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W tym Zeszycie

Limfocyty T regulatorowe o fenotypie CD4+CD25+ (Treg) odgrywajg istotng role w
immunosupresji. Zaburzenia ilosciowe lub jakosciowe w populacji tych komérek
moga by¢ przyczyna rozwoju choréb autoimmunizacyjnych. W powstawaniu i re-
gulowaniu funkcji limfocytow Treg wazna role petni produkt genu Foxp3, naleza-
cy do czynnikéw transkrypcyjnych. Wiecej na ten temat Czytelnik znajdzie na
stronie 427.

Niespecyficzne biatka transportujgce thuszcze (ns-LTP) naleza do duzej rodziny biatek
roslinnych, ktérych funkcja in vivo wciaz pozostaje nieznana. Biorgc pod uwage
budowe, wiasciwosci i przypuszczalnie petnione przez nie funkcje, wyodrebniono
dwie klasy biatek transportujacych lipidy, ns-LTP! oraz ns-LTP2. Wiecej na ten
temat jest na stronie 437.

Symplastowy transport biatek i RNA jest wcigz dopiero poznawanym mechanizmem
przekazywania informacji miedzy komdérkami roélin. Transport ten moze zacho-
dzi¢ w sposoéb selektywny badz tez nieselektywny, w obrebie sgsiadujacych komo-
rek, tkanek lub catej rosliny. Proces ten regulowany jest podczas zycia rosliny oraz
w odpowiedzi na warunki Srodowiskowe. Ostatnio opisano np. sygnat wyciszania
transportowany w postaci 21 nt siRNA amplifikowanego co 10-15 komorek i
nastepnie przenoszonego do kolejnych komorek. Wiecej na temat tych transpor-
téw znajdzie Czytelnik na stronie 473.

Kwitnienie roslin jest ztozonym procesem fizjologicznym zaleznym od wielu czynni-
kow. Przejscie roslin ze stanu wegetatywnego do generatywnego jest u Arabi-
dopsis thaliana kontrolowane przez kilka szlakéw rozwojowych. Szlak zalezny
od jakosci Swiatta zwigzany jest ze zjawiskiem zwanym syndromem zacienienia.
Wiecej o tych procesach jest na stronie 493.

Dojrzewanie oocytdéw kregowcdw zostaje zablokowane w stadium metafazy drugiego
podziatu mejotycznego. Oocyty, ktore osiggnety to stadium, sgowulowane, a na-
stepnie moga by¢ aktywowane przez wnikajacy plemnik albo przez dziatanie bodz-
ca partenogenetycznego. Za utrzymanie bloku w stadium metafazy drugiego po-
dziatu mejotycznego odpowiedzialna jest aktywnos¢ cytostatyczna (CSF), ktora
nie dopuszcza do inaktywacji gtdwnego regulatora fazy M, jakim jest kinaza CDK1 -
cyklina B. Zanik aktywnosci CSF wydaje sie niezbedny do ukonczenia przez oocyt
drugiego podziatu mejotycznego i rozpoczecia rozwoju zarodkowego. Wiecej znaj-
dzie Czytelnik na stronie 509.
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BIOLOGIA NATURALNYCH LIMFOCYTOW
REGULATOROWYCH CD4 CD25 *

BIOLOGY OF NATURALLY ARISING CD4+CD25+ REGULATORY
T CELLS

Monika RYBA, Jolanta MYSLIWSKA

Katedra Histologii i Immunologii, Zaktad Immunologii,
Akademia Medyczna w Gdansku

Streszczenie'. Limfocyty T regulatorowe o fenotypie CD4’CD25+ (Treg) odgrywajg istotng role w
immunosupresji. Zaburzenia ilosciowe lub jako$ciowe w populacji tych komérek moga by¢ przyczyna
rozwoju choréb autoimmunizacyjnych. W powstawaniu i regulowaniu funkcji limfocytéw T regulatoro-
wych wazng role petni gen Foxp3 nalezacy do czynnikéw transkrypcyjnych. Zaréwno na poziomie
mRNA, jak i biatka ekspresja Foxp3 jest ograniczona do komérek CD4+CD25+. Foxp3 hamuje ekpresje
gendw cytokin na skutek oddziatywan z jednym z kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych - NFAT.
Wzbudzenie ekspresji Foxp3 w komérkach CD4 CD25 nadaje im w petni funkcjonalny fenotyp regula-
torowy. To odkrycie daje nowy obraz biologii limfocytéw T regulatorowych i moze przyczyni¢ sie do
rozwoju terapii w leczeniu schorzen na podtozu immunologicznym.

Stowa kluczowe-, komorki regulatorowe, Foxp3, choroby autoimmunizacyjne.

Summary. The mechanism that plays an essential role in immunosuppression and regulation is the
presence of naturally arising CD4 CD25 T lymphocytes (Treg). Quantitative or qualitative dysfunc-
tions in these cells may lead to autoimmune diseases. The Foxp3, a forkhead/winged helix (FKH) trans-
cription factor, is the key regulatory gene for the development and function ofregulatory T lymphocytes.
The Foxp3 expression is limited to CD4 CD25 T cells at both mRNA and protein levels. The Foxp3
interacts with nuclear factor of activated T cells (NFAT) and repress cytokine gene expression. Iduction
of the Foxp3 expression in human CD4 CD25' T cells can convert these cells to a regulatory T cell
phenotype. This finding may provide new insight into the biology ofregulatory T cells and could become
a useful therapeutic tool in the treatment of autoimmunity.

Key words: regulatory T cells, Foxp3, autoimmunity.

*Praca zostata wykonana w ramach badan statutowych AMG (ST-26 - kierownik prof. J. My-
Sliwska).
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CHARAKTERYSTYKA REGULATOROWYCH
KOMOREK CD4 CD25+

Limfocyty T CD4 CD25 (Treg) stanowigod 5 do 10% wszystkich obwodowych
komorek CD4 [25, 34] i charakteryzuja sie statg i wysoka ekspresja podjednostki a
receptora dla IL2 (CD25), co odrdznia je od aktywowanych limfocytéw CD4+ U
cztowieka opisano dwie subpopulacje limfocytéw T regulatorowych: CD4 CD25high i
CD4+CD25low [3,5], z ktorych tylko pierwsza, wykazujaca wyzszg ekspresje antygenu
CD25, ma w petni supresorowy fenotyp. Subpopulacja ta stanowi 1-2% komoérek
CD4+ [5]. Dodatkowo limfocyty CD4CD25+ dzieli sie na te, ktore wykazuja, badz nie
wykazujag ekspresji antygenu CD45RO [26, 49]. Analiza FACS wykazata ponadto
ekspresje nastepujacych czasteczek powierzchniowych na $wiezo izolowanych
limfocytach CD4+CD25+ [2,26]: HLA-DR, CD-122, CD 134, wewngtrzkomdrkowego
receptora CTLA-4. Jeszcze bardziej charakterystyczny dla tych komérekjest znajdujacy
sie na btonie komérkowej indukowany glukokortykoidami receptor dla TNF - GITR
(ang. glucocorticoid induced tumour necrosis factor receptor) [4, 31], Fenotyp
powierzchniowy Tregjest bardzo podobny do tego, jaki wykazujgkomérki CD4 pamieci,
z ta roznica, ze Treg charakteryzuja sie konstytutywng ekspresjg CD25 i CTLA-4 [2,
3]. Limfocyty T CD4+CD25+ maja krétsze telomery niz limfocyty T CD4CD25' [3].
Nie wiadomo jednak, czy moze to by¢ powodem ich ograniczonej zdolnosci do proliferacji.
Limfocyty T regulatorowe dojrzewaja w grasicy lub w obwodowych narzadach
limfatycznych jako limfocyty rozpoznajgce wiasne antygeny. W selekcji limfocytow T
regulatorowych w grasicy duza role odgrywa stopier powinowactwa receptoréw TCR
(ang. Tceli receptor) do antygenow [!]. Uwaza sie, ze tymocyty CD4 CD25 ulegajg
negatywnej selekcji w wyniku oddziatywan pomiedzy TCR o duzym powinowactwie i
antygendow prezentowanych w kontek$cie MHC klasy 1l na komdérkach nabtonkowych
grasicy. W takich tymocytach dochodzi do wzbudzenia ekspresji genu Foxp3 i
réznicowania w kierunku Treg. Tymocyty CD4 CD25 Foxp3 stajg sie anergiczne,
co chroni je przed delecjgw procesie selekcji pozytywnej. Sygnat pochodzacy z TCR
o0 okreslonym powinowactwie jest niezbedny dla réznicowania w kierunku Treg, ale
moze by¢ on sygnatem niewystarczajgcym. Role mogatu odgrywac sygnaty pochodzace
od innych czasteczek np. Notch [11]. Badania Walker et al. [45], a takze Taams et al.
[42] pokazaly, ze limfocyty Treg moga powstawac réwniez poza grasica w wyniku
wielokrotnej stymulacji antygenem dziewiczych limfocytow T CD4 CD25 .

AKTYWNOSC PROLIFERACYJNA KOMOREK CD4 CD25+

W celu zbadania zdolnosci proliferacyjnych komorek CD4+CD25 oraz CD4 CD25
przeanalizowano zachowanie tych dwoch populacji w hodowli po stymulacji TCR.
Okazato sieg, ze limfocyty CD4+CD25’ wykazywaty wysoki potencjat proliferacyjny,
natomiast limfocyty CD4 CD25 nie proliferowaty lub proliferowaty bardzo stabo w
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odpowiedzi na stymulacje przeciwciatami anty-CD3 czy anty-CD28. Taka sama sytuacja
powtarzata sie nawet po wielokrotnej stymulacji, dowodzac, ze limfocyty Treg sa
limfocytami anergicznymi [35]. Obserwowany ograniczony potencjat proliferacyjny
anergicznych limfocytdw Treg jest prawdopodobnie wynikiem zatrzymania sie tych
komaérek w fazie G1/GO cyklu komdrkowego [26]. Proliferacja limfocytow Treg moze
by¢ jednak indukowana przez dodanie do hodowli duzych ilosci IL-4 czy IL-15 [2,26,
35]. Réwniez dodanie do pozywki IL-2 przetamuje stan anergii [2] ijest prawdopodobnie
wynikiem oddziatywan w kompleksie receptora dla IL-2 (CD25, CD 122, CD 132).
Limfocyty CD4+CD25+ nie wydzielajg IL-2 [2], ale ta cytokina jest niezbedna do
prawidtowego funkcjonowania i przezycia Treg [7,11,41]. Sygnalizacja poprzez I1L-2
wydaje sie by¢ krytycznym czynnikiem w utrzymaniu homeostazy w populacji
limfocytow T CD4+CD25+ [19]. Podanie zdrowym myszom przeciwciat anty-1L2
powodowato zmniejszenie odsetka limfocytéw Treg w grasicy i na obwodzie prowadzac
do rozwoju choréb autoimmunizacyjnych. Eksperymenty pokazuja, ze Treg konkurujg
0 IL-2 z komorkami efektorowymi CD4 CD25 [11, 14], W hodowlach mieszanych
poziom ekspresji CD25 na Treg wzrasta, podczas gdy na komorkach efektorowych
ekspresja CD25 jest hamowana. Nadekspresja CD25 przez Treg jest hamowana po
dodaniu przeciwciat anty-CD25, a dodanie IL-2 przywraca ekspresje CD25 na
komorkach efektorowych [14].

FUNKCJE KOMOREK CD4 CD25+

Limfocyty T regulatorowe sa zdolne zaréwno do hamowania proliferacji i wydzielania
cytokin przez limfocyty efektorowe CD4 CD25 , jak rowniez dziatajg supresyjnie w
stosunku do limfocytéw CD8+, monocytdéw, komdérek NK, komorek dendrytycznych
[3, 26], a takze mogg w sposOb bezposredni hamowaé produkcije przeciwciat przez
limfocyty B [30]. Aktywnos¢ supresyjna Treg zwieksza sie po stymulacji TCR [43].
Po stymulacji anty-CD3 w obecnosci IL-2 wykazano, ze wzbudzenie proliferacji w
limfocytach T regulatorowych nie ogranicza ich zdolnosci supresyjnych w stosunku do
komorek efektorowych [35], co stwarza mozliwosci ich wykorzystania w terapii.
Badania nad mechanizmem supresji wywieranej przez limfocyty Treg pokazaty, ze
moze by¢ ona niezalezna od cytokin [26, 35]. Zastosowanie przeciwciat anty-1L-4,
anty-1L-10, anty-TGF-P lub kombinacji tych przeciwciat nie blokowato supresji
wywieranej przez limfocyty Treg w hodowlach mieszanych z limfocytami efektorowymi
[26,35]. Dopiero oddzielenie komorek Treg od komérek CD4 CD25 btongpdtprzepusz-
czalng znosito supresje. Jednak zdania na temat roli TGF-[3 sg podzielone. Badania
Nakamura et al. [33] pokazaly, ze blokowanie tej cytokiny obnizato zdolnos¢ limfocytow
T regulatorowych do wygaszania odpowiedzi immunologicznej. Inne doswiadczenia
pokazaty, ze rzeczywiscie limfocyty Treg oddziatujg na komérki docelowe za
posrednictwem TGF-(3, ale nie w formie rozpuszczalnej, lecz zwigzanej z btong
komérkowsa [34], By¢ moze supresja zalezna od kontaktu komorka - komorka jest
dominujaca forma supresji [2], gdyz w pewnych warunkach nie mozna oming¢
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mechanizméw zaleznych od cytokin i w regulacji odpowiedzi immunologicznej konieczny
jestudziat I1L-10 czy TGF-[3 [15]. Wyjasnieniem tych dwdch sprzecznych mechanizméw
dziatania Treg moze by¢ tzw. teoria zarazliwej tolerancji (ang. infectious tolerance) [11,
25], wedtug ktorej limfocyty T CD4CD25+ w kontakcie z limfocytami T CD4 CD25
pobudzajaje do produkcji 1L-10 i TGF-|3. W ten sposéb powstajganergiczne limfocyty
Th (CD4 CD25 po kontakcie z Treg), ktére sg zdolne do hamowania limfocytow
efektorowych CD4CD25' poprzez wydzielane cytokiny I1L-10 lub/i TGF-|3.

ROLA CZYNNIKA TRANSKRYPCYJNEGO FOXP3

Jednym z ostatnich odkry¢ dotyczacych biologii limfocytéw T regulatorowych jest
identyfikacja czynnika transkrypcyjnego Foxp3, kt6ry po raz pierwszy zostat opisany
wiasnie w tych komorkach [18] i ktory uwazany jest za najlepszy marker limfocytéw
Treg [39]. Gen Foxp3 zlokalizowany jest w regionie X p 11.23 [6]. Foxp3 koduje
biatko 0 masie 48 kDa, dtugosci 431 aminokwasow - skurfine (SFN) [40]. U myszy z
mutacja w genie Foxp3, tzw. myszy sf (ang. scurfy) komoérki CD4 CD25 powstaja,
ale nie wykazuja one wiasciwosci regulatorowych [17,27]. Skutki wynikajace z mutacji
badz tez delecji genu Foxp3 sg podobne do tych powstatych po usunieciu populacji
limfocytow T regulatorowych, a wiec rozwoju choréb o podtozu autoimmunizacyjnym.
To sktonito naukowcow do badania udziatu genu Foxp3 w rozwoju i funkcjonowaniu
limfocytéw CD4+CD25+ Mutacja sfw genie Foxp3 polega na insercji dwoch par
zasad w regionie kodujagcym [40], co prowadzi do przedwczesnej terminacji i w efekcie
obnizenia ekspresji genu [27]. Skurfina (SFN) zawiera tzw. domene FKH (ang.
forkhead/winged helix domain) na swym C-koricu. Usuniecie tej domeny powoduje
zatrzymanie biatka w cytoplazmie i jego eliminacje z jadra komérkowego [40].
Whprowadzenie do komoérek CD4 CD25 biatka SFN pozbawionego domeny FKH nie
wzbudzato aktywnosci supresyjnej w tych komoérkach [22], U myszy sfekspresja
cytokin, takich jak: IL-2, IL-4, GM-CSF, TNF-oc, jest zaburzona. Gtéwnarole w regulacji
genow dla tych cytokin petni czynnik transkrypcyjny NFAT (ang. nuclearfactor of
activated lymphocytes). Wykazano, ze w przypadku braku funkcjonalnego SFN,
ekspresja IL2 i innych genow cytokin zaleznych od NFAT jest wzmozona, natomiast
nadprodukcja SFN hamuje wydzielanie tych cytokin [40]. Przeanalizowano znane
sekwencje regulatorowe gendw cytokin zaleznych od NFAT jako mozliwe miejsca
wigzania FKH i stwierdzono, ze wiekszo$¢ z nich znajduje sie w bliskim sagsiedztwie
NFAT [40]. Poza tym limfocyty T €D4 Foxp3' od myszy sfmialy drastycznie
zwiekszony poziom NFAT i NF-kB w poréwnaniu z typem dzikim [8]. Mozna wiec
przypuszczaé, ze Foxp3 wptywa na transkrypcje IL-2 i innych cytokin zaleznych od
NFAT blokujac miejsce wigzania NFAT z promotorami gendw dla tych cytokin [8]. To
moze byc¢ przyczyna anergii limfocytéw T regulatorowych CD4 CD25 i braku syntezy
IL-2 przez te komorki. Potwierdzity to doswiadczenia, w ktérych wprowadzenie genu
Foxp3 do mysich komdrek CD4+CD25+ Foxp3' skutkowato hamowaniem ekspresji
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cytokin, takichjak: I1L-2, IL-4 czy IFN-a [23]. Wykazano ponad to, ze ekspresja Foxp3
moze by¢ regulowana przez receptor dla estrogenu, ktéry ma swoje miejsce wigzania
w regionie promotorowym genu Foxp3 [12].

Zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka ekspresja Foxp3 jest ograniczona do
komérek CD4CD25 [22, 23]. Badania pokazaty, ze poziom ekspresji mMRNA dla
Foxp3 byt od 40 do 100 razy wyzszy w $wiezo izolowanych komdérkach CD4CD25"
w porownaniu z komérkami CD4 CD25' [18, 22, 24, 28, 38], mRNA dla Foxp3 byt
réwniez wykrywalny w niedojrzatych tymocytach, ale tylko o fenotypie CD25+CD4+-
CD8' [23]. Limfocyty T CD4 CD25‘ od zdrowych myszy stabo reagowaty na stymulacje
TCR, ale hamowalty proliferacje komorek efektorowych w hodowlach mieszanych. Z
kolei limfocyty T CD4CD25 od myszy z delecjag genu Foxp3 proliferowaty, ale nie
wykazywaty zadnej aktywnosci supresyjnej w stosunku do komorek efektorowych.
Dodatkowo myszy Foxp3‘ ' miaty bardzo powigkszone wezty chtonne i $ledziong. Brak
ekspresji Foxp3 w innych komdrkach CD25 (makrofagi, limfocyty B) sugeruje, ze
ekspresja tego genu jest zarezerwowana dla limfocytow T. Powstaje pytanie, czy
ekspresja Foxp3 moze by¢ indukowana in vivo, ajesli tak, to w jakich warunkach?
Peng et al. [36] sugerujg, ze takim czynnikiem kostymulujagcym moze by¢ TGF-[3,
ktéry promuje rozwdj limfocytow T CD4+ CD25+ Foxp3+ i dzieki temu chroni przed
rozwojem cukrzycy typu ! u myszy. Przemawiajg za tym doswiadczenia in vitro, w
ktérych pod wptywem stymulacji przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28 w obecnosci
TGF-p, komorki CD4 CD25' wigczaty ekspresje Foxp3 i nabywaty aktywnosci
regulatorowej [10, 51]. TGF-P moze indukowa¢ ekspresje Foxp3 poprzez aktywacje
SMAD [12].

Inne doswiadczenia in vitro pokazaty, ze sama stymulacja TCR przeciwciatami
anty-CD3, anty-CD28 w obecnosci IL2 wystarczata do wzbudzenia ekspresji genu
Foxp3 w ludzkich komérkach CD4CD25 [17, 32,46], Indukcja ekspresji genu silnie
korelowata z ekspresjg czasteczki powierzchniowej CD25, a komorki CD4+CD25 |
ktére powstawaty, wykazywaty aktywnosé regulatorowa. Badania te sg sprzeczne z
podobnymi przeprowadzonymi na mysich komérkach CD4+CD25’, w ktérych nie
dochodzito do wigczenia ekspresji Foxp3 po stymulacji TCR [22,38,46]. Wprowadzenie
wektora retrowirusowego niosgcego gen Foxp3 do dziewiczych limfocytéw T powoduje
przejscie ich w stan anergii i nadaje im w petni funkcjonalny fenotyp regulatorowy [ 17,
18, 24, 49]. Co ciekawe, w transfekowanych komoérkach dochodzi réwniez do
wzrostu ekspresji czasteczek powierzchniowych CD25, CD45R0O, HLA-DR, CCR-4,
CTLA-4, GITR czy CD 103 [ 18,22,23]. Zauwazono, ze im wyzszy byt poziom mRNA
biatka Foxp3, tym wyzszy poziom ekspresji wyzej wymienionych czasteczek. Wydaje
sie mato prawdopodobne, aby byto to wynikiem nadmiernej aktywacji komorek
przygotowujacej je do transfekcji, gdyz poziom innych markeréw zwiazanych z aktywacjg
(CD4, CD38, CD69) nie zmieniat sie wraz ze wzrostem ekspresji Foxp3 [49].
Transfekowane limfocyty T CD4 Foxp3t nie byly zdolne do hamowania proliferacji
komorek efektorowych CD4 CD25, gdy byly oddzielone od nich btong potprze-
puszczalng [46,49]. Blokada receptora dla IL-10 lub/i neutralizacja TGF-[3 nie znosity
supresji. Tak wiec transfekcja dziewiczych limfocytéw T genem Foxp3 wzbudza
potencjat supresorowy w limfocytach T CD4 CD25, a wywierana in vitro supresja
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jest niezalezna od cytokin [18, 24]. Dodatkowo udowodniono, ze transfekowane
limfocyty T CD4 Foxp3+ zapobiegaty rozwojowi choréb autoimmunizacyjnych u myszy
[22, 24]. Znaczenie Foxp3 w rozwoju choréb autoimmunizacyjnych potwierdzono
réwniez u ludzi. Mutacje w tym genie wystepujg u ludzi z ciezkimi zaburzeniami
immunologicznymi IPEX [20, 47] (ang. immunodysregulation, polyendocrinopathy
entheropathy, X-linkedsyndrome). Dodatkowo w przebadanej populacji Japonczykow
z cukrzycatypu 1, wykazano zwigzek polimorfizmu genu Foxp3 z rozwojem tej choroby
[6]. Foxp3 peini role negatywnego regulatora aktywacji limfocytow T, za czym
przemawiajg nastepujace spostrzezenia. Limfocyty T od myszy sfbyly w stanie
zaaktywowanym i byly nadwrazliwe na stymulacje TCR [23]. Silna aktywnos¢
transkrypcyjna NFAT skutkowata w nadprodukcji cytokin prozapalnych u tych myszy
[11]. Przeciwnie, limfocyty T od myszy z nadekspresjgFoxp3 byty oporne na stymulacje
TCR, stabo proliferowaty i wydzielaty niewielkie ilosci IL-2 [28]. Ponadto nadekspresja
Foxp3 w komorkach Jurkat powodowata zahamowanie transkrypcji IL-2 po stymulacji
anty-CD3, wskazujac, ze ten biatkowy czynnik jest represorem transkrypcji [40]. Z
uwagi na fakt, ze w transfekowanych limfocytach T CD4+ Foxp3+ dochodzito do
zwigkszenia ekspresji czasteczek powierzchniowych [22, 23, 49], moze on réwniez
petnic role aktywatora transkrypcji, jednak brak na to silnych dowoddw.

Wyniki badan jednoznacznie pokazuja, ze Foxp3 petni gtéwnarole w powstawaniu i
funkcjonowaniu limfocytéw T CD4+CD25+, ajego ekspresjaw komérkach CD4 CD25
koreluje z ich zdolnoscig regulatorowa. Mozna wiec poszukiwaé srodkéw farmakolo-
gicznych, ktore przez wptyw na zwiekszenie jego ekspresji, przywracatyby prawidtowa
funkcje Treg w wielu immunopatologiach.

ZNACZENIE LIMFOCYTOW T REGULATOROWYCH
CD4+CD25+ W ROZWOJU CHOROB
AUTOIMMUNIZACYJNYCH

Uposledzenie funkcji limfocytow T regulatorowych moze by¢ przyczyng rozwoju
choréb o podtozu autoimmunizacyjnym. U ludzi stwierdzono zaburzenia iloSciowe i
jakosciowe w populacji komorek Treg w przebiegu tych choréb.

U pacjentéw z cukrzyca typu | zaréwno Swiezo zdiagnozowana, jak i przewlekia
stwierdzono zmniejszony odsetek limfocytow T CD4 CD25 [29]. Ponadto wykazano,
ze Treg chorych na cukrzyce typu ! stabiej hamowaty proliferacje limfocytéw T
efektorowych w warunkach in vitro [9, 50]. Limfocyty T CD4 CD25 wyizolowane
od pacjentéw cierpigcych na reumatoidalne zapalenie staw6w byty anergiczne, zdolne
do hamowania proliferacji limfocytéw efektorowych, ale nie do hamowania wydzielania
cytokin prozapalnych przez limfocyty efektorowe i monocyty [16]. U os6b ze
stwardnieniem rozsianym odsetek Treg byt poréwnywalny z odsetkiem u os6b zdrowych,
jednak zdolno$¢ do hamowania proliferacji limfocytow efektorowych i wydzielania
przez nie cytokin byta obnizona w poréwnaniu z osobami zdrowymi [44],
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Ehrenstein et al. [16] zastosowali terapie anty-TNF jako prébe przywrdcenia
prawidtowego funkcjonowania limfocytéw T regulatorowych w przebiegu reumatoi-
dalnego zapalenia stawdw. U pacjentéw odpowiadajgcych na terapie anty-TNF odsetek
limfocytow T CD4t CD25+ zwiekszyt sie, co pozostawato w silnej korelacji ze spadkiem
poziomu biatka CRP (ang. C-reactive protein). Przywrécona zostata rowniez ich
funkcja hamowania wydzielania cytokin prozapalnych przez limfocyty efektorowe i
monocyty w hodowlach mieszanych.

Badania na myszach NOD (ang. non-obese diabetic mice) — modelu zwierzecym
cukrzycy typu | u cztowieka pokazaty, ze TNF-a upo$ledza zdolno$¢ limfocytow T
regulatorowych do hamowania choroby [48]. Autorzy sugerujg, ze endogenny poziom
TNF-a moze wywiera¢ wplyw na funkcje i liczebnos$¢ limfocytow Treg. Limfocyty T
CD4 CD25' pozyskane z grasicy zdrowych myszy wykazujg zwiekszong ekspresje
receptora TNFRII w poréwnaniu z limfocytami T CD4 CD25', co moze skutkowac
zwigkszong wrazliwoscig Treg na dziatanie TNF-ot. Potwierdzeniem tego sg doswiad-
czenia, w ktérych podanie myszom NOD TNF-a zmniejszato odsetek limfocytéw T
CD4 CD25 zar6wno w grasicy, jak i sledzionie. Z kolei terapia anty-TNF-a prowadzita
do zwigkszenia liczby komérek CD4 CD25+ i regresji choroby [48]. W innych
doswiadczeniach poszukujacych skutecznych terapii w celu przywrécenia funkcji Treg
wykazano, ze glikokortykosteroidy maja korzystny wptyw na funkcje Treg w przebiegu
stwardnienia rozsianego [13,37], Na zwiekszenie odsetka limfocytéw T CD4+CD25+
u chorych ze stwardnieniem rozsianym ma réwniez wptyw zastosowanie kopolimeru-
| (COP-I), ktory przywraca funkcje Treg przez indukcje ekspresji genu Foxp3 w
komérkach CD4+CD25’ [21].

KOMORKI REGULATOROWE W IMMUNOTERAPII

Wspdiczesne badania bez watpienia potwierdzajgznaczaca role populacji limfocytow
T CD4 CD25+w regulowaniu odpowiedzi immunologicznej. Mozliwo$é powstawania
komorek Treg nie tylko w grasicy, ale tez na obwodzie stwarza ogromne mozliwosci
wykorzystania ich w terapii chorob o podtozu autoimmunizacyjnym, w alergiach czy
transplantologii. Odkrycie czynnika transkrypcyjnego Foxp3 jako gtéwnego regulatora
powstawania i funkcjonowania komoérek Treg jest krokiem na przéd w poznawaniu
molekularnych mechanizmow, ktére nimi rzadza. Kontrola ekspresji genu Foxp3 jest
niezbedna w utrzymaniu homeostazy uktadu immunologicznego, a okre$lenie sygnatow
i mechanizméw prowadzacych do zwiekszenia lub przywrdcenia jego ekspresji w
niefunkcjonalnych limfocytach T regulatorowych daje szanse na przywrdcenie ich
prawidtowej funkcji w przebiegu wielu choréb na podtozu immunologicznym.

Niedobér Treg moze prowadzi¢ do zaburzen na tle autoimmunizacyjnym. Z kolei
nadmierna aktywno$¢ moze by¢ przyczyna wyciszenia odpowiedzi immunologicznej, a
w konsekwencji btednego rozpoznawania wiasnych, zmienionych autoantygendw.
Dlatego tez nalezy pamiegtaé, ze wszelkie préby modyfikacji tych komérek u ludzi
powinny by¢ prowadzone z zachowaniem szczegdlnej ostroznosci.



434 M. RYBA, J. MYSLIWSKA

LITERATURA

[1] APOSTOLOU I, SARUKHAN A, KLEIN L, von BOEHMER H. Orgin of regulatory T cells with known
specificity for antigen. Nat Immunol 2002; 3: 756-763.

[2] BAECHER-ALLAN C, WOLF E, HAFLER DA. Functional analysis of highly defined, FACS-isolated
populations of human regulatory CD4 CD25 T cells. Clin Immunol 2005; 115: 10-18.

[3] BAECHER-ALLAN C, VIGLIETTA V, HAFLER DA. Human CD4 CD25 regulatory T cells. Semin
Immunol 2004; 16: 89-97.

[4] BAECHER-ALLAN C, VIGELLIETTA V, HAFLER DA. Inhibition of human CD4 CD25 regulatory T
cell function. 3 Immunol 2002; 169: 6210-6217.

[5] BAECHER-ALLAN C, BROWN JA, FREEMAN GJ, HAFLER DA. CD4 CD25 regulatory cells in human
peripheral blood. J Immunol 2001; 167: 1245-1253.

[6] BASSUNY WM, IHARA K, SASAKI Y, KUROMARU R, KOHNO H, MATSUURA N, HARA T. A
functional polymorphism in the promoter/enhancer region of FOXP3/Scurfin gene associated with type
1 diabetes. Immunogenetics 2003; 55: 149-156.

[71 BENSINGER SJ, WALSH PT, ZHANG J, CARROLL M, PARSONS R, RATHMELL JC. Distinct IL-2
receptor signaling pattern in CD4 CD25 regulatory T cells. J Immunol 2004; 172: 5287-5296.

[8] BETTELLI E, DASTRANGE M, OUKKA M. Foxp3 interacts with nuclear factor of activated T cells and
NF-kB to repress cytokine gene expression and effector functions of T helper cells. Proc Natl Acad Sci
2005; 102: 5138-5143.

[9] BRUSKO TM, WASSERFALL CH, CLARE-SALZLER MJ, SCHATZ DA, ATKINSON MA. Functional
defects and the influence of age on the frequency of CD4 CD25 T-cells in type 1 diabetes. Diabetes
2005; 54: 1407-1414.

[10] CHEN WJ, JIN W, HARDEGEN N, LEI K, LI L, MARINOS N, McGRADY G, WAHL SM.
Conversion of Peripheral CD4 CD25 Naive T Cells to CD4 CD25 Regulatory T Cells by TGF-13
Induction of Transcription Factor Foxp3. J Exp Med 2003; 198: 1875-1886.

[11] CHORAZY-MASSALSKA M, KONTNY E, MASLINSKI W: Naturalne komérki regulatorowe (CD4
CD25 ). Post Biol Korn 2006; 33 (1): 71-80.

[12] COFFER PJ, BURGERING BM: Forkhead - box transcription factors and their role in the immune
system. Nat Rev Immunol 2004; 4: 889-899.

[13] CONSTANTINESCU CS, BRAITCH M, HARIKRISHNAN S: High-dose glucocorticoid treatment for
multiple sclerosis relapses enhances the proportion of circulating CD4 CD25 T cells. J Neurol 2005;
252: 39.

[14] de la ROSA M, RUTZ S, DORMINGER H, SCHEFFOLD A. Interleukin 2 is essential for CD4 CD25
regulatory T cell function. Eur J Immunol 2004; 34: 2480-2488.

[15] DIECKMANN D, BRUETT CH, PLOETTNER H, LUTZ MB, SCHULER G. Human CD4+CD25t+
regulatory interleukin 10-producing, contact - independent type 1-like regulatory T cells. J Exp Med
2002; 196: 247-253.

[16] EHRENSTEIN MR, EVAN JG, SINGH A, MOORE S, WARNES G, ISENBERG DA, MAURI C. Compro-
mised function of regulatory T cells in rheumatoid arthritis and reversal by anti-TNFa therapy. J Exp
Med 2004; 200: 277-285.

[17] FEHERVARI Z, SAKAGUCHI S. Development and function of CD25 CD4 regulatory T cells. Curr Opin
Immunol 2004; 16: 203-208.

[18] FONTENOT JD, GAVIN MA, RUDENSKY AY. Foxp3 programs the development and function of
CD4 CD25 regulatory T cells. Nat Immunol 2003; 4: 330-336.

[19] FONTENOT JD, RASMUSSEN JP, GAVIN MA, RUDENSKY AY. A function for interleukin 2 in Foxp3-
expressing regulatory T cells. Nat Immunol 2005; 6: 1142-1151.

[20] GOLEVA E, CARDONA ID, OU L, LEUNG DY. Factors that regulate naturally occurring T regulatory
cell-mediated suppression. J Allergy Clin Immunol 2005; 116: 1094-1100.

[21] HONG J, NINGLI L, ZHANG X, ZHENG B, ZHANG JZ. Induction of CD4 CD25 regulatory cells by
copolymer-1 through activation of tracscription factor Foxp3. Proc Natl Acad Sci 2005; 102: 6449-
6454,

[22] HORI S, NOMURA T, SAKAGUCHI S. Control of regulatory T cell development by the trancription
factor Foxp3. Science 2003; 299: 1057-1061.



BIOLOGIA NATURALNYCH LIMFOCYTOW REGULATOROWYCH CD4CD25 435

[23] HORI S, SAKAGUCHI S. Foxp3: a critical regulator of the development and function of regulatory T
cells. Microbes and Infection 2004; 6: 745-751.

[24] JAECKEL E, von BOEHMER H, MANNS MP. Antigen-specific FoxP3-transduced T-cells can control
established type ! diabetes. Diabetes 2005; 54: 306-310.

[25] JONULEIT H, SCHMITT E, KAKIRMAN H, STASSEN M, KNOP J, ENK AH. Infectious tolerance:
human CD25 regulatory T cells convey suppressor activity to conventional CD4 T helper cells. J Exp
Med 2002; 196: 255-260.

[26] JONULEIT H, SCHMITT E, STASSEN M, TUETTENBERG A, KNOP J, ENK AH. Identification and
functional characterization of human CD4 CD25 T cells with regulatory properties isolated from
peripheral blood. J Exp Med 2001; 193: 1285-1294.

/27] KHATTRI R, COX T, YASAYKO S, RAMSDELL F. An essential role for scurfin in CD4 CD25 T
regulatory cells. Nat Immuol 2003; 4: 337-342.

[28] KHATTRI R, KASPROWICZ D, COX T, MORTRUD M, APPLEBY MW, BRUNKOW ME, ZIEGLER
SF, RAMSDELL F. The amount of scurfin protein determines peripheral T-cell number and responsiv-
ness. J Immunol 2001; 167: 6312-6320.

[29] KUKREJA A, COST G, MARKER J, ZHANG C, SUN Z, LIN-SU K, TEN S, SANZ M, EXLEY M,
WILSON B, PORCELLI S, MACLAREN N. Multiple immuno-regulatory defects in type-1 diabetes. J
Clin Invest 2002; 109: 131-140.

[30] LIM WH, HILLSAMER P, BANHAM AH, KIM CH. Cutting edge: direct suppression of B cells by
CD4 CD25 regulatory T cells. J Immunol 2005; 175: 4180-4183.

[31] McHUGH RS, WHITTERS MJ, PICCIRILLO CA, YOUNG DA, SHEVACH EM, COLLINS M, BYRNE
MC. CD4 CD25 immunoregulatory T cells: gene expression analysis reveals a functional role for the
glucocorticoid-induced TNF receptor. Immunity 2002; 16: 311-323.

[32] MORGAN ME, van BILSEN JHM, BAKKER AM, HEEMSKERK B, SCHILHAM MW, HARTGERS FC,
ELFERING BG, van der ZANDEN L, de VRIES RRP, HUIZINGA WJ, OTTENHOFF THM, TOES REM.
Expression of FOXP3 mRNA is not confined to CD4 CD25 T regulatory cells in humans. Hum Immu-
nol 2005; 66: 13-20.

[33] NAKAMURA K, KITANI A, FUSS |, PEDERSEN A, HARADA N, NAWATA H, STROBER W. TGF-R
plays an important role in the mechanism of CD4 CD25 regulatory T cell activity in both human and
mice. J Immunol 2004; 172: 834—884

[34] NAKAMURA K, KITANI A, STROBER W. Cell contact-dependent immunosuppression by CD4 CD25
regulatory T cells is mediated by cell surface-bound transforming growth factor a. J Exp Med 200]; 194:
629-644.

[35] NG WF, DUGGAN PJ, PONCHEL F, MATARESE G, LOMBARDI G, EDWARDS AG, ISAACS D,
LECHLER R. Human CD4 CD25 cells: a naturally occurring population of regulatory T cells. Blood
2001; 98: 2736-2744.

[36] PENG Y, LAOUARYY, LI MO, GREEN A, FLAVELL RA. TGF-R regulates in vivo expansion of Foxp3-
expressing CD4 CD25 regulatory T cells responsible for protection against diabetes. Proc Natl Acad
Sei 2004; 101: 4572-4577.

[37] PUTHETI P, MORRIS M, STAWIARZ L, TELESHOVA N, KIVISAKK P, PASHENKOV M, KOUWEN-
HOVEN M, WIBERG MK, BRONGE L, HUANGYM, SONDERSTORM M, HILLERT J, LINK H.
Multiple sclerosis: a study of chemokine receptors and regulatory T cells in relation to MRI variables.
Eur J Neurol 2003; 10: 529-535.

[38] RAMSDELL F: Foxp3 and natural regulatory T cells: Key to a cell lineage? Immunity 2003; 19: 165—
168.

[39] RAMSDELL F, ZIEGLER SF. Transcription factors in autoimmunity. Curr Opin Immunol 2003; 15:
718-724.

[40] SCHUBERT LA, JEFFERY E, ZHANG Y, RAMSDELL F, ZIEGLER SF. Scurfm (FOXP3) acts as a
repressor of transcription and regulates T cell activation. J Biol Chem 2001; 276: 37672-37679.

[41] SU L, CREUSOT RJ, CHAN SM, UTZ PJ, FATHMAN CG, ERMANN J. Murine CD4CD25 regulatory
T cels fail to undergo chromatin remodeling across the proximal promoter region of the IL-2 gene. J
Immunol 2004; 173: 4994-5001.

[42] TAAMS LS, VUKAMANOVIC-STEJIC M, SMITH J, DUNNE PJ, FLETCHER JM, PLUNKETT FJ,
EBELING SB, LOMBARDI G, RUSTIN MH, BIJLSMA JWJ, LAFEBER FPJG, SALMON M, AKBAR
AN. Antigen-specific cell suppression by human CD4 CD25 regulatory T cells. Eur J Immunol 2002;
32: 1621-1630.



436 M. RYBA, J. MYSLIWSKA

[43] THORNTON AM, SHEVACH EM. Suppressor effector function of CD4 CD25 immunoregulatory T
cells is antigen nonspecific. J Immunol 2000; 164: 183-190.

[44] VIGLIETTA YV, BAECHER- ALLAN C, WEINER HL, HAFLER DA. Loss of functional suppression by
CD4 CD25 regulatory T cells in patients with multiple sclerosis. J Exp Med 2004; 199: 971 - 979.

[45] WALKER MR, CARSON BD, NEPOM GT, ZIEGLER SF, BUCKNER JH: De novo generation ofantigen-
specific CD4 CD25 regulatory T cells from human CD4 CD25 cells. Proc Natl Acad Sci 2005; 102:
4103-4108.

[46] WALKER MR, KASPROWICZ DJ, GERSUK VH, BENARD A, VAN LANDEGHEN M, BUCKNER JH,
ZIEGLER SF. Induction of FoxP3 and aquisition of T regulatory activity by stimulated human CD4 CD25
T cells. J Clin Invest 2003; 112: 1437-1443.

[47] WILDIN RS, FREITAS A. IPEX and FOXP3: clinical and research perspectives. JAutoimmun 2005; 25:
56-62.

[48] WU AJ, HUA H, MUNSON SH, McDEVITT HO. Tumor necrosis factor-a regulation of CD4 CD25 T
cell levels in NOD mice. Proc Natl Acad Sci 2002; 99: 12287-12292.

[49] YAGIH, NOMURA T, NAKAMURA K, YAMAZAKIS, KITAWAKIT, HOR1 S, MAEDA M, ONODERA
M, UCHIYAMA T, FUJII S, SAKAGUCHI S. Crucial role of FOXP3 in the development and function of
human CD25 CD4 regulatory T cells. Int Immunol 2004; 16: 1643-1656.

[50] YOU S, BELGHITH M, COBBOLD S, ALYANAKIAN MA, GOUARIN C, BARRIOT S, GARCIA C,
WALDMANN H, BACH JF, CHATENOUD L. Autoimmune diabetes onset results from qualitative rather
than quantitative age-dependent changes in pathogenic T-cells. Diabetes 2005; 54: 1415-1422.

[51] ZHENG SG, GRAY JD, OHTSUKA K, YAMAGIWA S, HORWITZ DA. Generation ex vivo of TGF-p-
producing regulatory T cells from CD4 CD25 precursors. J Immunol 2002; 169: 4183-4189.

Redaktor prowadzacy - Barbara Pytycz

Otrzymano: 20.02. 2006 r.

Przyjeto: 01.03. 2006 r.

Katedra Histologii i Immunologii AM
80210 Gdansk, ul.Debinki 1

e-mail: akinomab@amg.gda.pl


mailto:akinomab@amg.gda.pl

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 33 2006 NR 3 (437-452)

BIALKA ns-LTP - FUNKCJONALNY POLIMORFIZM

Ns-LTP PROTEINS - FUNCTIONAL POLYMORPHISM

Agnieszka KIELBOWICZ-MATUK

Pracownia Genomiki Funkcjonalnej, Instytut Genetyki Ros$lin
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Streszczenie: Niespecyficzne biatka transportujace ttuszcze (ns-LTP) naleza do olbrzymiej rodziny bia-
tek roslinnych, ktérych funkcja in vivo wciaz pozostaje nieznana. Biorgc pod uwage budowe, wihasciwo-
$ci i przypuszczalnie petnione przez nie funkcje wyodrebniono dwie klasy biatek transportujacych
lipidy, ns-LTPI i ns-LTP2. Cechg charakterystyczng wszystkich biatek ns-LTP jest obecno$¢ czterech
amfipatycznych a-helis, ktére tworza wewnetrzng kieszen hydrofobowa bedaca miejscem wigzania
czagsteczek lipidowych. W genomach roslin wyzszych stwierdzono obecnos$¢ wielu kopii genow dla
ros$linnych biatek transportujacych tluszcze. Prawdopodobnie poszczegélne izoformy ns-LTP nalezace
do tej samej rodziny, ale réznigce sie profilem ekspresji moga petni¢ w komdrce odmienne funkcje.
Wykazano ich udzial miedzy innymi w tworzeniu powierzchniowej warstwy ochronnej, somatycznej
embriogenezie, w sygnalizacji oraz w adaptacji roslin do r6znych warunkéw srodowiska. Ponadto, nie-
ktére biatka ns-LTP znane sg jako panalergeny w zywnos$ci pochodzenia roslinnego. Ostatnie badania
ujawnity, ze biatka transportujace lipidy moga wigzac sie do zlokalizowanych w btonie plazmatycznej
miejsc, ktére zidentyfikowano jako receptory dla elicytyn. Wskazuje to na istotng role tych biatek w
mechanizmach obronnych roélin przeciwko patogenom.

Stowa kluczowe', niespecyficzne biatka transportujace ttuszcze, transport lipidéw, panalergeny roslinne, elicytyny.

Summary. Non-specific lipid transfer proteins (ns-LTPs) belong to a large family of plant proteins whose
function in vivo remains unknown. On the basis oftheir structure, properties and functions two main classes
oflipid transfer protein have been identified in plants, ns-LTPI and ns-LTP2 respectively. The most interesting
structural feature ofthe ns-LTP proteins is the presence of four amphipatic a-helices which form the internal
hydrophobic cavity that can bind the lipid molecules. Plants ns-LTPs are encoded by a multigenic family,
therefore different isoforms may correspond to different functions. It has been implicated that plant lipid
transfer proteins are involved in protecting surface layer formation, somatic embryogenesis, signaling and plant
adaptation to various environmental conditions. Some ofthe ns-LTP proteins are also known to be panallergens
of plant-derived foods. It has been recently shown that the lipid transfer proteins bind to the sites located on
plasma membranes which have been identified as the elicitin receptors. It indicated important role of this
proteins in plant defense mechanisms against pathogens.

Key words: non-specific lipid transfer proteins, lipid transfer, plant panallergens, elicitins.

*Praca dofinansowana przez Instytut Genetyki Roslin PAN.
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WSTEP

i dobrze rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach organicznych. Petnig one w organizmach
roslinnych réznorodne funkcje biologiczne. W formie triglicerydéw i wolnych kwaséw
thuszczowych sggtdwnym zrddtem weglai energii. Jako fosfo- i glikolipidy stanowigelement
strukturalny bton komérkowych. Pochodne poliestrow kwaséw thuszczowych sa sktadnikami
budulcowymi warstw na powierzchni organéw roslinnych (kutyny i suberyny), ktére chronia
tkanki przed nadmierng utratg wody i szkodliwym dziataniem stresowych czynnikéw
Srodowiska zewnetrznego. Ponadto lipidy, a zwtaszcza ich pochodne peinig funkcje
hormondéw i wtérnych czasteczek sygnalizacyjnych. Azeby sprosta¢ tej mnogosci zadan w
komadrce, tempo wymiany lipidéw na poziomie komoérkowym, pozakomdrkowymi btonowym
musi podlegac precyzyjnej regulacji. Od kilku lat wiadomo, ze w btonach biologicznych
wystepujgspecyficzne regiony lipidowe nazywane mikrodomenami (ang. lipid rafts), ktére
odgrywaja istotngrole w obrocie lipidéw i w modulacji aktywnosci wielu biatek [61,87].

Ze wzgledu na hydrofobowy charakter czgsteczki, transport lipidow w komdrce na
duze odlegtosci odbywa sie za pomoca rozpuszczalnych makroczasteczek badz struktur
wieloczasteczkowych. Nalezg do nich biatka transportujace ttuszcze i pecherzyki
lipoproteinowe [64].

1. ROSLINNE BIALKA TRANSPORTUJACE THUSZCZE

Biatka transportujace ttuszcze (ang. Lipid Transfer Protein, LTP) stanowig rodzine
biatek o bardzo zachowawczej strukturze. Wystepuja one powszechnie w $Swiecie
organizméw zywych. Dotychczas wykryto je w komérkach ssakow, roslin, drozdzy,
grzybow i niektérych bakterii [49, 51], W przeciwienstwie do roslinnych LTP, biatka
transportujgce ttuszcze u innych organizméw charakteryzujg sie wysoka masg
czasteczkowg w granicach od 15 kDa do 30 kDa oraz brakiem podobienstwa sekwencji
pomiedzy poszczegolnym izoformami [81,97].

Z powodu szerokiej specyficznosci substratowej roslinne biatka transportujgce thuszcze
okresla sie terminem ns-LTP (ang. non-specific Lipid Transfer Protein) [51].
Dotychczas wyizolowano geny dla ns-LTP z marchwi (Daucus carota) [86], pomidora
(Lycopersicon pennellii) [78, 90], moreli (Prunus armeniaca) [17], kukurydzy (Zea
mays) [41], ryzu (Oryza sativa) [80], jeczmienia (Hordeum vulgare) [35], rzodkiew-
nika (Arabidopsis thaliana) [2], papryki (Capsicum annuum) [50, 69], kapusty
(Brassica napus) [43] i wilczomlecza (Euphorbia lagascae) [27].
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2.STRUKTURA ROSLINNYCH BIALEK TRANSPORTUJACYCH
THUSZCZE

Pod wzgledem budowy i przypuszczalnie petnionych przez nie funkcji roslinne biatka
transportujace tluszcze stanowig bardzo zrdéznicowana grupe biatek. Na podstawie
powyzszych kryteriow podzielono je na dwie klasy: ns-LTP1 (o masie czasteczkowej
okoto 9 kDa) i ns-LTP2 (o masie czasteczkowej okoto 7 kDa) [1, 14, 22, 51, 58].
Najwiecej danych wskazujacych na whasciwosci fizykochemiczne biatek transportu-
jacych ttuszcze oraz ich subkomérkowa lokalizacje dotyczy grupy ns-LTP 1. Charak-
teryzuje ja wysoki punkt izoelektryczny oraz obecno$¢ o$Smiu zachowawczych reszt
cysteiny potgczonych czterema wigzaniami dwusiarczkowymi. Dodatkowo, przy koncu
aminowym tancucha polipeptydowego wystepuje sekwencja sygnatowa, ktéra prawdopo-
dobnie kieruje biatko do retikulum endoplazmatycznego. Badania z wykorzystaniem
krystalografii rentgenowskiej i spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego
dostarczyty wielu istotnych informacji o strukturze przestrzennej biatek ns-LTP u r6znych
organizmoéw roslinnych. Dotychczas udato sie okresli¢ strukture trzeciorzedowsa dla
ns-LTP! z jeczmienia (Hordeum vulgare) [42], ryzu (Oryza sativa) [75], pszenicy
(Triticum aestivum) [23], kukurydzy (Zea mays) [41], chinskiej fasoli (Phaseolus
mungo) [55] i tytoniu (Nicotiana tabacum) [19]. Ponadto, duzym osiggnieciem w
ostatnich latach byto poznanie przestrzennej struktury biatek klasy ns-LTP2 z ryzu
(Oryza sativa) [58, 80] i pszenicy (Triticum aestivum) [46]. Interesujaca cecha biatek
transportujacych tluszcze jest obecno$¢ w czasteczce czterech amfipatycznych a-
helis stabilizowanych mostkami dwusiarczkowymi oraz zlokalizowanego przy koricu
karboksylowym faricucha dtugiego ramienia z licznymi zwrotami & (ang. R-turns). Scisle
upakowane a-helisy tworzg olbrzymia, wewnetrzng kieszen hydrofobowa (tunel
hydrofobowy), ktérajest miejscem wigzania mono - i diacylowanych czasteczek lipidow
wigczajac: kwasy ttuszczowe [24, 40], acylo CoA [53], lizo-fosfatydylocholine [15] i
fosfatydyloglicerol [82]. Poréwnujac strukture ns-LTP | u r6znych organizmow zaobser-
wowano, ze hydrofobowa kieszeh charakteryzuje sie duzag plastycznoscia, a
poszczegOlne izoformy biatek moga roéznic siejej rozmiarem [26,88]. Badania wykazaty,
ze w wyniku zwigzania czasteczki kwasu ttuszczowego przez biatko ns-LTP 1, objetosé
tunelu zwieksza sie z -400 A3 do -547-620 A3 [40].

Ciekawym odkryciem bylo stwierdzenie, ze biatka ns-LTP nie mogg wigzac steroli
i innych czasteczek o sztywnym rdzeniu. Swiadczy to o tym, ze zaréwno plastyczno$¢
tunelu, jak i elastycznos¢ hydrofobowych czasteczek lipidowych sg niezbedne dla
utworzenia kompleksu ‘biatko ns-LTP - lipid’' [12,23,24,63], Co istotne, stwierdzono,
ze wigzanie lipidéw wewnatrz tunelu jest dodatkowo kontrolowane przez cisnienie
btony powierzchniowej (np. zalezy od stopnia upakowaniajej sktadnikéw). Zatem wydaje
sie stuszne, ze w normalnym stanie fizjologicznym biatka ns-LTP nie powinny wigzac i
przenosic¢ lipidow wchodzacych w skiad btony.

Poznanie przestrzennej struktury biatek transportujacych ttuszcze pozwolito rowniez
ustali¢, wjaki sposob biatka te oddziatujg z czasteczkami lipidow. Obecnie znanajest
struktura krystalograficzna kompleksow biatek transportujgcych ttuszcze z 9 réznymi



440 A. KIELBOWICZ-MATUK

czasteczkami kwaséw ttuszczowych [41]. Co wiecej, okre$lono przestrzenna strukture
komplekséw biatek klasy ns-LTP ! z palmitynianem i {-palmitylo-2-lizo-fosfatydylocholing
u kukurydzy (Zea mays) [37], z palmitylo-CoA u jeczmienia (Hordeum vulgare) [53]
i z 1,2-dwumirystylofosfatydylo-glicerolem u pszenicy (Triticum aestivum) [82],

3. SUBKOMORKOWA | ORGANOWA LOKALIZACJA
BIALEK ns-LTP

W genomach roslin wyzszych wykazano obecnos¢ wielu kopii genéw dla roslinnych
biatek transportujacych ttuszcze [9,47,70,90]. Dotychczas zidentyfikowano ponad 40
gendéw dla ns-LTP w genomie u A. thaliana [5]. Prawdopodobnie geny dla ns-LTP sg
zorganizowane w mate rodziny [2, 31, 72, 90], Wykazano, ze ekspresja genéw dla
réznych izoform biatkowych nalezacych do tej samej rodziny jest tkankowo i organowo
specyficzna [16]. Dodatkowo, w obrebie réznych organéw rosliny podlega ona
rozwojowej i ,,sSrodowiskowej” regulacji [38], Sugeruje sie, ze biatka ns-LTP, nalezace
do tej samej rodziny, ale réznigce sie profilem ekspresji, moga petni¢ w komorce
odmienne funkcje [31,90],

Pierwotnie biatka ns-LTP ! zostaty wykryte w nadziemnych organach roslin, takich
jak: owoce, rozwijajgce sie kwiaty, szczytowe czesci pedow i liscie, podczas gdy biatka
ns-LTP2 zlokalizowano wytacznie w korzeniach [84]. Obecnie wiadomo, Ze intensywna
synteza obu grup biatek zachodzi réwniez w nasionach [21,48, 59].

