie prowadzi to do pośredniego zahamowania 
endogennej aktywacji białek G.

Porównując różne białka GEF stwierdzono, że na BFA wrażliwe są białka zaliczane 
do klas tzw. dużych białek GEF, natomiast małe białka GEF, takie jak np. ludzki czynnik 
ARNO, są najczęściej niewrażliwe [15], Szczegółowa analiza porównawcza dużychrcin.org.pl
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RYCINA 2. Mechanizm działania czynnika wymiany nukleotydów (GEF)

białek Geal/2 z białkami ARNO wykazała, że pozycje aminokwasów odpowiadające za 
wrażliwość na toksynę skupiają się w rejonie domeny Sec7 zachodzącym na nie lub 
znajdującym się bardzo blisko miejsca wiązania ARF1 [58]. Dokładny obszar działania 
brefeldyny A określono niedawno, dzięki rozszyfrowaniu struktury kompleksu ARF: 
GDP-BFA-domena Sec7 [61]. Powstało wobec tego pytanie, czy mechanizm inhibicyjnego 
działania BFA może polegać na współzawodnictwie BFA i ARF o miejsce wiązania w 
domenie Sec7? Jeżeli by tak było, mielibyśmy do czynienia z sytuacją, w której mała 
cząsteczka (taka jak BFA) może skutecznie blokować oddziaływania białko:białko. Czy 
jednak mała cząsteczka może wiązać się z białkiem docelowym w sposób kompetycyjny 
z takim samym powinowactwem jak białkowy partner tego białka? Dokładniejsze analizy 
wykazały, że o wiele skuteczniejsze może być hamowanie niekompetycyjne, w którym 
mała cząsteczka wiąże się odwracalnie z już utworzonym kompleksem białkowym w 
określonym miejscu, innym od tego, gdzie przyłączył się białkowy partner. Daje to dwojakie 
korzyści: współzawodnictwo między białkiem a małą cząsteczką jest o wiele bardziej 
efektywnym mechanizmem regulatorowym, a stężenie inhibitora niekompetycyjnego 
wymagane do jego włączenia się w utworzony kompleks białkowy jest niższe niż stężenie 
inhibitora kompetycyjnego wymagane do nasycenia białka mającego utworzyć kompleks. 
I rzeczywiście, dalsze doświadczenia wykazały, że BFA raczej stabilizuje kompleks 
ARF:GDP-Sec7 niż przeciwdziała jego formowaniu [58]. BFA jest więc inhibitorem 
niekompetycyjnym: wiążąc się odwracalnie z kompleksem utworzonym pomiędzy
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ARF:GDP i domeną Sec7 (ARF:GDP-BFA-domena Sec7) uniemożliwia dysocjację 
nukleotydu. Powstaje endogenna pula ARF:GDP-GEF, która funkcjonuje jako 
„negatywny dominant” unieruchamiając białko GEF w kompleksie, a to z kolei 
uniemożliwia aktywację innych cząsteczek ARF przez ten czynnik.

ZMIANY MORFOLOGICZNE INDUKOWANE DZIAŁANIEM BFA

Jednymi z pierwszych obserwacji komórek zwierzęcych, które wzbudziły zainte­
resowanie wykorzystaniem BFA w biologii komórki, były dane pokazujące zahamowanie 
wydzielania białek we wczesnych etapach szlaku sekrecyjnego. Potwierdziły to dane 
mikroskopowe, wskazujące, że w komórkach traktowanych BFA białka wydzielane i 
białka błonowe są zatrzymywane w ER. Co więcej, po pewnym czasie białka te zaczynają 
wykazywać cechy białek poddanych modyfikacjom potranslacyjnym typowym dla 
aparatu Golgiego (przegląd w [43]). Stąd też wywnioskowano, że BFA zmienia organiza­
cję i przemieszczanie błon w AG, a w dalszej konsekwencji również w ER. W komórkach 
zwierzęcych traktowanych BFA cysterny AG początkowo pęcznieją, a następnie 
pojawiają się długie, rurkowate wypustki, które z czasem, po rozpadzie na drobniejsze 
pęcherzyki, łączą się z ER; zanika również przedział VTC. W większości przypadków 
markery sieci TGN nie przemieszczają się do ER, jednakże struktura TGN, endosomów 
i lizosomów ulega pewnym zmianom. Ta reakcja na BFA sugeruje, że for-ma organelli 
jest wynikiem subtelnej równowagi utrzymywanej dzięki białkom cyto-zolowym 
gromadzącym się na powierzchniach błon. BFA zakłóca tę równowagę hamując 
gromadzenie się białek opłaszczających. Proces zaczyna się od dysocjacji podjednostek 
0 kompleksu COPI już 20 sekund po dodaniu BFA w temperaturze 37°C i jest 
zakończony po upływie 1-2 minut [16, 69]. Wówczas organelle przekształcają się w 
dynamiczny system rurek występujących w mniejszej lub większej rozciągłości w całej 
komórce. Ponieważ białka COP wiążąsię odwracalnie z błonami, nieopłaszczone rurki 
są prawdopodobnie trwałą formą struktur błonowych. Każda organella ma nie tylko 
charakterystyczny zestaw białek opłaszczających, ale również swoisty sygnał 
przyłączenia/odłączenia tychże białek. Sygnał ten może się zmieniać, gdy rozpoczyna 
się przekształcanie struktury organelli. Opłaszczenie błon lub jego brak to jeden z 
elementów, który różnicuje dwa typy przemieszczania błon w komórce: homotypowy i 
hetero typowy (tab. 1) [43].

Mechanizm pośredniczący w transporcie pęcherzykowym jest podobny u wszystkich 
eukariontów [52]. Stąd BFA działa tak samo, w podobnych miejscach i wywiera 
podobny efekt podstawowy w postaci zmiany organizacji przemieszczania błon u 
zwierząt, grzybów i roślin. Jednakże, ze względu na odmienną organizację systemu 
błon wewnętrznych (patrz wyżej), reakcje komórek roślinnych wykazują pewne cechy 
swoiste. W komórkach roślin najwcześniej obserwowane są zaburzenia w wydzielaniu 
białek, przy czym efekt ten jest wyraźnie swoisty dla różnych gatunków roślin i zależy 
od stężenia i czasu działania BFA. Zmiany morfologiczne w systemie błon wewnętrznych 
obserwuje się przy stężeniach rzędu dziesiątek pg/ml, podczas gdy zaburzenia transportu 
białek na szlaku sekrecyjnym pojawiają się już przy stężeniach 0,3 |ig/ml [34, 59]. Wrcin.org.pl
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TABELA 1. Porównanie dwóch typów transportu błon w komórce

Transport homotypowy Transport heterotypowy

Nie wymaga opłaszczenia białkowego Wymaga przyłączenia białek COP do błon oraz obecności 
białek ARF

Powstające rurki umożliwiają bezpo­
średnie połączenie pomiędzy błoną 
donorową i docelową

Powstaje system odrębnych pęcherzyków przenoszących 
ładunek pomiędzy błoną donorową i docelową - nie 
dochodzi do bezpośredniego połączenia obu błon

Niewrażliwy na działanie BFA Wrażliwy na działanie BFA

komórkach ssaków białka ARF-GEF z rodzin wrażliwych na BFA wykazują swoistość 
działania zależną od miejsca lokalizacji [80], Na przykład, GBF1 ulokowane są w 
cysternach cis AG, podczas gdy BIGI i BIG2 gromadzą się głównie w TGN. Działanie 
BFA w komórkach nadprodukujących białka BIG2 prowadzi do stabilizacji procesu 
gromadzenia białek AP1 na błonach TGN, podczas gdy rekrutacja białek COPI na 
błonach cystern cis AG jest zakłócona [71]. Podobną sytuację obserwuje się w komór­
kach roślinnych, stąd sądzi się, że BFA może, bezpośrednio lub pośrednio, wpływać na 
funkcjonowanie innych szlaków transportowych, prowadząc do całkowitego zahamo­
wania wędrówki białek [22, 72].

Funkcjonowanie szlaku sekrecyjnego opiera się na transporcie postępowym pęcherzy­
ków opłaszczonych białkami COPII. Tymczasem, analizując efekty działania BFA na 
wewnątrzkomórkową lokalizację białek COPI w komórkach BY-2 tytoniu (Nicotiana 
tabacum) wykazano, że, podobnie jak w komórkach zwierzęcych [44], najwcześniej 
obserwowanym procesem jest utrata cytozolowych białek opłaszczających COPI z AG 
[62]. Jak więc pogodzić te pozornie sprzeczne fakty? Wydaje się, że decydujące znaczenie 
ma tutaj równowaga pomiędzy szlakami transportowymi przebiegającymi w przeciwnych 
kierunkach. Biorąc pod uwagę cargo niesione przez pęcherzyki transportowe można 
zauważyć, że cechą szczególną komórek roślinnych jest znaczące przesunięcie równowagi 
na korzyść szlaku sekrecyjnego, którym wędrują na zewnątrz składniki ścian komórkowych, 
przede wszystkim polisacharydy [34, 77,78]. Stąd też można przypuszczać, że znacznie 
intensywniejszy „obrót” białkami opłaszczającymi, jak i lipidami błon sprzyja zwiększonej 
wrażliwości tego szlaku na działanie BFA. Co więcej, można również sądzić, że ta 
nierównowaga szlaków transportowych, jak również zróżnicowana wrażliwość białek 
GEF na BFA są źródłem odmiennych reakcji morfologicznych na BFA, obserwowanych 
wyłącznie w komórkach roślinnych, u których działanie BFA prowadzi do powstania 
jednej lub dwóch charakterystycznych struktur: przedziału hybrydowego ER-Golgi oraz 
tzw. przedziałów BFA (ang. BFA compartments).

Hybryda ER-Golgi

W komórkach ssaków utrata białek opłaszczających COPI prowadzi do wzmożonego 
formowania nieopłaszczonych rurek błonowych wzdłuż mikrotubul [38, 69]. Po 10 

rcin.org.pl



26 P. MŁYNKOWIAK, P. WOJTASZEK

minutach działania toksyny rurki sąjuż niewidoczne. Ulegają fuzji z ER. W komórkach 
roślinnych BFA nie prowadzi do gwałtownej zmiany struktury AG. Diktiosomy są 
wstępnie utrzymywane w normalnym ułożeniu i kształcie, oprócz widocznego ubytku 
cystern po stronie cis [62]. Stopniowo jednak cysterny AG łączą się z ER, formując 
hybrydę ER-Golgi. W niektórych przypadkach pozostałości cystern mogą się łączyć 
bocznie z innymi diktiosomami, tworząc przerośnięte kompleksy AG, które dopiero 
później zlewają się w hybrydę z ER [62]. Z kolei w niektórych typach komórek 
powstawanie hybrydy ER-Golgi następuje przez zlewanie się indywidualnych cystern 
AG z ER i przez pewien czas można obserwować diktiosomy z przyłączonymi 
cysternami hybrydowymi [51], Przypuszcza się, że zmiany te odzwierciedlają wysoką 
stabilność strukturalną indywidualnych diktiosomów, która jest konieczna w warunkach 
częstego i szybkiego ich przemieszczania w obrębie komórki [11, 52]. Co ciekawe, w 
odróżnieniu od zwierząt, w komórkach roślinnych proces zlewania się błon ER i aparatu 
Golgiego jest niezależny od obecności funkcjonalnego cytoszkieletu [13].

Przedział BFA

Znacznie wcześniejsze są opisy drugiej ze struktur, pokazujące proces dezintegracji 
diktiosomów w zlepek rurek i pęcherzyków, określany jako przedział BFA. Analiza wędrówki 
białek przez system błon wewnętrznych w komórkach poddanych działaniu BFA wykazała, 
że białka uwalniane z aparatu Golgiego gromadzą się w dużych skupiskach błonowych 
zlokalizowanych w okolicach jądra komórkowego. Owe skupiska rozmieszczone są w jak 
największych odległościach od siebie, po przeciwnych stronach jądra i zgodnie z osią symetrii 
komórki [67]. Obecnie interpretuje się te wczesne wyniki jako proces horyzontalnego 
rozszczepienia diktiosomów w reakcji na BFA. Większość cystern zostaje zaabsorbowana 
przez ER z przejściowym uformowaniem hybrydy ER-Golgi. Natomiast cysterny trans 
diktiosomów oraz pęcherzyki TGN zlewają się formując przedział BFA. Pozycja 
rozszczepienia stosów Golgiego jest wyznaczana przez cysterny niezaangażowane w 
pączkowanie pęcherzyków opłaszczonych białkami COPI.

W minimalnej, trudnej do zaobserwowania, formie przedział BFA zawiera tylko 
TGN i jedną lub dwie cysterny irazw-Golgiego. Jego formowanie zaczyna się znacznie 
szybciej od innych zmian wywołanych BFA, gdyż obecność przedziałów BFA można 
odnotować równolegle z pozornie nienaruszonymi stosami AG [29, 62]. Elementy ER 
nie biorą udziału w tworzeniu tej struktury [37]. Obserwacje te sugerują, że musi istnieć 
jakieś dodatkowe źródło błon zasilające tworzenie przedziału BFA. Ostatnie badania 
wskazują, że tworzenie przedziału BFA zasila szlak endocytozy [2, 53] (patrz również 
niżej). Przedział BFA jest więc hybrydą cysterny trans AG:TGN:endosomy, zwykle o 
określonej organizacji przestrzennej: w centrum znajdują się pęcherzyki szlaku 
endocytozy, a na peryferiach zlokalizowane są pozostałości stosów AG rozmieszczone 
w sposób spolaryzowany z cysternami trans zwróconymi w stronę przedziału BFA 
(przegląd w [66]). W komórkach roślin formowanie dużych przedziałów BFA jest 
unikatową cechą jedynie pewnych typów komórek. Struktury te są formowane w 
komórkach merystematycznych korzenia, natomiast brak ich w komórkach sekrecyj- 
nych czapeczki korzenia, komórkach metaksylemu i w innych komórkach korzenia 
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aktywnych w procesie egzocytozy. Jedynym wyjątkiem są komórki epidermalne 
zaangażowane w formowanie włośników korzeniowych [2].

„BFA, CZYLI TAM I Z POWROTEM” - ENDOCYTOZA 
U ROŚLIN

Do niedawna kwestionowano istnienie endocytozy u roślin [35]. Głównym 
argumentem w dyskusjach było 1) występowanie ścian komórkowych oraz 2) względy 
mechaniczne, a więc trudności w formowaniu pęcherzyków transportowych w 
warunkach ciśnienia turgorowego przyciskającego błonę komórkową do ścian. Jednakże 
wykorzystanie nowych technik obrazowania, a przede wszystkich nowych sond, takich 
jak: białko GFP lub jego pochodne, asocjujących z błoną barwników z rodziny FM, 
steroli roślinnych znakowanych Filipiną czy wreszcie BFA, w przekonujący sposób 
wykazały, że endocytoza jest zjawiskiem powszechnym u roślin, a mechanizmy 
endocytozy są dość zbliżone do tych, jakie znane są w komórkach zwierzęcych (przegląd 
w [1, 66]). Ostatnio wykazano również, że nawet w komórkach charakteryzujących 
się wysokim turgorem, takich jak komórki szparkowe, endocytoza jest zjawiskiem 
konstytutywnym i że tą drogą pobierane są barwniki markerowe oraz wycofywane 
białka błony komórkowej [47],

Zastosowanie BFA w odpowiednich stężeniach umożliwiło selektywne hamowanie 
bądź to procesów wydzielania białek na zewnątrz komórek roślinnych, bądź też pobie­
rania substancji z zewnątrz czy wycofywania białek błony komórkowej. Badania te 
wykazały, że w obecności BFA internalizacji endocytotycznej i gromadzeniu się w 
przedziałach BFA ulegają m.in. przenośniki wypływu auksyn z rodziny PIN (patrz 
niżej) [28, 29], H+-ATP-aza błony komórkowej [2, 29], a także peryferyczne białko 
ARG1 błony komórkowej powiązane z odpowiedzią roślin na bodźce grawitacyjne 
[12], Zjawisko to jest charakterystyczne wyłącznie dla roślin, gdyż u zwierząt nie 
obserwuje się internalizacji markerów błony komórkowej pod wpływem BFA. Co więcej, 
odmycie BFA w obecności cykloheksimidu [29] prowadziło do powrotu niektórych 
białek do błon komórkowych, co uznać można za bezpośrednią wskazówkę na istnienie 
u roślin pełnego systemu umożliwiającego krążenie białek błon komórkowych. Podobne 
obserwacje dotyczą steroli roślinnych błon komórkowych [32]. Doświadczenia na 
korzeniach Arabidopsis pokazują również, że o ile akumulację białek błony komórkowej 
w przedziałach BFA można zaobserwować już po ok. 30 min działania toksyny, o tyle 
nagromadzenie wewnątrz komórki białek wydzielanych szlakiem sekrecyjnym możliwe 
jest dopiero przy długotrwałej, bo trwającej co najmniej 24 godz., obecności BFA [81]. 
Wydaje się, że wspomniane wyżej doświadczenia jasno dowodzą, że endocytoza i 
endosomy przyczyniają się do formowania przedziałów BFA.

Jednym z nieoczekiwanych efektów pośrednich działania BFA, swoistym, jak się wydaje, 
dla komórek roślinnych jest obecność w pęcherzykach endocytotycznych i dalej w 
przedziałach BFA pektyn ściany komórkowej, w tym homogalakturonanu o niskim stopniu 
estryfikacji (do 40%), czy dimerów ramnogalakturonanu II skompłeksowanych z jonami 
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boranowymi [2], Dotychczas bowiem uważano, że makrocząsteczki wydzielane są do 
ścian komórkowych nieodwracalnie i że jedynie produkty ich degradacji, takie jak: 
oligosacharyny lub elicytory, mogą powrócić do protoplastu jako cząsteczki sygnałowe. 
Oba wspomniane polimery pektynowe powstają jedynie w ścianach komórkowych, a nie 
są syntezowane w szlaku sekrecyjnym. Przykładowo, homogalakturonanjest wytwarzany 
w aparacie Golgiego w postaci polimeru silnie estryfikowanego (zwykle powyżej 80%), a 
usuwanie grup metylowych następuje w ścianach przy udziale metyloesterazy pektyn [77]. 
Co ważniejsze, traktowanie protoplastów BFA prowadzi do pojawienia się przedziałów 
BFA niezawierających polimerów pektynowych [2]. W roślinach pozbawionych boru, 
gwałtownie wzrasta zawartość pektyn w ścianach komórkowych i nie obserwuje się 
internalizacji deestryfikowanego homogalakturonanu czy kompleksów boranowych z 
ramnogalakturonanem II [79], Ponieważ polimery pektynowe odgrywają kluczową rolę w 
determinacji wytrzymałości mechanicznej i porowatości ścian, można przypuszczać, że ich 
kontrolowana internalizacja jest istotnym czynnikiem regulatorowym wpływającym na 
wzrost, polamość i morfogenezę komórek i tkanek roślinnych.

Endocytoza jest procesem zależnym od firnkcjonowania cytoszkieletu komórki [60,66]. 
W komórkach zwierzęcych, nienaruszony cytoszkielet aktynowy warunkuje prawidłowy 
przebieg endocytozy [23]. Najnowsze obserwacje sugerują, że podobna sytuacja ma miejsce 
u roślin. Depolimeryzacja aktyny przez latrunkulinę B czy cytochalazynę D hamuje 
formowanie dużych przedziałów BFA [2] lub krążenie steroli błon komórkowych [32], 
Podobnie, endocytozę hamuje zastosowanie inhibitora miozyny [3], Natomiast 
depolimeryzacja mikrotubul przez oryzalinę nie wpływa na endocytozę pektyn [2].

OPOWIEŚĆ O SKRZATACH - 
BFA I POLARNY TRANSPORT AUKSYN

Auksyny są uważane za integrator wzrostu i rozwoju roślin działający podobnie jak 
morfogeny u zwierząt [9,24], Zidentyfikowano je prawie 80 lat temu, ale dopiero w ostatnich 
latach zaczynamy poznawać mechanizmy molekularne działania tych hormonów [17,18, 
19,42]. Decydujące znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania auksyn ma ich polarny 
transport (PAT) w roślinach. Ponieważ został on wyczerpująco omówiony w wielu pracach 
przeglądowych (np. [24, 45, 50, 55], w literaturze polskiej [7, 76]), tu ograniczymy się 
jedynie do przedstawienia zagadnień związanych bezpośrednio z BFA lub takich, które 
ujrzały światło dzienne już po publikacji wymienionych prac.

W połowie lat 80. XX w. pojawiły się pierwsze wyniki badań przesiewowych 
mutantowi, thaliana o zaburzonych procesach embriogenezy [48]. Jednym z nich był 
mutant GNOM (znany również jako EMB30) o szerokiej gamie fenotypów, których 
wspólną cechą był brak merystemu korzeniowego i, najczęściej, nieprawidłowo 
wykształcone tkanki wzdłuż osi góra-dół [46,70]. W późniejszym okresie stwierdzono 
również, że GNOM działa także w dalszych etapach rozwoju roślin, wpływając na 
funkcjonowanie merystemu korzeniowego i organizację zawiązków korzeni bocznych 
[30]. Mutację zlokalizowano w genie kodującym białko podobne do białka Sec7 z drożdży
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[70], które zidentyfikowano jako białko ARF-GEF [73], Białko GNOM należy do klasy 
GNOM/Geal/2p/GBFl [41], W komórkach Arabidops is jest ono związane z cytoplaz- 
matyczną stroną endosomu i jest niezbędne do utrzymania integralności endosomów 
[28], Różni się tym samym od innych białek tej klasy, które u drożdży i zwierząt związane 
są z transportem w obrębie AG i pomiędzy ER i AG.

Fenotyp mutantów GNOM można wywołać w warunkach in vitro traktując zarodki 
wysokimi stężeniami auksyn lub inhibitorów PAT [33], To sugeruje, że GNOM może w 
jakiś sposób brać udział w transporcie auksyn. I rzeczywiście, stwierdzono, że w mutantach 
gnom zakłócona jest lokalizacja PINI - potencjalnych białek wspomagających wypływ 
auksyn [29], W genomie Arabidopsis znajduje się 8 genów kodujących białka PIN, z 
czego 5 zostało dotąd w pełni scharakteryzowanych. Wszystkie one, a w szczególności 
PINI [26], wpływają na transport auksyn, choć ich funkcja jako przenośników auksyn 
lub regulatorów transportu, jest nadal niejasna [55]. Najbardziej uderzającą cechą białek 
PIN jest ich ścisła lokalizacja, nie tylko na poziomie tkankowym, ale również w określonych 
domenach błony komórkowej w zależności od położenia komórki w ciele rośliny [10,24, 
55]. Sugeruje się wobec tego, że lokalizacja białek PIN nie jest zależna od struktury tych 
białek, ale jest określana przez ukierunkowany transport tych białek do wybranych rejonów 
komórki [55], Co ciekawsze, najnowsze dane zdają się świadczyć, że same auksyny są 
jednym z czynników regulujących ekspresję genów i dystrybucję białek PIN [10, 54],

U roślin BFA indukuje powstawanie pęcherzykowych agregatów zwanych przedziałami 
BFA. Gromadzą się w nich zarówno białka PINI, jak i GNOM [29, 73], co sugeruje, że 
białka PIN 1 krążą pomiędzy błoną komórkową a przedziałami endosomalnymi w 
pęcherzykach wzdłuż cytoszkieletu aktynowego [4,29,50], Tak więc uszkodzenie GNOM 
zakłóca wewnątrzkomórkowy transport pęcherzykowy, co prowadzi do zaburzeń w krążeniu 
PINI i w konsekwencji do rozregulowania transportu auksyn. Analiza porównawcza 
sekwencji białek ARF-GEF opornych i wrażliwych na działanie BFA wskazała reszty 
aminokwasowe krytyczne dla odporności białek. Prosta substytucja aminokwasowa 
(zamiana 696M na L w obrębie domeny Sec7) w genie GNOM okazała się wystarczająca 
do uzyskania mutantów niewrażliwych na toksynę, a tym samym wykazujących nienaruszony 
transport auksyn i prawidłowe krążenie białka PINI w obecności BFA [28].

PODSUMOWANIE

Wykorzystanie brefeldyny A przyczyniło się do rozwikłania wielu zagadek funkcjo­
nowania systemu błon roślin. W niniejszej pracy wskazaliśmy jedynie niektóre z nich, 
według naszej opinii najciekawsze. Szczególnie ostatnie z omawianych, a związane z 
polarnym transportem auksyn zainspirowały niektórych badaczy do sformułowania 
bardzo interesującej, acz dość niezwykłej hipotezy, zgodnie z którą PAT w wielu 
aspektach przypomina proces wydzielania neuroprzekaźników przez synapsy nerwowe 
zwierząt [4, 5]. Wspomniano już wcześniej, że auksyny mogą spełniać rolę analogiczną 
do morfogenów zwierząt [9, 25], Można mieć nadzieję, że brefeldyna A okaże się 
przydatna również w badaniach zmierzających do wyjaśnienia i rozpoznania tych 
fascynujących problemów. rcin.org.pl
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ROLA APOPTOZY W KOMÓRKACH JAJNIKA*

THE ROLE OF APOPTOSIS IN THE OVARIAN CELLS

Agnieszka BRODOWSKA, Maria LASZCZYŃSKA*,  
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Klinika Rozrodczości i Ginekologii oraz *Zakład  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 komórek ziarnistych i komórek osłonki. Proces ten decyduje o 
ilości pęcherzyków jajnikowych, wydolności ciałka żółtego, a tym samym wpływa na steroidogenezę. 
Jest też przyczyną menopauzy. Apoptoza zapewnia homeostazę komórek jajnika i zabezpiecza je przed 
nieprawidłowym funkcjonowaniem. Dokładne poznanie mechanizmów regulujących apoptozę w jajni­
ku ludzkim ma także wymiar kliniczny. Być może pozwoli na optymalizację postępowania w zaburze­
niach endokrynologicznych i w chorobach nowotworowych.

Słowa kluczowe-, jajnik, apoptoza, czynniki hamujące i indukujące, 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 skrótów. IGF-1 {insulin growth factor) - insulinowy czynnik wzrostu, EGF {epithelial growth 
factor) - nabłonkowy czynnik wzrostu, TGF-a {transforming growth factor a) — transformujący czyn­
nik wzrostu a, bFGF {basic fibroblastic growth factor) - podstawowy czynnik wzrostu fibroblastów, 
LH {luteinizing hormone) - hormon luteinizujący, FSH {follicle stimulating hormone) - folistimulina, 
TNF {tumor necrosis factor) - czynnik nekrotyzujący nowotworów, Fas-receptor błonowy z nadrodzi- 
ny TNF, FasL {Fas-ligand) — ligand Fas, FADD {Fas associated death domain) - domena śmierci 
związana z fragmentem Fas, CAD {caspase activated DNAse) — DNA-za aktywowana przez kaspazę, 
ICAD {inhibitor caspase activated DNAse) - inhibitor DNA-zy aktywowanej przez kaspazę, CDK p21 
{cdk inhibitory protein) - białka hamujące z grupy CDK, APAF {apoptosis protease activating factor) -
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czynnik aktywujący białka apoptotyczne, DISC (Wea/A induced signalling complex) - kompleks induku­
jący śmierć komórki, PTK (protein tyrosine kinase) - białkowa kinaza tyrozynowa, PTP (protein tyrosi­
ne phos-phatase) - białkowa fosfataza tyrozynowa, AIF (apoptosis inducing factor) - czynnik aktywu­
jący apoptozę, Bcl-2 (B-cell lyphomas) - białko antyapoptotyczne.

WSTĘP

Jajnik kobiety w wieku rozrodczym jest hormonalnie czynnym gruczołem, w którym proces 
apoptozy jest bardzo nasilony i dotyczy głównie komórek ziarnistych i komórek osłonki. 
Apoptoza limituje ilość i rozwój pęcherzyków jajnikowych oraz regresję ciałka żółtego. Jest 
naturalnym procesem fizjologicznym zapewniającym homeostazę narządu oraz zabezpie­
czającym komórki przed ich nieprawidłowym funkcjonowaniem [ 1,4,5,8]. Proces ten eliminuje 
też możliwość rozwoju ciąży mnogiej z kilkunastoma zarodkami [3,5].

Apoptoza, czyli zaprogramowana „śmierć komórki”, towarzyszy jajnikowi ludzkiemu 
od urodzenia aż do późnej starości. O ile proces ten jest dobrze poznany u kobiet w 
okresie rozrodczym, o tyle na jego temat w okresie około- i pomenopauzalnym doniesień 
jest niewiele i zjawisko to wymaga dalszych badań [2,4, 5, 18, 50]. Pierwsze sygnały 
starzenia się jajnika (określanego mianem perimenopauzy) rozpoczynają się od zaburzeń 
czynności aparatu pęcherzykowego. Klinicznie objawia się to obniżoną płodnością, 
zwiększonym odsetkiem poronień oraz wzrostem aberracji chromosomowych. Kobiety 
w okresie perimenopauzy mają mniejszą całkowitą liczbę komórek ziarnistych w 
przeliczeniu na jeden pęcherzyk, obniżone wytwarzanie hormonów steroidowych, 
głównie progesteronu oraz zmniejszone wytwarzanie inhibiny. Komórki ziarniste u tych 
kobiet są bardziej narażone na niedotlenienie [4, 5, 8, 46, 49]. W jajnikach kobiet po 
menopauzie, w których stwierdza się jedynie włóknistą tkankę łączną, naczynia 
krwionośne, chłonne i nerwy, komórki wykazują pewną aktywność apoptotyczną, jednak 
mniejszą niż komórki aparatu pęcherzykowego.

Regulacja procesu apoptozy jest procesem skomplikowanym i nie do końca 
poznanym. Dotychczas wiadomo, że aktywację genów „śmierci komórki” można 
wywołać poprzez czynniki zewnątrz- (promieniowanie UW, promieniowanie y) i 
wewnątrzkomórkowe (hormony, czynniki wzrostu i ich receptory, cytokiny, jony) [38, 
39,40]. W jajniku ludzkim rozwój komórek germinalnych zależy głównie od czynników 
wzrostu: IGF-1, EGF, TGF-a, bFGF, a wzrost i dojrzewanie pęcherzyków jajnikowych 
od hormonów gonadotropowych, takich jak: LH i FSH [17, 21,24, 26, 34, 37,41,49]. 
Jednak nadal trwają liczne badania dotyczące dokładnej kontroli apoptozy w 
wybranych sytuacjach klinicznych. Celem badań jest optymalizacja leczenia chorób 
nowotworowych, immunologicznych (AIDS, reumatoidalne zapalenie stawów, toczeń 
układowy) oraz degeneracyjnych (np. choroba Alzheimera) [7,13, 14]. W ginekologii 
dokładne poznanie czynników indukujących i hamujących apoptozę w jajniku pozwoli 
wydłużyć funkcjonowanie gonad w aspekcie fizjologicznej steroidogenezy, a także 
wpłynąć na skuteczność chemioterapii nowotworów tych narządów [1, 3, 4, 5, 13, 
14,18].
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CZYNNIKI REGULUJĄCE APOPTOZĘ.
ETAPY APOPTOZY

Istotą zmian apoptotycznych w komórce jest obkurczenie komórki, kondensacja 
chromatyny i fragmentacja DNA. Aktywacja apoptozy jest uporządkowanym procesem 
regulowanym przez szereg sygnałów pochodzących z wnętrza komórki lub z otacza­
jącego ją środowiska. W związku z tym w pewnym uproszczeniu należy wyróżnić dwa 
główne szlaki indukcji apoptozy: pierwszy, zwany zewnątrzpochodnym, związany z 
błonowymi receptorami śmierci i drugi - wewnątrzpochodny zachodzący z udziałem 
mitochondriów [24, 32, 48].

Szlak zewnątrzpochodny może prowadzić do samobójczej śmierci komórki lub może 
być efektem przekazania sygnału przez komórki sąsiednie zawierające receptory śmierci, 
czyli TNF, Fas. Skierowanie komórki na drogę apoptozy rozpoczyna się od aktywacji 
białkowego receptora błonowego TNF lub Fas, który łączy się ze specyficznym ligandem 
i tworzy kompleks FasL lub DISC, czyli podbłonowy kompleks powstający po aktywacji 
i oligomeryzacji receptorów błonowych z nadrodziny TNF [32, 48].

Monomery Fas lub TNF tworzą agregaty, przyciągają białko cytozolowe FADD i 
dochodzi do aktywacji kaspazy 8. Jeśli sygnał ten nie zostanie zneutralizowany przez 
białka Bcl-2, to następuje zmiana w błonach 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 wewnątrzpochodnego następuje w wyniku oddziaływania na 
komórkę czynników uszkadzających, takich jak: niedotlenienie, obecność wolnych 
rodników, promieniowanie ultrafioletowe, brak czynników wzrostu itp. Czynnik 
uszkadzający DNA powoduje aktywację swoistych kinaz prowadzących do fosforylacji 
białka p-53. Białko to powoduje indukcję inhibitora CDK p21, co wywołuje blok w 
cyklu komórkowym. W przypadku, gdy uszkodzenie DNA jest niewielkie, zostaje ono 
naprawione, a białko p-53 ulega defosforylacji i degradacji. Rozpad białka p-53 
umożliwia kontynuowanie cyklu komórkowego. Gdy jednak uszkodzenie DNA jest 
duże, dochodzi do indukcji ekspresji białek proapoptotycznych z rodziny Bcl-2. Białka 
te powodują uwolnienie z przestrzeni międzybłonowej mitochondrium cytochromu c i 
białka AIF. Białko AIF ma aktywność proteazy i bezpośrednio może aktywować kaspazy. 
Z kolei cytochrom c po przedostaniu się do cytoplazmy łączy się z białkiem APAF 
zawierającym domenę rekrutującą kaspazy. Ostatecznie dochodzi do powstania 
kompleksu zwanego apoptosomem zawierającego cytochrom c, APAF, prokaspazę 9 
i ATP. Apoptosom może rekrutować kaspazę 9 i doprowadzać do kaskadowej aktywacji 
kolejnych kaspaz [23, 32, 48]. W pewnych sytuacjach drogi te mogą zachodzić na 
siebie i możemy mieć do czynienia ze wzmocnieniem sygnału proapoptotycznego.

Morfologicznie apoptoza trwa od kilku minut do kilku godzin i składa się z trzech 
zróżnicowanych następujących kolejno po sobie faz zwanych fazą wzbudzenia, 
wykonawczą i zniszczenia. W I fazie mamy do czynienia z kondensacją chromatyny 
jądrowej, rozpadem jąderek, zmniejszeniem objętości jądra i zagęszczeniem cytoplazmy. 
Następnie w fazie II dochodzi do fragmentacji jądra, a na powierzchni błony komórkowej 
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tworzą się ciałka apoptotyczne, które zawierają organelle i fragmenty jądra. W końcowej 
fazie III dochodzi do degradacji resztek jądra i struktur cytoplazmatycznych. Fragmen- 
tacja chromatyny następuje pod wpływem aktywacji endonukleaz, które tną DNA 
komórki apoptotycznej najpierw na większe, a potem na coraz mniejsze fragmenty 
prowadząc ostatecznie do rozpadu jądra [32, 48].

W końcowym efekcie komórki apoptotyczne zmniejszają swoją objętość poprzez 
usuwanie wody i jonów z retikulum endoplazmatycznego do przestrzeni międzyko­
mórkowej, co w cytoplazmie komórki prowadzi do wzrostu aktywności enzymu 
katalizującego i powstania szeregu nowych wiązań pomiędzy różnymi białkami, takimi 
jak: aktyna, aneksyna II, winkulina, fibronektyna, co zdecydowanie zmienia funkcje 
komórki [52].

ENDONUKLEAZY I KASPAZY
JAKO EGZEKUTORZY APOPTOZY

Faza egzekucji apoptozy w przeciwieństwie do fazy indukcji przebiega podobnie w 
większości komórek. W procesie tym biorą udział głównie kaspazy, endonukleazy, kinazy 
i szereg innych czynników.

Kaspazy są to proteazy cysternowe, hydrolizujące wiązania peptydowe w kilku 
rodzajach sekwencji aminokwasów. Występują w cytoplazmie komórek jako nieaktywne 
proenzymy w postaci pojedynczego łańcucha polipeptydowego. Aktywacja kaspaz może 
następować w wyniku proteolizy innych kaspaz, co dodatkowo ułatwia realizację 
apoptozy. Do chwili obecnej zidentyfikowano około 14 typów kaspaz [7, 18, 22, 27, 
32, 48]. Są one oznaczane kolejnymi liczbami. Aktywacja kaspaz następuje w 
mechanizmie autoproteolizy w dwóch różnych kompleksach białkowych: w kompleksie 
DISC albo w apoptosomie. W wyniku przekształceń 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 wyżej, w programie apoptozy 
sugerowane jest często współdziałanie omówionych szlaków [7, 18,22, 48].

Endonukleazy są także enzymami uczestniczącymi w realizacji procesu apoptozy. 
Od 1998 roku znana jest CAD, czyli DNA-za specyficzna dla procesu apoptozy 
aktywowana przez kaspazę 3 i 7. W prawidłowych komórkach, które nie ulegają 
apoptozie, CAD występuje jako nieaktywny kompleks połączony z białkiem inhibito­
rowym - ICAD [7, 48]. Degradacja ICAD i uruchomienie procesu degradacji DNA 
następuje dopiero po aktywacji kaspazy 3 i 7, które mogą ulegać stymulacji poprzez 
różne czynniki (chemioterapeutyki, promieniowanie y, UV) [18], Ponadto postuluje się 
istnienie związku bezpośredniego pomiędzy aktywacją endonukleaz a wspomnianym 
wyżej czynnikiem indukującym apoptozę - AIF, który powoduje kondensację 
chromatyny i rozkład DNA na duże fragmenty. Działanie AIF może stanowić etap 
poprzedzający i ułatwiający działanie specyficznych endonukleaz [18, 32,48].

Kolejne istotne enzymy biorące udział w realizacji apoptozy to kinazy. Kinazy 
tyrozynowe PTK mogą tworzyć integralną część receptorów błonowych czynników 
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wzrostu, takich jak: EGF i FGF. Enzymy te ulegają aktywacji po połączeniu ligandu z 
receptorem. Nie wiadomo jednak, jaki jest punkt uchwytu kinaz. Czy powodują one 
jedynie katalizowanie rozpoczętego wcześniej procesu apoptozy, czy też zmiana 
ufosforylowania białek rozpoczyna ekspresję genów programujących apoptozę [6, 7, 
25, 44].

Największą i najbardziej poznaną grupę białek anty- i proapoptotycznych stanowią 
białka z rodziny Bcl-2/Bax [7, 13, 18, 23]. Białko Bcl-2 podnosi oporność komórek 
nowotworowych na czynniki wywołujące apoptozę, a białko Bax jest głównym 
efektorem, poprzez które białko supresorowe p-53 indukuje apoptozę. Brak białka Bax 
może być przyczyną nieskuteczności chemioterapii zależnej od p-53.

Białka z rodziny Bcl-2 występują w postaci homo- lub heterodimerów. Podczas 
indukcji apoptozy przemieszczają się do zewnętrznej błony mitochondrialnej i tworzą 
kanały jonowe. Poprzez regulację przepuszczalności wody i jonów z mitochondrium 
mogą uwalniać kolejne białka proapoptotyczne [13, 23].

Proces apoptozy regulowany jest także przez szereg genów supresorowych i 
onkogenów. Różne białka, które są produktami działania genów, takie jak: białko p-53, 
p-Rb, c-myc, indukują lub hamują proces apoptozy w zależności od typu komórek i 
czynnika indukującego [6, 7, 14, 32]. Białka te są czynnikami transkrypcyjnymi 
oddziałującymi ze specyficznymi sekwencjami DNA, ich delecja lub inaktywacja jest 
wykazywana w ponad połowie nowotworów [6, 7, 18, 32, 48].

BUDOWA JAJNIKA LUDZKIEGO
I DOJRZEWANIE PĘCHERZYKÓW JAJNIKOWYCH

Jajnik jest parzystym narządem położonym wewnątrzotrzewnowo. Zbudowany jest 
z kory zawierającej pęcherzyki w różnym stopniu rozwoju (pierwotne, wzrastające, 
dojrzewające i dojrzałe), w których rozwijają się komórki jajowe oraz rdzenia zbudo­
wanego z wiotkiej tkanki łącznej zawierającej włókna sprężyste i pojedyncze miocyty 
oraz naczynia krwionośne, chłonne i nerwy. W jajniku obecne są także komórki wnękowe 
przypominające komórki śródmiąższowe jądra oraz węzły tkanki przypominającej 
nadnercza, czyli reszty Marchanda [43].

Po menopauzie jajnik ulega znacznemu zmniejszeniu, nie zawiera pęcherzyków, a 
strukturę jego stanowi głównie włóknista tkanka łączna, naczynia krwionośne, limfa- 
tyczne i nerwy. U kobiet badanych w okresie do 5 lat po menopauzie stwierdza się 
ciałka białawe zbudowane z flbroblastów, makrofagów i miofibroblastów [43].

Rozwój, wzrost, dojrzewanie i pękanie pęcherzyków jajnikowych oraz powstanie 
ciałka żółtego i jego prawidłowe funkcjonowanie są procesami skomplikowanymi, w 
których biorą udział między 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]. Oprócz udowodnionego wpływu szeregu 
czynników ostatnio sugerowany jest także udział w tym procesie składników macierzy 
zewnątrzkomórkowej: tenascyny i fibronektyny [52]. W prawidłowym cyklu jajnikowym 
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spośród pęcherzyków pierwotnych powstają pęcherzyki dojrzewające, które między 1 
a 4 dniem cyklu ulegająrekrutacji, a następnie między 5 a 7 dniem cyklu selekcji. Ostatecznie 
z kilku zrekrutowanych pęcherzyków jajnikowych dojrzewa jeden najczęściej pęcherzyk 
dominujący, pozostałe ulegająatrezji. Po owulacji powstaje ciałko żółte, najbardziej aktywny 
hormonalnie gruczoł dokrewny organizmu kobiety. Jeśli w danym cyklu nie dojdzie do 
zapłodnienia komórki jajowej, ciałko żółte ulega regresji, zwyrodnieniu tłuszczowemu i 
powstaje bogata w kolagen blizna, czyli ciałko białawe [43,49].

FUNKCJA HORMONALNA JAJNIKA

W okresie rozrodczym w komórkach tekalnych jajnika są syntetyzowane androgeny, które 
przechodzą do komórek ziarnistych i tam ulegają aromatyzacji do estrogenów. Czynność 
komórek tekalnych regulowana jest przez LH, zaś aktywność aromatazy P-450 komórek 
ziarnistych zależna jest od FSH. Podstawowym hormonem produkowanym przez ciałko żółte 
jest progesteron [43]. Menopauza nie oznacza całkowitego wygaśnięcia funkcji hormonalnych 
jajnika. Atrezja pęcherzyków jajnikowych oznacza zakończenie cyklicznej czynności jajników 
i tym samym zdolności rozrodczych, ale nie jest równoznaczna z tym, że jajnik zostaje zastąpiony 
nieczynną hormonalnie tkanką łączną. Utrzymana zostaje, w zmniejszonym stopniu funkcja 
komórek osłonki i nadal produkowane sąpewne ilości steroidów, głównie androgenów. Dowodzą 
tego liczne badania przeprowadzone u kobiet po menopauzie, które wykazały w jajniku aktywność 
aromatazy P-450 oraz dehydrogenazy 3-0-i 17-0-steroidowej. Także doniesienia mówiące o 
obecności receptorów błonowych dla FSH i LH oraz receptorów cytoplazmatycznych dla 
estrogenów, androgenów i progesteronu świadczyć mogą o aktywności hormonalnej tkanki 
jajnikowej w tym okresie [43].

APOPTOZA W PĘCHERZYKACH JAJNIKOWYCH

Opisane powyżej znaczne obkurczanie się komórki w procesie apoptozy (nawet o 
30-50% objętości) powoduje utratę kontaktu z komórkami sąsiednimi. W pęcherzyku 
Graffa po utracie połączeń komórki jajowej z komórkami ziarnistymi dochodzi do 
zapadnięcia jamy pęcherzykowej i pofałdowania oraz obkurczenia osłonki przejrzystej. 
Błona podstawna pęcherzyka ulega pofałdowaniu, pogrubieniu i przekształcona zostaje 
w błonę szklistą. Pęcherzyk atrezyjny zostaje przekształcony w bliznę [ 10,15,17,19,20],

Wiadomo, że noworodek płci żeńskiej w chwili narodzin posiada około 2 milionów 
oocytów, z czego w okresie pokwitania pozostaje około 400 tysięcy, a owuluje mniej niż 
500 [43,49]. Udowodniono, że to apoptoza prowadzi do atrezji pęcherzyków jajnikowych 
przed osiągnięciem przez nie zdolności do owulacji. W wyniku apoptozy dochodzi do 
procesów degeneracyjnych w pęcherzykach już uformowanych oraz zaniku komórek 
terminalnych [11,19,20,31]. Już w 1978 roku wykazano obecność jąder pyknotycznych 
w komórkach ziarnistych oraz w komórkach osłonki pęcherzyka w jajniku ludzkim. W 
1989 roku stwierdzono w jajniku aktywność kluczowych enzymów apoptozy, czyli 
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endonukleaz zależnych od Ca i Mg, a w 1992 roku potwierdzono fragmentację jądrowego 
DNA jajnika ludzkiego świadczącą o zakończonym procesie apoptozy [17, 47]. W 
wieku rozrodczym w pęcherzyku Graffa w wyniku apoptozy dochodzi do szeregu zmian 
czynnościowych: zmniejszenia ekspresji receptorów dla gonadotropin, obniżenia 
aktywności 17-a-hydroksylazy i 17,20-liazy. Zmiany te doprowadzają do zmniejszenia 
produkcji estradiolu oraz zmniejszenia stężenia IGF-1 czynnika stymulującego 
proliferację komórek ziarnistych [3, 11, 17, 31],

W badaniach przeprowadzonych w jajniku wykazano obecność błonowego mRNA 
dla receptora Fas w komórkach ziarnistych. Metodami immunohistochemicznymi 
wykazano ekspresję Fas w komórkach pęcherzyków wykazujących cechy atrezji. Nie 
stwierdzono natomiast obecności tej glikoproteiny w komórkach prawidłowych. 
Obecność liganda dla Fas opisano w oocytach prawidłowych i atrezyjnych [9,17,29].

W innych badaniach wykazano, że system Fas/FasL jest skutecznie hamowany przez 
tlenek azotu i tym samym NO może okazać się istotnym czynnikiem ograniczającym 
atrezję pęcherzyków jajnikowych [9,10]. Najważniejsze czynniki regulujące apoptozę w 
komórkach ziarnistych jajnika to gonadotropiny, gonadoliberyna, estrogeny, androgeny, 
IGF-1 i jego białka wiążące, bFGF, EGF, TGF-a, TNF-a [18], a także według 
najnowszych doniesień tromboproteiny [42], metaloproteinazy i inhibina A [12, 15].