Wielu autoréw wskazuje, ze ekspresja genéw kodujacych ns-LTP jest wyzsza na
wczesnych etapach rozwoju roéliny. Tym niemniej, obecnos$¢ biatek transportujacych
thuszcze stwierdzono réwniez w miodych tkankach roslin dojrzatych [90]. Analiza
ekspresji genu kodujacego biatko transportujgce tluszcze EP2 z marchwi (Daucus
carota) wykazata, ze najsilniejsza ekspresja ma miejsce w merystemie wierzchotkowym
pedu, w zawiazkach lisciowych i w rozwijajacych sie kwiatach [86], Interesujace wyniki
uzyskano réwniez na podstawie analizy poziomu transkryptow trzech genéw dla ns-
LTP wyizolowanych z wilczomlecza (Euphorbia lagascae), (EILTP1, EILTP2 i
EILTP3). Stwierdzono, ze w przypadku genéw EILTP1 i EILTP3 maksymalna
akumulacja mMRNA miata miejsce w komorkach bielmaii liscieniach, a ekspresja genu
EILTP2 zachodzita wytacznie w komérkach bielma [28].

Jak juz wspomniano, jedna z charakterystycznych cech roslinnych biatek transportu-
jacych tluszcze jest wystepowanie peptydu sygnalnego przy koricu aminowym czasteczki.
Dlatego tez sugeruje sie, ze ns-LTP ulegajg sekrecji w warunkach in vivo. Przyktadem
sgwyniki badarh immunolokalizacyjnych nad biatkami ns-LTP: Parj ! i Paij2 u Parietaria
judaica. Wykazano, ze zawarto$¢ biatek transportujacych ttuszcze w ziarnie pytku u
parietarii zmienia sie podczas hydratacji [94], Pierwotnie biatka ns-LTP sg obecne w
cytoplazmie komorki i w ciatach ttuszczowych. Okres magazynowanians-L TP jestjednak
bardzo krotki, po czym biatka sg kierowane na szlak sekrecyjny [89].
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Aktualne dane wskazujag na pozakomdrkowa lokalizacje biatek ns-LTP. Przypusz-
czalnie docelowym miejscem ich funkcjonowania sg Sciany komoérek epidermalnych i
epikutikulama warstwa woskowa [51],

Istniejg doniesienia wskazujace, ze biatka transportujace ttuszcze charakteryzujg
sie wysokg stabilnoscig termiczng i proteolityczng [56]. Autorzy sugeruja, ze
najprawdopodobniej ma to zwigzek z wystepowaniem tych biatek w warunkach
stresowych. Dla niektérych biatek transportujgcych ttuszcze wykazano wzrost poziomu
akumulacji transkryptu w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw stresowych, takich jak:
patogeny [5, 33, 62], zranienie [83], $wiatto [10] i jony metali ciezkich [35]. Wiele
danych wskazuje, ze geny dla ns-LTP moga by¢ réwniez aktywowane pod wptywem
chiodu, suszy i zasolenia [52,72,79,90,98], Interesujgcym przyktademjest gen CALTP1
z papryki {Capsicum annuum), dla ktérego silny wzrost poziomu transkryptu
zaobserwowano w lisciach pod wptywem suszy i wysokiego zasolenia. Swiadczy to o
potencjalnej roli CALTP1 w nabywaniu tolerancji roslin na stresy srodowiskowe [50].
Ekspresja innego genu BG-14 kodujacego biatko transportujace ttuszcze z stoktosy
bezostnej {Bromus inermis) jest indukowana w odpowiedzi na susze, zasolenie,
anizomycyne i sfingozyne [98], podczas gdy silny wzrost akumulacji biatka
transportujacego lipidy, Ha-AP10 ze stonecznika {Helianthus annuus) odnotowano
pod wptywem stresu solnego i infekcji grzybowej [34,77].

Ostatnie badania ujawnity rowniez obecno$¢ w promotorach wielu genéw dla biatek
transportujacych ttuszcze, takich jak: LpLtpl i LpLtp2 z pomidora {Lycopersicon
pennellii), Ltp2, 3, 4, 6 z jeczmienia {Hordeum vulgare) i Fxaltp z truskawki
{Fragaria ananasa) obecno$¢ czs-regulatorowych sekwencji niezbednych do aktywacji
ekspresji genéw pod wptywem ABA [31, 90, 99].

4. ROZNORODNOSC FUNKCJONALNA
ROSLINNYCH BIALEK ns-LTP

Precyzyjna rola biatek ns-LTP nie jest jeszcze dokladnie poznana. Dostepne dane
pozwalajaprzypuszczac, ze skutki ich aktywnosci mogaby¢ dla komorek bardzo réznorodne
(tab. 1). Pierwotne dane wskazujgnarole biatek ns-LTP w transporcie wewnatrz- i zewnatrz-
komoérkowym. Wykazano, ze biatka ns-LTP w warunkach in vitro uczestniczg w
wewnatrzbtonowej wymianie fosfolipidéw, na przyktad w transporcie fosfatydylocholiny z
liposomow do mitochondriéw. W zwigzku z tym sugerowano ich udziat w przebudowie i
odnowie bton tych organelli. Jakkolwiek, brakjest bezposrednich dowoddw potwierdzajgcych
funkcje ns-LTP w warunkach in vivo [2].

Jednym z dobrze poznanych zjawisk zachodzacych podczas dostosowywania sie
roslin do niskich temperatur jest utrzymanie ptynnej struktury bton. Temperatura
krzepniecia bton komérkowych jest zwigzana z obecnoscig nienasyconych kwaséw
thuszczowych w fosfo- i galaktolipidach oraz z udziatem lipidéw zawierajacych duze
grupy polarne. Préby wprowadzenia do roslin enzymow biorgcych udziat w tworzeniu
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TABELA 1.

Typ LTP

E2P

PVLTP

EILTP1,2

ns-LTP2

CALTP1

BG-14

Ha-AP10

Fxaltp

Vrltp !

WAX9

EARLII

Parj
Parj2

ns-LTP!
(CaMBP)

ns-LTP
(rodzina
biatek
R-14)

ns-LTP

ns-LTP!

ns-LTP!

LTP1

A. KIELBOWICZ-MATUK

Przykfady biatek ns-LTP u r6znych gatunkéw roélin, ich lokalizacja i gtéwne funkcje w komoérce

Gatunek
rosliny

Daucus
carota
Phaseolus

vulgaris

Euphorbia
lagascae

Oryza sativa

Capsicum
annuum

Bromus
inermis

Helianthus
annuus

Fragaria
ananasa

Figna
radiota

Brassica
oleraceae

Arabidopsis
thaliana

Parietaria
judaica

Arabidopsis
thaliana

Hordeum
vulgare

Zea mays

Hordeum
vulgare
Castor bean

Triticum
aestivum

Lokalizacja

merystem wierzchotkowy
pedu, zawiazki lisciowe,
rozwijajace sie kwiaty

warstwa korowa korzenia

komérki bielma, liscienie

nasiona

komorki floemu,
epiderma lisci

siewki

kietkujace nasiona

komérki bielma,

epiderma lisci

nasiona, fodygi, mtode liscie
miode liscie

btona komdrkowa lub $ciana

komérkowa

pierwotnie cytoplazma i ciata
thuszczowe ziarna pyiku,
nastepnie kierowane na szlak
sekrecyjny

liscie

ziarna

dojrzate nasiona

liscienie

Potencjalna funkcja

- somatyczna embriogeneza
- transport monomeréw kutyny

- transport monomer6w suberyny

- udziat w obrocie lipidéw w komdrkach bielma
- inhibitory proteaz

- transport lipidow
- sktadnik systemu obronnego roslin

- nabywanie tolerancji roslin na stresy Srodowis-
kowe, tj. wysokie zasolenie, susze, atak
patogenéw

- adaptacja roslin do warunkéw stresowych

- udziat w reakcjach obronnych roélin na stres
solny i atak patogenéw

- udziat w odpowiedzi ro$lin na stres chtodu,
zranienie i ABA

- udziat w odpowiedzi ro$lin na stres
dehydratacyjny i zasolenie

- ochrona tylakoidéw chloroplastéw przed
uszkodzeniem w temp, zamarzania (krioprotekcja)

- stabilizacja bton i éciany komorkowej
pod wptywem niskiej temperatury

- panalergeny rodlinne
- udziat w procesie zapylenia i zaptodnienia

- wiazanie kalmoduliny i udziat w procesach przez
nig stymulowanych

- zdolno$¢ wiazania jonéw metali cigzkich,

tj. Pb+2, Co+2, Hg#2 i Ni+2

- hamowanie procesu fermentacji drozdzy piwo-
warskich, wptyw na tworzenie i stabilno$¢ piany

- inicjacja transdukcji sygnatu apoptotycznego
w mitochondriach w watrobie u myszy

- inhibitor proteinazy cysternowej
- regulacja B-oksydacji kwaséw ttuszczowych
w glioksysomach

- posredniczy w transporcie lekéw

Auto-
rzy

[86]

[84]

[28]

[58]

[50]

[98]
[34]
[99]
[59]
[43,
44]

[10]

89,
94]

[96]

35,
36]

[18,
20]
[48]

[91]

71
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podwdjnych wigzan w nasyconych lub jednonienasyconych kwasach tluszczowych,
doprowadzity do uzyskania roslin o zwiekszonej tolerancji na chtod. Wykazano, ze rosliny
takie jak: szpinak (Spinacea oleraceo) i rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana), ktére
zawierajg duzo nienasyconych kwasow ttuszczowych sg bardziej odporne na niska
temperature [39], Poniewaz zmiany w sktadzie lipidéw btonowych sg istotne w
nabywaniu tolerancji roélin na chtdd, sugeruje sie, ze niektére ns-LTP peknig role w
modyfikowaniu bton plazmatycznych.

Istniejg takze dowody na udziat niektérych roslinnych bialek transportujacych ttuszcze
w stabilizacji membran komdérkowych podczas zamarzania [43, 44, 85]. Od dawna
wiadomo, Ze strukturg najbardziej wrazliwg na dziatanie niskiej temperatury sg btony
tylakoidow. Z aklimatyzujacej sie do chtodu kapusty (Brassica oleraceo) wyizolowano
biatko WAX9, ktdre wiaze sie z tylakoidami chloroplastow i zapobiega ich uszkodzeniu
w temperaturach zamarzania. Jak stwierdzono, petnigce funkcje krioprotekcyjna biatko
WAX9 nalezy do rodziny ns-LTP 1 [85].

Inspirujace i ciekawe byto odkrycie, ze biatka transportujgce ttuszcze moga brac¢
udziat w tworzeniu ochronnej, woskowej warstwy hydrofobowej na powierzchni tkanek
okrywajacych [13, 25, 90], Pomimo ze precyzyjna rola tych biatek w powstawaniu
warstwy kutykulamej nie jest znana wykazano, ze biatka klasy ns-LTP ! sg zaangazo-
wane w transport monomeréw kutyny, podczas gdy biatka klasy ns-LTP2 transportujg
monomery suberyny [25, 86].

W ostatnich latach wyizolowano i zidentyfikowano wiele roslinnych biatek zwiazanych
z mechanizmem og0dlnej reakcji komoérek na infekcje bakteryjne i grzybowe.
Charakteryzuje je obecnos¢ duzej liczby reszt cysteinowych. Obok B-1,3-glukanaz i
cystatyn, do biatek defenzyno-podobnych zalicza sie réwniez biatka transportujace
thuszcze. O roli ns-L TP w obronie roslin przed infekcjg bakteryjng i grzybowa, wnioskuje
sie na podstawie ich lokalizacji w Scianach komdrek epidermalnych oraz zwiekszonego
poziomu tych biatek w komorkach w odpowiedzi na atak patogenu (ryc. 1) [32, 95].
Dane wielu autoréw dowodza, ze biatka ns-LTP wykazujg wysokg homologie sekwencji
do biatek zasadowych o masie czasteczkowej okoto 9 kDa, ktorych udziat stwierdzono
podczas interakcji roslina-mikroorganizm [6]. Dowiedziono, ze biatka ns-LTP stanowig
istotny sktadnik systemu obrony komérek przed patogenami, gdyz hamujg dziatanie
pewnych fitopatogenéw, takich jak: Pseudomonas solanacearum, Clavibacter
michiganensis, Fusarium solani, Rizoctonia solani, Trichoderma viride i
Cercospora beticola [5, 33, 38, 50, 62].

Od kilku lat wiadomo, ze niektorzy przedstawiciele biatek ns-LTP moga bra¢ udziat
w wigzaniu jonéw metali ciezkich. Przyktadem jest biatko ns-LTP z jeczmienia
(Hordeum vulgare), ktore wigze kationy metali dwuwartosciowych, takich jak: Pb 2,
Co+2, Hg+2 i Ni+2. Mozna wiec spekulowaé o domniemanej funkcji tych biatek w procesie
fitoeks-trakcji, ktory bazuje na zdolnosci roslin do hiperakumulacji metali [35]. Ocenia
sie, ze wprowadzenie do roslin gendw, kodujgcych biatka zaangazowane w wigzanie i
transport jonéw metali ciezkich, moze prowadzi¢ do otrzymania roslin transgenicznych
0 zwiekszonej zdolnosci do ich akumulacji.
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RYCINA 1. Mechanizm ilustrujacy role roslinnych biatek transportujacych ttuszcze (LTP) podczas
interakcji pomiedzy patogenami grzybowymi i roslinami (wg [5], zmienione): LTP - biatko transportujace
lipidy; R - nieaktywny receptor; R - aktywny receptor; SK - $ciana komérkowa; Bt - btona
plazmatyczna; konstytutywna synteza enzymu kutynazy przez grzyby pasozytnicze np. Fusarium
prowadzi do uszkodzenia kutykulamej warstwy ochronnej i uwolnienia monomeréw kutyny, ktére
nastepnie sg wigzane przez biatka LTP zlokalizowane w rejonie kutykuli (I). Powstaty kompleks
‘monomer kutyny-biatko LTP’ moze wigzac¢ sie do receptoréw zlokalizowanych w btonie plazmatycznej
komérek roslinnych i tym samym zapoczatkowywaé odpowiedZ obronng organizmu. W rezultacie
dochodzi do wzmozonej syntezy réznych biatek transportujacych ttuszcze oraz innych biatek stresowych
PR, ktére hamujg wzrost i rozw6j patogenu, jak réwniez biorg udziat w naprawie hydrofobowej warstwy
kutykulamej (I1). Alternatywnie przypuszcza sie, ze kompleks ‘monomer kutyny-biatko LTP' moze
wigzac sie do domniemanych receptoréw w btonie plazmatycznej u grzybéw i indukowac nadprodukcje
enzymu kutynazy

Uwzgledniajgc dane przedstawione powyzej, $wiadczgce o funkcji biatek ns-LTP
w komorkach pod wpltywem streséw, pewne biatka transportujace ttuszcze zaliczono
do grupy biatek obronnych PR-14 (ang. Pathogenesis-RelatecT) [92],

Niedawno wykazano, ze niektére biatka ns-LTP mogg réwniez uczestniczy¢ w
wigzaniu kalmoduliny [57,96]. Na przykiad biatko CaMBP wyizolowane z A. thaliana
wigze kalmoduline w spos6b niezalezny od jonéw wapnia oraz posredniczy w procesach
przez nig stymulowanych. Badania potwierdzity, ze CaMBP pod wzgledem homologii
sekwencji i whasciwosci fizykochemicznych wykazuje znaczne podobienstwo do
roslinnych biatek transportujacych ttuszcze. 12-aminokwasowy rejon w czasteczce
CaMBP wigzacy kalmoduline zawiera trzy silnie konserwatywne motywy, ktorych
obecnos¢ stwierdzono we wszystkich znanych ns-LTP.
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Istniejg takze dane na temat funkcji niektérych biatek transportujacych ttuszcze w
procesach wzrostu i rozwoju roslin [27,28],

Niezwykle wazng cho¢ nie do konca wyjasniong rolg roslinnych biatek ns-LTP jest
inicjacja transdukcji sygnatu apoptotycznego w mitochondriach w watrobie u myszy
[18], Wykazano, ze biatko transportujace ttuszcze z kukurydzy (Zea mays) w obecnosci
specyficznych lipidow moze indukowa¢ uwolnienie cytochromu c i innych biatek
apoptogennych z wnetrza mitochondriom do cytoplazmy. Jakkolwiek szczegoty tego
mechanizmu nie zostaty dotychczas poznane. Analiza sekwencji aminokwasowej
ujawnita wysokg homologie sekwencji pomiedzy roslinnymi biatkami ns-LTP a pro-
apoptotycznym biatkiem ssakéw Bid nalezacego do rodziny Bcl-2 [20].

Znaczne zainteresowanie budzi ostatnio wsréd naukowcow zaklasyfikowanie biatek
transportujacych lipidy do grupy silnych panalergenéw pokarmowych pochodzenia
roslinnego [3, 4, 45, 70, 76]. Pierwotnie ns-LTP zostaly zidentyfikowane w skorce
owocoOw brzoskwini jako niskoczasteczkowe biatka o wiasciwosciach alergennych.
Ponadto ich obecnos¢ stwierdzono w owocach jabtoni, gruszy, sliwy, moreli, brzoskwini
i wisni. Udokumentowano tez duze podobienstwo strukturalne miedzy tymi biatkami
wymienionych owocéw a odpowiednimi biatkami kukurydzy. Badania wykazaty, ze
alergia na owoce z rodziny Rosaceae moze by¢ zwigzana z wystepowaniem pewnych
reakcji krzyzowych [29,60,100].

Dane wielu autoréw sugerujg, ze biatka transportujace ttuszcze dzieki wysokiej
stabilnosci termicznej moga by¢ wykorzystywane w procesie technologicznym produkcji
piwa. Badania wykazaty, ze biatko ns-LTP z jeczmienia (Hordeum vulgare) nalezace
do grupy biatek PR-14, hamuje proces fermentacji drozdzy piwowarskich
(Saccharomyces cerevisiae) oraz wpltywa na tworzenie i stabilno$¢ piany [36].

5. DIALOG POMIEDZY ns-LTPI A ELICITYNAMI
W MECHANIZMACH OBRONNYCH ROSLIN

Elicityny stanowig duzg rodzine niskoczgsteczkowych, bogatych w cysteine biatek
zewngtrzkomorkowych wydzielanych przez grzyby patogenne Phytophthora i Pythium
[68]. Sgone zwigzane z aktywng odpowiedzig rosliny na zewnetrzne czynniki stresowe
[74]. Ponadto, stanowigwazny element w regulacji proceséw metabolicznych komérek
W stanie zagrozenia zewnetrznego.

Pierwotnie elicityny zostaty zidentyfikowane na podstawie ich zdolnosci do indukcji reakcji
nadwrazliwosci (ang. Hypersensitive Response, HR) prowadzacej do samobdjczej Smierci
komorek kontaktujacych sie z patogenem u Nicotiana tabacum, Raphanus sativus i
niektdrych gatunkéw Brassica [54]. Obecnie wiele danych wskazuje, ze moga one réwniez
zapoczatkowywac rozwijajaca sie czesto w nastepstwie HR systemiczng odpornos¢ nabyta
(ang. Systemie Acquired Resistance, SAR) przeciwko szerokiej roznorodnosci patogenow
grzybowych i bakteryjnych [51, 73]. Istniejg rowniez dowody $wiadczace, iz biatka te
przemieszczaja sie w obrebie rosliny [73].
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Pomimo ze funkcja wiekszosci elicityn nie zostata dotychczas poznana ostatnie
doniesienia sugeruja, ze pewne klasy tych biatek, tj. I-A i I-B, moga wigza¢ czasteczki
lipidowe i sterole. Dlatego tez sugeruje sie funkcje elicityn jako nosnikow steroli i
transporterow ttuszczy [66, 67]. Ma to rowniez zwigzek z charakterystyczng strukturg
tych biatek. Badania krystalograficzne i NMR wykazaly, ze gtownymi elementami
budowy elicityn jest obecnos¢ szeSciu amfipatycznych oc-helis stabilizowanych przez
trzy mostki dwusiarczkowe oraz motywu w ksztalcie ,,dzioba” utworzonego przez
antyréwnoleglg strukture P i petle Q [7]. Silnie pofatldowane oc-helisy tworzg
wewnetrzng kieszen hydrofobowa, ktéra jest miejscem wigzania steroli oraz kwasoéw
thuszczowych [66,93], Dalsze badania ujawnity, ze niektére biatka elicityno-podobne,
np. kapsyceina z Phytophthora capsici maja aktywno$¢ fosfolipazy [65]. Ponadto
wykazano, ze indukcja ekspresji dwoch gendw dla elicityn z Phytophthora infestans
zachodzi podczas kopulacji [30].

W ostatnim czasie trwajg intensywne prace nad ustalaniem zwigzku pomiedzy
elicitynami a biatkami ns-LTP | w mechanizmach obronnych roslin. Badania ujawnity,
ze roslinne biatka transportujace lipidy i elicityny majgwspolne wiasciwosci strukturalne
i funkcjonalne. Warte zaznaczenia jest, ze w przeciwienstwie do elicityn biatka ns-
LTP 1 nie moga wigzac steroli. Dane wielu autoréw wskazuja, ze kompleks ‘ns-LTP -
lipid’ wigze sie do zlokalizowanych w btonie plazmatycznej komérki receptoréw dla
elicytyn [11], zapoczatkowujac tym samym reakcje obronng organizmu [5]. Receptory
dla elicytyn tworzg struktury oligomeryczne ztozone z czterech identycznych
podjednostek o tgcznej masie okoto 193 kDa [8]. To czesciowo wyjasnia powinowactwo
i wspotzawodnictwo egzogennych elicityn i endogennych biatek transportujacych o te
same sensory btonowe. Wynikiem tego wspétzawodnictwa moze by¢ przyktadowo
niska wrazliwos¢ pewnych roslin na traktowanie elicitynami. Na przykiad
zaobserwowano, ze poziom biatek ns-LTP u tytoniu (Nicotiana tabacum) jest okoto
10 razy nizszy niz u niewrazliwego na traktowanie elicitynami pomidora (Lycopersicon
esculentum). Warto réwniez zaznaczyé, ze najprawdopodobniej sposdb wigzania do
receptoréw jest rézny dla obu grup biatek. Podczas gdy wiadomo, ze utworzenie
kompleksu ‘sterol - elicityna’jest niezbedne dlajego zwigzania z odpowiednim sensorem
komarkowym, ciagle brak dowodéw na to, czy utworzenie kompleksu ‘biatko ns-LTP |
- lipid’ warunkuje jego oddziatywanie z czasteczka receptora?

Badania wykazaty, ze selektywne rozpoznanie czasteczek sygnatowych (elicytyn
lub biatek transportujacych tluszcze) przez specyficzne receptory komoérkowe,
zlokalizowane na zewnetrznej stronie btony jest pierwszym etapem kaskady sygnali-
zacyjnej prowadzacej do koncowej odpowiedzi rosliny na dziatajacy bodziec (ryc. 1).
W dalszej kolejnosci zostaje uruchomiony caty tancuch zdarzen skierowanych przeciwko
patogenowi [5], obejmujacy naptyw jondw Ca2' do komorki, depolaryzacje btony
cytoplazmatycznej, uwolnienie jonéw K i réwnoczes$nie akumulacje jonow H .
Dochodzi do fosforylacji pewnych biatek, zakwaszenia cytozolu, syntezy fitoaleksyn i
enzymow hydrolitycznych oraz produkcji aktywnych form tlenu. W rezultacie nastepuje
uruchomienie ekspresji okreslonych genéw, ktorych produkty biatkowe majg na celu
uniemozliwienie patogenowi dalszego rozprzestrzeniania sie oraz zahamowanie jego
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rozwoju. Do tej pory badacze poszukujg odpowiedzi na pytanie, czy biatka ns-LTP!
stymuluja w ro$linie odpowiedz w sposéb podobny jak elicytyny prowadzac do indukcji
reakcji nadwrazliwosci? Czy tez, co wydaje sie bardziej prawdopodobne, zachowujg
sigjak ich antagonisci?

PODSUMOWANIE

W jakim punkcie zatem znajduje sie obecna wiedza o funkcjach roslinnych biatek
transportujacych ttuszcze? Uwaga badaczy skupia sie na roli ns-LTP zaréwno w
fizjologii roslin, jak i w procesach technologicznych. Wskazuje sie na udziat tej olbrzymiej
rodziny biatek w wielu aspektach zycia rosliny. Ciaggle jednak duzo pytan pozostaje bez
odpowiedzi. Wydaje sie, ze poznanie przestrzennej struktury wiekszosci roslinnych
biatek transportujacych ttuszcze oraz mechanizméw regulacji ich ekspresji pozwoli giebiej
whnikna¢ w ogrom zadan, jakim musza sprostac te biatka w komérce.
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APOPTOZA W MIESNIACH SZKIELETOWYCH
| NERKACH PO OSTRYM | PRZEWLEKLYM
WYSILKU FIZYCZNYM

APOPTOSIS IN SKELETAL MUSCLES AND KIDNEY
AFTER ACUTE AND CHRONIC EXERCISE

Marzena PODHORSKA-OKOLOW

Katedra Histologii i Embriologii Akademii Medycznej we Wroctawiu

Streszczenie: Rola apoptozy w organizmie dojrzatym polega na usuwaniu komérek zbednych, uszkodzo-
nych lub potencjalnie niebezpiecznych. Do czynnikéw indukujacych apoptoze naleza m.in. czynniki
uszkadzajace DNA jadrowe, takie jak: stres oksydacyjny czy czeSciowe niedotlenienie komérek. Wysitek
fizyczny, zwkaszcza w nietrenowanych organizmach moze prowadzi¢ do powstania uszkodzen w wielu
narzadach. Wykazano, ze intensywny wysitek fizyczny moze powodowaé wystapienie apoptozy w
aktywnych miesniach szkieletowych, jednak jest ona ograniczona jedynie do jader komérkowych. Przy-
puszczalnie odmienno$¢ przebiegu apoptozy we widknach szkieletowych wynika z obecnosci w kaz-
dym z nich setek jader komérkowych, dlatego uszkodzenie pojedynczych jader nie wptywa na ogélny
metabolizm i funkcje calego wiékna. W odréznieniu od mieéni, apotoza w nerkach po intensywnym
wysitku ma klasyczny przebieg i jest ograniczona jedynie do komoérek kanalikéw dystalnych i cewek
zbiorczych. Mechanizm powysitkowej indukcji apoptozy w miesniach i nerkach jest prawdopodobnie
ztozony. Podczas intensywnego wysitku zaréwno w bezposrednio pracujacych miesniach szkieleto-
wych, jak i narzadach odlegtych, niezaangazowanych bezposrednio moze doj$¢ do wystgpienia stresu
oksydacyjnego. W miesniach szkieletowych stres oksydacyjny wynika ze zwiekszonego zuzycia tlenu,
natomiast w nerce jest spowodowany zmniejszeniem przeptywu krwi i czesciowym niedotlenieniem
komérek kanalikéw nerkowych, z nastepows ich reperfuzjg po zakonczeniu wysitku. Ponadto, w kana-
likach nerkowych apoptoza moze by¢ réwniez indukowana przez specyficzne receptory angiotensyny
Il (Ang ), AT1 i AT2. Ich ekspresja wzrasta podczas intensywnego wysitku w wyniku aktywacji
nerkowego uktadu renina-angiotensyna. Regularny wysitek fizyczny ma bardzo korzystny wplyw na
utrzymanie prawidtowego funkcjonowania narzadéw, przez co moze zapobiega¢ powstawaniu wielu
zaburzen i choréb. Wykazano, ze stopniowe przystosowanie sie do intensywnego wysitku znacznie
ogranicza uszkodzenie struktur komoérkowych, a takze wystepowanie nasilonej apoptozy zaréwno w
miesniach szkieletowych, jak i nerkach. W trenowanych organizmach wyksztatcajg sie odpowiednie
mechanizmy adaptacyjne. W miesniach szkieletowych wzrasta aktywno$¢ enzyméw obrony antyoksy-
dacyjnej - dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationowej (GPx), natomiast w nerce
stopniowo zmniejsza sie stezenie Ang Il oraz ekspresja receptoréw AT1 i AT2. Istota treningu adaptacyj-
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nego jest stopniowe przystosowywanie sie catego organizmu do wzrastajacego poziomu obcigzenia
fizycznego, co zapobiega wystepowaniu uszkodzen i umozliwia utrzymanie prawidtowej funkcji wielu
narzadow.

Stowa kluczowe: apoptoza, miesnie szkieletowe, nerki, wysitek fizyczny.

Summary. Apoptosis in adult organism plays a role in removing of unnecessary, damaged or potentially
dangerous cells. Apoptosis inducing factors include DNA damaging factors, such as oxidative stress or
partial ischemia. Physical exercise may lead to disturbance and damage in many organs, especially in
untrained organisms. It has been demonstrated that an intense exercise could finally lead to apoptosis in
skeletal muscles, however apoptotic changes were restricted to single myonuclei. The reason is probably
related to the presence ofhundreds myonuclei in single myofiber, therefore the damage of single myonuc-
lei is not important in overall metabolism and function of the entire myofiber. In contrast to the skeletal
muscle, exercise-induced apoptosis in the kidney displayed characteristic morphological features ofclas-
sical apoptotic cell death, and was confined to the distal tubules and collecting ducts. The mechanism in
which post-exercise apoptosis is activated seems to be complex and may involve oxidative stress occur-
ring not only in skeletal muscles but also in many distant organs. The oxidative stress during exercise might
be a result of considerable increase in oxygen utilization in working skeletal muscles or of ischemia-

reperfusion phenomenon, which could occur especially in not working organs, such as kidney. Moreover,
the kidney apoptosis could be induced by angiotensin Il (Ang Il) receptors, ATl and AT2, which expres-
sion increased in response to the activation ofrenin-angiotensin system during intense exercise. However,
the moderate, regular exercise training is known to improve the physiological and functional capacity of
many organs what finally may lead to prevention ofa number ofdisorders. The moderate adaptive training
was demonstrated to reduce post-exercise damage, including apoptosis in skeletal muscles as well as in
kidney. In trained individuals may develop adaptive mechanisms. In working skeletal muscles increased
activities of antioxidant enzymes, superoxide dismutases (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) while
in kidney progressively decreased the Ang Il releasing, followed by decreased expression of ATl and AT2
receptors. The moderate, increasing activity regular training is associated with beneficial changes in
metabolic functions of many organs.

Key words', apoptosis, skeletal muscle, kidney, physical exercise.

APOPTOZA

W organizmach wielokomérkowych homeostaza komérek jest utrzymywana poprzez
réwnowage miedzy ich proliferacja i $mierciag. W warunkach fizjologicznych procesowi
powstawania nowych komorek stale towarzyszy zjawisko eliminacji komérek zbednych
lub uszkodzonych. Usuwanie tych komérek nastepuje w wyniku uruchomienia w nich
procesu apoptozy, ktoéra jest jednym z dwdch rodzajéw Smierci. W odrdznieniu od
nekrozy, apoptoza jest fizjologicznym, genetycznie zaprogramowanym procesem
eliminacji pojedynczych komoérek. Stanowi gtéwny mechanizm regulujacy liczbe
komorek i ostateczny ksztalt narzadéw podczas rozwoju osobniczego. W organizmie
dojrzaltym w drodze apoptozy usuwane sg komorki niepotrzebne lub potencjalnie
niebezpieczne. Charakteryzuje jg szereg specyficznych zmian biochemicznych i
morfologicznych. Komaérka umierajgca wskutek apoptozy w wyniku utraty wody i
elektrolitow stopniowo zmniejsza swojg objetos¢, co prowadzi do utraty jej potaczen z
sasiednimi komoérkami i macierzg. Chromatynajadra komdrkowego ulega charakterys-
tycznej, obwodowej kondensacji. Cytoplazma ulega zageszczeniu, natomiast organella
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komdrkowe pozostajg niezmienione. Btona komérkowa komérki apoptotycznej nie
zostaje uszkodzona, tworzg sie jedynie charakterystyczne uwypuklenia na obkurczajacej
sie komdrce. W koricowych stadiach apoptozy jadro komérkowe oraz zageszczona
cytoplazma ulegaja fragmentacji. Ostatecznie cata komorka rozpada sie na tzw. ciatka
apoptotyczne. Zawierajg one fragmenty zgeszczonej chromatyny jagdrowej, cytoplazmy
oraz niezmienione organella komorkowe. Ciatka apoptotyczne otoczone sg btong
komdrkowa, co zapobiega wydostawaniu sie na zewnatrz ich zawartosci i powstawaniu
odczyndw zapalnych. W wyniku aktywacji procesu apoptozy w btonie komorkowej
dochodzi do translokacji fosfatydyloseryny z powierzchni wewnatrzkomérkowej na
powierzchnie zewnatrzkomorkowa, co umozliwia sasiednim komérkom lub makrofagom
natychmiastowe rozpoznanie umierajacej komorki i fagocytoze ciatek apoptotycznych
[44,50].

Charakterystyczne zmiany morfologiczne zachodzace w komdrce umierajgcej w
drodze apoptozy sg wynikiem uaktywnienia w niej licznych przemian biochemicznych,
pozostajacych pod scista kontrolg genetyczng. Zaprogramowana aktywacja szlakow
biochemicznych doprowadza do wybiorczej proteolizy wybranych sktadnikéw komorek
i rozkladu DNA na nukleosomy, czyli fragmenty zawierajace ok. 180-200 par zasad
lub ich wielokrotnosci [96].

W przebiegu apoptozy wyrdznia sie trzy etapy: indukcja, w ktérym podejmowana
jest decyzja o $mierci, egzekucja, w ktérym dochodzi do nieodwracalnej proteolizy
kluczowych biatek w komdrce przez proteazy, zwane kaspazami, oraz degradacja, w
ktorym nastepuje usuwanie ciatek apoptotycznych przez sasiednie komorki i/lub
makrofagi. Faza egzekucji i degradacji przebiega podobnie w wiekszosci komorek i
prowadzi do powstania charakterystycznych biochemicznych i morfologicznych zmian,
natomiast faza indukcji moze przebiegac roznie w zaleznosci od czynnika wywotujgcego
apoptoze. Rozréznia sie dwie podstawowe Sciezki indukcji apopotozy: zewnatrz-
pochodna, tzw. receptorowa oraz wewnatrzpochodna, tzw. mitochondrialng. Indukcja
apoptozy w drodze zewnatrzpochodnej zachodzi w komérkach majacych na swej
powierzchni receptory, zwane receptorami Smierci. Nalezy do nich rodzina receptorow
TNF (tumor necrosis factor), np. TNF typu I, FAS (CD95) oraz dwa receptory dla
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Potgczenie receptora ze specy-
ficznym ligandem oraz cytoplazmatycznym biatkiem adaptorowym prowadzi do
aktywacji kaspazy 8, ktora z kolei powoduje uruchomienie tzw. kaskady kaspaz, prowa-
dzacej do aktywacji kaspaz wykonawczych 3,6 i 7 [26]. Niekiedy transdukcja sygnatu
apoptotycznego przez receptor TNF typu | powoduje rozktad obecnej w btonie komor-
kowej sfmgomieliny na fosfocholine i ceramid, ktéry moze by¢ czynnikiem kierujgcym
komoérke na droge apoptozy. Indukcja apoptozy Sciezkg wewnatrzpochodng, zwang
mitochondrialng, zachodzi w wyniku zadziatania na komérke bodzcéw uszkadza-jacych
lub stresowych, takich jak: niedotlenienie, stres oksydacyjny, promieniowanie
ultrafioletowe czy brak czynnikow wzrostu, prowadzacych nieuchronnie do uszkodzenia
DNA. W komorce z uszkodzonym DNA nastepuje wzrost ekspresji biatka p53, zwanego
,»Straznikiem genomu”, co powoduje zatrzymanie komorki w fazie G1 cyklu komorko-
wego, pozwalajac na ewentualng naprawe uszkodzen. Jesli uszkodzenie DNA jest
zbyt duze, biatko p53 indukuje ekspresje.biatka proapoptotycznego Bax, a takze ekspresje
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receptora Fas w btonie komorkowej. Biatko Bax przemieszcza sie do btony zewnetrznej
mitochondriow, gdzie bierze udziat w tworzeniu tzw. megakanatow, przez ktore uwalniane
sg do cytoplazmy z przestrzeni miedzybtonowej proapoptotyczne biatka, takie jak
cytochrom ¢ oraz czynnik indukujacy apoptoze AIF (apoptosis inducing factor).
Uwolniony cytochrom ¢ wraz z cytoplazmatycznym biatkiem Apaf-1 (apoptosis
protease activatingfactor) i prokaspaza 9 tworzy kompleks zwany apoptosomem, w
ktérym przy udziale energii dochodzi do powstania aktywnej kaspazy 9. Ta z kolei
aktywuje kaspazy wykonawcze: 3,6 i 7. Mitochondrialny czynnik AIF moze bezposrednio
aktywowac kaspazy wykonawcze oraz bierze udziat w zmianach symetrii btony
komdrkowej (translokacja fosfatydyloseryny do zewnetrznej powierzchni btony) [93].

Kaspazy wykonawcze biorgudziat w degradacji biatek szkieletu aktynowego komorki
wptywajac na powstanie uwypuklen btony komdérkowej. Powodujg takze proteolize
enzymoOw naprawczych DNA, jak réwniez biatek hamujacych nukleazy. To z kolei
prowadzi do aktywacji nukleaz, gtbwnie DNA-zy aktywowanej przez kaspazy, czyli
CAD (caspase activated DNA-se). Nukleaza CAD powoduje fragmentacje DNA
jadrowego na fragmenty wielkosci nukleosomu lub jego wielokrotnos$ci, bedace
biochemicznym markerem komorki apoptotycznej [96].

Klasyczna apoptoza zostata opisana w komérkach jednojadrzastych. W ostatnich
latach ukazato sie szereg doniesieri na temat wystepowania tego procesu w
wielojadrzastych wiéknach mieéni szkieletowych [60]. Przebieg tego procesu w
komorkach wielojadrzastych rézni sie morfologicznie od klasycznej apoptozy brakiem
fragmentacji catej komarki na ciatka apoptotyczne, zmiany sg ograniczone jedynie do
pojedynczych jader komorkowych [71].

W organizmie dojrzatym apoptoza ogrywa wazng role w wielu procesach
fizjologicznych, takich jak wymiana komorek nabtonkowych oraz w eliminacji komorek
patologicznie zmienionych (zmutowanych, zainfekowanych, nowotworowych).
Zaburzenia funkcjonowania apoptozy moga by¢ przyczyna rozwoju wielu choréb, takich
jak choroby nowotworowe czy degeneracyjne [87]. W ostatnich latach wykazano
réwniez obecnos¢ apoptozy w wielu narzadach po intensywnym wysitku fizycznym,
zwiaszcza w nietrenowanych organizmach [60, 67-69, 77].

MECHANIZMY APOPTOZY W WYSILKU FIZYCZNYM

Mechanizm wystgpienia apoptozy po wysitku fizycznym nie jest w petni wyjasniony.
W wielu doniesieniach podkresla sie role stresu oksydacyjnego w indukcji apoptozy
powysitkowej [60]. Stres oksydacyjny wystepuje w wyniku zaburzenia réwnowagi
miedzy produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) a wewngtrzkomorkowymi systemami
tzw. obrony antyoksydacyjnej. W komorkach istnieje wiele systeméw antyoksy-
dacyjnych, umozliwiajgcych obnizenie stezenia RFT [36]. Nalezg do nich enzymy
rozktadajgce RFT, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, superoxide dismutase),
katalaza (CAT, catalase) czy peroksydaza glutationowa (GPX, glutathione peroxida-
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se), a takze zwiazki nieenzymatyczne, takie jak: metalotioneina (MT), zredukowany
glutation oraz witaminy C i E [24].

RFT powodujg utlenianie roznych sktadnikéw komérki, takichjak: lipidy, biatka czy
DNA, co prowadzi do utraty ich biologicznej funkcji [28, 35]. RFT moga indukowac
apoptoze bezposrednio, w wyniku uszkodzenia DNA, z nastepowa aktywacja biatka
p53 lub posrednio, wptywajac na aktywacje lub hamowanie czynnikdw transkrypcyjnych
gendéw regulujacych proces apoptozy, np. z rodziny genéw TNF-a, Bcl-2 [28, 89].
Ponadto, wykazano, ze RFT przez utlenianie kardiolipiny, fosfolipidu wystepujacego
jedynie w blonie mitochondrialnej, mogg bezposrednio wptywac na uwalnianie z
mitochondrium cytochromu c [54].

Stres oksydacyjny podczas wysitku fizycznego moze wystapic nie tylko w narzadach
bezposrednio zaangazowanych (np. miesnie szkieletowe), ale rowniez w narzadach
odlegtych, niebioracych bezposrednio udziatu w wysitku (np. watroba, nerki). W wielu
doniesieniach wykazano istotna role stresu oksydacyjnego, jako gtéwnego czynnika
indukujgcego apoptoze podczas wysitku fizycznego w miesniach szkieletowych,
komérkach krwi i tymocytach [1,3, 48, 49, 60]. Znacznie zwiekszone zuzycie tlenu
(nawet 100-krotnie) przez intensywnie pracujace miesnie szkieletowe moze prowadzic¢
do zwiekszonego wytwarzania RFT przez mitochondrialny taficuch oddechowy [20].
Natomiast powstawanie RFT w niepracujacych narzadach odlegtych jest prawdopo-
dobnie zwigzane ze zmianami dystrybucji przeptywu krwi w organizmie. W wyniku
wysitku fizycznego ulega aktywacji cze$é wspétczulna uktadu autonomicznego, przeja-
wiajaca sie wzmozonym wyrzutem katecholamin wptywajacych m.in. na regulacje
uktadu naczyniowego i przeptywu krwi (regionalizacja krazenia, czyli wzrost przeptywu
przez pracujgce miesnie, zmniejszenie przeptywu przez niepracujace narzady, np. nerki
czy watrobe). Z powodu zmniejszenia przeptywu krwi w narzadach niebiorgcych
bezposrednio udziatu w wysitku moze doj$¢ do czesciowego niedotlenienia komérek, z
nastepowsy ich reperfuzjg po jego zakonczeniu. Proces niedotlenienia/reperfuzji jest
jednym z najczestszych mechanizmow generujacych RFT (ryc. 1) [15].

Innym czynnikiem mogacym braé udziat w indukcji zmian apoptotycznych w
niektoérych narzadach po wysitku fizycznym jest angiotensyna Il (Ang Il1). Wzrost
aktywnosci uktadu wspdétczulnego oraz redystrybucja krwi podczas wysitku powoduja
pobudzenie uktadu renina-angiotensyna. Koncowy, aktywny peptyd tego uktadu, Ang
I1, powstaje w wyniku rozktadu krgzacego we krwi nieaktywnego dekapeptydu, Ang |,
przez enzym S$rédbtonka naczyn ptucnych, zwany konwertazg angiotensyny [14],
Zwiekszone stezenie Ang Il w wielu narzadach moze powodowa¢ uszkodzenia komorek,
prowadzgce nawet do ich $mierci w drodze apoptozy [7,9,62], Ang Il dziata na komérki
poprzez swoiste receptory — AT i AT2, ktérych aktywacja prowadzi do r6znych efektow
[42]. Wiekszo$¢ znanych funkcji Ang Il, takich jak: skurcz naczyn czy wydzielanie
aldosteronu, a na poziomie komérkowym - proliferacja i wzrost komorek, jest zwigzana
z jej dziataniem przez receptor AT1. Natomiast aktywacja receptora AT2 wplywa na
rozszerzenie naczyn, a na poziomie komorkowym powoduje zahamowanie wzrostu
komorek, ich réznicowanie sie lub wejscie na droge apoptozy [16]. Wiele ostatnich
badan wykazato jednak, ze tak przeciwstawne procesy, jak apoptoza i proliferacja sg
wynikiem jednoczesnego wspoétdziatania obu receptoréw [12,64,65].
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WYSILEK FIZYCZNY
|

WZROST AKTYWNOSCI
UKLADUWSPOLCZULNEGO

WYRZUT KATECHOLAMIN

REGIONALIZACJA KRAZENIA .
RYCINA 1. Mechanizmy prowadzace do
/ \ wytwarzania RFT podczas wysitku fizycz-
nego. W wyniku regionalizacji krgzenia w
bezposrednio zaangazowanych w wysitek
miesniach szkieletowych nastepuje znaczny
wzrost zuzyciatlenu prowadzacy do generacji
WZROST ZUZYCIATLENU  NIEDOTLENIENIE RFT. W niezaangazowanych bezposrednio w
REPERFUZJA WYsitek nerkach zmniejszenie przeptywu
/ krwi, a nastepnie przywrécenie prawidtowego

WZROST PRZEPLYWU KRWI ZMNIEJSZENIE PRZEPLYWU
PRZEZ MIESNIE SZKIELETOWE KRWI PRZEZ NERKI

krazenia po zaprzestaniu wysitku moze przy-
pomina¢ mechanizm niedotlenienia/reperfuzji
GENERACJA RFT prowadzacy do produkcji RFT

APOPTOZA W MIESNIACH SZKIELETOWYCH
PO WYSILKU FIZYCZNYM

Normalne, dojrzate widkno miesniowe jest wysoce wyspecjalizowane i nie ma
zdolnosci do podziatu. CzeSciowa regeneracja uszkodzonych widkien miesniowych moze
zachodzi€ jedynie dzieki obecnosci komorek satelitarnych, ktére sg nieaktywnymi
mioblastami, majacymi zdolnosc¢ proliferacji i odtwarzania wielojadrzastych zespéini.
W dojrzatym widknie miesSniowym, bedacym wielojadrzastym syncytium, wystepowanie
apoptozy jest trudne do zdefiniowania ze wzgledu najego odmienno$¢ morfologiczna.
Klasyczna apoptoza zostata opisana w komorkach jednojadrzastych, zrozumiate jest
wiec nieuchronne obumarcie catej komérki w wyniku uszkodzeniajej jadra. Dotych-
czasowe doniesienia na temat mozliwosci wystepowania apoptozy w wielojgdrzastych
widknach miesniowych sg nadal kontrowersyjne. Czes¢ autoréw uwaza, ze apoptoza,
awiasciwie programowana $Smier¢ komorki, wystepuje jedynie podczas rozwoju miesni
regulujac liczbe powstajacych wiékien miesniowych oraz ostateczny ksztatt i wielkosé¢
migsnia, a takze w niecatkowicie dojrzatych miesniach szkieletowych noworodkéw z
atrofig rdzeniowo-miesniowa [21,22]. W ostatnich latach opisuje sie jednak wystepo-
wanie apoptozy w dojrzatych widknach miesni szkieletowych, w takich stanach
patologicznych, jak dystrofie miesniowe czy atrofia odnerwienna miesni, a takze w
wyniku wysitku fizycznego [77].
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Jednorazowy, intensywny wysitek fizyczny

Wplyw wysitku fizycznego na miesnie szkieletowe dojrzatego organizmu jest badanyjuz
od wielu lat. Wysitek o znacznej intensywnosci, zwtaszcza w organizmach nietrenowanych,
moze przyczyni¢ sie do uszkodzenia wtokien miesniowych. Stopien uszkodzenia zalezy od
rodzaju wykonywanych skurczéw migesniowych. Skurcze ekscentryczne (w ktdrych miesien
jestrozciagany) powodujawieksze uszkodzenie aktywnych miesni niz skurcze izometryczne
(bez zmiany dtugosci miesnia) czy koncentryczne (w ktérych miesien jest skracany) [62].
Do niedawna przypuszczano, ze powysitkowe uszkodzenie mies$ni szkieletowych zwigzane
jest z wystgpieniem w nich zmian martwiczych oraz zapalnych. Jednak w ostatnim
dziesiecioleciu pojawity sie doniesienia o wystepowaniu powysitkowej apoptozy w miesniach
szkieletowych [60],

Dotychczasowe dane literaturowe oraz wihasne obserwacje [67-69] wskazuja, ze
intensywny wysitek fizyczny moze indukowa¢ zmiany o charakterze apoptotycznym w
nietrenowanych miesniach szkieletowych. W badaniach wtasnych, przeprowadzonych
zaréwno na zdrowych, jak i dystroficznych (mdx) myszach, ktére spontanicznie biegaty
na kétku treningowym przez 16 godzin, przy uzyciu metody TUNEL wykazano obecno$é
zmian apoptotycznych w pojedynczych jgdrach, z najwiekszym ich nasileniem w ciggu
pierwszych szesciu godzin od zaprzestania wysitku [68, 69], Badania w mikroskopie
elektronowym wykazaty obecnos¢ zmian morfologicznych typowych dla apoptozy
jedynie w pojedynczych jadrach widkien miesniowych. Nigdy nie obserwowano zmian
cytoplazmatycznych ani obecnosci ciatek apoptotycznych. Odmienno$¢ przebiegu
apoptozy w komdrkach wielojgdrzastych, jakimi sg dojrzate witdkna miesniowe, w
poréwnaniu z klasyczng apoptoza, opisywangw komorkach jednojadrzastych, wynika
prawdopodobnie z réznic w morfologii wiékien miesni szkieletowych. Uszkodzenie
pojedynczych jader w komérce wielojadrzastej nie prowadzi do zaburzen jej funkcjono-
wania, gdyz ich utrata nie wptywa na catkowity metabolizm widkna miesniowego.
Nadal jednak nieznany jest sposéb usuwania apoptotycznych jader.

Obecnos¢ apoptozy we widknach miesniowych po ostrym wysitku zostata potwier-
dzona przy uzyciu wielu metod. Za pomoca elektroforezy, stwierdzono obecnos¢
charakterystycznej dla apoptozy, regularnej fragmentacji DNA (tzw. ,,drabinki” DNA)
[67,69]. W pojedynczych jgdrach migsniowych wykazano powysitkowy wzrost ekspresji
biatka p53, a takze ubikwitynacje biatek jadrowych, co wskazywatoby na przeznaczenie
tych jader do degradacji [77, 78]. W sarkoplazmie, przy uzyciu metody
immunocytochemicznej, potwierdzonej Western Blottingiem, wykazano znaczne
zmniejszenie ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-2 oraz zwiekszenie ekspresji
proapoptotycznego biatka Bax w pierwszych szesciu godzinach po zaprzestaniu wysitku,
kiedy obserwuje sie nasilenie zmian apoptotycznych. Stosunek Bcl-2/Bax ulegt
odwrdceniu po kilku dniach odpoczynku. Apoptozg wjadrach widkien miesniowych po
intensywnym wysitku fizycznym jest indukowana droga wewnatrzpochodng. Uszko-
dzenie DNA jgdrowego powoduje wzrost ekspresji biatka p53, ktore z kolei wptywa na
zwiekszenie ekspresji biatka proapoptotycznego Bax. Ciekawe, ze w tych samych
witdknach, w ktérych obserwowano wzrost ekspresji Bax, wykazano jednoczes$nie
zwiekszong ekspresje receptora Fas w btonie komorkowej, réwniez w pierwszych
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szesciu godzinach od zaprzestania wysitku, co wskazywatoby rownoczesng mozliwosé¢
powysitkowej aktywacji apoptozy drogazewnatrzpochodnag [69].

Mechanizm indukcji apoptozy we wtoknach miesniowych poddanych intensywnemu
wysitkowi fizycznemu jest ztozony i niedostatecznie jeszcze poznany. Podkresla sie
waznag role stresu oksydacyjnego wystepujgcego podczas intensywnych ¢wiczen w
aktywnych migsniach szkieletowych. Zwigkszony metabolizm tkanki migsniowej i wzrost
zapotrzebowania na tlen (nawet 100-krotny) powoduje, ze w pracujagcych miesniach
dochodzi do rozszerzenia w nich tetniczek i zwieraczy przedwtosniczkowych. Wzrost
zuzyciatlenu moze jednak prowadzi¢ do niewydolnosci wewngtrzkomoérkowych uktadéw
redukcyjnych, czego skutkiem jest zwiekszone wytwarzanie RFT. Dodatkowo, w
pracujacych miesniach szkieletowych, zwtaszcza podczas skurczéw ekscentrycznych,
moze dochodzié rowniez do zmian przeptywu krwi przez wywotang wysitkiem hipoksje
(niedotlenienie) i nastepujacapo niej reperfuzje (przekrwienie). Przypomina to klasyczny
mechanizm niedotlenienia/reperfuzji, mogacy prowadzi¢ do generacji RFT [51]. Ponadto,
mechaniczne uszkodzenia wiokien w wyniku nadmiernego wysitku fizycznego moze
wywota¢ w nich proces zapalny, z naciekaniem neutrofili, majacych zdolno$¢ wytwa-
rzania RFT [72].

Niezaleznie od mechanizmu wytwarzania, RFT zaburzajac strukture i funkcje biatek,
lipidéw i DNA jadrowego, oraz wptywajac na aktywacje lub hamowanie czynnikéw
transkrypcyjnych regulujacych m.in. aktywacje genéw pro- i antyapoptotycznych, moga
indukowa¢ apoptoze w aktywnych widknach miesniowych. W wigkszosci badan
stwierdzono istotny wzrost wytwarzania RFT w migsniach szkieletowych po wysitku
fizycznym, oznaczajac produkty ich reakcji ze sktadnikami komérkowymi, do ktdrych
najczesciej nalezy oznaczanie stopnia nasilenia peroksydacji lipidow [23, 34, 43, 73,
94], Metody bezposredniego oznaczania RFT sg niezwykle kosztowne i mato czute ze
wzgledu na krotki okres pottrwania RFT, stad najczesciej stosowang metodg ich
wykrywaniajest badanie poziomu wskaznikdw peroksydacji lipidéw, najbardziej znanego
biologicznego procesu wolnorodnikowego. Najczesciej oznacza sie poziom TBARS
(substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym), MDA (malonydialdehydu) i 4-
HDA (4-hydroksyalkenali). W pojedynczych doniesieniach nie opisano jednak zmian
poziomu peroksydacji lipidéw po intensywnym wysitku fizycznym [80]. Sprzeczne
rezultaty wynikajg prawdopodobnie z rodzaju metody oznaczania poziomu produktéw
peroksydacji lipidéw, a takze z r6znic w intensywnosci ¢wiczen.

W prawidtowych warunkach, w odpowiedzi na zwiekszone wytwarzanie RFT w
komorkach, dochodzi do wzrostu aktywnosci systemu obrony antyoksydacyjnej, ktorego
zadaniem jest zneutralizowanie nadmiernej ilosci RFT. Poniewaz w pracujacych
miesniach szkieletowych stwierdzono w poréwnaniu z innymi narzadami najwiekszy
wzrost wytwarzania RFT, mechanizmy obrony antyoksydacyjnej powinny by¢ w nich
dobrze rozwiniete. Istotnie, wykazano w poréwnaniu z innymi narzgdami stosunkowo
duzg aktywnos$¢ enzymOw obrony antyoksydacyjnej, jak i zwiazkdéw nieenzymatycznych
nawet w spoczynkowych miesniach. Zaréwno u zwierzat, jaki i u ludzi stwierdzono
réwniez znaczny wzrost aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, gtéwnie SOD i GPX,
w miesniach szkieletowych nawet po jednorazowym, intensywnym wysitku fizycznym
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[32-34, 73, 90]. W systemie obrony antyoksydacyjnej miesni szkieletowych istotng
role ogrywaja rowniez zwigzki nieenzymatyczne zaréwno endo-, jak i egzogenne.
Wykazano znaczny wzrost ekspresji metalotioneiny (MT) oraz jej korelacje z poziomem
peroksydacji lipidow w mies$niach szkieletowych w odpowiedzi na ostry wysitek fizyczny
[60]. Ponadto, stwierdzono wazng role witaminy E w usuwaniu RFT generowanych
podczas wysitku. Jak wykazano w licznych badaniach, brak witaminy E w diecie
powoduje znaczny wzrost wytwarzania RFT w migs$niach szczuréw poddanych
wysitkowi fizycznemu [25,34,41].

Trening adaptacyjny

Whrew doniesieniom o mozliwosci szkodliwego dziatania intensywnego wysitku
fizycznego nie tylko na miesnie szkieletowe, w licznych badaniach wykazano jego
korzystny wptyw na utrzymanie prawidtowego funkcjonowania narzadoéw, a takze
zapobieganie powstawania wielu choréb [13, 18, 27, 37, 57]. Podkresla sie ogromne
znaczenie stopniowego treningu adaptacyjnego w zapobieganiu wystepowania uszko-
dzen powysitkowych. Istotng role odgrywa prawdopodobnie rozwiniecie sie w wielu
narzadach mechanizmow adaptacyjnych do zwiekszonego wysitku fizycznego.

W badaniach wiasnych stwierdzono znaczne zmniejszenie nasilenia apoptozy w
miesniach szkieletowych po 8-tygodniowym treningu adaptacyjnym. Przy uzyciu wielu
metod, w tym Western Blottingu oraz RT-PCR, Siu i wsp. [84] wykazali znaczny wzrost
ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-2 i jego m-RNA oraz biatek stresowych z
rodziny HSP70 (heatshockprotein) w miesniach szkieletowych szczuréw po adaptacji
wysitkowej. Biatka HSP70, produkowane w komdrce w odpowiedzi na rézne formy
stresu, np. stres oksydacyjny czy podwyzszenie temperatury, zapobiegajg degradacji
innych biatek komoérkowych oraz przyspieszajg rozpad i usuwanie biatek zniszczonych
lub niepotrzebnych [31]. W najnowszych doniesieniach podkresla sie réwniez
antyapoptotyczne dziatanie biatek HSP70 przez hamowanie uwalniania cytochromu ¢
z mitochondridw [47], a takze przez ich bezposrednie wigzanie sie z cytoplazmatycznym
biatkiem Apaf-1 i blokowaniem tworzenia sie apoptosomu [5]. Ponadto, migesnie
szkieletowe po treningu adaptacyjnym wykazywaty znacznie zmniejszong ekspresje
proapoptotycznego biatka Bax.

Stopniowy trening zwieksza zdolnos¢ miesni szkieletowych do wykonywania
wysitkow oraz zwieksza maksymalng zdolno$¢ do pochtaniania tlenu nawet o 20%.
Podczas systematycznego treningu zwigksza sie ilos¢ kapilaréw (nawet o 15%), wzrasta
zawarto$¢ mioglobiny, a takze liczba mitochondriéw i ich wydajnos¢, co wptywa na
podniesienie zdolnosci tkanki miesniowej do tlenowego metabolizmu [62]. W wielu
doniesieniach wykazano zmniejszenie poziomu peroksydacji lipidéw w miesniach
szkieletowych poddanych treningowi adaptacyjnemu, co prawdopodobnie wigze sie ze
wzrostem zdolnosci miesnia szkieletowego do pochtaniania i redukcji tlenu [23,53,74,
90]. Ponadto, w miesniach szkieletowych po adaptacji wysitkowej stwierdzono znaczny
wzrost aktywnosci enzyméw obrony antyoksydacyjnej, SOD oraz GPX, co wskazuje
na ich istotng role w mechanizmie przystosowania sie tkanki miesniowej do dtugotrwatego
wysitku fizycznego i zwigzanej z nim zwiekszonej generacji RFT [6,27,30,34,35,49,
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56, 70, 76, 82], Trening adaptacyjny wywotuje tez istotne zmiany w stezeniu
nieenzymatycznych antyoksydantéw. Zaobserwowano, ze stezenie witaminy E,
egzogennego antyoksydanta, w miesniach poddanych przewlektemu wysitkowi ulega
znacznemu obnizeniu, natomiast dostarczenie witaminy E w diecie podczas dtugotrwa-
tych ¢wiczen wplywa na zmniejszenie wytwarzania RFT [41]. Postuluje sie nawet
mozliwos$¢ przyjmowania zwiekszonej ilosci witaminy E przez aktywnie trenujgcych
[46]. W badaniach Bobillier Chaumont [8] stwierdzono, ze trening adaptacyjny nie
wplywa na stezenie MT w miesniach szkieletowych, co moze sugerowac nieistotng
role MT w procesie adaptacyjnym miesni szkieletowych.

APOPTOZA W NERKACH PO WYSILKU FIZYCZNYM

Apoptoza petni w nerkach waznarole nie tylko podczas ich rozwoju, ale réwniez w
organizmie dojrzatym umozliwiajgc wymiane niepotrzebnych komérek nabtonkowych
kanalikéw nerkowych. W prawidtowej, dojrzatej nerce apoptoze obserwuje sie w
stosunkowo matym stopniu, jednak moze ulec znacznemu nasileniu w uszkodzeniach
lub chorobach nerek [86]. Obecnos$¢ nasilonej apoptozy w kanalikach nerkowych
stwierdzono w ostrej niedokrwiennej niewydolnosci nerek [29]. Ponadto zaburzenia w
prawidtowym przebiegu apoptozy moga doprowadzi¢ do rozwoju wielu choréb nerek,
takich jak: zapalenie Srodmigzszowe czy zwitdknienie nerek [9].

Jednorazowy, intensywny wysitek fizyczny

Liczne badania z ostatnich lat wykazaty, ze w dojrzatej nerce najbardziej wrazliwe
na uszkodzenie i $mier¢ w drodze apoptozy sa komorki kanalikéw nerkowych oraz
podocyty kiebkdw nerkowych [ 17, 58].

W badaniach wiasnych stwierdzono istotny wzrost apoptozy, badanej metoda
TUNEL, w kanalikach nerkowych po intensywnym wysitku fizycznym [66]. Zmiany
apoptotyczne ograniczone sg do komorek kanalikéw dystalnych i cewek zbiorczych,
natomiast nigdy nie stwierdzono ich obecnosci w kanalikach proksymalnych. Obserwacja
w mikroskopie elektronowym potwierdzita obecno$¢ charakterystycznych, obkurczonych
komdrek apoptotycznych, ze skondensowang chromatyna, a takze obecno$¢ ciatek
apoptotycznych jedynie w kanalikach dystalnych oraz cewkach zbiorczych. Ciatka
apoptotyczne sg usuwane bezposrednio do swiatta kanalika, co wydaje sie prostszym
sposobem niz ich fagocytoza przez makrofagi czy sasiednie komorki. Podobnie, badania
przeprowadzone na nerkach po niedotlenieniu/reperfuzji wykazaty obecno$¢ apoptozy
jedynie w komorkach kanalikéw dystalnych [55], Co wiecej, zaobserwowano silng
ekspresje proapoptotycznego biatka Bax w komorkach kanalikow dystalnych, natomiast
w komorkach kanalikdw proksymalnych silng ekspresje antyapoptotycznego biatka
Bcl-2, co moze stanowié czesciowe wyjasnienie ograniczenia apoptozy jedynie do
kanalikéw dystalnych [55, 79], Potwierdzatoby to mozliwos¢ indukcji apoptotozy w
kanalikach dystalnych po intensywnym wysitku fizycznym w drodze mechanizmu
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niedotlenienie/reperfuzja. Wiadomo, ze nawet nieznaczne niedotlenienie komorek
kanalikdw nerkowych moze spowodowac ich uszkodzenie. Ze wzgledu na matg zdolnosé
produkcji ATP drogaglikolizy, komorki kanalika proksymalnego sag bardziej wrazliwe
na niedotlenienie niz komarki kanalika dystalnego, majace znacznie wiekszg zdolnos¢
glikolityczna. Dlatego tez niedotlenienie komdrek kanalika proksymalnego prowadzi do
niedoboru ATP, co powoduje ich $mier¢ droga nekrozy, natomiast niedotlenienie komorek
kanalika dystalnego, przy ich zdolnosci do beztlenowej syntezy ATP, moze prowadzi¢
do ich $mierci w drodze apoptozy [10, 58].

Ekspresja biatek z rodziny Bcl-2 jest zalezna od biatka p53, ktérego aktywacja w
wyniku nieodwracalnego uszkodzenia DNA moze skierowaé komorke na droge
apoptozy. W badaniach wiasnych stwierdzono silng ekspresje biatka p53 w jadrach i
jednoczes$nie zmiany apoptotyczne [65].

Pomimo ze nerki nie sg narzagdem bioracym bezposrednio udziatu w wysitku fizycz-
nym, wywiera on duzy wptyw na ich czynnos$¢. Podczas intensywnego wysitku dochodzi
do aktywacji uktadu wspétczulnego, wzrostu stezenia katecholamin i Ang I, czego
efektem jest skurcz naczyn i zmniejszenie przeptywu krwi przez nerki (RBF, renal
bloodflow). Skurcz tetniczek kiebuszkowych doprowadzajgcych i odprowadzajacych
prowadzi do zmniejszenia filtracji kiebuszkowej (GFR, glomerularfdtration rate) i
spadku diurezy. Przy intensywnym wysitku fizycznym RBF moze zmniejszy¢ sie nawet
0 30-40% [85], Skurcz naczyn, ktory w zaleznosci od intensywnosci wysitku moze do-
prowadzi¢ do niedotlenienia komoérek kanalikéw nerkowych z nastepujacym ich
rozszerzeniem po zakonczeniu wysitku, przypomina mechanizm niedotlenienia/reperfuzji,
bedacy jedna z najczestszych przyczyn wzrostu produkcji RFT.

Whyniki licznych badan na temat wzrostu wytwarzania RFT w nerkach podczas
wysitku fizycznego sg wcigz kontrowersyjne. Niektore dane z piSmiennictwa [2, 27]
oraz wiasne obserwacje wskazuja, ze intensywnemu wysitkowi fizycznemu towarzyszy
wzrost stezenia wskaznikéw peroksydacji lipidow w nerce szczura, natomiast w innych
badaniach nie wykazano tych zmian [49,81]. R6znice najprawdopodobniej wynikaja z
uzycia réznych gatunkdw zwierzat, modeli ich trenowania (rodzaj i intensywno$é
¢wiczen), a takze z zastosowania roznych metod do oznaczania wskaznikéw peroksy-
dacji lipidow.

Dotychczasowe dane literaturowe oraz wiasne badania nie wykazaty zmian w
aktywnosci enzymow SOD, CAT czy GPx w nerkach po intensywnym wysitku
fizycznym. Przypuszcza sie, ze endogenny system antyoksydacyjny nerki jest zdolny
do efektywnego usuniecia ilosci RFT generowanych podczas wysitku i dlatego nie
obserwuje sie wzrostu jego aktywnosci [49, 81, 82].

W systemie obrony antyoksydacyjnej komérek oprécz enzymow waznag role petnig
réwniez zwiagzki nieenzymatyczne, do ktérych nalezy m.in. MT. Jest to niskoczas-
teczkowe biatko ochronne komorki. Petni funkcje detoksykacyjna, chronigc komérke
przed dziataniem metali ciezkich (np. kadm, rte¢, otéw) poprzez ich wigzanie i tworzenie
nieaktywnych komplekséw [19]. Ponadto MT ma zdolnos¢ do dezaktywacji wolnych
rodnikéw tlenowych, co pozwolito na zaliczenie jej do systemu antyoksydacyjnego
komorki [92]. Wykazano réwniez antyapoptotyczne dziatanie MT nie tylko poprzez
dezaktywacje RFT, mogacych uszkodzi¢ DNA, ale rowniez poprzez hamowanie uwal-
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niania cytochromu c¢ z mitochondriow [11,91]. Nerka jest narzadem, w ktorym MT
petni szczegdlnie wazng role, chroniac komorki kanalikéw proksymalnych przed
dziataniem zaréwno toksycznym metali ciezkich, jak i uszkadzajagcym RFT [63].
Antyoksydacyjne oraz antyapoptotyczne wiasciwosci MT wykazano w wielu badaniach
zwigzanych z wytwarzaniem RFT w wyniku niedotlenienia/reperfuzji w miesniu
sercowym [39,40, 92]. Stwierdzono réwniez znaczny wzrost ekspresji tego biatka w
kanalikach nerkowych podczas stresu oksydacyjnego w wyniku ich niedotlenienia i
nastepowej reperfuzji [88]. Ponadto, MT znacznie zmniejsza nefro- i kardiotoksyczno$é
wielu lekéw przeciwnowotworowych, takich jak cisplatyna, doxorubicyna, ktérych
metabolizm generuje RFT [4,19,45]. Ostatnie wiasne badania z zastosowaniem metody
immunocytochemicznej i potilosciowej oceny reakcji barwnej wg skali IRS (wg
Remmele i Stegnera) wykazaty, ze po intensywnym wysitku ekspresja MT wzrasta w
kanalikach proksymalnych nerki, natomiast nie obserwowano jej w komérkach kanalikéw
dystalnych [63]. Antyoksydacyjna i antyapoptotyczna ochrona kanalikéw proksymalnych
przez MT mogtaby wyjasni¢ brak wystepowania zmian apoptotycznych w komoérkach
tych kanalikéw w odpowiedzi na generowane podczas wysitku RFT. Natomiast
pozbawione ochronnego dziatania MT komérki kanalikéw dystalnych w wyniku
uszkodzenia przez RFT umierajg wskutek apoptozy.

Aktywacja uktadu wspdétczulnego podczas wysitku fizycznego oraz wzrost stezenia
katecholamin powoduje pobudzenie ukladu renina-angiotensyna w aparacie
przykiebkowym nerki. Ang 1, koncowy, aktywny ,,produkt” tego uktadu odgrywa wazng
role w regulacji cisnieniatetniczego poprzez wptyw na naczynia krwionosne, jak rowniez
w regulacji transportu jonéw sodu i wody w kanalikach dystalnych oraz cewkach
zbiorczych w nerce. Ponadto, wykazano, ze Ang Il poprzez swoiste receptory, ATI i
AT2, moze bezposrednio stymulowaé zaréwno proliferacje, jak i apoptoze komaérek
(ryc. 2) [83]. Do niedawna uwazano, ze oba receptory wywierajg przeciwny efekt na
poziomie komorkowym, jednak ostatnie badania oraz wtasne obserwacje wykazaty, ze
wspoét-dziatanie miedzy nimi determinuje wejscie komorki na droge proliferacji lub
apoptozy [12, 65]. Apoptoza w komdérce moze by¢ indukowana nie tylko w wyniku
aktywacji receptora ATI, prowadzacej do wzrostu generacji RFT, lecz takze przez
aktywacje receptora AT2 przez wytwarzanie w btonie komoérkowej ceramidu [9, 94,
95]. Ponadto, stymulacja zaréwno receptora ATI, jak i AT2 moze prowadzi¢ do
zwiekszenia w komorce ekspresji biatka p53 i uruchomienia w niej procesu
apoptotycznego (ryc. 3). Natomiast nieprawidtowa stymulacja receptoréw moze by¢
przyczyna rozwoju wielu proceséw patologicznych [38]. W badaniach wiasnych, z
zastosowaniem metody immunocyto-chemicznej, potwierdzonej metodg Western
Blottingu, zaobserwowano wzrost ekspresji zaréwno biatka receptorowego ATI, jak i
AT2 w komoérkach kanalika dystalnego i cewek zbiorczych po intensywnym wysitku
fizycznym [64]. Zaréwno zmiany apoptotyczne, jak i ekspresja receptorow ATI i AT2
wspotistniejgw tym samym rodzaju komorek, co moze sugerowac istotng role receptorow
Ang Il w indukcji apoptozy w komérkach kanalikéw dystalnych i cewek zbiorczych po
wysitku [65]. Z drugiej strony, po przewlektej infuzji Ang Il stwierdzono obecnos¢
komérek apoptotycznych w kanalikach proksymalnych, zaréwno in vitro oraz in vivo
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RYCINA 2. Mechanizm aktywacji uktadu renina-angiotensyna podczas wysitku fizycznego. Efektem
wzrostu aktywnosci uktadu wspoétczulnego oraz redystrybucji krwi podczas wysitku jest zmniejszenie
filtracji klebuszkowej nerek (GFR), co prowadzi do wzrostu aktywnosci reninowej osocza. Ang Il
powstaje w wyniku rozktadu przez renine angiotensynogenu na Ang |, ktéra z kolei pod wplywem
enzymu konwertujgcego w naczyniach ptucnych ulega przemianie w aktywny peptyd Ang Il. Ang Il jest
czynnikiem mogacym indukowa¢ w komoérkach proces apoptozy

[7,12], Prawdopodobnie aktywacja recepto-
réw AT1 i AT2 w komorkach poszczegél-
nych kanalikéw nerkowych zalezy od ste-
zenia Ang Il.

Nalezy jednak podkresli¢, ze Ang Il
przez receptor AT1 moze indukowacd
wewnatrz-komorkowsg produkcje RFT, co
mogtoby wskazywaé na wspdlng Sciezke
obu przy-puszczalnych mechanizméw
indukcji apo-ptozy po wysitku fizycznym.

Trening adaptacyjny

Regularny wysitek fizyczny wptywa na
poprawe funkcji hemodynamicznych, hor-
monalnych oraz metabolicznych w wielu
narzadach [8]. Trening wywotuje w narza-

ANGIOTENSYNA I

APOPTOZA

RYCINA 3. Schemat przypuszczalnych
mechanizméw aktywacji apoptozy poprzez
receptory angiotensyny Il, AT1 i AT2 (wg
[9] zmodyfikowane)
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dach zmiany adaptacyjne, polegajace na przystosowaniu sie do poziomu realizo-wanej
aktywnosci fizycznej [62].

Ostatnie badania wiasne wykazaty brak nasilenia apoptozy w kanalikach nerkowych
po 8-tygodniowym treningu adaptacyjnym, mimo ze parametry intensywnosci wysitku
w ostatnich tygodniach treningu znacznie przewyzszalty parametry jednorazowego
wysitku. Prawdopodobnie w komodrkach kanalikow dystalnych i cewek zbiorczych
rozwinety sie antyapoptotyczne mechanizmy adaptacyjne. Podczas regularnego wysitku
dochodzi do stopniowego zmniejszenia aktywacji uktadu wspétczulnego, stezenia
katecholamin i obnizenia wytwarzania Ang Il. Prowadzi to do zmniejszenia ekspresji
receptorow ATI i AT2 w komérkach kanalikéw nerkowych, co zostato wykazane w
badaniach wiasnych przy uzyciu metody immunocytochemicznej oraz Western Blottingu.

Rezultatem zmniejszenia poziomu Ang |l podczas systematycznego wysitku
fizycznego jest niewystepowanie niedotlenienia i reperfuzji, a w konsekwencji, brak
wzrostu wytwarzania RFT w nerce [75]. W wielu doniesieniach wykazano zmniejszenie
stopnia peroksydacji lipidéw w réznych narzadach, w tym réwniez w nerkach po
dtugotrwatym, regularnym wysitku fizycznym [52, 53]. Wiasne obserwacje réwniez
wskazuja, ze 8-tygodniowy trening adaptacyjny nie powoduje wzrostu wskaznikow
peroksydacji lipidéw, w przeciwienstwie do jednorazowego, intensywnego wysitku
fizycznego. Po regularnym treningu aktywnos$¢ enzyméw obrony antyoksydacyjnej
SOD, CAT i GPx w nerkach nie ulega zmianie, podobnie jak po jednorazowym,
intensywnym wysitku fizycznym [30, 36,49, 76]. W naszych badaniach stwierdzono
réwniez brak zmian ekspresji nieenzymatycznego antyoksydanta - MT, w komdrkach
kanalikdw proksymalnych po treningu adaptacyjnym. Powyzsze dane wskazujg na
nieistotna role antyoksydacyjnego systemu zaréwno enzymatycznego, jak i nieenzyma-
tycznego w procesie adaptacyjnym w narzadach niebiorgcych bezposrednio udziatu w
wysitku, takich jak nerki. Mechanizm antyapoptotycznej adaptacji komorek kanalikow
nerkowych po dtugotrwatym treningu jest zwigzany prawdopodobnie ze zmniejszong
ekspresjg receptorow Ang I, ATI i AT2.

PODSUMOWANIE

Wysitek fizyczny, w wyniku aktywacji uktadu wspétczulnego, wyrzutu katecholamin
i zwiekszonej produkcji Ang Il jest duzym stresem, mogacym doprowadzi¢ do zmian w
wielu narzadach, zwiaszcza w nieprzystosowanych organizmach. Z dotychczasowych
doniesien oraz z whasnych obserwacji wynika, ze intensywny wysitek fizyczny moze
indukowac apoptoze w narzadach zaréwno bezposrednio zaangazowanych w wysitek,
takich jak miesnie szkieletowe, jak i niebiorgcych bezposredniego udziatu, takich jak
np. nerki. Proces apoptozy we wibdknach mies$ni szkieletowych dotyczy jedynie
pojedynczych jader, co wynika z ich odmiennej morfologii. Apoptoza w kanalikach
nerkowych jest ograniczona do komérek kanalikéw dystalnych oraz cewek zbiorczych,
a jej przebieg przypomina klasyczng apoptoze. Mechanizm indukcji apoptozy po
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intensywnym wysitku fizycznym jest prawdopodobnie ztozony i r6zny w narzadach
bezposrednio pracujgcych oraz niezaangazowanych bezposrednio. W aktywnych
miesniach szkieletowych apoptozajest indukowana stresem oksydacyjnym, natomiast
w nerkach indukcja apoptozy jest bardziej ztozona i przypuszczalnie jest zwigzana
zarébwno z aktywacja receptorow Ang Il, AT1 i AT2, jak réwniez ze stresem
oksydacyjnym. Trening adaptacyjny prowadzi do zmniejszenia nasilenia apoptozy
zarébwno w miesniach szkieletowych, jak i w kanalikach nerkowych. W procesie
adaptacji miesni szkieletowych do wysitku fizycznego odgrywa istotngrole zwiekszenie
aktywnosci enzyméw sytemu obrony antyoksydacyjnej, a takze ekspresji biatka
antyapoptotycznego Bcl-2 oraz HSP70. Natomiast w nerkach adaptacjajest zwigzana
prawdopodobnie z fizjologicznym, stopniowym zmniejszaniem sie aktywacji ukfadu
wspotczulnego, spadkiem stezenia katecholamin i zmniejszeniem produkcji Ang 1l oraz
ekspresjijej receptorow, AT1 i AT2.

Istotg dtugotrwatego treningu wysitkowego jest powstanie w narzadach odpowiednich
mechanizméw adaptacyjnych, co zapobiega powstawaniu powysitkowych uszkodzen
oraz umozliwia wykonywanie nawet intensywnych éwiczeh bez zaburzenia funkcji
narzadoéw.
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SYMPLASMIC TRANSPORT OF PROTEINS AND RNA IN PLANTS
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Streszczenie: Symplastowy transport biatek i RNA jest wcigz dopiero poznawanym mechanizmem
przekazywania informacji miedzy komérkami roélin. Transport ten moze zachodzi¢ w sposob selektyw-
ny badz tez nieselektywny, w obrebie sgsiadujacych komorek, tkanek lub catej rodliny. Proces ten regu-
lowany jest podczas zycia rosliny oraz w odpowiedzi na warunki $rodowiskowe. Wcigz zwieksza sie
liczba opisywanych biatek i czasteczek RNA transportowanych miedzy komérkami przez plazmode-
smy i w obrebie catej rosliny za posrednictwem floemu. Znane sg przyktady transportu mRNA gendéw
KN1 czy CmNCAPI. Ostatnio scharakteryzowano szereg matych RNA obecnych we floemie kilku
gatunkéw roslin odpowiadajacych zaréwno si-, jak i miRNA. Opisano takze 27 kDa biatko CmPSRPI
wigzace specyficznie male, jednoniciowe RNA i umozliwiajace ich przenikanie przez plazmodesmy z
komérek towarzyszacych do komoérek sitowych floemu. Coraz wiecej wiadomo réwniez o mechanizmie
rozprzestrzeniania sie sygnatu wyciszania w procesie systemowego PTGS (ang. Post Transcriptional
Gene Silencing). Sygnat wyciszenia transportowany jest w postaci 21 nt siRNA amplifikowanego co
10-15 komorek i nastepnie przenoszonego do kolejnych komérek.

Stowa kluczowe: transport symplastowy, NCAP (Non-Cell-Autonomous Protein), transport RNA.

Summary: The symplasmic transport of protein and RNAs has emerged as a novel mechanism of cell to
cell communication in plant. This movement can occur in selective or a non-selective way between
neighbouring cells, tissues or in whole plant. The symplasmic transport is under control both during plant
development and in response to environmental conditions. The knowledge about RNAs and proteins that
move from cell to cell through plasmodesmata and in the whole plant though phloem is still growing. The
transport of MRNA such genes like KN1 or CmNCAPI, has been also described. Recently, it has been
shown that phloem sap of some plants species contains an endogenous population of small RNAs
corresponding to si- and miRNAs. Additionally, it has been identified 27 kDa phloem protein CmPSRPI
which binds selectively small, single stranded RNAs which penetrate from companion cells to sieve tubes
of phloem system. Recent advances have also increased our understanding of mechanism of spreading
through the plant a mobile silencing signal associated with PTGS (Post Transcriptional Gene Silencing).
This signal is transported as 21 nt siRNA which is amplificated every 10-15 cells and then delivered to
neighboring cells.
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WSTEP

Komunikacja miedzykomérkowa jest niezmiernie wazna u organizmow wieloko-
mérkowych, dla koordynacji ekspresji genéw odpowiedzialnych za podziaty komorkowe
i r6znicowanie, a co za tym idzie wtasciwgmorfogeneze catej rosliny ijej funkcjonowanie.
W zwiagzku z tym, rosliny wytworzyty unikalna, cytoplazmatyczng (symplastowa) siec,
tworzong z komorek potaczonych plazmodesmami i elementami floemu, ktéra pozwala
na bezposrednig komunikacje i transport miedzykomérkowy [11,14,17,46,54,63,75].

Plazmodesmy (PD) sa to cytoplazmatyczne potgczenia miedzykomdrkowe otoczone
plazmolema, przechodzace w poprzek wspélnej Sciany [73]. W centrum kanatu PD
znajduje sie cylinder zespolonego retikulum endoplazmatycznego (ER), tzw. desmotubula.
Na powierzchni cylindra ER utozone sgbiatka globulame. Desmotubula potgczonajest
z plazmolemawiezadtami biatkowymi, a w przestrzeni, w ktérej znajduja sie wiezadta,
w tzw. rekawie plazmodesmy, powstaja kanaty transportowe [68, 69], Wielko$¢
czasteczek zdolnych do przejscia przez PD okresla tzw. specyficzny przekréj czynny
plazmodesm SEL (ang. Size Exlusion Limit). Przekroj ten nie jest staty i zalezy zaréwno
od rodzaju komorek, stadium rozwojowego rosliny, jak i innych specyficznych czynnikéw,
takich jak: wapn (reguluje zamykanie plazmodesm przez polisacharyd - kaloze [73]),
transportowe biatka wirusowe MP (ang. Movement Protein), a takze r6znego rodzaju
biatka endogenne [69],

Kolejnym elementem organizmalnej sieci transportowej jest floem. Budujggo zywe
komorki rurek sitowych i scisle do nich przylegajace komérki towarzyszace. Komérki
sitowe podzielone sgstrukturalnie na dwie czesci: swiatto, w ktérym przebiega transport
oraz warstwe przyscienng zawierajgcg biatka, mitochondria, plastydy i retikulum
endoplazmatyczne. Dojrzale rurki sitowe nie majgjadra komdrkowego, tak wiec obecne
w nich biatka i kwasy nukleinowe musza by¢ transportowane z komérek towarzy-
szacych [71],

System symplastowy roslin stuzy transportowi asymilatéw, hormonéw i réznych
metabolitéw. Jednakze, plazmodesmy i floem sgtakze miejscem transportu wielu biatek,
wirusowego RNA, RNA wywotujgcego wyciszanie genow (PTGS), a takze specyficz-
nych endogennych czasteczek mRNA (rye. 1) [47, 54, 61],

Ostatnimi laty pojawito sie kilka prac przegladowych poswieconych modelom transportu,
mechanizmom regulacyjnym i biologicznemu znaczeniu transportu biatek i RNA przez
plazmodesmy oraz floem [ 14,30,36,40,46,55,61 ]. Natamach Postepéw Biologii Komérki
rowniez pojawity sie publikacje o budowie i funkcjonowaniu plazmodesm [69], rurek sitowych
[70] oraz o regulacji tacznosci symplastowej [41,68]. Obecna praca ma na celu przyblizenie
czytelnikom aktualnej wiedzy na temat biatek i czasteczek RNA transportowanych miedzy
komorkami w obrebie tkanek oraz na znaczne odlegtosci poprzez floem, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem krétko i dtugodystansowego transportu RNA.
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RYCINA 1. Udziat miedzykomérkowego i systemowego transportu biatek regulatorowych oraz RNA w
rozwoju roélin, (a) Transport biatka LHY w obrebie merystemu generatywnego. (b) Mechanizm
rozprzestrzeniania sie sygnatu wyciszania pomiedzy komérkami, (c) Transport biatka SHR do komérek
endodermy indukuje powstawanie korzeni bocznych, (d) Transport biatek CPC i GL3/EGL3 reguluje
tworzenie komérek wtosnikowych Szczegdty w tekscie (za [30, 40] zmienione)
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1. SYMPLASTOWY TRANSPORT BIALEK

Biatka transportowane miedzy komoérkami okresla sie angielskim skrotem NCAP
(ang. Non-Cell-Autonomous Protein). Mozna wyrdznic¢ trzy klasy bialek NCAP:
wirusowe, floemowe i regulatorowe [30].

Wirusowe biatka transportowe sg jedna z najlepiej scharakteryzowanych rodzin
biatkowych NCAP [13, 78, 83]. Zidentyfikowano kilka typéw tych biatek. Biatko
transportowe kodowane przez genom mozaiki tytoniu TMV ma zdolnos$¢ do takiej
modyfikacji struktury plazmodesm, dzieki ktérej mozliwy sie staje transport tego biatka,
jak i wirusowego RNA. Inna grupa wirusow, taka jak PVX (ang. Potato Viruse X)
zawiera potréjny zestaw genéw tzw. TGB (ang. Triple Gene Btock). Geny te kodujg
biatka, ktére razem z biatkiem ptaszcza wirusa koordynujg transport wirusowego RNA
przez plazmodesmy [64].

Drugg grupe biatek NCAP stanowig biatka floemowe. Sok floemowy zawiera
zaskakujaco duzg ilo$¢ biatek endogennych [4, 62, 63, 70, 75, 79]. Tylko kilka z nich
moze wptywaé na strukture PD. Czes$¢ stanowig biatka konstytutywne zwigzane z
funkcjonowaniem rurek sitowych. Najlepiej z tej grupy scharakteryzowane sg biatka
fibrylame PP1 i PP2 [72], majgce zdolno$¢ m.in. do wigzania czasteczek RNA i mogace
posredniczy¢ w ich transporcie floemowym [56]. Jednakze, rola wiekszosci biatek
floemowych jest wcigz w duzej mierze nieznana.

Kolejnagrupe biatek NCAP tworza biatka regulatorowe, bedace czynnikami trans-
krypcyjnymi, petnigcymi wazna funkcje w determinowaniu losu komérek. Pierwszym
opisanym endogennym biatkiem transportowanym miedzy komérkami byto KNOTTED!
(KN1), biatko kukurydzy zaangazowane w utrzymywanie merystemu wierzchotkowego
w stanie niezr6znicowanym [24,28,40,61,84], Liczba poznanych biatek regulatorowych
transportowanych miedzy komdérkami wcigz sie powieksza. Najlepiej opisane sgbiatka
zwigzane z rozwojem merystemu wierzchotkowego, tworzeniem korzeni bocznych oraz
powstawaniem komoérek witosnikowych. Ruch tych biatek odbywa sie zazwyczaj
pomiedzy kilkoma komdérkami, ma wiec tylko lokalne znaczenie sygnatowe.

Biatka transportowane miedzy komoérkami zwigzane z rozwojem merystemu
wierzchotkowego

Merystem wierzchotkowy pedu roslin okrytonasiennych zbudowany jest z komérek
korpusu otoczonych warstwg komarek tuniki. Tunika u roslin dwulisciennych tworzona
jest z dwoch warstw komorek LI i L2, natomiast u jednolisciennych z pojedynczej
warstwy komoérek. Korpus okreslany jest réwniez jako warstwa L3. Z warstwy
zewnetrznej L1 powstaje epidemia, za$ z warstw wewnetrznych L2 i L3 kora pierwotna
i walec osiowy. Gdy merystem wierzchotkowy pedu przeksztatca sie z wegetatywnego
w generatywny, powstaje ptaszcz merystematyczny i trzon parenchymatyczny. Plaszcz,
w skiad ktérego wchodzi zaréwno tunika, jak i zewnetrzne warstwy korpusu, daje
poczatek podktadkom i zawigzkom kwiatow [33, 34]. Na kazdym etapie rozwoju
wierzchotek pedu jest specyficzng domeng symplastowa, w obrebie ktdrej przemieszczaja
sie regulatorowe biatka NCAP.
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PA - (ang Peptide Antagonist) motyw biatkowy

MEINOX - podwdjna domena KNOX1 i KNOX2 (KHOTTED1- like homoebox)
ELK - domena wymagana do lokalizacji jadrowej w biatkach KNOX

NLS - sygnat lokalizacji jadrowej

HD - homeodomena

RYCINA 2. (a) Transport biatka KNOTTED1 z komorek korpusu do tuniki kontroluje utrzymanie
merystemu wierzchotkowego w stanie niezréznicowanym. (b) Schemat budowy biatka KN1. Szczegoty
w tekscie (za [40, 52] zmienione)

Biatko homeotyczne kukurydzy KN1 kontroluje utrzymanie merysteméow wierzchot-
kowych w stanie niezréznicowanym [24, 28]. Biatko to przemieszcza sie z komorek
korpusu do komorek tuniki merystemu [36] (ryc. 2). Wykazano, ze KN | ma zdolno$¢
do zwiekszania SEL plazmodesm i indukuje transport kompleksu KN ! biatko - KN1
mMRNA [28, 36]. U Arabidopsis thaliana wystepuja dwa biatka rodziny KNOX, w
ktérej sktad wchodzi biatko KN1, a mianowicie STM (ShooTMeristemless) i KNAT1
(Knottedl-like homeoboxproteinl) [29]. Mutantom stn A. thaliana wprowadzano
geny kodujace biatka fiizyjne GUS:KN1 (f-GlucUronidaSe - biatko reporterowe)
pod kontrolg promotora specyficznego dla komoérek LI badz silnego promotora 35S
CMV. Okazato sig, ze biatko fiizyjne GUS:KN | nie jest zdolne do ruchu ze wzgledu na
duzy rozmiar i nie kompensuje mutacji stm (nie przywraca fenotypu typu dzikiego),
niezaleznie czyjego ekspresja nastepuje w komérkach LI, czy tez w catej roslinie
(uzycie promotora 35S CMV). Natomiast wprowadzenie genu kodujacego biatko
fuzyjne zdolne do ruchu GFP:KN1 (Green Fluorescent Protein — biatko reporterowe)
powodowato zniesienie efektu mutacji. Mozna zatem stwierdzié, ze miedzykomdrkowy
transport KN 1 jest konieczny do whasciwego funkcjonowania tego biatka [29].

W fazie generatywnej roslin wiasciwy rozwdj wierzchotka generatywnego
kontrolowany jest przez inne biatka NCAP.
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LEAFY (LFY) jeden z gendw tozsamosci merystemu A. thaliana koduje czynnik
transkrypcyjny aktywujacy geny homeotyczne kwiatu. Badania wykazaty, ze biatko
LFY przemieszcza sie w obrebie warstw merystemu w sposob nieukierunkowany w
drodze dyfuzji [83] (ryc. la). Wskazuje na to silna korelacja miedzy lokalizacjg
cytoplazmatyczng a zdolnoScig transportowa biatka. Obecno$¢ biatka na terenie cyto-
plazmy jest niezbedna do ruchu dyfuzyjnego [12, 30, 66]. Wydaje sie takze, ze biatko
LFY nie ma specyficznych motywow transportowych, poniewaz wszystkie biatka
fuzyjne GFP z r6znymi fragmentami LFY sg zdolne do ruchu. Jednakze oparty na
dyfuzji ruch LFY wydaje sie by¢ regulowany w obrebie tkanki, prawdopodobnie przez
PD. Na przyktad, konstrukt GFP:LFY porusza sie znacznie fatwiej pomiedzy komdrkami
w kierunkach apikalno-bazalnych niz w kierunku lateralnym oraz nie moze wyjs¢ poza
merystem kwiatowy do komdrek pedu kwiatostanowego. Tak wiec, niektére plazmo-
desmy nie pozwalajg na swobodny ruch biatka LFY, a jego transport zachodzi w
ograniczonej przestrzeni symplastu tworzacego symplastyczng domene merystemu
kwiatowego [66, 68, 84]. Badania prowadzono réwniez na homologu biatka LFY,
FLORICAULA (FLO) w Antirrhinum. Biatko to reguluje ekspresje genébw DEFICIENT
(DEF) i PLENA (PLE}. Wykazano, ze ekspresja FLO ograniczona do komérek LI
powoduje aktywacje genéw DEF i PLE we wszystkich warstwach merystemu i
kompensacje mutacjiflo, natomiast specyficzna ekspresja w komorkach warstw L2 |
L3 nie daje takich efektow. Brak jest jednak dowoddw na miedzykomodrkowy transport
biatka FLO, tak wiec nie wiadomo, w jaki sposéb wptywa ono na regulacje ekspresji
powyzszych genow [84],

U Antirrhinum dwa inne czynniki transkrypcyjne, zaangazowane w rozwoj kwiatu,
zdolne sg do przemieszczania sie miedzy komaérkami. Sgto DEF i GLOBOSA (GLO).
Biatka te biorg udziat w regulacji rozwoju ptatkow korony i transportowane sgz komdrek
L3 i L2 do komorek warstwy LI. Aktywno$¢ homologa biatka DEF, tzw. APETALA3
(AP3) u A. thaliana takze jest szersza niz obszar ekspresji kodujgcego go genu, jednakze
badania immunologiczne nie wykazaty transportu tego biatka miedzy komérkami. Tak wiec
wydaje sie, ze biatko AP3 dziata na sasiednie komdérki w odmienny sposéb [57,84].

Przedstawione przyktady sugeruja, ze zdolnosé biatek do przemieszczania sie miedzy
komdrkami moze by¢ cecha gatunkowo specyficzna.

Biatka transportowane miedzy komorkami zwigzane z rozwojem korzenia

Opisywane w literaturze biatka transportowane miedzy komoérkami w korzeniu
zwigzane sg z tworzeniem komorek wtosnikowych oraz korzeni bocznych.

O rozwoju komérek epiblemy decyduje ich potozenie w korzeniu. Komérki epiblemy
umiejscowione miedzy komoérkami kory pierwotnej tworzg czesto komorki wtosnikowe
(trichoblasty). U A. thaliana mate 94-aminokwasowe biatko Myb-podobne CAPRICE
(CPC) jest pozytywnym regulatorem formowania komdrek wtosnikowych. Stwierdzono,
ze akumulacjamRNA CPCjest ograniczona do komoérek epiblemy nietworzacych wiosnikow
(atrichoblasty). Jednakze, biatko fuzyjne CPC:GFP znajduje sie na terenie jadra wszystkich
komérek skorki, co wskazuje na transport tego biatka z atrichoblastu [77].
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Zidentyfikowano takze dwa kolejne biatka regulatorowe zaangazowane w rozwaj
komarek epiblemy, a mianowicie GLABRA3 (GL3) i ENHANCER OF GLABRA 3
(EGL3), zawierajace domene bHLH (ang. basic-Helix-Loop-Helix) charakterystyczng
dla czynnikéw transkrypcyjnych. Biatka te petnig istotna role w okre$laniu tozsamosci
komdérek atrichoblastu. Co ciekawe, cho¢ funkcja tych biatek jest specyficzna dla
komorek nietworzgcych wtosnikéw, ekspresja genéw GL3 i EGL3 zachodzi w
komorkach wiosnikowych. Biatko GL3 akumulowane jest w jadrze komorek
atrichoblastu, co wskazuje na transport tego biatka, jak i prawdopodobnie réwniez EGL3,
z komérek wtosnikowych, gdzie zachodzi ekspresja kodujacych je genéw [61]. Kurata
i wsp. [61] sugeruja, ze biatko CPC transportowane jest z komérek bez wiosnikéw do
trichoblastu, gdzie aktywuje ekspresje genow GL3/EGL3 oraz hamuje aktywnos$¢
kolejnego biatka GL2. Biatko to ogranicza tworzenie wtosnikow. W przeciwienstwie
do CPC, biatka EGL3/GL3 transportowane sg do komdrek nietworzacych wiosnikow
aktywujac w nich ekspresje genéw CPC i GL2 [61] (ryc. Id).

Biatko SHR (SHort-Root) nalezy do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych GRAS
(nazwa pochodzi od pierwszych opisanych biatek GAI, RGA, SCR). Jest to niedawno
scharakteryzowana grupa roélinnych czynnikow transkrypcyjnych, zawierajgcych dwie
domeny bogate w leucyne i kilka krétkich konserwatywnych motywéw aminokwa-
sowych o blizej nieznanych funkcjach. Biatka GRAS biorg udziat m.in. w szlaku
transdukcji sygnatu fitochromowego (biatko PAT1) i giberelinowego (GAI, RGA) [7].
Biatko SHR transportowane jest miedzy komdrkami korzenia, promujgc powstawanie
korzeni bocznych [53, 65], Immunolokalizacja biatka SHR oraz badania z uzyciem
biatek fuzyjnych SHR:GFP wykazaly, ze SHR przemieszcza sie z komdérek walca
osiowego do endodermy, lecz nie przechodzi do komorek kory pierwotnej. W komérkach
endodermy biatko SHR indukuje podziaty komorkowe i roznicowanie [53] (ryc. Ic).
Co ciekawe, biatko SHR jest obecne zaréwno naterenie jadra, jak i cytoplazmy, jednak
zablokowanie lokalizacji cytoplazmatycznej hamuje transport miedzykomoérkowy. Moze
to wskazywaé na dyfuzyjny charakter ruchu biatka SHR. Obecnos¢ tego biatka na
terenie cytoplazmy nie wystarcza jednak do transportu przez plazmodesmy. Opisano
mutacje punktowa niezaburzajaca cytoplazmatycznego umiejscowienia biatka fuzyjnego
SHR:GFP, jednakze prowadzgacg do utraty zdolnosci przemieszczania sie konstruktu z
komorek walca osiowego do endodermy [53]. Dodatkowo transport SHR uzalezniony
jest od specyficznego czynnika tkankowego. Za taki uwaza sie biatko SCR (SCARE-
CROW) réwniez nalezace do rodziny GRAS. Badania mutantow ser transformowanych
genem fuzyjnym SHR:GFP pod kontrolg promotora aktywnego tylko w komoérkach
epidermy wykazaty, ze biatko SHR:GFP jest zdolne do swobodnego ruchu miedzy
komdrkami [65]. Mozna z tego wnioskowaé, ze SCR ogranicza transport SHR tylko
do specyficznych komaérek.

Mechanizm miedzykomdrkowego transportu biatek

Proponowane sg dwa modele transportu przez PD. Selektywny transport angazujacy
specyficzne oddziatywania miedzy motywem sygnatowym NCAP i czynnikiem
wewnetrznym powigzanym ze zwiekszeniem przekroju czynnego PD. Model altema-
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tywny przewiduje transport nieselektywny, oparty na dyfuzji i zalezny od endogennego
SEL plazmodesm [11].

Najlepiej poznanym przypadkiem selektywnego transportu jest ruch wirusowych
biatek transportowych, majacych zdolno$¢ otwierania PD [9, 78]. Wirusowe MP
wspétdziatajgz biatkami opiekunczymi, takimijak HSP70 (majacymi zdolno$¢ do zmiany
struktury przestrzennej biatka, co utatwia ich przechodzenie przez kanat plazmodesmy),
czy DNAJ (biatko zwiazane z importem biatek do retikulum endoplazmatycznego,
mitochondriow i peroksysomoéw, regulator aktywnosci ATP-zowej biatka HSP70).
Wirusowe biatka transportowe wspétdziatajg rowniez z biatkami cytoszkieletu, a takze
z biatkiem PME (Pectin Metyl Esterase). PME zaangazowane jest w modyfikacje
pektyn scian komérkowych i zlokalizowane jest w $cianie komoérkowej blisko
plazmodesm. Wigze ono specyficzny fragment wirusowego biatka transportowego TMV,
a delecja tego regionu hamuje miedzykomoérkowy ruch wirusa. PME uwazane jest
wiec za hipotetyczny receptor MP [10, 35,49, 67].

Wirusowe biatka transportowe wykorzystujg endogenng maszynerie transportowg
komorek roslinnych. Zidentyfikowano biatko floemowe Cucurbita maxima CmPP16,
podobne do wirusowych MP. CmPP 16 moze przemieszczac sie samo badz tez z RNA
poprzez PD [86], Ostatnio Lee i wsp. [43] wyizolowali biatko NCAPP1 (Non Celi
Autonomous Pathway Protein 1) wigzace sie z CmPP 16. NCAPP1 prawdopodobnie
funkcjonuje jako ruchomy receptor, ktéry porusza sie wzdtuz btony retikulum
endoplazmatycznego do PD [43]. Mutacje genu NCAPP1 wskazujg ha jego znaczaca
role w rozwoju roslin. Nadekspresja niefunkcjonalnej formy biatka NCAPP1A,,,
(delecja domeny transmembranowej) badz jego brak powoduje podobne efekty.
Zahamowany zostaje miedzykomérkowy transport biatek CmPP 16 i MP wirusa mozaiki
tytoniu oraz ich zdolnos¢ do otwierania PD, a rosliny wykazujg szereg zmian
fenotypowych. Nastepuje utrata symetrii organdéw oraz ich zrastanie sig, a takze
zaburzenia w roznicowaniu sie komorek epidermy oraz brak podziatu na miekisz
palisadowy i gabczasty w blaszkach lisci. Nieprawidtowo uformowane sg réwniez
kwiaty. Mutacje te nie wptywajajednak na miedzykomorkowy transport oraz aktywnos¢
otwierajgcg plazmodesmy biatek K.IN1 oraz MP wirusa mozaiki ogorka. Dane te
potwierdzajg model selektywnego transportu przez plazmodesmy i sugerujg istnienie
wielu czynnikéw posredniczacych w tym ruchu [43]. NCAPP1 jest spokrewnione z
biatkiem GP40 (GlycoProtein 40), ktére lokalizowane jest na peryferiach jadra
komorkowego i petni role w imporcie biatek jadrowych [19], Tak wiec, transport przez
plazmodesmy moze funkcjonowac na podobnej zasadzie jak jadrowo-cytoplazmatyczny
transport przez pory jagdrowe [42].

Trwajg poszukiwania motywu sygnalnego potrzebnego do efektywnego transportu
miedzykomorkowego. Jednak dotychczas nie zidentyfikowano tego rodzaju peptydu.
Badana z uzyciem Thioredoksyny H (biatko floemowe zwigzane z regulacja potencjatu
oksydo-redukcyjnego [70]) czy réznych wirusowych biatek transportowych sugeruja,
ze motyw sygnalny jest tworzony przez struktury trzeciorzedowe biatka lub jest kompila-
cja pierwszorzedowej sekwencji i trzeciorzedowej struktury [15,23,78]. Wiadomo, ze
C-koniec 99-aminokwasowej domeny biatka transportowego TMV jest potrzebny do
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zwiekszenia przekroju czynnego plazmodesm [78]. Potencjalny sygnat zostat zidentyfiko-
wany w biatku dyni CmHSP70. Jednakze ten 25-aminokwasowy motyw (a przede
wszystkim jego struktura) nie jest uniwersalnym sygnatem transportu miedzykomoér-
kowego i dziata tylko w kontekscie opiekuriczych biatek HSP70. Motyw ten indukuje
zwiekszenie SEL plazmodesm i transport ludzkiego biatka HSP70, lecz nie dotyczy
innych biatek, np. GFP [3]. Kim i wsp. [27] zidentyfikowali sekwencje biatkowa
umozliwiajacg miedzykomaorkowe przemieszczanie sie biatka KN1. Eksperyment ich
polegat na uzyciu biatek fuzyjnych KN1:GL!1 (GLabral). Biatko GL ! nalezy do rodziny
czynnikéw transkrypcyjnych typu Myb i nie jest transportowane miedzykomérkowo.
Mutanty gil nie tworzgwioskéw na lisciach. Transformacja tych roélin genem fuzyjnym
GL1:KN1 z promotorem aktywnym specyficznie w komérkach mezofilu powodowata
kompensacje mutacji gil. Swiadczy to o transporcie biatka fuzyjnego do komoérek
epidermy. W uktadzie tym biatko KN 1 umozliwia transport potagczonego z nim GL ! do
komarek epidermy, gdzie GL ! powoduje tworzenie wtoskéw. Seria transformaciji genami
kodujgcymi biatka fuzyjne zawierajace fragmenty biatka KN | pozwolita okres$li¢ domene
HD (homeodomena) tego biatka jako niezbedng i wystarczajgcg do transportu
miedzykomdrkowego [27], Wyniki te potwierdzajg wczesniejsze dane wskazujace, ze
wymiana aminokwasu w obrebie prawdopodobnego sygnatu lokalizacji jadrowej
znajdujacej sie w obszarze domeny HD zaburza ruch KN 1. Jednakze wykazano takze
niezbednos¢ motywu PA (ang. Peptide Antagonists), lezacego poza domeng HD, do
zwiekszenia SEL plazmodesm i transportu KN1 [37]. Wydaje sie, ze w celu
jednoznacznego okreslenia charakteru domeny biatkowej odpowiedzialnej za transport
miedzykomadrkowy biatek niezbedne sg dalsze badania.

Oprécz transportu selektywnego biatek, przemieszczanie sie ich pomiedzy komoérkami
roslinnymi moze by¢ nieselektywne, oparte na procesie dyfuzji. Badania z uzyciem
biatka GFP przyczynity sie do opisania modelu nieselektywnego transportu miedzykomér-
kowego [11,22]. Poniewaz GFP niejest endogennym biatkiem roslinnym, musi poruszac¢
sie poprzez mechanizmy nieselektywne. We floemie transport GFP zachodzi razem z
asymilatami przemieszczajac sie do tkanek docelowych [36]. W starszych lisciach
(stanowigcych zrodto asymilatow) i starszych czesciach korzenia nie wystepuje transport
biatka GFP poza obreb tkanek przewodzacych [36]. Wyniki te sugerujg dynamiczng
regulacje SEL plazmodesm w czasie rozwoju roslin [22, 48]. Endogennym biatkiem,
ktdre porusza sie poprzez dyfuzje, jest LFY. Jednak jego ruch ograniczony jest tylko do
obszaru merystemu generatywnego.