Badając znaczenie kinaz w apoptozie komórek ziarnistych doniesiono, że aktywna 
mitogennie kinaza białkowa PTK aktywuje apoptozę komórek ziarnistych poprzez 
stymulację białkowej fosfatazy tyrozynowej PTP. PTP oraz PTK grają główną rolę w 
mechanizmie wzrostu i metabolizmu komórek ziarnistych [7,25,29,44].

W badaniach nad wpływem hormonów na apoptozę jajnikową udowodniono, że 
przeciwciała skierowane przeciwko gonadotropinom przysadkowym powodują atrezję 
pęcherzyków przedowulacyjnych, a zatem gonadotropiny FSH i LH chronią oocyt przed 
apoptozą. W innych badaniach przeprowadzonych na szczurach stwierdzono obniżone 
stężenia mRNA dla receptorów gonadotropin FSH i LH w pęcherzykach atrezyjnych. 
Gonadoliberyna (GnRh) działając bezpośrednio na jajnik jest czynnikiem wywołującym 
atrezję pęcherzyków [18, 28, 35], Wykazano, że podanie GnRH obniża masę jajnika, 
zmniejsza liczbę komórek antralnych i przedowulacyjnych oraz zwiększa stężenia wapnia 
w komórkach ziarnistych, co aktywuje endonukleazy degradujące DNA [18, 26, 28, 
35]. Na podstawie doświadczeń wykonanych u szczurów pozbawionych przysadki 
mózgowej udowodniono, że nasilenie apoptozy w wzrastających i dojrzewających 
komórkach ziarnistych było tym większe, im większe były dawki substytucyjne 
agonistów GnRh i dietynylostylbestrolu. Oceniając wpływ androgenów i estrogenów 
na apoptozę wykazano, że w płynie pęcherzyków atrezyjnych stężenia androgenów są 
większe niż w pęcherzykach prawidłowych. Podając substytucyjnie androgeny i 
estrogeny szczurom pozbawionym przysadki udowodniono, że androgeny przyspieszają, 
a estrogeny hamują apoptozę jajnikową w komórkach ziarnistych pęcherzyków 
preantralnych i antralnych. W tych samych badaniach wykazano, że również IGF-1, 
EGF, TGF-a w hodowli in vitro komórek ziarnistych pęcherzyków przedowulacyjnych 
hamująapoptozę [ 16, 17, 24,28, 29, 35].

Inhibina A jest białkowym hormonem jajnikowym, produkowanym przez komórki 
ziarniste, komórki tekalne i ciałko żółte. Inhibina A skutecznie hamuje kaspazę 3 i białka rcin.org.pl
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Bax, co owocuje zablokowaniem apoptozy przede wszystkim w komórkach ziarnistych 
[11, 45). Wykazano ponadto istotną korelację pomiędzy stężeniem IGF o niskiej masie 
cząsteczkowej w płynie pęcherzykowym pacjentek stymulowanych w programach 
zapłodnienia pozaustrojowego a aktywnością kaspazy 3 i jakością oocytów [11, 33]. 
Badanie to jako metoda nieinwazyjna może posłużyć w przyszłości do testu przesiewowego 
jakości oocytów i prognozowaniu skuteczności procedur IVF/ET [33,45, 51].

Ciałko żółte, jak już wspomniano, także ulega procesom apoptozy, które prowadzą 
do luteolizy i całkowitego jego zaniku. Wykazano jednak, że gonadotropina kosmówkowa 
ma zdolność hamowania apoptozy i utrzymywania funkcji tego gruczołu. Taka sytuacja 
występuje w ciąży [30, 45, 51]. W ostatnim czasie wykazano także, że trofoblast 
produkuje jeszcze inny czynnik lub czynniki, dokładnie nieokreślone, które działają 
poprzez białka bax/bcl-x, hamują apoptozę i wydłużają funkcję ciałka żółtego [ 13, 30, 
51]. Ponadto udowodniono, że za prawidłową angiogenezę i wydolność ciałka żółtego 
w ciąży odpowiada VEGF i receptor VEGF typu 2. Podanie przeciwciał przeciw VEGF 
ciężarnym samicom spowodowało nasilenie procesów apoptozy w ciałku żółtym, 
zmniejszenie stężenia progesteronu, zmniejszenie rozmiarów zarodka [36,45].

Działając poprzez kinazę białkową typu A procesy apoptozy w jajniku regulowane 
są także przez tromboproteiny. Powodują 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 wskazują, że mechanizmy apoptozy w jajniku 
są bardzo skomplikowane i nie do końca poznane. Trwające aktualnie badania dotyczą 
przede wszystkim regulacji apoptozy i możliwości sterowania tym procesem w jajniku 
w zaburzeniach endokrynologicznych i w chorobach nowotworowych. Niewątpliwie 
konieczne są dalsze badania apoptozy w janiku ludzkim, zwłaszcza w okresie menopauzy.
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MIKRO-RNA - MAŁE CZĄSTECZKI O WIELKIM 
ZNACZENIU

MICRO-RNAs - SMALL MOLECULES OF BIG IMPORTANCE

Agata FILIP

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

Streszczenie-. MikroRNA (miRNA) to grupa jednoniciowych, niekodujących RN A, które regulują ekspresję 
genów strukturalnych na poziomie posttranskrypcyjnym. Pierwotny transkrypt mikroRNA ma kilkaset 
nukleotydów długości, natomiast aktywną formę dojrzałą stanowią krótkie fragmenty 21-23-nukleotydo- 
we. Wiążą się one z mRNA genu docelowego katalizując jego degradację, jeśli komplementamość sekwencji 
jest całkowita, lub zahamowanie procesu translacji w przypadku niepełnej komplementamości. Dotych­
czas opisano kilkaset genów kodujących miRNA w genomach roślinnych i zwierzęcych. Wiele ważnych 
procesów życiowych zależy od kontroli ekspresji genów poprzez miRNA. Niektóre z nich bezpośrednio 
regulują rozwój, inne wpływająna przebieg procesu śmierci programowanej, istniejąteż miRNA niezbędne 
dla prawidłowej sygnalizacji komórkowej. Profil ekspresji miRNA charakteryzuje poszczególne typy 
nowotworów znacznie lepiej niż profil ekspresji mRNA, co może mieć znaczenie diagnostyczne i terapeu­
tyczne. Praca przedstawia przegląd aktualnego stanu wiedzy na temat dojrzewania miRNA, mechanizmów 
regulacji ekspresji genów za ich pośrednictwem oraz roli tych cząsteczek w embriogenezie, hematopoezie 
i onkogenezie.

Słowa kluczowe; miRNA, regulacja ekspresji genów, 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 mRNAs 
containing antisense sequences. miRNA can either catalyze cleavage of mRNA that are perfectly base­
paired to its sequence, or inhibit the translation of mRNAs 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 of them 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 of big 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 of gene expression, oncogenesis.
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WSTĘP

Mechanizm indukujący posttranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genów w odpowiedzi 
na wprowadzenie egzogennych, dwuniciowych fragmentów RN A (dsRNA) o sekwencji 
identycznej jak mRNA genu docelowego opisano po raz pierwszy u nicienia C. elegans 
[5,8,11]. Wkrótce okazało się, że odpowiedzialny jest on za obserwowane już wcześniej 
zjawisko inaktywacji genów w komórkach niektórych grzybów i roślin. Obecność tego 
rodzaju regulacji potwierdzono także u Drosophila melanogaster. Pierwsze doświad­
czenia z interferencyjnym RNA u kręgowców nie przyniosły oczekiwanych rezultatów. 
Wprowadzenie długich fragmentów dsRNA aktywuje bowiem system odpornościowy 
do odpowiedzi nieswoistej, między innymi do produkcji interferonu (system ten nie 
występuje u bezkręgowców), co implikuje globalne posttranskrypcyjne zahamowanie 
ekspresji genów [8].

Badania mechanizmu interferencji w komórkach roślin i bezkręgowców pozwoliły 
stwierdzić, że długie fragmenty dsRNA są cięte na charakterystyczne 21-nukleotydowe 
odcinki z wystającymi {overlapping) 2-nukleotydowymi końcami 3’. Określono je jako 
dupleksy małych, interferujących RNA {small interfering RNAs duplexes, siRNAs). 
Jedna nić takiego dupleksu siRNA jest następnie włączana w duży kompleks białkowy, 
RISC {RNA induced silencing complex) [25]. Kompleks RISC/siRNA łączy się 
następnie z fragmentem sekwencji 3’-UTR (3 ’ untranslated region) genu docelowego 
i w zależności od stopnia komplementamości może powodować degradację mRNA lub 
tylko zahamowanie translacji przy zachowaniu integralności transkryptu [20, 27, 34].

Dalsze badania nad siRNA u kręgowców umożliwiła obserwacja, że wprowadzenie 
dsRNA krótszych niż 30 bp nie indukuje wydzielania interferonu. Okazało się wówczas, 
że szlak regulacji ekspresji genów via mechanizm interferencji u ssaków może być w 
pełni aktywny.

Poszukiwanie endogennych dupleksów siRNA o długości 21 bp u Drosophila i C. 
elegans wykazało, że są one obecne w obu tych systemach, potem niespodziewanie 
istnienie ich opisano u kręgowców, gdzie kodowane są przez ponad 200 różnych genów 
[ 13,20,29]. Ta właśnie grupa endogennych RNA określana jest obecnie mianem miRNA 
(microRNA). miRNA są transkrybowane jako fragmenty o długości kilkuset nukleo­
tydów, przejściowo podczas dojrzewania przyjmują strukturę „szpilki do włosów” (60- 
90 nt), by ostatecznie stać się aktywną formą o długości 21 nt, która, podobnie jak 
siRNA, może wejść w skład kompleksu RISC [10].

miRNA

Po raz pierwszy miRNA opisane zostały przez Ambrosa i Ruvkuna w 1993 r. [33, 
35]. Badając stadia rozwoju Caenorhabditis elegans stwierdzili oni, że do prawidłowego 
przejścia ze stadium larwalnego LI do L2 niezbędna jest krótka sekwencja RNA 
hamująca ekspresję genu strukturalnego lin-14 [3, 8,27, 33, 34]. Gen lin-4 C. elegans 
koduje RNA o długości 21 nukleotydów, które rozpoznaje i wiąże sekwencje rcin.org.pl
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komplementarne w regionie 3’UTR mRNA genu lin-14. W ten sposób dochodzi do 
zahamowania jego translacji podczas przejścia z pierwszego do drugiego stadium 
larwalnego, dzieje się to jednak bez degradacji mRNA [34, 35], Kolejnym opisanym 
genem, kodującym miRNA był let-7 zaangażowany także w regulację rozwoju nicienia. 
Wkrótce potem geny homologiczne do let- 7 znaleziono w genomach muszki owocowej 
i człowieka. Stało się jasne wówczas, iż miRNA stanowią konserwatywne filogenetycznie 
negatywne regulatory ekspresji genów. Ekspresja miRNA jest tkankowo lub nawet 
komórkowo-specyficzna, zależy również od stadium rozwoju [23,25],

BIOGENEZA miRNA

Ilość poznanych genów kodujących miRNA stale rośnie. Przypuszczalnie jest ich 
kilkaset (200-1000 w zależności od gatunku), co stanowi ponad 1% genomu danego 
organizmu [16, 34], Mogą mieć one różne lokalizacje: w intronach genów bądź w 
obszarach pozagenowych. Występują pojedynczo lub w policistronowych skupiskach 
(37% znanych ludzkich miRNA zlokalizowanych jest w skupiskach po dwa lub więcej). 
Jeśli znajdują się w intronie, przypuszczalnie wykorzystują promotor i elementy 
regulatorowe genu gospodarza. Natomiast regulacja genów miRNA zgrupowanych w 
formie policistronów jest najprawdopodobniej wspólna, analogicznie do operonów 
bakteryjnych [20].

Większość, jeśli nie wszystkie miRNA jest transkrybowana przez polimerazę II, 
transkrypt pierwotny ma czapeczkę (cap) i ogonek poli-A [13]. Dojrzewanie miRNA 
przebiega dwuetapowo, przy czym oba etapy katalizowane są przez enzymy z dużej 
rodziny rybonukleazy III: Drosha i Dicer.

Drosha

Transkrypt pierwotny miRNA, pri-miRNA (primary miRNA) składa się z kilkuset 
nukleotydów. Pierwszy, jądrowy etap dojrzewania polega na wycięciu z tego transkryptu 
fragmentu o długości około 70 nt, przyjmującego formę szpilki do włosów. Na końcu 
3’ struktura taka ma dwunukleotydowe „wysunięcie” (ryc. 1). Za przebieg tego etapu 
odpowiedzialny jest enzym Drosha [34],

Drosha są białkami jądrowymi o wielkości 130-160 kDa, zawierającymi dwie domeny 
katalityczne o aktywności RNazy III i domenę wiążącądsRNA (dsRBD, dsRNA Binding 
Domain) w części C-końcowej [32], Jak ostatnio wykazano, Drosha występują w 
kompleksie z białkiem dsRBD Pasha (u Drosophila) lub DGCR8 (DiGeorge syndrome 
Critical Region Gene 8) u ssaków. Kompleks ten nazywany jest mikroprocesorem [13, 
25]. Sam enzym Drosha wykazuje niespecyficzną aktywność RNazy, o specyfice 
prawdopodobnie decyduje Pasha/DGCR8 [10]. Następnie pre-miRNA eksportowany 
jest do cytoplazmy przez białko Exportin-5 (Exp5). Exportin-5 należy do rodziny 
karioferynowych, jądrowo-cytoplazmatycznych czynników transportujących, zależnych 
od wiążącego GTP kofaktora Ran [8].

rcin.org.pl
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Dicer

W następnym etapie dojrzewania miRNA bierze udział rybonukleaza Dicer. Białka 
Dicer są duże, około 200 kDa; zawierają domeny o aktywności ATP-azy/helikazy RN A, 
domenę PAZ i DUF283, dwie domeny katalityczne o aktywności rybonukleazy (RIIIA 
i RIIIB) i C- końcową domenę dsRBD [10]. U drożdży i kręgowców występują geny 
dla jednego rodzaju białka Dicer, natomiast u Drosophila, Arabidopsis i kilku innych 
organizmów opisano dwa lub nawet więcej genów, których produkty nieznacznie różnią 
się funkcją. Jest to enzym zależny od ATP, odzaczający się wysokim powinowactwem 
do dwuniciowych RN A (dsRNA) posiadających 2nt wysunięcie na końcu 3’. Za 
rozpoznanie tego fragmentu odpowiada domena PAZ. Po przyłączeniu RNA Dicer 
przecina oba łańcuchy w odległości ~21 nt od miejsca wiązania (rye. 1). Dzieje się tak 
w przypadku „obróbki” długich dsRNA (np. egzogennych), a także wówczas, gdy 
Dicer przyłączy się do pre-miRNA [20, 34]. Fakt, że Dicer przecina łańcuchy RNA w 
określonej odległości od zakończenia pre-miRNA, oznacza, iż struktura pre-miRNA 
determinuje sekwencję dupleksu miRNA: :miRNA, powstałego w wyniku działania tego 
enzymu. Prawidłowe działanie nukleazy Dicer uwarunkowane jest prawdopodobnie 
połączeniem z białkiem Loquacious (LOQS) u Drosophila bądź jego ortologiem TRBP 
(HIV-1 Trans activating Response RNA-binding Protein) u ssaków [12, 14].

Dupleksy miRNA są nietrwałe i w związku z tym trudne do wykrycia, łańcuchy 
RNA bowiem dosyć szybko ulegają rozdzieleniu [8]. Z większości prekursorowych 
miRNA powstaje tylko jedna cząsteczka dojrzałego miRNA, a o wyborze określonego 
łańcucha decyduje stabilność par zasad na zakończeniach dupleksu. W przypadku 
niektórych pre-miRNA (np. miR-30) dojrzałe miRNA mogą powstać z obydwu nici 
dupleksu. Krótki okres półtrwania dupleksów miRNA wynika prawdopodobnie z faktu, 
iż dojrzałe cząsteczki miRNA dosyć szybko włączane są w kompleks RISC (inaczej 
miRNP - kompleks miRNA i białek). Budowa tego kompleksu nie jest jeszcze wyjaśniona 
do końca, wiadomo na pewno, że w jego skład wchodzą między innymi białka rodziny 
Argonaut [25].

Białka Argonaut
Białka Argonaut można podzielić na dwie podrodziny: Ago i Piwi. U człowieka i 

innych ssaków powszechnie występują4 białka Ago (hAgol-4), natomiast ekspresję 4 
genów podrodziny Piwi opisano dotychczas jedynie w komórkach jąder i komórkach 
macierzystych układu hemopoetycznego; ich funkcja nie jest znana. Eukariotyczne białka 
Argonaut mają wielkość—100 kDa i są silnie zasadowe. Mają one domenę PAZ (podobnie 
jak białka Dicer) i domenę Piwi, wspólną dla podrodzin Ago/Piwi [10], Jak wcześniej 
wspomniano, domena PAZ odpowiada za specyficzne wiązanie dupleksów RNA z 
wystającymi, 2 nt końcami 3’. Natomiast domena Piwi, w której skład wchodzi trójka 
kwaśnych aminokwasów DDE typowych dla RNazy H (enzym przecinający nić RNA 
hybrydy DNA:RNA) i enzymów jej podobnych, stanowi być może o endonukleolitycznej 
aktywności kompleksu RISC.

rcin.org.pl
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RYCINA 1. Dojrzewanie i mechanizmy działania miRNA (za [8], modyfikacja): * Drosophila, **ssaki, 
® - objaśnienia w tekście

Kompleks RISC

U Drosophila w skład kompleksu RISC zawsze wchodzi białko lub białka rodziny 
Argonaut, białko VIG (Vasa Intronic Gene protein, RBP), Tudor-SN (białko mające 
pięć domen SN o aktywności nukleazy i domenę Tudor) i dFXR, będące ortologiem 
ludzkiego białka FMRP (fragile Xmental retardation protein) [10]. FMRP i FXR1 to rcin.org.pl
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białka wiążące RNA, działające jako modulatory translacji, głównie w neuronach, co 
może mieć też związek z ich rolą w represji translacji indukowanej przez miRNA. 
Wydaje się, że podobnie zbudowane są kompleksy RISC u innych gatunków. U człowieka 
poza białkami Argonaut w skład kompleksu wchodzą także m.in. helikazy Gemin 3 i 
Gemin 4 [15, 20].

Wydaje się, że włączenie miRNA w kompleks RISC odbywa się w ten sposób, iż 
jeden ze składników tego kompleksu, enzym o aktywności helikazy, wiąże się do tego 
zakończenia dupleksu, w którym struktura dwuniciowajest mniej stabilna i rozplatają 
wykorzystując energię z ATP [10]. Nić RNA, której koniec 5’ znajduje się w miejscu 
wiązania helikazy, zostaje włączona do RISC (ryc. 1).

Funkcjonalny kompleks RISC/siRNA może mieć różną wielkość i budowę, począwszy od 
100-160 kDa w przypadku struktury złożonej tylko z białek Ago i siRNA, po tzw. holo- 
RISC, sedymentujący przy SOS, odpowiadający prawdopodobnie 300-500 kDa kompleksowi 
asocjującemu z rybosomami [10].

MECHANIZM DZIAŁANIA miRNA

Obecna w kompleksie RISC nić miRNA pełni rolę „przewodnika”, pozwalającego 
mu odnaleźć komplementarną sekwencję mRNA. Opisano dwa różne mechanizmy 
działania miRNA, zdeterminowane stopniem ich komplementarności z obszarem 
3-UTR docelowego mRNA [10, 15].

Jeśli sekwencje te są wysoce komplementarne, to połączenie RISC/siRNA/mRNA 
implikuje przecięcie mRNA naprzeciwko środkowej części przyłączonego miRNA przez 
niezidentyfikowaną dotąd rybonukleazę określaną mianem „Slicer”. Przecięcie mRNA 
w obrębie kompleksu RISC następuje pomiędzy miejscami sparowanymi z 10 a 11 
nukleotydem siRNA/miRNA, licząc od końca 5’; proces ten nie wymaga obecności 
ATP. Kompleks RISC oddysocjowuje (miRNA pozostaje z nim związane) i może wiązać 
kolejne mRNA. Powstałe w wyniku przecięcia dwa fragmenty mRNA ulegają degradacji 
przez egzonukleazy komórkowe. Taka sytuacja ma miejsce najczęściej w komórkach 
roślinnych [27].

Jeśli natomiast sparowanie zasad nie jest doskonałe, co jest niemalże regułą w komórkach 
zwierzęcych, dochodzi do zahamowania translacji danego transkryptu bez jego zniszczenia 
(ryc. 1). Jedynym do tej pory opisanym odstępstwem od tej reguły jest mir-196, powodujący 
przecięcie mRNA genu HOX8B po zahamowaniu jego translacji [34]. Na poziomie komórki 
negatywna regulacja ekspresji genu w drodze represji translacji jest mniej efektywna niż 
przez degradację mRNA, chociażby ze względu na prawdopodobnie konieczny dłuższy 
kontakt pojedynczego kompleksu RJSC/siRNA z sekwencją 3’-UTR. Dla osiągnięcia 
podobnej wydajności najczęściej konieczne jest rozpoznanie i związanie kilku miejsc w 
obszarze 3 ’-UTR mRNA genu docelowego przez kilka takich samych bądź różnych miRNA 
o niepełnej komplementarności (ryc. 1). Zupełnie niejasny natomiast jest mechanizm takiej 
represji translacji, być może pewną rolę odgrywa w nim asocjujące z białkami Argonaut i 
miRNA białko FMRP/dFXR, (regulator translacji istotny dla prawidłowego dojrzewania 
i funkcjonowania komórek nerwowych) [34].rcin.org.pl
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Możliwe, że budowa kompleksu RISC przecinającego mRNA jest nieco inna niż 
kompleksu hamującego translację, przypuszcza się, że różnica ta dotyczyć może właśnie 
białek rodziny Argonaut. Badania białka Ago2 wskazują, iż właśnie ono może być 
enzymem odpowiedzialnym za degradację docelowego mRNA, czyli poszukiwanym 
„Slicerem”, natomiast za inhibicję translacji odpowiedzialne są prawdopodobnie 
wszystkie znane białka rodziny Ago [10],

Przeciętne miRNA ma około 100 sekwencji docelowych, co oznacza, iż miRNA 
wpływają na ekspresję bardzo wielu genów strukturalnych.

POLIMORFIZM LUDZKICH PRE-miRNA

Udowodniono, że integralność w obrębie struktury „szpilki do włosów” ma krytyczne 
znaczenie dla procesu dojrzewania miRNA, jednak wydaje się, że specyfika nukle- 
otydowa tego fragmentu nie odgrywa większego znaczenia. W wyniku analizy 173 
pre-miRNA u 96 osób w 10 z nich stwierdzono występowanie polimorfizmu [18]. W 
większości przypadków nie naruszały one integralności struktury „hairpin”. Kilka z 
nich jednak prowadziło do zmian w jej obrębie, co może implikować zaburzenia 
dojrzewania na etapie działania nukleazy Drosha. W przypadku miR-30c-2 polimorfizm 
C na A dotyczy nawet sekwencji dojrzałego miRNA, co ma o tyle znaczący wpływ na 
jego funkcję, że może zmieniać „powinowactwo” do genu docelowego [18].

ROLA miRNA

Sygnalizacja wewnątrzkomórkowa
Regulacja ekspresji genów przez miRNA ma wpływ na wiele istotnych procesów 

życiowych, między innymi na przekazywanie sygnału w komórce [34], Przykładem 
jest sygnalizacja insulinowa. Udowodniono, że nadekspresja miR-375, zachowanego 
ewolucyjnie miRNA typowego dla komórek wysepek trzustki, hamuje wydzielanie 
insuliny wywołane wzrostem poziomu glukozy [28], Natomiast zahamowanie funkcji 
endogennego miR-375 powoduje wzrost wydzielania insuliny. Zjawisko to, niezależne 
od metabolizmu glukozy czy też zmian wewnątrzkomórkowego poziomu Ca2+, okazało 
się wynikać z bezpośredniego wpływu miR-375 na ekspresję genu Myotrophiny 
(MTPN), co może stanowić obiecujący cel w terapii cukrzycy [28, 34],

miRNA a nowotworzenie
Ostatnie badania wskazują, że zaburzenia w ekspresji miRNA mogą przyczyniać 

się do rozwoju wielu chorób, w tym powstawania procesu nowotworowego [7]. Jednym 
z najlepiej poznanych miRNA jest let-7, pierwszy raz opisany u C. elegans [31]. 
Ekspresja homologicznego miRNA występuje w wielu tkankach ludzkich, a szczególnie 
wysoka jest w tkance płucnej. Natomiast niższą niż normalnie ekspresję let-7 opisano 

rcin.org.pl
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w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuca (NSCLC), wykazano także korelację 
pomiędzy jej poziomem i czasem przeżycia chorych [31]. W układzie in vitro, nadeks- 
presja let-7 hamuje wzrost komórek tego nowotworu. Mechanizm tego zjawiska nie 
jest wyjaśniony, jedna z hipotez zakłada udział let-7 w regulacji kinazy LIM, należącej 
do rodziny enzymów wpływających na kształt i mobilność komórek, co może implikować 
ułatwienie powstawania odległych przerzutów. Ostatnie doniesienia sugerują natomiast 
udział let-7 w negatywnej regulacji onkogenu RAS [19].

Niższy poziom ekspresji dojrzałych form ludzkich homologów miR-143 i miR-145 
obserwowany jest w stanach przedrakowych i w rakach jelita grubego [24]. Podobnie 
obniżona ekspresja miR-15 i miR-16 wiąże się z CLL. Opisano mechanizm prowadzący do 
obniżenia lub braku ekspresji tych miRNA - skupisko (cluster) genów miR15a-miR16 
zlokałizowanejest na długim ramieniu chromosomu 13 (13q 14), pomiędzy 2 i 5 egzonem 
genu LEU2, czyli na obszarze często ulegającym delecji w przebiegu B-CLL [2,5,6,24].

Ostatnie badania wykazują, że miR-15/16 są negatywnymi regulatorami genu BCL-2, 
co tłumaczyłoby wysoki poziom ekspresji tego genu w B-CLL [6].

Także na chromosomie 13(13q31), w locus, w którym często dochodzi do amplifikacji w 
chłoniakach grudkowych, chłoniakach komórek płaszcza, rozlanych chłoniakach olbrzymio- 
komórkowych, pierwotnych skórnych chłoniakach z komórek B i innych (nieziamicze 
chłoniaki złośliwe), mieści siępolicistronowe skupisko mir-17-92. Analiza linii komórkowych 
wywodzących się z chłoniaków B-komórkowych wykazała, że poziom prekursorowych i 
dojrzałych miRNA kodowanych przez geny z tego locus jest dużo wyższy w komórkach 
nowotworowych w porównaniu z prawidłowymi limfocytami B [16], W mysim modelu 
chłoniaka B-komórkowego zwiększona ekspresja mir-17-92 połączona z ekspresją genu c- 
myc przyspiesza rozwój guza, co może wskazywać na onkogenny charakter miRNA 
wywodzących się z tego skupiska [25]. Produkt ludzkiego onkogenu c-MYC może wiązać 
się bezpośrednio z miRNA zlokalizowanymi w skupisku na chromosomie 13 i powodować 
ich aktywację [26]. Z kolei dwa miRNA z tego skupiska, miR-17-5p i miR-20a są 
negatywnymi regulatorami czynnika transkrypcyjnego E2F1. Ponieważ ekspresja E2F1 
jest bezpośrednio aktywowana przez białko MYC, oznacza to, że produkt genu c-MYC 
może jednocześnie aktywować i hamować ekspresję E2F1, co umożliwia bardzo precyzyjną 
kontrolę sygnału do proliferacji [25,26],

W komórkach chłoniaków B-komórkowych, zwłaszcza w DLBCL (rozlany chłoniak 
olbrzymiokomórkowy) obserwuje się także znacznie wyższy (20-30x) niż w zdrowych 
limfocytach B poziom miR-155. Gen kodujący ten miRNA jest, jak się okazało, zlokalizowany 
w konserwatywnym regionie genu BIC (B-cell receptor inducible gene), którego nadeks- 
presję w chłoniakach opisano już dawno [9,24]. Co więcej, poziom ekspresji miR-155 różnicuje 
pierwotnego DLBCL o fenotypie aktywnych komórek B (ABC) od chłoniaka o fenotypie 
GC (germinal center), co może mieć znaczenie diagnostyczne [9].

Wyniki badań ekspresji 217 miRNA w tkankach zdrowych i nowotworowych 
wskazują na to, że profil ekspresji tych cząsteczek odróżnia guzy lite od innych 
nowotworów, różny jest także w zależności od pochodzenia komórek nowotworowych 
(np. komórki nabłonkowe lub hemopoetyczne) [23]. Odmienną charakterystykę 
ekspresji miRNA zaobserwowano także w dwu podtypach przewlekłej białaczki 
limfatycznej B-komórkowej, różniących się ekspresją kinazy ZAP-70 [3].rcin.org.pl
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Z dotychczasowych badań wynika, że poziom ekspresji miRNA w komórkach 
zdrowych i nowotworowych  jest inny. Może to wynikać z faktu, że większość poznanych 
genów dla miRNA zlokalizowana jest w miejscach łamliwych {fra sites) lub miejscach 
integracji wirusa HPV {humanpapilloma virus), często ulegających amplifikacji, delecji 
lub translokacji w przebiegu transformacji nowotworowej [4], Przypuszczalnie mikro- 
RNA mogą zachowywać się jak geny supresorowe lub onkogeny (ryc. 2). Zależy to 
od rodzaju genu docelowego, którego nadekspresja lub wyciszenie jest efektem 
ostatecznym nieprawidłowej ekspresji miRNA [4, 6],

Istotna również jest rola zaburzeń mechanizmów dojrzewania miRNA w karcyno- 
genezie i patogenezie innych chorób [13], Utrata białka FMRP {fragile X mental 
retardation protein) powoduje zespół kruchego chromosomu X, jedną z najczęstszych 
przyczyn upośledzenia umysłowego. Wykazano, iż FMRP u ssaków wchodzi w inter­
akcję z kompleksami zawierającymi miRNA, podobnie jak Dicer i AG01 [34].

miRNA a rozwój

Ekspresja większości miRNA jest tkankowo-specyficzna i zależy od stadium 
rozwojowego organizmu, co sugerowałoby ich udział w regulacji rozwoju [5, 27]. 
Potwierdza to fakt, iż indukowane zaburzenia mechanizmów dojrzewania cząsteczek 
miRNA powodują wczesne obumieranie embrionów. Opisano już szereg miRNA istotnych 
dla embriogenezy na różnych jej etapach: uwarunkowanych ekspresją genów Hox 
(schemat rozwoju wzdłuż osi przednio-tylnej), rozwoju układu nerwowego i hematopoezy 
[27], Ciekawe doświadczenie wykonano na rybie danio pręgowany {zebrafish) 
pozbawiając ją wszystkich aktywnych cząsteczek miRNA poprzez wyłączenie genu 
kodującego rybonukleazę Dicer, konieczną do prawidłowego ich dojrzewania [17], U 
takich mutantów zaobserwowano prawidłową specyfikację osi (zdefiniowanie głównych 
osi ciała: brzuszno-grzbietowej i przednio-tylnej) i tworzenie planu (seria zdarzeń, w których 
zróżnicowane komórki są aranżowane przestrzennie, tworząc tkanki i narządy). Poważne 
defekty pojawiły się dopiero podczas morfogenezy; nieprawidłowości dotyczyły między 
innymi neurulacji [mezoderma grzbietowa i pokrywająca ją ektoderma wchodzą w 
interakcję (indukcja), tworząc rynienkę cewy nerwowej, proces ten zapoczątkowuje 
organogenezę i dzieli ektodermę na trzy populacje komórek: cewę nerwową, naskórek i 
komórki grzebienia nerwowego], formowania komór mózgu, ułożenia komórek podczas 
gastrulacji, rozwoju układu sercowo-naczyniowego etc. Mogłoby to świadczyć o tym, iż 
wczesne etapy rozwoju embrionalnego, kontrolowane przez geny, takie jak: Nodal, 
Hedgehog, Wnt, Notch, FGF i BMP, przebiegają bez udziału miRNA, bądź że w 
dojrzewaniu miRNA dla tych genów docelowych bierze udział rybonukleaza inna niż 
Dicer. Jednak podobne doświadczenie przeprowadzone na myszkach doprowadziło do 
śmierci embrionów jeszcze przed etapem specyfikacji osi [17].

miRNA a komórki macierzyste

Jeśli weźmie się pod uwagę zaangażowanie miRNA w regulację rozwoju osobniczego, nie 
dziwi fakt, że wiele z nich wybiórczo ulega ekspresji w komórkach macierzystych, mogąc wpływać 
na ich właściwości, takie jak: nieograniczona możliwość samoodnowy przy zachowaniu zdolnoścircin.org.pl
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Rycina 2. Udział miRNA w onkogenezie (wg [4, 6] modyfikacja)

do różnicowania i ich pluripotencjalność (za utrzymanie komórek w stanie pluripotencjalnym 
odpowiada bezpośrednio gen z rodziny POU kodujący czynnik transkrypcyjny Oct4, za zdolność 
do samoodnowy może odpowiadać LIF (Leukemia Inhibitory Factor) aktywujący Stat3. W 
embrionalnych komórkach macierzystych ES (embryonic stem) sklonowano 36 RNA o 
charakterystyce typowej dla miRNA, z czego 15 okazało się być nowymi, nieopisanymi dotąd 
cząsteczkami miRNA [30], Porównując ekspresję miRNA w ES z ekspresją w EC (embryonic 
carcinoma) i innych typach komórek stwierdzono, że są pewne miRNA obecne zarówno w 
ES, jak w EC (być może odgrywają one konserwatywną rolę w ludzkich pluripotencjalnych 
komórkach macierzystych); są takie, które ulegają ekspresji wyłącznie w ES (funkcje typowe 
dla komórek ES?), takie, które są rzadkie w ES, natomiast częste np. w linii HeLa (miRNA, 
których ekspresja typowajest dla określonego stadium różnicowania komórki, mogą odpowiadać 
za regulację rozwoju i różnicowania) i wreszcie takie, których ekspresjajest powszechna (regulacja 
podstawowych funkcji komórkowych) [30].

Ciekawa jest także obserwacja poziomu ekspresji miRNA ze skupiska miR-12-13- 
14 (chromosom 19) - obniżenie ich ekspresji następuje wcześniej niż spadek ekspresji 
genu Oct4, najwcześniej dotychczas poznanego markera komórek ES. Być może właśnie 
te miRNA są regulatorami najwcześniejszej fazy rozwoju embrionalnego [30].

Ostatnie badania wykazały, że komórki macierzyste muszki owocowej nie poddają 
się zatrzymaniu cyklu komórkowego (celi cycle arrest) dzięki miRNA, które hamują 
ekspresję genu Dacapo (DAP), kodującego inhibitor cyklu komórkowego [12].

BADANIA EKSPRESJI miRNA

Jedną z ciekawych cech charakteryzujących miRNA jest specyfika ich ekspresji, 
zależna od rodzaju tkanki i/lub stadium rozwojowego. Wczesne badania ekspresji miRNA rcin.org.pl
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wykorzystywały odwrotną transkryptazę i opierały się głównie na hybrydyzacji typu 
Northem [29]. Jedną z najnowocześniejszych metod badań ekspresji jest analiza 
mikromacierzy. W klasycznych mikromacierzach jednak często wykorzystuje się do 
odwrotnej transkrypcji oligo-dT, natomiast dojrzałe miRNA nie mają ogonka poli-A. 
Kilka grup opracowało ostatnio specyficzne mikromacierze oligonukleotydowe dla 
miRNA. Oligo-nukleotydy komplementarne do miRNA połączone są kowalencyjne z 
membranami (solid support matrix) lub syntetyzowane na nich in situ. Próbki miRNA 
poddaje się odwrotnej transkrypcji z mieszaniną starterów, a powstałe cRNA jest 
znakowane fluorochromami; miRNA może być też znakowane bezpośrednio. Ostatnio 
wprowadzono też nowe metody symultanicznego znakowania wieloma fluorochromami, 
umożliwiające czułą detekcję nawet rzadkich miRNA. Metody te umożliwiają analizę 
zmian poziomu ekspresji miRNA w czasie i są dokładniejsze niż hybrydyzacja typu 
Northem [22],

Ponieważ ilość opisanych miRNA stale rośnie, będzie temu zapewne towarzyszyło 
powstawanie nowych mikromacierzy [34].

POSZUKIWANIE NOWYCH miRNA

Próby poszukiwania nowych miRNA rozpoczęły się już w momencie opisania genu 
let-7 u C. elegans [1]. W tym celu przeszukuje się bazy danych wykorzystując 
programy, takie jak BLASTN, umożliwiające odnalezienie sekwencji homologicznych. 
Innym sposobem jest wyszukiwanie sekwencji RN A, których budowa sugeruje praw­
dopodobieństwo tworzenia struktur „szpilki do włosów” (programy Mfold, MiRscan, 
struktura drugorzędowa). Jeszcze inna jest zasada metody znanej jako cieniowanie 
filogenetyczne (phylogenetic shadowing). Opiera się ona na porównaniu sekwencji 
gatunków blisko spokrewnionych, co umożliwia identyfikację sekwencji konserwatyw­
nych na poziomie nukleotydowym [1], Wszystkie do tej pory poznane ludzkie i mysie 
miRNA oraz ich prekursory wpisane są do specjalnego rejestru (miRNA Registry).

Poszukiwanie genów docelowych

Przewidywanie sekwencji docelowych dla miRNA u roślin jest dosyć proste, do swojego 
działania wymagają one bowiem całkowitej homologii z obszarem 3’UTR. U zwierząt 
sytuację komplikuje fakt, że homología ta wcale nie musi być pełna, co więcej - większość 
sekwencji docelowych różni się przynajmniej kilkoma nukleotydami [1,21]. Zasadniczymi 
kryteriami wspólnymi dla wszystkich metod poszukiwania genów docelowych są:

1) komplementamość pomiędzy 3 ’UTR potencjalnego genu docelowego a miRNA ze 
zwróceniem uwagi na krytyczny moment idealnej komplementamości w okolicy 5’ końca 
miRNA,

2) konserwatywność docelowych sekwencji 3 ’UTR pomiędzy genami ortologami,
3) kinetyka i termodynamika reakcji pomiędzy miRNA i genem docelowym, określona 

przy pomocy programu analizującego II-rzędową strukturę RNA (folding).
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Najbardziej znanym programem do poszukiwania genów docelowych jest algorytm 
TargetScan (kręgowce), natomiast program zawężający poszukiwania tylko do sekwencji 
ludzkich to DIANA MicroT [1,21]. Opisano już wiele przypuszczalnych genów docelowych, 
na przykład N-MYC dla miR-101, E2F1 dla miR-20 i -106, SDF1 dla miR-23a i -23b czy 
G6PD dla miR-1 i -206. Potwierdzono jednocześnie, że najważniejszy dla rozpoznania 
genu docelowego jest konserwatywny region 5 ’ miRNA [21].

Odkrycie miRNA jest jedną z większych niespodzianek genetyki molekularnej, jakie 
wydarzyły się w ostatnich czasach. Niewielka jest jeszcze nasza wiedza na temat 
dokładnych mechanizmów działania miRNA i genów, na których ekspresję wpływają. 
Wiadomo jednak, że badania nad miRNA mogą ułatwić zrozumienie biologii kluczowych 
procesów życiowych komórek i organizmów.
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UDZIAŁ ŚRÓDBŁONKA 
W FORMOWANIU SIĘ NACZYŃ

THE ROLE OF ENDOTHELIUM IN VESSELS FORMATION

Kamil Marek LIPSKI1, Kazimierz OSTROWSKI2, Janusz KOMENDER1, 
Dariusz ŚLADOWSKI1

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

Streszczenie. W niniejszym artykule przedstawiono pokrótce stan wiedzy na temat funkcji śródbłonka 
oraz jego roli w formowaniu się naczyń zarówno w rozwoju zarodkowym, jak i w procesach regenera­
cyjnych i chorobowych późniejszego życia osobniczego.

Słowa kluczowe', śródbłonek, angiogeneza, VEGF, komórki prekursorowe, komórki macierzyste.

Summary. The paper describes function of endothelium 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 skrótów. ACE (angiotensin-converting enzyme) - enzym konwertujący angiotensynę, Ang - 
angiopoetyna, bFGF (basic fibroblast growth factor) — zasadowy fibroblastyczny czynnik wzrostu, 
CD (cluster of differentiation) — gronko różnicowania, CDK (cyklin-dependent kinase) — kinaza zależ­
na od cyklin, CEPs (circulating endothelial progenitor cells) — krążące prekursorowe komórki śród­
błonka, CLA (cutaneous leukocyte antigen) - antygen leukocytów skóry, COX - cyklooksygenaza, Cx 
(connexin) - koneksyna, CXCR-CXC (chemokine receptor) - receptor dla chemokin CXC, ECM 
(extracellular matrix) — substancja pozakomórkowa, ECs (endothelial cells) — komórki śródbłonka, 
EGF (epidei mal growth factor) — naskórkowy czynnik wzrostu, EPCs (endothelial progenitor (precur­
sor) cells) - komórki prekursorowe śródbłonka, ESL (E-selectin ligand) - ligand dla E-selektyny, ET 
(endothelin) - endotelina, FGF (fibroblast growth factor) - fibroblastyczny czynnik wzrostu, HIF 
(hypoxia-inducible factor) — czynnik indukowany hipoksją, HRE (hypoxia response elements) — ele­
menty odpowiedzi na hipoksję, HSCs (hematopoietic stem cells) — komórki macierzyste układu krwio­
twórczego, ICAM (intercellular adhesion molecule) - cząsteczka adhezji międzykomórkowej, ID (zń- 
hibitors of differentiation) — inhibitory różnicowania, IGF (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 keratynocytów, LFA (leukocyte function associated antigen) — antygen związany z 
funkcją leukocytów, LYVE (lymphatic vascular endothelial) — receptor śródbłonka naczyń limfatycz- 
nych, MAC (macrophage antigen) - antygen makrofagalny, MCP (wowocyfó chemoattractant protein) - rcin.org.pl
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białko chemotaktyczne monocytów, MMPs (matrix metalloproteinases) - metaloproteinazy macierzy, 
nAchRs (nicotinic acetylocholinę receptors) - receptory nikotynowe, NLPZ - niesteroidowe leki przeciwza­
palne, NO - tlenek azotu, PAI (plasminogen activator inhibitor) - inhibitor aktywatora plazminogenu, PDGF 
(platelet-derived growth factor) - płytkowopochodny czynnik wzrostu, PDGFR (platelet-derived growth 
factor receptor) — receptor dla płytkowopochodnego czynnika wzrostu, PECAM (platelet/endothelial celi 
adhesion molecule) - cząsteczka adhezyjna płytek/komórek śródbłonka, PEX (C-terminal hemopexin-like 
domain) - C-końcowa domena podobna do hemopeksyny, blokująca MMP-2, PF (platelet factor) - czynnik 
płytkowy, PI - fosfatydyloinozytol, PIGF (placental growth factor) - łożyskowy 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) — 
komórki mięśniówki gładkiej, TGF a P (transforming growth factor a fi)- transformujący czynnik wzrostu 
a P, TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) - tkankowe inhibitory metaloproteinaz, TRF (TTAGGG 
repeat binding factor) - czynnik wiążący sekwencje TTAGGG, TSP (thrombospondin) - trombospondyna, 
VEGF (vascular endothelial growth factor) - śródbłonkowy czynnik wzrostu, VEGFR (vascular endothelial 
growth factor receptor) - receptor dla śródbłonkowego czynnika wzrostu, vWF (von Willebrand factor) - 
czynnik von Willebranda.

WSTĘP

Układ krwionośny stanowi ważny element spajający poszczególne tkanki i narządy 
w jeden organizm. Jego rola dostrzegalna jest szczególnie w stanach patologicznych, 
kiedy zakłócenie funkcji tego układu powoduje zaburzenie działania innych tkanek. 
Przykładem może być miażdżyca prowadząca często do takich powikłań, jak zawały 
serca czy udary mózgu [37].

Komórki śródbłonka, oglądane od strony światła naczynia, mają kształt wydłużonych 
wielokątów (najczęściej sześciokątów) o wymiarach ok. 10 x 30 pm, z osią długą, 
równoległą do osi naczynia. Grubość cytoplazmy wynosi ok. 0,2 pm, a cytoplazmy i 
jądra ok. 3 pm. Niektóre komórki śródbłonka żył, tętnic i kapilar (np. w mózgu, grasicy) 
tworzą połączenia typu occludens i neksus, które sprawiają, że jest on szczelny 
(wymiana substancji odbywa się poprzez transcytozę). Przechodzenie jonów między 
komórkami zapewniają połączenia typu neksus. Połączenia te ulegajączasem zerwaniu, 
zwłaszcza podczas migracji ECs związanej z tworzeniem nowych naczyń, prawidłowych 
oraz patologicznych nowotworu (w tych ostatnich zwykle nie ulegają ponownemu 
odtworzeniu) [6]. Także VEGF oraz działająca z nim synergistycznie Ang-2 powodują 
rozszerzenie tych połączeń, natomiast Ang-1 działa przeciwnie. W przypadku braku tej 
kostymulacji może dojść do obumarcia komórek śródbłonka [19,41].

Śródbłonek, szczególnie kapilar i małych tętnic zawiera liczne pory powstałe przez 
fuzję pęcherzyków, służące do transportu makrocząsteczek [51]. Swoistymi strukturami 
cytoplazmy endotelium wsierdzia, tętnic i żył sąpałeczkowate twory o wymiarze 0,2 x 
0,4 pm, otoczone błoną— ciałka Weibela-Palade’a. Zawierają białko von Willebranda 
oraz mikrotubule. Śródbłonek, dzięki obecności kompleksów aktyny i miozyny, ma 
zdolność kurczenia się. Dzięki temu zwiększa się jego przepuszczalność. Na wolnej 
powierzchni komórek, szczególnie nad jądrami, znajdują się grupy mikrokosmków, a w 
błonie komórkowej liczne glikoproteiny (tab. 1) [9,51].
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TABELA 1. Glikoproteiny powierzchniowe komórek śródbłonka

Glikoproteiny Niektóre ich ligandy

Adresyna, CD 15 selektyny CD62E,P,L

CD15s; CD34

CD36 trombospondyna, kolagen

CD39; CD44

CD 49e fibronektyna

CD51

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

CD58 (LFA-3) CD2

CD62E (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); CDwl45; CD146; CD147; CDI57; CD166

Sródbłonek bierze udział w transporcie gazów i substancji chemicznych, w sposób 
bierny - zgodny z gradientem stężeń (np. O2, CO2) lub czynny - głównie przez 
transcytozę. Przez pory oraz przestrzenie międzykomórkowe mogą przechodzić 
leukocyty i erytrocyty - diapedeza.

Komórki syntetyzują i uwalniają hormony miejscowe: prostacyklinę PGI? (przeciwdziała 
agregacji płytek i rozszerza naczynia), inne prostaglandyny oraz endoteliny ET-1, ET-2, 
ET-3 (21-aminokwasowe peptydy powstające z 200-aminokwasowych proendotelin, 
kurczące mięśniówkę naczyń oraz będące mitogenami).

Śródbłonek wytwarza również tlenek azotu NO, przez który działają rozkurczająco 
na naczynia takie substancje, jak: acetylocholina, histamina, bradykinina, substancja P 
i inne. Endotelium wydziela także Angl i Ang2 oraz konwertazę powodującą przejście 
angiotensyny-1 w angiotensynę-2. PDGFB, uwalniany z ECs po stymulacji VEGF, 
wpływa głównie na tworzenie się i dojrzewanie ściany naczyń.
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RÓŻNICE POMIĘDZY ŚRÓDBŁONKIEM TĘTNICZYM, 
ŻYLNYMI LIMFATYCZNYM

Śródbłonek wyścieła naczynia krwionośne, limfatyczne i jamy serca. Nie wszystkie 
jego komórki są identyczne. Istnieją różnice pomiędzy EC tętnic i żył [3], Szlak Notch, 
aktywowany ligandami (Delta-like-4, Jagged-1, Jagged-2) łączącymi się z receptorami 
(Notch-1, Notch-3, Notch-4) promuje wystąpienie fenotypu tętniczego, hamuje natomiast 
różnicowanie się w kierunku śródbłonka żylnego [34,67]. Aktywowany jest także przez 
elementy innych szlaków, np. Sonie Hedghog, VEGF czy Gridlock [35]. Ta plastyczność 
ECs, umożliwiająca zmianę fenotypu, występuje także poza okresem płodowym, u 
noworodków (m.in. w siatkówce) oraz u osobników dorosłych (np. w sercu) [55, 60].

Odkryte zostały specyficzne antygeny (z systemu Eph-Ephrin) dla śródbłonka 
tętniczego i żylnego. Obecność EphrinB2 jest charakterystyczna dla nabłonka i 
mięśniówki gładkiej tętniczej oraz kapilar, natomiast EphB4 (receptor dla EphrinB2) - 
dla śródbłonka żylnego. System EphrinB2-EphB4 zapobiega przenikaniu i migracji ECs 
na granicy tętniczo-żylnej w tworzeniu się anastomoz tętniczo-żylnych [17,61,66]. W 
patologicznej angiogenezie, na powierzchni nabłonka niektórych nowych naczyń 
występuje EphrinB2, co stoi w sprzeczności z uznawaną powszechnie teorią, że naczynia 
guza powstają z żyłek pozakapilamych [12,52].

Nie jest do końca jasne pochodzenie śródbłonka naczyń limfatycznych: czy wywodzi 
się on z naczyń żylnych, które przekształciły się we wczesnym okresie rozwoju 
embrionalnego, czy z limfangioblastów mezenchymy [28,63,64]. Na endotelium naczyń 
limfatycznych znajdują się charakterystyczne receptory VEGFR3 i LYVE1 [62], Akty­
wacja szlaku Syk-SLP76 powoduje płodową separację sieci naczyń krwionośnych i 
limfatycznych. Odpowiedź komórek śródbłonka naczyń limfatycznych na pozostałe 
cytokiny jest podobna jak ich odpowiedników w układzie krwionośnym [27],

RÓŻNICE NARZĄDOWE

Endotelium naczyń różnych narządów ma na swojej powierzchni specyficzne dla 
danego organu antygeny. Przykładem może być nabłonek, pochodzący z płuc, gruczołów 
piersiowych czy prostaty, mający odpowiednio: błonową dipeptydazę, aminopep-tydazę 
P oraz IL-11. Dla śródbłonka naczyń nowotworowych charakterystyczna jest natomiast 
aminopeptydaza N. Ta specyficzność antygenowa może mieć przyszłe implikacje 
terapeutyczne, np. możliwość zastosowania przeciwciał monoklonalnych z przytwier­
dzonymi do nich radioizotopami, chemioterapeutykami bądź inhibitorami angiogenezy 
wybiórczo hamującymi rozwój nowotworu, czy inne metody podawania leku bezpoś­
rednio do miejsc docelowych. Terapia taka zapewniałaby większą wybiór-czość, a co 
za tym idzie, zmniejszyłaby liczbę działań niepożądanych [5].

W szczególnych przypadkach śródbłonek może być zastąpiony przez: cytotrofoblast w 
matczynych tętnicach spiralnych podczas tworzenia się łożyska (pseudowaskulogeneza), 
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komórki mięśniówki gładkiej tworzące neointimę w przypadku niekompletnej odbudowy 
śródbłonka po uszkodzeniu, czy komórki nowotworowe (mimikra naczyniowa) [54].

Śródbłonek większości naczyń krwionośnych jest jednowarstwowy, płaski i leży na 
błonie podstawnej. W zatokach śledziony i żyłkach węzła limfatycznego, kępek Peyera 
i migdałków jest nabłonkiem jednowarstwowym sześciennym. W przypadku kłębuszków 
nerkowych, porowaty śródbłonek naczyń włosowatych stanowi jeden z elementów fil­
tru kłębuszkowego, zatrzymującego komórki, cząstki i makrocząsteczki, a przepuszcza­
jącego płyn i molekuły o masie cząsteczkowej do 1 min. Wytwarza również kolejny ze 
składników systemu filtracyjnego - błonę podstawną.

Istnieją również różnice w ekspresji genów pomiędzy różnego rodzaju ECs (zarówno 
tych pochodzących z prawidłowych tkanek, jak i tych z naczyń nowotworowych, z 
naczyń embrionalnych oraz przebudowujących, gojących się). Zagadnienia te zostały 
wstępnie scharakteryzowane, jednak wymagają dalszego dogłębnego zbadania.

REGENERACJA ŚRÓDBŁONKA

Średni czas życia komórek śródbłonka wynosi ok. 100 dni, w związku z tym konieczne 
jest ich ciągłe odtwarzanie w celu utrzymania ciągłości tej warstwy ściany naczynia.

Jednym ze spostrzeżeń poczynionych w badaniach in vzvo jest obserwacja dotycząca 
szybszego skracania się telomerów w komórkach śródbłonka naczyń, które najczęściej 
są dotknięte zmianami miażdżycowymi (takie jak np. tętnice wieńcowe). Istnieją 
miejsca, np. tętnice biodrowe, gdzie śródbłonek jest szczególnie narażony na działanie 
sił hemodynamicznych. Występuje w nich znaczna proliferacja komórek, a w jej 
następstwie szybsze skracanie telomerów i zwiększone ryzyko wystąpienia miażdżycy 
[30]. W hodowlach in vitro, ECs z zaburzoną funkcją telomerów (wyłączonym genem 
dla białka TRF2) mają zahamowaną proliferację oraz zmieniony fenotyp. Są powięk­
szone, zwiększa się ekspresja inhibitorów kinaz zależnych od cyklin (cyclin-dependent 
kinase, CDK), ICAM-1, spada natomiast produkcja tlenku azotu przez śródbłonkową 
syntetazę tlenku azotu. Podobne zmiany występują także w replikacyjnym starzeniu 
się niezmienionych komórek (po około 50 podziałach). Komórki te mają również większą 
aktywność 13-galaktozydazy, enzymu charakterystycznego dla „starych” komórek [43].

W niekorzystnych warunkach, takich jak: zmniejszenie przepływu czy stężenia różnych 
substancji (np. VEGF, bFGF, MMPs, PDGF czy NO), może nastąpić regresja naczyń. 
Przykładem może być zanik kłębuszków nerkowych w przypadku braku VEGF [ 15,32],

Komórki śródbłonka pochodzą z angioblastów płodu (podobne pochodzenie jak komórek 
krwi) [42] oraz z komórek prekursorowych śródbłonka (mogą także wydzielać czynniki 
wzrostu naczyń) [48] i komórek macierzystych szpiku u dorosłych [39,49]. Wszystkie te 
rodzaje komórek mają podobne antygeny, receptory dla podobnych cytokin (np. VEGF, 
P1GF, angiopoetyny (Ang)-l, ID) oraz mogą przekształcać się jedne w drugie (np. HSCs 
mogą powstawać w życiu płodowym z komórek śródbłonka, a leukocyty i HSCs mogą 
zarówno przekształcać się w EC, jak i stymulować formowanie naczyń), różnią się natomiast 
czasem i miejscem występowania [ 16,18,21,39,40,57].
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RYCINA 1. Regeneracja śródbłonka naczyń przy pomocy EPCs (endothelialprogenitor (precursor) cells 
- komórek prekursorowych śródbłonka)

Także w późniejszych etapach życia istnieje grupa komórek: krążące śródbłonkowe 
komórki prekursorowe, wywodząca się głównie ze szpiku i mająca znaczenie w naprawie 
uszkodzonych naczyń oraz wzroście guzów. Ludzkie EPCs charakteryzują się obecnością 
antygenów powierzchniowych, takich jak np. CD31,CD34, CD 133, CD 146, CXCR4, 
c-Kit, VE-cadherin, VEGFR2, vWF. W stanie spoczynku CEPs VEGFR stanowią 
tylko 0,01 % jądrzastych komórek krwi. Jeżeli konieczny jest wzrost śródbłonka, następuje 
mobilizacja tych komórek (ich liczba we krwi w ciągu 24 godzin wzrasta do 12%), po 
czym osiadają one w miejscach, gdzie został odsłonięty kolagen i fibronektyna, a 
następnie, w zależności od działających na nie czynników, przekształcają się w 
śródbłonek (pod wpływem VEGF-A) lub mięśniówkę gładką (dzięki obecności PDGF). 
Uważa się, że VEGF-A, metaloproteinazy oraz P1GF są odpowiedzialne za uwalnianie 
komórek prekursorowych ze szpiku (ryc. 1). Komórki prekursorowe mają zdecydowanie 
większe zdolności proliferacyjne niż dojrzałe ECs [47],

WPŁYW LOKALNYCH CZYNNIKÓW REGULACYJNYCH 
NA ŚRÓDBŁONEK I FORMOWANIE SIĘ NACZYŃ

Jednym z czynników sterujących procesem kształtowania się naczyń jest różna 
ekspresja i działanie ogólnoustroj owych cytokin regulujących angiogenezę, takich jak 
VEGF czy Ang-1 (w tkankach (guzach), z naczyniami o niskiej przepuszczalności 
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występuje wysoki poziom Ang-1 oraz niski VEGF, natomiast w tych z dużą przepusz­
czalnością często brakuje Ang-1 ) [26]. VEGF działa w tym przypadku przez zwiększenie 
stężenia wapnia w komórce, jej obkurczenie i fenestrację. Ang-1 stymuluje angiogenezę 
w skórze, natomiast działa na nią hamująco w sercu [56].

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

Ważnymi cytokinami działającymi na komórki śródbłonka jest rodzina VEGF, składająca 
się z: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i PIGE VEGF-A wpływa głównie na 
wzrost naczyń krwionośnych, natomiast VEGF-C i VEGF-D regulują wzrost naczyń 
limfatycznych [10, 33]. W doświadczeniach in vitro VEGF zapobiega apoptozie ECs 
(przez receptor VEGFR-2) także w warunkach braku surowicy. Dzieje się tak dzięki 
uaktywnieniu szlaku: kinaza fosfatydyloinozytolowa (PI)-3 - Akt [13] oraz zwiększeniu 
ekspresji białek antyapoptotycznych: Bcl-2 i Al [14], Działanie to zmienia się wraz z 
wiekiem (np. u myszy, blokowanie VEGF prowadzi do apoptozy ECs u noworodków, ale 
nie u dorosłych osobników). VEGF powoduje również, w sposób zależny od dawki, 
rozszerzenie naczyń poprzez stymulację wydzielania śródbłonkowego tlenku azotu.

VEGF działa przez kilka receptorów: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR-kinase 
domain region, FLK-1 (nie wiąże VEGF-B) ) należące do rodziny kinaz tyrozynowych, 
VEGFR-3 (Flt-4 (wiąże VEGF-C i VEGF-D)) oraz rodzinę ko-receptorów — neurofiliny.

VEGFR-1, którego ekspresję zwiększa hipoksja (przez wzrost poziomu HIF), jest 
receptorem dla VEGF-A, VEGF-B oraz P1GF. Poza odpowiedzią związaną z 
fosforylacją tyrozyn proponuje się także możliwość funkcjonowania VEGFR-1 jako 
receptora-pułapki (występuje również w rozpuszczalnej formie), wiążącego VEGF i 
uniemożliwiającego jego połączenie z innymi receptorami (np. VEGFR-2). Nie jest do 
końca jasne czy receptor ten ma działanie anty- (ma w swojej budowie motyw zapobie­
gający aktywacji kinazy PI-3) czy promitogenne (np. przez aktywację antyapop- 
totycznego genu dla surwiwiny).

Myszy ze zmutowanym genem dla VEGFR-1 giną we wczesnym okresie życia 
płodowego w wyniku braku tworzenia się cewek naczyniowych. Następuje natomiast 
silna proliferacja angioblastów (co dodatkowo przemawia za antymitogennym działa­
niem VEGFR-1 ). Poza tym VEGFR-1 stymuluje komórki śródbłonka do wydzielania 
metaloproteinaz macierzy (MMP9) oraz innych enzymów proteolitycznych.

Inne działanie ma natomiast VEGFR-2. Powoduje on proliferację oraz migrację 
komórek biorących udział w angiogenezie. Po połączeniu się z ligandem receptor ulega 
dimeryzacji i następuje fosforylacja reszt tyrozynowych w białkach, takich jak: fosfolipaza 
C-y, kinaza PI-3, białko aktywujące GTPazę Ras czy rodzinę protein Src. Aktywowany 
jest również szlak Raf-Mek-Erk (przy pomocy kinazy C, ale bez użycia Ras).

Istnieje szereg czynników zwiększających wydzielanie VEGF. Są to: EGF, TGF-a i 
-p, KGF, IGF-1, FGF, PDGF, cytokiny zapalne: IL-1 ot, IL-6 (jest to jeden z możliwych 
mechanizmów promujących zwiększenie unaczynienia zmienionych zapalnie i 
nowotworowo tkanek) oraz niektóre hormony (np. testosteron).
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Kolejnym czynnikiem stymulującym angiogenezę jest hipoksja, stymulująca komórki 
do wydzielania takich substancji, jak: VEGF, PDGF czy HIF.

HIF-1 jest heterodimerem ap, który został odkryty jako indukowane przez hipoksję 
białko wiążące się z DNA, zwiększające poziom promotora genu dla erytropoetyny. 
Jednak jego obecność stwierdzono również w komórkach nieprodukujących erytro­
poetyny, co sugerowało także inne jego funkcje. Podjednostki cx i [3 są izoformami 
kodowanymi przez geny z różnych loci. Podjednostka HIF-1 [3 jest konstytutywnym 
białkiem jądrowym, natomiast HIF-oc jest indukowana przez niedotlenienie. Z trzech 
izoform HIF-oc, dwie (HIF-la i HIF-2a) indukują (wspólnie z HRE) transkrypcję, 
natomiast HIF-3a ją hamuje. Jednym z głównych mechanizmów działania proangio- 
genetycznego HIF (a zwłaszcza HIF-1 ) jest zwiększenie ekspresji VEGF. Po zwiększe­
niu dostępności tlenu do komórek HIF szybko ulega proteolizie [46].

Cytokiny z rodziny TGF-[3 mogą wpływać na dojrzewające naczynia w sposób zależny 
od stężenia. W niskim stężeniu TGF-pl promuje angiogenezę przez zwiększenie 
ekspresji innych cytokin oraz proteaz, natomiast w wysokich dawkach hamuje wzrost 
śródbłonka oraz sprzyja różnicowaniu SMCs i przebudowie błony podstawnej.

Ostatnio wykazano, że także nikotyna może promować angiogenezę przez aktywację 
receptorów nikotynowych na powierzchni komórek śródbłonka. Mekamylamina, bloker nAchR, 
powoduje zniesienie tego efektu. Aktywacja tego receptora powoduje również wzrost poziomu 
VEGF. Nikotyna stymuluje także produkcję takiego promotora angiogenezy, jak MCP 1 [22].

Kolejnym szlakiem metabolicznym wpływającym na angiogenezę jest układ związany z 
PPARs -jest to rodzina 3 izotypów receptorów (a, (3 i y), będących wewnątrzkomórkowymi 
„czujnikami” dla kwasów tłuszczowych i ich pochodnych, transkrypcyjnie regulujących 
metabolizm tłuszczów i glukozy. Aktywacja tych receptorów powoduje zahamowanie 
angiogenezy poprzez zatrzymanie proliferacji ECs (a przy większych stężeniach ligandów 
nawet ich apoptozę), blokowanie ich migracji i formowania się tub. Jako molekularny 
mechanizm wyjaśnienia tego zjawiska postuluje się wpływ szlaku PPARs na dezorganizację 
cytoszkieletu aktynowego, zmniejszenie indukowanej przez bFGF aktywacji Akt i ekspresji 
genu dla C0X-2 oraz zmniejszenie produkcji chemokin z rodziny CXC. Niektóre aktywatory 
PPARs (np. fenofibrat) mogą znaleźć kliniczne zastosowanie, np. przy hamowaniu 
angiogenezy nowotworowej [ 11,31,44,59].

Z układem PPARs związane są COX-1 i COX-2 - izoenzymy biorące udział w 
przemianach kwasu arachidonowego i jego pochodnych. Produkty tych przemian (np. 
prostaglandyny) znane są ze swego proangiogennego działania (zwiększają proliferację 
i migrację ECs), m.in. przez: aktywację mediowanej przez integrynę ayP3 i zależnej od 
cAMP/PKA GTPazy Rac i Cdc42; zwiększenie ekspresji CXCR4. Istnieje również 
interakcja między COX (głównie C0X-2) a innymi proangiogennymi czynnikami, takimi 
jak VEGF, bFGF - substancje te pobudzają wzajemnie swoją syntezę. Jest to prawdo­
podobnie jedna z przyczyn nadmiernej angiogenezy obserwowanej w miejscach objętych 
przewlekłym procesem zapalnym oraz guzach nowotworowych (w niektórych potwier­
dzono doświadczalnie zwiększoną ekspresję COX-2). Zahamowanie tego działania 
przy użyciu NLPZ (blokujących COX), takich jak np. kwas acetylosalicylowy, może 
być jednym z mechanizmów przeciwnowotworowej aktywności tej grupy leków [4,7, 
8,29,50,58,65]. rcin.org.pl
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WPŁYW SKŁADNIKÓW MACIERZY POZAKOMÓRKOWEJ 
NA TWORZENIE SIĘ NACZYŃ

Ważnym czynnikiem wpływającym na proliferację i różnicowanie komórek śródbłonka, 
a także na formowanie się nowych naczyń jest ECM, składająca się m.in. z: kolagenu IV, 
lamininy, fibronektyny, fibryny, kolagenu I, elastyny. Podczas tworzenia się nowych 
wypustek naczyniowych substancje, takie jak: aktywatory i inhibitory plazminogenu (np. 
urokinaza, PAI-1), MMPs, TIMPs, heparyny, chymazy, tryptazy oraz katepsyny, nie 
tylko degradują istotę międzykomórkową, tworząc przestrzeń dla nowych naczyń, ale 
także odsłaniają epitopy (np. kolagen IV), uwalniają z macierzy cytokiny (zarówno te 
aktywujące: bFGF, VEGF, TGF-0, IL-10, jak i hamujące angiogenezę: TSP-1, kanstatynę, 
tumstatynę, endostatynę oraz PF-4) oraz zmieniają strukturę okolicznych białek (np. 
kolagenu fibrylamego), co dodatkowo stymuluje i kierunkuje migrację komórek śródbłonka 
i mięśniówki gładkiej. Ta ich plejotropowa aktywność może zależeć od stężenia oraz 
miejsca, w którym działają [2,20,25,38,45].

Na kierunek ruchu komórek śródbłonka w czasie angioneogenezy wpływa również 
obecność lub brak pewnych substancji istoty międzykomórkowej - osteopontyny oraz 
kwasu hialuronowego, które przejściowo wiąże się z błonową glikoproteiną komórek 
śródbłonka - CD44.

Także integryny (zwłaszcza ay03 oraz av05), będące powierzchniowymi receptora­
mi dla specyficznych ligandów macierzy pozakomórkowej, modulują proces waskulo- 
genezy [1, 23, 24]. Ich działanie nie jest jednak do końca jasne. Próby z użyciem ich 
antagonistów wskazują na działanie stymulujące, natomiast doświadczenia z wyłącze­
niem funkcji kodujących je genów sugerują zahamowanie angiogenezy (prawdopodobnie 
w drodze zmniejszenia przeżycia ECs mediowanego przez VEGF i Fik-1, blokowania 
innych integryn, przekazywania antyangiogenetycznej aktywności TSPs, tumstatyny, 
endostatyny, angiostatyny oraz PEX).

Komórki endotelium tego samego typu łączą się przez CD31 (PECAM) oraz Cx 
(koneksyny), dodatkowo umożliwiające ich wzajemną komunikację. Zmniejszenie 
poziomu Cx37 i Cx40 powoduje tworzenie naczyniaków jamistych, a brak Cx43 zaburza 
formowanie tętnic wieńcowych [53].

W powyższej pracy omówiono tylko niektóre spośród wielu zjawisk, w jakie 
zaangażowany jest śródbłonek. Odgrywa on ważną rolę w trakcie formowania się 
naczyń zarówno w rozwoju zarodkowym, jak i w procesach regeneracyjnych oraz 
chorobowych późniejszego życia osobniczego. Dlatego też konieczne są dalsze badania 
nad jego funkcją oraz udziałem w przemianach biologicznych.
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Streszczenie-. Badania prowadzone w ostatnich latach dowodzą, że komórki regulatorowe (Treg) pełnią 
rolę w utrzymaniu tolerancji na własne antygeny na obwodzie oraz w obronie organizmu przed choro­
bami autoimmunizacyjnymi. Komórki regulatorowe stanowią heterogenną subpopulację limfocytów T 
mających zdolność hamowania (immunosupresji) funkcji tych komórek, które w odpowiedzi immunolo­
gicznej pełnią funkcje wykonawcze (efektorowe). Wśród limfocytów Treg wyodrębnia się naturalne 
komórki regulatorowe (CD4+CD25+) oraz indukowane Treg (Tri, Th3, CD4+CD25-), które nabywają 
zdolności immunosupresyjnych odpowiednio podczas różnicowania w grasicy lub na obwodzie. Do 
cząsteczek powierzchniowych występujących na komórkach Treg należą: CD25, CD45RO, CDI52, 
GITR, LAG-3, a także niektóre cząsteczki adhezyjne, receptory dla chemokin i receptory Toll-podobne. 
Mechanizm immunosupresyjny naturalnych komórek CD4+CD25+ nie został dokładnie poznany, ale 
większość badań wskazuje, iż przynajmniej in vitro jest on bardziej zależny od kontaktu komórka- 
komórka niż od cytokin.

Słowa kluczowe', komórki 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 of autoimmune 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, CD45RO, 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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WSTĘP

W wyniku losowego powstawania na limfocytach T receptorów TCR (ang. T celi 
receptors) dla antygenu (Ag), poza limfocytami T rozpoznającymi Ag obce, powstają 
klony autoreaktywne, wykazujące powinowactwo do własnych antygenów (autoAg). 
Choć większość z nich umiera śmiercią apoptotycznąpodczas delecji klonalnej w grasicy, 
niektóre przedostają się na obwód, gdzie mogą stanowić zagrożenie dla stanu 
autotolerancji poprzez udział w patologicznej odpowiedzi autoimmunizacyjnej, 
prowadzącej ostatecznie do destrukcji tkanek. Jednym z mechanizmów zapewniających 
tolerancję na własne antygeny na obwodzie jest immunosupresja, związana z dobrze 
udokumentowaną obecnością wielu typów komórek regulatorowych (Treg), hamują­
cych odpowiedź immunologiczną.

JAK ZDEFINIOWAĆ KOMÓRKĘ REGULATOROWĄ?

Komórki regulatorowe stanowiąheterogennąsubpopulację limfocytów T mających zdolność 
hamowania (immunosupresji) funkcji tych komórek, które w odpowiedzi immunologicznej 
pełnią funkcje wykonawcze (efektorowe). Choć istnienie komórek regulatorowych 
postulowano po raz pierwszy j uż w roku 1970, ograniczenie metod badawczych spowodowało 
poddanie w wątpliwość modelu immunosupresji aż do momentu identyfikacji jednej z populacji 
limfocytów Treg - komórek o fenotypie CD4+CD25+ [35].

Wśród limfocytów Treg wyodrębnia się nTreg - naturalne komórki regulatorowe 
(CD4+CD25+), które nabywają zdolności immunosupresyjnych podczas różnicowania 
w grasicy oraz indukowane Treg (Tr 1, Th3, CD4+CD25-), które nabywają tych zdolności 
na obwodzie, podczas różnicowania z dziewiczych prekursorów po kontakcie z Ag.

NATURALNE KOMÓRKI REGULATOROWE CD4 CD25+ (nTreg)

Fenotyp nTreg

Badania przeprowadzone na zwierzętach wskazują, że naturalne komórki regulatorowe 
CD4+CD25+ (nTreg) chronią organizm przed odpowiedzią autoimmunizacyjną. Komórki 
te utrzymują tolerancję i homeostazę immunologiczną poprzez supresję czynnościową 
autoreaktywnych limfocytów T, zależną od bezpośredniego kontaktu komórka-komórka. 
Naturalne komórki regulatorowe (nTreg) powstają (głównie) podczas różnicowania 
limfocytów T w grasicy, ale również na obwodzie i stanowią około 3% wszystkich limfocytów 
i 5-10% obwodowych limfocytów CD4+ [3]. Komórki CD4+CD25+ zdefiniowano po raz 
pierwszy w 1995 roku, przeprowadzając badania na myszach nu/nu, którym podano 
limfocyty T pozbawione populacji CD4+CD25+ [30]. Zwierzęta te wykazywały cechy 
wielonarządowej choroby autoimmunizacyjnej, ustępującej po podaniu limfocytów T 
CD4+CD25+ od myszy zdrowych. Ponad to wykazano, iż za autoimmunizację 
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obserwowaną u myszy pozbawionych limfocytów T (tymektomia w 3 dniu życia) jest 
odpowiedzialna wyłącznie populacja CD4+CD25+ [30]. Obecność tych komórek po­
twierdzono także u ludzi w krwi obwodowej [11,22], krwi pępowinowej i grasicy [36], 
płynach stawowych chorych na choroby reumatyczne [9], a także w węzłach chłonnych 
i szpiku kostnym [39].

Za pierwszy marker limfocytów Treg uznano łańcuch a receptora dla IL-2 (CD25), 
występujący na błonie powierzchniowej tych komórek [13]. Ze względu na umiarkowaną 
ekspresję CD25 na aktywowanych komórkach efektorowych (limfocyty Thl, Th2, B, 
DCs i Mf) niektórzy badacze za jedyną właściwą populację Treg uznają komórki z 
wysoką ekspresją CD25 (CD25hl) [1, 12], podczas gdy inni wykazują funkcjonalność 
dla całej populacji CD25+ [11, 24], nTreg mają zwiększoną ekspresję cząsteczek 
adhezyjnych, takich jak: CDI la (LFA-1), CD44, CD54 (ICAM-1), CD103 (ocE07 
integryna) [13] oraz CD58 (LFA-3) [1], co wskazuje na „przygotowanie” do kontaktu 
z komórkami prezentującymi antygen (APC — ang. antigen presenting cells). Komórki 
CD4+CD25+ mają także cząsteczki świadczące o ich aktywnej migracji, mianowicie 
receptory dla chemokin: CCR4, CCR8 [6,21], CCR5 [8] oraz CXCR4 [39] i cząsteczkę 
CD62L odpowiedzialną za migrację limfocytów T z grasicy do węzłów chłonnych [1], 
Na naturalnych Treg obecne są cząsteczki powierzchniowe świadczące o aktywacji i 
proliferacji: CD5 [ 13] oraz CD71 (receptor dla transferyny) [ 1 ]. Co więcej, na komórkach 
Treg wykazano obecność receptorów Toll-podobnych (TLRs) TLR4, 5, 7 i 8 [7], a 
także HLA-DR [1, 11,24], które zwykle obecne są na profesjonalnych APCs.

Do markerów częściowo swoistych dla naturalnych Treg zaliczane są: 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, 
której funkcja związana jest głównie z angiogenezą oraz z tworzeniem synapsy 
immunologicznej [5]. Ekspresja GITR powoduje oporność na apoptozę indukowaną 
przez TCR, zatem komórki Treg CD25+GITR+ mogą być oporne na selekcję negatywną 
w grasicy [32]. Ponieważ ekspresja większości, jeśli nie wszystkich wymienionych 
cząsteczek powierzchniowych zwiększa się podczas aktywacji, nie mogą być one uznane 
za markery Treg-specyficzne.

Jak do tej pory oznaczono dwa czynniki, których ekspresjajest specyficzna dla komórek 
Treg. Foxp3 [14,19,23] oraz wg najnowszych badań LAG-3 [20]. Foxp3 jest czynnikiem 
transkrypcyjnym działającym jako represor transkrypcji IL-2, a LAG-3 (CD223) to 
cząsteczka powierzchniowa będąca homologiem CD4, która negatywnie reguluje ekspansję 
limfocytów T i ich homeostazę. Ektopowa ekspresja Foxp3 [19] lub LAG-3 [20] jest 
wystarczająca do indukcji funkcji charakterystycznych dla Treg, choć indukowane geny 
różnią się w przypadku każdej z tych cząsteczek.

Supresja wywierana przez komórki CD25+ opiera się na zablokowaniu na poziomie 
transkrypcji produkcji IL-2 przez komórki CD25- [25]. Komórki CD4+CD25+ same 
nie produkująIL-2 [25], ale mają wszystkie trzy łańcuchy składające się na funkcjonalny 
receptor dla IL-2: IL-2R0 (CD122) [1,11,24], IL-2Ry(CD132) [24] i IL-2Roc(CD25), 
a ich przeżycie i ekspansja na obwodzie zależy od dostępności IL-2. Wykazano bowiem, 
że myszy pozbawione IL-2 lub cząsteczek, których kostymulacja jest niezbędna do 
produkcji tej cytokiny (CD80/86, CD28, CD40), jak również składowych IL-2R (CD25, rcin.org.pl
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CD 122) i cząsteczki sygnałowej IL-2 (STAT5) wykazują niedobory komórek 
CD4+CD25+ [25]. Pewne obserwacje wskazują, że aktywność immunosupresyjna 
komórek CD4+CD25+jest zależna od sygnału przekazywanego przez łańcuch (3 IL- 
2R [16]. Wszystkie te obserwacje wskazują, że IL-2 jest niezbędna dla prawidłowego 
funk-cjonowania Treg. Skąd zatem pochodzi IL-2 potrzebna komórkom Treg? Głównym 
źródłem IL-2 są aktywowane lub autoreaktywne limfocyty T, jednak IL-2 może 
pochodzić także od DCs [25].

Aktywacja komórek CD4+CD25+ wymaga antygenowo swoistej stymulacji przez 
TCR, ale raz aktywowane nTreg wywierają efekt supresorowy w sposób antygenowo 
nieswoisty [31]. Fakt ten może mieć implikacje w terapii chorób autoimmunizacyjnych, 
w których dochodzi do rozwoju odpowiedzi na liczne autoAg, w większości nieziden­
tyfikowane. In vitro aktywacja komórek CD4+CD25+ może indukować na ich 
powierzchni ekspresję cząsteczek, które szybko i bardzo efektywnie hamują produkcję 
IL-2 w komórkach efektorowych. Brak IL-2 powoduje zatrzymanie komórek 
efektorowych w cyklu podziałowym. Trwająbadania zmierzające do identyfikacji tych 
cząsteczek [10], W aktywowanych komórkach CD4+CD25+ stwierdza się podwyższony 
poziom mRNA dla czynników obniżających produkcję cytokin lub ich aktywność: CIS, 
SOCS-l/JAB, SOCS-2 i SLAP 130, co może po części tłumaczyć niezdolność Treg do 
produkcji IL-2 [26], Podwyższony poziom SOCS w aktywowanych CD25+ może być 
niezbędny do kontroli populacji CD25+ in vivo, tak aby została zachowana równowaga 
pomiędzy hamowaniem autoreaktywności a dopuszczeniem odpowiedzi na obce Ags.

Dojrzewanie komórek regulatorowych
Podczas dojrzewania tymocytów bardzo istotny dla ukierunkowania subpopulacji 

limfocytów T jest sygnał pochodzący z TCR. Tymocyty rozpoznają Ag w restrykcji 
MHC 1 lub MHC II i różnicują się odpowiednio w CD8+ lub CD4+. Zasada ta 
obowiązuje także w przypadku Treg; u zmodyfikowanych genetycznie myszy, u których 
nie ma rearanżacji łańcuchów TCR (rag-/-), jak i u myszy pozbawionych genów 
kodujących składowe drogi przekazywania sygnału z TCR (np. IkB, kinazy-2, Bel-10 
czy PKC-9) powstawanie Treg jest upośledzone [15]. Alternatywny model rozwoju 
Treg zakłada, że ich los nie jest determinowany przez siłę interakcji TCR-ligand, lecz 
jest zależny od innego sygnału (np. Notch-Notch ligand) lub innej niż obowiązująca 
dla większości limfocytów T selekcji przez TCR ligand. Prawdopodobnie dopiero 
kombinacja tych dwóch modeli jest najbliższa rzeczywistości:

1. Sygnał z TCR o określonym powinowactwie jest niezbędny, ale niewystarczający.
2. Konieczna jest również obecność dodatkowego (niezidentyfikowanego jeszcze) 

sygnału.
Istnieje też możliwość, że Treg należą do tej populacji limfocytów T (30%), która 

wychodzi z grasicy mając niejeden, ale dwa receptory TCR: jeden rozpoznający obce 
Ag (co pozwala limfocytowi T przejść selekcję w grasicy), drugi specyficzny względem 
własnych Ag [29], Wiadomo, że komórki CD4+CD25+ powstają podczas różnicowania 
limfocytów T w grasicy i wykazują TCR o powinowactwie pośrednim lub wysokim do 
własnych MHC, ale nadal niższym od poziomu kwalifikującego do delecji (rye. 1) [31].
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RYCINA 1. Rozwój linii komórek regulatorowych podczas różnicowania limfocytów 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 działa jako czynnik 
determinujący rozwój Treg, niezależnie od restrykcji MHC czy ekspresji CD25. Nie 
wiadomo jeszcze, czy Foxp3 jest niezbędny tylko na etapie różnicowania, czy także na 
poziomie utrzymania funkcjonalności Treg [ 15].

Według innej hipotezy, równowaga układu immunologicznego nie opiera się wyłącznie 
na działaniu wyspecjalizowanych subpopulacji komórek regulatorowych, ale jest 
ubocznym efektem współzawodnictwa o limitowane zasoby, np. o miejsce, dostęp do 
receptorów MHC czy czynnika wzrostu (IL-2, IL-7), niezależnie od ich specyficzności 
czy funkcji efektorowych [2], Komórki, wykazujące funkcjonalne cechy Treg, ale 
pozbawione markerów przypisywanych tej populacji, charakteryzują się wysoką 
ekspresją CD5, który jest negatywnym regulatorem przekazywania sygnału przez TCR.

Obecność większości genów związanych z autoimmunizacją raczej predysponuje 
do choroby, niż jest za nią bezpośrednio odpowiedzialna. Molekularne mechanizmy 
prowadzące do różnicowania limfocytów w Treg nie są w pełni znane, ale badania na 
myszach zmodyfikowanych genetycznie oraz analiza mutacji u pacjentów z uwarunko­
wanymi genetycznie ciężkimi zespołami chorób autoimmunizacyjnych wskazują na 
istotną rolę czynnika transkrypcyjnego, jakim jest Foxp3.
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Myszy FOXP3-/- (mutacja scurfy zwwpana z chromosomem X, recesywna) wykazują 
cechy wielonarządowej choroby autoimmunizacyjnej, przy równoczesnym braku komórek 
CD4+CD25+. Z kolei u myszy transgenicznych z nadekspresjąFoxp3 liczba tych komórek 
jest podwyższona [23]. Produkt genu Foxp3, białko scurfin (SFN), należy do rodziny czynników 
transkrypcyjnych charakteryzujących się obecnością tommy forkhead. SFN jest negatywnym 
regulatorem produkcji IL-2 poprzez bezpośrednią represję transkrypcji genu dla tej cytokiny 
[28]. Domena forkhead gwarantuje działanie Foxp3 jako czynnika transkrypcyjnego; jest 
niezbędna do wiązania DNA oraz lokalizacji w jądrze [27]. Co więcej, domena ta odpowiada 
za funkcjonalność Treg, gdyż pozbawiony jej Foxp3 transdukowany do komórek CD25- nie 
powoduje nabycia właściwości supresorowych przez te komórki [19]. Według najnowszych 
badań Foxp3 nie jest konwencjonalnym represorem transkrypcji, lecz wiąże się z domeną 
REL innych czynników transkrypcyjnych (NFAT i NFkB), blokując ich zdolność do indukcji 
genów kodujących cytokiny (IL-2, IL-4, IFN-y). Jest interesujące, że w limfocytach T myszy 
scurfy stwierdzono silnie wzmocnioną aktywność transkrypcyjnąNFAT i NFkB. To tłumaczy 
nadprodukcję cytokin (GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IFN-y, TNF-oc) 
związanych ze zmianami patologicznymi obserwowanymi u tych myszy [4]. Przypuszcza się 
zatem, że represja syntezy cytokin prozapalnych przez Foxp3 jest jednym z podstawowych 
mechanizmów wyłączających odpowiedź immunologiczną [15].

W ostatnich latach zidentyfikowano u ludzi dwa czynniki transkrypcyjne - FOXP3 
oraz AIRE (ang. autoimmune regulator), których mutacje prowadzą bezpośrednio do 
symptomów ciężkiej choroby autoimmunizacyjnej - odpowiednio IPEX (ang. immuno- 
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) i APECED 
(ang. autoimmune polyendocrinopathy) [27]. Dotychczas zidentyfikowano 13 
niezależnych mutacji w genie Foxp3 u pacjentów z IPEX, a jedyny polimorfizm 
zidentyfikowany w FOXP3 to ten związany z chorobą, co sugeruje, iż białko to jest 
wysoce konserwowane. U ludzi obserwowana jest większa „plastyczność odpowiedzi 
immunologicznej, gdyż wraz z aktywacją komórek CD25-, dochodzi do powstania dwóch 
populacji komórek CD4+CD25+: efektorowych (Foxp3-) i regulatorowych (Foxp3+) 
[34]. Zawsze jednak Foxp3 związany jest z funkcją immunosupresyjną.

Proponowane mechanizmy działania
Komórki regulatorowe stanowią minimalny procent całej populacji, skąd więc bierze 

się ich skuteczność? Mechanizm supresyjny komórek CD4+CD25+ nie został dokładnie 
poznany, ale większość badań wskazuje, iż in vitro jest on bardziej zależny od kontaktu 
komórka-komórka [12, 22] niż od cytokin.

W wyniku lokalnej supresji zahamowana jest czynność komórek efektorowych (ryc. 
2A). Podejrzewano, że za ten efekt mogą odpowiadać cząsteczki blokujące aktywację 
limfocytów T (takie jak CTLA-4 lub PD-1 (ang. programmed death-1)) bądź wydzielane 
miejscowo w dużych stężeniach cytokiny immunosupresyjne. Jednak ani CTLA-4, ani 
TGF-p czy też IL-10 nie stanowią głównego mechanizmu immunosupresji, gdyż 
limfocyty Treg myszy z delecją genu kodującego każdą z tych cząsteczek wykazują 
pełną funkcjonalność [15].
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RYCINA 2. Model przedstawiający dwa rodzaje immunosupresji: lokalną, zależną od kontaktu - 
cząsteczek odpowiedzialnych za efekt supresorowy (A) i systemową opartą na przekształcaniu 
aktywowanych komórek CD25- w funkcjonalne Treg. To przekształcanie jest limitowane powtarzanym 
kontaktem z Ag, a zależy od kontaktu z komórkami CD4+CD25+ i obecności cytokin (IL-2, TGF-0, IL- 
10) (B). Treg - komórka regulatorowa, Tef- komórka 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 rozważanym mechanizmem immunosupresyjnym było „wychwytywanie” 
przez Treg czynników wzrostu dla limfocytów T (głównie IL-2) w wyniku kompetycji 
o limitowane zasoby [2], Ostatnie badania wskazują jednak, że Treg hamują ekspresję 
IL-2 mRNA w komórkach efektorowych nawet w obecności dużych stężeń IL-2, co 
wyklucza działanie tego mechanizmu jako jednego z głównych [33].
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Nadal intrygującym pytaniem jest, czy i w jaki sposób cząsteczki powierzchniowe 
na limfocytach CD4+CD25+ mogą wpływać na funkcje supresorowe tych komórek? 
Jedna z hipotez zakłada przekazanie sygnału antyproliferacyjnego przy udziale motywu 
KIEELE wykrytego np. w wewnątrzkomórkowej domenie cząsteczki LAG-3 [37]. 
Najnowsze badania wskazują również na mechanizm oparty na aktywności granzymu 
B u myszy [ 17] oraz zależnej od perforyny aktywności granzymu A u ludzi [18], Wyniki 
te stanowią pierwsze próby wyjaśnienia mechanizmów immunosupresji zależnej od 
kontaktu komórka-komórka.

In vivo mechanizm zależny od kontaktu komórek wydaje się niewystarczający. 
Potrzebna jest supresja systemowa wymagająca nie tylko znacznie większej liczby 
funkcjonalnych komórek regulatorowych, ale także obecności dodatkowych czynników 
immunosupresyjnych, jakimi są niektóre cytokiny (ryc. 2B). Pierwszy z tych warunków 
jest spełniony dzięki zdolności Treg do przekształcania innych limfocytów T w komórki 
immunosupresyjne (zjawisko tolerancji infekcyjnej). Po kontakcie z komórką 
regulatorową CD4+CD25+ i w odpowiednim środowisku cytokinowym (IL-2, IL-10 i 
TGF-p) limfocyty CD4+CD25- przekształcająsię w komórki CD25+ o właściwościach 
supresorowych niezależnych od cytokin [38], Znaczenie IL-10 i TGF-[3 w tym modelu 
potwierdzają obserwacje, że neutralizacja tych cytokin lub utrata zdolności do ich syntezy 
sprawia, że limfocyty stają się komórkami pomocniczymi dla efektorów, a nie pełnią 
funkcji Treg [38]. TGF-p i IL-10 sącytokinami produkowanymi przez wiele komórek 
układu immunologicznego wrodzonego (głównie przez niedojrzałe APC) obecnych w 
przewodzie pokarmowym, układzie oddechowym i kobiecych drogach rodnych, gdzie 
ma miejsce stała ekspozycja na różne Ag. Działanie cytokin supresorowych miałoby 
więc charakter dwubiegunowy: z jednej strony mają one udział w różnicowaniu 
limfocytów T w czynnościowe supresory, z drugiej ograniczają ekspansję lub też migrację 
komórek potencjalnie patogennych.

Naturalne komórki regulatorowe CD4+CD25+ pochodzą z grasicy i poprzez hamo­
wanie populacji komórek autoreaktywnych pełnią centralną rolę w utrzymaniu stanu 
tolerancji na obwodzie. Poza oczywistymi korzystnymi efektami działania Treg dla 
gospodarza (obrona przed autoimmunizacją, indukcja tolerancji na przeszczepy), istnieją 
także mniej korzystne — jak np. hamowanie odpowiedzi anty nowotworowej. Ze względu 
na ambiwalentne efekty działania Treg, komórki te wymagają szczegółowych badań 
głównie pod kątem ewentualnego wykorzystania w terapii. W świetle dotych-czasowych 
danych można przypuszczać, że komórki CD4+CD25+ wykorzystują różne mechanizmy 
działania (kontakt/cytokiny) w zależności od mikrośrodowiska i stymulacji. Należy jednak 
pamiętać, że szlaki immunosupresji badane na mysich modelach (badania in vivo, in 
vitro) mogą wykazywać znaczne różnice względem tych, występujących u człowieka 
(badania in vitro) [24].
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CZY MITOCHONDRIA INDUKUJĄ PROGRAMOWANĄ 
ŚMIERĆ KOMÓRKI W ROŚLINACH?

DO MITOCHONDRIA INDUCE PROGRAMMED CELL DEATH
IN PLANTS?

Joanna KOZIOŁ-LIPIŃSKA, Ewa SIMEONOVA, Agnieszka MOSTOWSKA

Zakład Anatomii i Cytologii Roślin, Instytut Biologii Eksperymentalnej Roślin, 
Wydział Biologii, Uniwersytet Warszawski

Streszczenie-. W artykule przedstawiony został aktualny stan badań dotyczących roli mitochondriów w 
procesie programowanej śmierci komórki (PCD) roślin. Od dawna sugerowano, że roślinne mitochon­
dria, podobnie jak zwierzęce, mogą indukować PCD. Dotychczasowe badania wskazują, że trudno 
jednoznacznie określić podobieństwo mechanizmów odpowiedzialnych za indukcję oraz przebieg PCD 
w świecie zwierząt i roślin. Mitochondria roślinne zaangażowane są w proces PCD w odmienny sposób 
niż mitochondria zwierzęce w apoptozie. Proces starzenia się organów, tkanek i komórek roślinnych, 
który angażuje mechanizmy PCD, jest bowiem związany z redystrybucją metabolitów syntetyzowa­
nych i magazynowanych podczas cyklu życiowego rośliny. Dotąd nie wiadomo, czy podczas PCD w 
mitochondriach roślinnych zawsze zachodzi zmiana przepuszczalności błon mitochondriów (MPT) 
oraz załamanie się potencjału transbłonowego (ATm). Uwalnianie cytochromu c z mitochondriów roślin­
nych do cytozolu zarejestrowano w systemie cell-free. Rola cytochromu c oraz jego funkcja indukująca 
PCD w roślinach mogą sugerować wspólne ścieżki apoptozy zwierząt i PCD roślin. Dotychczasowe 
informacje dotyczące indukcji PCD podczas różnicowana się komórek w cyklu życiowym roślin nie 
wyjaśniają w pełni roli mitochondriów w tym procesie.

Słowa kluczowe-, mitochondria roślinne, programowana śmierć komórki, potencjał transbłonowy mitochondriów.