Transport biatek miedzy komdérkami lub we floemie zalezy réwniez od potransla-
cyjnych modyfikacji. Na przyktad biatko CmPP36 wielkos$ci 36 kDa, nalezace do rodziny
biatek reduktaz cytochromu b5, ulega ekspresji w komorkach towarzyszacych floemu
dyni. Jednak w soku floemowym mozna odnalez¢ tylko 31 kDA biatko CmPP36, krétsze
na N-koricu. Mikroiniekcje wykazaty, ze biatko petnej dtugosci nie wykazuje zdolnosci
do zwiekszania SEL plazmodesm ani poruszania sie miedzy komorkami. Zdolnosci
takich nabiera dopiero po proteolizie na N-koncu [85].
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2. SYMPLASTOWY TRANSPORT RNA

Badania dotyczace miedzykomdrkowego ruchu wiruséw roslinnych dostarczyty
pierwszych dowodoéw, ze plazmodesmy sg zdolne do posredniczenia w
miedzykomadrkowym transporcie wirusowego RNA w postaci komplekséw
rybonukleoproteinowych [17,47,64]. Dalsze badania wykazaty, ze wiele specyficznych
endogennych RNA moze rowniez by¢ transportowane miedzy komdrkami. Przyktadami
takich RNA sg miedzy innymi mRNA kukurydzowego czynnika transkrypcyjnego KN1
[24] oraz MRNA kodujacy transporter cukréw SUT1 [38, 39]. U dyni wykryto ponad
100 rodzajéw mRNA transportowanych przez floem. Niektére z tych RNA kodujg
biatka zaangazowane w rozw6j merysteméw, odpowiedzi hormonalne czy tez reakcje
obronne [17, 47]. mMRNA jest transportowany selektywnie do specyficznych miejsc
np. do wierzchotka pedu (MRNA genu CmNACP [62]). Kim i wsp. [31] wykazali
ponadto, ze proces tenjest istothym mechanizmem zaangazowanym w regulacje wzrostu
roslin. Autorzy przeprowadzili szereg zabiegow transplantacji (szczepienia), wykorzys-
tujac zjawisko zdolnosci regeneracyjnych roslin. Kim i wsp. [31] dowiedli, ze fuzyjne
transkrypty homologa genu KNI Lycopersicon esculentum - LeT6 i PDPFK (Pyro-
phosphate Dependent PhosphoFructoKinase) sg dtugodystansowo transportowane
z podktadek mutanta Me (Mouse ear) pomidora do zrazu tworzonego z roslin typu
dzikiego, co jest skorelowane z zachodzacymi zmianami morfologicznymi. Kolejnym
potwierdzeniem mozliwosci transportu czgsteczek RNA na dalekie dystanse dostarczajg
eksperymenty zwigzane z procesem wyciszania gendw. Zjawisko to okresla sie jako
sekwencyjnie specyficzng degradacje RNA rozprzestrzeniajacg sie systemowo w
organizmach zwierzat i roslin [6, 32]. Ostatnio wykazano, ze jest to by¢ moze wynik
transportu siRNA dtugosci 21 nt, ktéry odnawiany jest w kazdych kolejnych 10-15
komdrkach [20].

Przyktady mRNA transportowanego systemowo

Haywood i wsp. [18] analizowali dtugodystansowy transport transkryptéw dwoch
homologicznych genéw CmGAIP Cucurbita maxima i GAIl Arabidopsis thaliana
nalezacych do rodziny genéw GRAS. Oba geny koduja biatka z domeng DELLA
stanowigce negatywne regulatory odpowiedzi na dziatanie giberelin. Homologi te
wybrano ze wzgledu najuz wczesniej opisang ich obecnos$¢ we floemie oraz tatwy do
zaobserwowania fenotyp mutacji w genach kodujacych. Wykazano, ze mMRNA CmGAIP
jest transportowany floemem z dyni jako podktadki do zrazu tworzonego przez rosliny
ogorka. Dodatkowo przeprowadzono doswiadczenia z transformowanymi roslinami
pomidorai rzodkiewnika, noszacymi zmutowane geny Cmgaip oraz ADELLAgai (delecja
w domenie DELLA). Mutacje te sg semidominujace i prowadza do zaburzenia szlaku
odpowiedzi na dziatanie giberelin. Ro$liny transgeniczne pomidora z tag mutacjawykazujg
charakterystyczny kartowaty fenotyp z ciemnozielonymi i mniejszymi lisémi. Uzycie
mutantéw Cmgaip lub ADELLAgai jako podkiadek powoduje pojawienie sie zmian
fenotypowych w czesciach rosliny stanowigcej zraz typu dzikiego. Zmiany morfologii
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lisci pomidora sg widoczne od drugiego powstajgcego na zrazie liscia i dotycza kolejnych
dwach, trzech lisci. Kolejne liscie nie wykazujgzmian morfologicznych. Zaobserwowano
takze wyrazna gradacje zmian fenotypowych wzdtuz osi liscia ztozonego pomidora.
Najsilniejszy fenotyp gaijest widoczny na szczycie liscia, u nasady wystepuje morfologia
prawie typu dzikiego. Autorzy ttumaczato rozciericzeniem ilosci transgenicznego mRNA
przez endogenne mRNA GAI obecne w komorkach zrazu. Reakcje in situ RT-PCR
potwierdzity obecno$é transkryptu tego transgenu w komérkach sitowych i towarzy-
szacych floemu lisci zrazu wykazujacych objawy mutacji oraz jego brak w lisciach o
fenotypie dzikim. Podobne wyniki otrzymano u A. thaliana [18].

Eksperymenty te potwierdzajg istnienie specyficznego transportu RNA poprzez floem
do konkretnych komérek, w tym wypadku komérek merystemu wierzchotkowego i
primordiéw, gdzie powoduja powstanie specyficznych zmian fenotypowych. Swiadczy
to takze, ze sygnattransportu dtugodystansowego moze by¢ konserwatywny ewolucyjnie
i funkcjonowaé podobnie w réznych gatunkach roslin.

Zastanawiajacy jest natomiast brak mMRNA gai w tkankach owocu pomidora, ktére
sg odbiorca asymilatow floemowych, powinny wiec zawieraé¢ duze ilosci transporto-
wanego floemem RNA. Transportowane RNA sa jednak albo specyficznie degra-
dowane, lub w ogdle nie wnikajg do komorek tych tkanek [18].

Transport mMRNA poprzez floem jest réwniez istotnym procesem uczestniczacym
w regulacji fotoperiodycznej indukcji kwitnienia. Wiadomo, iz induktor kwitnienia zwany
florigenem powstaje w lisciach badZ liscieniach i nastepnie jest transportowany do
wierzchotka pedu [1,21]. U Arabidopsis odpowiedZ na dtugo$é dnia zalezy od aktywacji
genu FT (Flowering Locus T). W 2005 r. Huang i wsp. [21] wykazali, ze lokalna
indukcja genu FT w pojedynczym lisciu jest wystarczajagca do zakwitniecia rosliny.
Wykazano, ze mMRNA genu FTjest transportowany do wierzchotka wzrostu, gdzie w
kompleksie z czynnikiem transkrypcyjnym FD [1] aktywuje kolejne geny kwitnienia.

RYCINA 3. Transport mRNA lub biatka FT z tkanki lisci do wierzchotka wzrostu indukuje przeksztatcenie
wegetatywnego merystemu wierzchotkowego A. thaliana w generatywny (za [21], zmienione)
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Eksperyment Huang i wsp. [21] polegat na transformowaniu roslin konstruktem genu
FT z promotorem transkrypcji genu kodujacego biatko szoku cieplnego HSP z soi.
Podgrzanie pojedynczego liscia do temperatury 37°C powodowato aktywacje promotora
HSP i pojawienie sie transkryptu genu FT. Sze$¢ godzin po pojawieniu sie mMRNA FT
w lisciu, mozna byto wykry¢ obecnos¢ transkryptu w wierzchotku pedu (ryc. 3). Potem
nastepowat dalszy wzrost poziomu mRNA FT zaréwno w lisciu, jak i wierzchotku juz
poprzez aktywno$¢ endogennego genu FT. Swiadczy to o pozytywnej autoregulacji
tego genu. Huang i wsp. [21] sa przekonani, ze mRNA jest transportowany floemem,
jednakze nie mozna wykluczy¢ réwniez transportu biatka FT do wierzchotka pedu,
gdzie mogtoby indukowac ekspresje genu FT.

Miedzykomorkowy transport niskoczasteczkowych RNA

W 1993 roku pierwszy raz opisano obecnos¢ niskoczasteczkowych RNA (sRNA -
ang. smali RNA) petnigcych istotng funkcje biologiczna. Te 19-25 nukleotydowe RNA
tworzone sg przez dwie grupy: si- i miRNA rdznigce sie biogenezai funkcjami [5, 6].
miRNA regulujg specyficzne geny docelowe homologiczne w obszarze wigzania miRNA,
lecz o niewielkiej homologii do reszty czasteczki prekursorowego miRNA, podczas
gdy siRNA zazwyczaj dziatajgna wysoko homologiczne geny [50,81]. miRNA roslinne
zaangazowane sg w regulacje morfologii lisci, tozsamosci organéw kwiatowych,
odpowiedzi stresowych, a takze wiele innych proceséw postulowanych na podstawie
identyfikacji ich prawdopodobnych genéw docelowych [2, 8, 25, 26, 80], siRNA
natomiast peinig wazng role w procesie transkrypcyjnego wyciszania (TGS - ang.
Transcriptional Gene Silencing) sekwencji powtarzajgcych sie, takich jak transpozony
i powtdrzenia heterochromatynowe oraz w potranskrypcyjnym wyciszaniu (PTGS -
ang. Post Transcriptional Gene Silencing) czasteczek RNA pochodzenia egzogen-
nego, takich jak wirusy i transgeny [32,44,45, 51,81,82]. Ostatnio wyrdzniono nowg
grupe sRNA trans-actingsiRNA, ktére sg zaangazowane w regulacje procesu przejscia
roslin z mtodocianej do dojrzatej fazy rozwoju [81].

Systemowe rozprzestrzenianie sie sygnatu PTGS (wyciszanie RNA) poprzez floem
jest stosunkowo dobrze opisanym zjawiskiem, ktore tatwo daje sie zaobserwowaé w
eksperymentach szczepienia roslin po lokalnej infekcji wirusem [43,45, 51,81]. Mate
RNA byty uwazane za dobrego kandydata na sygnat wyciszania [51], lecz brakowato
bezposrednich dowoddw, ze sg transportowane floemem. Dopiero Yoo i wsp. w 2004
roku [87] wykazali, ze male 18-25 nt RNA odpowiadajgce autentycznym,
regulatorowym matym RNA, zaréwno si-jak i miRNA, wnikajg i sg transportowane
przez floem. Badacze ci zidentyfikowali w soku floemowym Cucurbita maxima,
Cucumis sativus, Lupinus albus, Ricinus communis, Yucca filamentosa mate RNA
o dtugosci od 18 do 25 nt. Skonstruowana biblioteka SRNA z soku floemowego C.
maxima zawiera sekwencje komplementarne do r6znych genéw docelowych, wigczajac
Transposon-like 1 (Tnll) i Tnl2, mate RNA identyczne z miRNA 159 oraz komplemen-
tarne do genoéw kodujacych dwufunkcyjng endonukleaze czy tez helikaze RNA.
Doswiadczenia prowadzono réwniez z uzyciem linii transgenicznej Cucurbita pepo z
ekspresjg genu wirusowego kodujacego biatko ptaszcza CP (ang. Coat Protein). U
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czesci roslin transgenicznych nastgpito spontaniczne wyciszenie ekspresji transgenu.
W soku floemowym roslin, u ktérych wystapito wyciszenie genu CP, wykryto akumulacje
23 nt siRNA komplementarnego do sekwencji tego genu. Te siRNA mozna réwniez
wykry¢ w roslinach typu dzikiego bedacych zrazami na podktadkach z roslin trans-
genicznych. Podobnie udato sie wykry¢ w soku floemowym C. maxima po infekcji
wirusem CuYV (ang. Cucumber Yellow closteroVirus) obecno$é siRNA ditugosci 20
-21 nt komplementarnego do genomu wirusa [87].

W przesztosci opisywano obecno$¢ w soku floemowym biatek zaangazowanych w
transport mRNA [62], co sktonito Yoo i wsp. [87] do poszukiwan biatek specyficznie
wiazacych mate RNA i posredniczacych w ich miedzykomérkowym transporcie.
Badania zaowocowalty zidentyfikowaniem biatka 27 kDa wystepujacego u dyni, ogorka
i fubinu. Biatko CmPSRPI (Phloem Small RNA binding Protein 7) jest kodowane u
dyni przez gen obecny w jednej kopii i nie wykazuje wysokiej homologii z zadnym
znanym genem. Wiaze sie ono specyficznie z jednoniciowym ssRNA (ang. single
stranded RNA) umozliwiajac jego transport przez plazmodesmy. Jednakze biatko
CmPSRPI posredniczy w transporcie matych RNA jedynie pomiedzy komdrkami
towarzyszacymi a rurkami sitowymi floemu. W zwigzku z tym wciagz trwaja poszukiwania
biatka posredniczacego w dtugodystansowym transporcie matych RNA [87].

Rozprzestrzenianie sie sygnatu wyciszania na wieksze odlegtosci jest mozliwe
prawdopodobnie dzieki istnieniu zjawiska przejsciowego wyciszania RNA (ang.
transitive RNA silencing) [20, 76]. siRNA wigze sie do homologicznej sekwencji
MRNA docelowego i prowadzi do ciecia w miejscu wigzania, wyciszajac w ten sposéb
aktywnos¢ genu [82]. Wiele obserwacji wskazuje jednak, ze wyciszanie moze rozszerzaé
sie na sekwencje nieobecne w sekwencji siRNA indukcyjnego. Przyktadowo, wyciszanie
transgenu GFP poprzez wstrzeliwanie dwuniciowych czasteczek siRNA homologicznych
do rejonu centralnego transgenu powodowato synteze siRNA z obu 5' i 3’ stron od
miejsca wigzania poczatkowego siRNA (ryc. 4) [32]. Rozprzestrzenianie sie wyciszania
poza sekwencje pierwotng nazwano przejsciowym wyciszaniem RNA. Do zajscia tego
procesu niezbedna jest obecno$¢ komérkowej polimerazy RNA zaleznej od RNA
(RdRP), uzywajacej siRNA jako startera i homologicznego transkryptu jako matrycy
do syntezy cRNA (ang. complementary RNA). RdRP posredniczy w namnazaniu
sygnatu wyciszania i produkcji kolejnej generacji siRNA. Uzyciejako startera sSiRNA
wyjasnia rozszerzanie sie wyciszania w kierunku 3’-5’. Obserwacje rozchodzenia sie
wyciszaniaw kierunku 5’-3" mozna ttumaczy¢ zdolnoscig roslinnej RARP do inicjowania
syntezy cRNA bez uzycia starteréw na 3' koricu docelowego mRNA [58]. Doswiad-
czenia Petersena i wsp. [58] odnosnie wyciszania transgenu GUS tytoniu sugeruja, ze
rozprzestrzenianie sie w kierunku 5'-3’ przebiega wtasnie w wyniku dziatalnosci RARP
od strony 3’ korica transkryptu bez uzycia siRNA jako startera. Nie udato sie rozszerzy¢
wyciszenia endogennych gendw, takich jak Chll (magnesium Chelatase subunit I)
czy RLIh (RNAse L Inhibitor homologue) [58, 59]. Swiadczy to, ze proces
przejsciowego wyciszania RNA moze dotyczy¢ tylko pewnych grup genow.

Badania Hamiltona i wsp. [ 16] wskazaty na istnienie dwu rozniagcych sie dtugoscia
rodzajow siRNA petnigcych rozne funkcje. Sugerowano, ze siRNA dtugosci 21 nt,
posredniczy w cieciu RNA docelowego, natomiast 25 nt siRNA zwigzanejest z metylacja
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siRNA komplementarne siRNA komplementarne

do sekwencji 5 mRNA do sekwencji 3' mMRNA
od miejsca wigzania od miejsca wigzania
piervwtnego siRNA pierwotnego siRNA

RdRP - zalezna od RNA pokmeraza RNA
cRNA - komplementarna ni¢ RNA (ang cornptomeotary RNA)

RYCINA 4. Mechanizm przejéciowego wyciszania genéw, szczegoty w tekscie (na podstawie [16, 58])

DNA i transmisja sygnatu wyciszania go w roslinie [16,72]. Himber i wsp. [20] stwierdzili,
ze krotkodystansowy ruch sygnatu wyciszania zaczyna sie od niewielkiej grupy komorek
i rozprzestrzenia sie na niemal statg liczbe 10-15 komérek, bez amplifikacji. W ruchu
tym uczestniczgczasteczki sSiRNA dtugosci 21 nt, nie jest natomiast wymagana obecnos¢
25-nukleotydowego siRNA. Transport na wieksze odlegtosci wymaga udziatu biatek
SDE1, domniemanej RARP oraz SDE3, domniemanej helikazy RNA. Ten dtugodys-
tansowy transport powigzany jest z synteza nowej generacji SiRNA produkowanych
we wczesniej opisanym procesie przejsciowego wyciszania RNA. W wyniku tego
procesu powstajg réwniez 21 nt siRNA. Nowa generacja siRNA rozprzestrzenia sie
znowu na 10-15 komérek, gdzie ponownie nastepuje synteza nowych czasteczek [20]
(ryc. 1b).

Badano réwniez transport sygnatu wyciszania w obrebie catej rosliny. Infekcja roslin
zmodyfikowanym wirusem obecnym tylko we floemie powodowata, ze wyciszenie w
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kolejnych lisciach w przypadku transgenu GFP byto catkowite, natomiast w przypadku
genu RbcS (Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase small subunit) ograniczato sie
tylko do 10-15 komorek wokoét nerwow lisciowych [20]. Okazato sig, ze mMRNA GFP
podlega przejsciowemu wyciszaniu w przeciwienstwie do RbcS, ktdry z blizej nieznanych
powodow, nie ma takiej zdolnos$ci. W zwigzku z tym nie jest tworzona nowa generacja
SiRNA, ktéra mogtaby przemieszczaé sie do kolejnych komérek [74]. Wyniki Himbera
[20] nie wykluczajajednak uczestnictwa 25-nukleotydowego siRNA we floemowym
transporcie sygnatu wyciszenia, gdyz nie badali oni dtugosci czasteczek transportowa-
nych przez tkanke przewodzaca. Jak juz wczesniej wspomniano, we floemie roslin
transgenicznych dyni charakteryzujacych sie spontanicznym wyciszeniem transgenu
CP wykryto siRNA o dtugosci 23 nt [87], tak wiec mozliwe jest, ze dtugos¢ transporto-
wanych siRNA moze by¢ réwniez specyficzna gatunkowo.

Biorac pod uwage, ze nie wszystkie geny wydaja sie podlega¢ przejsciowemu
wyciszaniu RNA, ktore niezbedne jest do amplifikacji siRNA oraz fakt istnienia réznej
dtugosci czasteczek siRNA niezbednych do rozprzestrzeniania sie PTGS, wcigz nie
wiadomo, czy proponowany przez Himbera i wsp. [20] mechanizm rozprzestrzeniania
sygnatu wyciszania RNA jest uniwersalny, czy dotyczy tylko pojedynczych przypadkow.

Mechanizm miedzykomdrkowego transportu RNA

Systemowy transport RNA wymaga przekroczenia szeregu granic komérkowych.
W zwiazku z tym powstaje pytanie, jakie czynniki decyduja, czy okreslone RNA pozostajg
w obrebie danych komorek czy tez sg transportowane do innych oraz w jaki sposéb
RNA jest rozpoznawany i transportowany przez sie¢ symplastyczng do komérek
docelowych.

Dotychczas brak danych o sekwencjach nukleotydowych biorgcych udziat w
transporcie miedzykomorkowym mRNA. Jedyne doniesienia dotycza sekwencji RNA
wiroida. Wiroidy to mate, jednoniciowe, koliste czasteczki RNA infekujace rosliny. Ich
szczegolng cechgjest to, ze RNA nie koduje zadnych biatek funkcjonalnych. Jednakze
wiroidowy RNA moze sie replikowac na terenie jadra komorek gospodarza i poruszac
systemowo infekujac calg rosline. Jest to prosty model do badan nad rola struktury i
sekwencji RNA potrzebnej do transportu miedzykomaorkowego [60].

Qi Y i wsp. [60] poszukiwali motywu w sekwencji RNA wiroida PSTVd (ang.
Potato Spindle Tuber Viroid) odpowiedzialnego za specyficzny transport RNA wiroida
z komérek pochwy okotowigzkowej do komdrek mezofilu. Eksperymenty dowiodty
istotnosci czterech par zasad w czasteczce wiroida niezbednych do tego transportu.
Te cztery zasady tworzg dwuczesciowy (jedna zasada znajduje sie w jednej z petli
czasteczki RNA, pozostate w obrebie domeny infekcyjnej) sygnat transportowy. Motyw
ten nie jest juz natomiast potrzebny do transportu w drugg strone - z mezofilu do
komorek pochwy okotowigzkowej. Dodatkowo wykazano, ze wiroid fatwiej wnika do
komorek mezofilu lisci starszych, co potwierdza rozwojowa regulacje transportu miedzy
komaorkami [60].
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PODSUMOWANIE

Sieé¢ symplastycznajest miejscem transportu réznorodnych makromolekut oraz matych
czasteczek sygnalnych. Transport ten moze zachodzi¢ w obrebie sgsiadujgcych komorek,
tkanek lub zachodzi¢ systemowo. Transportowane sg biatka regulatorowe, same badz
tez z kodujgcym je mRNA (np. KN1 [24]), mRNA kodujgce specyficzne biatka w
kompleksach z uniwersalnymi no$nikami biatkowymi (np. CmPPI6 [86]) oraz mate
niekodujgce si/miRNA regulujace aktywnos$¢ okreslonych genéw, réwniez w komplek-
sach ze specyficznymi biatkami [14,61,87]. Zaréwno zdolnos¢ sieci symplas-tycznej
do okreslonego transportu oraz rodzaj transportowanych molekut podlegajg kontroli w
czasie ontogenezy rosliny, a takze w odpowiedzi na czynniki srodowiskowe [11, 25].
Funkcja tego transportu nie jest do konca poznana, jednakze $cista korelacja miedzy
transportem a przebiegiem proceséw morfologicznych swiadczy ojego podstawowym
znaczeniu dla realizacji okreslonych programéw rozwojowych rosliny.
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REGULACJA KWITNIENIA PRZEZ SWIATLO

LIGHT REGULATION OF FLOWERING

Agnieszka ZIENKIEWICZ, Ewelina KOZEOWSKA, Jan KOPCEWICZ

Zak¥ad Fizjologii i Biologii Molekularnej Roslin,
Instytut Biologii Og6lnej i Molekularnej, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Streszczenie: Kwitnienie roslin jest ztozonym procesem fizjologicznym zaleznym od wielu czynnikéw
zaréwno wewnetrznych, jak i zewnetrznych. Przejscie roslin ze stanu wegetatywnego do generatywnego
jest u Arabidopsis thaliana kontrolowane przez kilka szlakéw rozwojowych. U wiekszosci roslin proces
zakwitania zalezy od czynnikéw Srodowiskowych, takich jak: temperatura oraz $wiatto. Szlak zalezny
od jakosci Swiatta zwigzany jest ze zjawiskiem zwanym syndromem zacienienia. Przyspieszenie kwit-
nienia podczas syndromu zacienienia jest zalezne od trzech czasteczek: PHYB, biatka PFT1 oraz genu
FT. Podczas inaktywacji fitochromu B dochodzi do odblokowania genu PFT1, w wyniku czego biatko
PFT1 wiazac sie z genem FT indukuje wysoki poziom transkryptu FT. Szlak uruchamiany przez induk-
cyjny fotoperiod obejmuje m.in. takie elementy, jak: fotoreceptory (fitochromy, kryptochromy, flawo-
proteiny z rodziny ZEITLUPE), elementy zegara biologicznego oraz geny CO i FT. Ekspresja genu CO
uwazanego za element posredniczacy pomiedzy zegarem biologicznym a indukcja kwitnienia jest regulo-
wana przez biatko FKF1 nalezace do rodziny biatek ZEITLUPE oraz biatko GIGANTEA bedace row-
niez elementem zegara okotodobowego. Biatko FKF1 jest odpowiedzialne za degradacje biatka CDF1.
Biatko CDF1 wigze sie z promotorem genu CO, w wyniku czego dochodzi do hamowaniajego ekspresji
rankiem. Wysoki poziom biatka FKF! po potudniu wptywa na szybkga degradacje biatka CDF 1, co z kolei
umozliwia powstawanie wysokiego poziomu mRNA genu CO. Poznanie mechanizméw kontrolujacych
poziom mRNA oraz biatka CO w duzym stopniu przyczyni sie do poznania mechanizméw regulujacych
czas kwitnienia takze u roslin dnia krotkiego.

Stowa kluczowe: Arabidopsis thaliana, kwitnienie, szlak zalezny od jakos$ci $wiatta, zegar okotodobowy.

Summary: Flowering is a complex physiological process which depends on many internal and external
factors. Transition from vegetative to generative stage in Arabidopsis thaliana is controlled by several
developmental pathways. Among them are: giberellin, autonomous, vernalization, light quality and pho-
toperiod pathways. In most of plants flowering depends on light and temperature. Light quality pathway
is connected with the shade-avoidance syndrome. Acceleration of flowering during shade-avoidance syn-
drome is controlled by three major molecules: phytochrome B, PFT1 protein and FT gene. Interaction of
PHYB with PFT1 gene leads to its derepression. Newly synthesized PFT1 protein activates FT gene
transcription. Photoperiod pathway includes a.o. photoreceptors (phytochromes, cryptochromes and
flavoproteins from ZEITLUPE family), circadian clock’s elements, CO and FT genes. Expression of CO
gene, which is thought to act as mediator between biological clock and induction of flowering is regulated
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by FKF1 protein which belongs to ZEITLUPE proteins family and GIGANTEA protein, which also is
circadian clock element. FKF1 is responsible for binding of CDF1 protein to CO gene promotor and
repress it's activity in the morning. High level of FKF! protein in the afternoon leads to fast CDF | protein
degradation which in turn causes increase of CO mRNA level. To obtain the informations about mechani-
sms of CO mRNA and protein levels control will increase the knowledge about regulation of flowering
time also in short day plants.

Key words: Arabidopsis thaliana, flowering, light quality pathway, circadian clock.

WSTEP

W ontogenezie kwiatowej rosliny okrytozalazkowej wyréznié mozna dwa gtéwne
okresy: wegetatywny, podczas ktérego nastepuje réznicowanie sie i wzrost rosliny
oraz generatywny, w ktérym roslina nabiera zdolnosci do rozmnazania sie, wytwarza
kwiaty, ulega zaptodnieniu i tworzy nasiona. Przejscie roslin ze stanu wegetatywnego
w generatywny jest procesem bardzo intensywnie badanym. Istnieje wiele gatunkéw
roslin, ktorych zakwitanie jest niezalezne od warunkow zewnetrznych, zatem rozwdj
generatywny regulowany jest u nich przez czynniki wewnetrzne, np. osiggniecie przez
rosline okreslonego wieku badz wielkosci. U zdecydowanej wigkszosci gatunkdw proces
zakwitania zalezy jednakze od czynnikdw Srodowiskowych, tj. Swiatta i temperatury.
Okreslone warunki temperaturowe i $wietlne sg impulsem indukcyjnym decydujacym
0 przejsciu tych roslin ze stanu wegetatywnego w generatywny [28].

Kwitnienie roslin jest ztozonym procesem kontrolowanym, jak to wykazano u
Arabidopsis thaliana, przez kilka szlakéw rozwojowych, do ktorych nalezg [3] (ryc. 1):
1) szlak giberelinowy,

2) szlak autonomiczny,

3) szlak zalezny od obnizonej temperatury (wemalizacja),
4) szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod,

5) szlak zalezny od jakosci $wiatta.

Woptyw giberelin na indukcje kwitnienia opisanojuz w latach piecdziesigtych ubiegtego
wieku. Langride w 1957 roku wykazat, iz podawanie egzogennej gibereliny przyspiesza
kwitnienie u roslin Arabidopsis thaliana [29]. W latach dziewieédziesigtych uzyskano
mutanty giberelinowe rzodkiewnika pospolitego m.in. gal, ktére charakteryzowaty sie
opéznionym zakwitaniem w warunkach dnia krétkiego [55]. Nie poznano jak dotad
petnego mechanizmu dziatania giberelin w indukcji kwitnienia. Wiadomo jednak, iz
gibereliny wptywaja na ekspresje genu LFY (LEAFY) oraz prawdopodobnie genéw
SOC1 (Supressor of Overexpresion of CO 1) oraz FT (Flowering locus T), ktérych
biatkowe produkty indukujg ekspresje kolejnych genéw zaangazowanych w rozwoj
kwiatu [5, 36,41].

Genami zaangazowanymi w indukcje kwitnienia sg takze geny wspo6ttworzace szlak
autonomiczny. Szlak ten obejmuje geny, w ktérych mutacje powodujg powstawanie
fenotypéw charakteryzujacych sie op6znionym kwitnieniem. Proces ten zachodzi
niezaleznie od warunkow fotoperiodycznych i moze by¢ odwrdcony przez zastosowanie
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RYCINA 1. Schemat ilustrujacy wzajemne zaleznosci pomiedzy szlakami molekularnymi regulujacymi
kwitnienie u Arabidopsis thaliana (na podstawie [4] i [35] zmienione, szczeg6towy opis w tekscie)

wemalizacji. Przebieg szlaku autonomicznego jest niezalezny od dtugosci dnia [3]. Wsrod
gendw tego szlaku wyrdznia sie m.in. LD {LuminiDependens), FLD (Flowering Locus
D) oraz FLK {Flowering Locus K). Biatka kodowane przez wymienione geny hamujg
ekspresje genu FLC (FloweringLocus C) uwazanego za gtdwnego represora kwitnienia
u Arabidopsis thaliana [4, 37].

Wiekszos¢ roslin wytwarza organy generatywne jedynie po zadziataniu bodZca
temperaturowego lub $wietlnego. W zwigzku z tym wyr6zniono dwie grupy roélin: pierwsza
obejmuje rosliny zwane ozimymi kwitnace pod wptywem niskiej temperatury, natomiast
druga grupa obejmuje roslinyjare, ktére zakwitajagw odpowiedzi na okres$lony fotoperiod
[28]. Jednakze gtdwnym czynnikiem Srodowiskowym wplywajagcym w najwiekszym
stopniu na zycie rosliny jest Swiatto. Wptyw energii Swietlnej na rosliny jest wielokierun-
kowy. Z jednej strony warunkuje synteze zwigzkow organicznych w procesie fotosyntezy,
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z drugiej za$ wptywa na wzrost i rozwoj roslin (tzw. fotomorfogeneza) [17]. Percepcja

bodZca swietlnego odbywa sie w lisciach badz liscieniach za posrednictwem

wyspecjalizowanych czasteczek chromoprotein, ktére petnia funkcje fotoreceptoréw.

Zaliczamy do nich: receptory $wiatta czerwonego i dalekiej czerwieni czyli fitochromy

oraz receptory Swiatta niebieskiego kryptochromy, fototropiny i flawoproteiny z

rodziny Zeitlupe [10, 24, 42, 50]. Fotoreceptory odbierajg informacje o ilosciowych

oraz jakosciowych zmianach warunkéw Swietlnych w srodowisku wzrostu rosliny. Do
zmian ilosciowych mozemy zaliczy¢ czas trwania, jak i natezenie Swiatla, zas do

jakosciowych sktad widma Swietlnego docierajacego do rosliny [17].

Badania z ostatnich lat wykazaty, iz $wiatto reguluje czas kwitnienia poprzez dwa
niezalezne szlaki:

1) szlak zalezny od jakosci $wiatta obejmujacy, fitochromy oraz gen PFT1 (Phyto-
chrome and Flowering Time 7), ktérego produkt reguluje ekspresje gtdwnego
integratora kwitnienia, czyli genu FT (Flowering Locus T) [9],

2) szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod, obejmujgcy m.in. fotoreceptory,
molekuty zegara biologicznego oraz geny CONSTANS i FT [3].

1. Szlak zalezny od jakosci $wiatta

Poszczegllne etapy rozwoju rosliny moga zachodzi¢ w réznych warunkach
Swietlnych. W srodowisku naturalnym dochodzi bowiem do czesSciowego lub catkowitego
zacieniania jednych roslin przez drugie [28]. W zaleznosci zatem od miejsca
wystepowania rozwdéj wegetatywny oraz generatywny roslin moze odbywac sie w
miejscach zacienionych, charakteryzujacych sie matym natezeniem Swiatta lub w
miejscach stosunkowo dobrze o$wietlonych [15]. Oprécz zmian iloSciowych Swiatta
niezwykle istotny dla rozwoju roslin jest réwniez jego skiad jakosciowy. Rosliny
monitorujgzmiany w jakosci $wiatta za posrednictwem wspomnianych juz fotorecep-
toréw. Barwniki fotosyntetyczne, takie jak chlorofile oraz karoteny i ksantofile, absorbuja
poza $wiattem zielonym i czescig dalekiej czerwieni prawie caty zakres promieniowania
widzialnego (390-750 nm). Okrywa lisci przepuszcza gtéwnie Swiatto w zakresie
dalekiej czerwieni, pochtaniajagc pozostatg czes¢ widma. Ponadto liscie majg zdolnosé
wybiérczego odbijania okreslonych diugosci fal. Swiatto zielone odbijajg bardziej
skutecznie niz niebieskie i czerwone. Najistotniejsze zmiany widma $wietlnego zachodzg
w zakresie Swiatta czerwonego oraz dalekiej czerwieni. Rejestrowanie tych zmian
dostarcza roslinom informacji o zmianach zachodzacych w srodowisku wzrostu [28].
Proporcje intensywnosci (liczby kwantéw) Swiatta czerwonego (R) do dalekiej czerwieni
(FR) okreslono wspotczynnikiem R:FR [12,15, 16]. W zaleznosci od typu srodowiska
oraz Swiatta, wspdtczynnik ten przyjmuje rézne wartosci. W przypadku $wiatta dziennego
wynosi okoto 1,19, natomiast 0 zmroku przyjmuje on warto$¢ w zakresie od 0,7 do 0,9.
Z kolei w takich ekosystemach, jak las tropikalny czy iglasty, waha sie w zakresie od
0,22-0,25 do 0,76-0,77 [28,57].

Z wielko$cig wspotczynnika R:FR zwigzane jest zjawisko okreslane jako tzw.
syndrom zacienienia (ang. shade-avoidance response). Ze zjawiskiem tym u roslin
mamy do czynienia w sytuacji niskiej wartosci wspotczynnika R:FR. Rosliny rosngce
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w takich warunkach srodowiskowych charakteryzujg sie wydtuzonymi todygami i
ogonkami lisciowymi, redukcjg chlorofilu w komédrkach miekiszowych lisci oraz
przyspieszeniem kwitnienia [9,12,15]. Fotoreceptorami zaangazowanymi w detekcje
zmian w zakresie Swiatta czerwonego oraz dalekiej czerwieni, a przez to uczestniczacymi
w regulacji zjawisk wystepujacych podczas syndromu zacienienia sg fitochromy. U
Arabidopsis thaliana zidentyfikowano pie¢ fitochromdw kodowanych przez nastepu-
jace geny PHYA, PHYB, PHYC, PHYD, PHYE. PHYA koduje labilngpule fitochromu
syntetyzowangw ciemnosci i szybko degradowang na $wietle. Pula stabilna, kodowana
jest przez geny PHYB - PHYE, ktorych produkty biatkowe utrzymuja sie na podobnym
poziomie zaréwno na $wietle, jak i w ciemnosci [11]. Fitochromy wystepujgw komorkach
w dwadch formach molekularnych: Pri Pfr [10, 38, 39].

Jak juz wspomniano, jedng z cech charakterystycznych dla syndromu zacienienia
jest przyspieszenie czasu kwitnienia. Powstaje zatem pytanie, wjaki sposob fitochromy
uczestnicza w regulacji tego zjawiska? Wsréd pieciu znanych fitochroméw
najprawdopodobniej najwazniejszarole w regulacji czasu kwitnienia odgrywa PHYB.
Badania prowadzone z wykorzystaniem mutantéw phyb Arabidopsis thaliana
wykazaty, ze fitochrom B hamuje kwitnienie, gdyz rosliny te charakteryzujg sie
przyspieszonym czasem kwitnienia. W 2003 roku Cerdan i Chory [9] wykazali istnienie
szlaku zaleznego od jakosci $wiatta, w ktérym gtéwna role odgrywa PHY B oraz nowo
zidentyfikowany gen PFT1, ktéry koduje biatko jadrowe ztozone z 836 aminokwasow.
Analizy mutantow pftl wykazaty, iz rosliny te charakteryzujg sie opdznionym
kwitnieniem w poréwnaniu z typem dzikim. W przypadku podwdjnych mutantéw
pftiphyb obserwowano catkowite zahamowanie kwitnienia zaréwno w warunkach
dnia dtugiego, jak i krotkiego. Wyniki te sugeruja, ze biatko PFT1 wspolnie z fitochromem
B stanowig istotne elementy szlaku regulujacego czas kwitnienia w zaleznosci od jakosci
widma swietlnego. Dalsze badania objety poszukiwania genu, ktdrego ekspresje mogtoby
modulowac biatko PFT1. W zwiagzku z tym przeanalizowano mutanty pftl, phyb oraz
pftiphyb pod wzgledem poziomu ekspresji genu FT zaangazowanego w regulacje
kwitnienia. Wykazano, iz mutantyphyb charakteryzuja sie wyzszym poziomem ekspresji
genu FTanizeli rosliny typu dzikiego Arabidopsis thaliana. Ponadto rosliny z mutacja
genu PFT1, jak i podwéjne mutanty pftlphyb wykazuja niski poziom ekspresji genu
FT. Analizowano réwniez poziom ekspresji genéw SOC1 oraz CO, jednak nie wykazano
bezposrednich korelacji pomiedzy poziomem mRNA tych genéw a czasem kwitnienia
u mutantowpftl oraz phyb. Na podstawie powyzszych wynikéw mozna wnioskowag,
iz w szlaku zaleznym odjakosci swiatta fitochrom B jest elementem regulujgcym poziom
ekspresji genu FT. Prawdopodobnie regulacja ta zachodzi z udziatem biatka PFT1,
ktore w przypadku inaktywacji PHYB podczas syndromu zacienienia indukuje wysoki
poziom ekspresji genu FT, co w konsekwencji prowadzi do przyspieszenia kwitnienia
[9,15] (ryc. 1 i 2).

2. Szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod

Fotoperiodyzm jest ewolucyjnym przystosowaniem sie roslin do zycia w strefach o
okreslonym nastepstwie pér roku. Rosliny zakwitajg zaleznie od dtugosci trwania fazy
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jasnej i ciemnej w 24-godzinnym cyklu dobowym. Ze wzgledu na wymagania
fotoperiodyczne wyrdzniono rosliny; dnia krotkiego SDP (ang. Short Day Plants),
dnia dtugiego LDP (ang. Long Day Plants) oraz rosliny neutralne DNP (ang. Day
Neutral Plants) [28].

W 1936 roku Biinning odkryt, iz mechanizmem odpowiedzialnym za mierzenie
dtugosci dnia, a w konsekwencji doprowadzajagcym do kwitnienia roslin jest tzw. zegar
biologiczny [7,54]. 30 lat p6zniej hipoteze te udoskonalono tworzac ,,model zewnetrznej
zgodnosci”, ktory zaktada, iz ekspozycja roslin na Swiatto w okreslonej fazie rytmu
okotodobowego indukuje lub hamuje przejscie z rozwoju wegetatywnego do generatyw-
nego [46], Gtdwnym mechanizmem, za ktérego posrednictwem Swiatto reguluje czas
kwitnienia, jest zegar okotodobowy. Zegar biologiczny sktada sie z trzech zasadniczych
elementéw: drogi wejscia (ang. input), wewnetrznego oscylatora oraz drogi wyjscia
(ang. output) [22, 44], Droga wejscia jest to uktad zwiazany z percepcja sygnatow
srodowiskowych i ich transdukcjg do centralnego oscylatora. Wewnetrzny oscylator
dziala na zasadzie petli ujemnego sprzezenia zwrotnego generujac 24-godzinne rytmy
biologiczne. Z kolei droga wyjscia jest uktadem zwigzanym z przekazywaniem
wygenerowanego rytmu do systeméw wykonawczych, kontrolujgcych rytmicznosé
okreslonego procesu (np. fosforylacja biatek) [60]. Do elementéw drogi wejscia zalicza
sie opisane wczesniej fitochromy, kryptochromy oraz flawoproteiny z rodziny Zeitlupe
[11,33, 50]. Za posrednictwem tych fotoreceptoréw nastepuje percepcja i przekazanie
sygnatu Swietlnego do kolejnych elementéw zegara biologicznego, czego kohcowym
wynikiemjest m.in indukcja kwitnienia [33,44].

Wsréd fitochromow przynajmniej cztery z nich sg zaangazowane w transdukcije
sygnatu Swietlnego do oscylatora. PHY A jest odpowiedzialny za pochtanianie i transduk-
cje Swiatta zaréwno o niskim, jak i wysokim natezeniu. Z kolei fitochromy B, D oraz E
absorbuja $wiatto o wysokim natezeniu [3,33]. Na podstawie licznych badan wykazano,
iz przekazanie bodzca $Swietlnego do oscylatora polega na oddziatywaniu fitochroméw
z innymi biatkami, a interakcje te zachodza na terenie jagdra komérkowego [60],
Wykazano, iz nieaktywne formy fitochromu labilnego oraz stabilnego wystepujg ha
terenie cytoplazmy i sg zwigzane z bialkiem PKS! {Phytochrome Kinase Substrate
1). Fotokonwersja fitochromoéw z formy Pr do Pfr powoduje aktywacje domeny
kinazowej tego fotoreceptora, co prowadzi do jego autofosforylacji, a nastepnie do
fosforylacji biatka PKS 1. Oddysocjowanie czasteczek fitochromu od PKS{ umozliwia
transport fotoreceptora do jadra komérkowego [14, 39, 60]. Po przedostaniu sie
fitochromu B na teren jadra komérkowego wchodzi on w interakcje z biatkiem PIF3
{Phytochrome Interacting Factor 3) [3, 35]. Biatko PIF3 dzieki obecnosci w nim
zasadowego motywu helisa-petla-helisa ma zdolno$¢ bezposredniego wiazania sig z
DNA. Posiada ono takze domene PAS, ktora umozliwiajego interakcje z fitochromem
B [17]. Biatko PIF3 jest na state zwigzane z promotorami genéw, ktorych ekspresje
reguluje. Zalicza sie do nich m.in. dwa geny wspottworzace wewnetrzny oscylator:
LHY {Late elongated HYpcotyl) i CCAl {Circadian Clock Associatedl) [42].
Aktywacja biatka PIF3 zachodzi dopiero po potaczeniu sie z forma Pfr fitochromu B,
co z kolei prowadzi do aktywacji ekspresji genow docelowych dla biatka PIF3 [32].
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W transdukcji $wiatta do oscylatora biora udziat réwniez kryptochromy 1 i 2,
kodowane przez geny odpowiednio CRY1 oraz CRY2. Kryptochromy sagchromopro-
teinami zaangazowanymi w percepcje oraz transdukcje $wiatta niebieskiego i bliskiego
ultrafioletu do wewnetrznego oscylatora. Kryptochromy wchodza takze w interakcje z
PHYA oraz PHYB, co sugeruje, ze sg one zaangazowane w przekazywanie bodZca
Swietlnego w obrebie szlakéw fitochromowych [16,31,34],

Analiza poczwornego mutantaphyAphyBcrylcry2 Arabidopsis thaliana wykazata,
iz w transdukcji sygnatu swietlnego do oscylatora poza fitochromami i kryptochromami
uczestniczgjeszcze dodatkowe fotoreceptory. Rosliny te charakteryzowaty sie bowiem
prawidtowa wrazliwoscig na Swiatto i nie wykazywaty zaburzen w rytmice okotodo-
bowej. Istotnie, Somers i wsp. [50] zidentyfikowali biatko Zeitlupe (ZTL) i wykazali, iz
jest ono najprawdopodobniej receptorem Swiatta niebieskiego zaangazowanym w
transdukcje sygnatu Swietlnego do oscylatora. Dalsze badania przyczynity sie do scha-
rakteryzowania kolejnych biatek strukturalnie podobnych do ZTL, ktére okreslono
mianem LKP2 (Lov Kelch Protein 2) i FKF1 (Flavin-binding, Kelch repeat F-
boxl). Wszystkie trzy biatka zaliczono do jednej rodziny o wspélnej nazwie ZEITLUPE.
[40,47,50], Biatka z tej rodziny charakteryzuja sie wystepowaniem trzech specyficznych
domen, niespotykanych razem u innych biatek. Na kohcu N opisywanych protein
znajduje sie domena LOV bedaca specyficzng klasg motywu PAS, ktéra jest
odpowiedzialna za interakcje biatko-biatko i wigzanie grupy chromoforowej - FMN
(mononukleotyd flawinowy) [6]. W czesci $rodkowej biatka te majg motyw F-box
zaangazowany w procesy ubikwitynacji i degradacji biatek [8], Na koncu C kazdego z
bialek ZEITLUPE znajduje sie szes¢ powtorzern domeny KELCH, ktora bierze udziat
w interakcjach biatko-biatko [1].

Obecnos¢ domeny LOV we wszystkich biatkach ZEITLUPE sugeruje, iz moga
one funkcjonowac jako flawoproteinowe receptory Swiatla niebieskiego. Ponadto
wykazano, ze biatka te dzieki obecnosci domeny F-box wiaza sie z biatkiem SKP! (S-
phase Kinase associated Protein 1, ASK u Arabidopsis), ktore jest jednym z
elementéw ligazy ubikwitynowej E3 typu SCF (Skp1-Cullin-F-box). Kompleks SCF
Zaangazowany jest w rozpoznawanie i wigzanie biatek przeznaczonych do degradacji
w proteasomach [23, 59]. Jak wykazano, biatko ZTL wchodzi réwniez w interakcje z
PHYB oraz CRY2, co wskazuje najego udziat w przekazywaniu sygnatu swietlnego
od kryptochroméw i fitochroméw do wewnetrznego oscylatora [26].

Intensywnie prowadzone badania w ostatnich latach przyczynity sie do identyfikacji
kolejnych elementéw wchodzacych w skiad drogi wejscia $wiatta do oscylatora. Nalezg
do nich biatka: ELF3 (Early Flowering 3), SSR1 (Sensitivity to Red light reduced)
oraz TIC (Timefor Cofee). Zaréwno ELF3, jak i TIC prawdopodobnie petnig funkcje
negatywnych regulatoréw transdukcji bodzca $wietlnego do zegara. ELF3 wchodzi
bowiem w interakcje z PHYB hamujac jednoczesnie jego aktywnos¢, a to z kolei
prowadzi do zablokowania transdukcji Swiatta w obrebie drogi wejscia [43]. Rola biatka
TIC w szlaku transdukcji $wiatta do oscylatora nie zostata dotychczas poznana, jednakze
wydaje sig, ze biatko to podobnie jak ELF3, wchodzi w interakcje z PHYB hamujgc
jego dziatanie [21], Staiger i wsp. [51] wykazali natomiast, ze biatko SSR1 bierze udziat
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w przekazywaniu bodZca swietlnego do oscylatora i stanowi element szlaku fitochro-
mowego (PHYB). Ponadto mutanty ssrl charakteryzowaty sie zaburzeniami wielu
proceséw wykazujacych rytmy dobowe np. ruchéw lisci oraz ekspresji genéw LHY
oraz CCAL. Wyniki te wskazuja, ze biatko SSR1 moze funkcjonowac¢ poza szlakiem
fitochromowym ijest elementem koniecznym do prawidtowego funkcjonowania zegara
biologicznego [51].

Centralng cze$¢ zegara biologicznego stanowi wewnetrzny oscylator. Oscylator
jest mechanizmem odpowiedzialnym za generowanie 24-godzinnych rytméw
biologicznych [60]. U rzodkiewnika pospolitego zidentyfikowano cztery geny, ktére
formuja petle sprzezenia napedzajacg oscylator. Sg to: CCAIl (Circadian Clock
Associated 1), LHY (Late elongated HYpocotyl), TOC1 (Timing Of Cab expression
1) i ELF4 (Early Flowering 4) [2, 13]. Na podstawie badan prowadzonych na
Arabidopsis thaliana stworzono model dziatania oscylatora wewnetrznego. Powsta-
jaca o swicie aktywna forma fitochromu B, po przejsciu do jadra komdrkowego, taczy
sie z czynnikiem transkrypcyjnym PIF3 na stale zwigzanym z kasetg G-box promotoréw
gendw LHY i CCA1. Prowadzi to do aktywacji transkrypcji tych genéw, a szczyt
akumulacji ich biatkowych produktéw w cytoplazmie ma miejsce dwie godziny po
rozpoczeciu transkrypcji. Po przejsciu biatek LHY i CCAl do jadra, ulegaja one
zwigzaniu z sekwencjg EVENING ELEMENT promotora genu TOC1 oraz promoto-
rem genu ELF4 i powodujg hamowanie ich ekspresji w ciggu dnia. Zmniejszenie ilosci
biatka TOC | oraz ELF4 wptywa z kolei na obnizenie aktywnosci genéw LHY i CCAl,
co powoduje spadek poziomu biatek przez nie kodowanych. Najnizszy poziom biatek
LHY i CCALl obserwuje sie 0 zmierzchu; stan ten pozwala z kolei na wznowienie
transkrypcji gendw TOC1 oraz ELF4. Biatkowy produkt genu TOC1 akumulowany
jest w ciagu nocy, po czym wchodzi w interakcje z PIF3 i PFL1 (PIF like 7), co
umozliwia ponowng aktywacje transkrypcji genéw LHY i CCA1 o wschodzie storica
[22, 34, 44, 60] (ryc. 2).

Zaréwno biatka wchodzace w sktad drogi wejscia, jak i wewnetrznego oscylatora,
reguluja ekspresje wielu genéw zaangazowanych w regulacje r6znorodnych proceséw.
Jednym z gendw regulowanych przez biatka zegara biologicznego jest CONSTANS.
Gen ten koduje biatko jadrowe zawierajace motyw CCT i dwie kasety B typu palca
cynkowego, co wskazuje, ze moze petnic¢ ono funkcje czynnika transkrypcyjnego [52].
Poziom transkryptu genu CO wykazuje rytm okotodobowy przy ciagtym Swietle.
Nadekspresja opisywanego genu nie zmieniajednakze rytmu biologicznego aktywnosci
typowego genu pozostajacego pod kontrola zegara biologicznego - CAB (Chlorophyll
A/B-binding protein 2). Wyniki te sugerujg, iz biatko CO nie wptywa w znaczacy
spos6b na generowanie rytméw okotodobowych [30]. Z drugiej strony rosliny z
nadekspresja CO charakteryzuja sie bardzo wczesnym zakwitaniem. Wskazuje to, ze
CO funkcjonujejako gen drogi wyjscia, ajednoczesnie element posredniczacy pomiedzy
zegarem biologicznym i indukcja kwitnienia [22].