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 of cytochrome 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.rcin.org.pl
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1. WPROWADZENIE

Od dawna wiadomo, że mitochondria odgrywają kluczową rolę w apoptozie u zwierząt 
[36,38]. Wykazano między innymi, że w izolowanych jądrach bez ekstraktu zawierającego 
mitochondria apoptoza nie zachodzi, podczas gdy komórki bez jąder są zdolne do 
rozpoczęcia apoptozy [91]. Wykazano również, że pierwszymi symptomami apoptozy w 
większości analizowanych ludzkich i zwierzęcych komórkach apoptotycznych są zmiana 
przepuszczalności błon mitochondriów (MPT) i zmiana potencjału transbłonowego 
mitochondriów (ATJ [38], Depolaryzacja błony mitochondrialnej przy wysokim stężeniu 
Ca2+ w cytozolu może prowadzić do otwarcia megakanałów, czyli porów w błonie 
mitochondrialnej (PTP), następnie powodować napływ wody do matriks, pęcznienie 
mitochondriów i w konsekwencji rozerwanie zewnętrznej błony mitochondrialnej oraz 
uwolnienie z przestrzeni międzybłonowej białkowych czynników indukujących apoptozę: 
cytochromu c, czynnika AIF i prokaspaz [69,70],

Od końca lat dziewięćdziesiątych XX w. sugerowano, że roślinne mitochondria, podobnie 
jak zwierzęce, mogą być zaangażowane w programowaną śmierć komórki (PCD), a nawet 
indukować PCD [4,40], Proces PCD w roślinach jest od dość dawna przedmiotem licznych 
badań [37,77], Wiadomo, że w trakcie przebiegu wielu procesów w cyklu życiowym rośliny 
zachodzi PCD i bezpośrednio poprzedza śmierć wybranej grupy komórek, określonych 
organów lub całych organizmów [48], Ma to miejsce między innymi w przypadku starzenia 
się liści [67], tapetum [5,49] podczas procesu ksylogenezy [86], a także podczas superczułej 
odpowiedzi (HR) na atak patogena [41], Indukcja tych procesów oraz ich prawidłowy 
przebieg wymaga ekspresji szeregu specyficznych genów tzw. senescence associated 
genes (SA Gs) [ 13,33,58]. PCD może być także indukowana różnymi stresami i czynnikami 
środowiskowymi [9,13,30,37,45,59]. Znanymi wyznacznikami PCD w komórkach roślinnych, 
podobnie jak w przypadku apoptozy u zwierząt jest kondensacja chromatyny na terenie 
jądra, a także nieprzypadkowa intemukleosomalna fragmentacja jądrowego DNA (nDNA) 
[8,23,37,-48,49,59,67]. Chociaż do tej poiy nie znaleziono homologów kaspaz zwierzęcych 
w roślinach, to jednak w genomie Arabidopsis zlokalizowano geny kaspazo-podobnych 
białek [76] oraz stwierdzono obecność kaspazo-podobnych proteaz cysternowych (CLP), 
których aktywność jest indukowana podczas PCD [10,81].

Mimo że nie znaleziono także strukturalnych homologów białek z rodziny BCL-2, 
takich jak BAX i BCL-2, które modulują funkcje kaspaz zwierzęcych, to znaleziono 
roślinny homolog inhibitora-1 białka BAX - BI-1 [65], który prawdopodobnie funkcjonuje 
jako kluczowy i powszechny (u zwierząt i u roślin) regulator szlaku śmierci [80].

Przedmiotem licznych badań jest obecnie analiza zmiany potencjału transbłonowego 
mitochondriów i powiązanie tego zjawiska z PCD [22,47,50,68]. O ile rola mitochon­
driów w apoptozie u zwierząt, a w szczególności uwolnienie cytochromu c, została wykazana 
ponad wszelką wątpliwość, o tyle w PCD roślin wymaga dalszych badań. Wśród badaczy 
mechanizmów PCD w roślinach toczy się szeroka dyskusja, czy system sygnałowy indukcji 
PCD jest uniwersalny w świecie roślin i zwierząt, a szczególnie czy mitochondria w 
komórkach roślinnych są zaangażowane w przekazywanie sygnałów pro-apoptotycznych, 
tak jak to ma miejsce podczas apoptozy w komórkach zwierzęcych i ludzkich.
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2. ROLA MITOCHONDRIÓW W AKTYWACJI MECHANIZMÓW
PROGRAMOWANEJ ŚMIERCI KOMÓRKOWEJ

2.1. Rola mitochondriów w indukcji apoptozy w komórkach zwierzęcych

Doniesienia z ostatnich lat dotyczące apoptozy w komórkach zwierzęcych wskazują 
na mitochondria jako ośrodki integracji oraz przekazywania sygnałów o indukcji apoptozy 
[28,36,38,40,47]. Ostatnio rozważana jest rola mitochondriów w indukowaniu PCD w 
drożdżach [62], Wyniki dotychczasowych badań pozwoliły na stwierdzenie, iż jednym z 
pierwszych przejawów apoptozy w komórkach zwierzęcych i ludzkich w większości 
przypadków jest zmiana przepuszczalności błon mitochondriów (MPT) [ 11,34,88] oraz 
redukcja potencjału transbłonowego mitochondriów (ATJ [1,36,38,87,88], Wykazano, 
iż spadek ATm jest przyczyną nieodwracalności przebiegu apoptozy in vivo oraz in vitro 
[87,88]. W następstwie spadku ATm zachodzi rozprzężenie procesu transportu elektronów 
i syntezy ATP, co generuje znaczące ilości reaktywnych form tlenu (ROS) w komórce 
[39,57,66,87], a następnie powoduje peroksydację komponentów wewnętrznej błony 
mitochondrialnej, co w konsekwencji prowadzi do nieodwracalnych zmian w jej strukturze 
[87], Wykazano, że zarówno cyklosporyna (CsA) - inhibitor ssaków PT [11], jak i 
antyutleniacze, które wymiatają aniony ponadtlenkowe [79], mogą hamować MPT, co 
nie zawsze jest związane ze zmianą AT^.

Udział mitochondriów w apoptozie został potwierdzony wówczas, gdy wykazano, 
że białka mitochondrialne zarówno pro-, jak i anty-apoptotyczne z rodziny BCL-2, tj. 
czynnik indukujący apoptozę (AIF) oraz cytochrom c, uczestniczą w fazie końcowej 
apoptozy (executionphase) [78], W warunkach stresu następują zmiany pH w komórce, 
a także zmiany poziomu niektórych metabolitów - ATP, ADP, NADH, NADPH oraz 
fosforanu kreatyny, dochodzi do wzrostu stężenia jonów Ca2+ i wzrostu stężenia ROS, 
co indukuje otwarcie porów w błonie mitochondrialnej (PTP) i spadek ATm [34,36,38,- 
88], W konsekwencji, wskutek napływu wody do matriks, mitochondria pęcznieją, 
rozerwana zostaje błona zewnętrzna oraz z przestrzeni międzybłonowej uwolnione zostają 
do cytozolu białkowe czynniki pro-apoptotyczne: cytochrom c, AIF oraz prokaspazy 2,
3, 9 [2,28,32,35,71], Wolny cytochrom c wiąże się, w obecności dATP, z czynnikiem 
Apaf-1 i pro-kaspazą 9, dzięki czemu aktywacji ulega kaspaza 9. Wyzwala to kaskadę 
aktywności kolejnych kaspaz - proteaz cysternowych będących głównym składnikiem 
mechanizmów regulujących apoptozę. Uwolniony z mitochondriów do cytoplazmy 
cytochrom c stanowi kluczowy element systemu sygnałowego indukcji programowanej 
śmierci związanej z działaniem kaskady kaspaz. Natomiast czynnik AIF uwolniony z 
mitochondriów jest transportowany do jądra, gdzie zaangażowany jest w aktywację 
procesu fragmentacji nDNA [4,23].

2.2. Metody badania potencjału transbłonowego mitochondriów

Jak przedstawiono powyżej, redukcja potencjału błonowego mitochondriów (AT ) 
jest jednym z pierwszych przejawów PCD w komórkach ludzkich i zwierzęcych.
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Pierwsze metody pomiaru AT prowadzonego in vitro polegały na oznaczaniu gradientów 
stężenia jonów potasu K lub radioaktywnych jonów rubidu 86Rb+ w poprzek błony mito- 
chondrialnej, po zastosowaniu walinomycyny (ruchomego nośnika, czyli jonoforu, katalizującego 
elektryczny uniport 86Rb+ oraz K+); [29]. W innych metodach monitorowania zmian wartości 
AT wykorzystuje się dyfuzję lipofilnych cząsteczek do komórki i ich akumulację w matriks 
mitochondrialnej, np. kationu tetrafenylofosfoniowego (TPP+) [20,29]. Do fluorochromów 
powszechnie stosowanych do analizy ATm należą: rodamina 123 (Rh 123), tetrametylorodamina 
(TMR), ester metylowy tetrametylorodaminy (TMRM), ester etylowy tetrametylorodaminy 
(TMRE), saifanina O, jodek 3,3' -diheksylokarbocyjaniny (DiOC6(3)) oraz oranż nonylakrydyny 
(NAO) [29,31,54,60,85]. W metodzie fluorescencyjnej umożliwiającej analizę kinetyki zmian 
potencjału transbłonowego mitochondriów jest wykorzystywane zjawisko fluorescencji 
rezonansowego przeniesienia energii (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer, 
FRET). Metoda FRET opartajest na interakcji pary fluorochromów, takich jak: NAO i TMR 
lub TMRM i fluorochrom MitoTracker Green [12,29], co pozwala na dokładne śledzenie 
zmian ATm, oraz ich precyzyjną lokalizację, na przykład umożliwia obserwację redukcji ATm 
w pojedynczych mitochondriach w danej komórce [12].

Do analizy zmian ATm w ludzkich i zwierzęcych komórkach apoptotycznych zastosowano 
również sondę fluorescencyjną typu: jodek 5,5’,6,6’-tetrachloro-l,l’,3,3’-tetraetyloben- 
zimidazolokarbocyjaniny, JC-1 [ 1,29,87,88]. Lipofilne kationy JC-1 specyficznie wnikajądo 
mitochondriów, akumulując się w ujemnie naładowanej matriks mitochondrialnej w 
formie J-monomerów i J-agregatów. Formowanie się J-agregatów jest uwarunkowane 
powstawaniem wysoce ujemnego potencjału transbłonowego w mitochondrium o 
wartościach ATm bardziej ujemnych niż 140 mV [63,72]. J-agregaty w mitochondriach o 
wysoce ujemnym potencjale transbłonowym fluoryzują na czerwono. Monomery JC-1 
wykazują zieloną fluorescencję wskazując na depolaryzację błony mitochondrialnej o 
wartościach dodatnich potencjału do-100 mV [63,72]. Redukcja potencjału, a tym samym 
depolaryzacja błony powoduje zanik czerwonej fluorescencji. Zielona fluorescencja 
monomerów może być nadal obserwowana, gdyż depolaryzacja błony nie powoduje 
całkowitego uwolnienia monomerów fluorochromu z mitochondriów [63,72], Badania 
fluorometryczne ATn przy zastosowaniu fluorochromu JC-1 były prowadzone w komórkach 
zwierzęcych i ludzkich oraz w mitochondriach w warunkach in vitro stosując mikroskop 
fluorescencyjny i laserowy skaningowy mikroskop konfokalny oraz spektrofluorymetr i 
cytometr przepływowy [20,63,72]. Ostatnio zastosowano badania fluorometryczne po raz 
pierwszy do monitorowania ATn w mitochondriach roślinnych [68].

2.3. Rola mitochondriów w indukcji programowanej śmierci komórki w roślinach
Jak wynika z przedstawionych powyżej danych, istnieje szereg doniesień o zaangażowaniu 

mitochondriów w mechanizmy regulujące indukcję programowanej śmierci w komórkach 
zwierzęcych i ludzkich. Ostatnie lata przyniosły pierwsze wyniki badań dotyczących roli 
mitochondriów podczas starzenia się i programowanej śmierci w komórkach roślinnych 
[22,40,46,47,68]. Mitochondria roślinne były poddane analizie ATm przy użyciu saffaniny O 
oraz rodaminy 123, a także fluorochromu MitoTracker Orange [22,31,60] i fluorochromu JC- 
1, który specyficznie akumuluje się w mitochondriach roślinnych (ryc. 1 i 2) [68].
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RYCINA la-c. Protoplasty mezofilu izolowane z zielonych liści 21-dniowych siewek Pisum sativum (a-c) 
barwione JC-1, oglądane w mikroskopie konfokalnym. Liczne mitochondria (strzałki) równomiernie 
rozmieszczone w cytoplazmie. Czerwona fluorescencja mitochondriów (strzałki) wynika z wytworzenia 
się J-agregatów spowodowanego wysokim potencjałem transbłonowym (a), zielona fluorescencja 
mitochondriów (strzałki) wynika z wytworzenia się monomerów JC-1 spowodowanego niskim potencjałem 
transbłonowym (b), czerwona, zielona i pomarańczowa fluorescencja mitochondriów (strzałki) wynika z 
kolokalizacji, wewnątrz tego samego protoplastu, zarówno mitochondriów z wysokim jak i z niskim 
potencjałem transbłonowym (c); rye. 1 d-f- protoplasty mezofilu izolowane z żółtych liści 56-dniowych 
siewek Pisum sativum (d-f) barwnione JC-1, oglądane w mikroskopie konfokalnym. „Gigantyczne” 
mitochondria (strzałki) widoczne w cytoplazmie. Czerwona fluorescencja „gigantycznego”mitochondrium 
(strzałki) wynika z wytworzenia się J-agregatów spowodowanego wysokim potencjałem transbłonowym 
(d), zielona fluorescencja „gigantycznego” mitochondrium (strzałki) wynika z wytworzenia się monomerów 
JC-1 spowodowanego niskim potencjałem transbłonowym (e), żółta fluorescencja „gigantycznego” 
mitochondrium wynika z jednoczesnej fluorescencji J-agregatów i monomerów JC-1 wewnątrz tego samego 
„gigantycznego” mitochondrium (f)

Dzięki zastosowaniu JC-1 udało się wykazać, że w protoplastach zarówno izolowa­
nych z młodych, zielonych liści Pisum sativum, jak i ze starzejących się żółtych liści tego 
gatunku występują jednocześnie dwie subpopulacje mitochondriów różniących się 
wartościami ATm (ryc.l i 2) [68]. Obok mitochondriów wykazujących czerwoną 
fluorescencję J-agregatów świadczącą o zachowaniu wysoce ujemnego potencjału 
transbłonowego, w tej samej komórce obserwowano pulę mitochondriów wykazujących 
zieloną fluorescencję monomerów JC-1, świadczącą o redukcji AT7 do wartości większej 
od -100 mV [63]. Jak wynika z analizy fluorescencyjnej AH' przeprowadzonej w 
mikroskopie konfokalnym, a także w spektrofluorymetrze, w starzejących się komórkach 
mezofilu obserwuje się wciąż pulę mitochondriów o wysoce ujemnym potencjale 
transbłonowym (ryc.l i 2). Dodanie protonoforu -karbonylocyjanku-3-chlorofenylo- 
hydrazonu (CCCP), odpowiedzialnego za zniesienie gradientu elektrochemicznegorcin.org.pl
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Fluorescencja JC-1 w mitochondriach 
komórek mezofilu 21-dniowego Pisum sativum

Długość fali [nm] a

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

Długość fali |nm] b

RYCINA 2a,b. Widma emisji fluorescencji monomerów JC-1 (maks. 536 nm), J-agregatów (maks. 594 
nm) i chlorofilu (maks. 680 nm), zarejestrowane przy wzbudzeniu falą o długości 490 nm, w zawiesinie 
protoplastów mezofilu, izolowanych z liści Pisum sativum 21-dniowych (a) i 56-dniowych (b) roślin. 
Wraz z zaawansowaniem starzenia się roślin, odnotowano spadek intensywności fluorescencji J-agregatów 
(a,b) i w mniejszym stopniu monomerów JC-l(a,b) akumulowanych w mitochondriach protoplastów 
mezofilu, wyrażonej we względnych jednostkach fluorescencji. Dodanie do zawiesiny protoplastów 
CCCP powodowało wygaszenie zarówno fluorescencji J-agregatów, jak również monomerów JC-1 
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mitochondriów, powodowało wygaszanie głównie czerwonej fluorescencji J-agregatów 
(ryc. 2) [68], CCCP przemieszczając się wahadłowo przez błonę może katalizować 
elektryczny uniport protonów i zwiększać przewodnictwo protonowe błony, co powoduje 
zmniejszenie się siły protonomotorycznej Ap i potencjału błonowego AT nawet do zera 
[56], Wynik ten jest zgodny z danymi dotyczącymi zmiany ATm w zwierzęcych i ludzkich 
mitochondriach [63,72]. W protoplastach starzejących się roślin obserwowano zgrupowania 
mitochondriów, wśród których jedne mitochondria wykazywały w mikroskopie konfo- 
kalnym czerwoną, a inne zieloną fluorescencję JC-1 świadczącą o zróżnicowaniu wartości 
ATm [68]. Podobne zgrupowania mitochondriów o czerwonej i zielonej fluorescencji 
obserwowali także Leśniewska i wsp. [50] podczas PCD komórek tapetum pylnikowego 
u Ornithogalum virens. W jeszcze starszych liściach Pisum sativum zidentyfikowano 
ogromne mitochondria o średnicy około 2 pm pochodzące być może z fuzji drobnych 
mitochondriów (ryc. ld-f) [68]. Te gigantyczne mitochondria wykazywały zarówno 
zieloną, jak też czerwoną fluorescencję JC-1, co dowodzi istnienia lokalnych różnic w 
wartości potencjału błonowego ATm w różnych obszarach błony pojedynczego 
mitochondrium [81], Podobne różnice stwierdzono również na poziomie pojedynczego 
organellum w wielu typach komórek zwierzęcych [63,72].

Reasumując, analiza ATm podczas starzenia się mezofilu Pisum sativum przy użyciu 
JC-1, wykazała, iż zapoczątkowanie PCD w tym procesie nie jest sprzężone z redukcją 
wysoce ujemnego potencjału błonowego (ATm ok. -180 mV) we wszystkich mitochon­
driach danej komórki [68], jak to ma miejsce w większości zbadanych przypadków 
apoptozy w komórkach zwierzęcych czy ludzkich [ 1,36,87], Na podstawie tych wyników 
trudno więc jednoznacznie stwierdzić, czy mitochondria są ośrodkiem przekazywania 
pierwszych sygnałów pro-apoptotycznych podczas PCD komórek mezofilu.

Istnieje szereg doniesień dotyczących roli mitochondriów roślinnych podczas PCD 
indukowanej różnymi czynnikami chemicznymi w kulturach roślin in vitro lub w układach 
eksperymentalnych, tzw. cell free systems [89,90,91]. Stwierdzono np., że wiktoryna, 
produkowana przez pasożytniczego grzyba Cochliobolus victoriae, może indukować PCD 
w genotypach owsa wrażliwych na wiktorynę. W tym przypadku pierwszym przejawem 
PCD in vivo jest redukcja ATm [22], Izolowane z młodych liści owsa mitochondria, po 
inkubacji z wiktoryną, wykazują znaczącą zmianę MPT, której w określonych warunkach 
może towarzyszyć uwolnienie cytochromu c do płynu inkubacyjnego [22], W przypadku 
PCD indukowanej witaminą K3 (2-metylanoftochinon-1,4) w kulturze protoplastów 
Nicotiana tabacum L. oraz podczas PCD indukowanej wysoką temperaturą w odciętych 
liścieniach Cucumis sativus L. dochodzi do translokacji cytochromu c do cytoplazmy, co 
powoduje aktywację kaspazo-podobnych białek (CLP) [4,40], W komórkach kukurydzy, 
w których indukowano PCD poprzez dodanie D-mannozy również stwierdzono uwolnienie 
cytochromu c do cytoplazmy [40,73]. W systemie cell-free, cytochrom c z cytozolu marchwi 
indukował PCD przejawiającą się kondensacją chromatyny i ffagmentacją nDNA [89,90,91 ]. 
Wyniki tych eksperymentów jednoznacznie dowodzą zaangażowania cytochromu c w 
regulację PCD, indukowanej w warunkach //? vitro, a także wskazują na kluczową rolę 
cytochromu c w aktywacji CLP, odpowiedzialnych za uruchomienie ffagmentacj i jądrowego 
DNA oraz degradację lamin jądrowych [40,91],
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W innych badaniach podczas naturalnej lub indukowanej PCD często rejestrowano 
uwalnianie cytochromu c z mitochondriów, chociaż nie zawsze był to wystarczający 
czynnik do indukcji PCD. Podczas dojrzewania elementów naczyniowych Zinnia 
elegans, zarejestrowano depolaryzację wewnętrznej błony mitochondrialnej i uwolnienie 
cytochromu c z mitochondriów, ale uwolnienie cytochromu c nie było wystarczające do 
indukcji PCD [86], Podobnie w protoplastach Arabidopsis zmiana AvPm, którą rejestro­
wano przed typową dla PCD kondensacją chromatyny, poprzedzała wypływ cytochromu 
c, ale uwalnianie cytochromu c nie było także w tym przypadku konieczne do indukcji 
PCD [85], W przypadku mitochondrialnego mutanta słonecznika, charakteryzującego 
się męską sterylnością, mitochondria w komórkach tapetum uwalniały cytochrom c do 
cytoplazmy, co rejestrowano wcześniej niż fragmentację nDNA i kondensację chroma­
tyny [5]. Xu i Hanson [84] wykazali natomiast, iż podczas procesu starzenia się płatków 
kwiatowych Petunia inflata, który niewątpliwie angażuje mechanizmy PCD, we 
wczesnych etapach tego procesu nie zachodzi uwalnianie cytochromu c z błon 
mitochondriów.

W mitochondriach izolowanych z korzeni pszenicy i z bulw ziemniaka poddanych 
stresowi anoksji i wysokiemu stężeniu jonów Ca2+ [31,78], zarejestrowano otwarcie 
PTP i w konsekwencji pęcznienie tych organelli; procesy te, u obu gatunków, nie były 
wrażliwe na CsA - inhibitor ssaczych PTP [1], Natomiast niski poziom jonów Ca2 w 
cytoplazmie hamował PCD w komórkach Arabidopsis [52]. W przypadku mitochon­
driów pszenicy zarejestrowano wypływ cytochromu c, który nie był hamowany przez 
CsA [78]. Wrażliwość wyżej wymienionych procesów na CsA u innych gatunków 
wykazali natomiast Yu i wsp. [86], Tiwari i wsp. [75] i Arpagaus i wsp. [3], Według 
Tiwari i wsp. [75] PCD indukowana wzmagała u Arabidopsis tworzenie się 
ROS prowadzące do otwarcia PTP oraz uwolnienia cytochromu c, co powodowało 
ostatecznie śmierć komórek. Uwolnienie cytochromu c i śmierć komórek hamował 
inhibitor proteazy serynowo/cysteinowej, chociaż dodanie tego inhibitora jedynie 
częściowo hamowało otwarcie MTP [75]. Zarówno H2O„ jak i NO indukowały PCD 
w zawiesinie komórek soi [15]; autorzy rejestrowali spadek AT n, zmniejszenie zużycia 
tlenu, uszkodzenie zewnętrznej błony mitochondrialnej i wypływ cytochromu c z 
mitochondriów [15]. Zastosowanie protonoforu - karbonylocyjanku-p-trifluoro- 
metoksyhydrazonu (FCCP) powodowało spadek AvPm, natomiast dodanie CsA — wzrost 
AT . Wzrost ATm spowodowany był bezpośrednio napływem jonów K+ do mitochon­
driów i objawiał się pęcznieniem tych organelli [15,17,60,61 ]. Według wyżej wymienio­
nych grup autorów mitochondria mają K+-selektywne kanały, regulowane przez stan 
redoks i otwierane przez CsA [60], Mitochondrialne kanały K+ATp są, jak wynika z 
ostatnich doniesień, zaangażowane w PCD indukowaną FfO2 lub NO [15]. Tak więc 
pęcznienie mitochondriów i uwalnianie cytochromu c związane jest z aktywnością 
różnych porów/kanałów, PTP i K+ATp, które w odmienny sposób mogą być modulowane 
przez CsA [61].

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, cytochrom c uwalniany z mitochondriów 
zwierzęcych jest głównym czynnikiem uruchamiającym kaskadę kaspaz, a następnie 
procesy proteolityczne. W komórkach roślinnych wykryto aktywność proteaz cysterno­
wych [82] podobnych do kaspaz zwierzęcych. Te kaspazo-podobne białka (CLP) rcin.org.pl
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zlokalizowano w niektórych roślinnych tkankach, np. w Arabidopsis [64], w tytoniu 
podczas PCD indukowanej działaniem patogena [18,26] i w kulturach pomidora podczas 
PCD-indukowanej chemicznie [19,24], a także podczas starzenia się drugorzędowych 
pędów grochu [10].

Ostatnie badania wykazały w roślinach obecność następujących typów proteaz 
cysternowych: metakaspaz. np. VEIDazy, asparaginylo-specyficznych proteaz cysterno­
wych (ang. legumains), np. YVADazy, proteaz należących do enzymów VPE (ang. 
vacuolar processing enzyme) i proteaz serynowych podobnych do subtilizyny, np. 
sazpazy. Wszystkie one mają strukturę podobną do zwierzęcych kaspaz, a także 
prawdopodobnie w podobny sposób zaangażowane są w PCD [82]. Roślinne CLP nie 
są blokowane przez te same inhibitory co zwierzęce kaspazy, co może wskazywać na 
to, że PCD u roślin, podobnie jak apoptoza u zwierząt, jest regulowana zarówno przez 
CLP, jak również przez inne proteazy [82],

W roślinach wykryto także receptoro-podobne białka R wykazujące podobieństwo 
strukturalne do czynnika Apaf-1. Białka R kodowane są przez rodzinę genów ulegają­
cych ekspresji podczas infekcji indukowanej przez patogena. Białka R zawierają 
domenę N-terminalną przypominającą receptor Toll/interleukina 1 (TIR) Drosophila 
i ssaków [47].

Istnieją doniesienia potwierdzające zaangażowanie w regulację PCD roślin białek 
będących funkcjonalnymi odpowiednikami białek z rodziny BCL-2 [47]. Jak wiadomo, 
białka BCL-2 oraz BAX w komórkach ssaków, stanowią kluczowy element systemu 
regulującego apoptozę, przebiegającą z udziałem mitochondriów zaangażowanych w 
przekazywanie sygnałów indukcji PCD. W komórkach drożdży oraz w komórkach 
roślinnych nie stwierdzono występowania genów kodujących białka BCL2 i BAX. 
Wiadomo jednak, iż ekspresja genu BAX w komórkach drożdży oraz w komórkach 
tytoniu wywołuje PCD [44], a dodanie białka BAX do zawiesiny mitochondriów tytoniu 
powoduje uwolnienie cytochromu c [40,44,47].

W 1998 roku Reed i współpracownicy [83] wyizolowali z komórek drożdży białko 
BI-1 (ang. Bax inhibitor-1) będące inhibitorem białka BAX [23]. Homologi BI-1 
znaleziono w komórkach Arabidopsis i ryżu. Homologi BI-1 roślin mogą funkcjonować 
jako czynniki anty-apoptotyczne i prawdopodobnie wchodzą w interakcję lub modulują 
aktywność białek, które w roślinach odpowiadają funkcjonalnie białkom BCL-2 oraz 
BAX ssaków [16,42,47,65]. Wyizolowane z Arabidopsis białko AtBI-1 wykazuje 
największe podobieństwo do BI-1 ssaków. Oba zidentyfikowane roślinne homologi BI-1 
wprowadzone do komórek drożdży blokowały PCD indukowaną białkiem BAX [42,47,65]. 
Innym roślinnym białkiem wykazującym właściwość blokowania PCD indukowanej przez 
BAX w komórkach drożdży jest S-transferaza/peroksydaza glutationowa zidentyfikowana 
u pomidora [46,47]. Ekspresja genu dla tej transferazy prowadzi do utrzymania określonego 
poziomu glutationu, niezbędnego do zachowania AT*  . W obecności białka S-transferazy/ 
peroksydazy glutationowej odnotowano większą odporność komórek drożdży na stres 
oksydacyjny wywołany przez ROS. Uważa się bowiem, że indukcja PCD u drożdży 
przez białko BAX odbywa się poprzez ROS, których źródłem są mitochondria [51]. W 
przypadku PCD, mitochondrialne PTP stanowiłyby sensory stresu komórkowego, 
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odpowiedzialne za uwolnienie do cytoplazmy czynników indukcji PCD. Hipoteza ta ma 
szczególne znaczenie w zrozumieniu mechanizmów zaangażowanych w regulację PCD 
roślin związanej z HR. Wiadomo bowiem, iż odpowiedź obronna rośliny podczas 
patogenezy bazuje na wytworzeniu określonego poziomu ROS w komórkach. 
Stwierdzono także, iż krótkotrwały stres oksydacyjny może indukować śmierć komórek 
Arabidopsis w kulturze in vitro. Stres oksydacyjny wzmaga transport elektronów, co 
intensyfikuje produkcję H2O, [53,75] oraz powoduje obniżenie poziomu ATP. Zwiększona 
zawartość H,O, powoduje zmianę przepuszczalności błon mitochondriów i uwolnienie 
cytochromu c do cytoplazmy [53,55,75].

Wykazano, że tlenek azotu, jako potencjalna cząsteczka sygnałowa, może we 
współudziale z hormonami i ROS, powodować otwarcie PTP, a tym samym indukować 
PCD [ 14,21,25,27,40]. W konsekwencji może nastąpić uwolnienie cytochromu c i innych 
czynników pro-apoptotycznych.

Niedawno, dzięki zastosowaniu tzw. cell-free systemu, który zawierał oczyszczone 
jądra Arabidopsis oraz mitochondria i/lub ekstrakt cytozolu, w przestrzeni między- 
błonowej zidentyfikowano Mg2+-zależną nukleazę, podobną do mitochondrialnej 
endonukleazy G, indukującą kondensację chromatyny i fragmentację nDNA [6,48].

Analiza białek mitochondrialnych w zawiesinie starzejących się komórek Arabidop­
sis lub komórek poddanych PCD indukowanej stresem wysokiej temperatury wykazała 
wyraźny wzrost poziomu 11 białek mitochondrialnych, głównie anty oksydacyjnych, co 
wskazuje na duże znaczenie mitochondriów w procesie PCD [74]. Sugerowane jest 
również zaangażowanie pewnych glikoprotein w przekazywanie „sygnału śmierci” z 
komórki do komórki [74]. Ostatnio również zidentyfikowano w mitochondriach roślinnych 
białka związane z tioredoksyną, które prawdopodobnie regulują potencjał redoks w 
mitochondriach [7,66]. Zakłócenie funkcji proteasomów, które są zaangażowane w 
regulację zwierzęcej apoptozy, prowadzi, jak wykazali Kim i wsp. [43], do PCD komórek 
roślinnych.

3. PODSUMOWANIE

Przedstawiony powyżej przegląd wyników badań dotyczących zaangażowania 
mitochondriów podczas różnych wariantów PCD w komórkach roślinnych wskazuje, 
że trudno jednoznacznie określić podobieństwo mechanizmów odpowiedzialnych za 
indukcję oraz przebieg PCD w świecie zwierząt i roślin. Mitochondria roślinne zaangażo­
wane są w proces PCD w odmienny sposób niż mitochondria zwierzęce w apoptozie, w 
efekcie której powstają ciała apoptotyczne usuwane przez wyspecjalizowane komórki 
żerne czy makrofagi. Proces starzenia się organów, tkanek i komórek roślinnych, który 
angażuje mechanizmy PCD, jest bowiem związany z redystrybucją metabolitów 
syntetyzowanych i magazynowanych podczas cyklu życiowego rośliny [13]. Procesy 
związane z transportem i redystrybucją metabolitów wymagają dostarczenia energii, 
która jest generowana w mitochondriach.
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Rola mitochondriów w indukcji PCD, zachodzącej jako jeden z etapów rozwojowych 
w cyklu życiowym rośliny, nadal pozostaje niewyjaśniona. Dane, dotyczące zmiany MPT, 
redukcji AvPm i uwolnienia cytochromu c, odnoszą się głównie do PCD w komórkach 
roślinnych poddanych działaniu różnego typu stresów lub infekcji przez patogena. 
Cytochrom c, którego uwalnianie z mitochondriów oraz jego efekt indukujący PCD 
stwierdzono w systemie cell-free może sugerować pewne wspólne ścieżki apoptozy 
zwierząt i PCD u roślin.

Natomiast nieliczne informacje dotyczące indukcji PCD podczas różnicowana się 
komórek w cyklu życiowym roślin nie wyjaśniają w pełni roli mitochondriów w tym 
procesie.
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Streszczenie: Śródbłonek przestał już być uważany jedynie za warstwę komórek oddzielającą światło 
naczynia od tkanek je otaczających. Zaczęto dostrzegać jego znaczenie w różnych procesach biologicz­
nych. W pracy tej przedstawiono dwustronną zależność między naczyniami a otaczającymi je komórka­
mi w rozwoju organizmu, tworzeniu się i dojrzewaniu różnych tkanek i organów.

Słowa kluczowe: śródbłonek, rozwój, dojrzewanie tkanek i narządów.

Summary: Endothelium is not only a layer of cells separating lumen of vessel 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 pomiędzy otaczającymi tkankami a komórkami śródbłonka 
jest jednym z podstawowych procesów odpowiedzialnym za różnicowanie oraz 
prawidłowe funkcje organów ludzkiego ciała.

Najważniejszym czynnikiem wpływającym na angiogenezę jest czynnik wzrostu 
śródbłonka naczyń - VEGF (vascular endothelial growth factor). Pierwsze wzmianki 
o istnieniu substancji stymulującej angiogenezę pojawiły się w 1948 roku, po badaniach 
Michaelsona nad powstawaniem naczyń siatkówki. W latach osiemdziesiątych, po 
wyizolowaniu jej przez Sengera i wsp. z tkanek nowotworowych w 1983 roku, 
substancja ta znana była jako czynnik przepuszczalności naczyń - VPF (vascular 
permeability factor) - ze względu na rozszczelnienie śródbłonka występujące po 
zadziałaniu nim na naczynia. Natomiast za datę odkrycia funkcji angiogenetycznych 
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VPF oraz nadania mu obecnej nazwy przyjmuje się rok 1989 (badania prowadzone w 
laboratoriach Uniwersytetu San Francisco i firmy Genentech).

VEGF jest wydzielany przez liczne komórki, m.in. przez włókna obwodowych nerwów 
czuciowych w skórze płodu, pęcherzyki płucne czy poddane działaniu hipoksji astrocyty w 
czasie tworzenia się naczyń siatkówki. Receptory dla niego znajdują się głównie na 
komórkach śródbłonka. Stanowi on czynnik torujący dla tworzących się naczyń [4],

Poza VEGF, który jest ogólnoustrojowym czynnikiem angiogenetycznym, istnieją 
także tkankowo-specyficzne czynniki wzrostu, takie jak np. EG-VEGF {endocrine 
gland VEGF) wydzielany tylko przez gruczoły produkujące hormony sterydowe (np. 
kora nadnerczy) oraz działający proliferacyjnie głównie na naczynia tych narządów 
(ale nie na śródbłonek aorty, naczyń pępowinowych czy skóry). Być może zostaną 
wkrótce odkryte także czynniki specyficzne dla innych narządów [13].

Wydzielany przez śródbłonek płytkowy czynnik wzrostu - PDGF {platelet-derived 
growth factor) pobudza, przez swoje receptory (znajdujące się m.in. na powierzchni 
komórek mięśni gładkich) rekrutacje, migracje oraz proliferacje komórek budujących 
ścianę naczynia. Kolejną substancją odpowiedzialną za formowanie się ściany naczyń 
jest angiopoetyna - Ang-1, działająca na komórki śródbłonka - ECs przez receptor 
kinazy tyrozynowej Tie-2, a wydzielana przez otaczające tkanki. Aktywacja tego szlaku 
powoduje wydzielanie przez śródbłonek parakrynnych czynników, rekrutujących komórki 
mieśniówki gładkiej oraz prekursory pericytów [5,10,29],

TKANKA NERWOWA

Przykładem wzajemnego oddziaływania śródbłonka i tkanki nerwowej mogą być 
doświadczenia z przeszczepianiem tkanki mózgowej z naczyniami do innych tkanek oraz 
naczyń obwodowych do mózgu. W pierwszym przypadku zmniejszała się liczba połączeń 
ścisłych między komórkami śródbłonka - ECs {endothelial cells) oraz zwiększała 
przepuszczalność naczyń, w drugim - nabierały charakteru naczyń mózgowych (obwódki 
zamykające - occludens i przylegania - adherens między komórkami śródbłonka, ciągła i 
dobrze rozwinięta błona podstawna) wraz z wytworzeniem bariery krew-mózg [27].

We wspólnej hodowli astrocytów oraz ECs pochodzących z naczyń mózgowych, te 
pierwsze układają się w sieć wydłużonych, wielokomórkowych kolumn oraz wykazują 
zwiększoną Ca2+-odpowiedź na bradykininę i kwas glutaminowy [32].

Sygnały ze śródbłonka powodują, poza proliferacją astrocytów i różnicowaniem się 
ich prekursorów (zwłaszcza dzięki czynnikowi hamującemu białaczkę - LIF), także 
przemieszczenie błonowej akwaporyny-4 oraz zwiększenie wydzielania lamininy-5.

Białko morfogenetyczne kości - BMP-2 {bone morphogenetic protein), produko­
wane m.in. przez aortę, oraz TGF-[31 mogą zmieniać los neuronalnych komórek macie­
rzystych. BMP-2 przyspiesza ich różnicowanie w kierunku neuronów, natomiast TGF 
promuje rozwój SMCs. Również w dojrzałym hipokampie istnieje współdziałanie 
śródbłonka oraz neuronów. W miejscach podziału naczyń oraz na końcach kapilar 
istnieją konglomeraty neuroblastów, gleju i angioblastów, mogące być źródłem nowych 
neuronów w dorosłym organizmie [23],rcin.org.pl
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Wydaje się, że czynniki wydzielane przez ECs, jak np. mózgowy czynnik 
neurotroficzny - BDNF (brain-derived neurotrophic factor), są konieczne do 
przeżycia, migracji, wzrostu oraz dojrzewania neuronów. Wytwarzanie BDNF przez 
śródbłonek stymulowane jest przez VEGF (przez receptor VEGFR2(Flk-l)).

Nerwy i naczynia pokonują często te same szlaki w trakcie embriogenezy. 
Przykładem mogą być kończyny, w których tętnice i nerwy tworzą wspólne pęczki 
zaopatrujące mięśnie i kości. Spowodowane jest to prawdopodobnie wykorzystywaniem 
przez oba te układy wspólnych mechanizmów przekaźnikowych, składających się z 
semaforyn i VEGF oraz receptorów dla nich - neurofilin, występujących na komórkach 
śródbłonka i aksonach neuronów [2, 21].

SIATKÓWKA

W trakcie rozwoju embrionalnego, pierwszą siecią naczyń siatkówki są te wycho­
dzące ze szczytu nerwu wzrokowego i rozpostarte na wewnętrznej powierzchni tej 
części oka. Towarzyszy im bliźniacza sieć astrocytów pochodzących również z tego 
nerwu - uważa się, że naczynia podążają za powstającymi wypustkami komórek 
glejowych. Po wytworzeniu się pierwotnej, jednopoziomowej sieci, naczynia zaczynają 
wnikać głębiej w siatkówkę, aż do wewnętrznej warstwy splotowatej, formując drugą, 
równoległą sieć naczyniową (niezależną od astrocytów). Pierwotna sieć powstaje w 
mechanizmie waskulogenezy (formowanie się naczyń de novo z komórek prekurso- 
wych, migrujących i różnicujących w komórki śródbłonka), natomiast wtórna - 
angiogenezy (powstawanie nowych naczyń w wyniku rozrastania się istniejącej sieci 
naczyniowej). Dowodem na występowanie waskulogenezy w siatkówce jest obecność 
komórek o fenotypie angioblastów [7].

Ważną rolę w rozwoju siatkówki odgrywa VEGF. Poza śródbłonkiem, receptory dla tego 
czynnika wzrostu (a szczególnie VEGFR-1 (Fit-1 )) znajdują się na komórkach glejowych oraz 
komórkach barwnikowych siatkówki. Połączenie VEGF z receptorem powoduje migrację tych 
komórek (bez proliferacji). VEGF wydzielany jest zarówno przez astrocyty, jak i komórki 
śródbłonka -jest to więc zarówno oddziaływanie autokrynne, jak i parakrynne. [25]

Brak właściwej kontroli procesów formowania się naczyń w siatkówce może 
prowadzić do wielu schorzeń, takich jak: retinopatia cukrzycowa, starcze zwyrodnienie 
plamki, retinopatia wcześniaków.

TKANKA TŁUSZCZOWA

Naczynia majątakże wpływ na tkankę tłuszczową. In vivo, w rozwoju embrionalnym, 
komórki tłuszczowe układają się wokół sieci naczyń i dalszy ich wzrost uzależniony jest 
od jej rozbudowy. Również macierz zewnątrzkomórkowa naczyń wpływa na proliferację 
i różnicowanie adipocytów, a śródbłonek naczyń tkanki tłuszczowej podskórnej i sieci 
(ale nie naczyń skóry) wydziela czynniki parakrynne stymulujące ich wzrost [30, 11].
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ANGIOGENEZA W PROCESIE KOŚCIOTWORZENIA

Dosyć dobrze poznane jest wzajemne oddziaływanie chrząstki i kości z naczyniami 
(zwłaszcza podczas osteogenezy na podłożu chrzęstnym). Prawidłowa, spoczynkowa 
chrząstka wydziela silne czynniki antyangiogenetyczne i w związku z tym pozbawiona 
jest naczyń. Jednak w początkowym okresie osteogenezy, kiedy następuje proliferacja 
chondrocytów, występuje również zwiększenie ekspresji czynników wzrostu naczyń w 
chondrocytach. W chrząstkę zaczynają wnikać naczynia, chondrocyty wchodzą w 
apoptozę, a na ich miejsce zaczynają migrować osteoblasty i osteoklasty [8].

Eksperymenty ze wspólną hodowlą chondrocytów i komórek śródbłonka wykazały, 
że te ostatnie wydzielają czynniki powodujące hipertrofię chondrocytów oraz opóźniają 
ich różnicowanie. Hipertroficzne chondrocyty wydzielają VEGF, który dodatkowo 
pobudza wnikanie naczyń. Tworzy się więc pętla dodatniego sprzężenia zwrotnego.

Badania in vitro z użyciem komórek śródbłonka pochodzących z żyły pępowinowej 
- HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) i komórek prekursorowych 
osteoblastów umożliwiły potwierdzenie komunikowania się tych dwóch rodzajów 
komórek przez koneksynę-43. Jest to konieczne do różnicowania się komórek prekur­
sorowych w osteoblasty [31],

ANGIOGENEZA W GOJENIU RAN

Do szybkiej i efektywnej naprawy uszkodzonych tkanek konieczne jest dostarczenie 
do nich odpowiedniej ilości tlenu, substancji odżywczych, czynników wzrostu oraz komórek 
„naprawczych” (usuwających zniszczoną tkankę, drobnoustroje, odbudowujących 
strukturę narządu). Aby to uzyskać, konieczne jest jak najszybsze odtworzenie sieci naczyń.

Już w początkowym okresie gojenia (faza proliferacyjna) można stwierdzić wysokie 
stężenie jednego z czynników angiogenetycznych - zasadowego czynnika wzrostu 
fibroblastów - bFGF (basic fibroblasts growth factor). Powoduje on migrację i prolife­
rację komórek śródbłonka. Pochodzi prawdopodobnie z zapasów nagromadzonych w 
płytkach krwi i uszkodzonej tkance, gdyż w ciągu pierwszych 24 godzin po urazie 
obserwuje się jego maksymalne stężenie, które następnie spada [22],

W przeciwieństwie do bFGF, poziom VEGF nie wzrasta bezpośrednio po uszkodzeniu, 
ale dopiero w kilka dni po nim (ze szczytem w siódmym dniu). Z tego względu VEGF 
wydaje się być w tym przypadku czynnikiem podtrzymującym, a nie inicjującym wzrost 
naczyń. Może być wydzielany przez wiele różnych rodzajów komórek, np. przez: 
makrofagi, neutrofile, keratynocyty, fibroblasty czy śródbłonek, zwłaszcza w warunkach 
hipoksji często występującej w okolicach rany.

Innymi czynnikami stymulującymi rozwój naczyń w miejscu uszkodzenia są: metalo- 
proteinazy (np. MMP-2, MMP-9), transformujący 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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Ważny wpływ na angiogenezę mająmakrofagi. Zwłaszcza po stymulacji hipoksją, 
wysokim stężeniem mleczanów lub cytokinami produkowanymi przez śródbłonek mogą 
one wydzielać czynniki bezpośrednio indukujące wzrost naczyń. Makrofagi powodują 
również degradację macierzy pozakomórkowej, co ma kluczowe znaczenie dla 
powstawania nowych naczyń. Wreszcie oddziałują na inne komórki pobudzając je do 
produkcji substancji proangiogenetycznych [17].

KORA NADNERCZY

Im mocniej unaczyniony jest dany narząd, tym większy wpływ na jego rozwój 
ma śródbłonek. Przykładem może być rdzeń nadnerczy, zbudowany z komórek 
chromochłonnych. Wspólna hodowla komórek śródbłonkowych rdzenia z wywo­
dzącą się z rdzenia nadnerczy linią PC 12 powoduje różnicowanie się tych ostatnich 
w kierunku komórek chromochłonnych - zarówno dzięki śródbłonkowym czynnikom 
humoralnym, jak i bezpośredniemu kontaktowi komórek (powodującemu m.in. 
wzrost ekspresji c-fos w komórkach PC 12) [20].

Podobnie jest z korą nadnerczy, w której sinusoidy otaczają wyspy komórek 
wytwarzających hormony sterydowe. W hodowli wykazano, że ECs mogą modulować 
wydzielanie aldosteronu przez komórki warstwy kłębkowatej tego narządu (tlenek azotu 
produkowany przez śródbłonek hamuje syntezę aldosteronu, natomiast endotelina-1 
(ET-1) i inne podobnie działające czynniki białkowe zwiększają jego syntezę) [24, 9].

MIĘSIEŃ SERCOWY

W trakcie rozwoju serca istnieje ścisły związek pomiędzy śródbłonkiem wsierdzia 
(endocardium) a warstwą mięśniową (myocardium). Sygnały z ECs są jednym z 
czynników odpowiedzialnych za dojrzewanie miokardium. Neuregulina, wydzielana przez 
te komórki, łączy się receptorami ErbB2 (HER-2) i ErbB4 (HER-4) na powierzchni 
kardiomiocytów i powoduje wytworzenie w nich beleczkowania [19]. VEGF i TGF-ß, 
produkowane przez śródbłonek, tkankę mięśniową i łączną, odpowiadają za prawidło­
we formowanie się połączenia między tymi dwoma warstwami serca. Parakrynne czynniki 
wydzielane przez endotelium modulująrównież wzrost mięśnia oraz siłę i częstość skurczów 
-np. tlenek azotu czy prostacyklina (PGI2) zapobiegają hipertrofii i zmniejszają siłę skurczu, 
natomiast endotelina i angiotensyna II mają działanie odwrotne [15,3],

Również mięsień sercowy wpływa modulująco na budowę i funkcję naczyń. Wszczepienie 
fragmentu tkanki serca do ucha powoduje, że wrastające w nie naczynia mają w śródbłonku 
czynnik von Willebranda, charakterystyczny dla kapilarów serca (ale nie ucha) [1 ].
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NERKI

Kolejnym przykładem wspólnego rozwoju naczyń i narządów są nerki, w których 
kanaliki i cewki zbiorcze położone są w pobliżu naczyń, a rozwój sieci naczyniowej 
(stymulowany głównie przez VEGF) pociąga za sobą proliferację nabłonka układu 
zagęszczającego mocz. Tlenek azotu, wydzielany przez ECs, jest jednym z czynników 
kontrolujących (zmniejszających) transport jonów sodowych przez błony nabłonka 
kanalika bliższego i cewek zbiorczych - zwiększa w nich poziom cGMP oraz zmniejsza 
aktywność pompy sodowo-potasowej (Na,K-ATP-azy) [28, 16]. Brak przepływu w 
naczyniach powoduje zmiany degeneracyjne śródbłonka, a to z kolei pociąga za sobą 
powstanie podobnych zmian w innych komórkach nerki (m.in. podocytach i komórkach 
mezangialnych).

TRZUSTKA I WĄTROBA

Także rozwój trzustki uzależniony jest od endotelium, głównie dużych naczyń 
(zawiązka aorty i żył żółtkowych). Znajdują się one w bezpośrednim sąsiedztwie 
pączkujących z endodermy jelita pęcherzyków będących zalążkiem gruczołu trzust­
kowego. ECs promują różnicowanie się tych komórek w kierunku wydzielających 
insulinę i glukagon oraz tworzenie się wysp trzustkowych przez oddzielanie grup komórek 
od pączków endodermy jelitowej. U żabich embrionów zaburzenia formowania się 
aorty powodują zmniejszoną ekspresję genów trzustkowych w nabłonku endodermal- 
nym. Natomiast zwiększenie ekspresji VEGF-A zwiększa liczbę naczyń trzustkowych 
oraz prowadzi do hiperplazji wysepek Langerhansa. Także w innych bogato unaczy- 
nionych rejonach ciała (np. w żołądku, dwunastnicy) mogą wystąpić ektopowe ogniska 
komórek wydzielających insulinę. Wspólna hodowla komórek endodermy grzbietowej 
ze śródbłonkiem aorty (ale nie z innymi komórkami) z wczesnych embrionów indukuje 
w nich ekspresję genów charakterystycznych dla trzustki [12].

Interakcje między śródbłonkiem i endodermą (tym razem z brzusznej części jelita) 
są konieczne także w rozwoju wątroby. W wyniku tych oddziaływań, komórki nabłonka 
endodermalnego oddzielają się od jelita i migrujądo przegrody poprzecznej mezenchymy 
mieszając się z angioblastami. Zaburzenie tych interakcji (np. w wyniku mutacji genu 
dla VEGFR2 (Fik-1 )) powoduje zahamowanie odłączania się od jelita oraz proliferacji 
komórek prekursorowych wątroby (wyniki te potwierdzono zarówno w badaniach in 
vitro, jak i in vivo) [18]. LeCouter i wsp. wykazali, że VEGF-A stymuluje ECs do 
wydzielania czynników promujących proliferację hepatocytów [14]. Także dożylne 
podanie VEGF-A powoduje powiększenie wątroby, głównie w wyniku namnożenia 
hepatocytów (pod wpływem IL-6 i czynników wzrostu wydzielanych przez mające 
VEGFR-1 (Fit-1 ) komórki zatok naczyniowych) oraz działa protekcyjnie na wątrobę, 
chroniąc ją przed działaniem takich czynników toksycznych, jak np. czterochlorek węgła 
(CC14). Natomiast stymulacja VEGFR-2 (Fik-1) prowadzi jedynie do proliferacji ECs.
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Pewne dane przemawiają jednak przeciw przyjętej teorii oddziaływań śródbłonkowo- 
endodermalnych w organogenezie trzustki i wątroby. W doświadczeniach na Brachy- 
dartia verio (zebra fish) ze zmutowanym genem cloche (zmniejszoną liczbą komórek 
śródbłonkowych) nie wykazano zaburzeń rozwoju wątroby i trzustki [6]. Różnice te 
mogą jednak wynikać z odmienności gatunkowej ryb i wyższych kręgowców (zwłaszcza 
pod względem funkcji cytokin) i wymagają dalszych badań.

Wymienione zależności nie wyczerpują wszystkich zagadnień związanych z rolą 
naczyń w trakcie rozwoju organizmu. Zasygnalizowano tylko niektóre ze skompli­
kowanych relacji między śródbłonkiem a otaczającymi go komórkami. Część z nich 
wymaga dalszych badań w celu potwierdzenia bądź zanegowania postawionych hipotez 
oraz odpowiedzi na nowe pytania.
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PEPTYDOWA MODULACJA EKSPRESJI GENÓW 
KODUJĄCYCH PODJEDNOSTKI GONADOTROPIN 

W PRZEDNIM PŁACIE PRZYSADKI SAMIC SZCZURA

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

Alina GAJEWSKA

Instytut Fizjologii i Żywienia Zwierząt PAN, Jabłonna k. Warszawy

Streszczenie: Aktywność transkrypcyjna genów kodujących podjednostki gonadotropin (a, LHp, FSHp) 
w przednim płacie przysadki samic szczura zależy od obecności zestawów specyficznych elementów 
cis- i /raz/sregulatorowych zlokalizowanych na promotorach tych genów. Głównym stymulatorem ak­
tywności transkrypcyjnej tych genów jest GnRH - hormon pulsacyjnie uwalniany z zakończeń nerwo­
wych w wyniosłości pośrodkowej podwzgórza i uwalniający hormony gonadotropowe.Wykorzystując 
model pulsacyjnych, dokomorowych infuzji GnRH, ^-endorfiny, galaniny i wazoaktywnego peptydu 
jelitowego (VIP) badano rolę tych peptydów w modulacji ekspresji podjednostek a i LHP mRNA w 
przednim płacie przysadki owariektomizowanych samic szczura. Ekspresja genów a i LHP była zależna 
od częstotliwości pulsów GnRH: największą ekspresję mRNA obserwowano po infuzjach z częstotli­
wością 1 pulsu/godzinę. P-endorfina znacząco obniża ekspresję genów a i LHP, wpływając także na 
zmniejszenie stabilności ich mRNA w komórkach gonadotropowych. Również VIR działając poprzez 
specyficzne receptory VPAC^ hamuje aktywność układu GnRH w podwzgórzu i obniża poziom mRNA 
dla podjednostek a i LHP w komórkach gonadotropowych. Natomiast galanina stymuluje ekspresję 
mRNA dla podjednostek a i LHp w przysadce, jej wpływ zależy od obecności steroidów gonadowych, 
odbywa się poprzez pobudzające oddziaływanie na aktywność układu GnRH w podwzgórzu i wymaga 
zaangażowania specyficznych receptorów GALR1 i GALR2. Aktywacja ekspresji genu FSHp zależy 
zarówno od GnRH, jak i aktywiny, które działając niezależnie i synergistycznie podwyższają poziom 
FSHP mRNA w przysadce. Peptydowa modulacja (stymulacja lub inhibicja) aktywności endogennego 
układu GnRH w podwzgórzu prowadzi do znaczących zmian w ekspresji genów kodujących podjed­
nostki gonadotropin, wpływając pośrednio na ich biosyntezę w komórkach gonadotropowych przysadki 
samic szczura in vivo.

Słowa kluczowe: ekspresja genów 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.rcin.org.pl
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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 of gonadotropin 
subunits gene expression. LH[3 and FSH[3 mRNA expression were stimulated by low frequency GnRH 
pulses whereas a subunit mRNA 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) of endogenous GnRH system activity results in a significant changes of gonadotropin subunits 
mRNA 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.

WSTĘP

Gonadoliberyna (GnRH), dekapeptyd syntetyzowany i dojrzewający w około 1200 
wyspecjalizowanych neuronach podwzgórza, a następnie uwalniany z ich zakończeń 
nerwowych w zewnętrznej warstwie wyniosłości pośrodkowej, stanowi kluczowe 
ogniwo w neuroendokrynnej regulacji rozrodu. Do krążenia wrotnego przysadki 
wydzielany jest w formie zsynchronizowanych pulsów powodujących pulsacyjne 
uwalnianie LH i FSH z komórek gonadotropowych. Istnieje ścisła korelacja czasowa 
pomiędzy każdym pulsem LH i poprzedzającym go pulsem GnRH, jednak zależność ta 
nie jest tak rygorystyczna w przypadku pulsów FSH. Zmiany pulsacyjnego wzoru 
uwalniania GnRH (dotyczące zarówno amplitudy, jak i częstotliwości pulsów) charak­
teryzujące zmienne stany fizjologiczne w cyklu rozrodczym samic warunkują utrzymanie 
ich funkcji rozrodczych. U samic szczura zidentyfikowano dwa główne wzorce 
uwalniania GnRH: uwalnianie podstawowe, odznaczające się niską amplitudą i często­
tliwością pulsów GnRH oraz uwalnianie okołoowulacyjne (zachodzące po południu 
fazy proestrus cyklu), w którym gwałtowny wzrost aktywności generatora pulsów 
GnRH doprowadza do zdecydowanego zwiększenia amplitudy i częstotliwości pulsów 
uwalnianego GnRH, wynikiem czego jest wyrzut LH [54], Na błonie komórek 
gonadotropowych hormon ten wiąże się ze swym specyficznym, sprzężonym z białkiem 
G j receptorem [77], stymulując aktywację fosfolipazy C[3, która poprzez hydrolizę 
fosfatydyloinizytolu uwalnia diacyloglicerol i 1,4,5-trójfosforan inozytolu. Gwałtowny 
wzrost stężenia 1,4,5-trójfosforanu inozytolu w komórce odpowiada za natychmiastową 
mobilizację wapnia wewnątrzkomórkowego prowadzącą do uwolnienia LH i FSH z 
komórek gonadotropowych przysadki. Aktywacja diacylogliceroli prowadzi do aktywacji 
kilku izozymów kinazy białkowej C, czego konsekwencją może być pobudzenie czterech 
odmiennych szlaków 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 komórkach gonadotropowych. 
Unikalna właściwość kinaz MAP, polegająca na ich zdolności do translokacji do jądra 
komórkowego i aktywacji różnych czynników transkrypcyjnych na promotorach genów, 
powoduje, że enzymy te należą do ważnych regulatorów procesów transkrypcyjnych 
w komórce, jednak ich precyzyjna rola w regulacji ekspresji genów kodujących 
podjednostki gonadotropin nie jest w pełni wyjaśniona. Rodzina hormonów glikopro- 
teinowych składa się z hormonów przysadkowych luteinizującego (LH), folikulo- 
tropowego (FSH), tyreotropowego (TSH) oraz łożyskowej gonadotropiny (CG) opisanej 
u konia i naczelnych. Hormony te sąheterodimerami, składającymi się z glikoproteinowej 
podjednostki ex (cxGSU) o sekwencji aminokwasowej identycznej dla wszystkich 
hormonów tej rodziny oraz odrębnej i odpowiedzialnej za specyficzność każdego 
hormonu, podjednostki p. Obecny stan badań nie pozwala jednoznacznie określić, poprzez 
jakie szlaki kinaz MAP GnRH mógłby selektywnie regulować ekspresję genów 
podjednostek gonadotropin w komórkach gonadotropowych. W badaniach Week i wsp. 
[95] transkrypcja genu podjednostki a była zależna od aktywacji szlaku PKC (protein 
kinase C) i ERK (externally regulated kinase) w komórce, podczas gdy wzrost 
stężenia wapnia preferencyjnie stymulował transkrypcję genu LHp. Przeciwną 
zależność obserwowali Saunders i wsp. [71] wykazując, że aktywacja promotora genu 
ot zależna była od wzrostu stężenia wapnia wewnątrz komórki, natomiast genu LHP 
zachodziła przede wszystkim poprzez aktywację szlaku PKC. Pobudzenia szlaku PKC/ 
ERK w zależnej od GnRH transkrypcji genu LHP nie obserwowali natomiast Yokoi i 
wsp. [99] wykazując z kolei zaangażowanie szlaku JNK, który poprzez fosforylację 
białka transkrypcyjnego c-jun odpowiada za aktywację kompleksu transkrypcyjnego 
AP-1. Jednakże wyniki otrzymane przez Harrisa i wsp. [28] wykazują stymulację 
szlaków ERK i JNK w komórkach gonadotropowych zarówno w podstawowej, jak i 
GnRH-zależnej aktywacji promotora genu LHp.

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU a

Obecnie wiadomo już, że na promotorach genów podjednostek a, LHP i FSHP 
istnieją odrębne układy elementów cis- i iraws-regulatorowych. Za specyficzną 
aktywację genu ot w komórkach gonadotropowych przysadki odpowiedzialny jest 
zestaw kilkunastu elementów regulatorowych promotora, wśród których szczególną 
rolę odgrywa miejsce CRE (cAMP-responsive element) zlokalizowane w pozycji cis 
pomiędzy -150 a -200 pz promotora. U ludzi, na promotorze genu a występują dwa (o 
sekwencji TGACGTCA), zaś u myszy jedno (o sekwencji TGATGTCA) palindromiczne 
miejsce CRE, do których w pozycji trans mogą wiązać się: białko CREB, białko 
modulujące aktywność CRE oraz białko c-Jun aktywujące czynniki transkrypcyjne 
ATF1 i ATF2 [29]. Elementem cA-regulatorowym zaangażowanym w podstawową 
ekspresję genu ot w komórkach gonadotropowych jest także miejsce PGBE (pituitary 
glycoprotein hormone basal element), występujące na promotorze ludzkim w pozycji 
-329/-320, zaś na mysim pomiędzy-344/-300 pz, do którego wiążąsię tra/w-działające 
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białka LH2 [67], Lim3 [85] i pLIM [32] należące do rodziny białek homeotycznych 
LIM. Z miejscem PGBE sąsiaduje miejsce ocBE (a basal element) składające się z 
obszaru ocBEl (-316/-302 pz) i ocBE2 ( -296/-285 pz), do których wiążą się białka 
ocBPl i ocBP2. Interakcja białek wiążących się do miejsc PGBE i ocBE powoduje 
synergistyczny wpływ na transkrypcję genu ot [30].

W podstawową transkrypcję tego genu zaangażowane jest także, należące do rodziny 
homeotycznej, białko Pitx-1 (pituitary homeobox factor-1) wiążące się do miejsca 
Pitx-1-RE (na promotorze ludzkim w pozycji -80/-60 pz, zaś mysim w pozycji-3 98/- 
385pz) [85]. Białko Pitx-1 kodowane jest przez gen należący do podrodziny genów 
bicoid typu homeobox (bicoid-related homeobox genes) [19] i zaangażowane jest 
w aktywację wielu genów w komórkach już zróżnicowanych, w tym kluczowych w 
aktywności osi rozrodczej trzech genów 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) wiąże się czynnik steroidogenny 
SF-1 należący do nadrodziny białek receptorów jądrowych o nieznanym ligandzie 
(orphan nuclear receptor), którego wpływ na transkrypcję genu a jest autonomiczny 
i niezależny od obecności innych czynników transkrypcyjnych [30]. Badania aktywności 
transkrypcyjnej promotora ludzkiego genu ot dowodzą, że do jej wzrostu przyczynia się 
także zlokalizowany w pozycji -161/-141 pz, cA-działający ot-ACT (a activating 
element), do którego w pozycji trans wiążą się poprzez palce cynkowe białka GATA2 
i GATA3 [78]. Należą one do rodziny białek (GATA binding proteins) rozpoznających 
sekwencję GATA na promotorze. W procesie tym uczestniczą również cis aktywne 
obszary E-box promotora (pozycja -21/-16 oraz -51/-45), z którymi w pozycji trans 
współpracują białka ocEBl, aEB2 oraz czynnik USF (upstream stimulatory factor) 
należące do rodziny białek typu HLH (helix-loop-helix) [36]. Eksperymenty na mysich 
liniach komórek gonadotropowych dowodzą, że za wrażliwość genu a na stymulację 
GnRH odpowiedzialne są dwa elementy regulatorowe. Jednym z nich jest położony w 
pozycji -416/-385 promotora obszar GnRH-RE (GnRH response element) [73], do 
którego wiąże się trans działające białko z rodziny białek transkrypcyjnych Ets. Drugim 
cA-regulatorowym elementem uczestniczącym w aktywacji transkrypcyjnej genu po 
stymulacji GnRH jest region PGBE promotora, do którego wiążą się białka z rodziny 
białek homeotycznych LIM: LH2 [67] i Lhx [85].

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU LH|3

Znaczący postęp w poznaniu budowy i działania promotora genu LH[3 stał się możliwy 
dzięki udanej generacji kilku linii myszy transgenicznych, a zwłaszcza mysiej, gonado­
tropowej linii komórkowej L[3T2 charakteryzującej się ekspresją podjednostki LH[3 
[1]. Wszystkie dotychczas zidentyfikowane elementy regulatorowe zlokalizowane na 
promotorze genu LH|3 znajdują się w obszarze -500 pz od miejsca inicjacji transkrypcji, 
a identyfikacja elementów cA-regulatorowych w obrębie tego promotora doprowadziła 
do wyodrębnienia dwóch obszarów, które tworzą 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 -36Ó/-354 pz znajdują się dwa cA-regulatorowe 
miejsca wiążące czynnik transkrypcyjny Sp 1. Białko Sp-1 należy do rodziny czynników 
transkrypcyjnych Cys,-His, wiążących się z DNA za pomocą palców cynkowych po 
rozpoznaniu sekwencji bogatych w GC. Mutacje uniemożliwiające wiązanie się białka 
Sp-1 z tym regionem promotora znacząco redukują zarówno jego podstawową 
aktywność, jak też osłabiają stymulacyjny wpływ wywierany na ten gen przez GnRH 
[39]. Ponadto w pozycji -443/-434 pz szczurzego promotora znajduje się tzw. region 
CArG {CArG box) o sekwencji CCATTTTTGG [94] odgrywający krytyczną rolę we 
wrażliwości genu LH|3 na pulsację GnRH. Sekwencja CArG nie występuje na bydlęcym 
promotorze genu LH[3 i do tej pory nie poznano białka regulatorowego wiążącego się do 
tego obszaru promotora. Natomiast w obrębie proksymalnej części promotora genu LHp 
do specyficznych cA-regulatorowych sekwencji wiążą się trzy irans-działające białka 
regulatorowe. Pierwszym z nich jest czynnik steroidogenny SF-1 {steroidogenic 
factor-7), który do DNA promotora genu LH(3 u szczura wiąże się w obrębie dwóch 
funkcjonalnych miejsc GSE znajdujących się w pozycji -128/-121 (sekwencja TGACCTG) 
i —59/-52 (sekwencja CGGCCTTG) [27], a których znaczenie w aktywacji tego genu 
wykazano zarówno zw vivo, jak z in vitro [34]. U myszy pozbawionych genu ftz-fl 
kodującego białko SF-1, poziom mRNA dla podjednostki LH[3 był niewykrywalny [35], 
zaś mutacja w obrębie miejsca 5’-GSE bydlęcego promotora znacząco zmniejszyła 
ekspresję genu w stosunku do poziomu stymulowanego przez niezmutowany promotor 
[42]. Białkiem o kluczowej roli w regulacji transkrypcji genu LH|3 jest białko Egr-1 
{early growth response protein) należące do rodziny białek transkrypcyjnych 
charakteryzujących się obecnością palców cynkowych z motywami Cys,-His, i których 
geny ulegają szybkiej aktywacji {immediate-early response genes). W komórkach 
przysadki gwałtowna indukcja ekspresji tego białka zachodzi tylko po stymulacji promotora 
genu LH[3 przez GnRH, dzięki czemu może być ono uważane za jeden z głównych 
efektorów {downstream effector) stymulacji przez ten neurohormon [100], Białko 
Egr-1 zawiera wewnętrzną, 34-aminokwasową domenę inhibitorową, a białkami 
regulującymi aktywność białka Egr-1 są białka Nab-1 i Nab-2 {nuclear growth 
factor 1-A binding proteins), których funkcją jest represja aktywności białka Egr-1 
[83]. Wydaje się, iż białko Nab-1 może być jednym z istotnych elementów zaanga­
żowanych w regulację aktywności promotora genu LHp. Miejscami c/s-regulatorowymi 
odpowiedzialnymi za wiązanie białka Egr-1 na promotorze genu LH[3 są pozycje -112/ 
-105pz (sekwencja CGCCCCCG ) oraz -50/-42pz (sekwencja: CGCCCCCAC) [44], 
a mutacje w ich obrębie całkowicie hamują zdolność białka Egr-1 do aktywacji tego 
promotora [98], W pozycji -100/-95pz (sekwencja AGATTA), pomiędzy sekwencjami 
wiążącymi białko Egr-1, znajduje się miejsce wiązania białka Pitx-1, czwartego czynnika 
transkrypcyjnego zidentyfikowanego na promotorze genu LHp [85]. Ekspresja białka 
Pitx 1 w heterologicznych liniach komórkowych aktywuje promotor genu LH(3 dzięki 
interakcji z białkami SF-1 i Egr-1 [84]. Ostatnie badania wskazująna obecność drugiego, 
zlokalizowanego w pozycji —73/-52 pz miejsca wiążącego białko Pitx-1 na tym 
promotorze [37]. Do pełnej, zależnej od GnRH aktywacji promotora genu LH[3 niezbędne 
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jest współdziałanie wszystkich wiążących się doń białek regulatorowych. Ze względu 
na specyfikę lokalizacji miejsc czs-regulatorowych, które odpowiadają za wiązanie tych 
białek do właściwych obszarów promotora, wydaje się, iż aktywująca transkrypcję 
interakcja wszystkich białek regulatorowych wymaga udziału niezidentyfikowanego 
jeszcze kompleksu adaptorowego. Zaproponowano model [38], zgodnie z którym 
pojawiające się po aktywacji receptora GnRH białko Egr-1 wiąże się ze swymi miejscami 
na promotorze i wraz z białkami SF-1 i Pitx 1 tworzy trzyelementowy, proksymalny 
kompleks regulatorowy synergistycznie oddziałujący z dystalnie wiążącymi się białkami 
Sp-1 i nieznanym białkiem z obszaru CArG. Kluczową rolę w integracji wpływów 
wywieranych przez białka Sp-1 i Egr-1 pełni białko SF-1 [38], zaś białko Pitx-1 pełni 
rolę funkcjonalnego Uganda dla białka SF-1.

ELEMENTY REGULATOROWE NA PROMOTORZE GENU FSHP

Stosunkowo najmniej poznany jest układ cis- i tra^s-regulatorowych elementów 
działających na promotorze genu FSHP, jednakże uzyskanie linii gonadotropowej LPT2 
pozwala na coraz pełniejszą identyfikację obszarów kluczowych dla aktywacji tego 
genu. W pozycjach -120 i -83 pz promotora genu szczura zlokalizowano dwa miejsca 
wiążące białko aktywatorowe AP-1 (activator protein) [81], które są zaangażowane 
w zależną od GnRH stymulację tego genu [33], lecz nie są odpowiedzialne za stymulację 
tego genu przez aktywinę. W aktywacji owczego promotora genu FSHP (oFSHP) 
biorąteż udział dwa miejsca cz.s-regulatora we zlokalizowane w dystalnej części promoto­
ra: -4152/-2878 pz oraz -2550/-1809 pz [90], Natomiast w proksymalnej części 
promotora genu FSHp znajdują się dwa miejsca wiążące czynnik SF-1, a także jedno 
miejsce wiążące czynnik transkrypcyjny NFY (nuclear transcription factor Y) [69], 
Na 5’końcu promotora owczego genu FSHP, pomiędzy pozycją -2067 a -120 pz, 
zidentyfikowano sześć, zaś na promotorze szczurzego genu - trzy [64] miejsca wrażliwe 
na progesteron, dzięki którym może on bezpośrednio modulować aktywność transkryp- 
cyjną genu. Również białka z rodziny homeotycznej LIM uczestniczą w regulacji 
podstawowej aktywności promotora genu FSHP, gdyż do miejsca P2 (-140/-50- pz) 
wiąże się białko Ptx-1, zaś do obszaru -230/-199 pz - białko Pitx2 [82]. Ponadto, 
białka te zaangażowane są również w aktywację zależną od GnRH (Ptx 1) oraz aktywiny 
(Ptx2). Stymulacja aktywności promotora genu FSHP przez aktywinę odbywa się przede 
wszystkim poprzez kompleks białek Smad 3/Smad 4 (mad related protein) będących 
homologami białek Mad (Max dimerizer). Smad3/Smad4 wiążą się do sekwencji 
palindromicznej GTCTAGAC lub do motywu CAGA. Na promotorze genu szczura 
kompleks ten oddziałuje w regionie SBE (Smad Binding Element) zlokalizowanym w 
pozycji -281/-253 pz. Natomiast na promotorze owczego genu FSHp zidentyfikowano 
trzy regiony niezbędne do pełnej aktywacji promotora przez aktywinę: obszar dystalny 
(-973/-962 pz) wiążący białko Smad4, miejsce -134, do którego przyłącza się kompleks 
białek Smad4 z należącymi do rodziny białek homeotycznych TALE (three amino 
acid loop extension) białkami Pbxl (pre B cell transformation-related transcription 
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factor) i Prepl (Pbx regulating protein-7) oraz miejsce -167 również wiążące białka 
Pbxl i Prepl [2]. Ostatnio wykazano także, iż należące do rodziny TGF[3 (transforming 
growth factors (3) i odpowiedzialne za morfogenezę kości i tkanki chrzęstnej białka 
BMP6 i BMP7 (bone morphogenetic proteins) stymulują aktywność owczego 
promotora genu FSHp, a także ekspresję mRNA dla tej podjednostki in vivo oraz in 
vitro [34],

PULSY GnRH A EKSPRESJA GENÓW PODJEDNOSTEK 
a, LH0 I FSHp IN VIVO

Zmienna częstotliwość pulsów GnRH jest nie tylko głównym elementem regulującym 
podstawowe i okołoowulacyjne uwalnianie gonadotropin, ale pełni też krytyczną rolę w 
specyficznej aktywności transkrypcyjnej genów ichpodjednostek. Optymalną techniką 
służącą badaniu zmian poziomu mRNA kodujących podjednostki gonadotropin w 
przednim płacie przysadki in vivo jest infuzja do trzeciej komory mózgu (bezpośrednio 
w pobliże układu podwzgórze-przysadka) substancji, które mogłyby wpływać na poziom 
ich ekspresji. Takie podejście metodologiczne wydatnie zmniejsza, pojawiające się przy 
podaniu do krążenia ogólnego, ryzyko degradacji infundowanych substancji, pozwalając 
tym samym na stosowanie dawek zbliżonych do stężeń fizjologicznych, eliminuje 
możliwość ich oddziaływania na inne tkanki, pozwala też uniknąć trudności w przenikaniu 
tych substancji przez barierę krew-mózg. Dokomorowo infundo wane substancje mogą 
przeniknąć do krążenia wrotnego przysadki przy udziale tanycytów, komórek wyście­
łających ściany i podstawę trzeciej komory [3] i w konsekwencji modulować aktywność 
transkrypcyjnągenów kodujących podjednostki gonadotropin w przysadce. W badaniach 
własnych [20] wykorzystujących model owariektomizowanych samic, którym do trzeciej 
komory mózgu pulsacyjnie infundowano GnRH, obserwowano zależną od częstotliwości 
tych pulsów ekspresję genów kodujących podjednostki LH. Analiza Northern-blot 
wykazała bowiem, iż największa stymulacja poziomu mRNA dla podjednostki a i LH[3 
wystąpiła po infiizjach z częstotliwością 1 puls/godzinę, natomiast po infuzjach z 
częstotliwością 4 pulsy/godzinę aktywacji ulegał jedynie gen podjednostki ot. Zatem, 
promotory obu genów wydają się odznaczać specyficzną wrażliwością na częstotliwość 
pulsów GnRH: promotor genu a GSU może być bowiem aktywowany przez pulsy 
GnRH o takiej częstotliwości, która jest już nieefektywna w aktywacji promotora genu 
LH[3. W tych samych badaniach stwierdzono również, iż u samic szczura w fazie 
diestras, a więc w okresie najmniejszej endogennej aktywności układu GnRH w 
podwzgórzu, pulsacyjnie infundowany GnRH powodował największy wzrost poziomu 
a i LH[3 mRNA oraz uwalniania LH z komórek gonadotropowych przysadki, podczas 
gdy w proestrus, w fazie maksymalnej aktywności, wpływ egzogennego GnRH na 
ekspresję mRNA obu podjednostek oraz uwalnianie LH, choć znaczący, był jednak 
mniej wyraźny niż w diestras [20]. GnRH jest także głównym regulatorem syntezy i 
uwalniania hormonu folikulotropowego (FSH), niezbędnego w procesie dojrzewania 
pęcherzyków jajnikowych, którego brak w organizmie samicy wywołuje bezpłodność 
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spowodowaną zablokowaniem folikulogenezy. Poziom ekspresji genu FSHJ3 odpowie­
dzialnego za specyficzność biologiczną tego hormonu, jest - podobnie jak genów 
podjednostek a i LH[3 - zależny od częstotliwości pulsów GnRH oddziałujących na 
przysadkowy receptor GnRH. W badaniach własnych wykonanych na modelu samic 
owariektomizowanych, a więc pozbawionych oddziaływań sterydów gonadowych i 
peptydów jajnikowych (aktywiny, inhibiny i folistatyny), największy wzrost poziomu 
FSHP mRNA (mierzony techniką Northern-blot) oraz uwalniania tego hormonu z 
komórek gonadotropowych stwierdzono po pulsach GnRH infundowanych do trzeciej 
komory mózgu z częstotliwością 1 puls/godzinę [21]. Jednocześnie, w badaniach tych 
obserwowano, iż ze wzrostem częstotliwości egzogennych pulsów GnRH zanika 
wrażliwość genu FSH|3 na stymulacyjne działanie tego neurohormonu [21]. Zależną od 
niskiej częstotliwości pulsów GnRH ekspresję genu FSH[3 zaobserwowano także u 
samców po iniekcjach dożylnych [26] oraz w komórkach linii gonadotropowej LpT2 [5].

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

Uwalnianie GnRH, pozostając pod kontrolą endogennego generatora pulsów GnRH 
[55], podlega także bezpośrednim i pośrednim modyfikacjom dzięki neurotransmiterom 
i peptydom wpływającym na aktywność neuronów GnRH. Jednym z takich peptydów 
jest [3-endorfina, której prekursorem w organizmie jest proopiomelanokortyna (POMC). 
W centralnym układzie nerwowym istotnym źródłem syntezy P-endorfiny są neurony 
POMC jądra łukowatego podwzgórza, skąd projektują do innych obszarów mózgu 
[17]. Ponadto, [3-endorfina syntetyzowana jest także w przednim i pośrednim płacie 
przysadki mózgowej [51] i taka lokalizacja w obrębie układu podwzgórze-przysadka 
umożliwia jej znaczący udział w regulacji uwalniania zarówno neurohormonów 
podwzgórzowych, jak i hormonów przysadkowych. Hamujące działanie [3-endorfiny 
na uwalnianie LH z komórek gonadotropowych odbywa się głównie poprzez aktywację 
p receptorów będących produktem genu Mor-1 [92]. Wykazano, iż pobudzenie tych 
receptorów, występujących w jądrze łukowatym [61] i w zawierającej ciała neuronów 
GnRH okolicy przedwzrokowej (MPOA) [12], powoduje zmiany w aktywności pod­
wzgórzowych neuronów noradrenergicznych [63] i dopaminergicznych [66], co w 
konsekwencji wpływa na zahamowanie uwalniania GnRH z wyniosłości pośrodkowej 
podwzgórza. Hamujące działanie p-endorfiny na uwalnianie GnRH z zakończeń 
nerwowych może także odbywać się poprzez aktywację receptorów p zlokalizowanych 
na neuronach P-endorfinergicznych [41], czyli poprzez ultrakrótką pętlę sprzężenia 
zwrotnego. Natomiast para- i/lub autokrynne oddziaływanie |3-endorfmy możliwe jest 
poprzez zlokalizowane w obrębie wyniosłości pośrodkowej receptory p występujące 
zarówno na zakończeniach neuronów, jak i tanycytach [4]. Poprzez bezpośrednie 
połączenia synaptyczne pomiędzy aksonami neuronów proopiomelanokortynowych a 
neuronami GnRH w obszarze przedwzrokowym podwzgórza istnieje także droga 
bezpośredniego wpływu opioidów na aktywność neuronów GnRH [48] Udokumento- 
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wane, hamujące zaangażowanie 0-endorfiny w uwalnianiu GnRH z wyniosłości 
pośrodkowej podwzgórza stwarza przesłanki do przypuszczenia, że skutkiem takiego 
działania może być nie tylko obniżone uwalnianie LH z przysadki, lecz w konsekwencji 
także zmniejszona biosynteza gonadotropin w komórkach gonadotropowych. W 
badaniach własnych wykorzystujących technikę Northern-blot obserwowano, że po 
pulsacyjnych, dokomorowych infuzjach 0-endorfmy następuje obniżenie poziomu mRNA 
dla obu podjednostek LH w przysadce [20]. Nie można wykluczyć, że efekt ten był 
wynikiem bezpośredniego, przysadkowego oddziaływania infundowanej 0-endorfiny 
na uwalnianie LH [13]. Jednak bardziej prawdopodobne wydaje się być jej pośrednie, 
via zahamowanie uwalnianie GnRH obniżające działanie na zawartość obu mRNA. 
Ponadto, eksperymenty te wykazały także, iż GnRH oraz 0-endorfma wywołują 
przeciwstawne efekty na długość ogonków poliadenylacyjnych poły (A) na 3’końcu oc 
i LH0 mRNA. O ile bowiem egzogenny GnRH spowodował wydłużenie regionu poły 
(A) mRNA dla obu podjednostek w stosunku do wielkości obserwowanej po owariekto- 
mii, to podanie 0-endorfiny zmniejszyło długość poly(A) na obu badanych mRNA do 
poziomu obserwowanego u samic nieowariektomizowanych [20]. Tak więc zależna od 
rodzaju interwencji fizjologicznej zmienna długość poły (A) obserwowana może być 
nie tylko wskazówką co do stabilności poszczególnych mRNA, lecz także indeksem 
stopnia ich stymulacji przez GnRH.

GALANINA A EKSPRESJA GENÓW a I LHp
W PRZYSADCE IN VIVO

Także galanina, 29/30 aminokwasowy peptyd po raz pierwszy wyizolowany z 
komórek jelita cienkiego świni, a wkrótce wykryty zarówno w obwodowym, jak i 
centralnym układzie nerwowym [75], jest peptydem, który w znaczącym stopniu 
uczestniczy w modulacji uwalniania GnRH/LH z układu podwzgórze-przysadka. W 
obrębie centralnego układu nerwowego najwyższe stężenia galaniny stwierdzono w 
podwzgórzu, a zwłaszcza w obrębie wyniosłości pośrodkowej, w obszarze przedwzroko- 
wym w jądrze łukowatym, przykomorowym, nadwzrokowym i grzbietowo-przyśrod- 
kowym oraz poza podwzgórzem: w miejscu sinawym i jądrze pasma samotnego. 
Ekspresja mRNA dla galaniny w neuronach GnRH [52], jak też zmieniająca się w 
cyklu estralnym jej zawartość w wyniosłości pośrodkowej ze szczytem występującym 
w fazie proestrus [50] wskazywały, że syntetyzowana w podwzgórzu galanina może 
być bezpośrednio zaangażowana w modulację neurosekrecji GnRH i okołowulacyjnego 
uwalniania LH z komórek przysadki. Ponadto, wyraźnie podwyższony poziom mRNA 
dla galaniny obserwowany w neuronach GnRH ponad 24 godziny po uwolnieniu LH 
[18] sugerował, że jej synteza może być wymagana również w następnych fazach 
cyklu estralnego. Biorąc pod uwagę fakt, iż galanina jest syntetyzowana w neuronach 
podwzgórza, uwalnia się pulsacyjnie i synchronicznie z GnRH, a jej antagonista hamuje 
uwalnianie GnRH i pulsację LH [50], może być ona istotnym czynnikiem zaangażowa­
nym w fizjologiczną regulację pulsacyjnej aktywności neuronów GnRH. Istnieją zatem 
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przesłanki, iż podobnie jak ^-endorfina, także galanina może uczestniczyć w modulacji 
biosyntezy LH m vivo. Istotnie, w badaniach własnych wykonanych na owariektomizo- 
wanych i suplementowanych steroidami gonadowymi samicach szczura, które otrzymy­
wały pulsacyjne (1 puls/godzinę przez 5 godzin), dokomorowe infuzje galaniny analiza 
Northern-blot wykazała znaczące podwyższenie poziomu mRNA dla podjednostek a 
i LHP w przysadce [24]. Efektywność dokomorowych pulsów galaniny, podawanych 
z częstotliwością optymalną do aktywacji tych genów przez GnRH, może być więc 
konsekwencją pobudzającego działania egzogennej galaniny na pulsacyjną aktywność 
neuronów GnRH. Także niepodwyższony w odniesieniu do grupy traktowanej samym 
GnRH poziom ot i LHP mRNA obserwowany po jednoczesnej infuzji GnRH i galaniny 
wskazuje, że to układ GnRH w podwzgórzu odgrywa kluczową rolę w modulacyjnych 
oddziaływaniach galaniny na ekspresję genów LH w przysadce [24], Brak addytywnego 
oddziaływania GnRH i galaniny sugeruje wspólną dla obu neuropeptydów i zależną od 
GnRH drogę aktywacji jego receptora przez galaninę [24]. Istniejące dane dowodzą, 
że modulacja pobudzenia neuronów GnRH może również odbywać się pośrednio, 
poprzez wpływ galaniny na aktywność neuronów POMC, które w podwzgórzu brzuszno- 
przyśrodkowym tworzą synapsy z neuronami galaninergicznymi [31]. Ponadto, na 
neuronach POMC zidentyfikowano też receptory galaninergiczne [7], W obszarze 
jądra łukowatego, głównego miejsca lokalizacji neuronów POMC, galanina oddziałuje 
na nie zarówno na poziomie presynaptycznym [43] zmniejszając ich aktywację 
glutaminergiczną, jak też i na poziomie postsynaptycznym [65]. Jeżeli więc galanina 
zmniejsza hamujące działanie neuronów POMC wywierane na neurony GnRH, to tym 
samym może również pośrednio stymulować uwalnianie GnRH z zakończeń nerwowych, 
a zatem wpływać na aktywność receptora GnRH. Konsekwencją aktywacji receptora 
GnRH jest pobudzenie aparatu biosyntezy gonadotropin w komórce. Istotnie, w badaniach 
własnych wykazano, że pulsacyjne dokomorowe infuzje galaniny podawane owariekto- 
mizowanym i suplementowanym steroidami samicom szczura spowodowały zarówno 
wzrost ilości miejsc wiążących GnRH, jak i podwyższenie jego powinowactwa do receptora 
w przednim płacie przysadki [24]. Regulacyjne znaczenie dla aktywacji receptora GnRH 
może mieć również kolokalizacja galaniny i GnRH występująca w około 45% neuronów 
GnRH samic szczura [57], jak też fakt, iż neuropeptydy te są jednocześnie uwalniane z 
zakończeń nerwowych. Wiadomo bowiem, iż zarówno sekrecja, jak i postsynaptyczne 
działanie neuropeptydu podlega modyfikacji przez substancje, które są syntetyzowane, 
przechowywane i uwalniane z tej samej komórki [44]. Istnieją też dane wskazujące, iż 
galanina uwalniana z zakończeń neuronów GnRH może wzmagać synchronizację i 
wzmacniać oddziaływania GnRH na poziomie receptora [49].

Fizjologiczne funkcje galaniny są regulowane przez specyficzne receptory błonowe 
należące do rodziny białek G. Dotychczas zidentyfikowano trzy podtypy receptorów 
galaniny, lecz w regulacji neuroendokrynnej zaangażowane są tylko receptory GAL-R1 
[60] i GAL-R2 [59], których mRNA wykryto w: podwzgórzu, paśmie ukośnym Broca, 
obszarze przedwzrokowym, jądrze nadskrzyżowaniowym, jądrze okołokomorowym, jądrze 
łukowatym, jądrze grzbietowo-przyśrodkowym i w obrębie jądra łukowatego. Rozmiesz­
czenie miejsc wiążących galaninę w podwzgórzu szczura [45] jest skorelowane z 
obecnością gęstej sieci perikarionów, dendrytów i włókien galaninergicznych w obszarze rcin.org.pl



PEPTYDY A EKSPRESJA GENÓW GONADOTROPIN 113

przedwzrokowym, w jądrze łukowatym, grzbietowo-przyśrodkowym, nadskrzyżowa- 
niowym oraz około- i przykomorowym [75]. Choć obecność mRNA dla GAL-R2 wykry­
ta w obszarze przedwzrokowym, jądrze grzbietowo-przyśrodkowym i łukowatym może 
świadczyć o post-synaptycznej lokalizacji receptorów, to brak mRNA dla GAL-R1 i GAL-R2 
w wyniosłości pośrodkowej przy jednoczesnym wysokim wiązaniu znakowanej galaniny w 
tej strukturze wskazuje, że receptory te mogą być także transportowane z komórek 
neurosekrecyjnych do zakończeń nerwowych [59]. Eksperymentalne zastosowanie 
antagonisty(ów) receptora pozwala na identyfikację funkcji tego receptora w badanym procesie. 
Po dokomorowej infuzji antagonisty (galantide) receptora GAL-R1, jak i GAL-R2 [15] 
zaobserwowano zahamowanie zarówno podstawowego, jak i stymulowanego przez galaninę 
wzoru uwalniania GnRH i LH u samic szczura [70], Na udział podwzgórzowych receptorów 
galaniny w pośredniczeniu jej oddziaływania na aktywność sekrecyjną neuronów GnRH, a w 
konsekwencji na profil uwalniania LH wskazuje też znaczące obniżenie ekspresji mRNA dla 
obu podjednostek LH obserwowane u owariektomizowanych i suplementowanych 
steroidami gonadowymi samic szczura, które otrzymywały jednoczesne infuzje 
antagonisty receptora GAL i galaniny [24]. Nie można jednak wykluczyć, iż stymulujące 
działanie galaniny na syntezę hormonu luteinizującego może także odbywać się poprzez 
aktywację receptorów galaniny bezpośrednio w przysadce. Wprawdzie nie jest jasne, czy 
i jakie podtypy receptora galaniny występują na komórkach gonadotropowych u samic, 
ponieważ GAL-R2 mRNA na tych komórkach zidentyfikowano dotychczas jedynie u 
samców [15]. Możliwość aktywacji takiego samego, zależnego od kinazy białkowej C 
szlaku sygnalizacji wewnątrzkomórkowej zarówno przez receptor GAL-R2 [91 ], jak i receptor 
GnRH stwarza dodatkową ścieżkę modulacyjną, poprzez którą galanina mogłaby wpływać 
na poziom ekspresji genów podjednostek LH w przysadce.