Wykazano, ze ekspresja genu CO jest regulowana m.in. przez biatko GIGANTEA.
Woczesniejsze badania wykazaly, ze GIGANTEA jest elementem posredniczacym
pomiedzy wewnetrznym oscylatorem a genem CO. Mutanty gi wykazujg bardzo niski
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RYCINA 2. Uproszczony schemat ilustrujacy szlak zalezny od jakosci $wiatta (linia przerywana) oraz
szlak kontrolowany przez indukcyjny fotoperiod. Gen CO jest kluczowg molekutg zaangazowang w
kontrole kwitnienia, a jego poziom regulowany jest za posrednictwem szlaku kontrolowanego przez
indukcyjny fotoperiod. Szlak ten obejmuje m.in. fotoreceptory oraz elementy zegara biologicznego. Poza
biatkiem CO posredni wptyw na promocje kwitnienia ma réwniez biatko PFT1, bedace elementem szlaku
zaleznego od jakosci $wiatta (wg [4] zmienione)
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poziom transkryptu genu CO, co przejawia sie zahamowaniem kwitnienia. Z kolei
nadekspresja CO w mutantach gi powoduje zniesienie fenotypu péznego zakwitania.
Powyzsze wyniki sugerujgwiec, ze biatko Gl zaangazowane jest w regulacje ekspresji
genu CO [52]. W warunkach, kiedy okresy $wiatta i ciemnosci trwajg rowno po 12
godzin, poziom transkryptu CO wykazuje rytm dwunastogodzinny. Jednak umieszczenie
roélin Arabidopsis thaliana w warunkach dnia krétkiego indukuje szczyt akumulacji
MRNA genu CO w trakcie dtugiej nocy. Z kolei podczas dnia dtugiego szczyt ten jest
zauwazalny pod koniec dnia i w czasie krotkiej nocy (ryc. 3) [46,52]. Ostatnie badania
genetyczne dostarczyty wiecej informacji na temat powstawania dobowych rytmow
aktywnosci genu CO, jak rowniez kontroli kwitnienia przez ten gen. Okazato si¢ bowiem,
ze biatko FKF1, bedace jednym z elementow zegara biologicznego, indukuje wysoki
poziom mRNA genu CO. U mutantéwfkfl poziom transkryptu genu CO jest najwyzszy
w nocy, a nie pod koniec dnia dtugiego, jak ma to miejsce u roslin typu dzikiego [22],
Biatko FKF! akumuluje sie w czasie dnia dtugiego, za$ jego poziom osigga szczyt pod
koniec dnia. W warunkach dnia krétkiego poziom biatka FKF | jest niski w ciggu dnia,
natomiast najwyzszy poziom osiaga ono w pierwszej potowie nocy. Zaktada sie, ze
wysoki poziom tego biatka podczas dnia diugiego powstaje pod wpltywem Swiatta.
Pojawienie sie biatka FKF1 wptywa z kolei na wysoki poziom mRNA genu CO [24],
Imaizumi i wsp. [25] stosujac dwu-hybrydowy system drozdzowy wykazali wystepo-
wanie specyficznych interakcji pomiedzy powtérzeniami KELCH biatka FKF! atrzema
biatkami charakteryzujacymi sie obecnoscia domeny DOF (DNA-binding with one
finger). Domena ta wystepuje w biatkach petnigcych role czynnikéw transkrypcyjnych.
Dzieki obecnosci sekwencji DOF biatka te majazdolnos¢ wigzania sie z czasteczkami
DNA. Biatka z domeng DOF zaangazowane sg w regulacje licznych proceséw
fizjologicznych, takich jak: kietkowanie nasion, transdukcja Swiatta w obrebie szlaku
fitochromowego, odpowiedz na stres itp. [58]. Wykazano, iz zidentyfikowane czynniki
transkrypcyjne sa kodowane przez geny, ktérych ekspresja podlega oscylacji dobowej,
w zwigzku z czym geny te zyskaty miano CDF1 (Cycling Dof Factor 1), CDF2 i
CDF3. Ponadto dalsze badania ujawnity, iz w regulacje czasu kwitnienia bezposrednio
zaangazowane jest tylko biatko CDF1. Rosliny Arabidopsis thaliana z nadekspresjg
CDF1 charakteryzuja sie bowiem czasem kwitnienia op6znionym w stosunku do
rodlin typu dzikiego. Z kolei rosliny z nadekspresjg CDF2 oraz CDF3 nie wykazujg
zmian w czasie kwitnienia niezaleznie od warunkoéw $wietlnych, w jakich rosna.
Wykazano takze, ze w promotorze genu CO wystepujg miejsca wigzgce domene DOF.
Badania in vitro potwierdzity, iz biatko CDF1 wigze sie z miejscem promotorowym
CO [24]. Na podstawie uzyskanych wynikéw stworzono model regulacji ekspresji
genu CO przez biatko FKF 1. Najprawdopodobniej niski poziom mRNA CO o poranku
indukowany jest przez wigzanie sie czynnika transkrypcyjnego CDF1 do promotora
genu CO. Péznym popotudniem, kiedy poziom biatka FKF ! jest wysoki, biatko CDF |
podlega szybkiej degradacji przez kompleks SCFFKFI. Niski poziom biatka CDF1
umozliwia z kolei zniesienie represji genu CO, co prowadzi w konsekwencji do
osiaggniecia wysokiego poziomu transkryptu CO [26].
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RYCINA.3. Regulacja poziomu biatka FKF1 oraz transkryptu i produktu genu CO u roslin Arabidopsis
thaliana eksponowanych na r6zne warunki fotoperiodyczne. W warunkach dnia dtugiego poziom biatka
FKF1 osigga szczyt pod koniec dnia, co prowadzi do szybkiej degradacji biatka CDF1 - represora genu
CO. Derepresja genu CO prowadzi w konsekwencji do osiagniecia wysokiego poziomu transkryptu genu
CO. Wysoki poziom biatka CO regulowany jest przez fitochrom A oraz kryptochromy. Korelacja
pomiedzy dtugoscig dnia oraz poziomem mRNA i biatka CO prowadzi w rezultacie do promocji kwitnienia.
W warunkach dnia krotkiego u roslin dtugodniowych ekspozycja roslin na $wiatto nie pokrywa sie z
czasem najwyzszej ekspresji genu CO i jego produktu biatkowego, co objawia sie brakiem indukcji
kwitnienia (wg [4 ] zmienione)
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Poziom, a posrednio takze stabilnos¢ biatka CO sg regulowane réwniez przez Swiatto.
U roélin traktowanych Swiattem niebieskim lub daleka czerwienig biatko CO akumulo-
wane jest w jadrze; efektu takiego nie obserwuje sie w ciemnosci [56]. Badania gene-
tyczne wskazuja, ze receptory Swiatta niebieskiego - kryptochromy | i 2 oraz receptor
dalekiej czerwieni - fitochrom A stabilizujag biatko CO i stymulujg kwitnienie, podczas
gdy fitochrom B, aktywowany przez $wiatto czerwone, promuje degradacje biatka CO
i op6znia zakwitanie [20]. Ponadto Fukamatsu i wsp. [ 18] wykazali przy uzyciu dwu-
hybrydowego systemu drozdzowego, iz biatko CO wchodzi w interakcje z LKP2 oraz
ZTL. Mozliwe jest zatem, ze kompleksy SCFLKP2 oraz SCFZTL sg zaangazowane w
degradacje biatka CO [18],

Wysoki poziom mRNA genu CO oraz biatka CO determinuja zatem faze wrazliwosci
Swietlnej oraz promuja kwitnienie podczas dnia dtugiego, poniewaz tylko w tych
warunkach czas ekspozycji roslin na $wiatto pokrywa sie z czasem najwyzszej ekspresji
genu CO i jego produktu biatkowego. Opisane zjawisko okresla sie mianem modelu
»~Zewnetrznej zgodnos$ci” [22], Model ten zaklada, ze u Arabidopsis thaliana, a by¢
moze i u innych roslin dnia dlugiego biatko CO aktywuje ekspresje kolejnych genéw FT
i SOC1 (Suppressor of Overexpresion of CO 1) [45] (ryc. 2). Produkty biatkowe
tych gendw sg prawdopodobnie bezposrednimi aktywatorami kwitnienia, ich nadeks-
presja powoduje bowiem bardzo wczesne zakwitanie [45]. Ekspresja FT i SOC1 jest
regulowana takze przez inne niz $wiatto czynniki Srodowiskowe wptywajace na czas
kwitnienia, m.in. dziatanie obnizonej temperatury (wemalizacja) [46], Wykazano takze,
zejednym z elementéw zegara biologicznego, ktory reguluje poziom biatka FT, a posrednio
czas kwitnienia, jest biatko ELF3. Prawdopodobnie biatko to jest odpowiedzialne za
proces destabilizacji biatka FT. Jednakze doktadny mechanizm tej regulacji nie zostat
dotychczas poznany [27]. Dlatego tez FT i SOC1 uwazane sg za punkt zbiezny kilku
szlakéw prowadzacych do indukcji kwitnienia i okreslane sg mianem tzw. integratorow
kwitnienia [37].

W kolejnym etapie indukcji kwitnienia biatko SOC1 aktywuje gen LFY(LEAFY),
ktory jest bezposrednio odpowiedzialny za przeksztatcenie merystemu wegetatywnego
w generatywny. Biatkowy produkt tego genu indukuje ekspresje gendéw tozsamosci
organéw; gtéwnie AGAMOUS (AG) oraz APETALA (AP1,2,3). Biatka AG i AP
uczestniczg w morfogenezie poszczegélnych czesci kwiatdw, uruchamiajac takze
dodatkowe geny w poszczeg6lnych organach kwiatowych [28].

Wigkszos¢ badan majacych na celu poznanie molekularnego mechanizmu indukcji
kwitnienia przeprowadzono na modelowej roslinie dnia dtugiego Arabidopsis thaliana.
Podjeto jednakze préby wyjasnienia tego zjawiska takze u roslin dnia krétkiego i roslin
neutralnych. Badania te sg w toku, wstepne wyniki sugerujg jednak, ze opisane u
Arabidopsis thaliana molekularne mechanizmy indukcji kwitnienia mogg mieé
charakter uniwersalny.
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ROLA CZYNNIKA CYTOSTATYCZNEGO
W REGULACJI MEJOZY OOCYTOW SSAKOW

THE ROLE OF CYTOSTATIC ACTIVITY IN MEIOTIC MATURATION
OF MAMMALIAN OOCYTES

Karolina ARCHACKA', Maria A. CIEMERYCH?
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Streszczenie'. Dojrzewanie oocytéw kregowcdw zostaje zablokowane w stadium metafazy drugiego po-
dziatlu mejotycznego. Oocyty, ktére osiggnety to stadium, sg owulowane, a nastepnie moga by¢ aktywo-
wane przez wnikajacy plemnik lub przez dziatanie bodzca partenogenetycznego. Za utrzymanie bloku w
stadium metafazy drugiego podziatlu mejotycznego odpowiedzialnajest aktywnos$¢ cytostatyczna (CSF),
ktéra nie dopuszcza do inaktywacji gtéwnego regulatora fazy M, jakim jest kinaza CDK1 - cyklina B.
Zanik aktywnosci CSF wydaje sie niezbedny do ukonczenia przez oocyt drugiego podziatu mejotyczne-
go i rozpoczecia rozwoju zarodkowego. Doswiadczenia przeprowadzone na oocytach ptazéw doprowa-
dzity do odkrycia czynnikéw zaangazowanych w powstawanie aktywnosci cytostatycznej. Dotychczas
najlepiej scharakteryzowana zostata rola biatek szlaku kinazy MAP (ERK1/ERK2), cho¢ ciagle nieznany
jest doktadny mechanizm dziatania tych kinaz jako sktadnika CSF. Prowadzone sg réwniez badania nad
rolg innych czynnikéw, takich jak: biatka zaangazowane w regulacje punktu kontrolnego wrzeciona
podziatowego oraz biatka z rodziny Emi. Niniejszy artykut ma na celu przedstawienie aktualnej wiedzy
na temat natury tej aktywnosci, jej roli w regulacji mejozy oocytéw ssakéw, na przyktadzie myszy jako
organizmu modelowego, jak réwniez perspektyw dalszych badan.

Stowa kluczowe-, ssaki, mysz, oocyt, mejoza, czynnik cytostatyczny.

Summary: Maturing vertebrate oocytes become arrested in metaphase of the second meiotic division. These
oocytes are ovulated, and then can be activated by sperm or parthenogenetic stimulus. Metaphase arrest is
mediated by the cytostatic activity — CSF, that prevents the inactivation of the major M-phase regulator i.e.
CDK!-cyclin B kinase. CSF inactivation seems to be necessary for the completion ofthe second meiotic division
and the initiation ofthe embryonic development. Analysis ofamphibian oocyte maturation led to the discovery of
factors crucial for the CSF activation. Among them are proteins involved in MAP kinase (ERK1/ERK?2) pathway.
Moreover, several studies focus on the factors regulating the function ofthe spindle assembly checkpoint and also
members of the Emi protein family. Current review focus on mouse as a model organism. We discuss current
understanding ofthe nature ofcytostatic activity, its role in the meiotic maturation ofmammalian oocytes and also
present perspectives of further investigations.

Key words: mouse, oocyte, meiotic division, CSF.
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WPROWADZENIE

Oocyty znajdujace sie w jajniku samicy myszy zablokowane sg w stadium profazy
pierwszego podziatu mejotycznego. Oocyty te przechodza faze wzrostu, podczas ktorej
w ich cytoplazmie gromadzone sg MRNA i biatka niezbedne dla prawidtowego przebiegu
dalszych etap6w dojrzewania, a nastepnie poczatkowych etapéw rozwoju zarodkowego.
Wtedy tez oocyty nabierajg zdolnosci do wznowienia mejozy w odpowiedzi na indukcje
hormonalna lub izolacje z pecherzykéw jajnikowych i hodowle in vitro [8], Stadium
profazy okreslane jest takze jako stadium pecherzyka zarodkowego, a nazwa ta pochodzi
od angielskiego okreslenia jgdra oocytu - Germinal Vesicle (GV). Wznowienie mejozy
przebiega w oocytach pod kontrolg czynnika odkrytego w 1971 roku przez Masui’ego
i Markerta oraz Smitha i Eckera podczas badan nad oocytami Rana pipiens i
okreslonego mianem MPF (z ang. Maturation Promoting Factor lub M-phase
Promoting Factor) [25]. Pézniejsze badania wykazaty, ze jest to uniwersalny czynnik
regulujacy nie tylko podziaty mejotyczne oocytéw kregowcéw, ale takze podziaty
mitotyczne komérek zarodkowych i somatycznych tak réznych organizmow jak rosliny
i zwierzeta, a takze komérek grzybow [25], Obecnie wiadomo, ze MPF jest heterodime-
rem skiadajagcym sie z podjednostki regulacyjnej — cykliny B oraz podjednostki
katalitycznej CDK1 (z ang. Cyclin Dependent Kinase 1), ktorajest kinazg serynowo-
treoninowg o masie 34 kD [9]. Podstawowag rolg MPF w komorce jest fosforylacja
okreslonych biatek, takich jak: laminy jadrowe czy histon HI. Procesy te sg niezbedne
do rozpoczecia fazy M cyklu komérkowego.

W oocytach, ktére wznowity mejoze, dochodzi do aktywacji MPF, co prowadzi do
fosforylacji lamin, ich depolimeryzacji i w efekcie do zaniku otoczki jadrowej. Zjawisko
to okreslane jest jako rozpad pecherzyka zarodkowego (z ang. Germinal Vesicle
BreakDown, GVBD). Réwnoczes$nie rozpoczyna sie kondensacja chromatyny oraz
tworzenie wrzeciona metafazy pierwszego podziatlu mejotycznego (metafazy I, Ml)
[1]. W oocytach myszy aktywno$¢ MPF rosnie stopniowo od momentu wznowienia
mejozy i osigga maksimum po okoto 4 godz., kiedy znajdujace sie w oocycie chromosomy
utozone sg w ptytce réwnikowej, a zwigzane z nimi mikrotubule formuja wrzeciono
podziatowe [1]. Stadium to zwyczajowo okre$la sie mianem metafazy |I. Wydaje sie
jednak, ze bardziej prawidtowe bytoby stwierdzenie, ze oocyty znajduja sie w stadium
prometafazy. Badania ostatnich lat wykazaty bowiem, ze w takich oocytach proces
formowania prawidtowych potaczen miedzy kinetochorami chromosomoéw a mikotubu-
lami wrzeciona podziatowego nie zostatjeszcze ukoniczony, a zatem aktywny jest punkt
kontrolny wrzeciona podziatowego [1]. Obecnie przyjmuje sie, ze dopiero wytworzenie
stabilnych potaczen miedzy kinetochorami a mikrotubulami wrzeciona, prowadzace do
inaktywacji punktu kontrolnego, wyznacza moment rozpoczecia metafazy [26]. W
dojrzewajgcych oocytach myszy nastepowatoby to dopiero w 8-9 godz. od momentu
wznowienia mejozy. Wtedy aparat podziatowy staje sie w petni funkcjonalny i dochodzi
do ukonczenia pierwszego podziatu mejotycznego. Podziatowi temu towarzyszy
przejéciowy spadek aktywnosci MPF spowodowany proteolityczng degradacjg cykliny
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B (ryc. 1) [1, 18]. Bezposrednio po ukoriczeniu podziatu tworzone jest wrzeciono oraz
ptytka metafazy drugiego podziatu mejotycznego (metafazy Il, MIl). Réwnocze$nie,
dzieki ciggtej syntezie cykliny B i fgczeniu siejej z CDK1, aktywno$s¢ MPF ponownie
wzrasta (ryc. 1) [1, 18]. Oocyty pozostajgzablokowane w metafazie |l az do momentu
aktywacji przez plemnik lub bodziec partenogenetyczny. Blok w stadium metafazy Il
moze by¢ utrzymywany przez wiele godzin dzieki czynnikowi cytostatycznemu
(CytoStatic Factor, CSF), okreslanemu tez mianem aktywnosci cytostatycznej, ktéra
utrudnia inaktywacje MPF w oocytach, a co za tym idzie ukonczenie drugiego podziatu
mejotycznego.

Czynnik cytostatyczny zostat po raz pierwszy opisany w 1971 przez Masui’ego i
Markerta jako sktadnik cytoplazmy oocytéw Ranapipiens zablokowanych w stadium
metafazy Il [25]. Wprowadzenie cytoplazmy pobranej z takich oocytéw do jednego z
blastomeréw dwukomorkowego zarodka doprowadzito do zablokowania podziatu
mitotycznego tego blastomeru. Wynik tego do$wiadczenia sugerowat, ze czynnik, ktory
spowodowat zablokowanie mitozy w dzielgcym sie blastomerze, odpowiadat takze za
naturalny blok oocytéw Ranapipiens w stadium metafazy Il [25]. Aktywno$¢ CSF w
owulowanych oocytach myszy zostata potwierdzona po raz pierwszy dopiero w 1993
roku przez Kubiaka i wspétpracownikdw, ktorzy wykazali, ze cytoplazma owulowanych

RYCINA 1. Aktywno$¢ MPF, kinazy MAP oraz CSF podczas dojrzewania mejotycznego oocytéw
myszy. Podziaty mejotyczne oocytu zostajg wznowione w momencie GVBD oznaczonym na wykresie
jako 0 godz. Aktywno$¢ MPF (mierzona jako aktywnos$¢ kinazy histonu HI, czyli kinazy CDK1 -
cyklina B) rosnie prawie réwnoczesnie z aktywnoscig kinazy MAP. Aktywny CSF wykrywany jest w
stadium metafazy Il podziatu mejotycznego. Jasniejsza przerywana linia oraz znak zapytania nad wykresem
aktywnosci CSF obrazujg hipoteze, ze do aktywacji CSF moze dochodzi¢ juz w stadium metafazy |
podziatu mejotycznego
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oocytow myszy zablokowanych w metafazie Il jest w stanie zablokowac¢ mitoze w
dzielgcym sie zarodku myszy [1].

Od wielu lat prowadzone sg badania majgce ma celu okreslenie, jakie czynniki
odpowiedzialne sg za pojawienie sie aktywnosci cytostatycznej w oocytach, ktore
osiagnety stadium metafazy Il. Pionierskie doSwiadczenia dotyczyly oocytéw ptaza
Rana pipiens. Obecnie gtéwnym obiektem badan jest afrykanska zaba szponiasta
Xenopus laevis. Wyniki wielu tych badan znalazty potwierdzenie w do$wiadczeniach
prowadzonych z wykorzystaniem oocytow ssakow (gtéwnie myszy). Dostepne sajednak
dane sugerujace istnienie miedzygatunkowych réznic w funkcjonowaniu CSF.

2. NATURA CZYNNIKA CYTOSTATYCZNEGO

Masui i Markert wykazali, ze w cytoplazmie zablokowanych w metafazie Il oocytéw
ptazéw wykrywana jest aktywnos$¢ CSF [25]. W 1998 roku Ciemerych i Kubiak, anali-
zujgc oocyty myszy szczepu LT/Sv, ktdre wykazujg szereg zaburzen dojrzewania
mejotycznego, postawili hipoteze, ze do aktywacji CSF moze dochodzié¢ juz w stadium
metafazy |. Dotychczas jednak nie udowodniono, aby zjawisko takie rzeczywiscie
zachodzito takze podczas dojrzewania oocytdéw innych szczepow myszy [20].
Zaptodnienie lub aktywacja partenogenetyczna dojrzewajacych bez zaktdcen oocytéw
wiekszosci szczepOw myszy prowadzi do inaktywacji czynnika cytostatycznego, co w
konsekwencji umozliwia oocytowi ukoriczenie Il podziatu mejotycznego, a nastepnie
powstanie jednokomorkowego zarodka. Badania zmian aktywnos$ci CSF w oocytach
myszy wykazaty jednak, ze inaktywacja MPF zachodzi przed definitywnym wyelimino-
waniem aktywnosci CSF (rye. 1) [20]. Wydaje sie, ze CSF jest jedynie czynnikiem
sprzyjajacym stabilizacji MPF w warunkach panujacych w cytoplazmie oocytu w M.
Gdy warunki te zmieniajg sie np. pod wptywem zadziatania bodZca aktywujacego,
hamujacy efekt CSF jest przetamywany i dochodzi do przyspieszonej degradacji cykliny
B i inaktywacji MPF. P&zniejsza inaktywacja czynnika cytostatycznego jest konieczna
miedzy innymi po to, by zapobiec zablokowaniu zygoty podczas pierwszego podziatu
bruzdkowania [20].

Rozpoczecie drugiego podziatlu mejotycznego oocytu wigze sie ze wzrostem
aktywnosci kompleksu inicjujgcego anafaze (z ang. Anaphase Promoting Complex,
APC) (rye. 2) [3,49]. APC (ligaza ubikwityny E3) odpowiada za ubikwitynizacje cykliny
B i skierowanie tego biatka do degradacji w proteasomie 26S (ryc. 2) [6]. Spadek
poziomu cykliny B prowadzi do obnizenia aktywnos$ci MPF i rozpoczecia anafazy (ryc.
2) [28]. W pobudzonych oocytach myszy aktywno$¢ APC rosnie, natomiast aktywnosc
proteasomu 26S nie zmienia sie. Sugeruje to, ze podczas bloku w stadium metafazy Il
czynnik cytostatyczny hamuje degradacje cykliny B wiasnie poprzez inhibicje aktywacji
APC (ryc. 2). Celem prowadzonych w chwili obecnej badan jest wiec jednoznaczne
okreslenie roli biatek zaangazowanych w ten proces.
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RYCINA 2. Regulacja aktywnosci CSF w zablokowanych w stadium metafazy Il oraz w aktywowanych
oocytach myszy. W oocytach zablokowanych w stadium metafazy Il aktywno$¢ MPF stabilizowana
jestdzieki czynnikowi CSF blokujgcemu kompleks inicjujacy anafaze (APC). Aktywacja oocytu prowadzi
do inaktywacji CSF, wzrostu aktywnosci APC i degradacji cykliny B, a tym samym inaktywacji MPF;
Ub - ubikwityna

2.1. Biatka szlaku kinazy MAP (ERK1/ERK2) oraz biatka punktu kontrolnego
wrzeciona podziatowego

Najlepiej scharakteryzowanymi ,,sktadnikami” CSF sa biatka $ciezki kinazy MAP
(ERK1/ERK?2). Czynniki te zaangazowane sa w wytworzenie aktywnosci cytosta-
tycznej zarbwno w oocytach ptazow, jak i ssakow (ryc. 3) [1, 47]. Aktywacja kinazy
MAP zachodzi w wyniku szeregu proceséw fosforylacji zapoczatkowanych przez
produkt protoonkogenu c-mos, kinaze biatkowg MOS o masie 39 kDa. Kinaza MOS
fosforyluje kinaze MEKI, ktora z kolei fosforyluje i aktywuje kinaze MAP (ryc. 3). W
1989 roku Sagata i wspOtpracownicy wykazali, ze aktywno$¢ kinazy MOS jest niezbedna
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RYCINA 3. Oddziatywania miedzy ,,sktadnikami” CSF w oocytach ptazéw i ssakow. Wedtug najnowszych
badan biatka, ktorych nazwy napisano kursywa, nie sg istotne dla funkcjonowania czynnika cytosta-
tycznego. Oddziatywania miedzy biatkami zaznaczone przerywana linig oraz znakami zapytania wymagaja
jeszcze potwierdzenia w dalszych badaniach

do wytworzenia aktywnosci cytostatycznej w oocytach ptazéw [47]. Mikroiniekcja
MRNA kodujacego c-mos do jednego z blastomerow 2-komérkowego zarodka Xenopus
prowadzita do zablokowania mitozy w nastrzyknietym blastomerze, podczas gdy drugi
z blastomeréw zarodka kontynuowat podziaty. W 1994 roku na famach czasopisma
Nature zostaty opublikowane wyniki badan Colledge’a i wspétpracownikéw oraz
Hashimoto i wspotpracownikéw, ktérzy wykazali, ze réwniez u myszy biatko MOS jest
niezbedne do zablokowania oocytéw w stadium metafazy Il [1]. W przeciwienstwie
do normalnie dojrzewajacych oocytéw, oocyty myszy pozbawionych funkcjonalnego
genu kodujacego kinaze MOS po osiaggnieciu stadium metafazy Il natychmiast
rozpoczynaty anafaze i konczyty drugi podziat mejotyczny. Ulegaty one spontanicznej
aktywacji lub wchodzity w kolejng faze M (tzw. metafaze I1l) [1]. Poniewaz oocyty te
nie byty w stanie wytworzy¢ bloku w stadium metafazy |1, stwierdzono, ze aktywnos$¢
kinazy MOS odgrywa kluczowsg role w wytwarzaniu aktywnosci cytostatycznej w
oocytach myszy. Kolejne badania wykazaty, ze istotngrole w powstawaniu CSF odgrywa
efektor MOS - kinaza MAP (ERK1/ERK2). Aktywnos¢ kinazy MAP - podobnie jak
kinazy MOS - ro$nie podczas dojrzewania mejotycznego oocytu i osigga maksimum
juz w oocytach, ktore osiagnety stadium metafazy | (ryc. 1) [17]. O roli kinazy MAP w
aktywacji CSF swiadczy fakt, ze oocyty myszy poddane dziataniu inhibitorow tej kinazy,
podobnie jak oocyty pozbawione kinazy MOS, po osiggnieciu stadium metafazy I
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ulegajg spontanicznej aktywacji [31]. Dtugotrwate zablokowanie oocytow w stadium
metafazy |l wymaga istnienia sprawnych mechanizméw odpowiedzialnych za utrzymanie
prawidtowej struktury wrzeciona podziatowego [1]. Kinaza MAP wydaje sie odgrywac
wazna role w tym procesie, poniewaz katalizuje ona fosforylacje co najmniej dwdch
biatek zlokalizowanych na wrzecionie podziatowym oocytow w stadium metafazy Il -
biatka MISS (z ang. MAP kinase-Interacting and Spindle-Stabilizing) i biatka
DOCIR (z ang. Deleted Orat Cancer 1 Related) (ryc. 3) [21,43]. Wyciszenie ekspresji
tych biatek przy uzyciu technik RNAI (z ang. RNA interference) powodowato powazne
zaburzenia w budowie wrzeciona podziatowego MIl. W oocytach, w ktorych obnizono
poziom ekspresji MISS lub DOC1R, czesto w ogole nie dochodzito do uformowania
wrzeciona podziatowego lub tez powstajace wrzeciono wytwarzato tylko jeden biegun
[21,43], Oprocz kinazy MAP za aktywacje MISS i DOC 1R prawdopodobnie odpowiada
takze MPF, co sugeruje, iz utrzymywanie prawidtowej struktury wrzeciona podziatowego
metafazy Il zalezy od wspétdziatania MPF, czyli kinazy CDKIl/cyklina B oraz kinazy
MAP (ERK1/ERK?2) [1].

Wydaje siejednak, ze to nie stabilizacja wrzeciona podziatowego, ale przeciwdziatanie
degradacji cykliny B poprzez hamowanie aktywnosci APC jest nadrzedng funkcjg CSF.
Do chwili obecnej nie stwierdzono, wjaki sposob biatka szlaku kinazy MAP wptywajg
na aktywno$¢ APC w oocytach myszy. Badania przeprowadzone w 1999 roku przez
Bhatta i Ferrela oraz Grossa i wspotpracownikéw wykazaty, ze w oocytach ptazéw
substratem aktywowanej kinazy MAP jest biatko p90Rsk(z ang. 90 kD Ribosomal
protein S6 kinase) [47]. W oocytach Xenopus zablokowanych w stadium metafazy
Il wykrywane sg dwa biatka z nadrodziny p90Rsk - Rsk ! i Rsk2. Jednakze, wyniki tych
badan sugeruja, ze tylko aktywnos$¢ p9O0Rsk2 jest niezbedna do wytworzenia bloku w
stadium metafazy Il (ryc. 3) [47], W oocytach myszy wystepuja trzy biatka p9ORsk -
Rsk 1, Rsk2 i Rsk3. W 2004 roku Paronetto i wspotpracownicy stwierdzili, ze mikroiniek-
cja biatka p90Rsk2 do dzielgcych sie blastomeréw zarodka myszy prowadzi do
zablokowania mitozy. Uzyskane wyniki sugerowaty, ze podobniejak w oocytach ptazéw,
takze w oocytach ssakow biatko p9ORsk2 bierze udziat w wytworzeniu aktywnosci
cytostatycznej [30]. Jednak wyniki te zostaty pdzniej zakwestionowane przez badania
Dumonta i wspétpracownikéw [ 10]. Badacze ci wykazali, ze w oocytach myszy, ktére
pozbawione byty genéw kodujgcych Rsk 1, Rsk2 oraz Rsk3, dochodzito do wytworzenia
funkcjonal-nego bloku w stadium metafazy Il [ 10]. Tym samym udowodniono, ze zadne
z badanych biatek Rsk nie jest zaangazowane w powstanie aktywnos$ci CSF w oocytach
myszy [10]. Zdaniem Dumonta i wspo6tpracownikéw, réznica w funkcjonowaniu $ciezki
MOS/MEKI/MAPK/p90Rsk w oocytach ptazéw i ssakéw wynika z réznej wielkosci
ich oocytéw. Oocyt Xenopus jest okoto tysigckrotnie wiekszy od oocytu myszy. Istnieje
wiec mozliwos$é, ze w oocytach ptazéw efektywne przekazanie sygnatu generowanego
przez biatka szlaku kinazy MAP wymaga aktywacji ,,posrednika”- biatka, ktérego
zawarto$¢ w oocycie jest wysoka. W oocytach Xenopus taka role mogtoby petnic
p90Rsk. W znacznie mniejszych oocytach myszy sygnat ten moze by¢ skutecznie
przekazywany bez dodatkowego wzmocnienia.
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Podczas mitozy biatka punktu kontrolnego wrzeciona podziatowego uniemozliwiajg
rozpoczecie anafazy az do momentu utworzenia stabilnych potaczen miedzy kineto-chorami
chromosomow tworzacych ptytke metafazowa a mikrotubulami wrzeciona podziatowego.
Liczne badania prowadzone na ekstraktach cytoplazmatycznych z oocytow Xenopus
laevis sugeruja, ze biatka te biorg udziat w powstawaniu aktywnosci cytostatycznej w
oocytach ptazéw (ryc. 3) [46,48]. W oocytach tych dziatanie p90Rsk2polega na aktywacji
Bub! -jednego ze skfadnikéw punktu kontrolnego wrzeciona podziatowego, ktdry z kolei
odpowiada za rekrutacje kolejnych biatek punktu kontrolnego — Madl i Mad2 (ryc. 3)
[38, 47]. W oocytach ptazéw oba te biatka wydajg sie niezbedne do wytworzenia
aktywnosci cytostatycznej, jednak tylko obecno$¢ Madl jest konieczna do utrzymania
dtugotrwatego bloku w MII [46]. Podstawowa funkcjg Mad2 jest natomiast hamowanie
aktywnosci APC poprzez wigzanie jego gtéwnego aktywatora - biatka Cdc20, co w
oocycie zablokowanym w stadium metafazy Il powoduje zahamo-wanie degradacji
cykliny B i utrzymywanie wysokiego poziomu aktywnosci MPF (ryc. 3) [5].

Rola biatek punktu kontrolnego wrzeciona podziatowego w regulacji mejozy oocytow
ssakéw jest jednak dyskusyjna. Wykazano, ze biatka te biorg udziat w opdznieniu
pierwszego podziatu mejotycznego [15,44], Dlatego sadzono, ze moga by¢ one takze
zaangazowane w powstawanie aktywnosci cytostatycznej w oocytach myszy.
Przekonanie to oparte byto rowniez na wynikach doSwiadczen, ktore wykazaty, ze w
oocytach myszy zablokowanych w stadium metafazy Il wykrywane sg aktywne biatka
punktu kontrolnego - Bub! i Mad2 - zlokalizowane na kinetochorach chromosoméw
[2, 19], Jednakze wyniki ostatnich badan sugerujg, ze Mad2 moze odgrywac pewng
role jedynie w poczatkowych etapach wytwarzania bloku w stadium metafazy 1l [40].
Ponadto, w oocytach, w ktorych inaktywowano Bubl lub Mad2, nie obserwuje sie
zaburzeh w utrzymywaniu bloku w stadium metafazy 1l [44].

Podsumowujac, powstawanie i utrzymanie aktywnosci cytostatycznej w oocytach
myszy pozbawionych funkcjonalnych bialek Rskl, Rsk2 i Rsk3 lub biatek punktu
kontrolnego, takich jak: Mad2 czy Bubl, swiadczy o tym, ze czynniki te nie sg istotne
dla funkcjonowania CSF w oocytach myszy.

2.2. Biatka z rodziny Emi

Biatka szlaku kinazy MAP bez watpienia odgrywaja kluczowg role w powstawaniu
i utrzymywaniu aktywnosci cytostatycznej zaréwno w oocytach ptazéw, jak i ssakow.
Jednak kinazy te sg aktywne w oocytachjuz podczas pierwszego podziatu mejotycznego,
a mimo to brak jest definitywnych dowodow na to, ze w tym okresie dochodzi do
aktywacji CSF. Sugeruje to, ze pojawienie sie aktywnosci cytostatycznej moze wymagac
aktywacji dodatkowego czynnika/czynnikéw. W 1996 roku Choi i wsp. [4] oraz Verlhac
i wspotpracownicy wykazali, ze w oocytach pozbawionych funkcjonalnego genu
kodujacego kinaze MOS, ktére pozostaty zablokowane w stadium metafazy I,
aktywnos¢ MPF utrzymywana byta na wysokim poziomie pomimo braku aktywnej
kinazy MAP [4], Obserwacja ta sugerowata istnienie dodatkowego czynnika, ktory
zaangazowany bytby w utrzymywanie bloku metafazowego. Jakjuz wspominano, dziatanie
czynnika cytostatycznego polega przede wszystkim na hamowaniu aktywnos$ci APC w
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oocytach zablokowanych w stadium metafazy Il. Wydaje sie, ze miedzy oocytami w
stadium metafazy | oraz metafazy Il istniejgpewne roznice w sposobie regulacji aktywnosci
APC [16, 23], Swiadczy¢ o tym moze obserwacja, ze podczas pierwszego podziatu
mejotycznego oocytu myszy nie dochodzi w cytoplazmie do gwattownych zmian poziomu
Ca2+, ktore sg charakterystyczne dla zaptodnienia. Pomimo to, w oocytach koriczacych
zaréwno pierwszy, jak i drugi podziat mejotyczny, dochodzi do degradacji cykliny B [16,
23]. Wydaje sie zatem, ze w oocytach myszy, w okresie miedzy stadium metafazy | a
stadium metafazy Il, pojawia sie dodatkowy, wrazliwy na zmiany stezeniajonéw Ca2+
czynnik niezbedny do aktywacji CSF. W Swietle ostatnich badan najbardziej atrakcyjnymi
kandydatami do roli takiego czynnika wydajg sie by¢ biatka z rodziny Emi.

Zainteresowanie biatkami z rodziny Emi jako potencjalnymi sktadnikami CSF wigze
sie z wynikami opublikowanej w 2001 roku pracy Reimann i wspotpracownikow, w
ktorej biatko Emil (z ang. Early Mitotic Inhibitor 7) zostato opisane jako czynnik
odpowiedzialny za hamowanie aktywnosci APC w dzielagcych sie mitotycznie
komadrkachXenopus [33,34]. Kolejne badania wykazaty, ze Emi ! jest takze czynnikiem
niezbednym i wystarczajagcym do wytworzenia aktywnosci cytostatycznej w oocytach
ptazoéw [35]. Dziatanie Emi ! polega na hamowaniu aktywnosci APC poprzez wigzanie
gtéwnego aktywatora kompleksu, biatka Cdc20 [33]. Badania przeprowadzone przez
Paronetto i wspotpracownikow wykazaty, iz wytworzenie stabilnego potgczenia miedzy
Emi! i Cdc20 w oocytach myszy zablokowanych w stadium metafazy Il zalezy od
aktywnosci biatka p90Rsk [30]. Jednakze, jak juz wspomniano wczesniej, oocyty myszy
pozbawione biatek Rskl, Rsk2 i Rsk3 pozostajg zablokowane w stadium metafazy I,
a wiec nie dochodzi w nich do inaktywacji CSF [10]. Ponadto, Oshumi i wspétpracow-
nicy zakwestionowali role Emi ! jako sktadnika CSF w oocytach ptazéw udowadniajac,
e biatko to niejest wykrywane w oocytach, ktdre osiggnety stadium metafazy Il [29].
Tym samym udziat biatka Emi | w powstawaniu aktywnosci cytostatycznej w oocytach
ptazow i ssakow zostat poddany w watpliwos$¢. Badania nad rola tego biatka w bloku
metafazowym oocytéw Xenopus ciggle dostarczajg sprzecznych danych, co nie
pozwalajednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, wjakim stopniu biatko to zaangazo-
wane jest w proces aktywacji CSF.

W oocytach Xenopus zablokowanych w stadium metafazy Il odkryte zostato inne
biatko podobne do Emi! - Emi2/Erp! [45]. Tung i wspétpracownicy wykazali, ze biatko
Emi2/Erpl jest stabilne w cytoplazmie oocytéw Xenopus, ktére osiggnety stadium
metafazy Il, oraz ze ulega ono degradacji w obecnosci jondw wapnia uwolnionych do
cytoplazmy oocytu po jego aktywacji. Réwniez w oocytach myszy wykryte zostato
biatko, ktore jest ortologiem Emi2/Erpl u Xenopus [39]. Biatko to wykrywane jest w
dojrzewajgcych oocytach myszy od stadium pecherzyka zarodkowego do stadium
metafazy Il, natomiast po aktywacji oocytu ulega degradacji [39]. Przez analogie do
pozostatych biatek z rodziny Emi biatko wykryte u myszy nazwane zostato Emi2. Ze
wzgledu na role w regulacji dojrzewania mejotycznego oocytoéw, Shoji i wspotpracow-
nicy zaproponowali inne rozwiniecie skrotu - Endogenous Meiotic Inhibitor 2. Oocyty
myszy, do ktorych wstrzyknieto siRNA (z ang. smali interfering RNA) inaktywujacy
mMRNA kodujgce Emi2 ulegly spontanicznej aktywacji. Co istotne, w oocytach tych
zaobserwowano bardzo niski poziom aktywnosci zaréwno MPF, jak i kinazy MAP
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(ERK1/ERK?2). Uzyskane wyniki $wiadczg zatem, ze Emi2 jest niezbedne do
wyksztatcenia i utrzymania aktywnosci cytostatycznej w oocytach myszy. Emi2 hamuje
aktywnos¢ APC, wigzac sie z jego aktywatorem - biatkiem Cdc20, co wykazano przez
koimmunoprecypitacje obu biatek (ryc. 3) [39]. Ponadto, obnizenie ekspresji Cdc20 w
oocytach myszy, w ktérych uprzednio zahamowano ekspresje Emi2, prowadzi do
odtworzenia bloku w stadium metafazy 1l [39].

Obserwacje Shoji i wspdtpracownikéw sugeruja, ze biatko Emi2, oprécz udziatu w
powstawaniu aktywnosci cytostatycznej, odgrywa takze istotng role w regulacji
cytokinezy koriczacej drugi podziat mejotyczny. Mniej niz potowa oocytéw, ktére na
skutek mikroiniekcji siRNA przeciwko Emi2 zostaty uwolnione z bloku w stadium
metafazy I, prawidtowo ukorczyta drugi podzial mejotyczny. Zatem, zdaniem autoréw,
Emi2 wraz z innymi biatkami - MISS i/lub DOC1R moze wptywac¢ na dynamike
cytoszkieletu w komorce, a tym samym odpowiadaé za kontrole podziatu komérkowego
(ryc. 3). Oprécz wykazania roli Emi2 jako skladnika CSF w oocytach myszy, praca
Shoji i wspotpracownikéw dostarcza danych potwierdzajacych hipoteze Oshumi i
wspotpracownikéw mowiaca, ze biatko Emil nie bierze udziatlu w wytwarzaniu
aktywnosci cytostatycznej [29]. Oocyty myszy, w ktérych wyciszono ekspresje Emi 1,
byty zdolne do wytworzenia aktywnosci cytostatycznej i ulegaty zablokowaniuw stadium
metafazy Il [39].

3. INAKTYWACJA CSF PO ZAPLODNIENIU LUB AKTYWACJI
PARTENOGENETYCZNEJ OOCYTOW SSAKOW

Pierwszym objawem aktywacji oocytéw wywotanej dziataniem bodzca partenoge-
netycznego lub wniknieciem plemnika, a zarazem czynnikiem niezbednym i wystar-
czajgcym do pobudzenia oocytu jest wzrost stezenia wolnych jondw wapnia w
cytoplazmie (ryc. 4) [17], Badania przeprowadzone w latach 80, w laboratorium
Masui’ego, wykazaty, ze zwiekszenie poziomu jonow wapnia w ekstraktach uzyskanych
z oocytébw Rana pipiens, zablokowanych w stadium metafazy Il powoduje utrate
aktywnosci CSF. Tak wiec wzrost stezenia wolnych jonow wapnia okazat sie ,,sygnatem”
inicjujacym inaktywacje CSF i MPF (ryc. 4) [25]. Mechanizm odpowiedzialny za
podwyzszenie poziomu jondw wapnia w oocycie zalezy od aktywnosci fosfolipazy C
zeta, ktora wnoszona jest do oocytu podczas zaptodnienia przez plemnik [7, 36, 41].
Enzym ten katalizuje hydrolize bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2; ryc. 4). W
wyniku tej reakcji powstajadwie czasteczki informacyjne: tréjfosforan inozytolu (I1P3)
oraz diacyloglicerol (DAG) [12]. Zwigzanie IP, z odpowiednimi receptorami (IP.R)
zlokalizowanymi na btonie siateczki srodplazmatycznej powoduje otwarcie kanatéw
wapniowych i uwolnienie jondw wapnia zmagazynowanych w tym organellum (ryc.
4). Oscylacyjne zmiany stezenia wolnych jondw wapnia w cytoplazmie oocytu aktywujg
kinaze zalezng od kalmoduliny Il (z ang. Calmodulin-dependent kinase 1I, CaMKIl;
ryc. 4) [24], Aktywacja CaMKII powoduje inaktywacje CSF i wzrost aktywnosci
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RYCINA 4. Sciezka sygnatowa uruchamiana w oocycie po wniknieciu plemnika. Whnikajacy do oocytu
plemnik wnosi fosfolipaze C zeta (PLCzeta), ktéra indukuje oscylacyjne zmiany stezenia wapnia w
cytoplazmie, prowadzace do aktywacji kinazy zaleznej od kalmoduliny (CaMKII). Rola CaMKII oraz
kinazy Polo | (Piki) w inaktywacji Emi2 w oocytach myszy nie zostata jeszcze w peini przebadana.
Degradacja Emi2 umozliwia aktywacje kompleksu inicjujagcego anafaze (APC), degradacje cykliny B i
inaktywacje MPF: PIP? - bisfosforan fosfatydyloinozytolu, IP3 - tréjfosforan inozytolu

APC w oocytach myszy zablokowanych w stadium metafazy Il. To z kolei prowadzi
do degradacji cykliny B, a w konsekwencji do spadku aktywnos$ci MPF i rozpoczecia
przez oocyt anafazy Il (ryc. 4) [16,23,42]. Nie wiadomo, jakie biatko jest substratem
dlakinazy CaMKII w oocytach myszy. Najnowsze badania przeprowadzone na oocytach
Xenopus udowodnity, ze kinaza CaMKII fosforyluje biatko Emi2/Erpl, ktore jest
inhibitorem APC (ryc. 4) [14,32], Posrednio, za degradacje biatek z rodziny Emi odpo-
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wiada fosforylacja katalizowana przez kinaze Piki (z ang. Polo-like kinase 1) (ryc.
4) [13,27,37]. Piki fosforyluje jednak tylko takie biatka, ktore zostaty wczesniej ufosfo-
rylowane przez inng kinaze [11]. Zaréwno biatko EmilJak i Emi2/Erp! majgsekwencje
aminokwaséw potencjalnie fosforylowane przez kinazy CaMKII w obrebie sekwencji
rozpoznawanej réwniez przez kinaze Piki [35, 37]. Zatem aktywacja CaMKIIl w
oocytach ptazéw moze prowadzi¢ do ,,wstepnej” fosforylacji biatka Emi2/Erp 1, ktore
nastepnie bytoby fosforylowane przez Piki i ulegatoby degradacji [14, 22, 32]. W ten
spos6b biatko Cdc20 zostaje uwolnione i moze aktywowaé¢ APC, co prowadzi do
degradacji cykliny B, a nastepnie spadku aktywnosci MPF i ukonczenia przez oocyt Il
podziatu mejotycznego (ryc. 4).

Kluczowa rola biatka Emi2 w wytwarzaniu aktywnosci cytostatycznej
w oocytach zaréwno ptazéw, jak i ssakdw sugeruje, ze w obu przypadkach inaktywacja CSF
moze przebiegaé z wykorzystaniem podobnej Sciezki sygnatowej (ryc. 4). Badaniaopublikowane
w 1991 roku przez Weber i wspotpracownikow wykazaly, ze w aktywowanych oocytach
myszy degradacja biatka MOS i inaktywacja kinazy MAP, czyli sktadnikow CSF, nastepuje
znacznie pézniej niz inaktywacja MPF [20]. Jednakze w 1999 roku Ciemerych i Kubiak
wykazali, ze inaktywacja CSF przebiega dwuetapowo - tuz po pobudzeniu oocytu nastepuje
gwalttowny zanik aktywnosci cytostatycznej towarzyszacy spadkowi aktywnosci MPF, za$
ostateczna inaktywacja CSF zachodzi juz po inaktywacji MPF i zwigzanajest ze spadkiem
aktywnosci kinazy MAP [20], Aktywacja oocytu moze zatem prowadzi¢ do degradacji/
inaktywacji innego biatka (by¢ moze wiasnie Emi2), ktérego obecno$é/aktywnos¢ ma
decydujacy wptyw na funkcjonowanie bloku w stadium metafazy Il. Inaktywacja/degradacja
tego czynnika odpowiada za spadek aktywnosci cytostatycznej obserwowany w oocytach
wkrdtce po ich aktywacji i poprzedza inaktywacje MPF. W Swietle ostatnich badan tym
gtéwnym czynnikiem limitujgcym aktywno$¢ CSF w oocytach myszy wydaje sie by¢é Emi2.
W obecnej chwili najwazniejszym celem badan wydaje sie sprawdzenie, czy w aktywowanych
oocytach ssakOw uruchamiana jest Sciezka z udziatem CaMKII i Piki, prowadzaca do
degradacji Emi2, analogicznado tej funkcjonujacej w pobudzonych oocytach ptazéw. Ponadto,
nalezy okresli¢, czy degradacja/inaktywacja Emi2 wywotana aktywacjgoocytu jest bezposred-
nigprzyczyna inaktywacji CSF prowadzacgdo przetamania bloku metafazowego w oocytach
ssakow i jakijest rzeczywisty udziat Sciezki sygnalizacyjnej kinazy MAP w tym procesie.

4. PODSUMOWANIE

Poznanie mechanizmdw regulujacych dojrzewanie mejotyczne oocytu, w tym rowniez
odpowiedzialnych za powstanie bloku w stadium metafazy Il, jest niezwykle istotne,
gdyz przedwczesne zablokowanie oocytéw w stadium metafazy I, jak rowniez samoistna
aktywacja oocytéw sg uwazane za przyczyny nieptodnosci. Mimo iz dwa najwazniejsze
czynniki odpowiedzialne za regulacje dojrzewania mejotycznego oocytéw, MPF i CSF,
zostaty odkryte 35 lat temu, do chwili obecnej wiele pytan dotyczacych wspotdziatania
obu czynnikoéw, a szczegélnie udziatu poszczegolnych sktadnikéw CSF w kontroli
aktywnosci MPF, pozostaje bez odpowiedzi. Identyfikacja nowych biatek zaangazo-
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wanych w powstawanie aktywnosci cytostatycznej w oocytach ptazow i ssakow, jak
réwniez weryfikacja roli biatek, uwazanych dotad za potencjalne sktadniki CSF, w
wytwarzaniu tej aktywnosci uzupetnia i zmienia nasze wyobrazenie o funkcjonowaniu
aktywnosci cytostatycznej w oocytach obu grup zwierzat. Czynnik cytostatyczny, ktérego
aktywno$¢ opisali Masui i Markert, wydaje sie nie by¢ jednym tylko biatkiem lub
specyficznym kompleksem biatkowym, lecz wydaje sie zaleze¢ od calej sieci oddziatywan
molekularnych.
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MITOCHONDRIA - AN APOPTOSIS INTEGRATORS
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Streszczenie: Nadliczbowe, stare lub uszkodzone komérki organizméw wielokomérkowych podlegajg
eliminacji w drodze apoptozy, czyli programowanej $mierci komérki. Apoptoza zachodzi w wyniku
typowych przemian morfologicznych i biochemicznych. Aktywowana jest kaskada proteaz cysterno-
wych - kaspaz, ktére tng docelowe biatka. Dochodzi takze do aktywacji nukleaz, co razem prowadzi do
degradacji biatek i DNA komorki w ciagu kilku godzin. Mitochondria sg organellami, w ktérych nastepuje
integracja sygnatow apoptotycznych z réznych szlakéw, aktywowanych m.in. przez niedotlenienie,
szok cieplny, czy usuniecie czynnikéw wzrostowych. Odgrywaja one podstawowsa role w koordynacji
i amplifikacji sygnatu do autodegradacji komorki. Regulujg apoptoze m.in. poprzez zatrzymanie czynni-
kéw pro- i antyapoptotycznych. Zaburzenie aktywacji i/lub przebiegu apoptozy jest jedng z gtéwnych
cech komérek nowotworowych.

Stowa kluczowe: mitochondria, apoptoza, nowotwor, p53, mortalina, biatko szoku cieplnego.

Abstract: Supernumerary, old or damaged cells of multicellular organisms are eliminated by apoptosis -
programmed cell death. Apoptosis is accompanied by series ofcharacteristic morphological and biochemi-
cal events. The cell activates a cascade of cysteine proteases - caspases, that digest target proteins.
Nucleases are also activated, which together leads to irreversible cell damage within few hours. Mitochon-
dria are the cell compartment that integrates signals from different apoptotic pathways activated by
ischemia, heat shock or growth hormones depletion. Mitochondria play the primary role in coordination
and amplification of cell autodegradation signals. They regulate apoptosis by sequestration of pro- and
antiapoptotic proteins. Perturbation of activation or execution of apoptosis is characteristic feature of
cancer cells.

Key words: mitochondria, apoptosis, cancer, p53, mortalin, heat shock protein.

Manuskrypt zostat sfinansowany z grantu MEIN 2P04A00229.



526 A. M. CZARNECKA, P. GOLIK, E. BARTNIK

WSTEP

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki (ang. programmed cell death, PCD)
to proces, dzieki ktéremu nadliczbowe, stare lub uszkodzone komoérki sgeliminowane z
organizmu. Stanowi ona kluczowy element homeostazy tkanki i prawidtowego rozwoju
organizmu [1,2,3]. W obrazie morfologii komorki w czasie apoptozy obserwuje sie
obkurczanie cytoplazmy, skupianie chromatyny w zbite masy pod otoczkajadrows i
rozpad jadra na mniejsze fragmenty (tzw. karioreksja), a takze gestnienie cytozolu. W
koncowej fazie komérka rozpada sie na szereg obtonionych, kulistych fragmentow
zwanych ciatkami apoptotycznymi. Ciatka te sg szybko fagocytowane przez makrofagi
i sgsiadujace komorki [4,5,6].

Apoptoza podlega Scistej kontroli. Jest regulowana na wielu poziomach. Istnieje
mozliwo$¢ zahamowania apoptozy nawet po zapoczatkowaniu dziatania kaskady kaspaz
efektorowych [7,8,9]. Znaczacg role w hamowaniu apoptozy odgrywajg m.in.
mitochondria [2].

Zaburzenie mechanizméw regulujacych apoptoze moze prowadzié do niekontrolo-
wanego rozplemu tak zmienionych komérek. Nadliczbowe komoérki, ktre nie sg
eliminowane, rywalizujg z sasiadami o przestrzen i skfadniki odzywcze. W przypadku
organizmu wielokomérkowego, jakim jest cztowiek, méwimy, iz powstaje nowotwor
[10]. Nowotwor (ang. neoplasm) to masa komoérek powstata z komorek prawidtowych
w wyniku proceséw patologicznych tzw. transformacji. Czynnikami sprawczymi
transformacji sa zaburzenia genetyczne i epigenetyczne [11].

PRZEBIEG APOPTOZY

Apoptoza przebiega dwoma gtéwnymi Sciezkami: wewnatrzpochodng (mitochon-
drialng) lub zewnatrzpochodng (receptorowg). Bezposrednim czynnikiem odpowiedzial-
nym za degradacje komorki jest aktywacja kaspaz. Kaspazy to rodzina proteaz cysterno-
wych tngcych substrat po rozpoznaniu odpowiedniego motywu w biatku, np. motyw
GELE dla kaspazy-7 [12], Ciecie przez wszystkie kaspazy nastepuje po kwasie
asparaginowym. Kaspazy sa syntetyzowane jako zymogeny (pro-kaspazy) z N-
koncowg prekursorowg oraz C-terminalng koricowg domeng katalityczng zbudowang
z dwdch peptydoéw o masie ok. 20 kDa (p20) oraz ok. 10 kDa (p 10). Kaspazy mozemy
podzieli¢ na aktywatorowe (sygnatowe, gérne; ang. upstream, apical, signaling
caspases), do ktérych zaliczamy kaspazy 2, 8, 9, 10, i 12 oraz efektorowe (ang.
downstream, effector, executioner), do ktérych zaliczamy kaspazy 3, 6, i 7. Kaspazy
aktywatorowe sa funkcjonalne jako dimery, natomiast efektorowe, ktére wystepujgw
cytozolu jako preformowane dimery, sa aktywowane poprzez ciecie proteolityczne
przez kaspazy aktywatorowe. Aktywne kaspazy efektorowe tngbiatka docelowe [13],
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Sciezka zewnatrzpochodna apoptozy jest uruchamiana w odpowiedzi na brak
czynnikéw wzrostowych, brak substancji odzywczych, po napromieniowaniu lub pod
wptywem substancji chemicznych (np. lekéw, ceramidéw, neurotoksyn,
disialogangliozyddw, substancji toksycznych, cytostatykéw) i czynnikow fizycznych
(rézne rodzaje promieniowania, wysoka temperatura). Sciezke zewnatrzpochodna
wyzwalajg takze hormony, cytokiny (m.in. FasL, TNF, Apo3L, Apo2L), wirusy, wolne
rodniki (ROS). Czynniki te pobudzajg receptory rodziny TNF-R (Fas/APO-1/CD95,
TNFR1, DR-3, DR-4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-R2), ktére przekazuja sygnat do
kaspazy-8 [1,3,14,15,16], Z kolei Sciezke wewnatrzpochodng wyzwalajg zmiany
integralnosci bton mitochondrialnych, fluktuacje wartosci potencjatu btonowego
mitochondriéw czy wzrost produkcji wolnych rodnikéw. Sciezke wewnatrzpochodna
aktywuja tez stres oksydacyjny, uszkodzenia DNA i nagromadzenie Zle sfatdowanych
biatek [3,13], Role receptoréw uszkodzen petnig biatka z domenami BH-3, co w
konsekwencji prowadzi do uczynnienia kaspazy 9 [1,3,14,15,16].