WAZOAKTYWNY PEPTYD JELITOWY 
A EKSPRESJA GENÓW a I LHp IN VIVO

Okazało się, że również wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP) wyizolowany z komórek 
układu pokarmowego jest szeroko rozpowszechniony w obwodowym i centralnym 
układzie nerwowym [46]. Wpływ VIP na aktywność podwzgórza zależy od dwóch 
aferentnych szlaków VIP-ergicznych biegnących z ciała migdałowatego (amygdala) 
poprzez prążek końcowy (stria terminalis) [68] i ze śródmózgowia (midbrain) poprzez 
wiązkę przyśrodkową przodomózgowia (medial forebrain bundle) [53], jak też od 
syntezy tego peptydu w neuronach jądra nadskrzyżowaniowego (SCN) i okołokomoro- 
wego (PVN) [40], W jądrze nadskrzyżowaniowym, położonym obustronnie u podstawy 
trzeciej komory mózgu w brzusznej części podwzgórza, jest zlokalizowany zegar 
biologiczny odpowiedzialny za regulację rytmów okołodobowych w organizmie ssaków. 
Jądro SCN aktywnie uczestniczy w regulacji okołoowulacyjnego wyrzutu LH i 
prolaktyny, a lezje tego obszaru podwzgórza powodują stan ciągłego estrus u samic 
nieowariektomizowanych [8] oraz eliminują zależny od estradiolu wyrzut LH i prolaktyny 
u zwierząt owariektomizowanych. Spośród kilku neuropeptydów zidentyfikowanych 
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w SCN, głównie VIP syntetyzowany w jego brzuszno-bocznym (ventrolateral) regionie 
jest odpowiedzialny za uczestnictwo SCN w zależnej od pory dnia synchronizacji 
okołowulacyjnego wyrzutu LH z komórek przysadki. Umiejscowione w SCN neurony 
VIP wysyłają aksony m.in. do podwzgórza, w tym do obszaru przedwzrokowego, do 
przedniego i bocznego podwzgórza, do narządu naczyniowego blaszki końcowej 
(organum vasculosum lamina terminalis) i do pasma ukośnego Broca (diagonal 
band of Broca) [88]. Identyfikacja monosynaptycznego szlaku łączącego zlokalizowane 
w SCN neurony VIP z ok. 45% neuronów GnRH w podwzgórzu [89] stwarza 
neuroanatomiczne podstawy do bezpośredniej, zależnej od VIP modulacji aktywności 
neuronów GnRH. Jednakże neurony VIP, dochodząc z obszaru SCN do jądra około- 
komorowego (PVN) i przykomorowego (Pe) [93], mogą również pośrednio wpływać 
na aktywność neuronów GnRH. Zablokowanie hamującego działania VIP na uwalnianie 
LH obserwowane po lezji jądra PVN dowodzi bezpośredniego działania VIP na neurony 
PVN i wskazuje na pośredniczącą rolę tego jądra w zależnej od VIP regulacji aktywności 
generatora pulsów GnRH [79]. VIP-ergiczna modulacja pulsacyjnego uwalniania GnRH 
może zachodzić także na poziomie wyniosłości pośrodkowej dokąd projektują neurony 
VIP i gdzie zidentyfikowano granule zawierające ten neuropeptyd [58]. Niewykluczone 
też, że VIP uwalniany z neuronów PVN do płynu mózgowego może być transportowany 
bezpośrednio do wyniosłości pośrodkowej przez wyspecjalizowane komórki (tanycyty) 
[3], Także obserwowane po centralnych infuzjach VIP [96] zmniejszenie częstotliwości 
pulsów LH bez jednoczesnych zmian w ich amplitudzie wskazuje, że pierwotnym 
miejscem modulującego działania VIP na profil uwalnianego z przysadki LH jest 
podwzgórze. Choć dotychczas nie wyjaśniono, jakie substancje pośredniczą w 
hamującym oddziaływaniu VIP na aktywność neuronów GnRH i w konsekwencji na 
pulsacyjne uwalnianie LH, dotychczasowe dane wskazują, że w procesie tym nie jest 
zaangażowana dopamina [80] ani endogenne opioidy [97]. Fizjologiczne efekty V1P 
wywierane są przez dwa, o stosunkowo nieznacznej (47%) homologii ich 
pierwszorzędowej struktury, podtypy receptora: VPAC( i VPAC2 [86], których 
pobudzenie wywołuje aktywację szlaku cyklazy adenylanowej w komórce docelowej. 
Ostatnie badania wskazują, że fizjologiczny wpływ VIP na aktywność neuronów GnRH 
może odbywać się za pośrednictwem receptorów VPAC2, które wykryto na ponad 
40% neuronów GnRH u samic szczura [76], Biorąc po uwagę, że VIP jest zaangażo­
wany w modulację pulsacyjnego uwalniania GnRH z wyniosłości pośrodkowej, podjęto 
próbę wyjaśnienia (podobnie do ^-endorfiny i galaniny) jego roli w biosyntezie LH w 
przysadce. W badaniach własnych wykazano, iż pulsacyjne (1 puls/godzinę przez 5 h) 
infuzje VIP do trzeciej komory mózgu samic owariektomizowanych i suplementowanych 
estradiolem spowodowały nie tylko zahamowanie uwalniania LH, lecz również znaczące 
zmniejszenie poziomu mRNA dla podjednostek a i LH|3 w przednim płacie przysadki 
[23]. Natomiast po zablokowaniu aktywności endogennego układu GnRH przez 
antagonistę (VIP-6-28) jego receptora [74] infundo-wany pulsacyjnieVIP nie powo­
dował już dalszego obniżania zawartości mRNA dla obu podjednostek LH. Świadczy 
to o kluczowej roli funkcjonalnie aktywnego układu GnRH w odbiorze i przenoszeniu 
modulacyjnych oddziaływań VIP. Wykoizystując specyficznego antagonistę receptora w 
badaniach tych wykazano też, że modulujący wpływ VIP na ekspresję genów podjednostekrcin.org.pl
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LH odbywa się poprzez receptory VIP, bowiem po jednoczesnych dokomorowych ko-infuzjach 
VIP 6-28 i VIP samicom szczura, peptyd ten nie zmniejszał poziomu mRNA dla obu 
podjednostek LH [23]. Nie można jednak wykluczyć, iż infundowany dokomorowo VIP 
może też częściowo działać bezpośrednio na poziomie przysadki, na przykład zmieniając 
przepływ krwi w układzie wrotnym i parametry uwalniania LH, tym samym wpływać hamująco 
na aktywność genów dla obu podjednostek LH.

AKTYWINA A EKSPRESJA GENU PODJEDNOSTKI FSH0 
W PRZYSADCE IN VIVO

O ile modulacyjny wpływ peptydów na poziom ekspresji genów ot i LH0 odbywa 
się pośrednio, poprzez ich wpływ na aktywność układu GnRH w podwzgórzu, to 
ekspresja genu FSH^ w przysadce jest bezpośrednio regulowana przez aktywinę, 
inhibinę i tolistatynę [56]. Peptydy te pierwotnie wyizolowano z płynu pęcherzykowego 
w jajniku [87], a następnie z komórek przysadki, gdzie syntetyzowane są zarówno w 
komórkach gonadotropowych, jak i komórkach pęcherzykowo-gwiaździstych (folliculo- 
stelate cells). Aktywina i inhibina należą do nadrodziny białek TGF[3 i sąheterodimerami 
podjednostek a[3A i ot[3B (inhibina A i B) lub PAPA, PBPB i PB (aktywina A, B i AB) 
Aktywina jest stymulatorem uwalniania FSH i ekspresji genu FSHp [47], wpływa 
bezpośrednio na transkrypcję tego genu [6], indukuje aktywność jego promotora w 
konstruktach z genem reporterowym [2], a także zwiększa stabilność FSHp mRNA w 
komórkach przysadki [9]. Zależne od aktywiny pobudzenie sygnalizacji wewnątrz­
komórkowej poprzedzone jest serią zmian konformacyjnych w obrębie jej receptora na 
błonie komórkowej. Najpierw aktywina wiąże się do jednej z dwóch podjednostek typu 
II swego receptora (ActRII lub ActRIIB), co umożliwia uformowanie heteromerycznego 
kompleksu z podjednostką I receptora (ActRI lub ActRIB). Po utworzeniu takiego 
kompleksu aktywacji ulega kinaza serynowo/treoninowa podjednostki typu II, która 
tosforylując podjednostkę typu I zapoczątkowuje kaskadę fosforylacji na poziomie post- 
receptorowym. Choć aktywacja receptora aktywiny uruchamia kilka szlaków sygnalizacji 
wewnątrzkomórkowej, najważniejszą jest kaskada białek Smad [11]. Spośród ośmiu 
poznanych białek Smad, aktywina pobudza białka Smad-2 i Smad-3, które są 
fosforylowane przez podjednostkę typu I receptora i następnie tworzą wiążący się z 
DNA kompleks z białkiem Smad-4 [72], Ostatnio wykazano korelację pomiędzy 
indukowanym aktywiną wzrostem transkrypcji genu FSH[3 w komórkach przysadki a 
zwiększoną fosforylacją białek Smad-2 i Smad-3 [14], Stymulujące oddziaływanie 
aktywiny na poziom ekspresji własnych receptorów w komórkach gonadotropowych 
[10] może znacząco wpłynąć na intensywność sygnału aktywującego transkrypcję 
genu FSHp. Odrębność szlaków sygnalizacji wewnątrzkomórkowej aktywowanych 
przez GnRH i aktywinę wskazuje na niezależne oddziaływanie obu peptydów na 
uwalnianie FSH i ekspresję genu FSH0. Istotnie, w badaniach własnych obserwowano 
odmienną dynamikę aktywacji uwalniania FSH z komórek gonadotropowych po 
dożylnych iniekcjach aktywiny i busereliny, gdyż po stymulacji busereliną (agonistą 
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receptora GnRH) znaczący wzrost uwalniania FSH następował szybciej i trwał dłużej 
niż po stymulacji aktywiną A [22]. O zaangażowaniu różnych ścieżek regulacyjnych w 
komórkach gonadotropowych po ich stymulacji aktywiną lub busereliną świadczy też 
obserwowana w tych badaniach odmienna czasowo dynamika zmian poziomu FSH[3 
mRNA: już po 3 godzinach po iniekcji każdy peptyd znacząco stymulował ekspresję 
tego genu, jednak dalszy (po 5 godzinach) wzrost ekspresji obserwowano tylko po 
stymulacji busereliną. Również wyższa zawartość mRNA dla tego genu obserwowana 
po jednoczesnych iniekcjach tych peptydów [22] świadczy o synergistycznym oddzia­
ływaniu aktywiny A i busereliny na ekspresję genu FSH[3. Ostatnio, w badaniach na 
komórkach linii gonadotropowej L[3T2 wykazano, że synergizm aktywiny i GnRH w 
regulacji aktywności transkrypcyjnej promotora genu FSH[3 wymaga ekspresji białka 
Smad3 i związany jest z palindromicznym, cA-działającym elementem regulatorowym 
zlokalizowanym w pozycji -266/-259 promotora tego genu [25]. Pobudzające działanie 
aktywiny na uwalnianie i biosyntezę FSH może także odbywać się poprzez jej 
stymulujący i niezależny od GnRH wpływ na syntezę receptorów GnRH zachodzący 
na poziomie transkrypcji genu receptora [16]. Możliwe jest także jej oddziaływanie na 
poziomie post-receptorowym, poprzez zaangażowanie w modulację zależnego od GnRH 
stężenia wapnia w komórce gonadotropowej.

PODSUMOWANIE

Zmienny wzorzec pulsacyjnie uwalnianego GnRH decyduje nie tylko o podstawowym 
i okołoowulacyjnym uwalnianiu gonadotropin, lecz pełni też krytyczną rolę w aktywacji 
transkrypcji genów ot, LHP i FSH[3, których promotory odznaczają się specyficzną 
wrażliwością na częstotliwość pulsów GnRH. W badaniach in vivo wykazano, że 
wyższa częstotliwość egzogennych pulsów efektywnie aktywuje ekspresję tylko genu 
ot, zaś poziom mRNA dla podjednostek LH[3 i FSH[3 istotnie wzrasta dopiero po 
pulsach GnRH o niższej częstotliwości. Modulujący wpływ na ekspresję genów kodują­
cych podjednostki gonadotropin wywierają syntetyzowane w podwzgórzu peptydy, które 
uczestnicząw modulacji uwalniania GnRH. Po pulsacyjnych, dokomorowych infuzjach 
(3-endorfiny obserwowano obniżenie poziomu mRNA dla podjednostek ot i LH[3 w 
komórkach gonadotropowych i efekt ten mógł częściowo wynikać ze zmniejszonej 
stabilności mRNA obserwowanej po infuzjach tego peptydu. Również VIP działając 
poprzez swe specyficzne receptory obniża aktywność endogennego układu GnRH w 
podwzgórzu i wpływa hamująco na poziom ot i LH[3 mRNA w przysadce. Wzrost 
ekspresji genów ot i LH[3 obserwowano natomiast po dokomorowych infuzjach galaniny, 
która podwyższając aktywność endogennego układu GnRH powoduje zwiększenie 
aktywności receptora GnRH. Stymulujące działanie galaniny na poziom ot i LH[3 mRNA 
zależy od obecności sterydów gonadowych i wymaga aktywacji specyficznych 
receptorów dla galaniny. Poziom FSH[3 mRNA w przysadce podwyższany jest 
zarówno przez GnRH, jak i akty winę. Peptydy te niezależnie i synergistycznie 
symulują ekspresję genu FSH|3.
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SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU 
W MIGRACJI KOMÓREK

THE PLASMINOGEN ACTIVATION SYSTEM IN CELL MIGRATION

Elżbieta JAKUBISZYN1, Piotr DZIĘGIEL2, Maciej ZABEL2

'Dolnośląskie Centrum Onkologii oraz 
2Zakład Histologii i Embriologii Akademii Medycznej, Wrocław

Streszczenie; Od kilku dziesięcioleci uważa się, że aktywacja plazminogenu może odgrywać ważną rolę 
w inwazji guza i przerzutowaniu. Podstawą jest założenie, że aktywatory plazminogenu uwolnione z 
komórek nowotworowych katalizują proteolityczną konwersję nieaktywnego plazminogenu do aktyw­
nej proteinazy plazminy, która następnie katalizuje degradację białek w błonie podstawnej i macierzy 
pozakomórkowej (ECM), co ułatwia inwazję komórek nowotworowych do otaczających tkanek. Bada­
nia wykazały, że system aktywacji plazminogenu odgrywa także rolę w procesach związanych z nowo­
tworową przebudową tkanek. Przykładem tego jest angiogeneza i desmoplazja, czyli stymulacja prolife­
racji fibroblastów i syntezy białek macierzy pozakomórkowej. W artykule omówiono budowę składni­
ków systemu aktywacji plazminogenu i ich rolę w adhezji, migracji i inwazji komórek nowotworowych, 
na podstawie wyników badań przeprowadzonych w hodowlach komórkowych. Następnie omówiono 
procesy zachodzące w guzie nowotworowym związane z systemem aktywacji plazminogenu i wpływ 
ekspresji poszczególnych składników na rokowanie w niektórych nowotworach u człowieka.

Słowa kluczowe; system aktywacji plazminogenu, migracja komórek, 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 of proteins 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 of such 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 się odgrywać istotną rolę w inwazji guza 
nowotworowego i przerzutowaniu. Dzieje się tak poprzez katalizowanie procesów 
proteolitycznych, degradację białek błony podstawnej i ECM, jak i udział w procesach 
nieproteolitycznych (np. inicjowanie kaskady wewnątrzkomórkowego przenoszenia 
sygnałów). System aktywacji plazminogenu uczestniczy również w nowotworowej 
przebudowie tkanek, która dotyczy komórek nienowotworowych, ale ma silny wpływ 
na wzrost guza nowotworowego i jego inwazję (angiogeneza, desmoplazja).

W skład systemu aktywacji plazminogenu wchodzą:
• plazminogen,
• plazmina,
• 2 typy aktywatorów plazminogenu, typ urokinazy (uPA) i typ tkankowy (tPA),
• receptor uPA (uPAR),
• 2 główne inhibitory aktywatorów plazminogenu: PAI-1 i PAI-2.

1.1. Plazminogen
Plazminogen jest proenzymem plazminy, o aktywności 104do 106 mniejszej od 

plazminy. To jednołańcuchowe białko jest przekształcane do dwułańcuchowej plazminy 
przez proteolizę katalizowaną przez uPA lub tPA [4], Plazminogen jest produkowany 
głównie w wątrobie, ale również w jądrach i komórkach naskórka. Receptory 
plazminogenu znajdują się na powierzchni różnych typów komórek, w tym monocytów 
krwi, granulocytów, limfocytów i komórek śródbłonka [18]. Interakcja plazminogenu z 
komórkowymi receptorami przyśpiesza jego konwersję do plazminy, której aktywność 
enzymatyczna na powierzchni komórki jest wzmożona [1].

1.2. Plazmina
Plazmina jest to proteaza serynowa, składająca się z 2 łańcuchów polipeptydowych 

połączonych mostkami dwusiarczkowymi. Koniec aminowy łańcucha A zawiera 5 tzw. 
domen „kringle”. Koniec karboksylowy łańcucha B zawiera typową domenę proteazy 
serynowej, odpowiedzialną za jej właściwości katalityczne. Plazmina katalizuje hydrolizę 
wiązania peptydowego na końcu C między Lys i Arg [1,10]. Związana z powierzchnią 
komórki poprzez receptor plazmina katalizuje rozpad wielu substancji międzyko­
mórkowych i cząsteczek błony podstawnej, takich jak: fibronektyna, laminina, witronek- 
tyna, fibryna i kolagen. Dochodzi do tego przez bezpośrednie działanie plazminy lub 
pośrednio przez aktywację zależnych od plazminy proteaz, takich jak pro-stromelizyny 
i prokolagenazy. Ponadto plazmina działa też na pojedyncze łańcuchy pro-uPA i uPA. 
Plazmina katalizuje również aktywację nieczynnej formy czynnika wzrostu TGF-0 
(transforming growth factor-fi) i uwalnia bFGF (basic fibroblast growth factor) z 
miejsc jego połączenia z macierząpozakomórkową. Plazmina może ponadto współuczes­
tniczyć w aktywacji proenzymów metaloproteinaz macierzy (MMPs), których aktywacja 
prowadzi do dalszej degradacji i przebudowy ECM [ 10,17].
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Angiostatyna, uważana za inhibitor angiogenezy, jest fragmentem plazminy, składa­
jącym się z „kringli” 1-3 lub 1-4. Angiostatyna zawiera przynajmniej jedną wolną 
grupę sulfhydrylową. In vitro wytwarzana jest z plazminogenu i plazminy przez elastazę 
trzustkową, metaloproteinazy i przez autoproteolizę plazminy [ 1 ].

1.3. Aktywator plazminogenu typu urokinazy (uPA)
Aktywator plazminogenu typu urokinazy (uPA) jest proteazą serynową wytwarzaną 

jako jednołańcuchowe białko (pro-uPA). Po sekrecji pro-uPA jest przekształcany do 
aktywnej dwułańcuchowej formy uPA przez rozszczepienie łańcucha peptydowego przez 
plazminę [4,10,27]. Pro-uPA jest proenzymem o znacznie mniejszej zdolności do aktywacji 
plazminogenu niż uPA. Wydzielany pro-uPA łączy się z uPAR (specyficzny receptor dla 
uPA), a następnie jest aktywowany przez plazminę do uPA, który z kolei przekształca 
sąsiadujący, związany z błoną plazminogen do plazminy. Dwa łańcuchy uPA są połączone 
mostkami dwusiarczkowymi, a każda cząsteczka zawiera 3 funkcjonalne domeny. W 
obszarze końca karboksylowego łańcucha B znajduje się domena proteazy serynowej z 
pełną specyficzną aktywnością. Fragment końca aminowego łańcucha A, zawiera tzw. 
domenę ,Jcringle\ która łączy białka oraz domenę GF podobną do naskórkowego czynnika 
wzrostu, a także obszar łączący. Tym samym cząsteczka uPA ma przynajmniej dwie 
całkowicie niezależne części: katalityczny łańcuch końca karboksylowego (domena 
proteazy serynowej) i niekatalityczny łańcuch końca aminowego, którego początkowa 
GF domena jest odpowiedzialna za specyficzne interakcje z uPAR [3,10]. Proteolityczne

RYCINA 1. Schematyczny rysunek składników systemu aktywacji plazminogenu i współdziałających 
z nim elementów okołokomórkowych
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rozszczepienie uPA w obszarze łączącym powoduje powstanie fragmentu aminoter- 
minalnego (ATF) tzn. domeny GF i domeny „kringle ” oraz małocząsteczkowej formy 
uPA (Iow molecular-weight uPA - LMW-uPA) tzn. domeny proteazy serynowej i części 
łącznika [1,20].

Aktywność uPA jest kontrolowana przez PAI (specyficzny inhibitor) i internalizację. 
Oprócz plazminogenu, uPA bezpośrednio katalizuje konwersję nieaktywnej jednołańcu- 
chowej formy czynnika wzrostu hepatocytów (HGF) i białka stymulującego makrofagi 
(MSP) do ich aktywnych form dwułańcuchowych. HGF i MSP mają sekwencję podobną 
do plazminy, ale są pozbawione aktywności proteolitycznej i działają przez połączenie 
się z receptorem typu kinazy tyrozynowej [20]. uPA jest produkowany przez nerki. Do 
fizjologicznych zjawisk, w których bierze udział uPA, należą: rozerwanie pęcherzyka 
jajnikowego podczas owulacji i implantacja blastocysty, inwolucja gruczołu piersiowego 
po laktacji, inwolucja prostaty po kastracji, gojenie ran [20]. Procesy te są w pewnym 
sensie podobne do inwazji raka, gdyż wiążąsię z destrukcją błony podstawnej.

1.4. Aktywator plazminogenu typu tkankowego (tPA)

Aktywator plazminogenu typu tkankowego (tPA) jest białkiem wydzielanym przez 
komórki jako jednołańcuchowy prekursor. Plazmina przekształca prekursor przez 
rozszczepienie wiązania peptydowego do aktywnej dwułańcuchowej formy. Łańcuchy 
są połączone pojedynczym wiązaniem dwusiarczkowym. Odmiennie niż w uPA 
pojedynczy łańcuch tPA ma także znaczną aktywność (ale ok. 10 do 50 razy niższą niż 
forma dwułańcuchowa). Cząsteczka tPA składa się z czterech czynnościowo różnych 
domen:

1) końca aminowego znanego jako domena podobna do fibronektyny lub domena palca,
2) domeny podobnej do naskórkowego czynnika wzrostu,
3) domeny dwóch „kringle” (KI, K2),
4) domeny proteazy serynowej.
Trzy pierwsze domeny znajdują się w łańcuchu końca aminowego i mają właściwości 

modulujące dla enzymu [ 1 ]. Obecność specyficznych receptorów dla tPA stwierdzono 
m.in. w hepatocytach, mózgu, śródbłonku [20]. tPA ma wysokie powinowactwo do 
fibryny i jest aktywowany przez jej przyłączenie. Może to świadczyć, że główna 
biologiczna rola tPA jest związana z fibrynolizą. tPA jest produkowany przez śródbłonek 
naczyń i uwalniany do krwi.

1.5. uPAR (receptor uPA)

uPAR (receptor uPA) jest cząsteczką, zawierającą trzy bogate w cysteinę domeny 
połączone krótkim obszarem łączącym. Domena końca aminowego (D1) ma aktywność 
wiązania uPA; pozostałe dwie domeny (D2 i D3) przyłączają witronektynę. uPAR może 
też przyłączać integryny, w miejscach odmiennych od miejsc łączenia uPA i witronektyny 
[4,20]. Uważa się, że uPAR może być modulatorem funkcji integryn. uPAR łączy się z 
błoną komórkową przez kotwicę glikozylo-fosfatydylo-inozytolową [ 1 ]. Pro-uPA i uPA 
mają takie same powinowactwo do łączenia z uPAR. uPAR łączy się z domeną podobną 
do naskórkowego czynnika wzrostu (domena GF) cząsteczki uPA.rcin.org.pl
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1.6. Inhibitory aktywatorów plazminogenu

Inhibitory aktywatorów plazminogenu (PAI) należą do rodziny inhibitorów proteazy 
serynowej (SERPIN) do podgrupy zawierającej argininę w reaktywnym centrum (arg- 
SERPIN) [1], Wyróżniamy dwa inhibitory: PAI-1 i PAI-2.

1.6.1. PAI-1

PAI-1 jest jednołańcuchowąglikoproteiną wydzielaną przez wiele typów komórek 
(m.in. płytki krwi, komórki śródbłonka, komórki guza). Oprócz roli bezpośredniej 
inaktywacji aktywatorów plazminogenu (reaguje zarówno z uPA, jak i tPA), PAI-1 
związany w macierzy pozakomórkowej moduluje okołokomórkowąproteolizę, wywołaną 
przez uPA związany z receptorem. PAI-1 bierze także udział w regulacji adhezji i 
migracji komórkowej, łącząc się z białkiem ECM - witronektyną [10,27],

1.6.2. PAI-2

PAI-2 jest jednołańcuchowym białkiem wytwarzanym m.in. przez monocyty, komórki 
trofoblastyczne, komórki guza. PAI-2 jest obecny w dużej ilości w osoczu kobiet ciężarnych. 
Jego właściwości inhibicyjne są 15 razy mniejsze niż PAI-1. Ogólnie PAI-2 określa się jako 
inhibitor pozakomórkowej proteazy serynowej uPA. Jednakże, większość nowo- 
syntezowanego PAI-2 pozostaje wewnątrz komórki. Ostatnio postuluje się wewnątrz­
komórkową rolę PAI-2 na podstawie obserwacji, że cytoplazmatyczna ekspresja PAI- 
2 chroni komórki przed apoptozą, w której pośredniczy TNF-a. PAI-2 może występo­
wać w dwóch formach: wydzielniczej i cytozolowej. Forma wydzielnicza uczestniczy 
w kontroli przebudowy tkankowej i w fibrynolizie. Forma cytozolowa gra ważną rolę 
w wewnątrzkomórkowej proteolizie w takich procesach, jak apoptoza i zapalenie 
[10,20],

1.7. Inne cząsteczki związane z systemem aktywacji plazminogenu

W procesach adhezji i migracji komórek składniki systemu aktywacji plazminogenu 
współdziałają z innymi cząsteczkami. Należą do nich: witronektyną i integryny.

1.7.1. Witronektyną
Witronektyną jest glikoproteinąobecną w osoczu krwi i pozanaczyniowo w macierzy 

pozakomórkowej. Przyczynia się ona do adhezji i rozprzestrzeniania się komórek. Koniec 
N witronektyny (domena somatomedyny B) łączy się zarówno z PAI-1, jak i uPAR, 
które konkurują ze sobą o przyłączenie [6]. Witronektyną przyłącza się również do 
integryn, obecnych w błonie komórkowej, które współzawodniczą o łączenie z PAI-1. 
Łączenie to następuje w miejscu sekwencji RGD (linijna sekwencja arginina-glicyna- 
asparaginian /Arg-Gly-Asp/) [ 1 ].

1.7.2. Integryny
Integryny są rodziną transbłonowych glikoprotein. Zbudowane są z łańcuchów oc i 

[3. Należą do cząsteczek odpowiedzialnych za adhezję komórek. Do ligandów integryn 
w macierzy pozakomórkowej należy wiele cząsteczek, np. kolagen, laminina, 
fibronektyna, witronektyną. Integryny łączą się z tymi cząsteczkami w miejscu sekwencji

rcin.org.pl



128 E. JAKUBISZYN, P. DZIĘGIEL, M. ZABEL

E C MKOMÓRKA

RYCINA 2. Przyłączenie pro-uPA do jego receptora uPAR powoduje aktywację pro-uPA do uPA. 
Kompleks uPA-uPAR (1) powoduje przejście plazminogenu w aktywną plazminę, która proteolizuje 
białka ECM; (2) moduluje fUnkcję integryn umożliwiając im wiązanie się z niektórymi składnikami ECM, 
np. witronektyną; (3) aktywuje procesy wewnątrzkomórkowe mające wpływ na reorganizację mikrofila- 
mentów aktynowych i miozyny. Wszystkie te trzy procesy umożliwiają migrację komórek. W przypadku 
komórek nowotworowych prowadzi to do naciekania podścieliska i umożliwia przerzutowanie. 
Przyłączenie PAI-1 do kompleksu uPA-uPAR powoduje inaktywację kompleksu i prowadzi do jego 
internalizacji (4). Cząsteczka uPAR może podlegać recyrkulacji i powracać do błony komórkowej (5)

RGD. Wewnątrzkomórkowe) integryny łączą się poprzez układ wielu białek z mikrofila- 
mentami aktynowymi. To połączenie integryn, poza- i wewnątrzkomórkowo, umożliwia 
poruszanie się komórki dzięki systemowi mikrofilamentów aktynowych i miozynowych 
przy jednoczesnym umocowaniu w macierzy pozakomórkowej.

2. SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU 
W HODOWLACH KOMÓRKOWYCH

Łączenie z uPAR powoduje akumulację pro-uPA i uPA na powierzchni komórek. 
Badania immunocytochemiczne na hodowlach komórkowych wykazały, że uPAR i 
jego kompleksy z pro-uPA i uPA gromadzą się często w specyficznych miejscach - 
obszarze kontaktu komórek z podłożem. W czasie migracji komórek uPAR zwykle 
ulega koncentracji na prowadzącym brzegu komórki. Tym samym lokalizacja uPAR 
wydaje się mieć charakter dynamiczny. Aktywacja pro-uPA związanego z uPAR na 
powierzchni komórki przebiega dużo szybciej niż aktywacja niezwiązanego pro-uPA.
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Aktywny uPA związany z uPAR na powierzchni komórki katalizuje aktywację 
plazminogenu dużo bardziej wydajnie niż niezwiązany uPA. To wzmocnienie aktywacji 
pro-uPA i aktywacji plazminogenu przez uPA wydaje się być spowodowane przez 
akumulację plazminogenu na powierzchni komórki. Najbardziej oczywistą konsekwencją 
okołokomórkowego wytwarzania plazminy jest degradacja fibryny i innych białek 
macierzy pozakomórkowej [1].

W hodowlach komórkowych PAI-1 jest związany z witronektyną w podłożu. 
Połączenie PAI-1 z witronektyną może chronić witronektynę przed degradacją spowo­
dowaną przez uPA.

Dużo uwagi poświęca się przypuszczeniu, że kompleks uPA-uPAR może aktywować 
wewnątrzkomórkową kaskadę przenoszenia sygnałów, bez wytwarzania plazminy. Proces 
zostaje zainicjowany przez przyłączenie uPA do uPAR, co aktywuje różne kinazy i dalej 
czynniki transkrypcyjne, które z kolei mogą wpływać poprzez aktywację syntezy 
odpowiednich białek na strukturę cytoszkieletu, adhezję komórek i ich migrację [10,20], 
Kompleks uPAR-uPA reaguje z PAI-1; następnie może ulegać internalizacji, czyli 
endocytozie kompleksów [2,10], Do endocytozy dochodzi przez przyłączenie kompleksu 
do receptorów endocytozy z rodziny LDLR (receptorów lipoproteinowych o małej gęstości). 
uPAR podlega recyrkulacj i i może powracać na powierzchnię komórki [1,10,27],

Klasyczną rolą plazminogenu jest przeciwdziałanie adhezji komórka-podłoże i 
komórka-komórka, ponieważ okołokomórkowe powstanie plazminy prowadzi do 
degradacji receptorów adhezji i ich ligandów w macierzy pozakomórkowej.

W regulacji adhezji komórek może mieć też udział zaininicjowanie kaskady sygnałów 
wewnątrzkomórkowych przez kompleks uPA-uPAR oraz regulacja funkcji integryn przez 
ten kompleks, do której prawdopodobnie dochodzi przez bezpośredni pozakomór-kowy 
kontakt uPAR-integryny [1], uPAR może być również receptorem adhezji, gdyż ma 
zdolność łączenia witronektyny. Proces ten jest stymulowany przez uPA, którego 
przyłączenie do uPAR powoduje zmiany przestrzenne w jego strukturze, eksponujące 
miejsce wiązania z witronektyną, czyli uPA stymuluje łączenie uPAR-witronektyną [20].

2.1. Migracja komórek
Migracja komórek jest definiowana jako poruszanie się komórek przez podłoże 

macierzy pozakomórkowej, obejmuje jej rozciągnięcie i przyłączenie integryn lub innych 
receptorów adhezji do ich ligandów w macierzy (takich jak witronektyny) przy 
prowadzącym brzegu komórki. Adhezja komórka-macierz przy jej brzegu prowadzącym 
daje siłę napędową do pociągnięcia komórki do przodu, siła mechaniczna jest wytwarzana 
przez układ aktyna-miozyna. Rozszczepienie kompleksu integryny/ligand umożliwia 
retrakcję pozostającej części komórki [1].

uPA może stymulować migrację komórek drogą proteolityczną i nieproteolityczną. 
W pierwszym przypadku ma to miejsce przez katalizowanie wytwarzania plazminy, 
która powoduje degradację białek macierzy pozakomórkowej i receptorów adhezji, co 
ułatwia uwalnianie pozostającej części komórki [3].

W przypadku stymulacji nieproteolitycznej efekt ten może zależeć od wzmocnienia 
przez uPA adhezji na brzegu prowadzącym komórki przez stymulację łączenia uPAR- 
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witronektyną [3], od aktywacji kaskady wewnątrzkomórkowego przekazywania sygna­
łów w prowadzącym brzegu komórki [20] oraz od regulacji aktywności łączenia integryn. 
Do stymulacji może też dochodzić przez wiązanie z PAI-1, co powoduje uwolnienie 
jego połączenia z witronektyną i znosi jego inhibicję w stosunku do łączenia integryn i 
witronektyny [1,3].

PAI-1 może wpływać hamująco lub stymulująco na migrację komórek. Zależy to od 
hamującego wpływu PAI-1 na wiązanie integryn z witronektyną i relatywnego udziału 
tego wiązania w migracji komórek [5]. PAI-1 może też hamować migrację komórek 
przez inhibicję katalizowanego przez uPA wytwarzania plazminy [3].

2.2. Inwazja komórek w hodowlach komórkowych
Różne badania w hodowlach komórkowych wykazały, że wytwarzanie plazminy, 

katalizowane przez połączenie uPA z uPAR na powierzchni komórek inwazyjnych jest 
czynnikiem wpływającym na szybkość inwazji w wielu typach komórek. Badania te 
wykonano przy użyciu testów oceniających inwazję w hodowlach komórkowych, takich 
jak np. test na inwazję w izolowanej ludzkiej błonie owodniowej, w żelu fibrynowym i 
kolagenowym i w innych rodzajach odtworzonej ECM (tzw. Matrigel). Obserwowano, 
że PAI-2 zawsze hamuje inwazję. Obserwacje dotyczące PAI-1 są bardziej różnorodne. 
Ta niejednorodność obserwowanych efektów działania PAI-1 może mieć związek z 
inhibującym wpływem na inwazję nadmiernej aktywacji plazminogenu. Mimo że wysoki 
poziom PAI-1 może chronić macierz pozakomórkową przed proteolizą zależną od 
aktywacji plazminogenu i w ten sposób hamować inwazję, to niski poziom PAI-1 może 
być potrzebny do ochrony białek macierzy pozakomórkowej niezbędnych do migracji 
komórek. Wpływ PAI-1 na inwazję wydaje się być zależny od ekspresji innych 
składników systemu aktywacji plazminogenu w komórkach inwazyjnych, od receptorów 
endocytozy, integryn i składu macierzy pozakomórkowej [1].

3. SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU W PROCESACH 
FIZJOLOGICZNYCH I PATOFIZJOLOGICZNYCH 

NIENOWOTWOROWYCH - BADANIA NAD MYSZAMI 
Z BRAKAMI SPECYFICZNYCH GENÓW

Badania te wykazały, że u myszy plazminogen -/- oraz u myszy uPA-/- i tPA-/- 
powstająrozsiane złogi fibryny wewnątrz- i pozanaczyniowo, powodując rozległe uszko­
dzenia narządów, niską wagę ciała i krótki czas życia. Dlatego uważa się, że fibrynoliza 
może być krytyczną i być może jedyną istotną fizjologiczną funkcją aktywacji plazmino­
genu [ 1 ]. U myszy uPA-/- i myszy plazminogen -/- stwierdzono upośledzoną rekrutację 
leukocytów do miejsca infekcji. uPA i jego prekursory mogą stymulować chemotaksję 
różnych typów komórek, np. leukocytów, neutrofili i makrofagów [ 1 ]. U myszy uPA-/- w 
ciągu pierwszych trzech dni życia naskórek proliferuje znacznie wolniej niż naskórek 
normalnej myszy. Proliferacja normalizuje się do 5 dnia życia, a potem stopniowo zmniejsza 
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się z wiekiem, podobnie jak u myszy normalnej, do bardzo niskiego poziomu charak­
terystycznego dla dojrzałego naskórka. Dla kontrastu naskórek myszy tPA-/- wykazuje 
normalną proliferację w każdym okresie życia. Mechanizm, w którym uPA promuje 
proliferację naskórka, nie jest jasny. Jedną z możliwości jest, że uPA łącząc się z 
receptorem uPAR stymuluje transdukcję sygnałów. Inna hipoteza zakłada, że następuje 
odszczepienie czynnika wzrostu hepatocytów, który jest mitogenem dla keratynocytów. 
HGF jest przekształcany do swojej aktywnej formy bezpośrednio przez uPA [22].

Wyniki tych obserwacji ukazują, że system aktywacji plazminogenu może pełnić 
fizjologiczne role niezwiązane z fibrynolizą.

4. SYSTEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU 
W EKSPERYMENTALNYM TWORZENIU PRZERZUTÓW 

U ZWIERZĄT

Wiele eksperymentów na zwierzętach wykazało, że wytwarzanie plazminy 
katalizowane przez uPA odgrywa istotną rolę w procesie tworzenia przerzutów. Aby 
ułatwiać ten proces, uPA musi być związane z uPAR.

Ekspresja PAI-2 w komórkach raka hamuje tworzenie przerzutów [1], Brak 
spójnych wyników dotyczących PAI-1. Istnieją badania wykazujące upośledzenie 
zdolności przerzutowania po iniekcji zwierzętom PAI-1, jak i takie, które wykazują 
udział PAI-1 w inwazji komórek raka i angiogenezie.

Angiostatyna hamuje wzrost guza pierwotnego i tworzenie przerzutów u zwierząt 
przez inhibicję angiogenezy guza, która następuje przez hamowanie migracji komórek 
śródbłonka i ich proliferacji [1],

5. PROCESY ZACHODZĄCE W GUZIE NOWOTWOROWYM 
ZWIĄZANE Z SYSTEMEM AKTYWACJI PLAZMINOGENU

Sytuacja w guzie in vivo jest dużo bardziej skomplikowana niż w hodowlach 
komórkowych, służących do badania roli systemu w migracji komórek i inwazji. W 
guzie nie tylko komórki nowotworowe, ale też komórki niezłośliwe mają właściwości 
migracyjne i inwazyjne, co jest związane z procesem przebudowy tkanek wywołanym 
przez komórki raka. System aktywacji plazminogenu może uczestniczyć we wzroście 
guza, inwazji i tworzeniu przerzutów biorąc udział w takich właśnie procesach. W celu 
zidentyfikowania procesów zachodzących w guzie, w których uczestniczy system 
aktywacji plazminogenu, stosuje się immunohistochemię i hybrydyzację Zzz situ, 
uwidaczniając komórki wykazujące ekspresję poszczególnych składników systemu. 
Ograniczeniem takich badań jest fakt, że niekoniecznie musi istnieć korelacja między 
ilością określonego białka w określonym miejscu i jego funkcjonalnym znaczeniem w 
tej lokalizacji. Wyniki poszczególnych badań różnią się między sobą. Jednak ogólną 
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regułą jest, że każdy z elementów systemu wykazuje ekspresję nie tylko w jednym 
typie komórek i że wzory ekspresji w różnych typach guzów są odmienne. Lokalizacja 
poszczególnych elementów może się różnić w poszczególnych guzach w tej samej 
tkance, zależnie od stopnia ich zróżnicowania [1].

Obecność elementów systemu aktywacji plazminogenu w komórkach raka sugeruje 
ich funkcję w migracji i inwazji komórek raka, ich obecność w fibroblastach podścieliska 
— ich rolę w desmoplazji i przebudowie podścieliska, natomiast obecność w komórkach 
śródbłonka - rolę w angiogenezie.

Różna ekspresja PAI-1 przez różne typy komórek i w różnych typach tkanek może 
być związana z zależną od nowotworu przebudową tkanek, przez umożliwienie 
odkładania nowej macierzy pozakomórkowej, np. podczas angiogenezy, w obszarach 
tkanek o dużej aktywności uPA [1].

6. EKSPRESJA ELEMENTÓW SYSTEMU AKTYWACJI 
PLAZMINOGENU W GUZIE I ROKOWANIE CHORYCH

Ekspresja uPA, PAI-1 i uPAR w złośliwych guzach u człowieka jest znacząco wyższa 
niż w odpowiadających im tkankach normalnych [ 13], jednak ich ekspresja w określonym 
typie guza różni się znacząco między poszczególnymi pacjentami.

U chorych z dużą ekspresją uPA w komórkach guza stwierdzono krótszy czas wolny 
od choroby i krótszy całkowity czas przeżycia w porównaniu z chorymi, u których ta 
ekspresja była niska. Niekorzystna rokowniczo wydaje się być również wysoka ekspresja 
PAI-1 i uPAR. Odwrotnie, ekspresja tPA korelowała z dobrym rokowaniem [7].

Wysoki poziom ekspresji uPA obserwowano zarówno w ludzkich guzach, jak i liniach 
komórkowych z raków pęcherza, piersi, płuca [17], prostaty [12], jelita grubego [2,15], 
jajnika [25,29] i płaskonabłonkowym raku jamy ustnej [16], Podwyższona ekspresja 
uPA i PAI-1 w rakach jajnika i piersi korelowała z większą inwazyjnością, częstością 
wznów, krótszym czasem przeżycia [6,25,26,27,29]. W raku piersi wykazującym wysoką 
ekspresję uPA obserwowano zwiększone ryzyko wczesnych wznów i złe rokowanie 
ze względu na wczesne przerzuty [6,9,11,24], Podobnie gorsze rokowanie miały chore 
na raka piersi z niską ekspresją tPA [7]. W raku piersi in situ (DCIS) wysoka ekspresja 
uPAR znacząco korelowała z nawrotem choroby [14], Progresja guza i wznowy 
związane były z wysoką ekspresją uPA w raku pęcherza.

PODSUMOWANIE

Hipoteza, że aktywacja plazminogenu jest czynnikiem ograniczającym inwazję 
guza i tworzenie przerzutów, znalazła potwierdzenie w wielu badaniach in vitro i in 
vivo. Rosnąca wiedza na ten temat wykazała, że system działa w sposób dużo bardziej 
skomplikowany, niż zakładano. Wiele wyników sugeruje, że oprócz funkcji zależnych 
od plazminy (tj. degradacji białek błony podstawnej i macierzy pozakomórkowej, co rcin.org.pl
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ułatwia inwazję komórek nowotworowych do otaczających tkanek), system aktywacji 
plazminogenu pełni też funkcje niezależne od plazminy. Na funkcje te składa się: 
inicjowanie przez połączenie uPA z uPAR kaskady wewnątrzkomórkowego przenosze­
nia sygnałów; działanie uPAR jako receptora witronektyny i regulatora funkcji integryn; 
działanie PAI-1 jako regulatora uPAR i łączenia integryn z witronektyną; interakcje z 
receptorami endocytozy.

Dynamiczny stan systemu umożliwia przestrzenną i czasową reorganizację jego 
składników na powierzchni komórek podczas ich migracji i inwazji. Co więcej, staje się 
pewne, że system spełnia wiele funkcji w biologii guza. Wydaje się, że odgrywa rolę 
nie tylko w migracji i inwazji komórek raka, ale i w przebudowie otaczających tkanek. 
Przykładem takich procesów jest angiogeneza i desmoplazja, czyli stymulacja proliferacji 
fibroblastów i syntezy białek macierzy pozakomórkowej. Procesy te, mimo że obejmują 
migrację i inwazję komórek nienowotworowych, mają silny wpływ na wzrost guza i 
inwazję, co może mieć duże znaczenie w całym procesie przerzutowania.

Specjalny problem istnieje w rozumieniu roli PAI-1 w biologii guza. Nieoczekiwane 
obserwacje, że PAI-1 jest markerem złej prognozy, stało się bodźcem do wielu badań, 
jednak nie wypracowano jednolitej hipotezy o roli PAI-1.

Niektóre obserwacje wskazują, że PAI-1 może przeciwdziałać migracji i inwazji 
przez hamowanie uPA, chroniąc macierz pozakomórkową przed proteolizą zależną od 
aktywacji plazminogenu i w ten sposób hamować inwazję. Inne popierają hipotezę, że 
PAI-1 jest niezbędny dla optymalnego działania systemu w tych procesach przez 
regulację adhezji komórek i ograniczanie proteolizy w czasie i w przestrzeni.

Ostatnie wyniki sugerują, że PAI-1, którego ekspresję wykazano w komórkach 
nienowotworowych, odgrywa rolę we wzroście guza i jego rozprzestrzenianiu przez 
ochronę nowej macierzy pozakomórkowej, powstałej podczas przebudowy tkanek, np. 
podczas angiogenezy.
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WYBRANE MECHANIZMY NABYWANIA 
ODPORNOŚCI ORGANIZMÓW NA ŚRODKI 

OCHRONY ROŚLIN

CHOSEN MECHANISMS OF ACQUIRING ORGANISMS’ RESISTANCE 
TOWARDS PESTICIDES

Katarzyna NOWACZYK, Aleksandra OBRĘPALSKA-STĘPLOWSKA 

Międzyzakładowa Pracownia Biologii Molekularnej, Instytut Ochrony Roślin 
w Poznaniu

Streszczenie'. Wystąpienie odporności jest naturalną konsekwencją zachodzących nieprzerwanie procesów 
ewolucyjnych wywołanych presją selekcyjną. W przypadku stosowania środków ochrony roślin presją tą są 
pestycydy, wykorzystywane w celu zapobiegania stratom w uprawach, spowodowanym przez patogeny, 
szkodniki itp. Wykształcanie przez agrofagi odporności na te preparaty jest zjawiskiem stosunkowo częstym, 
pojawiającym się nawet po krótkim czasie kontaktu z substancją czynną. Nabycie odporności jest najczęściej 
skutkiem mutacji punktowych, wpływających na zmianę struktury białek docelowych dla działania pestycy­
dów, czy powodujących zmianę funkcjonalną innych białek (np. enzymatycznych), lub też zwiększonej eks­
presji genów kodujących białka odpowiedzialne za detoksykację substancji czynnej. Zarówno mechanizmy 
działania biocydów, jak i nabywania na nie odporności stanowią bardzo szerokie zagadnienie, w związku z 
czym w niniejszej pracy omówione zostały wybrane mechanizmy molekularne, wpływające na pojawienie się 
odporności na środki ochrony roślin. Podane przykłady dotyczą najczęściej występujących szkodników i 
patogenów roślinnych - owadów, grzybów i patogenicznych bakterii, a także chwastów.

Słowa kluczowe', odporność, biocydy, patogeny roślin, 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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WSTĘP

Ciągły i szybki wzrost populacji ludzkiej wymaga nieustannego zwiększania produkcji 
żywności, a zwłaszcza jej wydajności. Jednym ze sposobów jest ograniczenie roz­
przestrzeniania się szkodników roślin, powodujących wraz z chorobami ok. 60% strat 
w produkcji roślinnej. Stosowane w ostatnich latach strategie ochrony roślin polegały 
głównie na krótkoterminowych interwencjach wykorzystujących pojedynczo dostępne 
na rynku technologie, szczególnie chemiczne pestycydy. Nie prowadzono badań nad 
możliwym współdziałaniem różnych technologii i ich kompatybilnością. Doświadczenia 
ostatnich lat pokazują, że im większą kontrolę udaje się uzyskać nad patogenami roślin 
w wyniku działań krótkoterminowych, tym większe prawdopodobieństwo poważnego 
załamania równowagi w poddanych im ekosystemach. Szkodniki zawsze wpływały na 
spadek wydajności produkcji, jednak wiele z zaistniałych obecnie problemów wynika z 
działań podjętych w celu ochrony roślin [39]. Jednym z takich problemów jest pojawienie 
się odporności u patogenów i szkodników roślinnych na stosowane przeciw nim środki.

Biocydy (ksenobiotyki) to substancje lub mieszaniny substancji przeznaczone do 
zwalczania chwastów, szkodników i patogenów roślin. Są to zwykle związki organiczne 
lub mineralne, toksyczne w określonych stężeniach dla każdej żywej komórki [28], Do 
ich najważniejszych cech należą: wysoka aktywność i duża selektywność, decydująca 
o szybkości działania związku i liczbie koniecznych aplikacji. Istotny jest także czas 
rozkładu substancji w środowisku i jego ewentualny toksyczny wpływ na człowieka i 
zwierzęta.W tabeli 1 przedstawiono podział pestycydów ze względu na grupy 
organizmów, na które działają.

Najliczniejsze i najczęściej stosowane są organiczne biocydy, czyli chemiczne środki 
ochrony roślin, żywności i człowieka, uniemożliwiające lub ograniczające rozwój 
mikroorganizmów odpowiedzialnych za biologiczny rozkład roślin, środków spożywczych, 
przemysłowych i tworzyw. Należą do nich m.in. aminy, amidy, fenole i ich pochodne, 
sulfidy, karbaminiany, izotiazole, tioftalimidy, pochodne triazynowe i inne [30].