Sciezka zewnatrzpochodna uruchamianajest, gdy do receptora $mierci (ang. death
receptor) przytgczany jest ligand. Wywotuje to aktywacje szlaku sygnatowego, co w
efekcie prowadzi do degradacji komorki. Pierwszym opisanym modelem apoptozy
indukowanej potgczeniem liganda z receptorem $mierci jest uktad receptora z rodziny
TNF. Opisano receptor-l TNFR1 oraz Fas (CD95, Apo-1), gdzie poprzez domene
$mierci (ang. death domain, DD) biatko FADD (ang. Fas-associated death domain)
aktywuje kaspaze-8 [3]. Dzi$ wiemy, ze receptory $mierci nalezg do duzej rodziny
biatek spokrewnionych z receptorem TNF (ang. TNF receptor-related members),
obejmujacej receptory TNFR1 (ang. tumour necrosisfactor receptor-1), Fas i receptor
$mierci-5 (DR5, TRAILR2). Receptory te sg aktywne jako trimery. Trimeryzacja
zachodzi po zwiazaniu liganda (odpowiednio TNF, FasL i TRAIL). Zwiazanie liganda
Fas (FasL) z receptorem Fas prowadzi do zmiany konformacyjnej receptora, co
powoduje z kolei przytgczenie biatka adaptorowego FADD do domeny cytoplazma-
tycznej receptora Fas. Biatko FADD z kolei faczy sie z pro-kaspaza-8 poprzez domeny
efektorowe Smierci (ang. Death Effector Domains, DED). Dochodzi do wiaczenia
prokaspazy-8 w DISC (ang. Death-Inducing Signaling Complex), co prowadzi do
jej aktywacji [13]. Przekazywanie sygnatu przez szlak TNFR1 wymaga zwigzania
biatka RIP do kompleksu receptorowego poprzez domene TRADD (ang. TNFR-
associated death domain) [3]. W przebiegu Sciezki wewnatrzpochodnej uczestnicza
mitochondria oraz biatka uwalniane z mitochondriéw (patrz ryc. 1) [3,13].

Sciezka wewnatrzpochodng charakteryzuje sie wzrostem przepuszczalnosci
zewnetrznej btony mitochondrialnej (ang. mitochondrial outer membrane permeabi-
lization MOMP), uwolnieniem cytochromu c z przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
drium (ang. mitochondrial intermembrane space, IMS), utworzeniem apoptosomu i
aktywacja kaspaz [3,13]. Wiele typdw czasteczek uwolnionych przez mitochondria
wptywa na aktywacje apoptozy sgto m.in. cytochrom c, wolne rodniki (ROS) i Ca2+toraz
czynnik inicjujacy apoptoze (ang. apoptosis inducingfactor - AIF), [3]. Tak jak w
Sciezce zewnatrzpochodnej gtéwna role odgrywata kaspaza 8, tak w Sciezce
wewnatrzpochodnej jest to kaspaza 9, ktora aktywuje kaspazy efektorowe [4,17,18].
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RYCINA 1. Udziat mitochondriéw w apoptozie. Pokazano $ciezke apoptozy zewnatrzpochodng zalezng
od receptoréw S$mierci FasR (receptor death domains - DD; the death effector domains DED) oraz
wewnatrzpochodna indukowang przez translokacje Bax lub Bad (pro-apoptotycznych biatek rodziny
Bcl-2) do mitochondrium. Bad jest fosforylowane (P) w odpowiedzi na czynniki wzrostowe, w apoptozie
Bad jest defosforylowane przez kalcyneuryne i przemieszczane do mitochondrium, gdzie wiaze Bcl-xL
tworzac PTP (permeability transition pore). Kaspaza 8 tnie biatko Bid, ktérego C-terminalny fragment
(tBid) przemieszcza sie do mitochondrium, aktywuje Bax i pobudza uwolnienie cytochromu c (cyt c). W
cytozolu, cyt ¢ aktywuje kaspaze 9 przez wigzanie z Apaf-1 i dATP

Ostatnio udowodniono, iz organellum komdérkowym zaangazowanym w proces
apoptozy satakze lizosomy. W btonie lizosomoéw, analogicznie jak w blonie zewnetrznej
mitochondrium powstajg kanaty (LMP - lysosomal-membrane permeabilization)
przepuszczajgce substancje zgromadzone w lizosomach. Do cytoplazmy uwalniane sg
wiec katepsyny oraz inne hydrolazy i duza ilos¢ protonow (H). Dochodzi do
zakwaszenia Srodowiska komoérki, co wtérnie aktywuje mitochondrialng Sciezke
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apoptozy i sprzyja powstawaniu MOMP. LMP moze by¢ indukowane przez klasyczne
induktory apoptozy, przekazniki Il rzedu czy toksyny. Do powstania LMP dochodzi
zatem pod wptywem aktywacji receptorow $mierci (przekazywanie sygnatu do lizosomu
przez biatka FAN i RIP), receptoréow sigma-2, uszkodzenn DNA (p53), stresu
oksydacyjnego (PLAZ2), staurosporyny, wzrostu stezenia jondw wapnia w komdrce,
czy dziatania sfingozyny [19].

MITOCHONDRIA SA INTEGRATORAMI APOPTOZY

Silne przestanki wskazujgce na role mitochondriéw w apoptozie pojawity sie, gdy grupa
Newmeyera [20] udowodnita nieodzowno$¢ mitochondriow w ekstrakcie komoérkowym
indukujagcym zmiany charakterystyczne dla apoptozy wjadrach komérkowych izolowanych
z komorekXenopus. Kolejne prace pokazaty, ze to cytochrom ¢ uwalniany z mitochondriow
byt konieczny dla aktywacji kaspaz [11]. W kolejnych latach zidentyfikowano cata grupe
biatek bioracych udziat w programowanej $mierci komérki. Wyodrebniono czynnik
inicjujacy apoptoze AIF (ang. apoptosis inducingfactor), czynnik aktywujacy kaspazy
Apaf-1 (ang. apoptosis protease activatingfactor), a takze liczng rodzine biatek pro- i
anty-apoptotycznych Bcl-2 (ang. B-cell lymphomaprotein 2) i w koricu opisano réwniez
kolejnosé aktywacji kaspaz [ 16,21 ].

Mitochondria sg miejscem dziatania biatek rodziny Bcl-2/Bcl-XL, do ktérej naleza
zaréwno biatka pro-, jak i antyapoptotyczne. Do probiatek stymulujacych programowana
$mier¢ komorki naleza Bax (ang. Bcl-2-associated Xprotein), Bak (ang. Bcl-2-
antagonist/killer), Bad (ang. Bcl-2-antagonist of cell death), Bid (ang. BH3 [B
cell leukemia/lymphoma-2 {Bcl-2} homology domain 3] interacting domain death
agonist), Bim (ang. Bcl-2 interacting mediator of cell death), Bmf (ang. Bcl-2
modifyingfactor), Noxa, Puma (ang. p53 upregulated modulator of apoptosis),
BNip3 (ang. Bcl-2/adenovirus E1B nineteen kDa-interactingprotein 3), i Nix (Nip3-
likeprotein X)/BNip3L (ang. BNip3-likeprotein). Z kolei do biatek antyapoptotycznych
naleza biatka Bcl-2 i Bel-XL (Bcel-xprotein long isoform) [13,22,23,24,25]. W blonie
zewnetrznej mitochondrium zakotwiczone jest biatko Bcl-2, a biatka Bid, Bax, Bad,
Bim tacza sie z btong w czasie apoptozy. Doktadna funkcja proapoptotycznych biatek
nie jestjeszcze wystarczajagco poznana. Wiadomo, iz biatko Bax, nalezace do pierwszej
grupy, tworzy w btonach mitochondrialnych kanaty, przez ktére cytochrom ¢ wyptywa
do cytoplazmy, czemu przeciwdziatajg Bcl-2, Bcl-X[. Natomiast biatko Bim
najprawdopodobniej promuje uwalnianie cyt c i EndoG i przyspiesza apoptoze. Z kolei
funkcja antyapoptotycznych biatek Bcl-2 i Bcl-XL jest wigzanie czynnika Apaf-1, co
uniemozliwia jego oddziatywanie z prokaspazg 9. Biatka rodziny Bcl-2/Bcl-X!
funkcjonujg zatem jako system przetgcznikowy uwalniania cyt c [4,6,14].

Ponadto mitochondria sg organellami, w ktorych nastepuje integracja sygnatow
apoptotycznych z réznych szlakéw (patrz ryc. 2). Klasyczny opis apoptozy przedstawia
dwie mozliwosci aktywacji apoptozy - zewnatrzpochodng oraz wewnatrzpochodna
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APOPTOZA

RYCINA 2. Integracja sygnatéw proapoptotycznych w mitochondrium. Uszkodzenia mikrotubul, kinaza
biatkowa C typu gamma (PKC gamma), kaspaza 8, kaspaza 7, ceramidy, alkalizacja, promieniowanie,
kinazy Akt (kinaza biatkowa B), Rsks (rybosomalna kinaza S6), uszkodzenia DNA, jony wapnia (Ca )
1 pochodne retinoidéw oddziatujg na biatka z rodziny Bcl-2. Integracja sygnatéw proapoptotycznych w
mitochondrium prowadzi do uwolnienia biatek z przestrzeni mitochondrialnej (cyt ¢, EndoG, Smac/
DIABLO, HtrA2/0Omi, AIF). Biatka te, wraz z wolnymi rodnikami tlenowymi (ROS) aktywujg apoptoze

(patrz, wyzej). Niezaleznie od tego, jaki czynnik wywotuje apoptoze, mitochondria
odgrywaja podstawowa role w koordynacji i amplifikacji sygnatu auto-degradacji komorki
[4,17]. W wiekszosci komdrek kaspaza 8 jest aktywowana poprzez szlak kaspazy 9, a
aktywno$¢ kaspazy 8 prowadzi do wyrzutu cytochromu c z mitochondriéw. Kaspaza 8
najczesciej aktywuje pro-kaspaze 3 i biatko Bid (ang. BH3 [B celi leukemia/lymphoma-
2 {Bcl-2} homology domain 3] interacting domain death agonist), proapoptotyczne
biatko z rodziny Bcl-2, co taczy szlak wewnatrz- i zewnatrzpochodny [3,13,18]. Pokazuje
to, iz szlaki czesto uwazane za dwa odrebne wzajemnie sie zazebiaja i potegujg swoje
dziatanie. Miejscem w komorce, gdzie fizycznie biatka Sciezki zewnatrz- i wewnatrzpo-
chodnej oddziatujg ze sobg, sawiasnie mitochondria [3,26].

MITOCHONDRIA SEKWESTRUJA BIALKA
PROAPOPTOTYCZNE

Mitochondria regulujg apoptoze na wiele sposobdw. Jednym z nich jest akumulacja
czynnikéw apoptotycznych i ich uwolnienie, po otrzymaniu sygnatu $mierci. Kilka
proapoptotycznych bialek, takich jak: cytochrom ¢, AlF, endonukleaza G, HtrA2/Omi,



MITOCHONDRIA JAKO INTEGRATORY APOPTOZY 531

Smac/DIABLO jest zlokalizowanych w przestrzeni miedzybtonowej mitochondrium.
Kiedy sg z niej uwalniane, dochodzi do aktywacji kaskad sygnatowych inicjujgcych
szlak apoptozy (kaspaza 8 i 9), a takze neutralizacji cytoplazmatycznych inhibitorow
kaspaza i pobudzenia nukleaz [2,16,18,25,27,28,29].

Sposrod mitochondrialnych biatek proapoptotycznych wiele uwagi poswiecono
cytochromowi ¢ (cyt ¢). Najlepiej poznana jest aktywacja kaspaz przez kompleks cyt
¢ - Apaf-1 w obecnosci ATP. Cytochrom ¢ w cytozolu oddziatuje z biatkiem Apaf-1, co
prowadzi do oligomeryzacji Apaf-1. Oligomery Apaf-1 wigza sie z prokaspazg 9 i
powstaje apoptosom, czyli kompleks aktywujacy prokaspaze 9. Kaspaza 9 aktywuje z
kolei prokaspaze 3, uruchamiajac kaskade kaspaz odpowiedzialng za apoptoze. Po
uwolnieniu cytochromu ¢ sa aktywowane kaspazy: -2, -3, -6, -7, -8, i -10 [18,30]. Z
kolei AIF przemieszcza sie do jadra, gdzie aktywuje kondensacje i ciecie chromatyny
przez towarzyszgcg mu nukleaze EndoG. AIF przyczynia sie takze do rozbicia
kompleksow Apaf-1 z Bel-X! i dzieki temu promuje tworzenie apoptosomu [1,29,31].

Kolejnymi biatkami uwalnianymi z przestrzeni miedzybtonowej mitochondridéw po
indukcji apoptozy sg Smac/DIABLO i HtrA2/0Omi. Sato biatka, ktére unieczynniajg
inhibitory kaspaz (IAP, ang. inhibitory apoptoticproteins). W zdrowej komorce biatka
IAP umozliwiajg kontrole przypadkowego przeciekania kaspaz, gdyz je dezaktywujg i
kierujg do proteasomu [2,16,28,32].

Ponadto z uwolnieniem cytochromu cjest czesto zwigzane rozprzegniecie fosforylacji
oksydacyjnej i spadek potencjatu btonowego (A”Pmt), ktérego regulacja nalezy takze
do biatek Bcl-2. Eksperymentalnie pokazano, iz niska wartos¢ ATmt jest jednym z
gtéwnych czynnikéw decydujacych o podatnosci komoérek na apoptoze, a komorki
nowotworéw czesto charakteryzuje znacznie wyzszy AT'mt [16,25,27],

Nalezy pamietac, iz dla genéw wymienionych biatek oddziatujacych z mitochondriami
wykazano liczne mutacje i zmiany ekspresji w komdérkach nowotworowych. Przyktado-
wo Apaf-1 czesto ma zmniejszong ekspresje w czerniakach, a w wypadku kaspazy 8
odnotowano utrate funkcji w nerwiakach niedojrzatych. Bcl-2 z kolei jest czestokro¢
wyrazany na zbyt wysokim poziomie w chtoniaku grudkowym (chorobie Brilla i
Symmersa), podczas gdy gen biatka Bax jest zmutowany w gruczolakorakach przewodu
pokarmowego, ostrej biataczce limfatycznej, chtoniaku Burkitta i nowotworze trzonu
macicy, a z kolei mutacje genu biatka Bad opisano w nowotworach prostaty, mézgu i
czerniakach [16,31,32,33].

MITOCHONDRIA DECYDUJA O KOMORKOWEJ PULI
WAPNIA

Kolejnym czynnikiem zwigzanym z mitochondriami, a regulujgcym proces apoptozy
sg jony wapnia. Ca2+jest kluczowym regulatorem zycia komérki. W odpowiedzi na
czynniki patologiczne nastepujg zmiany stezenia Ca2t w réznych kompartmentach
komorki, co moze indukowaé apoptoze. Przedtuzone zmiany w stezeniu Ca+ w
cytoplazmie, mitochondrium i jadrze wywotuja kaskade zdarzerh prowadzgcych do
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$mierci komorki. Po zadziataniu bodzca uwolnione z ER Ca2+wigza sie z wieloma
czynnikami, m.in. z kalpaina, lub kalcyneuryng. Kalpaina to proteaza cysteinowa, ktéra
aktywuje Bax i Bid, co z kolei promuje ich przejscie do mitochondrium. Efektem tej
translokacji biatek Bax i Bid jest uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondrium. Réwniez
nadmiar Ca2+ w mitochondrium stymuluje uwolnienie biatek zlokalizowanych w
przestrzeni miedzybtonowej. cyt ¢, Smac/Diablo, Omi/HtrA2, pro-kaspaz. Aby
skomplikowa¢ sprawe, dynamika rozmieszczenia Ca2+w organellach jest regulowana
m.in. przez opisane wczesniej biatka z rodziny Bcl-2 [3,5,15,34].

niekontrolowane
otwarcie PTP

RYCINA 3. Rola jonéw wapnia i cyklofilina D w apoptozie. W zaleznej od wapnia apoptozie
podstawowa rola przypada PTP (ang. permeability transition porg). ROS uszkadzajg btonowe biatka
mitochondrialne. Jesli ilos¢ uszkodzen jest niewielka, cyklofilina D zamyka pory tworzac kompleks ze
zle sfatdowanymi biatkami. Kiedy poziom Ca w mitochondrium wzrasta na skutek nadmiernej aktywacji,
cyklofilina D wigze sie wéweczas z naptywajacymi jonami wapnia, a wiec nie wigze bialek, a kanat sie
otwiera
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Jedna z hipotez mowi, iz gtéwna role w zaleznej od wapnia apoptozie wywotanej
przez mitochondria odgrywajg PTP (ang. permeability transition pore) i ich
podjednostka - cyklofilina D (patrz ryc. 3). ROS uszkadzajg btonowe biatka
mitochondrialne. Biatka te ulegajgrozfatdowaniu, co powoduje ekspozycije hydrofitowych
reszt aminokwasowych do btony lipidowej. W konsekwencji uszkodzone biatka agreguja
powierzchniami hydrofitowymi i moga tworzy¢ pory przepuszczajace niewielkie
czasteczki, np. cyt c. Jesli ilos¢ uszkodzen jest niewielka, mitochondrialne biatka
opiekuncze regulujg przepuszczalnos$¢ powstatych poréw. Jednym z biorgcych w tym
udziat biatek opiekunczychjest whasnie cyklofilina D - izomeraza prolylowa zlokalizowana
od strony macierzy mitochondrialnej. W warunkach fizjologicznych kompleks cyklofiliny
i biatek zle sfaltdowanych zamyka por. Tak jest tylko do czasu, dopdéki poziom Ca2+nie
wzro$nie w mitochondrium na skutek nadmiernej aktywacji, jak np. po uszkodzeniu
komorki przez patogen. Cyklofilina D wigze sie wOwczas z naptywajacymi jonami
wapnia, w zwigzku z czym nie wigze juz biatek i kanat sie otwiera. Alternatywnie,
niezaleznie od ilosci jonéw wapnia w mitochondrium, biatka btonowe sg niszczone przez
ROS. Kiedy liczba zle sfatdowanych biatek w btonie przewyzszy liczbe dostepnych
biatek opiekunczych, pory otwierajg sig, tak jak ma to miejsce przy mutacjach biatek
OXPHOS. Wydaje siejednak, izjony wapnia wptywajg na mitochondria takze w innych
mechanizmach [15,34,35,36,37],

MITOCHONDRIA SA MIEJSCEM DZIAELANIA p53

Dotychczas udato sie opisa¢ kilka wzajemnie zazebiajacych sie szlakéw prowa-
dzacych do nieodwracalnej degradacji komérki [3]. Jeden z podstawowych szlakéw
apoptozy przebiega w sposéb zalezny od aktywnosci biatka p53 [22,38]. p53-zalezna
Sciezka apoptozy polega na dziataniu p53 jako czynnika transkrypcyjnego, ale takze
jego aktywnosci w funkcjach innych niz regulacja ekspresji genu na poziomie inicjacji
transkrypcji. Procesy te nie sajednak doktadnie poznane [22,39]. Wiemy, iz apoptoza
wywotana przez p53 obejmuje aktywacje kompleksu Apaf-1-kaspaza-9 [22]. Udato
sie pokazad, iz cze$¢ cytoplazmatycznego biatka p53 na poczatku procesu apoptozy
przemieszcza sie do mitochondrium i jest tam akumulowana na jego powierzchni.
Gromadzenie p53 w mitochondrium zachodzi w ciggu godziny od aktywacji p53
nastepujacej po zadziataniu czynnikéw toksycznych [40]. Po transporcie p53 w okolice
mitochondrium dochodzi do spadku A'Pm, uwolnienia cyt ¢ i aktywacji pro-kaspazy-3
[39], W dalszym etapie odpowiedzi komérki dochodzi do zwiekszenia ekspresji biatka
PUMA (w ciggu 2 godzin), NOXA (w 4 godziny) i Bax (w 8 godzin) [41]. Wida¢
zatem, iz dla zajscia apoptozy, p53 dziata zaréwno w jadrze - wigzac sie z DNA
(promotory genéw) orazjako biatko cytoplazmatyczne tagczac sie z btong mitochondrialng
(patrz ryc. 4) lub po przemieszczeniu do mitochondrium. W odpowiedzi na uszkodzenie
komérki p53 przemieszczane jest do mitochondrium. Cze$¢ p53 pozostaje zwigzana z
zewnetrzna btong mitochondrialng, natomiast czes¢ jest przemieszczana do matriks
mitochondrium. Dotychczas udato sie zlokalizowac¢ p53 w potaczeniu z Hsp70 i Hsp60
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RYCINA 4. Udziat p53 w apoptozie. Biatko p53 w czasie apoptozy pobudza uwalnianie cytochromu c
z mitochondrium. p53, ktore lokalizuje sie w btonie zewnetrznej mitochondrium, wigze sie z biatkami z
rodziny Bcl-2 tworzac kompleksy p53/BclX i p53/Bcl2. W matriks mitochondrialnej wigze sie z mtHsp70,
co moze prowadzi¢ do utraty funkcji czynnika transkrypcyjnego. W jadrze p53 jest czynnikiem
transkrypcyjnym dla biatek proapoptotycznych (Bax, Apaf-1, PUMA, Noxa)

nalezacymi do kompleksu transportujacego biatka poprzez btone mitochondrium [42,43].
Ponadto w cytoplazmie, w wyniku proteolitycznego ciecia p53 przez kaspazy powstajg
cztery polipeptydy, z ktorych dwa pozbawione sa sygnatu lokalizacjijadrowej i pozostajgw
cytoplazmie. Polipeptydy te przemieszczane sg do mitochondrium, co prowadzi do
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depolaryzacji i obnizenia potencjatu mitochondrialnego [44]. W koricu przemieszczenie p53
do mitochondrium powoduje uwolnienie cytochromu ¢ do cytoplazmy. Jednak szczeg6ty
mechanizmu, w ktérym p53 wptywa na uwalnianie cyt c z mitochondrium, sgwcigz nieznane
[22], p53, ktdre lokalizuje sie w btonie zewnetrznej mitochondrium, wigze sie z biatkami z
rodziny Bcl-2, ktére tworza w btonie mitochondrium kanat umozliwiajacy wyptyw cyt c.
Dotychczas udato sie zlokalizowa¢ kompleksy p53/BclXL i p53/Bcl2 [40]. Wiazanie Bcl2 z
p53, ktére nastepuje w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, zachodzi dzieki rozrywaniu
komplekséw Bcl2-Bax. Jest to mozliwe, poniewaz p53 wigze sie z domeng FLD biatka
Bcl2 (ang. flexible loop regulatory domain, FLD). Biatko p53 wptywa na wigzanie Bcl2
z Bax wiazac sie z regionem od 32 do 68 aminokwasu w regionie regulatorowym domeny
FLD (ang. negative regulatory region ofthe FLD) [45].

Z Kkolei jako czynnik transkrypcyjny p53 podnosi ekspresje biatek mitochondrialnych
bioracych udziat w apoptozie. Nalezg do nich aktywator pro-kaspazy-9 - Apafl, kilka
biatek pro-apoptotycznych rodziny Bcl-2 [23,24], a takze inne biatka proapoptotyczne:
Bax, Bid, Asc, Apaf-1, Kaspaza-6, Fas [46,47,48], Noxa [49] i Puma [24], Do repertuaru
tego dotaczajq takze biatka receptorowe CD95 (Fas/APO-1) i Killer/DR5 oraz biatko
rozprzegajace potencjat mitochondrialny- P53AIP! [22,50]. Ostatnio wykazano réwniez
interakcje p53 z mitochondrialnym czynnikiem transkrypcyjnym A (mtTFA) [51] oraz
polimerazay [52], ktore takze wydajg sie mie¢ znaczenie dla homeostazy komorki ijej
potencjalnego wejscia na Sciezke apoptozy. p53 wigze mtTFA, co 10-20-krotnie
podwyzsza jego wydajno$¢ w naprawianiu uszkodzenia mtDNA [51], a wigzac
mitochondrialngpolimeraze DNA (Poty) wspomaga replikacje [52], Oba te oddziatywa-
nia zdajg sie zmniejsza¢ ilos¢ uszkodzen mtDNA i co za tym idzie zmniejszac
prawdopodobienstwo transformacji lub wejscia w apoptoze. Ponadto wykazano, iz
p53 zlokalizowane w wewnetrznej btonie mitochondrium oddziatuje z biatkami biorgcymi
udziat w naprawie mtDNA przez wycinanie (ang. mitochondrial base excision repair
complex - mtBER), co zwigksza ich aktywnos¢ [53].

MITOCHONDRIALNE BIALKO MORTALINA MOZE
PRZYCZYNIAC SIE DO TRANSFORMACJI

Od dawna wskazywano na role biatek opiekuiczych, w tym biatek szoku cieplnego,
w procesie nowotworzenia. W wielu liniach nowotworowych wykazano nadekspresje
biatek szoku cieplnego. Do biatek tych nalezy mortalina (mtHsp70, Pbp74, p66mot,
Grp75). Molekularne podstawy nadekspresji biatek opiekuriczych w nowotworach nie
sg poznane. Pytanie o etiologie tego stanu pozostaje w duzej mierze bez odpowiedzi, a
i przyczyna nadekspresji mortaliny pozostaje do ustalenia [54,55,56,57].

mtHsp70 ulega ekspresji konstytutywnej, ale moze by¢ dodatkowo nasilona przez
brak glukozy, jonofory, analogi aminokwaséw, ozon, promieniowanie jonizacyjne,
nadczynnos¢ tarczycy, niedokrwienie, ale nie przez szok cieplny. Mortalina jest
eksprymowana w kazdej z 60 analizowanych pod tym katem tkanek zdrowych i
nowotworowych. Cechg charakterystyczngjest inna lokalizacja mortaliny w zdrowych
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komorkach, a innaw komérkach immortalizowanych lub nowotworowych. W obrebie
catej cytoplazmy jest opisywana w zdrowych liniach komdrkowych zwierzecych i
ludzkich, natomiast okotojgdrowe rozmieszczenie zostato zaobserwowane w materiatach
z biopsji guzéw nowotworowych i w immortalizowanych in vitro komaorkach.
Przesuniecie mortaliny w obszar okotojadrowy obserwowano wraz z postepujacym
zeztosliwieniem guza, natomiast rewersje tej lokalizacji do rozmieszczenia w catej
cytoplazmie, podczas gdy komorki tracity nieSmiertelny fenotyp. Ponadto w wielu liniach
komadrkowych oraz materiale z biopsji guzéw nowotworowych wykazano wysoki poziom
ekspresji mortaliny, co moze razem sugerowa¢ udziat mortaliny w transformaciji
nowotworowej [2,54,58,59,60,61].

Nadekspresja mortaliny daje takze przewage we wzroscie, co pokazano na
komorkach HL60 (biataczka), gdzie udowodniono, iz jest ona przyczynablokady ich
réznicowania. Nadeksprymowana mortalina zapewnia wydtuzony czas zycia komérek
i powoduje immortalizacje, co pokazano na przyktadzie komérek HFF5 (ang. human
foreskinfibroblasts), w ktdrych mortalina ulegata wysokiej ekspresji [54,60,61,62].

cDNA mortaliny izolowane ze zdrowych, jak i immortalizowanych komérek ludzkich
ma takg sama sekwencje, co wskazuje, iz za r6zng dystrybucje tego biatka w komérkach
ludzkich sa odpowiedzialne modyfikacje potranslacyjne lub oddziatywania z innymi
biatkami. Dynamiczna lokalizacja mortaliny i jej przynaleznos¢ do grupy biatek szoku
cieplnego pozwala na spekulacje co dojej funkcji i mechanizmu dziatania. Proponowana
jest rola opiekuncza dla biatek mitochondrialnych oraz udziat w homeostazie Ca2t w
mitochondriach. Ze wzgledu na homologie do DnaK (Hsp70 E. coli) proponuje sie, iz
moze ona by¢ zaangazowana w replikacje mtDNA, gdyz dla DnaK udowodniono role
w replikacji DNAE. coli [63]. Wiadomo na pewno, ze inaktywacja mtHsp70 u drozdzy
powoduje agregacje mitochondriéw. Wysunieto wiec hipoteze, ze mtHsp70 jest konieczne
dla optymalizacji funkcji niezidentyfikowanych jeszcze termo-labilnych biatek mitochon-
drialnych [64],

Istotny wydaje sie by¢ fakt, iz mortalina oddziatuje w komdrkach ludzkich transformo-
wanych nowotworowo z niezmutowanym p53, cho¢ biatka te nie sg wykrywane razem
w zdrowych komoérkach (patrz ryc. 4). Dodatkowo przykuwa uwage fakt, iz
mitochondria, w ktorych zlokalizowano p53, sg potozone blisko jader komdérkowych.
Kolokalizacje p53 i mortaliny w rejonie okotojagdrowym wykazano m.in. w komorkach:
HeLa (rak szyjki macicy), A2182 (rak pecherza), U20S (kostniako-miesak), Al172
(glejak), NT-2 (potwomiak ztosliwy), SY-5Y i YKG-1 (nerwiak niedojrzaty) czy MCF7
(rak piersi), natomiastjej brak w zdrowych mysich fibroblastach (linia CMEF), zdrowych
ludzkich fibroblastach TIG-3 czy MRC-5. Wydaje sie wysoce prawdopodobne, iz
mortalina funkcjonuje analogicznie do swego cytoplazmatycznego homologa. W ludzkich
komorkach Hsp70 moze wigza¢ p53 w cytoplazmie i przyczyniac sie dojego sekwestracji
pozajadrem, co funkcjonalnie prowadzi do utraty funkcji supresora nowotworu, gdyz
zapobiega translokacji p53 do jadra, jako ze C-koricowa domena lokalizacji
cytoplazmatycznej p53 (ang. cytoplasmatic sequestration domain) jest wigzany przez
mot-2 (mysi homolog mortaliny) [54,65,66]. Efektem inaktywacji p53 przez mot-2 jest
obnizenie transkrypcji genow zaleznych od p53, jak p21WAFL i Mdm-2. W opisanym
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mechanizmie mortalina moze przyczynia¢ sie do transformacji komorek. Warto pamietaé,
iz wczedniej sekwestracja p53 w cytoplazmie zostata udowodniona m.in. w nowotworach
piersi, nerwiaku niedojrzatym, raku jelita grubego, glejaku siatkdwki - i mozliwe jest, iz
to wiasnie oddziatywanie mot-p53 miato istotng role w transformacji nowotworowej
tych komérek [54,57,59,60,61].

Dane wskazujgtez na to, iz mot-2 w pewnym stopniu jest dodatkowo odpowiedzialna
za obnizenie stabilnego poziomu p53. Mot-2 miataby by¢ zaangazowana w represje
transkrypcji mRNA dla p53 lub degradacje biatka p53. Ponadto ekspresja p53 w
komorkach transfekowanych o duzej ekspresji mortaliny jest op6zniona, a p53 zlokalizo-
wane jest przyjgdrowo w stopniu wzrastajgcym proporcjonalnie do nasilenia ekspresji
mortaliny. W testach aktywnosci wykazano natomiast rozfatdowanie i inaktywacje
p53 przez mortaline. Wydaje sie zatem, iz mortalina reguluje aktywnos$¢ p53 na wielu
poziomach ekspresji jego genu [58].

Poza opisanym dziataniem na czynniki transkrypcyjne wykazano, iz mortalina wigze
takze inne typy biatek. Nalezy do nich m.in. MPD (ang. mevalonate pyrophosphate
decarboxylase). MPD przenosi grupy prenylowe w modyfikacji biatek koniecznej dla
ich aktywnosci, m.in. dla p21Ras (Ras). Z tego wzgledu mortalina w sposéb posredni
wptywa na poziom stabilnego Ras - kontrolujac jego prenylacje. Nadekspresja mot-2
jest przyczyna stabilizacji MPD, a co za tym idzie obnizonego poziomu Ras [61].

PODSUMOWANIE

Procesem, w ktorym nadliczbowe, stare, lub uszkodzone komdrki sg eliminowane z
organizmu, jest apoptoza. Wiasciwy przebieg tego procesu to podstawowy element
homeostazy tkanki, i a co za tym idzie catego organizmu. Mitochondria sg organellami,
w ktorych nastepuje integracja sygnatéw apoptotycznych z réznych szlakéw.
Mitochondria w apoptozie, niezaleznie od tego, jaka stymulacjaja wywotuje, odgrywaja
podstawowa role w koordynacji sygnatow autodegradacji komorki. Kazdy z elementéw
regulacji apoptozy moze ulec zaburzeniu promujgc niekontrolowane podziaty i
immortalizacje komorki, a w efekcie na poziomie organizmu rozwoj nowotworu [4,5,6].

Mitochondriato organella kluczowe w fizjologii i homeostazie komorki. W ich obrebie
przebiega i krzyzuje sie ze sobg wiele fundamentalnych szlakéw metabolicznych.
Produkty reakcji przebiegajacych w macierzy mitochondrialnej sa czestokro¢ konieczne
dla przezycia i/lub podziatéw komorki. Integralno$é fancucha transportu elektronéw i
jego pochodna, jaka jest wydajnos$¢ fosforylacji oksydacyjnej, decyduja o stanie
energetycznym komorki. Ten z kolei stanowi klucz do regulacji ekspresji genéw w
odpowiedzi na biezace zapotrzebowanie komorki w kontekscie zmian wjej srodowisku,
a wiec tkance czy catym organizmie. Z drugiej strony to przeciez odpowiednia ekspresja
genoéw odpowiada za modulacje przemian energetycznych. Oczywiste jest, iz procesy
przebiegajace w komorce stanowig nierozerwalna catos¢, a niebuforowalne zmiany
muszg prowadzi¢ do rozerwania tej spojnej sieci zaleznosci. Mitochondria to wtasnie
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organellum integrujace lwig cze$¢ proceséw podstawowych dla przezycia komorki.
Niosg one swoj wihasny niewielki genom (u cztowieka mtDNA koduje 13 polipeptydow)
i aparat syntezy biatek (tRNA, rybosomy). Mutacje w obrebie mtDNA - jesli skutkuja
w biosyntezie nieprawidtowych peptydow tancucha transportu elektronéw lub zmienio-
nych tRNA - moga przyczynia¢ sie do transformacji nowotworowej. Rozprzeganie
fosforylacji oksydacyjnej, rozchwianie gospodarki zelazem, wzmozona produkcja ROS
to mogaby¢ wszystko nastepstwa nieprawidtowej sekwencji mtDNA. Kolejnym ogniwem,
ktére moze by¢ zaburzone w czasie biogenezy mitochondriéw, jest samo fatdowanie
biatek. Jesli grupa biatek opiekunczych zwigzanych z tym organellum jest niefunkcjonalna,
to skutki mogga byc¢ réwnie powazne jak mutacje w samych podjednostkach taricucha.
Zaburzony transport biatek z cytozolu do mitochondrium, ich akumulacjaw macierzy lub
nadmierna degradacja, a takze integracja w nieodpowiedniej proporcji, to wszystko moze
sta¢ sie przyczynautraty funkcji mitochondriéw. W koricu mitochondria stanowig fizycznie
miejsce integracji szlakow pro- i anty-apoptotycznych. Widaé zatem, iz od uszkodzenia
mitochondriéw do transformacji nowotworowej juz niedaleko, dlatego nie dziwi fakt, iz
szeroko pojeta dysfunkcja mitochondriow jest jedna z najbardziej znaczacych cech
komorek nowotworowych. Zmiany w mitochondriach manifestuja sie na wielu poziomach,
zaréwno w ich stanie w komorce - homoplazmii versus heteroplazmii, ultrastrukturze -
ksztatcie, wielkosci, stanie metabolicznym - potencjale redoks, wydajnosci produkcji ATP,
a takze w ich biochemii - jako lokalizacja okreslonych biatek (np. p53), czy statusie
molekularnym - mutacje mtDNA. Aktualny stan wiedzy na temat rozwoju chordb
nowotworowych jest wcigz gteboko niezadowalajacy. Glebsze poznanie i zrozumienie
mechanizmoéw patogenezy chordb mitochondrialnych bedzie konieczne dla ewentualnego
rozwoju nowych terapii. Jako podstawe leczenia mozna by wykorzysta¢ chocby
odmienno$¢ biochemiczngkomadrek nowotworowych, polegajaca na nadprodukcji wolnych
rodnikéw. Gdyby zablokowac¢ eliminacje wolnych rodnikéw i doprowadzi¢ do ich
akumulacji, mogtoby to spowodowac letalne uszkodzenia komorek nowotworowych.
Ingerencja w biogeneze mitochondriéw i ich lokalizacji komérkowej moze stanowié nowe
narzedzie terapii nowotworéw. Pojawity sie rozwazania, iz gdyby udato sie modulowaé
ekspresje biatek mtHsp70, mogtoby to pozwoli¢ na naprawe funkcji komoérek
nowotworowych tam, gdzie wykazano jej zaburzenia. | cho¢ aktualnie nie mamy
mozliwosci modyfikowania postepow choréb mitochondrialnych, jednak wcigz rozwijane
sg nowe strategie, co daje nadzieje na przysztos¢ [2,3,6,11,28,54,67,68,-69,70,71].
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ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU W PROCESIE
ROZWOJU | KIELKOWANIA NASION

FUNCTION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN SEED
DEVELOPMENT AND GERMINATION

tukasz WOJTYLA, Malgorzata GARNCZARSKA, Lech RATAIJCZAK

Zaktad Fizjologii Roslin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznan

Streszczenie'. Reaktywne formy tlenu (RFT) powstajgw nasionach nie tylko w wyniku dziatania czyn-
nikéw stresowych, lecz réwniez w procesach zachodzacych w warunkach fizjologicznych. Stwierdzono,
ze RFT powstajgw nasionach na kazdym etapie ich rozwoju i kietkowania, tj. podczas rozwoju zarodka,
desykacji nasion, starzenia, pecznienia, mobilizacji substancji zapasowych, jak réwniez w momencie
przebicia tupiny nasiennej przez o$ zarodkowa. RFT mogg powodowa¢ powazne uszkodzenia komérek
zarodka podczas wczesnej embriogenezy oraz desykacji, uniemozliwiajac wyksztatcenie prawidtowych
nasion. W trakcie dtugotrwatego przechowywania nasion RFT moga przyspieszac¢ utrate zdolnosci kiet-
kowania. RFT moga takze chronié¢ nasiona, a szczegodlnie kietkujacy zarodek, przed atakiem patogenéw
poprzez tzw. wybuch tlenowy, jaki obserwuje sie w momencie przebicia tupiny nasiennej przez o$
zarodkowa. W biologii nasion szczegélnie istotng funkcje petnia systemy antyoksydacyjne odpowie-
dzialne za regulacje poziomu RFT i ich usuwanie.

Stowa kluczowe', antyoksydanty, enzymy antyoksydacyjne, reaktywne formy tlenu, rozwgj i kietkowa-
nie nasion.

Summary-. Generation of reactive oxygen species (ROS) occurs in seed not only during stress conditions,
but also as a result of physiological processes. ROS are produced in seed in all developmental and
germination phases like embryogenesis, including desiccation, seed ageing, imbibition, mobilization of
storage reserves and germination manifested in radicle protrusion. Increase in ROS level during early
embryogenesis and desiccation may lead to serious damage ofembryo’s cells and disturb developmental
processes. ROS generated during prolonged storage may promote the inability of seed to germinate.
Reactive oxygen species may also protect seed and particulary the emerging seedling against attack by
pathogens by oxidative burst which occurs when the expanding embryo ruptures the seed coat. In seed
biology systems responsible for regulation of ROS production and scavenging play a key role.

Keywords', antioxidants, antioxidative enzymes, reactive oxygen species, seed development and germina-
tion.

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 2 PO6R 085 26.
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Skroty. AOX - oksydaza alternatywna, APX - peroksydaza askorbinianowa, AsA - zredukowany
askorbinian, DHA - dehydroaskorbinian, CAT - katalaza, GSSG (gluthatione disulfid) - dwusiarczek
glutationu, GSH - glutation, HSP (Heat Shock Proteins) - biatka szoku cieplnego, LEA (Late-Embryoge-
nesis-Abundant) - biatka gromadzace sie w czasie péznej embriogenezy, PUMP (Plant Uncoupling
Mitochondrial Protein) -biatko rozprzegajace, RET (reactive oxygen species - ROS) - reaktywne formy
tlenu, SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

1. WSTEP

W cyklu zyciowym roslin wazng role odgrywa nasienie. Jak definiuje Jankun w
Encyklopedii Biologicznej, nasienie to twdr charakterystyczny dla roslin nasiennych
(Spermatophyta), forma przetrwalnikowa, stuzaca jednoczesnie do rozsiewania i
rozprzestrzeniania gatunku [23]. Zaréwno budowa, jak i sktad nasion wykazujg istotne
réznice w zaleznosci od gatunku. Wiekszo$¢ nasion w stanie dojrzatym zawiera bardzo
mate ilosci wody, czesto ponizej 10%, jedynie cze$¢ gatunkoéw (w tym wiele roslin
tropikalnych, drzew i roslin wodnych) wyksztatca nasiona, ktére zamieraja, gdy zawarto$é
wody spadnie w nich ponizej 20% [3,29,50]. Ze wzgledu na zawarto$¢ wody w dojrzatych
nasionach wyréznia sie dwie kategorie nasion. Do tzw. nasion typu ,,orthodox" zalicza
sie nasiona, ktére w trakcie rozwoju ulegaja silnemu odwodnieniu i zachowujg w tym
stanie zdolnos¢ do kietkowania nawet przez wiele lat. Typ ,,recalcitrant™ obejmuje nasiona,
ktdre osiagaja dojrzatos¢ w stanie uwodnionym i tracg zdolno$¢ do kietkowania podczas
podsuszania nawet do stosunkowo wysokiego poziomu wody (20-30%) [43]. Reaktywne
formy tlenu (RFT) powstajgw nasionach na kazdym etapie ich rozwoju i kietkowania, tj.
podczas rozwoju zarodka, w tym jego odwadniania, podczas starzenia nasion, w wyniku
pecznienia, mobilizacji substancji zapasowych, jak rowniez w momencie przebicia przez
0$ zarodkowa tupiny nasiennej [3,17,26,40,45,47]. Istotny wptyw na zywotnos¢ nasion
maja zdolnosci antyoksydacyjne zapobiegajace gromadzeniu sie reaktywnych form tlenu.
Nadmiar RFT prowadzi do stresu oksydacyjnego, uszkodzer komorek i w konsekwencji
do zaburzen procesu kietkowania, a nawet $mierci zarodka [3,40,47,52]. RFT powodujg
uszkodzenia struktur wewnetrznych, degradacje bton komérkowych, uposledzenie funkcji
biatek i enzymow, uszkodzenia kwaséw nukleinowych oraz dziatajg mutagennie [3,26,
31]. Prawidtowe dziatanie systemdw antyoksydacyjnych w nasionachjest zatem konieczne
do wihasciwego przebiegu procesu kietkowania. Proces kietkowaniajest waznym etapem
w zyciu rosliny, decydujacym o kondycji mtodej siewki i wptywajagcym na dalsze etapy
wzrostu i rozwoju. W tym czasie zachodzg istotne zmiany w metabolizmie nasion; z
poczatkowo powolnego, uspionego stanu anabiozy komorki przechodza do bardzo
intensywnego metabolizmu [3].

Ostatnio coraz czesciej dyskutowana jest pozytywna rola reaktywnych form tlenu
w komorkach roslinnych. Postuluje sie ich udziat w procesach rozwojowych, w
systemach transdukcji sygnatu, w ochronie komorek przed atakiem patogenéw,
modyfikacji scian komoérkowych oraz w rozluznianiu ich struktury, co utatwia wzrost
komorkom [3,33,45]. Rolajaka RFT petnigw komérkach zalezy w duzym stopniu od
ich stezenia, dlatego istotny wpltyw na prawidtowy przebieg proceséw rozwoju i
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kietkowania nasion, a takze na zachowanie zdolnosci do kietkowania w trakcie
przechowywania nasion majg systemy regulujace poziom RFT. Systemy antyoksy-
dacyjne dzielimy na enzymatyczne i nieenzymatyczne. Te pierwsze wykorzystujg
aktywnos¢ takich enzymow, jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD EC 1.15.1.1), katalaza
(CAT EC 1.11.1.6), a takze enzymOw zaangazowanych w cykl askorbinianowo-
glutationowy: peroksydaza askorbinianowa (APX EC 1.11.1.11), reduktaza
monodehydroaskorbinianu (MDHAR EC 1.6.5.4), reduktaza dehydroaskorbinianu
(DHAR EC 1.8.5.1) oraz reduktaza glutationu (GR EC 1.6.4.2) [35]. Systemy
nieenzymatycznej obrony komérek przed dziataniem RFT obejmujg gtéwnie
niskoczasteczkowe zwigzki antyoksydacyjne rozpuszczalne w wodzie, takie jak:
askorbinian i glutation oraz rozpuszczalny w ttuszczach a-tokoferol [47],

2. REAKTYWNE FORMY TLENU W ROZWOJU NASION

2.1.Wczesna embriogeneza

W zarodkach niektorych nasion na wczesnhych etapach rozwoju zachodzi proces
fotosyntezy, bedacy jednym z gtdwnych Zrodet reaktywnych form tlenu w zielonych
tkankach roslin. Proces ten jest uznawany za gtéwne zrédto tlenu singletowego oraz
anionorodnika ponadtlenkowego. Réwniez mitochondrialny tancuch transportu
elektronoéw jest waznym zrédiem RFT podczas rozwoju nasion, kiedy procesy
oddechowe zachodza z duza intensywnoscig [3]. W normalnych warunkach w wyniku
tzw. przecieku mitochondrialnego okoto 1% tlenu zuzywanego przez rosliny w procesie
oddychania mitochondrialnego ulega niepetnej redukciji stajgc sie zrodtem reaktywnych
form tlenu, gtéwnie anionorodnika ponadtlenkowego, ktéry w wyniku dysmutacji
przeksztatcany jest do nadtlenku wodoru [34], Waznym miejscem powstawania RFT
sgtakze peroksysomy. W organellach tych wytwarzany jest w procesie fotooddychania
nadtlenek wodoru oraz anionorodnik ponadtlenkowy w peroksysomowym taricuchu
przenosnikéw elektronéw. Peroksysomy majgtakze udziat w procesie usuwania RFT.
Organelle te zaangazowane sa bowiem w cykl askorbinianowo-glutationowy, satakze
miejscem wystepowania dysmutazy ponadtlenkowej oraz katalazy uczestniczacej w
rozktadzie H,0O2 Peroksysomy sgrowniez zrodtem tlenku azotu, czasteczki sygnalnej,
ktdra uczestniczy miedzy innymi w procesach obrony komérki przed dziataniem
czynnikéw stresowych, a ponadto moduluje odpowiedz komdrkowego systemu
antyoksydacyjnego [8, 18, 24], W komérkach roslinnych zrédtem reaktywnych form
tlenu sa takze oksydazy NADPH, pH-zalezne peroksydazy $ciany komérkowej oraz
aminooksydazy apoplastowe [ 1,3,7,30,32]. Ich znaczenie w biologii nasion nie zostato
jeszcze w petni poznane i wymaga dalszych badan w celu scharakteryzowania ich roli
w trakcie procesu rozwoju i kietkowania nasion.
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Powstajace podczas embriogenezy reaktywne formy tlenu, w tym takze H.O,, moga
petni¢ istotng role w prawidtowym rozwoju nasienia. Zmiany stezenia H.O, wptywajg
na poziom ekspresji niektérych genéw. Stwierdzono ze, w komoérkach rzodkiewnika
pospolitego (Arabidopsis thaliana) wystawionych na dziatanie podwyzszonego stezenia
H20, zmianie ulegt poziom ekspresji 175 gendw, z ktérych czes¢ stanowity geny kodujace
enzymy uczestniczace w procesach obrony komorek przed RFT [10]. Istotng role w
procesie embriogenezy peini askorbinian (AsA). W poczatkowych etapach rozwoju
zarodka, kiedy brak mu zdolnosci do samodzielnej syntezy, askorbinian jest w catosci
dostarczany przez rosline mateczng [2]. AsA petni wazna role w cyklu komdérkowym
poprzez pobudzanie i kontrole podziatéw komérek merystematycznych [9,38]. W trakcie
rozwoju nasion typu ,,orthodox" zawarto$¢ askorbinianu stopniowo spada, wzrasta
natomiast stezenie dehydroaskorbinianu (DHA). Réwnoczesnie spada takze aktywnos$¢
peroksydazy askorbinianowej [51].

2.2. Desykacja

Szkodliwe dziatanie reaktywnych form tlenu na nasiona ma miejsce w trakcie ich desykacji
i przechodzenia w stan anabiozy. Nasiona, ktore osiggnely dojrzatos¢, nie prowadza
fotosyntezy, sgw stanie silnego odwodnienia i ich metabolizm jest znacznie spowolniony.
Proces desykacji jest naturalnym etapem rozwoju nasion typu ,,orthodox", w wyniku ktérego
moga one poprzez ograniczenie metabolizmu przetrwa¢ dtugi okres w niekorzystnych
warunkach, zachowujac zdolnos¢ do kietkowania. Najwazniejszym zrodtem RFT w dojrzatych
nasionach jest mitochondrialny taricuch transportu elektronéw [3]. Spadek zawartosci wody
ponizej 0,25 g na gram suchej masy nasion ogranicza do minimum proces oddychania
mitochondrialnego. Prawdopodobnie jest to takze skuteczny sposéb zmniejszenia produkcji
RFT przez mitochondria [3, 4], Nasiona typu ,,orthodox” charakteryzujg sie wysoka
odpornos$cigna odwodnienie poprzez unikanie negatywnych skutkéw dziatania RFT. Nasiona
wrazliwe nawysuszenie (,,recalcitrant™) wraz z utratg wody tracg swoja zywotnos¢. Dodat-
kowo obserwuje sie w nich szereg objawdw stresu oksydacyjnego, takie jak: zwiekszenie
stezenia tiobarbiturandéw, uwalnianie etanu i akumulacje stabilnych form rodnikéw
organicznych [12,21]. Uszkodzenia spowodowane deficytem wody w komorkach nasion
typu ,,recalcitrant” przypisuje sie zwiekszonej produkcji RFT w potaczeniu z obnizeniem
zdolnosci antyoksydacyjnej systemdw ochronnych [28].

Nasiona wyksztatcity mechanizmy obrony antyoksydacyjnej na stres oksydacyjny
spowodowany deficytem wody polegajace na regulacji aktywnos$ci enzymow odpowie-
dzialnych za usuwanie RFT, jak réwniez na zmianach stezenia czasteczek o whasciwos-
ciach przeciwutleniajgcych [5,28]. Suche nasiona typu ,,orthodox", w odréznieniu od
nasion typu ,,recalcitrant" charakteryzuja sie niska zawartoscig lub brakiem askorbinia-
nu (AsA). Stwierdzono w nich réwniez brak aktywnosci APX [51]. Istnieje rowniez
grupa nasion, ktére pomimo silnego odwodnienia nie sg w petni pozbawione AsA i
aktywnosci peroksydazy askorbinianowej. llustrujgto wyniki uzyskane w przypadku
nasion buka zwyczajnego (Fagus sylvatica), co sugeruje posredni charakter tych nasion
[40]. Gtdwnym zwigzkiem o charakterze antyoksydacyjnym w suchych nasionach jest
glutation [9,26]. W suchych nasionach grochu (Pisum sativum) obserwuije sie szczegdlnie
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wysoki poziom glutationu i to zaréwno jego formy zredukowanej GSH, jak i utlenionej
GSSG, jednak w poréwnaniu ze $wiezymi tkankami forma disulfidowa stanowi wigkszy
procent catkowitego glutationu [27,52,55]. Oprocz funkcji antyoksydacyjnej, glutation,
a doktadniej stosunek GSH/GSSG, reguluje synteze biatek i wplywa na aktywnosé
enzymoOw poprzez reakcje z grupami cysteinowymi biatek [52]. Glutation uczestniczy
takze w regulacji cyklu komorkowego [38]. W suchych, dojrzatych nasionach typu
,,orthodox” obserwuje sie rowniez wysokg aktywno$¢ reduktazy glutationowej [4,
27]. Innym waznym elementem przystosowujacym nasiona do stanu silnego odwod-
nieniajest wzrost stezenia rozpuszczalnych cukréw w tkankach [4,19,39,41]. Podobny
mechanizm zaobserwowano takze u roslin rezurekcyjnych (,,zmartwychwstajacych”)
i porostow [22,26]. Proces odwodnienia nasion jest zwigzany z powstawaniem wolnych
rodnikéw i reaktywnych form tlenu. Mechanizm ich powstawania oraz aktywacji
systemu antyoksydacyjnego zostat doktadnie opisany dla nasion typu ,,recalcitrant”
poddanych odwodnieniu w warunkach laboratoryjnych [28]. Niewiele prac poswiecono
roli systemu antyoksydacyjnego w nabywaniu tolerancji na desykacje podczas rozwoju
nasion znplanta. Zmiana aktywnos$ci enzymdéw antyoksydacyjnych zachodzaca podczas
dojrzewanianasion i stopniowej utraty wody wydaje sie by¢ sposobem ich przystosowania
do obrony przed RFT w warunkach silnego odwodnienia. Stwierdzono, ze w trakcie
dojrzewania nasion niewrazliwych na desykacje spada aktywno$¢ dysmutazy ponadtlen-
kowej, co moze prowadzi¢ do akumulacji anionorodnika ponadtlenkowego oraz wzrasta
stezenie H,O, w tkankach zarodka [4]. Réwnocze$nie wzrasta aktywnos$¢ katalazy i
spada aktywnos$¢ peroksydazy askorbinianowej. W trakcie desykacji nastepuje
stopniowe obnizenie zawartosci H,O,, co sugeruje role CAT w usuwaniu nadtlenku
wodoru [5]. Regulacja ekspresji form izoenzymatycznych CAT badana byta w trakcie
rozwoju ziaren kukurydzy. W badaniach tych wykazano czasowo i przestrzennie
zréznicowang ekspresje roznych form katalaz [44].

Silnemu odwodnieniu nasion towarzyszy wiele komérkowych i biochemicznych
przemian. Zalicza sie do nich modyfikacje ultrastruktury komdrkowej, takie jak
waskularyzacja oraz synteze biatek LEA (Late-Embryogenesis-Abundant), biatek
szoku cieplnego (HSP - Heat Shock Proteins), aktywacje systeméw antyoksyda-
cyjnych oraz akumulacje oligosacharydow [4]. Synteza biatek zaliczanych do grupy
LEA (nalezg do nich réwniez dehydryny) rozpoczyna sie wraz z poczatkiem procesu
desykacji. Dominujacymi czasteczkami mRNA wystepujacymi w nasionach w stanie
odwodnionym sg mRNA kodujace biatka LEA. Ich synteza spada stopniowo juz po
kilku godzinach od momentu, kiedy suche nasiona zaczynaja pobiera¢ wode w procesie
pecznienia [22, 50], Dehydryny, biatka zaliczane do klasy 2 biatek LEA, moga by¢
zaangazowane w proces usuwania RFT [3]. Ze wzgledu na silnie hydrofitowy charakter
biatek LEA postuluje sie ich udziat w wigzaniu wody, co zapewnia minimalnajej ilos¢,
niezbedngdo przezycia [22], Odwodnienie nasion prowadzi do ograniczenia metabolizmu
i zmniejszenia zuzycia tlenu, nie powoduje to jednak catkowitego zatrzymania procesow
metabolicznych. W celu podtrzymania metabolizmu i produkcji ATP nasiona stopniowo
przechodzg na szlak oddychania beztlenowego. Aktywacje torow fermentacyjnych
obserwowano przy spadku zawartosci wody ponizej 0,6 g na gram $wiezej masy tkanki
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[28], jednak aktywnos¢ dehydrogenazy alkoholowej ujawniata sie juz na wczesnych
etapach rozwoju zarodka [15, 20].

2.3. Starzenie sie nasion

Reaktywne formy tlenu moga spowodowac¢ utrate przez nasiona zdolnosci do
kietkowania w trakcie ich dtugotrwatego przechowywania. Akumulacja RFT w trakcie
spoczynku nasion uznawana jest za jedng z gtéwnych przyczyn ich starzenia. RFT
moga albo reagowac bezposrednio ze sktadnikami komorek, powodujac ich uszkodzenia,
albo zosta¢ zwigzane w strukturach wewnagtrzkomoérkowych [3].

Jak juz wspomniano powyzej, dojrzate nasiona typu ,,orthodox" zawierajg bardzo
mate ilosci wody, ale nawet bardzo niskie stezenia wody moga podtrzymywac przebieg
nieenzymatycznych proceséw samoutleniania sie niektérych zwigzkow, gtdéwnie
lipidowych, prowadzgcych do powstawania wolnych rodnikéw [53]. Powstajace w
tych procesach wolne rodniki moga kumulowaé sie w tkankach powodujac ich
uszkodzenia i obnizajgc zywotnos¢ nasion, gtéwnie w wyniku peroksydacji lipidow.
Prowadzi to do zmian w strukturze wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych obecnych
w btonach komérkowych oraz w ciatach ttuszczowych nasion oleistych. Reakcje tego
typu sg prawdopodobnie gtéwnym Zrodiem RFT w dojrzatych, suchych nasionach [3,
26]. W komorkach w stanie silnie odwodnionym aktywnos$¢ enzymatycznajest bardzo
ograniczona. Réwniez enzymy antyoksydacyjne nie sg w stanie w pelni uczestniczy¢
w procesach obrony komérek przed dziataniem RFT, dlatego funkcje ochronne petnig
woéweczas niskoczasteczkowe antyoksydanty. Réwniez warunki przechowywania nasion,
takie jak: temperatura i wilgotno$¢ powietrza, maja wptyw na powstawanie RFT i
aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych [3,40].

3. ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU PODCZAS
KIELKOWANIA NASION

3.1. Pecznienie

Proces pecznieniajest pierwszym etapem kietkowania nasion. Kietkowanie mozna
podzieli¢ na trzy gtébwne fazy. Poczatkowa faza charakteryzuje sie gwattownym
pobieraniem wody przez nasiona, w wyniku czego szybko wzrasta masa nasion oraz
zuzycie tlenu przez nasiona. Faza druga okreslanajestjako metaboliczne plateau, jednak
w tym okresie rozpoczyna sie synteza kwasow nukleinowych i biatek, przygotowujac
o$ zarodkowa do wzrostu. Ostatnia trzecia faza kietkowania jest etapem charaktery-
zujacym sie ponownym wzmozonym poborem wody i tlenu przez nasiona i zwigzana
jest z wydostaniem sie osi zarodkowej na zewnatrz okrywy nasiennej. Moment ten
powszechnie uwaza sig za zakorczenie procesu kietkowania [3,6,17,48]. W niektorych
przypadkach, zwlaszcza w rolnictwie, za zakonczenie kietkowania uznaje sie ukazanie
sie liscieni lub pierwszego liscia, a czasem uzyskanie przez siewke autotrofii [29].
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Intensywne pobieranie wody podczas pecznienia suchych nasion moze powodowaé
uszkodzenia zwigzane z gwattownym wzrostem stezenia wody, wplywajace na obnizenie
efektywnosci kietkowania, a nawet prowadzace do utraty tej zdolnosci przez czes¢
nasion. Na negatywne skutki pecznienia narazone sg gtdwnie nasiona przechowywane
przez dtugi czas w stanie silnie odwodnionym [48]. Podczas procesu pecznienia nastepuje
powr6t do intensywnego metabolizmu. RAwniez ponowne wejscie na tor fosforylacji
oksydacyjnej jest zrodtem RFT. Istotnym zrédtem RFT w peczniejacych i kietkujacych
nasionach mogaby¢ uwalniane w wyniku pecznienia i mobilizacji substancji zapasowych
rodniki zwiazane przez gromadzone w trakcie dojrzewania nasion zwiazki [3].

3.2. Przebicie okrywy nasiennej

Moment przebicia okrywy nasiennej przez o$ zarodkowajest najbardziej widocznym
symptomem kietkowania i rozpoczecia wzrostu. Proces przebicia okrywy nasiennej
ttumacza trzy r6zne koncepcje. Pierwsza z mozliwosci zaktada, ze poczatkowe etapy
wzrostu osi zarodkowej sg wynikiem wzrostu turgoru komorek. Pod koniec kietkowania
potencjat osmotyczny w komdrkach osi zarodkowej staje sie bardziej ujemny na skutek
wzrostu stezenia substancji osmotycznie czynnych pochodzacych z hydrolizy materiatow
zapasowych zgromadzonych w komorkach osi zarodka. Prowadzi to do zwiekszonego
pobierania wody przez komérki i wzrostu ich objetosci [6]. Wedtug drugiej koncepcji
wzrost elongacyjny komdrek osi zarodkowej jest mozliwy dzieki rozluznieniu struktury
$cian komoérkowych i zwiekszeniu ich rozciggliwosci. Trzecia mozliwos¢ zaklada
rozluznienie struktur okrywy nasiennej utatwiajace przebicie osi zarodkowej na zewnatrz.
Wozrost osi zachodzi przez wydtuzanie sie komorek spowodowane dziataniem potencjatu
cisnienia, ktory w sytuacji, kiedy wzrost komaorek nie jest ograniczony poprzez otaczajgce
struktury, jest wystarczajaco wysoki [6].

Przebicie okrywy nasiennej zmienia w sposéb istotny warunki, wjakich rozwija sie
kietkujgce nasienie. W poczatkowych etapach kietkowania nasiona narazone sg na
stan przejsciowej anaerobiozy bedacy wynikiem stabej przepuszczalnosci okrywy
nasiennej dla gazéw, nastepuje woweczas aktywacja torow fermentacyjnych [15].
Warunki te charakterystyczne sg dla stanu hipoksji. Podczas hipoksji zmniejsza sie
wydajno$¢ mechanizmow antyoksydacyjnych [7]. Pekniecie okrywy nasiennej i wydo-
stanie sie osi zarodkowej na zewnatrz zwieksza doptyw tlenu do komoérek. Towarzyszy
temu intensywny wzrost stezenia RFT okreslany jako tzw. wybuch tlenowy. Obecnie
postuluje sie, ze RFT moga by¢ gtéwna przyczyng zamierania skietkowanych nasion,
ktore po okresie hipoksji eksponowane sg ha warunki tlenowe [13,14]. RFT powstaja
w tym okresie gtéwnie w mitochondriach, co jest wynikiem wzmozonej aktywnosci
oddechowej tkanek spowodowanej zwiekszong dostepnoscia tlenu. Wykazano, ze w
nasionach grochu i tubinu wzrasta poziom wolnych rodnikéw pochodzenia semichinono-
wego w momencie przebicia okrywy nasiennej przez o$ zarodkowa [ 16, 55]. Wzrost
stezenia H,O, zaobserwowano miedzy innymi podczas kietkowania nasion tubinu [16],
soi [17] i rzodkiewki [45]. Procesowi kietkowania towarzyszyt takze wzrost poziomu
rodnika hydroksylowego i anionorodnika ponadtlenkowego [17,45]. Sugeruje sie, ze
gtéwnym miejscem wytwarzania RFT w trakcie kietkowania sg: 0§ zarodkowa, okrywa
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nasienna i warstwa aleuronowa [3, 17], Zjawisko zwiekszonej produkcji RFT
zaobserwowano u roslin rowniez w sytuacji kontaktu komoérek z patogenem lub
czasteczka elisytora [54]. Schépfer i wsp. [45] wykazali gwattowny wzrost stezenia
RFT w kietkujgcych nasionach rzodkiewki (Raphanus sativus) na krétko przed
przebiciem przez o$ zarodkowg okrywy nasiennej i to nie tylko w tkankach, ale réwniez
w $rodowisku otaczajgcym kietkujgce nasienie. Autorzy ci postulujg udziat RFT w
procesach obronnych przed atakiem patogenéw w trakcie kietkowania nasion. RFT
uczestniczg réwniez w procesie depozycji lignin i rozluznieniu struktury $ciany
komdrkowej, co utatwia wzrost elongacyjny komérkom osi zarodkowej [3]. Stwierdzono
takze udziat RFT w programowanej $Smierci komorek warstwy aleuronowej w ziarnia-
kach jeczmienia (Hordeum vulgare) w trakcie ich kietkowania [11].

Doniesienia literaturowe z ostatnich lat wskazuja na udziat oksydazy alternatywnej
(AOX) i biatka rozprzegajagcego PUMP (Plant Uncoupling Mitochondrial Protein)
w obronie komérek roslinnych przed RFT, ale dotychczas brak danych potwierdzajacych
ich role w obronie przed RFT wytwarzanymi w procesach rozwoju i kietkowania nasion
[25, 49]. Wiekszos$¢ badan poswieconych mechanizmom obrony antyoksydacyjnej
uruchamianym podczas kietkowania nasion dotyczy roli enzymow i metabolitéw cyklu
askorbinianowo-glutationowego. W trakcie kietkowania obserwuje sie wzrost zawartosci
askorbinianu. W poczatkowym okresie pecznienia thumaczy sie to wzrostem aktywnosci
reduktazy dehydroaskorbinianu, ktdra uczestniczy w przeksztatcaniu DHA do askorbinia-
nu. Gwattowny wzrost stezenia askorbinianu w kietkujagcym zarodku nastepuje dopiero
po aktywacji szlakéw biosyntezy AsA, zwlaszcza w momencie przebicia przez o$
zarodkowg tupiny nasiennej [16, 36, 37, 55]. Zmianie ulega réwniez stezenie innych
substancji niskoczgsteczkowych majacych zdolnosci antyoksydacyjne miedzy innymi
a-tokoferolu i y-tokoferolu [46,47]. Innym miejscem powstawania RFT saglioksysomy,
bedace funkcjonalng klasg peroksysoméw, ktorych gtdéwna funkcja jest katabolizm
kwaséw ttuszczowych. Uczestniczg one w produkcji RFT w procesie 3-oksydacji lipidéw
katalizowanym przez oksydaze acylo-CoA, jak rowniez w cyklu glioksalowym [42].
Procesy te sg znaczacym zrédtem RFT szczegélnie w nasionach oleistych.

PODSUMOWANIE

Nie ulega watpliwosci, ze reaktywne formy tlenu petnig istotng funkcje w biologii
nasion. Pojawiaja sie we wszystkich stadiach zycia nasion poczawszy od rozwoju az
po kietkowanie. Wytwarzanie RFT towarzyszy dramatycznym zmianom uwodnienia i
aktywnosci metabolicznej nasion. Ostatnie lata przyniosty znaczacy postep w badaniach
zarowno nad rolag RFT w fizjologii nasion, jak i systemami antyoksydacyjnymi
aktywowanymi na poszczegoélnych etapach zycia nasion. Pomimo nasilenia tych badan
wiele kwestii pozostaje niewyjasnionych. Zbyt mato jeszcze wiadomo na temat roli
RFT w procesie kietkowania. Nie mniej jednak wydaje sie juz niemal pewne, ze
wzmozonej produkcji reaktywnych form tlenu nie nalezy rozpatrywac wytacznie w
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kategoriach stresu oksydacyjnego, lecz jako przejaw aktywnosci biologicznej nasion
znajdujacej sie pod kontrolg rozwojowg. Poznanie mechanizméw lezacych u podstaw
oddziatywania reaktywnych form tlenu z hormonami dostarczy nowych danych na
temat nabywania tolerancji na desykacje oraz przetamywania spoczynku nasion.
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Streszczenie'. Mejoza jest procesem o ogromnym znaczeniu dla rozwoju i ciggtosci zycia na Ziemi. U
znakomitej wiekszosci organizméw zywych powstate w wyniku mejozy komorki bezposrednio zaanga-
zZowane sg W procesy rozmnazania piciowego. Intensywny rozwoj technik biologii molekularnej pozwo-
lit na identyfikacje licznych genéw zaangazowanych w podziat mejotyczny. Modelowe organizmy wy-
korzystywane w tych badaniach to przede wszystkim drozdze oraz Caenorhabditis elegans. Ostatnie
lata przyniosty tez szereg informacji dotyczacych genetycznej i molekularnej regulacji mejozy u roslin,
gtéwnie u Arabidopsis thaliana. Molekularne podtoze mejozy u roélin, z uwagi na lepsza dostepnosé
materiatu i tatwos¢ obserwacji fenotypowych efektéw mutacji, prowadzone sg przede wszystkim na
komérkach meskiej linii generatywnej, tj. podczas mikrosporogenezy. Okazato sig, ze wiekszo$¢ zna-
nych z badan u drozdzy genéw zaangazowanych w takie etapy podziatu mejotycznego, jak: koniugacja
chromosomoéw homologicznych czy crossing-over, ma swoje homologi u roslin. Wskazuje to na wysoki
stopien uniwersalnosci molekularnych mechanizméw mejozy w komorkach eukariotycznych. Praca sta-
nowi kompilacje aktualnych wiadomosci na temat genetycznej i molekularnej kontroli mikrosporogenezy
u roslin okrytonasiennych, ktére przedstawiono na tle informacji znanych z badari u innych organizméw,
w tym szczegolnie u drozdzy.

Stowa kluczowe: mejoza, mikrosporogeneza, crossing-over, cytokineza.

Abstract: Meiosis is a process which have a great weight for development and continuity of life on Earth.
In a great majority of organisms the cells which are made during meiosis are directly involved in sex
reproduction processes. High development of molecular biology techniques makes possible an identifica-
tion of numerous genes involved in meiotic division. Model organisms in these research in the first place
are yeasts and Caenorhabditis elegans. The last years bring also many informations about genetic and
molecular regulation of meiosis in plants, mainly in Arabidopsis thaliana. Molecular basis of meiosis in
plants, because of better accessibility of the biological material and easiness of observations of the
mutation fenotypical effects, is studied mainly in the male generative cells line, i.e. during microsporoge-
nesis. It was shown that the majority of genes known from research on yeasts which are involved in such
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steps of meiotic division as homologue chromosomes conjugation or crossing-over has the homologues in
plants. This indicate that there is a high degree of universality of meiosis molecular mechanisms in
eucariotic cells. This work is a compilation ofactuall informations about genetic and molecular controll of
microsporogenesis in angiosperms, which are presented in the background of the results from studies on
different organisms, especially in yeasts.

Key words', meiosis, microsporogenesis, crossing-over, cytokinesis.

Kluczowym etapem w rozwoju zar6wno meskiego, jak i zenskiego gametofitu roslin
okrytonasiennych jest podziat mejotyczny, w wyniku ktérego powstaje haploidalne
pokolenie komérek bezposrednio zaangazowanych w rozmnazanie piciowe. Cytolo-
giczne aspekty mejozy u ro$lin okrytonasiennych od dawna byty przedmiotem badan
biologdw komorki oraz botanikow i zostaty dobrze poznane u wielu gatunkéw. Niezwykle
intensywny rozwdj technik biologii molekularnej w ostatnich latach przyczynit sie do
poznania i charakterystyki wielu gendw kontrolujacych proces mejozy. Dzieki temu
zidentyfikowano takze liczne mutanty roslinne charakteryzujace sie zaburzeniami w
przebiegu mejozy. Modelowa rosling wykorzystywang w tych badaniach, z uwagi na
fatwo$¢ manipulacji genetycznych i powszechne zastosowanie w badaniach molekular-
nych, jest Arabidopsis thaliana (L.). Tradycyjnie geny, ktérych mutacja objawia sie
zaburzeniami przebiegu ktoregokolwiek ze stadiow mejozy zaréwno w linii meskiej
(mikrosporogeneza), jak i zenskiej (megasporogeneza), przyjeto okresla¢ mianem genéw
mejotycznych. Natomiast geny, ktére kontroluja prawidtowy przebieg tylko mikrosporo-
genezy oraz rozwoju pytku, nazywane sg genami meskosterylnymi. Znaczna wiekszos¢
prac dotyczacych gendw mejotycznych, z uwagi na lepszg dostepnos¢ materiatu i
fatwosé obserwacji fenotypowych efektow mutacji, prowadzona jest na komdrkach
meskiej linii generatywnej. W zwigzku z tym w niniejszej pracy informacje dotyczace
grupy gendw mejotycznych ujete zostaty gtéwnie w aspekcie ich aktywnosci podczas
mikrosporogenezy.

RYCfNA 1. Przebieg mikrosporogenezy (mejozy pylnikowej) u roslin okrytonasiennych. A. Wczesna
| profaza mejotyczna - mikrosporocyty (m) potaczone szerokimi kanatami cytoplazmatycznymi. B.
Pod koniec | profazy wokét mikrosporocytéw syntetyzowana jest $ciana kalozowa. C-D. Po | podziale
mejotycznym powstaje diada nieprzedzielona $ciang komérkowa (C ), lub zbudowana z dwu komérek
oddzielonych $ciang kalozowg (D). E. Po drugim podziale mejotycznym wytwarzane sg 4 zredukowane
mikrospory oddzielone $ciang kalozowg syntetyzowang sukcesywnie (D-E) lub réwnoczesnie (D-E). F.
Po enzymatycznej lizie $ciany kalozowej uwalniane sa mikrospory, ktére réznicujg sie w dwukomaérkowe
(G) lub tréjkomorkowe (H) ziarna pytkowe (kg - komorka generatywna, kw — komdrka wegetatywna, kp
- komorki plemnikowe)
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Przebieg mejozy pylnikowej jest zasadniczo wspoélny dla wiekszosci roslin
okrytonasiennych i nie odbiega od typowego redukcyjnego podziatu mikrosporocytow
(ryc. 1). Mikrosporogeneza u roslin dzikiego typu charakteryzuje sie wysokim stopniem
synchronicznosci, ktéra mozliwa jest dzieki licznym kanatom cytoplazmatycznym
taczacym mikrosporocyty podczas wczesnych etapow podziatu. Podczas dalszego
przebiegu mejozy mikrosporocyty izolujg sie od siebie za pomoca $ciany kalozowej,
ktéra oddziela takze powstate po mejozie 4 haploidalne mikrospory. Po rozpadzie $ciany
kalozowej z mikrospor rozwijajg sie dwu- lub tréjkomaérkowe ziarna pytkowe. Praca
stanowi kompilacje aktualnych wiadomosci dotyczacych genetycznej kontroli
mikrosporogenezy u roélin okrytonasiennych, ktére przedstawiono na tle informacji
znanych z badan u innych organizméw, w tym szczeg6lnie u drozdzy (tab 1).

1. KOHEZJA SIOSTRZANYCH CHROMATYD

Jednym z etapéw przygotowania do podziatu komoérkowego jest replikacja materiatu
genetycznego, ktora zachodzi w fazie S interfazy. W przypadku cyklu redukcyjnego
nowopowstate chromatydy siostrzane pozostajg potgczone ze sobg az do anafazy Il
podziatu mejotycznego. Trwale potaczenie obu chromatyd mozliwe jest dzieki ich
interakcji z wielkoczasteczkowym kompleksem specyficznych biatek - kohezyn. Jak
dotad opisano dwa mutanty Arabidopsis, ktore wykazywaty zaburzenia w przestrzen-
nym zwigzku siostrzanych chromatyd podczas wczesnych etapdw podziatu mejotycz-
nego.

Pierwszym z nich jest mutant swil/dyad (switchl/dyad). Mutacja 3 poznanych
alleli genu SWITCH1 (SWI11)/DYAD objawia sie zaburzeniami zwigzku pomiedzy
chromatydami zaréwno w przebiegu mega-, jak i mikrosporogenezy. Nieprawidtowosci
w przestrzennych interakcjach pomiedzy chromatydami siostrzanymi tyko podczas
mikrosporogenezy wykazuja natomiast rosliny, ktore majg zmutowany jeden z alleli
tego genu, tj. o genotypie swil-2 [36]. W pylnikach mutantow juz podczas | profazy
mejotycznej obserwuje sie zanik potaczen miedzy siostrzanymi chromatydami
mikrosporocytow. Efektem tych zaburzen jest niekompletny badzZ catkowicie zahamo-
wany proces kondensacji chromosomoéw oraz brak wyréznialnych stadiéw leptotenu,
zygotenu oraz pachytenu. Przedwczesna segregacja takich anormalnych chromatyd
podczas pierwszego i drugiego podziatu mejotycznego doprowadza do wytworzenia od
! do 10 nieréwnocennych jader, ktére nastepnie degenerujg [33], Jak wykazata analiza
molekularna, transkrypt genu SW11 podlega alternatywnemu splicingowi i koduje dwa
biatka o dtugosci odpowiednio 578 i 635 aminokwasow, ktére roznig sie jedynie na
koncu N. Jak dotad nie stwierdzono homologii tych biatek wzgledem zadnych znanych
sekwencji, ktore figurujg w bazach danych [33].

Komorkowa lokalizacja biatka SWI! badana byta u rzodkiewnika pospolitego przy
uzyciu konstruktu SWI1-GFP. Wykazano, ze konstrukt ten kolokalizowat z DNA
wytacznie wjadrach komérek podlegajacych mejozie, jest to zatem biatko specyficzne
dla cyklu mejotycznego. Ponadto w jadrach komérkowych biatko obecne byto jedynie
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TABELA 1. Homologi/ortologi drozdzowych genéw kontrolujacych proszczeg6lne etapy mejozy
u Arabidopsis thaliana

GEN DROZDZY HOMOLOG/ FUNKCJA KODOWANEGO BIALKA
ORTOLOG
A. thaliana

REKOMBINACJA MATERIALU GENETYCZNEGO

SPO11 AtSPOII-1 Topoizomerazy typu Il odpowiedzialne za inicjacje dwuniciowych
AtSPOII-2 peknie¢ DNA [26]
AtSPOII-3
MRE11 AtMREII Tworzg kompleks odpowiedzialny za naprawe dwuniciowych
RAD50 AtRADS50 peknie¢ DNA [11]
RAD51 AtRAD51 Rekombinaza; wymiana fragment6w nici oraz naprawa
uszkodzen DNA [1]
RAD51C AtRAD51C Prawdopodobnie uczestniczg w montazu i stabilizacji biatka
XRCC3 AtXRCC3 RAD51 [1,10]
DMC1 AtDMCI Identyfikacja homologii DNA miedzy lepkim koricem 3' a
chromosomem homologicznym [40]
MND1 AtMNDI Naprawa DSB, stabilizacja heterodupleksow [20]
ATM AtATM Kinaza biatkowa aktywowana peknieciami DNA,; fosforyluje

biatka naprawiajgce pekniecia DNA [23]
RECQ HELICASES RecQ (szes¢ Replikacja i rekombinacja DNA podczas p6zniejszych stadiow
homologéw) naprawy peknie¢ dwuniciowego DNA [6]

MLH1 AtMLHI Naprawa niedopasowan po wymianie odcinkéw DNA [40]

MEI1 AtMEII Uczestniczy w odpowiedzi na pekniecia DNA i blokade

(MCD1) replikacji u Eukariota [27]

MSH4 AtMSH4 Udziat w szlaku powstawania crossovers klasy | [28]

MSH5 -

MER3 AtMER3 Helikaza; stabilizacja molekut uczestniczacych w powstawaniu
"podwajnej struktury Hollidaya" [35]

MUS81 -

MMS4 - Endonukleazy; ciecie i naprawa peknie¢ DNA. U drozdzy

EMEI - katalizujg szlak powstawania crossovers klasy Il [29]

PTD Rekombinacja materiatu genetycznego [46]

podczas interfazy premejotycznej oraz bardzo wczesnej profazy [33]. W zwigzku z
tym autorzy sugerujg, ze biatko SWI! jest odpowiedzialne raczej za inicjacje przestrzen-
nego zwigzku pomiedzy chromatydami siostrzanymi anizeli jego utrzymywanie podczas
kolejnych stadiéw mejozy.

Drugi mutant charakteryzujacy sie nieprawidtowosciami w kohezji pomiedzy
chromatydami siostrzanymi opisany zostat przez dwie niezalezne grupy badawcze. Bai
i wsp. [7] oraz Bhatt i wsp. [8] wykazali, ze mutacja genu SYN1/DIF1 (SYN1/
DETERMINATE, INFERTILEL) objawia sie najpierw zaburzeniami w kondensacji
chromosomow w leptotenie, a nastepnie ich fragmentacja w metafazie | i defektami w
segregacji podczas anafazy I. Zidentyfikowano pie¢ mutantow genu SYN1/DIF1, a
mutacja u kazdego z nich powodowata catkowitg sterylno$¢ zarowno meska, jak i
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TABELA 1, cd.
GEN HOMOLOG/ FUNKCJA KODOWANEGO BIALKA
DROZDZY ORTOLOG-

A. thaliana

KOHEZJA SIOSTRZANYCH CHROMATYD
SWII/DYAD Inicjacja kohezji chromatyd siostrzanych [33]
RAD21/REC8 SYN1/DIF1 Aktywnos$¢ kohezyny; formowanie potaczen miedzy chromatydami
siostrzanymi [8]

KONIUGACJA CHROMOSOMOW HOMOLOGICZNYCH

SWII/DYAD  Formowanie elementéw bocznych kompleksu synaptonemalnego [33]

SDS Cyklina typu B; decyduje o czasie rozdzielania chromosoméw
tworzacych biwalent [5]
MEU13+ AHP2 Kontrola parowania chromosoméw homologicznych [39]
HOP1 ASY1 Interakcja miedzy elementami osiowymi kompleksu synaptonemalnego

a chromatyng chromosoméw homologicznych [3,4]
ORGANIZACJA WRZECIONA PODZIALOWEGO
KATA/ATK1  Kinezyna; organizacja mikrotubul wrzeciona podziatowego [17]
PRZEBIEG CYTOKINEZY

STD/TES Kinezyna; uczestniczy w powstawaniu tzw. jadrowych domen
cytoplazmatycznych odpowiedzialnych za prawidtowy przebieg
cytokinezy postmejotycznej [30,51]

EKSPRESJA GENOW MEJOTYCZNYCH

SPL/NZz Czynnik transkrypcyjny MADS Box; przejécie ze stanu
wegetatywnego w generatywny [41,50]

MMD1 regulacja transkrypcji genéw mejotycznych
re?nodejlowanle chromatyny [52] [ bia“ka

DUET regulacja organizacji chromatyny i ekspresji [ Klasy
genow podczas rrrikrosporogenezy [38] PHD-

MS1 regulacja transkrypcji genéw tapetum [47] J  finger

AMS1 Czynnik transkrypcyjny z klasy MYB; regulacja rozwoju tapetum [42]

KONTROLA CYKLU KOMORKOWEGO

SKPI ASK1 Element ligaz ubikwitynowych; degradacja biatek czestniczacych
w kolejnych procesach | profazy [53,54]
TAM1 Cyklina typu A - CYCA 1,2 [31, 44]
MS5 s
(TMD/ Kontrola wyjscia z mejozy [16]
POLLEN-

LESS3)
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zenska. W stadiach postpachytenowych w mikrosporocytach mutantow synl/difl
obserwowano zmienione morfologicznie chromosomy, co moze wskazywac na nieprawid-
towosci w mechanizmie kohezji siostrzanych chormatyd. POzniejsze zaburzenia w
rozdzielaniu takich chormosomoéw prowadzity do powstawania produktéw mejozy
ztozonych czesto nawet z 8 komadrek o r6znym ksztalcie, fenotypie i ploidalnosci [8].

Badania poréwnawcze ujawnity, ze gen SYN1/DIF1 jest w wysokim stopniu
homologiczny do drozdzowego genu RAD21/REC8 (RADiation sensitive 21/deficient
in meiotic RECombination 8), kodujacych rodzine kohezyn zaangazowanych w
formowanie potaczen pomiedzy chromatydami siostrzanymi i kondensacje chromatyny
podczas cyklu mitotycznego [7], Analiza molekularna genu SYN1/DIF1 wykazata, ze
jego transkrypt podlega alternatywnemu splicingowi i koduje dwa biatka. Pierwsze o
dtugosci 627 reszt aminokwasowych, ktore syntetyzowane jest na niskim poziomie we
wszystkich tkankach, oraz drugie zbudowane z 617 aminokwasow, ulegajace ekspresji
tylko w pakach kwiatowych [16]. Biatka te maja dwa sygnaty lokalizacji jgdrowej
(NLS, z ang. Nuclear Localization Signal) i kilka domen PEST (z ang. proline (P),
glutamate (E), serine (S), and threonine (T) rich domain), ktére obecne sg zazwyczaj
w biatkach ulegajgcych niezwykle szybkiej degradacji w komdrkach eukariotycznych
[7]. Kohezyjna funkcja biatka SYN 1/DIF! wydaje sie by¢ bardziej powszechna. Stosujac
testy komplementacji [21] stwierdzili bowiem, ze biatko to czesciowo zastepuje mitotyczng
kohezyne Mcd! u drozdzy. Wskazuje to, iz biatko SYN I/DIF1 moze petnié role kohezyny
w komorkach dzielgcych sie zaréwno mejotycznie, jak i mitotycznie.

2. KONIUGACJA CHROMOSOMOW HOMOLOGICZNYCH

Poza redukcjg liczby chromosomow efektem kazdej mejozy jest takze rekombinacja
materiatu genetycznego, ktéra odbywa sie zazwyczaj w zygotenie w procesie crossing-
over. Aby zaszedt crossing-over, chromosomy ojcowski i matczyny muszg wejsé w
specyficzng interakcje przestrzenng (koniugacja, synapsis), w wyniku ktorej w zygotenie
powstajg struktury okreslane mianem biwalentéw. Opisana interakcja umozliwia
pOZzniejsza reakcje wymiany odcinkéw pomiedzy chromatydami chromosomow homolo-
gicznych. Koniugacja chromosoméw homologicznych zachodzi za posrednictwem
makromolekularnej struktury okreslanej mianem kompleksu synaptonemalnego (ryc.
2). Kompleks synaptonemalny zaczyna formowac siejuz w leptotenie, kiedy chromosom
ojcowski i matczyny zblizg sie do siebie na odlegtos¢ mniejszg anizeli 200 nm, a na
powierzchni nici chromatynowych obu chromosoméw odbywa sie montaz biatkowych
elementéw osiowych (ang. axial elements). Podstawowe czesci w petni uformowanego
kompleksu synaptonemalnego to: 1) elementy boczne, utworzone z kontaktujagcych sie
ze sobg licznych elementéw osiowych, bezposrednio zwigzane z chromatydami
chromosoméw homologicznych, 2) element centralny taczacy oba elementy boczne za
posrednictwem poprzecznych wiékien oraz 3) grudka rekombinacyjna. Elipsoidalne
grudki rekombinacyjne zbudowane saz biatek uczestniczacych w koniugacji i wymianie
odcinkéw chromosoméw homologicznych. W zaleznosci od stadium | profazy
mejotycznej oraz ich wyposazenia grudki-rekombinacyjne dzieli sie nawczesne i pozne.
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Weczesne grudki rekombinacyjne
widoczne sg juz w zygotenie i
zawierajg biatka biorgce udziat w
inicjacji przestrzennego zwigzku
pomiedzy chromosomami homo-
logicznymi i wczesnych etapach
rekombinacji. P6zne grudki re-
kombinacyjne pojawiajg sie zaz-
wyczaj w Srodkowym pachytenie,
samniej liczne anizeli grudki wczes-
ne, a miejsca ich wystepowania

uznaje sie za tozsame z miejscami  RYCINA 2. Schemat budowy kompleksu synaptonemalnego.
. . CHI, CH2 - chromatydy niesiostrzane chromosoméw homolo-

ZgJscia crossing-over [2] gicznych, EB - elementy boczne, EC - element centralny, WP -

Modelowym organizmem WY-  \wiskna poprzeczne, GR - grudka rekombinacyjna

korzystywanym do badan nad

genetyczng i molekularng naturg procesu koniugacji chromosoméw homologicznych i
crossing-over u Eukaryota sg drozdze. Cechy, ktére decydujg o wykorzystaniu tych
komorek w poznawaniu molekularnych podstaw rekombinacji mejotycznej, to: maty genom,
wysoka czestos$¢ rekombinacji (100 miejsc crossing-overoraz tatwos¢ manipulacji
genetycznych. Znakomita wiekszos¢ gendw zwigzanych z kontrolg profazy | podziatu
mejotycznego u Eukaryota, w tym rédwniez procesu rekombinacji, zidentyfikowana zostata
whasnie dzieki badaniom prowadzonym na drozdzach. W ostatniej dekadzie ziden-
tyfikowano takze znaczng liczbe gendw zaangazowanych w proces crossing-over w
komorkach rodlinnych, przy czym stopieri homologii tych gen6w okre$lano w odniesieniu
do sekwencji genow drozdzowych.

Generalnie, u wigkszosci organizmoéw mutacje w genach kodujacych biatka charak-
terystyczne dla wczesnych grudek rekombinacyjnych objawiaja sie zaburzeniami
koniugacji chromosoméw homologicznych i wczesnych etapéw crossing-over. Z kolei
defekty gendw kodujacych biatka obecne w p6znych grudkach rekombinacyjnych nie
wphywajg na przestrzenny zwigzek pomiedzy chromosomami matczynym i ojcowskim,
ale zaburzaja lub uniemozliwiajg proces rekombinacji.

2.1. Geny odpowiedzialne za formowanie synapsis chromosomow
homologicznych

W ciggu ostatniej dekady zidentyfikowano duzg liczbe mutantéw A. thaliana
charakteryzujacych sie réznorodnymi defektami w interakcjach chromosomow podczas
| profazy mejotycznej. Opisane powyzej badania biatka SW1! ujawnity, ze oprécz udziatu
w kohezji siostrzanych chromatyd, jest ono takze zaangazowane w formowanie
elementéw bocznych kompleksu synaptonemalnego [34], W metafazie | podziatu
mejotycznego u mutantéw swil-2 nie obserwowano bowiem typowych dla rzodkiewnika
pospolitego pieciu biwalentéw, a 20 pojedynczych chromatyd. Ponadto brak widocznych
chiazm sugeruje, ze u roslin tych nie zaszedt crossing-over, co wskazuje na udziat
biatka SWI1 takze w procesie rekombinacji [34].
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Azumi i wsp. [5] opisali mutanta solo dancers (sds) wykazujacego nieprawidtowosci
w koniugacji chromosomow podczas | profazy mejotycznej. Wszystkie rosliny o tym
genotypie charakteryzowaty sie silnie zredukowang ptodnos$cia. Mutanty sds cechowaty
sie prawidtowag kondensacjg chromosomoéw, jednakze obserwowano, ze rozwoj wiekszosci
mikrosporocytéw zatrzymywat sie w stadium zygotenu, tylko cze$é z nich przechodzita
do pachytenu. Na tej podstawie autorzy sugeruja, ze rosliny te maja zaburzony proces
formowania biwalentéw oraz crossing-over, co w przypadku nielicznych komoérek
podlegajacych petnemu podziatowi mejotycznemu, prowadzi do nieuporzadkowanego
rozmieszczenia chromosoméw podczas kolejnych stadiow mejozy i powstawania
anormalnych mikrospor [5]. Analiza molekularna biatkowego produktu genu SDSwykazata
miedzy innymi, ze na C-koncu zawiera on tzw. ,,region rdzeniowy cyklin” (z ang. ,,cyclin
core region") - konserwatywnag domene charakterystyczng dla cyklin typu B u
Arabidopsis [5]. Mozliwe zatem, ze biatko SDS reprezentuje nowy typ cyklin,
prawdopodobnie specyficznych dla komérek podlegajacych podziatowi mejotycznemu.
Ponadto zatozono, ze musi réwniez istnie¢ zalezna od cyklin specyficzna kinaza, ktéra
by¢ moze odgrywa kluczowg role w regulacji interakcji pomiedzy chromosomami
homologicznymi. Na tej podstawie Azumi i wsp. [5] stworzyli model, ktory zaklada, ze
biatko SDS decyduje o czasie rozdzielania chromosoméw tworzgcych biwalent poprzez
fosforylacje biatek zaangazowanych w utrzymanie tego zwigzku przestrzennego, przy
czym mozliwe, ze jednym z tych biatek jest opisane powyzej SWIL

Podobnego fenotypowo do sds mutanta Arabidopsis opisali Schommer i wsp. [39].
Rosliny z mutacjg genu AHP2 (Arabidopsis Homologue Pairing 2) byty sterylne w
wyniku zaburzen mejozy. Wykorzystujac technike fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
do lokalizacji sekwencji organizatora jgderkowego (NOR) stwierdzono, ze w mikro-
sporocytach mutantéw ahp2-1 chromosomy rozmieszczone sgw sposob przypadkowy,
co jest konsekwencja nie wytworzenia sie biwalentéw w | profazie mejotycznej [39],
Wynikiem tych zaburzen jest nieprawidtowa segregacja chromosomow podczas anafazy
| i Il podzialu mejotycznego. Badania molekularne ujawnity, ze gen AHP2 jest
homologiem genu meul3\ ktéry kontroluje parowanie chromosoméw homologicznych
podczas mejozy u drozdzy. Natej podstawie autorzy sugeruja, ze funkcja drozdzowego
genu meul3+jest konserwowana w bardziej ewolucyjnie zaawansowanych komérkach
eukariotycznych [39].

Kolejnym genem rzodkiewnika pospolitego, ktory kontroluje przestrzenny zwigzek
pomiedzy chromosomami homologicznymi, jest ASY1 (ASYnaptic 1). Mutacja tego
genu objawia sie catkowitym brakiem formowania biwalentéw podczas | profazy
mejotycznej [3]. Brak synapsis pomiedzy chromosomami homologicznymi u roslin o
genotypie asyl powoduje, iz chromosomy pozostajguniwalentami, nie tworzg sie tez
chiazmy. Efektem sg zaburzeniaw rozchodzeniu sie chromosomow homologicznych
podczas anafazy | podziatlu mejotycznego i powstanie jgder o przypadkowej liczbie i
sktadzie chromosomoéw. W rezultacie po Il podziale mejotycznym u mutantéw asyl
dochodzi do powstania nienaturalnych wielokomdrkowych produktéw mejozy, tzw. poliad,
zawierajacych zréznicowanag liczbe chromosoméw [3].

Immunolokalizacja biatka ASY'! u roslin A. thaliana i Brassica oleracea dzikiego
typu wydaje sie odzwierciedla¢ jego funkcje podczas koniugacji chromosomow
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homologicznych [4], W interfazie premejotycznej biatko ASY | wystepowato w postaci
punktowych skupisk na terenie jgder mikrosporocytéw. Z chwilg wejscia komorek w |
profaze mejotycznajego lokalizacja stawata sie bardziej homogenna i w okresie leptoten-
zygoten obserwowana byta jedynie na obszarze elementéw osiowych chromatyd
chromosoméw homologicznych. Badania na poziomie subkomérkowym wykazaty, ze
biatko ASY1 wystepuje jedynie wzdtuz chromatyny bezposrednio zasocjowanej z
elementami osiowymi (bocznymi) kompleksu synaptonemalnego. Podczas dalszego
etapu | profazy mejotycznej nastepowato stopniowe obnizanie poziomu biatka ASY |
na terenie kompleksu synaptonemalnego. Proces ten byt skorelowany z postepujaca
separacjg chromosomow homologicznych. W okresie p6znego diplotenu biatko lokalizo-
wano jedynie w postaci nielicznych, niezwigzanych z chromatyna agregatéw naterenie
jadra komaérkowego [4],

Badania molekularne ujawnity, ze biatko ASY | wykazuje znaczagcghomologie do N-
koncowego odcinka drozdzowego biatka HOP! (Homolog OfPresinilin), ktre rowniez
zwigzane jest z elementami osiowymi chromosoméw [ 15J. Homologiczny region zawiera
charakterystyczng domene HOMA, ktéra wystepuje w biatkach zasocjowanych z
chromatyna. Biatko HOP | charakteryzuje sie takze podobnym do ASY | wzorem czasowej
i przestrzennej lokalizacji komdrkowej w okresie leptotenu. Badania in vitro ujawnity
ponadto, ze biatko HOP1 wchodzi w interakcje z innym biatkiem — RED1, ktére jest
niezbedne do prawidtowego montazu elementéw osiowych podczas mejozy w komdrkach
drozdzy [48], Nie wykazano jednakze podobienstw sekwencji amino-kwasow
drozdzowego biatka RED | do ASY 1, ani zadnego innego biatka rzodkiewnika pospolitego.
W zwigzku z tym sugeruje sig, ze ASY1 moze petni¢ analogicznarole jak biatka HOP1/
RED | udrozdzy, tj. posredniczy¢ w interakcji pomiedzy elementami osiowymi kompleksu
synaptonemalnego i chromatyng chromosomow homologicznych [4],

Zaburzenia w tgczeniu chromosomoéw homologicznych w pary wykazujg takze
mutanty dsyl (desynaptic 7) i dsylO (desynaptic 70), jednakze molekularne podtoze
tych fenotypow nie zostato jeszcze poznane. Oba mutanty charakteryzujg sie
zredukowang ptodnoscia, wynikajaca z nietrwatej asocjacji chromosoméw, ktérych
separacja zachodzi juz pod koniec | profazy mejotycznej. Ostatecznym efektem mejozy
u roslin dsyl i dsylO sg jedno- lub wielojagdrowe wielokomérkowe struktury,
charakteryzujace sie rozng iloscig DNA [48].

3. REKOMBINACJA MATERIALU GENETYCZNEGO
(CROSSING-OVER)

Aktualnie w literaturze funkcjonujg dwa podstawowe modele rekombinacji materiatu
genetycznego u Eukaryota (ryc. 3). Oba stworzono na podstawie badanh tego procesu
gtownie u drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Pierwszy z nich opracowany przez
Szostaka i wsp. [43] to model DSBR (Double-Strand-Break-Repair), zwany takze
modelem przerw dwuniciowych, drugi natomiast okreslany jest mianem ECD (Early-
Crossover-Decision) [9]. Zasadniczo modele te réznig sie czasem, w ktérym ,,podjeta
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RYCINA 3. Schemat procesu rekombinacji wg modeli DSBR i ECD (kolorem biatym i czarnym zaznaczono
podwajne tancuchy DNA chromatyd niesiostrzanych). Wg obu modeli proces inicjuje pekniecie podwojnej
nici DNA jednej z chromatyd chromosoméw homologicznych, efektem czego jest wytworzenie tzw.
intermediatu DSB (A). Po czesciowej lizie koncéw 5' powstajg fragmenty jednoniciowego DNA z lepkimi
koncami 3’ (B). Atak 3’ koncajednoniciowego DNA na nieprzecietgni¢ DNA niesiostrzanej chromatydy
powoduje powstanie intermediatu SEI z tzw. petla D (C). Synteza brakujgcych fragmentéw DNA na
matrycy nici DNA niesiostrzanej chromatydy prowadzi do powstania intermediatu SEC, ktéry moze
podlega¢ réznym dalszym przemianom (D). E-F — wg modelu DSRB potaczenie lepkiego konca 3’
atakujacej nici DNA zjej macierzysta nicig doprowadza do uformowania podwadjnej struktury Hollidaya
(DHJ). Nici w obrebie DHJ podlegaja nastepnie cieciu przez specyficzne endonukleazy. Potencjalne
miejsca ciecia oznaczono gwiazdkami. W zaleznosci od miejsca cigcia nici tworzacych DHJ dochodzié
moze do powstania dwu rodzajéw produktu rekombinacji: E — NONCROSSOVER (NCO) lub F -
CROSSOVER (CO) (opis w tekscie). F-G - Wg modelu ECD do powstania intermediatu DHJ dochodzi
jedynie w przypadku szlaku prowadzacego do CO (F). Szlak powstawania NCO obejmuje wydtuzanie
atakujacej nici, a nastepnie jej wycofanie z petli D i ponowne potaczenie ze swojg macierzysta nicig (G)
(wg [29], zmieniony)
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zostaje decyzja” o koricowym efekcie crossing-over - czy bedzie to tylko konwersja
genu, tzn. fragmenty DNA usuniete zjednej nici DNA zostang zastapione przez kopie
DNA z nici homologicznej (NCO - NonCrossOver), czy tez dojdzie do rekombinacji
miedzy niesiostrzanymi chromatydami danego biwalentu (CO - CrossOver) [13],

Wedtug obu modeli pierwszym etapem rekombinacji jest pekniecie podwdjnej nici
DNA jednej z chromatyd chromosomu homologicznego (tzw. DSB, z ang. Double-
Strand-Breaks), wynikiem czego jest powstanie dwu wolnych koncéw 3' i 5" (ryc.
3A). Po rozcieciu dochodzi do czesciowej degradacji tych nici DNA, ktére majgwolne
konce 5’ (ryc. 3B). W rezultacie tworzg sie jednoniciowe odcinki DNA majace 3’ lepki
koniec. Jedna z tych nici przemieszcza sie i atakuje nieprzerwang podwdjng ni¢ DNA
chromatydy niesiostrzanej. W poszukiwaniu komplementarnych sekwencji inwazyjne
jednoniciowe DNA przesuwa sie wzdtuz zaatakowanej nici DNA, czemu towarzyszy
rozplatanie jej podwojnej spirali. Efektem jest powstanie struktury nazywanej petlg D,
ktéra umozliwia odnalezienie sie komplementarnych odcinkéw DNA pomiedzy niesios-
trzanymi chromatydami. Wytworzony w tym procesie intermediat okresla sie SEI (z
ang. Single-End-Invasion) (ryc. 3C). W ten spos6b jednoniciowe odcinki DNA
nieprzecietej chromatydy staja sie matrycami do syntezy DNA i wydtuzenia pojedyn-
czych nici zakoniczonych lepkimi koricami 3' z chromatydy niesiostrzanej. W procesie
tym powstaje kolejny intermediat procesu crossing-over - SEC (z ang. Second-End-
Capture) (ryc. 3D). Kowalencyjne potgczenie nowozsyntetyzowanego fragmentu nici
zakonczonej 3’z lepkim koicem 5’ zlokalizowanym po drugiej stronie petli D oraz ligacja
wszystkich nowozsyntetyzowanych fragmentéw DNA doprowadza do powstania
kluczowego intermediatu procesu crossing-over -tzw. podwdjnej struktury Hollidaya
(z ang. Double Holliday Junction - DHJ) (ryc. 3E, F). W modelu DSBR ztozono,
ze podczas crossing-over zawsze dochodzi do powstania podwajnej struktury Hollidaya,
a efekt tego procesu, tj. wytworzenie NCO lub CO, zalezy od sposobu ciecia nici DNA
tworzacych DHJ. W przypadku ciecia jedynie nici DNA o tej samej polaryzacji (ryc.
3E) dochodzi do konwersji genéw pomiedzy chromosomami homologicznymi, a produkty
tego procesu to tzw. NonCrossOvers (NCO). Jesli natomiast endonukleazy przetng
réwniez nici DNA skierowane w przeciwnym kierunku, mozliwa staje sie wymiana
odcinkéw pomiedzy chromatydami niesiostrzanymi, czego efektem satypowe produkty
procesu crossing-over - CO ryc. 3F) [29].

Model ECD zaktada natomiast, ze podczas procesu rekombinacji kierunek przemian
molekularnych prowadzacych do powstania CO badz NCO zostaje okre$lony na dtugo
przed powstaniem podwdéjnej struktury Hollidaya. Prawdopodobnie ,,decyzja” ta ma
miejsce juz w leptotenie profazy I, tuz po powstaniu DSB [12]. Wedtug tego modelu
tylko szlak prowadzacy do wytworzenia CO obejmuje powstanie stabilnego intermediatu
DHJ oraz wymiane odcinkbw DNA pomiedzy chromatydami niesiostrzanymi (ryc.
3F). Natomiast jesli efektem koncowym rekombinacji bedzie NCO, nie dochodzi do
powstania intermediatu HDJ (ryc. 3G). W tym przypadku po wydtuzeniu przecietej,
atakujgcej swym koncem 3' nici DNA, ulega ona wycofaniu z petli D. Synteza
brakujacych odcinkéw DNA oraz ich ligacja z macierzystymi niémi DNA prowadzi do
powstania NCO jako ostatecznego produktu rekombinacji.
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Dzieki intensywnym badaniom molekularnym mozliwa jest ciggta weryfikacja
istniejgcych modeli procesu rekombinacji. Dobrym tego przyktadem jest jedno z
najbardziej spektakularnych odkry¢ ostatnich lat, dotyczace formowania CO. Wykazano
bowiem, najpierw u drozdzy [19], a nastepnie u A. thaliana [28], ze istniejg dwie
alternatywne drogi powstawania CO podczas rekombinacji mejotycznej (ryc. 4D,E).
W zwiazku z tym wyrdzniono dwie klasy produktOw crossing-over, Crossovers
podlegajace interferencji (CO 1) (ryc. 4D) oraz crossovers niepodlegajgce interferencji
(CO 1) (ryc. 4E). Interferencja jest znanym od dawna zjawiskiem, polegajgcym na
tym, ze zajscie crossing-over w jednym odcinku chromosomu zmniejsza prawdopodo-
bienstwo wystgpienia drugiego crossing-over w jego najblizszym sasiedztwie [22],
Poniewaz CO sg niezbedne do prawidtowej segregacji chromosoméw podczas pierw-
szego podziatu mejotycznego, defekty w interferencji mogtyby spowodowaé zaburzenia
segregacji lub rozchodzenia chromosomow.