PRZYKŁADOWE MECHANIZMY DZIAŁANIA PESTYCYDÓW

Omówienie mechanizmów nabywania odporności na środki ochrony roślin wymaga 
uprzedniego zapoznania się ze sposobem działania najczęściej stosowanych substancji. 
Nabywanie odporności jest zwykle związane z modyfikacją struktur lub cząsteczek 
docelowych dla biocydów lub też ze zmianami w transporcie substancji czynnej wewnątrz 
organizmu patogena. W celu pełniejszego obrazowania efektów zmian w genomie 
patogenów roślinnych, w niniejszej pracy przedstawiono przykłady działania związków 
stosowanych w ochronie roślin. Do najczęściej spotykanych patogenów i szkodników 
roślinnych należą bakterie, grzyby, owady oraz chwasty. Z tego względu liczbę przykła­
dów ograniczono do związków skierowanych przeciwko tym organizmom.
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TABELA 1. Podział biocydów w zależności od typu związku, jego właściwości 
lub organizmu docelowego (wg [30], zmodyfikowano)

Podział biocydów w zależności od organizmów docelowych

Bakteriocydy - zwalczające bakterie

Zoocydy - zwalczające organizmy zwierzęce: 
Insektycydy - środki owadobójcze 
Rodentycydy - środki gryzoniobójcze 
Moluskocydy- środki mięczakobójcze 
Nematocydy - środki nicieniobójcze 
Larwicydy - środki larwobójcze 
Aficydy - środki mszycobójcze
Akarycydy - środki roztoczobójcze 
Owicydy - środki niszczące jaja i roztocza

Fungicydy - zwalczające grzyby

Herbicydy - zwalczające chwasty

Podział biocydów w zależności od typu związku chemicznego - przykłady

N ie organiczne związki rtęci, cynku, miedzi, arsenu, fluoru, siarka, boraks, 
chloran sodu

Metaloorganiczne alkilowe pochodne cyny (estry i etery trib utyło cyny), miedzi, 
cynku, manganu i rtęci

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

Podział biocydów w zależności od właściwości związku chemicznego - przykłady

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

Nieutleniające bromonitropropandiol, bromonitrostyren, karbaminian, aldehyd 
glutarowy, izotiazol

Bakteriocydy

Stosowane w rolnictwie środki bakteriobójcze stanowią dużą grupę, w skład której 
wchodzą głównie antybiotyki, sulfonamidy, pochodne 8-hydroksychinoliny i in. Anty­
biotyki, stanowią bardzo liczną grupę związków i nie będą szczegółowo omawiane w 
niniejszej pracy.

Podstawowe mechanizmy działania bakteriocydów polegają na rozbijaniu struktury lub 
zmianie przepuszczalności ściany komórkowej, hamowaniu procesów energetycznych oraz 
biosyntezy. Przykłady związków działających bakteriobójczo przedstawiono w tabeli 2.
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TABELA 2. Przykłady bakteriocydów (wg [18], zmodyfikowano)

Elementy/mechanizmy komórki 
docelowe dla bakteriocydu

Przykłady związków

Ściana komórkowa bacytracyna, cefalosporyny, penicyliny

Błony komórkowe jonofory, polimyksyny

Synteza białek aminoglikozydy, chloramfenikol, tetracyklina

Synteza RN A rifamycyna

Synteza DNA chinolony

Synteza kwasu foliowego sulfonamidy

Jednym ze związków stosowanych jako składnik preparatów bakteriobójczych jest 
inhibitor syntetazy glutaminy, fosfinotricyna (PPT). Związek ten jest analogiem kwasu 
glutaminowego toksycznym dla bakterii i roślin. Formą stosowaną w ochronie roślin jest 
tripeptyd L-alanino-L-alanino-fosfinotricyna, z którego komórkowe peptydazy odcinają dwa 
aminokwasy, a powstała fosfinotricyna działa jako kompetycyjny inhibitor syntetazy 
glutaminy. Blokada enzymu przyczynia się do raptownego zwiększenia wewnątrz­
komórkowego poziomu amoniaku, co skutkuje rozbiciem struktur błonowych, a u roślin 
dodatkowo zahamowaniem fotosyntezy. Konsekwencją jest śmierć organizmu [21].

Sulfonamidy sąkompetycyjnymi inhibitorami syntazy dihydropteronianu, analogami 
kwasu p-aminobenzoesowego. Działanie antybiotyku zaburza wewnątrzkomórkowy 
metabolizm bakterii blokując syntezę kwasu dihydrofoliowego, co w konsekwencji 
prowadzi do zahamowania biosyntezy puryn i pirymidyn oraz nukleotydowych kofak- 
torów, takich jak NAD [17,29].

Czwartorzędowe związki amoniaku (np. chlorek benzalkoniowy) wpływają na 
przepuszczalność błon bakteryjnych i powodująkoagulacjęcytoplazmy. Stosowane sągłównie 
przeciw bakteriom Gram+, ale też niektórym Gram-, wirusom, grzybom i pierwotniakom [40].

Insektycydy

Spośród preparatów insektycydowych najliczniej reprezentowaną grupą sąneuroto- 
ksyny, działające na receptory synaptyczne, acetylocholinesterazę lub aksony komórek 
nerwowych owada. Działanie insektycydów należących do grupy tzw. insektycydów 
o niekonwencjonalnym mechanizmie działania polega na zaburzeniu rozwoju biologicz­
nego owadów, ich żerowania i komunikacji osobniczej. Tego typu preparaty blokują 
m.in. syntezę chityny czy receptory błon komórek nabłonka jelita środkowego.

Hamowanie aktywności acetylocholinesterazy (AChE), enzymu hydrolizującego 
acetylocholinę w synapsach nerwowych, zachodzi na zasadzie inhibicji kompetycyjnej. 
Związki fosforoorganiczne będące składnikami preparatów insektycydowych sąhydrolizo- 
wane przez AChE, czego skutkiem jest fosforylacja seryny w miejscu aktywnym enzymu 
i kilkudniowa blokada jego aktywności, prowadząca do śmierci owada [35].rcin.org.pl
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Jako tzw. bioinsektycydy stosuje się pochodne toksyn bakteryjnych - grupy 
bioinsektycydowych białek krystalicznych (Cry) produkowanych przez Bacillus 
thuringiensis* . Do tej pory zsekwencjonowano ponad 100 genów kodujących białka 
Cry. Są to sekwencje o wysokim stopniu zmienności, często kodowane przez plazmidy 
jako fragmenty większych struktur, zawierających ruchome elementy genetyczne. 
Toksyczne działanie tych białek zostało stwierdzone dla wielu gatunków owadów, jak 
również dla niektórych nicieni i pierwotniaków. Kryształy białkowe po spożyciu ulegają 
solubilizacji, a uwolnione protoksyny podlegają obróbce proteolitycznej w jelicie owadów. 
Powstałe toksyny wiążą się z receptorami powierzchniowymi komórek nabłonka jelita 
środkowego, wnikają w błony i formują nieselektywne kanały jonowe lub pory. W 
wyniku niekontrolowanego napływu wody i jonów komórki pęcznieją i następuje ich 
liza. Geny kodujące krystaliczne białko B. thuringiensis wykorzystuje się również do 
transformacji roślin w celu uzyskania odmian odpornych na owady. Toksyczność białek 
Cry jest wysoce specyficzna i ogranicza się do niektórych grup owadów i bezkręgow­
ców. Z tego względu B. thuringiensis jest obecnie najszerzej stosowanym pestycydem 
pochodzenia biologicznego [33].

*Owadzi patogen B. thuringiensis należy do bakterii Gram (+) produkujących przetrwalniki. 
Podczas stacjonarnej fazy wzrostu produkuje krystaliczne białko (Cry) o właściwościach owa­
dobójczych. Toksyczne białka kodowane są przez licznie występujące w genomie bakterii pla­
zmidy. Zaobserwowano interakcje (synergistyczne, jak i antagonistyczne) pomiędzy toksynami 
pochodzącymi z różnych szczepów B. thuringiensis. B. thuringiensis oficjalnie jest gatunkiem 
odrębnym od B. cereus, lecz metody biochemiczne i morfologiczne, a nawet niektóre z metod 
molekularnych nie pozwalają na jednoznaczne rozróżnienie obu gatunków. Część badaczy po­
stuluje więc traktowanie ich jako członków tego samego gatunku (B. cereus).

Potencjalnym bioinsektycydem jest również neurotoksyna z jadu pająka - atracotoksyna. 
Blokuje ona bramkowane napięciem kanały wapniowe w błonie komórkowej neuronów [42],

Działanie owadobójcze będące wynikiem specyficznego blokowania kanałów 
jonowych wykazują też syntetyczne insektycydy organiczne (pyretroidy, cyklodieny). 
Blokują one kanały sodowe w osłonce neuronów, doprowadzając do hiperpolaryzacji 
błony, blokady przewodzenia impulsów i paraliżu układu nerwowego [8,34,46].

Fungicydy

Większość fungicydów wpływa hamująco na procesy związane z biosyntezą oraz 
podziałem jądra komórkowego, funkcjonowaniem błony cytoplazmatycznej i mitochondriów, 
a także na przemiany energetyczne. Natomiast tzw. fungicydy trzeciej generacji wzbudzają 
reakcje odpornościowe rośliny, działając jak abiotyczne induktory (elicitory).

Za najbardziej aktywne grzybobójczo uważa się pestycydy blokujące podział jądra 
komórkowego i biosyntezę ergosterolu. Podziały mitotyczne są hamowane przez związki 
benzimidazolowe (karbendazym, tiabendazol, benomyl, tiofanat metylu). Działanie tych 
związków polega na blokowaniu kurczliwości mikrotubul wrzeciona kariokinetycznego, 
po związaniu się herbicydu z podjednostką p białek tubulinowych. Do fungicydów 
blokujących syntezę ergosterolu (IBE, inhibitory biosyntezy ergosterolu) należą związki 
triazolowe, imidazolowe i strobilurynowe [2].
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Związki metali, siarki oraz większość fungicydów aromatycznych to niespecyficzne 
inhibitory enzymów uczestniczących w przemianach energetycznych. Zaburzenia 
przemian energetycznych mogą też wynikać z uszkodzeń błony lub zaburzenia transportu 
elektronów przez błonę mitochondrialną. Zahamowanie biosyntezy białek polega 
najczęściej na zakłóceniu reakcji włączeania aminokwasów do kompleksu polipepty- 
dowego. Taki sposób działania charakteryzuje organiczne związki fosforu. Uszkodzenie 
białek błony komórkowej zakłóca jej przepuszczalność [2], a stymulacja wzrostu stężenia 
akumulowanego glicerolu wywołuje w komórkach stres hiperosmotyczny [45]. Sposoby 
działania fungicydów oraz przykłady substancji czynnych przedstawiono w tabeli 3.

TABELA 3. Przykładowe fungicydy oraz sposób ich działania

Sposób działania fungicydu Przykłady związków Litera­
tura

Blokada podziału mitotycznego * związki benzimidazolowe (karbendazym, tiabendazol, 
benomyl, tiofanat metylu)

[2]

Blokada biosyntezy ergosterolu związki triazolowe, imidazolowe, strobilurynowe (IBE) [2]

Zahamowanie biosyntezy białek organiczne związki fosforu (pirazofoz), niektóre 
fungicydy dichlorofenyloamidowe procymidon, 
iprodion, wink łozo lina)

[2]

Zahamowanie biosyntezy RN A związki fenyloamidowe (metalaksyl) [2]

Zaburzenia przemian energetycznych:
- uszkodzenia błon mitochondrialnych
- wakuolizacja wewnętrznej błony 
mitochondrialnej

związki difenyloamidowe, dinokap 
terrazol

[22]
[22]

Zaburzenia przemian energetycznych
- zahamowanie transportu elektronów 
przez błonę mitochondrialną

związki strobilurynowe [22]

Zaburzenia przemian energetycznych 
- niespecyficzna inhibicja enzymów

związki metali (miedzi, cyny, rtęci), związki siarki 
tiokarbaminiany, fungicydy aromatyczne

[22]

Zakłócenie przepuszczalności błony 
komórkowej

dodyna (monooctan guanidyny, kationowy surfaktant), 
tridemorf

[2]

Stres hiperosmotyczny fungicydy fenylpirolowe [45]

Wzbudzenie reakcji odpornościowej 
rośliny

fosetyl glinu [43]

*) Działanie tych związków polega na blokowaniu kurczliwości mikrotubul wrzeciona kariokinetycznego, 
po związaniu się fungicydu z podjednostką (3 białek tubulinowych

rcin.org.pl



MECHANIZMY ODPORNOŚCI 143

Herbicydy

Działanie herbicydów polega głównie na blokowaniu syntezy aminokwasów, karote- 
noidów lub lipidów, a także na zaburzeniu cyklu wzrostowego rośliny. Wiele związków 
działa też poprzez hamowanie transportu elektronów w chloroplastach.

Przykładem związków uszkadzających elementy fotosystemu mogą być DCMU 
(dichlorofenylodimetylomocznik) i Parakwat (dichlorek 1,1 ’-dimetylo-4,4’-dipirydylu). 
DCMU blokuje przepływ elektronów pomiędzy fotoukładami PS II i PS I przy 
przenośniku elektronów - cząsteczce ubichinonu Q v która jest połączona z drugą 
cząsteczką ubichinonu QB. Struktura QB decyduje o powstaniu połączenia z QA. W 
przypadku zablokowania transferu elektronów między cząsteczkami ubichinonu (na 
skutek działania herbicydu lub np. mutacji w genie kodującym Q x) możliwe jest 
powstanie mutacji, zmieniającej strukturę QB, co decyduje o powstaniu alternatywnego 
połączenia między białkami, a zatem o odporności na DCMU.

Parakwat przechwytuje elektrony przekazywane pomiędzy PS I i NADP+, działając jako 
egzogenny akceptor elektronów i przekazując je następnie na tlen. Skutkiem nieprawidłowego 
transportu elektronów jest powstawanie w chloroplastach rodników ponadtlenkowych O,' i 
uszkodzenie składników chloroplastu, w szczególności lipidów i białek [28],

2,4-D (kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) należy do pochodnych fenoksykwasów 
i działa jak regulator wzrostu roślin podobny do auksyn. W większych stężeniach niszczy 
rośliny dwuliścienne, zmuszając je do nadmiernie szybkiego wzrostu, w wyniku czego roślina 
ginie. Rośliny jednoliścienne mają szybki sposób detoksykacji 2,4-D, dlatego herbicyd ten 
stosuje się do zwalczania dwuliściennych chwastów w uprawach jedno-liściennych [28].,

Glyfosat to herbicyd o szerokim spektrum działania. Blokuje on aktywność syntazy 
kwasu 5-enolopirogrono-3-fosfoszikimowego (EPSPS), która uczestniczy w biosyntezie 
aminokwasów aromatycznych. Herbicyd jest nieszkodliwy dla zwierząt, niedokonu- 
jących syntezy tych aminokwasów [28],

Do inhibitorów syntazy acetylomleczanowej (ang. acetolactate synthase, ALS) 
należą herbicydy sulfonynolymocznikowe oraz imidazole. Inhibitory ALS wpływają na 
zahamowanie szlaku metabolicznego leucyny, izoleucyny i waliny poprzez zablokowanie 
jednego z dwóch (lub obu) miejsc w cząsteczce enzymu. Herbicydy mogą hamować 
wzrost komórek poprzez inhibicję syntazy celulozowej, prawdopodobnie blokując miejsce 
wiązania pewnych regulatorów lub fragment białka odpowiedzialny za formowanie 
poru, którym łańcuchy celulozowe przechodzą przez błonę komórkową. Przykładem 
tego typu herbicydów sątiazolidinony i izoksaben [32].

Do najczęściej stosowanych należą herbicydy triazynowe, mocznikowe, karbami- 
nianowe, tiokarbaminianowe, amidowe i fenoksyalkanokarboksylowe. Wprowadza się 
też herbicydy nowego typu - fotodynamiczne. Są to herbicydy o strukturze dwupierś- 
cieniowej typu difenyl-eter (np. acifluorfen, oksyfluorfen), działające na zasadzie inhibicji 
kompetycyjnej w miejscu przyłączenia naturalnego substrato dla oksydazy protopor- 
firynogenu IX. Jest to ostatni enzym szlaku biosyntezy tetrapirolu, a jego zablokowanie 
prowadzi do akumulacji protoporfirynogenu IX. Wynikiem jest absorpcja energii świetlnej 
przez protoporfirynogen IX, fotooksydacja i uwolnienie toksycznych dla komórki 
reaktywnych form tlenu [19].

rcin.org.pl



144 K. NOWACZYK, A. OBRĘPALSKA-STĘPLOWSKA

Herbicydy działają selektywnie w zależności od rozmieszczenia systemu korzenio­
wego chwastów i roślin uprawnych w glebie. Substancje te działają na systemy 
enzymatyczne, funkcjonujące w określonych, wyspecjalizowanych tkankach, dlatego 
docelowe miejsce działania herbicydów w roślinie odgrywa również dużą rolę. 
Odporność na herbicyd może być wynikiem słabego przemieszczania się tego związku 
do tkanki docelowej, na przykład wierzchołków wzrostu.

Selektywność działania herbicydu w stosunku do określonych gatunków roślin wynika 
głównie ze zdolności pewnych roślin (np. uprawnych) do jego detoksykacji. Odporność 
na 2,4-D polega na jego szybkim metabolizowaniu. Może się to odbywać drogąhydroksylacji 
pierścienia aromatycznego, przyłączenia glukozy lub kwasu aspara-ginowego przy grupie 
karboksylowej, jak też poprzez reakcję utlenienia łańcucha bocznego, którego usunięcie 
powoduje zanik aktywności hormonalnej. Zbyt wolne przeprowadzanie tej ostatniej reakcji 
jest przyczyną wrażliwości chwastów dwuliś-ciennych na ten herbicyd [15]. Każdy 
herbicyd w stężeniu większym niż stężenie niszczące określoną grupę chwastów może 
uszkodzić lub zniszczyć także roślinę uprawną.

DZIAŁANIE PESTYCYDÓW NA ORGANIZMY INNE 
NIŻ DOCELOWE

Wpływ biocydów na rośliny uprawne może mieć dwojaki charakter. Zazwyczaj działania 
pozytywne przeważają nad szkodliwymi skutkami ubocznymi ich stosowania. Część 
pestycydów, jak fungicyd kaptan, może korzystnie wpływać na wzrost liści i pędów, 
intensywność fotosyntezy oraz zabarwienie owoców poprzez stymulację gromadzenia 
antocyjanów w skórce owoców, np. jabłek [2]. Stosowanie fungicydów chroni rośliny 
przed akumulacją mykotoksyn w tkankach, a herbicydów - przed nadmierną konkurencją 
o wodę i energię świetlną [28]. W wielu przypadkach trudno jest jednak wyeliminować 
negatywny wpływ pestycydów na rośliny uprawne. Stosowa-ne substancje są często 
toksyczne dla roślin, wywołując powstawanie nekroz na liściach, kwiatach i owocach. 
Związki miedzi i siarki mogą przyczyniać się do silnego uszkodzenia liści i owoców, a 
nieorganiczne związki siarki powodują ponadto zahamowanie fotosyn-tezy. Substancje 
te zwiększają również transpirację kutykulamą kosztem zatrzymania transpiracji 
szparkowej. Z kolei zaprawy do nasion często obniżają zdolność i energię ich kiełkowania.

Większość chemicznych pestycydów ma bardzo szerokie spektrum działania 
i niszczy, oprócz szkodników, także organizmy pożyteczne, wywołując niekorzystne 
zmiany w składzie i strukturze fauny glebowej [30], Powszechne stosowanie środków 
ochrony roślin, a także nieorganicznych nawozów wpływa redukuj ąco na produktywność 
i jakość gleby, która w pewnym stopniu zależy od procesów fizjologicznych żyjących w 
glebie mikroorganizmów. Pestycydy mogą wpływać na gęstość występowania glebo­
wych bakterii i grzybów, ich aktywność i wzrost, przyczyniając się do niekorzystnych 
zmian w liczebności i strukturze populacji tych mikroorganizmów. Zmiany te prowadzą 
do spadku różnorodności i zaniku funkcji mikrorganizmów glebowych i zachwiania 
równowagi dynamicznej środowiska glebowego [13].
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Stosowanie chemicznych środków ochrony roślin nie pozostaje również bez wpływu 
na człowieka. Pestycydy wywierają duży wpływ na system immunologiczny osób 
pracujących przy ich produkcji, stosujących je rolników, a także mieszkańców terenów 
rolniczych oraz konsumentów wyprodukowanej przy ich użyciu żywności. Wpływ ten 
jest najczęściej immunosupresywny, czasem jednak immunostymulujący, w zależności 
od rodzaju stosowanego środka oraz dawki. Immunosupresja zwiększa ryzyko wystą­
pienia nowotworów. Immunostymulacja przyczynia się do pojawiania się chorób 
autoimmunologicznych i alergii [41],

Dyrektywy Unii Europejskiej ściśle określają rodzaj i ilość związków stosowanych 
jako biocydy, wprowadzanych na rynki krajów UE. Wyklucza się użycie związków 
działających niekorzystnie na organizm, np. wydzielających formaldehyd, tworzących 
rakotwórcze nitrozoaminy. Także produkty przemian chemicznych i mikrobiologicznych 
używanych pestycydów nie mogą wykazywać działania toksycznego, rakotwórczego, 
uczulającego itp. [30], Pestycydy organiczne mają określony czas trwałości, determi­
nujący czas karencji (najkrótszego okresu, jaki musi upłynąć od ostatniego kontaktu 
roślin z preparatem do terminu ich zbioru i spożycia) [28].

MECHANIZMY NABYWANIA ODPORNOŚCI 
NA ŚRODKI OCHRONY ROŚLIN

Rozwój odporności na pestycydy jest procesem ewolucyjnym, w którym dany pestycyd 
działa jako presja selekcyjna na populację zróżnicowaną genetycznie pod względem 
odporności na niego. Tempo tego procesu zależy od zróżnicowania genetyczn-ego tej populacji 
oraz od intensywności selekcji [23], Określenie charakteru odporności i zidentyfikowanie 
odpowiedzialnych za ten mechanizm mutacj i powinno w przyszłości pozwolić, w powiązaniu 
z badaniami z dziedziny genetyki populacyjnej i ekologii, na stworzenie zintegrowanych 
technik ochrony roślin (ang. Integrated Pest Management, IPM) [39],

Wrażliwość organizmu na dany związek zależy od trzech cech: istnienia w komórce 
elementu docelowego dla pestycydu, posiadania mechanizmu transportu substancji do 
wnętrza komórki oraz braku enzymów inaktywujących lub modyfikujących te związki. 
Zmiana którejkolwiek z tych cech prowadzi do nabycia odporności przez organizm 
[ 18].W każdej populacji, obok dominujących form wrażliwych, mogą w wyniku mutacji, 
krzyżowania i heterokariozy (u grzybów) pojawić się osobniki odporne. Formy te, 
początkowo nieliczne, wskutek selekcyjnego działania pestycydu, stopniowo zaczynają 
dominować w populacji. Prawdopodobieństwo nabycia odporności w dużym stopniu, 
obok zmienności gatunkowej organizmu, zależy od mechanizmu działania związku. 
Pestycydy działające na kilka układów enzymatycznych jednocześnie (np. zakłócające 
funkcje energetyczne) stwarzają mniejsze niebezpieczeństwo uodpornienia się osobnika 
niż związki selektywne, działające na ściśle określone funkcje. Odporność na pestycydy 
wchodzące w specyficzne reakcje z elementami komórki (np. inhibitory syntezy 
ergosterolu-związki benzimidazolowe) wykształca się często w bardzo krótkim czasie 
na skutek pojedynczych mutacji punktowych. Przykłady mutacji punktowych nadają­
cych odporność przedstawiono w tabeli 4.rcin.org.pl
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Możliwe jest również wystąpienie zjawiska odporności krzyżowej, polegającego na 
wykształceniu odporności na kilka substancji, należących do grupy związków o podobnym 
mechanizmie działania. Zablokowanie mechanizmu działania substancji czynnej pozwala 
na uodpornienie się na kilka związków w wyniku kontaktu tylko z jednym z nich.

Przykładem może być powiązanie odporności bakterii na streptomycynę z odpornością na 
inne antybiotyki z grupy aminoglikozydów (odporność krzyżowa między metycyliną, streptomycyną 
i tetracykliną) [9]. U grzybów często występuje zjawisko nabywania odporności krzyżowej, 
którego przyczynąjest nadużywanie fungicydów benzimidazolowych, dikarboksyimidowych i 
fenyloamidowych [2], Zależności między nabywaniem odporności na najczęściej stosowane 
insektycydy przedstawiono na rycinie 1.

Działanie presji selekcyjnej w kierunku zwiększania puli genów odporności 
w populacji przejawia się już w najwcześniejszych stadiach rozwoju organizmów. 
Przyczyną bardzo szybkiego uodpornienia się chwastów na herbicydy - inhibitory ALS 
jest wystąpienie mutacji punktowych w genie enzymu syntazy acetylomleczanowej. 
Uważa się, że na słupku kiełkują jedynie zmutowane ziarna pyłku, co zwiększa 
prawdopodobieństwo utrzymania się i rozprzestrzenienia mutacji w populacji [12].

Ewolucyjny proces nabywania odporności na środki ochrony roślin może służyć 
jako dobry model adaptacji organizmów. Adaptacja ta może odbywać się różnymi 
drogami, które zazwyczaj determinują szybkość wykształcenia odporności oraz jej 
mechanizm. Przykłady niektórych mechanizmów nabywania odporności zaprezentowano 
w tabeli 5.

Mutacje punktowe powodujące zmianę właściwości 
i/lub struktury białka docelowego

Mutacje punktowe mogą zmieniać konformację miejsca wiązania pestycydu do 
białka, przez co wiązanie z pestycydem jest nietrwałe lub wręcz niemożliwe. Przykładem 
może być mutacja w genie kanału sodowego owadów, powodująca niewrażliwość 
tego kanału na pyretroid [46]. Za zmianę w interakcji enzymu z inhibitorem (tzw. 
herbicydami typu fop i dim — haloxyfop, sethoxydim) odpowiada też mutacja punktowa 
w genie plastydowej karboksylazy acetylo-CoA, dzięki czemu herbicydy te nie inak- 
tywujądocelowego enzymu [44]. Ocenia się, że minimum 5 różnych mutacji punktowych 
w miejscu wiązania insektycydu przez AChE odpowiada, pojedynczo lub wspólnie, za 
zróżnicowany stopień odporności na związki fosforoorganiczne i insektycydy 
karbamylowe [3,35].

Dwie mutacje punktowe powodująpowstanie izoformy syntazy celulozowej niewrażliwej na 
herbicydy izoksabenowe i tiazolimidowe [32]. Z kolei, wywołane mutacjami punktowymi 
zmniej szone powinowactwo enzymu sterolo-14oc-demetylazy do fungicydów lmidazolowych i 
triazolowych odpowiada za znaczne zmniejszenie skutków działania prochlorazu i innych 
fungicydów należących do tych grup [8].

Zmutowane odporne białko może być jednak mniej stabilne, przy czym stabilność jest 
skorelowana z liczbą mutacji punktowych w pierwotnym genie. Zależność taką udoku­
mentowano w przypadku zmutowanego genu dla AChE u Drosophila melano-gaster [35].
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acetylocholinesteraza

esterazy ZWIĄZKI
FOSFOROORGANICZNE

kdr *
PYRETROIDY

DDT

REGULATORY 
WZROSTU
IIWERMEKTYNY“

oksydazy

RYCINA 1. Zależności w występowaniu odporności krzyżowej na najczęściej używane grupy 
insektycydów. W ramkach podano grupy związków będących składnikami preparatów insektycydowych. 
Kursywą wypisane zostały nazwy enzymów detoksykujących odpowiadających za odporność na dane 
grupy insektycydów (wg [3], zmieniono): kdr*  (ang. knockdown resistance) — odporność na szok, 
odporność układu nerwowego owadów na paraliż wywołany insektycydami blokującymi kanały jonowe; 
** — iwermektyny należą do syntetyzowanych przez bakterie z rodzaju Streptomyces związków z grupy 
laktonów makrocyklicznych stosowanych jako nematocydy i insektycydy, blokują bramkowane kwasem 
glutaminowym kanały sodowe bezkręgowców, co prowadzi do paraliżu mięśni
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Amplifikacja kopii genu
Strategia ta ma na celu osiągnięcie wyższego poziomu ekspresji genów kodujących 

białka odpowiedzialne za detoksykację ksenobiotyków. Najczęstszym przykładem jest 
zwiększenie kopii genu esterazy do ponad 250 u owadów, m.in. komarów, zwiększające 
odporność na związki fosforoorganiczne i karbaminiany, dzięki szybszej detoksykacji 
tych insektycydów [24],

Mutacje punktowe powodujące zmianę właściwości 
i/lub struktury białka innego niż docelowe

Istnieje również mechanizm odporności polegający na modyfikacji niektórych 
enzymów detoksykujących, niespecyficznych w stosunku do danego pestycydu i nie 
będących celem działania tych związków. W wyniku mutacji specyficzność takiego 
enzymu może zostać zmieniona w kierunku większego powinowactwa do konkretnego 
związku, co pozwala organizmom na skuteczną detoksykację lub inhibicję pestycydu. 
Przykładem mogą być esterazy, tworzące rodzinę złożoną z sześciu grup białek 
enzymatycznych. U Diptera występują one jako zgrupowanie genów na tym samym 
chromosomie. Poza mechanizmem odporności polegającym na amplifikacji kopii 
wielogenowych, mogą wystąpić również mutacje punktowe modyfikujące pojedyncze 
geny danej grupy. Na przykład zmiana niespecyficznej esterazy w specyficzną dla 
danego insektycydu hydrolazę może zajść w wyniku zmiany jednego aminokwasu w 
sekwencji białka [3,26].

Zwiększenie poziomu transkrypcji genów enzymów detoksykujących
Najczęściej występującym mechanizmem odporności owadów na insektycydy jest 

wzmożona transkrypcja genów enzymów detoksykujących: esteraz, oksydaz, transferaz 
glutationowych [3,10], Na przykład w odpowiedzi na presję selekcyjną wywieraną 
przez insektycydy chloracetanilidowe (atrazyna) u muchy domowej występuje 
zwiększenie poziomu transkrypcji transferaz glutationowych i esteraz biorących udział 
w detoksykacji tych związków [11], Przykładem podobnego mechanizmu u roślin może 
być nadekspresja syntetazy y-glutamylocysteiny (yECS), enzymu regulatorowego w 
procesie biosyntezy glutationu. Podwyższenie ekspresji yECS oraz transferaz glutatio­
nowych jest źródłem odporności na herbicydy chloracetanilidowe u topoli [14].

Nadekspresja białka docelowego dla pestycydu
W wyniku stosowania insektycydów karbamylowych i związków fosforoor­

ganicznych może wykształcić się mechanizm odporności polegający na biosyntezie 
większej ilości kopii acetylocholinesterazy. Część cząsteczek enzymu pozostaje wówczas 
zdefosforylowana i aktywna, a poziom aktywnej AChE ściśle koreluje ze stopniem 
odporności [10]. Zazwyczaj jednak mechanizm ten wiąże się z występowaniem mutacji 
punktowych w genie AChE. Ze względu na to, że mutacje punktowe w genie enzymu 
powodują jego zmniejszoną aktywność i stabilność, nadekspresja kompensuje te 
niekorzystne zmiany poprzez zwiększenie ilości kopii białka [35].rcin.org.pl
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Stabilizacja mRNA
Poziom enzymów może zostać zwiększony dzięki zapewnieniu większej stabilności 

transkryptu. Prawdopodobnie mutacja w jednym z genów monooksygenazy cytochromu p450 
wpływa na zwiększoną stabilność transkryptu tego genu i w ten sposób zwiększa 
wewnątrzkomórkowy poziom enzymu, co wpływa na odporność owadów na pyretroid [46].

Metabolizm i detoksykacja pestycydu
Częstym źródłem odporności jest zwiększenie poziomu i/lub aktywności związków 

wiążących ksenobiotyki (np. glutation, fitochelatyny) lub specyficznych enzymów 
biorących udział w inaktywacji pestycydu [8,10]. Przykładem mogą być bakterie odporne 
na analog kwasu glutaminowego — fosfinotricynę. Syntetyzują one enzym specyficznie 
go inaktywujący - acetylotransferazę fosfinotricyny [21].

Odporność może wynikać również z braku aktywnej formy enzymu, np. owady 
odporne na toksyczne białko Cry B. thuringiensis nie mają w jelicie proteaz zwykle 
trawiących protoksynę, w związku z czym niepoddany obróbce proteolitycznej 
bioinsektycyd pozostaje w formie nieaktywnej [33].

Minimalizacja skutków działania pestycydu
Tego typu strategie odpornościowe skutkują zwiększoną odpornością na toksyczne 

dotychczas związki poprzez: zmniejszenie stopnia wchłaniania pestycydu do komórki 
(zmiany w składzie ściany komórkowej, jej uszczelnienie, zmiany w budowie kanałów 
błonowych, którymi toksyczne substancje przedostają się przez błonę, zwiększenie ilości 
i aktywności pomp błonowych usuwających toksyny na zewnątrz komórki). Zwykle za 
osłabienie skutków działania pestycydów odpowiada zwiększenie naturalnej zdolności 
detoksykacji reaktywnych form tlenu powstałych w wyniku działania pestycydu na 
drodze szlaku antyoksydacyjnego. Często tego typu odporność, związana ze zwiększoną 
aktywnością lub ilością kopii enzymów szlaku antyoksydacyjnego, występuje u roślin 
odpornych na herbicydy uszkadzające fotosystem II. W odpowiedzi na herbicydy 
dikarboksyimidowe i fungicydy fenylpirolowe, zwiększające poziom akumulacji glicerolu 
w komórkach, u odpornych roślin i grzybów następuje hiperaktywacja MAP kinaz 
szlaku transdukcji sygnałów związanego ze stresem osmotycznym i przywrócenie 
prawidłowego ciśnienia osmotycznego w komórce [45]. Możliwe jest też aktywne 
usuwanie ksenobiotyku poza komórkę w drodze transportu aktywnego, jak to ma miejsce 
u niektórych grzybów odpornych na prochloraz [8]. U bakterii częstym mechanizmem 
odporności jest zmiana składu kwasów tłuszczowych błony, jej struktury oraz zwiększona 
synteza kwasów tejchojowych, co radykalnie zmniejsza przepuszczalność błony dla 
wielu antybiotyków [40].

Najczęstszą drogą przekazywania genów odporności u bakterii jest koniugacja. 
W genomie bakteryjnym odporność może być kodowana zarówno na chromosomie 
bakteryjnym, jak i przez plazmidy. Jeżeli plazmid występujący w komórce należy do 
koniugacyjnych, odporność może być przekazywana nawet między różnymi gatunkami 
bakterii, w dodatku proces ten nie zależy od obecności lub braku antybiotyków w 

rcin.org.pl
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środowisku. Na przykład gen odporności na metycylinę u Staphylococcus aureus 
(Gram+) powstał z genu [3-laktamazy S. aureus i fragmentu genu pochodzącego z innej 
bakterii, prawdopodobnie z E. coli (Gram-), kodującego białko wiążące penicylinę [18],

Mechanizm działania biocydów wpływa na czas wykształcenia się odporności na 
dany związek. Odporność na substancje niespecyficznie blokujące różne układy 
enzymatyczne wykształca się wolniej niż w przypadku związków wysoce selektywnych 
w stosunku do substratu.

EWOLUCJA ODPORNOŚCI

Genetyczne podstawy odporności na pestycydy grają decydującą rolę dla ryzyka 
dalszego rozprzestrzenienia się odporności. Nagły spadek efektywności pestycydu jest 
bardziej prawdopodobny, gdy odporność jest skutkiem mutacji w jednym genie (np. 
gwałtowny rozwój oporności na benzimidazole w populacji grzybowych patogenów 
roślin). Jeżeli odporność pojawia się dopiero w efekcie synergistycznego działania dwóch 
zmienionych genów, dopiero mutacja w obu loci powoduje jej wystąpienie. Stopniowe 
zmiany w kierunku zmniejszonej wrażliwości na środki ochrony roślin mają miejsce, 
gdy odporność jest w danej populacji pod kontrolą poligenową. Selekcja jest w tym 
przypadku raczej kierunkowa niż różnicująca [8]. Wykorzystywane jest wówczas 
zjawisko naturalnego zróżnicowania wrażliwości na pestycydy u organizmów w populacji 
[19], Mechanizmy odporności są bardzo złożone, gdyż na efekt działania pestycydu 
wpływ ma, poza genotypem patogena, również jego stan fizjologiczny i czynniki 
środowiskowe, w tym obecność i aktywność naturalnych wrogów.

Skutki nabycia odporności również bywają zróżnicowane. Substytucja w jednym 
locus z allelu wrażliwości w allel odporności może mieć wpływ na zmianę bioche­
micznych i fizjologicznych właściwości rozwojowych organizmu. Nabycie odporności 
na pestycydy może mieć negatywny wpływ na żywotność patogena w warunkach 
braku kontaktu z pestycydem, jak również na jego ogólną kondycję i płodność. 
Teoretycznie, wobec tego, że mutacje w allel odporności wpływają negatywnie na 
żywotność organizmów, allele te są z powodu selekcji naturalnej rzadkie w populacjach 
atakujących rośliny niechronione pestycydami. Nabyta cecha odporności mogłaby więc, 
w warunkach zaprzestania stosowania pestycydu, ulec rewersji pod wpływem selekcji 
naturalnej. Tak sięjednak nie dzieje, badania empiryczne wskazują bowiem, że negatywne 
koszty nabycia odporności są w warunkach polowych w znacznym stopniu ograniczane 
[23], Zamiast rewersji, częściej występuje ewolucja kompensacyjna. Istotnie, po nabyciu 
odporności przez pierwotnie wrażliwego patogena, jego żywotność i tempo metabolizmu 
mogą się zmniejszyć. Jednak w warunkach braku pestycydu w środowisku, w genomie 
patogena zachodzą mutacje kompensujące, zwiększające poziom metabolizmu i ogólną 
kondycję organizmu. W warunkach ponownego zastosowania pestycydu, patogeny 
pozostają odporne, a ich żywotność utrzymuje się na wysokim poziomie. Ewolucja i 
adaptacja są bowiem procesami postępowymi i nieodwracalnymi [20].

rcin.org.pl
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WPROWADZANIE ODPORNOŚCI 
JAKO STRATEGIA OCHRONY ROŚLIN

Przykłady omówione powyżej koncentrowały sięnazgadnieniu odporności naturalnej. W 
celu podwyższenia produktywności upraw można również zastosować biotechnologiczne 
wprowadzanie odporności do genomów organizmów. Coraz popularniejsze staje się 
wykorzystanie biotechnologicznych metod konstruowania roślin uprawnych odpornych na 
substancje stosowane dla ich ochrony. Alternatywą dla bezpiecznego dlajednoliściennych 
stosowania 2,4-D coraz częściej staje się wprowadzanie do genomu roślin uprawnych 
genu odporności na stosowany herbicyd. Dzięki odporności roślin uprawnych można 
zwiększyć dawkę stosowanego środka chwastobójczego bez obaw o wysokość plonu. 
Niebezpieczeństwu przeniesienia się tych genów do genomu chwastów w wyniku 
zapylenia zapobiega się poprzez klonowanie genów odporności do genomu plastydowego 
lub przez podzielenie konstruktu i umieszczenie go w dwóch różnych genomach rośliny: 
plastydowym i jądrowym [5,38]. Zwykle wprowadzana jest odporność na herbicydy o 
szerokim spektrum działania. Przykładem może być wprowadzenie dodatkowej kopii 
genu enzymu EPSPS do genomu roślin uprawnych, co w znacznym stopniu zwiększyło 
ich odporność na glyfosat [28],

Odporność na szkodniki można uzyskać poprzez produkcję roślin produkujących toksyny 
(m.in. bawełna z wklonowanym i ulegającym ekspresji genem białka Cry pochodzącym z 
genomu B. thuringiensiś). Podejście takie jest bardzo korzystne, można bowiem ograniczyć 
ekspresję toksyn jedynie do tkanek zagrożonych inwazją szkodników. Ponadto odporność 
na patogena staje się dziedziczna, co ogranicza koszty ochrony uprawy [33].

Niebezpieczeństwo nabycia przez szkodniki odporności występuje również w przy­
padku wykorzystywania toksyn syntetyzowanych przez rośliny. Dlatego metoda syntezy 
bioinsektycydów w organizmach roślinnych (tak jak i podczas konwencjonalnego 
stosowania pestycydów) wymaga osiągnięcia na tyle wysokiej ekspresji białka (stężenia 
pestycydu), by wyeliminować osobniki heterozygotyczne pod względem odporności. 
Wówczas odporne homozygoty będą krzyżować się z osobnikami wrażliwymi, co 
wpłynie na opóźnienie wykształcenia się fenotypu odporności w populacji.

STRATEGIE ZAPOBIEGANIA NABYWANIU ODPORNOŚCI 
NA ŚRODKI OCHRONY ROŚLIN

Wobec szybkiego nabywania odporności przez patogeny i szkodniki roślin, 
szczególnie najszybciej i najskuteczniej na działające selektywnie pestycydy organiczne, 
straty w uprawach są bardzo wysokie. Poszukuje się zatem strategii zapewniających 
ochronę przed wykształcaniem przez szkodniki odporności na środki ochrony roślin.

Zaleca się przede wszystkim stosowanie, zamiennie lub jednocześnie, kilku różnych 
metod zwalczania szkodników upraw, łączenie chemicznych i niechemicznych metod 
ochrony roślin, wykorzystanie naturalnych antagonistów patogena (biokontrola) oraz 
rotację upraw na danym obszarze. Odporności krzyżowej zapobiega stosowanie rcin.org.pl
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mieszanek lub zamienne stosowanie pestycydów o różnym mechanizmie działania [12], 
Zalecane jest też pozostawianie obszarów, na których nie stosuje się pestycydu, aby 
mogła przetrwać część populacji patogena niosąca geny wrażliwości na dany pestycyd. 
Zwiększa to prawdopodobieństwo krzyżowania się homozygotycznych form odpornych 
z homozygotami wrażliwymi, co zapobiega dryfowi genetycznemu prowadzącemu do 
wykształcenia form homozygotycznych, odpornych na stosowany środek [4], Na 
rycinie 2. przedstawiono schemat zmian w populacji poddanej takiej presji selekcyjnej. 
Występowanie naturalnych wrogów szkodników upraw może w dużym stopniu wpływać 
na powodzenie strategii ochrony roślin. Nawet jedynie częściowo skuteczna biokontrola 
w połączeniu z metodami chemicznymi daje korzystny efekt synergistyczny, wpływając 
znacząco na obniżenie liczebności szkodników [39].

Wydaje się, że w przyszłości najbardziej efektywne i najszerzej stosowane będą 
tzw. zintegrowane techniki ochrony roślin, łączące technologie biokontroli ze stosowa­
niem biopestycydów, pestycydów chemicznych i odmian roślin uprawnych odpornych 
na pestycydy. Jest to podejście ekologiczne, uwzględniające liczne interakcje zachodzące 
między organizmami, wpływ elementów środowiska oraz mechanizmy adaptacyjne i 
ewolucyjne w populacjach szkodników. Poza znacznym ograniczeniem kosztów ochrony 
roślin techniki te pozwolą ograniczyć stopień dewastacji środowiska naturalnego [39],
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FENOTYP DZIKI- WRAŻLIWY •

SPONTANICZNE MUTANTY ODPORNE •

OSOBNIKI HETEROZYGOTYCZNE •

RYCINA 2. Presja selekcyjna wywierana na populację przez zastosowanie pestycydu i możliwość 
wpływania na rozwój odporności (wg [18], zmieniono): 1. Populacja w warunkach braku kontaktu z 
pestycydem; w populacji pierwotnej większość osobników jest wrażliwa. 2. Zastosowanie pestycydu 
— przeżywają i rozmnażają się tylko osobniki odporne. 3. Zaprzestanie stosowania środka — możliwe są 
min. 2 drogi rozwoju populacji. 4a. Dłuższy czas bez kontaktu z pestycydem - pojawiają się spontaniczne 
mutanty wrażliwe, w populacji obecnych jest dużo homozygot odpornych. Nastąpiła zmiana pierwotnej 
struktury populacji w kierunku fenotypu odporności. 4b. Rozwój sytuacji przy pozostawieniu obszarów, 
na których nie stosowano pestycydu - możliwe jest krzyżowanie się homozygot odpornych z wrażliwymi 
homozygotami z terenów, na których nie stosowano środków ochrony roślin. Powstaje struktura populacji 
sprzyjająca odrodzeniu się fenotypu wrażliwoścircin.org.pl
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UBIQUITIN-MEDIATED PROTEOLYSIS OF PROTEINS 
IN REGULATION OF PLANT GROWTH AND DEVELOPMENT
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Streszczenie-. Genom Arabidopsis thaliana zawiera ponad 1300 genów (~5% proteomu) kodujących 
poszczególne elementy układu ubikwityna/proteasom 26S, z czego około 90% koduje mono- i oligome- 
ryczne ligazy ubikwitynowe E3 odpowiedzialne za swoiste rozpoznanie białek kierowanych do degrada­
cji. Roślinne ligazy E3 tworzą zróżnicowaną rodzinę białek lub kompleksów białkowych z charaktery­
stycznymi domenami RING-finger, U-box lub HECT. Wyniki badań prowadzonych w ostatnich latach 
wskazują, że zależna od ubikwityny degradacja białek odgrywa kluczową rolę w sygnalizacji hormonalnej 
i samoniezgodności, reguluje fotomorfogenezę oraz kontroluje reakcje obronne przeciw patogenom.

Słowa kluczowe: proteoliza, ubikwityna, ligazy ubikwitynowe, fitohormony, fotomorfogeneza, samonie- 
zgodność, 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.
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1. WSTĘP

Selektywna ubikwitynacja białek kontroluje degradację specyficznych białek oraz 
reguluje szereg procesów niezwiązanych z proteolizą, takich jak np. endocytoza i 
sortowanie pęcherzyków błonowych, transkrypcja, naprawa DNA czy aktywacja kinaz 
białkowych. O ważności tych procesów świadczy przyznanie w 2004 roku nagrody 
Nobla z dziedziny chemii badaczom, którzy odkryli ubikwitynację białek. Sylwetki 
laureatów oraz niektóre aktualne kierunki poszukiwań związanych z ubikwitynacją białek 
zostały ostatnio przedstawione na łamach Postępów Biologii Komórki [19]. Najnowsze 
badania z zakresu biologii molekularnej roślin przyniosły również szereg bardzo intere­
sujących wyników wskazujących, że niemal wszystkie procesy związane ze wzrostem 
i rozwojem rośliny są regulowane za pośrednictwem układu ubikwityna/proteasom 26S 
[45,55]. Wyniki dotychczasowych badań pokazują, że układy selektywnej ubikwitynacji 
białek są kluczowymi elementami szlaków sygnałowych aktywowanych przez fitohor- 
mony, biorą udział w regulacji fotomorfogenezy i samoniezgodności, kontrolują procesy 
obronne przeciw patogenom oraz uczestniczą w regulacji wielu innych procesów 
zachodzących w roślinach.