Obecnie zaktada sie, ze CO klasy | powstaja w sposéb opisany w modelu ECD,
ktéry obejmuje generowanie typowych intermediatéw crossing-over. SEC oraz DHJ
(ryc. 4D) Ciecie nici DNA tworzacych podwdjng strukture Hollidaya prowadzi do
wymiany odcinkdw DNA pomiedzy niesiostrzanymi chromatydami chromosomoéw
homologicznych. Biochemiczny szlak powstawania CO niepodlegajacych interferencji
jest odmienny i nie wymaga powstawania HDJ (ryc. 4E). Po wydtuzeniu konca 3'
przecietych nici DNA nastepuje ciecie obydwu nici tworzgcych tzw. petle D. W efekcie
w obu niciach DNA na koncach 5’ mogg powstawa¢ zaréwno ,,przerwy” (ang. gaps),
wynikajace z braku pewnych sekwencji DNA, jak i ,,zaktadki” (ang.flaps), tj. powielone

RYCINA 4. Hipotetyczny model genetycznej i molekularnej regulacji rekombinacji mejotycznej u A.
thaliana (kolorem biatym i czarnym zaznaczono podwaéjne tancuchy DNA chromatyd niesiostrzanych).
A - Formowanie intermediatu DSB wymaga aktywnosci biatek SPOI ! oraz kompleksu innych biatek,
m.in. RAD50 i MRE11, ktére uczestnicza w cieciu i naprawie podwojnej nici DNA jednej z chromatyd
niesiostrzanych. B - Czesciowa liza 5’nici DNA. C - W przemieszczenie oraz atak lepkiego konca 3’
jednoniciowego DNA na ni¢ DNA chromatydy niesiostrzanej zaangazowane sg: w kompleks biatek
RAD51/RAD51C/XRC oraz biatko DMC1. Prowadzi to do uformowania intermediatu SEI i powstania
»petli D”. D - Wytworzenie CO klasy | (zalezne od interferencji) przebiega w sposob podobny jak w
modelach DSBR i ECD z udziatem m.in. biatek MSH4 i MSH5 oraz biatka MER3. Synteza i wydtuzenie
lepkich koncoéw 3’jednoniciowego DNA odbywa sie na matrycy nici DNA chromatydy niesiostrzanej, co
prowadzi do wytworzenia intermediatu SEC, a nastepnie powstania podwdjnej struktury Hollidaya
(DHJ). Ciecie wszystkich 4 pojedynczych nici DNA umozliwia wymiane odcinkbw DNA miedzy
chromatydami niesiostrzanymi. E - Produkty crossing-over klasy Il (niezalezne od interferencji)
generowane sg prawdopodobnie przy udziale egzonukleaz homologicznych do drozdzowych biatek
MUS81/ EME1 i oraz MUS81/MMS4, ktére przecinajg nici DNA tworzace ,,petle D” (strzatki z
przerywang linig). Proces ten inicjuje powstawanie produktéw crossing-over zawierajagcych tzw. 5’
zaktadki (5’F) oraz ,,przerwy” (z ang. gaps). lzomeryzacja 5' zaktadek w 3’ zaktadki (3’F) umozliwia
druga runde ciecia przez kompleksy biatek MUS81/ EME1 i MUS81/MMSA4. Synteza nowych fragmentéw
DNA w ,,przerwach” oraz ich ligacja prowadzi do powstania CO bez konieczno$ci formowania DHJ. F
- W stabilizacji powstatych podczas crossing-over heteroduplekséw uczestniczy biatko MND1. Naprawa
DNA w procesie rekombinacji odbywa sie z udziatem m.in. biatek RECQ, MLH1, MEI1, kt6rych
aktywnos¢ regulowana jest przez kinaze biatkowg ATM. Geny umieszczone w elipsach to zidenty-
fikowane u A. thaliana homologi genéw drozdzowych, w prostokatach - geny zidentyfikowane tylko u
drozdzy. Gen PTD (romb), o nieznanej dotad funkcji, nie wykazuje homologé do zadnego z genéw
drozdzowych, co sugeruje, ze rekombinacja u roslin jest regulowana nieco odmiennymi szlakami
metabolicznymi (wg [29], zmieniony).
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fragmenty nici DNA. Zaktadki te moga zosta¢ wyciete przez specyficzne 5' endo-
nukleazy i moze nastapic ligacja lepkich koncow wszystkich 4 nici DNA. Wg innej
hipotezy przed ostateczng ligacjanici DNA nastepuje izomeryzacja ,,zaktadek” z korica
5' na koniec 3’. W tym przypadku to zaktadki 3' ulegajawycieciu. Synteza brakujgcych
fragmentow DNA i ich ostateczne tgczenie skutkowatoby powstawaniem produktéw
CO bez obecnosci inermediatu DHJ, typowego dla CO klasy | [29].

3.1. Geny kontrolujgce proces rekombinacji mejotycznej

Intensywne badania molekularnej natury procesu crossing-over prowadzone na
takich modelach badawczych, jak: drozdze, Caenorhabditis elegans, Drosophila
melanogaster oraz myszy, wykazaty, ze geny kontrolujace proces wymiany odcinkéw
chromatyd miedzy chromosomami homologicznymi podczas mejozy sg generalnie
wysoce konserwatywne ewolucyjnie. W genomie réznych gatunkéw roslin okrytona-
siennych zidentyfikowano duzg liczbe homologéw i ortologéw genéw zwigzanych z
procesem rekombinacji u drozdzy, Drosophila melanogaster czy kregowcéw wyzszych,
w tym réwniez cztowieka. Ponizej przedstawiono informacje dotyczace wiekszosci
genow bezposrednio zaangazowanych w proces rekombinacji mejotycznej u drozdzy, z
uwzglednieniem ich homologéw lub ortologéw znalezionych u roslin, przede wszystkim
u.t thaliana. Pozwala to na okreslenie ich przypuszczalnej funkcji i skonstruowanie
hipotetycznego modelu molekularnej kontroli rekombinacji u A. thaliana (ryc. 4).

Geny kontrolujace proces rekombinacji materiatu genetycznego podczas mejozy
kodujg przede wszystkim enzymy uczestniczgce w organizacji struktury DNA oraz
cieciu i naprawie DNA.

Inicjacja peknie¢ podwojnej nici DNA (DSB) jednego z chromosoméw homologicz-
nych, ktéra rozpoczyna crossing-over, u drozdzy znajduje sie pod kontrolg genu SPOII.
Biatko SPOI | nalezy do rodziny topoizomeraz typu Il. U A. thaliana opisano homologi
tego genu nazwane AtSPOII-1, AtSPOII-2, AtSPOII-3 (ryc. 4A). Podobnie jak u
drozdzy, biatka SPOIl rzodkiewnika majg wiasciwosci topoizomerazy. Rosliny
spoil-1, zaréwno w mikro-jak i megasporocytach, formuja nieliczne biwalenty, co
prowadzi do nieprawidtowosci w rozdziale chromosmdw podczas anafazy | i Il podziatu
mejotycznego. Efektem tych zaburzen w pylnikujest formowanie anormalnych wieloko-
mérkowych produktéw mejozy o roznej zawartosci DNA [26].

U drozdzy w sktad kompleksu katalizujacego pekanie podwdjnej nici DNA wchodzg
dodatkowe biatka, m.in. kodowane przez geny MRE11 i RAD50. Ich homologi opisano
réwniez u A. thaliana {AtMREII, AtRAD50). Biatka MRE1! oraz RAD50 wchodzg
w skiad kompleksu odpowiedzialnego za naprawe dwuniciowych peknie¢ DNA. U
rzodkiewnika fenotypowym efektem mutacji rad50 jest jego duza wrazliwos¢ na
dziatanie siarczanu metylmetanu, zwiagzku uszkadzajagcego DNA. Rosliny takie sg
catkowicie sterylne, bowiem chromosomy homologiczne sg niezdolne do koniugacji, co
w konsekwencji doprowadza do ich destrukcji podczas dalszych stadiéw mejozy [11].

Do wytworzenia intermediatu SEI, ktéry powstaje po usunieciu fragmentéw
jednoniciowych odcinkéw DNA jednej z chromatyd niesiostrzanych (ryc. 4B), konieczna
jest ekspresja genu RADS51 ijego paralogéw RAD51C i XRC oraz genu DMCL1. Biatka
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RADYS5! i DMCI! sg homologami bakteryjnej rekombinazy RecA, natomiast RAD51C
i XRCC3 odgrywajg prawdopodobnie role w montazu i stabilizacji biatka RAD51. U
drozdzy biatka te uczestnicza w prawidtowym parowaniu chromosoméw homolo-
gicznych, oddziatywaniach pomiedzy ni¢émi DNA, wymianie ich fragmentdéw oraz
naprawie uszkodzern DNA. Zgodnie z modelem ECD uwaza sie, ze biatka RADS! |
DMC1 optaszczajgwolny koniec 3’jednoniciowego DNA, powstajgcego po usunieciu
koncéw 5’ drugiej nici, i promujajego atak na ni¢ DNA chromatydy niesiostrzanej (ryc.
4C). Biatko DMClJak sie sgdzi, odgrywa istotnarole w identyfikacji homologii DNA
miedzy nicigz 3’ koncem a nienaruszona nicig z chromatydy niesiostrzane;j.

Homologi opisanych genéw odnaleziono takze u roslin, m.in. u A. thaliana (geny
AtRAD50, AtRAD51, AtXRCC3, AtDMCI), Oryza sativa (gen OsDMCI, RILIM15A
i B oraz Zea mays i Hordeum vulgare (gen HYDMCI) [40], U A. thaliana mutanty
rad51, rad51c oraz Xrcc3 charakteryzujg sie wysoka wrazliwoscig na czynniki
uszkadzajagce DNA i sg sterylne. Rozwdj wegetatywny roslin rad5Ic oraz xrcc3 jest
normalny, jednakze ich pylniki pozbawione sg ziaren pytkowych [1,10]. Zaburzenia
ptodnosci wykazujg tez mutanty dmcl, u ktérych nie tworzg sie biwalenty, a efektem
mejozy sa wielokomorkowe poliady o zréznicowanej zawartosci DNA.

W 2002 roku doniesiono o identyfikacji ortologdéw drozdzowego genu MND w genomie
pierwotniakdw, ssakow oraz roslin, w tym A. thaliana [24]. Na tej podstawie autorzy
sugeruja, iz funkcja biatka MND jest wysoce konserwatywna ewolucyjnie. Biatko MND
w komérkach drozdzy jest zaangazowane najprawdopodobniej w proces naprawy DSB
podczas pierwszych etapow procesu rekombinacji mejotycznej. Uczestniczy tez w
stabilizacji powstajgcych heteroduplekséw DNA. Domenichini i wsp. [20] wyizolowali
mutanta rzodkiewnika pospolitego - atmndl-\l, kt6ry charakteryzowat si¢ normalnym
rozwojem wegetatywnym oraz morfogenezg kwiatu, jednakze wykazywat znaczne
nieprawidtowosci podczas pierwszej profazy mejotycznej. U roslin atmndl-\l
obserwowano bowiem ffagmentacje chromosomadw, a nastepnie ich nieréwna dystrybucje
pomiedzy komoérkami tworzacymi poliade. Wysoka wrazliwos¢ mutantow atmndl-\I
na promieniowanie y, obserwowana zaréwno w komorkach linii generatywnej, jak i
somatycznych, zdaniem autoréw Swiadczy¢ moze o udziale biatka MND w procesach
naprawy uszkodzern DNA takze w komorkach dzielgcych sie mitotycznie [20].

W kompleksach synaptonemalnych z biatkami RAD5! i DMC ! kolokalizuje biatko
kodowane przez gen RECQ HELICASES. Jest to helikaza z rodziny RecQ, ktéra
uczestniczy w replikacji i rekombinacji DNA w p6zniejszych etapach naprawy peknie¢
dwuniciowego DNA. U A. thaliana opisano 6 homologéw tego genu. Roslina ze
zmutowanym genem AtRecQIl4 charakteryzowata sie zwiekszong wrazliwoscig na
zniszczenia DNA oraz podwyzszong czestoscig rekombinacji in planta [6],

Do gendw, ktére kontroluja proces naprawy DNA podczas crossing-over u drozdzy,
a ktérych homologi odnaleziono u A. thaliana, nalezg tez MLH1, MEI1 oraz ATM.
Gen MLH1 u drozdzy koduje biatko odpowiedzialne za naprawe ewentualnych
niedopasowan podczas wymiany odcinkéw chromatyd w procesie rekombinacji
mejotycznej. Badania u A. thaliana wykazaty, Ze mutacja w promotorowym regionie
genu AtMLHI nie wpltywa na poziom jego ekspresji, a homozygotyczne rosliny nie



570 K. ZIENKIEWICZ, E. BEDNARSKA

wykazywaty widocznych efektow fenotypowych. Natomiast mutanty meil wykazuja
zaburzenia zaréwno meskiej, jak i zenskiej mejozy. Defekty objawiajg sie miedzy innymi
fragmentacja chromosoméw, powstawaniem poliad oraz zredukowang ptodnoscia [27].
Biatko MEI ! u A. thaliana zawiera na C-koncu pie¢ domen BRCA (BRCT). Domeny
BRCA identyfikowano jak dotad w biatkach zwigzanych z procesami naprawy DNA
oraz molekutach kontrolujacych cykl komorkowy.

W regulacje czynnikéw biatkowych, bezposrednio uczestniczacych w rekombinacji
DNA, zaangazowany jest produkt genu A TM, ktérego homolog wystepuje u A. thaliana
(gen AtATM). Biatko ATM jest sktadnikiem zar6wno wczesnych, jak i poznych grudek
rekombinacyjnych. Jest to kinaza biatkowa, ktérej aktywnos$¢ indukujgpekniecia DNA,
szczegOlnie podwojnych nici. Kinaza ATM fosforyluje biatka biorace udziat w naprawie
peknie¢ DNA, miedzy innymi podczas mitozy i mejozy. Mutacje genu JIMTAfobjawiaty
sie wysoka podatnoscig roslin na promieniowanie gamma oraz specyficzne zwiazki
chemiczne niszczace strukture DNA. Ponadto rosliny o genotypie atatm byty czesciowo
sterylne, prawdopodobnie w wyniku nasilonej fragmentacji chromosomow i zaburzenh
ich rozdziatu podczas mejozy [23].

Badania u drozdzy wskazuja, ze wytwarzanie dwu klasy produktéw crossing-over,
tj. CO | i CO II, kontrolowane jest dzieki ekspresji roznych genéw. Molekutami obstugu-
jacymi szlak CO | sg homologi bakteryjnego biatka MutS - MSH4 (MutSHomolog 4)
i MSH5 (MutS Homolog 5) (ryc. 4D). Tworzgone kompleks i razem z biatkami Zip 1,
Zip2, Zip3 oraz MER3 zaliczane sgdo epistatycznej rodziny biatkowej -ZMM. Mutacja
gendéw MSH4 i MSH5 powoduje defekty w formowaniu synapsis chromosomow
homologicznych podczas profazy | podziatu mejotycznego oraz trzy- lub czterokrotng
redukcje poziomu crossing-over. Rowniez mutanty genu mer3 wykazujg obnizonag
ilos¢ CO, aczkolwiek mutacja ta nie wptywa na poziom formowania NCO. Ponadto
opisywane mutanty nie wykazywaty obecnosci takich intermediatéw rekombinaciji, jak:
SE1 oraz DHJ. Mazina i wsp. [32] wykazali, ze biatko MER3 ma aktywnos$¢ helikazy
i moze uczestniczy¢ w stabilizacji molekut uczestniczacych w szlaku formowania
podwajnej struktury Hollidaya (HDJ). Genetyczna analiza pozostatej grupy produktéw
crossig-over u opisanych mutantéw drozdzowych wykazata ponadto, ze nie podlegaja
one zjawisku interferencji [12],

Badania drozdzy ze szczepu Saccharomycespombe pozwolity na zidentyfikowanie
trzech gendw, ktore sa potencjalnie zwigzane z generowaniem CO Kklasy Il (ryc. 4E).
Sg to: MUS81, MMS4 oraz EMEL. Ich biatkowe produkty wykazujg aktywnosé
endonukleazowai najprawdopodobniej sg odpowiedzialne za ciecie oraz naprawe pekniec
DNA [29]. U S. pombe mutacja wszystkich trzech gen6w objawia sie prawie catkowitg
redukcjg CO, zaburzeniami segregacji chromosomdéw i obnizeniem zywotnosci spor do
zaledwie 1% w stosunku do typu dzikiego. Mutacja tych samych gendéw u 5. cerevisiae,
réwniez wptywa na przebieg procesu rekombinacji i zywotno$¢ spor, ale w znacznie
mniejszym stopniu anizeli u S. pombe [29].

Jak dotad wykazano, ze w komorkach Eukaryota wiekszo$¢ powstajacych CO nalezy
do | klasy i jest zalezna od interferencji, aw ich generowaniu biorgudziat biatka MSH4 oraz
MSHS5. Druga klasa CO Il stanowi znacznie mniejszg grupe, nie podlega zjawisku
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interferencji, a szlak jej biogenezy obstugiwany jest miedzy innymi przez biatka MUS81,
MMS1 oraz EMEL [29]. Interesujacy wydaje sie fakt, ze stosunek CO | do CO Il jest
rézny u réznych organizméw. | tak na przyktad u S. pombe wszystkie generowane CO
wydaja sie naleze¢ do 1l klasy CO, podczas gdy u S. cerevisiae wiekszos¢ wszystkich CO
stanowig te nalezace do | klasy. Z kolei u C. elegans mutacja genéw MSH4 i MSH5
catkowicie znosi powstawanie CO, co wskazuje, ze u tych organizméw obecne sgwytacznie
CO | klasy. U kregowcow sytuacja nie jest w petni poznana, aczkolwiek u myszy i u
cztowieka zidentyfikowano geny nalezgce do szlakow biochemicznych obu klas CO [35],

Intensywne badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze u rzodkiewnika
obecne sghomologi zarowno drozdzowego genu MSH4, jak i MER3 [28,35]. Analiza
mutantéw ujawnita ponadto, ze u tego gatunku generowane sg obie klasy CO, przy
czym CO klasy | stanowig zdecydowang wiekszos¢. Badania Higgins i wsp. [28]
pokazaly, ze mutacja genu AtMSH4 nie wptywa na prawidtowy rozwoj wegetatywny
rosliny, ale powoduje znaczna redukcje jej ptodnosci. Przyczyng obnizonej zdolnosci
reprodukcyjnej tych roslinjest opdznienie formowania synapsis chromosoméw homolo-
gicznych oraz znaczny spadek ilosci chiazm - do 15% w stosunku do roslin typu dzikiego.
Obnizenie liczby chiazm (cytologiczny marker zaj$cia crossing-over) oraz nieregularny
wzorzec ich rozmieszczenia (marker interferencji) wskazuje, ze powstate chiazmy
reprezentujg niezalezne od MSH4 CO klasy Il [28]. Réwniez mutacja genu MER3,
wiasciwego dla | klasy CO, powoduje podobne efekty fenotypowe jak u mutantéw
atmsh4. U ro$lin z genotypem mer3 obserwowano bowiem znaczna redukcje ptodnosci,
zaburzenia mejozy, w tym silnie obnizony poziom wiekszosci, ale nie wszystkich
produktow crossing-over. Wyniki te wskazujg ponadto, ze funkcja biatka MER3 jest
wysoce konserwatywna ewolucyjnie [35].

Jak dotad, nie zidentyfikowano w genomie A. thaliana homologéw drozdzowych
genodw, ktérych produkty biatkowe uczestnicza w szlaku powstawania crossovers klasy
[1. Jednakze wyniki dotychczasowych badan genetycznych i molekularnych wskazuja,
ze podczas mejozy u rzodkiewnika pospolitego wystepuja, podobnie jak u drozdzy S.
cerevisiae, czasteczki obstugujace oba szlaki procesu crossing-over.

W 2006 roku doniesiono o identyfikacji genu PTD (PARTING DANCERS), ktérego mutacja
skutkuje bardzo podobnym fenotypem do opisanych powyzej przyktadéw. Rosliny atptd
wykazujgmiedzy innymi obnizongptodnos¢ oraz redukcje liczby chiazm w profazie | podziatu
mejotycznego. Nieliczne pozostate chiazmy zajmuja losowapozycje w mikrosporocytach, co
wskazuje ze najprawdopodobniej nie podlegajgone zjawisku interferencji. Analiza molekularna
genu PTD nie wykazatajego znaczacej homologii wzgledem zadnego z drozdzowych genéw
rekombinacji. Sugeruje sie zatem, ze jego biatkowy produkt petni nieznana dotad role w
formowaniu CO zaleznych od interferencji [46].

Podsumowujac, wyniki badarn molekularnych wskazujg, ze u A. thaliana i prawdopo-
dobnie takze innych roslin okrytonasiennych, funkcjonujg dwa niezalezne szlaki
formowania CO - zaleznych i niezaleznych od interferencji. Intensywne badania w tej
dziedzinie owocuja identyfikacjg w genomie rzodkiewnika pospolitego homologéw
drozdzowych genow kontrolujgcych proces rekombinacji, jak réwniez genéw zwigza-
nych z formowaniem CO, ale niespotykanych ani u drozdzy, ani u i innych organizmow.
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Niewykluczone zatem, ze rosliny wyksztatcity nieco inny mechanizm biochemiczny
rekombinacji genéw podczas mejozy. Udowodnienie stusznosci tej tezy wymaga
jednakze dalszych badan.

4. FUNKCJONOWANIE WRZECIONA KARIOKINETYCZNEGO

Odrebng funkcjonalnie grupe genéw zwigzanych z mejozg pylnikowa stanowig te,
ktérych mutacja objawia sie zaburzeniami w organizacji i funkcjonowaniu wrzeciona
podziatowego. U mutantéw tych gendéw procesy zwigzane z kondensacja, koniugacja i
rekombinacjg chromosomoéw przebiegajg prawidtowo. Efekty fenotypowe pojawiajg
sie dopiero podczas segregacji chromosoméw i chromatyd, co prowadzi do przypadko-
wego rozdzielania materiatu genetycznego.

Jednym z genéw kontrolujacych prawidtowe funkcjonowanie wrzeciona kariokine-
tycznego jest KATA/ATK1 (Kinesin-like from Arabidopsis Thaliana A/Arabidopsis
Thaliana Kinesin-like /). Gen ten koduje biatko homologiczne do kinezyn [17].
Kinezyny to biatka motoryczne, ktore sgstrukturalnie i funkcjonalnie zwigzane z komor-
kowym szkieletem mikrotubulamym. Jak powszechnie wiadomo, kinezyny zaangazo-
wane sg w transport réznego rodzaju cargo na terenie komérki. Biatka te ponadto
odpowiedzialne sg za wzajemna interakcje przestrzenna mikrotubul oraz by¢ moze -
ich polimeryzacje i depolimeryzacje. Podczas podziatdéw komérkowych kinezyny
uczestniczg miedzy innymi w wydtuzaniu i stabilizacji wrzeciona kariokinetycznego, a
takze w przemieszczaniu chromosomow wzdtuz mikrotubul podczas kariokinezy [25,
37]. Mutacja genu KATA/ATK1 u rzodkiewnika powoduje wytacznie meskosterylnosc,
ktéra wynika najprawdopodobniej z zaburzen podczas rozdzialu chromosomow w
dzielacych sie mikrosporocytach. Fenotypowe efekty mutacji KATA/ATK | widoczne
sg od metafazy | podzialu mejotycznego, kiedy cze$¢ chromosomoéw nie zajmuje
prawidtowej pozycji rownikowej wzgledem wrzeciona podziatowego. W rezultacie
podczas anafazy | nastepujg zaburzenia rozchodzenia sie chromosoméw homologicz-
nych, przy czym niektére z biwalentdw wecale nie ulegajg rozdzieleniu [17]. Badania
cytologiczne roslin kata/atkl ujawnity, ze w poréwnaniu z roslinami typu dzikiego, juz
w metafazie | na obszarze wrzeciona dzielacych sie mikrosporocytow wystepuje
mniejsza ilos¢ tubuliny, mikrotubule wykazujg znaczng dezorganizacje, a bieguny
wrzeciona sg zdestabilizowane [17].

W genomie A. thaliana ta sama grupa badawcza zidentyfikowata homolog genu
KATA/ATK1-ATKS5, ktory wykazuje 95% podobienstwa do KATA/ATK!I na poziomie
sekwencji aminokwasow w biatku. Dwa inne geny wykazujgce homologie do genéw
kodujacych kinezyny u Arabidopsis to KATB i KATC, ktore charakteryzujg sie
odpowiednio 57% i 56% podobienstwem sekwencji aminokwasowych do KATA/ATK1.
Wymienione geny kodujg prawdopodobnie inne biatka z licznej rodziny kinezyn
rzodkiewnika pospolitego [16].
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5. CYTOKINEZAPOSTMEJOTYCZNA

Aby podziat komorki byt kompletny, zaréwno w mitozie jak i w mejozie, po podziale
jadra komoérkowego (kariokinezie) musi dojs¢ do rozdzielenia cytoplazmy pomiedzy
komorki potomne (cytokinezy). Cytokineza zachodzaca po mejozie pylnikowej u roslin
okrytonasiennych odréznia sie od cytokinezy mitotycznej kilkoma charakterystycznymi
cechami (ryc. 1). Po pierwsze, pomiedzy nowopowstatymi haploidalnymi mikrosporami
syntetyzowanajest specyficzna sciana kalozowa, zbudowana z polimeru [3-1-3-glukanu.
Sciana kalozowa przez pewien czas izoluje tetrade mtodych mikrospor, a nastepnie
ulega lizie, co doprowadza do rozpadu tetrady i uwolnienia mikrospor. Ponadto, od
dawna wiadomo, ze zaleznie od przynaleznosci systematycznej, wyrdznia sie dwa typy
cytokinezy u roslin okrytonasiennych: cytokineze sukcesywngi rownoczesng. U roslin
jednolisciennych mikrosporocyty po kariokinezie przechodzatzw. cytokineze sukcesyw-
na, ktéra charakteryzuje sie dwuetapowym formowaniem $ciany. Sciana kalozowa
syntetyzowanajest najpierw po pierwszym podziale mejotycznym pomiedzy komdrkami
diady, a nastepnie pomiedzy mikrosporami w kofncowych etapach drugiego podziatu
mejotycznego. Z kolei wiekszos¢ roslin dwulisciennych przechodzi po mejozie pylnikowej
cytokineze rownoczesna, podczas ktorej synteza wszystkich $cian ma miejsce dopiero
po drugim podziale mejotycznym.

Inng charakterystyczng cecha cytokinezy postmejotycznej w pylniku, odr6zniajaca
ja od cytokinezy postmitotycznej, jest odmienna organizacja elementéw cytoszkieletu,
ktore decydujac o pozniejszym wzorcu podziatu cytoplazmy. W wiekszosci komérek
somatycznych podczas fazy G, interfazy wystepuje tzw. pierscien preprofazowy (ang.
PreproPhase Band - PPB), ktéry doktadnie wyznacza plan przysztej cytokinezy. Jest
to struktura utworzona z potaczonych ze sobg mikrotubul i mikrofilamentow, ktore
tworzg pierscien okalajacy jadro komoérkowe. Powstajacy po mitozie fragmoplast
zaktada sie doktadnie w tym samym miejscu dzielacej sie komoérki, w ktorym w
koncowym okresie interfazy wystepowat pierscienn preprofazowy [51]. Pierscienie
preprofazowe nie tworzgsie jednakze w komadrkach dzielgcych siemejotycznie. Podczas
podziatu mejotycznego ptaszczyzne cytokinezy wyznacza inna, specyficzna organizacja
cytoszkieletu. Po |i Il podziale mejotycznym (cytokineza sukcesywna) lub tylko po I
podziale mejotycznym (cytokineza réwnoczesna) jadra komoérkowe przysztych mikrospor
zastajg otoczone przez mikrotubule, ktére promieniscie odchodzg od btony jadrowe;.
Powstajgw ten sposéb struktury nazywane jadrowymi domenami cytoplazmatycznymi
(ang. Nuclear Cytoplasmatic Domains - NCDs) lub tez domenami sporowymi.
Obszary styku takich domen wyznaczajgjednocze$nie przyszte granice komorki oraz
miejsce odktadania sie Sciany kalozowej po zakonhczeniu cytokinezy [13].

Rzodkiewnik nalezy do licznej grupy roslin, u ktérych podczas mikrosporogenezy
wystepuje cytokineza rownoczesna. Zaburzenia w przebiegu tego procesu zidentyfiko-
wano wsréd licznych mutantéw tej rosliny. Klasycznym juz przyktadem sg rosliny z
mutacjg genu STUD/TETRASPORE (STD/TES) [30]. U roslin stud/tetraspore
kariokineza przebiega prawidtowo, w telofazie Il podziatlu mejotycznego powstaja 4
haploidalne jadra. Fenotypowy efekt mutacji genu STUD/TETRASPORE objawia si¢
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natomiast czeSciowym lub kompletnym brakiem cytokinezy postmejotycznej. W
rezultacie u roslin o genotypie stud/tetraspore zamiast tetrady mikrospor powstaje
jedna duza, czterojgdrowa mikrospora (,,tetraspora”). Interesujace, ze takie anormalne
mikrospory przechodzg dalszy rozwéj. Kazde z haploidalnych jader jest zdolne do
catkowicie niezaleznej mitozy, z cytokinezawiacznie, co wskazuje ze pierwsza mitoza
pytkowa (PM ) jest procesem kontrolowanym przez czynniki wewnetrzne obecne w
mikrosporze. W wielu przypadkach dochodzi tez do podziatu komorki generatywnej
(PMI1) i ostatecznie powstajgduze ziarna pytkowe zawierajgce cztery jadra wegetatyw-
ne i do o$miu jader plemnikowych. Podczas kietkowania z ziaren tych jednakze wyrasta
tylko jedna tagiewka pytkowa [30].

W 2003 roku Yang i wsp. dokonali analizy molekularnej genu STD/TES, ktérego
mutacja powoduje opisany powyzej fenotyp. Wykazano, iz gen ten koduje jedng z 61
zidentyfikowanych w genomie A. thaliana kinezyn - AtF7K15.60. Biatko STD/TES
zawiera na N-koricu domene homologiczng do domeny motorycznej kinezyn, natomiast
na C-koncujego sekwencja wykazuje duzg homologie do mato licznej rodziny kinezyn
roslinnych, do ktérej naleza miedzy innymi biatka HINKEL (HIK) u A. thaliana oraz
NACK1 i NACK2 u tytoniu. Bialka te zaangazowane sg w organizacje mikrotubul
podczas cytokinezy mitotycznej u opisanych gatunkéw [51].

Immunocytochemiczna lokalizacja mikrotubul w mikrosporocytach u roslin dzikiego
typu oraz u mutanta std/tes wykazata, ze u tego ostatniego nie dochodzi do powstania
jadrowych domen cytoplazmatycznych [51], W zwiazku z tym autorzy sugeruja, ze
kinezyna kodowana przez gen STD/TES jest konieczna do formowania NCDs, a tym
samym do prawidtowego przebiegu postmejotycznej cytokinezy w pylnikach A.
thaliana.

6. REGULACJA EKSPRESJI GENOW SPECYFICZNYCH
DLA PRZEBIEGU MIKROSPOROGENEZY

Odrebng grupe molekut odpowiedzialnych za precyzyjna koordynacje wydarzen
zwigzanych z wejsciem w mejoze oraz przebieg samej mejozy stanowig czynniki
transkrypcyjne oraz elementy maszynerii kontrolujacej przebieg cyklu komoérkowego.

Jak dotad zidentyfikowano niewielka liczbe roslinnych czynnikow transkrypcyjnych
specyficznych dla procesu mejozy. Wiekszos¢ z nich kodowana jest przez geny, ktorych
mutacja powoduje czesciowa lub catkowitg sterylnos¢ roslin. Jednym z takich genow
jest SPOROCYTELESS (SPL)INOZZLE (NZZ), ktéry zostat zidentyfikowany i
scharakteryzowany w 1999 roku przez niezalezne od siebie dwie grupy badawcze u A.
thaliana [50, 41]. Produkt biatkowy genu (SPL)/NZZjest niezbedny do prawidtowej
inicjacji sporogenezy zar6wno w meskich, jak i zenskich organach generatywnych.
Podczas rozwoju pylnika mutantéw spl/nzz obserwuje sie zaburzeniaw réznicowaniu
komorek Sciany i tkanki archesporialnej, co w efekcie objawia sie brakiem wyr6znico-
wanego endotecjum, tapetum oraz mikrosporocytéw [50]. Analiza molekularna genu
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(SPL)/NZZ wykazata, ze koduje on biatko jadrowe wykazujace podobiehstwo do
czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny MADS box. W zwigzku z tym autorzy sugeruja,
ze biatkowy produkt genu SPL/NZZ jest jednym z czynnikéw transkrypcyjnych
regulujacych ekspresje genéw zaangazowanych w przejscie A. thaliana ze stanu
wegetatywnego w generatywny [50].

Czynnikiem transkrypcyjnym 4. thalina, kontrolujgcym ekspresje genow specyficz-
nych tylko dla mejozy pylnikowej jest biatko MALE MEIOCYTE DEATH | (MMD1)
[52], Biatko to jest homologiczne do czynnikéw transkrypcyjnych nalezgcych do klasy
PHD-finger (ang. Plant Homeo Domain-finger), tj. zawierajacych roslinng homeo-
domene zmodyfikowanego palca cynkowego. Czynniki z tej klasy zidentyfikowano
zarowno u cztowieka, drozdzy, jak i wielu roslin wyzszych, a ich wspélng cechgjest
obecnos$¢ sekwencji podobnej do motywu palca cynkowego. Mutacja genu MMD1
powoduje degeneracje mejocytéw juz pod koniec profazy | podziatu mejotycznego.
Mikrosporocyty w tym okresie wykazywaty oznaki apoptozy, obserwowano w nich
bowiem fragmentacje chromatyny i defekty w organizacji chromosomdw oraz kurczenie
sie cytoplazmy. Smier¢ mikrosporocytéw u roslin mmdl nastepowata jeszcze przed
cytokinezg postmejotyczna. Mozliwe, ze rolabiatka MMD | polega na regulacji ekspresji
gendéw mejotycznych poprzez remodelowanie chromatyny i/lub udziat w transkrypcji
tych genow [52].

W 2003 roku Reddy i wsp. [38] u A. thalina opisali innego catkowicie mesko-
sterylnego, lecz zensko-ptodnego mutanta, ktéry zostat nazwany duet. Mutant charak-
teryzowat sie zaburzeniami w zachowaniu chromosoméw podczas koricowych stadiow
| profazy mejozy pylnikowej. W mikrosporocytach mutantéw obserwowano przedwczes-
ng separacje chromosomow, ktéra miata miejsce juz podczas pachytenu i diplotenu.
Ponadto w metafazie | zamiast pojedynczych chromosomow w dzielgcych sie komor-
kach widoczna byta jedynie rozproszona masa DNA [38]. Analiza molekularna genu
DUET ujawnita, ze wykazuje on ekspresje tylko w mikrosporocytach, a kodowane
przez niego biatko zawiera wspomniang domeng PHD-finger. Obecnos$¢ tej domeny
wskazuje, iz biatko DUET moze pehic istotngrole w regulacji organizacji chromatyny
oraz transkrypcji gendw podczas mikrosporogenezy [38].

Kolejnym zidentyfikowanym regulatorem transkrypcji, ktory jednakze jest specyficz-
ny wytgcznie dla rozwoju komoérek meskiej linii generatywnej, jest biatko kodowane
przez gen MALE STERILITY 1 (AtMSI) [47]. Mutanty msl sa catkowicie mesko-
sterylne, bowiem tuz po uwolnieniu z tetrady nastepuje degeneracja ich mikrospor.
Proces ten wydaje sie by¢ efektem braku prawidtowej interakcji mikrospor z komoérkami
tapetum. Analiza cytologiczna mutantéw ujawnita bowiem, ze w komérki tapetum ulegajg
przedwczesnej, anormalnej wakuolizacji. Badania molekularne wykazaty, ze biatko MS1
jest homologiczne do czynnikéw transkrypcyjnych nalezacych do klasy PHD-finger.
W zwigzku z tym sugeruje sie, ze odgrywa ono kluczowg role w regulacji ekspresji
genow zwigzanych przede wszystkim z rozwojem tapetum, a posrednio takze z rozwojem
meskiego gametofitu u Arabidopsis [47].

Przedwczesng degeneracje tapetum i mikrospor, tj. tuz po rozpadzie tetrad, opisano
tez u mutanta aborted microspore 1 (amsl) [42]. Mutant charakteryzowat sie
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catkowita sterylnoscig meska - pylniki kompletnie pozbawione byty zywotnych ziaren
pytku. Analiza molekularna genu AMS1 wykazata, ze ma on podstawowag domene
wiazgcg DNA oraz motyw helix-petla-helix (HLH), co jest charakterystyczne dla grupy
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny MYB. Czynniki transkrypcyjne z rodziny MYB
sg fosfoproteinami o krétkim okresie pottrwania, ktdre lokalizuje sie przede wszystkim
na terenie jadra komérkowego. Wykazujg one duza specyficznos¢ wzgledem zespotow
genowych i/lub pojedynczych genéw w réznych typach komérek roslin i zwierzat.
Generalnie, rola czynnikow transkrypcyjnych z rodziny MY B polega na kontroli ekspresji
gendw odpowiedzialnych za takie procesy komoérkowe jak przebieg cyklu komorkowego
czy apoptoza. Przypuszcza sie, ze biatko AMS1 odgrywa zasadniczg role w regulacji
rozwoju komorek tapetum oraz przebiegu postmejotycznych etapéw cyklu zyciowego
mikrospor Arabidopsis [42].

Fenotypy odrebnej grupy mutantow rzodkiewnika pospolitego wydajg sie by¢ efektem
zaburzen w regulacji cyklu komoérkowego podczas mejozy lub tuz po jej zakonhczeniu.

Mutanty taml (tardy asynchronous meiosis 7) sg wrazliwe na temperature i
wykazujg asynchroniczno$¢ mejozy w obrebie pylnika. U roslin tych dochodzi do
opo6znienia cyklu komérkowego zar6wno w pachytenie, jak i w okresie drugiego podziatu
mejotycznego. U rosliny taml po zakonczeniu kariokinez i powstaniu czterech
haploidalnych jader dochodzi tylko do pojedynczej cytokinezy, w wyniku ktérej Sciana
kalozowa dzieli tetrade na dwie, a nie jak w przypadku roslin typu dzikiego, na cztery
komorki. Jako ostateczny produkt mejozy najczesciej powstajg diady zbudowane z
dwujadrowych mikrospor. W rzadkich przypadkach, kiedy dochodzi do normalnej
syntezy sporodermy, wytwarzane sg tzw. ,,diady pytkowe”, tj. dwie dwukomadrkowe
struktury zamkniete we wspdlnej $cianie komorkowej [31]. Gen TAM1 koduje cykline
typu A-CYCA! ;2. W mikrosporocytach najwyzszy poziom tego biatka obserwowano
w pachytenie, byto ono natomiast niewykrywalne od korca profazy | do telofazy II. Z
uwagi na efekty fenotypowe sugeruje sig, ze produkowane podczas profazy | biatko
CYCAL ;2 reguluje nie tylko | podziat mejotyczny, ale takze — w sposdb posredni lub
bezposredni - Il podziat mejotyczny [44].

Istotng role w przebiegu mejozy u roslin prawdopodobnie odgrywa tez gen MS5/
TMDI/POLLENLESS3 [16]. Jak dotagd wykazano jedynie, ze gen MS5 TMD1/
POLLENLESS3 wykazuje pewng homologie do dwéch biatek: 1) SCP1 bedacego
sktadnikiem kompleksu synaptonemalnego u szczura oraz 2) regulatorowej podjednostki
kinazy zaleznej od cyklin u Xenopus. Niejest to homologia petna, jednakze na podstawie
czasowego i przestrzennego wzorca ekspresji genu MS5/TMD1/POLLENLESS3
sugeruje sig, ze biatko to uczestniczy w regulacji cyklu zyciowego mikrosporocytow A.
thaliana.

Mutacja genu MS5/TMD1/POLLENLESS3 fenotypowo ujawnia sie dopiero po
zakonczeniu mikrosporogenezy. Powstale po mejozie haploidalne mikrospory
rozpoczynaja kolejny podziat, ktéry jednakze nie jest poprzedzony replikacja DNA. Do
jednochromatydowych, majacych | centromer chromosomoéw moga sie zatem przyczepié
wiokna wrzeciona kariokinetycnego z obydwu biegunéw komorki. W rezultacie
chromosomy sg nienaturalnie ,,rozciggane” i pozostajg przyczepione do wrzeciona badz
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sg przypadkowo rozdzielane do jader potomnych. Jezeli dochodzi do odtworzeniajader
interfazowych, zawierajg one rézne liczby chromosomoéw (chromatyd). W opisanych
przypadkach dochodzi do powstania struktur ztozonych nawet z o$miu mikrospor [16].
Zatrzymanie cyklu komoérkowego wigkszosci mikrosporocytow po | podziale
mejotycznym jest efektem mutacji genu DSY10. Wsrdd efektow fenotypowych mutacji
tego genu opisano tez: asynchroniczno$¢ mejozy w pylnikach, rozpad biwalentéw pod
koniec profazy I, nieprawidtowy rozdziat chromosoméw podczas anafazy |. Produktem
mejozy u ro$lin z genotypem dsylO sa nieliczne tetrady mikrospor o réznej ilosci jader
komorkowych [14], Jak dotad nie analizowano molekularnie i genetycznie mutacji dsylO.
Na podstawie cytologicznej analizy mutantow przypuszcza sig, ze gen DSY 10 peni
istotna role w regulacji cyklu komoérkowego mikrosporocytéw rzodkiewnika [14].
Whylacznie meskosterylne sa rosliny A. thaliana ze zmutowanym genem ASK1
(ARABIDOPSIS SKP1-LIKE). U roslin tych produktem mejozy pylnikowej byty
wielokomadrkowe ,,poliady”, charakteryzujgce sie zr6znicowang zawartoscig DNA w
komérkach [54]. Pierwsze zaburzenia cytologiczne w mikrosporocytach mutantéw
askl-1 majagjednakze miejsce juz na przetomie leptotenu i zygotenu. W jadrach tych
komérek m.in. stwierdzono defekty w przestrzennym zwigzku pomiedzy chromosomami
homologicznymi, nie obserwowano tez charakterystycznej dla tego okresu wedrowki
jaderka na peryferiajadra [45], Gtéwnym fenotypowym efektem mutacji askl-1 byty
zaburzenia w segregacji chromosoméw podczas anafazy |, wiacznie z tym, iz niektore
biwalenty w ogole nie ulegaty rozdziatowi. Nieprawidtowosci obserwowano takze
podczas anafazy I, kiedy nie dochodzito do rozdziatu siostrzanych chromatyd [49].
Ponadto w metafazie i anafazie | podziatu mejotycznego stwierdzono wydtuzenie
wrzeciona kariokinetycznego mikrosporocytow. Efekty mutacji genu ASK1 potwierdzo-
no nie tylko w komorkach linii generatywnej. Homozygoty askl-1, oprécz nieprawidto-
wosci w budowie kwiatéw, cechowaty sie mniejszymi rozmiarami lisci rozetkowych
oraz miedzywiezli, cojest wynikiem mniejszej liczby komérek w tych strukturach [53],
Molekularna analiza genu ASK1 wykazata, ze jest on homologiem ludzkiego i
drozdzowego genu SKP1. Biatko SKP stanowi kluczowy element kompleksu ligazy
SCF typu E3, ktora reguluje cykl zyciowy komoérek somatycznych poprzez ubikwitynacje
biatek przeznaczonych do degradacji w proteasomach. Istotnie, biatko ASK.1 jest
komponentem ligaz ubikwitynowych E3 typu SCF (Skpl-Cullin-F-box), ktére pietnuja
okreslone biatka do degradacji w proteasomach typu 26S [45]. Jak wiadomo, profaza
| podziatlu mejotycznego jest wypadkowa zdarzeh nastepujacych po sobie w Scisle
okreslonej kolejnosci i czasie. W zwigzku z tym sugeruje sie, ze biatko ASK1 moze by¢
elementem maszynerii proteolitycznej, ktéra reguluje zasobnosc¢ puli biatek uczestnicza-
cych w poszczegolnych stadiach pierwszej profazy mejotycznej. U rzodkiewnika
ekspresje konstruktu GFP-ASK1 obserwowano podczas catej profazy | podziatu mejo-
tycznego, aczkolwiek najwyzszy jego poziom widoczny byt w okresie od leptotenu do
pachytenu. Wyniki te potwierdzajg obserwacje mikrosporocytow roslin o genotypie
askl-1, w ktérych pierwsze fenotypowe efekty mutacji genu ASK1 widoczne byty
wiasnie w tym okresie profazy I. Jest to okres koniugacji i rekombinacji chromosomoéw
homologicznych. Wydaje sie zatem, ze biatko ASK1 jest szczeg6lnie zaangazowane w
prawidtowy przebieg procesu rekombinacji podczas mikrosporogenezy [45]. Biorgc
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pod uwage mnogos$¢ biatek uczestniczacych w crossing-over zaktada sie, iz w
mikrosporocytach istnieje precyzyjny mechanizm odpowiedzialny za degradacje czaste-
czek uczestniczacych w jednym z etapow rekombinacji, aby umozliwi¢ dziatanie biatek
zaangazowanych w kolejny etap tego procesu.

W genomie A. thaliana zidentyfikowano jak dotad 21 gendéw ASK, przy czym
najlepiej poznano opisany powyzej gen ASK1. Ostatnie badania Zhao i wsp. [54]
wykazaty, ze biatko, kodowane przez inny gen z rodziny ASK - ASK2, wykazuje ponad
75% homologii do ASK1 i podobnie jak ono asocjuje z czgsteczkami uczestniczagcymi
w procesach proteolitycznej degradacji biatek. Wzor ekspresji gendw ASK1 i ASK2
jest zasadniczo podobny, aczkolwiek ekspresja genu ASK2 ma nieco nizszy poziom
anizeli genu/ISAT [54], Defekty w procesie rekombinacji u mutantéw askl wskazuja,
ze poziom ekspresji genu ASK2 jest zbyt niski, aby zniwelowa¢ efekty tej mutacji, lub
tez biatko ASK2 ma inne funkcje anizeli ASK1. Zhao i wsp. [54] wykazali, ze
rzeczywiscie podwyzszenie poziomu ekspresji genu 4.8X2 tylko czesciowo znosi efekty
mutacji genu ASK1 podczas mejozy pylnikowej. W zwiazku z tym autorzy sugeruja, ze
biatko ASK2 petni nieco odmienngrole anizeli biatko ASK.1 i nie jest zdolne do jego
zastapienia podczas mejozy pylnikowej u Arabidopsis.

ZAKONCZENIE

Mejoza jest procesem o ogromnym znaczeniu dla rozwoju zycia na Ziemi. Wiele
aspektow tego wyjatkowego podziatu komorek jest wspélnych i silnie konserwatywnych
ewolucyjnie w $wiecie zywym, niezaleznie od pozycji systematycznej organizmow.
Intensywny rozwéj metod biologii molekularnej oraz powszechne zastosowanie technik
uzyskiwania mutantéw owocujg identyfikacja licznych genéw kontrolujacych ztozong
sie¢ proceséw zwigzanych z podziatem mejotycznym. Modelowe organizmy wykorzysty-
wane w badaniach mejozy, a zwlaszcza procesu rekombinacji genetycznej, to przede
wszystkim drozdze, Caenorhabditis elegans oraz rzodkiewnik pospolity. Dzieki wspo-
mnianej juz konserwatywnosci ewolucyjnej molekularnych mechanizméw podziatu mejo-
tycznego, mozliwe stato sie identyfikowanie i ustalanie stopnia homologii licznych genéw
mejotycznych. Jednoczesna analiza cytologiczna uzyskanych mutantéw w ogromnym
stopniu przyczynia sie do precyzyjnego ustalenia wptywu mutacji na caty organizm, a
dzieki temu pozwala na ustalenie potencjalnej funkcji genu. Badania genetycznego
podtoza mejozy roslinnej z pewnoscig przyczynigsie rowniez do poszerzenia informacji
na temat molekularnej kontroli procesu wytwarzania gamet, nie tylko u roslin.
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INFORMACJE O NOWYCH KSIAZKACH

Ukazat sie podrecznik autorstwa Zofii Bielanskiej Osuchowskiej pt.
ZARYS ORGANOGENEZY - R6znicowanie sie komérek w narzadach, wydany
przez Wydawnictwo Naukowe PWN SA (Warszawa, 2004).

Jest to podrecznik embriologii szczeg6towej, przystepnie napisany i bogato
ilustrowany. Omoéwiono w nim zaréwno zmiany morfologiczne, jak i molekularne
procesu réznicowania sie narzadow u ptakow i ssakéw. W ksigzce zostaty opisane:

+ nowoczesne metody badan embriologicznych

+ mechanizmy gestrulacji i rozwéj narzagddw pierwotnych
+ poczatkowy rozwoj uktadu nerwowego

+ komorki grzebienia nerwowego

v+ rdéznicowanie sie i rozwdj konczyn u ssakéw i ptakow

+ rozwdj uktadow krwionosnego i limfatycznego

+ rozwoj przewodu pokarmowego

+ gruczoty przewodu pokarmowego

+ rozwdj uktadu oddechowego

+ jamy ciata i krezki

+ narzady wydalnicze

+ rozwdéj narzaddéw piciowych, gruczotéw dokrewnych i powtoki zewnetrznej.

Wiasnie ukazat sie SLOWNIK BIOLOGII KOMORKI (red. J. Kawiak, H.
Krzanowska, B. Ptytycz, M. Zabel; Polska Akademia Umiejetnosci, Krakéw 2005).
Zostat przygotowany przez licznych Autorow, skupionych wokét Polskiego
Towarzystwa Biologii Komorki.

Najkorzystniej mozna naby¢ Stownik wprost w Dziale Wydawnictw PAU,
wysyiajac list lub e-mail na adres:

Dziat Wydawnictw PAU, ul. Stawkowska 17, 31-016 Krakow
e-mail: wydawnictwo@pau.krakow.pl

Wydawnictwo wysyta fakture z numerem konta, a po otrzymaniu przelewu wysyta
na podany adres egzemplarz ksigzki wraz z ptytg CD.

Ta pieknie wydana ksigzka, wraz z wersjg elektroniczng, kupowana wprost u
Wydawcy (w Dziale Wydawnictw Polskiej Akademii Umiejetnosci) kosztuje wraz
z ptyta CD tylko 55,- zt.

Najkorzystniej jest dokona¢ zakupu dla kilku osob tacznie (lub dla biblioteki). Przy
zakupie od 3 egzemplarzy wzwyz Wydawnictwo stosuje 10% ulgi i pokrywa koszty
wysyiki, natomiast przy odbiorze ksigzek w Krakowie mozna uzyska¢ 15% ulgi.


mailto:wydawnictwo@pau.krakow.pl

584 INFORMACJE | KOMUNIKATY

OFERTAWYDAWNICZA

Zeszytdéw naukowych pod nazwa ,,Postepy Biologii Komorki”

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

Gtéwnym wydawcg i dystrybutorem kwartalnika naukowego jest Fundacja
Biologii Komoérki i Biologii Molekularnej - 01-813 Warszawa ul. Marymoncka
99,

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

W ,,Postepach Biologii Komarki” publikowane sg artykuty omawiajace najnowsze
osiggniecia z zakresu biologii komérki. Zeszyty sg przeznaczone dla studentow i
nauczycieli, pracownikéw naukowych uczelni i instytutéw naukowych. Wydawanie
czasopismajest mozliwe dzieki wsparciu finansowemu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego.

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

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

Cennik:

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

Zakup pojedynczego egz. dla o0séb indywidualnych 20,00
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Warunki otrzymywania czasopisma
- ztozenie zamowienia: faxem, poczty itp.
-jednoczesne dokonanie wptaty na konto:

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

- po otrzymaniu wptaty wystawiamy fakture VAT.

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

tu odcigé i
ZAMOWIENIE

nazwa i adres zamawiajgcego

Fundacja Biologii Komoérki
i Biologii Molekularnej

ul. Marymoncka 99

01-813 WARSZAWA

L. Dz,

Zamawiamly............. egz./Kmpl........ccocovviivininnnnn, ,,Postepow Biologii Komorki™.
Kwote ......cccoevnee ztotych (stownie ziotych ..., )
Przekazalismy na Wasze konto dnia.........c..ccccvevnenen.

INASZ INIP ... e sre e e re e

Jednocze$nie upowazniamy do wystawienia faktury bez potwierdzajgcego odbior podpisu
odbiorcy.

(pieczatka imienna i podpis zamawiajgcego)
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KOMUNIKATY

KOMITET ORGANIZACYJNY
XXI11 Zjazdu Polskiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologow

uprzejmie informuje o organizowanym w dniach 6-9 wrzesnia 2007 roku w
Warszawie XXII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Hematologéw i Transfuzjologow.

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

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

KOMUNIKAT

Zarzaddéw Oddziatéw Warszawskich
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i
Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki

Szanowni Panstwo,

Celem wigkszej integracji warszawskiego srodowiska naukowego biologii ekspery-
mentalnej proponujemy organizowanie wspolnych mini-sympozjéw. Planujemy
organizowac je w soboty, 3-4 razy w roku akademickim 2006/2007.

Prosimy o zgtaszanie sugestii tematycznych i/lub checi wygtoszenia wyktaddw.
Liczymy na wspotprace z Panstwa strony.

Z pozdrowieniami, w imieniu Zarzadu:

Hanna Fabczak PTBK Barbara Zabtocka, PTBiochem
email <ptbk@nencki.gov.pl> <zablocka@cmdik.pan.pl>

Polskie Towarzystwo Biologii Komérki Oddziat Warszawski

Prezes: prof. dr hab. Jerzy Moraczewski - Uniwersytet Warszawski
Vice-prezes: dr hab. Anna Wasik - Instytut Biologii Do$wiadczalnej
Skarbnik: dr hab.Olga Olszowska - Akademia Medyczna

Sekretarz: dr hab. Hanna Fabczak - Instytut Biologii Doswiadczalnej

Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3,02-093 Warszawa
faks (22)822 53 42, tel.(22) 58 92 317, e-mail:. PTBK@.nencki.gov.pl
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Wskazdéwki przygotowania rysunkow i streszczenh do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja 6,0 lub wczes$niejsza.
Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢ umieszczone osobno na dyskietce lub
ptycie. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (TIF. JPG), albo pliki z Corela, wersja 9,0 lub wczesniejsza.
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INFORMACJE DLA AUTOROW

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

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczajg

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

Tekst pracy i zataczniki nalezy przesyta¢ w dwoch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany
jednostronnie na papierze formatu A4 w ukfadzie normalnym 1800 znakéw na stronie z podwdjnym odste-
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazéwki s.354) powinna by¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik
(file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona,
nazwiska, tytuty naukowe autoréw i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytut pracy w jezyku
polskim i angielskim oraz liczbe stron maszynopisu, liczbe tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) stronie
nalezy poda¢ kolejno tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska
autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzacego korespondencje, informacje o
dofinansowaniu pracy oraz skrot tytutu (do 40 znakéw). Nastepna strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim
i angielskim streszczenie (do ! str.) oraz stowa kluczowe 3 do 10 stéw zgodnych z terminami w Medical
Subject Headings (Index Medicus), o ile sa tam zawarte. W tytule i streszczeniu mozna stosowa¢ jedynie
powszechnie przyjete skréty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony. W tekscie nie
zamieszcza¢ tabel, schematéw lub rycin, a jedynie zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie ich lokalizacje (np. tab.
1, ryc. 1 itp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty oraz podroz-
dziaty. Od nowej strony nalezy poda¢ spis literatury. Skréty nazw czasopism podawaé nalezy wedtug Index
Medicus (listy czasopism publikowane sg corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tekscie nastepuje
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury
nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego wzoru:

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

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium polycephalum. Exptl
Cell Res 1980; 2: 41-48.

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

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

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

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, tabel Tres¢ pracy nie byfa uprzednio publikowana,

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

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

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