2. ROŚLINNE UKŁADY UBIKWITYNACJI BIAŁEK

Genom Arabidopsis thaliana zawiera 14 genów poliubikwitynowych (UBQ) 
kodujących w sumie 30 jednostek ubikwityny, kilka białek podobnych do ubikwityny 
RUB (ang. Related to Ubiquitin) oraz dwa małe białka rybosomowe [34,59]. W 
przyłączaniu ubikwityny do białka substratowego uczestniczą trzy enzymy tworzące 
tzw. kaskadę enzymów ubikwitynujących. Enzym aktywujący ubikwitynę E1 kodowany 
jest w A. thaliana przez dwa geny UBA, enzymy koniugujące E2 przez 37 genów 
UBC, a ligazy lub podjednostki wielobiałkowych kompleksów ligaz ubikwitynowych 
koduje około 1300 genów [59]. Roślinne ligazy ubikwitynowe z domenąRING-finger 
(ang. Real Interesting New Gene) i strukturalnie podobną kasetą U-box oraz ligazy z 
domeną HECT (ang. Homology’ to E6-AP C-Terminus) przenoszą ubikwitynę z E2 
na białko substratowe (rye. 1) [55, 64].

W większości dotychczas poznanych roślinnych procesów regulowanych w drodze 
ubikwitynacji białek uczestniczą wielopodjednostkowe ligazy typu SCF (ang. Skpl- 
Cullin-F-box Proteins) zbudowane co najmniej z czterech różnych białek (rye. 1 A). 
Rusztowanie dla całego kompleksu tworzy białko nazywane kuliną, które poprzez 
domenę C-końcową wiąże białko RBX zawierające domenę RING-finger, a poprzez 
domenęN-końcowąbiałko SKP (w A. thaliana określane akronimem ASK). Domena 
RING-finger w białku RBX oddziałuje z enzymem koniugującym E2, a białko ASK/ 
SKP wiąże jedno z wielu białek FBX z kasetą F, które pośredniczy w wiązaniu białka 
przeznaczonego do ubikwitynacji [35,55], W A. thaliana zidentyfikowano 11 genów 
kodujących kuliny, dwa geny RBX, 21 genów ASK i około 700 genów FBX [35,59].rcin.org.pl
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RYCINA 1. Schemat budowy roślinnych ligaz ubikwitynowych. Szczegóły opisano w tekście (na podstawie 
prac [45,55,64])

Aktywność wszystkich ligaz zawierających kulinę jest regulowana w drodze odwracal­
nej rubinylacji/nedylacji kuliny, w której uczestniczą enzymy odpowiedzialne za przyłą­
czenie do kuliny białka podobnego do ubikwityny RUB/NEDD8 oraz kompleks CSN 
(sygnałosom COP9) funkcjonujący m.in. w derubinylacji ligaz [22,50], Ponadto w 
regulacji ligaz kulinowych typu SCF biorąudział białka CANDY 1 i SGT [34],

W drugim typie ligaz zawierających kulinę zamiast białek ASK/SKP i FBX występuje 
białko z domeną BTB/POZ (ang. Broad Complex, Tramtrack, Bric-a-brac,/Pox 
virus and Zinc finger), które pełni funkcję białka adaptorowego wiążącego białko 
przeznaczone do ubikwitynacji. Białko BTB/POZ oddziałuje z kuliną3 (w A. thaliana 
AtCUL 3a lub AtCUL 3b), do której wiąże się także białko RBX (ryc. IB). [12,71]. Na 
razie nie wiemy jeszcze, czy każde z 76 białek z domeną BTP/POZ w A. thaliana 
wchodzi w skład ligaz typu AtCUL3-RBXl-BTB, tak jak to jest w przypadku ETO1, 
które funkcjonuje w ligazie regulującej biosyntezę etylenu (patrz rozdz. 7) [6].

Inny typ ligazy ubikwitynowej tworzy białko COP 1 A. thaliana (ang. Constitutively 
Photomorphogenic 1) z domeną RING-finger uważane do niedawna za monome- 
ryczną ligazę E3 [22], Najnowsze doniesienia sugerują, że COP 1, podobnie jak poznany 
niedawno ludzki homolog tego białka [ 13], jest podjednostką ligazy zbudowanej także z 
udziałem kuliny [26,55,64], Ligazę tego typu tworzy białko z domeną DDB1 (ang. 
DNA Damage Binding protein 1) wiążące białka DET1 i COP1 oraz białko RBX 
oddziałujące z kuliną 4 (ryc. 1C).

Wielopodjednostkowąligaząjest także kompleks APC/C (ang. Anaphase Promoting 
Complex/Cyclosome) zbudowany co najmniej z 11 białek (ryc. ID) [45,55,59].
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Odpowiednikiem kuliny jest tu białko APC2 zawierające motyw kulinowy, natomiast 
białko APC11 z domeną RING-finger jest podobne do RBX. Rola pozostałych podjed­
nostek kompleksu na razie nie jest znana. Ligaza APC/C odpowiedzialna jest m.in. za 
ubikwitynację cyklin [45].

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

Kolejną grupę ligaz tworzą białka z domeną U-box, która pod względem struktury 
przypomina domenę RING-finger, mimo że nie zawiera jonów cynku (rye. 1F). W A. 
thalina ligazy PUB (ang. Plant U-Box Protein) z domeną U-box są kodowane przez 
41 genów [34].

Ligazy z domeną HECT (ang. Homology to E6-AP C-Terminus), kodowane w A. 
thaliana przez 7 genów, zawierają w części C-końcowej charakterystyczną domenę HECT, 
która wiąże enzym E2 i tworzy przejściowe wiązanie tioestrowe z ubikwityną [14], Białko 
substratowe ulegające ubikwitynacji jest rozpoznawane i wiązane za pośrednictwem 
odpowiedniej domeny położonej w N-końcowym odcinku polipeptydu (rye. 1G).

Geny kodujące poszczególne białka układu ubikwityna/proteasom stanowią w A. 
thaliana ponad 5% całego genomu. Tak duże zróżnicowanie poszczególnych elementów 
układu, w tym również enzymów deubikwitynujących i białek budujących proteasom 
26S, a także wielka różnorodność białek regulatorowych i białek współdziałających z 
ligazami świadczą o tym, że układ ubikwityna/proteasom 26S gra kluczową rolę w 
regulacji wielu procesów życiowych rośliny.

3. UBIKWITYNACJA CZYNNIKÓW TRANSKRYPCYJNYCH 
KOŃCOWYM OGNIWEM SZLAKÓW SYGNAŁOWYCH 

AKTYWOWANYCH PRZEZ FITOHORMONY

Wyniki badań z ostatnich lat pokazały, że zależna od ubikwityny degradacja białek 
funkcjonujących w regulacji transkrypcji genów jest jednym z kluczowych elementów 
hormonalnych szlaków sygnałowych. Badaniom tym poświęcono artykuł opublikowany 
w Postępach Biochemii [34], a także prace przeglądowe dostępne w czasopismach o 
zasięgu ogólnoświatowym [45,55].

Znaczenie ubikwitynacji białek w sygnalizacji hormonalnej najpełniej poznano w 
przypadku szlaku zależnego od auksyny [5,11]. W odpowiedziach rośliny na ten 
fitohormon układ ubikwityna/proteasom 26S jest odpowiedzialny za ubikwitynację białek 
represorowych AUX/IAA, które mogą tworzyć heterodimery z czynnikami transkryp- 
cyjnymi ARF (ang. Auxin Response Factor) (rye. 2) [72]. Białka ARF mają domenę 
wiążącą DNA oraz charakterystyczny motyw, od którego zależy, czy dane białko 
aktywuje, czy hamuje geny regulowane przez auksynę [34]. Ekspresja genów /17?Fnie 
jest zależna od obecności fitohormonu, natomiast poziom co najmniej pięciu z 23 
transkryptów ARF mRNA w A. thaliana jest regulowany przez mikroRNA [15,42].
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RYCINA 2. Kontrolowana przez fitohormony ubikwitynacja białek regulujących ekspresję genów. 
Szczegóły opisano w tekście (na podstawie prac [1,5,11,16,20,37,70])

Białka AUX/IAA są wiązane przez białko TIR1 (ang. Transport Inhibitor Response 
1), jedno z ponad 700 białek z domeną F tworzących ligazy typu SCF [34], Doniesienia 
z ostatnich miesięcy sugerują, że TIR1 nie tylko rozpoznaje i wiąże określone białko(a) 
AUX/IAA, ale jest także receptorem auksyny [9,10,33], Potwierdzenie receptorowej 
funkcji TIR1 oraz jego homologów AFB1,2 i 3 (ang. Auxin Signaling F-boxprotein) 
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[9,10] byłoby jednym z bardziej spektakularnych osiągnięć w trwających od ponad trzydziestu 
lat poszukiwaniach receptorów auksyn [75]. Proponowany obecnie mecha-nizm regulacji 
ekspresji genów przez auksynę zakłada, że w warunkach braku hormonu białka AUX/IAA 
tworząheterodimery z czynnikami transkrypcyjnymi ARF uniemożli-wiając w ten sposób 
ich oddziaływanie z promotorami genów regulowanych przez au-ksynę (ryc. 2). Wiązanie 
auksyny przez białko TIR 1 bądź jego homologi zmienia powinowactwo ligazy SCF względem 
określonego białka AUX/IAA promując w ten sposób jego ubikwitynację. Proteoliza AUX/ 
IAA umożliwia tworzenie homodimerów ARF, które są wiązane do promotorów genów 
pierwotnych odpowiedzi na auksynę (w tym również genów AUX/IAA), co w efekcie 
prowadzi do aktywacji bądź represji tych genów.

Badania poświęcone poznawaniu giberelinowych szlaków sygnałowych przyniosły 
szereg danych świadczących o tym, że również ta grupa fitohormonów aktywuje zależną 
od ubikwityny degradację białek represorowych [1,16,34]. Wyselekcjonowanie kilku 
mutantów A. thaliana o zmienionych odpowiedziach na obecność gibereliny umożliwiło 
zidentyfikowanie genów kodujących białka zawierające w regionie N-końcowym 
charakterystyczny motyw DELLA [34]. Wyniki badań z ostatnich lat dowodzą, że sygnał 
giberelinowy aktywuje kinazę białkową, która fosfory  luje białko z motywem DELLA 
umożliwiając w ten sposób jego rozpoznanie przez ligazy SCFSLY1/SNE , ubikwitynację, a 
w konsekwencji degradację w proteasomach (ryc. 2). [1,16,34]. Tak więc, obecność 
gibereliny aktywuje proteolizę białek represorowych z motywem DELLA uwalniając 
ekspresję genów innych czynników transkrypcyjnych m.in. GAMYB [1].

Odmienny mechanizm reguluje ubikwitynację czynników transkrypcyjnych w 
szlaku sygnałowym aktywowanym przez etylen [20,34]. W tym wypadku szlaki 
sygnałowe przekazujące informację do jądra hamują ubikwitynację czynników trans­
krypcyjnych z rodziny EIN3/EIL wiązanych przez sekwencje promotorowe genu 
ERF1 (ang. Ethylene Responsive Factor 1) oraz innych genów z rodziny EREBP 
kodujących czynniki transkrypcyjne [35]. Wyniki szczegółowych badań dowiodły, 
że poziom EIN3/EIL wyraźnie wzrasta w obecności etylenu, natomiast w warun­
kach jego braku białka te sąubikwitynowane i ulegają degradacji. Udało się poznać 
dwa geny EBF1 i EBF2 (ang. EIN3-Binding F-boxproteinl i 2), których produkty 
tworzą ligazy SCFEBF1/EBF2 biorące udział w ubikwitynacji EIN3/EIL [17], W 
konkluzji dotychczasowych badań przyjmuje się więc, że w warunkach braku etylenu 
białka EIN3/EIL ulegają konstytutywnej ubikwitynacji i degradacji w proteasomach, 
natomiast aktywacja szlaku sygnałowego przez etylen prowadzi do destabilizacji 
ligaz SCFEBF1/EBF2 bądź modyfikacji EIN3/EIL, czego efektem jest zahamowanie 
ich ubikwitynacji (ryc. 2). Białka EIN3/EIL jako pozytywne elementy etylenowych 
szlaków sygnałowych aktywują gen ERF1 oraz inne geny EREBP, których produkty 
regulują ekspresję genów tzw. wtórnych odpowiedzi na etylen [34].

Wyniki najnowszych badań sugerują, że również w przypadku brassinosteroidów 
sygnał hormonalny zapobiega degradacji czynników transkrypcyjnych BZR1 i BZR2/ 
BĘSI (ang. Brassinazole Resistant 11 BRI 1 -Suppressor 1) [37,70]. W tym wypadku 
związanie brassinosteroidu przez kompleks heterodimerycznej kinazy białkowej BRI 1/ 
BAKI prowadzi do zahamowania aktywności cytoplazmatycznej kinazy białkowej BIN2, 
która fosforyłuje białka BZR1 i BES1, a przypuszczalnie także białka BEH1 do 4 [38].rcin.org.pl
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Tak więc, w warunkach braku fitohormonu fosforylowane przez kinazę BIN2 białka 
BZR1 i BĘSI stają się substratami dla ligazy ubikwitynowej (ryc.2). Zahamowanie 
kinazy BIN2 w wyniku związania brassinosteroidu przez kompleks receptorowy chroni 
czynniki transkrypcyjne przed ubikwitynacją, co w efekcie prowadzi do aktywacji okreś­
lonych genów, w tym m.in. genu SA UR-AC1 związanego ze wzrostem wydłużeniowym 
lub hamowania genu CPD odpowiedzialnego za syntezę brassinosteroidów [37,38],

Ubikwitynacja białek pełni także jedną z kluczowych funkcji regulacyjnych w szlakach 
sygnałowych aktywowanych przez kwas abscysynowy (ABA), kwas jasmonowy (JA) 
i cytokininy. Wyniki nielicznych jeszcze badań pokazują, że ABA reguluje ubikwitynację 
czynnika transkrypcyjnego ABI5 w ten sposób, że obecność fitohormonu stabilizuje 
ufosforylowaną formę ABI5, natomiast jego brak powoduje wiązanie nieufosforylowanego 
ABI5 do białka AFP (ang. ABIFive binding Protein), które kieruje ABI5 do ubikwitynacji 
i degradacji w proteasomach [24,34]. W szlakach sygnałowych aktywowanych przez 
jasmoniany funkcjonuje białko COI1 z domeną F (ang. Coronatine Insensitive 1), które 
oddziałuje z deacetylaząhistonową [40], Pojedyncze doniesienie dotyczące badań mutanta 
rpnl2a-l A. thaliana z upośledzonymi odpowiedziami na cytokininy dowodzi, że 
przyczyną tych zmian jest mutacja w jednym z białek proteasomu [59].

4. UBIKWITYNACJA BIAŁEK W PROCESACH 
REGULOWANYCH PRZEZ ŚWIATŁO

W pierwszej połowie lat dziewięćdziesiątych XX w. wyselekcjonowano rodzinę 
mutantów A. thaliana określanych wspólną nazwą cop/det/fus, których siewki rosnąc 
w ciemności fenotypowo są podobne do roślin linii dzikich rosnących na świetle. Po 
sklonowaniu wszystkich 11 genów COP/DET/FUS okazało się, że osiem spośród nich 
koduje białka kompleksu regulatorowego COP9/CSN, a pozostałe trzy białka (COP1, 
DET1, COPIO) bezpośrednio uczestniczą w ubikwitynacji białek [22,26,45], Białko 
COP 1 z domeną RING-finger było początkowo uważane za ligazę ubikwitynową typu 
monomerycznego, jednak obecnie przyjmuje się, że COP1 A. thaliana, podobnie jak 
poznane niedawno ludzkie białko COP 1, jest jedną z podjednostek ligazy zbudowanej z 
udziałem kuliny 4 [26,55,64,73]. Ligazę tego typu tworzy białko z domeną DDB 1 (ang. 
DNA Damage Binding protein 1) wiążące białka DET1 i COP1 oraz wiązane przez 
kulinę 4 białko RBX (ryc. 3). Z kompleksem ligazy COP1 oddziałują białka CIP8, 
COPIO, SPA i sygnałosom COP9 [22], W doświadczeniach wykorzystujących technikę 
mikromacierzy DNA wykazano, że w A. thaliana ligaza COP 1 pośredniczy w regulacji 
ponad 20% genów [41], Wyniki te dowodzą, że COP1 jest kluczowym elementem 
mechanizmu regulującego ekspresję genów kontrolowanych przez światło.

Dotychczasowe wyniki badań wskazują, że ligaza zawierająca COP1 pośredniczy 
w ubikwitynacji czynników transkrypcyjnych HY5 i HYH z motywem bZIP [7,22], 
czynnika transkrypcyjnego HFR1 z motywem bHLH [30,74], białka LAF1 z rodziny 
czynników transkrypcyjnych MYB-R2R3 [57], a także fitochromu A - fotoreceptora

rcin.org.pl



166 T. HEJKA, S. KOWALCZYK

RYCINA 3. Regulowana przez światło ubikwitynacja czynników transkrypcyjnych. Szczegóły opisano 
w tekście (na podstawie prac [22,26,45,55])

światła czerwonego i dalekiej czerwieni [56]. Aktywność ligazy COP1 regulują cztery 
białka z rodziny SPA1 (ang. Suppressor ofPhyA-105), kryptochromy, a przypuszczalnie 
także fitochromy [27,36]. Doświadczenia z wykorzystaniem chimery COP1 z GFP 
pokazały, że w komórkach rośliny rosnącej w ciemności COP1 jest zlokalizowane w 
jądrze, natomiast w roślinie wystawionej na światło COP 1 migruje do cytoplazmy [61]. 
Wymuszony przez światło transport COP 1 z jądra do cytoplazmy zapobiega ubikwitynacji 
czynników transkrypcyjnych, które aktywują geny regulowane przez światło. Tak więc, 
kontrolowana przez światło zmiana subkomórkowej lokalizacji COP1 jest istotnym 
elementem mechanizmu regulującego wewnątrzjądrowy poziom czynników transkryp­
cyjnych. Mechanizm kontrolowanej przez światło migracji COP1 między jądrem a 
cytoplazmą nie jest dokładnie poznany, chociaż wiadomo, że uczestniczą w nim 
fitochromy A i B, kryptochrom 1 oraz kompleks COP9 [45].rcin.org.pl
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W badaniach poświęconych molekularnemu mechanizmowi zegara biologicznego 
poznano gen ZTL (ang. Zeitlupe) A. thaliana kodujący polipeptyd, który w części N- 
końcowej ma domenę LOV wiążącą nukleotyd flawinowy (FMN), w części środkowej 
motyw kasety F, a w regionie C-końcowym powtórzenia motywu odpowiedzialnego za 
oddziaływanie z innymi białkami. W genomie A. thaliana zidentyfikowano dwa inne 
geny {FKFF, ang. Flavin-binding, Kelch repeat, F box i LKP2-, ang. LOV Kelch 
Protein 2) kodujące białka homologiczne z ZTL [23], Obecność we wszystkich trzech 
białkach domeny LOV wiążącej FMN oraz kasety F sugeruje, że są one receptorami 
flawoproteinowymi wchodzącymi w skład różnych kompleksów ligaz ubikwitynowych 
typu SCF [28]. Wyniki ostatnich badań potwierdzają to przypuszczenie, bowiem 
wykazano, że ligaza typu SCF711 bierze udział w ubikwitynacji białka TOC1/APRR1, 
jednego z elementów zegara komórkowego [21,43], natomiast białko FKF1 funkcjonuje 
w zależnej od światła regulacji ekspresji genu CO {CONSTANS), którego produkt gra 
ważnąrolę w fotoperiodycznej indukcji kwitnienia [28],

5. UBIKWITYNACJA BIAŁEK W SAMONIEZGODNOŚCI
HOMOMORFICZNEJ

Samoniezgodność homomorficzna jest mechanizmem kontrolowanym genetycznie 
umożliwiającym selekcję pyłków padających na znamię słupka w celu niedopuszczenia 
do zapłodnienia przez własny pyłek. W pracy opublikowanej niedawno w Kosmosie 
przedstawiono podstawowe założenia mechanizmów samoniezgodności sporofitowej i 
gametofitowej [4], Kluczowymi elementami obu mechanizmów są układy pośredniczące 
w ubikwitynacji białek, które w samoniezgodności sporofitowej biorąudział w reakcji 
odrzucenia pyłku o niewłaściwym haplotypie [25,32,63], a w samoniezgodności 
gametofitowej uczestniczą zarówno w reakcji rozpoznania, jak również w reakcji 
odpowiedzi przeciwdziałającej zapłodnieniu wsobnemu [31,44],

W przypadku samoniezgodności sporofitowej, badanej głównie w roślinach z rodziny 
Brassicaceae, w reakcji rozpoznania pyłku pośredniczą białka SRK i SLG, produkty 
genów tzw. locus S. W błonie komórek wyrostkowych znamienia tworzą one kompleks 
receptorowy rozpoznający specyficzny oligopeptyd SCR/SP11 pochodzący z pyłku 
osiadłego na znamieniu, który został wbudowany na jego powierzchnię w pylniku przez 
komórki tapetum. Białko SRK jest receptorową transbłonową serynowo/treoninową 
kinazą białkową, natomiast SLG jest sekrecyjną glikoproteiną, której rola w reakcji 
rozpoznania męskiej determinanty samoniezgodności nie jest do końca poznana 
[25,32,63]. Aktywność kinazy białkowej SRK jest blokowana przez tioredoksynę (THL1 
i THL2) wiążącą się z resztą cysteiny położoną w regionie transbłonowym SRK [63]. 
Dodatkowym elementem układu receptorowego współdziałającym z kompleksem SRK 
jest kinaza serynowo/treoninową MLPK (ang. MLocus Protein Kinase) zakotwiczona 
w błonie komórkowej po stronie cytoplazmatycznej [46], Wewnątrzkomórkowa domena 
receptora SRK oddziałuje z ligazą ubikwitynową ARC1 (ang. Arm Repeat-Containing 
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Protein 1) zawierającą domenę U-box [60]. Fosforylacja ARC1 przez kompleks 
receptorowy SRK/MLPK aktywuje mechanizm odpowiedzialny za odrzucenie pyłku o 
niewłaściwym haplotypie. W warunkach, gdy kompleks receptorowy nie ulega aktywacji, 
a więc również w sytuacji, gdy na znamieniu osiądzie obcy pyłek, tioredoksyna zapobiega 
autofosforylacji kompleksu receptorowego. Tak więc ligaza ARC1 w samoniezgodności 
sporofitowej gra rolę pozytywnego elementu w szlaku aktywowanym w warunkach 
samozapylenia, a jej fosforylacja przez aktywny kompleks SRK(SLG)-MLPK uruchamia 
mechanizm zapobiegający kiełkowaniu łagiewki pyłkowej. Znalezienie białka substratowego 
ubikwitynowanego przez ARC1 powinno w przyszłości pomóc w rozszyfrowaniu 
mechanizmu zaangażowanego w eliminowanie pyłku o niewłaściwym haplotypie.

W samoniezgodności gametofitowej, badanej u przedstawicieli Solanaceae, 
Rosaceae i Scrophulariaceae, reakcja rozpoznania zachodzi pomiędzy rybonukleazą 
(S-RNazą) kodowaną przez gen locus S, którego ekspresja zachodzi w komórkach 
szyjki słupka, a zidentyfikowanym ostatnio białkiem SLF/SFB, produktem genu locus S 
w pyłku [31,44]. Białko SLF/SFB (ang. S-Locus F-box/S-haplotype-specific F-box) 
zawiera kasetę F i jak wykazały ostatnie badania, oddziałuje z białkami współtworzącymi 
ligazę ubikwitynową typu SCF [52]. Wiadomo też, że białko SLF/SFP oddziałuje z 
S-RNazą, niezależnie od kodujących je haplotypów genu, kierując ją do ubikwitynacji. 
O zaangażowaniu proteasomów w proteolizę S-RNazy świadczy m.in. hamowanie jej 
degradacji przez inhibitory proteasomów [53]. W świetle wyników ostatnich badań 
wydaje się wiec, że S-RNaza (u heterozygot produkty obu alleli genu S w diploidalnej 
tkance sporofitu) przenika niespecyficznie z apoplastu do rosnącej łagiewki zarówno 
pyłku zgodnego, jak i niezgodnego. W łagiewce obcego pyłku (zgodnego) obie S-RNazy 
są rozpoznawane przez SLF/SFP i ulegają proteolitycznej degradacji, co zapobiega 
trawieniu rRNA i umożliwia kontynuowanie wzrostu łagiewki w kierunku zalążni. W 
łagiewce pyłku niezgodnego białko SLF/SFP jest produktem genu S haploidalnego 
genomu pyłku o haplotypie odpowiadającym jednemu z dwóch allelicznych genów 
kodujących S-RNazę [31,44], W wyniku swoistej interakcji obu tych białek pyłek zostaje 
rozpoznany jako niezgodny, a w efekcie jedna z S-RNaz pozostaje nienaruszona. 
Obecność aktywnej S-RNazy w łagiewce prowadzi do strawienia rRNA i zahamowania 
jej dalszego wzrostu [52,53,58,67]. Proponowany obecnie mechanizm samoniezgodności 
gametofitowej wydaje się bardzo prawdopodobny, chociaż szereg jego elementów 
wymaga jeszcze eksperymentalnej weryfikacji [31,44].

6. UKŁAD UBIKWITYNA/PROTEASOM W AKTYWACJI 
REAKCJI OBRONNYCH PRZECIW PATOGENOM

Mechanizmy obronne uruchamiane w wyniku swoistych oddziaływań między 
patogenem a rośliną polegają najogólniej na interakcji pomiędzy roślinnymi białkami 
kodowanymi przez geny odporności (R) a produktami tzw. genów awirulencji (Avr) 
patogena lub czynnikami, które powstają w wyniku działania tych produktów w roślinie. 
Spośród licznych białek R (szacuje się, że w A. thaliana jest ich około 250) co najmniej rcin.org.pl
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niektóre funkcjonują jako swoiste białka sensorowe rozpoznające zmiany powstałe w 
wyniku wniknięcia do rośliny określonego białka patogena. W wyniku rozpoznania 
określonych zmian następuje aktywacja odpowiednich szlaków sygnałowych indukują­
cych różnorodne reakcje obronne [29,54].

Poszukiwania molekularnych mechanizmów reakcji obronnych skierowanych 
przeciw różnym patogenom przyniosły w ostatnich latach szereg nowych danych, które 
jednoznacznie wskazują na udział w tych reakcjach układów ubikwitynacji i degradacji 
białek [8], W badaniach odporności jęczmienia na zakażanie grzybem Blumeria graminis 
f p. hordei zidentyfikowano gen RAR1 (ang. Required for Mla-dependent 
Resistance 1) kodujący cytoplazmatyczne białko z dwiema domenami wiążącymi cynk 
określanymi akronimem CHORD [8]. Białko RAR1 oddziałuje z różnymi białkami R 
roślin jedno- i dwuliściennych [47], a także z produktami genów 5GT(ang. Suppressor 
of the G2 allele of skpl-4) [3]. Białko SGT (w A. thaliana SGT la i SGT lb) 
oddziałujące poprzez białko SKP1 z ligazami ubikwitynowymi typu SCF jest wspólnym 
elementem łączącym reakcje obronne przeciw różnym patogenom [2,51,65]. Znaczenie 
SGTlb w funkcjonowaniu ligazy ubikwitynowej typu SCF potwierdzono także w 
badaniach ubikwitynacji białek AUX/IAA aktywowanej przez auksynę [18]. Obecnie 
wiadomo, że kompleks RAR1-SGT1 oddziałuje poprzez podjednostki CSN4 i CSN5 z 
sygnałosomem COP9 [3,39] oraz z białkiem szoku termicznego HSP90 [27,62], W 
proponowanym obecnie modelu zakłada się, że białko R tworzy kompleks z białkami 
RAR1 i HSP90, a związanie liganda (produktu genu Avr) przez białko R bądź wykrycie 
określonej zmiany powstałej w wyniku zakażenia rośliny, prowadzi do ubikwitynacji i 
degradacji białek hamujących określone reakcje obronne.

7. INNE PROCESY REGULOWANE W DRODZE 
SELEKTYWNEJ UBIKWITYNACJI BIAŁEK

Oprócz procesów omówionych w poprzednich rozdziałach, w których rola 
ubikwitynacji białek została już częściowo poznana, selektywna ubikwitynacja białek 
reguluje szereg innych reakcji zachodzących w roślinach, których badania dopiero 
się rozpoczęły. Dobrym przykładem jest tutaj badana obecnie regulacja biosyntezy 
etylenu, która zachodzi na etapie przemiany S-adenozylo-L-metioniny (AdoMet) 
do kwasu 1 -aminocyklopropano-1 -karboksylowego (ACC) katalizowanej przez syntazę 
ACC (ACS). Genom A. thaliana zawiera dziewięć genów ACS kodujących osiem 
funkcjonalnych izoform syntazy, których długość życia reguluje ligaza zawierająca białko 
ETO1 z domeną BTB oddziałująca z kuliną3 (AtCUL3) [6,69]. Podatność poszczegól­
nych izoform ACS na ubikwitynację regulowana jest w drodze fosforylacji, a aktywność 
ligazy AtCUL3-ETO 1-RBX1, podobnie jak innych ligaz kulinowych, kontrolowana jest 
poprzez rubinylację/nedylację kuliny [6].

W szlaku sygnałowym aktywowanym przez auksynę oprócz ligazy kulinowej SCF 
funkcjonują także monomeryczne ligazy SINAT5 i XBAT32 z domeną RING  finger, 
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które regulują powstawanie i rozwój korzeni bocznych [45,49]. Ligaza SINAT5 ubikwi- 
tynuje czynnik transkrypcyjny NAC1, który reguluje ekspresję genów odpowiedzialnych 
za tworzenie korzeni bocznych. W giberelinowych szlakach sygnałowych oprócz ligaz 
SCFSly/sne funkcjonuje także ligaza PHOR1 z domeną U-box [45], a w kontrolowanym 
przez gibereliny tworzeniu włosków bierze udział ligaza UPL3 z domeną HECT [14].

W fotoperiodycznej indukcji kwitnienia kluczową rolę gra białko CONSTANS (CO) 
funkcjonujące jako czynnik transkrypcyjny aktywujący geny konieczne do inicjacji 
kwitnienia, m.in. gen FLOWER LOCUS T(FT). W komórkach rośliny przechowywanej 
w ciemności białko CO jest ubikwitynowane i ulega proteolizie, natomiast na świetle 
jego poziom wyraźnie rośnie, chociaż światło o różnej długości fali w różny sposób 
wpływa na jego stabilizację [68]. Światło dalekiej czerwieni i światło niebieskie stabilizuje 
poziom CO, podczas gdy światło czerwone sprzyja jego degradacji. W konkluzji można 
więc stwierdzić, że światło niebieskie i dalekiej czerwieni poprzez układ kryptochromów 
(Cryl/Cry2) i fitochromu A hamuje ubikwitynację CO, natomiast światło czerwone 
poprzez fitochrom B promuje ubikwitynację i degradację CO [68].

Ligaza typu SCF z białkiem UFO (ang. Unusual Floral Organ) zawierającym 
kasetę F jest pozytywnym elementem szlaku regulującego ekspresję genów APETALA3, 
które kodują czynniki transkrypcyjne aktywujące geny typu B odpowiedzialne za rozwój 
pręcików i płatków korony [45], a jak pokazują wyniki najnowszych badań, także za 
powstawanie innych elementów kwiatu [48].

U mutantów A thaliana o zmienionej liczbie bocznych rozgałęzień pędu oraz u mutanta 
z opóźnionym starzeniem zidentyfikowano gen ORE9/MAX2 kodujący białko z kasetą F. 
Analizując zmiany fenotypowe tych mutantów sugeruje się, że ligaza SCFORI9MAX2 
uczestniczy w ubikwitynacji białek, które regulująpowstawanie bocznych rozgałęzień pędu 
oraz hamująproces starzenia liści [45], W odpowiedziach rośliny na zmieniające się warunki 
temperatury uczestnicząligazy AtCHIP i HOS1 [45]. AtCHIP jest ligaząz domeną U-box, 
natomiast białko HOS 1 zawiera domenę RING-finger. Mutacji w genie HLR (ang. Halted 
Root) kodującym podjednostkę RPT2a proteasomu towarzyszą zaburzenia w rozwoju 
merystemów wierzchołkowych pędu i korzenia polegające na zmianie kierunku oraz czasu 
podziałów komórek merystematycznych [66],

Przedstawiony w pracy przegląd aktualnie prowadzonych badań potwierdza, że 
zależna od ubikwityny degradacja białek jest kluczowym mechanizmem regulującym 
różnorodne procesy zachodzące w ciągu całego cyklu życiowego rośliny. W tym miejscu 
należy także podkreślić, że w dotychczasowych badaniach prowadzonych na roślinach 
brakuje jak na razie danych na temat mono- i diubikwitynacji, która jak wiadomo nie 
kieruje białek do proteolizy, lecz gra odmienne role w procesach komórkowych. Można 
zatem przypuszczać, że w miarę postępu badań liczba poznanych procesów regulowa­
nych w drodze ubikwitynacji białek będzie ciągle wzrastać.
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INFORMACJE O NOWYCH KSIĄŻKACH

Ukazał się podręcznik autorstwa Zofii Bielańskiej Osuchowskiej pt. 
ZARYS ORGANOGENEZY - Różnicowanie się komórek w narządach, wydany 
przez Wydawnictwo Naukowe PWN SA (Warszawa, 2004).

Jest to podręcznik embriologii szczegółowej, przystępnie napisany i bogato 
ilustrowany. Omówiono w nim zarówno zmiany morfologiczne, jak i molekularne 
procesu różnicowania się narządów u ptaków i ssaków. W książce zostały opisane:

• nowoczesne metody badań embriologicznych
• mechanizmy gestrulacji i rozwój narządów pierwotnych
• początkowy rozwój układu nerwowego
• komórki grzebienia nerwowego
• różnicowanie się i rozwój kończyn u ssaków i ptaków
• rozwój układów krwionośnego i limfatycznego
• rozwój przewodu pokarmowego
• gruczoły przewodu pokarmowego
• rozwój układu oddechowego
• jamy ciała i krezki
• narządy wydalnicze
• rozwój narządów płciowych, gruczołów dokrewnych i powłoki zewnętrznej.

Ukazał się również SŁOWNIK BIOLOGII KOMÓRKI poświęcony pamięci 
Profesor Haliny Krzanowskiej, wydany przez Polską Akademię Umiejętności (Kraków 
2005).

Autorami słownika jest 37 osób wysoko cenionych w zakresie wiedzy o biologii 
komórki. Recenzentami słownika byli: prof. dr hab. Maria J. Olszewska oraz prof. dr 
hab. Szczepan Biliński.

Ukazanie się słownika było możliwe dzięki kompetentnej i ścisłej współpracy autorów 
i redaktorów, żmudnej pracy redaktorów technicznych: Elżbiety Kołaczkowskiej i Jacka 
Goduli oraz dużej życzliwości Wydawcy.
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OFERTA WYDAWNICZA

Zeszytów naukowych pod nazwą „Postępy Biologii Komórki:

Zeszyty naukowe pn. Postępy Biologii Komórki ukazują się od 1974 r.
jako kwartalnik.

Głównym wydawcą i dystrybutorem kwartalnika naukowego jest Fundacja 
Biologii Komórki i Biologii Molekularnej - 01-813 Warszawa ul. Marymoncka 
99,

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

W „Postępach Biologii Komórki” publikowane są artykuły omawiające najnowsze 
osiągnięcia z zakresu biologii komórki. Zeszyty są przeznaczone dla studentów i 
nauczycieli, pracowników naukowych uczelni i instytutów naukowych. Wydawanie 
czasopismajest możliwe dzięki wsparciu finansowemu Komitetu Edukacji Narodowej..

Zapraszamy wszystkich zainteresowanych problematyką naukowo-badawczą 
prezentowaną w naszym kwartalniku do korzystania z zamówień zbiorowych i 
indywidualnych, tzn. z prenumeraty rocznej. Istnieje również możliwość zakupu 
pojedynczych egzemplarzy, również archiwalnych.

W załączeniu: cennik, warunki zakupu i prenumeraty oraz formularz zamówienia.

Cennik:

WYSZCZEGÓLNIENIE

Prenumerata roczna dla jednostek będących osobami prawnymi 
Prenumerata roczna dla osób indywidualnych
Komplet archiwalny dla jednostek będących osobami prawnymi
Komplet archiwalny dla osób indywidualnych
Zakup pojedynczego egz. dla jednostek będących osobami prawnymi 
Zakup pojedynczego egz. dla osób indywidualnych
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Warunki otrzymywania czasopisma

-złożeniezamówienia: faxem,pocztąitp.

-jednoczesne dokonanie wpłaty na konto:

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

- po otrzymaniu wpłaty wystawiamy fakturę VAT.

W sytuacji, kiedy wpłata nastąpi w trakcie trwania prenumeraty, wysyłamy wszystkie zeszyty 
(numery) czasopisma, które ukazały się w okresie objętym prenumeratą.

tu odciąć
ZAMÓWIENIE

............................. dnia...................

nazwa i adres zamawiającego

Fundacja Biologii Komórki 
i Biologii Molekularnej 
ul. Marymoncka 99 
01-813 WARSZAWA

L. Dz................................

Zamawiam/y..............egz./kmpl.................................„Postępów Biologii Komórki”.
Kwotę .....................złotych (słownie złotych ................................................................ )
Przekazaliśmy na Wasze konto dnia.............................
Nasz NIP.......................................................................................................................

Jednocześnie upoważniamy do wystawienia faktury bez potwierdzającego odbiór podpisu 
odbiorcy.

(pieczątka imienna i podpis zamawiającego)
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KOMUNIKATY

KOMITET ORGANIZACYJNY
XXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Hematologów i Transfuzjologów

uprzejmie informuje o organizowanym w dniach 6-9 września 2007 roku w
Warszawie XXII Zjeździe Polskiego Towarzystwa Hematologów i Transfuzjologów.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Warzocha
Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego

XXII Zjazdu PTHiT

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

Zakład Cytologii Wydział Biologii Uniwersytet Warszawski 
oraz Oddział Warszawski Towarzystwa Biologii Komórki

zapraszają na organizowany po raz drugi
LETNI KURS HODOWLI KOMÓREK ZWIERZĘCYCH.
Zajęcia odbędą się w dniach od 12 do 14 oraz od 14 do 16 czerwca 2006 roku. 

Program kursu będzie obejmował zajęcia teoretyczne oraz praktyczne. W ramach 
zajęć praktycznych Uczestnicy będą mogli zapoznać się z następującymi metodami:

1. Hodowla ustalonych linii komórkowych (hodowle komórek adherentnych i 
rosnących w zawiesinie).

2. Hodowla mioblastów mysich.
3. Hodowla komórek nowotworowych.
4. Przestrzenna hodowla komórek.
5. Uzyskiwanie zarodkowych komórek macierzystych.
6. Hodowla pierwotna komórek kanalików nerkowych.
Wykłady będą dotyczyły metod prowadzenia hodowli komórkowych, organizacji 

pracowni, zakładania hodowli pierwotnych, wyprowadzania linii komórkowych, 
mikroskopii konfokalnej, sposobów analizy i dokumentacji wyników. Dodatkowo 
odbędzie się prezentacja sprzętu oraz odczynników do hodowli komórek. Zorgani­
zowana zostanie również sesja, na której Uczestnicy będą mogli zaprezentować własne 
wyniki badań. Szczegółowe informacje dotyczące kursu będą umieszczane na stronie 

www.biol.uw.edu.pl/cytologia.
Zgłoszenia należy przesyłać (jak najszybciej, najlepiej w porozumieniu z orga­

nizatorami) na adres: hodowla@biol.uw.edu.pl lub Zakład Cytologii, Wydział Biologii, 
Uniwersytet Warszawski, ul. Ilji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa (formularz 
zgłoszenia w załączeniu obok).
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Formularz zgłoszeniowy
LETNI KURS HODOWLI KOMÓREK ZWIERZĘCYCH

(imię i nazwisko)

(miejsce pracy)

(adres)

(telefon)

(e-mail)

kurs w dniach 12-14.06.2006

kurs w dniach 14-16.06.2006

zakwaterowanie

abstrakt (opcjonalnie)

1 tak nie

] tak nie

tak ___ nie

ERRATA

do atykułu pt. „Udział białek stresowych w adaptacji wysiłkowej” autorstwa 
Z. Jethona, E. Morawskiej-Ciałowicz, P. Dzięgiela, M. Podhorskiej-Okołów 
opublikowanego w Postępach Biologii Komórki nr 4 tom 32 z 2005 r.

Strona 702 kończy się:

sarkoplazmatycznych i błonowych [31,36,41 ]. Aktywacja apoptozy miałaby w tym

a powinna się kończyć

sarkoplazmatycznych i błonowych [31, 36, 41], Aktywacja apoptozy miałaby w tym 
kontekście znaczenie jako mechanizm usuwania „zużytych” lub „zbędnych” białek i 
umożliwienie w to miejsce syntezy nowych struktur białkowych, bardziej przystoso-

Za zaistniałą pomyłkę serdecznie przepraszamy Czytelników i Autorów.
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Wskazówki przygotowania rysunków i streszczeń do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wcześniej­
sza. Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać umieszczone osobno na dyskietce. 
Powinny to być albo mapy bitowe (TIF, JPG), albo pliki z Corela, wersja 9,0 lub wcześniejsza. Każda 
wersja Worda lub Corela pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wcześniejszej. Rysunki, 
schematy, zdjęcia i wykresy w podpisach i w powołaniach w tekście powinny nosić nazwę rycina 
(ryc.) i być numerowane kolejno. Na zdjęciach konieczne jest umieszczanie podziałki wskazującej 
powiększenie obiektów, a nie podawanie powiększeń w podpisach, gdyż zdjęcia ulegają zmniejszeniu 
do formatu B..

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy

Prosimy Autorów o podawanie adresów e-mail.
Cennik dla Autorów w 2006 r.

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

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata roczna
Redakcja przyjmuje opłatę prenumeraty za rok 2006 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99, 01-813 Warszawa; tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, 
e-mail: jkawiak@cmkp.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ,
ul. Marymoncka 99,01 -813 Warszawa; Bank Polska Kasa Opieki S. A.,
IV O/Warszawa 20124010531111000004409533.
Cena prenumeraty rocznika na rok 2006

dla instytucji (bibliotek) wynosi 150 zł
dla odbiorców indywidualnych 50 zł

Subscription orders for POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI for 2006 
should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of 
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI, Marymoncka str. 99,01 -813 Warszawa /Poland, 
tel. (022) 5693830, fax. (022) 5693712, e-mail: jkawiak@cmkp.edu.pl:
On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMÓRKI I 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.
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INFORMACJE DLA AUTORÓW
POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI drukują artykuły przeglądowe z zakresu najnowszych osiągnięć biologii 

komórki, niepublikowane dotąd w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadają za ścisłość podawanych 
informacji. Obowiązuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, 
anatomicznym i embriologicznym. Artykuły drukowane w POSTĘPACH BIOLOGII KOMÓRKI nie mogą 
być bez zgody redakcji publikowane w innych periodykach. Prosimy Autorów o nadsyłanie prac bezpośrednio 
do Redaktorów odpowiedniej specjalności (adresy na 2 str. okładki), a do Redakcji w Warszawie tylko te 
artykuły, które nie odpowiadają żadnej z wymienionych specjalności.

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 15 stron druku i do 100 pozycji bibliograficznych koniecznie z ostatnich 5 

lat (natomiast wcześniejsze prace mogą być pracami przeglądowymi); 2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5 stronach 
druku z kilkoma pozycjami bibliograficznymi z ostatniego roku (licząc od daty wysłania do redakcji); 3) listy do redakcji 
(do 1 strony maszynopisu).

Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany 
jednostronnie na papierze formatu A4 w układzie normalnym 1800 znaków na stronie z podwójnym odstę­
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazówki s. 180) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako plik 
(file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona, 
nazwiska, tytuły naukowe autorów i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytuł pracy w języku 
polskim i angielskim oraz liczbę stron maszynopisu, liczbę tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie 
należy podać kolejno tytuł pracy w języku polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska 
autorów, nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję, informację o 
dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna strona powinna zawierać w języku polskim 
i angielskim streszczenie (do 1 str.) oraz słowa kluczowe 3 do 10 słów zgodnych z terminami w Medical 
Subject Headings (Index Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu można stosować jedynie 
powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. W tekście nie 
zamieszczać tabel, schematów lub rycin, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. tab. 
1, ryc. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały oraz podroz­
działy. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według Index 
Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście następuje 
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury 
należy zestawić alfabetycznie według następującego 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: 41^48.

Tabele, opisy schematów i rycin powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki 
muszą być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane 
na błyszczącym papierze. Barwne ryciny i zdjęcia są płatne.Wymiary poszczególnych rycin, schematów 
i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 mm lub ich połowy. Na zdjęciach prosimy zamieszczać podział- 
kę, a nie podawać powiększenia w podpisie w związku z potrzebą zmniejszania ilustracji. Jeżeli załączniki są 
zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i dołączyć zgodę autora i wydawnictwa 
na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. Wszystkie załączniki, np. wykaz 
skrótów, muszą mieć na odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie góry i dołu ilustracji. Jednostki miar muszą 
być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest 
do wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami 
tekstu wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują- 
bezpłatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę. 
Poprawioną po recenzji wersję pracy należy zwrócić do redakcji koniecznie w ciągu 30 dni. Redakcja 
zrezygnuje z publikacji maszynopisu, którego autorzy do 30 dni nie odpowiedzą na list redaktora. Od stycznia 
2003 r. Redakcja wprowadza odpłatność 300,- zł za artykuł nie przekraczający 15 str. druku.

Redakcja prosi także o dołączenie tytułu artykułu i podpisanej odpowiedzi na następujące pytania: 
Dołączono 2 kopie maszynopisu, tabel 
i rycin 
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę 
Jest zgodaosób, których informacje nie­
publikowane są zamieszczone w tekście

Odpowiadam za całość pracy opisanej w załączonym maszynopisie tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w „Postępach” przechodzi na własność Fundacji Biologii 

Komórki i Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autorów

Treść pracy nie była uprzednio publikowana,
nie została wysłana do innej redakcji tak nie

Dołączono kopię pracy wraz z rycinami na dyskietce z 
podaniem nazwy pliku i użytego programu edycyjnego 
z komputera IBM tak nie

tak nie 
tak nie

tak nie
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